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1 EINLEITUNG

1.1 HINTERGRUND UND FRAGESTELLUNGEN

Ischdmie-Reperfusionssschiden (IRS) fiihren zu erheblichen klinischen Problemen nach
Lebertransplantationen, Leberresektionen und nach hdmorraghischem Schock. Wéhrend der
Ischdmiephase, die entweder durch kurzzeitige, tempordre Abtrennung der Blutzufuhr bei
Leberresektionen (warme Ischidmie) oder durch lingere Unterbrechung des Blutflusses und
Lagerung des Organs bei 4°C (kalte Ischdmie) bei Lebertransplantationen ausgelost wird,
werden auf molekularer Ebene diverse Pathomechanismen in Gang gesetzt, die zu ersten
Zellschiadigungen fiihren. Sobald in der Phase der Reperfusion die Blutzufuhr
wiederhergestellt ist und das Organ mit sauerstoffreichem Blut versorgt wird, wird dieser
Schaden erheblich verstédrkt. IRS tragen in 5-15% der Félle zu primirem Organversagen und
zur Organdysfunktion bei. Der Suche nach neuen Therapieansédtzen zur Verminderung von
IRS und der Aufklarung der beteiligten Wirkmechanismen kommt daher eine besondere
Bedeutung zu.

Im Rahmen dieser Arbeit sind die molekularen Wirkmechanismen von drei verschiedenen
Ansdtzen zur Priavention des IRS in der Rattenleber untersucht worden:
Die Priakonditionierung mit dem Atrialen Natriuretischen Peptid (ANP), einem
kardiovaskuldren Hormon, die Prikonditionierung mit a-Liponsédure, einer Substanz, die zur
Therapie der diabetischen Polyneuropathie eingesetzt wird, und die Ischidmische
Priakonditionierung, bei der das Organ einem oder mehreren kurzen Ischidmieintervallen
(2-10 min) mit anschlieBender Reperfusion ausgesetzt wird. Im Zentrum stand dabei die
Frage, ob durch die jeweilige Pravention das Eisenspeicherprotein Ferritin induziert werden
kann. Diesem Protein wird ein zytoprotektives Potential nachgesagt, da es Eisen abfangt, das
iiber die Fenton Reaktion an der Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) beteiligt ist
und so zum oxidativen Stress der Zelle erheblich beitrdgt. Untersucht wurden in diesem
Zusammenhang auch die an der Regulation von Ferritin beteiligten Iron Regulatory Proteins
(IRPs). Dies sind RNA-bindende Proteine, die die Ferritinexpression posttranskriptionell
regulieren. Bei erniedrigten Eisenspiegeln in der Zelle binden sie an ein regulatorisches
Element (Iron Responsive Element, IRE) in der Ferritin mRNA und verhindern dessen
Translation. Bei erhohten Eisenspiegeln ist die IRP-Bindungsaktivitdt herabgesetzt und

Ferritin wird translatiert.



2 EINLEITUNG

Hormonelle Prikonditionierung mit ANP schiitzt vor Ischdmie-Reperfusionsschéden in der
isoliert perfundierten Rattenleber (Bilzer et al., 1994; Gerbes et al., 1998). Aullerdem wurde
gezeigt, dass ANP die mRNA-Expression der Himoxygenase-1 (HO-1), eines induzierbaren
Enzyms, das den oxidativen Abbau von Ham katalysiert, bereits nach 30 min Perfusion
signifikant erhoht (Gerwig et al., 2001, abstract). Eine HO-1 Induktion wird als protektiver
Mechanismus beim Schutz vor IRS diskutiert (Amersi et al., 1999; Ito et al., 2000; Terajima
et al., 2000). Beschrieben ist auch, dass HO-1 in Fibroblasten durch den Abbau von Him die
intrazelluldaren Eisenspiegel erhohen und somit die Expression von Ferritin induzieren kann
(Vile et al., 1993 und 1994). Aufgrund dieser Befunde sollte untersucht werden, ob
Priakonditionierung mit ANP {iiber eine Induktion der HO-1 die RNA-Bindungsaktivitéit der
IRPs vermindern und auf diese Weise die Ferritinexpression erhhen kann.

Die RNA-Bindungsaktivitit der IRPs wird jedoch nicht nur iiber die Eisenspiegel der Zelle
reguliert. Proteinkinase C (PKC) steigert in HL60-Zellen die IRP-Bindungsaktivitit durch
Phosphorylierung an Ser138 (Schalinske und Eisenstein, 1996). ANP seinerseits kann in
isoliert perfundierten Lebern die membrangebundenen Formen der a- und &-PKC signifikant
erniedrigen (Kenngott et al., 2001, abstract). Ob auch in unserem Modell ANP die Aktivitit
der IRPs iiber die PKC modulieren kann, war ebenfalls Gegenstand dieser Arbeit.
Prikonditionierung mit o-Liponsiure, einer natiirlich vorkommenden antioxidativen
Substanz, die zur Therapie der diabetischen Polyneuropathie eingesetzt wird, ist ein weiterer
Ansatz, den IRS zu reduzieren. An der Protektion durch a-Liponsdure ist in der isoliert
perfundierten Rattenleber die Aktivierung des Phosphatidylinositol-3-Kinase/Akt-Signalwegs
wesentlich beteiligt (Miiller et al., in Revision). o-Liponsidure besitzt zudem auch
eisenchelatierende Eigenschaften (Biewenga et al., 1997; Packer 1998). Da die Gabe von
Eisenchelatoren beim IRS protektiv wirkt (Omar et al., 1989; Colet et al., 1996; Amersi et al.,
2001), sollte anhand der Bindungsaktivitidt der IRPs und der Ferritinexpression untersucht
werden, ob a-Liponsdure die Eisenhomdostase beeinflussen kann.

Bei der Ischimischen Prikonditionierung der Leber wird das Organ einem oder mehreren
kurzen Ischdmieintervallen (2-10 min) mit anschlieBender Reperfusion ausgesetzt, die es
gegeniiber IRS unempfindlicher machen (Peralta et al., 1997; Yin et al., 1998; Arai et al.,
1999). Berenshtein et al. postulieren im Herzen eine Beteiligung von Ferritin und Eisen an der
Schutzwirkung (Berenshtein et al., 2002). Daher wurde der Einfluss der Ischdmischen

Prakonditionierung auf IRPs und Ferritin in der Rattenleber nidher untersucht.
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Neben dem FEinfluss auf die Eisenhomoostase sollte in den mit ANP prakonditionierten
Lebern noch ein weiterer Pathomechanismus des hepatischen Ischimie-Reperfusionsschadens
ndher betrachtet werden: Die Aktivierung von Matrix Metalloproteinasen (MMPs). Diese
Enzymfamilie ist vor allem nach kalter Ischdmie fiir eine Ablosung der sinusoidalen
Endothelzellen von der sie umgebenden Matrix verantwortlich (Upadhya et al., 1997) und
leistet so einen erheblichen Beitrag zum IRS. Ob ANP durch Inhibierung der MMP-Aktivitét
zum Schutz vor IRS beitrdgt, wurde aus diesem Grund genauer liberpriift.

Eine zusitzliche Arbeitshypothese, die im Rahmen dieser Arbeit nidher untersucht wurde,
ergab sich aus sehr interessanten Befunden bei einer RT-PCR (Reverse Transkription-
Polymerase Kettenreaktion) mit Primern des Housekeeping Genes GAPDH (Glyceraldehyd-
3-Phosphat-Dehydrogenase), die zur Standardisierung einer RT-PCR fiir HO-1 durchgefiihrt
wurde. Dabei zeigten ANP-prikonditionierte Lebern eine deutliche Reduktion der
GAPDH mRNA-Expression nach kalter Ischdmie und wihrend der Reperfusion. Da es
Hinweise fiir eine erhohte Expression der GAPDH mRNA nach Ischdmie und nach
oxidativem Stress gibt (Liedtke und Lynch, 1999; Ito et al., 1996) und fiir GAPDH auch eine
Rolle bei der Auslosung von Apoptose beschrieben wurde (Sirover, 1999), sollte der Einfluss
von ANP auf die Expression von GAPDH und dessen Rolle beim Ischidmie-

Reperfusionsschaden ndher betrachtet werden.
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1.2 ISCHAMIE-REPERFUSIONSSCHADEN DER LEBER

1.2.1 KLINISCHE BEDEUTUNG

Seit Thomas Starzl 1963 die erste Lebertransplantation am Menschen vornahm (Starzl, 1978),
hat sich diese Technik zu einer etablierten Therapie filir zahlreiche schwere
Lebererkrankungen entwickelt. Im Laufe der Jahre stieg aufgrund der wachsenden Erfahrung,
der Optimierung der Operationstechnik und des Einsatzes von Immunsuppressiva die
Uberlebensrate deutlich an und liegt heute ein Jahr nach dem Eingriff bei 85-90%
(Keeffe, 2001).

Dennoch stellen die Folgen von Ischdmie-Reperfusionsschiden (IRS) weiterhin ein groBes
klinisches  Problem nach  Lebertransplantationen, Leberresektionen und nach
hidmorrhagischem Schock dar (Bilzer und Gerbes, 2000). Bei Lebertransplantationen werden
die Organe nach Entnahme bei 4°C in einer speziellen Konservierungslosung gelagert.
Hierbei kommt es durch die Sauerstoffunterversorgung zu einer Aktivierung verschiedener
Pathomechanismen und zu ersten Zellschddigungen. Man spricht auch von ischdmischem
Schaden. Ahnliches tritt bei Leberresektionen auf, bei denen man die Blutzufuhr temporir
abklemmt, um die Operation blutungsérmer durchfiihren zu kénnen (sog. Pringle-Mandéver).
Die in dieser Phase der kalten bzw. warmen Ischidmie auftretenden Schiden werden in der
Phase der Reperfusion, also der Phase, in der das Organ wieder mit sauerstoffreichem Blut
versorgt wird, noch erheblich verstirkt (Blankensteijn und Terpstra, 1990; Clavien et al.,
1992; Rosser und Gores, 1995). Dies bezeichnet man entsprechend als Reperfusionsschaden.
IRS tragen erheblich zu primdrem Organversagen und Organdysfunktion bei, was in
5-15% der Fille auftritt, und sind verantwortlich fiir erhéhte Morbiditdt und Mortalitdt. Hinzu
kommt, dass aufgrund der auftretenden Schédden oft retransplantiert werden muss, was die
Anzahl der zur Verfligung stehenden Organe stark verringert. Generell konnen sowieso nur
zwei Drittel der Spenderorgane verwendet werden, da verfettete oder vorgeschadigte Lebern
aufgrund ihrer hoheren Empfindlichkeit gegeniiber IRS nicht transplantiert werden kdnnen
(Blankensteijn und Terpstra, 1990; Lemasters ef al., 1995).

Aus diesem Grund kommt der Aufklarung der am IRS beteiligten Pathomechanismen und der
Suche nach therapeutischen Ansétzen zum Schutz vor IRS eine besondere Bedeutung zu. Ein

besserer Schutz vor IRS konnte nicht nur das Auftreten und das Ausmall schwerer
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Komplikationen nach Lebertransplantationen und -resektionen deutlich senken, sondern auch

die Anzahl der transplantierbaren Organe erhdhen.

1.2.2 PATHOMECHANISMEN

1.2.2.1 Ischimische Phase

Generell unterscheidet man zwei Arten der ischdmischen Periode, die warme und die kalte
Ischdmie. Erstere spielt wie bereits erwidhnt vor allem bei Leberresektionen eine Rolle, bei der
die Blutzufuhr lediglich tempordr abgeklemmt wird, kalte Ischdmie tritt vor allem bei
Lebertransplantationen auf. Die Pathomechanismen bei der kalten und warmen Ischdmie sind
sehr dhnlich, allerdings reagieren die verschiedenen Leberzelltypen unterschiedlich stark
darauf. So scheinen bei kalter Ischdmie vor allem die sinusoidalen Endothelzellen betroffen
zu sein, wihrend es bei warmer Ischdmie vor allem zu Schiden an Hepatozyten kommt
(McKeown et al., 1988; Caldwell-Kenkel ef al., 1989). In beiden Zelltypen kommt es durch
die Ischdmie zu einer Verminderung der Zellatmung und somit zu einer ATP
(Adenosintriphosphat)-Depletion. Dies fithrt zur Beeintrdchtigung energieabhédngiger
metabolischer Abldufe und Transportprozesse und letztendlich zu einer Stérung der
Ionenhomoostase (Clavien et al., 1992; Rosser et al., 1995). Da Hypothermie die
metabolischen Vorgidnge in der Zelle herabsetzt und das Zeitintervall verldngert, in der
sauerstoffverarmte Zellen lebenswichtige Funktionen aufrechterhalten konnen, wird bei
Lebertransplantationen zunidchst eine eiskalte Konservierungslosung in das Venen- und
Arteriensystem des Organs infundiert. Die anschlieBende Lagerung erfolgt ebenfalls in der
Kalte. Allerdings fiihrt schon Hypothermie an sich zu einem Anstieg der intrazelluldren
Calciumspiegel, zur Zellschwellung (Hansen et al., 1994; Marsh et al., 1989) und zur
Apoptose (Kerkweg et al., 2001). Die zur kalten Lagerung der Organe bevorzugt eingesetzte
University of Wisconsin (UW) Losung enthdlt unter anderem Lactobionat, das stark
osmotisch wirksam ist und somit ein durch Hypothermie ausgeldstes Anschwellen der Zellen
unterdriicken kann (Southard und Belzer, 1995). Lactobionat ist aulerdem in der Lage, Zink-
und Calciumionen zu chelatieren und {ibt dadurch einen inhibitorischen Effekt auf die
calcium- und zinkabhédngigen Matrix Metalloproteinasen (MMPs) aus, die wéhrend der
Ischdmie ebenfalls aktiviert werden und zu einer Ablosung der sinusoidalen Endothelzellen
von der sie umgebenden Matrix fithren (Takei et al., 1990; Upadhya et al., 1997; Calmus

et al., 1995; sieche auch 1.2.3). Ein weiterer Pathomechanismus ist die Aktivierung sog.
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Calpaine. Dies sind nicht-lysosomale calciumabhingige Cysteinproteasen, die Proteine des
Zytoskeletts abbauen, was zur Membraninstabilitit, einem Schliisselereignis der Nekrose,

fiihren kann (Saido ef al., 1994).

1.2.2.2 Reperfusions-Phase

Im Zentrum des Reperfusionsschadens nach warmer und nach kalter Ischimie steht die
Aktivierung der Kupfferzellen (KC), der Makrophagen der Leber. Aktivierte KC setzen
reaktive Sauerstoffspezies (ROS) in die BlutgefdBBe frei, die durch massive Schadigung der
Zellen und durch Auslésung einer ganzen Kaskade von verschiedensten Mediatoren erheblich
zum IRS beitragen (Jaeschke et al., 1991; Jaeschke und Farhood, 1991). Die durch ROS
vermittelte Lipidperoxidation spielt wahrscheinlich nur eine untergeordnete Rolle (Mathews
et al., 1994). Vielmehr kommt es zu einer vermehrten Sekretion des Pldttchen-aktivierenden
Faktors (PAF) (Zhou et al., 1992), von Interleukinen (IL) und des Tumor Nekrose Faktors-a
(TNF-0) (Le Moine et al, 1997), sowie zu einer Aktivierung der redox-sensitiven
Transkriptionsfaktoren AP-1 (Aktivator Protein-1) und NF-xB (Nukledrer Faktor-kB)
(Kiemer et al., 2000). Dies alles fiihrt zur Auslosung einer starken Entziindungsreaktion: Es
kommt zu einer erhohten Expression von Adhisionsmolekiilen und zu einer Infiltration von
neutrophilen Granulozyten, die ihrerseits wieder zellschidigende ROS und Proteasen
freisetzen (Jaeschke und Smith, 1997). Uberdies kommt es in der friilhen Phase der
Reperfusion zu einer verstirkten Bildung des vasokonstriktorisch wirkenden Endothelin-1
(ET-1). Gleichzeitig sind die Konzentrationen von Stickstoffmonoxid (NO), -einer
vasodilatierend wirkenden Substanz, sehr niedrig, so dass es aufgrund dieses
Ungleichgewichts zu Stérungen der Mikrozirkulation kommen kann (Serracino-Inglott et al.,

2001).
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ISCHAMIE REPERFUSION

KC Aktivierung
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Bild 1.1: Wichtigste Pathomechanismen des Ischimie-Reperfusionsschadens
(Beschreibung siehe Text)

1.2.3 ROLLE DER MATRIX METALLOPROTEINASEN (MMPS) BEIM ISCHAMIE-
REPERFUSIONSSCHADEN

Da im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden sollte, ob die hormonelle Priakonditionierung
mit dem Atrialen Natriuretischen Peptid einen Einfluss auf die Aktivitdt der Matrix

Metalloproteinasen hat, wird diese Enzymfamilie im Folgenden genauer vorgestellt.

1.2.3.1 Uberblick

Bei den Matrix Metalloproteinasen (MMPs) handelt es sich um eine Familie von zink- und
calciumabhingigen Endopeptidasen, die fahig sind, alle Komponenten der extrazelluldren
Matrix (ECM), wie z.B. Kollagen, Proteoglykane, Fibronektin, Elastin oder Laminin
abzubauen (Reviews: Nagase, 1997; Massova et al., 1998; Westermarck und Ké&hiri, 1999;
Chau et al., 2003). Bei vielen physiologischen Prozessen ist dieser Abbau essentiell, damit
wieder neues Gewebe entstehen kann. So spielen MMPs eine wichtige Rolle bei der
Wundheilung, der Angiogenese und auch in der Schwangerschaft bei der Morphogenese und
der Embryonalentwicklung. Allerdings sind sie auch an der Entstehung vieler Krankheiten
und entziindlicher Prozesse beteiligt, bei denen es zur Zerstdrung von Gewebe kommt, wie
beispielsweise bei der rheumatoiden Arthritis und Osteoarthritis sowie bei Arteriosklerose

und Multipler Sklerose. MMPs wird ebenfalls eine wesentliche Rolle bei Krebs
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zugeschrieben, sowohl bei der Invasion maligner Zellen in gesundes Gewebe als auch beim
Tumorwachstum und bei Tumor-induzierter Angiogenese (Woessner, 1994; Nagase, 1997).
Auch zum Ischdmie-Reperfusionsschaden tragen MMPs wesentlich bei (siehe 1.2.3.4). MMPs
werden von einer Vielzahl von Zellen sezerniert, dazu gehdren Monozyten, Makrophagen,

Fibroblasten und auch Tumorzellen.

1.2.3.2 Struktur

Bisher wurden zwanzig verschiedene MMPs identifiziert. Man unterteilt sie in vier grofe
Gruppen: Kollagenasen, Stromelysine, Gelatinasen und membrangebundene MMPs
(MT-MMPs, mebrane-type MMPs) (Chau et al., 2003). Einen Uberblick gibt Bild 1.2 .

Alle MMPs haben die gleiche Grundstruktur (Massova et al., 1998). Die kleinste MMP ist das
Matrilysin (MMP-7). Es besteht aus einem Signalpeptid, einem Propeptid und einer
katalytischen Domine mit einer Zn*'-Bindungsstelle. Das Signalpeptid ist fiir die
Translokation zum Endoplasmatischen Retikulum verantwortlich. Das N-terminale Propeptid
besteht aus 77-87 Aminosduren (AS), wovon ein Cystein liber seine Thiolgruppe in der
Seitenkette mit dem Zn®"-Ion in der katalytischen Domine interagiert. Diese Cystein-Zink
Wechselwirkung ist dafiir verantwortlich, dass die Matrix Metalloproteinase als Proenzym in
einem inaktiven Zustand bleibt. Die katalytische Domine enthélt neben dem katalytischen
Zn*" noch ein weiteres Zinkion und zusitzlich ein Calciumion, beide liegen etwa 12 A vom
katalytischen Zn”" entfernt.

Die Gelatinasen enthalten innerhalb der katalytischen Doméne eine Fibronektin-&hnliche
Region, MMP-9 weist am C-Terminus zusétzlich noch einen Kollagen-dhnlichen Bereich auf.
Diese beiden Regionen sind wahrscheinlich an der Bindung von Gelatine beteiligt.

Alle MMPs aufler Matrilysin besitzen am C-Terminus eine konservierte Doméne, die in ihrer
Struktur dem Hamopexin, einem Plasmaprotein, dhnlich ist. Sie spielt eine wichtige Rolle bei
der Bindung von Substraten und korpereigenen Inhibitoren der MMPs, den sog. TIMPs
(tissue inhibitors of metalloproteinases).

Eine weitere Gruppe der MMPs, die MT-MMPs (membran-type MMPs), weisen als
membrangebundene Enzyme am C-Terminus eine transmembrane Doméne auf, die aus ca.
25 AS besteht. Eine weitere Besonderheit ist eine zusitzliche kleine Sequenz am C-Terminus,
die als Erkennungsstelle fiir Furin fungiert, einer Endopeptidase, die Vorstufen von
Peptidhormonen, Neuropeptiden und vielen anderen Proteinen in deren biologisch aktive

Form iiberfiihrt. Diese Sequenz spielt speziell bei der Aktivierung von MT-MMPs eine Rolle.



EINLEITUNG

Fibronektin-Domiine Kollagen-Domiine
S /
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Bild 1.2: Struktur der Matrix Metalloproteinasen
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1.2.3.3 Regulation der Aktivitat

Die Aktivitit der MMPs wird aufgrund ihrer wichtigen Funktionen im Ko&rper sowohl
transkriptionell als auch posttranskriptionell reguliert. Es handelt sich jeweils um sehr
komplexe Vorgéinge, an denen eine Vielzahl von Mediatoren beteiligt ist. Im Folgenden

konnen daher nur die wichtigsten Regulationsmechanismen angesprochen werden.

Transkriptionelle Regulation:

Die Expression der MMPs erfolgt nicht konstitutiv, sondern wird durch eine Reihe von
verschiedensten Faktoren ausgelost. Dazu gehoren z.B. Zytokine (Interferon-o, Interleukin-1,
TNF-0) und Wachstumsfaktoren (Epidermal Growth Factor, Fibroblast Growth Factor), aber
auch chemische (Colchicin, Lipopolysaccharid, Phorbolester) und physikalische Reize
(Hitzeschock, UV-Licht) (Chau et al., 2003). Bei der intrazelluldren Signaltransduktion
spielen die Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK), eine Familie zytosolischer
Serin/Threonin-Kinasen, die durch extrazelluldre Signale wie z.B. osmotischen Stress,
Hitzeschock oder Zytokine aktiviert werden, eine wichtige Rolle. Sie koénnen u.a.
Transkriptionsfaktoren wie AP-1 phosphorylieren und so die Expression der MMPs
beeinflussen (Westermarck und Ké&hiri, 1999). Die Promotorregionen der humanen MMP
Gene enthalten neben der Bindungsstelle fiir AP-1 aber noch eine Vielzahl anderer

regulatorischer Elemente.

Posttrankriptionelle Regulation (Bild 1.3):

Die meisten MMPs werden von den Zellen als inaktive Vorstufen, die als proMMPs oder
Zymogene bezeichnet werden, in den Extrazellularraum sezerniert (Nagase, 1997). Dort
konnen sie durch Abspaltung des Propeptids in die aktive Form {iberfiihrt werden. Dies
geschieht meist durch Proteasen wie z.B. Trypsin oder Plasmin, die das Propeptid zunéchst in
der Mitte spalten. Dadurch kommt es zu einer Konformationsinderung und die bereits
erwihnte Wechselwirkung des Cysteins in der Propeptidsequenz mit dem katalytischen Zn®"
wird dabei aufgehoben. Das Zinkion ist nun stattdessen mit einem Wassermolekiil assoziiert.
Dies ist der entscheidende Schritt bei der Aktivierung der MMPs. Er wird auch als Cystein-
Switch bezeichnet. AnschlieBend wird das Propeptid komplett abgespalten. Dieser Schritt
wird von einer anderen MMP katalysiert. Neben Proteasen konnen auch nicht-proteolytisch

wirkende Substanzen wie z.B. SH-Reagenzien, Quecksilberverbindungen (4-Aminophenyl-
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quecksilberacetat, APMA), denaturiende Substanzen wie z.B. Sodiumdodecylsulfat (SDS)
oder Harnstoff die MMPs in ihre aktive Form iiberfiihren.

Es gibt aber auch MMPs, die innerhalb der Zelle aktiviert werden. Als Beispiel sei
MTI1-MMP, eine membrangebundene MMP, genannt, bei der das Propeptid durch Furin
abgespalten wird.

Eine weitere Moglichkeit, die Aktivitdit der MMPs zu regulieren, ist die direkte Inhibition
durch die korpereigenen, spezifischen tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs). Bisher
wurden vier verschiedene TIMPs identifiziert (Chau et al., 2003). Sie bestehen aus zwei
Dominen: Uber die N-terminale Doméne konnen sie an das aktive Zentrum der MMPs
binden, die C-terminale Region ermdglicht die Bindung an den C-Terminus bestimmter

MMPs.

Plasminogen

©—> Plasmin

proMT1-MMP ‘

Furin
MT1-MMP

v

H
/
L X ]
S - O\H
proMMP Intermediat

H
| 1@

aktive MMP

Bild 1.3: Posttranskriptionelle Regulation der Matrix Metalloproteinasen
(Beschreibung siehe Text)
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1.2.3.4 Rolle beim Ischimie-Reperfusionsschaden in der Leber

Eine mogliche Beteiligung der MMPs am Ischdmie-Reperfusionsschaden der Leber nach
kalter Ischdimie wurde erstmals 1997 von Upadhya et al. beschrieben (Upadhya et al., 1997).
Er konnte in den Eluaten, die zu Beginn der Reperfusion von Ratten- und Menschenlebern
gesammelt wurden, die Anwesenheit verschiedener MMPs nachweisen. Den Hauptanteil
machten die beiden Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 aus. Da es nach kalter Ischidmie zu einer
Ablosung der sinusoidalen Endothelzellen von der sie umgebenden Matrix kommt (McKeown
et al., 1988; Fratte et al., 1991) und MMPs Bestandteile der Extrazelluldiren Matrix, wie z.B.
Kollagen und Fibronektin, abbauen koénnen, konnen sie am Schaden nach Ischédmie-
Reperfusion beteiligt sein. Bisher gibt es nur eine Publikation, die einen kausalen
Zusammenhang zwischen der Aktivierung von Matrix Metalloproteinasen und dem IRS in der
Rattenleber zeigt: Cursio et al. konnten durch Gabe eines spezifischen MMP-Inhibitors die
Aminotransferase und Lactatdehydrogenase-Level nach warmer Ischdmie senken und auch
das Auftreten von Apoptose und Nekrose deutlich verringern (Cursio et al., 2002). Yang et al.
verminderten in vitro durch Inhibierung der MMPs die durch Hypothermie und Hypoxie
ausgeldste Apoptose von sinusoidalen Leberendothelzellen (Yang ef al., 2002). Desweiteren
konnte nachgewiesen werden, dass Lactobionat und Glutathion, zwei wichtige Bestandteile
der UW-Losung, die Aktivitdit der MMPs herabsetzen (Upadhya und Strasberg, 2000) und
dass UW-Losung den Schaden an sinusoidalen Endothelzellen im Vergleich zu anderen
Konservierungslosungen vermindert (Holloway et al., 1989). Von welchen Leberzellen die
MMPs sezerniert werden, ist noch nicht bekannt. Gezeigt wurde bereits, dass Sternzellen und
Kupfferzellen die beiden Gelatinasen in den Extrazellularraum sezernieren kdnnen (Arthur et
al., 1989; Winwood et al., 1995). Aber auch sinusoidale Endothelzellen selbst konnten eine
Quelle fiir MMPs sein (Upadhya et al., 1997).

1.2.4 PRAVENTION DES ISCHAMIE-REPERFUSIONSSCHADENS

1.2.4.1 Uberblick

Bisher wurden zahlreiche Therapieansidtze zum Schutz vor Ischdmie-Reperfusionsschiden
untersucht. Einige MaBBnahmen, die hauptsidchlich die Aufbewahrung der Organe vor der
Transplantation betreffen, sind bereits etabliert. So hat sich z.B. die UW-Losung als

Konservierungslosung bei Transplantationen der Leber, Niere, Lunge und des Herzens im
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Vergleich zur frilher verwendeten Euro-Collins Losung aufgrund vorteilhafterer
Eigenschaften durchgesetzt (Southard et al., 1995). Lactobionat und Glutathion, zwei
wichtige Bestandteile der UW-Losung, sind fiir deren protektive Wirkung verantwortlich.
Lactobionat ist, wie bereits erwéhnt, stark osmotisch wirksam und kann daher ein durch
Hypothermie verursachtes Anschwellen der Zellen unterdriicken (Southard ef al., 1995),
Glutathion schiitzt aufgrund seiner antioxidativen Eigenschaften.

Neben diesen bereits etablierten Methoden gibt es eine Reihe neuer Therapieansitze, die
intensiv untersucht werden. Einige davon, wie z.B. die Prikonditionierung mit dem Atrialen
Natriuretischen Peptid (ANP) oder mit o-Liponsdure sowie die Ischdmische
Prakonditionierung, die im Rahmen dieser Arbeit ndher untersucht worden sind, werden in
den folgenden Kapiteln genauer erlautert.

Ein weiterer Ansatz zur Priavention der IRS ist der Einsatz von Antioxidantien, um den durch
ROS vermittelten Schaden zu verringern. So konnte die Gabe verschiedener Antioxidantien
wihrend der frithen Phase der Reperfusion den IRS vermindern: Glutathion (Bilzer ef al.,
1999a), Allopurinol (Kusumoto et al., 1995), N-Acetylcystein (Koeppel et al., 1996) und
a-Tocopherol (Marabayashi ef al., 1986) zeigen protektive Effekte.

AuBerdem wirkt sich die Blockade proinflammatorischer Mediatoren wie z.B. TNF-a und
Interleukin-1 (Coletti et al., 1990; Shito et al., 1997) oder von Adhésionsmolekiilen (Farhood
et al., 1995) positiv aus.

Auf einem ganz anderen protektiven Mechanismus beruht die Prikonditionierung mit
Doxorubicin, einer Substanz, die normalerweise zur Chemotherapie von malignen
Lymphomen und Leukémie eingesetzt wird. Es konnte gezeigt werden, dass Doxorubicin zu
einer Induktion der zytoprotektiven Hdmoxygenase-1 (HO-1) fiihrt und somit den IRS
verringert (Ito et al., 2000).

1.2.4.2 Hormonelle Prikonditionierung mit dem Atrialen Natriuretischen Peptid

Die protektive Wirkung des Atrialen Natriuretischen Peptids (ANP), eines zirkulierenden
kardiovaskuldren Hormons, das vor allem an der Regulation des Gefdl3tonus und des Wasser-
und Salzhaushaltes beteiligt ist (Levin et al., 1998), wurde zuerst an der Niere beschrieben
(Shaw et al., 1987; Nakamoto et al., 1987).

Spéter konnte dann gezeigt werden, dass eine Prikonditionierung mit ANP auch vor IRS in
der Rattenleber sowohl nach warmer (Bilzer et al., 1994) als auch nach kalter Ischimie

(Gerbes et al., 1998) schiitzt: Die Freisetzung von Lactatdehydrogenase, einem Parameter fiir
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das AusmaB3 des Zelltods, ist bei ANP-prakonditionierten Lebern geringer. Auflerdem ist der
Gallefluss, ein wichtiger Parameter der Leberfunktion, nach der Ischdmie erhoht. Die
protektiven Effekte scheinen {iber den Natriuretischen Peptid Rezeptor-A (NPR-A) vermittelt
zu werden (Gerbes et al., 1998), einem Guanylatzyklase-gekoppelten Rezeptor, der nach
Aktivierung die intrazelluliren Spiegel des second messengers cGMP (zyklisches
Guanosinmonophosphat) erhoht. Die beschriecbenen ANP-Effekte konnen durch
Prakonditionierung mit dem cGMP-Analogon 8-Br-cGMP imitiert werden (Gerbes et al.,
1998).

Es gibt bisher einige Untersuchungen dariiber, welche Signalwege an der Vermittlung des
protektiven Effekts von ANP beteiligt sein konnten: So kann ANP in der isoliert
perfundierten Rattenleber die Aktivitit der redox-sensitiven Transkriptionsfaktoren AP-1 und
NF-«B reduzieren und dadurch die Expression der TNF-oo mRNA verringern, einem Zytokin,
das ebenfalls zum Schaden nach Ischdmie und Reperfusion beitridgt (Kiemer et al., 2000).
AuBerdem ist es in der Lage, die Rattenleber vor Kupfferzell-induziertem oxidativen Stress zu
schiitzen (Bilzer ef al., 1999b), den heat shock transcription factor (HSF) zu aktivieren und
das heat shock Protein HSP70 zu induzieren (Kiemer et al., 2002¢). HSP70 scheint vor IRS
zu schiitzen, indem es die Faltung neu entstehender oder partiell denaturierter Proteine
erleichtert (Becker und Craig, 1994) und die inflammatorische Antwort wéhrend der
Reperfusion unterdriickt (Scarim ef al., 1998). Prikonditionierung mit ANP kann auch
apoptotischen und nekrotischen Zelltod nach kalter Ischdmie und wéhrend der Reperfusion
reduzieren. Dieser Effekt wird durch Einsatz eines Inhibitors der cAMP (zyklisches
Adenosinmonophosphat)-abhdngigen Proteinkinase aufgehoben (Gerwig, 2002), so dass
anzunchmen ist, dass ANP seine protektiven Effekte {iber eine Aktivierung der

Proteinkinase A vermittelt.

1.2.4.3 Prikonditionierung mit a-Liponsiure

a-Liponsdure (synonym 6,8-Dithiooctansdure) (Bild 1.4) ist eine in Pflanzen, Tieren und
Menschen vorkommende natiirliche Substanz, die 1951 von Reed und seinen Mitarbeitern
erstmals isoliert wurde (Reed et al., 1951). Es handelt sich um eine Carbonsédure aus acht
Kohlenstoffatomen mit einem zyklischen Disulfid und einem Chiralitdtszentrum. Das

R-Enantiomer ist die natiirlich vorkommende Form.
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Bild 1.4: Strukturformel von a-Liponsiiure

Als Lipoamid fungiert a-Liponsdure als Kofaktor in dem Multienzymkomplex, der die
oxidative Decarboxylierung von a-Ketosduren wie z.B. Pyruvat oder a-Ketoglutarat in
Mitochondrien katalysiert. Durch Bereitstellung von Acetyl-CoA fiir den Citratzyklus spielt
es eine grofle Rolle bei der Energiegewinnung der Zelle.

In vitro zeigt a-Liponsdure antioxidative Eigenschaften, indem es ROS, wie z.B.
Hydroxylradikale, hypochlorige Séure, Peroxynitrit oder Singulettsauerstoff abfingt oder
stabile Komplexe mit Mn*", Cu®", Zn*" und Fe*" bildet (Biewenga ef al., 1997; Suzuki et al.,
1991; Biewenga und Bast, 1995; Packer et al., 1995). AuBlerdem kann Dihydroliponséure, die
im Korper durch Reduktion von a-Liponsdure entsteht, die Synthese von Glutathion steigern,
indem es Cystein durch die Reduktion von Cystin fiir die Glutathion-Synthese bereitstellt
(Han et al., 1997). Diese antioxidativen Eigenschaften sind ein Grund, warum o-Liponsiure
zur Therapie der diabetischen Polyneuropathie eingesetzt wird (Coleman et al., 2001), bei der
unter anderem oxidativer Stress zur Nervenschddigung fiihrt. Ein weiterer Grund ist, dass
a-Liponsédure die Glukoseaufnahme in die Zelle steigern kann. Dabei spielt die Translokation
von Glukosetransportern sowie eine Induktion der Phosphatidylinositol-3-kinase- (PI3-K) und
Akt-Aktivitdit durch Liponsdure eine groBe Rolle (Konrad et al., 2001). Akt, eine
Serin-/Threoninkinase, die durch das von der PI3-K gebildete Phosphatidylinositol aktiviert
werden kann, ist u.a. ein sehr wichtiger Mediator der physiologischen Effekte von Insulin und
kann die Aufnahme von Glukose in die Zelle stimulieren.

Auch bei verschiedensten Erkrankungen der Leber, wie z.B. bei Vergiftungen mit Pilzen,
Cd*" oder auch bei durch Alkohol verursachten Leberschiden, wurde fiir a-Liponsiure eine
therapeutische Wirkung beschrieben (Cohen et al., 1971; Miiller und Menzel, 1990;
Bludovska et al., 1999; Bustamante et al., 1998).

Beim Ischdamie-Reperfusionsschaden der Leber ist eine Prakonditionierung mit a-Liponsdure
ebenfalls protektiv (Miiller et al., in Revision). Dies duBlert sich in einem verminderten Efflux

von Lactatdehydrogenase und Purin-Nukleosid-Phosphorylase aus sinusoidalen Endothel-
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zellen in mit a-Liponsédure priakonditionierten Lebern. a-Liponsédure steigert aulerdem in der
isoliert perfundierten Rattenleber den ATP-Gehalt in den Zellen deutlich, wodurch
energieabhingige metabolische Ablidufe und Transportprozesse weniger beeintrachtigt sein
konnten. AuBBerdem ist die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren AP-1 und NF-xB in den
mit o-Liponsdure behandelten Organen geringer. Dies konnte die Entziindungsreaktion der
Leber in der Reperfusion vermindern. Einen ganz wesentlichen Beitrag zum Schutz vor IRS
leistet a-Liponsdure jedoch durch Aktivierung der Akt. Dieser Proteinkinase werden
zytoprotektive Eigenschaften, wie z.B. Schutz von Zellen vor Apoptose, nachgesagt (Leslie et
al., 2001). Blockade der Akt-Aktivierung durch den selektiven PI3-K Inhibitor Wortmannin

konnte den durch a-Liponsédure vermittelten Schutz autheben (Miiller ef al., in Revision).

1.2.4.4 Ischimische Prikonditionierung

Ein oder mehrere kurze Ischdmieintervalle (2-10 min) mit anschlieBender Reperfusion konnen
Organe gegeniiber IRS unempfindlicher machen. Diese chirurgische Vorgehensweise
bezeichnet man auch als Ischdmische Prikonditionierung. Sie wurde erstmals 1986 von
Murry und seinen Mitarbeitern am Herzen beschrieben (Murry et al., 1986). Inzwischen
wurde der protektive Effekt der Ischdmischen Prikonditionierung jedoch auch in vielen
anderen Organen gezeigt, wie z.B. im Gehirn (Glazier et al., 1994), im Darm (Hotter et al.,
1996) und auch in der Leber sowohl nach warmer (Peralta et al., 1997) als auch nach kalter
(Yin et al., 1998; Arai et al., 1999) Ischdamie. Der schiitzende Effekt entsteht innerhalb der
ersten Minuten der Reperfusion und hilt zundchst 2-3 h an. Nach 12-24 h zeigt sich eine
weitere Schutzwirkung, die im Gegensatz zu den zu Beginn der Reperfusion ausgeldsten
Schutzmechanismen auf einer verdnderten Genexpression und Synthese neuer protektiver
Proteine beruht (Korthius et al., 1998; Bolli, 2000). Da die meisten Untersuchungen zur
Signaltransduktion der Ischdmischen Prikonditionierung am Herzen vorgenommen wurden,
werden die wichtigsten in diesem Organ beteiligten Mechanismen im Folgenden vorgestellt
(Bild 1.5). Welche dieser Mechanismen bisher in der Leber untersucht wurden, wird weiter
unten aufgefiihrt.

Man geht davon aus, dass es sich bei der frithen Phase der Ischimischen Prikonditionierung
um einen rezeptormediierten Vorgang handelt, bei dem vor allem G-Protein-gekoppelte
Adenosin-, Bradykinin- und Opioidrezeptoren beteiligt sind (Schulz et al., 2001). Adenosin
kommt dabei als Ausloser der Prikonditionierung die grofite Bedeutung zu. Adenosin ist ein

Abbauprodukt von ATP, das innerhalb weniger Sekunden nach Beginn der Ischidmie in den
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Extrazellularraum freigesetzt wird. Es entfaltet seine physiologischen Effekte iiber vier
verschiedene G-Protein-gekoppelte purinerge Rezeptoren (A, Aza, Az, Asz), wobei vor allem
der A;- und Aj-Rezeptor an der Ischdmischen Priakonditionierung beteiligt sind (Cohen et al.,
2000). Nach Bindung von Adenosin kommt es zu einer Aktivierung der membrangebundenen
Phospholipase C oder D (PLC/PLD) durch das G-Protein. Die Phospholipasen spalten
Phosphatidylinositolbiphosphat (PIP2) in Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerol
(DAGQG), das letztendlich bestimmte Isoformen der Proteinkinase C (PKC) aktiviert (Speechly-
Dick et al., 1994). PKC kann nun verschiedenste Targetproteine phosphorylieren und so zum
Schutz vor IRS beitragen. Ein wichtiges Target sind die mitochondrialen ATP-abhéngigen
Kalium-Kanile. Eine Offnung dieser Kanile kann die Integritit der Mitochondrien erhalten,
da ein erhohter Einstrom von Calcium verhindert wird. Auflerdem kommt es durch Zunahme
des Matrixvolumens zu einer verstirkten Respiration (Gross und Fryer, 1999). Als
downstream target der PKC wird auch die p38 MAPK (Mitogen-aktivierte Proteinkinase)-
Kaskade als protektiver Mechanismus diskutiert (Ping und Murphy, 2000).

In der Spatphase der Ischdmischen Prikonditionierung steht eine verdnderte Genexpression
und Neusynthese protektiver Proteine im Vordergrund. Diskutiert wird eine mogliche
Beteiligung des Transkriptionsfaktors (TF) NF-xB, der nach Translokation in den Kern die
Expression protektiver Gene induzieren kann (Maulik ef al., 1998; Xuan et al., 1999; Li et al.,
2000). AuBBerdem nimmt man an, dass Cyclooxygenase-2 (COX-2), das antioxidativ wirkende
Enzym Mangan-Superoxiddismutase (Mn-SOD) und auch heat shock Proteine (HSP) am
Schutz beteiligt sind (Bolli, 2000; Carrol und Yellon, 1999).

Kiirzlich wurde von Berenshtein ef al. auch eine Beteiligung von Ferritin und Eisen an der
Ischdmischen Prikonditionierung im Herzen diskutiert (Berenshtein et al., 2002). Seine
Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass es in ischdmisch prakonditionierten Rattenherzen einerseits
zu einer geringeren Umverteilung und Mobilisierung von Eisen kommt, das in hohen
Konzentrationen zum Schaden beitrigt, und andererseits die Expression von Ferritin erhdht
ist. Auflerdem war die Séttigung von Ferritin mit Eisen in prakonditionierten Herzen geringer.
In der Leber wurde eine Induktion von Ferritin als moglicher protektiver Mechanismus bisher

nicht beschrieben und wurde im Rahmen dieser Arbeit erstmals untersucht.
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Bild 1.5: Mogliche Signaltransduktion bei der Ischimischen Prikonditionierung
(Beschreibung siehe Text)

Auch iiber mogliche andere Signaltransduktionswege, die in der Leber am Schutz durch
Ischdmische Prikonditionierung beteiligt sind und die im Folgenden kurz dargestellt werden,
ist noch wenig bekannt. Peralta er al. konnten zeigen, dass Adenosin Aj-Rezeptoren am
Schutz durch Ischdmische Prikonditionierung beteiligt sind (Peralta et al., 1999). Carini et al.
nahmen Versuche an hypoxisch prikonditionierten Rattenhepatozyten vor und postulieren
einen Signaltransduktionsweg, in den ebenfalls A,-Rezeptoren, aber auch G-Proteine, PLC,
PKC und p38 MAPK involviert sind (Carini et al., 2001). Eine Inhibierung der PKC konnte
auch in vivo den Schutz durch Ischdmische Priakonditionierung autheben (Ricciardi et al.,
2001). Ein ganz anderer Mechanismus wird von Schauer et al. diskutiert. Diese Arbeitsgruppe
konnte zeigen, dass Ischdmische Pridkonditionierung die Lebern vor oxidativem Stress aus
Kupfferzellen schiitzt. Dieser Effekt wird allerdings weder durch einen A,-Rezeptorantagonist

aufgehoben noch durch einen A,-Rezeptoragonist nachgeahmt (Schauer et al., 2003).
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Als weiterer protektiver Mechanismus der Ischdmischen Prikonditionierung wird auch eine
verminderte Umwandlung von Xanthindehydrogenase in Xanthinoxidase diskutiert, ein
Enzym, das in der Reperfusion ROS generieren kann (Fernandez et al., 2002). Beziiglich
NF-«B gibt es kontroverse Befunde: Teoh et al. postulieren, dass eine Aktivierung von
NF-«B und p38 protektiv wirken (Teoh et al., 2002), Funaki et al. konnten dagegen zeigen,
dass Ischdmische Priakonditionierung die NF-kB-Aktivitit und die TNF-oa-Expression
verringert (Funaki ef al., 2002).

1.3 DAS ATRIALE NATRIURETISCHE PEPTID

Im Jahr 1981 beobachteten de Bold und seine Kollegen, dass die Infusion von Extrakten aus
Atriumgewebe des Herzens in Ratten starke Natriurese, Diurese und Blutdruckabfall ausloste
(de Bold et al., 1981). Dies fiihrte zur Isolierung und Klonierung des Atrialen Natriuretischen
Peptids (ANP), dem ersten Mitglied einer Familie von Natriuretischen Peptiden (NP)
(de Bold, 1982 und 1985), das von den Myozyten im Vorhof des Herzens aus zytosolischen
Granula in die Zirkulation sezerniert wird und natriuretische, diuretische sowie
vasorelaxierende Eigenschaften besitzt (Levin et al., 1998). Neben seiner Wirkung auf das
Herz-Kreislauf-System konnten fiir ANP jedoch auch andere biologische Funktionen
nachgewiesen werden. So zeigt es z.B. in vitro antiinflammatorische Eigenschaften, indem es
die Induktion der induzierbaren NO-Synthase (iNOS), eines proinflammatorischen Enzyms,
vermindert (Kiemer und Vollmar, 1997; Kiemer und Vollmar, 1998; Kiemer und Vollmar,
2001a; Kiemer und Vollmar, 2001b) und in der Lage ist, Endothelzellen vor TNF-a-
induzierter Erhohung der Endothelpermeabilitit zu schiitzen (Kiemer et al., 2002a).
AuBlerdem kann ANP die durch Lipopolysaccharid (LPS) ausgeloste Induktion von
Cyclooxygenase-2, einem wichtigen inflammatorischen Enzym, in Makrophagen verringern
(Kiemer et al., 2002b).

Auch zytoprotektive Eigenschaften von ANP wurden in der Literatur beschrieben: So kann
durch Gabe von ANP die Nierenfunktion nach renaler Ischdmie und Reperfusion
aufrechterhalten werden (Nakamoto et al., 1987; Shaw et al., 1987).

Die protektive Wirkung der hormonellen Prikonditionierung mit ANP beim Ischédmie-

Reperfusionsschaden der Leber wurde bereits unter 1.2.4.2 erwéhnt.
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1.3.1 NATRIURETISCHE PEPTIDE

Nach Entdeckung des ersten Natriuretischen Peptids, ANP, wurden weitere, strukturell
dhnliche Peptide gefunden und néher charakterisiert (Levin et al., 1998).

Matsuo und seine Mitarbeiter isolierten BNP (Brain oder B-Typ Natriuretisches Peptid) und
CNP (C-Typ Natriuretisches Peptid) aus Schweinehirnen (Sudoh et al., 1988 und 1990).
Urodilatin, das ausschlieBlich in der Niere gebildet wird, wurde erstmals aus humanem Urin
isoliert (Schulz-Knappe et al., 1988). Erst kiirzlich wurde DNP (Dendroaspis Natriuretisches
Peptid), das urspriinglich aus dem Gift der griinen Mambaschlange, Dendroaspis angusticeps,
isoliert wurde, im humanen Plasma und im atrialen Myokard nachgewiesen (Schirger ef al.,
1999).

Alle Natriuretischen Peptide weisen eine Ringstruktur aus 17 Aminosduren (AS) auf, die
durch eine Disulfidbriicke zwischen zwei Cysteinresten gebildet wird (Currie et al., 1984).
Diese Struktur ist essentiell fiir ihre biologische Aktivitit (Misono et al., 1984). EIf der
zyklischen Aminosduren sind in jedem der Natriuretischen Peptide homolog, die Anzahl und
die Art der Aminosduren am C- und am N-Terminus unterscheiden sich dagegen.

ANP wird hauptsédchlich im Atrium des Herzens gebildet, seine mRNA kodiert eine Vorstufe
des physiologisch aktiven ANP, das sog. pra-pro-ANP, das aus insgesamt 152 Aminosduren
besteht. Nach Abspaltung eines Signalpeptids am N-Terminus entsteht pro-ANP mit 126 AS,
das in atrialen Granula gespeichert wird (Rosenzweig und Seidman, 1991). Diese Vorstufe
wird anschliefend proteolytisch gespalten, wobei ein aminoterminales Fragment aus 98 AS
(ANP 1-98) und das biologisch aktive Hormon ANP (ANP 99-126, Bild 1.6), das aus den
restlichen 28 AS besteht, gebildet werden (Rosenzweig und Seidman, 1991). Die Sekretion
von ANP in die Zirkulation erfolgt liber Exozytose (Nemer ef al., 1984). Die Biosynthese der
anderen Natriuretischen Peptide verlduft dhnlich.

BNP ist ein zyklisches Peptid aus 32 AS und wird vor allem in den Ventrikeln des Herzens
gebildet, wo es z.B. bei dekompensierter Herzinsuffizienz vermehrt produziert wird
(Langenickel et al., 2000). Es hat dhnliche Wirkungen wie ANP. Im Jahr 2001 wurde in den
USA humanes, rekombinantes BNP (Natrecor®) von der Food and Drug Administration zur
Therapie der akuten, dekompensierten kongestiven Herzinsuffizienz zugelassen.

CNP, das mit 22 AS am C-Terminus nach dem letzten an der Ringbindung beteiligten
Cystein endet (Rosenzweig und Seidman, 1991), wird hauptsdchlich im Gehirn exprimiert,
besitzt allerdings keine natriuretischen FEigenschaften, sondern ist {iberwiegend

vasorelaxierend (Levin ef al., 1998).
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Das aus 38 AS bestehende DNP hat vor allem natriuretische Wirkung (Lisy ef al., 1999).
Urodilatin, welches nur in der Niere produziert wird und dort fiir die Regulation des
Natrium- und Wasserhaushaltes zustidndig ist, unterscheidet sich von ANP nur durch vier

zusétzliche AS am aminoterminalen Ende (Schulz-Knappe ef al., 1988).
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Bild 1.6: Struktur und Aminosduresequenz von ANP

1.3.2 DIE NATRIURETISCHEN PEPTIDREZEPTOREN UND IHRE
SIGNALTRANSDUKTION

1.3.2.1 Aufbau der Rezeptoren

Bisher wurden insgesamt drei verschiedene Natriuretische Peptidrezeptoren (NPR)
identifiziert, liber die die Natriuretischen Peptide ihre Effekte vermitteln, NPR-A, NPR-B und
NPR-C (Levin et al., 1998; Venugopal, 2001) (Bild 1.7).

NPR-A und NPR-B sind Guanylatzyklase (GC) gekoppelte Rezeptoren, die aus einer
extrazelluliren Peptidbindungsstelle, einer kurzen transmembrandren Sequenz und zwei
intrazelluliren Doménen bestehen. Davon besitzt eine Domine Proteinkinase-dhnliche
Aktivitdt, die andere Guanylatzyklase-Aktivitdit. ANP und BNP binden an den NPR-A
Rezeptor, ersteres jedoch mit wesentlich hoherer Affinitdt. CNP hat eine sehr hohe Affinitét
zum NPR-B Rezeptor. Eine Bindung der Natriuretischen Peptide bewirkt in beiden Fillen
eine Aktivierung der Guanylatzyklase und somit eine Erh6hung der intrazelluldren Spiegel
des second messengers cGMP (zyklisches Guanosinmonophosphat). Die NP vermitteln den

Grofteil ihrer Effekte {iber diese beiden Rezeptoren.



22 EINLEITUNG

Der NPR-C Rezeptor weist eine andere Struktur auf, seine extrazellulire Doméine ist den
anderen Rezeptoren &hnlich, doch er besitzt nur eine kurze intrazellulire Sequenz ohne
Guanylatzyklase-Aktivitdt. Alle NP binden mit hoher Affinitit an den NPR-C Rezeptor, der
vor allem an deren Clearance beteiligt ist. Nach Bindung der NP werden diese in die Zelle
internalisiert und enzymatisch abgebaut. Neben seinen regulatorischen Funktionen als
Clearance-Rezeptor nimmt man an, dass der NPR-C Rezeptor die Adenylatzyklase-Aktivitit
inhibieren und Proteinkinase C aktivieren kann (Palaparti und Anand-Srivastava, 2000).
Moglicherweise konnen einige der NPR-C vermittelten Effekte, wie die Hemmung der
Endothelin-Produktion (Hu et al, 1992) oder die Hemmung der Astrozyten-Proliferation
(Levin und Frank, 1991), darauf zuriickgefiihrt werden.

NPR-A NPR-B NPR-C

ANP/BNP CNP ANP/BNP/CNP

—l

l |:| Kinase Doméne

|:| Guanylatzyklase

Bild 1.7: Die Natriuretischen Peptidrezeptoren und ihre Signaltransduktion
(Beschreibung sieche Text)
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1.3.2.2 ¢GMP-abhingige Signaltransduktion in der Leber

Die Natriuretischen Peptidrezeptoren sind in Sdugetieren in vielen verschiedenen Geweben zu
finden, vor allem aber im kardiovaskuldren System, in der Nebenniere und der Niere
(Silberbach und Roberts, 2001). Alle drei Rezeptoren konnten auch in der Leber identifiziert
werden (Vollmar et al., 1997a).

Nach Bindung der NP an den NPR-A oder NPR-B Rezeptor wird die Guanylatzyklase
aktiviert und intrazelluldres cGMP gebildet. Dieses wiederum dient als second messenger und
kann im Folgenden seine regulatorischen Funktionen iiber cGMP-abhédngige Proteine
ausiiben. Ein Hauptangriffspunkt von ¢cGMP sind die ¢cGMP-abhéngigen Proteinkinasen
(PKGs) (Lohmann et al., 1997; Pfeiffer et al., 1999), die die Aktivitdt zahlreicher Proteine
regulieren, indem sie den Transfer einer Phosphatgruppe von ATP auf einen Serin- oder
Threoninrest eines Zielproteins katalysieren (Francis und Corbin, 1994 und 1999). Ob in der
Leber PKGs exprimiert werden, ist umstritten. Einige Arbeitsgruppen konnten keine oder nur
eine geringe Expression von PKGs nachweisen (Jarchau et al., 1994; Tamura et al., 1996;
Sandberg et al., 1989), Carini et al. wiesen in isolierten Hepatozyten jedoch PKG-Aktivitit
nach (Carini et al., 2003). In unserem Modell der isoliert perfundierten Rattenleber konnte
keine Expression von PKGs detektiert werden. AuBBerdem konnte der Schutz vor Apoptose
durch ANP-Prikonditionierung durch Gabe eines spezifischen PKG-Inhibitors nicht
aufgehoben werden (Gerwig, 2002; siehe auch 1.2.4.2).

Andere Angriffspunkte von cGMP sind cAMP-abhingige Proteinkinasen (PKAs), die cGMP
entweder in hoheren Konzentrationen direkt aktivieren (Cornwell ef al., 1994) oder iiber eine
Veranderung der cAMP-Spiegel durch Induktion oder Inhibierung von bestimmten
Phosphodiesterasen (PDEs), die fiir den Abbau von cGMP und cAMP zustidndig sind, indirekt
beeinflussen kann (Lincoln und Cornwell, 1993) (Bild 1.8). cAMP-abhéngige Proteinkinasen
wurden in der Leber nachgewiesen (Kosmopoulou et al., 1994). AuBBerdem konnte gezeigt
werden, dass ANP {iiber eine Aktivierung der PKA vor Apoptose in der Leber schiitzt
(Gerwig, 2002).
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Bild 1.8: Moglichkeiten der cGMP-abhdingigen Signaltransduktion in der Leber
(Beschreibung siehe Text)

1.4 HAMOXYGENASE-1

1.4.1 BIOLOGISCHE FUNKTION

Héamoxygenase (HO), ein Enzym, das 1968 von Tenhunen et al. entdeckt wurde, katalysiert
den initialen und geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des oxidativen Abbaus von Him
(Tenhunen et al., 1968). Es baut Protohdm-IX, welches hauptsdchlich aus dem Hamoglobin
alternder Erythrozyten stammt, durch Spaltung der a-Methen-Briicke ab. Dabei entstehen
gleiche Mengen an Biliverdin-IXa, zweiwertigem Eisen und Kohlenmonoxid (CO).
Biliverdin wird in den meisten Sdugetierzellen anschlieBend durch die Biliverdin-Reduktase
zu Bilirubin reduziert (Ryter und Tyrrell, 2000).

Bisher wurden drei Isoformen der HO identifiziert, die alle von unterschiedlichen Genen
kodiert werden, HO-1, HO-2 und HO-3. HO-1, die induzierbare Isoform mit einem
Molekulargewicht von 32 kDa, kommt in verschiedenen Geweben vor, vor allem aber in der
Milz und in der Leber (Maines, 1997). Das Enzym wird auBler durch sein Substrat,
Protohdm-IX, durch eine Vielzahl von anderen Faktoren, wie z.B. Schwermetalle, ROS,

Zytokine, Hormone und auch Hitzeschock stimuliert, weshalb HO-1 auch als heat shock
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protein HSP-32 bezeichnet wird. HO-2 wird als 36 kDa Protein konstitutiv exprimiert und
wurde hauptsidchlich im Gehirn und in den Hoden nachgewiesen. HO-3 hat eine Gréf3e von
33 kDa, wird ebenfalls konstitutiv exprimiert, zeigt aber nur eine geringe enzymatische
Aktivitat und spielt wahrscheinlich als Sensor fiir die Himspiegel und auch als himbindendes

Protein eine Rolle (McCourbey ef al., 1997).

1.4.2 BEDEUTUNG BEIM ISCHAMIE-REPERFUSIONSSCHADEN

Zahlreiche Untersuchungen weisen darauf hin, dass eine Induktion der Himoxygenase-1 zum
Schutz vor IRS in der Leber beitragen kann. Amersi und seine Kollegen konnten z.B. durch
eine Hochregulation der HO-1 die Fettlebern von Zucker-Ratten vor den Schéden nach
Ischdmie und Reperfusion schiitzen (Amersi et al., 1999). AuBerdem wirkt die
Prikonditionierung von Rattenlebern mit dem Chemotherapeutikum Doxorubicin durch
Induktion der HO-1 protektiv (Ito et al., 2000). Auch bei der hyperthermen
Prakonditionierung, bei der die Korpertemperatur fiir eine kurze Zeitdauer auf Temperaturen
von ca. 42°C angehoben wird und die den auftretenden Schaden vermindern kann, wird eine
Beteiligung der HO-1 diskutiert (Terajima et al., 2000). Die protektive Wirkung der HO-1
Induktion scheint einerseits durch eine Reduktion der Himkonzentration, andererseits durch
dessen Abbauprodukte vermittelt zu werden: Die beiden Reaktionsprodukte Biliverdin und
das daraus entstehende Bilirubin sind starke Antioxidantien und konnten so die Zellen vor
oxidativem Stress schiitzen (Stocker et al., 1987; Clark et al., 2000). CO konnte ebenfalls an
der Schutzwirkung beteiligt sein, da es iiber cGMP zur Aufrechterhaltung des Blutflusses in
den GefiBBen beitrdgt. In der Leber konnte gezeigt werden, dass es die hepatische
Mikrozirkulation, die unter Stressbedingungen verschlechtert ist, verbessern kann (Suematsu
und Ishimura, 2000). Das beim Abbau des Ham freiwerdende zweiwertige Eisen hat an sich
eher prooxidative Eigenschaften, da es iiber die Fenton Reaktion an der Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies beteiligt ist. Andererseits konnte es die Bildung von Ferritin, einem
Eisenspeicherprotein, dem zytoprotektive Eigenschaften zugeschrieben werden (siehe 1.5.1),
induzieren. Zwei Arbeiten von Vile et al. weisen darauf hin: Eine Behandlung mit HO-1
Antisense Oligonukleotiden inhibierte die Induktion von HO-1 und Ferritin in Fibroblasten
und hob so den protektiven Effekt einer kurzzeitigen UVA Bestrahlung der Zellen auf. Eine
solche Bestrahlung macht die Zellen im Sinne einer Prakonditionierung weniger empfindlich

gegeniiber einer spiteren langeren Bestrahlung mit UVA. Aullerdem konnte die Gabe von
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Desferrioxamin, einem Eisenchelator, die Induktion von Ferritin auftheben, nicht jedoch die

HO-1 Induktion (Vile et al., 1993 und 1994).

1.5 FERRITIN UND EISENREGULIERENDE PROTEINE

1.5.1 FERRITIN

1.5.1.1 Aufbau und biologische Funktion

Ferritin ist ein weit verbreitetes, zwischen den einzelnen Spezies hoch konserviertes Protein,
dessen Hauptaufgabe die Speicherung von Eisen ist. Das {iberwiegend im Zytosol
vorkommende Ferritin setzt sich aus 24 Untereinheiten zusammen und besitzt, wenn es kein
Eisen gebunden hat (man bezeichnet es dann auch als Apoferritin), ein Molekulargewicht von
etwa 450 kDa. Innerhalb der Untereinheiten unterscheidet man zwei Arten, die H- (heavy,
21,2 kDa, bestehend aus 182 AS) und die L-Untereinheit (light, 19,7 kDa, bestehend aus
174 AS), die von verschiedenen Genen kodiert werden (Caskey et al., 1983; Worwood et al.,
1985). Das Verhiltnis der beiden Untereinheiten in Ferritin kann abhingig vom Gewebetyp
und vom physiologischen Status der Zelle sehr stark variieren, in der Leber und in der Milz
tiberwiegt z.B. eher die L-Untereinheit, wihrend im Herzen und in der Niere die
H-Untereinheit vorherrschend ist (Arosio et al., 1976). Das Verhiltnis von H- zu L-Ferritin ist
jedoch nicht immer konstant, sondern kann sich z.B. bei Entziindungen, Infektionen oder auch
im Verlauf von Differenzierungs- und Entwicklungsprozessen der Zelle dndern. Ferritin
besitzt neben seiner Funktion als Eisenspeicherprotein auch enzymatische Eigenschaften, da
es in der Lage ist, Fe(Il) zu Fe(IIl) zu oxidieren. Dies geschieht durch die H-Untereinheit, die
Ferroxidase Aktivitit besitzt (Lawson et al., 1989).

Ferritin werden aufgrund seiner Féhigkeit, Eisen zu binden und zu speichern, zytoprotektive
Eigenschaften zugeschrieben (Kakhlon ef al., 2001; Picard et al., 1996 und 1998; Konijn et
al., 1999). Eisen ist zwar einerseits fiir den Korper sehr wichtig, da es z.B. als Kofaktor vieler
Enzyme fungiert und somit an Vorgingen wie der Bindung, des Transports und der Abgabe
von Sauerstoff (Himoglobin), dem Sauerstoffmetabolismus an sich (Oxidasen, Peroxidasen)
oder auch beim Elektronentransfer (Cytochrome) beteiligt ist, andererseits kann Eisen {iber
die Fenton Reaktion (Fe(Il) + H,O, — Fe(ll) + OH + OH-) die Bildung von
Hydroxylradikalen katalysieren und somit zum oxidativen Stress erheblich beitragen

(Halliwell und Gutteridge, 1989). ROS konnen z.B. durch verstérkte Lipidperoxidation, durch
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DNA-Strangbriiche und Basenmodifikationen und auch durch Oxidation zahlreicher Proteine
der Zelle schaden. Ein einzelnes Molekiil Apoferritin kann bis zu 4500 Eisenatome
aufnehmen (Ponka, 1999). Die Aufnahme von Eisen erfolgt wahrscheinlich iiber bestimmte
Kandile in der Proteinhiille. Zweiwertiges Eisen wird schneller aufgenommen als dreiwertiges
und wird im Inneren des Proteins zu Fe(IIl) oxidiert und als Phosphat gefillt. Es ist sehr
wenig dariiber bekannt, wie Eisen aus Ferritin freigesetzt werden kann, wahrscheinlich spielt
der Abbau von Ferritin eine entscheidende Rolle bei der Bereitstellung von Eisen fiir die Zelle
(Pippard, 1986). Moglich ist auch eine Beteiligung von reduzierend wirkenden Substanzen,

wie z.B. Cystein, Glutathion oder Ascorbinsdure (Bonkovsky, 1991).

1.5.1.2 Regulation der Ferritinexpression

Die Ferritinexpression wird hauptséchlich posttranskriptionell reguliert (Zahringer et al.,
1976) (Bild 1.9). Dies geschieht vor allem durch Reaktion zweier RNA-bindender Proteine
(Iron Regulatory Proteins, IRPs, siehe auch 1.5.2) mit einem regulatorischen Element in der
5’-nichttranslatierten Region (5'-UTR) der Ferritin mRNA, das als Iron Responsive Element
(IRE) bezeichnet wird. Das IRE besteht aus 30 Nukleotiden (nt) und hat eine
schlaufendhnliche Struktur. Innerhalb der Sequenz gibt es eine stark konservierte Region
(CAGUGN). Das IRE in der Ferritin mRNA weist 5 bp vom 5’-Ende der IRE-Sequenz
zusitzlich eine kleine Auswolbung auf, die ein ungepaartes Cystein enthilt und die zu einer
effektiven Bindung der IRPs wichtig ist. Bei niedrigen Eisenspiegeln in der Zelle binden die
IRPs an das IRE und verhindern die mRNA-Translation, indem sie die Interaktion des 43S
Translationskomplexes mit der mRNA verhindern. Bei erhohten Eisenspiegeln ist die
Bindungsaktivitit der IRPs herabgesetzt und die Translation kann erfolgen. (Hentze und

Kiihn, 1996).
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Bild 1.9: Postranskriptionelle Regulation von Ferritin

Neben Ferritin besitzen auch noch andere an der Eisenhomdostase beteiligte Proteine solche
IREs in ihrer mRNA, wie z.B. die 5-Aminoldvulinatsynthase (eALAS), die an der
Hambiosynthese Dbeteiligt ist, oder der Transferrinrezeptor, der Transferrin, ein
Eisentransportprotein, bindet und fiir die Aufnahme von Eisen in die Zelle verantwortlich ist.
(Cairo und Pietrangelo, 2000). Die IREs konnen sich jedoch in Anzahl, Lokalisation, Struktur
und auch in ihrer Funktion stark unterscheiden. So findet man z.B. in der mRNA des
Transferrinrezeptors finf IREs in der 3'UTR. Bindung der IRPs bei niedrigen Eisenspiegeln
fiihrt zu einer Erhohung der mRNA-Stabilitdt, was eine vermehrte Expression des Rezeptors
und somit eine verstirkte Aufnahme von Eisen in die Zelle zur Folge hat.

Eine Regulation der Ferritinexpression kann aber auch auf transkriptioneller Ebene erfolgen:
So koénnen die beiden proinflammatorischen Zytokine TNF-o und IL-1a die Synthese der
H-Untereinheit der Ferritin mRNA in mesenchymalen Zellen induzieren (Torti et al., 1988;
Wei et al., 1990). Ahnliches wurde auch fiir einige Hormone, Wachstumsfaktoren und second
messengers beschrieben: Thyrotropin verstirkt die Bildung der H-Untereinheit in
Schilddriisenzellen der Ratte (Coluccidamato et al., 1989). Dieser Effekt wird wahrscheinlich
iiber cAMP vermittelt. Eine cAMP-mediierte Induktion der Ferritin-H-Transkription wurde

auch in humanen HeLa-Zellen beobachtet (Bevilacqua et al., 1994). Desweiteren induzieren
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Insulin und IGF-1 (insulin growth factor-1) die mRNA beider Ferritin-Untereinheiten in

C6 Gliomzellen (Yokomori et al., 1991).

1.5.2 EISENREGULIERENDE PROTEINE

1.5.2.1 Uberblick

Bisher sind zwei im Zytosol vorkommende, Eisenregulierende Proteine bekannt, die an die
IRE-Sequenz binden und so die Ferritin mRNA-Translation beeinflussen konnen, IRP-1 und
IRP-2.

IRP-1 besteht aus 889 AS und hat eine molekulare Masse von etwa 98 kDa. Es kann in zwei
verschiedenen Formen vorkommen, zum einen als IRE-bindendes Protein, zum anderen als
zytosolische Aconitase mit einem sog. Eisen-Schwefel (4Fe-4S) Cluster, das von mehreren
Cysteinresten (Cys437, Cys503, Cys506) koordiniert wird (Bild 1.10). Als zytosolische
Aconitase weist IRP-1 eine hohe Homologie zur mitochondrialen Aconitase auf, einem
Enzym des Citratzyklus, das die Umwandlung von Citrat zu Isocitrat katalysiert. Der Cluster
ist eine prosthetische Gruppe, die den Elektronentransport erleichtern kann und Bestandteil
einiger Enzyme der Atmungskette ist. Sind die Eisenspiegel der Zelle erhoht, liegt IRP-1
iiberwiegend als Aconitase vor, bei erniedrigten Eisenspiegeln hat es vorwiegend
IRE-bindende Eigenschaften. Es sind aber auch andere Formen von IRP-1 beschrieben
worden, z.B. eine (3Fe-4S)-Zwischenstufe und eine oxidierte Apoproteinform (apo-IRP-1)
ohne Cluster, aber auch ohne IRE-Bindungsaktivitit (Cairo und Pietrangelo, 2000). Die
genaue Struktur von IRP-1 ist noch nicht bekannt. Da IRP-1 aber eine hohe Homologie zur
mitochondrialen Aconitase aufweist, besteht es wahrscheinlich aus vier verschiedenen
Dominen, wobei sich zwischen den Doménen 1-3 und 4 eine Spalte befindet, innerhalb der
die Bindung an das IRE stattfindet. Dabei scheint die Bindung an das IRE durch IRP-1 nicht
auf eine kleine Region beschrinkt zu sein, sondern mehrere Bereiche des Proteins zu
betreffen (AS 116-151, AS 480-623 und C-terminale Region) (Thomson et al., 1999). Bei der
Aconitase-Form von IRP-1 ist diese Spalte wegen des Eisen-Schwefel-Clusters nicht
zuginglich (Hentze und Kiihn, 1996). Welche Funktion IRP-1 als zytosolische Aconitase
ausiibt, ist noch nicht aufgekliart worden. Eine Mdglichkeit wire, dass durch die gesteigerte
Umsetzung von Citrat die NADPH-Level und somit die Redoxdquivalente der Zelle
ansteigen, welche die Zellen unempfindlicher gegen FEisen-mediierten oxidativen Stress

machen (Narahari et al., 2000).
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Bild 1.10: Verschiedene Funktionen von IRP-1

IRP-2 (105 kDa) ist stark homolog zu IRP-1, allerdings ist am N-Terminus eine 73 AS lange
Sequenz eingebaut, die beim Abbau von IRP-2 eine wichtige Rolle spielt. AuBlerdem zeigt
IRP-2 im Gegensatz zu IRP-1 keine Aconitase-Aktivitdt und besitzt auch keinen Eisen-
Schwefel-Cluster. Somit wird es bei erhdhten Eisenspiegeln auch nicht enzymatisch aktiv,
sondern wird vermehrt im Proteasom abgebaut (Hentze und Kiihn, 1996).

Welche spezifischen Aufgaben IRP-2 im Vergleich zu IRP-1 haben koénnte, ist noch nicht
genau bekannt. Doch weisen einerseits die unterschiedliche Gewebeexpression und
andererseits die unterschiedliche Regulation durch andere Faktoren als Eisen (sieche 1.5.2.2)
auf eine spezifische Rolle von IRP-2 bei der Eisenhomgostase hin (Hentze und Kiihn, 1996).
IRP-1 wird beispielsweise liberwiegend in der Leber, der Niere, im Darm und im Gehirn

exprimiert, wihrend IRP-2 z.B. in der Schilddriise iiberwiegt (Thomson et al., 1999).

1.5.2.2 Regulation der RNA-Bindungsaktivitit

Die intrazelluliren Eisenspiegel haben bei der Regulation der IRP-Bindungsaktivitit eine
wichtige und zentrale Rolle, doch es gibt auch noch eine Reihe weiterer Faktoren, die die
Bindung der IRPs an IREs beeinflussen. Dazu gehdren u.a. NO, oxidativer Stress durch H,O,
und Hypoxie. Allerdings finden sich in der Literatur hierzu sehr unterschiedliche und z.T.
auch widerspriichliche Effekte auf IRP-1 und IRP-2. Eine weitere Moglichkeit der
Regulation, die diskutiert wird, ist die Phosphorylierung von IRP-1 durch PKC. Eine
Aktivierung der PKC mit Phorbolestern fiihrt in HL60-Zellen zu einer verstirkten RNA-
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Bindungsaktivitit von IRP-1 und IRP-2 (Schalinske und Eisenstein, 1996). Wahrscheinlich
wird IRP-1 durch PKC an Ser138 phosphoryliert, was die Clusterbildung beeintrachtigen und

so zur Aktivierung fithren konnte.

1.6 GLYCERALDEHYD-3-PHOSPHAT-DEHYDROGENASE (GAPDH)

1.6.1 BIOLOGISCHE FUNKTION

Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) ist ein zytosolisches, weit verbreitetes
Enzym und spielt eine Schliisselrolle bei der Glykolyse. Es katalysiert die Umwandlung von
Glyceraldehyd-3-Phosphat zu 1,3-Biphosphoglycerat.

GAPDH existiert als Tetramer aus vier gleichen Untereinheiten, die aus jeweils 335 AS
bestehen. Der N-Terminus ist fiir die Bindung von NAD" wichtig, der C-Terminus spielt bei
der Bindung des Substrats eine wichtige Rolle.

Da GAPDH sehr lange als sog. Housekeeping Gene betrachtet wurde, dessen Expression als
wenig reguliert gilt, wurde und wird es sehr oft als interner Standard bei der Quantifizierung
von mRNA verwendet. In den letzten Jahren gab es jedoch einige Untersuchungen, die darauf
hinweisen, dass die Expression von GAPDH unter bestimmten Umstdnden durch eine Reihe
von Faktoren reguliert wird und dass es neben seiner Funktion bei der Energiegewinnung
auch noch an anderen Prozessen in Sdugetierzellen beteiligt ist. AuBerdem scheint es auller im
Zytosol auch noch in anderen Kompartimenten der Zelle lokalisiert zu sein, wie z.B. in der

Plasmamembran, in den Mitochondrien und auch im Zellkern (Sirover, 1999).

1.6.2 NEUE FUNKTIONEN VON GAPDH IN SAUGETIERZELLEN

Als mogliche neue Funktionen von GAPDH in Sdugetierzellen wurde u.a. eine Beteiligung an
der Fusion von Membranen, an der Endozytose und an einer Modulierung der
Zytoskelettstruktur durch Inhibierung der Tubulinpolymerisation beschrieben. Aulerdem soll
GAPDH Phosphotransferase und -kinase Aktivitdt besitzen, spezifisch an Makromolekiile
binden und auch als Transkriptionsaktivator und Uracil-DNA-Glykosylase fungieren konnen
(Sirover, 1999). Bei neurodegenerativen Erkrankungen wie z.B. Morbus Alzheimer oder
Chorea Huntigton und auch bei der Auslosung von Apoptose scheint GAPDH ebenfalls eine
Rolle zu spielen (Sirover, 1999). Oxidativer Stress und Ischdmie konnen die Expression von

GAPDH beeinflussen: So sind die GAPDH mRNA-Level nach oxidativem Stress in isolierten
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Aorten aus dem Hasen (Ito et al., 1996) und im Myokard von Schweinen nach Ischimie stark
erhoht (Liedtke und Lynch, 1999).

Bei allen neu beschriebenen Funktionen scheint GAPDH keine oder nur eine sehr geringe
glykolytische Aktivitdt zu besitzen (Sirover, 1999). Besonders interessant ist die Beteiligung
von GAPDH an der Auslésung von Apoptose. Man nimmt an, dass es zur erhdhten
Expression und zu einer Translokation von GAPDH in den Zellkern kommt. Durch
Vorinkubation mit Antisense Oligonukleotiden gegen GAPDH kann die Auslosung der
Apoptose verhindert werden (Ishitani ef al., 1996a und 1996b, Ishitani und Chuang, 1996,
Saunders et al., 1999; Carlile et al., 2000). Diese Effekte wurden vor allem in neuronalen
Zellen beobachtet, aber es gibt auch Arbeiten, die dies an nicht-neuronalen Zellen zeigen
(Sawa et al., 1997). Eine weitere sehr interessante Beobachtung wurde von Kragten et al.
gemacht: Diese Arbeitsgruppe konnte nachweisen, dass CGP3466, eine mit dem
Parkinsonmedikament Selegilin (Deprenyl®) strukturell verwandte Substanz, an GAPDH
bindet (Kragten et al., 1998). CP3466 und R-Deprenyl haben beide antiapoptotische
Eigenschaften.

Welche Faktoren eine vermehrte Expression und Translokation von GAPDH verursachen
konnen, wurde noch nicht aufgekldrt. Chen ef al. konnten in neuronalen Zellen einen
Zusammenhang zwischen dem Tumorsuppressorgen p53 und GAPDH herstellen und
diskutieren, dass eine verstirkte Expression von GAPDH durch p53 vermittelt wird (Chen et
al., 1999). Wie GAPDH Apoptose auslosen kann, ist ebenfalls noch nicht bekannt.
Zusammenfassend kann man sagen, dass GAPDH, anders als urspriinglich angenommen,
nicht nur als Schliisselenzym der Glykolyse eine wichtige Rolle spielt, sondern auch noch in
ganz andere Signaltransduktionswege und Pathomechanismen involviert zu sein scheint. Da
GAPDH in all diesen neuen Funktionen fast keine Dehydrogenase-Aktivitit zeigt, gibt es
unter Umstdnden spezifische Isoformen von GAPDH, die diese neue Funktion ausiiben
(Saunders et al., 1999). Wahrscheinlich wird die Expression von GAPDH auch in weitaus
groBerem Maf3e reguliert als bisher vermutet.

Wie bereits unter 1.1 erwdhnt, beobachteten wir in einem RT-PCR Experiment in den mit
ANP prikonditionierten Lebern eine Reduktion der GAPDH mRNA-Expression nach kalter
Ischdmie und wihrend der Reperfusion. Dies war im Hinblick auf die oben dargestellten
neuen Funktionen fiir GAPDH eine sehr interessante Beobachtung, die im Rahmen dieser

Arbeit ndher untersucht werden sollte. Zur genauen Quantifizierung der GAPDH mRNA-
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Expression wurde eine relativ neue Methode der quantitativen PCR eingesetzt, die Real-Time

PCR. Die Grundlagen dieser Methode werden im folgenden Kapitel kurz dargestellt.

1.7 QUANTIFIZIERUNG VON MRNA MITTELS REAL-TIME PCR

Die Real-Time PCR ist eine Methode zur genauen Quantifizierung von mRNA-Mengen
(Reviews: Ginzinger, 2002; Bustin, 2000 und 2002; Giulietti, 2001).

Vom Grundprinzip her lauft sie genauso ab wie eine herkommliche PCR: Aus einer
einzelstringigen cDNA wird ausgehend von einem Startermolekiil durch eine DNA-
Polymerase ein neuer DNA-Strang synthetisiert. Als Startermolekiile werden synthetische
DNA-Oligonukleotide (Primer) verwendet, die an die Matrizen-DNA hybridisieren. Von
deren 3’-Ende aus synthetisiert die DNA-Polymerase den neuen DNA-Doppelstrang. Durch
die Wahl eines gegenldufig orientierten Primerpaares kann gezielt die DNA-Sequenz
zwischen den beiden Primern vervielfiltigt werden. Das entscheidende Prinzip der PCR ist
die zyklische Wiederholung der einzelnen Reaktionsschritte, wobei die DNA exponentiell
amplifiziert wird. Bei der normalen RT-PCR werden nach Abschluss der PCR die
entstandenen Produkte auf einem Agarosegel aufgetrennt, identifiziert und semiquantitativ
bestimmt. Man bezeichnet dies auch als Endpunktsbestimmung, da die Menge an
entstandenem Produkt erst nach abgeschlossener PCR-Reaktion bestimmt wird.

Das Besondere der Real-Time PCR ist, dass wihrend der PCR-Reaktion permanent die
Menge an entstandenem Produkt gemessen und aufgezeichnet wird. Bei einer spédteren
Auswertung konnen Expressionsunterschiede der zu untersuchenden Gene zwischen zwei
Proben im exponentiellen Bereich der PCR-Reaktion bestimmt werden.

Bei der Durchfiihrung der Real-Time PCR wird dem Reaktionsansatz neben den {iblichen
Komponenten zusitzlich ein Farbstoff (SYBR® Green) zugesetzt, der sich an doppelstringige
DNA anlagern kann. Sobald dieser Farbstoff an doppelstrangige DNA bindet, fluoresziert er.
Verianderungen der Fluoreszenz werden wihrend der ablaufenden Reaktion stindig gemessen
und aufgezeichnet. Die SYBR® Green-Methode ist relativ billig, aber ein groBer Nachteil
besteht darin, dass jegliche Art von doppelstringiger DNA erfasst wird, also auch
unspezifische Produkte wie z.B. Primer-Dimere.

Eine teurere, aber etwas spezifischere Methode ist der Einsatz von sog. Hybridization Probes
(Bild 1.11). Dies sind max. 30 bp lange Oligonukleotidsequenzen, die an die zu
amplifizierende cDNA spezifisch binden. Am 5’-Ende sitzt ein fluoreszierender

Reporterfarbstoff (R), z.B. 6-Carboxy-Fluorescein, dessen Fluoreszenz jedoch durch einen
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entsprechenden Quencherfarbstoff (Q) am 3’-Ende, z.B. 6-Carboxytetramethylrhodamin,
unterdriickt wird. Diese Sonde hybridisiert wihrend der PCR-Reaktion spezifisch an die
cDNA. Sie wird jedoch im weiteren Verlauf von dem sich neu bildenden Strang verdringt.
Bevor dieser Verdringungsvorgang vollstindig abgeschlossen ist, wird die Sonde jedoch von
der Taqg DNA-Polymerase durch deren 5°-3"-Exonuklease-Aktivitdt zwischen dem Reporter-
und dem Quencherfarbstoff gespalten. Dies resultiert in einer verstirkten Fluoreszenz des
Reporterfarbstoffes, da er nun frei in der L&sung vorliegt und rdumlich vom
Quencherfarbstoff getrennt ist. Der Anstieg der Fluoreszenz ist direkt proportional zur Menge
an entstandenem Produkt, da die Taq DNA-Polymerase nur Sonden spaltet, die spezifisch an

das Template gebunden sind und nicht die, die frei in der Losung vorliegen.
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Bild 1.11: Prinzip der Real-Time PCR
(nach PE Applied Biosystems; Beschreibung siehe Text)
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Quantitative Auswertung (Bild 1.12)

Nach beendeter PCR-Reaktion setzt man einen Schwellenwert fiir die Fluoreszenz fest und
bestimmt fiir jede Probe die Anzahl der Zyklen, bei der dieser Schwellenwert erreicht ist.
Diese Werte bezeichnet man auch als Cp-Werte (cycle threshold). Eine Probe mit einem
hoheren Cr-Wert hatte eine niedrigere Ausgangskonzentration an zu amplifizierender cDNA,
da mehr Zyklen benétigt wurden, um den Fluoreszenzschwellenwert zu erreichen. Eine Probe
mit einem niedrigeren Cr-Wert entsprechend eine héhere. Zur quantitativen Auswertung und
zum Vergleich zweier Proben wird die Differenz der Cr-Werte gebildet (ACr-Wert). Da in
jedem PCR-Zyklus eine Verdopplung stattfindet, betrdgt der Unterschied zwischen zwei

Proben 24¢T.

Fluoreszenzintensitét
A

Schwellenwert

» Zyklen
Cr Cp

Bild 1.12: Quantifizierung der Real-Time PCR
(Beschreibung sieche Text)



2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 DIE ISOLIERT PERFUNDIERTE RATTENLEBER

2.1.1 TIERE

Mainnliche Sprague-Dawley Ratten wurden von der Charles River Wiga GmbH (Sulzfeld)
bezogen. Fiir die isolierte Perfusion wurden Ratten mit einem Gewicht von
200-300 g verwendet, die in einem temperatur- und feuchtigkeitsregulierten Raum mit einem
konstanten 12 h Licht-Dunkel-Zyklus gehalten wurden. Sie hatten freien Zugang zu Wasser
und Futter (Ssniff-Diit, Ssniff Spezialdidten GmbH, Soest). Die Haltung der Tiere wurde vom

Stadtischen Veterinaramt Minchen tiberwacht.

2.1.2 LOSUNGEN

Krebs-Henseleit Puffer (KH-Puffer) pH 7.4

NaCl 118 mM
KCl1 4,8 mM
KH,PO, 1,2 mM
MgSO, x 7 H,O 1,2 mM
NaHCO; 25 mM
CaCl, 1,5 mM

2.1.3 DURCHFUHRUNG

Die isolierten Leberperfusionen fiir das Modell der kalten Ischdmie und Reperfusion wurden
von Herrn Dr. T. Gerwig, Department Pharmazie, Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen
(Gerwig, 2002) durchgefiihrt.

Die isolierten Leberperfusionen fiir das Modell der warmen Ischdmie und Reperfusion nahm
Herr Dr. C. Miiller, Department Pharmazie, Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen
(Miiller, 2002) vor.

Fiir beide Modelle wurden die Tiere zundchst mit Narcoren® (Merial, Hallbergmoos,
50 mg/kg Korpergewicht, intraperitoneal) anisthesiert. AnschlieBend wurde nach Offnen des
Bauchraums und Freilegung der Leber die Portalvene kaniiliert und die Leber mit einer

hdamoglobin- und albuminfreien, bicarbonat-gepufferten KH-Losung pH 7,4 (37°C, begast mit
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95% O, und 5% CO,, Linde, UnterschleiBheim) nicht-rezirkulierend 30 min lang perfundiert.

Der Abfluss des Perfusats erfolgte iiber die untere Hohlvene.

2.1.3.1 Kalte Ischimie und Reperfusion

Das Modell der kalten Ischdmie und Reperfusion wurde im Klinikum GroBhadern der
Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen etabliert (Gerbes et al., 1998).

Nach 30 min Perfusion wurden die Lebern 1 min mit 30 ml kalter (4°C) University of
Wisconsin (UW) Ldsung (Viaspan®, DuPont Pharma GmbH, Bad Homburg) durchspiilt. Die
Organe wurden anschlieBend 24 h in 100 ml UW-Losung bei 4°C gelagert. Nach dieser
Ischdmiephase wurden die Lebern mit KH-Puffer 2 h lang reperfundiert. Die ersten Milliliter
an Eluat, die nach der Ischdmie aus der Leber ausgespiilt wurden, wurden fiir den Nachweis
von Matrix Metalloproteinasen (siehe 2.12) gesammelt.

Die Organe wurden mit unterschiedlichen Substanzen, die dem KH-Puffer von der
10.-30. Minute der Perfusion und z.T. auch der Konservierungslosung zugesetzt wurden,
vorbehandelt (siche 2.1.3.3).

Zu gegebenen Zeitpunkten (nach 30 min Anperfusion, am Ende der Ischdmie und nach
45 und 120 min Reperfusion) wurden die Lebern in fliissigem Stickstoff schockgefroren
(Bild 2.1) und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert (Herafreeze, Heraeus,
Hanau). Wenn nicht anders angegeben, wurden 4-5 voneinander unabhéngige Experimente

durchgefiihrt.

Perfusion Ischimie Reperfusion

0 10" 307 24h 45 1207
Probenentnahme: ﬁ ﬂ ﬂ ﬁ

Vorbehandlung

Bild 2.1: Experimentelle Durchfiihrung der kalten Ischimie und Reperfusion
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2.1.3.2 Warme Ischimie und Reperfusion

Die Durchfithrung der warmen Ischdmie und Reperfusion erfolgte nach Bilzer et al., 1994.
Nach 30 min Perfusion wurden die Lebern 1 h bei 37°C gelagert. Dieser Phase der warmen
Ischdmie folgten 90 min Reperfusion mit KH-Puffer. Die Lebern wurden mit a-Liponséure,
die dem KH-Puffer von der 10.-30. Minute der Perfusion zugesetzt wurde, vorbehandelt
(siehe 2.1.3.3).

Zu gegebenen Zeitpunkten (nach 30 min Perfusion, 60 min warmer Ischidmie, 45 und 90 min
Reperfusion) wurden die Lebern wie unter 2.1.3.1 beschrieben mit fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert (Bild 2.2). Wenn nicht

anders angegeben, wurden 4-5 voneinander unabhéngige Experimente durchgefiihrt.

Perfusion Ischimie Reperfusion
) | |
|
0 107 307 60" 45" 90"

Probenentnahme: ﬂ ﬂ ﬁ ﬂ

% Vorbehandlung mit o-Liponsiiure

Bild 2.2: Experimentelle Durchfiihrung der warmen Ischimie und Reperfusion

2.1.3.3 Vorbehandlung der Organe

Kalte Ischimie und Reperfusion

Zur Vorbehandlung der Organe wurden ANP, 8-Br-cGMP und der Himoxygenase-1 (HO-1)
Inhibitor Zinnprotoporphyrin (SnPP) in einem entsprechenden Losungsmittel aufgeldst und
iiber Perfusor® Spritzen (Braun Melsungen AG, Melsungen) von der 10.-30. Minute der
Perfusion in den in Tabelle 2.1 angegebenen Konzentrationen dem KH-Puffer zugesetzt.
ANP und 8-Br-cGMP wurden in der gleichen Konzentration auch der Konservierungslosung

fiir die Ischdmie zugesetzt.
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Tabelle 2.1: Substanzen zur Vorbehandlung der Rattenlebern

Substanzen Firma Endkonzentration Losungsmittel
ratANP 99-126 Calbiochem 200 nM 0,9% (m/V) NaCl
8-Br-cGMP Sigma 50 uM H,O
SnPP Alexis Biochemicals 1 uM 2,4 mg SnPP in 5 ml
0,1 N NaOH + 5 ml KH-
Puffer pH 7,4

Warme Ischimie und Reperfusion

Zur Vorbehandlung der Organe wurde razemische o-Liponsdure (ASTA Medica,
Frankfurt/Main) in KH-Puffer aufgelost und wie beim Modell der kalten Ischdmie und
Reperfusion von der 10.-30. Minute der Perfusionslosung zugesetzt (Endkonzentration:

50 uM).

2.1.3.4 Depletion der Kupfferzellen

Um Aussagen liber die zelluldre Lokalisation einiger Effekte von ANP machen zu konnen,
wurden zum einen Versuche an isolierten Rattenhepatozyten (siehe 2.3) durchgefiihrt, zum
anderen wurden die Kupfferzellen, die Makrophagen der Leber, in den Tieren depletiert und
die Lebern anschliefend in An- und Abwesenheit von ANP (200 nM) wie unter 2.1.3.1
beschrieben 30 min mit KH-Puffer perfundiert. Die Organe wurden fiir die weiteren Versuche
verwendet, um eine Beteiligung von Kupfferzellen an den ANP-Effekten zu untersuchen.

Die Depletion der Kupfferzellen wurde von Herrn Dr. T. Gerwig und Frau S. Kulhanek-
Heinze, Department Pharmazie, Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen durchgefiihrt.

Die angewendete Methode beruht auf einer durch Clodronat-haltige Liposomen mediierten
Depletion von Makrophagen (Van Rooijen und Sanders, 1994). Clodronat (Cl,MBP, Roche
Diagnostics, Mannheim) ist ein anionisches Biphosphonat, welches in den Zellen Apoptose
auslosen kann. Der Mechanismus beruht wahrscheinlich auf einer Depletion von
intrazelluldrem Eisen (Van Rooijen, 1993; Monkkdnen und Heath, 1993) oder einem direkten
Eingriff in den ATP-Metabolismus (Van Rooijen, 1993). Um Clodronat gezielt in
Kupfferzellen anreichern zu koénnen, wurden den Tieren unter Ether-Narkose Clodronat-
haltige Liposomen in die Schwanzvene injiziert. Diese Liposomen bestehen aus mehreren
konzentrischen Phospholipidbilayer-Schichten, zwischen denen sich jeweils eine wéssrige
Phase mit gelostem CI,MBP befindet. Sie wurden von Herrn Nico Van Rooijen (Department

fiir Zellbiologie der Medizinischen Fakultit, Freie Universitit Amsterdam, Niederlande)
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hergestellt. Nach intravendser Applikation werden sie von Kupfferzellen phagozytiert. In der
Kupfferzelle bauen dann lysosomale Phospholipasen die Phospholipidbilayer-Schichten ab,
so dass es zu einer Freisetzung von Cl,MBP kommt und die Zellen in der Folge apoptotisch
sterben. Da CI,MBP die Zellmembran nur schwer passieren kann, werden gezielt
Kupfferzellen depletiert. 48 h nach der Gabe der Clodronat-haltigen Liposomen wurde die
Perfusion (30 min, in An- und Abwesenheit von 200 nM ANP) wie unter 2.1.3.1 beschrieben
vorgenommen. In der Kontroll- sowie in der mit ANP prikonditionierten Gruppe wurde je
fiinf Tieren 900 pl der Liposomen in die Schwanzvene injiziert, 5 Tiere erhielten stattdessen
eine Injektion von 900 pl 0,9% (m/V) NaCl.

Das Ausmal} der Depletion wurde immunhistologisch durch Bestimmung der Anzahl ED-2
positiver Zellen mit einem gegen ED-2 der Ratte gerichteten Antikérper (mouse anti-rat
CD163, Serotec GmbH, Diisseldorf) von Herrn Dr. H. MeiBner (Institut fiir Pathologie,
Klinikum Innenstadt der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen) untersucht. ED-2 ist ein
spezifisches Oberflichenantigen auf adulten Kupfferzellen. Fiir weitere Versuche wurden nur

die Lebern verwendet, bei denen mindestens 80% der Kupfferzellen depletiert waren.

2.2 DAS TIERMODELL FUR DIE ISCHAMISCHE PRAKONDITIONIE-
RUNG

2.2.1 TIERE

Die fiir die Experimente verwendeten Tiere stammen aus einer Versuchsreihe von Herrn PD
Dr. M. Bilzer (Medizinische Klinik II, Klinikum GroBhadern, Ludwig-Maximilians-
Universitdt Miinchen), bei der Unterschiede im Signaltransduktionsweg der Ischdmischen
Prakonditionierung zwischen Fettlebern und normalen Lebern untersucht werden sollten. Als
Modell fiir Fettlebern wurden homozygote Zucker-Ratten eingesetzt. Diesen Ratten fehlt der
zerebrale Leptin-Rezeptor und die Tiere entwickeln daher bis zu einem Alter von 8 Wochen
durch vermehrte Nahrungsaufnahme und verringerten Energieverbrauch Fettleibigkeit und
eine Fettleber. Heterozygote Zucker-Ratten sind dagegen normalgewichtig und dienen als
Kontrolltiere. Fiir die Versuche zur Regulation von Eisenregulierenden Proteinen und Ferritin
wurden 8 Wochen alte, minnliche, heterozygote Zucker-Ratten mit einem Gewicht von
240-260 g verwendet. Sie wurden von der Charles River Wiga GmbH (Sulzfeld) bezogen und
in einem temperatur- und feuchtigkeitsregulierten Raum mit einem konstanten 12 h Licht-

Dunkel-Zyklus mit freiem Zugang zu Wasser und Futter (Ssniff-Didt, Ssniff Spezialdidten
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GmbH, Soest) gehalten. Die Haltung der Tiere wurde vom Stddtischen Veterindramt

Miinchen liberwacht.

2.2.2 DURCHFUHRUNG

Die Operation der Tiere mit anschlieBender Ischdmischer Pridkonditionierung wurde von
Herrn T. Priifer, Chirurgische Klinik und Poliklinik, Klinikum GroBhadern, Ludwig-
Maximilians-Universitidt Miinchen, durchgefiihrt.

12 h vor dem operativen Eingriff erhielten die Tiere keine Nahrung mehr, sie hatten jedoch
noch freien Zugang zu Wasser.

Die Tiere wurden zundchst mit Ether in einem Glas-Ethertopf unter stindiger Kontrolle der
Vitalfunktionen narkotisiert und anschlieBend auf einer Operationsplatte mit integriertem
Heizteil in Riickenlage an den Extremitdten fixiert. Die Narkose wurde wihrend der
Operation durch eine Atemmaske, die mit einer Ether-getrdnkten Kompresse bestlickt war,
aufrechterhalten. Die Korperkerntemperatur wurde durch eine rektal eingefiihrte
Thermosonde, die an das Warmeaggregat der Heizplatte angeschlossen war, zwischen 36,5°C
und 37,5°C gehalten. Nach Rasur des Bauchfells und Desinfektion mit Ethanol 70% (V/V)
wurde der Bauchraum gedffnet und die Leber freigelegt. Zur Vermeidung einer portalen
Hypertension mit Kongestion im mesenterialen Strombett und nachfolgender systemischer
Hypotension wurde das Modell der partiellen Ischimie gewéhlt (Kawano et al., 1989). Zur
Induktion der Ischimie wurden selektiv Aste der Pfortader und der Arterien, die die Segmente
I, III, IV, V (mittlerer Leberlappen) und VIII (linker Leberlappen) versorgen, mit
mikrovaskulidren Geféaliclips reversibel okkludiert.

Fir die Ischiamische Prékonditionierung wurden die Lebern 10 min von der
Sauerstoffversorgung abgetrennt. Die nachfolgende Reperfusion, die durch Entfernung der
Gefiliclips eingeleitet wurde, dauerte ebenfalls 10 min. Die Tiere der Kontrollgruppe wurden
wie oben beschrieben operiert, allerdings nicht ischdmisch priakonditioniert, sondern 20 min
auf dem Operationstisch liegen gelassen. Nach der Reperfusionsphase bzw. nach der
simulierten Ischdmischen Prékonditionierung in der Kontrolle erfolgte eine Resekion des
mittleren Leberlappens. AnschlieBend wurden die Gefdlle in beiden Gruppen erneut fiir
60 min okkludiert. Nach dieser Ischimiephase wurde der linke Leberlappen entnommen
(Bild 2.3). Beide Leberlappen wurden in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur
weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert (Herafreeze, Heraeus, Hanau). Es wurden jeweils

5-6 voneinander unabhéngige Experimente durchgefiihrt.
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Ischimische Prikonditionierung

10" Ischiimie = 10° Reperfusion 1 h Ischimie
Resektion mittlerer Resektion linker
Leberlappen Leberlappen

Bild 2.3: Modell der Ischimischen Prikonditionierung

2.3 ZELLKULTUR

2.3.1 TIERE

Es wurden die gleichen Tiere wie unter 2.1.1 beschrieben verwendet.

2.3.2 LOSUNGEN

Material:

Collagenase H (Roche Diagnostics, Mannheim)

Percoll™ (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden)

Insulin (Insuman Rapid®, AG Hoechst Pharma Frankfurt, Frankfurt/Main)
Medium199, Dexamethason, Penicillin G, Streptomycin (PAN Biotech, Aidenbach)

Alle Losungen wurden mit destilliertem Wasser hergestellt und anschlieend 15 min bei 2 bar

und 121°C autoklaviert oder sterilfiltriert.

Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung (PBS)

Na,HPO, 1,48 g
KH,PO, 043 ¢g
NaCl 72¢g
H,O ad 1000 ml

pH-Wert 7,4 einstellen
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Losung A
NaCl

NaHCO;

KCl1

MgCl, x 6 H,O
NaH,PO,
Na,S0,
HEPES

EGTA

Losung B
NaCl

NaHCO;

KC1

MgCl, x 6 HO
NaH,PO,
Na,SO,
HEPES

EGTA

CaCl, x 2 H,O
Collagenase H

pH-Wert 7,5 einstellen

Percoll ™ Gradient

NaCl

NaH2P04 X2 HzO

KCl
KH,PO,
MgCl, x 6 H,O

Percoll™ Losung

115 mM
25 mM
5,9 mM
1,18 mM
1,23 mM
1,2 mM
20 mM
0,5 mM

115 mM

25 mM

5,9 mM

1,18 mM
1,23 mM

1,2 mM

20 mM

0,5 mM

2,5 mM
0,05% (V/V)

136 mM
10,2 mM
2,68 mM
1,46 mM

0,5 mM

50% (V/V)

Hank's balanced salt solution (HBSS)

CaClz X2 Hzo
KCl1
MeCl, x 6 H,O

MgSO4 x 7 HZO

0,95 mM

5,3 mM
0,49 mM
0,41 mM
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NaCl 136,75 mM
NaH,PO, x 2 H,O 0,34 mM
HEPES 20 mM

pH-Wert 7,35 einstellen

Medium199, versetzt mit:

Glukose 8,3 mM
Glutamin 2 mM
Dexamethason 2,5 pg/ml
Penicillin G 100 U/ml
Streptomycin 100 pg/ml
BSA 50 pg/ml
Insulin 125 U/l
HEPES 10 mM

Zugabe von 5% (V/V) Fotalem Kélberserum (FKS) fiir 4h Vorkultivierung

Trypan Blau Lésung

Trypan Blau 0,08 g
NaCl 0,03 ¢
H,O ad 20 ml

2.3.3 KULTIVIERUNG

Die Zellen wurden in einem Brutschrank (Heracell, Heracus, Hanau) bei 37°C, 90%

Luftfeuchtigkeit und 5% CO, kultiviert.

2.3.4 ISOLIERUNG PRIMARER HEPATOZYTEN

Die Isolierung primérer Rattenhepatozyten wurde von Herrn Dr. T. Gerwig (Gerwig, 2002)
und Frau S. Kulhanek-Heinze, Department Pharmazie, Ludwig-Maximilians-Universitit
Miinchen durchgefiihrt.

Bei der verwendeten Methode (Seglen, 1973; Immenschuh et al., 1998; de Groot und Brecht,
1991) wurde zundchst die extrazelluldire Matrix des Lebergewebes verdaut. Durch
anschlieBende  Percoll™  Dichtegradientenzentrifugation wurde eine Zellsuspension
gewonnen. Die Abtrennung der Hepatozyten erfolgte aufgrund ihrer im Vergleich zu anderen

Leberzellen sehr hohen Dichte durch Zentrifugation bei niedriger Umdrehungszahl.
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Alle bendtigten Instrumente wurden vor Gebrauch autoklaviert oder hitzesterilisiert, um die
Moglichkeit einer Kontamination zu verringern.

Die Tiere wurden zunichst durch eine intraperitoneale Injektion von Narcoren® (50 mg/kg
Korpergewicht) anésthesiert und der Bauchraum nach Desinfektion mit Ethanol 70% (V/V)
gedftnet. Die Portalvene wurde kaniiliert und mit Losung A (37°C, begast mit 95% O, und
5% CO;y, Linde, UnterschleiBheim) perfundiert. Der Abfluss des Perfusats erfolgte iiber die
untere Hohlvene. Die Leber wurde bis zur Blutleere 4-7 min lang mit Losung A durchgespiilt.
Danach wurde mit Losung B, die Collagenase H enthilt, weiter perfundiert, wobei kurz zuvor
die Kaniile der unteren Hohlvene mit der Kaniile der Portalvene verbunden wurde, um eine
rezirkulierende Perfusion zu gewéhrleisten.

Nach weiteren 6-8 min wurde die verdaute Leber operativ entfernt und in eine Petrischale mit
Losung B gelegt. Alle weiteren Arbeitsschritte wurden nun in einem Laminar Air Flow
(Herasafe, Heracus, Hanau) durchgefiihrt. Die Leber wurde vorsichtig mit einem kleinen
Loffel ausgekratzt. Die so gewonnene Zellsuspension wurde durch ein Falcon Zellsieb
(100 um, BD Labware, Bedford, MA, USA) gefiltert und 10 min zur Sedimentation stehen
gelassen. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellsupension in einem neuen 50 ml
Zentrifugationsrohrchen auf 50% (V/V) Percoll™ Lésung geschichtet. Nach Zentrifugation
bei 650 x g fiir 10 min bei 4°C wurde der Uberstand verworfen und das verbleibende Pellet in
Losung B resuspendiert. Die Zellzahl und die Vitalitit der Zellen wurde mit einer Neubauer
Zéhlkammer bestimmt. Als MaB fiir die Vitalitdt wurde die Zahl toter Zellen durch Zugabe
von Trypan Blau Losung bestimmt (500 pl Trypan Blau Losung, 450 pl Losung B, 50 pl
Zellsuspension). Die Hepatozyten wurden in einer Konzentration von 10° Zellen/ml in mit
Collagen R beschichteten (0,2 mg/ml, Serva, Heidelberg) 6-Loch-Zellkulturplatten (Peske,
Aindling-Pichl) kultiviert. Die Zellen wurden in 1,5 ml Medium199 mit Fotalem Kélberserum
(FKS) ausgesit. Nach 4 h Inkubation wurden die Zellen zweimal mit HBSS gewaschen und
anschlieBend Medium199 ohne FKS zugegeben.

Die Zellen wurden 48 h spéter fiir die Experimente verwendet. Dabei wurde das Medium
nach 24 h und nach 36 h gewechselt. Nach entsprechender Behandlung wurden die Zellen

zweimal mit PBS gewaschen und bei -80°C eingefroren.
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2.4 BAKTERIEN

2.4.1 EINGESETZTER STAMM

Zur Amplifizierung des Plasmids fiir den RNA Electrophoretic Mobility Shift Assay
(siche 2.6) wurde der Bakterienstamm Escherichia coli (E. coli) DH5a™ (Gibco/Invitrogen,

Karlsruhe) verwendet.

2.4.2 NAHRMEDIEN UND ANTIBIOTIKA

Die Kultivierung der Bakterien erfolgte in LB-Medium pH 7,5. Bei der Herstellung
kompetenter Bakterienzellen (siehe 2.6.3.1) wurden die Bakterien in SOB-Medium pH 7,0
hochgezogen. Beide Medien wurden vor Gebrauch 15 min bei 2 bar und 121°C autoklaviert.

LB Broth Base, Trypton und Hefeextrakt wurden von Gibco/Invitrogen, Karlsruhe bezogen.

LB-Medium pH 7.5

LB Broth Base 20g
Glukose lg
H,O ad 1000 ml

pH-Wert mit NaOH auf 7,5 einstellen

SOB-Medium pH 7.0

Trypton 20g
Hefeextrakt S5g
NaCl 0,58 g
1 M KCI 0,5 ml
1 M MgCl, 10 ml
1 M MgSO, 10 ml

pH-Wert mit NaOH auf 7,0 einstellen

Die Selektion erfolgreich transformierter Bakterien erfolgte durch Zusatz von Ampicillin
(in 70% (V/V) Ethanol gel6st, Endkonzentration 100 pg/pul) zum Medium. Das Ampicillin
wurde jeweils bei Bedarf frisch zugesetzt. Nur die Bakterien, die das Plasmid aufgenommen

haben, sind fdhig, B-Lactamase zu bilden, ein Enzym, welches den B-Lactam-Ring von
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Ampicillin spaltet und somit Resistenz gegen B-Lactamantibiotika wie z.B. Ampicillin
verleiht.

Die Selektion einzelner Klone der transformierten Bakterien erfolgte auf ampicillinhaltigen
LB-Agarplatten. Diese wurden wie folgt hergestellt: 32 g LB Agar (Gibco/Invitrogen,
Karlsruhe) und 1 g Glukose wurden in 1 1 destilliertem Wasser aufgelost, 15 min bei 2 bar
und 121°C autoklaviert und anschlieBend auf ca. 50°C abgekiihlt. Nach Zusatz von
Ampicillin in einer Konzentration von 100 pg/pul wurde die Losung in Petrischalen

(2 100 mm, Peske, Aindling-Pichl) gegossen und nach dem Erkalten bei 4°C gelagert.

2.4.3 KULTIVIERUNG

E. coli wurden unter aeroben Bedingungen in 15 ml Falcon Tubes (Peske, Aindling-Pichl)
oder in 100 ml Erlenmeyer Kolben unter kréiftigem Schiitteln (300 rpm) in einem Unihood
550 Inkubator (Uniequip, Martinsried) bei 37°C kultiviert.

Zur Kurzzeitlagerung wurden die LB-Agarplatten mit den Bakterienkolonien bei 4°C

gelagert.

2.5 VEKTOREN

2.5.1 VERWENDETE PLASMIDE

Zur Herstellung einer [o’’P]-markierten IRE-Probe fir den RNA Electrophoretic
Mobility Shift Assay wurde wie unter 2.6.4 beschrieben das Plasmid I-12.CAT
(Pantopoulos und Hentze, 1995), das uns freundlicherweise von Herrn Dr. S. Miiller,
Universitit Heidelberg, zur Verfiigung gestellt wurde, in vitro transkribiert. Dieses Plasmid
besteht aus dem pGEM®3Zf-Vektor (3197 bp) mit einem etwa 830 bp langen Insert, welches
sich aus einer IRE- (Iron Responsive Element) (26 bp) und einer fiir Chloramphenicol-
Acetyltransferase (CAT) codierenden Sequenz zusammensetzt. Die CAT-Sequenz war fiir
unsere Versuche nicht von Bedeutung. Sie wird z.B. beim Reportergen-Assay zur
Untersuchung der Transkriptionsaktivitit von vorangeschalteten Promotoren bendtigt. Das
Plasmid enthilt auBerdem eine fiir B-Lactamase codierende Region, was eine Selektion in
ampicillinhaltigem Medium ermdoglichte. Durch Restriktionsverdau mit Xba I (MBI Fer-

mentas, St. Leon Roth) wurde das Plasmid linearisiert. Bei anschlieBender in vitro
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Transkription mit T7 RNA-Polymerase (MBI Fermentas, St. Leon Roth) wurde eine antisense

Probe generiert.

2.6 RNA ELECTROPHORETIC MOBILITY SHIFT ASSAY

Die Bindungsaktivitit des Iron Regulatory Protein-1 (IRP-1) an das Iron Responsive Element
wurde mittels RNA Electrophoretic Mobility Shift Assay (REMSA) untersucht. Bei dieser
Methode werden zundchst aus den zu untersuchenden Lebern bzw. Hepatozyten
zytoplasmatische Extrakte bereitet, die das im Zytosol vorliegende IRP-1 enthalten.
AnschlieBend werden diese Proteinextrakte mit einer [o’?P]-markierten IRE-Probe, die im
Uberschuss  zugegeben wird, inkubiert. Danach erfolgt eine gelelektrophoretische
Auftrennung. Die freien, nichtgebundenen IRE-Proben wandern im elektrischen Feld
aufgrund ihrer kleineren GroBe schneller als die, an die IRP-1 gebunden ist. Die RNA-
Proteinkomplexe konnen durch Autoradiographie und Auswertung am Phosphoimager als
Banden sichtbar gemacht werden. Die Stirke der Bande gibt Aufschluss tiber die Stirke der
Bindungsaktivitét.

2.6.1 PROBENVORBEREITUNG

2.6.1.1 Losungen

Zytoplasmatischer Lysepuffer pH 7.4

Triton X-100 1% (V/V)
KCl 40 mM
Tris-HCI 25 mM

pH-Wert 7,4 einstellen

Kurz vor Gebrauch wurde dem Lysepuffer der Protease-Inhibitor PMSF (geldst in
Isopropanol, Endkonzentration 0,1 mM) und der Protease-Inhibitor Mix Complete® (Roche

Diagnostics, Mannheim) nach Angaben des Herstellers zugesetzt.

2.6.1.2 Herstellung zytoplasmatischer Extrakte aus Rattenlebern

Alle Arbeitsschritte wurden in einem Kiihlraum bei 4°C durchgefiihrt. Die Lebern wurden
wiéhrend der Extraktherstellung auf Trockeneis gelagert. 100 mg Leber wurden mit 1 ml

eiskaltem Lysepuffer versetzt und mit einem Potter S Gerdt (Braun Biotech, Melsungen)
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homogenisiert. AnschlieBend wurden die Homogenate 2 x 10 min bei 4°C und 14000 rpm
zentrifugiert. Fiir die nachfolgende Proteinbestimmung und fiir den RNA Electrophoretic
Mobility Shift Assay wurden mit Lysepuffer hergestellte 1:10-Verdiinnungen der klaren

Uberstiande verwendet.

2.6.1.3 Herstellung zytoplasmatischer Extrakte aus Rattenhepatozyten

Die Hepatozyten wurden in 6-Loch-Zellkulturplatten in An- oder Abwesenheit von
ANP (200 nM) kultiviert, mit 200 pl Lysepuffer, dem PMSF und Complete® in den unter
2.6.1.1 angegebenen Konzentrationen zugesetzt wurde, versetzt und mit einem Zellschaber
vom Boden abgelost. Die so gewonnene Zellsuspension wurde in Reaktionsgefia3e tiberfiihrt
und mit einem Ultraschallstab (Sonopuls Homogenisator, Bandelin Electronic GmbH, Berlin)
behandelt, um die DNA zu zerkleinern und damit die Viskositit der Losung herabzusetzen.
Anschliefend wurden die Homogenate 2 x 10 min bei 4°C und 14000 rpm zentrifugiert. Fiir
die nachfolgende Proteinbestimmung und fiir den RNA Electrophoretic Mobility Shift Assay

wurden die unverdiinnten klaren Uberstinde verwendet.

2.6.2 MESSUNG DER PROTEINKONZENTRATION

Die Proteinkonzentration der gewonnenen zytoplasmatischen Extrakte fiir den RNA
Electrophoretic Mobility Shift Assay wurde nach der Lowry-Methode (Lowry et al., 1951)
bestimmt. Diese Methode beruht auf der Reaktion bestimmter Aminosduren eines Proteins,
hauptsdchlich Tyrosin und Tryptophan, mit einem Gemisch aus Natriummolybdat und
Natriumwolframat in Phosphorsdure, den aktiven Bestandteilen des Phenolreagenz nach
Folin-Ciocalteu. Die Aminosauren reduzieren das Gemisch aus Metallsduren, wobei eine oder
mehrere Verbindungen mit einer charakteristischen blauen Farbe entstehen. Der
Elektronentransfer auf das Metallsiuregemisch wird durch die Chelatbildung von Cu®" mit

dem Peptidriickgrat erleichtert.

2.6.2.1 Losungen

Reagenz A
Na,CO; 10 g
0,1 M NaOH ad 500 ml
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Reagenz B
Na/K tartrat 0,5¢g

CuSOy4 025¢g
H,O ad 50 ml

Reagenz 1
Alkalische Kupfer Losung: 50 Teile Reagenz A + 1 Teil Reagenz B

Reagenz 2

Verdiinntes Folin’s Reagenz: 1 Teil Folin-Ciocalteu’s Phenolreagenz + 1 Teil H,O

Reagenz 1 und Reagenz 2 wurden jeweils kurz vor Gebrauch frisch hergestellt.

2.6.2.2 Durchfiihrung

Die zu bestimmenden Proteinlésungen wurden zunichst nach Bedarf mit Wasser verdiinnt
und 200 pl dieser Verdiinnung in ein Reaktionsgefdl3 iiberfiihrt. Nach Zugabe von 1 ml
Reagenz 1 wurden die Proben gut gemischt und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurde 100 pl Reagenz 2 zugegeben, wiederum gut gemischt und die
Proteinlosungen nochmals fiir mind. 30 min stehen gelassen. Danach wurde in einem Lambda
Bio 20 Photometer (PerkinElmer Instruments, Uberlingen) die Absorption bei
500 nm gemessen. Die Proteinkonzentration wurde anhand einer Eichgerade, die mit
unterschiedlichen Verdiinnungen von BSA (Rinderserumalbumin, 0-250 pg/ml) erstellt

wurde, berechnet.

2.6.3 AMPLIFIZIERUNG EINER DNA-SONDE

Das unter 2.5.1 beschriebene Plasmid, das zur in vitro Transkription und damit zur
Generierung einer [o’*P]-markierten IRE-Probe fiir den RNA Electrophoretic Mobility Shift
Assay verwendet wurde, wurde zundchst amplifiziert. Dazu wurden kompetente E. coli
Bakterien hergestellt, welche in der Lage sind, extern zugefiihrte Plasmid-DNA aufzunehmen.
Anschliefend wurden diese kompetenten Bakterien transformiert und auf ampicillinhaltigen
LB-Agarplatten selektiert. Um zu iiberpriifen, ob die Transformation erfolgreich war, wurde
die eingebrachte Plasmid-DNA in kleinem Malstab isoliert und mittels Agarose-
Gelektrophorese identifiziert. GroBere Mengen an gereinigter Plasmid-DNA konnten

anschlieBend mit dem Qiagen® Plasmid Midi Kit gewonnen werden.
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2.6.3.1 Herstellung kompetenter Bakterienzellen

Behandlung von Bakterien mit Calciumchlorid und Rubidiumchlorid verleiht Bakterien die

Féhigkeit, Plasmid-DNA aufzunehmen, wodurch sie zu kompetenten Bakterienzellen werden.

Losungen:

Losung A

3-(N-Morpholino)propansulfonsdure (MOPS) 10 mM
Rubidiumchlorid 10 mM

pH-Wert 7,0 einstellen

Losung B

MOPS 100 mM
CaCl, 50 mM
Rubidiumchlorid 10 mM

pH-Wert 6,5 einstellen

Durchfiihrung:

E. coli DH50 wurden in 20 ml LB-Medium bei 37°C bis zu einer optischen Dichte
(OD 600,,) von 0,3 bis 0,5 kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen 5 min bei 4°C und
15000 rpm zentrifugiert und das entstandene Pellet in 1 ml eiskalter Losung A resuspendiert.
Nach Auffiillen des Volumens mit Losung A auf 10 ml wurde nochmals zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 1 ml Losung B resuspendiert. Das Volumen
wurde wiederum auf 10 ml mit Losung B aufgefiillt und die Losung 30 min auf Eis inkubiert.
Nach einer erneuten Zentrifugation und Resuspension in Losung B wurde 10% (V/V)

Glycerin zugegeben und die kompetenten Bakterien bei -80°C gelagert.

2.6.3.2 Transformation

Die Transformation von E. coli, also die Aufnahme von externer DNA in Bakterienzellen,
wurde zum ersten Mal von Mandel und Higa beschrieben (Mandel und Higa, 1970).

50 ul kompetente E. coli DH50 Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und mit 15 ng Plasmid-
DNA inkubiert. Hierbei lagert sich die DNA an die Bakterien an. Die Suspension wurde dann
90 sec bei 42°C erhitzt und danach nochmals fiir 1-2 min auf Eis gestellt. Beim Hitzeschock
wandert das Plasmid ins Zellinnere. AnschlieBend wurden die Bakterien unter kréftigem

Schiitteln (300 rpm) in 2 ml LB-Medium 50 min bei 37°C kultiviert und 10 min bei
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Raumtemperatur und 4000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
verbleibende Pellet in 0,5 ml LB-Medium resuspendiert. 50 pl der Bakteriensuspension
wurden mit einem Drygalski-Spatel auf einer ampicillinhaltigen LB-Agarplatte ausplattiert
und liber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Bakterien, die erfolgreich transformiert worden
waren, konnten aufgrund ihrer neu erworbenen Ampicillinresistenz in einzelnen Kolonien

wachsen. Als Negativkontrolle wurden Bakterien ohne Plasmid eingesetzt.

2.6.3.3 Schnellisolierung der amplifizierten Plasmid-DNA

Zur Uberpriifung der Transformation wurde nun die Plasmid-DNA in kleinem Mafstab aus
den Bakterien isoliert. Die verwendete Methode beruht auf einer alkalischen Lyse der
Bakterien mit anschlieBender Ethanolprizipitation der Plasmid-DNA (Birnboim und Doly,
1979).

Zunidchst werden einzelne Kolonien, die iiber Nacht auf einer ampicillinhaltigen LB-
Agarplatte gewachsen sind, in LB-Medium vermehrt. Anschlieend werden die Bakterien mit
SDS in einer stark alkalischen Losung lysiert. SDS schliet die Phospholipide und die
Proteinbestandteile der Zellwand auf, was zu einer Lyse der Zelle fithrt. Chromosomale DNA,
Proteine und die Bestandteile der Zellwand werden durch NaOH denaturiert und schlielich
durch Zugabe eines Neutralisationspuffers, der eine hohe Konzentration an Kaliumacetat
enthilt, gefillt. Die in der Losung verbleibende Plasmid-DNA wird renaturiert und kann dann
nach Abtrennung des denaturierten Materials durch Ethanolprizipitation aus dem Uberstand

gewonnen werden.

Losungen:

Alkalischer Lysepuffer I

Glukose 50 mM
Tris-HCI 25 mM
EDTA 10 mM

pH-Wert 8,0 einstellen

AlKkalischer Lysepuffer I1
NaOH 200 mM
SDS 1% (m/V)
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AlKkalischer Lysepuffer 111
Kaliumacetat 3M

Essigsdure 5M

TE-Puffer pH 8.0

Tris-HCI 10 mM
EDTA 1 mM
pH-Wert 8,0 einstellen

Durchfiihrung:

2 ml ampicillinhaltiges LB-Medium wurden in einem sterilen 15 ml Falconr6hrchen mit einer
einzelnen Kolonie transformierter Bakterien beimpft und {iber Nacht bei 37°C unter kriftigem
Schiitteln (300 rpm) inkubiert. 0,5 ml der Ubernachtkultur wurden in ein steriles
Reaktionsgefaf3 tiberfiihrt und im Kiihlschrank bei 4°C aufbewahrt. Sie wurde spéter fiir die
Plasmidisolierung mit dem Qiagen® Plasmid Midi Kit (siehe 2.6.3.5) benétigt. Die restliche
Kultur wurde 1 min bei 14000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und das verbleibende Pellet in 100 pl Alkalischem Lysepuffer I resuspendiert. 200 pl frisch
hergestellter Alkalischer Lysepuffer II wurden zugegeben und mit der Zellsuspension durch
mehrmaliges Umdrehen vorsichtig vermischt. Nach Zugabe von 150 pl eiskaltem Alkalischen
Lysepuffer III wurde ebenfalls vorsichtig gemischt und 5 min auf Eis inkubiert. Das
Bakterienlysat wurde dann 5 min bei 14000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
in ein frisches Reaktionsgefal3 {iberfiihrt und die Plasmid-DNA durch Zugabe des doppelten
Volumens an eiskaltem Ethanol abs. und 30 min Inkubation bei -80°C gefillt. Anschlieend
konnte die Plasmid-DNA durch 10 min Zentrifugation bei 4°C und 14000 rpm abgetrennt
werden. Das Pellet wurde mit 1 ml EtOH 70% (V/V) gewaschen, im SpeedVac®
Vakuumkonzentrator (Savant SC110A, Savant Instruments, Holbrook, NY, USA) getrocknet
und in 50 pl TE-Puffer pH 8,0 geldst.

2.6.3.4 Agarose-Gelelektrophorese

Losungen:

10 x TBE-Puffer

Tris 900 mM
Borsédure 889 mM

EDTA 25 mM
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Durchfiihrung:

Die isolierte Plasmid-DNA wurde durch Agarose-Gelelektrophorese (siche 2.7.3)
identifiziert. Als Gelmatrix diente 1% (m/V) Agarose (SeaKem® LE Agarose, BioWhittaker
Molecular Applications, Rockland, ME, USA) in 1 x TBE-Puffer, der aus der Stockldsung
(10 x) hergestellt wurde. Das Gel wurde zusétzlich mit Ethidiumbromid (EtBr), einem
fluoreszierenden und in die DNA interkalierenden Farbstoff, in einer Endkonzentration von
0,5 pg/ml versetzt. Die Agaroselosung wurde nach Erwédrmen in der Mikrowelle in eine
horizontale Gelkammer (Easycast, Owl Separation Systems, Portsmouth, NH, USA)
gegossen. 10 ul der Plasmid-DNA wurden mit 4 pl kommerziell erhdltlichem Ladepuffer
(Blue/Orange 6 x Loading Dye, Promega, Heidelberg) und 6 pul H,O gemischt und bei 80 V
gelektrophoretisch (Netzanschlussgerdt: PowerPac 300, BioRad, Miinchen) aufgetrennt.
150 ng des reinen Plasmids wurden ebenfalls aufgetragen und dienten als Kontrolle. Die
Auswertung erfolgte unter UV-Licht (254 nm) an einer Kodak Image Station (Eastman Kodak
Company, Rocester, NY, USA).

2.6.3.5 Plasmidisolierung mit Qiagen® Plasmid Midi Kit

Zur Gewinnung groBerer Mengen an gereinigter Plasmid-DNA wurde der Qiagen® Plasmid
Midi Kit (Qiagen GmbH, Hilden) verwendet. Die Isolierung beruht auf einer alkalischen Lyse
(siehe 2.6.3.3), gefolgt von einer chromatographischen Aufreinigung der DNA iiber
Anionenaustauschersdulen. Wihrend die Plasmid-DNA bei niedriger Salzkonzentration und
geeignetem pH-Wert an die Sdulen bindet, konnen RNA, Proteine und andere
niedermolekulare Verunreinigungen durch Waschen der Séule abgetrennt werden. Die
Plasmid-DNA kann dann mit einem Puffer hoher Salzkonzentration von der Séule eluiert und

durch eine Prézipitation mit Isopropanol angereichert werden.

Losungen:

Puffer P1

Tris-HCl 50 mM
EDTA 10 mM
RNase A 100 pg/ml

pH 8,0
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Puffer P2
NaOH
SDS

Puffer P3
Kaliumacetat

pH 5,5

Puffer QBT
NaCl

MOPS
Isopropanol
Triton-X 100
pH 7,0

Puffer QC
NaCl

MOPS
Isopropanol

pH 7,0

Puffer QF
NaCl
Tris-HCI
Isopropanol

pH 8.5

TE-Puffer pH 8.0

Tris-HCI
EDTA

pH-Wert 8,0 einstellen

Durchfiihrung:

200 mM
1% (m/V)

3iM

750 mM

50 mM

15% (V/V)
0,15% (V/V)

M
50 mM
0,15% (V/V)

1,25 M
50 mM
15% (V/V)

10 mM
1 mM

Zundchst wurden 200 pl der im Kiihlschrank aufbewahrten Bakterienkulturen (siehe 2.6.3.3),

bei denen die Transformation erfolgreich war, in 25 ml ampicillinhaltigem LB-Medium iiber

Nacht bei 37°C unter kréftigem Schiitteln (300 rpm) inkubiert und anschlieSend bei 6000 x g
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und 4°C 15 min zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 4 ml Puffer P1 resuspendiert.
Nach Zugabe von 4 ml Puffer P2 wurde die Bakteriensuspension durch mehrmaliges
Umdrehen vorsichtig gemischt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden 4 ml
eiskalter Puffer P3 zugegeben, wiederum sofort vorsichtig gemischt, der Ansatz in eine
QIAfilter Spritze gegeben und fiir 10 min bei Raumtemperatur stehengelassen. Nach der
Inkubation wurde die Probe auf eine mit 4 ml Puffer QBT equilibrierte Qiagensiule (Qiagen-
tip 100) gespritzt. Die Sdule wurde mit 2 x 10 ml Puffer QC gewaschen, bevor die Plasmid-
DNA mit 5 ml Puffer QF eluiert wurde. Durch Mischen der eluierten DNA mit 3,5 ml
Isopropanol und 30 min Zentrifugation bei 4°C und 15000 x g wurde die Plasmid-DNA
préazipitiert. Das Pellet wurde mit 2 ml EtOH 70% (V/V) gewaschen, anschlielend an der Luft
getrocknet und in 100 pl TE-Puffer pH 8,0 aufgenommen. Die Konzentration an DNA wurde

wie unter 2.7.2 beschrieben bestimmt.

2.6.4 IN VITRO TRANSKRIPTION MIT RADIOAKTIV-MARKIERTEN
NUKLEOTIDEN

Die Herstellung einer [o’”P]-markierten IRE-Probe fiir den RNA Electrophoretic Mobility
Shift Assay (REMSA) erfolgte durch in vitro Transkription des Plasmids [-12.CAT (siche
2.5.1). Das Plasmid wurde dazu durch Verdau mit dem Restriktionsenzym Xba I linearisiert,
so dass es am 3’-Ende der einklonierten IRE-codierenden Sequenz endet. Auf diese Weise
wird die gezielte Transkription der gewiinschten Sequenz ermoglicht und die Bildung sehr
langer Transkripte durch die fiir die Transkription verwendete T7 RNA-Polymerase
vermieden und es kann eine radioaktiv-markierte RNA-Probe synthetisiert werden. Das
Plasmid, das als DNA Matrize dient, und nicht eingebaute Nukleotide miissen anschlieBend

entfernt werden, um eine optimale Sensitivitit des REMSA zu gewéhrleisten.

2.6.4.1 Restriktionsverdau

Das Plasmid I-12.CAT wurde mit Xba I (MBI Fermentas, St. Leon Roth) im dazugehorigen
Puffer Y*/Tango™ (MBI Fermentas, St. Leon Roth) verdaut.

Reaktionsansatz:

Plasmid-DNA 20 pg
Xba I 4 ul
Puffer Y/Tango™ 4 ul

H,0 ad 40 pl
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Der Reaktionsansatz wurde auf Eis zusammenpipettiert, gemischt und 1 h bei 37°C inkubiert.
Um zu {iberpriifen, ob das Plasmid erfolgreich und vollstindig geschnitten wurde, wurde eine
Agarose-Gelelektrophorese (siehe 2.7.3.2) durchgefiihrt (5 pl aus Restriktionsverdau, 3 pl
Ladepuffer, 10 ul H,O). Als GroBenstandard wurde ein kommerziell erhéltlicher Marker
(Gene Ruler™ 1 kb DNA Ladder, MBI Fermentas, St. Leon Roth) eingesetzt (3 ul Marker,
3ul Ladepuffer, 12 ul H,O).

2.6.4.2 Aufreinigung der Plasmid-DNA

Nach dem Restriktionsverdau erfolgte eine Aufreinigung des Plasmids durch eine Phenol-
Chloroform-Isoamylalkoholextraktion. Dies ist eine Standardmethode zur Entfernung von
Proteinen (z.B. Restriktionsenzymen) aus Nukleinsdurelosungen. Da Phenol ein guter
Wasserstoftbriickenbildner ist und gleichzeitig hydrophobe Wechselwirkungen mit
Aminosdure-Seitenketten ausbilden kann, kann es Protein-Nukleinsdure-Komplexe
dissoziieren, die Proteine werden denaturiert und reichern sich in der Phenolphase an. In der
Praxis benutzt man ein spezielles Gemisch aus 25 Teilen Phenol, 24 Teilen Chloroform und
1 Teil Isoamylalkohol. Chloroform denaturiert die Proteine, wéihrend Isoamylalkohol das

Schidumen und das Ausbilden einer intensiven Interphase verhindert.

Durchfiihrung:

Zum Restriktionsansatz wurde nach abgeschlossenem Verdau ein gleicher Volumenteil einer
Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol-Mischung (Sigma, Taufkirchen) zugesetzt. Es wurde bis
zur Bildung einer Emulsion gevortext und anschliefend 5 min bei Raumtemperatur und
14000 rpm zentrifugiert. Die obere, wissrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefdl3
tiberfiihrt und die Extraktion noch zweimal wie oben beschrieben wiederholt. Dann wurde
dreimal mit Chloroform allein extrahiert. Nach Zugabe von 1/10 des Volumens an 5 M NaCl-
Losung und des 2,5fachen Volumens an eiskaltem Ethanol abs. wurde der Ansatz 30 min bei
-80°C inkubiert. Die aufgereinigte Plasmid-DNA wurde auf diese Weise gefillt und konnte
durch die folgende Zentrifugation (10 min, 4°C und 14000 rpm) abgetrennt werden. Das
Pellet wurde zweimal mit EtOH 70% (V/V) gewaschen, 5 min im SpeedVac®
Vakuumkonzentrator (Savant SC110A, Savant Instruments, Holbrook, NY, USA) getrocknet

und in 10 pl H,O aufgenommen.
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2.6.4.3 Synthese einer radioaktiv-markierten cRNA

Die in vitro Transkription fiir die Synthese einer [a’**P]-markierten IRE-Probe wurde mit dem
RNA Transcription Kit (Stratagene, Heidelberg), der T7 RNA-Polymerase (MBI Fermentas,
St. Leon Roth) und [a32P]UTP (3000 Ci/mmol, Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala,
Schweden) durchgefiihrt. Als RNase-Inhibitor wurde RNasin 40 U/ul (Promega, Heidelberg)

verwendet. Der 5 x Transkriptionspuffer wurde von MBI Fermentas, Heidelberg bezogen.

Reaktionsansatz:

Plasmid [-12.CAT 2 ug
10 mM A/C/GTP 2 ul
ImM UTP 2 ul
[a**P]JUTP 3000 Ci/mmol 3l
0,75 M DTT 0,8 ul
RNasin 40 U/pl 0,75 ul
5 x Transkriptionspuffer 4 ul
T7 RNA-Polymerase 20 U/pul 1 ul
RNase-freies H,O ad 20 ul

Der Reaktionsansatz wurde auf Eis pipettiert und 1 h bei 37°C inkubiert.

2.6.4.4 DNase-Verdau

Nach erfolgter in vitro Transkription wurde das Plasmid durch DNase-Verdau entfernt. Dazu
wurden dem Reaktionsansatz 2 pl RQI1-DNase (Promega, Heidelberg) zugegeben und

nochmals 15 min bei 37°C inkubiert.

2.6.4.5 Aufreinigung der cRNA

Zur Abtrennung der DNase und der nicht eingebauten Nukleotide wurde der Reaktionsansatz
mit dem QIAquick® Nucleotide Removal Kit (Qiagen GmbH, Hilden) aufgereinigt. Dabei
werden speziell entwickelte Sdulen mit einer Silicagel-Membran eingesetzt. Die radioaktiv-
markierte RNA bindet bei einer hohen Salzkonzentration und einem pH-Wert < 7,5 an die
Membran, wéihrend Verunreinigungen wie z.B. Salze oder Enzyme und auch die kurzen
Nukleotidbausteine nicht binden und durch mehrmaliges Waschen der Siule effizient
abgetrennt werden konnen. Die Elution der RNA erfolgt dann im Gegensatz zur Bindung bei

niedrigen Salzkonzentrationen und einem pH-Wert zwischen 7,0 und 8,5.
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Zur Anreicherung der aufgereinigten [o’*P]-markierten IRE-Probe wurde diese anschlieBend

mit Ethanol prézipitiert, gewaschen und in 20 ul TE-Puffer pH 8,0 aufgenommen.

Durchfiihrung:

Nach abgeschlossenem DNase-Verdau wurden dem Reaktionsansatz 10 Volumenteile
Puffer PN (Bindungspuffer) zugesetzt. Die Mischung wurde auf eine QIAquick® Siule, die
auf ein kleines Auffanggefd3 gesteckt worden war, pipettiert und 1 min bei 6000 rpm
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die Sdule auf ein neues Auffanggefil
gesteckt. Danach wurden 500 pl Puffer PE (Waschpuffer) zugegeben und wiederum 1 min bei
6000 rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wurde wiederum verworfen und der Waschvorgang
noch ein weiteres Mal wiederholt. AnschlieBend wurde mit einem neuen Auffanggefdl3
nochmals 1 min bei 14000 rpm zentrifugiert, um restlichen PE Puffer zu entfernen. Die
radioaktiv-markierte RNA wurde mit 100 pl Puffer EB (Elutionspuffer) durch Zentrifugation
bei

14000 rpm (1 min) in ein neues Reaktionsgefal eluiert.

Die Ethanolprizipitation erfolgte wie unter 2.6.4.2 beschrieben.

Der Einbau an radioaktivem Nukleotid wurde in einem B-Counter (Beckmann LS6500, Multi-
purpose Scintillation Counter, Beckmann Instruments, Irvine, CA, USA) bestimmt. 1 pl der
radioaktiven Probe wurden mit 5 ml Szintillisationsfliissigkeit (Rotiszint, Roth, Karlsruhe)
versetzt und vermessen. Fir den REMSA wurde die Probe auf eine Aktivitit von

25000 cpm/ul verdiinnt.

2.6.5 BINDUNGSREAKTION UND GELELEKTROPHORETISCHE AUFTRENNUNG

2.6.5.1 Losungen

Bindungspuffer

Triton X-100 1% (V/V)
KCl1 40 mM
Tris-HCI 25 mM

pH-Wert 7,4 einstellen

Ladepuffer
Bromphenolblau 0,5% (m/V)

Glycerin 80% (V/V)
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2.6.5.2 Bindungsreaktion

10 pg zytoplasmatischer Extrakt (siche 2.6.1) wurden mit Bindungspuffer auf 10 ul aufgefiillt
und mit 1 pl der [a**P]-markierten IRE-Probe (siche 2.6.4), die zuvor mit RNase-freiem H,O
auf 25000 cpm/pl verdiinnt, 2 min bei 95°C denaturiert und wieder auf Eis abgekiihlt wurde,
20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliefend wurde zur Authebung unspezifischer
Bindungen 1 pl Heparin (50 mg/ml) zugegeben und weitere 10 min inkubiert. Nach Zugabe
von 3 ul Ladepuffer wurden die Proben gelektrophoretisch aufgetrennt.

Als Positivkontrolle wurde humanes rekombinantes IRP-1 (MBI Fermentas, St.Leon Roth)
eingesetzt. Die Bindungsfahigkeit des rekombinanten IRP-1 an die [o’’P]-markierte IRE-
Probe musste vor der eigentlichen Bindungsreaktion zundchst durch Zugabe von
100 mM N-Acetyl-L-Cystein (MBI Fermentas, St. Leon Roth) voll aktiviert werden.
N-Acetyl-L-Cystein ist in der Lage, Disulfidbriicken, die die drei Cysteinreste im IRP-1
Molekiil ausbilden konnten und die die Bindungsaktivitdt an die IRE-Probe herabsetzen, zu
reduzieren. 2 pl rekombinantes IRP-1 wurden daher mit 3 pl binding buffer (50 pl 125 mM
K-HEPES pH 7,6; 40 mM Kaliumacetat; 7,5 mM MgCl,; 25% (V/V) Glycerin; MBI
Fermentas, St. Leon Roth), 4,5 ul RNase-freies HO und 1,5 pl N-Acetyl-L-Cystein gemischt
und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Darauf folgte die Bindungsreaktion mit der
radioaktiv-markierten IRE-Probe wie oben beschrieben.

Zur Uberpriifung, ob gleiche Mengen an Protein fiir den REMSA eingesetzt wurden, wurde in
das Reaktionsgefall vor Zugabe der zytoplasmatischen Extrakte und des Bindungspuffers 1 pl
verdiinnte 2-Mercaptoethanol-Losung (1:4-Verdiinnung mit Bindungspuffer) vorgelegt.
2-Mercaptoethanol kann als Reduktionsmittel wie N-Acetyl-L-Cystein die Bindungsaktivitét

von IRP-1 auf das Maximum erhéhen.

2.6.5.3 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der RNA-Proteinkomplexe erfolgte auf 0,75 mm dicken 5% nicht-
denaturierenden Polyacrylamid-Gelen in einer Mini-Gel Apparatur von BioRad (Mini Protean
I, Miinchen). Dabei handelt es sich um ein Vertikalsystem, bei dem zwei Léufe parallel
durchgefiihrt werden kénnen.

Zur Herstellung von Polyacrylamid-Gelen wurde eine Polyacrylamid/Bisacrylamid

Stammlosung (Rotiphorese Gel 30) der Firma Roth (Karlsruhe) verwendet.
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5% nicht-denaturierende Gele:

30% PAA-Losung 2,5 ml
10 x TBE 1,5ml
H,O 11 ml
TEMED (Tetramethylethylendiamin) 7,5 ul

APS (Ammoniumperoxodisulfat) 10% (m/V) 112,5 pl

Zunichst wurden die ersten drei Bestandteile gemischt und 10 min mit einer Vakuumpumpe
entgast, um anaerobe Bedingungen fiir die Polymerisation zu erhalten, dann wurden TEMED

(Vernetzer) und APS (Polymersationstarter) zugegeben.

10 x TBE

Tris 539¢
Borsidure 275¢g
Na,EDTA x 2 H,O 372 ¢g
H,O ad 500 ml

pH-Wert 8,3 einstellen

Nach abgeschlossener Polymerisation wurde vor dem Auftragen der Proben zunichst ein
Vorlauf in 1 x TBE (30 min, 90 V) durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Proben in die
Geltaschen gefiillt und ebenfalls bei 90 V ca. 1 h aufgetrennt (Netzanschlussgerit: PowerPac
300, BioRad, Miinchen).

2.6.5.4 Detektion

Die RNA-Proteinkomplexe wurden nach der Elektrophorese durch Auflegen eines Cyclone™
Storage Phosphor Screens (Canberra-Packard GmbH, Dreieich) und anschlieender
Auswertung mit Optiquant™ Software am Phosphoimager (Cyclone™ Storage Phosphor
System, Canberra-Packard GmbH, Dreieich) detektiert. Die Phosphor Screens sind auf einer
Seite mit einer diinnen Schicht aus BaFBr:Eu’" Phosphorkristallen beschichtet, die die
Energie der radioaktiven Strahlung absorbieren und diese spéter, wenn sie von rotem

Laserlicht angeregt werden, wieder als blaues Licht abgeben.
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2.7 ISOLIERUNG VON RIBONUKLEINSAUREN

Zur Priavention des Abbaus von Ribonukleinsduren durch RNasen wurden bei der Isolierung
von totaler RNA (totRNA) bestimmte Vorsichtsmanahmen zur Vermeidung der
Kontamination eingehalten. Zu Beginn der Isolierung wurden den Pradparationen RNase-
Inhibitoren wie z.B 2-Mercaptoethanol oder Guanidiniumthiocyanat zugesetzt. Alle
Arbeitsschritte wurden mit Handschuhen durchgefiihrt, Gerite hitzesterilisiert (180°C, 3 h).
und die verwendeten Losungen vor Gebrauch sterilfiltriert oder bei 2 bar und 121°C 15 min

autoklaviert.

2.7.1 EXTRAKTION VON RIBONUKLEINSAUREN

Die Extraktion von Ribonukleinsduren erfolgte zum einen mit der Guanidiniumthiocyanat-
Césiumchlorid-Methode (Chirgwin et al., 1979), zum anderen mit dem RNeasy® Mini Kit
(Qiagen GmbH, Hilden).

Bei der ersten Methode wird das Gewebe, aus dem intakte RNA isoliert werden soll, zundchst
mit Guanidiniumthiocyanat in Anwesenheit von 2-Mercaptoethanol und Natriumlauryl-
sarkosinat homogenisiert. Guanidiniumthiocyanat ist ein RNase-Inhibitor und ein starkes
Detergens, das Proteine  denaturiert. In  Gegenwart von Reduktionsmitteln
(2-Mercaptoethanol) ist es in der Lage, Disulfidbindungen zu spalten. Zusammen mit
Natriumlaurylsarkosinat verhindert es die Ausbildung hydrophober Wechselwirkungen
zwischen den Proteinen. Bei der anschlieBenden Dichtegradientenzentrifugation mit CsCl
reichert sich RNA aufgrund ihrer hohen Schwimmdichte am Boden des
Zentrifugationsrohrchens an, wihrend Proteine in der Guanidiniumthiocyanatphase
verbleiben und sich die DNA in der Interphase anreichert. Mit Hilfe dieser Methode kann sehr
reine RNA von hoher Qualitdt gewonnen werden. Einziger Nachteil ist, dass nur wenige
Proben gleichzeitig ultrazentrifugiert werden konnen, so dass der zeitliche Aufwand bei der
Isolierung mehrerer Proben sehr hoch ist. Daher erfolgte die Extraktion von
Ribonukleinsiuren spiter mit dem RNeasy® Mini Kit.

Der RNeasy® Mini Kit verwendet zur Isolierung von RNA spezielle Siulen mit einer
Silicagel-Membran, an die die RNA bei hoher Salzkonzentration binden kann. Andere
Zellbestandteile konnen durch mehrere Waschschritte effizient entfernt und die gereinigte

RNA anschlieend eluiert werden.
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2.7.1.1 Guanidiniumthiocyanat/Céisiumchlorid-Methode

Guanidiniumthiocyanat wurde von Fluka Chemie GmbH, Deisenhofen und Ciasiumchlorid

von Gibco/Invitrogen, Karlsruhe bezogen.

Losungen:

Guanidiniumthiocvanat-Losung

Guanidiniumthiocyanat 4724 g
0,1 M Tris-HCI pH 7,5 ad 100 ml
Kurz vor Gebrauch wurde 1% (V/V) 2-Mercaptoethanol zugegeben

TE-Puffer

Tris-HCI pH 7,5 10 mM
EDTA pH 8,0 1 mM
Durchfiihrung:

100 mg gefrorene Leberstiickchen wurden in 3 ml Guanidiniumthiocyanat-Losung in einem
sterilen 50 ml Zentrifugationsrdhrchen 30 sec lang mit einem Ultraturrax (Ika
Labortechnik, Staufen) auf hochster Stufe homogenisiert. Nach Zugabe von
150 ul 10% (V/V) Natriumlaurylsarcosinat-Losung (Endkonzentration 0,5%) wurde die
Mischung 5 min bei Raumtemperatur und 1500 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde dann
vorsichtig auf 1,2 ml 5,7 M Césiumchloridlésung (in 0,01 M EDTA) geschichtet und in einer
Ultrazentrifuge (Sorvall Discovery 90, Sorvall Kendro Laboratory Products GmbH,
Hamburg) 18 h bei 40000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet mit
70% (V/V) Ethanol gewaschen, bei 40°C 30 min getrocknet und in 300 pl TE-Puffer mit
0,1% (m/V) SDS geldst. Danach wurde die Losung in ein steriles Reaktionsgefa3 tiberfiihrt,
mit 30 ul 3 M Natriumacetat-Losung pH 5,2 und 750 pl eiskaltem Ethanol abs. versetzt und
30 min bei -80°C gelagert. Auf diese Weise konnte die gewonnene RNA gefillt und durch
anschlieende Zentrifugation (10 min, 4°C, 14000 rpm) abgetrennt werden. Das Pellet wurde
wiederum mit 70% (V/V) Ethanol gewaschen, an der Luft getrocknet und in

250 ul RNase-freiem H,O geldst. Die RNA wurde bei -80°C gelagert.

2.7.1.2 Extraktion mit RNeasy® Mini Kit (Qiagen)

20 mg fein pulverisiertes Lebergewebe wurden mit 600 pl Guanidiniumthiocyanat-haltigem

Puffer RLT, dem vor Gebrauch 1% 2-Mercaptoethanol zugegeben wurde, gut gemischt, auf
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eine QIAshredder-Sdule (Qiagen GmbH, Hilden) gegeben und 2 min bei 14000 rpm
zentrifugiert. Dies fiihrte zu einer gleichmdBigen Homogenisation der Proben. Zur
Abtrennung von Zellbestandteilen wurde der Durchfluss anschlieend nochmals 3 min bei
14000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde verworfen und der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefa3 iiberfiihrt. Nach Zugabe von 600 ul Ethanol 70% (V/V), der fiir optimale
Bindungsbedingungen an die Séule sorgt, wurde die Mischung auf eine RNeasy Séaule
pipettiert und 15 sec bei 10000 rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die
Sdule auf ein neues Sammelgefd gesteckt. 700 pl ethanolhaltiger Puffer RW1 wurden
zugesetzt und es wurde erneut zentrifugiert (15 sec, 10000 rpm). Danach wurde 2 x mit 500 pl
Puffer RWE gewaschen und abschlieBend zur vollstindigen Entfernung des Waschpuffers
nochmals zentrifugiert (1 min, 14000 rpm). Die RNA konnte dann mit 2 x 30 ul RNase-

freiem Wasser von der Sdule eluiert werden (1 min, 10000 rpm).

2.7.2 KONZENTRATIONSBESTIMMUNG VON NUKLEINSAURELOSUNGEN

Die Konzentration von Nukleinsdurelosungen wurde photometrisch durch Messen der
Absorption bei 260 nm (Azs) in Quarzkiivetten von 1 cm Schichtdicke bestimmt.
Doppelstrangige DNA der Konzentration 50 pg/ml und einzelstraingige RNA der
Konzentration 40 pg/ml haben bei 260 nm eine Absorption von 1. Um eine Aussage iiber die
Reinheit der Nukleinsdurelosung machen zu kdnnen, wird das Verhéltnis Ajeo/Asgp bestimmt.
Dieses sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Starke Absorptionen bei 280 nm weisen auf eine
Verunreinigung durch Proteine hin.

Wissrige DNA- und RNA-Losungen wurden in einem Lambda Bio 20 Photometer

(PerkinElmer Instruments, Uberlingen) bei 260 und 280 nm vermessen.

2.7.3 GELELEKTROPHORETISCHE AUFTRENNUNG VON RIBONUKLEINSAUREN

Agarose-Gelektrophorese ist eine Standardmethode zur Auftrennung und Reinigung von
DNA- und RNA-Fragmenten. Nukleinsduren sind aufgrund ihres Zucker-Phosphat-Riickgrats
bei allen pH-Werten negativ geladen und wandern im elektrischen Feld von der Kathode zur
Anode, wobei die kleineren Fragmente schneller wandern als die groBeren. Zur
GroBenbestimmung und zur Zuordnung von Nukleinsdurefragmenten miissen bei der
elektrophoretischen Auftrennung jeweils GroBenstandards mit aufgetragen werden. Die

Detektion der Nukleinsduren erfolgt unter UV-Licht bei 254 nm durch einen in das Gel
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polymerisierten Farbstoff (EtBr, 0,5 pg/ml), der fluoresziert und in die DNA bzw. RNA
interkaliert.

RNA muss vor der Elektrophorese linearisiert werden. Dies geschieht durch Denaturierung
mit Glyoxal-DMSO-Phosphat (GDP)-Losung. Bei der Detektion werden vor allem die beiden
Banden der ribosomalen RNA (28S und 18S) sichtbar. Das Verhiltnis der beiden Banden, das
etwa 2:1 betragen sollte, kann als MaB fiir die Integritét der RNA herangezogen werden.

2.7.3.1 Losungen

Glvoxal-DMSO-Phosphat (GDP)

6 M Glyoxal 200 ul
DMSO 595 ul
0,1 M NaH,PO, pH 7,0 117 pl
RNase-freies H,O 300 pl

Ladepuffer

Glycerin 50% (V/V)
NaH,PO, pH 7,0 0,01 M
Bromphenolblau 0,4% (m/V)

2.7.3.2 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Uberpriifung der isolierten RNA diente 1% (m/V) Agarose (SeaKem® LE Agarose,
BioWhittaker Molecular Applications, Rockland, ME, USA) in 0,01 M NaH,PO,4 pH 7,0 als
Gelmatrix. Ethidiumbromid wurde dem Gel in einer Konzentration von 0,5 pg/ml zugesetzt.
Die Elektrophorese erfolgte in einer horizontalen Kammer (Easycast, Owl Separation
Systems, Portsmouth, NH, USA).

20 pg RNA wurden in einem SpeedVac® Vakuumkonzentrator (Savant SC110A, Savant
Instruments, Holbrook, NY, USA) getrocknet, in 20 ul GDP 1 h bei 50°C denaturiert und auf
Eis gestellt. Anschlieend wurden die Proben nach Zugabe von 5 ul Ladepuffer auf das Gel
aufgetragen und in 0,01 M NaH,PO4 pH 7,0 bei 80 V 2-3 h aufgetrennt (Netzanschlussgerit:
PowerPac 300, BioRad, Miinchen). Der Elektrophoresepuffer wurde mit einer Umwalzpumpe
(Millipore, Bedford, MA, USA) wihrend der Elektrophorese stindig rezirkuliert, um die
Ausbildung eines H'-Gradienten im Elektrophoresepuffer zu vermeiden. Hohere pH-Werte

als 8,0 kdnnen die Bindung von Glyoxal an die RNA auflosen.
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Die Detektion erfolgte unter UV-Licht (254 nm) an einer Kodak Image Station (Eastman
Kodak Company, Rocester, NY, USA).

2.8 REVERSE TRANSKRIPTION-POLYMERASE KETTENREAKTION
(RT-PCR)

Die Expression von Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) wurde unter
anderem mit der Reversen Transkription-Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR) ermittelt. Mit
dieser Technik kann die mRNA-Expression eines gewiinschten Proteins semiquantitativ
bestimmt werden. RNA wird dazu zundchst durch eine Reverse Transkriptase in
komplementire DNA (cDNA) umgeschrieben, anschlieBend werden Nukleinsdurefragmente
definierter Lange und Sequenz in der Polymerase-Kettenreaktion amplifiziert. Die PCR
wurde in den 80er Jahren von Mullis et al. entwickelt (Mullis und Faloona, 1987). Die PCR-
Produkte konnen iiber eine Agarose-Gelelektrophorese und Auswertung unter UV-Licht

(254 nm) qualitativ und quantitativ bestimmt werden.

2.8.1 REVERSE TRANSKRIPTION

Fir die Reverse Transkription wurde der Reverse Transcription Kit von Promega
(Heidelberg) verwendet. Die eingesetzte virale Reverse Transkriptase stammt aus dem avidren
Myeloblastosis Virus (AMV-RT, Promega, Heidelberg).

Die fiir die RT-PCR eingesetzte totRNA wurde mit Hilfe der Guanidinium-
thiocyanat/Casiumchlorid-Methode (siehe 2.7.1.1) gewonnen.

Reaktionsansatz:

totRNA 50 pg
25 mM MgCl, 4 ul
10 x Transkriptionspuftfer 2 ul
10 mM dNTP 2 ul

RNase-Inhibitor (40 U/ul) 0,5 ul
Oligo(dT);s Primer (500 pg/ml) 1 pl
AMV-RT (20 U/ul) 0,75 pl
RNase-freies H,O ad 20 pl
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Der Reaktionsansatz wurde auf Eis pipettiert und anschlieBend 5 min bei 42°C im Wasserbad
inkubiert. Zum Beenden der Reaktion wurden die Proben danach 5 min bei 95°C gekocht und

wieder auf Eis abgekiihlt. Die cDNA wurde bei -20°C gelagert.

2.8.2 AMPLIFIZIERUNG SPEZIFISCHER CDNA TEMPLATES

Bei der Polymerase-Kettereaktion wird aus einer einzelstringigen cDNA ausgehend von
einem Startermolekiil durch eine DNA-Polymerase ein neuer DNA-Strang synthetisiert. Als
Startermolekiile werden synthetische DNA-Oligonukleotide (Primer) verwendet, die an die
Matrizen-DNA hybridisieren. Von deren 3’-Ende aus synthetisiert die DNA-Polymerase den
neuen DNA-Doppelstrang. Durch die Wahl eines gegenldufig orientierten Primerpaares kann
gezielt die DNA-Sequenz zwischen den beiden Primern vervielfiltigt werden. Das
entscheidende Prinzip der PCR ist die zyklische Wiederholung der -einzelnen
Reaktionsschritte, wobei die DNA exponentiell amplifiziert wird.

Ein PCR-Zyklus beginnt mit der thermischen Denaturierung des DNA-Doppelstrangs bei
93°C. Danach erfolgt die Primer-Hybridisierung an die einzelstrangige DNA bei 53°C. Die
anschlieBende Amplifikation des dazwischen gelegenen Sequenzabschnitts durch die DNA
Taq Polymerase wird bei 73°C durchgefiihrt. Die DNA Taq Polymerase aus Thermophilus
aquaticus ist hitzestabil und erlaubt daher die kontinuierliche Durchfithrung der PCR-Zyklen

ohne weitere Enzymzugabe.

2.8.2.1 Primer und Reaktionsbedingungen

Alle Oligonukleotide wurden von MWG Biotech (Ebersberg) bezogen.
Die Primer basieren auf der fiir die Ratte bekannten Sequenz der GAPDH mRNA
(Tso et al., 1985).

GAPDH Ratte Sense Primer:

5-TCC CTC AAG ATT GTC AGC AA-3’
GAPDH Ratte Antisense-Primer:
5'-AGA TCC ACA ACG GAT ACA TT-3°

Amplifikationsprodukt: 308 bp
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Reaktionsbedingungen:

I min 93°C

24 sec 93°C

30sec 53°C 30 Zyklen
lmin 73°C

10 min 73°C

2.8.2.2 Polymerase-Kettenreaktion

Fiir die PCR wurden 25 mM MgCl, und 10 mM dNTP aus dem Reverse Transcription Kit
von Promega verwendet. Der 10 x Thermophilic DNA-Polymerase Puffer (100 mM Tris-HCI
pH 9,0; 500 mM KCI; 1% (V/V) Triton-X 100) und die Taq DNA-Polymerase in Puffer A
(50 mM Tris-HCI pH 8,0; 100 mM NacCl; 0,1 mM EDTA; 1 mM DTT; 50% (V/V) Glycerin;
1% (V/V) Triton-X 100) wurden ebenfalls von Promega (Heidelberg) bezogen.

Reaktionsansatz:

cDNA 30 ng
1% (m/V) BSA 0,5 ul
25 mM MgCl, 6 pul
10 mM dNTP 1 ul
10 x Thermophilic DNA-Polymerase Puffer 10 pl
GAPDH Ratte Sense Primer (100 pmol/ul) 1 pl
GAPDH Ratte Antisense Primer (100 pmol/ul) 1l
Taq DNA-Polymerase in Puffer A (5 U/ul) 0,5 ul
H,0O ad 100 pl

Der Ansatz wurde auf Eis pipettiert und in einem Thermocycler (Gene Amp PCR System
9700, PE Applied Biosystems, Weiterstadt) unter den angegebenen Reaktionsbedingungen

amplifiziert.

2.8.3 AGAROSE-GELELEKTROPHORESE

Zur qualitativen und quantitativen Untersuchung der PCR-Produkte wurde eine
Elektrophorese auf einem 2,5% Agarosegel in 1 x TBE Puffer durchgefiihrt (siehe 2.7.3 und
2.6.3.4). 20 pul aus dem PCR-Ansatz wurden mit 4 pl Ladepuffer (Blue/Orange 6 x Loading
Dye, Promega, Heidelberg) versetzt und bei 80 V 2 h lang aufgetrennt. Als GréBenstandard



70 MATERIAL UND METHODEN

wurde X174 DNA/Hinf I Marker von Promega (Heidelberg) verwendet (1 ul Marker + 19 pl
H,0 + 4 pl Ladepuffer).

2.9 REAL-TIME PCR

Da die herkommliche RT-PCR (sieche 2.8) nur zur semiquantitativen Analyse der mRNA-
Expression geeignet ist, wurde zur genauen Quantifizierung der GAPDH mRNA eine relativ
neue, speziell fiir diese Zwecke entwickelte Methode, die sogenannte Real-Time PCR
eingesetzt. Zu den Grundlagen und zum Prinzip dieser Methode siehe 1.7.

Zunichst wurden einige Versuche von Herrn Dr. A. Hoflich (Lehrstuhl fiir Molekulare
Tierzucht, Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen) nach der SYBR® Green-Methode
(sieche 1.7) durchgefiihrt.

AnschlieBend wurde die Real-Time PCR fiir GAPDH mit einer spezifischen Tagman® Sonde

(siehe 1.7) an unserem Lehrstuhl etabliert.

2.9.1 PCR MIT SYBR® GREEN

Fir die Real-Time PCR mit SYBR® Green wurde die mit der Guanidinium-
thiocyanat/Casiumchlorid-Methode gewonnene RNA (siehe 2.7.1.1) zunédchst mit DNase
verdaut, um genomische DNA, die als Verunreinigung nach der RNA Isolierung vorhanden
sein kann, abzubauen. Genomische DNA konnte die PCR-Reaktion insofern beeinflussen,
dass die bei der PCR eingesetzten Primer an sie binden und so zum einen nicht mehr fiir die
Polymerisation an die gewiinschte DNA zur Verfligung stehen und zum anderen unter
Umstidnden sehr lange Sequenzen von der genomischen DNA abgeschrieben werden, die
ebenfalls detektiert werden und so das Ergebnis verfdlschen.

Nach DNase-Verdau wurde revers transkribiert und eine Real-Time PCR durchgefiihrt.

2.9.1.1 DNase-Verdau

Losungen:
DNase-Verdiinnungspuffer
Tris-HCI 25 mM
Glycerin 50% (V/V)
pH-Wert 7,6 einstellen
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DNase-Reaktionspuffer

Tris Base 10 mM
MgCl, 10 mM
pH-Wert 7,4 einstellen

Die verwendete DNase (DNase I, RNase-frei) wurde von Roche Diagnostics, Mannheim,

bezogen und wurde vor Anwendung mit DNase-Verdiinnungspuffer 1:10 verdiinnt.

Reaktionsansatz:
totRNA 2 ug
DNase-Reaktionspuffer 2 ul
DNase I (1:10 verdiinnt) 2 ul
H,O ad 20 pul
Durchfiihrung:

Der Reaktionsansatz wurde auf Eis pipettiert, 15 min bei 37°C und zum Abstoppen der

Reaktion 10 min bei 75°C inkubiert.

2.9.1.2 Reverse Transkription

Die Reverse Transkription erfolgte mit 10 pul Reaktionsansatz wie unter 2.8.1 beschrieben,
allerdings wurden nicht Oligo(dT);s Primer eingesetzt, sondern Random Hexamers (Promega,
Heidelberg). Dies sind 6 bp lange Oligonukleotide, die rein zufillig an alle Arten von RNA
(mRNA, rRNA, tRNA) binden und nicht wie die Oligo(dT);s Primer spezifisch den polyA-
Schwanz der mRNA erkennen. Die Verwendung von Random Hexamers ist unbedingt
notwendig, wenn man rRNA, wie z.B. 18S, zur Standardisierung verwendet. AuBerdem
kommt es gerade bei sehr langen RNA-Sequenzen bei Oligo(dT);s Primern zu einer
Anhéufung von Transkripten des 3’-Endes, wahrend am 5'-Ende weniger stark transkribiert

wird.

2.9.1.3 Real-Time PCR

Verwendete Primer:
Die Primer wurden mit der PrimerExpress® Software v2.0 (PE Applied Biosystems,

Weiterstadt) nach den fiir die Real-Time PCR geltenden Richtlinien ausgewéhlt.
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Alle Oligonukleotide wurden von PE Applied Biosystems, Weiterstadt bezogen. Die Primer
fiir die GAPDH-PCR basieren auf der fiir die Ratte bekannten Sequenz der GAPDH mRNA
(Tso et al., 1985). Das Amplifikationsprodukt ist 101 bp lang.

Die Mengen an eingesetzter cDNA wurden auf die 18S Untereinheit der ribosomalen RNA
als Housekeeping Gene standardisiert. Die Primersequenzen hierfiir basieren auf der fiir die
Ratte bekannten 18S rRNA-Sequenz (Torczynski et al., 1983). Das Amplifikationsprodukt
hat ebenfalls eine Lange von 101 bp.

GAPDH Ratte Sense Primer:

5'-TTC AAT GGC ACA GTC AAG GC-3°
GAPDH Ratte Antisense Primer:

5’-TCA CCC CAT TTG ATG TTA GCG-3’

18SrRNA Sense Primer:

5'-TTC GGA ACT GAG GCC ATG AT-3’
18SrRNA Antisense Primer:

5-TTT CGC TCT GGT CCG TCT TG-3’

Durchfiihrung:

Alle benétigten Reagenzien sowie das fiir die Real-Time PCR verwendete Geriat (ABI PRISM
7700 Sequence Detector) wurden von PE Applied Biosystems, Weiterstadt, bezogen. SYBR®
Green 1 Farbstoff wird nicht einzeln zum Reaktionsansatz pipettiert, sondern ist im
10 x SYBR® Green Puffer enthalten. Fir die PCR wurden unterschiedliche cDNA-
Verdiinnungen verwendet (1:40 fiir GAPDH, 1:2560 fiir 18S).

Reaktionsansatz (25 nl):

cDNA-Verdiinnung 2 ul
10 x SYBR® Green PCR Puffer 1 x
dATP/dCTP/dGTP 200 uM
dUTP 400 uM
MgCl, 3mM
Primer je 4 pmol
AmpErase Uracil N-Glykosylase 0,25U

AmpliTaq Gold DNA-Polymerase 0,6125U
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Der Reaktionsansatz wurde zunichst 2 min bei 50°C erhitzt. Dies fiihrt zu einer Aktivierung
der AmpErase Uracil N-Glykosylase, die einzel- und doppelstringige uracilhaltige DNA
durch Hydrolyse der glykosidischen Bindung des Uracil an das Zucker-Phosphat-Riickgrat
der DNA abbaut. Vor Beginn der eigentlichen DNA-Amplifizierung wird so eine mogliche
Kontamination mit uracilhaltiger DNA aus vorangegangenen PCR-Reaktionen entfernt.
Danach wird 10 min bei 95°C erhitzt, um die AmpliTaq Gold Polymerase zu aktivieren. Dies
ist ein sog. Hot Start Enzym, d.h. es amplifiziert nur bei einer Temperatur von 95°C, wodurch
die Synthese von nicht spezifischen Produkten unterdriickt wird. Es folgen 40 Zyklen mit
15 sec bei 95°C (Denaturierung) und 1 min bei 62°C (Anlagerung der Primer).

Pro ¢cDNA wurde jeweils eine Dreifachbestimmung durchgefiihrt. AuBerdem wurde fiir
GAPDH und fiir 18S jeweils eine Eichgerade aus vier Verdiinnungen gepoolter cDNA erstellt
und Kontrollen ohne cDNA (NTC= no template control) verwendet, um auf Kontaminationen

zu priifen.

2.9.2 PCR MIT TAQMAN® SONDE

Alle Reagenzien und Oligonukleotide sowie das Gerit fiir die Real-Time PCR (ABI PRISM
5700 Sequence Detector) wurden von PE Applied Biosystems, Weiterstadt, bezogen.

2.9.2.1 Reverse Transkription

Fiir die Reverse Transkription wurde die mit dem RNeasy® Mini Kit gewonnene RNA (siche

2.7.1.2) eingesetzt.

Reaktionsansatz (100 pl):

totRNA 2ug
TagMan RT Puffer 1x
MgCl, 5,5 mM
dNTP-Mix 500 uM
Random Hexamers 2,5 uM
RNase-Inhibitor 0,4 U/l

MultiScribe Reverse Transkriptase 1,25 U/ul
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Der Reaktionsansatz wurde in einem Thermocycler (Gene Amp PCR System 9700, PE
Applied Biosystems, Weiterstadt) zunichst 10 min bei 25°C, dann 30 min bei 48°C und zum
Abstoppen der Reaktion 5 min bei 95°C erhitzt.

2.9.2.2 Real-Time PCR

Die Primer und die TagMan® Sonde fir GAPDH wurden basierend auf der Sequenz der
GAPDH mRNA aus der Ratte (Tso et al., 1985) mit der PrimerExpress® Software v2.0 nach
den fiir die Real-Time geltenden Richtlinien ausgesucht. Das Amplifikationsprodukt ist 74 bp
lang.

GAPDH Ratte Sense Primer:

5'-GGC ACA GTC AAG GCT GAG AAT-3’

GAPDH Ratte Antisense Primer:

5-GGA TCG CGC TCC TGG AA-3’

GAPDH TaqMan® Sonde:

5'-AGC TGG TCA TCA ATG GGA AAC CCA TCA-3’

Zur Standardisierung auf 18S wurde ein von PE Applied Biosystems entwickelter Assay nach

Angaben des Herstellers eingesetzt [18S Ribosomal RNA PDAR (Pre-Developed TaqMan®

Assay Reagents)].

Durchfiihrung:

Reaktionsansatz (50 ul):

cDNA (1:8-Verdiinnung) 1,5 ul
2 x TagMan® Universal MasterMix Puffer 1x
Primer je 900 nM
TaqMan® Sonde 250 nM

1 x TaqgMan® Universal MasterMix enthilt 5,5 mM MgCl,, je 200 pM dA/C/GTP, 400 uM
dUTP, AmpErase UNG 0,01 U/ul und AmpliTaq Gold DNA-Polymerase 0,025 U/ul.
Die Durchfiihrung der PCR erfolgte wie unter 2.9.1.3 beschrieben.
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2.10 ANREICHERUNG VON PROTEINEN MITTELS
IMMUNPRAZIPITATION

Zur Untersuchung des Phosphorylierungsstatus von IRP-1 wurden zunidchst Homogenate aus
Rattenlebern  hergestellt, aus denen IRP-1 mit einem spezifischen Antikorper
immunprézipitiert wurde, um es selektiv anzureichern. AnschlieBend wurde das Prézipitat
mittels Western Blot mit einem Phosphoserin-Antikorper ndher untersucht, um so genaueren

Aufschluss iiber die Phosphorylierung von IRP-1 zu erhalten.

2.10.1 PROBENVORBEREITUNG

2.10.1.1 Losungen

Lysepuffer

Tris 25 mM
NaCl 150 mM
Deoxycholat 0,5% (m/V)
Nonidet P-40 1% (V/V)

Kurz vor Gebrauch wurden dem Lysepuffer die Protease-Inhibitoren PMSF
(Endkonzentration 1 mM, gelost in Isopropanol) und Complete® (Roche Diagnostics,
Mannheim, 40 pl pro ml Lysepuffer), die Phosphatase-Inhibitoren Natriumfluorid (50 mM)
und Natriumorthovanadat (1 mM) sowie DTT (1 mM) zugesetzt.

2.10.1.2 Herstellung von Proteinextrakten aus Rattenlebern

Die Herstellung von Proteinextrakten aus Rattenlebern erfolgte analog 2.6.1.2. Fiir die

nachfolgende Immunprézipitation wurden die erhaltenen Homogenate unverdiinnt eingesetzt.

Die Proteinbestimmung erfolgte nach der Lowry-Methode (siehe 2.6.2).

2.10.2 IMMUNPRAZIPITATION

Bei der Immunprézipitation kann man gewiinschte Proteine durch eine Antigen-Antikorper-
Reaktion und anschlieBende Abtrennung des gebildeten Komplexes gezielt detektieren und
quantifizieren. Dazu wurden die Rattenleberhomogenate zundchst mit einem polyklonalen

spezifischen IRP-1 Antikorper aus dem Hasen, der uns freundlicherweise von Herrn Prof. Dr.
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Matthias W. Hentze, EMBL Heidelberg zur Verfiigung gestellt wurde, inkubiert. Danach
wurden die Antigen-Antikorper-Komplexe durch Inkubation mit rekombinantem Protein A
(Sigma, Taufkirchen) abgetrennt. Protein A ist ein Zellwandbestandteil aus dem Bakterium
Staphylokokkus aureus, das an Immunglobuline binden kann. Dabei wird die Bindung an das
Antigen nicht beeinflusst. Aulerdem wird es fiir Immunpréizipitationen in einer an Agarose-
Kiigelchen gebundenen Form eingesetzt, so dass es durch Zentrifugation sehr leicht

abgetrennt werden kann. So konnte im Prazipitat IRP-1 selektiv angereichert werden.

Durchfiihrung:

Die Leberhomogenate wurden mit Lysepuffer zunichst auf eine Konzentration von 1 pg/ul
eingestellt. 500 ul des Homogenats wurden fiir die Immunprézipitation eingesetzt und zuerst
mit 10 pl des gegen IRP-1 gerichteten Antikorpers versetzt und im Kiihlraum bei 4°C {iber
Nacht unter stindigem Rotieren bei 15-30 U/min inkubiert. Danach wurden pro Ansatz 50 pl
rekombinantes Protein A zugegeben und weitere 2 h im Kiihlraum inkubiert. Die Abtrennung
der Antigen-Antikorper-Komplexe erfolgte durch anschlieBende Zentrifugation (1 min, 4°C,
14000 rpm). Das Pellet wurde dreimal mit 500 pl kaltem Lysepuffer gewaschen und dann mit
30 ul Lysepuffer und 20 pl 5 x Probenpuffer (siche 2.10) versetzt, vorsichtig gemischt und
5 min bei 95°C gekocht. 35 pl des Uberstands wurden fiir den Western Blot eingesetzt.

Um die Spezifitit der Immunprézipitation zu iiberpriifen, wurde zuséatzlich eine Prézipitation
mit 10 pl eines aus dem Kaninchen gewonnenen Kontrollserums, das uns freundlicherweise
von Herrn Prof. Dr. Hermann Ammer (Institut fiir Pharmakologie, Toxikologie und
Pharmazie der Tierdrztlichen Fakultit, Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen) zur

Verfiigung gestellt wurde, durchgefiihrt.

2.11 DETEKTION VON PROTEINEN MITTELS WESTERN BLOT

Die Expression von GAPDH, von Ferritin und der Phosphorylierungsstatus von IRP-1 sowie
IRP-1 selbst wurden mittels Western Blot untersucht. Dazu wurden zunéchst Proteinextrakte
aus den entsprechenden Lebern bzw. aus unterschiedlich vorbehandelten Rattenhepatozyten
hergestellt. Die Proteine wurden anschlieBend durch denaturierende SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese aufgetrennt, auf PVDF (Polyvinylidenfluorid)-Membranen transferiert und

immunologisch identifiziert.
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Zur Bestimmung des Phosphorylierungsstatus von IRP-1 wurde dieses zunichst mittels
Immunprézipitation angereichert (siehe 2.10), bevor es im Western Blot mit einem
Phosphoserin-Antikdrper genauer charakterisiert wurde. Um sicherzustellen, dass gleiche
Proteinmengen aufgetragen wurden, wurde der Phosphoserin Western Blot nach Abldsung
der gebundenen Antikorper (siehe 2.11.3.5) mit dem zur Immunprézipitation verwendeten

Antikorper gegen IRP-1 aus dem Hasen immunologisch detektiert.

2.11.1 PROBENVORBEREITUNG

2.11.1.1 Losungen

Lysepuffer fiir die Detektion von GAPDH

Tris-HCI 50 mM
NaCl 200 mM
Triton-X 100 0,1% (V/V)

pH-Wert 7,4 einstellen

Lysepuffer fiir die Detektion von Ferritin

Tris-HCI 5 mM
KCl 40 mM
Triton-X 100 1% (V/V)

pH-Wert 7,4 einstellen

Kurz vor Gebrauch wurden dem Lysepuffer der Protease-Inhibitor PMSF (gelost in
Isopropanol, Endkonzentration 0,1 mM) und der Protease-Inhibitor Mix Complete® (Roche

Diagnostics, Mannheim) nach Angaben des Herstellers zugesetzt.

Lysepuffer fiir die Detektion von Phosphoserin

siche 2.10.1
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5 x Probenpuffer

3,125 M Tris-HCI pH 6,8 100 pl
Glycerin 500 pl
20% (m/V) SDS 250 pl
16% (m/V) DTT 125 pl
5% (m/V) Pyronin Sul
H,O 20 pl

2.11.1.2 Herstellung von Proteinextrakten aus Rattenlebern

Die Herstellung von Proteinextrakten aus Rattenlebern erfolgte analog 2.6.1.2. Zur
Untersuchung der Ferritinexpression wurde das erhaltene Homogenat allerdings direkt fiir den

Western Blot eingesetzt, nicht wie sonst liblich die 1:10 Verdiinnung.

2.11.1.3 Herstellung von Proteinextrakten aus Rattenhepatozyten

Die Proteinextrakte aus Rattenhepatozyten wurden wie unter 2.6.1.3 beschrieben hergestellt.

Beim Western Blot wurden sie lediglich zur Bestimmung der Ferritin-Expression eingesetzt.

Die Proteinbestimmung erfolgte nach der Lowry-Methode (siehe 2.6.2).

2.11.1.4 Vorbereitung der Proben fiir die Elektrophorese

Vorbereitung der Proben fiir die Detektion von GAPDH:
2-10 pg Proteinextrakt wurden mit H>O auf das gleiche Volumen aufgefiillt und anschlieSend

mit 5 x Probenpuffer (Endkonzentration 1 x) versetzt und 5 min bei 95°C gekocht.

Vorbereitung der Proben fiir die Detektion von Ferritin:

400 pg (Rattenleber) bzw. 100 pg (Rattenhepatozyten) Protein wurden mit H,O auf
40 pl aufgefiillt und 10 min bei 70°C erhitzt. Dabei wird der Grofiteil der Proteine denaturiert
und kann durch anschlieBende Zentrifugation (10 min, 14000 rpm, 4°C) abgetrennt werden.
Ferritin dagegen ist hitzebestéindig, verbleibt also im Uberstand und kann dort angereichert
werden. Vom klaren Uberstand wurden bei den Proteinextrakten aus den Rattenlebern 10 pl
mit 10 ul Lysepuffer verdiinnt und mit 5 ul 5 x Probenpuffer bei 95°C gekocht. 20 ul wurden
fiir die Elektrophorese eingesetzt.
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Zur Untersuchung der Ferritinexpression in den Rattenhepatozyten wurden 32 pl der Extrakte
mit 8 pl 5 x Probenpuffer versetzt und 5 min bei 95°C gekocht. 35 pl wurden auf das Gel
aufgetragen.

Als Positivkontrolle wurde 1 pl Ferritin aus der humanen Leber (Calbiochem, Schwalbach)
mit 79 ul H,O verdiinnt und mit 20 ul 5 x Probenpuffer bei 95°C gekocht. 20 pl dieser

Mischung wurden fiir die Elektrophorese eingesetzt.

Vorbereitung der Proben fiir die Detektion von Phosphoserin/IRP-1:
sieche 2.10

2.11.2 SDS-POLYACRYLAMID-GELELEKTORPHORESE

Die Auftrennung der Proteine erfolgte durch denaturierende SDS-Polyacrylamid-
Gelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (Laemmli, 1970). Durch das Kochen der
Proben mit dem Probenpuffer werden die Proteine denaturiert. AuBerdem lagert sich das
anionische Detergens Sodiumdodecylsulfat (SDS) um die Proteine herum an, so dass diese
nach auflen hin konstant negativ geladen vorliegen. Das Laufverhalten bei der anschlieBenden

Elektrophorese wird daher nur durch die Grof3e der Proteine beeinflusst.

2.11.2.1 Losungen

Zur Herstellung von Polyacrylamid-Gelen wurde eine Polycrylamid/Bisacrylamid

Stammlosung (Rotiphorese Gel 30) der Firma Roth (Karlsruhe) verwendet.

Trenngele (siche Tabelle 2.2):

Tabelle 2.2: Zusammensetzung der Trenngele

Substanzen 7,5% 10% 15%
30% PAA-Losung 5 ml 6,25 ml 10 ml
1,5 M Tris pH 8,8 Sml 4,69 ml Sml
10% (m/V) SDS 0,2 ml 0,188 ml 0,2 ml
H,O 9,8 ml 7,625 ml 4,8 ml
TEMED 20 ul 18,8 ul 20 ul

(Tetramethylethylendiamin)

APS (10%) 100 pl 93,8 ul 100 pl
(Ammoniumperoxodisulfat)
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Sammelgel

30% PAA-Losung 2,125 ml
1,25 M Tris pH 6,8 1,25 ml
10% (m/V) SDS 0,125 ml
H,O 8,75 ml
TEMED 25 ul
APS (10%) 125 ul

Zunichst wurden die ersten drei Bestandteile gemischt und 10 min mit einer Vakuumpumpe
entgast, um anaerobe Bedingungen fiir die Polymerisation zu erhalten, dann wurden TEMED

(Vernetzer) und APS (Polymerisationsstarter) zugegeben.

Elektrophoresepuffer

Tris 3g
Glycin 14,4 g
SDS lg
H,O ad 1000 ml

2.11.2.2 Durchfiihrung

Die Auftrennung der Proteinextrakte erfolgte auf 1,5 mm dicken, denaturierenden
Polyacrylamid-Gelen in einer Mini-Gel Apparatur von BioRad (Mini Protean II, Miinchen).
Je nach GroBe des zu untersuchenden Proteins wurden Gele unterschiedlichen PA A-Gehalts
verwendet (Phosphoserin und IRP-1 7,5%, GAPDH 10%, Ferritin 15%). Die Gelapparatur
wurde zusammengebaut und das Trenngel bis etwa 2 cm unter den oberen Rand zwischen die
Glasplatten gegossen und mit Wasser iiberschichtet. Nach 20 min wurde das Wasser mit einer
Spritze abgesaugt, das Sammelgel eingefiillt und die Probenkdmme eingesetzt. Das Gel wurde
tiber Nacht in feuchte Tiicher eingewickelt bei 4°C gelagert, um vollstindig polymerisieren zu
kdnnen.

Am nédchsten Tag wurden entsprechende Volumina der Proben in die Taschen gefiillt.

Nach dem Sammellauf (100 V, 21 min) wurden die Proteine bei 200 V 30-45 min aufgetrennt
(Netzanschlussgerdt: Biometra, Goéttingen). Zur Grofenbestimmung der aufgetrennten
Proteine wurden kommerziell erhdltliche Marker eingesetzt (Molecular Weight Standard
sc-2035, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg; HRP Protein Marker Detection Pack, Cell
Signaling, Frankfurt/Main).
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2.11.3 IMMUNOLOGISCHE DETEKTION VON PROTEINEN DURCH
WESTERN BLOT

Nach Auftrennung der Proteinextrakte mittels SDS-PAGE wurden diese elektrophoretisch auf
eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran (Immobilon-P, 0,45 um Porengrof3e, Millipore,
Bedford, MA, USA) transferiert. Um das zu untersuchende Protein detektieren zu kénnen,
wurde der Blot zunichst mit der Losung eines primiren Antikdrpers inkubiert, der spezifisch
an das gesuchte Protein bindet. Die Detektion erfolgte anschlieBend durch Zugabe eines
zweiten Anti-Immunglobulin-Antikdrpes, an den eine Meerrettich-Peroxidase gekoppelt ist.
Der Komplex aus erstem und zweitem Antikorper wurde durch Zugabe einer Luminol-
Losung (Western Blot Chemiluminescence Reagent Plus, NEN Life Science Products, Koln)
identifiziert: Die Meerrettich-Peroxidase katalysiert die Oxidation von Luminol in Gegenwart
von H,0, Dabei wird Licht der Wellenldnge 428 nm frei, dessen Intensitit durch ebenfalls
zugesetzte chemische Verstirker erhoht werden kann. Die Chemolumineszenz konnte dann
an einer Kodak Image Station (Eastman Kodak Company, Rocester, NY, USA) detektiert und
densitometrisch ausgewertet werden. Alternativ erfolgte eine Detektion durch Auflegen eines

Films (Fuji Medical XRay Film, Fuji Photo Film GmbH, Diisseldorf).

2.11.3.1 Losungen

Anodenpuffer 1

Tris I5¢g
Methanol 100 ml
H,O 400 ml
Anodenpuffer 11

Tris 1,5¢g
Methanol 100 ml
H,O 400 ml
Kathodenpuffer

g-Amino-n-capronsiure 2,6 g
Methanol 100 ml

H,O 400 ml
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TBS-T (Tris-gepufferte Kochsalzlosung mit Tween)

Tris 3¢g
NaCl 11,1 g
Tween 20 1 ml
H,0 ad 1000 ml

pH-Wert 8,0 einstellen

2.11.3.2 Proteintransfer durch Semidry-Blotting

Der Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membran erfolgte mit einer Semidry-Apparatur
(Fastblot B43, Biometra, Gottingen). Sie besteht aus zwei Plattenelektroden aus Graphit,
zwischen denen ein Blotsandwich aus Filterpapieren, Gelen und Membran horizontal
eingebaut wird. Sie wurde erstmals 1984 von Kyhse-Andersen beschrieben (Kyhse-Andersen,
1984). Beim Elektroblotting werden nun bei konstanter Stromstidrke die Proteine aus der
Polyacrylamidmatrix iiber das senkrecht zum Gel angelegte elektrische Feld eluiert und auf
die Membran transferiert. Das diskontinuierliche Puffersystem sorgt fiir einen gleichméfigen

und effektiven Proteintransfer.

Durchfiihrung:

Die PVDF-Membran wurde auf die GroBe zweier Trenngele zugeschnitten und zuerst 5 min
in Methanol und anschlieend in Wasser geschiittelt. Auf die Anode wurden sechs ebenfalls
zugeschnittene Filterpapiere (Novablot, Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden),
die kurz in Anodenpuffer I getaucht worden waren, iibereinander gelegt. Luftblasen wurden
mit Hilfe einer kleinen Walze entfernt. Danach wurden drei mit Anodenpuffer Il getrankte
Filterpapiere aufgewalzt. Auf diese Schicht an Filterpapieren wurde zuerst die mit
Anodenpuffer II benetzte Membran und dann zwei Gele aufgelegt, die anschlieBend mit neun
in Kathodenpuffer getauchten Filterpapieren bedeckt wurden.

Das Elektroblotting wurde 1 h bei 64 mA (0,8 mA pro cm” zu blottende Membranfliche)
durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die Membran 30 min bei 80°C getrocknet.

Um unspezifische Bindungen der Antikdrper zu vermindern, wurde die Membran
anschlieBend etwa 1,5 h mit einer Magermilchpulver-Losung geblockt (5% Blotto, BioRad,
Miinchen, geldst in TBS-T pH 8,0). Fiir den Phosphoserin Western Blot zur Untersuchung des
Phosphorylierungsstatus von IRP-1 wurde ein anderes Blocking Reagenz eingesetzt, da
Phosphoserin-Antikdrper mit dem Magermilchpulver interagieren konnen. Eingesetzt wurde

eine Losung aus 5% (m/V) BSA, 1% (m/V) PVP, 1% (m/V) PEG, 0,1% (m/V) Tween 20,
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geldst in 2 x PBS. Fiir die Detektion von IRP-1 wurde 3% BSA in TBS-T pH 8,0 als Blocking

Reagenz verwendet.

2.11.3.3 Verwendete Antikorper

Die Antikdrper wurden vor Anwendung jeweils wie angegeben verdiinnt. Als
Verdiinnungslosung diente bei den Antikorpern gegen GAPDH und Ferritin eine Losung aus
1% Blotto in TBS-T pH 8,0. Die Antikorper fiir den Phosphoserin Western Blot wurden in
dem Blocking Reagenz, das speziell beim Phosphoserin Western Blot eingesetzt wurde (siehe
oben), verdiinnt. Der Antikorper fiir den IRP-1 Western Blot wurde in 0,5% BSA in TBS-T
pH 8,0 verdiinnt.

GAPDH Western Blot:

Die Expression von GAPDH wurde mit einem monoklonalen GAPDH Antikérper aus der
Maus (Chemicon International Inc., Temecula, CA, USA) bestimmt (1:500-Verdiinnung). Als
sekundérer Antikdrper wurde ein Meerrettich-Peroxidase gekoppelter, gegen IgG1 der Maus
gerichteter Antikorper aus der Ziege verwendet (Biozol Diagnostika Vertrieb GmbH, Eching),

der bei Anwendung 1:1000 verdiinnt wurde.

Ferritin Western Blot:

Als primdrer Antikérper diente ein polyklonales, gegen Ferritin gerichtetes Antiserum aus
dem Hasen (Sigma, Taufkirchen). Dieses wurde in einer 1:1000-Verdiinnung eingesetzt. Der
sekunddre Antikorper, ein gegen IgG des Hasen gerichteter, Meerrettich-Peroxidase
gekoppelter Antikorper, wurde von Jackson ImmunoResearch Laboratories (West Grove, PA,

USA) bezogen (1:10000 Verdiinnung).

Phosphoserin Western Blot:

Der Phosphorylierungsstatus von IRP-1 wurde mit Hilfe eines monoklonalen gegen
Phosphoserin gerichteten Antikorpers aus der Maus (Sigma, Taufkirchen) untersucht, der
1:10000 verdiinnt eingesetzt wurde. Als sekunddrer Antikorper diente ein Meerrettich-
Peroxidase gekoppelter, gegen IgG1 der Maus gerichteter Antikorper aus der Ziege (Biozol
Diagnostika Vertrieb GmbH, Eching; 1:10000 Verdiinnung).
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IRP-1 Western Blot:

Zur Detektion von IRP-1 wurde ein spezifischer gegen IRP-1 gerichteter Antikorper (siche
2.10) in einer Verdiinnung von 1:500 verwendet. Als sekundirer Antikérper diente ein gegen
IgG des Hasen gerichteter, Meerrettich-Peroxidase gekoppelter Antikorper (Jackson
ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, USA, 1:10000 Verdiinnung).

2.11.3.4 Inkubation mit Antikorpern und Detektion

Die Membran wurde 1 h bei Raumtemperatur (Phosphoserin, IRP-1) oder iiber Nacht bei 4°C
(GAPDH, Ferritin) mit der entsprechenden Verdiinnung des primédren Antikorpers unter
leichtem Schiitteln inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran 5 x 5 min mit TBS-T pH 8,0
gewaschen und 1 h mit dem sekundéren Antikorper leicht geschiittelt.

Zur Sichtbarmachung der zu untersuchenden Banden wurden die beiden Detektionslosungen
(Western Blot Chemiluminescence Reagent Plus, NEN Life Science Products, Koln) nach
Angaben des Herstellers 1:1 gemischt und die Membran darin 1 min inkubiert. Das
Lichtsignal konnte dann an einer Kodak Image Station (Eastman Kodak Company, Rocester,
NY, USA) aufgenommen werden.

Beim Phosphoserin Western Blot wurde aufgrund der schwachen Signalintensitidt eine
empfindlichere Methode der Detektion angewendet (ECL Plus Western Blotting Detection
Reagents, Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden). Die Detektionsldsungen
wurden nach Angaben des Herstellers 40:1 gemischt und die Membran wiederum 1 min
inkubiert. Anschlieend wurde in der Dunkelkammer ein Film aufgelegt (Fuji Medical XRay
Film, Fuji Photo Film GmbH, Diisseldorf) und in einem Curix 60 Processor (Agfa-Gevaert
AG, Miinchen) entwickelt.

2.11.3.5 Ablosung von gebundenen Antikorpern und erneute Detektion

Zur Uberpriifung, ob IRP-1 gleichmiBig immunprizipitiert worden war, wurde die Membran,
auf der Phosphoserin bereits detektiert worden war, mit einem 2-Mercaptoethanol-haltigen
Stripping-Puffer (siche unten) zunichst 30 min bei 50°C unter leichtem Schiitteln inkubiert
und anschlieBend 6 x 5 min mit TBS-T pH 8,0 gewaschen. Auf diese Weise wurden die
gebundenen Antikorper entfernt und der Blot konnte dann nach erneutem Blocken der

Membran mit dem IRP-1 Antikorper inkubiert und anschlieBend detektiert werden.
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Stripping-Puffer :

6,25 mM Tris-HCI pH 6,8 50 pl
2% (m/V) SDS 500 pl
100 mM 2-Mercaptoethanol 200 pl
H,O ad 25 ml

2.11.4 COOMASSIE BLAU-FARBUNG

Zur Uberpriifung, ob gleiche Proteinmengen auf das Gel aufgetragen wurden und ob der
Transfer auf die PVDF-Membran gleichmiBig erfolgt ist, wurden die Gele nach dem Blotten
mit Coomassie Blau Ldosung angefdrbt. Diese Losung farbt Proteine jeglicher Art an und

macht diese als blaue Banden sichtbar.

2.11.4.1 Losungen

Coomassie Blau Firbelosung:

Brilliantblau 0,75 g
Eisessig 25 ml
Ethanol abs. 112,5 ml
H,O ad 250 ml
Entfirbelosung:

Eisessig 100 ml
Ethanol abs. 333 ml
H,0 ad 1000 ml

2.11.4.2 Durchfithrung

Die SDS-PAGE Gele wurden nach dem Blotten 15 min in der Coomassie Blau Féarbelosung
geschiittelt und anschlieBend mehrmals mit Entfarbelosung behandelt, bis die Proteine gut als

blau gefarbte Banden sichtbar wurden.
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2.12 NACHWEIS VON MATRIX METALLOPROTEINASEN MITTELS
ZYMOGRAPHIE

Der Nachweis der Matrix Metalloproteinasen (MMPs) erfolgte wie unter 2.1.3.1 beschrieben
aus den ersten Millilitern an Eluat, die nach 24 h kalter Ischimie aus den Lebern ausgespiilt
und gesammelt wurden. Die MMPs wurden aufgrund ihrer Fahigkeit, Gelatine abzubauen,
mittels Zymographie (Kleiner und Stetler-Stevenson, 1994) detektiert. Bei dieser Methode
werden die Eluate auf Polyacrylamidgelen, die zusidtzlich Gelatine Typ A (Sigma,
Tauftkirchen, 1 mg/ml) enthalten, unter denaturierenden aber nicht-reduzierenden
Bedingungen elektrophoretisch aufgetrennt. Nach abgeschlossener Elektrophorese werden die
Proteine durch Waschen mit Triton X-100 wieder renaturiert und 36 h in einem Ca®- und
Zn*"-haltigen Enzympuffer bei 37°C inkubiert. In dieser Zeit wird an den Stellen, an denen
MMPs anwesend sind, die Gelatine verdaut. Bei nachfolgender Fiarbung der Gele mit
Coomassie Blau werden diese Zonen als weile Banden sichtbar. Sowohl die aktiven als auch
die latenten Formen der Enzyme konnen mit dieser Methode nachgewiesen werden, da die
beiden Formen ein unterschiedliches Molekulargewicht aufweisen. Die latenten Formen
werden vermutlich durch den Prozess der Denaturierung mit anschlieBender Renaturierung
aktiviert (Kleiner und Stetler-Stevenson, 1994).

Um zu tiberpriifen, ob die Gelatine spezifisch von MMPs abgebaut wurde, wurden die Gele in
Enzympuffer, dem 10 mM EDTA zugesetzt wurde, inkubiert. EDTA fingt Ca®"- und Zn**-
Ionen ab und inhibiert somit Metalloproteinasen.

Zur Unterscheidung zwischen latenten und aktiven Formen wurden die Lebereluate vor der
Elektrophorese in Anwesenheit von 4-Aminophenylquecksilberacetat (APMA) 1 h bei 37°C
inkubiert. APMA aktiviert die MMPs durch Spaltung der inaktiven Vorstufen.

2.12.1 LOSUNGEN

5 x Probenpuffer

Tris-HCI 0,25 M
Glycerin 10% (V/V)
SDS 5% (m/V)
Bromphenolblau 0,05% (m/V)

pH-Wert 6,8 einstellen
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10% SDS-Polyacrylamidgele
siche 2.11.2

Zum Trenngel wurden 20 mg Gelatine Typ A zugegeben und vor dem Entgasen unter leichtem

Erwérmen aufgelost.

Elektrophoresepuffer
siche 2.11.2.1

Enzympuffer

Tris 5 mM
NaCl 20 mM
CaCl, 0,5 mM
ZnCl, 1 uM
NaN; 0,002% (m/V)

Waschpuffer
Triton-X 100 2,5% (V/V)

Coomassie Blau Firbelosung/Entfirbelosung

Siehe 2.11.4.1

2.12.2 DURCHFUHRUNG

Gleiche Volumina der Eluate wurden mit 5 x Probenpuffer versetzt (Endkonzentration 1 x),
auf 10% PAA-Gele aufgetragen und im Kiihlraum bei 4°C und 40 V {iber Nacht
elektrophoretisch aufgetrennt (Netzanschlussgerdt: PowerPac 300, BioRad, Miinchen).
Anschliefend wurden die Gele 3 x 20 min mit Waschpuffer gewaschen und 2 x 20 min in
Enzympuffer geschwenkt. Danach wurden die Gele mit Enzympuffer 36 h im Wasserbad bei
37°C unter leichtem Schiitteln inkubiert. Der Enzympuffer wurde nach 18 h erneuert. Nach
der Inkubation wurden die Gele wie unter 2.11.3 beschrieben mit Coomassie Blau angeférbt

und eingescannt (Epson Expression 1680 Pro, Epson, Chatswood, NSW, Australien).
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2.13 STATISTIK

Die statistische Auswertung erfolgte mit GraphPad Prism, Version 3.02, GraphPad Software
Inc., San Diego, USA. Es sind jeweils die Mittelwerte und die SEM angegeben. Die
Signifikanz der Ergebnisse wurde mit dem one sample t-test oder mit dem student’s t-test

ermittelt. p<0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet.



3 ERGEBNISSE

3.1 EINFLUSS VON ANP AUF DIE AKTIVITAT VON MATRIX
METALLOPROTEINASEN

Beim Ischdmie-Reperfusionsschaden der Leber kann es nach der Ischdmiephase zu einer
Ablosung der sinusoidalen Endothelzellen von der sie umgebenden Matrix kommen, was zur
Organdysfunktion und auch zum Organversagen erheblich beitragen kann. An diesem
Vorgang sind Matrix Metalloproteinasen (MMPs) mafgeblich beteiligt (Upadhya et al.,
1997).

Um die Sekretion und Aktivierung von MMPs nach kalter Ischdmie in den isoliert
perfundierten Rattenlebern untersuchen und Aussagen iiber eine mogliche Beeinflussung der
MMP-Aktivitat durch ANP machen zu konnen, wurden die nach 24 h Ischdmie aus den
Lebern ausgespiilten Eluate mittels Zymographie (siehe ,Material und Methoden®)

untersucht.

3.1.1 NACHWEIS DER ANWESENHEIT VON MMPS

Die Zymographie der Eluate aus den Lebern der Kontrollgruppe (Ko) zeigte deutlich die
Anwesenheit mehrerer Matrix Metalloproteinasen nach 24 h kalter Ischdmie. Nach Inkubation
der Gele in Enzympuffer, dem der Metalloproteinase-Inhibitor EDTA (Ethylendiamin-
tetraessigsdure) zugesetzt worden war, konnte keine gelatinolytische Aktivitdt mehr

nachgewiesen werden (Bild 3.1).

Ko Ko
+10 mM EDTA

Bild 3.1: Anwesenheit von MMPs nach 24 h kalter Ischimie

Lebern ménnlicher Sprague-Dawley Ratten wurden 30 min perfundiert und 24 h bei 4°C in
UW-Losung gelagert. Bei der anschlieBenden Reperfusion mit KH-Puffer wurden die ersten
Milliliter an Eluat gesammelt und die Eluate der unbehandelten Kontrollgruppe (Ko) wie
unter ,,Material und Methoden* beschrieben mittels Zymographie auf die Anwesenheit von
MMPs untersucht. Ein reprisentatives Gel aus zwei unabhingig voneinander durchgefiihrten
Experimenten mit n=3 ist abgebildet.
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3.1.2 EINFLUSS VON ANP AUF MMPs

Nachdem gezeigt worden war, dass in unserem Modell der kalten Ischimie und Reperfusion
MMPs nach der Ischdmiephase in den Extrazellularraum sezerniert werden, wurde
anschlieend tberpriift, ob eine Pridkonditionierung der Lebern mit ANP (200 nM) die
Sekretion bzw. die Aktivitdt der MMPs beeinfussen kann.

Wie in Bild 3.2 zu sehen ist, konnte jedoch kein Unterschied zwischen der Kontrollgruppe
und der mit ANP vorbehandelten Gruppe festgestellt werden. Eine Prakonditionierung mit
ANP hatte keinen Einfluss auf die Aktivierung von MMPs, da in den Eluaten der ANP-
Lebern exakt das gleiche MMP-Muster detektiert werden konnte wie in der Kontrollgruppe.
AuBerdem zeigte ANP auch keinen Effekt auf die Menge an sezernierten MMPs.

Ko ANP 200 nM

Bild 3.2: Einfluss der ANP-Prikonditionierung auf MMPs

Lebern ménnlicher Sprague-Dawley Ratten wurden 30 min in An- und Abwesenheit von ANP
(200 nM) perfundiert und 24 h bei 4°C in UW-Losung gelagert. Bei der anschlieBenden
Reperfusion wurden sowohl in der Kontrollgruppe (Ko, unbehandelte Tiere) als auch in der
mit ANP vorbehandelten Gruppe die ersten Milliliter an Eluat aufgefangen und mittels
Zymographie wie unter ,,Material und Methoden* beschrieben auf MMPs untersucht. Ein

reprasentatives Gel aus zwei voneinander unabhingigen Experimenten mit jeweils n=3 ist
abgebildet.

Zur Unterscheidung zwischen latenten und aktiven Formen der MMPs wurden die Leber-
eluate vor der Zymographie mit 1 mM 4-Aminophenylquecksilberacetat (APMA), einem
Aktivator von Matrix Metalloproteinasen, inkubiert (Bild 3.3). Ein Teil der MMPs wurde
gespalten, denn nach Behandlung der Proben mit APMA konnten zwei zusdtzliche Banden
mit einem kleineren Molekulargewicht nachgewiesen werden. Passend dazu nahm die
Intensitdt von zwei urspriinglich detektierten Banden ab. Die dritte Bande blieb unverindert.
Somit konnten also sowohl aktive als auch latente Formen der MMPs in den Eluaten
nachgeweisen werden. Aber auch hier waren keine Unterschiede zu den mit ANP

vorbehandelten Lebern zu sehen.



ERGEBNISSE 91

Ko ANP 200 nM

- + = + = 4+ = + APMA1mM

Bild 3.3: Aktivierung der MMPs mit APMA

Die Lebern wurden 30 min perfundiert und 24 h bei 4°C in UW-Losung gelagert. Bei der
anschlieBenden Reperfusion wurden sowohl in der Kontrollgruppe (Ko, unbehandelte Tiere)
als auch in der ANP-Gruppe (mit 200 nM ANP priakonditionierte Organe) die ersten Milliliter
an Eluat aufgefangen und mittels Zymographie wie unter ,Material und Methoden*
beschrieben auf MMPs untersucht. Ein Teil der Proben wurde zur Aktivierung latenter
Formen vor der Zymographie mit | mM 4-Aminophenylquecksilberacetat (APMA) inkubiert.

Ein reprisentatives Gel aus zwei voneinander unabhéngigen Experimenten mit jeweils n=2 ist
abgebildet.
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3.2 REGULATION VON EISENREGULIERENDEN PROTEINEN UND
FERRITIN

3.2.1 HORMONELLE PRAKONDITIONIERUNG MIT ANP

Hormonelle Prikonditionierung mit ANP erhoht signifikant die Expression der
Héamoxygenase-1 (HO-1) mRNA (Gerwig et al., 2001, abstract). Um zu untersuchen, ob ANP
tiber eine Induktion von HO-1 die Eisenspiegel der Zelle und in Folge davon die
Bindungsaktivitit der Eisenregulierenden Proteine (IRPs) und die Synthese des
zytoprotektiven Ferritin beeinflussen kann, wurde die RNA-Bindungsaktivitdt von IRP-1 und
die Ferritinsynthese im Verlauf von Ischdmie und Reperfusion mit und ohne ANP-

Prakonditionierung untersucht.

3.2.1.1 IRP-Bindungsaktivitit und Ferritinexpression im Verlauf von kalter Ischimie
und Reperfusion

Zunichst wurden die IRP-Bindungsaktivitit und die Ferritinexpression im Verlauf von
Ischdmie und Reperfusion an unbehandelten Kontrollorganen betrachtet. Wie Bild 3.4 A
zeigt, verminderte sich die RNA-Bindungsaktivitit von IRP-1 nach 24 h Ischdmie signifikant.
Im Verlauf der Reperfusion kam es zu keiner weiteren Verdnderung. IRP-2 konnte nicht
nachgewiesen werden, da es in der Leber in weitaus geringerem Maf3e exprimiert wird als
IRP-1 (Cairo et al., 2002). Die Ferritinlevel blieben im Verlauf von Ischdmie und Reperfusion

konstant (Bild 3.4 B).
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Bild 3.4: RNA-Bindungaktivitiit von IRP-1 und Ferritinexpression im Verlauf von

kalter Ischimie und Reperfusion

Die Lebern wurden 30 min perfundiert, 24 h bei 4°C in UW-Losung gelagert und
anschlieend 45 und 120 min reperfundiert. Zur Untersuchung der RNA-Bindungsaktivitit
(A) wurde nach Herstellung zytoplasmatischer Proteinextrakte (siehe ,,Material und
Methoden*) ein REMSA durchgefiihrt. Dargestellt ist ein exemplarischer Shift der
unbehandelten Kontrollorgane (Ko) und die densitometrische Auswertung aus mind. zwei
voneinander unabhingigen Experimenten mit n=3-4. Aufgetragen sind die Mittelwerte +
SEM. *p<0,05 und **p<0,01 kennzeichnen signifikante Unterschiede zum Zeitpunkt 30 min
Perfusion (one sample t-test). Zur Untersuchung der Ferritinexpression (B) wurden wie unter
»Material und Methoden“ beschriecben Western Blots durchgefiihrt. Gezeigt ist ein
exemplarischer Blot mit n=2.
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3.2.1.2 Einfluss von ANP und 8-Br-cGMP auf die IRP-Bindungsaktivitit und
Ferritinexpression

Eine Prikonditionierung der Lebern mit ANP verminderte deutlich die IRP-1-
Bindungsaktivitdt. Nach 24 h Ischdmie verschwand dieser Effekt. In der Reperfusion konnten
ebenfalls keine Unterschiede mehr detektiert werden (Bild 3.5 A). Um zu tberpriifen, ob
gleiche Mengen an IRP-1 vorlagen, wurde den Proben zur vollstindigen Aktivierung von

IRP-1 Mercaptoethanol zugesetzt (Bild 3.5 B).

A

Ko ANP
30" Perfusion 4 J ‘f il il § IRP-1
24 h Ischiimie e ﬁ o d J ‘

45" Reperfusion ‘ ' 3 ' - .

120" Reperfusion
B
+ 2-Mercaptoethanol
Ko ANP
30" Perfusion IRP-1

Bild 3.5: Einfluss der ANP-Prikonditionierung auf die IRP-1 Bindungsaktivitit

Die Lebern wurden 30 min in An- und Abwesenheit von ANP (200 nM) perfundiert, 24 h bei
4°C in UW-Losung gelagert und anschlieBend 45 und 120 min reperfundiert. Nach
Herstellung zytoplasmatischer Proteinextrakte wurde wie unter ,,Material und Methoden*
beschrieben ein REMSA durchgefiihrt. A: Dargestellt ist pro Zeitpunkt ein exemplarischer
Shift aus mind. drei voneinander unabhingigen Experimenten mit n=3-4. Verglichen wurden
jeweils unbehandelte Organe (Ko) mit ANP prikonditionierten Organen. B: Als
Ladungskontrolle wurde den Proben 2-Mercaptoethanol zugesetzt, welches IRP-1 vollstindig
aktiviert. Gezeigt ist ein exemplarischer Shift von zwei voneinander unabhingigen
Experimenten mit n=3.



ERGEBNISSE 95

Um zu iberpriifen, ob die Verminderung der IRP-Bindungsaktivitit durch ANP-
Prikonditionierung iiber ¢cGMP vermittelt wird, wurden Perfusionen mit dem cGMP-
Analogon 8-Br-cGMP durchgefiihrt und die IRP-Bindungsaktivitit im REMSA untersucht.
Wie Bild 3.6 zeigt, konnte 8-Br-cGMP den mit ANP beobachteten Effekt nach 24 h Ischdmie
imitieren. Zu diesem Zeitpunkt zeigte sich eine deutliche Verminderung der IRP-1

Bindungsaktivitit.

A

Ko 8-Br-cGMP

30" Perfusion wi W B W W IRP

o | W

+ 2-Mercaptoethanol

Ko 8-Br-cGMP

24 h Ischiimie m IRP-1

Bild 3.6: Einfluss von 8-Br-cGMP auf die IRP-1 Bindungsaktivitit

Die Lebern wurden 30 min in An- und Abwesenheit von 8-Br-cGMP (50 uM) perfundiert und
24 h bei 4°C in UW-Losung gelagert. Nach Herstellung zytoplasmatischer Proteinextrakte
wurde die IRP-1 Bindungsaktivitit in unbehandelten Lebern (Ko) mit der in 8-Br-cGMP
vorbehandelten Organen mittels REMSA (siehe ,,Material und Methoden®) verglichen (A).
Dargestellt ist jeweils ein exemplarischer Shift aus drei voneinander unabhingigen
Experimenten mit n=3-4. Zugabe von 2-Mercaptoethanol aktivierte IRP-1 vollstindig (B).
Gezeigt ist ein Shift mit n=3.
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Anschliefend wurde die Ferritin Expression mittels Western Blot untersucht. In den mit ANP
prakonditionierten Lebern war die Ferritinexpression im Vergleich zu den unbehandelten
Kontrollorganen nach 30 min Perfusion und nach 24 h Ischdmie erhoht. In der Reperfusion

konnten allerdings keine Unterschiede mehr detektiert werden (Bild 3.7)
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Bild 3.7: Erhohung der Ferritinexpression durch ANP-Prikonditionierung

Die Lebern wurden in An- und Abwesenheit von ANP (200 nM) 30 min perfundiert, 24 h bei
4°C in UW-Losung gelagert und 45 bzw. 120 min reperfundiert. AnschlieBend wurden wie in
»,Material und Methoden* beschrieben Proteinextrakte hergestellt und ein Ferritin Western
Blot durchgefiihrt. Verglichen wurde die Ferritinexpression zwischen unbehandelten
Kontroll-Lebern (Ko) und ANP-prikonditionierten Organen (ANP). Dargestellt ist jeweils ein
exemplarischer Western Blot und die densitometrische Auswertung aus mind. zwei
voneinander unabhéngigen Experimenten mit n=4-5. Gezeigt sind jeweils die Mittelwerte
+ SEM. *p<0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet (one sample t-test).
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3.2.1.3 Versuche an isolierten Rattenhepatozyten

Um die zelluldre Lokalisation der mit ANP gesehenen Effekte zu bestimmen, wurde sowohl
die IRP-1 Bindungsaktivitit (Bild 3.8 A) als auch die Ferritinexpression (Bild 3.8 B) in
unbehandelten und mit ANP (200 nM) vorbehandelten isolierten Rattenhepatozyten
untersucht.

Durch ANP wurde weder die IRP-Bindungsaktivitdt vermindert noch die Ferritinexpression

erhoht.

IRP-1

0 10 20 60
l I

Zeit nach Behandlung mit 200 nM ANP (min)

r
r— — - Ferritin

0 20 60 120
l I

Zeit nach Behandlung mit 200 nM ANP (min)

Bild 3.8: Einfluss von ANP auf die IRP-1 Bindungsaktivitiit und die
Ferritinexpression in isolierten Rattenhepatozyten

Rattenhepatozyten wurden wie unter ,,Material und Methoden* beschrieben isoliert und mit
ANP (200 nM) behandelt. AnschlieBend wurde zur Bestimmung der RNA-Bindungsaktivitét
(A) ein REMSA durchgefiihrt. Dargestellt ist ein exemplarischer Shift aus zwei voneinander
unabhidngigen Experimenten mit n=2. Nach Herstellung von Proteinextrakten wurde die
Ferritinexpression mittels Western Blot (B) untersucht. Gezeigt ist ein exemplarischer
Western Blot aus zwei voneinander unabhéngigen Versuchen mit jeweils n=2.
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3.2.1.4 Versuche an Kupfferzell-depletierten Rattenlebern

Da die Effekte nicht in isolierten Hepatozyten gezeigt werden konnten, wurden die Versuche
an Kupfferzell-depletierten Organen wiederholt, um zu iiberpriifen, ob Kupfferzellen an der
Vermittlung der ANP-Effekte beteiligt sind.

In dieser Versuchsreihe konnte der ANP-Effekt auf die IRP-1 Bindungsaktivitit nicht
reproduziert werden, wie in Bild 3.9 zu sehen ist.

Somit konnte auch keine Aussage iiber eine mogliche Beteiligung von Kupfferzellen an den

ANP-Effekten gemacht werden.

Ko ANP ANP + CLMBP

30" Perfusion i err 3 H W «; o IRP-1

Bild 3.9: IRP-1 Bindungsaktivitit in Kupfferzell-depletierten Lebern

Die Kupfferzellen der Versuchstiere wurden wie unter ,,Material und Methoden* beschrieben
mit Clodronat (CI[,MBP) depletiert. Die Tiere der Kontrollgruppe (Ko) und der ANP-
prakonditionierten Gruppe wurden entsprechend mit NaCl vorbehandelt. Nach 30 min
Perfusion in An- und Abwesenheit von ANP (200 nM) wurden zytoplasmatische Extrakte
hergestellt und ein REMSA durchgefiihrt. Gezeigt ist ein exemplarischer Shift aus zwei
voneinander unabhéngigen Experimenten mit n=4.

3.2.1.5 Perfusion mit HO-1 Inhibitor

Ob die Verminderung der IRP-1 Bindungsaktivitit durch Priakonditionierung mit ANP auf die
Erhohung der HO-1 mRNA zuriickzufiihren ist, wurde an Lebern, die mit dem HO-1 Inhibitor
Zinnprotoporphyrin (SnPP) perfundiert wurden, untersucht. SnPP konnte den ANP-Effekt
jedoch nicht aufheben und hatte selbst auch keinen Einfluss auf die IRP-1 Bindungsaktivitét
(Bild 3.10 A). Zugabe von Mercaptoethanol fiihrte wiederum zur vollstindigen Aktivierung
von IRP-1 und diente somit als Ladungskontrolle (Bild 3.10 B).
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Ko SnPP
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B + 2-Mercaptoethanol

Ko ANP ANP + SnPP

IRP-1

Bild 3.10: Einfluss des HO-1 Inhibitors Zinnprotoporphyrin (SnPP) auf die IRP-1
Bindungsaktivitiit

Lebern wurden mit und ohne ANP (200 nM) in An- und Abwesenheit von SnPP (1 uM)
30 min perfundiert. Nach Herstellung von zytoplasmatischen Proteinextrakten wurde wie
unter ,,Material und Methoden® beschrieben ein REMSA durchgefiihrt. A: Vergleich der
IRP-1 Bindungsaktivitit in unbehandelten Lebern (Ko) und in ANP-prikonditionierten
Lebern in An- und Abwesenheit von SnPP und Einfluss von SnPP allein auf die
Bindungsaktivitit von IRP-1. Gezeigt ist jeweils ein exemplarischer Shift von vier
voneinander unabhdngigen Experimenten mit n=4-5. B: Zugabe von Mercaptoethanol als
Ladungskontrolle. Dargestellt ist je ein reprdsentativer Shift aus zwei voneinander
unabhingigen Experimenten mit n=3.
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3.2.1.6 Phosphorylierung von IRP-1

Um zu untersuchen, ob die hormonelle Prikonditionierung mit ANP die IRP-1
Bindungsaktivitit durch Hemmung der Proteinkinase C (PKC) und damit durch eine
verminderte Phosphorylierung von IRP-1 verringert, wurde IRP-1 zunichst mittels
Immunprézipitation aus Proteinextrakten angereichert und anschlieend ein Western Blot mit
einem gegen Phosphoserin gerichteten Antikorper durchgefiihrt.

Zundchst wurde iiberpriift, ob IRP-1 durch Immunprézipitation aus den Leberhomogenaten
erfolgreich angereichert werden konnte. Dazu wurden das Leberhomogenat vor der
Immunprizipitation, der Uberstand nach der Fillung und das Prizipitat im Western Blot mit
einem IRP-1 Antikérper untersucht.

Wie Bild 3.11 zeigt, konnte IRP-1 im Prizipitat angereichert werden, im Uberstand lieB sich
IRP-1 nicht mehr detektieren.

1 2 3 4

e
a:--._. i
"1 e
i

1 = Leberhomogenat vor Immunprizipitation
(unbehandelte Kontroll-Leber, 30 min Perfusion)

2 = Uberstand nach Immunprizipitation
3 = Prizipitat
4 = rekombinantes IRP-1

Bild 3.11: Anreicherung von IRP-1 mittels Inmunprizipitation

Lebern mannlicher Sprague-Dawley Ratten wurden 30 min perfundiert. Nach Herstellung von
Proteinextrakten wurde IRP-1 wie unter ,Material und Methoden® beschrieben
immunprézipitiert und anschlieBend ein Western Blot mit einem gegen IRP-1 gerichteten
Antikdrper durchgefiihrt. Aufgetragen wurden 40 pg des Leberhomogenats vor der
Immunprizipitation, 40 pl des Uberstands sowie 40 ul des Priizipitats. 1 pg rekombinantes
IRP-1 diente als Positivkontrolle.
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Danach wurde der Einfluss der ANP-Prikonditionierung auf den Phosphorylierungsstatus von
IRP-1 untersucht.

Dabei konnte allerdings in den mit ANP priakonditionierten Organen im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollorganen keine geringere Phosphorylierung von IRP-1 nachgewiesen
werden (Bild 3.12 A). Zur Kontrolle, ob gleiche Proteinmengen aufgetragen wurden, wurde
der Western Blot nach Ablosung des Phosphoserin-Antikdrpers mit einem gegen IRP-1
gerichteten Antikorper erneut detektiert. Zur Uberpriifung der Spezifitit der Immunprizi-
pitation wurde zusétzlich eine Prédzipitation mit einem aus dem Kaninchen gewonnenen

Kontrollserum durchgefiihrt (Bild 3.12 B).

A 30’ Perfusion

Ko ANP

3
- > - B s e ‘ phosphoryliertes IRP-1
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B 30" Perfusion

Ko ANP

Bild 3.12: Einfluss von ANP auf den Phosphorylierungsstatus von IRP-1

Die Lebern wurden 30 min in An- und Abwesenheit von ANP (200 nM) perfundiert. Nach
Herstellung von Proteinextrakten wurde IRP-1 wie in ,,Material und Methoden* beschrieben
immunprézipitiert und ein Phosphoserin Western Blot von unbehandelten Kontrollorganen
(Ko) und von mit ANP prikonditionierten Organen durchgefiihrt. Dargestellt ist ein Western
Blot mit n=4 pro Gruppe. Nach Ablosung des Phosphoserin-Antikorpers (siehe ,,Material und
Methoden*) wurde der Western Blot mit einem IRP-1 Antikorper erneut detektiert (A). Zur
Uberpriifung der Spezifitit wurde eine Prizipitation mit einem aus dem Kaninchen
gewonnenen Kontrollserum durchgefiihrt (B).
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3.2.2 PRAKONDITIONIERUNG MIT ALPHA-LIPONSAURE

a-Liponsdure besitzt wie bereits erwihnt eisenchelatierende Eigenschaften (Biewenga et al.,
1997; Packer, 1998). Eisen seinerseits spielt eine wichtige Rolle beim Ischémie-
Reperfusionsschaden, da es durch Beteiligung an der Bildung freier Radikale zum oxidativen
Stress beitrdgt (Arora und Gores, 1996).

Um zu untersuchen, ob eine Prikonditionierung mit a-Liponsdure die Eisenhomdostase
beeinflussen und auf diese Weise zum Schutz vor Ischdmie-Reperfusionsschiaden beitragen
kann, wurde die RNA-Bindungsaktivitit des Iron Regulatory Protein-1 (IRP-1) in Lebern mit
und ohne a-Liponsdure-Prakonditionierung mittels RNA Electrophoretic Mobility Shift Assay
(REMSA) untersucht.

3.2.2.1 IRP-Bindungsaktivitit im Verlauf von warmer Ischimie und Reperfusion

Zuerst wurde an unbehandelten Kontrollorganen untersucht, ob es im Verlauf von warmer
Ischdmie und Reperfusion zu Verdnderungen der RNA-Bindungsaktivitdt von IRP-1 kommt.

Wie in Bild 3.13 zu sehen ist, blieb die IRP-Bindungsaktivitit im Zeitverlauf unverandert.

30° 60" 45’ 90’
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Bild 3.13: Zeitverlauf der RNA-Bindungsaktivitit von IRP-1

Lebern ménnlicher Sprague-Dawley Ratten wurden zunédchst 30 min perfundiert. Danach
wurden die Organe 1 h bei 37°C gelagert (Ischdmiephase) und anschlieend 45 und 90 min
reperfundiert. Nach Herstellung zytoplasmatischer Proteinextrakte wurde wie in ,,Material
und Methoden® beschrieben ein REMSA durchgefiihrt. Das Bild zeigt einen exemplarischen
Shift sowie die densitometrische Auswertung aus drei voneinander unabhingigen
Experimenten mit jeweils n=5. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM.
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3.2.2.2 Einfluss von a-Liponsiure auf die IRP-Bindungsaktivitiat

Bei den folgenden Untersuchungen zum Einfluss von a-Liponsdure auf die IRP-
Bindungsaktivitidt konnte gezeigt werden, dass eine Pridkonditionierung mit a-Liponsdure
bereits nach 30 min Perfusion zu einer deutlichen Verminderung der IRP-1 Bindungsaktivitét
fihrte. Diese Reduktion war auch nach der warmen Ischdmie noch zu sehen, im Verlauf der
Reperfusion verschwand dieser Effekt jedoch (Bild 3.14).

Um auszuschlielen, dass unterschiedliche Mengen an IRP-1 aufgetragen wurden, wurde den

Proben 2-Mercaptoethanol zugesetzt, welches IRP-1 vollstindig aktiviert.
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Bild 3.14: Reduktion der RNA-Bindungsaktivitiit von IRP-1 durch Prikonditionierung
mit a-Liponsdure

Die Lebern wurden 30 min in An- und Abwesenheit von a-Liponsdure (50 uM) perfundiert,
60 min bei 37°C gelagert und anschlieBend 45 und 90 min reperfundiert. Danach wurden wie
unter ,,Material und Methoden* beschrieben zytoplasmatische Extrakte hergestellt und ein
REMSA durchgefiihrt. A: Es wurden jeweils unbehandelte Organe (Ko) den mit
a-Liponsdure prikonditionierten Organen (LS) gegeniibergestellt. Dargestellt ist pro
Zeitpunkt jeweils ein exemplarischer Shift aus mind. 5 voneinander unabhingigen
Experimenten mit n=4-5. B: Die Zugabe von 2-Mercaptoethanol fiihrte zu einer vollstindigen
Aktivierung der IRP-Bindungsaktivitit und diente somit als Ladungskontrolle. Gezeigt ist
jeweils ein Shift mit n=3.



106 ERGEBNISSE

Eine Verminderung der IRP-1 Bindungsaktivitit durch Pridkonditionierung mit a-Liponséure,
konnte eine erhohte Expression des zytoprotektiven Ferritin zur Folge haben. Um dies

genauer zu untersuchen, wurden daher als néchstes Ferritin Western Blots durchgefiihrt.

3.2.2.3 Ferritinexpression im Verlauf von warmer Ischimie und Reperfusion

Zunichst wurde wiederum an unbehandelten Lebern die Ferritinsynthese im Zeitverlauf von
Ischdmie und Reperfusion betrachtet. Nach 30 min Perfusion und 60 min Ischdmie konnten
keine Verdnderungen der Ferritin Proteinmenge detektiert werden (Bild 3.15 A). Wihrend der

Reperfusion wurde Ferritin allerdings nach 90 min signifikant induziert (Bild 3.15 B)
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Bild 3.15: Induktion von Ferritin wiihrend der Reperfusion

Die Lebern wurden 30 min perfundiert, 60 min bei 37°C gelagert und anschlieBend 45 und 90
min reperfundiert. Nach Herstellung von Proteinextrakten wurde wie in ,,Material und
Methoden™ beschrieben ein Ferritin Western Blot durchgefiihrt. Gezeigt ist je ein
exemplarischer Blot und die densitometrische Auswertung aus vier voneinander
unabhingigen Experimenten mit n=5. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte + SEM.
*#%p<0,001 kennzeichnet signifikante Unterschiede zum Zeitpunkt 45" Reperfusion
(student’s t-test).

3.2.2.4 Einfluss von a-Liponsiure auf die Expression von Ferritin

Nun wurde untersucht, ob eine Prikonditionierung mit a-Liponsdure die Expression von
Ferritin beeinflussen kann. Ein Vergleich zwischen unbehandelten Lebern und mit
a-Liponsdure prikonditionierten Organen ergab jedoch zu keinem der untersuchten

Zeitpunkte einen Unterschied beziiglich der Ferritinexpression, wie in Bild 3.16 zu sehen ist.
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Bild 3.16: Einfluss von a-Liponsiiure auf die Ferritinexpression

Lebern ménnlicher Sprague-Dawley Ratten wurden 30 min in An- und Abwesenheit von
a-Liponsdure (LS, 50 uM) perfundiert, 60 min bei 37°C gelagert und anschlieBend 45 und
90 min reperfundiert. Nach Herstellung von Proteinextrakten wurde wie unter ,,Material und
Methoden* beschrieben ein Ferritin Western Blot durchgefiihrt. Unbehandelte Organe (Ko)
sind bei jedem Zeitpunkt den mit a-Liponsdure priakonditionierten Lebern (LS)
gegeniibergestellt. Gezeigt ist pro Zeitpunkt jeweils ein exemplarischer Western Blot und die
densitometrische Auswertung von 3-5 voneinander unabhéngigen Experimenten mit je n=5.
Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte + SEM.
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3.2.3 ISCHAMISCHE PRAKONDITIONIERUNG

Ischdmische Prakonditionierung, also 2-10 min Ischdmie mit anschlieBender Reperfusion
schiitzt die Leber vor Ischdmie-Reperfusionsschiaden nach warmer (Lloris-Carsi ef al., 1993;
Peralta ef al., 1997) und kalter (Yin et al., 1998; Arai et al., 1999) Ischdmie. Die genauen
molekularen Mechanismen der Ischdmischen Prikonditionierung sind jedoch noch nicht
vollstidndig aufgeklirt. Berenshtein et al. postulieren im Herzen eine Beteiligung von Ferritin
und Eisen (Berenshtein et al., 2002). Seine Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass es in
ischdmisch prikonditionierten Rattenherzen einerseits zu einer geringeren Umverteilung und
Mobilisierung von Eisen kommt, das in hohen Konzentrationen zum Schaden beitrdgt, und
andererseits die Expression von Ferritin erhoht ist. AuBerdem war die Séttigung von Ferritin

mit Eisen in prikonditionierten Herzen geringer.

3.2.3.1 Einfluss auf die IRP-Bindungsaktivitiit und Ferritinexpression

Um zu untersuchen, ob auch in der Leber die Expression von Ferritin in ischdmisch
priakonditionierten Organen erhoht ist, fiihrten wir Ferritin Western Blots durch.

Die Expression von Ferritin war in den pridkonditionierten Organen bereits vor der
Ischdmiephase signifikant erhoht. Dieser Effekt war auch nach 60 min Ischdmie noch
nachzuweisen. Wie Bild 3.17 zeigt, wurde auch hier in den prdkonditionierten Organen

signifikant mehr Ferritin exprimiert als in den Kontroll-Lebern.



110 ERGEBNISSE
Ko IP
ki »m m «Hm Ferritin

a5 e ok T
S *
< 20-
x
g
- 1,5 B
2
& 1,0
=
=
s 0,5+
o
B
5]
= 0

vor der Ischimie

Ko 1P

o 0 | @ s == Ferritin
- 2,57
=
3
e i
g 2,0
g
= 1,5
S
S
£ 1,0
=
=
E 05
St
S
5]
=0
60" Ischiamie
Bild 3.17: Induktion der Ferritinexpression durch Ischimische Prikonditionierung

Die Expression von Ferritin wurde in unbehandelten Lebern (Ko) und in ischdmisch
prakonditionierten Organen (IP; 10 min Ischdmie, 10 min Reperfusion) kurz vor der
Ischdmiephase (A) und nach 60 min Ischimie (B) wie in ,,Material und Methoden*
beschrieben mittels Western Blot untersucht. Das Bild zeigt jeweils einen reprisentativen

Western Blot und die densitometrische Auswertung von mind. drei

voneinander

unabhingigen Experimenten mit je n=4-5. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM. *p<0,05

und

**%p<0,001 kennzeichnen

ischdmisch prikonditionierten Lebern (student’s t-test).

signifikante Unterschiede zwischen Kontrollen und
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Da die Ferritinexpression vor allem posttranskriptionell durch Eisenregulierende Proteine
(IRPs) reguliert wird, wurde als ndchstes die RNA-Bindungsaktivitit von IRP-1 mittels
REMSA untersucht.

Kurz vor der Ischdmie war die IRP-Bindungsaktivitit in den prékonditionierten Organen
tendenziell erniedrigt, nach 60 min Ischimie konnten diese Unterschiede zwischen Kontrolle

und Ischdmischer Prikonditionierung jedoch nicht mehr gezeigt werden (Bild 3.18).

priischimisch

nach 60 min Ischimie L

Bild 3.18: Einfluss der Ischimischen Prikonditionierung auf die RNA-Bindungs-
aktivitiit von IRP-1

Die RNA-Bindungsaktivitit von IRP-1 kurz vor und nach 60 min Ischdmie wurde in

unbehandelten Kontrollorganen (Ko) sowie in ischdmisch prikonditionierten Lebern (IP)

nach Herstellung zytoplasmatischer Proteinextrakte wie in ,,Material und Methoden*

beschrieben mittels REMSA untersucht. Dargestellt ist jeweils ein reprdsentativer Shift aus

vier voneinander unabhédngigen Experimenten mit je n=3-5.
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3.3 EINFLUSS VON ANP AUF DIE EXPRESSION VON GAPDH

3.3.1 GAPDH MRNA-EXPRESSION

3.3.1.1 Ergebnisse der RT-PCR

Da eine Induktion der Himoxygenase-1 (HO-1) als protektiver Mechanismus beim Ischidmie-
Reperfusionsschaden der Leber angesehen wird, sollte urspriinglich die HO-1 mRNA-
Expression in den mit ANP préikonditionierten Lebern im Vergleich zu unbehandelten Lebern
mittels RT-PCR untersucht werden. Vor der eigentlichen PCR mit spezifischen Primern fiir
die HO-1 mRNA der Ratte wurde zunéchst eine PCR mit Primern fiir das Housekeeping Gene
Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) durchgefiihrt, um zu gewihrleisten,
dass fiir die HO-1 PCR gleiche Mengen cDNA eingesetzt wurden. Dabei wurde ein sehr
interessanter und iiberraschender Effekt beobachtet. Wie in Bild 3.19 zu sehen ist, zeigten
ANP-priakonditionierte Lebern eine deutliche Reduktion der GAPDH mRNA-Expression

nach 24 h kalter Ischdmie sowie nach 45 und 120 min Reperfusion.

Ko ANP
30" Perfusion — — — i — v . GAPDH
24 h Ischimie S S S s ——

45" Reperfusion e

120" Reperfusion o D R R e E—

Bild 3.19: Einfluss von ANP auf die GAPDH mRNA-Expression (RT-PCR)

Die Lebern wurden in An- und Abwesenheit von ANP (200 nM) 30 min perfundiert, 24 h bei
4°C in UW-Losung gelagert und anschlieBend 45 und 120 min reperfundiert. Nach Isolierung
der totRNA mit der Guanidiniumthiocyanat/Casiumchlorid-Methode wurde wie unter
»Material und Methoden* beschrieben eine RT-PCR mit GAPDH spezifischen Primern
durchgefiihrt und unbehandelte Lebern (Ko) mit ANP vorbehandelten Lebern verglichen.
Abgebildet ist pro Zeitpunkt ein Experiment mit je n=4.
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Diese Ergebnisse liefen eine Regulation der GAPDH-Expression in der Leber durch ANP-
Prikonditionierung vermuten. Welche Rolle dies beim hepatischen Ischdmie-Reperfusions-
schaden spielen konnte, ergab eine ausfiihrliche Literaturrecherche. In der Literatur mehren
sich in den letzten Jahren Hinweise auf eine mogliche Regulation von GAPDH. So ist z.B. die
GAPDH mRNA-Expression nach Ischimie am Herzen (Liedtke und Lynch, 1999) und nach
oxidativem Stress in isolierten Gefdllen (Ito et al., 1996) erhoht. AuBerdem wird GAPDH eine
Rolle bei der Auslésung von Apoptose zugeschrieben (Sirover, 1999). Uberdies iibt GAPDH
neben seiner glykolytischen Funktion im Citratzyklus auch noch weitere bisher noch nicht
genauer charakterisierte Funktionen in der Zelle aus. Eine Regulation der GAPDH-
Expression konnte also durchaus eine Rolle beim Ischdmie-Reperfusionsschaden der Leber
spielen und sollte daher genauer untersucht werden.

Da man mit der hier angewendeten Methode der RT-PCR jedoch nur semiquantitative
Aussagen treffen kann, sollte zur genaueren Quantifizierung eine andere Methode verwendet
werden, die Real-Time PCR. Die Grundlagen und das Prinzip dieser Methode wurden in der
Einleitung bereits ausfiihrlich dargestellt.

Die Untersuchung der HO-1 mRNA-Expression im Verlauf von Ischdmie und Reperfusion

wurde von Herrn Dr. T. Gerwig weitergefiihrt (Kiemer et al., 2003).

3.3.1.2 Ergebnisse der Real-Time PCR

Zunichst wurden von Herrn Dr. A. Hoflich (Lehrstuhl fiir Molekulare Tierzucht, Ludwig-
Maximilians-Universitit Miinchen) mit der SYBR® Green-Methode (siche ,,Material und
Methoden*) einige Vorversuche durchgefiihrt.

Die Ergebnisse sind in Bild 3.20 dargestellt. Die durch RT-PCR nachgewiesenen Effekte
schienen sich zu bestitigen. Auch mit der Real-Time PCR konnte im Vergleich zu
unbehandelten Organen durch ANP eine signifikante Reduktion der GAPDH mRNA um ca.
15% nach 24 h Ischidmie gezeigt werden. Allerdings war auch schon nach 30 min Perfusion
ein deutlicher, sogar noch stirkerer Effekt zu sehen: ANP reduzierte die GAPDH mRNA-
Expression im Vergleich zur Kontrolle signifikant um ca. 36%. Aullerdem nahm die GAPDH
mRNA-Menge in der Kontrollgruppe nach 24 h Ischimie um ca. 27% ab. Uber die GAPDH
mRNA-Expression wihrend der Reperfusion konnte leider keine Aussage getroffen werden,
da die Effizienz der PCR-Reaktion viel geringer war als bei den anderen Zeitpunkten, so dass

die erhaltenen Werte nicht fiir eine Auswertung verwendet werden konnten.
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Bild 3.20: Einfluss von ANP auf die GAPDH mRNA-Expression (Real-Time PCR,
SYBR® Green)

Die Lebern wurden 30 min in An- und Abwesenheit von ANP (200 nM) perfundiert und
24 h bei 4°C in UW-Losung gelagert Nach Isolierung der totRNA und Reverser Transkription
wurde wie in ,,Material und Methoden* beschrieben eine Real-Time PCR mit der SYBR®
Green-Methode durchgefiihrt. Die Abbildung zeigt die Ergebnisse aus zwei voneinander
unabhingigen Experimenten mit jeweils n=3 pro Gruppe. Dargestellt sind jeweils die
Mittelwerte + SEM. **p<0,01 und *p<0,05 kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen
den unbehandelten Lebern (Kontrolle) und den mit ANP préakonditionierten Lebern. #p<0,05
zeigt signifikante Unterschiede zu 30 min Perfusion der Kontrollgruppe (student’s t-test).

Die RT-PCR und die Real-Time PCR lieferten zwar nicht identische Ergebnisse, doch bei
beiden Methoden reduzierte ANP die Expression der GAPDH mRNA. Daher sollte nun die
Real-Time PCR auch an unserem Lehrstuhl etabliert werden, um mit nochmals frisch
isolierter RNA und einer hoheren Probenzahl die Versuche zu wiederholen und den Effekt zu
bestitigen. Die SYBR® Green-Methode ist unspezifischer als die Verwendung einer
TaqMan® Sonde, da sich SYBR® Green an jede Art doppelstringiger DNA anlagert, also
auch an Primer-Dimere, die sich ausbilden konnen und die auf diese Weise bei der
Quantifizierung mit erfasst werden. Daher wurde eine GAPDH PCR unter Verwendung einer
spezifischen Sonde wie in ,,Material und Methoden* beschrieben etabliert.

Die bisherigen Ergebnisse konnten jedoch nicht reproduziert werden. Prakonditionierung mit
ANP verringerte zu keinem Zeitpunkt die GAPDH mRNA-Level. Im Verlauf von Ischdmie
und Reperfusion zeigte sich lediglich eine tendenzielle Abnahme der GAPDH mRNA-
Expression (Bild 3.21).
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Bild 3.21: Einfluss von ANP auf die GAPDH mRNA-Expression (Real-Time PCR,
TagMan ® Sonde)

Die Lebern wurden 30 min in An- und Abwesenheit von ANP (200 nM) perfundiert, 24 h bei
4°C in UW-Losung gelagert und anschlieend 45 und 120 min reperfundiert. Nach Isolierung
der totRNA und Reverser Transkription wurde wie in ,,Material und Methoden* beschrieben
eine Real-Time PCR mit einer TagMan® Sonde durchgefiihrt. Das Bild zeigt die Ergebnisse
aus zwei voneinander unabhéngigen Experimenten mit jeweils n=4-5 pro Gruppe. Dargestellt
sind jeweils die Mittelwerte + SEM.

3.3.2 GAPDH PROTEINEXPRESSION

Parallel zu den Untersuchungen auf mRNA-Ebene wurden GAPDH Western Blots
durchgefiihrt, um Aussagen {iber eine Verdnderung der Proteinexpression im Verlauf von
Ischdmie und Reperfusion und nach ANP-Priakonditionierung zu erhalten. Wie in Bild 3.22 zu
sehen ist, konnte auf Protein Ebene jedoch keine Verdnderung der GAPDH-Expression

beobachtet werden.
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Bild 3.22: GAPDH Proteinexpression
Nach 30 min Perfusion in An- und Abwesenheit von ANP (200 nM) wurden die Lebern 24 h

bei 4°C in UW-Losung gelagert und anschlieBend 45 und 120 min reperfundiert. Nach
Herstellung von Proteinextrakten wurde wie unter ,,Material und Methoden* beschrieben ein
GAPDH Western Blot durchgefiihrt. Das Bild zeigt einen reprasentativen Western Blot und
die Ergebnisse der densitometrischen Auswertung aus mind. vier voneinander unabhéngigen
Experimenten mit je n=3-4. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte + SEM.
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4 DISKUSSION

4.1 EINFLUSS VON ANP AUF DIE AKTIVITAT VON MATRIX
METALLOPROTEINASEN

MMPs sind wesentlich am IRS in der Leber beteiligt, da sie die extrazelluldre Matrix, in die
die sinusoidalen Endothelzellen eingebettet sind, abbauen kdnnen und so letztendlich zu einer
Ablosung der Zellen fiihren. Aus diesem Grund wurde untersucht, ob eine Prikonditionierung

mit ANP {iber eine Inhibierung der MMP-Aktivitit zum Schutz vor IRS beitragen kann.

4.1.1 ANWESENHEIT VON MMPs

In unserem Modell der isoliert perfundierten Rattenleber konnten wir mittels Zymographie in
den gesammelten Eluaten nach 24 h kalter Ischdmie die Anwesenheit mehrerer MMPs
nachweisen. Durch Einsatz des MMP-Inhibitors EDTA konnte gezeigt werden, dass die
gelatinolytische Aktivitét spezifisch fiir MMPs ist und nicht andere Proteasen fiir den Abbau
der Gelatine verantwortlich sind. Diese Ergebnisse stehen in FEinklang mit den
Untersuchungen von Upadhya et al., der in den Eluaten von Ratten- und Menschenlebern
nach kalter Ischdmie die Anwesenheit verschiedener MMPs nachwies, wobei der Hauptanteil
bei den beiden Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 lag (Upadhya ef al., 1997). Wir vermuten,
dass es sich bei den detektierten Banden um verschiedene Formen von MMP-2 handelt,
ndmlich um die inaktive Vorstufe proMMP-2 (72 kDa), die aktive Form (62 kDa), und um
eine weitere Matrix Metalloproteinase. Bei der letzteren konnte es sich um eine speziell in der
Ratte oder in Méusen vorkommende glykosylierte Form von MMP-2 handeln. Dies wird
zumindest von Lalu et al. diskutiert, die im Herzen nach Ischimie und Reperfusion exakt das
gleiche MMP-Muster detektieren konnten (Lalu et al., 2002). Upadhya et al. wiesen zwar
noch andere MMPs in den Eluaten nach, vor allem MMP-9 (92/84 kDa), doch sie
verwendeten flir ihre Versuche zur Konservierung Euro-Collins Losung und nicht wie wir
UW-Losung, deren Bestandteile Lactobionat und Glutathion die MMP-Aktivitdt herabsetzen
(Upadhya und Strasberg, 2000). Desweiteren konnten Upadhya et al. durch Inkubation mit
dem MMP-Aktivator APMA zeigen, dass es sich bei den in den Ratteneluaten
nachgewiesenen MMPs sowohl um aktive als auch um latente Formen handelt. Dies deckt

sich auch mit unseren Ergebnissen.
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4.1.2 EINFLUSS VON ANP AUF MMPs

In der Literatur gibt es fast keine Veroffentlichungen zu einem Einfluss von Natriuretischen
Peptiden auf MMPs. Tsuruda et al. konnten zeigen, dass BNP in Herzfibroblasten iiber den
cGMP/PKG Pathway die Expression verschiedener MMPs induzieren kann und diskutieren
eine mogliche Rolle von BNP als antifibrinolytisch wirkendes Hormon bei der Regulation der
Kollagensynthese (Tsuruda et al., 2002). Im Gegensatz dazu kann ANP die Sekretion von
MMP-9 aus aktivierten polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (PMN) vermindern
(Mtairag et al., 2002). Desweiteren reduziert ANP in mit dem Kulturmedium aktivierter PMN
stimulierten glatten Muskelzellen (SMC) die Sekretion von Elastase (MMP-12) und schiitzt
so in vitro SMC vor Apoptose (Mtairag et al., 2002). Dass fiir Natriuretische Peptide sowohl
inhibierende als auch aktivierende Effekte auf die Expression und die Aktivitit von MMPs
beschrieben worden sind, ist nicht verwunderlich, da zum einen jeweils sehr verschiedene
Modelle verwendet wurden, die sich nicht miteinander vergleichen lassen und zum anderen
die Regulation der MMPs sehr komplex ist und von vielen verschiedenen Faktoren abhéngt.
Auch kann sowohl eine Aktivierung als auch eine Inhibierung der MMPs protektiv sein, je
nachdem welchen pathologischen Zustand man betrachtet.

Am Ischidmie-Reperfusionsschaden der Leber sind Matrix Metalloproteinasen wesentlich
beteiligt, da sie durch Abbau der Extrazelluliren Matrix fiir die Ablésung der sinusoidalen
Endothelzellen verantwortlich sind. Prakonditionierung mit ANP beeinflusste im Modell der
isoliert perfundierten Rattenleber weder die Sekretion noch die Aktivierung der MMPs. Dies
wurde im Rahmen dieser Arbeit zum ersten Mal nachgewiesen. Somit scheint ANP seinen
Schutz vor Ischdmie-Reperfusionsschdden nicht {iiber eine Inhibierung der Matrix

Metalloproteinasen zu vermitteln.
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4.2 REGULATION VON EISENREGULIERENDEN PROTEINEN UND
FERRITIN

4.2.1 HORMONELLE PRAKONDITIONIERUNG MIT ANP

Da hormonelle Prikonditionierung mit ANP in der isoliert perfundierten Rattenleber bereits
nach 30 min Perfusion signifikant die HO-1 mRNA-Menge erhoht (Gerwig et al., 2001,
abstract), wurde untersucht, ob ANP iiber eine Induktion der HO-1 die RNA-

Bindungsaktivitdt von IRP-1 und in Folge davon die Ferritinexpression beeinflussen kann.

4.2.1.1 IRP-Bindungsaktivitit und Ferritinexpression im Verlauf von Ischiimie und
Reperfusion

In unseren Versuchen war die IRP-1 Bindungsaktivitit in den Kontrollorganen nach 24 h
Ischdmie vermindert. Wahrend der Reperfusion kam es zu keiner weiteren Verdnderung.

Der Einfluss von Ischimie und Reperfusion auf die RNA-Bindungsaktivitidt von IRP-1 wurde
bisher kaum untersucht. Tacchini et al. konnten zeigen, dass in der Rattenleber nach 1 h
Ischdmie die IRP-Bindungsaktivitit zu Beginn der Reperfusion innerhalb von 30-60 min
zunédchst abnimmt, im weiteren Verlauf jedoch langsam wieder steigt (Tacchini et al., 1997).
Direkt nach der Ischdmie sind die Bindungsaktivitdten in ihrem Modell im Vergleich zu den
sham-operierten Tieren unverdndert. In unserem Modell ist die IRP-1 Bindungsaktivitdt
bereits am Ende der Ischédmie verringert. Diese Unterschiede liegen zum einen wahrscheinlich
daran, dass es sich bei Tacchini et al. um ein in vivo Experiment mit warmer Ischdmie und
Reperfusion handelt und daher nicht direkt mit unserem Modell der isoliert perfundierten
Rattenleber verglichen werden kann, zum anderen, dass die vorangegangene Ischdmie nur 1 h
dauerte und nicht wie bei unseren Versuchen 24 h. Eine Verringerung der IRP-1
Bindungsaktivitdt wird bei uns wahrscheinlich durch die Hypoxie selbst ausgelost. Hanson
und Leibold konnten zeigen, dass in Hepatoma-Zellen von Ratten nach 6 h Hypoxie die
RNA-Bindungsaktivitdt von IRP-1 vermindert ist (Hanson und Leibold, 1998). Aber auch
gegenteilige Effekte wurden beschrieben: Toth et al. beobachteten in zwei humanen Zelllinien
nach Hypoxie eine Erhohung der IRP-1 Bindungsaktivitit (Toth et al., 1999). Dies beruht
wahrscheinlich auf Spezies-spezifischen Unterschieden.

In unserem Modell der isoliert perfundierten Rattenleber blieben die Ferritinlevel im Verlauf

von Ischdmie und Reperfusion unveridndert. Andere Arbeitsgruppen beschrieben dagegen eine
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Verminderung der Ferritinlevel, allerdings erst nach mehreren Stunden Reperfusion: Tacchini
et al. beobachteten in der Rattenleber zunédchst eine Verringerung der Ferritinexpression nach
2 h Reperfusion (Tacchini et al., 1997). Nach weiteren 2 h stiegen die Ferritinlevel jedoch
wieder auf das urspriingliche Niveau an. Nach segmentaler Ischimie im Darm kam es zu einer
Verminderung der Ferritin Protein- und mRNA-Menge nach 3 und 6 h Reperfusion (Yeh et
al., 1998).

Dass einerseits, wie in unserem Fall, die RNA-Bindungsaktivitit von IRP-1 nach 24 h
Ischdmie vermindert ist und gleichzeitig die Expression von Ferritin im Verlauf von Ischdmie
und Reperfusion unveréndert bleibt, ist durchaus moglich, zumal die Proteinsynthese in der
frithen Phase der Reperfusion verlangsamt ablauft (Schiaffonati et al., 1978). AuBlerdem muss
eine Verminderung der IRP-Bindungsaktivitit nicht unbedingt mit einer Induktion der
Ferritinexpression einhergehen. Thomson ef al. zeigten z.B., dass Stimulation von
lactotrophen GH3 Zellen der Schildriise mit Thyrotropin Releasing Hormon sowohl zu einer
Verminderung der IRP-Bindungsaktivitit als auch zu einer Verringerung der
Ferritinexpression fithrt (Thomson et al., 2000). Ferritin scheint also auch unabhéngig von
IRPs posttranskriptionell reguliert werden zu kénnen: In HepG2 Zellen kann das Zytokin
IL-1B Ferritin induzieren, wobei dieser Effekt allerdings nicht durch das Iron Responsive
Element vermittelt wird, sondern wahrscheinlich eine andere, GC-reiche Region der Ferritin

mRNA involviert ist (Rogers ef al., 1994).

4.2.1.2 Einfluss von ANP auf die IRP-1 Bindungsaktivitit und die Ferritinexpression

Weder ein Einfluss von ANP auf die Eisenhomoostase der Zelle noch auf die
Bindungsaktivitit von IRPs oder auf die Ferritinsynthese wurde in der Literatur bisher
beschrieben. Wir konnten zeigen, dass ANP bereits nach 30 min Perfusion die IRP-1
Bindungsaktivitdt senken kann. Nach 24 h Ischidmie ist dieser Effekt nicht mehr nachweisbar,
was daran liegen konnte, dass die Bindungsaktivitdt von IRP-1 auch in den Kontrollorganen
nach der Ischidmie vermindert ist. Gleichzeitig wird Ferritin bereits nach 30 min Perfusion
induziert und ist auch nach 24 h Ischdmie noch erhoht. Die Induktion von Ferritin erfolgt sehr
schnell. Da Ferritin hauptsdchlich posttranskriptionell reguliert wird, kann ein Anstieg des
Ferritingehalts, z.B. nach Stimulation mit Eisen schnell detektiert werden (White und Munro,
1988). So konnten Berenshtein et al. zeigen, dass durch Ischdmische Prikonditionierung im
Herzen Ferritin bereits nach 25 min Ischdmie auf das Doppelte ansteigt (Berenshtein et al.,

2002). Eine transkriptionelle Regulation der Ferritinexpression scheint nach solch kurzen
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Zeitrdumen eher unwahrscheinlich zu sein. Daher hidngen die verringerte Bindungsaktivitit
von IRP-1 und die erhohte Expression von Ferritin durch ANP-Prékonditionierung mit grof3er
Wabhrscheinlichkeit direkt zusammen.

ANP vermittelt die meisten Effekte {iber den Guanylatzyklase-gekoppelten NPR-A Rezeptor,
wobei cGMP als second messenger entsteht (Levin et al., 1998). Da die Perfusion mit dem
cGMP-Analogon 8-Br-cGMP ebenfalls die IRP-1 Bindungsaktivitidt senken konnte, wird
dieser ANP-Effekt wahrscheinlich iiber cGMP vermittelt. Dies ist ein erster Hinweis darauf,
dass eine Induktion von Ferritin durch ANP an dessen Schutzwirkung beteiligt sein konnte, da
die protektive Wirkung der hormonellen Priakonditionierung mit ANP ebenfalls {iber cGMP
erfolgt (Gerbes et al., 1998).

Eine Prikonditionierung mit ANP konnte durch Induktion von Ferritin zum Schutz vor IRS in
der Leber beitragen, da Ferritin als Eisenspeicherprotein Eisen, das die Entstehung von ROS
iber die Fenton Reaktion katalysiert, abfdngt und so vor oxidativem Stress schiitzt.

Gezeigt wurde bereits, dass ANP in der Lage ist, vor Kupfferzell-induziertem oxidativen
Stress zu schiitzen (Bilzer et al., 1999b). Moglicherweise spielt der Einfluss auf IRPs und
Ferritin dabei eine Rolle.

ROS werden wahrscheinlich durch aktivierte Kupfferzellen nicht nur im Verlauf der
Reperfusion gebildet. Inzwischen gibt es Hinweise, dass ROS auch schon wihrend der
Ischdmie eine Rolle spielen. Rauen ef al. konnten zeigen, dass Hypothermie in Hepatozyten
und sinusoidalen Endothelzellen Apoptose auslosen kann und diskutieren, dass dies durch
eine Erhohung der intrazelluldren Eisenspiegel und die Bildung von ROS vermittelt wird
(Rauen et al., 2000). ANP-Prikonditionierung schiitzt Hepatozyten in der isoliert
perfundierten Rattenleber nach kalter Ischdmie vor Apoptose (Gerwig et al., in Revision)
Dabei konnte aufgrund der Ergebnisse von Rauen et al. die Induktion von Ferritin eine Rolle

spielen.

4.2.1.3 Zelluliire Lokalisation der ANP-Effekte

In isolierten Rattenhepatozyten konnte ANP weder die IRP-1 Bindungsaktivitit senken noch
die Ferritinexpression induzieren. Da aber die Hepatozyten den groBten Teil der Leberzellen
ausmachen, ist es am wahrscheinlichsten, dass die beschriebenen ANP-Effekte in diesen
Zellen ausgeldst werden. Moglich wire, dass ANP primér andere Leberzellen beeinflusst, z.B.
Kupfferzellen oder auch Endothelzellen, die dann die Effekte iiber andere

Signaltransduktionswege in Hepatozyten induzieren. In all diesen Zelltypen wurde die
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mRNA-Expression des NPR-A Rezeptors nachgewiesen (Bilzer et al, 1999b).
Moglicherweise beeinflusst ANP auch in Kupfferzellen oder Endothelzellen direkt die IRP-1
Bindungsaktivitit und die Ferritinexpression.

Um zu iiberpriifen, ob ANP die beschriebenen Effekte auf IRPs und Ferritin direkt in
Kupfferzellen auslosen kann, miissten Versuche an isolierten Kupfferzellen durchgefiihrt
werden. Da die Isolierung von Kupfferzellen jedoch sehr aufwendig ist und nur sehr geringe
Ausbeuten erzielt werden, wurde dies nicht durchgefiihrt.

Ob Kupfferzellen bei der Verminderung der IRP-1 Bindungsaktivitdt und der Erhéhung der
Ferritinexpression durch ANP eine Rolle spielen, 1d6t sich auch an Kupfferzell-depletierten
Organen untersuchen, bei denen man zunichst gezielt die Kupfferzellen depletiert und
anschlieBend untersucht, ob ANP die beschriebenen Effekte auf IRP-1 und Ferritin noch
auslosen kann. Wir wihlten dieses Modell fiir unsere Versuche. Die Depletion der
Kupfferzellen erfolgte durch Injektion von Clodronat-haltigen Liposomen, die von den
Kupfferzellen phagozytiert werden. Clodronat, ein anionisches Biphosphonat, wird dann in
den Kupfferzellen freigesetzt und fiihrt wahrscheinlich iiber eine Depletion von
intrazelluldrem Eisen (Van Rooijen, 1993; Monkkdnen und Heath, 1993) oder einen direkten
Eingriff in den ATP-Metabolismus (Van Rooijen, 1993) zur Apoptose. Eine andere Methode
zur Depletion von Kupfferzellen ist die systemische Gabe von Gadoliniumchlorid (GdCls).
Wie diese Substanz genau wirkt, ist nicht bekannt. Neubauer et al. konnten zeigen, dass es
durch GdCl; nicht zu einer Depletion der Kupfferzellen kommt, sondern zu einer temporéren
Blockade ihrer Aktivitidt (Neubauer et al., 2002, abstract). Man diskutiert auch, dass es zu
einer initialen Aktivierung der Kupfferzellen kommen kann. Da dies Auswirkungen auf zu
untersuchende Effekte haben konnte, schien uns die Depletion der Kupfferzellen mittels
Clodronat-haltiger Liposomen geeigneter zu sein.

In dieser Versuchsreihe konnte die Verminderung der IRP-1 Bindungsaktivitit durch ANP
jedoch schon in den Kontrollorganen, deren Kupfferzellen nicht depletiert worden waren,
nicht reproduziert werden, so dass auch keine Aussagen iiber eine Beteiligung der
Kupfferzellen gemacht werden konnte. Wir gehen davon aus, dass moglicherweise die
Ethernarkose, unter der die Tiere die Liposomen bzw. 0,9% NaCl-Losung injiziert
bekommen, einen Einfluss auf den ANP-Effekt hat.

Der Nachweis einer Beteiligung von Kupfferzellen an den ANP-Effekten auf IRPs und

Ferritin bleibt offen. Um zu untersuchen, ob Endothelzellen in die Verminderung der IRP-
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Bindungsaktivitdt und die Erhohung der Ferritinexpression involviert sind, miissten Versuche
an isolierten Endothelzellen durchgefiihrt werden.

Wir vermuten jedoch, dass der Effekt der ANP-Prikonditionierung auf IRP-1 und Ferritin
sehr wahrscheinlich in Hepatozyten induziert wird und dass dies von Kupfferzellen vermittelt
wird. Es wurde bereits diskutiert, dass ANP {iber eine Beeinflussung der Kupfferzellen
protektiv wirken konnte, da ANP in isolierten Kupfferzellen die LPS (Lipopolysaccharid)-
induzierte Sekretion von TNF-a reduzieren kann (Kiemer ef al., 2002d). ANP verringert auch

die Produktion von NO in Makrophagen (Kiemer und Vollmar, 1997).

4.2.1.4 Zusammenhang zur HO-1 Induktion

Um zu tUberpriifen, ob zwischen der HO-1 Induktion und den Effekten auf IRPs und Ferritin
ein Zusammenhang besteht, wurden Perfusionen mit dem HO-1 Aktivititshemmer
Zinnprotoporphyrin ~ (SnPP)  durchgefiihrt. Protoporphyrine wie z.B. Zink- und
Zinnprotoporphyrin sind dafiir bekannt, dass sie die Aktivitdt der 16slichen Guanylatzyklase
inhibieren (Andersson und Grundemar, 1995). Somit konnten sie den ANP-
Signaltransduktionsweg moglicherweise beeinflussen. Kiemer et al. konnten jedoch in der
isoliert perfundierten Rattenleber zeigen, dass Zinkprotophorphyrin keinen Einfluss auf die
ANP-induzierte cGMP-Bildung hat (Kiemer ef al., 2003).

Da die alleinige Perfusion mit SnPP keinen Einfluss auf die IRP-1 Bindungsaktivitit hatte
und SnPP die durch ANP ausgeldste Verminderung der RNA-Bindungsaktivitdt nicht
aufheben konnte, ist dieser ANP-Effekt unabhingig von einer HO-1 Induktion. Bei den
weiteren Versuchen beziiglich der HO-1 Induktion durch ANP-Prakonditionierung konnte
dann auch gezeigt werden, dass HO-1 nur in Kupfferzellen induziert wird und dass dieser
Effekt cGMP-unabhingig ist (Kiemer et al., 2003). Da die Verringerung der IRP-1
Bindungsaktivitit jedoch durch 8-Br-cGMP nachgeahmt werden konnte, ist dies ist ein
weiterer Hinweis darauf, dass eine HO-1 Induktion bei den Effekten auf IRPs und Ferritin

keine Rolle spielt.

4.2.1.5 Einfluss von ANP auf den Phosphorylierungsstatus von IRP-1

Die RNA-Bindungsaktivitit der IRPs wird nicht nur iiber die Eisenspiegel der Zelle reguliert.
Proteinkinase C (PKC) steigert in HL60-Zellen die IRP-Bindungsaktivitit durch
Phosphorylierung an Ser138 (Schalinske und Eisenstein, 1996). ANP seinerseits kann in
isoliert perfundierten Lebern die membrangebundenen Formen der a- und e-PKC signifikant

erniedrigen (Kenngott et al., 2001, abstract). ANP konnte also eine Phosphorylierung und
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damit eine Aktivierung von IRP-1 verhindern, indem es die Aktivitit der PKC inhibiert.
Unsere Versuche zeigten jedoch, dass der Phosphorylierungsstatus von IRP-1 in den ANP-
prakonditionierten Lebern und in den Kontrollorganen gleich ist. Somit scheint ANP die
IRP-1 Bindungsaktivitdt auch nicht {iber eine Verdnderung des Phosphorylierungsstatus zu
beeinflussen. Ob IRP-1 iiberhaupt -dhnlich wie in HL60-Zellen- auch in der Leber durch
Phosphorylierung an Ser138 aktiviert werden kann, ist an dem Modell der isoliert
perfundierten Rattenleber sehr schwer zu untersuchen. Eine Perfusion mit PKC-aktivierenden
Substanzen wie z.B. PMA (Phorbolmyristatacetat) kann sehr viele andere Effekte ausldsen.
So ist PMA ein starker Aktivator von Kupfferzellen, was sich auf die Eisenhomdostase der
Zelle auswirken konnte. Ergebnisse beziiglich des Phosphorylierungssatus von IRP-1 kdnnten
aus diesem Grund nicht eindeutig interpretiert werden.

Nun bleibt die Frage offen, wie ANP die IRP-1 Bindungsaktivitit vermindert. Wir vermuten,
dass ANP in Kupfferzellen die Bildung von ROS auslost und dariiber die RNA-
Bindungsaktivitdt von IRP-1 beeinflusst. Dass ANP die Sekretion von ROS stimulieren kann,
wurde bereits an polymorphkernigen Neutrophilen (Wiedermann et al., 1992), an murinen
Makrophagen (Vollmar et al., 1997b) und an humanen Endothelzellen (Fiirst et al., 2003,
abstract) gezeigt. Beziiglich einer Modulation der IRP-Bindungsaktivitidt durch oxidativen
Stress gibt es ebenfalls eine Vielzahl von Verdffentlichungen: Cairo et al. konnten zeigen,
dass in Rattenleberlysaten die gleichzeitige Generierung von H,O, und Superoxid durch
Inkubation mit Xanthinoxidase die IRP-Bindungsaktivitit herabsetzen kann (Cairo et al.,
1996). Auflerdem konnte gezeigt werden, dass eine in vivo Produktion von ROS, die durch
Behandlung von Rattenlebern mit Phoron, einer Glutathion-depletierenden Substanz,
ausgelost wurde, sowohl die IRP-1 Bindungsaktivitdt senken als auch die Ferritinexpression

induzieren kann (Cairo et al., 1995).

4.2.2 PRAKONDITIONIERUNG MIT ALPHA-LIPONSAURE

Da o-Liponsdure eisenchelatierende Eigenschaften besitzt (Biewenga et al., 1997; Packer,
1998), wurde in einem Modell der warmen Ischdmie und Reperfusion untersucht, ob eine

Priakonditionierung mit a-Liponsdure IRPs und Ferritin in der Rattenleber beeinflussen kann.

4.2.2.1 IRP-Bindungsaktivitit im Verlauf von warmer Ischimie und Reperfusion

Anders als beim bereits beschriebenen Modell der kalten Ischdmie und Reperfusion (siche

4.2.1.1) bleibt die IRP-1 Bindungsaktivitit im Verlauf von warmer Ischdmie und Reperfusion
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in den Kontrollorganen unverdndert. Dies entspricht den Ergebnissen von Tacchini et al., bei
denen die RNA-Bindungsaktivitit von IRP-1 in der Rattenleber nach 1 h Ischdmie im
Vergleich zu sham-operierten Tieren ebenfalls unverdndert ist (Tacchini et al., 1997).
Allerdings konnte diese Arbeitsgruppe nach 1 h Reperfusion eine Abnahme der IRP-1
Aktivitit beobachten, die im weiteren Verlauf jedoch wieder zuriickging. Dies konnten wir zu
den untersuchten Zeitpunkten (45 und 90 min Reperfusion) nicht feststellen, was
wahrscheinlich auf die unterschiedlichen Modelle zuriickzufiihren ist. Bei Tacchini et al.
handelt es sich um einen in vivo Versuch. Letztendlich ist aber noch nicht genau bekannt, wie

sich die Bindungsaktivitit der IRPs durch Ischdmie und Reperfusion verédndert.

4.2.2.2 Reduktion der IRP-Bindungsaktivitit durch a-Liponsiure

Aufgrund der eisenchelatierenden Eigenschaften von a-Liponsdure hatten wir erwartet, dass
die IRP-Bindungsaktivitit von IRP-1 in den pridkonditionierten Organen steigt. Wir konnten
jedoch zeigen, dass a-Liponsdure bereits nach 30 min Perfusion die IRP-1 Bindungsaktivitit
senkt und dass dieser Effekt auch noch nach 1 h Ischdmie erhalten bleibt. Aus diesem Grund
haben wir die Ferritinexpression genauer betrachtet. Doch eine Prdkonditionierung mit
a-Liponsdure hatte keinen Einfluss auf die Protein-Level von Ferritin.

Somit scheint a-Liponsdure in der isoliert perfundierten Rattenleber nicht {iber eine Induktion
der Ferritinexpression am Schutz vor IRS beteiligt zu sein. Bisher gibt es in der Literatur nur
eine Arbeit von Goralska et al., die zeigt, dass a-Liponsdure in Epithelzellen des Auges eine
Anreicherung von Ferritin bewirkt. Dies wird jedoch vermutlich nicht durch eine erhdhte
Neusynthese von Ferritin, sondern durch eine verlangsamte Degradation erreicht (Goralska et
al., 2003). Diese Arbeitsgruppe konnte auBlerdem nachweisen, dass eine Behandlung der
Zellen mit a-Liponsdure vor oxidativem Stress durch H,O; schiitzen kann. All diese Effekte
wurden aber erst nach 20 h Stimulation mit a-Liponsdure beobachtet. Dies ist im Vergleich zu
unserem Modell ein sehr langer Zeitraum.

Dass eine Verminderung der IRP-Bindungsaktivitdt nicht unbedingt mit einer Erhohung der
Ferritinexpression einhergehen muss, wurde bereits erwihnt (siche 4.2.1.1).

Als néchstes stellt sich die Frage, ob ein alleiniger Effekt auf die IRP-1 Bindungsaktivitit
auch protektiv wirken kann. Wir vermuten, dass durch Verminderung der RNA-
Bindungsaktivitit IRP-1 vermehrt als zytosolische Aconitase vorliegt. In dieser Konformation
weist IRP-1 eine hohe Homologie zur mitochondrialen Aconitase auf und konnte an der

vermehrten Umsetzung von Citrat beteiligt sein. Dabei entsteht letztendlich ATP. Dies konnte
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ein Hinweis darauf sein, wie a-Liponsdure den ATP-Gehalt im Verlauf von Ischdmie und
Reperfusion erhohen kann (Miiller, 2002). Priakonditionierung mit a-Liponsdure kdnnte also
durch Steigerung der Aconitase-Aktivitit von IRP-1 der ATP-Depletion, die wéhrend der
Ischdmie auftritt, entgegenwirken und so die Energiebereitstellung in der Leber verbessern.
Frau S. Kulhanek-Heinze (Department Pharmazie, Ludwig-Maximilians-Universitét
Miinchen) wird dazu weitere Versuche durchfiihren.

Offen bleibt auch, wie a-Liponsdure die RNA-Bindungsaktivitit von IRP-1 beeinflussen
kann. In vitro wurde gezeigt, dass Dihydroliponsdure, die im Korper durch Reduktion von
a-Liponsdure entsteht, Eisen aus Ferritin freisetzen kann (Bonomi et al., 1989). Dies konnte
die IRP-Bindungsaktivitit herabsetzen. Goralska et al. beobachteten dagegen, dass
a-Liponsdure in Epithelzellen des Auges den intrazelluldren Eisenspiegel erniedrigt, indem es
die Aufnahme von Eisen in die Zelle verringert und gleichzeitig die Speicherung von Eisen
induziert (Goralska et al., 2003). Aufgrund dieser Daten wiirde man wiederum eine Erhohung
der IRP-Bindungsaktivitit erwarten. Um Hinweise dariiber zu erhalten, ob a-Liponsdure in
unserem Modell die intrazelluldren Eisenspiegel beeinflusst, wird Frau S. Kulhanek-Heinze
(Department Pharmazie, Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen) eine Eisenmessung in
isolierten Hepatozyten nach a-Liponsdure-Stimulation durchfiihren.

Denkbar ist auch, dass a-Liponsédure in unserem Modell die IRP-Bindungsaktivitit gar nicht
tiber Eisenspiegel reguliert, sondern eine direkte Wirkung auf die Clusterbildung hat. Es ist
noch weitgehend unbekannt, welche Faktoren auBler Eisen die Ausbildung des Eisen-
Schwefel-Clusters von IRP-1 begiinstigen bzw. welche zu einer Zerstorung diese Struktur
fiihren und somit die RNA-Bindungsaktitvitdt von IRP-1 erhdhen. Allerdings scheinen nicht
nur die Eisenspiegel der Zelle einen Einfluss darauf zu haben, ob IRP-1 {iberwiegend als IRE-
bindendes Protein oder als zytosolische Aconitase mit einem Eisen-Schwefel-Cluster vorliegt.
So bewirken H,0O, und NO wabhrscheinlich iiber eine Zerstorung der Clusterstruktur eine
Erhohung der IRP-1 Bindungsaktivitit (Paraskeva und Hentze, 1996). Auch starke
Reduktionsmittel wie z.B. 2-Mercaptoethanol, konnen die IRP-1 vollstindig aktivieren

(Hentze et al., 1989).

4.2.3 ISCHAMISCHE PRAKONDITIONIERUNG

Eine Induktion von Ferritin als moglicher protektiver Mechanismus der Ischdmischen
Priakonditionierung wurde bisher nur im Herzen beschrieben. Berenshtein ef al. zeigten, dass

in prakonditionierten Organen nach der Ischdmie weniger freies, redoxaktives Eisen, das an
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der Entstehung von ROS {iber die Fenton Reaktion beteiligt ist, freigesetzt wird und dass die
Ferritinlevel fast doppelt so hoch sind (Berenshtein et al., 2002). Da bei diesen Versuchen
wihrend der Ischdmischen Prikonditionierung (3 x 2 min Ischdmie und 3 min Reperfusion)
geringe, aber signifikante Mengen an Eisen freigesetzt wurden, wird postuliert, dass dieses
freigesetzte Eisen die Synthese von Ferritin induzieren kann und so zum Schutz vor IRS
beitrdgt. In unserem Modell waren die Ferritinlevel kurz nach der Ischidmischen
Prakonditionierung im Vergleich zur Kontrollgruppe bereits signifikant erhoht, dieser Effekt
war auch nach 1 h Ischdmie noch zu sehen. Moglich wire, dass dies auch iiber eine Erhdhung
der Eisenspiegel vermittelt wird. Zumindest ist es sehr wahrscheinlich, dass die schnelle
Induktion von Ferritin durch eine verstirkte Translation und nicht durch eine erhdhte
Transkription erfolgt. AuBlerdem scheint der unmittelbare Schutz durch Ischdmische
Prakonditionierung auf posttranskriptioneller Ebene vermittelt zu werden, da der protektive
Effekt nur durch Cycloheximid, nicht aber durch Aktinomycin D aufgehoben wird (Rowland
etal., 1997).

Als Mal fiir die intrazelluldren Eisenspiegel kann die RNA-Bindungsaktivitit von IRP-1
herangezogen werden, das bei hohen Eisenspiegeln iiberwiegend als zytosolische Aconitase
vorliegt und somit weder an das IRE in der Ferritin mRNA bindet noch dessen Translation
inhibiert. Die IRP-1 Bindungsaktivitdt war kurz nach der Ischdmischen Prikonditionierung
tendenziell gesenkt. Somit konnte also die Ferritinsynthese auch in der Leber iiber eine
Veranderung der Eisenspiegel induziert werden, die ihrerseits IRP-1 beeinflussen.

Die Induktion von Ferritin in der Leber nach Ischdmischer Prikonditionierung wurde in dieser
Arbeit erstmals gezeigt. Dies konnte zum Schutz vor IRS erheblich beitragen, da Ferritin
Eisen speichern kann. Eisen kann dann nicht mehr die Entstehung von ROS iiber die Fenton
Reaktion katalysieren. Dass Eisen tatsdchlich zum Schaden nach Ischdmie und Reperfusion
beitrdgt, wurde bereits durch Perfusionen mit Eisenchelatoren gezeigt, die den Schaden nach
Ischdmie und Reperfusion verringern konnten (Omar et al., 1989; Colet et al., 1996; Amersi

et al., 2001).
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4.3 EINFLUSS VON ANP AUF DIE EXPRESSION VON GAPDH

4.3.1 GAPDH MRNA-EXPRESSION MITTELS RT-PCR

In einem herkdmmlichen RT-PCR Experiment mit GAPDH-spezifischen Primern war in den
ANP-priakonditionierten Lebern eine deutliche Reduktion der GAPDH mRNA-Expression
nach 24 h kalter Ischidmie sowie nach 45 und 120 min Reperfusion zu sehen. Die hier
angewendete Methode der RT-PCR erlaubt jedoch nur eine semiquantitative Aussage und ist
lediglich ein Hinweis auf eine mogliche Reduktion der GAPDH mRNA-Expression durch
ANP, da weder ein externer noch ein interner Standard zur Quantifizierung verwendet wurde.
Ein externer Standard ist generell wungeeignet, da interne Storungen der
Amplifikationseffizienz einer individuellen Probe nicht zu erkennen sind. Im Gegensatz dazu
ermoglichen interne Standards die Erfassung von inhibitorisch wirksamen Substanzen,
allerdings nur sofern diese auf beide PCRs denselben Einfluss haben und nicht
sequenzspezifisch wirken. Ein weiteres groBes Problem ist die enorme Varianz der Reversen
Transkription, insbesondere dann, wenn aus zwei unterschiedlichen RNAs cDNA
synthetisiert wird. Aus diesen Griinden wéhlten wir zur genaueren Quantifizierung der
GAPDH mRNA-Menge eine andere Methode.

Es gibt verschiedene Moglichkeiten, mRNA zu quantifizieren. Die wichtigsten sind Northern
Blot, Ribonuklease-Protection-Assay, kompetitive PCR und Real-Time PCR.

Beim Northern Blot wird die RNA zunéchst unter denaturierenden Bedingungen auf einem
Agarosegel aufgetrennt, auf eine Membran transferiert und anschlieBend mit einer radioaktiv-
markierten RNA- oder DNA-Sonde, die komplementér zu der zu untersuchenden mRNA ist,
inkubiert und mit einem Phosphoimager detektiert. Ein grofer Vorteil des Northern Blots im
Vergleich zu den anderen Methoden ist die relativ einfache und problemlose Durchfiihrung.
Nachteilig ist, dass sehr grole Mengen an Ausgangsmaterial bendtigt werden und die
Methode daher nicht sehr sensitiv ist. Aulerdem konnen beim Transfer der RNA auf die
Membran UngleichméBigkeiten auftreten, da die Bloteffizienz nicht an allen Stellen der
Membran gleich ist.

Beim Ribonuklease-Protection-Assay wird die isolierte RNA ebenfalls mit einer zur
gesuchten RNA komplementéren, radioaktiv-markierten RNA-Sonde hybridisiert. Die aus der
Hybridisierung hervorgegangenen, perfekt gepaarten RNA-RNA-Hybridmolekiile werden
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anschlieend mit einem Gemisch aus den Ribonukleasen A und T1 inkubiert, die spezifisch
einzelstrangige RNA hydrolysieren. Somit werden alle nicht zur Ribosonde homologen
RNAs, einzelstringige Uberhiinge und freie, ungebundene Sonden-RNA verdaut. Die Hybride
werden danach in einem denaturierenden Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch aufgetrennt,
autoradiographiert und quantifiziert. Diese Methode ist ca. 20-100 mal sensitiver als die
Northern Blot Methode.

Bei der kompetitiven PCR wird dem Reaktionsansatz ein artifizieller klonierter Standard in
bekannten Ausgangskonzentrationen zugesetzt. Da dieser mit denselben Primern wie die
Zielsequenz koamplifiziert wird und somit das eigentliche Target ,,mimt“, wird er auch als
Mimic-Fragment bezeichnet und die Reaktion als kompetitive PCR, da es zu einer
Konkurrenz beider Targets um die Primer kommt. Nach der Amplifizierung werden beide
Produkte entweder aufgrund ihrer unterschiedlichen GroB3e oder durch eine unterschiedliche
Restriktionsstelle voneinander getrennt und analysiert. Beide Signale werden gegen die
Ausgangskonzentration des RNA-Mimic-Fragments aufgetragen und am Schnittpunkt beider
Kurven, d.h. bei gleicher Menge des Endprodukts, wird die Ausgangsmenge der Probe
abgelesen. Vorteil dieser Methode ist die sehr hohe Sensitivitit, Nachteil der sehr hohe
Optimierungsaufwand.

Die Grundlagen der Real-Time PCR wurden bereits in der Einleitung dargestellt.

Wir entschieden uns fiir die Real-Time PCR, da die PCR an sich die sensitivste Methode von
allen beschriebenen ist und die Real-Time PCR im besonderen auch die bereits erwéhnte
Problematik der Endpunktsbestimmung umgeht, da wéhrend der PCR-Reaktion permanent
die Menge an entstandenem Produkt gemessen und aufgezeichnet wird und somit
Expressionsunterschiede des zu untersuchenden Gens zwischen zwei Proben im
exponentiellen Bereich der PCR-Reaktion bestimmt werden und nicht in der Plateauphase.
AuBerdem konnen Effizienzunterschiede zwischen dem Target und dem verwendeten

Standard genau bestimmt werden und gehen in die Quantifizierung mit ein.

4.3.2 GAPDH MRNA-EXPRESSION MITTELS REAL-TIME PCR

Die GAPDH-Expression wurde sowohl mit der SYBR® Green-Methode als auch unter
Verwendung einer spezifischen TagMan® Sonde ermittelt. Die erhaltenen Ergebnisse waren
jedoch sehr unterschiedlich. Dafiir kann es verschiedene Griinde geben:

Eine Verunreinigung durch genomische DNA und damit eine Verfilschung der Ergebnisse

wurde in beiden Fillen ausgeschlossen, bei der SYBR® Green-Methode durch
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vorangeschalteten DNase-Verdau, bei der TagqMan®-Methode durch Kontroll-PCR-
Reaktionen ohne vorangegangene Reverse Transkription. Dass die verwendeten Primer an
andere Sequenzen als die GAPDH mRNA binden und somit Konkurrenzreaktionen auftreten,
wurde durch eine Suche in BLAST® (Basic Local Alignment Search Tool) ebenfalls
ausgeschlossen.

Moglich wire jedoch hinsichtlich der neu beschriebenen Funktionen von GAPDH auch, dass
es mehrere, verschiedene GAPDH mRNAs gibt, an die die eingesetzten Primer
unterschiedlich binden. Bisher wurde z.B. noch eine GAPDH mRNA Typ-2 in Rattenhoden
identifiziert (McLaughlin und Hall, nicht verdffentlicht). Hinzu kommt, dass das GAPDH-
Gen sehr komplex organisiert ist, allein in der Ratte wurden bisher mehr als 200 Sequenzen
identifiziert (Sirover, 1999). Man geht zwar davon aus, dass es sich hauptsdchlich um
Pseudogene handelt und nur ein aktives Gen fiir GAPDH existiert, doch wei3 man noch zu
wenig dariiber, um eine definitive Aussage treffen zu konnen. Das Vorliegen von
Pseudogenen stort generell die PCR-Reaktion, da sie um die Primer konkurrieren. In unseren
Versuchen diirfte das jedoch keine Rolle spielen, da genomische Verunreinigungen
weitgehend ausgeschlossen wurden. Ein weiterer Grund fiir die unterschiedlichen Ergebnisse
konnte in der verwendeten Stiickzahl liegen. Bei der SYBR® Green-Methode wurden
lediglich zwei voneinander unabhingige Experimente mit n=3 pro untersuchter Gruppe
durchgefiihrt, wihrend bei der TagMan® -Methode mit jeweils n=4-5 gearbeitet wurde. Die
relativ geringen Expressionsunterschiede konnten bei hoherer Stiickzahl nicht mehr detektiert
werden. Eine andere Erkldrung konnte in einer starken Varianz der Reversen Transkription
liegen, da fiir die beiden PCR-Methoden jeweils neu isolierte RNA mit verschiedenen
Methoden revers transkribiert wurde.

Alles in allem wiesen jedoch zwei der verwendeten Methoden auf eine Reduktion der
GAPDH mRNA-Expression durch Priakonditionierung mit ANP hin. Die Reduktion bewegte
sich in einer GroBenordnung von max. 40%. Da GAPDH bis zu 10% der
Gesamtproteinmenge in der Zelle ausmacht (Sirover, 1999), konnten selbst diese geringen
Unterschiede eine sehr groe Wirkung haben. Allerdings gibt es bisher keine Methode der
mRNA-Quantifizierung, die Unterschiede, die kleiner als 100% sind, zuverldssig und

reproduzierbar detektieren kann.
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4.3.3 GAPDH PROTEINEXPRESSION

Im Western Blot konnten keine Unterschiede in der GAPDH-Proteinexpression zwischen
Kontrollorganen und ANP-prikonditionierten Organen festgestellt werden. Dennoch schlief3t
dieser Befund nicht aus, dass GAPDH in unserem Modell der isoliert perfundierten
Rattenleber eine der neu beschriebenen Funktionen ausiibt und beispielsweise in den Zellkern
transloziert und an der Auslosung von Apoptose beteiligt ist. Eine subzelluldre Fraktionierung
mit anschlieBender Bestimmung der GAPDH Proteinmengen gibt dariiber wahrscheinlich
grofBeren Aufschluss. Allerdings stof3t man hier auf methodische Grenzen, da man sehr reine
Kernextrakte gewinnen miisste, die keinerlei Verunreinigung von zytosolischem GAPDH
aufweisen. Herr Dr. H. MeiBiner (Institut fiir Pathologie, Klinikum Innenstadt der Ludwig-
Maximilians-Universitdt Miinchen) versuchte daher, eine zellulire Translokation in
Gewebeschnitten der Lebern nachzuweisen. Leider erhielt er mit dem einzig kommerziell
erhéltlichen Antikdrper keine auswertbaren Ergebnisse, da u.a. unspezifische Reaktionen
auftraten.

Somit kdnnen keine Aussagen getroffen werden, ob GAPDH auch im Verlauf von Ischdmie

und Reperfusion reguliert wird und evtl. an der Auslosung von Apoptose beteiligt ist.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden mdgliche molekulare Wirkmechanismen
pharmakologischer ~und  ischdmischer  Pridkonditionierung zur  Prdvention des
Ischamie-Reperfusionsschadens am Modell der Rattenleber untersucht. Im Mittelpunkt stand
dabei der Einfluss dieser Therapieansitze auf das Eisenregulierende Protein IRP-1 und das
zytoprotektiv wirkende Eisenspeicherprotein Ferritin sowie auf die Aktivitdit von Matrix
Metalloproteinasen, die vor allem an der Ablosung der sinusoidalen Endothelzellen von der
sie umgebenden Matrix beteiligt sind. Aullerdem wurde die Rolle von GAPDH, einem

Schliisselenzym der Glykolyse, beim IRS genauer betrachtet.

Hormonelle Prikonditionierung mit dem Atrialen Natriuretischen Peptid verringerte die
RNA-Bindungsaktivitit von IRP-1. Dieser Effekt wird wahrscheinlich iiber cGMP vermittelt
und ist unabhingig von einer HO-1 Induktion. Die Regulation der RNA-Bindungsaktivitét
erfolgt nicht iiber eine Verdnderung des Phosphorylierungsstatus von IRP-1, sondern wird
vermutlich iiber ROS vermittelt, die moglicherweise von Kupfferzellen gebildet werden. ANP
war aullerdem in der Lage, die Ferritinexpression zu induzieren. Dies ist wahrscheinlich eine
Folge der verminderten IRP-1 Bindungsaktivitdt und einer daraus resultierenden Erhohung
der Ferritintranslation.

Die Aktivitit von Matrix Metalloproteinasen wird durch Pridkonditionierung mit ANP nicht
beeinflusst.

Bei den Untersuchungen zu GAPDH wiesen zwei der verwendeten Methoden zur mRNA-
Quantifizierung auf eine Reduktion der GAPDH mRNA-Expression durch ANP hin und
lassen eine neuartige Rolle von GAPDH beim IRS vermuten, z.B. eine Beteiligung an der
Auslosung von Apoptose. Da die Reduktion der GAPDH mRNA-Menge sich in einer
GroBenordnung von ca. 40% bewegte und es bisher keine Methode der mRNA-
Quantifizierung gibt, die diese relativ geringen Unterschiede zuverldssig und reproduzierbar
detektieren kann, konnten wir aufgrund methodischer Grenzen keine eindeutige Aussage
beziiglich einer Reduktion der GAPDH mRNA-Expression durch ANP treffen. Die GAPDH

Proteinmenge blieb unveriandert.
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Prikonditionierung mit o-Liponsiiure fiihrte ebenfalls zu einer Reduktion der IRP-1
Bindungsaktivitdt. Folglich liegt IRP-1 wahrscheinlich iiberwiegend als zytosolische
Aconitase vor und konnte aufgrund der hohen Homologie zur mitochondrialen Aconitase an
einer vermehrten Umsetzung von Citrat im Citratzyklus beteiligt sein. Dies ist vermutlich ein
Hinweis darauf, wie a-Liponsdure den ATP-Gehalt in den Zellen erhéhen und so die
Energiebereitstellung in der Leber verbessern kann. Auf die Ferritinexpression hatte die

Prakonditionierung mit a-Liponsdure keinen Einfluss.

Ischimische Priikonditionierung hatte eine deutliche Induktion der Ferritinexpression zur

Folge, was zum Schutz vor IRS erheblich beitragen konnte.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten
Untersuchungen neue Hinweise zum molekularen Wirkmechanismus verschiedener
Therapieansdtze zum Schutz vor IRS geben. Diese Kenntnisse sind eine wichtige

Voraussetzung fiir deren sinnvolle und rationale Anwendung in der Klinik.
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6.1 ABKURZUNGEN

% (m/V) Massenprozent

% (V/V) Volumenprozent

°C Grad Celsius

M Mikro (10°)

8-Br-cGMP 8-Bromoguanin-3’, 5’-zyklisches Monophosphat
A Ampere

A Angstrom

abs. absolut

AMV-RT Avidrer Myeloblastosis Virus-Reverse Transkriptase
ANP Atriales Natriuretisches Peptid

AP-1 Aktivator Protein-1

APMA 4-Aminophenylquecksilberacetat

APS Ammoniumperoxodisulfat

AS Aminoséure

ATP Adenosin-5’-triphosphat

BNP Brain oder B-Typ Natriuretisches Peptid

bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumine)
cAMP zyklisches Adenosin-3°, 5"-monophosphat
CAT Chloramphenicol-Acetyltransferase

cDNA komplementire Desoxyribonukleinséure
cGMP zyklisches Guanosin-3’, 5’-monophosphat

Ci Curie

CLLMBP Clodronat

CNP C-Typ Natriuretisches Peptid

COX-2 Cyclooxygenase-2

cpm Zidhler pro Minute (counts per minute)

cRNA komplementéire Ribonukleinséure
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CTP Cytosin-5"-triphosphat

Cys Cystein

Da Dalton

DAG Diacylglycerol

dATP 2’-Desoxyadenosin-5"-triphosphat

dCTP 2’-Desoxycytosin-5 -triphosphat

dGTP 2’-Desoxyguanosin-5’-triphosphat

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure (desoxyribonucleic acid)
DNP Dendroaspis Natriuretisches Peptid

dNTP dATP, dCTP, dGTP oder dTTP

DTT Dithiothreitol

dTTP 2’- Desoxythymidin-5"-triphosphat

E. coli Escherichia coli

eALAS 5-Aminoldvulinatsynthase

ECM extrazelluldre Matrix

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

EGTA Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-tetraessigsiure
EMBL European Molecular Biology Laboratory

ET-1 Endothelin-1

EtBr Ethidiumbromid

FKS Fotales Kélberserum

g Gramm

GAPDH Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase

GC Guanylatzyklase

GDP Glyoxal-DMSO-Phosphat

GTP Guanosin-5’-triphosphat

h Stunde

HBSS Hank's Salzlosung (Hank s balanced salt solution)
HEPES 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethansulfonsdure
HO-1 Héamoxygenase-1

IGF-1 insulin growth factor-1

IgG Immunglobulin G
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IL
INOS
IP
IP3
IRE
IRP
IRS
IxB
kb
KC
KH-Puffer
Ko

1

LB
LPS
LS

MAPK
min

MMP
Mn-SOD
MOPS
mRNA
MT-MMP

NF-xB
NP
NPR
nt

OD
PAA
PAF

Interleukin

induzierbare NO-Synthase
Ischamische Prikonditionierung
Inositoltriphosphat

Iron Responsive Element

Eisenregulierendes Protein (iron regulatory protein)

Ischdmie-Reperfusionsschaden/-schiden

inhibierender Faktor-xB
Kilobasen

Kupfferzellen
Krebs-Henseleit Puffer
Kontrolle

Liter

Luria-Bertani
Lipopolysaccharid
a-Liponsdure

Milli (10”*) oder Meter
Mitogen-aktivierte Proteinkinase
Minute

Matrix Metalloproteinase
Mangan-Superoxiddismutase
3-(N-Morpholino)propansulfonsdure
Messenger-Ribonlukleinséure
membrane-type MMP

Nano (107)

Normal

Nukledrer Faktor-xB
Natriuretische Peptide
Natriuretischer Peptidrezeptor
Nukleotid

Optische Dichte
Polyacrylamid

Plattchen-aktivierender Faktor
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PBS Phosphatgepufferte Kochsalzlosung

PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
PEG Polyethylenglycol

pH potentia Hydrogenii

PI3-K Phosphatidylinositol-3-kinase

PIP2 Phosphatidylinositolbiposphat

PKA cAMP-abhingige Proteinkinase

PKC Proteinkinase C

PKG cGMP-abhingige Proteinkinase

PLC Phospholipase C

PLD Phospholipase D

PMN polymorphkernige neutrophile Granulozyten
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

PVDF Polyvinylidenfluorid

PVP Polyvinylpyrrolidon

REMSA RNA Electrophoretic Mobility Shift Assay

RNA Ribonukleinsédure (ribonucleic acid)

ROS reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species)
rpm Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
rRNA ribosomale Ribonukleinsdure

RT-PCR Reverse Transkription-Polymerase Kettenreaktion
SDS Sodiumdodecylsulfat

SDS-PAGE Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelektrophorese
sec Sekunde

SEM Standardfehler des Mittelwerts

Ser Serin

SMC glatte Muskelzellen (smooth muscle cells)

SnPP Zinnprotoporphyrin

TBE Tris-Borat-EDTA Puffer

TBS-T Tris-gepufferte Kochsalzlgsung mit Tween

TE Tris-EDTA Puffer

TEMED Tetramethylethylendiamin

TF Transkriptionsfaktor
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TIMP
TNF-a
totRNA
Tris
tRNA
U

UTP
UTR
uv
UW-Losung
A"

tissue inhibitor of matrix metalloproteinase
Tumor Nekrose Faktor-a

totale RNA
Tris-hydroxymethyl-aminomethan
Transfer-Ribonukleinséure

Unit

Uridin-5"-triphosphat

nichttranslatierte Region (untranslated region)
Ultraviolett

University of Wisconsin-Ldsung

Volt
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6.2 ALPHABETISCHE LISTE DER FIRMEN

AG Hoechst Pharma

Agfa-Gevaert AG

Alexis Biochemicals

Amersham Pharmacia Biotech
ASTA Medica

Bandelin Electronic GmbH

BD Labware

Beckmann Instruments

Biometra

BioRad

BioWhittaker Molecular Applications
Biozol Diagnostika Vertrieb GmbH
Boehringer Mannheim

Braun Melsungen AG

Calbiochem

Canberra-Packard GmbH

Cell Signaling

Charles-River Wiga GmbH
Chemicon International Inc.
DuPont Pharma GmbH

Eastman Kodak Company

Epson

Fuji Photo Film GmbH
Gibco/Invitrogen

GraphPad Software Inc.

Heraeus

Ika Labortechnik

Jackson ImmunoResearch Laboratories
Linde

MBI Fermentas

Frankfurt/Main
Miinchen

Lausen, Schweiz
Uppsala, Schweden
Frankfurt/Main
Berlin

Bedford, MA, USA
Irvine, CA, USA
Gottingen

Miinchen

Rockland, ME, USA
Eching

Mannheim
Melsungen
Schwalbach
Dreieich
Frankfurt/Main
Sulzfeld

Temecula, CA, USA
Bad Homburg
Rocester, NY, USA
Chatswood, NSW, Australien
Diisseldorf
Karlsruhe

San Diego, CA, USA
Hanau

Staufen

West Grove, PA, USA
UnterschleiBheim

St. Leon Roth
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Merial

Millipore

MWG Biotech

NEN Life Science Products
Owl Separation Systems
PAN Biotech GmbH

PE Applied Biosystems
PerkinElmer Instruments
Peske

Promega

Qiagen GmbH

Roche Diagnostics

Roth

Santa Cruz Biotechnology
Savant Instruments

Serva

Sigma

Sorvall Kendro Laboratory Products GmbH
Ssniff Spezialdidten GmbH
Stratagene

Uniequip

Hallbergmoos
Bedford, MA, USA
Ebersberg

Kéln

Porthsmouth, NH, USA
Aidenbach
Weiterstadt
Uberlingen
Aindling-Pichl
Heidelberg

Hilden

Mannheim
Karlsruhe
Heidelberg
Holbrook, NY, USA
Heidelberg
Taufkirchen
Hamburg

Soest

Heidelberg
Martinsried
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