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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Grundlagen

1.1.1 Chronische cholestatische Leberkrankheiten und experimentelle

Cholestase

Der Begriff Cholestase bezeichnet eine Funktionsstérung der Leber, unter der die
Gallenbildung und/oder der Gallenfluss beeintrachtigt sind. Sie resultiert in einer
inadaquaten Ausscheidung gallenpflichtiger Substanzen in die Galle und in einem
Anstieg der Gewebe- und Plasmaspiegel z.B. von Gallensauren und Bilirubin.
Hohergradige Cholestase flihrt zu einer Schadigung der Leber und zu einem Mangel
von fiir die Verdauung wichtigen Gallenbestandteilen im Intestinum. '

Eine Cholestase wird haufig durch  mechanische Ursachen einer
Gallenabflussstérung ausgeldst, wie bei einer Choledocholithiasis oder bei Vorliegen
eines Pankreaskopftumors der Fall. DarUber hinaus wird sie bei einer Reihe von
infektiosen, toxischen, hereditar-metabolischen und autoimmunen Erkrankungen der
Leber beobachtet und kann bei genetisch bedingten Sekretionsstorungen der
Leberzellen wie z.B. bei der intrahepatischen Schwangerschaftscholestase oder der
benignen rekurrierenden intrahepatischen Cholestase (BRIC) transient auftreten.

Sie ist aber auch das Kennzeichen einer Reihe von Krankheitsbildern, die von einer
dauerhaften Funktionsstorung der Leber gepragt sind und so als chronische
cholestatische Leberkrankheiten bezeichnet werden. Im Kindesalter zahlen zu dieser
Krankheitsgruppe die zystische Fibrose (CF), die progressive familiare
intrahepatische = Cholestase  (PFIC), das Alagille-Syndrom  sowie die
Gallengangsatresie. Beim Erwachsenen stellen die Primar Biliare Zirrhose (PBC) und
die Primar Sklerosierende Cholangitis (PSC) die haufigsten chronischen

cholestatischen Leberkrankheiten dar. "2

Bei PBC wie PSC wird eine laborchemische Erhohung der so genannten
,Cholestaseparameter, =~ wie der alkalischen Phosphatase (aP), der

Gammaglutamyltranspeptidase (GGT) und im Spatstadium des Bilirubins,
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beobachtet. Beide Krankheiten verlaufen chronisch progredient tUber zwolf bis 20
Jahre unter Entwicklung einer Fibrose bzw. Zirrhose der Leber, sodass in der

Endphase der Krankheiten eine Lebertansplantation notwendig werden kann 3,

Die Primar Biliare Zirrhose stellt die haufigste chronische cholestatische
Leberkrankheit des Erwachsenen dar * °. Sie betrifft in mehr als 90% der Fille
Frauen mit einem Altersgipfel zwischen dem 40. und 60. Lebensjahr °. Histologisch
ist die PBC durch eine Entzindung und Fibrose vornehmlich der kleinen septalen
und intralobularen Gallengange charakterisiert, wobei die Genese dieser
Veranderungen noch weitgehend unklar ist. In aktuellen epidemiologischen
Untersuchungen wurde fur die PBC eine Pravalenz von beinahe 1/1000 Frauen

ermittelt 4.

Die Primar Sklerosierende Cholangitis ist nach der PBC die zweithaufigste
chronische cholestatische Leberkrankheit des Erwachsenen ‘. Betroffen sind mit
70% der Patienten Uberwiegend junge Manner im Alter zwischen 25 und 40 Jahren
bei Diagnosestellung. Die PSC ist von einer chronischen, fibrosierenden Entzindung
der grofRen intra- und extrahepatischen Gallenwege gepragt und fihrt zu
charakteristischen Stenosierungen und Dilatationen derselben, wobei auch hier die
genaue Atiologie weitgehend unverstanden ist. Die Pravalenz wird auf dem Boden
aktueller epidemiologischer Untersuchungen auf bis zu 14/100.000 Einwohner
geschatzt 8. Bei Uiber 70% der PSC-Patienten liegt gleichzeitig eine chronisch
entzundliche Darmerkrankung vor, meist eine Colitis ulcerosa, seltener ein Morbus
Crohn. Neben der Entwicklung einer Leberzirrhose ist die Entstehung eines
cholangiozellularen Karzinoms in acht bis 13 Prozent der Falle eine bedeutende
Spatkomplikation der PSC.

1.1.1.1 Pathophysiologie chronischer cholestatischer Leberkrankheiten

Die molekularen Mechanismen, die zur Entzindung der Gallenwege und Fibrose
bzw. Zirrhose der Leber bei der PBC sowie der PSC flhren, sind bis heute nur
teilweise verstanden und werden kontrovers diskutiert. Im Folgenden sollen zwei der

bekannten Mechanismen der Krankheitsentstehung diskutiert werden: Zum einen die

2
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Akkumulation potentiell toxischer Gallensauren in Galle und Hepatozyten, welche die

9

Entstehung einer Cholestase zu begunstigen scheinen ”; zum anderen eine die

Krankheitsentstehung férdernde immunologische Fehlregulation auf dem Boden

infektidser oder pradisponierender genetischer Faktoren "% ',

So erfullt die Primar Biliare Zirrhose (PBC) Kriterien einer Autoimmunkrankheit.
Das Auftreten von antimitochondrialen Autoantikbrpern (AMA), die gegen die E2-
Untereinheit des Pyruvatdehydrogenase-Komplexes (PDC-E2) und verwandter
Dehydrogenasen gerichtet sind (AMA-M2), wird bei mehr als 95% der Patienten mit
PBC beobachtet und gilt als wesentliches diagnostisches Kriterium. Molekulares
Mimikry und chemische PDC-E2-Modifikation durch reagible Umweltstoffe werden
als mdgliche Ursachen des Toleranzverlustes gegenuber korpereigenem PDC-E2
und damit auch der AMA-Bildung erwogen '?. So wurde der ubiquitdr vorkommende
gramnegative Organismus Novosphingobium aromaticivorans, der Proteine mit
hoher Homologie zu PDC-E2 exprimiert, als Kandidat fur die Induktion einer die PBC
auslésenden Immunreaktion diskutiert. Seren von anti-PDC-E2-positiven PBC
Patienten, aber keine Kontrollseren reagierten gegen Proteine von Novosphingobium
aromaticivorans weit starker als gegen Proteine von Kontrollkeimen ™. Die
Beobachtung, dass Austausch von Liponsaure im immunogenen Bereich von PDC-
E2 durch den strukturell sehr ahnlichen Duftstoff Nonynonsaure — Ingredienz von
Damenparfums mit Veilchen-artigem Aroma - die Immunreaktivitat von PBC-Seren in
vitro erhoht, stutzt die Hypothese, dass Umwelteinflisse flr den fir die PBC
charakteristischen Immuntoleranzverlust gegenuber PDC-E2 eine wichtige Rolle
spielen > ', Der immunhistochemische Nachweis von PDC-E2-spezifischen CD4-
und CD8-positiven T-Lymphozyten im Blut und in den Portalfeldern von PBC-
Patienten weist daneben auf eine zellvermittelte Immunreaktion in der Pathogenese
der PBC hin. Die haufige Assoziation der PBC mit anderen Autoimmunsyndromen
wie dem Sicca-Syndrom oder der Hashimoto-Thyreoditis unterstitzt dariber hinaus

die Hypothese der PBC als Autoimmunkrankheit. '°

Auch fur die Primar Sklerosierende Cholangitis (PSC) wird eine autoimmune
Komponente in der Pathogenese angenommen, wenn auch die auslésenden
Faktoren der Immunreaktion weiter unklar sind. Der Nachweis von atypischen

perinuklearen Anti-Neutrophilen Cytoplasmatischen Autoantikdrpern (atypische

3
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pANCA) gelingt in bis zu 94% der Erkrankten """ ist jedoch nicht spezifisch fiir die
PSC, atypische pANCA werden auch bei Colitis ulcerosa und seltener Morbus Crohn
beobachtet. Erhdohte Serumspiegel von Immunglobulin (Ig) G bei einem Drittel der
Patienten sowie von IgM in bis zu 50% der Patienten '® weisen auf ein bisher nicht
ausreichend verstandenes immunologisches Geschehen hin. Zeichen einer
autoimmunologische Komponente in der Pathogenese sind die Assoziation mit
anderen Autoimmunerkrankungen wie dem Diabetes mellitus, den chronisch
entzindlichen Darmerkrankungen, autoimmunen Thyreopathien oder der
Rheumatoiden Arthritis ' ' und die Assoziation mit HLA Haplotypen, darunter HLA-
B8 und HLA-DR3 ™. %

Neben diesen immunologischen Faktoren wird die Akkumulation potentiell toxischer
Gallensauren in Galle und Hepatozyten als entscheidender Faktor fur die Entstehung
der Cholestase diskutiert. So rufen hydrophobe Gallensduren wie
Chenodeoxycholsaure (CDCA), Deoxycholsaure (DCA) und Lithocholsaure (LCA) im

9, 21-23

Tiermodell eine hepatozellulare Cholestase und Leberschadigung hervor und

verstarken vorbestehende Gallengangsschaden 2.

Untersuchungen in einem
Rattenmodell zeigten, dass das Ausmal} dieser Schadigung direkt mit den
hepatischen Konzentrationen von CDCA und DCA Kkorreliert. 2

% wird eine hepatische Retention von

Erstmals angeregt von Carey et al.
hydrophoben Gallensauren daher seit 1966 als wesentliche Ursache fir die
progrediente Leberschadigung bei chronischen cholestatischen Krankheiten auch
beim Menschen diskutiert. So konnte die genannte Korrelation der hepatischen
Spiegel von CDCA und DCA mit dem Ausmal} der Leberschadigung nicht nur in

26,27 sondern auch beim Menschen gezeigt werden 2.

Tiermodellen
Die genauen molekularen Mechanismen, die zu einer Gallensauren-induzierten
Cholestase fuhren, sind dabei wiederum in vielen Aspekten ungeklart, obwohl in den
vergangenen Jahren grof3e Fortschritte im Verstandnis der zu Grunde liegenden

Pathophysiologie gemacht wurden #°*' (s. Kap. 1.1.1.2 und 1.1.2.3). *

Die molekularen Mechanismen einer direkten Zellschadigung durch Gallensauren
sind nur zum Teil verstanden. Millimolare Spiegel hydrophober Gallensauren in der
Galle, wie sie bei Gesunden wie auch Patienten mit Cholestase beobachtet werden,

wirken moglicherweise bei Patienten mit immunvermittelter


http://flexicon.doccheck.com/HLA-B8?action=edit&PHPSESSID=7c7f15272c66cabc2ea242eb4dedf9ff�
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Gallengangsepithelschadigung zusatzlich zytotoxisch und kénnten die Cholangio-
und Hepatozytenschadigung aggravieren. Aber auch weit unterhalb ihrer kritischen
mizellaren Konzentration konnen Gallensauren eine Leberzellschadigung
induzieren.

Gegenuber dem Modell des von extrazellular durch Membranwechselwirkungen
ausgelosten Zellschadens wurde daher das Konzept einer von intrazellular
hervorgerufenen Zellschadigung bei Cholestase zunehmend favorisiert. Da
ausgedehnte Nekrose bei cholestatischen Leberkrankheiten in der Regel nicht zu
beobachten ist, wurde von Patel et al. 1995 spekuliert, dass der Untergang der
Hepatozyten bei Cholestase iiberwiegend durch Apoptose hervorgerufen wird . 2
Tatsachlich wurde die Fahigkeit von Gallensauren, Apoptose in Leberzellen

auszulosen, schon vielfach beschrieben 343,

Ausmall und Progression der
Leberschadigung sind dabei bei chronischen cholestatischen Leberkrankheiten
maldgeblich vom Gleichgewicht zwischen toxischen und nichttoxischen Gallensauren
abhangig %.

Die quantitativ bedeutendste hydrophobe, toxische Gallensaure des Menschen ist
Glycochenodeoxycholsaure (GCDCA), die als hauptverantwortlich fur Gallensauren-
induzierten Leberzellschaden bei Cholestase angesehen wird. GCDCA kann in
Hepatozyten in vitro direkt Apoptose auslosen, ein Mechanismus, der von Rust et. al.
und anderen beschrieben und charakterisiert wurde 2.

Die Cholestase-induzierende und hepatotoxische Wirkung einer weiteren
hydrophoben Gallensaure, Taurolithocholsaure (TLCA), wird im Folgenden (Kap.

1.1.1.2) eingehend besprochen.

1.1.1.2 Das Modell Taurolithocholsaure (TLCA)-induzierter Cholestase in der

isoliert perfundierten Rattenleber

Schon in den 1950er Jahren wurden Wirkungen von Gallensauren auf die

Leberfunktion in Ratten untersucht *

. Seither wurde die isoliert perfundierte
Rattenleber als Modell zur Untersuchung physiologischer und pathophysiologischer
Vorgdnge in der intakten Leber weiter etabliert ® %, Parameter, die dabei zur
Beurteilung der Leberfunktion unter Einfluss von Gallensduren erfasst werden

konnen, sind wunter anderem quantitativer GallenfluR, die hepatobiliare

5
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47, 48

Transportkapazitat fur  Gallensauren oder flir Substrate der

Konjugatexportpumpe Mrp2 9 sowie die Freisetzung von Markerenzymen der
Leberzellschadigung wie Laktatdehydrogenase (LDH) in das Perfusionsmedium *°.
Die technische Durchfihrung der isolierten Rattenleberperfusion wird in Kap. 2.1

ausfuhrlich beschrieben.

Lithocholsaure (LCA) ist eine sekundare Gallensaure, die physiologisch von
intestinalen Bakterien aus der primaren, d.h. der von Hepatozyten aus Cholesterol
synthetisierten Gallensaure Chenodeoxycholsaure (CDCA) oder der sekundaren
Gallensaure Ursodeoxycholsdure (UDCA) durch Dehydroxylierung gebildet wird °'.
LCA und ihre Konjugate sind die am starksten cholestatisch wirkenden der
quantitativ wichtigen Gallensauren des Menschen: LCA, CDCA, DCA, Cholsaure
(CA) und UDCA 93232

Die Auslosung einer akuten Cholestase durch das Taurinkonjugat der LCA, TLCA,
nach deren systemischer Infusion bei Ratten wurde 1966 von Javitt erstmals
beschrieben °.

In 10 mikromolarer Konzentration tGber die Pfortader in die intakte Leber infundiert,
induziert TLCA eine akute Cholestase und es kommt zu einem fast vollstandigen
Versiegen des Gallenflusses. Abbildung 1 zeigt dies exemplarisch. Dargestellt ist
der Gallenflul von mit TLCA behandelten Lebern im Vergleich zu Kontrollen Uber die
Zeit in yl Gallenflul® pro Gramm Lebergewicht pro min aus Versuchen von Beuers et
al. 2003 *°.
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Abbildung 1: TLCA-induzierte Cholestase in der Rattenleber
(TLCA, 10 umol/l; MW = SD, n = 5, nach Daten aus ***)

Immunelektronenmikroskopisch wurde gezeigt, dass TLCA in so behandelten Lebern
die kanalikulare Dichte von fur die Gallenbildung essentiellen Transportproteinen wie
der Konjugatexportpumpe Mrp2 (Abcc2) und des apikalen Gallensauretransporters
,bile salt export pump* Bsep (Abcb11) signifikant reduziert °* ** (s. Abbildung 2),
was als (mit-)ursachlich fur die beobachtete Cholestase unter TLCA angenommen
werden kann. Dieser Befund ist unter anderem deshalb von Bedeutung, da er in
Analogie zu Beobachtungen bei Patienten mit chronischen cholestatischen
Leberkrankheiten steht, bei welchen eine Reduktion der Transporterdichte im
Lebergewebe gezeigt wurde. So wiesen Patienten im Spatstadium der PBC (Stadium
IV) immunhistologisch eine verminderte Dichte von MRP2 Protein im Lebergewebe
im Vergleich zu Patienten mit anderen, nicht-cholestatischen Lebererkrankungen auf
% In Leberbiopsien von Patienten mit PSC fand sich auf der Ebene der mRNA
ebenfalls eine signifikant reduzierte Expression von MRP2 im Vergleich zu Patienten

mit nicht-cholestatischen Lebererkrankungen *°.
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Abbildung 2: Effekt von TLCA auf die kanalikuldre Dichte der Transportproteine a) Bsep
und b) Mrp2 in Rattenlebern, Ausschnitte aus *>>* (n = 4-6, *p<0,05)

In Folge der reduzierten Transporterdichte ist unter TLCA-Behandlung auch die
Sekretion von gallenpflichtigen Substraten in die Galle erheblich eingeschrankt. In
Versuchsreihen von Beuers et al. 2001 fand sich eine im Vergleich zu Kontrollen um
95% reduzierte Sekretion des Mrp2-Substrats 2,4-Dinitrophenyl-S-Glutathion (GS-
DNP) in die Galle *°.

Interessant ist schlieRlich die Beobachtung, dass unter Behandlung mit TLCA die
hepatovendse Konzentration des Mrp2-Substrats GS-DNP massiv ansteigt™. Dies
spiegelt den Anstieg des Cholestaseparameters Bilirubin im Serum von Patienten mit
chronischer cholestatischer Leberkrankheit wider, dessen Konjugate ebenfalls
Substrate von MRP2 sind.

In der Vergangenheit wurden Teile der fir die TLCA-induzierten Effekte
verantwortlichen hepatozellularen Signalwege entschlisselt. So scheint TLCA in
hoheren mikromolaren Konzentrationen den Kalziumeinstrom in die Zelle zu

57, 58

behindern . Ferner aktiviert TLCA membrangebundene PKC in isolierten

%3, %9 80 ynd reduziert die Membranbindung der Ca**-abhangigen

Hepatozyten
cPKCa, einem Vermittler gezielter hepatozelluldarer  Exozytose. Die
kalziumunabhangige nPKCe hingegen wird von TLCA selektiv an die
Hepatozytenmembran transloziert °* °°. Eine Aktivierung von membrangebundener

nPKCe wurde schon fruher als Mittler gestorter Insertion von (Transport-) Proteinen

* Unverbffentlichte Beobachtung S. Hohenester, R. Wimmer, U. Beuers
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in deren Zielmembran diskutiert. Daher wird ein Zusammenhang zwischen einer
Aktivierung der nPKCe und einer Hemmung der hepatozellularen Sekretion durch
TLCA angenommen °* % konnte aber bisher nicht eindeutig belegt werden. >

nPKCe wird abhangig von Phosphatidylinositol-3-Kinasen (PI3-Kinasen)
phosphoryliert ®' und aktiviert * ®3. Da, ebenfalls im Modell der perfundierten
Rattenleber, die Abhangigkeit TLCA-induzierter Cholestase von PI3-Kinase-Aktivitat
gezeigt wurde *°, scheint ein kombinierter PI13-Kinase/nPKCe-abhangiger Signalweg
fur die Vermittlung des cholestatischen Effekts denkbar (s. Abbildung 6, Kap.
1.1.2.3). Zur weiteren Bedeutung der PI3-Kinasen fir Gallensauren-induzierte

Signale siehe Kap. 1.1.3.

1.1.1.3 Hepatobilidare Transportmechanismen und deren Regulation bei

Cholestase

Eine wesentliche Aufgabe der Hepatozyten ist neben ihrer Stoffwechselfunktion der
gerichtete und selektive Transport einer Vielzahl von Substanzen aus dem Blut in die
Galle. Dies geschient durch ausgewogene Expression und Regulation von
Transportsystemen an der sinusoidalen (basolateralen) Membran zur Aufnahme und
an der kanalikularen (apikalen) Membran zur Sekretion gallenpflichtiger Substanzen.
Die Sekretionskapazitat des Hepatozyten wird dabei von Anzahl und Aktivitat der
Transportproteine in die Zielmembran bestimmt. Unter Cholestase erfahren die
Transportsysteme des Hepatozyten komplexe Veranderungen. Die mangelnde
Elimination und Ausscheidung hydrophober Gallensauren und anderer potentiell
toxischer Substanzen wird dabei zur Hauptursache der Leberzellschadigung bei
Cholestase (s. Kap. 1.1.1.1). Dabei ist es teilweise schwierig zu differenzieren, ob
diese Veranderungen ursachlich fur die Entstehung der Cholestase sind oder als

Folge davon entstehen.

Die Extraktion von Gallensauren, organischen Anionen und Medikamenten aus dem
Blut Uber die sinusoidale Plasmamembran der Hepatozyten wird zum Grofteil von
zwei Transportsystemen bewerkstelligt, dem Na*-abhangigen Transportsystem ,Na*-
taurocholate cotransporting polypeptide“ (Ntcp) und einer Familie von Na'-

unabhangigen Transportern, den sog. ,organic anion transporting polypeptides”

9
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(Oatps). Ntcp ist dabei der pradominante Transporter flr Gallensauren, wahrend den
Oatps neben dem Gallensaurentransport die zentrale Rolle in der Aufnahme
organischer Anionen zufallt 64 65

Auf der kanalikularen Seite des Hepatozyten sind eine Reihe von Transportern flr
die Gallenbildung und die Elimination gallenpflichtiger Substanzen verantwortlich. Die
Exkretion monovalenter Gallensauren erfolgt hauptsachlich Uber die sog. ,bile salt
export pump* (Bsep), wahrend divalente, sulfatierte und glukuronidierte Gallensauren
gemeinsam  mit organischen  Anionen wie Bilirubin- und  anderen
Glutathionkonjugaten Uber die Konjugatexportpumpe ,multidrug resistance-
associated protein 2 (MRP2) sezerniert werden ® % . MRP2 ist damit der
wichtigste Mediator des gallensaurenunabhangigen Gallenflusses.

Das ,multidrug resistance protein® Mdr2 (in Ratte/Maus) bzw. MDR3 (beim
Menschen) scheidet Phospholipide in die Galle aus, welche gemeinsam mit
Gallensauren und Cholesterin gemischte Mizellen bilden und entscheidend zum
Schutz der apikalen hepatozellularen und cholangiozellularen Membranen vor
potentiell toxischen Gallenbestandteilen beitragen.

Bei Fehl- oder Minderfunktion der apikalen Transportsysteme im Rahmen einer
Cholestase existiert an der basolateralen Seite Uber weitere Isoformen des multidrug
resistance-associated proteins ein alternativer Weg der Ausscheidung von
organischen Anionen (z.B. Mrp3) und Gallensauren (Mrp4) 8. Diese basolateralen
Transportproteine werden bei Cholestase teils deutlich vermehrt exprimiert. Unter

ihnen ist MRP4 im Menschen der wichtigste basolaterale Gallensaurentransporter.

Unter Cholestase zeigen die Transportsysteme der Hepatozyten eine adaptive
Antwort auf die intrazellulare Belastung mit Gallensduren und anderen toxischen
Substanzen, die vermutlich dem Schutz der Hepatozyten dient. So wird Ntcp aus der
Plasmamembran entfernt und auf mRNA Ebene herunterreguliert ®7? was den
Hepatozyten vor einer weiteren Aufnahme von Gallensauren schitzt. Auch die
Expression von OATP scheint in Patienten mit chronischen cholestatischen

Leberkrankheiten vermindert zu sein .

Die Expression von Bsep an der
kanalikularen Membran und damit die Moglichkeit der Gallensaurensekretion bleibt
jedoch aufrechterhalten. Da Mrp2 an der apikalen Membran dagegen stark
herunterreguliert wird, werden kompensatorisch die basolateralen Effluxsysteme fur

organische Anionen und Gallensaurenkonjugate (Mrp1, Mrp3) hochreguliert % 7 ™,
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Die sekretorische Kapazitat der Transportsysteme an ihrer jeweiligen Zielmembran
kann dabei prinzipiell Uber drei verschiedene Mechanismen dem Bedarf angepasst
und moduliert werden: durch Regulation der Expression der fur die Transportsysteme
kodierenden Gene, durch Stimulation oder Hemmung des Ein- und Ausbaus der
Transportproteine in bzw. aus deren jeweiliger apikaler oder basolateraler
Zielmembran und letztendlich durch direkte Regulation von deren Aktivitat,
beispielsweise durch Phosphorylierung und Dephosphorylierung. Gallensauren
scheinen in diesem Zusammenhang auf allen drei Ebenen wichtige Mediatoren zu
sein % 7 (s. Kap. 1.1.2.1 und 1.1.2.2). ?

Physiologische Cholestatische
Verhiltnisse Leberzelle
Bsep Bsep | 4= l Ntep
GS GS GS @ @GS
Mrp2 Mrp2 l
apikal _ .
GS, OA° GS, OA- @GS, OA- @GS, OA
PL PL

GS, OA Mdr2 |gd| Mdr2 |«= GS, OA

basolateral

basolateral
Mrpl/3 ?4

basolateral

Abbildung 3: Hepatobiliare Transportmechanismen (nach 2)

1.1.2 Therapie chronischer  cholestatischer Leberkrankheiten und

experimenteller Cholestase

UDCA ist eine physiologisch im Menschen vorkommende sekundare Gallensaure,
die endogen durch intestinale Bakterien aus der primaren Gallensaure CDCA
epimerisiert wird und bis zu 3% des Gallensaurepools des Menschen ausmacht. In
der traditionellen chinesischen Medizin wurde UDCA in Form getrockneter

Barengalle schon seit der Tang Dynastie (618-907 n. Chr.) zur Therapie u.a. der
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Gelbsucht eingesetzt ">"’. In der modernen Medizin findet industriell synthetisierte
UDCA in der konservativen Therapie der Cholezystolithiasis seit 1975 klinisch
Anwendung und zeigte sich dabei extrem nebenwirkungsarm und sehr gut vertraglich
8 In der Therapie chronischer cholestatischer Leberkrankheiten wie PBC und PSC
stellt UDCA heute die einzige etablierte pharmakologische Therapieoption dar "4,
Seit Anfang der 1990er Jahre wurde in mehreren randomisierten, Placebo-
kontrollierten Studien gezeigt, dass UDCA langfristig die laborchemischen Befunde
von Patienten mit chronischen cholestatischen Leberkrankheiten verbessern, die
Sekretionsleistung der Leber steigern und die Serumspiegel von Bilirubin senken
kann und damit den wichtigsten prognostischen Marker sowohl der PBC als auch der

PSC positiv beeinflusst 82%°.

Bei Patienten mit PBC verzdgert bzw. verhindert UDCA die Entwicklung einer

86

Leberfibrose bzw. -zirrhose sowie deren Komplikationen, kann das

transplantationsfreie Uberleben verlangern 87

, verbessert die Lebensqualitat der
Patienten und normalisiert die Langzeitprognose fur Patientinnen im Frahstadium der
PBC sowie flr solche, die laborchemisch gut auf die UDCA-Behandlung ansprechen
85.88.89 Neueste Untersuchungen zeigen, dass bei Patienten im Stadium I-1l der PBC
die Lebenserwartung nach 20 Jahren unter Therapie mit UDCA derjenigen der
Normalbevolkerung entspricht 8 Als zusatzliche Therapieoption scheint nach ersten
Untersuchungen eine Kombination von UDCA mit dem Glukokortikoid Budesonid
gunstige Effekte auf laborchemische und histologische Parameter in Frihstadien der
PBC zu haben, Langzeituntersuchungen an grof3eren Patientenkollektiven im
Rahmen kontrollierter Studien bleiben aber abzuwarten. Andere medikamentdse

Therapieoptionen sind bisher nicht etabliert.

Auch bei Patienten mit PSC hat UDCA neben der Verbesserung des prognostisch
bedeutsamen Serumbilirubinspiegels teilweise gunstige Effekte auf histologische und
cholangiographische Parameter  #. Die fiir die PBC gut belegten positiven Effekte
auf Ausbildung und Fortschreiten einer Fibrose bzw. Zirrhose der Leber sowie auf
Lebensqualitat und Langzeitprognose der Patienten sind jedoch fur die PSC noch
nicht klar belegt, da bisher keine Studien mit adaquater Fallzahl, Beobachtungszeit
und Qualitdt des Studiendesigns zum sicheren Nachweis dieser Effekte vorliegen.

Allerdings scheint die Therapie mit UDCA einen glnstigen Effekt auf die Entwicklung
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von Gallengangskarzinomen zu haben und das Risiko fir Kolonkarzinome bei
Patienten mit PSC und Colitis ulcerosa zu senken %°. Zusétzlich zur Therapie mit
UDCA mussen die fur die PSC typischen Stenosen der grof3en Gallenwege z.B. in
einer endoskopisch retrograden Cholangiographie (ERC), dilatiert bzw. mit Stents

uberbrickt werden, um ungestdrten Gallenabfluss sicherzustellen.

Anticholestatische Effekte von UDCA werden auch bei anderen cholestatischen
Lebererkrankungen beobachtet und genutzt, so bei der intrahepatischen
Schwangerschaftscholestase, der chronischen ,Graft-versus-Host Disease®, der
Medikamenten-induzierten Cholestase, der cholestatischen Leberkrankheit bei
zystischer Fibrose sowie verschiedenen padiatrischen cholestatischen Syndromen

wie den progressiven familidren intrahepatischen Cholestasen (PFIC) 7 9193,

1.1.2.1 Wirkmechanismen der UDCA bei chronischen cholestatischen

Leberkrankheiten

Obwohl UDCA seit Jahrzehnten pharmakologisch verwendet wird und heute fir eine
Reihe von cholestatischen Leberkrankheiten die einzig bekannte und suffiziente
pharmakologische Therapieoption darstellt (s. Kap. 1.1.1 und 1.1.2), sind die
genauen molekularen Wirkmechanismen der UDCA gegenwartig noch weitgehend
ungeklart. Derzeit diskutierte Konzepte zur Wirkung von UDCA beinhalten eine
Verbesserung der bei Cholestase gestorten hepatobiliaren und cholangiozellularen
Sekretion, den Schutz der Hepatozyten gegen Gallensauren-induzierte Apoptose,
den Schutz von Gallengangszellen gegen zytotoxische hydrophobe Gallensauren,
eine verminderte Gallensaurenreabsorption im lleum und immunomodulatorische

Eigenschaften "°.

Stimulation der hepatozellularen Sekretion

Die durch Akkumulation von Gallensauren und anderen potentiell toxischen
Substanzen unter Cholestase induzierte Leberzellschadigung wird als ein
entscheidender Pathomechanismus chronischer cholestatischer Leberkrankheiten
angesehen (s. Kap.1.1.1.1). Bei Patienten mit PBC oder PSC stimuliert UDCA die

bilidre Sekretion von Gallensauren * und normalisiert die unter Cholestase erhohten

13



EINLEITUNG

Serumspiegel sowohl des gallenpflichtigen Bilirubins als auch der quantitativ
wichtigsten hydrophoben Gallensdure CDCA im Serum " %°. Durch diese gesteigerte
hepatozellulare Sekretion werden hepatotoxische Substanzen aus der Leber
eliminiert und toxische Schaden vermieden. Die hepatozellulare Sekretionskapazitat
ist dabei abhangig von Anzahl und Aktivitat der Transportproteine an der
basolateralen und, wichtiger, der kanalikularen Membran der Hepatozyten. Anzahl
und Aktivitat der Transporter sind abhangig von Expression, gerichtetem Einbau in
die jeweilige Zielmembran sowie direkte Aktivierung, wobei UDCA alle drei Schritte
positiv zu beeinflussen scheint.

Auf Ebene der Genexpression flihrte orale Substitution von UDCA wie die von
Cholsaure in Mausen zu einer Steigerung der mRNA-Spiegel der wichtigsten
kanalikularen Transportproteine Bsep und Mrp2 % Auch beim Menschen wurde in
Western Blots aus Lebergewebe eine erhohte Expression der kanalikularen
Transporter BSEP, MDR3 und des basolateralen Gallensaurentransporters MRP4
unter Behandlung mit UDCA gezeigt, die allerdings bei fehlendem Nachweis von
Veranderungen der mRNA am ehesten durch posttranskriptionelle Mechanismen zu
erklaren ist ¥’.

Posttranslational aktiviert das Taurin-Konjugat von UDCA (TUDCA) im Tier- und
Zellmodell eine Reihe von komplexen Signalwegen, die zu einer Stimulation der
vesikularen Exozytose und damit zum Einbau von Transportproteinen in ihre apikale

Zielmembran fiihren %% %% %8

. Die diesem posttranslationalen Effekt zugrunde
liegenden Signalwege sind Gegenstand von Kap.1.1.2.3.

Zur direkten Aktivierung von Transportproteinen durch (T)UDCA gibt es bisher nur
wenige Untersuchungen. Jedoch phosphorylierte der TUDCA Effektor cPKC a (s.
Kap. 1.1.2.3), in transfizierten Insektenzellen die Gallensdurenexportpumpe Bsep,

woraus eine erhdhte Transportkapazitit dieses Proteins resultierte .

Schutz von Hepatozyten gegen Gallensauren-induzierte Apoptose

Akkumulation von hydrophoben Gallensauren in Hepatozyten fuhrt zu Apoptose und
Nekrose und kann in der Folge eine inflammatorische Reaktion auslésen, die zur
Fibrose der Leber fiihrt ”° (s. Kap. 1.1.1.1). In in vivo und in vitro Untersuchungen an
Ratten und in primaren humanen Hepatozyten erwies sich UDCA dabei als potentes
antiapoptotisches Agens 3 % %7 An der Vermittlung der antiapoptotischen Effekte

von UDCA scheinen je nach untersuchtem Modell der Epidermale Wachstumsfaktor-
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Rezeptor (EGF-R), die Mitogen aktivierten Proteinkinasen (MAPK) '°* und der
Glukokortikoidrezeptor ' beteiligt. Trotz der klaren antiapoptotischen Effekte der
UDCA im Modell wird die Rolle der Apoptose in der Pathogenese der chronischen
cholestatischen Leberkrankheiten sowie die Bedeutung der antiapoptotischen Effekte

der UDCA fiir ihre therapeutischen Potenz im Menschen kontrovers diskutiert "%,

Schutz des Gallengangepithels vor der Zytotoxizitat hydrophober Gallensauren
Bei chronischen cholestatischen Leberkrankheiten sind die Gallengangsepithelien
das primare Ziel der immunvermittelten Leberschadigung. Obwohl die hier zugrunde
liegenden Mechanismen bisher weitgehend ungeklart sind, wird angenommen, dass
die hohen millimolaren Konzentrationen hydrophober Gallensauren in der Galle bei
der cholangiozelluldren Schadigung eine wichtige Rolle spielen "% % Behandlung
mit UDCA schitzt Cholangiozyten dabei vor der Zytotoxizitat hydrophober
Gallensauren. UDCA ,puffert® in der Galle hydrophobe Gallensauren durch

Mizellenbildung ab '

und verschiebt das Gleichgewicht weg von den toxischen
hydrophoben zu den eher protektiven hydrophilen Gallensauren '’. SchlieBlich
schitzt die durch UDCA verminderte apikale Aufnahme von hydrophoben
Gallensauren in die Cholangiozyten diese vor intrazellularen zytotoxischen Effekten
% Die unter UDCA-Therapie histologisch  verminderte  periportale
Entzindungsreaktion bei Patienten mit PBC und PSC kann dabei als Indiz fur die
klinische Relevanz der verminderten cholangiozellularen Schadigung unter UDCA

dienen 8%

Verminderte Gallensaurenabsorption im lleum

UDCA scheint bei Gesunden wie bei Patienten mit PBC die Wiederaufnahme
konjugierter Gallensauren Uber den ,apical sodium dependent bile acid transporter”
ASBT im lleum zu vermindern ' "° Der dadurch bedingte verminderte Riickstrom
von hydrophoben Gallensauren aus dem lleum in die Leber konnte den

anticholestatischen Effekt der UDCA unterstitzen "°.

Immunomodulation
SchlieBlich wurden auch immunomodulatorische Effekte der UDCA diskutiert. UDCA

111, 112

beeinflusst in peripheren Monozyten die Ausschuttung von Zytokinen und

normalisiert die aberrante Expression von HLA Klasse | Molekllen auf Hepatozyten
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von Patienten mit PBC und PSC % '3 Diese Beobachtungen sind jedoch eher

deskriptiv und ihre klinische Relevanz erscheint noch unklar.

1.1.2.2 Anticholestatische Wirkung von TUDCA im Cholestasemodell

Die hydrophobe Gallensaure TLCA induziert in isoliert perfundierten Rattenlebern
eine Cholestase und flhrt zu reduziertem Gallenflu®, verminderter kanalikularer
Dichte von Transportproteinen und verminderter Sekretion des Modellanions der
Konjugatexportpumpe Mrp2, GS-DNP (s. Kap.1.1.1.2). Das Taurin-Konjugat von
UDCA (TUDCA) hebt in diesem Cholestasemodell die TLCA-induzierten Effekte auf

und normalisiert die Leberfunktion vollstandig.
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Abbildung 4:  Antagonisierung der TLCA-induzierten Cholestase durch TUDCA in der
Rattenleber (MW + SD, n = 5, nach Daten aus ***°)

So antagonisierte TUDCA in Versuchen von Beuers et al. > die TLCA-bedingte
Storung des Gallenflusses in der isoliert perfundierten Rattenleber bei gleichzeitiger
Infusion von 10umol/l TLCA wund 25umol/l TUDCA (s. Abbildung 4).
Immunelektronenmikroskopisch zeigte sich in so behandelten Lebern eine
Normalisierung der durch TLCA verminderten Dichte der fur die Gallenbildung

bedeutsamen Transportproteine Mrp2 und Bsep an der kanalikularen Membran fast
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auf Kontrollniveau °*** (s. Abbildung 5). Auch die durch TLCA
verminderte hepatozellulare Sekretion von organischen Anionen normalisiert sich

I. 9 verbesserte Koadministration von

unter TUDCA. In Versuchen von Beuers et a
TUDCA zusatzlich zu TLCA signifikant die Ausscheidung des Modellanions GS-DNP

von 5% unter TLCA alleine auf 73%, bezogen auf unbehandelte Kontrollen.

a b
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Abbildung 5: Effekt von TUDCA auf die kanalikuldre Dichte der Transportproteine a)
Bsep und b) Mr?Z in Rattenlebern unter TLCA-induzierter Cholestase,
Ausschnitte aus > * (n = 4-7, *p<0,05)

Schliel3lich nivelliert Koadministration von TUDCA in der isoliert perfundierten
Rattenleber die hepatovendse Akkumulation des Mrp2-Substrats GS-DNP, die sich
unter Behandlung mit TLCA beobachten lasst®. Dies spiegelt die Situation von
Patienten mit chronischen cholestatischen Leberkrankheiten wider, bei welchen
UDCA ebenfalls die erhdohten Serumspiegel von Bilirubin normalisiert, dessen
Konjugate Substrate von MRP2 sind 8%

* Unverdffentlichte Beobachtung S. Hohenester, R. Wimmer, U. Beuers
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1.1.2.3 Vermittlung von TUDCA-Signalen in der gesunden und cholestatischen
Leber

Die anticholestatische Wirkung von UDCA bei Patienten mit chronischen
cholestatischen Leberkrankheiten und in experimenteller Cholestase wird auf Ebene
der Hepatozyten entscheidend auf posttranskriptionelle Mechanismen zurtckgefuhrt.
Bereits 1993 diskutierten Beuers et al. den zielgerichteten Einbau von
Transportproteinen in die kanalikulare Hepatozytenmembran als
Schlisselmechanismus zur Verbesserung der sekretorischen Kapazitat von
cholestatischen Lebern “°, ein Konzept, das auch von anderen Gruppen
aufgenommen wurde *® "'* "% Seither konnte sowohl in Modellen experimenteller
Cholestase als auch unter physiologischen Bedingungen gezeigt werden, dass
Gallensauren tatsachlich den Einbau bzw. Ausbau von wichtigen Transportproteinen
in bzw. aus der kanalikularen Membran von Hepatozyten stimulieren. Die
hydrophobe Gallensaure TLCA bewirkt in der isoliert perfundierten Rattenleber °* >
und in primaren Rattenhepatozyten ®° einen Ausbau der Konjugatexportpumpe Mrp2
sowie der  Gallensaurenexportpumpe Bsep aus der kanalikularen
Hepatozytenmembran. Dagegen fihrt TUDCA in diesen Lebern zur gezielten

Insertion von Mrp2 und Bsep in die kanalikulare Hepatozytenmembran 3 °* (

s. Kap.
1.1.2.2). Auch in nicht-cholestatischen Hepatozyten wurde dieser Effekt beobachtet
und fuhrt hier zu einer Stimulation der Gallensekretion Uber das Kontrollniveau
hinaus, was als Cholerese bezeichnet wird 3> %% % "¢ Dje dieser anticholestatischen
und choleretischen Wirkung der TUDCA zugrunde liegenden signalmodulatorischen
Mechanismen sind zum Teil aufgeklart und scheinen sich im Zustand der Cholestase
grundlegend von den Verhaltnissen in nicht-cholestatischen, ,gesunden®

Hepatozyten zu unterscheiden (s. Abbildung 6).

TUDCA bewirkt als einzige Gallensaure in isolierten Hepatozyten einen anhaltenden
Anstieg des freien zytosolischen Kalziums ([Ca*"]) und des Ca'’-Einstroms aus

.17 und Uber nickelsensitive Kalziumkanale in der

mikrosomalen Kalziumspeichern
Plasmamembran “® " " |n friihen Versuchen erwies sich die TUDCA-induzierte
Exozytose in cholestatischen und nicht-cholestatischen Rattenlebern zudem als
Ca**-abhangig *°. Dariiber hinaus filhrt TUDCA zu einer selektiven Translokation der

kalziumsensitiven o -Isoform der Proteinkinase C (cPKC a), einem Schllsselenzym
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der kalziumstimulierten Exozytose "', an die hepatozelluldre Membran "'%'?". Diese
Beobachtungen machten in der Zusammenschau die cPKC a unter den denkbaren
intrazellularen Signalmediatoren frih zu einem Kandidaten fir die Vermittlung
TUDCA-induzierter Signale. In einer Arbeit aus 2001 konnten Beuers et al.
schliellich zeigen, dass die Antagonisierung der TLCA-induzierten Reduktion der
hepatozellularen Sekretion des Mrp2-Substrats GS-DNP durch TUDCA von einem
Inhibitor der cPKC o, Bisindolylmaleimid | (BIMI), gehemmt wird >%. Auch eine von
Milikiewicz et al. berichtete TUDCA-induzierte Steigerung der Gallensaurensekretion
in Kanalikuli TLCA-behandelter Rattenhepatozytencouplets wird als Kalzium- und
PKC-abhangig angenommen '?2. (s. Abbildung 6, linke Seite)

“Cholestatische“ Leberzelle “Normale“ Leberzelle

I-.- TUDCA

TUDCA

Submembranérer_| Basolaterale
Transporterpool Membran
«~O- Bsep/
Mrp2
L ] [+ Ntcp
Kanalikulare Membran
Abbildung 6: Vereinfachte Darstellung Gallensauren-induzierter Signalwege in

cholestatischen und normalen Hepatozyten

In nicht-cholestatischen Hepatozyten jedoch wurde die Bedeutung der cPKC o fur
die TUDCA-induzierte Exozytose in Frage gestellt. So l6ste in Experimenten von
Kubitz et al. 2004 der cPKCa-Agonist Thymeleatoxin seinerseits in primar nicht-
cholestatischen isoliert perfundierten Rattenlebern eine Cholestase aus und fuhrte
zum Ausbau des Gallensauretransporters Bsep aus der kanalikularen Membran von
Hepatozyten ', was mit frilheren Ergebnissen derselben Arbeitsgruppe

ubereinstimmt. Schon 2001 berichtete Kubitz von einer durch den PKC-Agonisten

19



EINLEITUNG

PMA ausgeldsten Cholestase in isoliert perfundierten Rattenlebern und zeigte eine
Translokation der Konjugatexportpumpe Mrp2 von der kanalikularen an die
basolaterale Membran '?*. Dagegen wurden in diesem nicht-cholestatischen Modell
andere Signalmediatoren fur die TUDCA-induzierte Cholerese und Insertion von
Transportproteinen in die kanalikulare Membran verantwortlich gemacht. Hier
scheinen Proteine der Gruppe der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK)
,Extracellular-signal regulated Kinase* (Erk1/2) und p38 (p38™*"¥) und deren
Aktivatoren MAPK-Kinase (MEK) bzw. Src-Kinasen essentiell fur TUDCA-induzierte

Signale zu sein % 1'% 1% (s, Abbildung 6, rechte Seite)

Wiederholt wurde auch der Einfluss von Protein Kinase A (PKA) auf apikale
Sekretion in Hepatozyten und anderen Zelltypen diskutiert. Ein konvergenter cPKCa-
PKA-Signalweg potenziert in B-Zellen des Pankreas die Insulinsekretion '%. Auch die
,Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator® (CFTR)-abhangige
Chlorid-Sekretion in Xenopus Oozyten wird PKC-/PKA-abhangig stimuliert '?”. In Hep
G2 Hepatomzellen fordert PKA dartber hinaus die Ausbildung und Aufrechterhaltung
der apikalen Membrandoméne und der Polaritat der Zellen '?®. Zudem bestehen eine
Reihe von Parallelen zwischen den PKA-abhangigen Wirkungen von cAMP und
(T)UDCA-induzierten Signalen in Hepatozyten. Beide erhdhen die intrazellularen
Ca'™ Spiegel, wirken antiapoptotisch, stimulieren die Exozytose, flihren zum
zielgerichteten Einbau kanalikularer Transportproteine wie Mrp2 oder Mdr2 und
erhohen die Transportkapazitdt von Hepatozyten fiir Gallensauren '%2.

Eine unmittelbare Rolle von PKA in (T)UDCA-induzierten Signalen konnte jedoch

bisher nicht belegt werden .

1.1.3 Phosphatidylinositol-3-Kinasen: Mediatoren von Gallensaureneffekten
1.1.3.1 Phosphatidylinositol-3-Kinasen (PI3-Kinasen )

Enzyme aus der Gruppe der Phosphatidylinositol-3-Kinasen (P13-Kinasen) kommen
in fast allen Geweben der Saugetiere vor und werden mit einer Vielzahl
grundlegender zellularer Funktionen wie Zellwachstum, -proliferation, -migration und

-uberleben in Zusammenhang gebracht. Sie katalysieren die Phosphorylierung von
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Phosphatidylinositol (Ptdins) an seiner dritten Position zu Phosphatidylinositol-3-
Phosphat (PtdIns-3-P), Phosphatidylinositol-3,4-Bisphosphat (Ptdins-3,4-P) sowie
Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat (PtdIns-3,4,5-P), welche Mediatoren der von

130

PI3-Kinasen abhangigen Signalwege sind '®°. Tyrosinkinasen und G-Protein-

gekoppelte Rezeptoren ™' aktivieren PI3-Kinasen in vivo.

Es werden drei Klassen der heterodimeren PI3-Kinasen differenziert, die sich in ihrer
Substratspezifitdt und Zusammensetzung unterscheiden. Klasse | PI3-Kinasen
scheinen in vivo Ptdins-4,5-P als Substrat zu bevorzugen und Hauptlieferant des
signalmodulatorisch wirksamen PtdIns-3,4,5-P zu sein. Zur Klasse der IA PI3-
Kinasen zahlen die katalytischen Isoformen p110a, B und & sowie sieben
verschiedene regulatorische Untereinheiten. Katalytische Isoform der Klasse IB PI3-
Kinasen ist p110y. Die p110-Isoformen o und B kommen ubiquitar in fast allen
Geweben vor. p1106 und vy scheinen dagegen weitgehend auf Zellen des
lymphatischen Systems beschrankt, wenngleich p110y Aktivitdt auch in der
Rattenleber gefunden wurde .

Dagegen setzen Klasse |l PI3-Kinasen ausschlief3lich Ptdins um und werden fir die
Bildung des Grofteils von intrazellularem PtdIns-3-P verantwortlich gemacht. Da die
intrazellulare Konzentration von PtdIns-3-P auch unter Stimulation relativ konstant
bleibt, wird den Klasse lll PI3-Kinasen eine eher untergeordnete Rolle fir die
Ubermittlung von Zellsignalen zugesprochen. Die Bedeutung von Klasse Il PI3-
Kinasen in vivo ist weiter unklar, auch wenn in vitro ebenfalls eine Praferenz flur
PtdIns gezeigt wurde'®2.

Von den vielen der von PI3-Kinasen abhangigen Signalwegen sollen hier einige
exemplarisch genannt werden:

e Uber die Aktivierung von Phosphatidylinositol-abhéngiger Kinase 1 (PDK1)
wird neben anderen die Proteinkinase B (PKB, auch Akt) aktiviert, die der am
besten charakterisierte Effektor der PI3-Kinasen ist ** und unter anderem
Uberlebenssignale vermittelt *.

e Auch Proteinkinase C-Isoformen, darunter ¢, A und , sind Effektoren der PI3-
Kinasen und vermitteln zum Teil Gallensauren-induzierte Signale " %% 3,

e Durch Aktivierung von NFKB modulieren P13-Kinasen auch die Genexpression

und beeinflussen so das Zellwachstum .
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e Die Aktivierung von MAPK kann Uber MEK durch PI3-Kinasen Akt- und PKC¢-
abhangig reguliert werden. Daneben fuhrt eine 1998 erstmals nachgewiesene
PtdIns-unabhangige Seronin/Tyrosin-Proteinkinaseaktivitat der PI3-Kinasen
zu einer direkten Aktivierung von MAPK '*°.

e In Leberzellen modulieren PI3-Kinasen darUber hinaus die Aktivitat

136

kanalikularer Transportproteine , spielen eine wichtige Rolle fir den

transzellularen  Vesikeltransport  und haben Einfluss  auf  fur

137, 138 " \vobei hier

Sekretionsprozesse verantwortliche Zytoskelettstrukturen
dem Produkt der Klasse | PI3-Kinasen Ptdins-3,4,5-P eine besondere

Bedeutung bei Exozytose- und Endozytoseprozessen zuzukommen scheint
139

1.1.3.2 Bedeutung der Klasse | PI3-Kinasen in der Signalgebung von

Gallensauren

Trotz der kontraren Wirkungen verschiedener Gallensauren auf Lebergewebe
wurden PI3-Kinasen als Schlisselenzyme der Signalwege sowohl cholestatisch wie
auch choleretisch wirksamer Gallensauren identifiziert.

So wurde von Beuers et al. gezeigt, dass die von der hydrophoben Gallensaure
TLCA induzierte Cholestase in isoliert perfundierten Rattenlebern (s. Kap. 1.1.1.2)
durch den PI3-Kinase-Inhibitor Wortmannin aufgehoben werden kann. In derselben
Arbeit erwies sich auch die durch TLCA induzierte Hemmung der Sekretion von
Gallensauren in Pseudokanaliculi isolierter Rattenhepatozytencouplets als von PI3-
Kinasen abhangig. In beiden Modellen wurde auch eine Aktivierung von PI3-Kinasen
durch TLCA belegt *°. Die ebenfalls hydrophobe, aber weniger cholestatisch
wirksame Gallensdure GCDCA ist ebenfalls in der Lage, PI3-Kinasen zu stimulieren
und I8st in isoliert perfundierten Rattenlebern P13-Kinasen-abhangig Apoptose aus “°.

47, 140

Auch die hydrophilere Gallensaure TCA aktiviert P13-Kinasen und entfaltet ihre

choleretische Wirkung in isoliert perfundierten Rattenlebern durch PI3-Kinasen
vermittelt *°.

Ahnliches wurde fiir die anticholestatisch wirksame TUDCA beschrieben, die in
primaren Rattenhepatozyten ebenfalls PI3-Kinasen zu aktivieren scheint. lhre

choleretische, die Gallensaurensekretion stimulierende Wirkung in isoliert
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perfundierten Rattenlebern erwies sich als P13-Kinasen-abhangig ™', wohingegen ihr

anticholestatischer Effekt PI13-Kinasen-unabhangig vermittelt wird *°.

Abbildung 7 fasst vereinfachend die zentrale Rolle der PI3-Kinasen in den

gegensatzlichen Effekten von Gallensauren im Lebergewebe zusammen. Als

mogliche Erklarungen, wie ein Enzym derart kontrare Signale vermitteln kann (,PI3-

Kinase-Paradoxon®), wurden in der Vergangenheit diskutiert:

1)

Aktivierung der PI3-Kinasen in unterschiedlicher zeitlicher Folge zum
Gallensaurenstimulus: bei Untersuchungen an primaren Rattenhepatozyten
zeigte sich, dass die Aktivierung von PI3-Kinasen durch TUDCA nur transient
bis zu 30 min nach Stimulation auftrat, die durch TLCA jedoch anhaltend Uber
60 min hinaus war °. Ein Einfluss dieser unterschiedlichen zeitlichen Verlaufe
der PI3-Kinasen-Aktivitat auf die zelluldre Antwort scheint denkbar.

Aktivierung von PI3-Kinasen in unterschiedlichen Zellkompartimenten: da die

Produkte der PI3-Kinasen inhomogen in der Zelle verteilt sind '

, scheint
auch eine heterogene Aktivierung des Enzyms in verschiedenen
Zellkompartimenten nahe liegend. Letztere kdnnte vom aktivierenden Stimulus
abhangig sein.

Aktivierung unterschiedlicher P13-Kinase-Isoformen: Uber die unterschiedliche
und ggf. kontrare Funktion der in Hepatozyten beschriebenen Klasse | PI3-
Kinase-Isoformen p110 o, B und y ist bisher wenig bekannt. Selektive
Aktivierung bestimmter PI3-Kinase-Isoformen mit eventuell unterschiedlichen
“‘down-stream® Effektoren koénnte die kontraren Wirkungen verschiedener

Gallensauren vermitteln.
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TUDCA TCA GCDCA TLCA

s S

PI3K

-7 N\

Cholerese Cholestase
Zelluberleben Apoptose

Abbildung 7: Zentrale Stellung der PI3-Kinasen in Gallensauren-induzierten
Signalen: das ,,PI3-Kinase-Paradoxon
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1.2 Fragestellungen der Arbeit

Ursodeoxycholsaure ist sowohl in der Therapie chronischer cholestatischer
Leberkrankheiten als auch in vielen Tier- und Zellmodellen der Cholestase ein
potentes anticholestatisches Agens (s. Kap. 1.1.2). Die dieser Wirkung zugrunde
liegenden Mechanismen und die daflr verantwortlichen intrazellularen Signalwege
sind jedoch bisher nur unzureichend aufgeklart. Die vorliegende Arbeit untersucht
daher die Effekte des Taurinkonjugates von UDCA, TUDCA in verschiedenen in vitro
und in vivo Modellen der Cholestase und versucht, weitere an dem
anticholestatischen Effekt von TUDCA beteiligte intrazellulare Signalmediatoren zu

identifizieren.

1.2.1 Beeinflussen Gallensduren den Einbau von Transportproteinen in die

apikale Membran von HepG2-Zellen?

Gallensauren modulieren die hepatozellulare Sekretionskapazitat entscheidend
durch die Modulation der Zahl aktiver Transportproteine an der Zellmembran der
Hepatozyten (s. Kap. 1.1.2.1 und 1.1.2.2). Mit Hilfe Ntcp-transfizierter HepG2-Zellen
soll ein Modell fiur diese Regulationsvorgange etabliert werden, um die zugrunde
liegenden intrazellularen Signalwege zu entschlusseln. Es werden die Effekte von
TLCA, TUDCA, der Kombination beider Gallensauren sowie von cAMP auf die
membranare Dichte der Konjugatexportpumpe MRP2 in Ntcp-transfizierten HepG2-
Zellen untersucht. cAMP dient dabei als Positivkontrolle, nachdem gezeigt wurde,
dass es in primaren Rattenhepatozyten eine Translokation von Mrp2 an die

Hepatozytenmembran induziert °.

1.2.2 Vermitteln Isoformen der Proteinkinase C (PKC) und A (PKA) den
anticholestatischen Effekt der TUDCA in Leberzellen?

Die a-Isoform der PKC wurde in der Vergangenheit als ein Schlisselenzym fur die
Vermittlung TUDCA-induzierter Signale in Hepatozyten diskutiert, wenngleich diese
Hypothese umstritten ist (s. Kap. 1.1.2.3). PKA spielt eine wichtige Rolle fir die
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sekretorische Funktion in verschiedenen Zelltypen, wurde aber bisher kaum mit den
anticholestatischen Effekten der TUDCA in Verbindung gebracht. Die Rolle dieser

beiden mdglichen Signalmediatoren wird in vivo und in vitro untersucht.

1.2.2.1 Bedeutung von cPKCa und PKA fiir den anticholestatischen Effekt der
TUDCA in der isoliert perfundierten Rattenleber

Im in vivo Modell der TLCA-induzierten Cholestase in isoliert perfundierten
Rattenlebern werden die anticholestatische Wirkung der hydrophilen Gallensaure
TUDCA und deren Modulation durch Einsatz von Inhibitoren der cPKC-Isoformen
(Staurosporin), spezifisch der cPKCa (G66976) sowie der PKA (H89) untersucht. Als
Zielparameter werden dabei dargestellt: quantitativer Gallenflu3, biliare Sekretion
des Modellsubstrats der apikalen Konjugatexportpumpe Mrp2, GS-DNP als
Parameter der hepatobilidaren Transportkapazitat sowie die hepatovendse Aktivitat
der Laktatdehydrogenase (LDH) als Indikator fir das Ausmald der hepatozellularen

Schadigung.

1.2.2.2 Bedeutung von cPKCa und PKA fiir den anticholestatischen Effekt der
TCA in der isoliert perfundierten Rattenleber

Auch die hydrophile Gallensaure TCA wirkt in verschiedenen experimentellen
Modellen der Cholestase anticholestatisch. Um zu untersuchen, ob die im Rahmen
dieser Arbeit entschlisselten intrazellularen Signalwege der TUDCA spezifisch fur
diese Gallensaure oder den hydrophilen Gallensauren gemeinsam sind, werden in
der isoliert perfundierten Rattenleber auch die Effekte der TCA und deren Modulation
durch die Enzyminhibitoren Staurosporin und H89 untersucht. Die Zielparameter sind
dabei identisch mit den fur die TUDCA genannten (s. Kap. 1.2.2.1).

26



FRAGESTELLUNGEN

1.2.2.3 Phosphorylierung der Konjugatexportpumpe MRP2 in vitro durch von

Gallensauren aktivierte Proteinkinasen

Phosphorylierung von Transportproteinen kann, wie in Zellmodellen gezeigt, deren
Membraninsertion regulieren und in einer gesteigerten Transportkapazitat resultieren
99.142 (5. Kap. 1.1.2.1). Da cPKCa durch TUDCA aktiviert wird, kdnnte dieser Effekt
auch durch Gallensauren induziert auftreten. In einem einfachen in vitro Ansatz wird
daher untersucht, ob die potentiellen TUDCA-Effektoren cPKCo und PKA oder der
TLCA-Effektor nPKCe humanes MRP2 phosphorylieren.

1.2.3 Haben Mitogen aktivierte Proteinkinasen (MAPK) eine Bedeutung fiir den
anticholestatischen Effekt der TUDCA in der isoliert perfundierten
Rattenleber?

Verschiedene Vertreter der Gruppe der MAPK wurden in einer Reihe von
Untersuchungen fur die choleretischen Effekte der TUDCA in nicht-cholestatischen
Hepatozyten verantwortlich gemacht (s. Kap. 1.1.2.3). Diese Arbeit mdchte der
Frage nachgehen, ob diese Signalwege auch zum anticholestatischen Effekt der
TUDCA unter TLCA-induzierter Cholestase beitragen konnen. Analog zu den
Untersuchungen zur Bedeutung der cPKCa und PKA (s. Kap. 1.2.2.1) werden daher
im in vivo Modell der TLCA-induzierten Cholestase Effekte der TUDCA und deren
Modulation durch Einsatz des p38"*"X-Inhibitors SB 202 190 und des Erk1/Erk2-
Inhibitors PD 98 095 untersucht. Die Zielparameter sind dabei wiederum identisch

mit den oben genannten (s. Kap. 1.2.2.1).
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1.2.4 Vermitteln Gallensauren Ilhre biologischen Effekte duch selektive

Aktivierung von Isoformen der PI3-Kinase?

1.2.4.1 Aktivierung von Isoformen der PI3-Kinase durch Gallensauren

P13-Kinasen der Klasse | wurden fur die kontraren Wirkungen sowohl der
cholestatischen und Apoptose-induzierenden hydrophoben Gallensauren als auch
der choleretisch und antiapoptotisch wirksamen, hydrophilen Gallensauren
verantwortlich gemacht (s. Kap. 1.1.3). Diese Arbeit geht der Frage nach, ob flr
diese kontraren Wirkungen die selektive Aktivierung verschiedener Isoformen der
katalytischen p110-Untereinheit der PI3-Kinasen o,  oder y durch die
unterschiedlichen  Gallensauren verantwortlich sein  koénnte. In  primaren
Rattenhepatozyten wird in einem isoformspezifischen radioaktiven Kinaseassay die
Aktivitat der genannten p110 PI3-Kinase-Isoformen nach Stimulation mit den
hydrophoben Gallensduren TLCA und GCDCA und den hydrophilen Gallensauren
TCA und TUDCA bestimmt.

1.2.4.2 Bedeutung der PI3K-Isoform p110 y fir Gallensauren-induzierte
Apoptose

Hydrophobe Gallensduren wie TLCA, TCDCA und GCDCA koénnen in intakten
Lebern wie in Kulturen von Leberzellen Induktoren des programmierten Zelltodes
sein (s. Kap. 1.1.1.2 und 1.1.3) > “°. Die der Apoptose-induzierenden Wirkung dieser
Gallensauren zugrunde liegenden Signalwege waren und sind Gegenstand
vielzahliger Untersuchungen, wobei Enzymen der Gruppe der PI3-Kinasen eine
zentrale Rolle bei der Regulation von Zelltod und -Uberleben zugesprochen wurde (s.
Kap. 1.1.3) 2 37 40 %0 143144 " DBie Untersuchungen zur Fragestellung 1.2.4.1
bestatigten, dass sowohl hydrophile als auch hydrophobe Gallensauren PI3-Kinasen
aktivieren, die PI3-Kinase-Isoform p110 y jedoch wurde nur von den hydrophoben,
Apoptose-auslosenden Gallensauren TLCA und GCDCA aktiviert. Wir untersuchten
daher in der humanen Hepatomzelllinie HepG2 die Bedeutung der PI3-Kinase-

Isoform p110 y als Mediator der Gallensauren-induzierten Apoptose. Dafur wurde die
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Isoform der PI3-Kinasen p110 y sowohl pharmakologisch gehemmt als auch durch
Transfektion mit siRNA gegen PI3-Kinase p110 y herunterreguliert und der Effekt

dieser Behandlung auf Gallensauren-induzierte Apoptose untersucht.
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2 METHODIK

2.1 Modell der isoliert perfundierten Rattenleber

Das Modell der isoliert perfundierten Rattenleber ist ein etabliertes System zur
Untersuchung physiologischer und pathophysiologischer Vorgange in der intakten

Leber, wie in Kap. 1.1.1.2 und in friiheren Arbeiten beschrieben % “°.

2.1.1 Technik der isolierten Rattenleberperfusion

Praparation der Leber

Die grundliche Anasthesie der Ratten erfolgte durch intraperitoneale Injektion von 50
mg/kg  Korpergewicht  Natrium-Pentobarbital  (Narcoren®, Merial GmbH,
Hallbergmoos). In der linken Leistenregion wurde die grof3e Inguinalvene punktiert
und 0,1 ml Heparin (Heparin-Natrium Braun 25.000 I.E./ml, Braun, Melsungen) im
Bolus injiziert.

Die Bauchdecke wurde bis zum Processus xiphoideus hin mittels Medianschnitt
eroffnet und der Schnitt im Unterbauchbereich beidseitig nach lateral erweitert. Die
Baucheingeweide wurden nach links verlagert, um besseren Zugang zur Leberpforte
zu erlangen. AnschlieRend erfolgte die Anlage eines Ligaturfadens aus Baumwolle
um die Vena cava inferior oberhalb des Zuflusses der rechten Vena renalis. Es folgte
die Vorbereitung zweier Ligaturen der Vena portae in ihrem pankreatoduodenalen
Anteil, woraufhin die Pfortader distal der Ligaturstellen mit einer Mikroschere eroffnet
und mit einer 16G-Venenverweilkanile (Insyte-W® von Becton Dickinson, Sandy,
Ut., USA) kanuliert wurde. Zur Fixierung wurden die beiden Ligaturen zugezogen und
verknotet. Das Einflhren der Kanule, die Uber einen Kunststoffschlauch fur den
Zustrom der Perfusionslosung sorgte (s. Abbildung 8), markierte den Beginn der
isolierten Leberperfusion und damit den Start der Zeitmessung der Versuche. Zur
Vermeidung einer Druckuberlastung der Leber und zur Sicherstellung eines
ungehinderten Abflusses des Perfusionsmediums wurde unmittelbar nach Einbringen

der Kanule die Vena cava inferior eroffnet. Danach wurde mittels Thorakotomie das
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Herz freigelegt und zwei Ligaturfaden am intrathorakalen Teil der Vena cava inferior
angelegt. Nach Eroffnung des rechten Vorhofs lieR sich eine 16 G-
Venenverweilkanule retrograd in die Vena cava inferior einfUhren und durch die
beiden Ligaturen sichern. Ein Kunststoffschlauch stellte den kontrollierten Abfluss
des Perfusats sicher. Daraufhin wurde der Gallengang dargestellt, stumpf
freiprapariert und nach Eroffnung mittels Mikroschere mit einem Polyethylenschlauch
(Innendurchmesser 0,40 mm, AufRendurchmesser 0,80 mm, SIMS Portex Ltd.,
Hythe, Kent, GroRbritannien) kanuliert. Auch dieser wurde mit einer Ligatur gesichert
und so positioniert, dass ein ungehinderter Abfluss der Galle gewahrleistet war. Nach
abschlieBender Ligatur der erdffneten infrahepatischen Vena cava erfolgte die
Drainage des Perfusats exklusiv Uber die Kantule im intrathorakalen Teil der unteren
Hohlvene. AnschlieBend wurde die Leber mit einer mit 0,9%iger NaCl-Lésung
befeuchteten Kompresse abgedeckt, um ein Austrocknen der Leberoberflache zu

verhindern. 2

Perfusionsablauf

Als Perfusionsmedium diente Krebs-Henseleit-Bikarbonat-Puffer (118 mmol/l NaCl,
4,8 mmol/l KCI, 25 mmol/l NaHCO3, 1,2 mmol/l KH2PO4, 1,2 mmol/l MgS04, 1,9
mmol/l CaCl2, 5,5 mmol/l D-Glucose; pH 7,4). Der Puffer wurde mittels einer
Schlauchpumpe (MS-1 Reglo 160/6, Ismatec Laboratoriumstechnik GmbH,
Wertheim-Mondfeld) in konstanter Geschwindigkeit geférdert, um eine
Zielperfusionsrate von 40 ml/min zu erreichen. In einem Oxygenator
(Laborwerkstatte Klinikum GroRhadern, Mduanchen) wurde das Medium mit
Carbogen® (95 % 02, 5 % CO2, Linde, Hodllriegelskreuth) begast und Uber ein
angeschlossenes Wasserbad auf 37°C erwarmt. Eine der portalen Perfusionskanule
vorgeschaltete Blasenfalle verhinderte das Eindringen von Luftblaschen in die
Pfortader. Eine dem zufuhrenden Schlauch parallel geschaltete Glasrohre erlaubte
die kontinuierliche Messung des portalvendsen Drucks (in cm Wassersaule). Mit Hilfe
von Perfusorpumpen (Perfusor®, Braun, Melsungen) konnte Uber ein
Mehrwegehahnsystem je nach Versuchsbedingung die Zufuhr von Gallensauren,
Inhibitoren oder deren Tragerldsungen erfolgen. Im Verlauf des Versuchs wurde das
Perfusionsmedium flr 10 min auf 1-Chlor-2,4-Dinitrobenzol-haltigen (CDNB, 30
pmol/l) Krebs-Henseleit-Bikarbonat-Puffer umgestellt. CDNB wird in der Leber an

Glutathion gebunden und das entstehende GS-DNP als Modellanion des apikalen

31



METHODIK

Anionentransporters Mrp2 in die Galle sezerniert, aus der es spektralphotometrisch
quantifiziert werden kann. Diese Methode erlaubte eine Aussage Uber die

sekretorische Kapazitat der Leber fur Organische Anionen (s. Kap. 2.1.2).

Mit Beginn der 16. Minute der Perfusion wurde die aus der Gallengangskanile
austretende Gallenflussigkeit in vorgewogenen Eppendorf-Cups Uber jeweils 5 min
gesammelt und gravimetrisch quantifiziert, wofur vereinfachend ein spezifisches
Gewicht der Gallenflissigkeit von 1,0 g/ml angenommen wurde. Zur besseren
Vergleichbarkeit der einzelnen Perfusionen wurde der so bestimmte Gallenfluf3
jeweils in Mikrolitern Gallenflissigkeit pro Gramm Lebergewicht und Minute (ul/g
Leber/min) dargestellt.

Je nach Versuchsprotokoll wurden zu drei bestimmten Zeitpunkten aulierdem
Proben des Perfusats aus dem vendsen Abfluss der Leber gesammelt und auf Eis
gelagert. Hieraus erfolgte die Bestimmung der Aktivitdt der Laktatdehydrogenase
(LDH), um eine Aussage Uber den Grad der Leberzellschadigung und deren
Entwicklung Uber die Zeit machen zu kdnnen. Auflerdem wurde in einigen der
Versuche in diesen Proben die Konzentration von GS-DNP gemessen um
Aufschluss Uber die basale Sekretion organischer Anionen zu erhalten.

Am Ende des Versuchs wurde der anteriore Leberlappen exzidiert und gewogen.
Eine ca. 200 mg schwere Probe wurde augenblicklich in eiskaltem Lysepuffer (20
mmol/l Tris-HCI, 150 mmol/l NaCl, 1 % Triton X-100, 1 mmol/l EDTA, 1 mmol/l EGTA,
2,5 mmol/l Na;PO4, 1 mmol/l Glycerolphosphat, 200 mmol/Il PMSF, 100 mmol/l
NaszVO4, 500 uM Okadaic acid, 5 g/l Aprotinin, 23,8 g/l Leupeptin; pH 7,5) lysiert und
mehrere Aliquots in flissigem Stickstoff schockgefroren und anschlief3end bei - 80 °C
gelagert. Diese Gewebeproben dienten fur spatere molekularbiologische
Untersuchungen (s. Kap. 2.1.5). Die Restleber wurde enthommen und nach dem

Abwiegen verworfen. 2
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der Perfusionsanlage (nach ?)

2.1.2 Biliare Sekretion des Mrp2-Substrats GS-DNP

Das Multidrug-Resistenz-assoziierte-Protein 2 (Mrp2) ist ein vornehmlich apikal
akitves Transportprotein des Hepatozyten und dient der Sekretion organischer
Anionen (s. Kap. 1.1.1.3). Um die Mrp2-assoziierte sekretorische Kapazitat der
Leber wahrend der Perfusionsexperimente erfassen und quantifizieren zu konnen,
wurde fur 10 min 1-Chlor-2,4-Dinitrobenzol (CDNB) infundiert. CDNB wird unter
Abspaltung von HCI als Thioether an Glutathion gebunden, uber Mrp2
ausgeschieden und ist in der gesammelten Galle als 2,4-Dinitrophenyl-S-Glutathion
(GS-DNP) spektrophotometrisch messbar. Die Menge an sezerniertem GS-DNP
korreliert dabei gut mit der sekretorischen Kapazitat der Leber fur Organische
Anionen und damit auch mit der Anzahl und Aktivitat von Mrp2 Transportern an der
apikalen Membran. Bei der eingesetzten Konzentration von 30 umi/l CDNB wird

dabei eine Sattigung der Transportkapazitit der perfundierten Rattenleber erreicht *°
145
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Messung des Mrp2-Substrats GS-DNP in der Galle

Von jeder Gallenprobe wurden 5 pl (bei geringerer vorhandener Probenmenge
weniger) in 1000 pl Aqua bidest verdunnt. Die Extinktion wurde in einer PS-
Halbmikro-Einmalklvette gegen Aqua bidest als Referenzprobe bei 335 nm im

Photometer gemessen. Die Konzentration (c) wurde Uber folgende Formel bestimmt:

_ E335 ’ Vges
€ d ’ VProbe

E: Extinktion

e: molarer Extinktionskoeffizient (I/(nmol x cm)); hier: € (335 nm) = 9,6 I/(nmol x cm)
d: Schichtdicke; hier: 1 cm

Vprobe: VOlumen der Probe

Vges: Gesamtvolumen in der Kuvette

Da Galle bei 335 nm eine Eigenabsorption besitzt, mussten die Extinktionswerte
entsprechend korrigiert werden. Der Extinktionswert der letzten Gallenprobe vor
CDNB-Zugabe galt als Nullpunkt und wurde von den anderen Extinktionswerten

abgezogen.

2.1.3 Aktivitat der LDH im hepatovenosen Effluat

Die Laktatdehydrogenase (LDH) befindet sich als Enzym der Glykolyse im
zytosolischen Kompartiment der Zelle. Kommt es zu gravierender Zellschadigung mit
Verlust der Membranintegritat, erfolgt konsekutiv die Abgabe von zytosolischen
Enzymen in das umgebende Medium. Eine photometrische Bestimmung der LDH-
Aktivitat im hepatovendsen Effluat gibt daher Aufschluss Uber das Ausmal} des

Leberzellschadens unter den jeweiligen experimentellen Bedingungen.
Hintergrund

In Anwesenheit von LDH wird Pyruvat durch NADH/H® zu Laktat reduziert,
gleichzeitig entstent NAD", wie hier dargestellt:
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H,C—CO-COO +NADH +H*—" , NAD* + H,C - CHOH —COO "

NADH absorbiert UV-Strahlung bei 339 nm, die oxidierte Form NAD+ jedoch nicht.
Somit kann aus der Extinktionsanderung pro Zeiteinheit der Stoffmengenumsatz und

damit die Enzymaktivitat in pmol/min (1 pmol/min entspricht 1 U) bestimmt werden.

Durchfihrung

Es wurde ein Standardtest '*® unter Zugabe von 500 pl Effluat und 10 pl NADH-
Losung (10 mg/ml) zu 500 pl 0,60 mmol/l Pyruvatpuffer verwendet. Bei einer
Wellenlange von 339 nm wurde die Extinktion 1, 2, 3 und 4 min nach dem Start der
Reaktion gemessen.

Die Volumenaktivitat (z) der LDH im hepatoventsen Effluat wurde aus diesen

Ergebnissen nach folgender Formel berechnet:

,_An_AcV _ AE-V
At At g-d-At
AE'Vges

g-d-At-Vy, e

ZProbe -

AE: Extinktionsanderung

e: molarer Extinktionskoeffizient (I/(mmol x cm)); hier: € (399 nm) = 6,3 I/(mmol x cm)
d: Lichtweg; hier: 1 cm

At: Messabstand (min)

Vges: Volumen des gesamten Testansatzes in der Kuvette

Verobe: VOlumen der Probe

Puffer-Losungen

Pyruvatpuffer: 66,6 mg Natriumpyruvat ad 1000 ml 50 mmol/l Phosphatpuffer
(8,71 g K;HPO4, 6,80 g KH,PO4 ad 1000 ml Aqua bidest)

NADH-L6sung: 10 mg NADH-Na; ad 1 ml 0,5 % NaHCO3-Losung (10 mg/ml).
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2.1.4 Versuchsprotokolle

2.1.4.1 Versuchsprotokoll | fir PKC/PKA-Versuchsreihe

Das Versuchsprotokoll fur die Versuche zur Rolle der cPKCa und PKA fur die
anticholestatische Wirkung der TUDCA ist in Abbildung 9 gezeigt.

Ab der 21. min erfolgte je nach Versuchsvariante die Zugabe des PKC-Inhibitors
G66976 (100 nmol/l), des PKA-Inhibitors H89 (100 nmol/l), des PKC/PKA-Inhibitors
Staurosporin (ST, 10 nmol/l) oder von Kombinationen dieser Inhibitoren bzw. zur
Kontrolle deren Tragersubstanz DMSO (0,001 %). Von der 41. min an wurden
zusatzlich die Gallensauren TLCA (10 umol/l), TUDCA (25 pmol/l) oder TCA (25
pgmol/l) alleine oder in Kombination bzw. die Tragersubstanz DMSO (0,001 %)
appliziert. Tabelle 1 zeigt die somit untersuchten Bedingungen. Von der 65. bis zur
75. min erfolgte die zusatzliche Infusion des organischen Modellanions CDNB (30
pmol/l) zur Abschatzung der Transportkapazitat der apikalen Konjugatexportpumpe
Mrp2 (siehe Kap. 2.1.2). Perfusat aus dem vendsen Abfluss der Leber wurde jeweils
zur 25., 55., 85. und 115. Minute gesammelt.

Nach 115 Minuten wurde das Experiment beendet. Abbildung 9 stellt den zeitlichen

Verlauf der Versuche dar, Tabelle 1 zeigt die getesteten Versuchsvarianten.

Ablauf der Leberperfusion fir PKC/PKA-Versuchsreihe

+/- Gallenséauren

+/- Inhibitoren

CDNB

Operation

LDH LDH LDH LDH
S S

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Perfusionszeit (min)

Abbildung 9: Versuchsprotokoll | fiir PKC/PKA-Versuchsreihe
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Gruppe Gallensaure Inhibitor
A1 DMSO DMSO
A2 DMSO ST + H89
B1 TLCA DMSO
B2 TLCA ST + H89
C1 TLCA + TUDCA DMSO
C2 TLCA + TUDCA ST + H89
C3 TLCA + TUDCA G66976 + H89
C4 TLCA + TUDCA G66976
C5 TLCA + TUDCA ST
C6 TLCA + TUDCA H89
D1 TLCA + TCA DMSO
D2 TLCA + TCA ST + H89
E1 TUDCA DMSO
E2 TUDCA ST + H89

Tabelle 1: Versuchsvarianten der PKC/PKA-Versuchreihe

2.1.4.2 Versuchsprotokoll Il flir MAPK-Versuchsreihe

Das Versuchsprotokoll fir die Versuche zur Rolle der MAPK p38 und Erk1/2 far die
anticholestatische Wirkung der TUDCA ist in Abbildung 10 gezeigt.

Ab der 21. min erfolgte je nach Versuchsvariante die Zugabe des p38™A"X-Inhibitors
SB 202 190 (100 nmol/l oder 500 nmol/l) bzw. als Kontrolle seines inaktiven
Analogons SB 202 474 (100 nmol/l oder 500 nmol/l) oder des MEKK-Inhibitors PD 98
059 (500 nmol/l) bzw. als Kontrolle dessen Tragersubstanz DMSO (0,05 %). Von der
41. min an wurden zusatzlich die Gallensauren TLCA (10 pymol/l) bzw. TUDCA (25
pmol/l) bzw. die Tragersubstanz DMSO alleine oder in Kombination appliziert.
Tabelle 2 zeigt die somit untersuchten Bedingungen. Von der 50. bis zur 60. min
erfolgte die zusatzliche Infusion des organischen Modellanions CDNB (30 umol/l) zur
Abschatzung der Transportkapazitat der apikalen Konjugatexportpumpe Mrp2 (s.
Kap. 2.1.2). Perfusat aus dem vendsen Abfluss der Leber wurde jeweils zur 45., 65.,

und 85. Minute gesammelt. Nach 100 Minuten wurde das Experiment beendet.
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Ablauf der Leberperfusion fiir MAPK-Versuchsreihe

+/- Gallensauren

+/- Inhibitoren

CDNB
Operation
LTH LIi)H LIi)H
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Perfusionszeit (min)

Abbildung 10: Versuchsprotokoll Il fir MAPK-Versuchsreihe

Gruppe Gallensaure Inhibitor
a1 DMSO DMSO
a2 DMSO PD 98 059
a3 DMSO SB 202 474
a4 DMSO SB 202 190
b1 TLCA DMSO
b2 TLCA PD 98 059
b3 TLCA SB 202 474
b4 TLCA SB 202 190
c1 TLCA + TUDCA DMSO
c?2 TLCA + TUDCA PD 98 059
c3 TLCA + TUDCA SB 202 474
c4 TLCA + TUDCA SB 202 190
ch TLCA + TUDCA SB 202 474 (500 nmol/)
cb6 TLCA + TUDCA SB 202 190 (500 nmol/
c7 TLCA + TUDCA SB 202 190 + PD 98 059
d1 TUDCA DMSO
d?2 TUDCA PD 98 059
d3 TUDCA SB 202 474
d4 TUDCA SB 202 190

Tabelle 2: Versuchsvarianten der MAPK-Versuchsreihe
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2.1.5 Molekular- und zellbiologische Untersuchungen im Lebergewebe

Die Rattenlebern aller Perfusionsversuche wurden nach Abschluss der Perfusion in
flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert (s. Kap.2.1.1) und waren

fur nachfolgende molekularbiologische Untersuchungen verfigbar.

2.1.5.1 Bestimmung von cAMP per Enzymimmunoassay (EIA)

In Lebergewebe der Versuche zur Bedeutung der cPKCa und PKA flir den
anticholestatischen Effekt der TUDCA (Versuchsprotokoll 1) wurde die Konzentration
des second messangers cAMP als Mal} fur die Aktivierung des PKA-Signalwegs
bestimmt. Nach Extraktion des cAMP aus dem Lebergewebe kam dazu der
kommerziell erhaltliche EIA ,cAMP Direct Biotrak™ EIA* (Amersham) zur

Anwendung.

Hintergrund

In den Vertiefungen der 96-well Platten dieses Kits sind Esel-anti-Kaninchen
Antikérper vorgebunden. Der zur Durchfihrung des Assays in die Vertiefungen
eingebrachte Erstantikorper Kaninchen-anti-cAMP  bindet cAMP aus den
aufgebrachten Proben. Es folgt die Zugabe eines cAMP-Peroxidase Konjugats,
welches das zu messende cAMP konzentrationsabhangig aus der Bindung mit dem
Antikérper verdrangt und das Substrat 3,3’,5,5-Tetramethylbenzidin umsetzt,
wodurch es zu einem photometrisch erfassbaren Farbumschlag kommt, der mit der

in den Proben vorhandenen cAMP-Konzentration korreliert.

Durchfiihrung

Je Versuch wurden 75 mg tiefgefrorenes Lebergewebe in 750 pl eiskalter 6%iger
Trichloressigsaure fur 20s mit dem Sonifier lysiert und das Lysat anschlie3end fur 15
min bei 2000 x g und 4°C zentrifugiert. Der entstehende Uberstand wurde viermal mit
3 ml wassergesattigtem Diethylether ausgeschittelt, wobei die obere Phase jeweils
verworfen wurde. Das so gereinigte Extrakt wurde bei 60°C im Stickstoffstrom

getrocknet und der Rickstand in 1 ml ,Assay Buffer® des kommerziellen Kits gelost.
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Zur Durchfihrung des EIA wurden in die Vertiefungen der 96-well Platte des Kits
zunachst je 100 pl 1:10 mit Assay Buffer verdunnte Probe und 100 pl Antiserum
(Kaninchen-anti-cAMP) einpipettiert und bei 500 Umdrehungen/min mit dem
Kreisschuttler fur 180 min bei 3-5°C inkubiert. Nach den ersten 120 min der
Inkubation erfolgte die Zugabe von 50 pl Peroxidase-konjugiertem cAMP. Nach
viermaligem Waschen der Vertiefungen mit je 400 pyl Waschpuffer startete die
Nachweisreaktion durch Zugabe von 150 pl Substrat-Losung je Vertiefung. Nach 60
min Inkubation bei RT und 500 Umdrehungen/min mit dem Kreisschuttler wurde die
Reaktion mit 100 ul 2N Schwefelsaure gestoppt und die Absorption von Licht bei 450
nm Wellenlange in einem Plattenphotometer (Tecan, Mannedorf, Schweiz)
gemessen. Dank einer im Kit integrierten Standardkurve lieRen sich die Ergebnisse

quantitativ in pmol cAMP pro g Lebergewebe ausdrucken.

2.1.5.2 Nachweis von P-CREB im Western Blot

In Lebergewebe der Versuche zur Bedeutung der cPKCo und PKA fur den
anticholestatischen Effekt der TUDCA (Versuchsprotokoll 1) wurde der
Phosphorylierungsgrad des PKA-Substrats ,cAMP response element-binding protein®
(CREB) als Mal} fur die PKA-Aktivitat bestimmt.

Aus 100 mg tiefgefrorenem Lebergewebe wurden in einem Dounce-Homogenisator
mit 1 ml SDS-Harnstoff-Tris-Puffer (2 % SDS, 6 mol/l Harnstoff, 0,1 mol/l Tris, 0,005
% Bromphenolblau, 5 % 2-Mercaptoethanol, 1 mmol/l PMSF) Zelllysate hergestellt,
welche fur 5 Sekunden bei 10 W mit dem Ultraschallhomogenisator weiter
homogenisiert wurden. Nach Zentrifugation fir 10 min bei 20.000 x g und 4 °C
wurden die Uberstande abgehoben, ihr Proteingehalt mit der Methode nach Bradford
bestimmt und die Proben mit SDS-Harnstoff-Tris-Puffer auf 1 g/l Proteingehalt
verdunnt. Je 10 ul der Probe wurden fiir 30 min bei RT reduziert, in einer SDS-PAGE
in 10 % Polyacrylamidgelen fur 60 min bei 150 V aufgetrennt und anschlielend auf
eine PVDF Membran transferiert. Die Membranen wurden fir 1 h bei RT in
Blockierungspuffer (5 g/dl Rinderserumalbumin in TBST: 20 mmol/l Tris, 137 mmol/l
NaCl, 0,1 % Tween; pH 7,6) geblockt. Uber Nacht erfolgte dann in
Blockierungspuffer die Inkubation mit einem Kaninchen-anti-Phospho-CREB
Antikorper (Ser133) (Verdinnung 1:2000) und mit einem Maus-anti-GAPDH
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Antikérper, um gleichzeitig phosphoryliertes CREB (P-CREB) und mit GAPDH einen
Marker fur den Gesamtproteingehalt der Proben nachzuweisen. Nach dreimaligem
Waschen der Membranen fur 5 min mit TBST schloss sich die Inkubation mit den
Zweitantikérpern Ziege-anti-Kaninchen IgG-HRP (Verdinnung 1:20.000) und Ziege-
anti-Maus IgG-HRP (Verdiunnung 1:200.000) an. Die gebundenen Antikdrper wurden
mittels Auftrag eines Chemilumineszenz-Reagenz und Exposition gegenluber einem
Kodak BiomaxMR Film sichtbar gemacht und die entstehenden Banden

densitometrisch ausgewertet.

2.2 Invitro Bestimmung der cPKCa-, nPKCe- und PKA-Aktivitat

Mit Hilfe der im Folgenden beschriebenen Methode zur in vitro Messung der Aktivitat
verschiedener Proteinkinasen soll die Spezifitadt und Potenz der in den
Perfusionsversuchen verwendeten Inhibitoren getestet werden.

Dazu wurden rekombinant hergestellte cPKCa, nPKCe und PKA mit ihrem
Modellsubstrat Myelin Basic Protein (MBP), den jeweiligen Inhibitoren sowie
radioaktiv markiertem ATP inkubiert, anschlieliend die Menge an phosphoryliertem
MBP durch Messung des autoradioaktiven Zerfalls bestimmt und daraus
Ruckschlisse auf die Hemmung der Enzyme durch die getesteten Inhibitoren

gezogen.

Durchfiihrung

Zunachst wurden 62,3 pl der Raktionsmixturen fur PKC (22,5 mmol/l Tris, 161 mg/I
MBP, 32,1 pg/l PKC a bzw. ¢ in H,O) bzw. PKA (56 mmol/l Tris, 161 mg/l MBP, 161
mU/l PKA in H,O) mit 0,7 pl 10fach konzentrierter Stammldsung der Inhibitoren
Staurosporin, G66976 oder H89 bzw. mit 0,1 prozentigem DMSO als Kontrolle bzw.
H,0O als externem Standard versetzt und die Reaktion durch Zugabe von 7 ul ATP-
Mix (far PKCs: 10 pymol/l ATP, 1 uCi 32P-ATP, 5 mmol/l MgCl,, 0,2 mmol/l CaCly; fur
PKA: 10 ymol/l ATP, 1 uCi 32P-ATP, 10 mmol/l MgCl,) gestartet, so dass fir alle drei

Enzyme folgende Bedingungen untersucht wurden:
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Gruppe Inhibitor
H,O (Standard)

0,01 % DMSO (Kontrolle)

10 nmol/l ST

100 nmol/l G66976

100 nmol/l H89

O~ WIN=

100 nmol/l H89 + 10 nmol/l ST

7 100 nmol/l G66976 + 100 nmol/l H89

Tabelle 3: Versuchsvarianten in vitro Aktivitidt von cPKC a,
nPKC ¢ und PKA

Nach Inkubation der Reaktionsansatze flir 20 min bei 37°C und Stop der Reaktion
durch Zugabe von 70 pl 2-fach SDS-PAGE-Ladepuffer (0,125 mol/l Tris, 2 mmol/l
EGTA, 40 % Glycerin, 10 % 2-Mercaptoethanol, 40 g/l SDS, 0,2 g/l Bromphenolblau
in H,O) wurden Aliquots der acht Proben fur 5 min bei 95°C reduziert und einer SDS-
PAGE in einem 15% Polyacrylamidgel unterzogen. Als Negativkontrolle wurde eine
Probe des Reaktionsmix’ mit ATP-Mix, jedoch ohne Proteinkinasen mitinkubiert und
ebenfalls auf das Gel aufgetragen. Die Trennung erfolgte fur 60 min bei 150 V. Der
anschlieBenden Fixierung im Polyacrylamidgel dber 15 min durch 12%
Trichloressigsaure folgte die Darstellung der Proteine durch Farbung in Coomassie-
Lésung (0,1 % Coomassie Brillant Blau, 50 % Methanol, 10% Eisessig in Hy0).
Durch Auswaschen des Uberschissigen Coomassie Blau aus dem Gel mit
Entfarbelosung (5 % Methanol, 7 % Eisessig in H,O) zeigte sich schlieRlich die
singulare Bande des MBP. Die Banden der Negativkontrolle wie der acht Proben
wurden aus dem Gel ausgeschnitten, mit 10 ml Szintillations-Cocktail versetzt und
der autoradioaktive Zerfall als MaR flr die MBP-Phosphorylierung und damit fir die
Enzymaktivitat im Szintillationsmessgerat (Packard Tri-Carb 2100, Packard

Instrument Co., Frankfurt/Main) fur 5 min ausgezahlt.

2.3 Invitro Phosphorylierung von MRP2

Phosphorylierung von plasmamembranstandigen Transportproteinen wurde als ein
madglicher Mechanismus zur Regulation der hepatozellularen Transportkapazitat

durch Gallensauren diskutiert und identifiziert (s. Kap. 1.2.2.3). Mit dem im
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Folgenden beschriebenen experimentellen Ansatz soll getestet werden, ob
rekombinant hergestellte cPKCa, nPKCe oder PKA, die als Effektoren von

Gallensaurensignalen diskutiert werden, MRP2 phosphorylieren.

2.3.1 Immunprazipitation von MRP2 aus HepG2-Zellen

Das Transportprotein MRP2 wurde nach einem Protokoll von Dr. Yvonne Meier,

. ° aus Zellen der humanen Hepatomzellinie

Universitatsspital Zarich, und Noe et a
HepG2 isoliert.

Hep G2 Zellen wurden dazu in 10 cm Kulturschalen angezichtet, zweimal mit PBS
gewaschen, in 1 ml Homogenisationspuffer (20 mmol/l Tris, 250 mmol/l Saccharose,
2 mmol/l EGTA, 10 mmol/l 2-Mercaptoethanol, 50 pmol/l Leupeptin, 25 ug/mi
Aprotinin, 1 mmol/l PMSF; pH 7,4, 4 °C) abgelost, abzentrifugiert, erneut in 100 ul
Homogenisationspuffer aufgenommen und fir 10 s auf Eis im Sonifier homogenisiert.
In einer anschlielfenden 2-Schritt Ultrazentrifugation lie3 sich die Membranfraktion
isolieren. Nach Bestimmung des Proteingehalts nach Bradford wurde die
Proteinkonzentration der Proben mit Homogenisationspuffer auf 10 g/l angeglichen
und Aliquots von 150 ul fUr die weitere Aufarbeitung verwandt. Zur weiteren Lyse von
Zellmembranvesikeln und Freisetzung des MRP2 aus der Membranbindung erfolgte
unter Zugabe von 150 pl Lysepuffer (40 % Glycerin, 40 mmol/l Tris, 2 mol/l NaCl,
2,4% FosCholin-12, 2 pg/ml Leupeptin, 2 ug/ml Antipain, 2 mmol/l| PMSF; pH 8,0) ein
zweiter Lyseschritt fir 30 min auf Eis mit anschlieBender Ultrazentrifugation zur
Abtrennung von Membranrickstanden.

Zur Immunprazipitation wurden 70 pl aktivierte Protein A Sepharose Suspension mit
500 pl IP-Puffer | (140 mmol/l NaH,PO4/Na;HPO4, 0,02 % NaNs; pH 8,0) und 0,75 pl
Kaninchen-anti-Maus IgG Antikorper versetzt, flr 2 h bei RT rotiert und dreimal mit 1
ml IP-Puffer | gewaschen. Nach Zugabe von 480 ul IP-Puffer | und 20 ul Maus-anti-
MRP2 Antikorper pro Prazipitationsansatz wurde erneut fur 2 h inkubiert und dreimal
mit 1 ml IP-Puffer Il (IP-Puffer | mit 2 g/l Albumin) und einmal mit 0,5 ml IP-Puffer IlI
(IP-Puffer | mit 2 g/l Albumin und 1,0 % Triton X-100) gewaschen. Anschlie3end
erfolgte die eigentliche Immunprazipitation durch Zugabe von 250 pl Lysat pro
Ansatz fur 3 h bei 4°C im Rotor. Zur Durchfuhrung der Phosphorylierungsversuche

wurde die Sepharose abschlieRend dreimal mit 1 ml IP-Puffer Ill und zweimal mit 1mi
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IP-Puffer | gewaschen und der Pufferiberstand vollstandig mit einer Gelladespitze

entfernt.

2.3.2 Phosphorylierung von MRP2 durch cPKCa, nPKCe und PKA

Aus humanen HepG2-Zellen prazipitiertes MRP2 (s. Kap. 2.3.1) wurde in vitro durch
aktivierte rekombinante cPKCa, nPKCe und PKA phosphoryliert. Dazu wurden den
MRP2 Prazipitaten zunachst 1000 U PKA in 63 ul 50 mmol/l Trispuffer oder 80 mU
cPKCa und/oder 80 mU nPKCe in 20 mmol/l Trispuffer mit bzw. ohne 10 nM
Staurosporin zugesetzt und die Reaktion durch Zugabe von 7 pl ATP-Mix (fur PKCs:
10 pymol/l ATP, 3 pCi 32P-ATP, 5 mmol/l MgCl,, 0,2 mmol/l CaCly; fur PKA: 10 pymol/l
ATP, 3 uCi 32P-ATP, 10 mmol/l MgCl,) gestartet. Nach Inkubation der
Reaktionsansatze flir 20 min bei 30°C im Thermomixer wurden die Prazipitate
abzentrifugiert, einmal mit 1 ml RIPA-Puffer gewaschen, mit 40 yl SDS-PAGE-
Ladepuffer (0,3 mmol/l Tris, 35 % Glycerin, 2,1% SDS, 0,02 % Bromphenolblau in
H,0) gemischt und flr 30 min bei 37 °C reduziert. Je 30 ul der Proben durchliefen
anschlieBend eine SDS-PAGE in einem 7,5% Polyacrylamidgel. Die Trennung
erfolgte fur 60 min bei 150 V. AnschlieRend wurden die Gele fur 30 min bei 80°C in
einem BioRad Gel-Dryer getrocknet, die radioaktiven Produkte der
Phosphorylierungsreaktion per Autoradiographie Uber 18 h nachgewiesen, die dem
32P_MRP2-Phosphorylierungsprodukt entsprechenden Banden ausgeschnitten und in
einem Szintillationszahler (Packard Tri-Carb 2100, Packard Instrument Co.,

Frankfurt/Main) ausgewertet.

2.4 Modell primarer Rattenhepatozyten

2.41 Gewinnung und Kultivierung der Zellen

Primare Rattenhepatozyten wurden in einer Zweischritt-Kollagenaseperfusion nach
Seglen ™" gewonnen. Nach der analog zu den isolierten Rattenleberperfusionen (s.
Kap. 2.1.1) durchgeflihrten Anasthesie und Praparation der Leber wurde diese flr
ca. 10 min mit einem HBSS/HEPES-Puffer perfundiert (0,4 g/l KCI, 0,06 g/l KH2PO4,
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8 g/l NaCl, 0,048 g/l Na;HPOy4, 1 g/l D-Glucose, 0,011 g/l Phenolrot-Na, 10 mmol/l
HEPES (2,4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinylethansulfonsaure), 0,35 g/l NaHCO3). In
der folgenden Perfusionsphase mit Kollagenasepuffer (HBSS/HEPES-Puffer mit 1
mmol/l MgCl,, 1 mmol/l CaCl,, 200 mg/l Kollagenase) wurde das KollagengerUst der
Leber so lange aufgelost, bis bei sanftem Druck mit einer Pinzette auf die
Leberkapsel sichtbare Eindrucke zurlckblieben. Sodann wurde die Leber in eine
sterile Kulturschale Uberfuhrt, mit Kollagenasepuffer Gbergossen und zugig mit einer
Pinzette zerrieben. Die entstehende Zellsuspension wurde in MEM verdunnt, durch
ein steriles Nylonnetz (Sefar, Thal, Schweiz) mit einer Porengréfde von 80 nm filtriert
und nach dem Abzentrifugieren (100 x g, 2 min) zweimal mit eiskaltem MEM
gewaschen.

Die Zellen wurden danach in einer Dichte von 5 x 10° Zellen pro cm? in 6-Well-
Kulturschalen ausgesat, die zuvor mit 0,01 % Typ | Rattenschwanzkollagen
beschichtet worden waren. Fur eine Stunde erfolgte die Kaultivierung in
supplementiertem MEM (0,292 g/I L-Glutamin, 100 nM Insulin, 10% FCS; 37°C, 5%
CO3), um nach einmaligem Waschen der Zellen die Kultur in MEM ohne Zusatze fur
mindestens drei weitere Stunden fortzufihren. Eine halbe Stunde vor Beginn der
Stimulationsversuche fir die PI3-Kinase-Assays bzw. zur Erstellung der Phospho-
PKB-Zeitkurve (s. Kap. 2.4.2 bzw. 2.4.4) wurde das Medium ein weiteres Mal

gewechselt.

2.4.2 Erstellung einer Phospho-PKB Zeitkurve

Die Proteinkinase B (PKB/Akt) ist Substrat der PI3-Kinasen. Phosphorylierung der
PKB an deren Ser-473-Rest qilt als sensitiver Indikator fir die globale PI3-Kinasen
Aktivitat "*®. Zur Festlegung der optimalen Stimulationsdauer fiir die spateren PI3-
Kinase-Assays wurde daher der Phosphorylierungsgrad der PKB mit verschiedenen
Stimulationszeiten bestimmt.

Den Medien der wie in Kap. 2.4.1 beschrieben in 6-Well-Platten kultivierten und
vorbereiteten primaren Rattenhepatozyten wurden nachstehende Gallensauren (bzw.

DMSO als Kontrolle) zupipettiert, um folgende Endkonzentrationen zu erreichen:
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Gruppe |Gallensauren

1% DMSO

25 ymol/l TLCA

50 umol/l TUDCA

50 ymol/l. TCA

A || ON -

50 ymol/l. GCDCA

Tabelle 4: Versuchsbedingungen zur Erstellung der Phospho-
PKB Zeitkurve und zur Durchfiihrung der PI3-Kinase
Assays

Nach 5, 15, 30 bzw. 60 Minuten Inkubation wurden die Platten schnell auf Eis
gestellt, das Medium rasch entfernt und die Zellen dreimal mit 2 ml eiskaltem PBS
(pH 7,4) pro Well gewaschen, in 65 pl Zelllysepuffer pro Well (20 mmol/l Tris, 150
mmol/l NaCl, 1 mmol/l EDTA, 1 mmol/l EGTA, 2,5 mmol/l Na-Pyrophosphat, 1 mmol/l
B-Glycerophosphat, 10 pl/ml TritonX-100, 1 mmol/l NasVO4, 10 pg/ml Aprotinin,
Leupeptin und Pepstatin, 500 nM Okadaic Acid) von den Kulturschalen geschabt und
in Eppendorfgefallen flur 20 min auf Eis lysiert. Bei 16500 x g wurden die Lysate nun
10 min zentrifugiert, die Uberstéande in neue EppendorfgefaRe Uberfihrt und der
Phosphorylierungsgrad der PKB bestimmt (s. Kap. 2.4.3). Je 10 ul der Proben

wurden zuvor einer Proteinbestimmung nach Lowry 149 zugefuhrt.

2.4.3 Bestimmung des Phosphorylierungsgrades der PKB

Aliquots jeder Probe der Stimulationsversuche (s. Kap. 2.4.2) wurden einer SDS-
PAGE mit 10 % Polyacrylamidgelen unterzogen. Die Trennung erfolgte bei 180 V flr
55 min. Anschlie3end wurden die Proteine Uber Nacht bei 30 V und 4°C im Kuhlraum
auf Immobilon-P-Membranen (Millipore Corp., Bedford, USA) Ubertragen, woraufhin
diese fur 4 h bei RT zum Blocken getrocknet wurden. AnschlieRend wurden sie Uber
Nacht mit einem Antikdrper gegen Phospho-PKB®™*"3 in der Verdiinnung von 1:1000
in 5%iger Losung von Rinderserumalbumin (BSA) in TBST (8 g/l NaCl, 3 g/l Tris,
0,5% Tween) inkubiert, um die aktivierte Form der PKB zu erfassen. Am nachsten
Tag wurden die Membranen dreimal fur 10 min in TBST geschwenkt und fir 1 h bei
Raumtemperatur mit HRP-konjugiertem Ziegen-anti-Maus IgG Antikorpern (1:2000)

in 5% Milch in TBST inkubiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen fur 10 min in
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TBST wurden die gebundenen Antikérper mit Chemilumineszenz-Reagenz (200
mmol/l Tris, 2,5 mmol/l Luminol, 0,4 mmol/l p-Hydroxyzimtsaure, 5,4mmol/l H,O,) auf
einem SUPER-RX Film (Fujifilm) sichtbar gemacht.

Um die Gesamt-PKB bestimmen zu kénnen, wurden die Membranen gleich im
Anschluss gestrippt. Hierzu wurden sie dreimal fir 10 min in TBST gewaschen und
fur 30 min bei 50 °C in Stripping-Puffer (7,56 g/l Tris-HCI, 20 g/l SDS, 0,2mol/l 2-
Mercaptoethanol; pH 6,7) geschwenkt. Daraufhin wurden sie erneut sechsmal fur 5
min in TBST gewaschen, fir 2 h bei RT in 5% Milch in TBST geblockt und die
Gesamt-PKB in identischer Art und Weise mit einem Antikorper gegen Gesamt-PKB
(1:2000) bestimmt.

Zur Quantifizierung der Banden von Phospho- und Gesamt-PKB erfolgte die
densitometrische Auswertung (NIH Image Densitometric Analysis 1.54, Bethesda,

Md., 1994) mit Hilfe des Computerprogramms Sigma Gel.

2.4.4 PI3-Kinase-Assay

Nach Festlegung geeigneter Stimulationszeiten auf dem Boden der Ergebnisse der
Phospho-PKB-Zeitkurven (s. Kap. 2.4.3) wurden weitere primare Rattenhepatozyten
gewonnen und zur Durchfihrung von PI3-Kinase-Aktivitatsassays stimuliert. Den,
wie in Kap. 2.4.1 beschrieben, nun in 100 mm Kulturschalen kultivierten und
vorbereiteten Zellen wurden dazu die Gallensauren TLCA, TUDCA, TCA oder
GCDCA (bzw. DMSO als Kontrolle) zupipettiert (s. Tabelle 4).

Nach 15mindtiger Inkubation bei 37°C wurden die Schalen auf Eis gestellt, das
Medium rasch abgesaugt und die Zellen dreimal mit 4 ml eiskaltem PBS (pH 7,4)
gewaschen. Nach Zugabe von 300 pl HEPES-Lysepuffer (50 mmol/l HEPES, 1%
NP-40, 10% Glycerol, 0,5 mmol/l EGTA, 0,5 mmol/l PMSF, 5 mmol/l NazVO,, 500
nmol/l Okadaic Acid, 10 uyg/ml Leupeptin, Aprotinin und Pepstatin; pH 7,4, 4°C)
wurden die Zellen rasch von den Kulturschalen geschabt, in Eppendorfgefalie
uberfuhrt, far 10 min auf Eis lysiert, bei 16500 x g und 4°C fur 10 min abzentrifugiert
und in neue EppendorfgefaRe (iberfiihrt. Zur Proteinbestimmung nach Lowry '°
wurden 10 ul des Lysats entnommen und die verbleibenden Proben sofort bei -80°C

eingefroren.
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Immunprazipitation

Zur gezielten Untersuchung der Aktivitat verschiedener PI3-Kinase-Subspezies
wurden die Isoformen der katalytischen Einheiten der Klasse | PI13-Kinasen p110a,
p110B und p110y mit Hilfe spezifischer Antikérper prazipitiert.

Zur Prazipitation der a- bzw. p-lsoform wurde Zelllysat entsprechend 250 ug bzw.
100 pg Gesamtprotein mit HEPES-Lysepuffer auf 1 ug/ul bzw. 0,5 pg/ul verdiinnt und
mit 5 pg anti-P13-Kinase-p110a- bzw. anti-PI3-Kinase-p110p Antikorper versetzt.
Nach Rotation fur 2 h bei 4°C wurden 20 yl 50% ProteinA/G-Agarose zugegeben und
die Ansatze flur eine weitere Stunde rotiert.

Zur Prazipitation der y-lsoform wurden je Probe 5 pg anti-PI3-Kinase-p110y
Antikorper, 0,3 ml HEPES-Lysepuffer und 20 pl 50% ProteinA/G-Agarose in ein
Eppendorfgefall pipettiert und fir 2 h bei 4°C rotiert. Nach Zugabe von Zelllysat
entsprechend 400ug Gesamtprotein (Endkonzentration von 1ug Protein pro ul)
wurden die Ansatze fur weitere 3 h unter Rotation inkubiert.

Nach der Prazipitation wurden alle Proben fur 1 min bei 1000 x g zentrifugiert, einmal
mit 1 ml eiskaltem HEPES-Lysepuffer und dreimal mit eiskaltem PBS (pH 7,4)

gewaschen und der verbleibende Uberstand restlos mit einer Gelladespitze entfernt.

Vorbereitung der Lipide

Je durchzufihrendem Assay wurden 10 ug Phosphatidylinositol, 10 ug
Phosphatidylserin  und 10 ug Phosphatiylinositol-4,5-Phosphat in  einem
Eppendorfgefall zusammenpipettiert und das Losungsmittel Chloroform unter
Stickstoff vollstandig abgeblasen. Nach Zugabe von 10 ul Ultraschallpuffer (25
mmol/l MOPS, 1 mmol/l EGTA; pH 7,0) wurden die Lipide fir 15 min im

Ultraschallbad wieder gelost.

Durchfiihrung der PI3-Kinase-Aktivitatsassays

Jedem der Prazipitate wurden 25 ul H,O, 10 ul PI3-Kinase-Puffer (125 mmol/l
MOPS, 25 mmol/l MgCl,, 5 mmol/l EGTA, 5 mmol/l NazOV4; pH 7,0) und 10 pl
Lipidldsung zupipettiert. Nach 5 min Inkubation bei RT erfolgte hinter einem
Strahlenschutzschild aus Acrylglas die Zugabe von 5 pl ATP-Mix (2 pl [y-32P]-ATP
(10uCi/pl), 0,5 pl H20, 2,5 yl 3mmol/l ATP) und nach einmaligem Vortexen eine
20mindtige Inkubation bei 37°C. Durch Zugabe von 100 pl Methanol / 1M HCI-

Lésung (1:1) wurde die Kinasereaktion gestoppt. Zur Extraktion der Lipide wurden in
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zwei Schritten je 100 ul Chloroform zupipettiert, der Ansatz grindlich vermischt, fur 1
min bei 1000 x g zentrifugiert und die untere organische Phase restlos in ein frisches
Eppendorfgefaly Uberfuhrt. Nach Abdampfen des Chloroforms unter Stickstoff
wurden die Lipide erneut in 20 yl Chloroform aufgenommen und auf eine Silica Gel
Dunnschichtchromatographieplatte (Whathman Inc.,, Sanford, Maine, USA)
aufgetragen. Die Platten wurden fur 30 min bei RT getrocknet und in die
Dunnschichtchromatographiekammer gestellt. Durch den kapillaren Aufstieg des
Fliel3mittels (n-Propanol : H,O : 100% Essigsaure = 34:65:1) erfolgte Uber Nacht die
chromatographische  Auftrennung der Reaktionsprodukte der PI3-Kinasen
Phosphatidylinositol-3,4,5-Phosphat und Phosphatidylinositol-3-phosphat. Nach
15minutigem Trocknen der Platten erfolgte die Exposition gegenuber einem X-OMAT
Film (Kodak, Rochester, N.Y., USA) fur zwei Stunden bis zu zwei Tagen bei -80°C
und nach Entwicklung des Films waren die 0.g. Reaktionsprodukte als umschriebene
Banden sichtbar. Die diesen Banden auf dem Film entsprechenden Bereiche der
Chromatographieplatte wurden ausgeschnitten, mit 5 ml Szintillationsflissigkeit

versetzt und der radioaktive Zerfall in einer Szintillationszahlkammer bestimmt.

2.5 Modell der Ntcp-transfizierten HepG2-Zelle

Die humane Hepatomzellinie ,HepG2“ wird vielfach zur Untersuchung von
hepatozellularen Vorgangen genutzt. In unserer Arbeitsgruppe wurde sie mit dem
Gen des Gallensaurentransporters Ntcp transfiziert, um Auswirkungen von
Gallensauren auf die membranare Dichte der Konjugatexportpumpe Mrp2
untersuchen zu kdénnen und um die diesen Effekten zugrunde liegenden Signalwege

zu entschlusseln.

2.5.1 Kultivierung der Zellen

HepG2-Zellen (ATCC HB-8065) wurden in supplementiertem Minimal Essential
Medium (MEM, 10 % hitzedeaktiviertes fotales Rinderserum FCS, 1 %
nichtessentielle Aminosauren, 4 mmol/l L-Glutamin, 1 mmol/l Natriumpyruvat,

100L.E./ml Penicillin, 100 ug/ml Streptomycin, 0,25 pyg/ml Amphotericin B; pH 7,4,
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37°C, 5 % COy) kultiviert. Ein Mediumwechsel erfolgte zweimal pro Woche, einmal
wurde eine Zellpassage mit Trypsin/EDTA-Losung (0,5 g/l Trypsin, 0,2 g/l EDTA,
0,85 g/l NaCl; pH 7-7,5) durchgefiihrt 2.

2.5.2 Stabile Transfektion mit einem pcDNA 3.1/Ntcp-Konstrukt

Zur stabilen Transfektion mit Ratten-Ntcp wurden HepG2-Zellen auf 6-Well-
Gewebekulturplatten in 2 ml serumfreiem Medium ausgesat. Nach Erreichen einer
ca. 50 %igen Konfluenz wurden sie mit einem pcDNA 3.1/Ntcp-Konstrukt transfiziert.
Das transfizierte Plasmid enthielt neben dem Gen des Gallensaurentransporters
Ntcp ein Resistenzgen gegen das Antibiotikum Geniticin, sodass mit Hilfe des
Antibiotikums eine Auslese zugunsten der erfolgreich transfizierten Zellen mdglich

wurde.

Transfektion:
Herstellung des Transfektionsgemisches: Inkubation von 100 pl Optimem mit 5 pl
Fugene-Reagenz fur 5 min bei Raumtemperatur (RT), danach Zugabe von 2 ug der

Plasmid-cDNA und weitere Inkubation fiir 15 min bei RT.

100 ul Transfektionsgemisch wurden in jede der Vertiefungen der 6-Well-
Gewebekulturplatten pipettiert. Nach 4-8 h wurden 10 % FCS zugegeben und die
Kultur far 24 h fortgefuhrt. Nach einmaligem Waschen der Zellen mit PBS erfolgte
durch Inkubation mit 500 pl Trypsin/EDTA-LOsung je Vertiefung fur 5 min bei 37 °C
ein Ablésen der Zellen von den Kulturschalen. Daraufhin wurde das gleiche Volumen
an MEM zur Neutralisation des Trypsins zugegeben, die Zellen abzentrifugiert und in
MEM resuspendiert.

Nach Aussaat der Zellen in 10 cm Petrischalen und Inkubation fur 24 h erfolgte die
Zugabe von 1 mg/ml G418 (Geniticin). Nach Anzichtung fur weitere 14-21 Tage
lieRen sich Monoklone erkennen.

Einzelne Klone wurden unter Zuhilfenahme steriler Klonzylinder (Scienceware,
Pequannock, NJ, USA) abtrypsiniert, in je zwei Vertiefungen einer 24-Well-
Gewebekulturplatte ausgesat und mit 1 ml MEM mit 1 mg/ml Geniticin G418

kultiviert, um eine kontinuierliche Selektion zu Gunsten der effizient transfizierten
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HepG2-Zellen zu erreichen. Nach konfluentem Wachstum wurden die Zellen je einer
der beiden Vertiefungen abtrypsiniert, abzentrifugiert und nach Resuspension des
Ruckstandes in einer Losung aus 90 % FCS und 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO)
eingefroren. Die Zellen der entsprechenden zweiten Vertiefung wurden zur
Durchfihrung eines Gallensaure Aufnahme Assays verwendet (s. Kap. 2.5.3). Dabei
wurde die Aufnahmefahigkeit der neu transfizierten Zellen fur Gallensauren
untersucht. 2

Der fur die Experimente verwendete Klon zeigte Uber den Verlauf der Versuche stets
eine mindestens 100-fache Steigerung der Aufnahmefahigkeit fur Gallensauren

gegenuber nicht-transfizierten HepG2-Zellen.

2.5.3 Bestimmung der [*H]-Taurocholsiure-Aufnahme

Die Fahigkeit der Zellen zur Gallensaurenaufnahme wurde mit Hilfe der radioaktiv
markierten Gallensdure [°H]-TCA nach der Transfektion stets parallel zu den
Versuchen kontrolliert, um die stabile Expression von Ntcp auch nach mehreren

Zellpassagen zu kontrollieren.

Puffer-Losungen

Aufnahme-Puffer: 100 mmol/l NaCl, 2 mmol/l KCI, 1 mmol/l CaCl,, 1 mmol/l MgCly,
5,5 mmol/l D-Glucose, 10 mmol/l N-[2-Hydroxyethyl] Piperazin-N-
[2-Ethansulfonsaure]; pH 7,5

Stop-Puffer: 53,7 mg Na-Taurocholat ad 100 ml (1 mmol/l TCA)

[’H]-TCA-Puffer: 100 pl Stop-Puffer, 10 ul 10 mmol/l [°’H]-TCA (1 uCi / pl) ad 9,89
ml Aufnahme-Puffer (10 pmol/l, 1 uCi/ml)

Lysepuffer: 20 mmol/l Tris, 1% Triton, 154 mmol/l NaCl, 40 pl/mi
25xComplete, 1 mmol/l PMSF, 1 mmol/l NazOV4, 10 mmol/l NaF

Nicht-transfizierte HepG2-Zellen als Negativkontrolle und die verwendeten Ntcp-
transfizierten Zellen wurden in Mehrfach-Kulturschalen bis zu etwa 90%iger
Konfluenz angezichtet. Nach dreimaligem Waschen mit Aufnahme-Puffer wurden
0,5 ml [°H]-TCA-Puffer pro Well zugegeben und bei 37°C fiir 20 min inkubiert.

51



METHODIK

Am Ende der Inkubationszeit wurde der [°H]-TCA-Puffer abgezogen und die Zellen
dreimal mit je 1 ml eiskaltem Stop-Puffer gewaschen. Mit 0,5 ml Lyse-Puffer erfolgte
die Lyse der Zellen bei RT (ca. 10 min).

Je 100 pyl der Lysate wurden in einer Verdunnung von 1:500 einer

Proteinbestimmung nach Bradford '

zugefihrt und je 400 pl in 10 ml
Szintillationslosung verdunnt. Die Zahl der radioaktiven Zerfalle pro Minute als Mal}
fur die Menge aufgenommener [°H]-TCA wurde mittels eines Packard Tri-Carb 2100
Szintillationsmessgerats fur Flussigkeiten (Packard Instrument Co., Frankfurt/Main)
gezahlt. Die ermittelten Zerfalle pro Minute wurden auf den Proteingehalt normalisiert
und die Ergebnisse der transfizierten HepG2-Zellen mit jenen der nicht-transfizierten

Kontrollen verglichen.

2.5.4 Untersuchungen zur Bedeutung der PI3-Kinase-Isoform p110y fiir

Gallensauren-induzierte Apoptose

In den Untersuchungen zur Aktivierung von lIsoformen der PI3-Kinasen durch
Gallensauren in primaren Rattenhepatozyten konnte gezeigt werden, dass eine der
untersuchten Isoformen, p110 vy, unter den getesteten Gallensauren ausschlief3lich
von den hydrophoben, Apoptose-auslosenden Gallensauren TLCA und GCDCA
aktiviert wird. Die folgenden Untersuchungen sollen daher die Bedeutung der PI3-
Kinase-Isoform p110 y fur die durch Gallensauren induzierte Apoptose in der

humanen Hepatomzelllinie HepG2 untersuchen.

2.5.4.1 Caspase 3/7 Aktivitat als MaR der Gallensauren-induzierten Apoptose

Die Caspasen 3 und 7 bilden als so genannte Effektorcaspasen die gemeinsame
Endstrecke verschiedener zum programmierten Zelltod fiihrender Signalwege. Uber
Ihre Aktivitat lasst sich daher Apoptose quantifizieren, unabgangig vom Apoptose-
induzierenden Stimulus.

Die wie wunter 2.5.1 und 2.5.2 beschrieben kultivierten und mit dem

Gallensaurentransporter Ntcp transfizierten HepG2-Zellen wurden 24 Stunden vor
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Beginn der Versuche in 96-Well-Gewebekulturplatten zu 25 000 Zellen pro Well in

100p! Zellkulturmedium ausgesat.

Stimulation der Zellen

Das Zellkulturmedium MEM wurde in einem Mischungsverhaltnis von 1:1000 mit
einer 2,5 millimolaren Stammldsung des Inhibitors der PI3-Kinase p110 y 5-(2,2-
Difluoro-benzol[1,3]dioxoy-5-methylen)-thiazolidin-2,4-dion (AS-604850) versetzt und
die fur 24 Stunden kultivierten HepG2-Zellen nach einem Mediumwechsel fur eine
halbe Stunde mit diesem bzw. mit Kontrolimedium (1%, DMSO) vorinkubiert. Sowohl
dem Medium mit Inhibitor als auch dem Kontrollmedium wurden weiter
Stammldsungen der Gallensauren TLCA, GLCA, TCDCA und GCDCA bzw. DMSO
zugesetzt, sodass diese eine Endkonzentration von 20, 20, 75 und 75 pM bzw. 2%
erreichten. Weitere Stimulationsmedien enthielten die apoptotisch wirksamen
Agenzien Etoposid (200pM) bzw. Tumor Nekrose Faktor alpha (TNFa)/Actinomycin
D (28ng/ml und 200ng/ml), um auch Gallensduren-unabhangige Apoptose zu
untersuchen. Nach erneutem Mediumwechsel am Ende der Vorinkubation wurden
die Zellen mit diesen Stimulationsmedien fir 4 Stunden weiter inkubiert, sodass

folgende Bedingungen getestet wurden:

Gruppe |Stimulation Inhibitor
1 1%o DMSO 1 %0 DMSO
2 20 uM  TLCA 1 %0 DMSO
3 20 UM  GLCA 1 %0 DMSO
4 70 uM  TCDCA 1 %0 DMSO
4 70 M GCDCA 1 %0 DMSO
5 200uM  Etoposid 1 %0 DMSO
+
6 gggﬁg?r:wl X’c\:ltli:noé)mycin D 1% DMSO
7 1%o DMSO 2,5 uM AS-604850
8 20 uM  TLCA 2,5 uM AS-604850
9 20 M GLCA 2,5 uM AS-604850
10 75uM  TCDCA 2,5 uM AS-604850
11 75uM  GCDCA 2,5 uM AS-604850
12 200uM  Etoposid 2,5 uM AS-604850
15 B T o |25 ASSs0

Tabelle 5:  Versuchsbedingungen zur Stimulation von HepG2-Zellen fiir
Caspase 3/7 Assays
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Caspase 3/7 Aktivitatsassay

Am Ende der Vorbehandlungs- und Stimulationszeit von insgesamt 4,5 Stunden
wurden die Zellkulturplatten aus dem Inkubationsschrank enthommen und sogleich
mit 100l des Reagenz/Substrat-Gemischs eines kommerziell erhaltlichen Caspase
3/7 Assays ,Apo-ONE® Homogeneous Caspase-3/7 Assay“ (Promega) versetzt und
fur 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Zellmembranen werden durch den in diesem Assay enthaltenen Puffer
permeabilisiert, dies erlaubt u.a. den Austritt aktivierter Caspasen in den
Mediumuberstand. Aktivierte Caspasen 3 und 7 spalten ihr im Puffer enthaltenes
Substrat Rhodamin110,bis-(N-CBZL-Aspartyl-L-Glutamyl-L-Valyl-L-Aspartat-Amid)
(Z-DEVD-R110) und das fluoreszierende Rhodamin wird frei.

Am Ende der Inkubationszeit wurde die Menge freien Rhodamins als Mal} der
Caspase 3/7-Aktivitat in einem Fluoreszenzmessgerat durch Anregung mit Licht der
Wellenlange von 499nm und Messung des Fluoreszenzsignals bei 521nm bestimmt.

Die so ermittelten Werte wurden auf jene unstimulierter HepG2-Zellen normalisiert.

2.5.4.2 Morphologische Evaluierung der Apoptoserate

Neben der enzymatischen Bestimmung der Apoptoserate mithilfe des Caspase 3/7
Assays (s.0.) wurde der Anteil apoptotischer Zellen auch morphologisch evaluiert.
Die Kultur und Stimulation der Zellen erfolgte dazu wie unter 2.5.4.1 beschrieben.
Am Ende der Stimulationszeit wurden die HepG2-Zellen rasch mit eiskaltem PBS
gewaschen, auf Eis gestellt und Uber Nacht in 3%iger Formaldehydldésung
konserviert. Die Konservierungslosung enthielt aullerdem 0,01mg/ml des
Kernfarbungsreagenz Hoechst33342. Am folgenden Tag wurden, unter Anregung
der Zellen mit einem Argonlaser, unter dem Fluoreszenzmikroskop mit einem fur
Licht der Wellenlange um 480nm durchlassigen Filter durchschnittlich 400 Zellen
ausgezahlt und der Anteil der fragmentierten Zellkerne bestimmt, die als Anzeichen

eines ablaufenden Apoptoseprozesses gelten.
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2.5.4.3 Transiente Transfektion mit siRNA gegen PI3-Kinase p110y

Die wie wunter 251 und 2.5.2 beschrieben kultivierten und mit dem
Gallensaurentransporter Ntcp transfizierten HepG2-Zellen wurden 24 Stunden vor
Transfektion in 96-Well-Gewebekulturplatten zu 10 000 Zellen pro Well in 100yl MEM
ohne FCS und ohne Antibiotika/Antimykotika ausgesat.

Pro Well wurden 0,25pl des Transfektionsreagenz Oligofectamine® und 5pmol siRNA
gegen PI3-Kinase p110y bzw. nonsense-siRNA in 2ul des kommerziell erhaltlichen
Transfektionsmediums Opti-MEM® verdiinnt und den am Vortag ausgeséaten Zellen
hinzupipettiert.

Nach 72 h wurde das alte Zellkulturmedium abgezogen und 100yl MEM mit 1% H20O,
1%0 DMSO, 20uM TLCA, 20uM GLCA, 75uM TCDCA bzw. 75uM GCDCA
zugegeben. Nach 4 Stunden bestimmten wir das Mall der Apoptose in einem
Caspase 3/7-Assay wie unter 2.5.4.1 beschrieben und normalisierten die ermittelten
Werte auf die Referenz mit 1% H2O als Stimulans. Die Apoptoserate der mit siRNA
gegen PI3-Kinase p110y transfizierten Zellen wurde mit jener scheintransfizierter

Zellen verglichen.

2.5.5 Biotinylierung von Membranproteinen als Indikator fiir das MaR der

Membraninsertion

Hepatozyten konnen ihre Sekretionskapazitat unter anderem durch Modulation der
Zahl der Transportproteine in der apikalen Membran regulieren (s. Kap. 1.1.1.2,
1113 und 1.1.21 mit 1.1.2.3). Um diese Anpassung zu ermdglichen, steht
submembranar ein Pool von Transportproteinen in vesikuldren Strukturen zur
Verfugung. Um den durch Gallensauren gesteigerten (TUDCA) oder verminderten
(TLCA) Einbau von Transportproteinen und speziell der Konjugatexportpumpe MRP2
aus dem intrazellularen Pool in die kanalikulare Membran von Leberzellen in vitro
nachvollziehen und weiter charakterisieren zu kdnnen, etablierten wir eine Methode
der Biotinylierung von Membranproteinen in unserem Modell Ntcp-transfizierter
HepG2-Zellen.
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{0»MRP2 in Membranvesikeln
f {5 Biotin-markiertes MRP2
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Abbildung 11: Biotinylierung von MRP2 nach Gallensaurenstimulation

Hintergrund

In dem Reagenz Sulfo-NHS-SS-Biotin (Sufosuccinimidyl-2-(biotinamido)ethyl-1,3-
dithiopropionat) ist ein Biotinmolekul Uber eine S-S-Doppelbindung an einen N-
Hydroxy-sulfosuccinimidrest gebunden. Durch  Abspaltung des  Hydroxy-
sulfosuccinimids kann Biotin unter geeigneten Bedingungen kovalent an primare
Amine binden, die unter den Aminosauren nur im Lysin vorkommen. Wird das
Reagenz auf intakten Zellen eingesetzt, werden daher exklusiv alle extrazellular
stehenden Lysinreste von membranstandigen Transportproteinen mit Biotin markiert.
Da das Reagenz nicht membrangangig ist, werden intrazellular vorliegende Proteine
nicht biotinyliert. Nach Lyse der Zellen konnen die mit Biotin markierten, vormals
membranstandigen Transportproteine mit Hilfe von Neutravidin-konjugierter Agarose
prazipitiert und damit von den nicht-biotinylierten Transportproteinen des
intrazellularen Pools differenziert werden. Zur Quantifizierung des membranaren
Anteils der Transportproteine dient ein anschlieRender Western Blot.

Abbildung 11 =zeigt schematisch die angenommenen Verhaltnisse unter
Gallensaurenstimulation: durch Stimulation mit TLCA (s. Abbildung 11a) wird MRP2
aus der Membran in den intrazellularen Transporterpool entfernt. Dadurch kénnen
nur wenige MRP2 Proteine biotinyliert werden, das Signal im Western Blot nach
Agarose-Prazipitation wird entsprechend schwach ausfallen. Umgekehrt zeigt
Abbildung 11b die durch TUDCA erhdhte Transporterdichte in der
Hepatozytenmembran. Ein Grofteil des MRP2 kann hier biotinyliert werden,

resultierend in einem nach Prazipitation verstarkten Signal im Western Blot.
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Durchfiihrung

FUr die Versuche wurden Ntcp-transfizierte HepG2-Zellen fur drei Tage in 6-Well-
Gewebekulturgefallen in 2 ml supplementiertem Dulbeccos MEM (DMEM, 4,5g/|
Glucose, 10 % FCS, 1 % nichtessentielle Aminosauren, 4 mmol/l L-Glutamin, 1
mmol/l Natriumpyruvat, 100 I.E./ml Penicillin, 100 ug/ml Streptomycin, 0,25 ug/ml
Amphotericin B, 1 mg/ml G418) nach Aussaat von 6,0x10° Zellen/Well angeziichtet.
Zur Stimulation mit Gallensauren wurden die Zellen einmal mit 2 ml DMEM ohne
Zusatze gewaschen, danach 2 ml Stimulationsmedium (DMEM + Gallensaure, cAMP
oder DMSO als Kontrolle) aufgebracht und die Zellen flr 15 min inkubiert. Tabelle 6

zeigt die dabei untersuchten Bedingungen:

Gruppe |Stimulation

1%, DMSO

50 M TLCA

50 yM TUDCA

50 M TLCA + 50 yM TUDCA
5 10 UM cAMP

Tabelle 6:  Versuchsbedingungen zur Stimulation von
HepG2-Zellen fiir die Membranbiotinylierung

AIOIN=

cAMP wurde dabei als Positivkontrolle fUr das Ansprechen der Zellen auf die
Stimulation verwendet, da gezeigt wurde, dass es in primaren Rattenhepatozyten die
plasmamembranare Dichte von Mrp2 deutlich erhdht ©°.

Am Ende der Stimulation wurden die Zellen viermal mit 4 ml eiskaltem
Biotinylierungspuffer (0,62 g/l Borsaure, 9,0 g/l NaCl, 0,54 g/l KCI, 0,26 g/l CaCl,-2
H,O; pH 9,0) gewaschen, vorsichtig mit einem Zellschaber in 1 ml
Biotinylierungspuffer abgelost und in ein Eppendorfcup Uberfuhrt. Nach Zugabe von
je 80 pl Biotin-Reagenz-Ldsung (10 mmol/l Sulfo-NHS-SS-Biotin in H,0) folgte eine
30 mindtige Inkubation bei 4°C im Rotor. Danach wurden die Zellen bei 160 x g
schonend abzentrifugiert und dreimal mit 1 ml Biotinylierungspuffer gewaschen.

Nach dem letzten Waschschritt wurde das Zellpellet in 180 pl Lysepuffer (20 mmol/l
Tris, 1% Triton, 154 mmol/l NaCl, 1 mmol/l| PMSF, 1 mmol/l NazVO4, 10 mmol/l NaF,
40 ul/ml 25fach Complete in HyO) resuspendiert, fir 5 s mit einem

Ultraschallhomogenisator aufgeschlossen und fir weitere 30 min bei 4°C lysiert.
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AnschlieRend wurden die Proben bei 16500 x g und 4°C flr 5 min zentrifugiert, das
Zelllysat abgehoben und das Pellet verworfen.

Zur Prazipitation der biotinylierten Membranproteine wurden 40 uyl 50% Neutravidin-
Agarose-Suspension je Probe mit DPBS (8,0 g/l NaCl, 0,2 g/l KCI, 1,15 g/l
Na2HPO4, 0,2 g/l KH2PO4) gewaschen, mit 100 pl des Lysats versetzt und fir 1 h
bei 4°C inkubiert. Anschliefend wurde die Agarose bei 2500 x g und 4 °C fur 2 min
zentrifugiert und viermal mit 1 ml eiskaltem DPBS mit 1 mmol/l PMSF gewaschen
und nach dem letzten Waschschritt das verbliebene DPBS mit einer Gelladespitze
vollstandig entfernt. AnschlieRend wurden die Prazipitate mit 15 uyl 2-fach
Auftragspuffer (2 ml 10% SDS + 2 ml 0,5 mol/l Tris, pH 6,8 + 2,5 ml Glycerin + 3,4
ml H,O + 0,1 ml 1% Bromphenolblau) versetzt, gevortext und fur 30 min bei 37°C
inkubiert.

Aulerdem wurden Aliquots der Zelllysate mit 2-fach Auftragspuffer versetzt und
ebenfalls fir 30 min bei 37°C inkubiert. Beide Proben (Prazipitat und Gesamtlysat)
durchliefen eine SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) in 8 %
Polyacrylamidgelen far 60 min bei 150 V mit anschlielliendem Transfer auf eine
PVDF Membran. Die Membranen wurden fur 1 h bei RT in 5%iger Milch in TBST (20
mmol/l Tris, 137 mmol/l NaCl, 0,1 % Tween; pH 7,6) geblockt. Uber Nacht erfolgte
dann die Inkubation mit monoklonalem Maus-anti-MRP2-Antikorper (Verdinnung
1:1000) und mit monoklonalem Maus-anti-GAPDH Antikérper (Verdinnung
1:200.000). Nach dreimaligem Waschen der Membranen flr 5 min mit TBST schloss
sich die Inkubation mit dem Zweitantikérper Kaninchen-anti-Maus IgG-HRP an. Die
gebundenen Antikorper wurden nach nochmaligem Waschen mittels Auftrag eines
Chemilumineszenz-Reagenz und Exposition gegenuber einem Kodak BiomaxMR
Film sichtbar gemacht und die entstehenden Banden fir MRP2 und GAPDH
densitometrisch ausgewertet.

Nachweis von GAPDH in den Western Blots der Prazipitate zeigte eine
Kontamination des Prazipitats mit intrazellularem Protein und damit unspezifische

Ergebnisse an.
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2.6 Materialien

2.6.1 Labor Prof. Dr. Beuers, LMU Miinchen

Perfusionsversuche: Gallensauren und Dimethylsulfoxid (DMSQO) von Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA); 1-Chloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) von ICN
Biomedicals Inc. (Aurora, OH, USA); Staurosporin, G66976, H89, SB 202 190, SB
202 474 und PD 98 059 von Calbiochem-Novabiochem Corp. (Nottingham, UK);
Narcoren® von Merial (Hallbergmoos).

In vitro Kinasenaktivitat: rekombinante Proteinkinasen PKA, cPKCa und
nPKCe von Calbiochem-Novabiochem Corp. (Nottingham, UK); MBP von Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA); [y-**P]-ATP von Perkin Elmer Life Science
(Boston, MA, USA).

MRP2-Prazipitation und -Phosphorylierung: FosCholin®-12 und n-
Dodecylphosphocholin von Anatrace (Maumee, OH, USA); anti-MRP2 Antikdrper von
Alexis (Lausen, Schweiz); Kaninchen-anti-Maus 1gG von MPBio (Solon, OH, USA);
Protein A Sepharose von Zymed (San Francisco, CA, USA); [y*’P]-ATP von
Amersham Biosciences (Freiburg).

Zellkultur: Optimem® und G418 (Geniticin) von Gibco (Langley, OK, USA),
Fugene-Transfektions-Reagenz von Roche Diagnostics (Mannheim); sterile
Klonzylinder von Scienceware (Pequannock, NJ, USA); [3H]-markierte
Taurocholsaure von Perkin Elmer Life Science (Boston, MA, USA); p110y- und
Kontroll-siRNA von Dharmacon (Chicago, IL, USA); Oligofectamine von Invitrogen
(Carlsbad, CA, USA).

Western Blot: Western Blot-Chemilumineszenzreagenz von Perkin Elmer Life
Science (Boston, Ma, USA); PVDF-Membranen von Millipore (Bedford, MA, USA);
Marker molecular weight standard® und Ziege-anti-Maus IgG-HRP Antikérper von
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA); Maus-anti-MRP2 MllI-6 von
Alexis (San Diego, CA, USA); Kaninchen-anti-P-CREB Antikorper und monoklonaler
CREB Antikorper von Cell Signalling (Danvers, MA, USA); monoklonaler Maus-anti-
GAPDH Antikorper von Abcam (Cambridge, UK); Ziege-anti-Kaninchen IgG-HRP von
Bio-Rad Lab (Mlnchen).
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Sonstige: cAMP ELISA Kit von Amersham Biosciences (Freiburg); Complete®
“protease inhibitor cocktail” von Roche Diagnostics (Mannheim); Szintillations-
Cocktail Ultima Gold® von Canberra Packard (Frankfurt/Main); Bradford Proteinassay
von BioRad (Hercules, CA, USA); Tina 2.0 Software von Raytest (Straubenhardt);
ATP von Fluka (Taufkirchen).

Diese und alle weiteren verwendeten Chemikalien, Biochemikalien und Materialien

waren von hochster erhaltlicher Qualitat.

2.6.2 Labor Prof. Dr. Anwer, Tufts University Boston

Kollagenase, Gallensauren und alle Medien und Reagenzien fur die Zellkultur waren
von Sigma-Aldrich Chemical Company (St Louis, MO, USA); [y->?P]-ATP von Perkin
Elmer (Boston, MA, USA); anti-Phsopho-PKB®""® Antikérper, anti-PKB Antikdrper
und anti-PI3-Kinase p110y Antikérper von Cell Signalling Technology (Beverly, MA,
USA); anti-PI13-Kinase p110p Antikorper von Upstate Biotechnology (Charlesville, VA,
USA); anti-PI3-Kinase p110¢ Antikdrper, Luminol und Protein A/G Agarose von
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA); Phosphatidylinositol,
Phosphatidylserin und Phosphatiylinositol-4,5-Phosphat von Avanti Polar Lipids
(Alabaster, AL, USA).

Diese und alle weiteren verwendeten Chemikalien, Biochemikalien und Materialien

waren von hochster erhaltlicher Qualitat.

2.7 Tiere

Mannliche Sprague-Dawley-Ratten (Labor Prof. Beuers) bzw. Wistar-Ratten (Labor
Prof. Anwer) wurden von Charles River (Sulzfeld bzw. Wilmington, MA, USA)
bezogen. Sie wurden bei einer konstanten Raumtemperatur von 24 °C in einem 12
Stunden-Tag-Nacht-Rhythmus gehalten. Freier Zugang zu Nahrung und Wasser war

gewabhrleistet.
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2.8 Statistik

Die Resultate der Experimente wurden als Mittelwert (MW) £ Standardabweichung
(SD) beschrieben. Die Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen
wurden je nach Experimentaufbau mit einer Varianzanalyse fur wiederholte
Messungen (ANOVA) oder dem Student t-Test beschrieben. Ein p < 0,05 wurde als
statistisch signifikant angenommen. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe von
Excel 2000 und WinStat von Microsoft.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Untersuchungen zur Abhangigkeit der anticholestatischen
Wirkung der TUDCA von PKC-Isoformen und PKA

3.1.1 In vitro Untersuchungen zur Wirksamkeit der verwendeten Inhibitoren

Die Wirkung der in den Perfusionsversuchen verwendeten Inhibitoren auf die
Aktivitat von cPKCa, nPKCe und PKA wurde in vitro untersucht (s. Kap. 2.2).

Die Aktivitat von cPKCo wurde dabei durch den nichtselektiven PKC-Inhibitor
Staurosporin (ST, 10 nmol/l) signifikant inhibiert (294 + 46 vs. 23 £+ 3 nmol/g
Enzym/min, p<0,01), durch den cPKC-spezifischen Inhibitor G66976 (100 nmol/l)
lediglich tendenziell (294 + 46 vs. 163 + 52 nmol/g Enzym/min). nPKCe wurde
ausschlieRlich von Staurosporin gehemmt (71 + 11 vs. 7 £ 1 nmol/g Enzym/min,
p<0,01). Die Aktivitat von PKA wurde sowohl von dem spezifischen PKA-Inhibitor
H89 (4,4 £ 1,7 vs. 0,2 £ 0,1 pmol/mU Enzym/min, p<0,01) als auch von Staurosporin
(4,4 £1,7 vs. 1,0 £ 0,6 pmol/mU Enzym/min, p<0,05) effektiv reduziert (s. Tabelle 7).

3.1.2 Bedeutung von PKC und PKA fiir die anticholestatische Wirkung von
TUDCA bei TLCA-induzierter Cholestase

In isoliert perfundierten Rattenlebern wurde durch Infusion von TLCA eine
Cholestase induziert, die durch Koadministration der hydrophilen Gallensaure
TUDCA aufgehoben wurde. Durch gleichzeitige Infusion von Inhibitoren der PKC
und/oder der PKA wurde die Abhangigkeit der anticholestatischen Wirkung der
TUDCA von diesen Signalmediatoren uberpruft (s. Kap. 3.1.2.3). Um zu zeigen, dass
die dabei aktivierten Signalwege fur TUDCA spezifisch sind, wurden die Effekte der
PKC- und PKA- Inhibitoren auch auf die anticholestatische Wirkung der TCA
Uberpruft (s. Kap. 3.1.2.4).
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cPKCa nPKCg PKA
Inhibitor [nmol/g/min] (%) |[nmol/g/min] (%) |[pmol/mU/min] (%)
H,O (Standard) | 309 + 74 (100) | 77 + 19 (100) | 4,4 +1,7 (100)
DMSO 294 + 46 (96) | 71 + 11 (96) |4,7+16 (111)
ST, 10nM 23+3 **  (8) 7+1 % (9) [1,0+06 * (22)
G66976, 100nM | 163 + 52 (53) | 61+ 10 (82) |42+1,5 (98)
H89, 100nM 217 + 53 (71) |44+ 8 (58) [0,2+0,1 ** (5)
ST + H89 23+4 **  (8) 6+1 * (8) [0,1+0,1* (2)

Tabelle 7: Einfluss der in dieser Arbeit verwendeten Inhibitoren auf die in vitro Aktivitidt von
cPKCa, nPKCg und PKA (MW + SD, n = 4-5, ** p<0,01, * p<0,05 vs. DMSO, ANOVA)

3.1.2.1 GallenfluR und GS-DNP-Sekretion unter Kontrollbedingungen

Rattenlebern wurden isoliert Uber 115 min mit Krebs-Henseleit-Bikarbonat-Puffer
perfundiert. Zwischen der 65. und 75. min wurde zusatzlich das Modellanion CDNB
infundiert, um die Transportkapazitat der apikalen Konjugatexportpumpe Mrp2

erfassen zu konnen.

Der Gallenfluly der unbehandelten Kontrollen (Gruppe A 1) lag im Mittel Gber den
gesamten Versuch bei 1,15 + 0,20 pyl pro Gramm Lebergewicht pro Minute (ul/g
Leber/min). Als Folge der Infusion von CDNB erfolgte ein passagerer Anstieg des
Gallenflusses auf maximal 1,65 = 0,10 pl/g Leber/min, der sich durch das
choleretische Potential des CDNB Glutathion-Konjugates GS-DNP erklart. Die
Exkretion von GS-DNP erreichte 15 min nach Beginn der Gabe von CDNB ihr

Maximum.

Unter Applikation der hydrophoben Gallensaure TLCA (Gruppe B 1) nahmen sowohl
der Gallenflul3 als auch die GS-DNP-Sekretion im Vergleich zu den Perfusionen mit
der Tragersubstanz DMSO signifikant auf 14% bzw. 7% ab, es kam zur Cholestase.

Zusatzliche Gabe von TUDCA (Gruppe C 1) antagonisierte die durch TLCA
induzierte Cholestase und hob GallenfluR und GS-DNP-Sekretion auf 173% bzw.

113% des Ausgangsniveaus.
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Auch TCA (Gruppe D 1) verbesserte die durch TLCA eingeschrankte Leberfunktion
deutlich und hob Gallenflud und GS-DNP-Sekretion auf 203% bzw. 130% des
Ausgangsniveaus.

Infusion von TUDCA alleine (Gruppe E 1) in nicht-cholestatischen Lebern fihrte zu
einem Anstieg von GallenfluR und GS-DNP-Sekretion auf 159% bzw. 140% des
Ausgangsniveaus (s. Tabelle 8 und Abbildung 12 fur den Gallenflufy und Tabelle 9
und Abbildung 13 fur die GS-DNP-Sekretion).

Gruppe A1 B1 C1 D1 E1
. TLCA TLCA
Gallensaure DMSO TLCA + TUDCA +TCA TUDCA
Inhibitor DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO
Gallenfluf3 in pl/g Leber/min
(66.-1 125 min) 59,9+6,2 85+£22 |103,6+10,2| 121,2+9,8 | 95,0+£9,0

Tabelle 8: GallenfluB unter den Kontrollbedingungen DMSO, TLCA, TLCA + TUDCA, TLCA und
TCA (MW % SD, n = 4-5)

3,5 7 "
’ Gallensauren

CDNB

3,0 1

2,5 A

2,0

1,5

1,0

GallenfluB [ul/g Leber/min]

0,5

0,0 T T T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Zeit (min)
——TLCA —o—TLCA+ TUDCA

—o— Kontrolle —+—TLCA+ TCA

Abbildung 12: Vergleich des Gallenflusses unter den verschiedenen Kontrollbedingungen
DMSO, TLCA, TLCA + TUDCA, TLCA + TCA (MW £ SD, n = 4-5)
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Gruppe A1 B1 C1 D1 E1
Gallensaure DMSO TLCA Tonea = TUDCA
Inhibitor DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO
GS-DNP-Sekretion in nmol/g Leber/min
z 1132,5 +
(66.-115. min) 871,6 +130,9| 56,5+ 22,5 |{981,6+79,3 1623 1219,5 + 66,5

Tabelle 9: GS-DNP-Sekretion unter den Kontrollbedingungen DMSO, TLCA, TLCA und
TUDCA, TLCA und TCA (MW % SD, n = 4-5)
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—o— Kontrolle ——TLCA —o— TLCA + TUDCA —+—TLCA+ TCA

Abbildung 13: Vergleich der GS-DNP-Sekretion unter den Kontrollbedingungen DMSO, TLCA,
TLCA und TUDCA, TLCA und TCA (MW £ SD, n = 4-5)

3.1.2.2 Effekt der PKC-/PKA-Inhibition auf GallenfluB und GS-DNP-Sekretion

unter Basalbedingungen

Die Inhibitoren H89 und Staurosporin wurden von der 21. Minute an gleichzeitig und
zusatzlich zu den Gallensauren TLCA, TUDCA oder ihrem Trager DMSO (Gruppen
E2, B2 bzw. A 2) infundiert. AusschlieBlich unter TLCA flhrten sie zu einer geringen,
aber signifikanten Reduktion des Gallenflusses (8,5 + 2,2 vs. 4,2 + 1,3 pl/50min/g,
p<0,05; s. Tabelle 10 und Abbildung 14) im Vergleich zu den Kontrollversuchen
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ohne Inhibitoren (Gruppen E1, B1 bzw. A1). Die GS-DNP-Sekretion (s. Tabelle 11
und Abbildung 15) blieb unter allen Bedingungen unverandert.

Gruppe A2 B 2 E2
Gallensaure DMSO TLCA TUDCA
Inhibitor H89 + ST H89 + ST H89 + ST
Gallenfluf’ in ul/g Leber/min
(66.-1 125. min) 57,2+6,8 4,2 +1,3 84,2+7,0
Tabelle 10: GallenfluB unter H89 + ST zusitzlich zu den Gallensauren TLCA oder TUDCA bzw.

dem Trager DMSO (MW + SD, n = 4)
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Abbildung 14: Vergleich des Gallenflusses unter den Basalbedingungen DMSO, TLCA und
TUDCA mit (e, A, ¢) und ohne (o, A, 9) Inhibitoren H89 + ST (MW + SD, n = 4)

Gruppe A2 B 2 E2
Gallensaure DMSO TLCA TUDCA
Inhibitor H89 + ST H89 + ST H89 + ST
GS-DNP-Sekretion in nmol/g Leber/min
(66.-1 125. min) 1020,3 £ 121,0 46,6 + 11,8 1042,1 £ 109,5
Tabelle 11: GS-DNP-Sekretion unter H89 + ST zusitzlich zu den Gallensduren TLCA oder

TUDCA bzw. dem Trager DSMO (MW + SD, n = 4)
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Abbildung 15: Vergleich der GS-DNP-Sekretion unter den Basalbedingungen DMSO, TLCA und
TUDCA mit (e, A, ¢) und ohne (o, A, 9) Inhibitoren H89 + ST (MW + SD, n = 4)

3.1.2.3 Effekt von PKC-/PKA-Inhibitoren auf die anticholestatische Wirkung
der TUDCA

Isoliert perfundierte Rattenlebern wurden gleichzeitig mit TLCA und TUDCA
behandelt (Gruppe C). Ab der 21. Minute der Versuche erfolgte die Zugabe von
Inhibitoren der PKC-Isoformen und der PKA. Es wurde deren Einfluss auf die

anticholestatische Wirkung der TUDCA untersucht.

3.1.2.3.1 Effekt von G66976

Applikation des Inhibitors G66976 zusatzlich zu den Gallensauren TLCA + TUDCA
(Gruppe C 3) hatte keinen Einfluss auf den Gallenfluf3 (103,6 + 10,2 vs. 104,3 + 24,0
pl/g Leber/50min), aber senkte tendenziell die GS-DNP-Sekretion auf 76% der
Kontrollen (981,6 + 79,3 vs. 749,4 + 203,1 nmol/g Leber/50min) mit Gallensauren
alleine (Gruppe C 1) (s. Tabelle 12 und Abbildung 16 fur Gallenflu®, Tabelle 13 und
Abbildung 17 fir GS-DNP-Sekretion).
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Gruppe

C1

Cc3

Gallensaure

TLCA + TUDCA

TLCA + TUDCA

Inhibitor

DMSO

G66976

Gallenflufd in pl/g Leber/min

z
(66.-115. min)

103,6 + 10,2

104,3 + 24,0

Tabelle 12:
n = 4-5)

GallenfluB unter TLCA + TUDCA mit und ohne Applikation von G66976 (MW + SD,
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Abbildung 16: Vergleich des Gallenflusses unter TLCA + TUDCA mit (m) und ohne (o)
Applikation von G66976 (MW £ SD, n = 4-5)

Gruppe Cc1 C3
Gallensaure TLCA + TUDCA TLCA + TUDCA
Inhibitor DMSO G66976
GS-DNP-Sekretion in nmol/g Leber/min
(66.-1 125. min) 981,6 £+ 79,3 749,9 £ 203,1
Tabelle 13: GS-DNP-Sekretion unter TLCA + TUDCA mit und ohne Applikation von G66976

(MW + SD, n = 4-5)
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Abbildung 17: Vergleich der GS-DNP-Sekretion unter TLCA + TUDCA mit (m) und ohne (o)
Applikation von G66976 (MW + SD, n = 4-5)

3.1.2.3.2 Effekt von Staurosporin

Applikation von Staurosporin zusatzlich zu den Gallensduren TLCA + TUDCA
(Gruppe C 5) senkte den Gallenfluy tendenziell auf 77% (103,6 + 10,2 vs. 79,8 +
11,0 pl/50min/g) und die GS-DNP-Sekretion signifikant auf 68% (981,6 + 79,3 vs.
665,8 £ 54,2 nmol/50min/g, p<0,05) der Kontrollen mit Gallensauren alleine (Gruppe
C 1) (s. Tabelle 14 und Abbildung 18 fir den Gallenflu}, Tabelle 15 und Abbildung
19 fur die GS-DNP-Sekretion).

Gruppe C1 C5
Gallensaure TLCA + TUDCA TLCA + TUDCA
Inhibitor DMSO ST
Gallenflufd in pl/g Leber/min
66 = min) 103,6 + 10,2 79,8+ 11,0

Tabelle 14: GallenfluB unter TLCA + TUDCA mit und ohne Applikation von ST
(MW + SD, n = 4-5)
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Abbildung 18: Vergleich des Gallenflusses unter TLCA + TUDCA mit (m) und ohne (o)

Applikation von ST (MW + SD, n = 4-5)

Gruppe C1 C5
Gallensaure TLCA + TUDCA TLCA + TUDCA
Inhibitor DMSO ST
GS-DNP-Sekretion in nmol/g Leber/min
66 = min) 981,6 £ 79,3 665,8 + 54,2
Tabelle 15: GS-DNP-Sekretion unter TLCA + TUDCA mit und ohne Applikation von ST (MW +

SD, n = 4-5, p<0,05, ANOVA).
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Abbildung 19: Vergleich der GS-DNP-Sekretion unter TLCA + TUDCA mit (m) und ohne (o)
Applikation von ST (MW + SD, n = 4-5)

3.1.2.3.3 Effekt von H89

Behandlung mit dem Inhibitor H89 zusatzlich zu den Gallensauren TLCA und
TUDCA (Gruppe C 6) hatte keinen Einfluss auf Gallenfluf3 und GS-DNP-Sekretion im
Vergleich zu Kontrollen mit Gallensauren alleine (Gruppe C 1) (s. Tabelle 16 und
Abbildung 20 fir den Gallenflu3, Tabelle 17 und Abbildung 21 fir die GS-DNP-

Sekretion).
Gruppe C1 C6
Gallensaure TLCA + TUDCA TLCA + TUDCA
Inhibitor DMSO H89
Gallenflufy in pl/g Leber/min
>
(66.-115. min) 103,6 £ 10,2 90,3+ 12,1

Tabelle 16: GallenfluR unter TLCA + TUDCA mit und ohne Applikation von H89

(MW £ SD, n = 5)
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Abbildung 20: Vergleich des Gallenflusses unter TLCA + TUDCA mit (m) und ohne (o)
Applikation von H89 (MW + SD, n = 5)

Gruppe C1 C6
Gallensaure TLCA + TUDCA TLCA + TUDCA

Inhibitor DMSO H89

GS-DNP-Sekretion in nmol/g Leber/min
2
(66.-115. min) 981,6 £ 79,3 894,4 + 168,5
Tabelle 17: GS-DNP-Sekretion unter TLCA + TUDCA mit und ohne Applikation von H89
(MW £ SD, n = 5)
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Abbildung 21: Vergleich der GS-DNP-Sekretion unter TLCA + TUDCA mit (m) und ohne (o)
Applikation von H89 (MW £ SD, n = 5)

3.1.2.3.4 Effekt der Koadministration von Staurosporin und H89

Gleichzeitige Administration der Inhibitoren Staurosporin und H89 zusatzlich zu den
Gallensauren TLCA + TUDCA (Gruppe C 2) schliel’lich senkte sowohl den
Gallenflufd (103,6 £ 10,2 vs. 53,9 £ 15,2 pl/g Leber/50min, p<0,01) als auch die GS-
DNP-Sekretion (981,6 £ 79,3 vs. 580,0 £ 167,0 nmol/g Leber/50min, p<0,01) deutlich
und hochsignifikant im Vergleich zur Kontrolle mit Gallensauren alleine (Gruppe C 1)
(s. Tabelle 18 und Abbildung 22 fir den GallenfluR®, Tabelle 19 und Abbildung 23
fur die GS-DNP-Sekretion).

Gruppe C1 C2
Gallenséaure TLCA + TUDCA TLCA + TUDCA
Inhibitor DMSO ST + H89
Gallenfluf in ul/g Leber/min
(66.-1 125 min) 103,6 + 10,2 53,9+ 15,2

Tabelle 18: GallenfluB unter TLCA + TUDCA mit und ohne Applikation von H89 + ST
(MW £ SD, n = 4-5, p<0,01, ANOVA)
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Abbildung 22: Vergleich des Gallenflusses unter TLCA + TUDCA mit (m) und ohne (o)
Applikation von H89 + ST (MW % SD, n = 4-5)

Gruppe C1 C2
Gallensaure TLCA + TUDCA TLCA + TUDCA
Inhibitor DMSO ST + H89
GS-DNP-Sekretion in nmol/g Leber/min
(66.-1 125. min) 981,6 £ 79,3 580,0 £ 167,0
Tabelle 19: GS-DNP-Sekretion unter TLCA + TUDCA mit und ohne Applikation von H89 + ST

(MW £ SD, n = 4-5, p<0,01, ANOVA)
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Abbildung 23: Vergleich der GS-DNP-Sekretion unter TLCA + TUDCA mit (m) und ohne (o)
Applikation von H89 + ST (MW + SD, n =4-5)

3.1.2.3.5 Effekt der Koadministration von H89 und G66976

Auch Koadministration des cPKC-spezifischen Inhibitors G66976 zusammen mit H89
zusatzlich zu den Gallensauren TLCA + TUDCA (Gruppe C 3) senkte sowohl den
Gallenflufd (103,6 £ 10,2 vs. 65,9 £ 18,0 pl/g Leber/50min, p<0,05) als auch die GS-
DNP-Sekretion (981,6 £ 79,3 vs. 675,0 £ 143,3 nmol/g Leber/50min, p<0,05) deutlich
und signifikant im Vergleich zur Kontrolle mit Gallensauren alleine (Gruppe C 1) (s.
Tabelle 20 und Abbildung 24 fir den Gallenflul3, Tabelle 21 und Abbildung 25 fir
die GS-DNP-Sekretion).

Gruppe C1 C3
Gallensaure TLCA + TUDCA TLCA + TUDCA
Inhibitor DMSO G66976 + H89
Gallenflufy in pl/g Leber/min
2
. * +
(66.-115. min) 103,6 + 10,2 65,9+ 18,0
Tabelle 20: GallenfluR unter TLCA + TUDCA mit und ohne Applikation von H89 + G66976 (MW

+ SD, n = 4-5, p<0,01, ANOVA)
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Abbildung 24: Vergleich des Gallenflusses unter TLCA + TUDCA mit (m) und ohne (o)
Applikation von H89 + G66976 (MW + SD, n = 4-5)

Gruppe Cc1 Cc3
Gallensaure TLCA + TUDCA TLCA + TUDCA
Inhibitor DMSO G066976 + H89
GS-DNP-Sekretion in nmol/g Leber/min
(66.-1 125. min) 981,6 £ 79,3 675,0 £ 143,3
Tabelle 21: GS-DNP-Sekretion unter TLCA + TUDCA mit und ohne Applikation von H89 +

G66976 (MW + SD, n =4-5, p<0,01, ANOVA)
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Abbildung 25: Vergleich der GS-DNP-Sekretion unter TLCA + TUDCA mit () und ohne (o)
Applikation von H89 + G66976 (MW + SD, n = 4-5)

3.1.2.4 Effekt von PKC-/PKA-Inhibitoren auf die anticholestatische Wirkung
der TCA

Versuche unter gleichzeitiger Administration der Inhibitoren Staurosporin + H89
zusatzlich zu den Gallensauren TLCA + TCA (Gruppe D 2) zeigten eine Tendenz zu
einem geringfugig reduzierten Gallenflul (121,2 £ 9,8 vs. 104,11 + 12,4 ul/g
Leber/50min), wohingegen die GS-DNP-Sekretion (1132,5 + 162,3 vs. 813,1 + 83,0
nmol/g Leber/50min, p<0,01) hochsignifikant im Vergleich zur Kontrolle mit
Gallensauren alleine (Gruppe D 1) reduziert war (s. Tabelle 23 und Abbildung 26
fur den Gallenflu3, Tabelle 23 und Abbildung 27 fur die GS-DNP-Sekretion).

Gruppe D1 D2
Gallensaure TLCA + TCA TLCA + TCA
Inhibitor DMSO ST + H89
Gallenfluf3 in pl/g Leber/min
(66.-1 125 min) 121,2+ 9,8 104,1+12,4

Tabelle 22: GallenfluB unter TLCA + TCA mit und ohne Applikation von H89 + ST
(MW £ SD, n = 4-5)
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Abbildung 26: Vergleich des Gallenflusses unter TLCA + TCA mit (+) und ohne (+) Applikation

von H89 + ST (MW + SD, n = 4-5)

Gruppe D1 D2
Gallenséure TLCA + TCA TLCA + TCA
Inhibitor DMSO ST + H89
GS-DNP-Sekretion in nmol/g Leber/min
(66.-1 125. min) 1132,5 + 162,3 813,1+£83,0
Tabelle 23: GS-DNP-Sekretion unter TLCA + TCA mit und ohne Applikation von ST + H89

(MW £ SD, n = 4)
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Abbildung 27: Vergleich der GS-DNP-Sekretion unter TLCA + TCA mit (+) und ohne (+)
Applikation von H89 + ST (MW + SD, n = 4)

3.1.2.5 Einfluss von Gallensauren und Enzyminhibitoren auf die hepatovenose

LDH-Freisetzung

Die Freisetzung von LDH aus der Leber in das Effluat diente in unseren Versuchen
als Mal} fir die Schwere der Leberzellschadigung.

In nativen Lebern ohne Behandlung mit Gallensauren oder Inhibitoren (Gruppe A 1)
war die maximale hepatovendse LDH-Freisetzung nach 115 min Versuchsdauer mit
2,29 + 1,19 mU/min/g sehr gering.

Unter Infusion von TLCA (Gruppe B 1) stieg die LDH-Freisetzung als Zeichen des
hepatotoxischen Effekts dieser Gallensaure deutlich auf das 32fache des
Ausgangswertes (73,1 = 31,7 vs. 2,3 £ 1,2 mU/min/g). Gleichzeitige Infusion der
protektiven TUDCA (Gruppe C 1) reduzierte die LDH-Freisetzung wieder auf das
9fache (21,3 = 7,3 vs. 2,3 £ 1,2 mU/min/g) des Ausgangswertes. Nur gleichzeitige
Infusion von H89 + ST zusatzlich zu TLCA + TUDCA antagonisierte diese Wirkung
der TUDCA und verursachte einen signifikanten Anstieg der LDH-Freisetzung
gegenuber Kontrollen mit TLCA + TUDCA alleine (21.3 + 7.3 vs. 95.3 + 247
mU/min/g, p<0,05). In Versuchen mit DMSO, TLCA oder TUDCA alleine war die
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LDH-Freisetzung nicht signifikant von der Administration von H89 + ST beeinflusst (s.
Tabelle 24 und Abbildung 28).

LDH-Freisetzung

Gruppe Gallensaure Inhibitor (mU/g Leber/min)
A1 DMSO DMSO 23+1,2
A2 DMSO ST + H89 4,0+51
B 1 TLCA DMSO 73,1 +£31,7
B2 TLCA ST + H89 61,3 £ 29,3
C1 TLCA + TUDCA DMSO 21,3+7,3
C2 TLCA + TUDCA ST + H89 95,3+24,7%
C3 TLCA + TUDCA | G066976 + H89 64,1 £ 53,5
C4 TLCA + TUDCA G066976 40,5 £43,3
C5 TLCA + TUDCA ST 71,8 £ 34,2
C6 TLCA + TUDCA H89 39,3+£7,2
D1 TLCA + TCA DMSO 224 +£53
D2 TLCA + TCA ST + H89 65,3 £ 52,0
EA1 TUDCA DMSO 114+4,4
E2 TUDCA ST + H89 11,7 £6,8

Tabelle 24: Einfluss von Gallensauren und Enzyminhibitoren auf die hepatozellulare LDH-
Freisetzung nach 115 Minuten Perfusionszeit (MW + SD, n = 4-5, § p<0,05 vs. TLCA
+ TUDCA)
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Abbildung 28: Einfluss von Gallensduren und H89 + ST auf die hepatovendse LDH-Freisetzung

nach 115 Minuten Perfusionszeit (MW + SD, n = 4-5)
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3.1.2.6 Einfluss von Gallensduren und Enzyminhibitoren auf die PKA-Aktivitat

Um Hinweise auf den Aktivierungsgrad des PKA-Signalwegs zu erhalten, wurden im

Lebergewebe der Perfusionsversuche die cAMP-Konzentration und der

Phosphorylierungsgrad des PKA-Substrats CREB per EIA bzw. per Western Blot
Kap. 2.1.5).

Phosphorylierung von CREB erwiesen sich dabei als von den verwendeten

bestimmt (s. Hepatozellulare cAMP-Konzentration ebenso wie

Gallensauren unabhangig. In Versuchen ohne Gallensauren jedoch war die
Phosphorylierung von CREB unter Hemmung der PKA mit ST + H89 signifikant
reduziert (0,52 + 0,07 vs. 0,25 + 0,04 AE, p<0,001) (s. Tabelle 25 und Abbildung 29
und Abbildung 30).

Gruppe | Gallensaure Inhibitor | cAMP [pmol/g Leber] P-CREB [AE]
A1 DMSO DMSO 30,6 £ 3,5 0,52 + 0,07
A2 DMSO ST + H89 30,1+ 10,6 0,25+ 0,04 %
E1 TUDCA DMSO 24977 0,37 £ 0,15
E2 TUDCA ST + H89 296+74 0,26 + 0,11
B 1 TLCA DMSO 30,8 £8,7 0,34 £ 0,11
B2 TLCA ST + H89 36,6 +3,3 0,22 + 0,07
C1 TLCA + TUDCA DMSO 31,7+6,5 0,36 + 0,22
Cc2 TLCA + TUDCA | ST + H89 39,5+14,0 0,32+0,14
Tabelle 25: cAMP-Konzentrationen in pmol/g Leber und phosphoryliertes CREB in arbitraren

Einheiten (AE) in Lebergewebe aus Perfusionsversuchen mit und ohne ST + H89
(MW % SD, n = 4-5, 5p<0,001 vs. DMSO, ANOVA)
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Abbildung 29: cAMP-Konzentration in Lebergewebe aus Perfusionsversuchen mit und ohne
H89 + ST (MW + SD, n = 4-5)
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Abbildung 30: PCREB in arbitriaren Einheiten (AE) in Lebergewebe aus Perfusionsversuchen
mit und ohne H89 + ST (MW + SD, n = 4-5) mit Ausschnitt eines
reprasentativen Western Blots
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3.1.3 In vitro Phosphorylierung von MRP2 durch cPKCa, nPKCe und PKA

Humanes MRP2 wurde aus HepG2-Zellen prazipitiert und durch aktivierte
rekombinante cPKCa, nPKCe und PKA in vitro phosphoryliert (s. Kap. 2.3). Der
MRP2 Komplex wurde sowohl durch cPKCa und nPKCe als auch durch PKA
phosphoryliert. Unter gleichzeitigem Einsatz von cPKCa und nPKCe schien dabei ein
héherer Phosphorylierungsgrad erreicht zu werden als unter Inkubation mit cPKCa
oder nPKCeg alleine. Staurosporin hemmte effektiv die Phosphorylierung durch die

getesteten Enzyme (s. Tabelle 26 und Abbildung 31).

Enzym Inhibitor MRP2 Umsatz [fmol/min]
PKA DMSO 26+04
PKA ST 0,3+0,1
cPKCa DMSO 19,1+2,8
cPKCa ST 5024
nPKCe DMSO 14,5+ 3,0
nPKCe ST 19+1,.2
cPKCa + nPKCe DMSO 26,9 +8,3
cPKCa + nPKCe ST 6,4+2,0

Tabelle 26: Phosphorylierung von MRP2 durch rekombinante cPKCq,
nPKCg und PKA (MW £ SD, n = 4)
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Abbildung 31: Phosphorylierung von MRP2 durch rekombinante cPKCa, nPKCe und PKA (MW
1 SD, n = 4) mit Ausschnitt eines reprasentativen Western Blots
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3.1.4 Dichte des Transportproteins MRP2 in der Membran von HepG2-Zellen

HepG2-Zellen wurden mit Gallensauren und cAMP als Positivkontrolle stimuliert.
AnschlieBend wurde mit Hilfe der Biotinylierungstechnik die Dichte des

Transportproteins MRP2 an der hepatozellularen Membran bestimmt (s. Kap. 2.5.5).

3.1.4.1 Apikale Transporterdichte nach Stimulation mit Gallensauren oder
cAMP

Fur die Auswertung wurden nur jene Versuche herangezogen, die unter der
Positivkontrolle mit cAMP eine Erhdhung der membranaren MRP2 Dichte zeigten
und als Beleg fur die Spezifitat der Biotinylierung keine Spuren des obligat
intrazellularen  Proteins GAPDH im  biotinylierten  Prazipitat aufwiesen
(-Negativkontrolle®). TLCA fuhrte in diesen Versuchen zu einem tendenziellen Abfall
des membranstandigen Anteils von MRP2 von 27,0 + 7,6 % unter Kontrollen auf 22,7
t 5,9 %. Gleichzeitige Gabe von TUDCA hob diesen Effekt auf und erhdhte den
membranaren MRP2 Anteil auf 34,5 £ 17,0 %. Alleinige Gabe von TUDCA in nicht
mit TLCA behandelten Zellen fuhrte zu einer deutlichen Steigerung der MRP2 Dichte
auf 37,0 £ 17,9 % (s. Tabelle 27 und Abbildung 32 Abbildung 33).

Versuchsbedingung Membranarer MRP2 Anteil in %
DMSO 1 %o 27076

TLCA 50 uM 22,7+5)9

TUDCA 50 uM 37,0+17,9

TLCA 50 uM + TUDCA 50uM | 34,5+ 17,0

cAMP 10uM 359+3,3

Tabelle 27: Membranbindung von MRP2 in % (MW + SD, n = 5)
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Abbildung 32: Zusammenschnitt reprasentativer Western Blots eines
Biotinylierungsversuches (T = Gesamtlysate, B = Prazipitate der jeweiligen
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Abbildung 33: Membranbindung von MRP2 in % (MW + SD, n = 5)
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3.1.4.2 Grenzen des Modells

Mit dem hier gewahlten Versuchsprotokoll reagierten die Zellen, trotz zahlreicher
Modifikationen, nur in einem von funf Versuchen wie erwartet auf die Stimulation mit
der Positivkontrolle cAMP und fiel gleichzeitig der Nachweis von GAPDH in der
Prazipitation negativ aus, wobei die gro3ere Schwierigkeit in der Einhaltung dieser
,Negativkontrolle lag. Wir konnten daher eine Verfalschung der Versuchsergebnisse
durch Biotinylierung von Transportproteinen aus dem intrazellularen Reservepool
langfristig nicht zufrieden stellend ausschlieRen und mussten unsere Bemihungen

trotz der hier gezeigten viel versprechenden Zwischenergebnisse einstellen.

3.2 Bedeutung von MAPK fur die anticholestatische Wirkung von
TUDCA bei TLCA-induzierter Cholestase

In isoliert perfundierten Rattenlebern wurde durch Infusion von TLCA eine
Cholestase induziert, die durch Koadministration der hydrophilen Gallensaure
TUDCA aufgehoben wurde. Durch zusatzliche, gleichzeitige Infusion von Inhibitoren
der MAP-Kinasen Erk1/2 wund/oder p38 wurde die Abhangigkeit der
anticholestatischen Wirkung der TUDCA von diesen Signalmediatoren Uberpruft.

Rattenlebern wurden dazu isoliert Gber 100 min mit Krebs-Henseleit-Bikarbonat-
Puffer perfundiert. Ab der 25. Minute erfolgte die Zugabe von Inhibitoren der MAP-
Kinasen und ab der 30. Minute die Zugabe von TLCA und/oder TUDCA bzw. der
Tragersubstanz DMSO zum Perfusionsmedium. Zwischen der 50. und 60. min wurde
zusatzlich das Modellanion CDNB infundiert, um die Transportkapazitat der apikalen

Konjugatexportpumpe Mrp2 erfassen zu kénnen.

3.2.1 GallenfluBR und GS-DNP-Sekretion unter Kontrollbedingungen

Es wurden 2 Sets von Kontrollversuchen angefertigt. Im ersten Set wurde die
Tragersubstanz des spater getesteten Inhibitors des Erk1/2-Signalwegs (PD 98 095)
DMSO zusatzlich zu den Gallensauren infundiert (s. Tabelle 28 und Abbildung 34
fur den GallenfluR®, Tabelle 29 und Abbildung 35 fir die GS-DNP-Sekretion). Im
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zweiten Set wurde das inaktive Analogon SB 202 474 des spater verwendeten
Inhibitors der p38M*"K SB 202 190 in 100 bzw. 500 nanomolarer Konzentration
verwendet (s. Tabelle 30 und Abbildung 36 fur den Gallenflul3, Tabelle 31 und
Abbildung 37 fur die GS-DNP-Sekretion).

In beiden Sets sank unter Applikation der hydrophoben Gallensaure TLCA sowohl
der GallenfluR als auch die GS-DNP-Sekretion dramatisch
Versuchen mit dem Gallensaurentrager DMSO ab, es kam zur Cholestase.
Zusatzliche Gabe von TUDCA antagonisierte die durch TLCA induzierte Cholestase
und verbesserte signifikant Gallenflu® und GS-DNP-Sekretion. Alleinige Behandlung

im Vergleich zu

primar nicht-cholestatischer Lebern mit TUDCA hob den Gallenflu® deutlich Gber das

Ausgangsniveau, sie induzierte eine Cholerese.

Gruppe ail b1 c1 d1
5 TLCA
Gallensaure DMSO TLCA + TUDCA TUDCA
Inhibitor DMSO DMSO DMSO DMSO
Gallenfluf3 in pl/g Leber/min
2
. + + + +
(51.-100. min) 427 + 15,8 1,4+0,5 31,5+ 18,5 63,8+ 8,8
Tabelle 28: GallenfluB unter DMSO, TLCA, TUDCA und TLCA + TUDCA in Kontrollversuchen
ohne Verwendung des Inhibitors der Erk1/2-Aktivierung PD 98 059 (MW+SD,n=4-5)
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Abbildung 34: Vergleich des Gallenflusses unter DMSO, TLCA, TUDCA und TLCA + TUDCA in
Kontrollversuchen ohne Verwendung des Inhibitors der Erk1/2-Aktivierung PD
98 059 (MW + SD, n = 4-5)
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Gruppe a1t b1 c1 d1
Gallensaure DMSO TLCA TLCA + TUDCA TUDCA
Inhibitor DMSO DMSO DMSO DMSO
GS-DNP-Sekretion in nmol/g Leber/min
(51 _1020 min) 505,7 £ 168,4 44+56 167,7 £ 93,6 658,7 £168,6

Tabelle 29: GS-DNP-Sekretion unter DMSO, TLCA, TUDCA und TLCA + TUDCA in
Kontrollversuchen ohne Verwendung des Inhibitors der Erk1/2-Aktivierung PD 98
059 (MW % SD, n =4-5)

GS-DNP Sekretion [nmol/g Leber/min]

A A S—N
7 i o

50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100
Zeit (min)
—o—DMSO —— TLCA —o— TLCA + TUDCA —o— TUDCA

Abbildung 35: Vergleich der GS-DNP-Sekretion unter DMSO, TLCA, TLCA + TUDCA und
TUDCA in Kontrollversuchen ohne Verwendung des Inhibitors der Erk1/2-
Aktivierung PD 98 059 (MW % SD, n = 4-5)

Gruppe a3 b3 c3 ch d3
Gallenséure DMSO TLCA  |TLCA + TUDCA|TLCA + TUDCA|  TUDCA
Inhibitor SB202474 | SB202474 | SB202474 | SB202474 | opon5 474
500 nmolll

Gallenfluf3 in pl/g Leber/min

z

(51.-100. min) 65,3 5,3 20+0,7 846+90 | 679+193 | 102,124

Tabelle 30: GallenfluB unter DMSO, TLCA, TUDCA und TLCA + TUDCA in Kontrollversuchen
unter Verwendung des inaktiven p38"*"X.Inhibitors SB 202 474 (MW + SD, n = 4-5)
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Abbildung 36: Vergleich des Gallenflusses unter DMSO, TLCA, TUDCA und TLCA + TUDCA in

Kontrollversuchen unter Verwendung des inaktiven p38"*"X.Inhibitors SB 202
474 in 100 nmol/l (durchgezogene Linien) bzw. 500 nmol/l (gestrichelte Linie)
(MW £ SD, n = 4-5)

Gruppe a3 b3 c3 ch d3
u TLCA TLCA
Gallensaure DMSO TLCA + TUDCA + TUDCA TUDCA
Inhibitor SB202474 | SB202474 | SB202474 | SB202474 | gpons 474
500 nmol/l
GS-DNP-Sekretion in nmol/g Leber/min
2 . .1 840,7 +48,1| 22,3+ 17,9 493,2 +141,9/472,6 + 93,4 |797,5+ 75,6

(51.-100. min)
Tabelle 31: GS-DNP-Sekretion unter DMSO, TLCA, TUDCA und TLCA + TUDCA in

Kontrollversuchen unter Verwendung des inaktiven p38"A"¥ .Inhibitors SB 202
474 (MW % SD, n = 4-5)
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GS-DNP Sekretion [nmol/g Leber/min]
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Abbildung 37: Vergleich der GS-DNP-Sekretion unter DMSO, TLCA, TUDCA und TLCA +
TUDCA in Kontrollversuchen unter Verwendung des inaktiven p38MAPK.
Inhibitors SB 202 474 in 100 nmol/l (durchgezogene Linien) bzw. 500 nmol/l
(gestrichelte Linie) (MW + SD, n = 4-5)

3.2.2 Effekt der aktiven MAPK-Inhibitoren unter DMSO und TLCA

Inhibition des Erk1/2-Signalweges durch 5 pmol/l PD 98 095 oder der p38"A"X durch
100 nmol/l SB 202 190 hatte weder unter Basalbedingungen ohne Infusion von
Gallensauren (Gruppen a) Einfluss auf den Gallenfluf3 (s. Tabelle 32 und Abbildung
38) oder die GS-DNP-Sekretion (s. Tabelle 33 und Abbildung 39), noch behinderten
sie die Entwicklung einer Cholestase unter TLCA (Gruppen b).

Gruppe az2 b2 a4 b4
Gallensaure DMSO TLCA DMSO TLCA
Inhibitor PD 98 059 PD 98 059 SB 202 190 SB 202 190
Gallenflufd in pl/g Leber/min
- o miny | 489%137 2,5+2,1 59,1 + 6,2 3,20 40,9

Tabelle 32: GallenfluB unter DMSO und TLCA bei gleichzeitiger Applikation von PD 98 059 oder
SB 202 190 (MW % SD, n = 3-4)
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Abbildung 38: Vergleich des kumulativen Gallenflusses iiber die letzten 50 min der Versuche
unter DMSO bzw. TLCA mit (O, E) und ohne (0, B) Inhibition der MAP-Kinasen
p38 und Erk1/2 (MW + SD, n = 3-4)

Gruppe az2 b 2 a4 b4
Gallensaure DMSO TLCA DMSO TLCA
Inhibitor PD 98 059 PD 98 059 SB 202 190 SB 202 190
GS-DNP-Sekretion in nmol/g Leber/min
(51 ._1020. min) 602,7 £ 69,4 7,3+115 804,8 £ 97,7 54,9 + 27,3
Tabelle 33: GS-DNP-Sekretion unter DMSO und TLCA bei gleichzeitiger Applikation von PD

98 095 oder SB 202 190 (MW = SD, n = 3-4)
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Abbildung 39: Vergleich der kumulativen GS-DNP-Sekretion liber die letzten 50 min der
Versuche unter DMSO bzw. TLCA mit (O, @) und ohne (O, B) Inhibition der
MAP-Kinasen p38 und Erk1/2 (MW + SD, n = 3-4)

3.2.3 Effekt der MAPK-Inhibitoren auf die anticholestatische und choleretische
Wirkung der TUDCA

3.2.3.1 Effekt des p38M*PX-Inhibitors SB 202 190

Inhibition der p38M*7¥ durch Applikation des aktiven Inhibitors SB 202 190 zusatzlich
zu den Gallensauren TLCA + TUDCA bzw. zu TUDCA alleine hatte weder in 100-
noch in 500 nanomolarer Inhibitorkonzentration signifikanten Einfluss auf Gallenfluf3
oder GS-DNP-Sekretion, behinderte also weder den anticholestatischen noch den
choleretischen Effekt der TUDCA (s. Tabelle 34 und Abbildung 40 fir den
Gallenfluf3, Tabelle 35 und Abbildung 41 fur die GS-DNP-Sekretion).
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Gruppe c3 c4 ch c6 d3 d4
Gallensaure TLCA + TUDCA TUDCA
-~ SB 202 474 | SB 202 190
Inhibitor SB 202 474 | SB 202 190 500 nmol/l | 500 nmol/l SB 202 474 | SB 202 190
Gallenfluf3 in ul/g Leber/min
2 . 84,6 +9,0/84,0+£9,3167,9+19,361,9+12,0102,1 +2,4/93,8+10,4
(51.-100. min)
Tabelle 34: GallenfluB unter TUDCA alleine und unter TLCA + TUDCA mit (SB 202 190) und

ohne (SB 202 474) Inhibition der p38"*"¥ (MW + SD, n = 3-6)
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Abbildung 40: Vergleich des Gallenflusses unter TUDCA alleine und unter TLCA + TUDCA mit
(¢, m) und ohne (0, o) Inhibition der p38Y*"X, fiir TLCA + TUDCA dargestellt in
hoher Inhibitorkonzentration (500 nmol/l) (MW £ SD, n = 3-6)

Gruppe c3 c4 ch c6 d3 d4
Gallensaure TLCA + TUDCA TUDCA
inhibitor | SB 202 474 | SB 202190 | S0 292 47 | 98 202150 | 5 902 474 | SB 202 190
GS-DNP-Sekretion in nmol/g Leber/min
2 493,2 + 5054 + 4726 540,8 + 7975 % 784,54 +
(51.-100. min)| 141,9 71,8 93,4 103,4 75,6 89,89
Tabelle 35: GS-DNP-Sekretion unter TUDCA alleine und unter TLCA + TUDCA mit (SB 202

190) und ohne (SB 202 474) Inhibition der p38"*" (MW + SD, n = 3-6)
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GS-DNP Sekretion [nmol/g Leber/min]
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Abbildung 41: Vergleich der GS-DNP-Sekretion unter TUDCA alleine und unter TLCA + TUDCA
mit (¢, m) und ohne (0, o) Inhibition der p38"*FX, fiir TLCA + TUDCA dargestellt in
hoher Inhibitorkonzentration (500 nmol/l) (MW £ SD, n = 3-6)

3.2.3.2 Effekt des MAPKK-Inhibitors PD 98 059

Inhibition der Erk1/2-Aktivierung durch Applikation von PD 98 059 zusatzlich zu den
Gallensauren TLCA + TUDCA hatte keinen Effekt auf Gallenflud oder GS-DNP-
Sekretion, die anticholestatische Wirkung der TUDCA wurde nicht antagonisiert.
Jedoch senkte PD 98 059 unter alleiniger Infusion von TUDCA den Gallenflu®
signifikant auf 72% (45,7 + 14,9 vs. 63,8 + 8,8 ul/g/min; p<0,05; s. Tabelle 36 und
Abbildung 42), die GS-DNP-Sekretion tendenziell auf 69% von Kontrollen ohne
Inhibitor (658,7 £168,6 vs. 456,6 + 177,5 pl/g/min; s. Tabelle 37 und Abbildung 43),

die choleretische Wirkung der TUDCA wurde also partiell antagonisiert.

Gruppe c1 c2 d1 d2
Gallenséaure TLCA + TUDCA | TLCA + TUDCA TUDCA TUDCA
Inhibitor DMSO PD 98 059 DMSO PD 98 059
Gallenfluf3 in ul/g Leber/min
(51 _1020 min) 31,5+18,5 29,9+13,3 63,8 + 8,8 457 + 14,98

Tabelle 36: GallenfluB unter TUDCA und TLCA + TUDCA mit und ohne Inhibition der MAPK
Erk1/2-Aktivierung (MW + SD, n =5, § p = 0,05 vs. TUDCA)
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Abbildung 42: Vergleich des Gallenflusses unter TUDCA und unter TLCA + TUDCA mit (¢, m)
und ohne (¢, o) Inhibition der MAPK Erk1/2 (MW + SD, n = 5)

Gruppe c1 c2 d1 d2
Gallensaure TLCA + TUDCA TLCA + TUDCA TUDCA TUDCA
Inhibitor DMSO PD 98 059 DMSO PD 98 059
GS-DNP-Sekretion in nmol/g Leber/min
> . 167,7 + 93,6 168,0 + 62,6 658,7 +168,6 456,6 + 177,5
(51.-100. min)
Tabelle 37: GS-DNP-Sekretion unter TUDCA und TLCA + TUDCA mit und ohne Inhibition der

MAPK Erk1/2 (MW = SD, n = 5)
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Abbildung 43: Vergleich der GS-DNP-Sekretion unter TUDCA und unter TLCA + TUDCA mit
(¢, m) und ohne (¢, o) Inhibition der MAPK Erk1/2 (MW + SD, n = 5)

3.2.3.3 Effekt der Koadministration von PD 98 059 und SB 202 190

Auch gleichzeitige Inhibition der Erk1/2-Aktivierung und der p38YAPX durch
gleichzeitige Applikation von PD 98 059 und von SB 202 190 zusatzlich zu den
Gallensauren TLCA + TUDCA hatte keinerlei Effekt auf Gallenflul} (s. Tabelle 38 und
Abbildung 44) oder GS-DNP-Sekretion (s. Tabelle 39 und Abbildung 45); die
anticholestatische Wirkung der TUDCA blieb unbeeinflusst.

Gruppe c3 c7
Gallensaure TLCA + TUDCA TLCA + TUDCA
Inhibitor SB 202 474 SB 202 190 + PD 98 059

Gallenflufy in pl/g Leber/min

z

(51.-100. min) 84,6 £ 9,0 86,4 + 9,8

Tabelle 38: GallenfluR unter TLCA + TUDCA mit und ohne gleichzeitige Inhibition der MAP-
Kinasen Erk1/2 und p38 (MW £ SD, n = 4-5)
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Abbildung 44: Vergleich des Gallenflusses unter TLCA + TUDCA mit (m) und ohne (o)
gleichzeitige Inhibition der MAP-Kinasen Erk1/2 und p38 (MW + SD, n = 4-5)
Gruppe c3 c7
Gallensaure TLCA + TUDCA TLCA + TUDCA
Inhibitor SB 202 474 SB 202 190 + PD 98 059
GS-DNP-Sekretion in nmol/g Leber/min
2
. + +
(51.-100. min) 493,2 £+ 141,9 684,3 £ 160,2
Tabelle 39: GS-DNP-Sekretion unter TLCA + TUDCA mit und ohne gleichzeitige Inhibition der

MAP-Kinasen Erk1/2 + p38 (MW £ SD, n = 4-5)
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Abbildung 45: Vergleich der GS-DNP-Sekretion unter TLCA + TUDCA mit (=) und ohne (o)
gleichzeitige Inhibition der MAP-Kinasen Erk1/2 + p38 (MW * SD, n = 4-5)

3.2.4 Einfluss von Gallensauren und MAPK-Inhibitoren auf die hepatovenose

LDH-Freisetzung

Die hepatovendse Freisetzung von LDH aus der Leber in das Effluat diente in
unseren Versuchen als Mald fur die Schwere der Leberzellschadigung (s. Kap.
2.1.3). Infusion von TLCA fuhrte sowohl alleine als auch unter Koadministration von
TUDCA zu einer deutlich gesteigerten LDH-Freisetzung. Inhibition des Erk1/2-
Signalweges oder der p38MAPK
signifikant. Gleichzeitige Infusion von PD 98 059 und SB 202190 in Versuchen mit
TLCA + TUDCA hingegen resultierte in einer deutlichen Reduktion des
Leberzellschadens im Vergleich mit Versuchen unter TLCA + TUDCA ohne

Enzyminhibition (52,8 £ 17,1 vs. 16,8 + 7,2; p<0,01)(s. Tabelle 40).

alleine beeinflussten die LDH-Freisetzung nicht
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Gruppe Gallenséure Inhibitor LDI(-:;::;ﬁ:‘siﬁ;‘;ng

a1 DMSO DMSO 2,34 + 1,53

a2 DMSO PD 98 059 3,82 + 2,66

a3 DMSO SB 202 474 2,31+ 1,91

a4 DMSO SB 202 190 20,92 + 27,63

b 1 TLCA DMSO 74,19 + 67,21

b2 TLCA PD 98 059 15,81 £ 5,63

b3 TLCA SB 202 474 61,94 + 16,35

b 4 TLCA SB 202 190 50,67 + 17,94

c1 TLCA + TUDCA DMSO 79,73 + 43,47

c2 TLCA + TUDCA PD 98 059 60,41 + 50,47
c3 TLCA + TUDCA SB 202 474 52,83 + 17,09

c4 TLCA + TUDCA SB 202 190 84,12 + 69,22

c5 TLCA + TUDCA SB 202 474 37,99 + 18,35

500 nmol/l
c6 TLCA + TUDCA SB 202190 46,79 + 37,52
500 nmol/l

c7 TLCA + TUDCA SES%ZS 1095%” 16,83+7.24  *
d 1 TUDCA DMSO 2,72 + 1,96

d2 TUDCA PD 98 059 8,31 + 13,12

d3 TUDCA SB 202 474 5,65 + 5,95

d 4 TUDCA SB 202 190 3,42 £ 3,52

Tabelle 40: Einfluss von Gallensduren und Enzyminhibitoren auf die hepatozellulare LDH-

Freisetzung bei Ende des Versuchs im Vergleich zur Kontrolle mit dem

Losungsvermittler DMSO (MW + SD, n =

SB202474)
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3.3 Aktivierung von PI3-Kinase-Isoformen durch Gallensauren

Primare Rattenhepatozyten wurden mit hydrophoben und hydrophilen Gallensauren
stimuliert. Der Grad der Phosphorylierung der PKB wurde 5, 15, 30 und 60 min nach
Stimulation bestimmt, um Aufschluss Uber die globale PI3-Kinasen Aktivitat zu
diesen Zeitpunkten zu erhalten. Zum so ermittelten Zeitpunkt maximaler
Phosphorylierung der PKB wurden in einem isoformspezifischen Kinaseassay die
Aktivitaten der Isoformen der katalytischen Einheit der Klasse | P13-Kinasen p110a.,
p110B

Aktivierungsmuster fur die unterschiedlichen Isoformen zu Uberprifen.

und p110y bestimmt, um die Annahme gallensaurenspezifischer

3.3.1 PKB-Phosphorylierung als MaR der PI3-Kinase-Gesamtaktivitat

Frisch isolierte Rattenhepatozyten wurden fur 5, 15, 30 und 60 min mit den
(25uM) und GCDCA (50uM) und den
hydrophileren Gallensauren TCA (50uM) und TUDCA (50uM) sowie DMSO (0,1%)
als Kontrolle stimuliert. Nach Lyse der Zellen wurde der Grad der Phosphorylierung
der PKB als Mal fur die Aktivitdt der PI3-Kinasen bestimmt. Alle Gallensauren

fuhrten dabei nach 15 und 30 min zu einem signifikanten (p<0,05), aber transienten

hydrophoben Gallensauren TLCA

Anstieg der PKB Aktivitat im Vergleich zu Versuchen mit dem Gallensaurentrager
DMSO, wobei die Aktivierung durch TLCA am starksten war (s. Tabelle 41).

Zeit 5 min 15 min 30 min 60 min
Versuchsbedingung PKB-Phosphorylierung relativ zu DMSO

TLCA 25uM 1,37 +£0,29 | 485+1,26* | 411£1,39* | 2,16+£1,04
GCDCA 50uM 1,01 £ 0,11 1,78+ 0,26 * | 2,63+0,77* | 1,63+0,89
TCA 50uM 0,88+0,09 | 1,79+0,32* | 1,98+0,41* | 1,52+0,75
TUDCA 50uM 1,06+0,24 | 284+0,16* | 299+0,61* | 2,10+ 0,90
Tabelle 41: Phosphorylierungsgrad der PKB nach Stimulation durch Gallensauren relativ zu

Versuchen mit DMSO (MW + SD, n = 4, *p<0,05 vs. DMSO, ANOVA)
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Abbildung 46: Phosphorylierungsgrad der PKB nach Stimulation durch Gallensauren relativ zu
Versuchen mit DMSO (MW £ SD, n = 4, * p<0,05 vs. DMSO, ANOVA)

3.3.2 Aktivierung der PI3-Kinase-Isoformen p110q, B und y durch Gallensauren

Auf dem Boden der Ergebnisse zur PKB-Phosphorylierung aus 3.3.1 wurden
primare Rattenhepatozyten fir 15 min mit den Gallensauren TLCA (25uM), GCDCA
(50uM), TCA (50uM) und TUDCA (50uM) sowie mit DMSO (0,1%) als Kontrolle
stimuliert. Nach Lyse der Zellen wurde die Aktivitat der PI3-Kinase-Isoformen p110a.,
B und y in einem isoformspezifischen radioaktiven Kinaseassay bestimmt. Abbildung
42 zeigt exemplarisch den Autoradiographiefilm eines p110p Assays.

Es zeigte sich fur jede der Gallensauren ein spezifisches Aktivierungsmuster
verschiedener PI3-Kinase-Isoformen. So wurde die PI3-Kinase-lsoform p110a von
GCDCA und TUDCA signifikant aktiviert, die Aktivitat von p1103 war unter allen
Bedingungen signifikant erhoht und die p110y-Aktivitat stieg signifikant unter
Behandlung mit TLCA und GCDCA an (s. Tabelle 42 und Abbildungen 48 - 50).
Abbildung 47 fasst die Aktivierungsmuster der vier getesteten Gallensauren

Zusammen.
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Abbildung 47: Autoradiographiefilm nach isoformspezifischen PI3-Kinase Assay gegen p110p3
(jede Probe wurde zweimal bestimmt) nach 5 Stunden Zerfallszeit, PIP3 (Pfeil)
ist das PI3-Kinasen-spezifische Produkt

Versuchsbedingung p110 o p110 B p110y
TLCA 25uM 1,07 £ 0,66 1,50 £ 0,16 * 1,99+0,28 *
GCDCA 50uM 1,61+0,69 * 1,60 £ 0,66 * 1,30 £ 0,26 *
TCA 50uM 1,18 £ 0,76 1,46 £ 0,18 * 1,05 £ 0,69
TUDCA 50uM 1,51+£0,73 1,63+0,23 * 1,21 £ 0,86

Tabelle 42: Aktivierung der PI3-Kinase Isoformen a, § und vy relativ zu DMSO (MW + SD, n = 6,
5 bzw. 4 fir a, B bzw. v, *p<0,05 vs. DMSO, ANOVA)
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Abbildung 48: Produktion des Kinaseprodukts PIP3 nach Prazipitation von p110 a
(MW £ SD, n = 6, * p<0,05 vs. DMSO, ANOVA)
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Abbildung 49: Produktion des Kinaseprodukts PIP3 nach Prézipitation von p110 3
(MW £ SD, n =5, * p<0,05 vs. DMSO, ANOVA)
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Abbildung 50: Produktion des Kinaseprodukts PIP3 nach Prézipitation von p110 y
(MW £ SD, n =4, * p<0,05 vs. DMSO, ANOVA)
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p110 o p110 B p110 ¢
TLCA 25uM + +
GCDCA 50uM + + +
TCA 50uM +
TUDCA 50uM + +

Tabelle 43: PI3-Kinasen-Aktivierungsschema verschiedener Gallensauren (n = 4-6; +: p<0,05
vs. DMSO, ANOVA)

3.3.3 Bedeutung der PI3-Kinase-lsoform p110 y fur Gallensaure-induzierte

Apoptose

Wie in den Untersuchungen zur Aktivierung verschiedener PI3-Kinase-lsoformen in
Rattenhepatozyten durch Gallensauren unter 3.3.2 gezeigt wurde, aktivieren unter
den untersuchten Gallensduren nur die beiden hydrophoben, Apoptose-
induzierenden Gallensauren TLCA und GCDCA die PI3-Kinase-Isoform p110y. Im
Folgenden wurde daher die Bedeutung der PI3-Kinase p110y als Mediator

Gallensauren-abhangiger Apoptose untersucht.

3.3.3.1 Effekt eines PI3-Kinase p110 y Inhibitors auf Gallensaure-induzierte
Apoptose

Stabil mit dem Gallensaurentransporter Ntcp transfizierte HepG2-Zellen wurden fur 4
Stunden mit den hydrophoben, Apoptose-induzierenden Gallensauren TLCA (20uM),
GLCA (20uM), TCDCA (75uM) und GCDCA (75uM) stimuliert und die Isoform der
PI13-Kinase p110y durch den spezifischen Inhibitor AS-604850 gehemmt. Die
Apoptose wurde im Anschluss sowohl in einem Caspase 3/7-Assay als auch
morphologisch nach Kernfarbung bestimmt (s. Kap. 2.5.4).

Im Caspase 3/7 Assay induzierten die Gallensauren TLCA, GLCA, TCDCA und
GCDCA eine 71,2-, 14,5-, 31,5- und 41,6-fach gesteigerte Apoptose im Vergleich zu

unstimulierten Kontrollen. Inhibition der PI13-Kinasen-Isoform p110y reduzierte diesen
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apoptotischen Effekt auf 27,2-, 2,0-, 12,6-, und 12,6-fach gesteigerte Apoptoseraten.
Die apoptotische Wirkung von Etoposid bzw. TNFa/Actinomycin D mit 2,0- bzw.
13,0- fach gesteigerten Apoptoseraten Apoptose im Vergleich zu unstimulierten
Kontrollen blieb von der Inhibition der PI3-Kinasen-Isoform p110y unbeeinflusst (s.
Tabelle 44, Abbildung 51).

Auch in der morphologischen Evaluation der Apoptoserate zeigte sich nach
Stimulation mit den genannten Gallensauren eine deutliche 128,6-, 36,4-, 58,4- und
70,0-fache Steigerung des Anteils apoptotischer Zellen im Vergleich zu DMSO.
Inhibition der PI3-Kinasen-Isoform p110y reduzierte diesen apoptotischen Effekt
wiederum auf 67,6-, 10,3-, 26,9-, und 28,1-fach gesteigerte Apoptoseraten (s.
Tabelle 45, Abbildung 52).

Caspase 3/7 - Aktivitat

Versuchsbedingung Kontrolle PI3K p110 y Inhibitor
DMSO 1%o 1,1+ 0,5 09 + 0,5
TLCA 20uM 71,2 £ 16,5 272 + 236 *
GLCA 20uM 14,5 + 11,2 20+ 05
TCDCA 75uM 3156+ 74 126 + 10,2*
GCDCA 75uM 41,6 + 18,9 126 + 125*
Etoposid 2,03 £ 0,80 1,88 + 0,35
TNFa/Actinomycin D 12,99 + 5,50 12,92 + 5,83

Tabelle 44: Relative Caspase 3/7 Aktivitit nach Stimulation mit und ohne Inhibition
(Kontrolle) der PI3-Kinase p110y, normalisiert auf Werte nicht-stimulierter Zellen
(MW £ SD, n = 4, * p<0,05 vs. Kontrolle, t-test)
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Abbildung 51: Relative Caspase 3/7 Aktivitit nach Stimulation mit (=) und ohne (0) Inhibition
(Kontrolle) der PI3-Kinase p110y, normalisiert auf Werte nicht-stimulierter Zellen

(MW £ SD, n =4, * p<0,05 vs. Kontrolle, t-test)

Morphologisch ermittelte Apoptoserate (%)

Versuchsbedingung Kontrolle PI3K p110 y Inhibitor
DMSO 1%o 0,6 + 0,6 04 £ 0,2
TLCA 20uM 79,5 £ 6,9 28,3 + 20,0*
GLCA 20uM 22,5 + 91 43 +09"
TCDCA 75uM 36,1 £ 11,5 11,3 £ 53"
GCDCA 75uM 43,2 + 11,5 11,8 £+ 53~

Tabelle 45: Morphologisch ermittelte Apoptoserate (in %) nach Stimulation von HepG2-Zellen
mit Gallensduren mit und ohne Inhibition (Kontrolle) der PI3-Kinase p110y (MW %
SD, n =4, * p<0,05 vs. Kontrolle, t-test)
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Abbildung 52: Morphologisch ermittelte Apoptoserate nach Stimulation von HepG2-Zellen mit
Gallensauren, mit (=) und ohne (O) Inhibition (Kontrolle) der PI3-Kinase p110y
(MW £ SD, n=4, * p<0,05, t-test)

3.3.3.2 Effekt der Transfektion von HepG2-Zellen mit siRNA gegen PI3-Kinase

p110y auf Gallensaure-induzierte Apoptose

Stabil mit dem Gallensaurentransporter Ntcp transfizierte HepG2-Zellen wurden fir
72 Stunden mit siRNA gegen die PI3-Kinasen-Isoform p110y bzw. mit unspezifischer
Kontroll-siRNA scheintransfiziert und im Anschluss fur 4 Stunden mit den
hydrophoben, Apoptose-induzierenden Gallensauren TLCA (20uM), GLCA (20uM),
TCDCA (75uM) und GCDCA (75uM) stimuliert. Die Apoptose wurde sodann in einem
Caspase 3/7-Assay quantifiziert (s. Kap. 2.5.4).

In scheintransfizierten Zellen induzierten die Gallensauren TLCA, GLCA, TCDCA
und GCDCA wie erwartet eine deutlich gesteigerte Apoptoserate und erhdhten die
Caspase 3/7-Aktivitat auf 40,4-, 17,7-, 34,8- und 38,5-fache Werte bezogen auf
unstimulierte Kontrollen. Vorangegangene Transfektion mit siRNA gegen PI3-Kinase
p110 y verminderte die apoptotische Wirkung der Gallensauren, sodass lediglich eine
25,4-, 5,6-, 10,6- bzw. 14,4-fache Steigerung der Caspase 3/7 Aktivitat resultierte (s.
Tabelle 46, Abbildung 53).
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Caspase 3/7 - Aktivitat

Versuchsbedingung

Kontroll-siRNA

PI3K p110 y siRNA

DMSO 1%o 29 £ 0,3 1,8 + 0,1
TLCA 20pM 40,4 + 249 252 + 8,8
GLCA 20uM 17,7 £ 4,8 56 + 1,3
TCDCA 75uM 34,8 + 20,7 10,6 + 2,2
GCDCA 75uM 38,5 + 23,0 14,4 + 4,9

Tabelle 46: Relative Caspase 3/7

Aktivitat nach Stimulation mit Gallensduren nach

Transfektion mit siRNA gegen PI3-Kinase p110y oder Scheintransfektion,
normalisiert auf Werte nicht-stimulierter Zellen (MW + SD, n = 3)

70 4

60 -

50 4

40 -

30 -

Caspase 3/7 Aktivitat

20 -

10 -

0 [ I 1

DMSO 0,1%

TLCA
20 pmol/l

GLCA
20 pmol/l

TCDCA
75 umol/l

GCDCA
75 umol/l

Abbildung 53: Relative Caspase 3/7 Aktivitat nach Stimulation mit Gallensauren nach
Transfektion mit siRNA gegen PI3-Kinase p110y (=) oder Scheintransfektion (o),

normalisiert auf Werte nicht-stimulierter Zellen (MW + SD, n = 3)
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4. DISKUSSION

Die vorliegende Arbeit untersuchte die Bedeutung der Proteinkinasen PKA, PKB,
cPKCa und nPKCg, der MAPK Erk1/2 und p38 und der P13-Kinase-Isoformen p110q,
p110B und p110y far die (anti-)cholestatischen und (anti-)apoptotischen Wirkungen
physiologischer Gallensauren in Leberzellen. Hauptziel der Arbeit war dabei die
weitere Charakterisierung der Signaltransduktionswege, die fir die klinisch-
therapeutisch bedeutenden anticholestatischen Effekte des Taurinkonjugats der
Ursodeoxycholsaure  (TUDCA) und die pathophysiologisch  relevanten
cholestatischen und proapoptotischen Effekte von Taurolithocholsaure (TLCA) und

Glycochenodeoxycholsaure (GCDCA) verantwortlich zeichnen.

In der jingeren Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass Gallensauren potente
Signalmolekule darstellen und schon in geringen mikromolaren Konzentrationen, wie
sie beim Menschen unter (patho)physiologischen Bedingungen im Serum beobachtet
werden, wichtige Leberzellfunktionen beeinflussen. > 7> 1%

Hydrophobe Gallensauren wie Chenodeoxycholsdure (CDCA), Deoxycholsaure
(DCA) und Lithocholsaure (LCA) konnen so Cholestase und Apoptose auslosen. Das
Glycinkonjugat von CDCA (GCDCA) ist unter cholestatischen Bedingungen die
bedeutendste hydrophobe, toxische Gallensdaure des Menschen und wird als
hauptverantwortlich fir Gallensauren-induzierten Leberzellschaden bei Cholestase
angesehen. Daneben ist LCA die am starksten cholestatisch wirkende der quantitativ
relevanten Gallensduren des Menschen. lhr Taurinkonjugat TLCA wurde in
verschiedenen Versuchsmodellen fur die Induktion einer Cholestase evaluiert.
Hydrophilere Gallensauren dagegen wirken in ihrer Mehrzahl hepatoprotektiv und
anticholestatisch. Ihr bedeutsamster Vertreter ist UDCA, die bei einer Reihe von
cholestatischen Lebererkrankungen des Menschen erfolgreich therapeutisch
eingesetzt wird. In den vergangenen Jahren wurden Fortschritte in der
Entschllsselung der molekularen Wirkmechanismen dieser Gallensaure erzielt.
Dennoch gelang bisher die Charakterisierung der durch UDCA modifizierten
molekularen Signalwege nur partiell. Die erhobenen Befunde wurden zudem

kontrovers diskutiert.
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Um die Relevanz der durch Gallensauren modulierten Signaltransduktionswege fur
die Vermittlung ihrer (anti-)cholestatischen und (anti-)apoptotische Wirkungen besser

verstehen zu kdnnen, untersuchte die vorliegende Arbeit:

(i) Die Bedeutung der Signalmediatoren PKA, PKB, cPKCa und nPKCe und der
MAPK Erk1/2 und p38 fir den anticholestatischen Effekt der TUDCA in vitro und in

einem in vivo Modell der Cholestase (s. Kap. 4.1)

(i) Die Bedeutung verschiedener Isoformen der PI3-Kinase fur die Vermittiung der
Signale von hydrophoben, cholestatischen und proapoptotischen, sowie hydrophilen,

anticholestatisch und antiapoptotisch wirkenden Gallensauren (s. Kap. 4.2).

Die hier diskutierten Ergebnisse zeigen, dass der posttranskriptionell vermittelte
anticholestatische Effekt der TUDCA im Modell TLCA-induzierter Cholestase durch
einen kooperativen cPKCa- und PKA-abhangigen Signalweg vermittelt wird. Die Uber
die Mitogen-aktivierten Proteinkinasen Erk1/2 und p38™APX wirkenden Signalwege
scheinen hingegen ohne Bedeutung fir die anticholestatische Wirkung der TUDCA.

Weiter konnten wir zeigen, dass unterschiedliche Gallensauren verschiedene
Isoformen der PI3-Kinasen aktivieren, wodurch sie ihre zum Teil kontraren
Wirkungen auf Leberfunktionen vermitteln kdnnten. Die apoptotische Wirkung der
hydrophoben Gallensauren TLCA und GCDCA wird dabei Uber die p110y-Isoform

vermittelt.

4.1 Signalmediatoren der anticholestatischen Wirkung der TUDCA

UDCA wird in der Therapie verschiedenster Funktionsstorungen der Leber
erfolgreich eingesetzt. lhre grote Bedeutung hat sie in der Behandlung von
chronischen cholestatischen Leberkrankheiten wie der PBC und der PSC, flr die sie
die einzige etablierte pharmakologische Therapieoption darstellt 2 '°2. So verlangert
UDCA bei Patienten mit PBC signifikant das transplantationsfreie Uberleben 8 %3,
senkt den prognostisch bedeutsamen Serumspiegel von Bilirubin, hemmt die

Fibrosebildung in der Leber, senkt die Komplikationsraten der fortgeschrittenen
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Krankheit und beeinflusst positiv die Lebensqualitat der Patienten 8 81 134 (

11.2).

s. Kap.

UDCA wird nach Aufnahme in die Leber schnell und effektiv mit Glyzin und Taurin
konjugiert. Daher wird fur Untersuchungen zur Wirkweise der UDCA in Tiermodellen
meist das bei Nagetieren (anders als beim Menschen) vorherrschende
Taurinkonjugat der UDCA (TUDCA) verwendet.

Verschiedene Effekte der (T)UDCA werden im Menschen bzw. Tiermodell fir die
genannten protektiven Eigenschaften verantwortlich gemacht. So wirkt (T)UDCA in
der Leber antiapoptotisch, hat immunomodulatorische Effekte und schutzt das
Gallengangsepithel vor der Zytotoxizitdt hydrophober Gallensduren. Durch
Steigerung der hepatozellularen Sekretionskapazitat verhindert (T)UDCA darlber
hinaus die Akkumulation hepatotoxischer Substanzen, z.B. hydrophober
Gallensauren in der Leber. Diese Steigerung der hepatozellularen
Sekretionskapazitat wird sowohl im experimentellen Modell als auch beim Menschen
durch eine gesteigerte Expression von Transportproteinen wie BSEP oder MDR3

t97

erreicht *, sowie moglicherweise durch Aktivierung dieser Transportproteine in ihrer

Zielmembran (s. Kap. 1.1.2.1).

Entscheidend fur die Wiederherstellung der Transportkapazitdt und damit der
Entgiftungsfunktion der Leber durch TUDCA erscheinen jedoch posttranskriptionelle
Prozesse, die zum Einbau von Transportproteinen in die kanalikulare Membran von
Hepatozyten fuhren. So wurde von Beuers et al. gezeigt, dass TUDCA in der
cholestatischen Rattenleber die hepatobiliare Exozytose und die Insertion der
Konjugatexportpumpe Mrp2 sowie der Gallensalzexportpumpe Bsep in die
kanalikulare Membran stimuliert und damit die biliare Sekretion organischer Anionen
und den Gallenflu® wieder herstellt >* **. In primar nicht-cholestatischen, ,normalen®
Hepatozyten wurden ahnliche Effekte beobachtet, die hier zur Stimulation der
Sekretion von Gallensalzen und des Gallenflusses Uber das Ausgangsniveau hinaus,

zur Cholerese filhren 3% %0 9. 116,
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Die Signalwege, Uber die TUDCA die Insertion von Transportproteinen in ihre
Zielmembranen moduliert, sind jedoch gegenwartig noch nicht vollstandig aufgeklart

und werden kontrovers diskutiert.

TUDCA fiihrt in Hepatozyten durch Inositol-1,4,5-Trisphosphat-unabhéngigen Ca™

57, 117

Einstrom aus mikrosomalen Speichern und Uber Ni**-sensitive Kalziumkanale

der Plasmamembran #6 57 117

zu einem anhaltenden Anstieg des freien zytosolischen
Kalziums. In frihen Versuchen erwies sich die TUDCA-induzierte Exozytose in
Rattenlebern zudem als Ca**-abhangig “°. Des weiteren transloziert TUDCA selektiv
die o—Isoform der Ca*’-sensitiven cPKC, ein Schliisselenzym der Ca**-stimulierten
Exozytose ', an die Hepatozytenmembran, wie unter anderem in unserer
Arbeitsgruppe von Glasova et. al. gezeigt °* °° "' 5% Dariiber hinaus stimuliert
TUDCA die Bildung des PKC-stimulierenden s,n-1,2-Diacylglycerin (DAG) * und
aktiviert membrangebundene PKC °% '?'. Die so vermittelte PKC-Aktivitat stimuliert
die vesikulare Exozytose *® °% ' die als ein zentraler Prozess beim Einbau von

" In der

Transportproteinen in die Plasmamembran angenommen wird
Zusammenschau machten diese Erkenntnisse die Ca**-abhangigen cPKC-Isoformen
unter den denkbaren intrazellularen Signalmediatoren der TUDCA zu viel
versprechenden Kandidaten. So konnte in der Vergangenheit durch Untersuchungen
unserer und anderer Arbeitsgruppen die physiologische Bedeutung eines Ca**- und
PKC-abhangigen Signalwegs in TUDCA-vermittelten Signalen in vivo und in vitro
bestatigt werden. In primaren Rattenhepatozyten verhinderte TUDCA Ca*™*- und
PKC-abhangig eine durch TLCA vermittelte Beeintrachtigung der Transportkapazitat
fiir Gallensaurenanaloga '?* und blockierte PKC-abhangig vollstandig die Induktion

einer Cholestase durch TLCA in Rattenlebern 2.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung PKC-abhangiger Signalwege flr die
anticholestatische Wirkung der TUDCA bestatigt. So hemmte der unselektive PKC-
Inhibitor Staurosporin den anticholestatischen Effekt der TUDCA in TLCA-induzierter
Cholestase. Er senkte den Gallenflul3 tendenziell und die Mrp2-vermittelte GS-DNP-
Sekretion signifikant im Vergleich zu Versuchen ohne Inhibitor (s. Kap. 3.1.2.3).
Staurosporin hemmt jedoch auch Ca**-unabhédngige Isoformen der PKC, so z.B.
nPKCeg, und andere Proteinkinasen, so z.B. PKA, wie in dieser Arbeit durch in vitro

Untersuchungen Dbestatigt wurde (s. Kap. 3.3.1). Daher wurden die
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Perfusionsversuche mit dem fur cPKCs selektiven Inhibitor G66976 wiederholt.
Uberraschender Weise jedoch hatte die selektive Inhibition der cPKCs keinen
signifikanten Einfluss auf die anticholestatische Wirkung der TUDCA. Der Gallenflu®
blieb unter G66976 unverandert, wenngleich die GS-DNP-Sekretion tendenziell
gesenkt wurde (s. Kap. 3.1.2.3). Das in der Hemmung des anticholestatischen
Effekts der TUDCA wirksame Staurosporin unterscheidet sich vom vermeintlich
unwirksamen Inhibitor G66976 in seiner Wirkung hauptsachlich durch das um die
PKA erweiterte Wirkspektrum. Daher wurden in derselben Versuchsanordnung die
Auswirkungen des selektiven PKA-Inhibitors H89 untersucht. Auch dieser hatte
jedoch keinerlei Auswirkungen auf die Wirkung der TUDCA und liel3 Gallenflul3 wie
GS-DNP-Sekretion unbeeintrachtigt (s. Kap. 3.1.2.3).

Da weder selektive Inhibition der cPKC-Isoformen durch G66976, noch selektive
Inhibition der PKA durch H89, wohl aber deren gleichzeitige Hemmung durch
Staurosporin effektiv die anticholestatische Wirkung der TUDCA hemmen konnte,
testeten wir im folgenden die Hypothese eines kooperativen cPKC/PKA-abhangigen
Signalweges. Dazu kombinierten wir die Inhibitoren Staurosporin und H89. Obwohl
Staurosporin bereits cPKC und PKA inhibiert, erschien diese Kombination sinnvoll,
da Staurosporin in den vorliegenden in vitro Untersuchungen zwar die cPKCa
Aktivitat sehr effektiv auf 8% des Ausgangsniveaus hemmen konnte, die der PKA
jedoch nur inkomplett auf 22%. Gleichzeitige Applikation von Staurosporin und H89
dagegen hemmte auch die PKA-Aktivitat hochsignifikant auf 2% von Kontrollen (s.
Kap. 3.3.1). Tatsachlich fuhrte die kombinierte Anwendung von Staurosporin und
H89 in den Perfusionsversuchen mit gleichzeitiger Infusion von TLCA und TUDCA zu
einer deutlichen Verminderung des anticholestatischen Effekts der TUDCA,
Gallenflufy und GS-DNP-Sekretion wurden hochsignifikant reduziert (s. Kap. 3.1.2.3).
Da Staurosporin allerdings, wie beschrieben, unselektiv verschiedene Ca®'-
abhangige und Ca'’-unabhéngige PKC-lsoformen hemmt, wiederholten wir diese
Versuche unter kombinierter Anwendung von G66976 und H89. Die so erreichte
selektive Inhibition der Ca'*-abhangigen cPKC-lsoformen und der PKA fiihrte
ebenfalls zu einer deutlichen Verminderung des anticholestatischen Effekts der
TUDCA. Gallenflu® und GS-DNP-Sekretion waren auch unter diesen Bedingungen

signifikant geringer als in Versuchen ohne Inhibitoren (s. Kap. 3.1.2.3).
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Keiner der hier beschriebenen Inhibitoren hatte dabei Einfluss auf die hepatischen
Funktionsparameter unter nicht-cholestatischen Bedingungen oder auf den
cholestatischen Effekt der TLCA (s. Kap. 3.1.2.1 und Kap. 3.1.2.2).

Mit diesen Ergebnissen unterstreicht die vorliegende Arbeit die Bedeutung der PKC
im Signalweg der TUDCA. Daruber hinaus bestatigen wir durch die Verwendung des
cPKC-spezifischen Inhibitors G66976, dass Ca'*-abhangige cPKC-Isoformen den
anticholestatischen Effekt der TUDCA entscheidend vermitteln. Unter den bisher
bekannten cPKC-Isoformen cPKCa, cPKCp-l, cPKCB-Il und cPKCy konnten nur
cPKCa und cPKCB-II in Hepatozyten nachgewiesen werden. Ein Nachweis, dass
TUDCA auch cPKCB-lIl an hepatozytare Membranen transloziert und aktiviert
scheiterte bisher (unveréffentlichte Daten und *°), wohingegen die Aktivierung der
cPKCa, wie oben beschrieben, in verschiedenen Modellen mehrfach bestatigt wurde.
Somit identifiziert diese Arbeit die o-lsoform der cPKC als einen bedeutenden
Vermittler der anticholestatischen Wirkung der TUDCA in experimenteller

Cholestase.

Die vorliegende Arbeit weist daneben erstmals auf eine entscheidende Rolle der
PKA fur die hepatoprotektiven Eigenschaften der TUDCA hin. Weder frihere
Arbeiten "*" noch die hier vorliegenden Untersuchungen konnten jedoch einen
nennenswerten Effekt der TUDCA auf die hepatozellulare PKA Aktivitat nachweisen
(s. Kap. 3.1.2.6). Aus diesem fehlenden Nachweis einer Aktivierung von PKA durch
TUDCA wurde bisher geschlossen, dass PKA nicht zu den anticholestatischen
Effekten der TUDCA beitragt, wenngleich PKA in anderen Signalwegen ein gut
beschriebener Mediator apikaler Sekretion in Hepatozyten ist '°®. Des Weiteren
scheint die Bedeutung der PKA durch die Beobachtung in Frage gestellt, dass deren
alleinige Hemmung in unserem Modell keinen Einfluss auf den anticholestatischen
Effekt der TUDCA hatte. Wir postulieren daher, dass TUDCA zwar selbst keinen
Einfluss auf die Aktivitat der PKA in Hepatozyten hat, eine basale PKA Aktivitat aber
umgekehrt Voraussetzung fur TUDCA-induzierte Effekte in der cholestatischen Leber
ist. Es ist jedoch einzuraumen, dass die in dieser Arbeit gewahlten Ansatze zur
Erfassung der PKA-Aktivierung Uber die Bestimmung der CREB-Phosphorylierung
und der cAMP-Konzentration im Lebergewebe moglicherweise unzureichend sind,

um Aussagen Uuber die Aktivitat des komplexen PKA/cAMP-Signalweges in
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Zellsubkompartimenten zu treffen. Weitere Untersuchungen sind daher in vitro nétig,
um die Bedeutung der PKA vor allem im subapikalen Kompartiment fur die
Membraninsertion von Transportproteinen der Hepatozyten genauer zu

charakterisieren.

Ein  kooperativer cPKCa/PKA-abhangiger Signalweg, wie hier fir die
anticholestatische Wirkung der TUDCA postuliert, wurde schon in anderen Zelltypen
fiir eine Stimulation der Sekretionskapazitat verantwortlich gemacht % '’ Apikale
und basolaterale Transporter und ihre Ankerproteine stellen dabei mdgliche Ziele von
cPKCa und PKA dar. Die Aminosauresequenzen verschiedener Transportproteine
wie Mrp2, Bsep oder Ntcp weisen zahlreiche mogliche Phosphorylierungsstellen fir
PKC und PKA auf. Tatsachlich konnten wir zeigen, dass aus HepG2 Hepatomzellen
immunoprazipitiertes MRP2 in vitro von rekombinanter cPKCa, nPKCe und PKA
phosphoryliert wird, und dass diese Phosphorylierung in Anwesenheit von
Staurosporin gehemmt wird (s. Kap. 3.1.3). Diese Ergebnisse sind komplementar zu
der friiheren Beobachtung, dass auch Bsep von cPKCo phosphoryliert wird .
Phosphorylierung von Transportproteinen kann dabei der Regulation von deren
Transportkapazitat dienen, wie fiir Bsep belegt *°, oder notwendiger Schritt zur
Translokation an die Hepatozytenmembran bzw. zum Ausbau aus der
Hepatozytenmembran sein, wie fir den basolateralen Gallensaurentransporter Ntcp
kirzlich gezeigt wurde '*2. Die Identifizierung weiterer fiir die Translokation und
Aktivierung von Transportproteinen wie MRP2, BSEP oder NTCP entscheidender
Phosphorylierungsstellen wird Voraussetzung fur die weitere Entschlisselung der flr
die anticholestatische Wirkung der TUDCA verantwortlichen posttranslationalen

Prozesse sein.

Die Beobachtung einer fir die Erhéhung der hepatozellularen Transportkapazitat
durch TUDCA notwendigen Stimulation des Einbaus von Transportproteinen in die
kanalikulare Membran konnte im Rahmen dieser Arbeit durch Untersuchungen im
Modell der Ntcp-transfizierten Hepatomzellinie HepG2 bestatigt werden. Durch die
Biotinylierungstechnik nachweisbar, antagonisierte TUDCA hier den durch TLCA
induzierten Ausbau von MRP2 aus der Plasmamembran. Auch unter nicht-
cholestatischen Bedingungen stieg unter Behandlung mit TUDCA tendenziell die

Zahl der in der Plasmamembran befindlichen Transportproteine an (s. Kap. 3.1.4).
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Damit konnte dieser im Rattenmodell gut belegte Wirkmechanismus der TUDCA

erstmals in einem humanen Zellmodell nachvollzogen werden.

In einer Reihe von Arbeiten wurde in jungster Zeit die Bedeutung der cPKCa flr
TUDCA-induzierte Signale in Frage gestellt und stattdessen eine cholestatische
Wirkung der PKC-Aktivierung postuliert. So vermittelte der cPKC Agonist
Thymeleatoxin in primar nicht-cholestatischen Lebern selbst eine Cholestase '*°. Der
weniger selektive Aktivator der PKC, Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) flhrte in
HepG2-Zellen zum Ausbau von MRP2 aus der kanalikularen Membran und zur
Retention des MRP2-Substrats Glutathion-Methylfluorescein '**. Die aus diesen
Daten gezogenen Rickschlisse kénnten jedoch zu kurz greifen, da PMA bzw.
Thymeleatoxin selektiv nur PKC aktivieren, wohingegen TUDCA sehr komplex
Einfluss auf verschiedenste Signaltransduktionswege nimmt, die miteinander
vernetzt sind. lhre Bedeutung flr die Steuerung verschiedener Leberfunktionen
durch TUDCA muss Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. Die oben genannten

Daten bleiben daher nur eingeschrankt aussagekraftig.

Jedoch wurde nicht nur die Bedeutung der cPKCa fir die Transduktion des
anticholestatischen Effektes von TUDCA in Frage gestellt. Daruber hinaus wurde ein
alternativer, MAPK-abhangiger  Signalweg fur  die  TUDCA-induzierte
Leberzellsekretion postuliert. Die zu Grunde liegenden Untersuchungen wurden
allesamt in nicht-cholestatischen Modellen durchgefuhrt. So scheint der choleretische
Effekt von TUDCA in isoliert perfundierten Rattenlebern Integrin-abhangig tber p38-
und Erk1/2-MAPK vermittelt zu werden *® % 12> |n nicht-cholestatischen HepG2-
Zellen erwies sich auflerdem die TUDCA-induzierte Translokation von BSEP an die
kanalikuldre Membran als p38™AP%-abhangig "'°. Auf dem Boden dieser Erkenntnisse
untersuchten wir daher die Bedeutung dieser MAPK fur den protektiven Effekt der
TUDCA in TLCA-induzierter Cholestase. Dabei behinderte weder pharmakologische
Inhibition der Erk1/2 oder der p38™P¥ alleine, noch die gleichzeitige Hemmung von
Erk1/2 und p38“APX die anticholestatische Wirkung von TUDCA (s. Kap. 3.2.3).
Damit stehen diese Ergebnisse in Einklang mit einer Reihe friherer Daten unserer
und anderer Arbeitsgruppen, die darauf hinwiesen, dass TUDCA-vermittelte Effekte
wie Stimulation des Gallenflusses oder der Sekretion organischer Anionen unter

,normalen*, nicht-cholestatischen Bedingungen unabhangig von Ca’™ und Ca™'-
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abhangiger cPKCo *°

vermittelt werden und sich die hier wirksamen Signalwege
damit grundlegend von den Verhaltnissen unter Cholestase unterscheiden.

Die Bedeutung der Erk1/2 MAPK fir die choleretische Wirkung der TUDCA konnte
aber bestatigt werden. Der Inhibitor der Erk1/2-Aktivierung PD 98 059 antagonisierte
signifikant die TUDCA-vermittelte Stimulation des Gallenflusses unter nicht-
cholestatischen Bedingungen und konnte auch die GS-DNP-Sekretion tendenziell
senken (s. Kap. 3.2.3.2). Dagegen gelang es nicht, die postulierte Bedeutung der
p38MAPK fiir den choleretischen Effekt der TUDCA in unserem experimentellen Modell
zu reproduzieren (s. Kap. 3.2.3.1), womit unsere Ergebnisse im Widerspruch zu den
oben zitierten Untersuchungen stehen. Jedoch wurden diese in einem Modell zur
Erfassung des gallensaurenabhangigen Gallenflusses unter standiger Infusion von
100umol/l TCA unter allen Versuchsbedingungen durchgefuhrt, womit auch die
hepatozellulare Gallensaurensekretion erfasst wurde. In unseren Versuchen
verzichteten wir auf diesen Ansatz und untersuchten vorwiegend den
gallensaurenunabhangigen GallenfluB, mit dem Hauptaugenmerk auf der
Sekretionsleistung der Leber fur organische Anionen. Da TCA selbst stark
anticholestatisch wirkt (s. Kap. 3.1.2.1), ist dieser Ansatz aullerdem ungeeignet fur

die hier angestellten Untersuchungen zur anticholestatischen Wirkung der TUDCA.

Somit bestatigen diese Daten die schon fruher getroffene Annahme, dass die
choleretischen und anticholestatischen Wirkungen der TUDCA von grundlegend
verschiedenen Signalwegen vermittelt werden "°. Der in dieser Arbeit entschliisselte
kooperative cPKCa/PKA-abhangige Signalweg der TUDCA unter cholestatischen
Bedingungen scheint dabei flr diese Gallensaure spezifisch zu sein. Eine weitere
untersuchte hydrophile Gallensaure, TCA, wirkte ebenfalls stark anticholestatisch (s.
Kap. 3.1.2.1), jedoch erwies sich dieser Effekt als weitgehend von cPKC und PKA
unabhangig. Hier hatte die gleichzeitige Infusion der Inhibitoren Staurosporin und
H89 keinen Effekt auf den Gallenflu®, wenngleich die GS-DNP-Sekretion zwar
signifikant, aber nur geringfigig gehemmt wurde (s. Kap. 3.1.2.4).

In allen Versuchsgruppen wurde aullerdem die hepatovendse LDH-Freisetzung
bestimmt. Dabei bestatigte sich, dass der cholestatische Effekt der TLCA mit einer
signifikanten Zytotoxizitat einhergeht. Dieser Effekt wurde von TUDCA antagonisiert.

Infusion von TLCA fuhrte so zu einem massiven Anstieg der hepatovendsen LDH-
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Aktivitat im Vergleich zu Kontrollen mit DMSO, ein deutliches Anzeichen fir die
zytotoxische Potenz der TLCA. Zusatzliche Infusion von TUDCA konnte diese
Zellschadigung verhindern und reduzierte die LDH-Freisetzung erheblich. Unter
gleichzeitiger PKC/PKA-Inhibition verlor TUDCA diese zytoprotektive Wirkung und
die LDH-Freisetzung stieg massiv an. Inhibition von PKA oder PKC alleine dagegen,
hatte keinen signifikanten Einfluss auf die LDH-Freisetzung (s. Kap. 3.1.2.5). Die
Protektion vor TLCA-induziertem Leberzellschaden durch TUDCA scheint somit,
ahnlich wie ihr anticholestatischer Effekt, durch einen kombinierten cPKCa-/PKA-
abhangigen Mechanismus vermittelt zu sein.

Zusammenfassend leisten die vorliegenden Daten einen wesentlichen Beitrag zur
besseren Charakterisierung der in vivo und in vitro gut beschriebenen
anticholestatischen ~ Wirkung der TUDCA. Durch Anwendung selektiver
Enzyminhibitoren im Modell TLCA-induzierter Cholestase wurde ein kooperativer
cPKCa- und PKA-abhangiger Signalweg identifiziert, der die posttranslationalen
anticholestatischen und zytoprotektiven Effekte der TUDCA malgeblich vermittelt
und der fur diese hydrophile Gallensaure spezifisch ist. Zudem wurde die
Phosphorylierung des Transportproteins MRP2 in vitro als ein mdgliches Zielprotein
der TUDCA-Effektoren cPKCa und PKA identifiziert. Die Enzyme aus der Gruppe der
MAPK Erk1/2 und p38 dagegen haben auf die Vermittlung anticholestatischer Effekte
keinen Einfluss, wenngleich sie eine gewisse Rolle fur die choleretische Wirkung der

TUDCA zu spielen scheinen.

4.2 Bedeutung von PI3-Kinase-Isoformen fur Gallensauren-

induzierte Modulation von Zellsekretion und Zelltod

Enzyme der Klasse der PI3-Kinasen sind ubiquitar in allen Geweben vorkommende
Signalmediatoren, die elementare zellulare Vorgange wie Zellwachstum,-proliferation
und -Uberleben regulieren. Dabei scheinen hauptsachlich die Isoformen der Klasse |
P13-Kinasen signalmodulatorisch wirksam zu sein (s. Kap. 1.1.3). In der Leber
wurden PI3-Kinasen auch als zentrale Regulatoren Gallensauren-induzierter

Modulation von Leberzellsekretion und -schadigung identifiziert, wobei sie die sehr
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unterschiedlichen und zum Teil kontraren Effekte hydrophober und hydrophiler
Gallensauren zu vermitteln scheinen.

So lield sich die Induktion einer Cholestase durch TLCA in perfundierten Rattenlebern
in einer Arbeit von Beuers et. al. durch pharmakologische Blockade der PI3-Kinasen

hemmen *°

. Ebenso wurde die Apoptose-induzierende Wirkung der GCDCA in
perfundierten Rattenlebern in einer Arbeit von Rust et. al. als PI3-Kinasen-abhangig
identifiziert “°. In der gleichen Arbeit wurde allerdings auch ein PI3-Kinasen-
abhangiger Uberlebenssignalweg einer anderen Gallensaure, TCDCA, beschrieben.
Ebenso vermitteln die hepatoprotektiv wirksamen Gallensduren TUDCA und TCA
einige ihrer Effekte Uber PI3-Kinasen, so ihre choleretische Wirkung in der isoliert
perfundierten Rattenleber '°, ™' (s. Kap 1.1.3.2). PI3-Kinasen scheinen damit
zentrale Modulatoren der Signalwege verschiedener Gallensauren zu sein. Zur
Klarung der Frage, wie ein Enzym die so kontraren Wirkungen der verschiedenen
Gallensauren vermitteln kann, priften wir folgende Hypothesen im Modell primarer
Rattenhepatozyten: (1) Die Aktivierung der PI3-Kinasen durch verschiedene
Gallensauren erfolgt mit unterschiedlicher zeitlicher Kinetik. (2) Verschiedene
Gallensauren aktivieren selektiv unterschiedliche Isoformen der Klasse | PI3-
Kinasen.

These 1 konnte in den vorliegenden Untersuchungen nicht bestatigt werden. Als Maf3
fur die PI3-Kinasen Gesamtaktivitat wurde die Phosphorylierung der PKB in Lysaten
primarer Hepatozyten nach verschiedenen Stimulationszeiten bestimmt. Die
getesteten Gallensduren TLCA, GCDCA, TCA und TUDCA aktivierten dabei allesamt
transient die PKB nach 15 sowie nach 30 Minuten, wobei die Aktivierung durch TLCA
am deutlichsten ausfiel (s. Kap. 3.3.1). Eine unterschiedliche Aktivierungskinetik
konnte nicht nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu
Arbeiten von Beuers et al., die, ebenfalls in primaren Rattenhepatozyten, fur TLCA
eine dauerhafte Aktivierung der PKB uber 60 Minuten hinaus, fur TUDCA eine nur
transiente Aktivierung nach 30 Minuten und fur TCA keinen Effekt auf die PKB
Phosphorylierung feststellten °°. In diesen Untersuchungen wurden die Gallensauren
jedoch in deutlich niedrigeren Konzentrationen eingesetzt, die einem Flnftel der von
uns verwendeten entsprachen. In diesen niedrigen Konzentrationen konnte die
Aktivierung von PI3-Kinasen durch die verschiedenen Gallensauren unterschiedlich
effektiv sein, wohingegen die von uns verwendeten Konzentrationen aller

untersuchten Gallensduren zu einer Aktivierung von PI3-Kinasen flhrten.
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Gallensaurenkonzentrationen von 25umol/l bis 50umol/l waren unter den von uns
gewahlten experimentellen Bedingungen erforderlich, um eine Modulation der

Aktivitat der PI13-Kinase-Isoformen nachweisen zu konnen.

Die zweite These von differentieller Aktivierung unterschiedlicher Klasse | PI3-
Kinasen durch verschiedene Gallensauren wurde durch unsere Versuche bestatigt.
Nach 15minutiger Stimulation primarer Rattenhepatozyten mit TLCA, GCDCA, TCA
bzw. TUDCA ermittelten wir in einem isoformspezifischen Assay die Aktivitat der PI3-
Kinasen p110a, p110p und p110y. Dabei konnten wir flr jede der Gallensauren ein
spezifisches Aktivierungsmuster verschiedener P13-Kinase-Isoformen nachweisen (s.
Tabelle 43, Kap. 3.3.2). Wahrend die Aktivitat der Isoform p110B durch alle
untersuchten Gallensauren signifikant stimuliert wurde, zeigte sich die Aktivitat der
Isoform p110a nur unter Behandlung mit GCDCA und TUDCA und die der Isoform
p110y nur unter Behandlung mit TLCA und GCDCA signifikant erhoht (s. Kap. 3.3.2).
Die Aktivierung der Isoform p110p kann daher nicht die unterschiedlichen Wirkungen
verschiedener Gallensauren erklaren. Die untersuchten Gallensduren unterschieden
sich jedoch in ihrer Fahigkeit, die Isoformen p110a und p110y zu aktivieren. Letztere
konnten daher fir die teils gegensatzlichen PI3-Kinasen-abhangigen Effekte
unterschiedlicher Gallensauren verantwortlich zeichnen.

Es fiel auf, dass mit TLCA und GCDCA unter den getesteten Gallensauren nur
hydrophobe, Apoptose-induzierende Gallensauren die p110y-Isoform der PI3-
Kinasen aktivierten. In weiteren Untersuchungen testeten wir daher die Hypothese
der Abhangigkeit Gallensauren-induzierter Apoptose von PI3-Kinase p110y. Dazu
stimulierten wir Ntcp-transfizierte HepG2 Zellen fur 4 Stunden mit den hydrophoben
Gallensauren TLCA, GLCA, TCDCA und GCDCA mit und ohne gleichzeitige
pharmakologische Inhibition der PI3-Kinase p110y. Im Anschluss ermittelten wir in
einem kommerziellen Aktivitatsassay die Aktivitat der Effektor-Caspasen 3 und 7 als
Mald der Apoptose und beurteilten dariber hinaus nach Kernfarbung auch
morphologisch die Zahl apoptotischer Zellen. In den Caspase 3/7-Assays
untersuchten wir auflerdem die Apoptose-ausldosenden Agenzien Etoposid und
TNFa/ActinomycinD, um die Bedeutung der PI3-Kinase p110y in Gallensauren-
unabhangiger Apoptose beurteilen zu kdnnen. Sowohl in den Caspase 3/7-Assays

als auch unter morphologischer Beurteilung der Zellen zeigte sich die durch
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Gallensauren induzierte Apoptose unter PI3-Kinase p110y-Inhibition deutlich und
zum Teil hochsignifikant vermindert. Etoposid- bzw. TNFa/ActinomycinD-induzierte
Apoptose jedoch wurde durch den verwendeten Inhibitor nicht beeinflusst. In einem
weiteren experimentellen Schritt transfizierten wir die HepG2-Ntcp Zellen Uber 72
Stunden mit siRNA gegen PI3-Kinase p110y bzw. mit Kontroll-siRNA, stimulierten die
Zellen wiederum mit den Gallensauren TLCA, GLCA, TCDCA bzw. GCDCA und
ermittelten die Aktivitat der Caspasen 3 und 7 als Mal} der Apoptose. Auch in diesem
Versuchsansatz war die apoptotische Wirkung der getesteten Gallensauren unter
Ausschaltung der PI3-Kinase p110y im Vergleich zu scheintransfizierten Zellen
deutlich vermindert. Gallensauren-abhangige, nicht aber Gallensauren-unabhangige
Apoptose scheint also zum Teil Uber die p110y-Isoform der PI3-Kinasen vermittelt zu
werden. (s. Kap. 3.3.3)

In zukUnftigen Untersuchungen sollte die Stellung der PI3-Kinase p110y in den
bekannten Signalkaskaden Gallensauren-induzierter Apoptose definiert werden.
Auch die potentielle Bedeutung der PI3-Kinase p110y fur die Induktion einer
Cholestase durch hydrophobe Gallensauren wird zu untersuchen sein. Ein seit
kurzem erhaltlicher Inhibitor der PI13-Kinase p110a wird auBerdem dazu beitragen,
die funktionelle Bedeutung dieser Isoform fur TUDCA-induzierte Signale zu

ergrunden.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Gallensauren stellen potente Signalmolekule dar, die schon in geringen mikro-
molaren Konzentrationen, wie sie beim Menschen im Serum beobachtet werden,
zentrale Leberzellfunktionen auf transkriptioneller und posttranskriptioneller Ebene
beeinflussen. Die hydrophoben und potentiell toxischen Gallensauren Lithocholsaure
(LCA) und Chenodeoxycholsaure (CDCA) induzieren Apoptose und Cholestase,
wahrend hydrophile Gallensauren hepatoprotektiv wirken kdnnen. Unter ihnen ist die
antiapoptotisch und anticholestatisch wirksame Ursodeoxycholsaure (UDCA) von
besonderer Bedeutung. UDCA stellt derzeit das einzige wirksame Therapeutikum bei
chronischen cholestatischen Leberkrankheiten dar.

Die vorliegende Arbeit untersuchte die Bedeutung intrazellularer Signaltransduktions-
wege fur die choleretischen, (anti-)cholestatischen und (anti-)apoptotischen
Wirkungen physiologischer Gallensauren in verschiedenen experimentellen
Modellen.

Hauptziel der Arbeit war die genauere Charakterisierung (i) der fir den klinisch be-
deutenden anticholestatischen Effekt des Taurinkonjugats der Ursodeoxycholsaure
(TUDCA) verantwortlichen Signaltransduktionswege, und (ii) der zentralen Stellung
von PI3-Kinasen in der intrazellularen Signalvermittiung der biologischen Effekte
hydrophiler und hydrophober Gallensauren.

Im Modell der isoliert perfundierten Rattenleber untersuchten wir die anti-
cholestatische und hepatoprotektive Wirkung der TUDCA in der intakten Leber unter
Einsatz pharmakologischer Enzyminhibitoren. Als Leberfunktionsparameter dienten
quantitativer Gallenflul3, Sekretion des Modellsubstrats der Konjugatexportpumpe
Mrp2, GS-DNP, in die Galle und als Marker der Leberzellschadigung die hepato-
venose LDH-Freisetzung. Simultane Hemmung der cPKCa und der PKA, nicht aber
Hemmung von cPKCa oder PKA allein antagonisierte bei Taurolithocholsaure
(TLCA)-induzierter Cholestase die protektive Wirkung der TUDCA. Gallenflul3 und
GS-DNP-Sekretion waren unter gleichzeitiger Hemmung beider Signalwege
signifikant reduziert, wohingegen die LDH-Freisetzung deutlich erhoht war. Die
Ergebnisse zeigen, dass der posttranskriptionell vermittelte anticholestatische Effekt
der TUDCA im etablierten Modell TLCA-induzierter Cholestase durch einen
kooperativen cPKCa- und PKA-abhangigen Signalweg vermittelt wird. Mitogen-
aktivierte Proteinkinasen Erk1/2- und p38-abhangige Signalwege hingegen, die als
Vermittler von  TUDCA-induzierter Cholerese unter nicht-cholestatischen
Bedingungen beschrieben wurden, waren im untersuchten Modell ohne Bedeutung
fur die anticholestatische Wirkung der TUDCA.
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Mit Hilfe der neu etablierten Biotinylierung von Membranproteinen konnten wir in
Ntcp-transfizierten humanen Hepatomzellen (HepG2-Ntcp) zeigen, dass TUDCA
unter Cholestase die Insertion von MRP2 in die Hepatozytenmembran anregt. Dieser
fur die klinische Wirksamkeit der (T)UDCA potentiell bedeutende und im Tiermodell
von uns vorbeschriebene Wirkmechanismus konnte damit erstmals in einem
humanen Modell nachvollzogen werden.

Ein weiterer in vitro Ansatz untersuchte die Phosphorylierung von aus HepG2-Ntcp
immunoprazipitietem MRP2 durch die als Gallensaureneffektoren diskutierten
Proteinkinasen cPKCa, nPKCe und PKA. Alle drei Proteinkinasen phosphorylierten,
durch den  PKC/PKA-Inhibitor = Staurosporin  hemmbar, MRP2. Diese
Phosphorylierung koénnte, wie fur die Gallensaurentransporter BSEP und NTCP
bereits gezeigt, Einfluss auf Aktivitat und Membraninsertion von MRP2 haben.

Der funktionellen Bedeutung der PI3-Kinasen, welchen in den bisher entschlusselten
Signalwegen sowohl hydrophober/toxischer wie auch hydrophiler/protektiver
Gallensaduren eine zentrale Rolle zugesprochen worden war (,P13-Kinasen-
Paradoxon®), galten unsere in vitro Untersuchungen zur Aktivitat der Isoformen der
Klasse | PI3-Kinasen p110a, p110f und p110y nach Stimulation von primaren
Rattenhepatozyten mit TLCA, GCDCA, TCA und TUDCA in einem neu etablierten
isoformspezifischen Kinaseassay. Dabei zeigte sich fur jede Gallensaure ein fur sie
spezifisches Aktivierungsmuster unterschiedlicher P13-Kinase-Isoformen. PI3-Kinase
p110y wurde dabei spezifisch durch die cholestatisch und apoptotisch wirkenden
Gallensauren TLCA und GCDCA aktiviert. In HepG2-Ntcp-Zellen untersuchten wir
daher die Bedeutung von p110y fur Gallensauren-induzierte Apoptose nach deren
pharmakologischer Hemmung bzw. nach Transfektion mit sSiRNA gegen p110y. Die
apoptotische Wirkung u.a. der Gallensauren TLCA und GCDCA war unter beiden
Methoden der p110y-Antagonisierung deutlich reduziert, wie sowohl in einem
Caspase3/7-Assay als auch morphologisch evaluiert. Gallensauren-unabhangige
Apoptose, durch Etoposid bzw. TNFoa ausgeldst, war p110y-unabhanig. Die
Bedeutung der Aktivierung der PI3-Kinase-Isoform p110a durch TUDCA ist durch
weitere experimentelle Untersuchungen zu klaren.

Die Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit tragen zum Verstandnis der komplexen
Signalgebung im Rahmen cholestatischer Leberschadigung und der therapeutischen
Wirkung der (T)UDCA bei und sind damit fur die Entwicklung neuer

Therapiestrategien bei cholestatischen Leberkrankheiten potentiell von Bedeutung.
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7. VERZEICHNIS DER ABKURZUNGEN

A.E. Arbitrare Einheit

AlH Autoimmunhepatitis

Akt Serin-Threonin Kinase Akt = PKB

AMA antimitochondriale Autoantikdrper
ANCA Anti-Neutrophilen Cytoplasmatische Autoantikorpern
ASBT apical sodium dependent bile acid transporter
ATP Adenosintriphosphat

BIMI Bisindolylmaleimid |

BSA Bovines Serumalbumin

Bsep Bile salt export pump

CA Cholsaure

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat
CDCA Chenodeoxycholsaure

CDNB 1-Chlor-2,4-Dinitrobenzol

CF Zystische Fibrose

cPKC conventional PKC

CREB cAMP response element binding protein
DCA Deoxycholsaure

DMEM Dulbeccos MEM

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Deoxyribonukleinsaure

DPBS Dulbecco’s Phosphate-buffered solution
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGTA Ethylenglycoltetraessigsaure

EIA Enzymimmunoassay

Erk Extracellular-signal regulated Kinase
FCS fetales Kalberserum

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
GCDCA Glycochenodeoxycholsaure

GLCA Glycolithocholsaure

GS-DNP 2,4-Dinitrophenyl-S-Glutathion

GvHD Graft versus host disease

HBSS Hank’s balanced salt solution
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HEPES
HLA
HRP

IC50

LCA
LDH
MAPK
MBP
Mdr2
Mdr3
MEK
MEKK
MEM
MOPS
Mrp1
Mrp2
MRP2
Mrp3
MW
NAD/NADH
NF-kB
nPKC
Ntcp
Oatp
PBC
PBS
PCREB
PDC-E2
PDK 1
PFIC
P13-Kinase
PKA
PKB
PKC

N-(2 Hydroxyethyl)pirazin-N’-2 ethansulfonsaure
humanes Leukozytenantigen
Horseradishperoxidase = Meerrettichperoxidase
Konzentration eines Hemmstoffes, bei der die halbmaximale
Hemmung eines Enzyms erzielt wird
Lithocholsaure

Laktatdehydrogenase

Mitogen aktivierte Proteinkinase

Myelin Basic Protein

Multidrug resistance protein 2

Multidrug resistance protein 3
MAPK/ERK-Kinase

MEK-Kinase

Minimal essential medium
3-Morpholinopropansulfonsaure

Multidrug resistance-associated protein 1
Multidrug resistance-associated protein 2
humanes Multidrug resistance-associated protein 2
Multidrug resistance-associated protein 3
Mittelwert

Nicotinamidadenindinukleotid

Nuklearer Transkriptionsfaktor kB

novel PKC

Na+-taurocholate cotransporting polypeptide
Organic anion transporting polypeptide

Primar biliare Zirrhose

Phosphate-buffered solution

phosphoryliertes CREB

E2-Untereinheit des Pyruvatdehydrogenase-Komplexes
Phosphatidylinositol-abhangige Kinase 1
progressive familiare intrahepatische Cholestase
Phosphatidylinositol-3-Kinase

Protein Kinase A

Protein Kinase B

Protein Kinase C
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PMA

PMSF

PSC

PtdIns
PtdIns-3,4,5-P
PtdIns-3,4-P
PtdIns-3-P
RT

SD

SDS
SDS-PAGE
ST

Sulfo-NHS-SS-Biotin

TCA
TCDCA
TLCA
TNFa
Tris
TUDCA
UDCA
WT

Phorbol-12-Myristat-13-Acetat
Phenylmethylsulfonylfluorid

Primar sklerosierende Cholangitis
Phosphatidylinositol
Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat
Phosphatidylinositol-3,4-Bisphosphat
Phosphatidylinositol-3-Monophosphat
Raumtemperatur
Standardabweichung
Natriumdodecylsulfat
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
Staurosporin
Sufosuccinimidyl-2-(biotinamido)ethyl-1,3-dithiopropionat
Taurocholsaure
Taurochenodeoxycholsaure
Taurolithocholsaure
Tumor-Nekorse-Faktor alpha
Tris(hydroxymethyl)-Aminomethan
Tauroursodeoxycholsaure
Ursodeoxycholsaure

Wortmannin
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