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1 Einleitung

Zur Untersuchung der Mechanismen apoptotisch bedingter Leberschädigungen sind mehrere 
experimentelle Modelle in der Maus entwickelt worden. In den Tiermodellen wird nach vorheriger 
Gabe von GalN (Transkriptionsinhibitor) LPS (»Lipopolysaccharid«), das TNF-α induziert, verab-
reicht oder direkt TNF-α gegeben. Die Effekte, nur Apoptose oder Apoptose und Nekrose gefolgt 
von letalem Schock, sind abhängig von der Dosierung des verabreichten TNF-α: Nur eine niedrige 
Dosierung führt zur Apoptose und zum Überleben der Tiere.

GalN wird nur in der Leber metabolisiert und hemmt die hepatische Transkription durch Deple-
tion von Uracilnukleotiden (Keppler et al. 1970). GalN vermindert die hepatische Proteinsynthese 
und damit auch die Synthese protektiver Proteinen, die die Leber normalerweise als Antwort auf 
eine Infektion herstellt (Leist et al. 1995).

Durch die Blockierung von cytoprotektiven Proteine, (z.B. Caspase Inhibitoren), die eine TNF-
α-vermittelte Apoptose unterdrücken, wird der apoptotische Zelltod durch TNF-α eingeleitet. Die 
kombinierte Applikation von GalN und TNF-α in einer niedrigen Dosierung von rekombinantem 
murinem TNF-α reicht aus, um in Mäusen reversible Leberschäden auszulösen.

Nach zahlreichen Apoptosen in Hepatocyten treten nekrotische Herde auf, auf die jedoch eine 
Leberregeneration erfolgt (Akerman et al. 1992). Eine wichtige Rolle für die Auslösung des program-
mierten Zelltodes spielen die Mitochondrien (Green und Kroemer 1998). Die erhöhte Permeabilität 
der Poren in der Mitochondrienmembran, als Folge einer toxischen Einwirkung, kann zur Apoptose 
(wenn ATP ausreichend vorhanden ist), zur Nekrose (ATP bereits verbraucht) oder zur Apoptose 
und Nekrose führen (Pessayre et al. 2000). Außerdem spielen immunpathologische Mechanismen 
eine Rolle, die auf der Wechselwirkung von TNF-α mit Abwehrmechanismen beruhen (Schiemenz 
2002).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, in einer Kinetik die Veränderungen in Lebern von GalN 
sensibilisierten TNF-α-behandelten Mäusen licht- und elektronenmikroskopisch in einem Zeitraum 
von 30 Minuten bis 48 Stunden zu untersuchen und die Morphologie innerhalb dieses Zeitraumes 
zu beschreiben.

Weiterhin sollte biochemisch und immunhistochemisch die Lokalisation des Transkriptionsfak-
tors NF-κB (nuclear factor-κB) und seiner inhibitorischen Proteine I-κBα und I-κBβ in einem Zeit-
raum von 5 min bis 4 1⁄2 Stunden nach GalN/TNF-α Gabe bestimmt werden.
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1 Einleitung

Durch eine flankierende enzymatische Messung der Caspase 3 Aktivität in der cytosolischen 
Fraktion sollte der Zeitpunkt für die Einleitung des apoptotischen Zelltodes überprüft werden.

Die Aktivität des Enzyms Cytochrom c Oxidase, die als Marker für die Intaktheit der inneren 
Mitochondrienmembran dient, sollte in einem Zeitabschnitt von 2 1⁄2 bis 48 Stunden im Gesamtho-
mogenat, in der schweren mitochondrialen Fraktion und im Cytosol gemessen werden.
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2 Literaturübersicht

2.1  Morphologie und Funktion der Leber

Die Leber spielt eine wichtige Rolle im Kohlenhydrat-, Protein- und Fettstoffwechsel, aber auch bei 
der Entgiftung und Ausscheidung von Stoffwechselschlacken und Fremdstoffen.

Die Kupfferschen Sternzellen filtern als Mitglieder des Makrophagensystems partikuläres Mate-
rial, einschließlich Erreger, aus dem Blut. Durch die Präsentation von MHC II-Molekülen sind sie 
an Immunreaktionen auf toxische Leberschädigungen beteiligt. Durch die spezielle Architektur der 
Leber und der funktionellen Beziehung zwischen den Zellen der Leber (Hepatocyten, Kupffer-Zel-
len, Ito-Zellen, Sinusendothelzellen) wird die Erfüllung dieser wichtigen Funktionen gewährleistet. 
Jede Beeinträchtigung dieser einzelnen Komponenten und deren Interaktionen führt im Rahmen 
pathologischer Prozesse zu einer Funktionsstörung der Leber (Hermanns 1999; Liebich 1999).

2.1.1  Struktur

Als größte morphologische Untereinheit der Leber gilt das Leberläppchen, das aus Leberzellplatten 
und den dazwischenliegenden Sinusoiden, die in Richtung Zentralvene konvergieren, gebildet wird. 
Die Portalfelder liegen zwischen den Läppchen und enthalten Gefäße, Nerven und Gallengänge. 
Zwischen den Hepatocyten befinden sich die Sinusoide, die die Kupfferschen Sternzellen enthalten. 
Zwischen den Sinusoiden und den Hepatocyten befindet sich der Dissesche-Raum mit den Ito-Zel-
len (Fettspeicherzellen) und den Pit-Zellen (Hermanns 1999). Neben dem beschriebenen klassischen 
Leberläppchen gibt es weitere anatomische Gliederungsmöglichkeiten der Leber. Beim periportalen 
Läppchen steht der zentrale Gallengang mit den umgebenden Zentralvenen im Mittelpunkt. Es wird 
dabei die Funktion der Leber als exokrine Drüse hervorgehoben (Desmet 1994; Liebich 1999).

Die Blutversorgung der Leber wird durch Äste der Pfortader und der A. hepatica sichergestellt. 
Das Blut fließt durch die Sinusoide in die Zentralvene im Läppchenzentrum ab, diese vereinigen sich 
zu Sublobularvenen und schließlich zu den Vv. hepaticae, durch welche das Blut die Leber wieder 
verläßt.

Der Gallefluß erfolgt in entgegengesetzter Richtung. Die Galle wird von den Hepatocyten in die 
Gallenkanalikuli sezerniert; der weitere Abfluß erfolgt über ein Gangsystem, bestehend aus den 
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Hering-Kanälen (Cholangiolen) und den interlobulären Gallengängen in den Portalfeldern und über 
den Ductus hepaticus in den Ductus choledochus (Hermanns 1999; Liebich 1999).

2.1.2  Funktion

Die Leber erfüllt außer den schon erwähnten metabolischen Funktionen (Fettstoffwechsel u.a.) wei-
tere anabole (Synthese von Serumproteinen, Gerinnungsfaktoren) und katabole Aufgaben (Abbau 
von Serumproteinen, Hormonen). Die Transformation von Fremdstoffen sowie Speicherfunktionen 
(Glykogen, Triglyceride, Metalle, Vitamine) unterstreichen die Wichtigkeit und Multifunktionalität 
dieses Organs. Nicht zuletzt spielt die Leber eine wichtige Rolle als Ausscheidungsorgan (Galle-
bestandteile). Eine Störung der Leberfunktion ist daher mit ausgeprägter klinischer Symptomatik 
verbunden (Hermanns 1999; Liebich 1999).

2.1.3  Hepatocyten

Die Leberzellen sind polygonale Zellen, ihr Durchmesser beträgt im Schnitt 20-30 µm. Die Zellkerne 
der Hepatocyten sind rund und haben 1-2 Nukleoli, etwa 25% von ihnen haben zwei Zellkerne. Das 
Chromatin der Zellkerne verhält sich aufgrund des Nucleinsäuregehaltes basophil und färbt sich mit 
dem basischen Hämatoxylin blau, während das Cytoplasma der Hepatocyten acidophil ist und sich 
mit saurem Eosin rot anfärbt. Die Glykogenmenge der Leber hängt von der Nahrungsaufnahme ab 
und dient dem Körper als Glukosedepot. Das glatte endoplasmatische Retikulum ist im Cytoplasma 
diffus verteilt. Das rauhe endoplasmatische Retikulum und freie Ribosomen dienen der Synthese 
von Proteinen (Desmet 1994; Hermanns 1999).

Auffällig sind in Hepatocyten die vielen Mitochondrien (bis zu 2000 pro Zelle). Sie sind meistens 
oval, immer cristaereich und spielen eine wichtige Rolle im oxidativen Stoffwechsel der Leberzelle. 
Form und Anzahl der Mitochondrien hängen stark vom Funktionszustand der jeweiligen Leberzelle 
ab. Die Lokalisation der Hepatocyten ist für die Größe der Mitochondrien ebenfalls von Bedeutung, 
so sind die Mitochondrien der periportalen Hepatocyten deutlich größer als die der zentralen (Loud 
1968; Angermüller et al. 1994). Sie werden wie die meisten Zellbestandteile ständig erneuert, die 
durchschnittliche Umsatzrate der Strukturproteine der Mitochondrien wird auf 10 Tage geschätzt.

Ferner kommen in Hepatocyten viele Peroxisomen und Lysosomen vor, die für die Stoffwechsel-
vorgänge der Leber von essentieller Bedeutung sind (Desmet 1994).

2.2  Zelltod: Nekrose und Apoptose

Der Zelltod ist für den Organismus genauso wichtig wie die Zellteilung oder das Zellwachstum. Man 
unterscheidet zwei Formen des Zelltodes: Nekrose und Apoptose.

Die Nekrose ist infolge physikalischer oder chemischer Schäden ein pathologischer Prozeß und 
löst eine inflammatorische Antwort aus, während die Apoptose zu keinen Entzündungen führt 
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(Rathmell und ompson 1999). Die unterschiedlichen Veränderungen sind in einer graphischen 
Übersicht in Abbildung 1 dargestellt.

2.2.1  Nekrose

Als Nekrose bezeichnet man die Summe aller Veränderungen, die dem Zelltod in einem lebenden 
Gewebe oder Organ folgen. Sie ist die Folge der Denaturierung von Proteinen und der enzymati-
schen Auflösung von Zell- und Gewebekomponenten.

Die Nekrose ist ein passiver, degenerativer Prozeß, charakterisiert durch massive und irreversible 
Zellveränderungen. Durch die Schädigung der Zellmembran und den dadurch bedingten Verlust 
des osmotischen Gleichgewichtes kommt es zu einer Anschwellung und zum Platzen der Organel-
len, bzw. der gesamten Zelle (Wyllie 1981; ompson 1998). Die dabei entstandenen Zellfragmente 
lösen im benachbarten Gewebe eine entzündliche Reaktion aus, das Kernchromatin zeigt eine 
unregelmäßige Kondensierung, der Zellkern schrumpft (Kernpyknose) und wird dann aufgelöst 
(Karyolyse).

2.2.2  Apoptose

Unter Apoptose (griechisch: Abfallen, Abtropfen) wird die genetisch determinierte Elimination von 
Zellen (=programmierter Zelltod) verstanden. Das genetische Programm der Apoptose ist in allen 
Säugetierzellen gespeichert und dauert von der Embryonalentwicklung bis zum Tode.

Der Begriff der Apoptose wurde von Kerr et al. 1972 eingeführt. Diese Gruppe fand heraus, daß 
es sich dabei um einen gleichbleibenden Vorgang des Zellsterbens — sowohl während der Entwick-
lung, als auch im reifen Organismus — handelt und dieser als Gegensatz zur Mitose betrachtet 
werden kann. Bei der Apoptose handelt es sich um einen aktiven, energieabhängigen Prozeß, der 
im Gewebe einzelne Zellen befällt und im Gegensatz zur Nekrose keine entzündlichen Reaktionen 
hervorruft. Dieser Prozeß, auch als »cell suicide« bezeichneter programmierter Zelltod (Lennon et 
al. 1991), wird primär durch physiologische Stimuli ausgelöst. Er tritt während der Embryogenese 
und der Metamorphose auf, bei der Entwicklung des Immunsystems und ganz besonders bei der 
normalen Zellerneuerung im Gewebe.

Die Apoptose spielt bei der Embryonalentwicklung durch den gezielten Tod bestimmter Zellen 
eine wichtige Rolle, so beispielsweise beim Mensch für die korrekte Ausbildung von Händen und 
Füßen oder bei der Ausbildung des Gehirns (Jacobson et al. 1997). Beim erwachsenen Menschen 
ist durch ein Gleichgewicht zwischen Zellteilung und Zelltod sichergestellt, dass Organe und 
Organsysteme, wie Darm, Ovar oder das Immunsystem, ständig erneuert werden und dabei in ihrer 
Zellzahl trotzdem relativ konstant bleiben. Nicht zuletzt hat die Apoptose auch die Funktion eines 
Schutzmechanismus gegen infektiöse Erreger, wie z.B. beim apoptotischem »Suizid« von virusbefal-
lenen Zellen. Wie schon diese wenigen Beispiele zeigen, ist die Apoptose von besonderer Bedeutung 
für alle Lebewesen. 
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Neben physiologischen Signalstoffen, wie dem Tumor Nekrose Faktor (TNF) oder dem Liganden 
des APO-1/CD95-Rezeptors, können unter anderem Gamma- oder UV-Strahlen Apoptose indu-
zieren (Magnusson und Vaux 1999). Chemotherapeutika, freie Radikale und Wasserstoffperoxid, 
Hitzeschock sowie Schädigungen der DNA können ebenfalls einen apoptotischen Zelltod auslösen 
(Van Antwerp et al. 1998).

Die Apoptose wird durch ein genetisch determiniertes »Selbstmord«-Programm der Zelle gesteu-
ert; eine Vielzahl von Apoptosegenen ist heute bekannt. Das Programm läuft über ganz bestimmte, 
morphologisch erkennbare Etappen, welche je nach Zelltyp etwas unterschiedlich sein können. Die-
ser »programmierte« Zelltod ist ein aktiver, energiekonsumierender, nicht reversibler Prozeß, bei 

Abbildung 1: Morphologische Veränderungen der Zelle während der Nekrose (links) und der Apoptose 
(rechts)
Während der Apoptose Chromatinkondensierung und Fragmentierung der Zelle, Bildung der apoptotischen 
Körperchen und deren anschließende Phagocytose. Die Nekrose ist durch Chromatinschrumpfung, Schwel-
lung der Zellorganellen und Membranschädigung charakterisiert.
Schema modifiziert nach Kerr und Harmon 1991.
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dem Veränderungen zuerst in den Mitochondrien, dann im Zellkern erscheinen (Angermüller et al. 
1998). Morphologisch kann die Apoptose in drei Phasen unterteilt werden:

1) Zu Beginn des Prozesses wird eine Verringerung des Zellvolumens deutlich (Jeschke et al. 
2001), die als Zellschrumpfung bekannt ist. 

2) Es folgt eine Veränderung der Mitochondrien in ihrer Form, eine Ruptur der äußeren mit 
gleichzeitiger Ausstülpung der inneren Mitochondrienmembran sind charakteristisch. Die 
Veränderungen im Kern zu diesem Zeitpunkt werden durch die Chromatinkondensierung 
an der Kernmembran, die Kernfragmentierung und anschließender Bildung der sogenannten 
apoptotischen Körperchen charakterisiert.

3) Das Aussenden von Phagocytosesignalen (Cytokine) an Nachbarzellen führt zur Phagocytose 
und zum Abbau der apoptotischen Körperchen durch die Makrophagen (Hengartner 2001) 
oder die benachbarten Zellen (Zörnig et al. 2001).

2.2.3  Morphologisches Erscheinungsbild der Apoptose

Wie in der Einleitung skizziert, unterscheidet man im Verlauf der Apoptose drei unterschiedliche 
Phasen (Arends und Wyllie 1991):

In den frühen Apoptosestadien schrumpft die Zelle und es kommt zum Verlust von speziellen 
Membranstrukturen, wie z.B. den Mikrovilli. Im Zuge der Reduzierung des Zellvolumens kommt 
es zu einer Kondensierung des Cytoplasmas, zur Verdichtung cytoplasmatischer Organellen und 
zur Auflösung der Nukleoli. Die Mitochondrien zeigen in dieser Phase eine Ruptur der äußeren 
Mitochondrienmembran, durch die hernienartig die innere Mitochondrienmembran herausquillt 
(Angermüller et al. 1998, 1999). Danach kommt es zur Chromatinkondensierung an der Kernperi-
pherie.

Die zweite Phase ist durch die Fragmentierung des Zelle gekennzeichnet. Diese Fragmente bilden 
zusammen mit Cytoplasma und anderen Zellorganellen die sogenannten »apoptotischen Körper-
chen«. Durch das Aussenden von Signalen an bestimmte Rezeptoren der benachbarten Zelle (Zhou 
et al. 2001) wird die Phagocytose ausgelöst (Hengartner 2001) .

Im letzten Stadium des programmierten Zelltodes kommt es zum fortschreitenden Abbau der 
restlichen Kern- und Cytoplasmastrukturen in Makrophagen oder benachbarten Zellen.

2.2.4  Mechanismen der Apoptose

Die biochemischen Veränderungen während der Apoptose sind im Vergleich zu den morphologi-
schen weniger gut definiert. Eine Erklärung dafür könnte die Lokalisation, bzw. der Befall einzelner 
Zellen im Gewebe sein, die wiederum von den umliegenden gesunden Zellen schnell phagocytiert 
werden. Damit sind biochemische Veränderungen schwieriger nachzuweisen. Trotzdem können 
sechs charakteristische Ereignisse des apoptotischen Zelltodes beschrieben werden (Arends und 
Wyllie 1991):
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Zunahme der zellulären Dichte
Die auffallende Abnahme des Zellvolumens apoptotischer Zellen führte dazu, daß diese Art des 
Zelltodes zunächst als »shrinkage necrosis« (Kerr et al. 1972) beschrieben wurde.

In apoptotischen Zellen kommt es zur Ausdehnung des endoplasmatischen Retikulums (ER) und 
zur Bildung von Vesikeln, die mit der Plasmamembran verschmelzen und ihren Inhalt extrazellulär 
entleeren (Morris et al. 1984).

Intrazelluläre Veränderungen als Signale
Mittels Zelltyp- und Stimulus-spezifischer Rezeptoren werden verschiedene Reize (physiologisch 
oder pathologisch) wahrgenommen und lösen eine entsprechende Antwort in der Zelle aus. Mög-
liche intrazelluläre Signale für das Auslösen des programmierten Zelltodes sind Veränderungen in 
der Aktivität von Protein-Kinasen oder auch die Expression und Aktivierung von Onkogenen. In 
apoptotischen Zellen kommt es zu einem moderaten Anstieg der intrazellulären Calcium-Konzen-
tration (McConkey et al. 1989), während bei der Nekrose der Calcium-Gehalt schnell um das Tau-
sendfache ansteigt.

Inhibierung der Protein- und RNA-Synthese
Schon in den frühen Apoptosestadien kommt es zur Einstellung der gesamten Protein- und RNA-
Synthese-Tätigkeit.

Chromatin-Spaltung
Internukleosomale Chromatin-Spaltung durch endogene Endonukleasen wird beinahe ausschließ-
lich bei der Apoptose beobachtet. Die Spaltung internukleosomaler DNA erzeugt Oligonukleotide 
mit DNA-Längen von 180-200 Basenpaaren und Vielfachen davon. Diese DNA-Fragmente können 
als typische »DNA-Leiter« mit Hilfe der Gelelektrophorese nachgewiesen werden (Arends und Wyl-
lie 1991).

Transglutaminase-Aktivität
Mit Beginn der Apoptose kommt es zur Induktion und Aktivierung von Gewebe-Transglutami-
nasen, die cytoplasmatische Proteine über Lysin-Bänder miteinander vernetzen und die Bildung 
von Proteingerüsten bewirken. Somit kommt es während des programmierten Zelltodes zu einem 
Anstieg von Transglutaminase (mRNA und – Protein), deren Enzymaktivität und des Gehaltes an 
proteingebundenem Lysin (Piacentini et al. 1991; Darzynkiewicz et al. 1997).

Veränderungen der Zelloberfläche
Charakteristisch für apoptotische Zellen ist deren schnelle Erkennung und Phagocytose durch ihre 
Nachbarzellen oder Makrophagen, die bevorzugt an apoptotische Zellen binden (Wyllie 1997; Savill 
1998). So werden beispielsweise apoptotische Nager-ymocyten durch zuckerabhängige Mecha-
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nismen erkannt (Duvall et al. 1985). Die Freisetzung von Glykan-Gruppen an der Zelloberfläche 
scheint als Erkennungssignal zu funktionieren, um eine Anheftung und anschließende Phagocytose 
durch Makrophagen zu ermöglichen (Arends und Wyllie 1991).

2.2.5   Mitochondrien

Die Mitochondrien sind die zentralen Organellen des Energiestoffwechsels in der Zelle und haben 
meistens eine ellipsoide Form und eine Länge von 2-4 µm. Durch die  Oxidation der Kohlenhydrate 
und Fettsäuren entsteht CO₂ und Wasser. Energiereiches ATP entsteht durch die oxidative Phos-
phorylierung. Mitochondrien enthalten ein eigenes, ringförmiges DNA-Molekül, daß genetische 
Informationen für einen Teil der mitochondrialen Enzyme trägt (Pessayre et al. 2000). 

2.2.5.1 Aufbau der Mitochondrien

Mitochondrien bestehen aus einer inneren gefalteten Membran, einer äußeren Membran, die das 
Mitochondrium vom Cytosol abgrenzt, sowie der Matrix. Die äußere mitochondriale Membran 
enthält zahlreiche Poren (Kroemer et al. 1998) und ist durch diese auch für einige höhermolekulare 
Substanzen (MW>1500 Da) durchgängig. Viel strukturierter zeigt sich die innere Membran mit 
ihren zahlreichen Falten, die als Cristae bezeichnet werden. Die mitochondriale Innenmembran 
hat eine besondere Bedeutung für den Zellstoffwechsel als Träger der Enzymsysteme der Atmungs-
kette, sowie der oxidativen Phosphorylierung. Durch ihren hohen Proteingehalt (75 % Proteine und 
nur 25 % Lipide) unterscheidet sie sich von allen anderen Membranen. Die mitochondriale Matrix 
enthält Enzyme der β-Oxidation, des Cytratzyklus sowie Teile des Harnstoffzyklus (Pessayre et al. 
2000).

2.2.5.2 Mitochondrien als zentraler Kontrollpunkt der Apoptose

Die Mitochondrien spielen eine entscheidende Rolle in der Apoptose (Angermüller et al. 1998; 
1999). Als Reaktion auf spezifische Stimuli wie beispielsweise TNF-α (Hatano et al. 2000) wird Cyto-
chrom c, ein Protein der Atmungskette ins Cytoplasma abgegeben und wirkt so als Kofaktor für die 
Aktivierung der Caspasen ( Green 1998; Martinou et al. 2000; Joza et al. 2001).

Wegen der zentralen Rolle von Cytochrom c bei der Aktivierung von Caspasen haben zahlreiche 
Versuche den Freisetzungsmechanismus aus dem Mitochondrium während der Apoptose aufgeklärt. 
So haben die Proteine der Bcl-2 Familie (Newmeyer et al. 1994; Ferri und Kroemer 2001; Martinou 
und Green 2001) eine hemmende Wirkung auf die Freisetzung von Cytochrom c, während Bax- 
und BH3-Proteine einen ausschließlich proapoptotischen Effekt besitzen (Tsujimoto und Shimizu 
2000). Die meisten dieser sogenannten proapoptotischen Homologa befinden sich in inaktiver Form 
im Cytoplasma; unter Einwirkung eines Stimulus passieren sie die Mitochondrienmembran und in 
Wechselwirkung mit anderen Proteinen bewirken sie die Freisetzung von Cytochrom c (Gottlieb 
2000). Die Freisetzung von Cytochrom c ins Cytosol ist ein wichtiger Schritt für die Einleitung des 
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apoptotischen Zelltodes; über die genauen Mechanismen wird aber weiterhin diskutiert (Reed und 
Green 2002).

2.2.5.3 Cytochrom c Oxidase

Die oxidative Phosphorylierung findet an der inneren Mitochondrienmembran statt, also in unmit-
telbarer Nachbarschaft des Citratcyclus. Die Atmungskette besteht aus vier Multienzymkomplexen. 
Diese Multienzymkomplexe haben bestimmte Untereinheiten, die eine Redoxkette bilden.

Die Cytochrom c Oxidase (Komplex IV) ist ein Mitglied dieser Atmungskette der Mitochond-
rien; der Elektronentransfer von Cytochrom Reduktase (Komplex III) zur Cytochrom c Oxidase wird 
über Cytochrom c sichergestellt und hat die Reduzierung von Sauerstoffmolekülen zu Wasser zur 
Folge (Wang 2001; Barrientos et al. 2002). Cytochrom c Oxidase ist in der inneren Mitochondrien-
membran lokalisiert.

2.2.6  Cytokine

Cytokine sind Gewebshormone von besonderer Bedeutung, sie werden von verschiedenen Zellen 
freigesetzt  und regulieren die Proliferation, bzw. die Differenzierung und Funktion ihrer Zielzellen. 
Die Sekretion erfolgt meistens parakrin, d.h. die Signalübertragung erfolgt durch Diffusion von der 
sezernierenden zur direkt benachbarten Zelle. Es sind bis heute mehr als 100 Cytokine bekannt, die 
in vier Gruppen unterteilt werden können (Feldmann et al. 1996): proinflammatorische (IL-1, TNF-
α u.a.), immunregulatorische (z.B. IL-4, IL-10), chemotaktische (z.B. IL-8) und mitogene Cytokine 
(z.B. »fibroblast growth factor«). 

2.2.7  Signaltransduktion durch Tumor Nekrose Faktor

Der Tumor Nekrose Faktor (TNF) ist ein 26 kDa monomeres Protein (Darnay und Aggarwal 
1999), gehört zu der Klasse der proinflammatorischen Cytokine und ist mit Hilfe unterschiedlicher 
immunmodulatorischer Gene in der Lage, eine Reihe von zellulären Antworten auszulösen (Fiers et 
al. 1995; May und Ghosh 1998). TNF aktiviert wie IL-1 den Transkriptionsfaktor NF-κB, der für die 
Regulierung einer Reihe von Genen, die für eine entzündliche Reaktion benötigt werden, zuständig 
ist (May und Ghosh 1998). TNF wird vor allem in den Makrophagen, aber auch in T-Zellen, Fibro-
blasten und Muskelzellen synthetisiert. Erstmals durch seine antitumorale Aktivität sowohl in vivo 
als auch in vitro definiert, wird er nach neueren Erkentnissen als ein Polypeptidmediator für ent-
zündliche und immunologische Antworten der Zelle beschrieben (Schütze et al. 1992). Außerdem 
soll TNF eine antivirale Aktivität induzieren können (Mestan et al. 1986; Wong und Goeddel 1998) 
und für die Zelle eine wichtige schützende Rolle bei parasitären Infektionen gewährleisten (Malik 
und Balkwil 1988). Wie bei den anderen Cytokinen ist auch bei TNF das Auslösen einer zellulären 
Antwort vom Vorhandensein eines spezifischen Rezeptors auf der Zellmembran direkt abhängig. 
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Nach der Aktivierung des Rezeptors durch TNF wird eine Kaskade von Reaktionen innerhalb der 
Zelle eingeleitet. 

Die Rezeptoren des TNF/Fas Systems verfügen über eine intrazelluläre Domäne, die sogenannte 
»death domain« (Yuan 1997), die mit Hilfe von Enzymen das Signal weiter übertragen; zu ihnen 
gehören die Mitglieder der Caspase-, Phospholipase- und der Proteinkinase-Familien (Wallach et 
al. 1999). Eine von den multiplen funktionellen Veränderungen, die durch diese Enzyme reguliert 
werden können, stellen die veränderten Genaktivitäten dar, die eine Folge der Aktivierung von 
Transkriptionsfaktoren (NF-κB) sind. Andere Effekte, wie die Einleitung des Zelltodes, ergeben sich 
unabhängig von der Genaktivierung.

Das Einwirken von TNF-α auf die Zelle wird durch seine zwei Rezeptoren TNF-R1 (Locksley et 
al. 2001) und TNF-R2 (Darnay und Aggarwal 1999) sichergestellt. Die Bindung von TNF-α an die 
zwei Rezeptoren induziert eine Trimerisierung des jeweiligen Rezeptors und die Aktivierung einiger 
Signalproteine (Wallach et al. 1997) in dem cytoplasmatischen Abschnitt des Rezeptors. Das erste 
von TNF-R1 angelagerte Protein ist TRADD (»TNF-R1-associated death domain protein«), das als 
Plattform für die drei Mediatoren RIP (»receptor-interacting protein«), FADD (»Fas-associated 
death domain protein«) und TRAF2 (»TNF-receptor-associated factor 2«) fungiert (Takeuchi et al. 
1996). In Folge dieser Interaktionen wird die Caspasenkaskade ausgelöst, die zu dem programmier-
ten Zelltod führt (Wallach 1997; Baud und Karin 2001).

2.2.8  Caspasen: Schlüsselmediatoren des programmierten Zelltodes

Die Caspasen gehören zur Familie der Cystein Aspartat-Proteasen, sie spielen eine besonders wich-
tige Rolle im Prozeß der Apoptose und spalten eine Anzahl von Proteinen, die in normale Zellfunk-
tionen involviert sind (Nicholson und ornberry 1997; Harper et al. 2001).

Caspasen befinden sich normalerweise als inaktive Vorläufer (Procaspasen) in der Zelle (Cohen 
1997). Extrazelluläre Signale, wie TNF-α leiten die Aktivierung eines plasmamembranständigen 
»Todesrezeptors« (TNF-Rezeptor) ein, der die ersten Schritte in der Caspasenkaskade auszulösen 
scheint (ornberry und Lazebnik 1998). Die aktivierte Caspase (Caspase-8) löst eine zur Apoptose 
führende Signalkaskade aus. Dieser extrinsische Mechanismus, bei dem die Caspasen beteiligt sind, 
ist einer von den zwei beschriebenen Pathomechanismen, die zur Einleitung des Zelltodes führen 
(Grütter 2000). Beim Menschen sind bisher 40 verschiedene Caspasen bekannt, die in Signalkaska-
den angeordnet sind.  

Der zweite Weg, der intrinsische, kommt ohne externe Signale aus; an der Aktivierung der Cas-
pasen sind mitochondriale Proteine wie Cytochrom c beteiligt (Segal und Beem 2001). Die Cas-
pasenaktivierung findet mittels des Apoptosoms statt (Srinivasula et al. 1998), einem heterogenen 
Proteinkomplex, zu dessen Komponenten Cytochrom c, das Protein Apaf-1 (»apoptotic protease-
activating factor«), die Procaspase-9 und dATP zählen ( Liu et al. 1996; Li et al. 1997; Rathmell und 
ompson 1999). Die Procaspase-9 wird proteolytisch aktiviert und dadurch die Caspase-9 freige-
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setzt. Sie aktiviert wiederum die Procaspasen 3, 6 und 7, die schließlich Enzyme aktivieren, deren 
Wirkungen zwingend zum Absterben der Zelle führen (Nicholson et al. 1995; Stennicke et al. 1998). 
Hierzu zählt insbesondere die DNA-Spaltung in der Zelle. Caspase 12-Aktivierung wird ebenfalls 
durch einen intrinsischen Mechanismus ausgelöst, nämlich durch Stress des endoplasmatischen 
Retikulums und führt auch zur Apoptose (Nakagawa et al. 2000).

Durch die Hemmung von Caspasen kann das Apoptoseprogramm unterbrochen werden. Einige 
Viren können durch die Hemmung von Caspasen den Tod der Wirtszelle verhindern und damit ihr 
eigenes Überleben sichern (Kühnel et al. 2000).

2.2.9  Der Transkriptionsfaktor NF-κB

NF-κB (»Nukleärer Faktor-κB«) ist ein Sammelbegriff für dimerische Transkriptionsfaktoren (Karin 
und Ben-Neriah 2000), die DNA-bindende Proteine der Rel-Familie sind und alle ein gemeinsames 
Sequenzmotiv erkennen. Bei Säugetieren sind bislang 5 Rel Proteine identifiziert worden (Ghosh et 
al. 1998): NF-κB1 (p50 und sein Vorläufer p105), NF-κB2 (p52 und sein Vorläufer p100), c-Rel, RelA 
(p65) und RelB (siehe auch Abbildung 2). Erstmals beschrieben wurde er im Jahre 1986 von Sen 
und Baltimore als ein nukleärer Faktor in B-Zellen, der an den »Enhancer« der κ-leichten Kette des 
Immunglobulins bindet. Weitere Forschungen führten zu der Schlussfolgerung, daß dieses Protein 
auch in anderen Zellen und Geweben, wie beispielsweise der Leber (Taub 1998), zu finden ist. In 
der Leber wird das Protein als Antwort auf Gewebeschädigung, partielle Hepatektomie oder andere 
Störungen aktiviert (Fitz Gerald et al. 1995).

Der Transkriptionsfaktor NF-κB hat durch seine ungewöhnliche und schnelle Regulation sowie 
sein breites Spektrum zur Kontrolle mehrerer Gene in den letzten Jahren das Interesse vieler For-
scher geweckt. Die zentrale Rolle bei immunologischen Prozessen, die große Bandbreite der Ver-
bindungen als Dimere und nicht zuletzt die direkte Beteiligung an verschiedenen Erkrankungen 
(Baldwin 1996) unterstreichen die Wichtigkeit dieses Proteins. Es sind einige gut beschriebene 
Mechanismen bekannt, die zur Aktivierung der Transkription führen. Vor allem ist aber der NF-κB-
Weg einzigartig, was die Schnelligkeit seiner Aktivierung betrifft. 

In seiner aktiven DNA-bindenden Form bildet NF-κB Hetero-Dimere, deren Monomere der NF-
κB/Rel-Familie angehören (Schmitz et al. 2001).

2.2.9.1 Struktur von NF-κB 

Der erste beschriebene NF-κB Komplex war ein Heterodimer der p50 und p65 Proteine (Grilli et al. 
1993). 

Jedes dieser Proteine enthält eine N-terminale Domäne von 300 Aminosäuren (Joyce et al. 2001), 
bekannt als RHD-Domäne (»rel homology domain«). Diese Domäne ist für die DNA-Bindung, die 
Dimerisierung und die Interaktion mit Proteinen der I-κB-Familie zuständig. Sie enthält auch die für 
die nukleäre Lokalistion benötigte NLS (»nuclear localization sequence«). Ein zweiter Funktionsbe-
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reich bildet die C-terminale Domäne, die für das Aktivieren der NF-κB gesteuerten Gene zuständig 
ist.

2.2.9.2 NF-κB: Ein Baustein zur Funktionalität des TNF-Systems

Die Familie der NF-κB Transkriptionsfaktoren spielt eine entscheidende Rolle für das Immunsystem 
(Wallach et al. 1999). Mehr als 60 separate proinflammatorische Gene, die z.B. an der Kontrolle der 
Zelladhäsion, der Apoptose, dem Redox-Metabolismus und der Produktion von Mediatoren invol-
viert sind, werden durch NF-κB reguliert (Baeuerle 1998). In den meisten Zellen befindet sich NF-κB 
in einer inaktiven Form im Cytoplasma, da er an inhibitorische Proteine bindet, die der I-κB Familie 
angehören (Baeuerle und Henkel 1994; Baeuerle und Baltimore 1996; anos und Maniatis 1995; 
Verma et al. 1995). Diese inaktiven Komplexe können über TNF/Fas-Rezeptoren aktiviert werden.
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Abbildung 2: Die Proteine der NF-κB- und I-κB-Familien und der Mechanismus der NF-κB-Aktivierung
(a) Die fünf Mitglieder der Rel/NF-κB Familie. Mit einigen Ausnahmen können alle NF-κB-Untereinheiten 
homo- und heterodimerisieren. Die meisten NF-κB-Komplexe bilden mit einem Mitglied der I-κB-Familie einen 
Komplex und verbleiben im Cytoplasma. Eine Ausnahme ist p52-RelB, das nicht an I-κB bindet und direkt in 
den Zellkern transloziert wird. (b) Die wichtigsten Mitglieder der I-κB-Familie und der NF-κB-Aktivierungs-
mechanismus. I-κBα, I-κBβ und I-κBε interagieren mit NF-κB Komplexen und maskieren deren NLS. Bcl3 wird  
direkt in den Kern transloziert, bindet die p50- und p52-Homodimere und fungiert als Transkriptionsaktivator.
Abkürzungen: NIK (NF-κB induzierende Kinase); NLS (nukleäres Lokalisationssignal); PP (Phosphorylierung); 
Pro (Prolin-reiche Domäne); SS ( die zwei Serinreste der I-κB-Proteine); Ub (Ubiquitin)
Schema aktualisiert nach Perkins 2000.



2 Literaturübersicht

19

TNF-α hat zwei unterschiedliche Rezeptoren: TNF-R1 und TNF-R2; in den meisten Zellen wird 
die Aktivierung von NF-κB mit Hilfe des ersten realisiert. TNF-R1 interagiert mit TRADD (»TNF-
R1-associated death domain protein«), das wie ein Verbindungsstück für die Aktivierung anderer 
Proteine (z.B. RIP) fungiert. RIP (»receptor-interacting protein«) ist eine für die Aktivierung von 
NF-κB erforderliche Kinase (Wallach et al. 1998).

2.2.9.3 Regulation von NF-κB durch I-κB Proteine

NF-κB ist in seiner inaktiven Form an I-κB im Cytoplasma gebunden und erst durch seine Akti-
vierung wird es in den Zellkern transloziert (Traenckner et al. 1994). Die Aktivierung erfolgt unter 
Einfluß unterschiedlicher Stimuli, wie z.B. durch die proinflammatorischen Cytokine TNF-α oder 
Interleukin-1 (IL-1). Stress, wie UV-Licht oder auch bakterielle und virale Infektionen können eben-
falls zu einer Aktivierung von NF-κB führen (Li und Karin 1999). Werden Zellen solchen Stimuli 
ausgesetzt, erfolgt eine rasche Phosphorylierung, Ubiquitinylierung und proteolytische Degradie-
rung der Inhibitor-Proteine I-κB, so daß die Komplexverbindung NF-κB/I-κB aufgelöst wird (Sime-
onidis et al. 1999). Das freigegesetzte NF-κB wird nun in den Zellkern transloziert (Baldwin 1996; 
Verma und Stevenson 1997). Die Degradierung der Inhibitor-Proteine, vor allem von I-κBα, unter 
Einfluß potenter Aktivatoren wie TNF-α kann innerhalb weniger Minuten stattfinden (Manos und 
Jones 2001).

Die Phosphorylierung von I-κB wird durch eine Serie von Kinasen, den IκB Kinasen (IKK), regu-
liert (Israel 2000). Sie bestehen aus zwei Untereinheiten: IKKα und IKKβ, beide sind in der Lage, eine 
korrekte Phosphorylierung durchzuführen (Karin 1999). Die Aktivierung von NF-κB nach TNF-α 
Gabe wird in Maushepatocyten meistens über IKKβ eingeleitet und hat im Vergleich zur Aktivie-
rung über IKKα einen antiapoptotischen Effekt (Hatano und Brenner 2001; Hatano et al. 2001). 
Antioxidantien oder Proteaseinhibitoren, die auch eine Phosphorylierung inhibieren, verhindern die 
Translokation von NF-κB in den Zellkern (Fischer et al. 1999).

Das Ubiquitin-Proteolyse-System ist wahrscheinlich das meist genutzte proteolytische System 
im Organismus (Karin und Ben-Neriah 2000). Ursprünglich als Abbausystem für alte, geschädigte 
oder fehlgebildete Proteine beschrieben, gilt es heute auch als Kontrollsystem für eine große Anzahl 
von regulatorischen Proteinen, Transkriptionsfaktoren und Zellwachstumsmodulatoren. Die Ubi-
quitinylierung und Degradierung von I-κB Proteinen verläuft in drei voneinander getrennten Pha-
sen: zunächst erfolgt die kovalente Angliederung von einem oder mehreren Ubiquitin Polypeptiden 
an das Protein, gefolgt von der Ubiquitin-Ubiquitin-Konjugierung, was zur Bildung eines Polymers 
führt und als letztes erfolgt die Degradierung des Ubiquitin-gebundenen Proteins durch den 26S 
Proteasom-Komplex (Barkett und Gilmore 1999; Glickman und Ciechanover 2002).

Die Aktivierung von NF-κB, ein Schritt in der Kaskade der Signaltransduktion durch TNF-α, ist 
ein hervorragendes Beispiel für die Wirkungsweise eines regulatorischen Proteins (I-κB), durch die 
u.a. das Ubiquitin-Proteasom System aktiviert wird (Gilmore 1999). Mit einigen Ausnahmen, wie 
z.B. UV-Licht, haben alle Stimuli, die eine Aktivierung von NF-κB bewirken, die I-κB Proteine (I-
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κBα, I-κBβ, I-κBε) als Ziel, um so eine IKK-vermittelte Degradierung durch das Ubiquitin-System 
zu erreichen. Der Abfall des nukleären NF-κB nach UV-Licht Exposition erfolgt auf einem I-κB-
unabhängigem Weg über die Degradierung der p50 und p65 Untereinheiten des cytoplasmatischem 
NF-κB (Djavaheri-Mergny et al. 1999).

2.2.9.4 Erkrankungen mit Beteiligung von NF-κB

Eine der physiologischen Funktionen von NF-κB ist die schnelle Expression von  Genen des Immun-
systems als Antwort auf verschiedene Stimuli (Hatada et al. 2000), wie virale oder bakterielle Infek-
tionen oder auch auf physischen Stress (Baeuerle 1998a, 1998b). Wegen der direkten Rolle bei der 
Regulierung der zellulären Antwort auf inflammatorische Cytokine oder Endotoxine kann die Akti-
vierung von NF-κB eine entscheidende Rolle für die Entwicklung chronischer Erkrankungen einneh-
men, wie z.B. bei rheumatischen Arthritiden oder auch in akuten Situationen, wie dem septischen 
Schock (Baldwin 1996). Bei einigen viralen Erkrankungen, wie im Fall der HIV-Infektion, aktiviert 
NF-κB viruseigene Gene und beschleunigt die Stimulierung und Proliferation der Lymphocyten, in 
denen die Virusreplikation stattfindet. Dysregulation von NF-κB ist direkt beteiligt an neurodege-
nerativen und gastrointestinalen Erkrankungen (Schmid und Adler 2000), einigen Krebsarten und 
Lungenerkrankungen (Gurujeyalakshmi et al. 2000).

In den meisten Zellen schützt NF-κB-Aktivierung (Liu et al. 1996; Beg und Baltimore 1996; Van 
Antwerp et al. 1996; Wang et al. 1998; Southall et al. 2001) durch die Induktion von protektiven 
Genen vor Apoptose, obwohl es unter bestimmten Bedingungen und in bestimmten Zelltypen auch 
die Apoptose einleiten kann (Baichwal und Baeuerle 1997; Barkett und Gilmore 1999; Jones et al. 
2000a). In der Leber schützt die NF-κB-Aktivierung in den meisten Fällen vor Apoptose, es gibt aber 
auch Studien, die eine Einleitung der Apoptose durch NF-κB belegen, wie z.B. in HepG2-Zellen die 
mit einem DEN (Dengue Virus) Typ 1 infiziert worden sind (Marianneau et al. 1997).

2.2.10 Inhibitor Proteine: die I-κB Familie

Die I-κB Familie gehört zu der Gruppe der regulatorischen Proteine und umfaßt I-κBα, I-κBβ, I-
κBγ, I-κBε, Bcl-3, die Vorstufen von NF-κB1 (p105) und NF-κB2 (p100) und das Drosophila-Pro-
tein Cactus. Physiologisch wird ihnen eine cytoplasmatische Lokalisation zugeordnet. Ein neues 
Mitglied dieser Familie I-κBζ (zeta), das eine vorwiegend nukleäre Lokalisation besitzen soll, wurde 
von Yamazaki et al. 2001 beschrieben. Von besonderer Bedeutung für die Regulation von NF-κB bei 
Säugetieren sind I-κBα, I-κBβ und I-κBε, die als einzige die N-terminale Domäne enthalten (Li und 
Nabel 1997; Whiteside et al. 1997). Alle I-κB Proteine haben fünf bis sieben Ankyrin-Motive, die das 
NLS (»nuclear localization signal«) von NF-κB maskieren (May und Ghosh 1998) und damit dessen 
Translokation in den Zellkern verhindern. I-κB Proteine sind nicht nur für die Sequestration von 
NF-κB im Cytoplasma nicht stimulierter Zellen zuständig, sondern binden auch transloziertes NF-
κB im Zellkern und leiten damit dessen Rücktransport ins Cytoplasma ein.
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2.2.10.1 I-κBα

Das am besten untersuchte I-κB-Protein ist I-κBα, zumal es als erstes Mitglied dieser Familie geklont 
wurde (Davis et al. 1991). Es ist ein 37 kDa Protein und besteht – genauso wie I-κBβ – aus drei Funk-
tionsbereichen: 

Die N-terminale Domäne, die unter Einwirkung von Kinasen phosphoryliert wird, ein zentraler 
Ankyrinmotiv und die C-terminale PEST Sequenz (»proline, serine, aspartic acid and threonine 
residues rich sequence«), die für die Neusynthese und Degradation des Proteins unter physiolo-
gischen Umstände zuständig ist (Verma et al. 1995; Ghosh et al. 1998). I-κBα bindet mit seinem 
Ankyrinmotiv vorwiegend an die nukleäre Lokalisations-Sequenz (NLS) des p65 (Rel A) (Jobin und 
Sarter 2000). 

Die charakteristische Eigenschaft von I-κBα besteht physiologisch in der Fähigeit als Inhibitor-
protein, eine schnelle aber kurzfristige Aktivitätsinduktion von NF-κB zu ermöglichen (Roff et al. 
1996; Phelps et al. 2000). Unter Einwirkung von NF-κB Aktivatoren, wie LPS (»Lipopolysaccha-
ride«), IL-1 oder TNF-α, wird eine meistens komplette Degradierung von I-κBα binnen weniger 
Minuten erreicht (Han et al. 1999). Dieser Prozeß, der im 26S Proteasom abgeschlossen wird, ist 
abhängig von der Phosphorylierung des I-κBα durch IKKα (Steffan et al. 1995; Aggarwal 2000) an 
zwei Serinreste (Ser-32 und Ser-36) der N-terminalen Domäne (DiDonato et al. 1996; 1997; Regnier 
et al. 1997; Woronicz et al. 1997). Angesichts der gleichzeitigen Blockierung der Translokation von 
NF-κB in den Zellkern und dessen DNA-Bindung sowie der Hemmung der Phosphorylierung des 
Inhibitors, ist I-κBα ein multifunktioneller Inhibitor für NF-κB (Jacobs und Harrison 1998; Reuther 
und Baldwin 1999).

2.2.10.2 I-κBβ

I-κBβ ist ein 45 kDa Protein, das – obwohl es auch geklont wurde – nicht so gut charakterisiert ist 
wie I-κBα (Cheng et al. 1998). Die Phosphorylierung von I-κBβ erfolgt ebenfalls durch die I-κB-
Kinasen (Mercurio und Manning 1999) an zwei Serinresten (Ser-19 und Ser-23). Die meisten der 
p50:p65 und p50:c-Rel-Komplexe werden durch IκB-α und IκB-β reguliert (ompson et al. 1995). 
Es wird vermutet, dass I-κBβ an unterschiedliche Rel-Proteine im Vergleich zu I-κBα bindet, jedoch 
zeigten ompson et al. 1995 die gleichzeitige Bindung beider I-κBs am gleichen Rel-Protein. 

2.2.10.3 I-κB-Kinasen (IKK): der Schlüssel der NF-κB Aktivierung

Der kritische Schritt bei der Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-κB ist die Phosphorylierung 
der Serinreste Ser-32 und Ser-36 für IκB-α oder der ihnen entsprechenden Äquivalente durch die 
zuständigen Proteinkinasen (Verma und Stevenson 1997; Zandi et al. 1997; Zandi et. al 1998). Di 
Donato et al. 1997 beschrieben eine für die N-terminale Domäne von I-κBα und I-κBβ spezifische 
Proteinkinase-Aktivität. Diese I-κB-Kinase ist serinspezifisch und wird durch eine Reihe von NF-
κB-Aktivatoren induziert, die wichtigsten davon sind TNF und IL-1. Weitere Untersuchungen gaben 
Aufschluß über die Zusammensetzung von IKK (Li et al. 1997). Es wurden drei IKK-Polypeptide 
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identifiziert: IKKα (IKK1) und IKKβ (IKK2) mit katalytischen Funktionen und IKKγ (NEMO), das 
eine regulatorische Funktion besitzt (Di Donato et al. 1997; Mercurio et al. 1997; Régnier et al. 1997; 
Woronicz et al. 1997). IKKβ ist für die Aktivierung von NF-κB durch TNF-α erforderlich, während 
IKKα für diesen Prozeß entbehrlich zu sein scheint (Tang et al. 2001a, 2001b).

2.2.11 Apoptose und Erkrankungen

Die Funktionsfähigkeit vielzelliger Organismen erfordert einen Mechanismus, der Zellen, die nicht 
mehr gebraucht werden oder deren Funktion gestört ist, gezielt absterben läßt. Diese Art des phy-
siologischen Zelltodes, ohne Einwirkung eines entzündlichen Faktors, wird durch die Apoptose 
erreicht (Carson und Ribeiro 1993; Czaja et al. 1995). Eine gestörte Regulation des programmierten 
Zelltodes spielt eine Rolle in der Ätiologie von Krebs, AIDS, Autoimmunkrankheiten und degenera-
tiven Erkrankungen des Zentralen Nervensystems (atte und Dahanukar 1997). Diese Störungen 
können dazu führen, daß Zellen, die sterben sollen, überleben oder solche, die überleben sollen, 
sterben. So kann man Erkrankungen, bei denen der programmierte Zelltod eine entscheidende Rolle 
spielt, zwei unterschiedlichen Gruppen zuordnen: Erkrankungen mit einer zu niedrigen Apoptose-
rate und Erkrankungen, bei denen die Apoptoserate zu hoch ist. Zu der ersten Gruppe gehören u.a. 
Krebs, Diabetes und das Pfeiffersche Drüsenfieber. Eine hohe Apoptoserate ist bei AIDS (atte und 
Dahanukar 1997; deMartin et al. 1999), neurodegenerativen Störungen (Alzheimersche Krankheit, 
Parkinsonismus), ischämische Insulte (Herzinfarkt, Schlaganfall) und Toxin-induzierten Leberer-
krankungen (z.B. durch Alkoholabusus) zu beobachten (Jones und Gores 1997).

Zusammenfassend ist festzuhalten, daß die Apoptose sehr wichtig für den vielzelligen Orga-
nismus ist; eine Störung in ihrer Regulation kann fatale Folgen haben. Die pharmakologische 
Manipulation dieses Prozesses öffnet neue Möglichkeiten in der Vorbeugung und Behandlung der 
entsprechenden Erkrankungen. Eine pharmakologische Modulierung der Apoptose wurde bereits in 
der Krebstherapie eingesetzt. Es scheint ebenfalls klar zu sein, dass die Modulierung der Apoptose 
in Zellen, die an einer Inflammation beteiligt sind, eine interessante Alternative in der Behandlung 
chronisch entzündlicher Erkrankungen werden könnte (atte und Dahanukar 1997).
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3 Material und Methoden

3.1  Versuchstiere

Die Gesamtzahl der Tiere im Versuch betrug 98. Es wurden männliche c/BALB AnN Cr/Br-Mäuse 
(24–26g) mit einem Alter von 6–8 Wochen verwendet. Die Tiere wurden von der Fa. Charles River 
Laboratories, Sulzfeld bezogen. Die Haltung erfolgte in Gruppen von 4-5 Tiere in durchsichtigen 
Polycarbonatkäfigen (Makrolon) des Types II auf staubfreiem Weichholzgranulat. Raumtemperatur: 
22 °C, relative Luftfeuchtigkeit: 55 %, Belichtung: von 700 bis 1900 Uhr. Die Tiere wurden kontinuier-
lich mit pelletiertem Futter (Altromin 1324) von der Fa. Altromin GmbH, mit folgender Zusam-
mensetzung gefüttert: Inhaltsstoffe (19 % Rohprotein, 0,9 % Lysin, 4,0 % Rohfett, 6 % Rohfaser, 7,0 % 
Rohasche, 0,9 % Calcium, 0,7 % Phosphor) und Zusatzstoffe je kg (Vitamin A 15000 IE, Vitamin D3 
600 IE, Vitamin E 75 mg, Kupfer 5 mg). Leitungswasser wurde ad libitum über Tränkflaschen gege-
ben. Die Tierversuche wurden unter der Versuchsnummer 35-9185.81/145/98 im Einklang mit dem 
§ 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes vom Regierungspräsidium Karlsruhe genehmigt. 

3.2  Versuchssubstanzen

3.2.1  Galaktosamin (GalN)

Zur Sensibilisierung der Leber gegenüber TNF-α wurde eine Lösung von Galaktosamin in der Kon-
zentration 70 mg/ml verwendet. Um das Lebergewebe für die anschließende TNF-α Behandlung 
zu sensibilisieren wurde als getrennte Injektion GalN intaperitoneal appliziert. Die Dosis betrug 
700 mg/kg.

3.2.2  Tumor Nekrose Faktor-α (TNF-α)

Im Versuch wurde murines TNF-α verwendet. Die Stammlösung wurde vor der Applikation mit 
0,9 % Natriumchlorid und 0,1 % HSA (Humanes serumalbumin) auf eine Konzentration von 1 µg/
ml eingestellt. 15 Minuten nach der Sensibilisierung erfolgte über die Schwanzvene der Maus eine 
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intravenöse Gabe von TNF-α (5 µg/kg). In Vorversuchen wurde eine Dosierung von 7, 8, bzw. 10 µg/
kg angewendet. Das Volumen jeder Lösung beträgt 0,25 ml pro Tier.

3.2.3  Klinik und Mortalität

Die Tiere wurden klinisch überwacht. Verhalten und Todesfälle wurden registriert.

3.2.4  Antikörper 

Die für diese Arbeit verwendeten Antikörper werden in der folgenden Tabelle in alphabetischer 
Reihenfolge aufgelistet:

Tabelle 1: Übersicht über die verwendeten Antikörper

Antikörper Antigen Tier Reinheit Verwendung Verdünnung

IκBα hum. IκBα Ziege IgG Immunhistochemie
Western-Blotting

1:200
1:200

IκBβ hum. IκBβ Kaninchen IgG Immunhistochemie
Western-Blotting

1:200
1:1000

NFκB p65 hum. NFκB Ziege IgG Immunhistochemie
Western-Blotting

1:500
1:1000

DaG-IgG-HRP IgG (Ziege). Kaninchen Serum Western-Blotting 1:10000
GaR-IgG-HRP IgG (Kan). Ziege Serum Western-Blotting 1:10000

3.3  Morphologische Methoden

3.3.1  Perfusionsfixierung

Um eine optimale Strukturerhaltung des Gewebes zu gewährleisten, wurden die Mauslebern per-
fusionsfixiert. Den Mäusen wurde das Futter 16 Stunden vor der Narkose entzogen, um den Glyko-
gengehalt der Leber abzusenken.

Für die Perfusion wurden die Mäuse mit Xylazin 2 % (10 mg/kg) und Ketamin 10 % (200 mg/kg) 
intraperitoneal (i.p.) narkotisiert.

Vorbereitung:

Nach der Narkotisierung wurde das Abdomen (ausgehend von der Linia alba) durch zwei 
Schnitte eröffnet. Der Darm wurde auf die linke Seite ausgelagert und in eine feuchte Mullkom-
presse gelegt, um die Vena portae darzustellen. Die Vena cava wurde ebenfalls dargestellt. Der 
gesamte Bauchraum wurde mit steriler NaCl-Lösung (0,9%) feucht gehalten.
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Durchführung:

Die Perfusion der Lebern erfolgte über die Vena portae mittels einer Infusionsnadel (Butterfly), 
welche mit dem Infusionsbesteck in Verbindung stand und darüber sowohl mit der NaCl-Lösung 
als auch mit dem Fixans verbunden war (siehe Abbildung 3). Beide Lösungen konnten durch 
Umstellen des Dreiwegehahnes nacheinander infundiert werden. Die Flaschen mit den Lösungen 
wurden ca. 1 m über der Maus befestigt, so daß eine Durchflußrate von etwa 25 ml/min einge-
stellt werden konnte.

Die Perfusion wurde durch Spülen für 60 sec mit 0,9%iger NaCl-Lösung und sofortigem Eröffnen 
der V. cava caudalis begonnen. Das Öffnen der Vena cava gewährleistet, daß die Perfusionslösung 
über die Lebervenen durch die Leber hindurch läuft und aus der Vena cava austritt.

Lebergewebe, das für biochemische Untersuchungen benötigt wurde, wurde sofort nach dem 
Spülen mit NaCl-Lösung entnommen und entsprechend weiterbehandelt (siehe Kapitel 3.3.1). Für 
morphologische Untersuchungen wurde unmittelbar nach der NaCl-Lösung 5 Minuten lang mit 
Fixans perfundiert. Eine gute Perfusion führte durch das Ausspülen der Erythrocyten innerhalb 
weniger Sekunden zur Aufhellung der Leber und verhinderte damit eine Bildung von Artefakten. 
Die Fixierung führte zu einer Härtung und gelbliche Färbung des Lebergewebes und entschied mit 
der Perfusion über die Qualität der histologischen Strukturerhaltung.
Nach der Fixierung wurde die Leber aus der Bauchhöhle freipräpariert und mit einer Rasierklinge 
in kleine Würfel (Kantenlänge ca. 0,5 cm) geschnitten, die in 0,15 M PIPES - Puffer aufbewahrt wur-
den.

V. cava

Fixans
�NaCl�

Lösung

V. portae

Abbildung 3: Perfusionsfixierung der Mausleber über die Vena portae
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3.3.1.1 Fixantien und Pufferlösungen

Fixans für Elektronenmikroskopie

0,25% Glutaraldehyd (v/v)
2 % Saccharose (w/v)
in 0,1 M PIPES-Puffer pH 7,4, frisch angesetzt

Fixans für Immunhistochemie 

4 % Paraformaldehyd (w/v)
0,05 % Glutaraldehyd (v/v)
in 10 mM Phosphatpuffer pH 7,4

PIPES-Puffer (0,2 M, 500 ml Stammlösung)

30,2 g PIPES
500 ml A. dest.
Einstellen auf pH 7,4 mit 4 N NaOH (frisch angesetzt)

3.3.2  Microslicerschnitte

Nach der Perfusionsfixierung mit Glutaraldehyd (0,25 %) wurden mit dem Microslicer 50 µm dicke 
Schnitte für die anschließenden Einbettung in Epon angefertigt. Weiterhin wurden 70 µm dicke 
Schnitte für die Einbettung in LR-White angefertigt.

3.3.3  Nachfixierung mit wässrigem Osmiumtetroxid

Zur kontrastreicheren Darstellung phospholipidhaltiger Membranen wurde das Gewebe direkt vor 
der Einbettung in Epon mit 2 % wässrigem Osmium bei 4 °C für 60 Minuten nachfixiert (Karnovsky 
1971).

3.3.4  Einbettung

3.3.4.1 Paraffineinbettung

Es wurden größere Leberstückchen oder ganze Leberlappen eingebettet. Die Entwässerungsschritte 
und das Überführen des Gewebes in Paraffin wurde mit Hilfe des folgenden Protokolls durchge-
führt, bei dem die Verweildauer des Gewebes in den einzelnen Lösungen wie folgt gewählt wurde:
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2 × 70 % Ethanol je 30 min
1 × 80 % Ethanol je 30 min
3 × 96 % Ethanol je 30 min
3 × abs. Ethanol je 30 min
4 × Xylol  je 30 min
in Paraffin   über Nacht
2 × Paraffin  2 × 120 min
Einbettung in frischem Paraplast in Einbettformen

3.3.4.2 Eponeinbettung

Für die morphologischen Untersuchungen, sowohl für die Licht- als auch für die Elektronenmikro-
skopie, wurden Microslicerschnitte in Epon eingebettet. Dazu wurden die Microslicerschnitte wie 
folgt dehydriert und in Epon überführt:

3 × 75 % Ethanol je 5 min 4 °C
3 × 85 % Ethanol je 5 min 4 °C
3 × 95 % Ethanol je 5 min 4 °C
3 × abs. Ethanol je 5 min RT
3 × Propylenoxid   RT
30 min Propylenoxid:Epon (1:1) RT
Über Nacht in reinem Epon bei RT
Eponeinbettung in Beamkapseln, 36 h lang bei 60°C polymerisieren lassen (Wärmeschrank)

Eponeinbettungsmedium (25 ml)

13 g  Epon 812
6,1 g  DDSA Epon Härter
8,1 g  MNA Epon Härter
0,375 ml DMP 30 Beschleuniger

3.3.4.3 LR-White-Einbettung

Für die lichtmikroskopischen Untersuchungen wurden die 70 µm dicken Microslicerschnitte mit 
der Rasierklinge in kleine Quadrate zerteilt (Kantenlänge 1-1,5 mm) und nach folgender Vorschrift 
dehydriert und in LR-White eingebettet:

70 % Ethanol 2 × 60 min 10 °C
70 % Ethanol:LR-White (1:2) 30 min 10 °C
LR-White 60 min 0 °C
LR-White über Nacht 0 °C, auf Rotator
LR-White 2 × 60 min RT
Einbettung in Gelatinekapseln, 24 h lang bei 50 °C polymerisieren lassen (Wärmeschrank)
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3.3.5  Herstellung von Schnitten, HE-Färbung von LR-White-Semidünnschnitten, 
Kontrastierung von Ultradünnschnitten

3.3.5.1 Herstellung von Gewebeschnitten

Das Schneiden der Paraffinblöckchen erfolgte mit einem Schlitten-Mikrotom. Die Schnittdicke 
betrug ca. 2 µm. Semidünnschnitte (1 µm) von LR-White eingebetteten Blöckchen wurden mit 
einem Histo-Diamantmesser am Ultramikrotom hergestellt.

Ultradünnschnitte von 30 nm wurden mit einem Diamantmesser am gleichen Mikrotom herge-
stellt.

3.3.5.2 Hämatoxylin-Eosin-(HE)-Färbung

Die Hämatoxylin-Eosin-Färbung ist eine Methode, die auf einer Kombination von zwei Farbstoffen 
basiert. Hämatoxylin färbt den Zellkern und andere saure Strukturen (wie z.B. RNA-reiche Anteile 
des Cytoplasmas) blau, Eosin färbt das Cytoplasma rot. 

Ablauf der HE-Färbung von LR-White Schnitten:
10 min lang  Hämatoxylin (nach Mayer)
7 min  Bläuen mit fließendem Leitungswasser
kurz  A. dest.
1–2 min lang Eosin 0,1 %
kurz  Differenzieren in A. dest.
Eindeckeln in Eukitt

Färbelösungen (nach Romeis 1989)

Hämatoxylin nach Mayer

1 g Hämatoxylin in 1000 ml A. dest. lösen
200 mg Natriumjodat (NaJO₃) und
50 g Kalilaun in der Hämatoxylinlösung unter Schütteln lösen
(Lösung ist blauviolett)
50 g Chloralhydrat und 
1 g Zitronensäure zugeben (Farbton schlägt zu rotviolett um)
Filtrieren, in geschlossener Flasche lange haltbar

Eosin (zur Plasmafärbung)

0,1 % wäßrige Lösung mit Eosin Y (ist löslich in Wasser und Alkohol)

3.3.5.3 Kontrastierung der Ultradünnschnitte

Bei der Elektronenmikroskopie hängt die Effektivität der Kontrastmittel von der Ordnungszahl der 
in ihnen enthaltenen Atome ab. Je höher deren Ordnungszahl ist, desto mehr Elektronen werden 
vom kontrastierten Schnitt gestreut und desto stärker ist der Kontrast. Durch das Kontrastieren der 
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Ultradünnschnitte mit Schwermetallsalzen, die Blei oder Uran enthalten, werden zelluläre Struktu-
ren mit dem Elektronenmikroskop sichtbar gemacht.

Kontrastierlösungen:

Bleicitrat (nach Reynolds 1963)

0,665 g Pb(NO₃)₂
0,88 g Na₃(C₆H₅O₇)․2H₂O
im 25 ml Erlenmeyerkolben für 30 min schütteln, bis alle Kristalle gelöst sind
1 M NaOH (ca. 4ml) zufügen, bis Lösung klar ist
mit A. dest. auf 25 ml auffüllen, ~pH 7,2, vor Gebrauch 5 min zentrifugieren

Die Inkubation mit Bleizitrat erfolgte in Gegenwart von NaOH-Plätzchen unter einer Petrischale. 
Dadurch wurde vermieden, daß CO2 der Raumluft eine Verbindung mit Blei eingeht und uner-
wünschte Hintergrundfärbungen hervorruft (Entstehung von NaHCO3).

3.3.6  Elektronenmikroskopische Auswertung

Die kontrastierten Ultradünnschnitte des Lebergewebes wurden mit einem Philips 301 G Elektro-
nenmikroskop bei einer Beschleunigungsspannung von 80 kV ausgewertet. Fotographiert wurde mit 
einer Plattenkamera auf Elektronenmikroskopie-Negative, die mit Hilfe eines Scanners eingescannt 
und ausgewertet wurden.

3.3.7  Immunhistochemischer Nachweis von Proteinen, die an der Apoptose beteiligt sind

Die immunhistochemischen Untersuchungen wurden an formalinfixierten Paraffinschnitten durch-
geführt.

3.3.7.1 Entparaffinieren

Die auf Objektträgern plazierten Paraffinschnitte wurden mit Xylol (2 × 5 min) entparaffiniert und 
mit einer absteigenden Alkoholreihe und destilliertem Wasser rehydriert. Anschließend wurden 
die einzelnen Schnitte mit einem Fettstift umfahren. Durch diese hydrophobe Diffusionsbarriere 
konnte bei Tropfen-Inkubationen auf dem Schnitt das Volumen des Inkubationsmediums (z.B. Anti-
körperlösung) stark reduziert werden, ohne ein Austrocknen des Schnittes zu riskieren.

3.3.7.2 Antigen-Freilegung und Hemmung der endogenen Peroxidase

Die Demaskierung der Proteine zur Freilegung antigener Domänen erfolgte nach zweiminütigem 
Kochen der Schnitte in Zitronensäurepuffer in einem Dampfkochtopf. Danach erfolgte ein 3 × 2 
minütiges Waschen mit A. dest. bei RT. Die Hemmung der endogenen Peroxidase wurde durch 
Inkubation mit 3% H₂O₂ für 10 Minuten erreicht. Mit PBS-Puffer wurden die Schnitte für 3 × 5 
Minuten gespült und dann die nichtspezifischen IgG-Bindungsstellen für 60 Minuten mit Blocking-
Serum abgesättigt.
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3.3.7.3 Einsatz der Antikörper

Die Schnitte wurden anschließend über Nacht bei RT mit dem Primärantikörper (Verdünnung 1:500 
für NF-κB, bzw. 1:200 für I-κBα und IκBβ) inkubiert.

Nach 3 × 5 Minuten Waschen mit PBS folgte die Inkubation mit dem Peroxidase-gekoppelten 
Sekundärantikörper (30-90 min); dann erneutes Waschen mit PBS (3 × 5 min). Für die Visualisie-
rung von NF-κB wurden die Schnitte mit einem biotinylierten Esel-anti-Ziege IgG Sekundäranti-
körper in einer Verdünnung von 1:20 für 30 Minuten inkubiert. Durch das Avidin-Biotin-System 
kann das NF-κB-Signal an der Antikörperbindungsstelle amplifiziert werden. Die Visualisierung 
von IκBβ erfolgte mit Hilfe eines Merrettich-Peroxidase-konjugiertem Ziege-anti-Kaninchen IgG 
Sekundärantikörper. Für die Visualisierung von I-κBα wurde ein biotinylierter Esel-anti-Ziege IgG 
Sekundärantikörper in einer Verdünnung von 1:20 für 30 Minuten verwendet. Vor dem Eindeckeln 
in Kaisers Gelatine wurden die Schnitte unter Sichtkontrolle mit Peroxidase-Substrat gefärbt. Bei 
den Negativkontrollen wurden die Schnitte mit TNB-Puffer anstatt mit dem Primärantikörper inku-
biert.

3.3.8  Kernfärbung mit DAPI für die Fluoreszenzmikroskopie

Das Prinzip dieser Methode basiert auf der selektiven Bindung des Fluoreszenzfarbstoffes DAPI  
an DNA und der Bildung von stark-fluoreszierenden DNA-DAPI-Komplexen mit hoher Spezifität. 
DAPI wird von Zellen sehr rasch in die DNA aufgenommen, wodurch stark fluoreszierende Zell-
kerne entstehen, während eine zytoplasmatische Fluoreszenz nicht nachweisbar ist. Sie wird u.a. 
zum Nachweis von Apoptosen, Nekrosen und Mitosen eingesetzt.

Die Zellkerne wurden mit DNA-interkalierenden Fluorophoren markiert. Dafür wurden die 
Präparate für 5 min mit 2 µg/ml 4´,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) inkubiert. Mit UV-Licht 
(Wellenlänge 360 nm) angeregt, fluoresziert DAPI mit Wellenlängen im Bereich zwischen 400 und 
500 nm (blau).

3.3.8.1 Eindeckeln der Präparate

Die Präparate wurden in Mowiollösung (20 g Mowiol 4-88 in 80 ml PBS und 40 ml Glycerin) luft-
blasenfrei eingeschlossen. Um ein Ausbleichen der Schnitte zu vermeiden, wurde der Mowiollösung 
25% (w/v) Bleichschutz (2,5 g n-Propylgallat in 50 ml PBS und 50 ml Glycerin) zugefügt (Giloh und 
Sedat 1982). Lichtgeschützt bei 4 °C gelagert sind die Präparate über Jahre hinweg haltbar.

3.3.9 TUNEL-Test

Für die Markierung der DNA-Strangbrüche in Zellkernen von Hepatocyten wurden in LR-White 
eingebettete Semidünnschnitte von Mäusen 4 1⁄2 Stunden nach GalN/TNF-α Behandlung verwendet. 
Der Test wurde nach der Methode von Gavrieli et al. 1992 mit Hilfe des In Situ Cell Death Detection 
Kit, Fluorescein, durchgeführt. Die Schnitte wurden mit Proteinase K (20 µg/ml) in Tris-HCl-Puffer 
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für 7 Minuten bei 37°C inkubiert, mit PBS gespült und im Anschluß mit TdT und Fluoreszein dUTP 
für 60 Minuten bei 37°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach erneutem Spülen wurden die 
Präparate in Mowiol eingedeckelt. Die spezifische TUNEL-Kontrolle wurde nur mit dUTP inku-
biert.

3.3.10 Lichtmikroskopische Auswertung

Die Gewebeschnitte wurden mit einem Leica DMLB Lichtmikroskop bei unterschiedlichen Vergrö-
ßerungen untersucht und ausgewertet. Eingescannt wurden sie mit einer Sony Photo-Videokamera 
und mit Hilfe des Adobe Photoshop-Programms digitalisiert.

3.4  Biochemische Methoden

3.4.1  Homogenisation des Lebergewebes

Das frisch entnommene Lebergewebe wurde gewogen, mit einer Schere in kleine Stückchen zer-
schnitten und sofort in eisgekühltem Homogenisationspuffer (5 ml/g Leber) mit einem Potter 
homogenisiert (1000 rpm 2 strokes, je/min).

Das Homogenat wurde in Zentrifugationsröhrchen abgefüllt und anschließend in einer gekühlten 
Tischzentrifuge bei 50 g für 10 min zentrifugiert, wodurch Zellen, Zelltrümmer und Bindegewebe 
pelletiert wurden. Der Überstand wurde für die Proteinbestimmung und anschließende Messungen 
der Enzymaktivitäten benutzt (Völkl und Fahimi 1985).

Homogenisationspuffer

250 mM Saccharose
5 mM MOPS
1mM EDTA
0,1 % Ethanol
mit KOH auf pH 7,4 eingestellt

3.4.2  Isolierung von Zellkernen und Cytosol aus Lebergewebe

3.4.2.1 Kernisolierung

Zur Untersuchung der Menge und Aktivität verschiedener Proteine und deren Lokalisation wurde 
aus der Mausleber eine Kernfraktion und eine cytosolische Fraktion separiert. Die Isolierung der 
Zellkerne und des Cytosols erfolgte nach einer modifizierten Methode von Rickwood et al. (1997).

Die Lebern wurden mit einer Schere fein zerkleinert, mit Puffer A suspendiert (9ml/g Leber) und 
anschließend mit dem Potter S bei 1000 rpm (2 strokes, je/min) homogenisiert. Nach dem Filtrie-
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ren durch Mullgewebe wurde das Homogenat mit einer Beckman J2-HS Zentrifuge bei 600 g und 
5 °C 10 min zentrifugiert. Das so erhaltene Pellet wurde mit Puffer A resuspendiert (die Hälfte des 
ursprünglichen Volumens) und noch einmal 10 min bei 600 g zentrifugiert. Dieses Pellet wurde mit 
der 9-fachen Menge Puffer B resuspendiert, bei 1000 rpm mit dem Potter homogenisiert (2 strokes, 
/pro min) und mit der Beckman L5-65B Ultrazentrifuge bei 70000 g  bei 5 °C 80 min zentrifugiert. 
Das Pellet dieser Zentrifugation enthält die Zellkerne, die hergestellten Proben wurden bei –80°C  
gelagert.

Puffer A      Puffer B

0,25 M Saccharose     2,2 M Saccharose
5 mM MgCl₂     5 mM MgCl₂
10 mM Tris-HCl     10 mM Tris-HCl
pH 7,4      pH 7,4

3.4.2.2 Cytosol-Isolierung

Die cytosolische Fraktion wurde aus dem Überstand der ersten Zentrifugation (siehe Kernisolie-
rung) mittels 30 minütiger Zentrifugation bei 100000 g und 5°C in der Beckman L5-65B Ultrazent-
rifuge isoliert.

3.4.3  Isolierung von Mitochondrien und Cytosol

3.4.3.1 Mitochondrienisolierung

Für die Isolierung der Mitochondrien wurde das Lebergewebe homogenisiert und zentrifugiert 
(siehe 3.3.1). Der gewonnene Überstand wurde abpipettiert, das Pellet mit 2 ml Homogenisations-
puffer resuspendiert und ein zweites Mal mit der Beckman TJ-6 Zentrifuge bei 50 g und 5 °C 10 
min zentrifugiert. Die beiden gewonnenen Überstände bildeten zusammen die Fraktion A. Vor der 
Weiterverarbeitung dieses Homogenates wurden Aliquots für die Proteinbestimmung und die enzy-
matischen Messungen entnommen. 

Die Fraktion A wurde bei 4°C und 2860 g in der Beckman J2-HS Zentrifuge 10 min zentrifugiert, 
das Pellet mit 2 ml Homogenisationspuffer resuspendiert und einer zweiten Zentrifugation unter 
gleichen Bedingungen unterzogen. Das Pellet wurde mit 4 ml TVBE-Puffer resuspendiert und bil-
dete die schwere mitochondriale Fraktion (Fraktion B). Die Überstände dieser zwei Zentrifugatio-
nen (Fraktion C) wurden auf Eis aufbewahrt.

Von allen Fraktionen wurden Aliquots für Proteinbestimmungen und Messungen der Aktivität 
und Menge bestimmter Proteine entnommen; der Rest wurde bei -80 °C für weitere Untersuchungen 
gelagert.
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TVBE-Puffer

1 mM NaHCO₃
1mM EDTA 
0,1% Ethanol
0,1% Triton X-100
pH 7,2 

3.4.3.2 Cytosol-Isolierung

Die sogenannte postmitochondriale Fraktion (Fraktion C) diente der Gewinnung der cytosolischen 
Fraktion. Von den einzelnen Proben wurden jeweils 4 ml entnommen und bei 100000 g und 4 °C 30 
min mit der Ultrazentrifuge zentrifugiert. Der Überstand dieser Zentrifugation war die cytosolische 
Fraktion.

3.4.4  Proteinbestimmung nach Bradford

Für die Bestimmung des Proteingehaltes wurde die Methode nach Bradford (1976) angewandt.

Prinzip:

Die Bindung von Coomassie Brilliant Blau an Proteine verschiebt das Absorptionsmaximum des 
Farbstoffes von 465 auf 595 nm. Die optische Dichte (OD) wird damit bei 595 nm gemessen. 

Durchführung:

100 µl Probe (mit TVBE verdünnt) wurde mit 1 ml Bradford-Reagenz (Bio-Rad Färbelösung mit 
destilliertem Wasser 1:5 verdünnt) gemischt, 10 min bei RT inkubiert und die optische Dichte bei 
595 nm gegen den TVBE-Nullwert gemessen. Als Proteinstandard diente Rinderserumalbumin 
(BSA) in einer Konzentration von 0,05mg/ml.

3.4.5  Bestimmung der spezifischen Enzymaktivitäten

Die Messung der spezifischen Enzymaktivitäten von Cytochrom c Oxidase und Caspase 3 in den iso-
lierten Fraktionen sollte Hinweise auf morphologische Veränderungen geben, die in der Zelle nach 
GalN/TNF-α Behandlung stattfanden.

3.4.5.1 Messung der Cytochrom c Oxidase-Aktivität

Die Messung der Aktivität der Cytochrom c Oxidase wurde mit dem Gesamthomogenat, der 
mitchondrialen und der cytosolischen Fraktion durchgeführt. Die Enzymaktivität ist in U/ml ange-
geben (1U= µmol umgesetztes Substrat oder gebildetes Produkt pro min).
Die Enzymaktivität der Cytochrom c Oxidase wurde nach Cooperstein und Lazarow (1977) 
bestimmt.
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Prinzip:

Durchführung: 50 µl Probe wurden mit 10 µl Triton 10% (mit Wasser verdünnt) und 440 µl TVBE 
gemischt und für 5 min auf Eis inkubiert (Verdünnung 1:10).

Aus diesem Gemisch wurden 50 µl entnommen und mit 450 µl TVBE gemischt (Verdünnung 1:
100), wovon erneut 50 µl Probe entnommen und mit 450µl TVBE gemischt wurden (Verdünnung 
1:1000). Die optische Dichte (OD) wurde anschließend spektrophotometrisch bei einer Wellen-
länge von 550 nm gemessen.

Die Cytochrom c Oxidaseaktivität wurde mit der folgenden Formel berechnet:

3.4.5.2 Messung der Caspase 3-Aktivität

Die Messung der Caspase 3-Aktivität wurde in der cytosolischen Fraktion nach der Methode von 
Stennicke und Salvesen (1997) durchgeführt. Die Enzymaktivität ist in U/ml angegeben (1U= µmol 
umgesetztes Substrat oder gebildetes Produkt pro min).

Prinzip: Die aktive Caspase 3 spaltet das fluorogene Ac/DEVD/AMC-Substrat (Asp-Glu-Val-
Asp/7-Amino-4-Methyl-Coumarin) zwischen D und AMC und führt zur Freisetzung des fluo-
rogenen AMC. Die AMC-Fluoreszenz wurde spektrofluorophotometrisch quantifiziert, indem 
eine Excitationswellenlänge von 380 nm benutzt wurde. Die Emissionswellenlänge lag zwischen 
420 und 460 nm.

Durchführung: 150 µg cytosolische Probe wurde mit 1 ml »Caspase«-Puffer gemischt und 
anschließend für 30 Minuten bei 37 °C mit 10 µl fluorogenem Ac/DEVD/AMC-Substrat inku-
biert. Als Kontrolle der Reaktion wurde 10 µl eines spezifischen Inhibitors (AcDEVD-CHO) dem 
Inkubationsmedium zugefügt und bei gleicher Wellenlänge gemessen.

»Caspase«-Puffer

20 mM PIPES
100 mM NaCl
1mM EDTA
10 mM DTT
0,1 % CHAPS
10 % Saccharose
pH 7,2 
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3.4.6  Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (1970) wurde 
für die Untersuchung von Menge und Vorhandensein bestimmter Proteine eingesetzt. Die SDS-
Gelelektrophorese ist ein Verfahren zur Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht. 
Die Proteinproben stammten aus den verschiedenen Zellfraktionen. Mit Probenpuffer (60 mM Tris, 
10 % Glycerin, 2 % SDS, 0,005 % Bromphenolblau, 5 % β-Mercaptoethanol, pH 6,8) im Verhältnis 1:
1 gemischt, wurden die Proben für 10 min bei 95 °C denaturiert. Es wurden selbstgegossene Gele 
(85 × 75 × 1 mm)  mit 13 Auftragespuren verwendet. Zusätzlich zum Auftragen von 5–25 µl der mit 
Probenpuffer gekochten Proteinproben wurde zur späteren Bestimmung des Molekulargewichtes 
der Polypeptidbanden bei jedem Gel mindestens ein Molekulargewichtsstandard aufgetragen. Nach 
dem Auftragen wurden die Proteine unter Verwendung von Tris-Glycin-SDS-Puffer (0,05 M Tris, 
0,38 M Glycin, 0,01 % SDS, pH 8,3) elektrophoretisch aufgetrennt. Dabei wurde eine Stromstärke 
von 15 mA für das Sammeln der Polypeptide im Sammelgel und von 25 mA für deren Trennung im 
Trenngel appliziert.

3.4.6.1 Zusammensetzung der Gele

Alle Elektrophoresen wurden mit 10 bzw. 12,5 %igen Polyacrylamidgelen durchgeführt. Die Gelkon-
zentration wurde abhängig vom Molekulargewicht des zu untersuchenden Proteins ausgewählt. Die 
Trenn- und Sammelgele waren wie folgt zusammengetzt:

10%ige Gele

 Trenngel Sammelgel
Acrylbisacrylamid (30:0,8) 370 µl Acrylbisacrylamid(30:0,8) 1850 µl
0,5 M Tris, pH 6,8 0,5 µl 0,5 M Tris, pH 6,8 1450 µl
APS (10%) 20 µl APS (10%) 40 µl
SDS (10%) 20 µl SDS (10%) 60 µl
A.dest. 1300 µl A.dest. 2100 µl

12,5%ige Gele

 Trenngel Sammelgel
Acryl-bis-acrylamid(30:0,8) 370 µl  Acryl-bis-acrylamid (30:0,8) 1850 µl
0,5 M Tris, pH 6,8 0,5 µl 0,5 M Tris, pH 6,8 1450 µl
APS (10%) 20 µl APS (10%) 40 µl
SDS (10%) 20 µl SDS (10%) 60 µl
A. dest. 1300 µl A. dest. 2100 µl

Der Mix wurde nach Zugabe von jeweils 2 µl TEMED (Beschleuniger der Polymerisation des Acryl-
amid) vorsichtig gemischt und zwischen die Glasplatten gegossen.
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Verwendete Molekulargewichtstandards:

»Low range« Standard

Molekulargewicht (kDa) Protein
97,4   Phosphorylase B
66,2   Rinderserumalbumin
45    Ovalbumin
31    Karboanhydrase
21,5   Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor
14,4   Lysozym

3.4.7  Western-Blotting, Immuninkubation und Detektion der Immunkomplexe

Zum spezifischen Nachweis von bestimmten Proteinen (z.B. NF-κB) erfolgte nach der Gelelekt-
rophorese der zu untersuchenden Proteinproben zunächst das Blotten des Gels zum Transfer der 
Proteine auf eine PVDF-Membran. Den Immuninkubationen der Membran mit den jeweiligen Anti-
körpern schloß sich die Detektion der Immunkomplexe mittels Chemilumineszenz an.

3.4.7.1 Western-Blotting und Immuninkubation

Nach der Elektrophorese (Towbin et al. 1979) wurde das Gel und das Blotting-Papier mit Blotpuffer 
äquilibriert, die PVDF-Membran mit Methanol für 1 min inkubiert und anschließend mit Wasser 
gewaschen. Der Blotpuffer wurde direkt vor der Verwendung entgast. Das Blotten der Proteine vom 
Gel auf die PVDF-Membran erfolgte durch Elektrotransfer im Semi-Dry-Verfahren für 30 min bei 
150 mA. Nach dem Blotvorgang wurden die Banden der Molekulargewichtstandards auf der Mem-
bran mit einem Bleistift markiert, mit PBS/Tween-Puffer gewaschen und mit dem Primärantikörper 
über Nacht auf dem Schüttler bei RT inkubiert (siehe 3.3.7.2). Das Gel wurde mit Coomassie Bril-
liant Blau für 30 min angefärbt und anschließend durch mehrmaliges Waschen solange entfärbt bis 
der Gelhintergrund klar wurde (siehe 3.4.7.5).

PBS (»Phosphate buffered saline«)    PBS/Tween-Puffer
137 mM NaCl      PBS
2,68 mM KCl      0,05% Tween 20
1,66 mM NaH₂PO₄
9,58 mM Na₂HPO₄
pH 7,4

Blotpuffer
20 mM Tris pH 8,3
150 mM Glycin
20% Methanol
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3.4.7.2 Inkubation mit den Antikörpern

Die Membran wurde mit Blocking-Puffer (PBS/Tween-Puffer mit Milch mit einem Fettgehalt von 
0,3 % im Verhältnis 1:1 gemischt) 30 min bei Raumtemperatur inkubiert, zweimal kurz mit PBS/
Tween-Puffer gewaschen und dann mit dem entsprechenden Primärantikörper (Verdünnung 1:
1000) über Nacht auf dem Schüttler inkubiert.

Nach Inkubation mit dem Primärantikörper wurde die Blotmembran 4 × 10 min mit PBS/Tween-
Puffer gewaschen und anschließend  mit dem Sekundärantikörper (Meerrettich-Peroxidase-konju-
giertes Ziege-anti-Kaninchen IgG oder Meerrettich-Peroxidase-konjugiertes Kaninchen-anti-Ziege 
IgG, Verdünnung 1:10000) 1h bei RT inkubiert. Die Detektion der Immunkomplexe erfolgte nach 
erneutem Waschen (2 × 5, 3 × 10 min mit PBS/Tween).

3.4.7.3 Detektion der Immunkomplexe

Die Immunkomplexe wurden mit Hilfe der ECL-Reaktion (»Enhanced Chemiluminescence«) nach-
gewiesen (Kaufmann et al. 1987). Dazu wurden die Blots für 1 min bei RT mit dem ECL-Reagenz 
(jeweils 2 ml von den beiden Amersham-Reagentien) inkubiert. Im Anschluß wurde der Blot in 
eine Folie gelegt, ein Negativfilm aufgelegt und in einer Kassette für 1-45 min exponiert. Nach 2 
min Wässern, 3 min Entwickeln, 10 min Fixieren und 20 min erneutem Wässern wurden die Filme 
getrocknet.

3.4.7.4 »Strippen« von Blotmembranen

Das »Strippen« von Blotmembranen ermöglichte es, bereits ausgewertete Blotmembranen für wei-
tere Antikörperinkubationen zu benutzen. Beim »Strippen« bewirkt der Stripping-Puffer das Ablö-
sen aller Antikörper und des Blocking-Reagenz von der Blotmembran. Die Inkubation der Membran 
wurde in einem Hybridisierungsofen bei 52°C wie folgt durchgeführt:

3 × 20 min Inkubation mit Stripping-Puffer, 3 × 15 min mit PBS/Tween-Puffer, jeweils unter 
Schwenken.

Diese »gestrippte« Membran konnte für eine neue Inkubation verwendet werden oder sie wurde in 
Folie eingeschweißt, bei –20°C aufbewahrt und bei Bedarf aufgetaut und wiederverwendet.

Stripping-Puffer
100 mM β-Mercaptoethanol
2 % SDS 
62,5 mM Tris
pH 6,7 

3.4.7.5 Färben und Trocknen von Gelen

Die Visualisierung der mittels Gelelektrophorese aufgetrennten Proteinbanden erfolgte durch die 
Coomassie-Färbung. Die Gele wurden nach Abschluß des Blotvorganges für 30 min mit Coomassie-
Lösung inkubiert, mit Entfärbelösung durch deren mehrfaches Wechseln entfärbt und mehrmals 
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mit Wasser gewaschen. Nach ausreichendem Wässern wurden die Gele zwischen zwei in Wasser 
eingeweichten Zellophanblättern auf einer Glasplatte luftblasenfrei aufgespannt und getrocknet.

Coomassie Brilliant Blau     Entfärbelösung
0,5 g Coomassie-Blau R 250     400 ml Methanol
400 ml Methanol      100 ml Essigsäure
100 ml Essigsäure      500 ml A. dest
500 ml A. dest

3.5  Datenverarbeitung und Statistik

3.5.1  Digitalisieren von Gewebeschnitten, Gelen und Blots, sowie Quantifizierung von 
immunreaktiven Banden und der Caspase 3-Aktivität

Die Gewebeschnitte wurden mit Hilfe einer Lichtmikroskopkamera (Kaiser Scando dyn color) ein-
gescannt und ebenso wie eingescannte gefärbte Polyacrylamidgele, Immunoblots und Negative elek-
tronenmikroskopischer Aufnahmen unter Verwendung der Adobe Photoshop Software digitalisiert. 
Die Intensität der immunreaktiven Banden der Immunoblots wurde mit der NIH-Image Software 
(Version 1.62, National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) densitometrisch quantifiziert. 
Die Quantifizierung der biochemischen Ergebnisse wurde mit Hilfe des Excel 2001 Programmes 
durchgeführt. Beschriftungen und Layouts der Abbildungen wurden mit dem Adobe Illustrator 
Programm fertiggestellt, während das Layout und das Formatieren dieser Arbeit mit dem Adobe 
InDesign Programm erfolgte.

3.5.2  Quantifizierung der apoptotischen Zellen

Die Quantifizierung der apoptotischen Hepatocyten wurde an HE-gefärbten Semidünnschnitte von 
Mäusen 4 1⁄2 Stunden nach GalN/TNF-α-Behandlung durchgeführt (n=3). Insgesamt wurden 300 
Zellkerne nach dem Zufallsprinzip ausgezählt, der Prozentsatz der Kerne mit Chromatinkondensie-
rung auf die Gesamtzahl bezogen und ausgerechnet.

3.5.3  Statistische Analyse

Die Ergebnisse wurden durch den »one-way ANOVA«-Test analysiert. Signifikante Unterschiede 
wurden mit Hilfe des InStat-Programmes (Graph Pad Software, San Diego, CA, USA) durch den 
Dunnett Multiple Comparisons Test und dem Bonferroni-Test (Vergleich mit der Kontrolle) ermit-
telt (p ≤ 0,05). Alle Daten in dieser Studie sind als Mittelwerte ± Standardfehler angegeben.
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3.5.4  Verwendete Computersoftware

Für die Erstellung dieser Arbeit wurden die in der folgenden Tabelle aufgelisteten Computerpro-
gramme benutzt:

Tabelle 2: Übersicht über die verwendete Computersoftware

Programm Hersteller Anwendung

Excel 2001 Microsoft Erstellen von Graphiken, Tabellenkalkulation
Illustrator 10 Adobe Layout von Bildern und Graphiken

InDesign 2.0.1 Adobe Layout der vorliegenden Arbeit

InStat Graph Pad Software Statistische Auswertung

NIH-Image 1.62 NIH Quantifizierung von Proteinbanden

Photoshop 7.0 Adobe Einscannen und digitale Bildbearbeitung

Word Microsoft Textverarbeitung
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4 Ergebnisse

4.1  Klinische Befunde

Vor der Verabreichung von GalN und TNF-α war das Allgemeinbefinden der Tiere ungestört; sie 
zeigten rege Bewegungsaktivität.

Nach 4 bis 8 Stunden waren einige der GalN sensibilisierten TNF-α-behandelten Mäusen in 
ihren Bewegungen eindeutig eingeschränkt und hochgradig apathisch. Die Extremitäten und die 
sichtbaren Schleimhäute waren blass, das Fell stumpf und gesträubt.

Nach 16 Stunden hatten sich die überlebenden Tiere weitgehend erholt und nahmen wieder auf-
merksam an der Umgebung teil.

Nach 24 Stunden zeigten einige von den Tieren ein etwas stumpfes Fell, die Bewegungsaktivität 
war aber nicht mehr eingeschränkt. Die Tiere waren wieder an der Umgebung interessiert.

Bei den Tieren der Kontrollgruppen konnte keine Störung des Allgemeinbefindens im Verlauf der 
Versuche festgestellt werden.

Für diese Arbeit wurden Tiere, die eine Dosierung von 5 µg/kg TNF-α erhielten, verwendet.

4.2  Mortalität

In Vorversuchen mit einer hohen TNF-α-Konzentration zwischen 7-10 µg/kg war die Mortalität  
hoch, sie lag hier bei etwa 50 %. Diese Tiere starben oder wurden in der Zeit zwischen 4 und 8 Stun-
den nach GalN/TNF-α-Behandlung getötet. 
Eine Reduzierung der TNF-α auf 5 µg/kg führte ebenfalls zu apoptotischen Veränderungen in der 
Leber und zu einer deutlichen Erhöhung der Überlebensrate. Während dieser Versuche mussten 
insgesamt 6 von insgesamt 72 Tiere aufgrund ausgeprägter agonaler Symptomatik vorzeitig getötet 
werden. 

4.3  Lichtmikroskopische Darstellung der Leberzellveränderungen

Um die diversen Zellveränderungen nachzuweisen, wurden die GalN sensibilisierten TNF-α-behan-
delten Mäuse zu verschiedenen Zeiten narkotisiert und die Leber über die V. portae perfundiert und 
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fixiert. Die präapoptotischen und apoptotischen Veränderungen wurden mit Hilfe folgender Färbe-
methoden lichtmikroskopisch dargestellt:

4.3.1  Hämatoxylin-Eosin Färbung

In LR-White eingebettete Semidünnschnitten lassen sich mit Hilfe der Hämatoxylin-Eosin Färbung 
im Gegensatz zu eponeingebetteten Schnitten Apoptosen und Mitosen leicht identifizieren. Das 
Chromatin der Zellkerne verhält sich aufgrund des Nucleinsäuregehaltes basophil und färbt sich mit 
dem basischen Hämatoxylin blau. Das Cytoplasma der Hepatocyten ist acidophil und färbt sich mit 
saurem Eosin rot an (Abbildung 4). Die Apoptosen, charakterisiert durch die Chromatinkondensie-
rung an der Kernmembran, sind nach 3 1⁄2 Stunden erstmals nachweisbar (Abbildung 4c) und sind bis 
einschließlich 24 Stunden nach GalN/TNF-α-Behandlung identifizierbar. Die meisten Apoptosen 
treten nach 4 1⁄2 Stunden auf und betreffen etwa 30 % der Hepatocyten. Nach 48 Stunden treten die 
ersten Mitosen auf (Abbildung 4h), ein Zeichen dafür, dass sich die Leber regeneriert.

4.3.2  DAPI-Färbung

Mit der DAPI (Diamino-phenylindol) - Kernfärbung wurden die Apoptosen und Mitosen fluores-
zenzmikroskopisch an LR-White-Semidünnschnitte nachgewiesen.
Die für die Apoptose charakteristischen girlandenartigen Heterochromatinverdichtungen an der 
Kernmembran sind auch mit dieser Methode erstmals nach 3 1⁄2 Stunden und bis 24 Stunden nach 
GalN/TNF-α Behandlung nachweisbar (Abbildung 5c-g). Nach 48 Stunden sind keine Apoptosen, 
jedoch zahlreiche Mitosen darstellbar (siehe Abbildung 5h).

4.3.3  TUNEL-Test in der Leber

Mit Hilfe des TUNEL-Tests (TdT-mediated dUTP nick end labeling) werden die freien Enden der 
DNA-Bruchstücke markiert, die im Verlauf des apoptotischen Zelltodes entstehen. Die Polymeri-
sierung des dUTP an den 3´-OH-Enden der fragmentierten DNA führt zu einem fluoreszierenden 
Reaktionsprodukt, dass in den Zellkernen der apoptotischen Hepatocyten identifiziert werden 
konnte (Abbildung 6c). Die Chromatinkondensierung ist auch hier deutlich zu erkennen. Die Nega-
tivkontrolle an einem nicht behandeltem Tier (Abbildung 6a) und die spezifische TUNEL-Kontrolle 
(Fluoreszein dUTP ohne TdT) an einem GalN/TNF-α-behandeltem Tier (Abbildung 6b) zeigten 
keine fluoreszierende Reaktion.

4.3.4  Zeitlicher Verlauf der morphologischen Zellveränderungen 2 1⁄2 bis 48 Stunden nach 
GalN/TNF-α-Behandlung

Um die Zeitabhängigkeit der Effekte von GalN/TNF-α in den Hepatocyten der Mäusen nachzuwei-
sen, wurden die Tiere zu verschiedenen Zeitpunkten narkotisiert und die Leber über die V. portae 
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Abbildung 4: Kinetik über das Auftreten von Apoptosen und weiteren Veränderungen in der Leber von 
GalN sensibilisierten TNF-α-behandelten Mäusen.
Lichtmikroskopische Aufnahmen von HE-gefärbten LR-White Semidünnschnitten der Leber.
a) Kontrollleber b) keine morphologischen Veränderungen 2 1⁄2 Stunden nach Behandlung c) Apoptotische 
Hepatocyten mit typischer Chromatinkondensierung enlang der Kernwand nach 3 1⁄2 Stunden d) zahlreiche 
apoptotische Hepatocyten, Blutfülle in den Sinusoiden 4 1⁄2 Stunden nach Behandlung e) gleichzeitiges Auf-
treten von Apoptosen und Nekrosen nach 8 Stunden f ) multiple Nekroseherde als Zeichen der massiven 
Leberschädigung nach 16 Stunden g) Nekrose mit Granulocytenherd nach 24 Stunden h) Leberregeneration 
gekennzeichnet durch Mitosen 48 Stunden nach Behandlung. Maßstab 20 μm.
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Abbildung 5: Kinetik über das Auftreten von Kernveränderungen in Hepatocyten von GalN sensibilisierten 
TNF-α-behandelten Mäusen (LR-White Schnitte, DAPI-Methode, Kernfluoreszenz).
a) Kontrollleber b) keine morphologischen Veränderungen in den Kernen 2 1⁄2 Stunden nach Behandlung c) 
einzelne girlandenartige Heterochromatinverdichtungen an der Kernmembran nach 3 1⁄2 Stunden d) zahl-
reiche apoptotische Hepatocyten 4 1⁄2 Stunden nach Behandlung e) Verringerung der Anzahl apoptotischer 
Kerne nach 8 Stunden f) unveränderte Zellkerne, dazwischen einzelne apoptotische Zellkerne 16 Stunden 
nach Behandlung g) einzelne Apoptosen nach 24 Stunden h) Auftreten von Mitosen  48 Stunden nach 
Behandlung. Maßstab 20 μm.
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perfundiert. Der Beobachtungszeitraum erstreckte sich von 2 1⁄2 bis 48 Stunden. Untersuchungen vor 
diesem Zeitraum (30, 60, 90 min) zeigten keine morphologischen Veränderungen (Ergebnisse nicht 
gezeigt). Als Kontrolle dienten Lebergewebeschnitte von unbehandelten Mäusen.

Die Chromatinkondensierung am Zellkernrand als typisches Erscheinungsbild der Apoptose 
konnte erstmals 3 1⁄2 Stunden nach Behandlung festgestellt werden (Abbildung 4c). Diese apoptoti-
schen Veränderungen waren nach 4 1⁄2 Stunden (30 %) am zahlreichsten (Abbildung 4d). Auffällig war 
zu diesem Zeitpunkt auch die große Anzahl an Erythrocyten in den Sinusoiden, was auf eine durch 
Gewebeschädigung hevorgerufene erschwerte Perfusion des Lebergewebes zurückgeführt wurde.

8 Stunden nach der Behandlung konnte man ein distinguiertes Bild der Zellveränderungen beob-
achten, bei dem neben Apoptosen, charakterisiert durch Abrundung der Hepatocyten und Loslösen 
aus dem Verband, auch Nekroseherde präsent waren (Abbildung 4e). Die pathologischen Verände-
rungen im Leberläppchen waren bereits zu diesem Zeitpunkt sehr ausgeprägt und nahmen zu bis 16 
Stunden. Zu diesem Zeitpunkt dominierten die nekrotischen Herde (Abbildung 4f ).

Nach 24 Stunden konnten noch Apoptosen nachgewiesen werden, das Lebergewebe begann sich 
ab diesem Zeitpunkt langsam zu erholen (Abbildung 5g). Untersuchungen, die 36 Stunden nach der 
Behandlung erfolgten (Ergebnisse nicht gezeigt), zeigten keine Apoptosen, im Leberläppchen waren 
noch vereinzelt kleine Nekroseherde zu sehen.

48 Stunden nach TNF-α-Behandlung konnten durch die HE- und DAPI-Färbung Mitosen nach-
gewiesen werden (Abbildung 4h, 5h). Auch mit dem Nachweis der Cytochrom c Oxidase-Aktivität 
in Epon-eingebetteten Semidünnschnitten konnten nach 48 Stunden Mitosen nachgewiesen werden 
(Abbildung 9h). Zusammenfassend läßt sich sagen, daß lichtmikroskopisch zunächst Apoptosen, 
gefolgt von Apoptosen zusammen mit massiven Nekrosen nachweisbar sind. Die Leber erholt sich 
jedoch von diesen pathologischen Veränderungen und als Zeichen der Regeneration sind nach 48 
Stunden Mitosen nachweisbar.

Abbildung 6: TUNEL-Test (LR-White eingebettete Semidünnschnitte)
a) Kontrolle 1: Lebergewebe von unbehandelten Mäusen inkubiert mit TdT und Fluoreszein dUTP b) TUNEL-
spezifische Kontrolle: Lebergewebe  von GalN sensibilisierten TNF-α-behandelten Mäusen mit Fluoreszein 
dUTP ohne TdT c) Leber von GalN/TNF-α-behandelten Mäusen: Fluoreszenzreaktion der Chromatinkondensie-
rung in den apoptotischen Hepatocyten. Maßstab 20 μm.
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4.4  Elektronenmikroskopische Darstellung präapoptotischer und 
apoptotischer Veränderungen

Wichtige Hinweise zum Auftreten der präapoptotischen Veränderungen liefert die elektronenmik-
roskopische Darstellung des Lebergewebes. Hier werden Veränderungen der einzelnen Zellorga-
nellen gezeigt, so dass die Wirkung von zellulären Signalen, ausgelöst durch TNF-α, demonstriert 
werden kann.

4.4.1  Veränderungen der Mitochondrien

3 1⁄2 Stunden nach TNF-α Behandlung fielen in präapoptotischen Hepatocyten Mitochondrien auf, 
bei denen durch das Einreißen der äußeren Membran eine hernienartige Ausstülpung der inneren 
Membran nach außen zu erkennen war (Abbildung 7a,b).

4.4.2  Apoptotischer Hepatocyt

4 1⁄2 Stunden nach TNF-α Behandlung sah man zahlreiche apoptotische Hepatocyten losgelöst aus 
dem Zellverband, mit glatter Plasmamembran, kondensiertem Chromatin und Mitochondrien mit 
hernienarigen Ausstülpungen. Zu diesem Zeitpunkt waren  einige »apoptotic bodies«, bestehend 
aus einem Konglomerat apoptotisch veränderter Mitochondrien, die von einer benachbarten Leber-
zelle phagocytiert worden sind, zu erkennen (Abbildung 7d).

4.4.3  Morphologie apoptotischer Körperchen und Nekrose

Mit Hilfe der Elektronenmikroskopie konnten apoptotische Körperchen schon nach 4 1⁄2 Stunden 
genau dargestellt werden (Abbildung 7d). Nach 24 Stunden waren viele apoptotische Zelltrümmer 
mit veränderten Mitochondrien und zahlreiche Nekrosen vorhanden (Abbildung 8a). Die Zelltrüm-
mer waren teilweise von den Hepatocyten phagocytiert und lysosomal verdaut worden oder lagen 
als Kluster im Sinus (Abbildung 8b).
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Abbildung 7: Elektronenmikroskopische Darstellung präapoptotischer und apoptotischer Veränderun-
gen in der Leber von GalN sensibilisierten TNF-α-behandelten Mäusen nach 3 1⁄2  und 4 1⁄2 Stunden(Epon 
Schnitte, DAB-Methode zur Darstellung der Cytochrom c Oxidase-Aktivität in Mitochondrien a, c und d).
a) präapoptotische Veränderungen der Mitochondrien: Ruptur der äußeren Mitochondrienmembran mit Her-
nienbildung (H) der inneren Mitochondrienmembran b) Mitochondrium mit Ruptur der äußeren Membran 
(Pfeile) c) Chromatinkondensierung (Pfeile) entlang der Kernmembran eines apoptotischen Hepatocyten d) 
»Apoptotisches Körperchen« mit veränderten Mitochondrien, von einer Leberzelle phagocytiert. L = Lipid 
Maßstab a und b 0,2 μm; c und d 2 μm.
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4.5  Histochemische und immunhistochemische Untersuchungen

Lichtmikroskopisch wurden neben den morphologischen auch histo-, bzw. immunhistochemische 
Untersuchungen durchgeführt. Die Cytochrom c Oxidase-Aktivität, als Marker für den mitochon-
drialen Stoffwechsel präapoptotischer und apoptotischer Hepatocyten von GalN sensibilisierten 
TNF-α-behandelten Mäusen, sowie die Präsenz von NF-κB und dessen Inhibitorproteine im Zell-
kern und Cytoplasma dieser Zellen sollten die morphologisch bereits beschriebenen Ergebnisse 
bestätigen und unterstreichen.

4.5.1  Cytochrom c Oxidase-Aktivität 2 1⁄2 bis 48 Stunden nach GalN/TNF-α-Behandlung 

Mit Hilfe der DAB-Methode (Angermüller und Fahimi 1981) wurde der Aktivitätsnachweis der 
Cytochrom c Oxidase durchgeführt. Morphologisch zeichneten sich die ersten präapoptotischen 
Veränderungen in den Hepatocyten, die durch ein Konglomerat von DAB-gefärbten Mitochond-
rien charakterisiert sind, schon nach 2 1⁄2 Stunden ab (Abbildung 9b). Apoptotische Hepatocyten 
(Abbildung 9c–f) weisen eine hohe Aktivität von Cytochrom c Oxidase auf. In Kontrollen und nach 

Abbildung 8: Elektronenmikroskopische Darstellung der Leber von GalN sensibilisierten TNF-α-behan-
delten Mäusen nach 24 h (Epon Schnitte, DAB-Methode, Darstellung Cytochrom c Oxidase-Aktivität in 
Mitochondrien).
a) apoptotische Zelltrümmer und großflächige Nekrosen 24 Stunden nach Behandlung b) Kluster von »apo-
ptotischen Körperchen« im Sinus sowie Phagocytose »apoptotischer Körperchen« durch Hepatocyten. N = 
Nucleus, Maßstab 4 μm.
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Abbildung 9: Kinetik der Aktivitätsveränderungen von Cytochrom c Oxidase in der Leber von GalN sensibi-
lisierten TNF-α-behandelten Mäusen (Epon-Einbettung, Semidünnschnitte, DAB-Methode zur Darstellung 
der Cytochrom c Oxidase-Aktivität).
a) Kontrollleber mit unterschiedlicher Aktivität in verschiedenen Hepatocyten b)-d) hohe Aktivität in präa-
poptotischen Hepatocyten (b=2 1⁄2 h) (Pfeil) und apoptotischen Hepatocyten (c=3 1⁄2 h und d=4 1⁄2 h) (Pfeile) e) 
gleichzeitiges Auftreten von Apoptosen und Nekrosen im Lebergewebe nach 8 Stunden f) multiple Nekrose-
herde als Zeichen der massiven Leberschädigung 16 Stunden nach Behandlung g) einzelne nachzuweisende 
Apoptosen, umgeben von Nekrosen nach 24 Stunden h) morphologisch intakte Leberzellen mit stärkerer 
Aktivität als in den Kontrollen, vereinzelt Mitosen 48 Stunden nach Behandlung. Maßstab 20 μm.



4 Ergebnisse

49

48 Stunden findet man das heterogene Muster Cytochrom c Oxidase aktiver und inaktiver Hepato-
cyten. Nach 48 Stunden war die Cytochrom c Oxidase-Aktivität in den Mitochondrien stärker als in 
den Kontrolllebern (Abbildung 9h). Mitosen sind nach 48 Stunden identifizierbar (Abbildung 9h).

4.5.2 Immunhistochemischer Nachweis von NF-κB und IκB in Hepatocyten 10 Minuten bis 
4 1⁄2 Stunden nach GalN/TNF-α-Behandlung

Die immunhistochemischen Untersuchungen wurden an Paraformaldehyd-fixierten Paraffinschnit-
ten durchgeführt.

Im Vordergrund dieser Untersuchungen stand der Nachweis von NF-κB und IκB und deren 
unterschiedliche Lokalisation nach TNF-α-Behandlung. Der Komplex aus NF-κB und IκB befindet 
sich in inaktiver Form im Cytosol. 

Das IκB-Protein hat die Rolle des Inhibitors für NF-κB und führt zur Stabilität dieses Komplexes 
und dessen Verbleib im Cytoplasma. Unter Einwirkung verschiedener Cytokine, wie z.B. TNF-α 
wird diese Verbindung gelöst, IκB wird phosphoryliert, ubiquitinyliert und anschließend im Protea-
som degradiert. NF-κB wird nach dem Ablösen von IκB in den Zellkern transloziert.

4.5.2.1 NF-κB 30 Minuten bis 4 1⁄2 Stunden nach GalN/TNF-α-Behandlung

NF-κB ist in Kontrolllebern nur im Cytoplasma der Hepatocyten nachweisbar (Abbildung 10b). 
Als Kontrolle wurden die Schnitte mit TNB-Puffer statt des Primärantikörpers inkubiert. Es wurde 
dabei kein Reaktionsprodukt nachgewiesen (Abbildung 10a). Die Translokation von NF-κB in den 
Zellkern begann 30 min nach GalN/TNF-α Behandlung (Abbildung 10c). Nach 4 1⁄2 Stunden war es 
noch im Heterochromatin apoptotischer Hepatocyten nachweisbar, während in den nicht apopto-
tischen Zellkernen kein Reaktionsprodukt detektierbar war (Abbildung 10d). Eine diffuse Färbung 
des Cytoplasmas dieser Hepatocyten nach 4 1⁄2 Stunden zeigte die Translokation von NF-κB zurück 
ins Cytoplasma (Abbildung 10d).

4.5.2.2 IκBβ 10 Minuten bis 3 1⁄2 Stunden nach GalN/TNF-α-Behandlung

IκBβ ist genau wie NF-κB im Cytoplasma von Hepatocyten der Kontrolllebern zu identifizieren und 
zeigte eine starke Immunoreaktion (Abbildung 10f ). Das Ersetzen des Primärantikörpers mit TNB-
Puffer diente als Kontrolle und führte zu keiner Reaktion im Cytoplasma der Hepatocyten von Kon-
trolllebern (Abbildung 10e). 10 Minuten nach GalN/TNF-α-Behandlung ist es im Cytoplasma noch 
sichtbar (Abbildung 10g), konnte in dem Zeitraum 30 Minuten bis 2 1⁄2 Stunden nach GalN/TNF-α-
Behandlung nicht mehr nachgewiesen werden (Ergebnisse nicht gezeigt). IκBβ taucht jedoch nach 
3 1⁄2 Stunden erneut im Cytoplasma auf (Abbildung 10h).

Im Zellkern konnte IκBβ zu keinem der untersuchten Zeitpunkte nachgewiesen werden.
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Abbildung 10: Immunhistochemischer Nachweis des Transkriptionsfaktors NF-κB (a-d) und seines Inhibi-
tors IκBβ (e-h) in Hepatocyten von GalN sensibilisierten TNF-α-behandelten Mäusen (Lichtmikroskopie, 
Paraffinschnitte, Inkubation mit NF-κBp65-Antikörper, bzw. IκBβ-Antikörper).
a) NF-κBp65 im Cytoplasma der Hepatocyten unbehandelter Mäuse b), f) Kontrollleber ohne Antikörperinku-
bation c) 30 Minuten nach GalN/TNF-α Behandlung ist NF-κBp65 im Zellkern der Hepatocyten identifizierbar 
d) apoptotische Zellkerne enthalten NF-κBp65 im kondensierten Chromatin e) I-κBβ im Cytoplasma der Hepa-
tocyten unbehandelter Mäuse g) Verringerung der Menge an I-κBβ im Cytoplasma 10 Minuten nach GalN/TNF-
α Behandlung h) I-κBβ im Cytoplasma wieder sichtbar 3 1⁄2 Stunden nach Behandlung. N = Nucleus, Pfeilspitzen 
= kein Reaktionsprodukt im Kern eines nicht apoptotischem Hepatocyt, Maßstab 20 μm.
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4.5.2.3 IκBα

Immunhistochemisch konnte IκBα im Cytoplasma nicht nachgewiesen werden. Im Zellkern bei 
den Kontrolltieren war es nur andeutungsweise zu identifizieren. 30 Minuten nach GalN/TNF-α-
Behandlung nimmt die Kernreaktion leicht zu (Abbildung 11b).

4.6  Isolierung von Zellkernen und Cytosol mittels Zellfraktionierung

Für biochemische Untersuchungen verschiedener Proteine, die an der Apoptose beteiligt sind, wur-
den aus Lebergewebe Zellkerne und Cytosol mittels differentieller Zellfraktionierung isoliert. Um 
die Reinheit der hergestellten Kernfraktionen morphologisch zu überprüfen, wurden die Proben 
fixiert und im Anschluß in Epon eingebettet. 

4.6.1  Mikroskopische Darstellung der Kernfraktion

Verschiedene Kernfraktionen wurden licht- und elektronenmikroskopisch untersucht, um deren 
Reinheit und somit deren Eignung für biochemische Messungen zu beurteilen. Die Abbildung 12a 
verdeutlicht, daß die Kernfraktion hauptsächlich Zellkerne enthielt. Elektronenmikroskopisch war 
die Strukturerhaltung der Zellkerne der Kontrollen hervorragend (Abbildung 12b). Die Abbildung 
12c zeigt die Kernfraktion 4 1⁄2 Stunden nach GalN/TNF-α-Behandlung mit typischer apoptotischer 
Chromatinkondensierung an der Kernmembran einiger Zellkerne.

4.6.2  Proteinmuster der isolierten Zellkerne und des Cytosols von Kontrolltieren

Zellkerne und Cytosol wurden mittels differentieller Zellfraktionierung aus den Lebern männli-
cher c/BALB-Mäuse isoliert. Das Muster der Polypeptidbanden im Coomassie-gefärbten SDS-Gel 
demonstriert die unterschiedliche Verteilung der Proteine in Zellkernen und Cytosol (Abbildung 
13). Im Vergleich zur Zellkernfraktion ist im Cytosol bei 65 kDa eine Proteinbande zu erkennen, die 
dem Protein NF-κBp65 zugeordnet wird.
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Abbildung 12: Mikroskopische Darstellung der Reinheit isolierter Zellkerne (Epon- Einbettung, Richard-
son-Färbung für Lichtmikroskopie; 1,5% Glutaraldehyd, Osmiumtetroxid-Fixierung für Elektronenmikro-
skopie).
(a) Licht- und (b) elektronenmikroskopische Aufnahmen von Zellkernfraktionen von Kontrolllebern und (c) 
Lebergewebe von GalN/TNF-α-behandelten Mäusen. Auffällig die Kerne apoptotischer Hepatocyten mit Chro-
matinkondensierung entlang der Kernmembran. Maßstab a und c 40 μm, b = 2 μm.

Abbildung 11: Immunhistochemischer Nachweis des Inhibitorproteins IκBα in Hepatocyten von GalN 
sensibilisierten TNF-α-behandelten Mäusen (Lichtmikroskopie, Paraffinschnitte, Inkubation mit IκBα-Anti-
körper).
a) unbehandeltes Lebergewebe, IκBα konnte hier weder im Zellkern, noch im Cytoplasma nachgewiesen 
werden b) Lebergewebe 3o Minuten nach GalN/TNF-α-Behandlung, mit Lokalisation von IκBα im Zellkern. 
Maßstab 20 μm.
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4.7  GalN/TNF-α induzierte Veränderungen der Proteinmenge an NF-κB 
und IκB in Cytosol- und Zellkernfraktionen

NF-κB und I-κB (siehe Kapitel 3.4) wurden in isolierten Kern- und Cytosolfraktionen biochemisch 
quantifiziert.

Der Untersuchungszeitraum erstreckte sich von 5 min bis 4 1⁄2 Stunden nach GalN/TNF-α 
Behandlung (n=3). 

4.7.1  NF-κB ist 30 Minuten nach GalN/TNF-α-Behandlung im Zellkern deutlich 
nachweisbar

Der Transkriptionsfaktor NF-κB, der eine besondere Rolle bei der Apoptose in Lebern von GalN 
sensibilisierten TNF-α-behandelten Mäusen spielt, stand im Vordergrund der biochemischen 
Untersuchungen. NF-κB war zu jedem untersuchtem Zeitpunkt nach TNF-α- Behandlung sowohl 
im Zellkern als auch im Cytosol nachweisbar. 

Ein schwaches Signal im Zellkern wurde bereits 5, 10, bzw. 20 Minuten nach GalN/TNF-α-
Behandlung festgestellt (Ergebnisse nicht gezeigt). Eine statistische Auswertung erfolgte beginnend 

Abbildung 13: Coomassie-gefärbtes SDS-Gel von isolierten Zellkernen und Cytosol.
Eine isolierte Zellkernfraktion und isoliertes Mäuselebercytosol wurden auf ein 10 % SDS-Gel aufgetragen, das 
nach SDS-PAGE mit Coomassie gefärbt wurde. Zur Bestimmung des Molekulargewichts diente der »low range« 
Molekulargewichtstandard.
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mit der Tiergruppe 30 Minuten nach TNF-α-Behandlung. Danach stieg die nachgewiesene Prote-
inmenge kontinuierlich an und erreichte nach 2 1⁄2 Stunden das Maximum, um danach abzufallen. 
Nach 4 1⁄2 Stunden sank die quantifizierte NF-κB-Menge auf 30 % dieses Maximumswertes (Abbil-
dung 14) ab. In der Kernfraktion der Kontrolltiere konnte kein NF-κB nachgewiesen werden (Abbil-
dung 14). Von den gleichen Tieren wurde die NF-κB Menge im Cytosol bestimmt (Abbildung 15). 
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Abbildung 14: TNF-α führt zu einem deutlichen Anstieg von NF-κB im Zellkern 2 1⁄2 Stunden nach der 
Behandlung.
Kinetik der Western Blot-Analyse des 65 kDa-Proteins NF-κB in den Zellkernfraktionen der Mäuseleber zu ver-
schiedenen Zeitpunkten nach GalN/TNF-α-Behandlung (oben) und deren Quantifizierung (unten) [n=3]. Die 
Säulen sind Mittelwerte ± Standardfehler. Signifikante Unterschiede gegenüber der Kontrollfraktion wurden 
mit dem Dunnett Multiple Comparisons Test ermittelt (p ≤ 0,05).
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Abbildung 15: TNF-α führt zu einem kontinuierlichem Absinken von NF-κB im Cytosol bis 2 1⁄2 Stunden 
nach der Behandlung.
Kinetik der Western Blot-Analyse des 65 kDa-Proteins NF-κB in den cytosolischen Fraktionen der Mäuseleber 
zu verschiedenen Zeitpunkten nach GalN/TNF-α-Behandlung (oben) und deren Quantifizierung (unten) n=3. 
Die Säulen sind Mittelwerte ± Standardfehler. Signifikante Unterschiede gegenüber der Kontrollfraktion wur-
den mit dem Dunnett Multiple Comparisons Test ermittelt (p ≤ 0,05).
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Hier war der höchste Wert bei den Kontrolltieren meßbar. Nach GalN/TNF-α-Behandlung fiel die 
NF-κB Proteinmenge nach 2 1⁄2 Stunden auf ungefähr 40 % ab, nach 3 1⁄2 Stunden zeichnete sich eine 
steigende Tendenz ab, die aber auch nach 4 1⁄2 Stunden nicht den Wert der Kontrollen erreicht.

Somit ist der eindeutige Anstieg von NF-κB im Zellkern bis 2 1⁄2 Stunden nach GalN/TNF-α-
Behandlung mit einer gleichzeitigen Abnahme im Cytosol verbunden. Nach 2 1⁄2 bis 4 1⁄2 Stunden 
nimmt die Menge an NF-κB im Cytosol wieder zu, während sie im Zellkern sinkt.

4.7.2  IκBβ-ein reines cytoplasmatisches Protein

Als Inhibitoren von NF-κB kommen mehrere Proteine der IκB-Familie in Frage. 
IκBβ ist nach einigen Autoren (Baldwin 1996; Cheng et al. 1998; Fenwick et al. 2000) ein sehr 

stabiles Protein.
Im Cytosol lag der höchste Wert bei den Kontrolltieren. Nach der Behandlung fiel die IκBβ-

Menge bis 2 1⁄2 Stunden koninuierlich auf ungefähr 50 % ab und stieg anschließend wieder an (Werte 
bis 4 1⁄2 Stunden gezeigt), konnte aber den Wert der Kontrolle nicht wieder erreichen (Abbildung 
16).

Im Zellkern konnte zu keinem Zeitpunkt der Nachweis dieses Inhibitorproteins erbracht wer-
den.
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Abbildung 16: TNF-α führt zu einem kontinuierlichem Absinken von I-κBβ im Cytosol bis 2 1⁄2 Stunden nach 
der Behandlung.
Kinetik der Western Blot-Analyse des 45 kDa-Proteins I-κBβ in den cytosolischen Fraktionen zu verschiedenen 
Zeitpunkten nach GalN/TNF-α-Behandlung (oben) und deren Quantifizierung (unten) n=3. Die Säulen sind 
Mittelwerte ± Standardfehler. Signifikante Unterschiede gegenüber der Kontrollfraktion wurden mit dem Dun-
nett Multiple Comparisons Test ermittelt (p ≤ 0,05).
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4.7.3  Translokation von I-κBα in den Zellkern

Im Gegensatz zu I-κBβ konnte I-κBα 30 min nach TNF-α Behandlung im Zellkern nachgewiesen 
werden (Abbildung 17). Nach 4 1⁄2 Stunden war das I-κBα-Signal im Zellkern immer noch vorhan-
den.

Ein schwaches Signal dieses Proteins wurde, wie in Abbildung 17 zu erkennen ist, auch bei den 
Kontrolltieren gemessen. Wegen der geringen Anzahl an Tieren wurde hier auf eine statistische 
Auswertung verzichtet.

4.8  Enzymatischer Nachweis der Caspase 3 Aktivität

Die reduzierte Synthese von cytoprotektiven Proteinen, hervorgerufen durch die GalN-Sensibilisie-
rung, induziert den apoptotischen Zelltod in Hepatocyten von Mäusen nach TNF-α Behandlung. 
Die Familie der Caspasen gehört zu den Schlüsselmediatoren, die dieses apoptotische Programm 
auslösen. Eine besondere Rolle bei diesem Mechanismus spielt die Familie der Caspasen, insbeson-
dere die Caspase 3 , eine der sogenannten »Effektorcaspasen«.

AMC-Fluorescenz, als Anzeichen für die Caspase 3-Aktivität machte sich im Vergleich zu den 
Kontrolltieren schon 2 1⁄2 Stunden nach GalN/TNF-α Behandlung leicht bemerkbar. 3 1⁄2 Stunden 
nach Behandlung war dieser Anstieg signifikant und erreichte im Vergleich zu den Kontrolltieren 
den fünffachen Wert (Abbildung 18). 4 1⁄2 Stunden nach Behandlung war der Wert so angestiegen, 
daß er nicht mehr gemessen werden konnte. Peptidaldehyde, wie DEVD-CHO binden stark an die 
Caspase 3-aktive Seite und blockieren somit das Abspalten der fluoreszierenden AMC-Gruppe. 
Aufgrund dieser Eigenschaft wurde es als Inhibitor 3 1⁄2 Stunden nach GalN/TNF-α-Behandlung 
eingesetzt und reduzierte die Caspase 3-Aktivität auf ein Niveau vergleichbar mit den Kontrolltie-
ren. Diese Ergebnisse bestätigen die elektronenmikroskopischen Untersuchungen, wo apoptotische 
Hepatocyten erstmals 3 1⁄2 Stunden nach GalN/TNF-α-Behandlung identifiziert werden konnten.

Abbildung 17: TNF-α führt zu einer Translokation von I-κBα in den Zellkern schon 30 Minuten nach der 
Behandlung.
Kinetik der Western Blot-Analyse des 35 kDa-Proteins I-κBα in den Zellkernfraktionen zu verschiedenen Zeit-
punkte nach GalN/TNF-α-Behandlung n=2.
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4.9  Mitochondrien nach GalN/TNF-α-Behandlung

Die Isolierung der Mitochondrien aus Lebergewebe erfolgte mittels Zellfraktionierung und sollte 
Aufschluß über die Enzymaktivität der Cytochrom c Oxidase nach GalN/TNF-α-Behandlung  geben. 
Cytochrom c Oxidase ist ein Enzym der Atmungskette und spielt eine wichtige Rolle im Elektronen-
transport. Mit der Messung ihrer Aktivität in den Hepatocyten wurde eine mögliche Änderung im 
Zellstoffwechsel während des apoptotischen Prozesses untersucht. Die Enzymaktivitätsbestimmung 
ermittelte den Zeitpunkt der Cytochrom c Oxidase-Aktivität in einem Zeitraum von 2 1⁄2 bis 48 Stun-
den nach GalN/TNF-α-Behandlung.

Für den Nachweis der Cytochrom c Oxidase-Aktivität wurden neben dem Gesamthomogenat 
3 verschiedene Fraktionen isoliert: die schwere mitochondriale Fraktion, die postmitochondriale 
Fraktion und die cytosolische Fraktion.

4.9.1  Die Aktivität der Cytochrom c Oxidase 

Da die apoptotischen Hepatocyten eine hohe Aktivität an Cytochrom c Oxidase aufweisen, was 
lichtmikroskopisch mittels der DAB-Inkubation nachgewiesen worden war (Abbildung 9b-f ), wurde 
die Enzymaktivität in den o.g. Fraktionen über einen Zeitraum von 2 1⁄2 Stunden bis 48 Stunden nach 
GalN/TNF-α-Behandlung gemessen.

Die Ergebnisse im Gesamthomogenat und in der schweren mitochondrialen Fraktion wurden 
ausgewertet, da sich in diesen Fraktionen die Mitochondrien befinden.

Gesamthomogenat: Eine zunehmende Cytochrom c Oxidase Aktivität im Gesamthomogenat im 
Vergleich zu den Kontrollen ließ sich ab 3 1⁄2 Stunden nach GalN/TNF-α Behandlung beobachten. 

Abbildung 18: TNF-α führt zu einem deutlichen Anstieg von Caspase 3 im Cytosol 3 1⁄2 Stunden nach der 
Behandlung.
Kinetik der Caspase 3 Aktivität in der cytosolischen Fraktion des Mäuselebergewebes zu verschiedenen Zeit-
punkte nach GalN/TNF-α-Behandlung n=3. Die Säulen sind Mittelwerte ± Standardfehler. Als Inhibitor (inh) 
wurde der AcDEVD-CHO-spezifische Inhibitor eingesetzt. Signifikante Unterschiede gegenüber der Kontroll-
fraktion wurden mit dem Dunnett Multiple Comparisons Test ermittelt (p ≤ 0,05).
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Nach 8 Stunden wurde die höchste Aktivität gemessen. Danach sank die Aktivität, stieg aber nach 
16 Stunden wieder an (Abbildung 19).

Schwere mitochondriale Fraktion: In der mitochondrialen Fraktion war die Aktivität der Cyto-
chrom c Oxidase nach 2 1⁄2 Stunden niedriger als bei den Kontrollen, um nach 4 1⁄2 Stunden ein etwas 
höheres Niveau als das der Kontrollen zu erreichen. Die niedrigste Enzymaktivität war nach 8 
Stunden zu messen, was auf den Verlust der Integrität der Mitochondrien hindeuten könnte. Diese 
geschädigten Mitochondrien konnten dadurch in dieser Fraktion nicht erfaßt werden. Im Vergleich 
dazu war im Gesamthomogenat zu diesem Zeitpunkt eine erhöhte Cytochrom c Oxidase-Aktivität 
meßbar. Die niedrige Aktivität der Cytochrom c Oxidase wurde durch die auftretenden Nekrosen 
aufrechterhalten. Nach 24 Stunden stieg sie wieder an und erreichte nach 48 Stunden sogar einen 
höheren Wert als die Kontrollen. Dies ist ein Hinweis für einen erhöhten Stoffwechsel in der Leber-
zelle, der im Zusammenhang mit den auftetenden Mitosen stehen könnte (Abbildung 20).

Postmitochondriale Fraktion: Sie enthält im wesentlichen andere Zellorganellen und nur wenig 
Mitochondrien oder Mitochondrienreste. Um eine Aussage über die Reinheit der schweren mito-
chondrialen Fraktion treffen zu können, wurde auch hier eine Enzymmessung durchgeführt, auf 
eine graphische Darstellung dieser aber verzichtet. In der postmitochondrialen Fraktion konnte 
eine leichte Aktivität gemessen werden und zeigt somit die sehr geringe Anzahl an Mitochondrien 
in dieser Zellfraktion.

Cytosolische Fraktion: In der cytosolischen Fraktion war die Cytochrom c Oxidase-Aktivität so 
gering, dass eine genaue Messung mit dem Photometer teilweise nicht möglich war. 

Abbildung 19: TNF-α führt zu einem deutlichen Anstieg der Cytochrom c Oxidase-Aktivität im Gesamtho-
mogenat 8 Stunden nach der Behandlung.
Die Cytochrom c Oxidase-Aktivität im Gesamthomogenat vor der Zellfraktionierung zu verschiedenen Zeit-
punkten nach GalN/TNF-α-Behandlung n=4. Die Säulen sind Mittelwerte ± Standardfehler. Signifikante 
Unterschiede gegenüber der Kontrollfraktion wurden mit dem Bonferroni-Test ermittelt (p ≤ 0,05).
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Abbildung 20: TNF-α führt zunächst zu einem Absinken der Cytochrom c Oxidase-Aktivität in den mito-
chondrialen Fraktionen 2 1⁄2 Stunden nach der Behandlung.
Die Cytochrom c Oxidase-Aktivität in der mitochondrialen Fraktion des Mäuselebergewebes nach Zellfrakti-
onierung zu verschiedenen Zeitpunkten nach GalN/TNF-α-Behandlung n=4. Die Säulen sind Mittelwerte ± 
Standardfehler. Signifikante Unterschiede gegenüber der Kontrollfraktion wurden mit dem Bonferroni-Test 
ermittelt (p ≤ 0,05).
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5 Diskussion

Apoptose ist ein wichtiger zellulärer Mechanismus, der ein Gleichgewicht zwischen der Zellteilung 
und dem Zelltod sicherstellt, so dass Organe und Organsysteme ständig regenerieren können und 
dabei in ihrer Zellzahl konstant bleiben.

Histologisch wurden in der vorliegenden Arbeit in einer Kinetik von 2 1⁄2 bis 48 Stunden Ver-
änderungen in Hepatocyten von GalN sensibilisierten TNF-α-behandelten Mäusen untersucht. 
Elektronenmikroskopisch wurden präapoptotische und apoptotische Veränderungen gezeigt und  
beschrieben. Biochemische Untersuchungen wurden durchgeführt, um einige an der Apoptose 
beteiligte Proteine nachzuweisen und zu quantifizieren.

Es sollte ermittelt werden, inwiefern sich das Lebergewebe durch Gabe von Galaktosamin und 
TNF-α verändert und ob morphologische Unterschiede über einen Zeitraum von 2 1⁄2 bis 48 Stun-
den nach dieser Behandlung festzustellen sind. Um die Struktur und Verteilung der vorkommenden 
Zellveränderungen im Lebergewebe zu beschreiben, wurden Proben licht- und elektronenmikro-
skopisch untersucht. Mit Hilfe dieser Methoden konnten in dem von uns untersuchten Zeitraum 
eindeutig diverse Zellveränderungen in den Hepatocyten nach GalN/TNF-α-Gabe identifiziert 
werden.

Biochemisch wurde der Zeitpunkt nach GalN/TNF-α Behandlung ermittelt, zu dem eine Aktivie-
rung des Transkriptionsfaktors NF-κB und seine damit verbundene Translokation in den Zellkern 
der Hepatocyten stattfindet. Es wurde dabei die zeitliche Abhängigkeit der Konzentration von NF-
κB im Zellkern und Cytosol über einen Zeitraum von 5 Minuten bis 4 1⁄2 Stunden nach GalN/TNF-α 
Behandlung ermittelt. Besonderes Augenmerk galt dabei auch dem Nachweis der Inhibitorproteine 
I-κBα und I-κBβ, insbesondere deren Lokalisation und Quantität in dem erwähnten Zeitraum. Die 
enzymatische Messung der Caspase 3-Aktivität im Cytosol wies den Zeitpunkt der Einleitung des 
Zelltodes nach.

Mit der Messung der Cytochrom c Oxidase-Aktivität über einen Zeitraum von 2 1⁄2 bis 48 Stunden 
nach GalN/TNF-α Behandlung wurden die Veränderungen der Integrität der Mitochondrien unter-
sucht und deren Bedeutung für den komplexen Prozeß der Apoptose hervorgehoben.
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5.1  Wahl der Methode für die Analyse des Zelltodes

Die geeignete Methode zur Identifizierung verschiedener Formen des Zelltodes ist abhängig vom 
ausgewählten Untersuchungssystem, von der Wirkungsweise des eingesetzten Stimulus, der Art des 
Zelltodes und nicht zuletzt von der Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit.

Da die ersten Beschreibungen des apoptotischen Zelltodes (Kerr et al. 1972) auf den charakte-
ristischen morphologischen Veränderungen basieren, wie beispielsweise Chromatinkondensierung, 
sollte eine mikroskopische Untersuchung immer herangezogen werden. Trotz der zahlreichen 
neuen biochemischen und molekularbiologischen Möglichkeiten zur Untersuchung des Zelltodes 
gilt die licht- und elektronenmikroskopische Analyse der Apoptose immer noch als die sicherste und 
zuverlässigste Untersuchungsmethode und sollte deshalb immer zusätzlich zu den anderen Metho-
den eingesetzt werden.

5.2  GalN/TNF-α löst in Hepatocyten Apoptose aus

In unseren Versuchen wurden durch GalN/TNF-α-Gabe apoptotische Veränderungen hervorgeru-
fen. Die Galaktosamin-Sensibilisierung erzeugte in den Versuchstieren eine Blockierung der cyto-
protektiven Proteine, die eine TNF-α-induzierte Apoptose verhindern (Schümann und Tiegs 1999).

Nach Sensibilisierung mit Galaktosamin führt die Behandlung von Mäusen mit TNF-α oder LPS 
u.a. zu einer hepatischen Apoptose mit anschließenden massiven Gewebeschädigungen (Leist et al. 
1994, 1995; Bohlinger et al. 1996; Jaeschke et al. 1998; Lawson et al. 1998; Nagaki et al. 1999). Frühere 
biochemische Studien zeigten, dass GalN die hepatische Transkription durch eine Verringerung der 
Uridin-Nukleotide und somit die mRNA-Synthese blockiert (Decker und Keppler 1972; Bradham et 
al. 1998a). Bei Mäusen, die nur mit D-Galaktosamin oder TNF-α  behandelt wurden, konnten keine 
prä-und auch keine apoptotischen Veränderungen identifiziert werden (Angermüller et al. 1998; 
Osawa et al. 2001). In einer Rattenhepatocyten-Zelllinie konnte durch TNF-α-Behandlung keine 
Apoptose erzielt werden (Xu et al. 1998); erst die Kombination mit einem Transkriptionshemmer 
(Actinomycin D) führte zum anschließenden Zelltod (Pierce et al. 2000). Ohne eine vorhergehende 
Blockierung der Transkription ist TNF-α in den meisten Zellen nicht in der Lage, einen apoptoti-
schen Zelltod einzuleiten (Flick und Gifford 1984; Sugarman et al. 1985; Leist et al. 1995). Die Rolle 
von GalN ist noch nicht ganz geklärt, wie eine neuere Untersuchung mit der hepatischen Zelllinie 
Huh-7 (Osawa et al. 2001) zeigt.
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5.3  Morphologisches Erscheinungsbild nach GalN/TNF-α-Behandlung

5.3.1  Histologische Veränderungen der Leberzelle innerhalb von 48 Stunden

Ziel unserer Untersuchungen war es, die morphologischen Veränderungen der Hepatocyten von 
GalN sensibilisierten TNF-α-behandelten Mäusen darzustellen. Es sollte dabei einerseits so genau 
wie möglich der Zeitpunkt der ersten Veränderungen in der Zelle festgestellt werden und anderer-
seits Aufschluß darüber gegeben werden, über welchen Zeitraum sich diese erstrecken. 

Eine fokale verstärkte Cytochrom c Oxidase-Aktivität, als präapoptotisches Anzeichen, konnte 
morphologisch bereits 2 1⁄2 Stunden nach der Behandlung beobachtet werden. Die Apoptosen traten 
nach 3 1⁄2 Stunden auf. Zahlenmäßig waren sie nach 4 1⁄2 Stunden am häufigsten vertreten (ca. 30 % 
der Heptocyten befallen), um danach wesentlich seltener zu werden (Angermüller et al. 1998). 24 
Stunden nach Behandlung waren immer noch Apoptosen zu erkennen. Nekroseherde waren nach 
8 Stunden, Mitosen nach 48 Stunden zu sehen. Das Auftreten von Mitosen deutet auf die Rege-
neration des Gewebes. In den Hepatocyten der Kontrolltiere wurden keine Apoptosen und keine 
Mitosen identifiziert.

Apoptosen treten sehr selten in der gesunden Mausleber auf. Eine Anzahl von 1 bis 5 apoptoti-
schen Zellen pro 10000 Hepatocyten wurden in der Leber von unbehandelten Mäusen beschrieben 
(Schulte-Hermann et al. 1995).

5.3.2  Darstellung der apoptotischen Veränderungen mittels Licht-, Fluoreszenz- und 
Elektronenmikroskopie

Um die apoptotischen Merkmale hervorzuheben, wurde das Lebergewebe mittels Licht-, Fluores-
zenz- und Elektronenmikroskopie untersucht. Die Lichtmikroskopie konnte neben Apoptosen und 
Mitosen auch die präapoptotischen Zeichen darstellen: »Cluster« von Hepatocyten mit erhöhter 
Cytochrom c Oxidase-Aktivität 2 1⁄2 Stunden nach GalN/TNF-α-Behandlung. Mit der DAPI-Fär-
bemethode und dem TUNEL-Test konnten Apoptosen nachgewiesen werden. 48 Stunden nach 
GalN/TNF-α-Behandlung konnten einzelne Mitosen mit der DAPI-Färbemethode gezeigt werden. 
Die apoptotischen Veränderungen umfassen hauptsächlich die Kerne mit kondensiertem Chro-
matin an der Kernmembran. Mit Hilfe der elektronenmikroskopischen Untersuchung konnten 
feinstrukturelle Veränderungen innerhalb der Zelle dargestellt werden. Die Ruptur der äußeren mit 
gleichzeitiger Ausstülpung der inneren Mitochondrienmembran in den apoptotischen Zellen 3 1⁄2 
Stunden nach Behandlung, gefolgt von Zellkernveränderungen (Chromatinkondensierung an der 
Kernmembran) konnten hier gezeigt werden. Weiterhin konnte das Erscheinungsbild der sogenann-
ten »apoptotischen Körperchen« dargestellt werden.
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5.4  Tumor Nekrose Faktor-α führt zum Zelltod (Apoptose, bzw. 
Nekrose) und Zellproliferation der Hepatocyten

Wir haben in unserer Studie TNF-α eingesetzt. In der Literatur wurden die TNF-α-Effekte auf zahl-
reiche zelluläre Signalwege untersucht.

Carswell et al. identifizierten 1975 TNF als ein Produkt von Lymphocyten und Makrophagen, 
das zur Auflösung bestimmter Zelltypen (insbesondere der Tumorzellen) führte. Diese und weitere 
Studien belegten den potentiellen Anti-Tumor-Effekt von TNF. Molekularbiologische Experimente 
führten 1984 zur Klonierung von humanem TNF (Pennica et al. 1984). Weiterhin wirkt TNF als 
Mediator der Immunregulation und der inflammatorischen Reaktion. So wurde er Ende der achtzi-
ger Jahre auch in klinische Versuche eingeführt (Goeddel 1999). Seine systemische Toxizität führte 
aber zu immer mehr Einschränkungen seiner Anwendung als Anti-Tumor Präparat. TNF-α wird 
hauptsächlich von Makrophagen, Gallengangszellen und Kupffer-Zellen synthetisiert (Fiers 1991) 
und übt gegensätzliche biologische Effekte auf Hepatocyten aus: die Stimulierung der Zellprolifera-
tion oder die Einleitung des Zelltodes (Jeschke et al. 2001). So stimuliert TNF-α die Proliferation der 
Rattenhepatocyten nach partieller Hepatektomie (Akerman et al. 1992; Yamada et al. 1997) einer-
seits, induziert aber andererseits den Zelltod nach einer hepatotoxischen Gewebeschädigung (Czaja 
et al. 1995).

5.4.1  Signaltransduktion durch TNF-α 

Die Forschung über TNF-α hat in den letzten Jahren bedeutende Fortschritte erzielt (Baud und Karin 
2001), insbesondere was den molekularen Mechanismus der von TNF-α herbeigeführten zellulären 
Antwort betrifft. Die Bindung von TNF-α an seine zwei Rezeptoren TNF-R1 und TNF-R2 leitet eine 
Signaltransduktion ein, die zur Aktivierung der Caspasen und der zwei Transkriptionsfaktoren AP-1 
(Activator Protein-1) und NF-κB führt (Kirillova et al. 1999, Manna et al. 2000).

5.4.2  Die TNF Rezeptoren: TNF-R1 und TNF-R2

Das Signal des Tumor Nekrose Faktors (Lewis et al. 1991; Tartaglia ung Goeddel 1992; Tartaglia et al. 
1993) wird durch zwei verschiedene Zelloberflächenrezeptoren übermittelt: TNF-R1 (55 kDa) und 
TNF-R2 (75 kDa).

TNF-R1 enthält im Vergleich zu TNF-R2 ein intrazelluläres Protein, genannt »death domain« 
(DD), das bei der Aktivierung des apoptotischen Weges involviert ist (Wajant und Scheurich 2001). 
Über TNF-R1 (Hsu et al. 1996) aktiviert TNF-α die Transkriptionsfaktoren NF-κB und AP-1 (Ash-
kenazi und Dixit 1998) und führt zur Induktion proinflammatorischer und immunmodulatorischer 
Gene, kann aber in einigen Zelltypen auch die Apoptose einleiten (Abbildung 21). TNF-α trimeri-
siert TNF-R1 durch seine Bindung an den Rezeptor (Jones et al. 2000a, 2000b) und induziert die 
Verbindung von TRADD zu der »death domain«, die sowohl zur Aktivierung von NF-κB, als auch 
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zur Einleitung der Apoptose führen kann (Yuan 1997). Durch TRADD (TNF-R-associated death 
domain), die als Adapter fungiert, entsteht eine Verbindung zwischen deren »death domain« und 
der des TNF-Rezeptors (Leist et al. 1995; Kühnel et al. 2000; Locksley et al. 2001). TRAF2 (TNF-
R-associated factor-2) und RIP (receptor-interacting protein) stimulieren den Stoffwechselweg, 
der zu einer Aktivierung von NF-κB führt (Baldwin 1996; Wajant und Scheurich 2001), während 
über FADD (Fas associated death domain) durch die Aktivierung der ICE-ähnlichen Proteasen die 
Einleitung der Apoptose herbeigeführt wird (Henkart 1996; Nagata 1997). Zum Vergleich führt die 
Aktivierung von CD95 durch die Anlagerung von FADD über die Aktivierung der ICE-ähnlichen 
Proteasen ebenfalls zur Einleitung des apoptotischen Zelltodes (Yuan 1997). 

TNF-R2 dagegen ist ein Rezeptor, der mit einem oder mehreren Mitgliedern der Familie der 
TRAF-Proteine, (das sind Mediatoren der NF-κB-Aktivierung und des Zellüberlebens), direkt inter-
agiert (Tartaglia et al. 1991; Rothe et al. 1994). TRAF1 (Leo et al. 2001) und TRAF2 (Wang et al. 1998) 
können zusammen Hetero- oder Homodimere bilden, wobei eine Interaktion zwischen TRAF1 und 
TNF-R2 scheinbar nur mittels TRAF2 möglich ist (Yuan 1997). Die TRAF1 und 2 Hetero- und 
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Abbildung 21: Signalkomplexe von TNF-R und CD95 und mögliche Interaktionen zwischen den einzelnen 
Komplexen
(a) Die Aktivierung von CD95 durch Bindung an CD95L resultiert aus der Anlagerung von FADD  und Caspase-8 
an CD95, RIP könnte auch miteinbezogen werden. Dieser CD95 Komplex führt zur Aktivierung der ICE-ähnli-
chen Proteasen und zur Apoptose. (b) Die Bindung von TNF zu TNF-R1 induziert die Anlagerung von Caspase-
8, FADD, TRADD, RIP und TRAF2 zu TNF-R1 und bildet das TNF-R1 Signalkomplex. (c) Die Aktivierung des TNF-
R2 Komplexes durch TNF ist eine Folge der Anlagerung von TRAF1 und IAP-Proteine und führt zur Aktivierung 
von NF-κB und des Überlebens via TRAF2.
Schema aktualisiert nach Yuan, 1997. 
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Homodimere funktionieren als Adapter für die korrekte Lokalisation der IAP-Proteine (inhibitor of 
apoptosis proteins) c-IAP1 und c-IAP2 (Song et al. 1996; Yuan, 1997). Das Protein c-IAP2 hat eine 
direkte Einwirkung auf die ausgelöste TNF-Signalkaskade, die zu einer Aktivierung von NF-κB führt 
und damit eine Suppression der TNF-induzierten Apoptose bewirkt (Chu et al. 1997).

5.5  Der Transkriptionsfaktor NF-κB wird unter TNF-α Einwirkung 
aktiviert

Die wichtige Rolle des Transkriptionsfaktors NF-κB als ein Regulator der Immunantwort wurde 
schon bei seiner Entdeckung als ein nukleärer Transkriptionsfaktor in reifen B-Zellen offensichtlich 
(Sen und Baltimore 1986a, 1986b). Durch seine Bindung an ein Verstärkerelement im Gen, welches 
die leichte κ-Kette des Immunglobulins kodiert, wurde er als »nuclear factor κB« definiert (NF-κB). 
Später stellte sich heraus (Baldwin 1996), daß NF-κB einen Komplex aus zwei Untereinheiten mit 
molekularem Gewicht von 50 kD (p50) und 65 kD (p65) bildet. In den meisten Zelltypen befindet er 
sich in einer inaktiven cytoplasmatischen Form an das inhibitorische Protein I-κB gekoppelt. Durch 
seine rapide Aktivierung blockiert NF-κB die sogenannten »Todessignale« (Nagaki et al. 2000) schon 
vor der Einleitung der hepatischen Apoptose, wahrscheinlich durch eine Verhinderung der Aktivie-
rung der Caspase 8, die zum Auslösen der Caspasenkaskade und dem daraus resultierenden apop-
totischen Zelltod führt. Durch weitere Untersuchungen bestätigte sich die Beteiligung von NF-κB 
an der Immunantwort. Inflammatorische Cytokine (TNF-α, IL-1) bewirken eine Dissoziation vom 
inhibitorischem Protein I-κB und führen so zur Translokation von NF-κB in den Zellkern (Baldwin 
1996). Hier erfolgt die Aktivierung verschiedener Gene, wie z.B. I-κBα (Li et al. 1999; Pahl 1999). 
Die Aktivierung antiapoptotischer Gene wie c-IAP1, c-IAP2, TRAF1, TRAF2, deren Proteine als 
Caspaseinhibitoren wirken, führt zum Überleben der Zelle (Chu et al. 1997; Wang et al. 1998). Dies 
erklärt warum TNF-α keine Apoptose verursacht, wenn die NF-κB Aktivierung (Tang et al. 2001a, 
2001b) unterdrückt wird, wie z.B. nach Gabe von Glukokortikoiden (Crinelli et al. 2000), obwohl 
eine TNF-α-Induktion sowohl zu einer Aktivierung der Caspasen als auch zur Aktivierung von NF-
κB führt.

5.5.1  Aktivierung und nukleäre Lokalisation von NF-κBp65 nach TNF-α-Behandlung

Ziel der hier dargestellten Experimente war die Lokalisation von NF-κB in Hepatocyten von GalN 
sensibilisierten TNF-α-behandelten Mäusen und dabei insbesondere dessen »Shuttle« in den Zell-
kern und zurück ins Cytosol. Ein Nachweis im Zellkern kann als eine Aktivierung des Transkripti-
onsfaktors (Han und Brasier 1997; Verma und Stevenson 1997) NF-κB beurteilt werden und  beweist 
dadurch den TNF-α-Effekt in Maushepatocyten.

30 Minuten nach GalN/TNF-α-Gabe ist NF-κB deutlich im Zellkern nachzuweisen, nach 2 1⁄2 
Stunden erreicht es dort die höchste Konzentration, danach nimmt es wieder ab. Die NF-κB-Menge 
im Zellkern ist nach 4 1⁄2 Stunden auf etwa 30 % im Vergleich zum Höchstwert nach 2 1⁄2 Stunden 
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gesunken. Nach 4 1⁄2 Stunden sind aufgrund einer quantitativen Bestimmung 30 % der Zellen apop-
totisch. Immunhistochemisch haben wir zu diesem Zeitpunkt NF-κB nur in Kernen apoptotischer 
Zellen nachgewiesen. Apoptotische Zellen sind in ihrer Proteinsynthese eingeschränkt (Leist et al. 
1994), was eine unzureichende Synthese von I-κBα und den dadurch eingeschränkten Rücktransport 
des Transkriptionsfaktors NF-κB ins Cytoplasma zur Folge hat. Nicht apoptotische Zellen enthielten 
das Reaktionsprodukt im Cytoplasma.

Eine ähnliche Untersuchung an c/BALB Mäusen (Nagaki et al. 2000) zeigte 60 Minuten nach 
TNF-α-Gabe die Aktivierung von NF-κB im Zellkern, und eine anschließende Abnahme allerdings 
erst nach 5 Stunden.

Der Weg zur Aktivierung von NF-κB durch GalN/TNF-α führt über die Phosphorylierung, 
Ubiquitinylierung und anschließende Degradierung der I-κB-Inhibitorproteine durch das 26S Pro-
teasom. In einem Ischämie/Reperfusionsmodell der Leber bei c/BALB Mäusen wurde eine Aktivie-
rung von NF-κB, die unabhängig von einer Degradierung der I-κB Proteine stattfindet, beschrieben 
(Zwacka et al. 1998). Die Dissoziation von NF-κB aus dem Komplex wird durch die Phosphorylie-
rung von I-κBα durch eine Tyrosinkinase (I-κB Tyrosin Kinase) sichergestellt. TNF-α kann auch die 
Phosphorylierung von NF-κB (RelA/p65) induzieren, soll aber keinen negativen Effekt weder auf die 
Translokation noch auf die Bindung an die DNA haben und führt ausschließlich zu einer Erhöhung 
der Transkriptionsaktivität (Wang et al. 1998).

Ein wichtiger Punkt bei der Aktivierung von NF-κB ist sicherlich auch die Art des Signalstoffes. 
So wird durch H₂O₂ eine im Vergleich zu den Cytokinen relativ langsame Aktivierung (120 Minu-
ten) eingeleitet (Bowie und O'Neill 2000). Von den Cytokinen induziert TNF,  im Vergleich zu den 
Hepatocyten, in vaskulären Endothelzellen eine schnelle (20 Minuten) und persistente (>20 h) Akti-
vierung von NF-κB, während bei IL-1 zwar eine schnelle aber nach 3 Stunden bereits absinkende 
Aktivierung stattfindet (Johnson et al. 1996). Die Inaktivierung der NF-κB-Kaskade durch andere 
Proteine, wie z.B Par-4 potenziert die TNF-α-Wirkung und führt zum apoptotischen Zelltod (Diaz-
Meco et al. 1999).

Mit den in dieser Arbeit vorgestellten Experimenten ist es gelungen, NF-κB im Zellkern von 
Hepatocyten zu einem früheren Zeitpunkt (30 Minuten) als in vergleichbaren Studien nachzuweisen 
(Nagaki et al. 2000). Unsere Untersuchungen zeigten 5, 10 bzw. 20 Minuten nach TNF-α-Behand-
lung schon ein schwaches Signal im Zellkern (Ergebnisse nicht gezeigt).

5.5.2  TNF-α-Behandlung führt zu einem Absinken der NF-κBp65-Konzentration im Cytosol

NF-κB konnte zu jedem Zeitpunkt der durchgeführten Messungen im Cytosol nachgewiesen wer-
den, was ein sicherer Hinweis auf das Vorhandensein der NF-κB/I-κB-Komplexe in dieser Fraktion 
ist und daher eine Aussage bezüglich des inaktiven NF-κB ermöglicht.

Bei den Kontrolltieren war der höchste NF-κB-Wert nachzuweisen, was durch die fehlende Ein-
wirkung eines Stimulus wie TNF-α und der somit fehlenden Translokation von NF-κB in den Zell-
kern zu erklären ist. Schon 30 Minuten nach TNF-α-Behandlung deutete sich eine Reduktion von 
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NF-κB im Cytosol an, nach 2 1⁄2 Stunden war NF-κB auf ca. 40% des Wertes der Kontrolltiere gesun-
ken. Ein leichter Anstieg war nach 3 1⁄2 Sunden zu beobachten, nach 4 1⁄2 Stunden war der Wert auf 
60% im Vergleich zur Kontrolle angestiegen. Diese Resultate stimmen mit den bereits diskutiertren 
Ergebnisse von NF-κB in der Kernfraktion überein: während die NF-κB-Konzentration 2 1⁄2 Stunden 
nach TNF-α-Behandlung  im Cytosol deutlich absinkt, findet zur gleichen Zeit ein entsprechender 
Anstieg in der Zellkernfraktion statt.

Eine schnelle Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-κB findet in unserem Tiermodell unter 
GalN/TNF-α-Behandlung statt. Diese Befunde werden durch die Untersuchungen von Johnson et 
al. 1996 und Nagaki et al. 2000 bestätigt. Die Gabe von Glukokortikoiden (Dexamethason) führt 
durch eine beschleunigte Resynthese von I-κBα zu einer Repression der NF-κB Aktivierung (Crinelli 
et al. 2000) 

5.6  I-κB Proteine reagieren unterschiedlich auf GalN/TNF-α Gabe

Proteine der  I-κB-Familie sind als Inhibitoren von NF-κB bekannt (Huxford et al. 1998). Die zwei 
wichtigsten Vertreter – I-κBα und I-κBβ – sind sowohl in ihrer Zusammensetzung, als auch in ihren 
Funktionen sehr unterschiedlich (ompson et al. 1995; Turpin et al. 1999; Phelps et al. 2000). Ent-
scheidend für ihr Mitwirken ist vor allem der Stimulus, z.B. TNF, IL-1, CD95: einige verursachen 
eine schnelle, aber vorrübergehende Aktivierung von NF-κB durch die Dissoziation von I-κBα, 
andere eine persistente Aktivierung mit Einbeziehen beider Inhibitorproteine (ompson et al. 
1995). 

In dieser Dissertationsarbeit wurde die Auswirkung der GalN/TNF-α-Behandlung auf diese zwei 
Proteine untersucht, der Schwerpunkt lag dabei auf der Lokalisation von I-κBβ. Über I-κBα und sei-
nem Wirkmechanismus stehen zahlreiche Daten zur Verfügung (Beg und Baldwin 1993; Chiao et al. 
1994; Baldwin 1996; Arenzana-Seisdedos et al.1997; Han et al. 1999), während I-κBβ nicht so genau 
untersucht worden ist und dadurch noch einige Fragen offen sind.

5.6.1  I-κBα transloziert in den Zellkern und verhindert die Bindung von NF-κB an DNA

In den untersuchten Proben konnte I-κBα bereits 30 Minuten nach GalN/TNF-α-Behandlung  im 
Zellkern nachgewiesen werden, ein Hinweis dafür, daß die Neusynthese des Proteins schon einge-
leitet worden ist. Eine Präsenz im Zellkern konnte auch zu späteren Zeitpunkten, einschließlich 
4 1⁄2 Stunden nach Applikation von GalN/TNF-α, gezeigt werden. In den Kontrollen wurde nur ein 
schwaches Signal nachgewiesen.

Ähnliche Ergebnisse werden auch in einer Studie mit HT29 Zellen berichtet, wo eine Phospho-
rylierung von I-κBα bereits fünf Minuten nach TNF-α-Behandlung eingeleitet wurde und nach 20 
Minuten das Protein komplett degradiert war (Manos und Jones 2001). Freies neu synthetisiertes 
I-κBα reichert sich innerhalb von 60 Minuten (Arenzana-Seisdedos et al. 1995) nach Stimulusein-
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wirkung (TNF) im Cytosol an und wird in den Zellkern transloziert, wo es an das DNA-gekoppelte 
NF-κB bindet und dessen Rücktransport ins Cytoplasma bewirkt (Arenzana-Seisdedos et al. 1995). 
I-κBα maskiert nur die nukleäre Lokalisationssequenz  (NLS) des p65 Polypeptides und nicht die des 
p50 Polypeptides; der NF-κB/I-κBα-Komplex ist damit ein nukleocytoplasmatischer Komplex (Tam 
et al. 2001). Der Rücktransport des Komplexes ins Cytoplasma erfolgt (Malek et al. 2001) durch die 
CRM1-abhängige nukleäre Exportsequenz (NES) (Johnson et al 1999; Tam et al. 2000) des Inhibi-
torproteins I-κBα (Rodriguez et al. 1999; Huang et al. 2000). Diese CRM1-bindende Sequenz wurde 
ausschließlich in der N-terminalen Domäne von I-κBα identifiziert (Tam et al. 2000). Eine Blockie-
rung dieser Sequenz führt zur bleibenden nukleären Lokalisation von I-κBα (Johnson et al. 1999) 
und zu einem Anstieg der NF-κB-Aktivität im Zellkern um das sechsfache (Carlotti et al. 2000). 
Eine Lokalisation von I-κBα im Zellkern nicht stimulierter Zellen wird auf Importine, Proteine die 
eine nukleäre Lokalisationsequenz besitzen und mit dem Ankyrinabschnitt von I-κBα interagieren 
können, zurückgeführt (Turpin et al. 1999). Im Cytoplasma von WT-Zellen (Tanaka et al. 1999) 
konnte eine Reduzierung des I-κBα 15 Minuten nach TNF-α-Behandlung festgestellt werden, nach 
60 Minuten wurde der Ausgangswert wieder erreicht. Diese Erholung ist eine Folge der neuen Pro-
duktion von I-κBα, die durch die Aktivierung von NF-κB induziert wird (Barnes und Karin 1997). 
In Zellkulturen wird eine komplette Degradierung von I-κBα in der cytosolischen Fraktion 5 min 
nach TNF-α-Behandlung beschrieben (Gallois et al. 1998). NF-κB wird durch I-κBα mittels zweier 
Mechanismen reguliert: Zunächst wird durch die Degradierung des I-κBα in den Proteasomen die 
Transkriptionsaktivität von NF-κB gewährleistet; der zweite Mechanismus greift zu dem Zeitpunkt 
ein, bei dem die Transkriptionsaktiviät von NF-κB nicht mehr benötigt wird und führt zum retro-
graden Transport von NF-κB ins Cytoplasma (Renard et al. 2000). Eine ständige Translokation  der 
inaktiven NF-κB/I-κBα-Komplexe zwischen Zellkern und Cytosol in Abwesenheit von NF-κB-
Aktivierungssignalen wie z.B. TNF-α, wird in einer neuen Studie (Huang et al 2001) beschrieben. 
Die Degradierung von I-κBα und die daran anschließende Aktivierung des Transkriptionsfaktors 
NF-κB ist vom Signalstoff abhängig. So führt eine Pervanadat-Behandlung von HeLa-Zellen (wie 
die TNF-α-Behandlung von Mäusen) zu einem vergleichbar langsamen (nach 30 min) Beginn der 
Degradierung von I-κBα  mit einem Maximum nach 180 Minuten, gefolgt von einer NF-κB-abhän-
gige Neusynthese von I-κBα. Die komplette Degradierung von I-κBα wurde in dieser Studie nach 
240 Minuten erreicht (Mukhopadhyay et al. 2000).

Als Schlußfolgerung dieser Untersuchungen kann man eine Bindung von I-κBα an den Trans-
kriptionsfaktors NF-κB im Zellkern und dessen Rücktransport ins Cytoplasma, nach GalN/TNF-α 
Gabe, als erwiesen betrachten.

5.6.2  I-κBβ: ein strikt cytoplasmatisches Protein

NF-κB wird durch Mitglieder der I-κB Proteinfamilie im Cytoplasma sequestriert. Ziel der durchge-
führten Experimente sollte der Nachweis der Lokalisation von I-κBβ nach GalN/TNF-α-Behandlung 
sein. 
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Im Cytosol war I-κBβ zu jedem der von uns untersuchten Zeitpunkte nachweisbar und hatte bei 
den Kontrolltieren den höchsten Wert. Eine leichte Reduktion konnte schon nach 30 Minuten fest-
gestellt werden, nach 2 1⁄2 Stunden war die I-κBβ-Konzentration im Vergleich zu den Kontrolltieren 
auf etwa die Hälfte gesunken. Danach stieg die Proteinmenge geringgradig an. Es hat bis 4 1⁄2 Stunden 
nach GalN/TNF-α-Behandlung den Ausgangswert nicht wieder erreicht und wird auf eine durch 
GalN gehemmte Resynthese des Proteins zurückgeführt (Leist et al. 1994).

Ähnliche Ergebnisse liefern auch Untersuchungen an TNF-behandelten Endothelzellen, wo eine 
schnelle Reduzierung von I-κBβ auf 50% des Kontrollwertes beobachtet wurde und eine komplette 
Erholung des I-κBβ-Wertes auch nach 22 Stunden noch nicht festgestellt werden konnte (Johnson 
et al. 1996). Übereinstimmend mit den hier vorgestellten Resultaten ist in einer Arbeit mit murinen 
T-Zellen eine im Vergleich zu I-κBα langsamere Degradierung von I-κBβ beschrieben worden (Weil 
et al. 1997).

In unseren Untersuchungen konnte in den isolierten Kernfraktionen zu keinem Zeitunkt der 
Nachweis von nukleärem I-κBβ erbracht werden und dementsprechend postulieren wir für I-κBβ 
eine ausschließlich cytoplasmatische Lokalisation.

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen stehen Untersuchungen an COS-7- und HeLa-Zellen,  bei 
denen der Nachweis von nukleärem I-κBβ beschrieben wurde (Suyang et al. 1996; Tran et al. 1997). 
Die Autoren vermuten eine Bindung von NF-κB an neu synthetisiertes und nicht phosphoryliertes I-
κBβ, das im Gegensatz zu phosphoryliertem I-κBβ nicht in der Lage sein soll, die nukleäre Lokalisa-
tionssequenz (NLS) von NF-κB zu maskieren, so daß dieser NF-κB/I-κBβ-Komplex in den Zellkern 
importiert wird.

Neuere Untersuchungen (Malek et al. 2001) bestätigen die in dieser Dissertation erzielten Ergeb-
nisse: freies I-κBβ wird in dieser Studie als ausschließlich cytoplasmatisches Protein beschrieben, 
und liegt als NF-κB/I-κBβ-Komplex im Cytosol. Die Bindung von NF-κB mit I-κBβ-Protein ist stabi-
ler als die des NF-κB/I-κBα-Komplexe (Baldwin 1996; Cheng et al. 1998); ein nukleärer Import wird 
durch die Maskierung beider NLS-Sequenzen des NF-κB durch I-κBβ verhindert. I-κBβ ist nicht 
in den nukleocytoplasmatischen Pendelverkehr involviert und kann im Gegensatz zu I-κBα keinen 
Rücktransport nukleärer Proteine durchführen. Diese Ergebnisse führen zur Schlußfolgerung, daß 
die Proteine der I-κB-Familie unterschiedlichen Aktivierungsmechanismen unterliegen (Tam et al. 
2001).

In der hier vorgestellten Studie konnte I-κBβ nicht im Kern nachgewiesen werden, was den Ergeb-
nissen einer anderen Gruppe (Suyang et al. 1996) widerspricht; dies könnte auf eine Unreinheit in 
deren Kernfraktion oder auf unspezifische Kreuzreaktionen von deren Antikörpern zurückzuführen 
sein. Unklar ist in der Studie von Suyang et al. (1996) auch, warum das ungebundene NF-κB nicht an 
neu synthetisiertes I-κBα bindet. 

Basierend auf den Ergebnissen der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Zeitabstände nach 
GalN/TNF-α-Behandlung kann eine Lokalisation von I-κBβ im Kern zu einem späteren Zeitpunkt 
als unwahrscheinlich gesehen werden. 
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5.7  Aktivierung der Caspase 3 als ein Weg zur Apoptose

Die Caspase 3 gehört zusammen mit den Caspasen 6 und 7 zu der Gruppe der sogenannten Effek-
tor-Caspasen, während die Caspasen 2, 8, 9 und 10 der Gruppe der Initiator-Caspasen angehören 
(Budihardjo et al. 1999; Kaufmann und Hengartner 2001). Die Aktivierung der Caspase 3 (Henkart 
1996; Enari et al. 1998) nach GalN/TNF-α-Behandlung kann als Effektor der Apoptose über zwei 
verschiedene Mechanismen ausgelöst werden (Deveraux und Reed 1999; Leo et al. 2001). Der von 
vielen Autoren vertretene Weg verläuft zunächst über den Zelloberflächenrezeptor TNF-R1, dann 
über TRADD, FADD (Abbildung 21) und einer anschließenden Aktivierung der Caspasenkaskade 
über Caspase 8 (Martin et al. 1998). Dies führt zur Aktivierung der Caspase 3, die wiederum die 
Spaltung diverser Zellproteine vorantreibt, was zum Zelltod führt (Salvesen und Dixit 1999; Rath 
und Aggarwal 1999). Ein zweiter Weg (siehe 2.2.5) führt über die Freisetzung des mitochondrialen 
Membranproteins Cytochrom c ins Cytoplasma (Zou et al. 1997; Tafani et al. 2000) und dortiger 
Verbindung mit AIF (»apoptosis induced factor«)-Protein (Susin et al. 1999) zur Aktivierung der 
Procaspase 9 (Kuida et al. 1998; Zamzami und Kroemer 2001). Die darauffolgende Aktivierung der 
Caspase 3 leitet dann den apoptotischen Zelltod ein. 

Ein Anstieg der Caspase 3-Aktivität in den cytosolischen Fraktionen sollte in unseren Untersu-
chungen Hinweise zur Einleitung der Apoptose liefern. Ein leichter Aktivitätsanstieg im Vergleich zu 
den Kontrolltieren war 2 1⁄2 Stunden nach GalN/TNF-α-Behandlung zu erkennen. Nach 3 1⁄2 Stunden 
stieg die Aktivität signifikant auf den fünffachen Wert im Vergleich zu Kontrollen an; ein deutliches 
Signal dafür, dass das apoptotische Programm angeschaltet worden ist. Nach 4 1⁄2 Stunden war die 
Caspase-Aktivität so hoch, daß sie nicht mehr mit dem Photometer gemessen werden konnte.

Ähnliche Untersuchungen an Mäusen mit Einleitung der Apoptose über eine GalN-Sensibili-
sierung und Salmonella abortus equi Endotoxin-Behandlung zeigten eine Erhöhung der Caspase 
3-Aktivität nach 5 Stunden (Jaeschke et al. 1998). Der Zeitunterschied von 2 Stunden wird durch 
die endogene Produktion von TNF-α nach Endotoxin-Gabe erklärt. Nagaki et al. 2000 beobachteten 
bei c/BALB Mäusen eine Erhöhung der Caspase 3-Aktivität um das 7,5-fache 5 Stunden nach GalN/
TNF-α-Gabe im Vergleich zu den Kontrollen. Wenn die Transkription gehemmt wird, leitet auch 
Concanavalin A die TNF-R1-abhängige Aktivierung der Caspase 3 ein, während der Breit-Spek-
trum-Caspase-Inhibitor eine Concanavalin A-induzierte Leberschädigung bei Mäusen verhindert 
(Künstle et al. 1999).

Die alleinige Gabe von D-Galaktosamin zeigt keine Apoptosen (Angermüller et al. 1998). Sie 
induziert zwar eine Hepatotoxizität, die ist aber nicht auf eine Aktivierung der Caspase 3 zurückzu-
führen (Itokazu et al. 1999).
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5.8  Mitochondrienveränderungen während der Apoptose

Mitochondrien spielen im Zusammenhang mit dem apoptotischen Zelltod unumstritten eine ent-
scheidende Rolle (Zamzami 1996; Green und Reed 1998). Morphologisch wurden sie in diesem 
Zusammenhang früher vernachlässigt, weil es zunächst so schien, als blieben die Mitochondrien 
von der Apoptose, zumindest was ihre Form betrifft, unberührt (Kerr et al. 1972). Spätere Studien  
bewiesen das Gegenteil und zeigten, daß sie sich in ihrer Form verändern (Mancini et al. 1997; Zhu-
ang et al. 1998; Martinou et al. 1999; Desagher und Martinou 2000) und daß diese Veränderungen 
als präapoptotische Ereignisse zu betrachten sind (Angermüller et al. 1998).

5.8.1  Ausstülpung der inneren durch die eingerissene äußere Mitochondrienmembran

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen zeigten sehr wichtige Veränderungen, die in den 
Zellorganellen während des apoptotischen Zelltodes stattfinden. Besonders auffällig waren dabei die 
Veränderungen in den Mitochondrien, die sich mit einer Ruptur der äußeren und zugleich einer her-
nienartigen Ausstülpung der inneren Mitochondrienmembran (Abbildung 7) bemerkbar machten 
(Angermüller et al. 1998, 1999).

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen beschrieben frühere Studien die Mitochondrien der apop-
totischen Zellen als normal (Searle et al. 1987; Cosarizza et al. 1995; Majno und Joris 1995; Kimura 
et al. 1997) oder leicht angeschwollen (Krippner et al. 1996). Die Ruptur der äußeren Mitochondrien 
membran mit einer Reduzierung der Anzahl der Cristae zeigte eine Untersuchung an apoptotischen 
ymocyten (Petit et al. 1995). Eine Ruptur wurde auch in epithelialen apoptotischen Prostatazellen 
bei Ratten nach Kastration beschrieben (Kwong et al. 1999). Die Ruptur der äußeren Mitochond-
rienmembran ist wahrscheinlich eine Folge der Anschwellung dieser Zellorganelle am Anfang des 
apoptotischen Prozesses (Van der Heiden et al. 1997, 1999; Green und Reed 1998; Kroemer und 
Reed 2000). Die Folgen sind die Ausschüttung der mitochondrialen Intermembranproteine ins 
Cytosol, eine mitochondriale Depolarisierung und anschließend der Zelltod. Es ist möglich, daß 
Bcl-2-Proteine die Homeostasis der Mitochondrien kontrollieren. Apoptotische Signale ändern 
die oxidative Phosphorylierung und den Ionenaustausch der Mitochondrien und rufen die Orga-
nellenschwellung hervor, was zum Einreißen der äußeren Membran führt (Hengartner 2000). Die 
Ruptur der äußeren Membran nach mitochondrialer Schwellung ist als einer der Mechanismen zu 
betrachten (Lemasters 1999), die zu einer Freisetzung von Cytochrom c und der intermembranären 
NF-κB/I-κB-Komplexe ins Cytosol führen (Bottero et al. 2001). Als weiterer Mechanismus wird die 
erhöhte Permeabilität der Membranporen gesehen, die einen Ausstrom von Cytochrom c ermög-
licht (Bradham et al. 1998b). So wird eine große Pore für Wasser durchlässig, was zum Anschwellen 
der Mitochondrien und anschließendem Platzen der äußeren Membran führt. Dadurch wird die 
Ausschüttung von Cytochrom c und anderen mitochondrialen Proteinen ermöglicht. Diese Ver-
änderungen der Mitochondrien sind vom Typ des Zelltodes abhängig. In einigen apoptotischen 
Prozessen bleiben die Mitochondrien unverändert (Martinou 1999) so daß es auch andere Mecha-
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nismen für die Einleitung der Apoptose geben muß. Eine Ausschüttung von Cytochrom c, ohne 
morphologische Veränderungen der Mitochondrien, wird in der Arbeit von Green und Reed 1998 
beschrieben und beruht auf der Bildung einer Pore, die größer als dieses Protein ist ( Cytochrom c 
Durchmesser 3 nm).

In den hier vorgestellten Untersuchungen werden die präapoptotischen Veränderungen der 
Mitochondrienmembran nach GalN/TNF-α-Behandlung gezeigt. Diese präapoptotischen Verände-
rungen treten noch vor den morphologischen Veränderungen im Zellkern auf.

5.8.2  Die Cytochrom c Oxidase-Aktivität ist ein Indikator für die Integrität der äußeren 
Mitochondrienmembran

Die Cytochrom c Oxidase (Komplex IV) ist ein Mitglied der Atmungskette in den Mitochondrien; 
der Elektronentransfer von Cytochrom Reduktase (Komplex III) auf Cytochrom c Oxidase wird über 
Cytochrom c sichergestellt und hat die Reduzierung von Sauerstoffmolekülen zu Wasser zur Folge 
(Wang 2001; Barrientos et al. 2002).

Die Messung der Cytochrom c Oxidase-Aktivität ist ein Indikator für die Integrität der Mitochon-
drienmembran, was der elektronenmikroskopische Nachweis des Enzyms mittels DAB-Reaktion 
bestätigte (Abbildung 7 und 8). Das biochemisch ermittelte Absinken der Cytochrom c Oxidase-
Aktivität 2 1⁄2 Stunden nach GalN/TNF-α-Behandlung in der mitochondrialen Fraktion könnte auf 
die erhöhte Permeabilität der Mitochondrienmembran für Cytochrom c zurückzuführen sein; trifft 
aber in dieser Studie nicht zu, da Cytochrom c als Substrat für die Messung angeboten wurde. Dafür 
spricht auch, dass zu diesem Zeitpunkt die Cytochrom c Oxidase-Aktivität im Gesamthomogenat 
im Vergleich zu den Kontrollen unverändert ist. Der Abfall nach 8 Stunden dürfte auf die Nekrose 
und der damit verbundenen Mitochondrienzerstörung zurückzuführen sein. Der erste Anstieg der 
Cytochrom c Oxidase-Aktivität in der mitochondrialen Fraktion 4 1⁄2 Stunden nach GalN/TNF-α-
Behandlung weist auf eine sehr starke Aktivierung der Atmungskette und auf einen hohen Energie-
umsatz hin. Hinzu kommt auch ein Nachlassen der TNF-α-Wirkung zu diesem Zeitpunkt (Hill et al. 
1999). Der Anstieg nach 48 Stunden (Werte höher als bei den Kontrolltieren) ist mit der Regenera-
tion der Hepatocyten und der Mitoseaktivität zu erklären.

In der cytosolischen Fraktion konnte bis einschließlich 48 Stunden nach der Behandlung nur eine 
geringe Aktivität gemessen werden. 

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen zeigten Krippner et al. 1996, dass sich die Aktivität der 
Cytochrom c Oxidase in Fas-induzierten apoptotischen T-Zellen nicht verändert, während durch 
die Inhibierung von Cytochrom c die entscheidenden Signale für die Apoptose in Gang gesetzt wer-
den.
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5.9  Fazit

Die Apoptose ist ein kontrollierter Prozeß, mit dessen Hilfe »unerwünschte« Zellen selektiv abge-
baut werden. Die Entdeckung der Beteiligung von TNF-α an sowohl apoptotischen als auch anti-
apoptotischen Effekten bei der hepatozellulären Gewebeschädigung liefert neue Erkenntnisse zum 
Pathomechanismus der destruktiven Lebererkrankungen. So induziert TNF-α in virusbefallenen 
oder medikamentös vorgeschädigten Hepatocyten die Apoptose und schützt gleichzeitig die gesun-
den Hepatocyten vor apoptotischen Stimuli.

Die hohe Anzahl der Gene, die durch NF-κB kontrolliert werden, in Verbindung mit der hohen 
Anzahl an Stimuli, die seine Aktivierung auslösen können, demonstrieren seine bedeutende Rolle 
für viele zelluläre Prozesse. NF-κB und sein Regulator I-κB stehen im Zusammenhang mit pro- und 
anti-apoptotischen Ereignissen, welche Schlüssel für Signalsysteme sind, die zu zellulären Verän-
derungen im Organismus beitragen. Die Beteiligung an diversen Erkrankungen unterstreicht die 
Wichtigkeit dieser Proteine (Plümpe et al. 2000).

Die pro- und anti-apoptotische Wirkungsweise von NF-κB wirft vor allem eine Frage auf:
Wie werden diese zwei unterschiedlichen Effekte in physiologischen und pathologischen Prozessen 
innerhalb der Zelle kontrolliert?

Die hier vorgelegte Arbeit liefert einen Beitrag zum Verständniss des Transkriptionsfaktors NF-
κB im apoptotischen Geschehen in der Leber und stellt einen Ausgangspunkt für die weitere Cha-
rakterisierung der Apoptosemechanismen dar.
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6 Zusammenfassung

Ziel dieser kinetischen Studie war die Untersuchung der Veränderungen der Hepatocyten von GalN 
sensibilisierten TNF-α-behandelten Mäusen in einem Zeitraum von 48 Stunden. Der apoptotische 
Effekt von TNF-α wurde durch die Blockierung der Synthese cytoprotektiver Proteine mittels GalN 
erzielt. Diese Proteine verhindern physiologisch eine von TNF-α  induzierte Apoptose. Besonderer 
Wert wurde auf die Untersuchung der hepatozellulären Apoptose gelegt.
Im ersten Teil der Arbeit wurden in Form einer Literaturübersicht die Morphologie und die Mecha-
nismen der Apoptose beschrieben. Weiterhin wurde auf einige Proteine, die an diesem Prozeß 
beteiligt sind, näher eingegangen, wobei der Transkriptionsfaktor NF-κB und sein Inhibitor I-κB im 
Vordergrund stehen.

In diesen Untersuchungen wurde Mäuselebergewebe nach einer standardisierten Perfusionsfixie-
rung mit 4 % Paraformaldehyd oder 0,25 % Glutaraldehyd fixiert und in unterschiedlichen Medien 
für Licht-, Elektronen-, Fluoreszenzmikroskopie und für Immunhistochemie eingebettet.

Durch die elektronenmikroskopische Untersuchung konnten die präapoptotische und apoptoti-
sche Veränderungen der Mitochondrien und des Zellkernes dargestellt werden. 3 1⁄2 Stunden nach 
GalN/TNF-α Behandlung zeigten apoptotische Hepatocyten Mitochondrien mit einer Ruptur der 
äußeren Membran, durch die die innere Membran in Form einer Hernie hervorquoll. Ebenfalls 
traten die Veränderungen im Zellkern auf, die durch Chromatinkondensierung am Kernrand und 
schließlich 4 1⁄2 Stunden nach GalN/TNF-α Behandlung durch Bildung der apoptotischen Körper-
chen charakterisiert werden.

Nekrosen wurden vermehrt nach acht Stunden identifiziert und begleiteten dabei die apoptoti-
schen Veränderungen, die ihrerseits nach 24 Stunden verschwanden. Nach 48 Stunden waren kaum 
noch nekrotische Herde sichtbar und als ein Zeichen der Leberregeneration traten vereinzelt Mito-
sen auf.

Der nukleäre Transkriptionsfaktor-κB (NF-κB) befindet sich in inaktiver Form an Proteine der 
I-κB Familie gebunden im Cytoplasma. Eine Aktivierung mit anschließender Translokation in den 
Zellkern wurde durch TNF-α erreicht. Die Aktivierung von NF-κB wurde 30 min nach Behandlung 
immunhistochemisch und mittels Western-Blotting nachgewiesen. Die Tendenz war bis 2 1⁄2 Stun-
den steigend. Danach nahm NF-κB ab, war aber nach 4 1⁄2 Stunden im Zellkern mit 30 % im Vergleich 
zu den Kontrollen immer noch stark erhöht.



6 Zusammenfassung

75

Die Inhibtorproteine I-κBα und I-κBβ sind als Regulatoren des Transkriptionsfaktors, obwohl sie 
der gleichen Familie zugehören, in ihrer Zusammensetzung und Funktion doch sehr verschieden. 
Während I-κBα instabil ist, was die Komplexbildung mit NF-κB betrifft, ist die Verbindung NF-κB/
I-κBβ durch die Maskierung beider NLS-Sequenzen (»nuclear localization signal«) wesentlich stär-
ker. I-κBα konnte dementsprechend schon nach 30 min im Kern nachgewiesen werden, I-κBβ hatte 
dagegen bis 4 1⁄2 Stunden nach Behandlung eine ausschließlich cytoplasmatische Lokalisation.

Nach 3 1⁄2 Stunden stieg die Caspase 3-Aktivität um das fünffache im Vergleich zu den Kontroll-
tieren an.

Die Messung der Cytochrom c Oxidase-Aktivität in der mitochondrialen Fraktion bestätigte 
die licht- und elektronenmikrosopischen Ergebnisse. Sie fiel 2 1⁄2 Stunden nach Behandlung ab, was 
durch eine erhöhte Permeabilität der inneren Mitochondrienmembran erklärt wurde. Ein Anstieg 
nach 41⁄2 Stunden wurde auf das Nachlassen der TNF-α-Wirkung und der Aktivierung der Atmungs-
kette zurückgeführt. Die nekrotischen Veränderungen verursachten nach 8 Stunden ein erneutes 
Absinken der Cytochrom c Oxidase-Aktivität. Die Regeneration der Hepatocyten wurde nach 48 
Stunden durch ein erneutes Ansteigen dieser, charakterisiert. Zu diesem Zeitpunkt war sie sogar 
höher als in den Kontrollen.

Dies unterstreicht den Zusammenhang zwischen GalN/TNF-α induzierten Effekten: auf der 
einen Seite die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-κB und der »Kampf« der Zelle ums Über-
leben mit dem Anstieg der Cytochrom c Oxidase-Aktivität, auf der anderen Seite die Apoptose mit 
ihren morphologischen Veränderungen, der Aktivierung der Caspase 3 und der Einleitung des Zell-
todes.

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung zeigen, dass die Translokation von NF-κB zurück 
in das Cytoplasma nach GalN/TNF-α-Behandlung gestört ist. Ungefähr 30 % von NF-κB verbleibt in 
den Zellkernfraktionen und wurde ausschließlich im Heterochromatin apoptotischer Hepatocyten 
nachgewiesen. Außerdem war das Erscheinen der apoptischen Hepatocyten mit einem enormen 
Anstieg der Caspase 3-Aktivität verbunden.
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7 Summary

e aim of this kinetic study was to analyse the alterations of hepatocytes of GalN sensitized TNF-α-
treated mice during 48 hours. e apoptotic effect of TNF-α was achieved by blocking the synthesis 
of cytoprotective proteins using GalN. ese proteins prevent physiologically the apoptosis induced 
by TNF-α. e main focus of this study was the analysis of the hepatocellular apoptosis.
In the first part the mechanisms and the morphology of apoptosis have been reviewed in a survey of 
literature. e roles of transcription factor NF-κB and its inhibitor I-κB together with some proteins, 
which are involved in this induction process were of special interest.

In our morphologic studies mouse liver tissue was fixed using a medium containing 4 % para-
formaldehyde or 0,25 % glutaraldehyde. e tissue was embedded for light-, electron- and fluore-
scence microscopy as well as for immunhistochemistry .

By electron microscopic examination pre-apoptotic and apoptotic changes of mitochondria and 
nuclei have been studied. At 3 1⁄2 hours after GalN/TNF-α administration apoptotic hepatocytes 
contained mitochondria with a rupture of the outer membrane and herniation of the inner memb-
rane through those gaps. Changes were also observed in nuclei, characterized by heterochromatin 
condensation along the nuclear envelope followed by the formation of apoptotic bodies 4 1⁄2 hours 
after GalN/TNF-α stimulation .

Necrosis appeared after eight hours, accompanied at the same time by apoptotic changes, which  
disappeared after 24 hours. After 48 hours, only few necrotic changes were seen and isolated mitosis 
appeared as a sign of liver regeneration.

e inactive nuclear transcription factor-κB (NF-κB) bound to proteins of the I-κB family is 
located in cytoplasm. e activation followed by the translocation into the nucleus was induced by 
TNF-α. In the nucleus NF-κB was detectable 30 min after stimulation by immunohistochemistry 
and Western-Blotting. e translocation into the nucleus increased until 2 1⁄2 hours, decreasing the-
reafter. However, even after 4 1⁄2 hours it was still elevated in the nucleus by about 30 % in comparison 
to the control.

e inhibtor proteins I-κBα and I-κBβ differ in their structure und function as regulators of the 
transcription factor, although they belong to the same protein family. Whereas I-κBα shows insta-
bility in binding to NF-κB, the binding of NF-κB/I-κBβ is considerably stronger due to masking of  
both NLS-sequences (nuclear localization signals). Accordingly I-κBα was detected in the nucleus 
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already 30 min after stimulation. In contrast, I-κBβ showed an exclusively cytoplasmatic localisation 
during 4 1⁄2 hour period after stimulation.

After 3 1⁄2 hours caspase 3-activity increased more than five fold in comparison to control ani-
mals.

e measurement of cytochrome c oxidase-activity in the mitochondrial fraction confirmed the 
light- and electron microsopic results. An increase of the activity after 4 1⁄2 hours was explained by 
the decrease of the TNF-α-effect and by the activation of the respiratory chain. e necrotic changes 
seen 8 hours after administration caused a decrease of the cytochrome c oxidase-activity. e rege-
neration of hepatocytes after 48 hours was characterized by an increase of cytochrome c oxidase-
activity. At this time point the activity was even higher than the controls.

is alterations emphasizes the complex relation between the effects induced by GalN/TNF-α: 
the activation of the transcription factor NF-κB and the »struggle« of the cell for survival with an 
increase of cytochrome c oxidase-activity on one hand and induction of cell death on the other hand 
with apoptosis and activation of caspase 3.

e results of the present study indicate, that the shuttle of NF-κB back to the cytoplasm is distur-
bed after GalN/TNF-α treatment. Approximately 30 % of NF-κB remained in the nuclear fractions 
and could be observed exclusively in the heterochromatin of the nuclei of apoptotic hepatocytes. 
In addition the appearance of apoptotic hepatocytes was correlated with an enormous increase of 
caspase-3 activity.
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9 Anhang

9.1  Laborgeräte

Im folgenden sind die Laborgeräte, Chemikalien und alle weiteren verwendeten Materialien alpha-
betisch geordnet unter Angabe der Bezugsquellen aufgeführt:

Analysenwaage   R 180 D, Sartorius, Göttingen
Autoklav    Varioklav Typ 400 E, H+P Labortechnik München
Diamantmesser   Diatome, Bienne, Schweiz
Einbettautomat   HistomaticTM, Fischer, USA
Elektronenmikroskop   EM 301 G, Philips, Eindhoven, Niederlande
Elektrophoresekammern  LMS, Dossenheim
Elektrophorese-Netzgerät  3000Xi, Bio-Rad, München
Eppendorfzentrifuge   Eppendorf 5414, Hamburg
Glasgefäße    neolab Migge, Heidelberg
Hybridisierungsofen   HB-1D, Techne, Princeton, NJ, USA
Küvetten    Sarstedt, Nümbrecht
Lichtmikroskope:   Leica DMLB, Leica, Nußloch
     Orthoplan, Leitz, Wetzlar
Magnetrührer    Heidolph, neoLab Migge, Heidelberg
Microslicer    DTK-100D, Dosaka EM Co, Kyoto, Japan
pH-Meter    E 500, Metrohm, Herisau, Schweiz
Photometer    Uvikon 810, Kontron, Neufahrn
Photo-Videokamera   Sony, Japan
Potter     Potter S, Braun, Melsungen
Probenkocher    DB-1, neolab Migge, Heidelberg
Reinstwasseranlage   Milli-Q, Millipore, Bedford, MA, USA
Scanner    Arcus II, Agfa-Gevaert, N.V. Mortsel, Belgien
Schlitten-Mikrotom   Leica SM 2000 R, Leica, Nußloch
Schüttler    ST 5, Zipperer, Staufen
Semi-Dry Blotgerät   Trans-Blot SD, Bio-Rad, München
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Spektrofluorophotometer  RF-5301 PC, Shimadzu, Kyoto, Japan
Ultramikrotom   Reichert-Jung Ultracut S, Leica AG, Wien
Ultrazentrifuge   L5-65B, Beckman Instruments, München
Vakuum Konzentrierer  Bachhofer, Reutlingen
Venenpunktionsbesteck  Braun, Melsungen
Vortex MS 1    IKA Works, Wilmington, NC, USA
Waage     LC821, Sartorius, Göttingen
Wasserbad    GFL, Burgwedel
Zentrifugen:
 -Beckmann J2-HS   Beckmann Instruments, München
 -Beckmann L5-65B Ultrazentrifuge Beckmann Instruments, München
 -Beckmann TJ-6 Zentrifuge  Beckmann Instruments, München
 -Biofuge    28 RS, Heraeus, Osterode
 -Eppendorf-Tischzentrifuge  5412, Eppendorf, Hamburg

9.2  Chemikalien

Acrylamid/Bisacrylamid  Serva, Heidelberg
Agarose    Bioprobe Systems, Kanada
Ammoniumpersulfat   Serva, Heidelberg
Azur II    Merck, Darmstadt
Blocking Serum   Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA
Boraxlösung     Merck, Darmstadt
Borsäure    Sigma, Taufkirchen
Bovines Serumalbumin  Sigma, Taufkirchen
Coomassie Brilliant Blau G-250 Serva, Heidelberg
DAB     Sigma, Taufkirchen
ECL-Reagenzien   Amersham, Braunschweig
EDTA     Roth, Karlsruhe
Epon 812    Fluka, Buchs, Schweiz
 -Epon-Härter DDSA   Fluka AG, Ulm
 -Epon Härter MNA   Fluka AG, Ulm
 -Beschleuniger DMP 30  Serva, Heidelberg
Essigsäure    Merck, Darmstadt
Ethanol    Merck, Darmstadt
Formaldehyd    Fluka, Neu-Ulm
Glutaraldehyd    Polysciences, Eppelheim
Glycerin    Roth, Karlsruhe
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Hämatoxylin    Merck, Darmstadt
Isotone Kochsalzlösung 0,9%  Braun, Melsungen
LR-White Harz   e London Resin Co. Ltd., Basingstoke, England
ß-Mercaptoethanol   Roth, Karlsruhe
Methanol    Merck, Darmstadt
Methylenblau    Merck, Darmstadt
MgCl₂     Merck, Darmstadt
MOPS     Serva, Heidelberg
Mowiol 4.88    Polysciences, Eppelheim
NaCl     Merck, Darmstadt
Na-Hydrogencarbonat   Merck, Darmstadt
Na-Zitrat    Roth, Karlsruhe
N,N-Dimethylformamid  Serva, Heidelberg
OsO₄     Polysciences, Eppelheim
Paraformaldehyd   Aldrich, Deisenhofen
Pb(NO₃)₂    Merck, Darmstadt
PIPES     Sigma Chemical Company, St. Louis, USA
PMSF     Serva, Heidelberg
Ponceau S    Sigma, Taufkirchen
Polyethylenglycol (PEG 20000) Serva, Heidelberg
Propylenoxid    Merck, Darmstadt
Saccharose    Boehringer Mannheim, Mannheim
SDS     Roth, Karlsruhe
TEMED    Serva, Heidelberg
Titanoxisulfat    Riedel-de-Haen, Seelze
Trichloressigsäure   Riedel-de-Haen, Seelze
Triethanolaminhydrochlorid  Merck, Darmstadt
Tris     Merck, Darmstadt
Triton X-100    Sigma, Taufkirchen
Tween 20    Serva, Heidelberg
Xylol     Merck, Darmstadt
Zitronensäure    Riedel-de-Haen, Seelze

Alle verwendete Chemikalien entsprachen p.A. Qualität.
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9.3  Allgemeine Materialien

Altromin 1324 Standardfutter  Altromin GmbH, Lage
c/BALB-Mäuse   Charles River Laboratoires, Sulzfeld
D-19 Entwickler   Kodak-Pathe’, Paris, Frankreich
ECL-System    NEN, Boston, MA, USA
Einmachhaut    Ostmann, Bielefeld
Fixogum    Marabu, Tamm
Gel-Blotting Papier GB003  Schleicher&Schuell, Dassel
Immobilon-P Membran  Millipore, Bedford, MA, USA
Molekulargewichtsstandards  Bio-Rad, München
Nitrozellulosemembran  Sartorius, Göttingen
Nylonmembran   Qiabrane, Qiagen, Hilden
Paraplast plus    Sherwood Medical Co., St. Louis, USA
Röntgenfilm Kodak X-OMAT  Foto Hengstler, Heidelberg
Röntgenfilm BioMax MR-1  Kodak, Rochester, N.Y., USA
Trägernetze (Grids)   Polysciences, Eppelheim
Zentrifugenröhrchen   Beckman Instuments, Palo Alto, CA, USA

3.1.5  Fotomaterial

Lichtmikroskopie:

Ektachrome 64T   Kodak, Rochester, N.Y., USA

Elektronenmikroskopie:

Electron microscope film 4489  Eastman Kodak, Rochester, N.Y., USA
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