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1 Einleitung

1.1 Cholestatische Lebererkrankungen

Cholestase fuhrt zu einer Akkumulation gallepflichtiger Substanzen in der Leber und
im Blut. Laborchemisch sind bei Cholestase in der Regel die Laborparameter y-
Glutamyltranspeptidase (GGT) und die alkalische Phosphatase (aP) im Serum
erhoht, im spateren Verlauf oft auch das Bilirubin. Klinisch kann es zu Pruritus,
Ikterus und Mudigkeit kommen. Im Verlauf entwickeln die Patienten haufig eine
bilidre Zirrhose, bei der am Ende die Lebertransplantation als letzte Therapieoption
steht. Cholestase kann aufgrund verschiedener Ursachen auftreten. Prinzipiell kann
dies durch mechanische Ursachen wie einen Pankreaskopf-Tumor oder die
Choledocholithiasis ausgeltdst werden, die einen adaquaten Galleabfluss behindern
und so zu einer Cholestase fihren. Auf der anderen Seite stehen chronische,
intrahepatische Erkrankungen. Am haufigsten beim Erwachsenen sind dies die
primar biliare Zirrhose (PBC) und die primar sklerosierende Cholangitis (PSC)."? Im
Kindesalter hingegen dominieren Krankheiten wie die progressive familiare
intrahepatische Cholestase (PFIC) Typ 1-3, die benigne rezidivierende
intrahepatische Cholestase (BRIC), die Gallengangsatresie, das Alagille Syndrom
und die zystische Fibrose.® Ebenso koénnen hormonelle, autoimmune oder
medikamentdse Ursachen Ausléser einer cholestatischen Erkrankung sein. *
Prinzipiell geht man bei der Cholestase davon aus, dass die Akkumulation potentiell
toxischer Gallenséauren einen entscheidenden Beitrag zur Leberzellschadigung
liefert. So kommt es bei cholestatischen Erkrankungen sowohl bei Cholangiozyten,
als auch bei Hepatozyten zu einer Schadigung. In Tiermodellen konnte
nachgewiesen werden, dass vor allem hydrophobe Gallensduren zu einer

Leberzellschadigung fithren.>®

Die primare biliare Zirrhose (PBC) ist eine autoimmune, chronisch cholestatische

Erkrankung, die hauptséchlich die Cholangiozyten der intralobuléren Gallengange in

der Leber betrifft. Die PBC fuhrt unbehandelt immer zu einer Fibrose und im

spateren Verlauf meist zur Zirrhose, wobei der natirliche Verlauf ca. 10-20 Jahren

betragt. Die Erkrankung betrifft hauptsachlich Frauen (9-10:1 w > m) in einem Alter

Uber 40 Jahren mit einer Pravalenz von 1: 2000.” Das folgende Diagramm, aus
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Poupon et al. J Hep 2010, zeigt den Verlauf der PBC vom Ausloser bis zum finalen

Leberversagen.’

Abbildung 1 Verlauf und die Einfliisse der PBC

Die Ursachen der Erkrankung sind aktuell Gegenstand intensiver Forschungen.
Spekuliert werden multifaktorielle genetische Faktoren, Infektionen, Umwelteinfllisse
oder medikamentds-toxische Ursachen.? Als Beispiel fiir eine immunvermittelte
Induktion der PBC sei das gramnegative Bakterium Novosphingobium
aromaticivorans genannt, das Proteine mit Homologie zu PDC-E2 exprimiert.® In
einer aktuellen Studie werden eine positive Familien- und Raucheranamnese,
vorangegangene Infektionen des Urogenitaltrakts und autoimmune Vorerkrankungen
als Risikofaktoren angesehen. Des Weiteren wird der Einnahme oraler Kontrazeptiva
eine protektive Wirkung zugesprochen.’® Typische Symptome sind Midigkeit und
Juckreiz, allerdings sind die Patienten zu Beginn héaufig asymptomatisch. Die
Diagnose wird anhand typischer cholestatischer Serummarker, wie die y-
Glutamyltranspeptidase und die alkalische Phosphatase, gestellt. Bei tber 90 % der
Patienten ist es moglich, anti-mitochondriale Antikérper (AMA)*, die gegen die E2
Untereinheit des Pyruvatdehydrogenase-Komplex (PDC-E2) und verwandter
Dehydrogenasen (AMA-M2) gerichtet sind, nachzuweisen.*** Diese AMA gelten als

wesentliches diagnostisches Kriterium. Histologisch ist die PBC durch eine
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chronische Inflammation und Fibrose der kleinen septalen und intralobuléren

Gallengange charakterisiert.*>’

Die primar sklerosierende Cholangitis ist eine seltene, fibrosierend
inflammatorisch verlaufende Erkrankung der intra- und/oder extrahepatischen
Gallengange, bei der es im Verlauf zu fibrotischen und zirrhotischen Umbauten der
Leber kommt und am Ende das Leberversagen steht.*®*° In 70-90 % der Falle ist die
Erkrankung mit einer chronisch entziindlichen Darmerkrankung (CED) assoziiert.?
Meistens ist dies die Colitis ulcerosa und nur in wenigen Ausnahmen der Morbus
Crohn. Die Pravalenz liegt in Nordeuropa und in den USA bei 1 : 10 000, in etwa 2/3
der Falle sind Manner betroffen. Das Manifestationsalter der Erkrankung liegt bei 30
— 40 Jahren.?** Die Pathogenese und Atiologie sind weitestgehend unbekannt, was
eine gezielte und erfolgreiche Therapie derzeit nahezu unméglich macht. Nach
einem Krankheitsverlauf von 12 — 17 Jahren fihrt dies daher entweder zu einer
Lebertransplantation oder zum Tod.??*?* Eine autoimmune Komponente gilt derzeit
als sicher, da andere autoimmune Erkrankungen, wie z.B. Diabetes mellitus Typ 1,
Psoriasis, Zoliakie und Thyreopathien in gehaufter Weise bei PSC Patienten
auftreten.”® Zudem besteht eine Assoziation mit den HLA-Haplotypen HLA-D3 und
HLA-B8.2"? In jungster Zeit wird zunehmend spekuliert, dass genetische Variationen
und Umwelteinflisse ein wichtige Rolle bei der Krankheitsentstehung der PSC
spielen, wie beispielsweise ein Mangel an Selen und Vitamin D.?® Antinukledre
Antikdrper (ANA) sind in bis zu 50 % der Félle nachweisbar, atypische perinukleare
Anti-Neutrophile Cytoplasmatische Autoantikérper (atypische pANCA) sogar in 80 %

der Falle. 3%

Die Diagnose PSC wird gesichert durch cholangiographisch
nachweisbare multifokale Strikturen und Dilatationen der Gallengange. Als
Goldstandard zahlen hier die MRCP bzw. ERCP.* Zur Diagnose gehéren auRerdem
die typische Konstellation von cholestatischen Serummarkern und dem Ausschluss
sekundéarer Ursachen, wie Operationen, Trauma, Infektionen oder Tumoren.*! Eine
der Hauptkomplikationen der PSC ist neben der Zirrhose die Entstehung von
cholangiozellularen Karzinomen.?*?*3! Ebenso ist bei Patienten, die sowohl an einer

PSC als auch an einer CED leiden, das Risiko fiir kolorektale Tumoren erhoht.



1.1.1 Therapieansatze und Mechanismen

Die fur die PBC zurzeit zugelassene Standardtherapie besteht in der Gabe von
Ursodeoxycholsaure (UDCA) in einer Dosis von 13-15 mg/kg/d.**"** Der Anteil der
hydrophilen und nicht-toxischen Gallensdure UDCA im menschlichen Gallepool
betragt ohne Therapie 1-3 %.3**® Schon in den 80er Jahren gaben Studien Hinweise,
dass die cholestatischen Serummarker bei Patienten mit hepatischen Erkrankungen

durch eine Therapie mit UDCA gesenkt werden koénnen.'>%¢%’

Der genaue
Wirkmechanismus der hydrophilen Gallensdure UDCA ist immer noch nicht ganz
aufgeklart.®® Die protektive Wirkung beruht zum einen auf der Verbesserung des
Gallensauretransports aus der Zelle und einer damit verbundenen Entgiftung von
hydrophober und toxischer Gallensduren wie GCDCA und TCDCA, die als
vorherrschend bei cholestatischen Erkrankungen gelten.*® Des Weiteren wird eine
Gallensdure-induzierte  Apoptose in  Cholangiozyten und  Hepatozyten
verhindert.}>3335

UDCA fihrt zu einem signifikanten RlUckgang der Serummarker wie y-
Glutamyltranspeptidase, alkalische Phosphatase und Bilirubin, sowie des IgM und
des Cholesterols.®*® Zudem kommt es zu einer Verzégerung der Fibrose und das
histologische Stadium wird verbessert. Das transplantatfreie Uberleben ebenso wie
das Uberleben per se werden verlangert und es kommt zu einer Verbesserung der
Lebensqualitat. Die Nebenwirkungen von UDCA sind zu vernachlassigen.*®*
Allerdings sprechen in einem frihen Stadium der PBC nur etwa 50 % der Patienten
adaquat auf eine Monotherapie mit UDCA an.”® Kombinationstherapien mit
Prednisolon (10 mg/kg/d) fuhren zwar zu einer Verbesserung der histologischen
Merkmale der PBC, im Gegenzug kommt es allerdings auch zu signifikanten
Nebenwirkungen wie der Osteoporose, weshalb eine Langzeittherapie mit Steroiden
moglichst vermieden werden sollte.***" Die Kombination mit Budesonid kann bei
Patienten in einem frihen Erkrankungsstadium zu einer Verbesserung
biochemischer und histologischer Merkmale flihren. Um die Sicherheit dieser
Kombination zu beweisen, fehlen derzeit noch Studien mit einem langen follow-up,
zudem kann es bei Patienten in einem spaten Stadium und schon aufgetretener
Zirrhose unter Therapie mit Budesonid zu einer Pfortaderthrombose kommen.*>!
Andere Immunsuppressiva wie Azathioprin®?, Cyclosporin A> oder Methotrexat>

zeigten keine signifikante Besserung oder filhrten gar zu einer Verschlechterung.®
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Fir die PSC existiert derzeit keine erfolgversprechende Therapie.” Derzeit findet
ebenfalls die UDCA (15-20 mg/KG/d) Anwendung in der Therapie, da in Studien mit
kleinen Kohorten gezeigt werden konnte, dass es zu einer Verbesserung der
Serummarker kommt.*#3*°> Allerdings werden die Symptome und noch wichtiger der
Progress bis hin zur Lebertransplantation nicht entscheidend verbessert.33%°

Eine Studie aus Skandinavien erreichte trotz der bis dahin grof3ten Studienpopulation
nicht die nétige statistische Signifikanz, um eine adaquate Therapieempfehlung
auszusprechen.>” Von daher sind neue, mit groRen Kohorten angelegte Studien
dringend erforderlich. Auch der Nutzen von Kortikosteroiden ist fraglich, so dass
lediglich eine symptomorientierte Therapie, z.B. mittels ERCP, erfolgen kann und am
Ende immer die Lebertransplantation als ultima ratio zur Verfigung steht.?%3133
Daher wird neuen Therapieansatzen, wie der 24-norUrsodeoxycholsédure grol3e
Beachtung geschenkt. Es handelt sich hierbei um das C 23 Homolog der UDCA. Die
Mdr2 -/--Maus bietet ein Modell, das Cholangitis-ahnliche Gallengangsentziindungen
zeigt. In diesem Modell war die norUDCA der UDCA bezuglich der Verbesserung der
leberspezifischen Serummarker, sowie der Entziindungszeichen und des
Fibrosegrades tiberlegen.®® Zudem wurden Enzyme und Transporter induziert, die
die Schadigung in der Leber verringern. NorUDCA wird vom Menschen wohl gut
toleriert und bietet damit eine vielversprechende Grundlage fir zukinftige
Studien.?>*° Weitere potentielle neue Ansatze in der Therapie stehen mit Agonisten
nuklearer Rezeptoren, wie z.B. dem Pregnane X receptor (PXR) oder dem Farnesoid
X receptor (FXR) zur Verfigung. Diese nuklearen Rezeptoren kontrollieren die
Expression einer Vielzahl von Genen in der Leber und im Intestinum und sind
aul3erdem in Prozesse der Biotransformation in der Leber involviert. Aktiviert werden
diese Rezeptoren u.a. durch hydrophobe Gallensauren.®

Eine weitere mogliche Therapieoption, der immer wieder Beachtung geschenkt
wurde, ist die B-Muricholsaure (BMCA). Es handelt sich hierbei um eine mehrfach-
hydroxylierte Gallensaure, die vornehmlich von Nagern synthetisiert wird.®
Interessanterweise kann die BMCA vom Menschen nicht verstoffwechselt werden
und spielt somit im physiologischen Gallepool keine entscheidende Rolle.®* Im
Gegensatz zur UDCA besitzt die BMCA an der 6[B-Position eine zuséatzliche
Hydroxylgruppe, was sie noch hydrophiler macht. In der Vergangenheit gab es erste
Hinweise fur den Nutzen von BMCA bei der Behandlung von cholesterinbedingten

Gallensteinen in vitro.®? In einer aktuelleren Studie konnte sogar gezeigt werden,
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dass BMCA wirksamer als UDCA bei der Gallensteinbehandlung an Mausen ist.®® In
weiteren Studien zeigten sich positive Effekte der taurin-konjugierten -
Muricholséaure (TBMCA) bei Taurolithocholséure-induzierter Cholestase in primaren
Rattenhepatozyten.®® Auch in einem Rattenperfusionsmodell, bei dem die
Cholestase durch Taurocholsédure hervorgerufen wurde, konnten die protektiven
Eigenschaften belegt werden.®

Die hydrophobe und toxische Chenodeoxycholsaure (CDCA) kann von der Ratte zu
B-MCA umgewandelt werden, dieser Vorgang findet sich in der menschlichen Leber
jedoch nicht.®® Auch entstehen keine weiteren schadigenden Gallenséuren, da wie

weiter oben bereits erwahnt, der Mensch die BMCA nicht verstoffwechseln kann.

1.1.2 Gallensauren und hepatobilidre Transportmechanismen

Den Hepatozyten fallt neben ihrer Funktionen fiir den Stoffwechsel noch die Aufgabe
zu, diverse Substanzen aus dem Blut in die Galle zu sezernieren. Durch
Transportsysteme an der basolateralen und apikalen Basalmembran werden dort
gallepflichtige Stoffwechselprodukte aufgenommen und dann der Galle zugefihrt.
Einer der wichtigsten Transporter fir Gallensauren stellt der sodium-taurocholat-
cotransporter (Ntcp) dar.®” Dieser transportiert vornehmlich konjugierte Gallensauren,
wohingegen unkonjugierte Gallensaure und andere lipophile Substanzen durch
natrium-unabhéngige Transporter, wie z.B. der organic-anion polypeptide
Transporter (OATP) transportiert werden. Uber eine Na/K-ATPase wird ein
Transportgradient aufrechterhalten. An der kanalikularen Membran existieren
mehrere ATP-abhangige Exportpumpen. Zum einen sind dies das ,multidrug-
resistance-1 P-glyoprotein® (MDR1), das ,phospholipid transporter multidrug-
resistance-3 P-glycoprotein® (MDR3), der kanalikulare ,multispecific organic-anion
transporter* (MRP 2 oder cMOAT), desweiteren der fur die Gallensaure wichtige
Transporter ,bile-salt-export pump* (BSEP oder SPGP).%®

Die Abbildung 2 nach ® gibt einen Uberblick iiber die wichtigsten Transportsysteme

in den Hepatozyten.



Il

Abbildung 2

Unter physiologischen Bedingungen wird dabei die Sekretionskapazitdt durch
verschiedene Transportproteine an der kanalikularen Membran der Hepatozyten
bestimmt. Durch ein Ungleichgewicht zwischen der Ausscheidung in die Galle und
der Aufnahme, sowie einem verminderten Fluss kommt es zur Akkumulation
potentiell toxischer Metaboliten in den Hepatozyten und dadurch zur Cholestase mit
der Gefahr von Apoptose und Gewebeuntergang.”

Pathophysiologisch kommt es zu einer transkriptionellen Herunterregulierung von
Ntcp und OATP, um eine weitere Aufnahme von Gallensduren und organischen
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Anionen zu verhindern und so die Hepatozyten zu schitzen. Andererseits wird das
Effluxsystem an der basolateralen Membran hochreguliert. Dazu gehéren MRP 3 und
MRP 4. Ersteres transportiert konjugiertes Bilirubin und andere organische Anionen
aus der Leberzelle, wahrend MRP 4 Gallensauren zusammen mit Glutathion
transportiert. Zudem wird die Gallensalz-Exportpumpe (BSEP) verstéarkt eingebaut,
so dass die Gallensauren vermehrt in die Galle sezerniert und die Hepatozyten

zusétzlich vor weiterer Schadigung geschiitzt werden. "2

1.1.3 Formen der Leberzellschéadigung bei Cholestase

Prinzipiell fuhrt der Anstieg von Gallenséduren oder anderen toxischen Substanzen
bei Cholestase, wie es z.B. bei der PBC und PSC vorkommt, zum Untergang der
Hepatozyten.” In vitro geschieht dies dosisabhdngig, wobei hydrophobe
Gallensduren in niedrigen mikromolaren Konzentrationen zu einem apoptotischen
Zellschaden fiihren, in héheren auch zu einer Nekrose.” Besonders die glycin-
konjugierte Chenodeoxycholsaure (GCDCA) hat einen starken apoptotischen
Effekt.”>’® In neuerer Zeit wird ein zusatzlicher dritter Mechanismus der Nekroptose
diskutiert, bei der Zellen einerseits Todesrezeptor-gesteuert, aber Caspasen-
unabhéngig geschadigt werden.”” Zur lllustration der verschiedenen Wege dient die

nachfolgende Abbildung "
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Bislang unveroffentlichte Daten unserer Arbeitsgruppe deuten darauf hin, dass die
Nekroptose eine bedeutende Rolle bei der Zellschadigung von Rattenhepatozyten
spielt, die mit GCDCA inkubiert wurden. Da humane Hepatozyten selbst in hohen
Konzentrationen kaum Apoptose zeigen, konnte die Nekroptose auch beim

Menschen von Bedeutung sein.

Die Nekrose fuhrt zu einer irreversiblen Zellschadigung, ausgelost z.B. durch
physikalische Verletzung. Im Gegensatz zur Apoptose kommt es zu einem
Anschwellen der Zelle, die Plasmamembran wird zerstort und die Lyse der Zelle
eingeleitet. Dadurch werden Bestandteile des Zytoplasmas freigesetzt, die dann

wiederum zu einer Entziindungsreaktion im umliegenden Gewebe fiithren.”

1.1.4 Mechanismen der Gallensauren-induzierten Apoptose in
Hepatozyten

Hydrophobe Gallensauren kénnen potentiell toxische Substanzen darstellen und
fuhren bei einer Cholestase zu einer Gewebeschéadigung. Die am besten untersuchte
Gallensaure ist die Glycochenodeoxycholsaure (GCDCA), die quantitativ
bedeutendste Gallensaure im menschlichen Serum bei Cholestase mit einer relativ
hohen Toxizitat.?*®* Die Schadigungen konnten in vivo und in vitro demonstriert
werden.??% Aufgrund der erschwerten Verfiigbarkeit von humanen Hepatozyten
wurde die Ratte haufig als Studienmodell verwendet.

GCDCA-induzierte Zellschadigung zeigte alle klassischen Merkmale der Apoptose.”™
Dies ist beispielsweise eine Aktivierung der Caspasen, daher wirken Caspase-

8485 \Weitere

Inhibitoren bei der GCDCA-induzierten Apoptose protektiv.
Untersuchungen beschrieben einen Zusammenhang mit der mitochondrialen
Stabilitat bzw. dem Mitochondrialen Membranpotential (MMP). Zudem kam es zu
einem Abbau des ATP Gehalts in der Zelle. Interessanterweise konnte die Stabilitat
des MMP Uber eine Hemmung der ,mitochondrial permeability transition pore*

(MPTP) durch die hydrophile Gallensaure UDCA erreicht werden.%¢%®

-9-



GCDCA kann Apoptose unabhangig von Liganden uber den Todesrezeptoren-
vermittelten Signalweg durch eine Oligomerisierung von Fas induzieren.®® Auch ist
die Produktion von ROS (reactive oxygen species), gefolgt von einer ,epidermal
growth factor receptor® (EGFR)-vermittelten Tyrosin-Phosphorylierung von Fas, ein
wichtiger Schritt bei der Einleitung der Apoptose durch Gallensauren.® Einen
weiteren Mechanismus stellt die Fas-unabhangige Aktivierung der Apoptose dar,
wobei GCDCA direkt Uber einen intrinsischen Mechanismus an den Mitochondrien
ansetzt, wenn der schnellere extrinsische Weg nicht zur Verfiigung steht.®

Eingeleitet durch die liganden-unabhangige Aktivierung von Fas, wird Caspase-8
aktiviert, was weitere Kaskaden des Caspase-Weges auslost und letztlich in der
Apoptose endet.” Eine Ubersicht iiber die wichtigsten Schritte bei der Gallenséure-

induzierten Apoptose gibt die folgende Abbildung. **

Endonucl
activit

Abbildung 4
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1.2 Apoptotischer Zelltod

1.2.1 Grundlagen

Kerr et al. pragten 1972% den Begriff der Apoptose, welcher sinngemaR das Abfallen
welker Blatter im Herbst bedeutet und sich aus dem Griechischen ableitet ( ,apo” =
ab, los; ,ptosis = das Fallen ). Die Apoptose ist ein energetischer Prozess, der durch
einen bestimmten Stimulus, entweder intrinsisch oder extrinsisch ausgel6tst wird und
kontrolliert ohne Zeichen von Zellruptur oder eines inflammatorischen Geschehens
ablauft.”® Morphologisch zeichnet sie sich durch einen Verlust der Adhasion im
Zellverband, eine nukledre Fragmentierung, die Kondensation von Chromatin und
durch ein sogenanntes ,membrane blebbing“ aus.?* SchlieRlich schrumpft die Zelle
und es bilden sich apoptotische Zellkérperchen ( ,apoptotic bodies“ ), die durch
Makrophagen und benachbarte Zellen, stimuliert durch das auf die Aul3enseite
translozierte Phosphatidylserine, phagozytiert werden.*

Ein weiteres begleitendes biochemisches Kennzeichen stellt die geordnete DNA-
Fragmentation dar. Dabei zerschneiden Endonukleasen die DNA in grol3e 50-300-Kb
Stlcke und dann weiter in kleine 180 bis 200 Basenpaarfragmente, die typisch sind
fur das klassische Sprossenleitermuster, welches in den meisten apoptotischen
Zellen vorgefunden wird.*®

Letztlich zerfallen die Zellfragmente in apoptotische Kérperchen, die dann durch
spezialisierte Phagozyten erkannt und phagozytiert werden. Dieser Prozess verlauft
insgesamt schnell und kann ein paar Minuten bis hin zu wenigen Stunden

andauern, 9697

Nichtsdestotrotz gibt es Hinweise, dass der Ubergang von Apoptose zur Nekrose
flieBend ist und es sogar gemeinsame Signaltransduktionswege gibt, so dass die
Apoptose nicht immer ohne Inflammation ablauft. In letzter Zeit wurde der Begriff der

,Nekroptose* gepragt.®®

Allein das Wort impliziert die enge Verknipfung beider
Prozesse. Ganz ahnlich der Apoptose finden sich auch hier kontrollierte und

programmierte Ablaufe.
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1.2.2 Bedeutung fur den Organismus

Apoptose spielt fur den Organismus eine wichtige Rolle, um defekte oder
fehlgebildete Zellen zu eliminieren. In der Embryonalentwicklung wird die Apoptose
eingesetzt, um den Koérper und einzelne Organe zu formen.**'° |Im Einzelnen
werden beispielsweise wahrend der Embryonalentwicklung die Haute zwischen den
Fingern apoptotisch entfernt. Auch bei Keimzellen spielt die Apoptose eine
gewichtige Rolle, da ein Ausbleiben zu Fehlbildungen fihren kann.

Des Weiteren kommt der Apoptose bei diversen Erkrankungen eine wichtige Rolle
zu, da es beispielweise beim Ausbleiben zu tumordsen Entartungen kommen
kann.***

Bei neurodegenerativen Krankheitsbildern wie Morbus Alzheimer und Morbus
Parkinson fiihrt eine Uberaktivierung der Apoptose zu den jeweils typischen
Krankheitshildern.'* Daher wird der Apoptose in der Grundlagenforschung groRRes
Interesse entgegengebracht, da man sich neue Therapiekonzepte bei den oben
genannten Krankheitsprozessen erhofft.

Weiterhin wird der Apoptose bei der Entstehung verschiedener hepatologischer
Krankheitsbilder eine wesentliche Rolle beigemessen. Beispielhaft sei eine Studie
genannt, die Apoptose in einem Mausmodell induzierte, was zu einem fulminanten
Leberversagen bei den betroffenen Tieren fiihrte.'%

Zudem fuhren Fehlregulierungen der Apoptose zur Entstehung von hepatozellularen
Karzinomen (HCC), was durch eine Mutation des p53 Onkogens begriindet ist.'**
Therapieziele sind daher die Apoptose bei diversen Leberschaden zu minimieren

oder auch bei Tumorerkrankungen zu modifizieren und gezielt einzusetzen.**

1.2.3 Molekulare Mechanismen der Apoptose

Es existieren derzeit zwei verschiedene Signalwege, Uber die die Apoptose
ausgelost werden kann und es so zu einer Aktivierung intrazellularer Proteasen und
Endonukleasen kommt.'°

Der erste ist ein rezeptorvermittelter (extrinsischer) Signalweg, der Uber
sogenannte Todesrezeptoren an der Plasmamembran der Zelle seinen Ausgang
nimmt. Aktuell sind acht verschiedene Todesrezeptoren bekannt, die alle zur ,tumor

necrosis factor” (TNF) Superfamilie gehoren. Am besten untersucht sind der TNF
-12 -



receptor 1 (TNF-R1) und Fas (CD95/Apo-1), weitere sind TRAIL-R1 und TRAIL-R2
(,tumor necrosis factor related apoptosis inducing ligand receptor® 1 and 2).*°® Uber
die jeweiligen Liganden/Rezeptor-Komplexe kommt es zu einer Aktivierung
verschiedener Adapterproteine (z.B. ,Fas-associated death domain®, FADD) und
Proenzyme (Pro-Caspase-8 und-10), die in ihrer Gesamtheit als sogenannter DISC
(,death inducing signaling complex®) bezeichnet werden.*®” Uber autoproteolytische
Prozesse werden nun die Caspasen, insbesondere Caspase-8, in ihre aktive Form
versetzt und weitere nachgeordnete Caspasen fiihren zur Apoptose.*®®

Nachfolgende Abbildung gibt einen Uberblick zum extrinsischen Weg*®” :

~
~
Abbildung 5

Der zweite mitochondriale (intrinsische) Signalweg wird durch mitochondriale

Funktionsstérungen ausgelost. Als Trigger kommen u.a. UV-Strahlung, Toxine,

oxidativer Stress oder auch einige Chemotherapeutika in Frage.'® Als Folge kommt

es zu einer Verdnderung der mitochondrialen Membranstabilitat, wobei durch den

Einbau eines ,mitochondrial permeability transition pore“ (MPTP) das mitochondriale
-13-



Membranpotential (MMP) so verandert wird, dass es zu einer Abgabe
mitochondrialer Proteine in das Zytosol kommt. Zu diesen z&hlen pro-apoptotische
Fraktoren wie Cytochrom ¢, SMAC/DIABLO (,second Mitochondria-derived Activator
of Caspases/Direct IAP-Binding Protein with low PI*), HtrA2/Omi, AIF (,apoptosis
inducing factor), Bid und die Endonuklease G. Diese wiederum fordern die
Aktivierung bestimmter Proteasen und den Abbau von Chromatin.**"**°

Cytochrom c¢ bindet anschlieRend an Apaf-1 (,apoptosis associated factor” 1) und
aktiviert die wichtige Caspase-9. Dieser Komplex wird als Apoptosom bezeichnet,
wodurch weitere Caspasen, die Effektorcaspasen-3, -6 und -7 aktiviert werden und
zum Zelluntergang fiihren.*

Der Rezeptor-vermittelte und der mitochondriale Signalweg sind nicht als strikt
voneinander getrennt zu betrachten, sondern stehen vielmehr tUber das Bid Protein in
Verbindung. Dieses Protein ist in der Lage Cytochrom c¢ aus den Mitochondrien

freizusetzen, nachdem es durch die Caspase-8 aktiviert wurde.***?

1

Die Graphik aus ** veranschaulicht diese Beziehung:

Bcl-2
Bel-x,

Abbildung 6
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Caspasen, die prinzipiell zu der Familie der Proteasen gezahlt werden, spielen eine
zentrale Rolle wahrend des Zellunterganges.'*® Caspasen liegen im Zytosol der
Zellen als inaktive Proenzyme vor und mussen durch Proteolysen in ihre aktive Form
versetzt werden. Caspasen spalten ihre Substrate an deren Karboxylgruppe an
einem Aspartatrest. Sie selbst wiederum benétigen eine Aktivierung ihres
Aspartatrestes, um ihre Kkatalytische Aktivitdt zu erreichen und kodnnen so
kaskadenartig weitere Caspasen aktivieren.'®” Derzeit sind 14 Caspasen bei
Saugetieren bekannt, von denen 12 auch beim Menschen sicher identifiziert wurden
(Caspase -1, -2, -3, -4, -5, -6, -7, -8, -9, -10 und -12). Caspasen kdnnen in
Initiatorcaspasen (-2, -8, -9, -10) und Effektorcaspasen (-3, -6, -7) unterteilt werden.
Erstere werden durch ihre Bindung an Adaptern (z.B. FADD oder Apaf-1) in einem
autokatalytischen Prozess aktiviert und freigesetzt. Die Effektorcaspasen sind nicht
fahig, sich selbst zu aktivieren und bendtigen daher immer die Proteolyse, ausgeldst
durch die Initiatorcaspasen, um nun die typischen, morphologischen Veranderungen
der Apoptose in der Zelle, wie Zytoskelettumwandlung und ,membrane blebbing"
auszuldsen. %>’

Nur die oben genannten Caspasen spielen fir die Apoptose eine Rolle. Andere wie

Caspase-1, - 4, -5 und -11 sind bei der Inflammation beteiligt.***

Viele zytoplasmatische Proteine werden fiir einen geordneten Ablauf der Apoptose
bendtigt. Darunter besonders hervorzuheben ist die Bcl-2 Familie, die zum einen
aus pro- aber auch anti-apoptotischen Mitgliedern besteht. Diese Proteine setzen an
Mitochondrien an, je nach Uberwiegen der pro- oder anti-apoptotischen Signalen
entscheidet sich, ob der intrinsische Signalweg initiiert wird oder nicht.*®’

Bis zu 20 verschiedene Proteine aus der Bcl-2 Familie sind derzeit bekannt, die eine
Sequenzhomologie in einer der vier Domanen besitzen, die ,Bcl-2 homology“ (BH)-
Doménen 1 bis 4.1*>!® Weiter kann in 3 Subklassen unterschieden werden, wobei
die erste die anti-apoptotischen Proteine Bcl-2, Bcl-xL und Mcl-1enthalt. Diese sind
vornehmlich in den Mitochondrien lokalisiert, koénnen aber auch im
endoplasmatischen Retikulum und der Kernmembran vorkommen. Die anderen
beiden Subklassen zeichnen sich durch pro-apoptotische Eigenschaften aus und
werden zum einen bezeichnet als ,multi-domain Bax-like proteins®, wie Bax und Bak

und die ,BH3 only“ Gruppe wie z.B. Bid, Bad, Noxa und Puma.®’
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In gesunden Zellen liegt Bax im Zytosol als Monomer vor, unterzieht sich, ausgelost
durch einen apoptotischen Stimulus, einer Strukturdnderung und lagert sich an der
Mitochondrienmembran an. Dies fihrt zu einer Permeabilitatssteigerung und
konsequenterweise zu einer Veranderung des MMP. 7119

Durch bestimmte Todessignale werden die ,BH3 only“ Proteine aktiviert und
aktivieren ihrerseits Bax und Bak durch entweder eine direkte Wechselwirkung oder
dadurch, dass bestimmte anti-apoptotische Stimuli geblockt werden.'?2*

Dieser Prozess ist fur das Zustandekommen einer mitochondrialen Funktionsstérung
notwendig und damit auch ein wichtiger Prozess bei der Apoptose.

Wie bereits weiter oben erwahnt, stellt das ,BH3-only“-Protein Bid eine wichtige
Verbindungstelle zwischen extrinsischem und intrinsischem Signalweg dar. Uber
Caspase-8, die ihrerseits durch Todesrezeptoren eingeschaltet wurde, transloziert
Bid zu den Mitochondrien, um dort die Aktivierung von Bax und Bak zu vermitteln.

Dies ist entscheidend fiir die Permeabilisierung der Mitochondrienmembran. "2

1.2.4 Apoptose wahrend Cholestase

Schon im ersten Kapitel wurde die Cholestase und ihre Ursachen naher beleuchtet.
Akkumulation hydrophober Gallenséduren spielt dabei eine entscheidende Rolle.>%®
Zum einen fihrt dies zum Anschwellen des Hepatozyten, Ruptur der
Plasmamembran und als Folge zum Austritt intrazellularer Bestandteile, was
Charakteristika der Nekrose entspricht. Daneben ist aber auch die Apoptose ein
entscheidender Schadigungsmechanismus wahrend der Cholestase.*?*?* Obwohl
die intrazellularen Bestandteile in membranumschlossenen Kdrpern bleiben, kann es
bei einer Uberschreitung der Phagozytoseaktivitat zu einer inflammatorischen
Antwort kommen. Dies wurde beispielhaft nachgewiesen, als man intrazellulare
Enzyme im apoptotischen Lebergewebe nachweisen konnte.®’*%

Es herrscht zudem Konsens darUber, dass die Apoptose konzentrations- und
zeitabhangig auftritt, wobei niedrige Dosen apoptotisch wirken und es in héheren zu
nekrotischen Prozessen kommt.”>*%°

Histologisch zeigen sich typische Merkmale der Apoptose wie die DNA-
Fragmentation, die sich z.B. lichtmikroskopisch nachweisen lasst. Eine weitere

Mdglichkeit der Darstellung bietet die TUNEL-Technik (,terminal deoxynucleotide
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transferase-mediated deoxyuridine triphosphate nick end-labeling®), welche das 3'-
OH-Ende des DNA-Fragments darstellt. Die apoptotischen Leberzellen erscheinen
wie runde, azidophile Korper, die aus dem Zellverband herausgelost sind. Diese
sogenannten ,apoptotic bodies* werden bei einer ganzen Reihe von
Lebererkrankungen als ,Councilman bodies* beschrieben. 26127

Aufgrund dessen erscheint es sinnvoll, nach Therapieoptionen zu suchen, die bei der

Apoptose ansetzen, um hepatozellulare Erkrankungen behandeln zu kdnnen.

1.2.5 Mitochondriales Membranpotential

Es herrscht ein allgemeiner Konsens dartiber, dass die mitochondrialen Funktionen
bzw. Veranderungen in deren Ablaufen eine wichtige Rolle bei apoptotischen
Prozessen spielt.’***?® Wie schon in einem fritheren Abschnitt erwahnt, ist hierbei die
.,mitochondrial permeability transition pore* (MPTP) oder auch ,mitochondrial
permeability transition® (MPT) von entscheidender Bedeutung. Dadurch kommt es zu
einer Permeabilitdtsveranderung an der Mitochondrienmembran, was zum
Anschwellen der Mitochondrien wund letztlich zum Zusammenbruch des
mitochondrialen Membranpotentials fiihrt. Diese Membranveranderungen sind das
Ergebnis einer Fehlregulation des ,adenine nucleotid translocator (ANT) der fir den
geregelten Austausch von ATP/ADP verantwortlich ist.**'% Ein Beweis fir die
zentrale Rolle des MPT im Prozess der Apoptose konnte durch Studien belegt
werden in denen es gelang, durch die Blockade des MPT mit Ciclosporin A einen
Zelluntergang zu verhindern.®* In isolierten Mitochondrien konnte zudem gezeigt
werden, dass Bax Uber einen direkten Weg das MPT beeinflusst und die Freisetzung
von Cytochrom c stimuliert.’®" Diverse Studien legen einen Zusammenhang mit
Gallensauren-induziertem Zelluntergang und mitochondrialer Schadigung, wie z.B.
ein Anschwellen der Mitochondrien in gallengangsligierten Ratten oder auch das
Auftreten morphologischer Veranderungen in isolierten Mitochondrien aus einer

Rattenleber nach Inkubation mit hydrophoben Gallensauren nahe.!3%13°

Wie eingangs erwahnt, kommt es als Konsequenz des MPT zu einem

Zusammenbruch des MMP ( AW, ), was die Atmungskette in ihrer Funktion

beeintrachtigt und die lebensnotwendige ATP-Produktion wird gestort.*?®> Weiterhin

werden reactive oxygen species“ (ROS) gebildet und diverse mitochondriale
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Proteine werden freigesetzt. Die initiale Offnung der MPT und die darauffolgende
Stérung des MMP kann durch verschiedene Faktoren der Apoptose, wie Caspasen
oder pro- und anti-apoptotische Bcl-2 Proteine, getriggert werden.?*%

Die hydrophile Ursodeoxycholsaure (UDCA) hat bekanntermafl3en einen positiven
Einfluss bei cholestatischen Erkrankungen. Auch gibt es Studien, die einen
stabilisierenden Effekt der UDCA auf das MMP aufweisen und zusatzlich eine
Translokation von Bax verhindert wurde.**’

Folgende Abbildung aus '* zeigt ein Modell wie Mitochondrien bei der Cholestase

verandert und beteiligt sind.

Abbildung 7
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1.3 Fragestellungen der Arbeit

1. Wirkt die B-Murichols&aure in primaren Hepatozyten von Maus und Ratte,

sowie in HepG2-Zellen antiapoptotisch?

Die B-Muricholséaure ist eine stark hydrophile Gallensauren, deren choleretische und
zellprotektiven Effekte in vitro und in vivo bereits demonstriert werden konnten.
Allerdings existieren bisher keine Daten bezuglich einer mdglichen anti-

apoptotischen Wirkung bei Gallensauren-induzierter Apoptose in Hepatozyten.

2. Welche Mechanismen spielen dafiir eine ursachliche Rolle?

Ebenfalls unklar ist der zu Grunde liegende Pathomechanismus eines maoglichen
protektiven Effekts. Untersucht wurden daher insbesondere die Veréanderungen des
mitochondrialen Membranpotentials und die Bax-Translokation in HepG2-Zellen nach
Behandlung mit Tauro-BMuricholsaure (TBMCA) in Kombination mit toxischen,

hydrophoben Gallenséuren.

3. Wie reagieren Hepatozyten verschiedener Spezies auf hydrophobe und

hydrophile Gallensauren?

Das am haufigsten verwendete Tiermodell flr experimentelle Cholestase ist die
Ratte, gefolgt von der Maus. Ziel war es, Hepatozyten verschiedener Spezies
hinsichtlich ihrer apoptotischen Eigenschaften zu vergleichen.

Dazu wurden primare Hepatozyten von Ratte, Maus, Mensch und Hamster mit
verschiedenen Gallensauren inkubiert und gleichzeitig an verschiedenen Zeitpunkten

die Apoptoserate gemessen.
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2 Material

2.1 Puffer und L6sungen

- Blocking-Puffer: 5% Milchpulver 0. 1% Milchpulver + 1% Albumin ad TBS-T

- ECL-Lésung (1): 0,1 M Tris; pH 8,5, 25 mM Luminol; 0,4 mM p-
Hydroxyzimtsaure

- ECL-L6sung (2): 0,1 M Tris pH 8,5; 6 mM Wasserstoffperoxid

- Hanks A Puffer: 120 mmol/l NaCl, 5 mmol/l KCI, 0,4 mmol/l KH,PO,, 0,2
mmol/l NazHPO,4 25 mmol/l NaHCOs3, 0,5 mmol/l EGTA, 0,1 % D-Glucose; 37
‘C;pH7,4

- Hanks B Puffer 120 mmol/l NaCl, 5 mmol/l KCI, 0,4 mmol/l KH,PO,, 0,2
mmol/l NaHPO,4 25 mmol/l NaHCO3, 0,4 mmol/l MgSO,, 0,5 mmol/l MgCl,, 3
mmol/l CaCl,, 0,1 % D-Glucose; 37 °C; pH 7,4

- Lysepuffer: 20 mM Trias-HCL, pH 8,0; 150 mM NaCl; 1% Triton-X 100; 2 mM
EDTA; Complete; 0,1 mM NaVOs; 10 mM NaF

- DNA-Auftragspuffer (10x): 10 mM Tris-HCI, 50 mM EDTA 1% SDS (w/v), 30 %
Glycerin (w/v), 0,1 % Bromphenolblau (w/v); pH 8,0

- [H%-TCA-Aufnahme-Puffer: 10 mM Hepes, 100 mM NaCl, 2 mM KCI, 1 mM
CaCl,, 1 mM MgCl,, 5,5 mM D-Glucose; pH 7,5

- [H]-TCA-Inkubationspuffer: 100 pl [H®]-TCA-Stop-Puffer, 10 ul [H%]-
Taurocholat (3Ci/mM), 9,89 ml [H*]-TCA-Aufnahme-Puffer

- [H®]-TCA-Stop-Puffer: [H*-TCA-Aufnahme-Puffer mit 1mM TCA

- PBS: 137 mM NacCl; 2,7 mM KCl, 6,6 mM Na,HPO,; 1,5 mM KH,PO4 (pH 7)

- TAE-Puffer (50x): 2 M Tris-HCI, 5,71 % Essigsaure, 0,1 M EDTA; pH 8,5

- SDS-Elektrophoresepuffer: 25 mM Tris/HCI; 192 mM Glycin, 0,1 % (w/v) SDS

- SDS-Probenpuffer (2x): 62,5 mM Tris/HCI, pH 6,8; 25 % (w/v) Glycerin; 2%
SDS; 0,01 % (w/v) Bromphenolblau; 5,3 % (v/v) B-Mercaptoethanol

- SDS-Sammelgelpuffer (4x): 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8

- SDS-Trenngelpuffer (4x): 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8

- Essigsaure 5 %

- TBST: 20 mM Tris-HCI, pH 7,6; 137 mM NacCl; 0,1 % Tween 20

- Transferpuffer: 25 mM Tris-HCI; 192 mM Glycin; 10 % (v/v) Methanol
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2.2 Komplexe Reagenzien und Reaktions-Sets (,,Kits“)

- BioRad Protein Assay (BioRad, Minchen)

- NucleoSpin RNA Il (Machery-Nagel, Duren)

- QuantiTect SYBR Green PCR Kit (Quiagen, Hilden)

- Apo-ONE Homogeneous Caspase-3/7-Assay (Promega, Madison USA)
- WST-Assay fur Zellviabilitat (Invitrogen, Carlsbad USA)

2.3 Sonstige Materialen, Chemikalien und Gerate

- Brutschranke (Heraeus, Hanau)

- Cytofluor Series 4000 (PerSeptive Biosystems)

- Elektrophorese-/Transferkammern (Bio-Rad)

- Fluoreszensmikroskop Axiovert 135TV mit Axiocam MPm (Zeiss, Oberkochen)

- Heizblock (Eppendorf)

- Lichtmikroskop IX 50 (Olympus, Norwegen)

- Photoentwicklermaschine (Agfa)

- Pipetten (Eppendorf)

- Quantitativer PCR-Cycler RotorGene RG-3000 (Corbett Research, Australia)

- Sterilbank (Heraeus, Hanau)

- Tischzentrifuge 3200 (Eppendorf)

- Wasserbader (Haake Fisions, GFL, Julabo)

- Whatman-Filterpapier (Whatman)

- Hyperfilm ECL von Amersham Biosciences (Buckingshamshire, UK)

- PVDF-Membran (0,45 uM Porengr63e) und Sterifilter von Milipore (Bedford,
USA)

- 40 % Acrylamid/Bis Solution 29:1 (3,3 % C), Protein Assay Farbstoff-
Konzentrat und Protein-Marker fur SDS-PAA-Gele von Bio-Rad (Minchen)

- Hochst-Farbstoff von Gibco/Invitrogen (Karlsruhe)

- Apo-ONE Homogeneous Caspase-3/7 Substrat und Puffer von Promega
(Madison, WI, USA)

- Natrium-Pentobarbital (Narcoren) von der Firma Merial GmbH (Halbergmoos)
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2.4 Antikorper

- polyklonaler Bcl-xL von Cellsignaling
- polyklonaler Bcl-2 von Cellsignaling
- polyklonaler Bad von Cellsignaling

- polyklonaler rabbit Bax Ab-8 von Neomarkers
- goat anti rabbitigG-HRP

- goat anti mouse von SantaCruz

- polyklonaler Bax von Abcam (7977)
- Aktin

- GAPDH

- JC-1 (Fluoreszenzfarbstoff)

- DMSO, GCDCA, TUDCA, TBMCA
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3 Methoden

3.1 Isolation und Gewinnung primarer Hepatozyten

3.1.1 Primare Rattenhepatozyten

Méannliche Sprague-Dawley Ratten wurden von Charles River (Sulzfeld) bezogen.
Die Tiere befanden sich in Kafigen mit konstanter Temperatur von 24 °C und 12 h
Tag/Nacht-Rhythmus. Freier Zugang zu Nahrung und Wasser war gewahrleistet.

Nach intraperitonealer Betdubung der Tiere mittels Natrium-Pentobarbital (Narcoren),
wurde die Bauchdecke er6ffnet und der Darm zur Seite geschoben. Daraufhin wurde
die Leistenregion er6ffnet und 0.05 ml Heparin in eine oberflachliche Inguinalvene
injiziert. Im Anschluss wurde die V.portae kandliert und die V.cava inf. ligiert. Die
Leber wurde nun mit praoxygeniertem und auf 37°C temperierten Hanks A Puffer fur
ca. 10 min perfundiert. Um einen zu starken Druckanstieg in der Leber zu vermeiden,
wurde die V.cava inf. kurz unterhalb der Ligatur ertffnet und ein freier Ablauf des
Perfusats gewahrleistet. Wahrenddessen wurde der Brustraum eroffnet, die V.cava
sup. ebenfalls kandliert, um dann die Leber im Rezirkulationsverfahren, mit nun
verschlossener Ligation der V. cava sup., mit einem Collagenase enthaltenden Puffer
(0,23 g/l) fur weitere 5 min zu perfundieren, bis sich der Zellverband auflést. Die
Zellen wurden nun durch Schutteln in gekihltem Hanks B Puffer ausgelést und
anschlieBend durch ein Nylongewebe von 80 um Maschenweite gesiebt. Durch
Zentrifugation mittels Percoll Gradienten wurden die Zellen weiter gereinigt und der

die toten Zellen enthaltende Uberstand wurde verworfen.

3.1.2 Primare Maushepatozyten

Mannliche BL/6 - Mause wurden von Charles River (Sulzfeld) bezogen. Die Tiere
befanden sich in Kafigen mit konstanter Temperatur von 24 °C und 12 h Tag/Nacht-
Rhythmus. Freier Zugang zu Nahrung und Wasser war gewabhrleistet.

Nach intraperitonealer Betdubung der Tiere mittels Natrium-Pentobarbital (Narcoren)

wurde die Bauchdecke erdffnet und der Darm zur Seite geschoben. Daraufhin wurde
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die Leistenregion er6ffnet und 0.02 ml Heparin in eine oberflachliche Inguinalvene
injiziert. Aufgrund der kleineren GefalRverhaltnisse bei der Maus, wurde die Leber
retrograd Uber die V. cava inf. perfundiert. Die V. portae diente als Abfluss, um zu
hohe Druckverhaltnisse zu vermeiden. Die V. cava sup. wurde, nach Eréffnung des
Brustraumes ligiert, um eine optimale Perfusion der Leber zu gewahrleisten. Die
Leber wurde nun mit praoxygeniertem und auf 37°C temperierten Hanks A Puffer fur
ca. 10 min perfundiert, sowie im Anschluss mit einem Collagenase enthaltenden
Puffer (0,23 g/l) fir weitere 5 min perfundiert, bis sich der Zellverband auflste. Die
Zellen wurden nun durch Schitteln in gekuhltem Hanks B Puffer ausgel6ést und
anschlieBend durch ein Nylongewebe von 80 um Maschenweite gesiebt. Durch
Zentrifugation mittels Percoll Gradienten wurden die Zellen weiter gereinigt und der
die toten Zellen enthaltende Uberstand wurde verworfen.

3.1.3 Primare Hamsterhepatozyten

Mannliche syrische Hamster wurden von Charles River (Sulzfeld) bezogen. Die Tiere
befanden sich in Kafigen mit konstanter Temperatur von 24 °C und 12 h Tag/Nacht-
Rhythmus. Freier Zugang zu Nahrung und Wasser war gewéabhrleistet.

Nach intraperitonealer Betdubung der Tiere mittels Natrium-Pentobarbital (Narcoren)
wurde die Bauchdecke er6ffnet und der Darm zur Seite geschoben. Daraufhin wurde
die Leistenregion er6ffnet und 0.05 ml Heparin in eine oberflachliche Inguinalvene
injiziert. Im Anschluss wurde die V. portae kanuliert und die V. cava inf. ligiert. Die
Leber wurde nun mit praoxygeniertem und auf 37°C temperierten Hanks A Puffer fir
ca. 10 min perfundiert, um einen zu starken Druckanstieg in der Leber zu vermeiden,
wurde die V. cava inf. kurz unterhalb der Ligatur erdffnet und ein freier Ablauf des
Perfusats gewahrleistet. Wahrenddessen wurde der Brustraum eréffnet, die V. cava
sup. ebenfalls kanuliert, um dann die Leber im Rezirkulationsverfahren, mit nun
verschlossener Ligation der V. cava sup., mit einem Collagenase enthaltenden Puffer
(0,23 g/l) fur weitere 5 min zu perfundieren, bis sich der Zellverband auflést. Die
Zellen wurden nun durch Schitteln in gekihltem Hanks B Puffer ausgelést und
anschlieBend durch ein Nylongewebe von 80 um Maschenweite gesiebt. Durch
Zentrifugation mittels Percoll Gradienten wurden die Zellen weiter gereinigt und der

die toten Zellen enthaltende Uberstand wurde verworfen.
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3.2 Kultivierung primarer Hepatozyten

3.2.1 Primare Rattenhepatozyten

Die Zellen wurden in L-15 Medium (5% FCS , 15mmol/l HEPES pH 7,4, 2mmol/l L-
Glutamin, 5mmol/l Glucose, 0.1 pmol/L Insulin, 0,1 pumol Dexamethason, Antibiotika
und Antimykotika), des Weiteren in Williams E Medium (5 % FCS, 2 mmol/l L-
Glutamin, 0,1 pmol/l Insulin, 0,1 pol/l Dexamethason, Antibiotika und Antimykotika)
supplementiert und zentrifugiert. Nach Trypanblau-Farbung lag der Anteil lebender
Zellen im Mittel bei 90,7 %. Die Aussaat erfolgte in mit Collagen beschichteten
KulturgefaRen in supplementiertem L-15 Medium, sowie Williams E Medium. Die
Kultivierung erfolgte bei 37°C mit 5% (Williams E) und ohne (L-15) CO, Anteil. Nach
4- bzw. 24-stindiger Kultivierung wurden die Zellen mit den Gallensauren, TLCA,
GCDCA, TUDCA, TBMCA den Mischungen TLCA + TUDCA, GCDCA + TUDCA,
GCDCA + TBMCA und DMSO (0,1 %) als Negativkontrolle, stimuliert. Innerhalb
dieser Kultivierzeit wurden die Zellen nach 4 und 20 Stunden mit HBSS-HEPES
gewaschen, sowie ein Mediumwechsel durchgefuhrt. AnschlieBend erfolgte die

Stimulierung durch Gallensauren fir 4 Stunden.

3.2.2 Primare Maushepatozyten

Die Zellen wurden sowohl in L-15 Medium (5% FCS , 15mmol/l HEPES pH 7,4,
2mmol/l L-Glutamin, 5mmol/l Glucose, 0.1 pmol/L Insulin, 0,1 pmol Dexamethason,
Antibiotika und Antimykotika), als auch in Williams Medium E (5% und 10% FCS, 2
mmol/l L-Glutamin, 0,1 pmol/l Insulin, 0,1 pmol Dexamethason, Antibiotika,
Antimykotika) supplementiert und zentrifugiert. Nach Trypanblau-Farbung lag der
Anteil lebender Zellen im Mittel bei 92, 5 %. Die Aussaat erfolgte in mit Collagen
beschichteten Kulturgefallen in supplementiertem L-15 Medium, sowie Williams
Medium E. Die Kultivierung erfolgte bei 37°C ohne (bei L-15) und mit 5% (bei
Williams Medium E) CO, Anteil. Nach 4- und 24-stindiger Kultivierung wurden die
Zellen mit den Gallensauren, TLCA, GCDCA, TUDCA, TBMCA den Mischungen
TLCA + TUDCA, GCDCA + TUDCA, GCDCA + TBMCA und DMSO (0,1%) als

Negativkontrolle, stimuliert. Innerhalb dieser Kultivierzeit wurden die Zellen nach 4
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und 20 Stunden mit HBSS-HEPES gewaschen, sowie ein Mediumwechsel
durchgefiihrt. Anschlielend erfolgte die Stimulierung durch Gallensauren fir 4
Stunden.

3.2.3 Primare Hamsterhepatozyten

Die Zellen wurden in Williams Medium E (5% FCS, 2 mmol/l L-Glutamin, 0,1 pmol/I
Insulin, 0,1 umol Dexamethason, Antibiotika) supplementiert und zentrifugiert. Nach
Trypanblau-Farbung lag der Anteil lebender Zellen im Mittel bei 95,5 %. Die Aussaat
erfolgte in mit Collagen beschichteten Kulturgefal3en in supplementiertem Williams
Medium E. Die Kultivierung erfolgte bei 37°C mit 5% CO, Anteil. Nach 2- und 24-
stiindiger Kultivierung wurden die Zellen mit den Gallensauren, TLCA, GCDCA,
TUDCA, den Mischungen TLCA+TUDCA, GCDCA+TUDCA und DMSO als
Negativkontrolle, stimuliert. Innerhalb dieser Kultivierzeit wurden die Zellen nach 4
und 20 Stunden mit HBSS-HEPES gewaschen, sowie ein Mediumwechsel
durchgefiihrt. AnschlieBend erfolgte die Stimulierung durch Gallenséauren fir 4

Stunden.

3.3 Kultivierung von HepG2-Ntcp Zellen

HepG2-Ntcp Zellen wurden in supplementietem MEM von PAA (Pasching,
Ostereich) (minimal essential medium, 10 % fotales Kalberserum, 2 mmol/L L-
Glutamin, 1mmol/L Na-Pyruvat, 1 % nichtessentielle Aminoséuren, 100 U/ml
Penicillin, 0,1 g/l Streptomycin und 1 g/l G418 Sulfat; pH 7,4, 37°C, 5 % CO; )
angezichtet.

Ein Mediumwechsel erfolgte 2x pro Woche, 1x pro Woche wurde eine Zellpassage
mit Trypsin/EDTA-1x-Losung durchgefiuihrt. Nach 24 Stunden Kultur wurden die
Zellen fur weitere 4 Stunden mit den Gallensauren GCDCA (Sigma, Taufkirchen,
Deutschland), TUDCA (Calbiochem, Nottingham, Grof3britannien) oder TBMCA
(Steraloids, Newport, RI, USA) alleine oder in den Kombinationen GCDCA + TUDCA
und GCDCA + TBMCA in einer Konzentration von 25 pmol/l, inkubiert. Als Kontrolle

wurden die Zellen zusatzlich mit DMSO (0,1%) inkubiert. Als zusatzliches toxisches
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Agens diente die freie Fettsaure Palmitat, die alleine oder in Kombination mit TBMCA

verwendet wurde.

3.4 Stabile Transfektion der HepG2 Zellen

Zur stabilen Transfektion mit Ratten-Ntcp wurden die HepG2 Zellen auf 6-Well-
Platten aufgetragen. Dann wurden sie mit einem pcDNA 3.1/Ntcp-Konstrukt
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) transfiziert.®®* Um eine Auslese zugunsten der
erfolgreich transfizierten Zellen zu ermdglichen, enthielt das transfizierte Plasmid
zusatzlich ein Resistenzgen gegen das Antibiotikum Geneticin.

Das Kulturmedium wurde durch je 2 ml serumfreies komplettes Medium ersetzt. Zur
Herstellung des Transfektionsgemisches wurden 100 pl Optimem + 5 ul Fugene-
Reagens (Roche, Mannheim, Deutschland) fir 10 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Dann erfolgte die Zugabe von 2 pg der Plasmid-cDNA und eine weitere
Inkubation fir 20 Minuten. Nach 4-8 h erfolgte die Zugabe von 10 % FCS in jeweils
100 ul des Transfektionsgemisch mit anschlieRender Inkubation fir 24 h bei 37 °C
und 5 % CO,. Danach wurden die Zellen mit PBS gewaschen, mit 1x Trypsin/EDTA
fur 5 Minuten inkubiert und zur Neutralisation MEM zugegeben. In 10 cm
Petrischalen erfolgte nach 24 h die Zugabe von 1 mg Geneticin (G418) und die
Anzichtung fur 14-21 Tage. Isolierte Klone wurden in je einer Vertiefung einer 24
Well-Platte ausgesat und mit 1 ml MEM und 1mg/ml Geneticin (G418) kultiviert.
Dadurch wurde eine kontinuierliche Selektion zu Gunsten der effizienten
transfizierten HepG2 Zellen erreicht. Nachdem die Zellen eine ausreichende
Konfluenz erreicht hatten, wurden sie entweder tiefgefroren und wie weiter oben

erwahnt fir die Versuche weiterverwendet.

3.5 Apo-ONE Homogeneous Caspase-3/7-Aktivitatsassay

Zur Erfassung der Caspase-3/7-Aktivitat als Indikator fir Apoptose in unserem
Zellmodell wurde ein kommerzieller Assay (Apo-ONE Homogeneuos Caspase-3/7-
Assay, Promega Corporation, Madison, WI, USA) verwendet.

Primare Hepatozyten wurden 4h vor Durchfihrung des Caspase-3/7-Assay mit

verschiedenen Gallensauren stimuliert. Folgende Gallensauren wurden verwendet;
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GCDCA, TLCA, TUDCA und die Mischungen GCDCA mit TUDCA und TLCA mit
TUDCA. Es wurden verschiedene Konzentrationen verwendet, ebenso wurde bei
jedem Versuch eine Negativkontrolle (drei Vertiefungen) mit DMSO mitgefuhrt. Pro
Versuchskonzentration wurden drei verschiedene Vertiefungen verwendet. Die
Gallensauren wurden, gemall den unterschiedlichen Konzentrationen, in L-15
Medium, sowie Williams Medium E ohne Zusétze geldst und anschlieRend wurden
pro Vertiefung 50 pl der einzelnen Gallensauren pipettiert. Nach 2 oder 4 h
Stimulation bei 37°C wurden jeder Vertiefung 50 pl des Homogeneous Caspase-3/7-
Testreagenz beigefugt. Dieses setzte sich zusammen aus dem (Z-DEVD)2-
Rhodamin 110 Substrat, das 1:100 in dem Lysepuffer von Promega gel6st wurde.
Nach Zugabe der Testreagenz wurde die 96-Well-Platte fur ca. 30 min bei RT auf
einem Plattenschittler bis zum Ablesezeitpunkt durchgemischt. Die Messung erfolgte
in einem Fluorimeter (Zytofluor, PerSeptive Biosystems, Framingham, MA, USA) bei
einer Exzitationslange von 485+/-20 nm und einer Emissionslénge von 530+/-25 nm.
Die gewertete Caspase-3/7-Aktivitat entsprach dem Mittelwert der drei
Einzelmessungen. Um mehrere Versuche vergleichen zu kénnen, wurde die nicht
stimulierte Negativkontrolle gleich 1 gesetzt.

Theorie: Der spezielle Lysepuffer permeabilisiert die Zellen, so dass die
intrazellularen Stoffe in das Medium freigesetzt werden. Durch die freigesetzten
aktivierten Caspasen-3 und -7 werden die DEVD-Peptide durch sequenzielle
Spaltung entfernt und die Rhodamin 110-Gruppe beginnt unter gleichzeitiger
Anregung bei 499 nm intensiv zu fluoreszieren. Das Emmisionsmaximum liegt bei
521 nm. Die Menge der entstandenen fluoreszierenden Substanz ist porportional der
Caspase-3/7-Aktivitat der Probe.

3.6 Hoechst 33342-Farbung

Die auf 12-Well-Platten ausgesaten Zellen wurden nach 4 h und 24 h Kultur
stimuliert. Die Stimulierung erfolgte durch Gallensduren in verschiedenen
Konzentrationen, welche in L-15 Medium oder Williams Medium E ohne Zuséatze
geldst wurden. Pro Well wurden 500 ul der Gallenséuren beigefiigt. Nach 2- oder 4-
stiindiger Stimulation bei 37°C wurden Gallensauren mit PBS gewaschen und
anschlieBend das Hoechst-Reagenz, 1:2000 mit PBS verdinnt, beigefligt. Im

Fluoreszenzmikroskop konnte der Grad der Zellfragmentierung festgestellt werden.
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3.7 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung erfolgte mit dem BioRad Protein Assay der Firma BioRad
(Munchen). Es wurden jeweils Doppelbestimmungen angesetzt. Die Proteinproben
wurden wie folgt verdunnt, 1pl Zelllysat 1:800 in ddH,0. 800 pl verdinnte
Proteinproben wurden anschlieRend mit 200 ul Farbstoff-Konzentrat vermischt und
10 min bei RT inkubiert. Danach wurde das Reagenz gevortext und die fertigen
Reaktionslosungen wurden in Kuvetten umgeftillt. Bei einer Wellenlange von 595 nm
wurde die Extinktion ermittelt. Die Ermittlung der Proteinkonzentration erfolgte durch
den Vergleich mit den Standardverdiinnungen.

3.8 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)

SDS-Page (Abkirzung fur engl. sodium dodecylsulfate polyacrylamid gel
electrophoresis) benutzten wir, um die Proteine der Grof3e nach aufzutrennen und zu
analysieren. Zur Auftrennung wurden die denaturierten Proben auf ein Gel aus
Polyacrylamid geladen.

Zu Anfang wurde das Trenngel/Sammelgel angesetzt, bestehend aus 40%igem (w/v)
Acrylamid/N"N"-Methylen-Bis-Acrylamid, Trenngelpuffer/Sammelgelpuffer, ddH,0 und
SDS. Meistens wurden 10 bis 15%ige Trenngele und 3 oder 4%ige Sammelgele
verwendet. Nachdem die Bestandteile des Gels in eine Saugflasche pipettiert
wurden, entgasten wir diese fur 15 min. Nach Zugabe von 10 ul APS 33% und 10 pl
TEMED zum Trenngel, mischten wir das Gel vorsichtig und gossen es zwischen 2
Glasscheiben und Uberschichteten es nun mit Isopropanol 60%. Die Polymerisation
des Trenngels dauerte ca. 30 min, wahrend dieser Zeit wurde das Sammelgel
gemischt, wiederum 15 min entgast, 10 pul APS 33% und 5 ul TEMED zugegeben
und vorsichtig gemischt. Das Sammelgel wurde nun ca. 1 cm auf das schon
polymerisierte und mit ddH,0 gespllte Trenngel gegossen, und ein Kamm
hineingesteckt, damit sich die spateren Probenauftragstaschen bilden konnten. Nach

ca. 90 min Polymerisation wurde der Kamm vorsichtig herausgezogen und die
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Platten in eine Vertikal-Elektrophoresekammer (BioRad) eingebaut. Diese wurde nun
mit SDS-haltigem Elektrophoresepuffer gefillt. Die Proben wurden, bevor sie in die
Probenauftragstaschen pipettiert wurden, mit 2xSDS —Probenpuffer versetzt, fur 5
min bei 95 °C aufgekocht und 1 min in der Tischzentrifuge (8000 RCF) zentrifugiert.
Nun wurde eine Spannung von 150 V fir ca. 1 h angelegt, so dass die durch das
SDS denaturierten und stark geladenen Proteine zur Anode wanderten. Am Ende
des Vorgangs haben sich die Proteine im Trenngel, nach im ihrem spezifischen
Molekulargewicht aufgetrennt.

3.9 Western-Blot

Der Western-Blot dient dem Nachweis spezifischer Proteine durch Antikorper auf
Tragermembranen. Die Proteine wurden hierfiir in einem Proteingemisch mit Hilfe
des SDS-Page entsprechend ihrer GroRe, Ladung oder anderen Eigenschaften
aufgetrennt und anschlieBend auf eine PVDF-Membran (Polyvinyldifluorid)
Ubertragen.

Die PVDF-Membran, auf die Gelgrof3e zugeschnitten, wurde zunéchst fur 15 sec in
Methanol 100% eingeweicht, dann fur 2 min in ddH,0 gewaschen und zuletzt in den
Membranpuffer eingelegt.

Wir verwendeten das semi-dry Verfahren, bei dem auf eine Graphitkathode 3 Lagen
Whatmann-Filterpapier gelegt wurden. Darauf folgte das Gel, die PVDF-Membran,
wiederum 3 Lagen Whatmann-Filterpapier und die Graphitanode. Nach Anlegen von
einer Stromstarke von 0,05 A pro Gel fir 60 min wandern die Proteine von der
Kathode zur Anode, d.h. sie verlieBen das Gel und wurden auf die Membran
transferiert. Um die freien Bindungsstellen auf der Membran zu blockieren, wurde sie
fur ca. 60 min im passenden Blockierungspuffer bei RT geschuttelt. In unserem Fall
waren dies 5% (w/v) Magermilchpulver bzw. 1% Magermilchpulver mit 1% Albumin,
jeweils geldst in TBS-T. Im Anschluss wurde die Membran mit dem priméren, fir das
Protein jeweils spezifischen Antikoérper, inkubiert. Daflir wurde die Membran in ein
Zentrifugengefald mit 2 ml Anikdrperverdinnung im passenden Blockierungspuffer
gegeben und bei 4°C Uber Nacht unter Rollen gelagert, so dass die Membran
komplett umspult werden konnte. AnschlieBen wurde die Membran mindestens 3-mal
fur je 5 min mit TBS-T gewaschen, um unspezifisch gebundene Antikdrper wieder zu

entfernen. Danach wurde die Membran mit einem sekundéaren, gegen den priméaren
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gerichteten, Antikorper fur 60 min bei RT, wiederum unter Rollen, hybridisiert. Dieser
sekundare, HRP (,horseradish peroxidase®)-gekoppelte Antikbrper wurde ebenfalls
im passenden Blockierungspuffer, in geeigneter Verdunnung, eingesetzt.
AnschlieBend wurden die Signale durch Chemolumineszenz detektiert, indem die
Membran fur 1 min mit 10 ml der ECL-L6sung (Losungen 1 und 2 im Verhaltnis 1:1)
inkubiert wurde. Die mit einer Seran-Folie Gberzogenen Membranen wurden in einer
Entwicklerkassette fiir verschiedene Zeitintervalle (5 sec bis 5 min) belichtet und die
Filme nachfolgend in der Entwicklermaschine entwickelt.

Um auf der gleichen Membran noch weitere Proteine zu untersuchen, mussten die
hybridisierten Antikdrper von der Membran abgeldst werden, was auch als ,,Stripping”
bezeichnet wird. Dazu inkubierten wir die Membran fur 2x10 min in Essigsaure 5%
unter Schitteln. Danach wurde die Membran 5 bis 6 mal fur je 5 min gewaschen, 60
min im passenden Blockierungspuffer geblockt und dann mit dem fiur das Protein

spezifischen Antikérper erneut hybridisiert.

3.10 Mitochondriales Membranpotential

Der lipophile, kationische Fluoreszenzfarbstoff JC-1 (5,5',6,6"-Tetrachloro-1,1",3,3"-
tetraethyl-benzimidazol-carbocyaniniodid) wird weitgehend spezifisch von den
Mitochondrien in Abhangigkeit von deren Membranpotential aufgenommen. Ein
héheres Membranpotenial AW, bewirkt dabei eine vermehrte Einlagerung und
Konzentrierung des Farbstoffes in den Mitochondrien. In geringer Konzentration liegt
der Farbstoff als Monomer vor und zeigt dabei ein Emissionsmaximum im grinen
Wellenlangenbereich. Hohe Konzentrationen bewirken die Bildung von sogenannten
J-Aggregaten (bathochromer Effekt: Verschiebung zu gréf3eren Wellenlangen) bei
einer Verschiebung des Emissionsmaximums in den roten Wellenlangenbereich.
Gesunde Zellen weisen ein hohes AW, auf. Bei beginnender Apoptose werden die
Mitochondrien depolarisiert, AW, sinkt ab, dargestellt durch eine Abnahme der roten
Emission. Der Quotient aus roter und griner Emission ist somit ein Mal3 fir das
mitochondriale Membranpoptential, unabhangig von der mitochondrialen Masse.

Ntcp-transfizierte HepG2-Zellen werden in einer Starke von 4-10* Zellen pro Well in
mit Poly-I-Lysin beschichteten 96-Well-KulturgefaRen ausgesat. Nach 24 Stunden
erfolgt Mediumwechsel auf serumfreies MEM und Stimulierung mit GCDCA, TUDCA,

TBMCA oder GCDCA mit TUDCA bzw. TBMCA in aquimolaren Konzentrationen von
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25, 50 oder 100 pmol/l fir 2, 4 oder 6 Stunden. Unbehandelte (nicht serumfreie)
Zellen gelten als Referenzpunkt. Nach Inkubation werden die Zellen mit 2 pmol/l JC-
1 in MEM inklusive 0,2% (v/v) DMSO fur 30 Minuten geféarbt und zweimal mit HEPES
stabilisierten HBSS gewaschen. Im Fluorometer (Cyto-Fluor 4000) wird bei 485 nm
Anregungswellenlange die Emission bei 580 nm und 530 nm bestimmt. Die
Eigenfluoreszenz der gefarbten Wells ohne Zellen wird vom Messwert subtrahiert,

der Quotient aus roter und griner Emission berechnet.

3.11 Mitochondriale Translokation von Bax

Ntcp-transfizierte HepG2-Zellen wurden unter Standardbedingungen bis zu einer
Dichte von 70 % kultiviert. Im Anschluss wurde das vorhandene Medium aspiriert
und durch reines MEM fir 90 Minuten ersetzt. Nun wurden die Zellen gewaschen
und mit einem eisgekdhlten Homogenisierungspuffer ( 250 mmol/L Saccharose, 20
mmol/L Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan, 2 mmol/l EGTA, 10 mmol/L Leupeptin,
25 mg/L Aprotinin, 10 mmol/L 2-Mercaptoethanol, 1 mmol/L PMSF, pH 7,4)
abgeerntet. Nach 30 Minuten auf Eis wurden die Zellen mit einem Potter-Elvehjem
PTFE StoRRel durch 30 StéRe homogenisiert. Das Absetzen der Kerne wurde durch
eine Zentrifugation bei 600 RCF fur 5 Minuten erreicht, die Mitochondrien und das
Zytosol konnten durch 10.000 RCF fur 10 Minuten aufgetrennt werden. Im nachsten
Schritt wurden die Mitochondrien passend zum Volumen des Zytosols in einen
Homogenisierungspuffer resuspendiert (1:1). Die Proben wurden nun durch einen
Loadingpuffer erganzt, auf 95 °C erhitzt und auf ein 12,5 %iges Polyacrylamidgel
aufgeladen. Nach der Elektrophorese und dem Transfer auf die PVDF Membranen
(Millipore, Bedford, MA, USA) folgte das Blocken der Proben mit 5 %igen
Milchpulver, sowie die Inkubation mit einem polyklonalen Kaninchen-Antikdrper, der
gegen das humane Bax gerichtet ist (Cell Signaling, Danvers, MA, USA). In der
abschlieRenden Densitometrie konnte das Verhéltnis des mitochondrialen und

zytosolischen Bax-Anteils gemessen werden.
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3.12 Statistik

Samtliche Ergebnisse der Experimente wurden als Mittelwerte (MW) =
Standardabweichung (SD) angegeben. Die Unterschiede zwischen den einzelnen
Versuchsgruppen wurden mit der Varianzanalyse fir wiederholte Testung (ANOVA)
beschrieben. Ein p < 0,05 wurde als statistisch signifikant angenommen. Die
statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe von Excel von Microsoft.
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4 Ergebnisse

4.1 B-Muricholséaure besitzt anti-apoptotische Eigenschaften

Eingangs wurde bereits die BMCA naher beschrieben und wie dort erwahnt ist sie
eine sehr hydrophile Gallensaure. Auch wurden bereits protektive Eigenschaften in
Bezug auf cholesterinhaltige Gallensteine in vivo und in vitro beschrieben. In den
folgenden Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass die Taurin-konjugierte BMCA
(TBMCA) zusatzlich anti-apoptotische Fahigkeiten besitzt und diese sehr

wahrscheinlich Uber mitochondriale Mechanismen vermittelt werden.

4.1.1 GCDCA-induzierte Apoptose wird durch TBMCA vermindert

Wie auch schon aus friiheren Arbeiten bekannt, fihrt die hydrophobe GCDCA in
niedrigen mikromolaren Konzentrationen zu hepatozellularer Apoptose. ® In den von
uns verwendeten HepG2-Zellen kam es unter GCDCA zu einem 19-fachen Anstieg
der Zellschadigung im Vergleich zu den Kontrollen, abgelesen durch die vorhandene
Caspase 3/7-Aktivitat (Abbildung 8A).

Auch in den primaren Zelllinien von Ratte und Maus zeigte sich ein signifikanter
Anstieg der Apoptose, ausgeldst durch GCDCA nach einer Inkubationszeit von 4 h
(Abbildung 8 B+C). Bemerkenswert ist jedoch die Tatsache, dass bei den primaren
Zellen wesentlich héhere Konzentrationen der Gallensauren nétig waren, um einen
vergleichbaren apoptotischen Effekt zu erreichen (100 vs. 25 pmol/l).

Im Gegensatz zur GCDCA hatten die hydrophileren Gallensduren TUDCA und
TBMCA keine nennenswerten apoptotischen Eigenschaften. Es konnte sogar
demonstriert werden, dass TUDCA und TBMCA in der Lage sind, den Zellschaden
zum einen in einer Hepatomzelllinie und zum anderen in primaren Zellen von Ratte
und Maus signifikant zu verringern (Abbildung 8 A-C). Dieser protektive Effekt war

bei den Nagern noch starker ausgepragt als bei den HepG2-Zellen.
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Abbildung 8. Tauro-B-Muricholsdure schitzt Hepatozyten verschiedener Spezies vor Glycocheno-
decholsaure-induzierter Apoptose. In humanen Hep-G2 Zellen (A) induziert GCDCA in einer Konzentration von
25 umol/L signifikant Apoptose nach vier Stunden Inkubation. Ahnliche Effekte konnen in den priméaren
Hepatozyten von Ratte (B) und Maus (C) beobachtet werden. Allerdings ist fur diesen Effekt mit 100 umol/L bei
den Nagern eine hohere Konzentration notwendig. In allen Versuchsvarianten konnte gezeigt werden, dass die
hydrophilen Gallenséduren Tauroursodeoxycholséure und TBMCA diese Apoptose signifikant reduzieren kdnnen.
Die Apoptoserate wurde durch Messung der Caspase 3/7 Aktivitdt bestimmt. (MW = SD, n=3-6, *p<0,05,
**n<0,01)

Als weiterer Marker fiir Zellschaden wurde die Hochst 33342 Farbung und damit die
nukledre Fragmentation herangezogen. Hier konnte gezeigt werden, dass die mit
GCDCA inkubierten Zellen eine signifikant hdhere Kernfragmentation zeigten als die
mit den hydrophilen Gallensauren TUDCA und TBMCA inkubierten. Sowohl TUDCA,
als auch TBMCA waren zusatzlich in der Lage, die durch GCDCA ausgeltste
Fragmentation zu verhindern. In der Literatur finden sich bisher keine vergleichbaren

Daten, die den antiapoptotischen Effekt der TBMCA in dieser Weise darstellen.
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Abbildung 9. Nukleare Zellfragmentation durch GCDCA und die Reduktion durch hydrophile
Gallensauren. Wie bereits in Abbildung 8 demonstriert fihrt die hydrophobe Gallensdure GCDCA zu Apoptose.
In dieser Abbildung wird diese Apoptose in HepG2 Zellen durch eine Hochst 33342 Farbung illustriert. Die
Inkubation mit GCDCA fiihrt zu einer Fragmentation, wohingegen TUDCA und TBMCA diese Effekte vermindern
kénnen. Die Konzentration der Gallensauren betragen fiir jede 25 umol/L. 40-fache VergroR3erung.
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4.1.2 B-Muricholsaure schitzt in priméren Hepatozyten von Nagern vor
Apoptose

BMCA ist bei Nagern physiologischerweise in der Leber vorhanden, was die
Widerstandsfahigkeit gegentber Gallensauren-induzierter Apoptose erklaren konnte.
In der menschlichen Leber ist hingegen keine BMCA vorhanden. ® In den von uns
durchgefiihrten gaschromatographischen Messungen (siehe nachfolgende Tabellen
1 und 2) konnten wir hohe Anteile der Muricholsaure (a- und B-Muricholséure) in
Lysaten von primaren Maus- und Rattenhepatozyten nachweisen. In den
untersuchten Proben wurden die héchsten Werte fiir die Muricholsaure in denjenigen
Hepatozyten ermittelt, die zuvor mit GCDCA oder TCDCA behandelt wurden. Dies ist
sehr wahrscheinlich  darauf zurickzufihren, dass Ratten und Mause
Chenodeoxycholsaure und deren Konjugate in die nicht schadliche Muricholsédure
umwandeln kénnen. ® Weiterhin erklart diese Metabolisierung zumindest teilweise
die Tatsache, dass die Hepatozyten von Ratten und Maus wesentlich resistenter
gegenuber GCDCA-induzierter Apoptose waren, als dies bei HepG2-Zellen zu

beobachten war (s. 4.1.1).

Tabelle 1A: Primére Maushepatozyten

Muricholsaure (nmol/g protein)

Kontrolle 165,3 SD 111,2
TCDCA 432,4 SD 250,5
GCDCA 686,4 SD 192,9
TUDCA 161,7 SD 109,5

p< 0,01 Kontrolle vs. GCDCA; p< 0,01 TUDCA vs. GCDCA
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Tabelle 1B: Primére Rattenhepatozyten

Murichols&ure (nmol/g protein)

Kontrolle 72,5SD 23,4

TCDCA 598,5 SD 239,1
GCDCA 863,9 SD 130,9
TUDCA 304,2 SD 124,8

p<0,01 Kontrolle vs. TCDCA, Kontrolle vs. GCDCA, TUDCA vs. GCDCA, p<0,05 TUDCA vs. TCDCA

Tabelle 1 Quantitativer Anteil von Muricholsdure in primaren Hepatozyten. Die Muricholsaure ist in dieser
Tabelle zusammengefasst aus a und B Muricholsdure gemessen mittels Gaschromatopraphie in priméren
Maushepatozyten (A) und Rattenhepatozyten (B). Hohe Anteile sind in denjenigen Lysaten vorhanden, die mit
GCDCA oder TCDCA behandelt wurden. Ein Indikator fir die Tatsache, dass Nager Chenodeoxycholsaure in
Muricholséaure umwandeln kénnen und so mdglicherweise resistenter gegentber GCDCA-induzierter Apoptose
sind (n=3).

4.1.3 TBMCA stabilisiert das mitochondriale Membranpotential bei
GCDCA-induzierter Apoptose

Es sei nochmals erwéahnt, dass das mitochondriale Membranpotential (MMP) ein
wichtiger Marker der Zellvitalitat ist, da es als Parameter fir den Austausch von
Wasserstoffionen entlang der inneren Mitochondrienmembran gilt und damit eine
ausreichende ATP Produktion anzeigt. Die Gallensaure GCDCA beeintrachtigt das
MMP je nach eingesetzter Dosis und fiihrt zu einem Schaden der Zelle.®® In dieser
Arbeit konnte bestatigend gezeigt werden, dass die Inkubation von HepG2-Zellen mit
GCDCA in einer Konzentration von 25 umol/l zu einer Fluoreszenzanderung in der
JC-1 Farbung der Zellen fuhrt (Abbildung 10A). Dies ist mit einem

Zusammenbrechen des MMP gleichzusetzen. Die hydrophile TBMCA hatte keinerlei
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Einfluss auf die Stabilitdt des MMP. Viel mehr konnte die hydrophile Gallensaure das
MMP wahrend einer gleichzeitigen Inkubation mit GCDCA stabilisieren (Abbildung
10B). Auch hohere Konzentrationen von 50 und 100 pmol/l zeigten die gleichen
protektiven Effekte.

In Fluoreszenzmikrospie konnte zusatzlich gezeigt werden, dass das MMP Signal
nach Inkubation mit GCDCA als Zeichen des Stabilitdtsverlustes abnimmt (Abbildung
10C). Auch in diesem Versuchsaufbau hatte die TBMCA einen schiutzenden Effekt
auf das MMP.
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Abbildung 10. Tauro-B-Muricholsdure stabilisiert das durch GCDCA herabgesetzte mitochondriale
Membranpotential (MMP). In HepG2 Zellen wurde das (MMP) durch Fluoreszenzénderungen in einer JC-1
Farbung gemessen. Die Inkubation der Zellen mit GCDCA fihrt zu einem Zusammenbrechen des MMP (A,
*p<0,05 vs. Kontrolle). Bei gleichzeitiger Inkubation mit TBMCA kommt es zu einer signifikanten Stabilisierung des
MMP (B, *p<0,05 vs. GCDCA + TBMCA). Gallensdurenkonzentration 25 pmol/L (n=4). In C sind die
Mitochondrien von Hep G2 Zellen mit JC-1 angeféarbt (orange) und mittels Fluoreszenzmikroskopie fotografiert.
(VergroRerung 100-fach). GCDCA reduziert das mitochondriale Signal. TBMCA fiihrt hier ebenfalls zu einer
Stabilisierung von diesem Effekt. Demonstriert ist ein reprasentatives Foto aus n=4 Versuchen.
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4.1.4 TBMCA stabilisiert das mitochondriale Membranpotential auch bei
Palmitat-induzierter Apoptose

Wie unter 4.1.3 demonstriert, kann die TBMCA das MMP bei GCDCA-induzierter
Schadigung stabilisieren. Nun galt es die Tatsache zu prifen, ob die TBMCA nur bei
dieser spezifischen Ursache der Apoptose protektiv ist. Daflr wurden HepG2 Zellen
mit der freien Fettsaure Palmitat in einer Konzentration von 200 pmol/l inkubiert, was
zu einer starken Beeintrachtigung des MMP fuhrte. Es konnte gezeigt werden, dass
die gleichzeitige Behandlung mit TBMCA wiederum schitzend wirkt. Daher wirkt
TBMCA nicht nur bei Gallensauren-induzierter Apoptose protektiv und anti-
apoptotisch.
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Abbildung 11. Tauro-B-Muricholsaure verhindert eine Reduktion des mitochondrialen Membranpotentials
durch Palmitat. Das MMP wird mittels Fluoreszenzfarbung JC-1 in Hep G2 Zellen detektiert. Palmitat in einer
Konzentration von 200 umol/L fihrt zu einer deutlichen Herabsetzung des MMP, welches durch die hydrophile
Gallensaure TBMCA (25 pmol/L) stabilisiert wird. (A, n=7, *p<0,05 vs. verschiedene Varianten). Auch wird durch
Palmitat das mitochondriale Signal in der JC-1 Farbung vermindert. Durch TBMCA wird dies wieder aufgehoben

(B, demonstriert ist ein représentatives Foto aus n=4 Versuchen, 100-fache Vergrd3erung).

4.1.5 TBMCA verhindert die Translokation des proapoptotischen Bax

Die hydrophobe Gallensaure GCDCA fihrt zu einer verstarkten Translokation des
proapoptotischen Proteins Bax vom Zytosol zu den Mitochondrien. Dies konnte in
HepG2 Zellen mittels Western Blot und anschlieRender Densitometrie gezeigt
werden. GCDCA wurde dabei in Konzentration von 25 pumol/l eingesetzt, bereits nach
30 Minuten wurde dieser Effekt statistisch signifikant. Durch die Inkubation mit der
hydrophilen TBMCA konnte auch nach langerer Inkubation (30, 60 und 90 min) keine
Translokation erreicht werden. Zusatzlich zeigten sich auch in diesem Fall die
antiapoptotischen Eigenschaften von TPMCA, da eine wiederum durchgeflhrte
Simultaninkubation mit GCDCA die von dieser ausgeldsten Translokation von Bax
verhindert werden konnte.
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Abbildung 12 Tauro-B-Muricholsaure verhindert die mitochondriale Translokation des pro-apoptotischen
Bcl-2 Proteins Bax. HepG2 Zellen wurden mit GCDCA und TBMCA (25umol/L) fir 0, 30, 60 und 90 Minuten
inkubiert. Die mitochondriale und zytosolischen Bestandteile wurden mittels Zentrifugation getrennt. GCDCA fihrt
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zu einer Erh6hung des mitochondrialen Anteils von Bax. (A,B). Die hydrophile TBMCA hat hingegen keinen Effekt
auf die mitochondriale Translokation (C). Vielmehr kann sie die GCDCA-induzierte Translokation verhindern (A).
n=5-11. *p<0,05 vs. unbehandelte Zellen. **p<0,01 vs. unbehandelte Zellen. Einen reprasentativen Western Blot

zeigt (A). M Mitochondriale Fraktion, ¢ zytosolische Fraktion.

4.2 Reaktionen verschiedener Spezies auf hydrophile und
hydrophobe Gallensauren

Die unterschiedlichen Spezies, wie Ratte, Maus, Hamster oder Mensch, reagieren
unterschiedlich auf Gallensauren beziglich der apoptotischen Eigenschaften oder
auch ihrer Gallensaurenaufnahme. Wie schon unter 4.1 demonstriert werden bei
Nagern hohere Konzentrationen hydrophober Gallensauren benétigt, um &ahnliche

Apoptoseraten wie in einer humanen Hepatomzelllinie zu erreichen.

4.2.1 Ausmall der Zellschaden in verschiedenen Spezies bei
Gallensauren-induzierter Apoptose

4.2.1.1 Primére Rattenhepatozyten

Die Caspase 3/7-Aktivitat kann bei primaren Rattenhepatozyten durch hydrophobe
Gallensauren wie GCDCA dosisabhéngig ausgeléost und nachgewiesen werden.
Weiterhin werden durch die hydrophile TUDCA protektive Effekte erreicht und der
ausgeloste Schaden signifikant vermindert. Auch in diesen Versuchen wird
demonstriert, dass hydrophile Gallensaure alleine keine signifikanten Zellschaden
auslésen. Bei den primdren Rattenhepatozyten kann wiederum die Eigenschaft
beobachtet werden, dass relativ hohe Konzentrationen hydrophober und toxischer
Gallensauren notwendig sind, um Apoptose auszulésen. Diese wurde schon unter
4.1.1. beschrieben und ist mit dem Vorhandensein von Muricholsaure im nattrlichen

Gallepool der Nager zu erklaren.
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Abbildung 13 Dosisabhéangige Glycochenodeoxycholsaure-induzierte Apoptose in primaren
Rattenhepatozyten. GCDCA kann in den steigenden Konzentrationen 50, 75, 100 umol/L dosisabhangig
Apoptose induzieren. Eine gleichzeitige Inkubation mit der hydrophilen Tauroursodeoxycholsaure vermindert
diese. Eine statistische Sginifikanz kann aufgrund von n=3 nicht erreicht werden. Jedoch ist ein klarer Trend zu
erkennen, dass TUDCA Apoptose verhindert. Die Apoptose wurde mittels Caspase 3/7 Aktivitat gemessen (n=3).

4.2.1.2 Priméare Maushepatozyten

Auch in primaren Hepatozyten der Maus kann gezeigt werden, dass hohe
Konzentrationen der Glycochenodeoxycholsaure bendtigt werden, um Apoptose

auszuldsen. Eine verlangerte Kulturzeit zeigt dabei keinen Einfluss auf diesen Effekt.
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Abbildung 14 Glycochenodeoxycholsaure-induzierte Apoptose in primaren Maushepatozyten. GCDCA
induziert in primaren Maushepatozyten in einer Konzentration von 100 pmol/L signifikant Apoptose. *p<0,05 vs.
Kontrolle. Die Apoptose wurde mittels Caspase 3/7 Aktivitat gemessen ( n=5).

4.2.1.3 Priméare Hamsterhepatozyten

Primare Hamsterhepatozyten hingegen ahneln in Reaktion auf hydrophobe
Gallensauren eher den menschlichen HepG2-Zellen. Auch geringe Konzentrationen
der Glycochenodeoxycholsdure reichen aus, um signifikant einen Zellschaden
auszulésen. Hydrophile Gallensauren wie die Tauroursodeoxycholsédure sind auch

hier in der Lage den Zellschaden signifikant zu reduzieren.
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Abbildung 15 Glycochenodeoxycholsaure-induzierte Apoptose in primaren Hamsterhepatozyten. GCDCA
induziert in primaren Hamsterhepatozyten in einer Konzentration von 100 umol/L signifikant Apoptose. +p<0,01
vs. Kontrolle und TUDCA. Die Apoptose wurde mittels Caspase 3/7 Aktivitdt gemessen ( n=4).

4.2.1.4 Priméare humane Hepatozyten

In der Literatur sind Daten zu primaren humanen Hepatozyten bezlglich
Gallensauren-induzierter Apoptose selten zu finden. Interessanterweise sind auch
hohe Konzentrationen (100, 200, 500 umol/L) nicht ausreichend, um eine signifikante
Apoptose zu erreichen. In der Positivkontrolle mittels Anti-Apo-1 und
Tnfa+Actinomycin D gelingt der Beweis, dass die Hepatozyten prinzipiell in der Lage
sind, in den apoptotischen Zelltod zu gehen.

Ein Zellschaden hingegen ist durch hydrophobe Gallenséduren zu erreichen. Zum
einen wird die LDH-Ausschittung in das Zellmedium gesteigert und zeigt damit einen
Zelluntergang an. Zum anderen konnte in einem WST-Vitalitdtsassay demonstriert

werden, dass Glycochenodeoxycholsaure die Zellvitalitat signifikant reduziert.
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Abbildung 16 Zellschadigung durch hydrophobe Gallensduren in humanen Hepatozyten. In priméren
humanen Hepatozyten flhrt die Inkubation mit hohen Konzentrationen hydrophober Gallensauren (100, 200, 500
pmol/L) zu keiner relevanten Caspase 3/7 Aktivitdt und damit zu keiner Apoptose (C). Prinzipiell sind die
Hepatozyten in der Lage in Apoptose zu gehen (Anti-Apo-1, TNFa+Actinomycin (C). Ein signifikanter Zellschaden
kann mittels der LDH Ausschiittung in Zellmedium (A) und einem WST Vitalitatsassay (B) detektiert werden (n=3-
6). +p<0,05 vs. Kontrolle vs. TUDCA. *p<0,05 vs. Kontrolle.

4.2.2 Nekroptose als moéglicher Schadigungsmechanismus

Unter 4.2.1.4 konnte demonstriert werden, dass primare humane Hepatozyten keine
relevante  Apoptoseaktivitait nach Inkubation mit hydrophoben, toxischen
Gallensauren aufweisen. Es gelingt allerdings einen Zellschaden mittels LDH im
Zelliberstand und durch einen WST Vitalitdtsassay nachzuweisen. Es bleibt daher
zu klaren, welcher Schadigungsmechanismus (Nekrose oder Apoptose) fir den
Zelluntergang in humanen Hepatozyten verantwortlich ist. Wir kdnnen in Abbildung
16 einen alternativen Schadigungsweg aufweisen. Nach Inkubation von humanen
Hepatozyten mit TNFa kommt es zu einer signifikanten Caspase 3/7 Aktivitat. Diese
wiederum kann durch den Pan-Caspaseinhibitor zZVED geblockt werden. Auch die
LDH im Zelliberstand als Marker fur Zellschaden wird durch TNFa erhéht. Wird nun
durch Zugabe von Necrostatin-1 (Nec-1) der nekroptotische Signalweg blockiert,

kommt es zu einer signifikanten Reduktion des Zellschadens.
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Abbildung 17 Nekroptose als mdglicher Schadigungsmechanismus in primaren humanen Hepatozyten.

Durch TNFa+Actinomycin D kann in primdren humanen Hepatozyten signifikant eine Caspase 3/7 Aktivitat

ausgeldst werden (A). Durch den panCaspase-Inhibitor ZVED kann dieser Effekt blockiert werden. Ebenfalls
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kommt es durch TNFa+Actinomycin D zu einer signifikanten LDH Ausschittung in das Zellmedium. Durch
Necrostatin 1, einem spezifischer Inhibitor der Nekroptose, kommt es zu einer Reduktion der LDH (B). n=6.

+p<0,01 vs. alle Varianten. *p<0,01 vs. Kontrolle vs. Tnfa+zVED+NCS.
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5 Diskussion

5.1 Protektive Eigenschaften der B-Muricholséaure bei
hepatozellularer Apoptose

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der B-Muricholsaure und deren anti-
apoptotischen Eigenschaften. Hydrophobe Gallensauren schadigen Hepatozyten
nachgewiesenermalRen und spielen bei der irreversiblen Leberschadigung bei
Cholestase eine entscheidende Rolle. *® Als Ursache fiir die Zellschadigung wird ein
Ungleichgewicht zwischen den toxischen, hydrophoben und den protektiven,
hydrophilen Gallensauren innerhalb der Hepatozyten angenommen. Dadurch kommt
es zu einem Verlust der Fahigkeit von Leberzellen, potentiell toxische Substanzen
nach auf3en zu transportieren, die dann wiederum intrazellular akkumulieren. Die
Chenodeoxycholsdure (CDCA) und ihre Glycin- und Taurin-konjugierten Derivate
spielen dabei quantitativ die dominierende Rolle und sind damit hauptverantwortlich
fiir die cholestatischen Zellschaden. 394

Die Art der Zellschadigung, die durch Gallensauren hervorgerufen wird, differiert
dabei zwischen Apoptose und Nekrose, wobei bei niedrigeren Konzentrationen
toxischer Gallenséduren Apoptose und bei hohen die Nekrose eine entscheidende

Rolle spielt.**1%

Der genaue Mechanismus, wie es zu diesem Zelluntergang
kommt, wird aktuell diskutiert. Postuliert werden zum einen mitochondrial vermittelte
Schéaden, aber auch Gewebestress und damit verbundene inflammatorische
Prozesse scheinen wichtige Rollen zu spielen.”14414°

Eine weitere mogliche Form der Zellschadigung scheint die sogenannte Nekroptose
zu sein. Diese zeichnet sich dadurch aus, dass sie Caspasen-unabhangig, allerdings
durch Todesrezeptoren kontrolliert ablauft.”” Da in den von uns durchgefiihrten
Versuchen die Nekroptose bei primaren Rattenhepatozyten vorzukommen scheint,
kénnte dies auch ein mdglicher Schadigungsmechanismus in menschlichen
Leberzellen sein. Dafur spricht weiterhin die Beobachtung, dass in priméaren
humanen Hepatozyten auch hohe Konzentrationen von hydrophoben Gallensauren
keine signifikante Apoptose auslésen kdnnen, es aber zu einem Anstieg der LDH im
Medium kommt. Dieser LDH Anstieg konnte bei Ratten durch gleichzeitige Inkubation
mit dem spezifischen RIP 1- Inhibitor Necrostatin verhindert werden.
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5.1.1 Tauro-B-Muricholséure verhindert hepatozellulare Apoptose durch
eine Stabilisierung des Mitochondrialen Membranpotenials

In der vorliegenden Arbeit konnten wir anhand von Zellmodellen verschiedener
Spezies (Mensch, Maus und Ratte) zeigen, dass die TBMCA der hepatozellularen
Apoptose entscheidend entgegenwirkt und zytoprotektive Eigenschaften aufweist.
Bei den priméren Hepatozyten von Maus und Ratte wurden bis zu 4-fach hohere
Konzentrationen der hydrophoben GCDCA benétigt, um &hnliche apoptotische
Zellschaden zu erzielen wie in der humanen Hepatomzelllinie Ntcp-HepG2. Dies
weist daraufhin, dass die Nager wesentlich resistenter gegenuber Zellschdden sind,
die durch Gallensauren verursacht werden. Eine mogliche Erklarung konnte die
Tatsache liefern, dass die BMCA naturlicherweise bei Maus und Ratte in der Leber
vorkommt und damit diesen vermehrt protektive Eigenschaften verleiht.®® Beim
Menschen ist diese Gallensaure dagegen nicht nachweisbar. Im menschlichen
Organismus wird BMCA bei Zufuhr von auf3en zu einem Grof3teil mit Glycin und in
geringerer Menge auch mit Taurin konjugiert, durchlduft dann einen
enterohepatischen Kreislauf und wird schliel3lich Gber den Fézes und den Urin
ausgeschieden.®® Im Gegensatz zur TUDCA wird die TBMCA im Intestinum nicht in
die hydrophobe und toxische Lithocholsaure umgewandelt und hat damit potentiell
geringere inflammatorische Nebenwirkungen.

Dies liegt darin begriindet, dass die TBMCA zusatzlich eine 6B-Hydroxylgruppe
besitzt und damit einer Metabolisierung durch die 7-Dehydroxylase im menschlichen
Organismus nicht zugénglich ist.® Zusammengefasst ergeben sich dadurch Vorteile
der BMCA gegenuber dem Einsatz von UDCA, da erstere zum einen wesentlich
hydrophiler ist und zum anderen nicht in eine toxische Gallensaure umgewandelt
werden kann und damit weniger schadlich ist.

Da wir zusatzlich fur die BMCA einen positiven Einfluss bei hepatozellularer
Apoptose nachweisen konnten, kdnnte das ein neuer interessanter Therapieansatz
bei cholestatischen Erkrankungen sein. Ob dies als Monotherapie oder in
Kombination mit der bewdhrten UDCA durchzufilhren ware, sollte Gegenstand
zukUnftiger Studien sein, die die BMCA auch in vivo testen. In vielen alteren Studien
konnten der TBMCA schon in anderweitigen experimentellen Cholestasemodellen
oder auch bei nekrotischen Leberzellschaden protektive Eigenschaften bescheinigt
werden. In unserer Arbeit konnten zum ersten Mal die Vorzige der TBMCA speziell

bei Gallensauren-induzierter Apoptose herausgestellt werden.
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In einer Arbeit von Milkiewicz et al. von 2002 wurde gezeigt, dass die TBMCA bei
Taurolithocholsaure-induzierter Cholestase in primaren Rattenhepatozyten protektiv
Uber die Aktivierung von PKC und einer Ca®* Mobilisierung wirkt.** Katagiri et al.
konnten schon 1992 demonstrieren, dass in einem Taurocholsaure (TCA)-
induzierten Cholestasemodell bei Colchicin behandelten Ratten, die perfundiert
wurden, &hnliche Effekte vorkamen. Die TBRMCA wirkte in diesem Modell
choleretisch, stimulierte den Gallefluss und konnte so der durch TCA in Kombination
mit Colchizin, welches zu mikrotubulare Stérungen flihrte, ausgeldsten Cholestase
entgegenwirken.®

Zudem fuhrte die TBMCA in den nicht mit Colchicin vorbehandelten Rattenlebern zu
einer Erhdhung der bilisren HCO3 Konzentration.®® Diese Tatsache ist deshalb von
so entscheidender Bedeutung, da jungst gezeigt werden konnte, dass ein
Bikarbonatschirm einen wichtigen schitzenden Mechanismus bei Gallensauren-
induzierten Zellschaden in humanen Cholangiozyten darstellt.'*® Ein Defekt in
diesem Mechanismus konnte deshalb zu schweren chronischen Cholangiopathien
fuhren. Spekulativ konnte deshalb die Behandlung mit BMCA einen Vorteil bei diesen

Krankheitsbildern bringen.

Weitere Studien belegen in unterschiedlichen Designs die Wirksamkeit der BMCA.
So konnte in einem weiteren Perfusionsmodell an der Ratte, die 1 h mit der
hydrophoben Taurochenodeoxycholsaure (TCDCA) perfundiert wurden, eine LDH-
Ausschittung als Zeichen des Zellschadens durch TBMCA signifikant reduziert
werden. In einem Zellmodell mit priméaren Rattenhepatozyten konnte dieser Effekt in
ahnlicher Weise wiederholt werden.'*"148

Dabei wurden die priméaren Zellen mit TCDCA in einer sehr hohen Konzentration von
1 mmol/l inkubiert. Daraufhin kam es zu einem deutlichen Anstieg der LDH-
Konzentration im Uberstand des Mediums, was den massiven Zellschaden anzeigte.
Eine gleichzeitige Inkubation mit TBMCA reduzierte diesen Zelluntergang signifikant
und fiahrte gleichzeitig dazu, dass uber einen gesteigerten Galleefflux der
intrazellulare Gehalt an TCDCA abnahm und so die Toxizitdt weiter abgemildert
werden konnte.'*®

Aufgrund dieser teilweise alteren Daten und den aktuellen Erkenntnissen durch die
vorliegende Arbeit, kdnnte die hydrophile Gallensaure TBMCA potenziell nitzlich in

der Therapie cholestatischer Erkrankungen sein.
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Die genauen Mechanismen, durch die diese anti-apoptotischen Eigenschaften
vermittelt werden, sind nicht bekannt. Bei der hepatozellularen Apoptose sind
verschiedene Ansatze bekannt, die letztendlich den Zelluntergang bewirken; u.a.
spielen die Mitochondrien und damit das mitochondriale Membranpotential (MMP)
eine wichtige Rolle.**® Zudem konnten in den letzten Jahren die
Wirkungsmechanismen der UDCA genauer ergriindet werden.*** Die Mitochondrien
sind dabei wichtige Angriffspunkte, so dass wir bei der Suche nach den molekularen
Mechanismen der TBMCA vor allem diese untersuchten.

Wir konnten zeigen, dass TBMCA das MMP stabilisiert. Zu einem Zusammenbruch
des MMP fuhrte die Inkubation von Ntcp-HepG2-Zellen mit GCDCA in verschiedenen
Konzentrationen, wobei die TBMCA dies signifikant an verschiedenen Zeitpunkten
verhindern konnte. Somit stellt dies einen mdglichen Ansatzpunkt dar, durch den
BMCA schutzend wirkt. Weiterhin konnte die durch GCDCA ausgeldste Translokation
des pro-apoptotischen Bcl-2 Proteins Bax vom Zytosol zu den Mitochondrien
verhindert werden. Da Bax eine wesentliche Rolle bei der Induktion des sog.
.,mitochondrial permeability transition® (MPT) und der damit verbundenen
Cytochchrom-Freisetzung spielt, ermdglicht die Blockade dieser Translokation
Gallensaure-induzierte Apoptose zu verhindern.*?>*°

Prinzipiell ist bekannt, dass Gallenséuren direkt die MPT, die Bildung von reaktiven
Sauerstoffradikalen durch die Mitochondrien und die Freisetzung von Cytochrom c
aus den Mitochondrien induzieren. Auf diese Weise wird direkt Apoptose in
Leberzellen ausgeldst.'***> Aufgrund dieser Erkenntnisse sind die Mitochondrien
womaoglich eine der wichtigsten Angriffspunkte, durch die die BMCA-Zellschaden, die

durch hydrophobe Gallensauren verursacht werden, abwendet.

5.1.2 TBMCA verhindert Palmitat-induzierte Apoptose

Die Steatose ist das charakteristische Merkmal der ,Non Alcoholic Fatty Liver
Diseases” (NAFLD). Begleitend sind oft eine Hyperinsulinamie und Hyperleptinamie.
In einigen Fallen kann sie reversibel sein und fuhrt damit zu keiner Beeintrachtigung
der Organfunktion. In anderen Féllen schreitet sie fort und die Patienten entwickeln
eine Steatohepatitis (NASH, non-alcoholic steatohepatitis), die spéter zu Fibrose und

Zirrhose fiihrt,1°11%2
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Bei NASH-Patienten kommt es vermehrt zu frei zirkulierenden Fettsduren und deren
Serumspiegel korrelieren mit dem Schweregrad der Steatohepatitis. Verschiedene
freie Fettsauren sind in hohen Konzentrationen potente zellulare Toxine und
induzieren Lipoapoptose.™® Es ist zudem bekannt, dass die freie Fettséure Palmitat
Lipoapoptose durch einen JNK-abhangigen Mechanismus in Hepatozyten auslésen
kann. Dadurch kommt es zu einer Aktivierung von Bax, was wiederum Uber den

intrinsischen, mitochondrialen Signalweg zur Apoptose fiihrt.*>*

In unserer Arbeit zeigte sich eine Veranderung des MMP und damit Zellschaden bei
HepG Zellen, die mit Palmitat behandelt wurden. Auch in diesem Fall bewirkte die
simultane Inkubation mit TBMCA, dass das MMP stabilisiert wurde und so der
Zellschaden und eine damit verbundene Apoptose verhindert wurden.

Somit ergeben sich fir die BMCA nicht nur protektive Eigenschaften bei der durch
Gallensauren induzierten Apoptose, sondern auch in einem anderen Modell der

Leberzellschadigung, namlich die durch die freie Fettsaure Palmitat.

5.1.3 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass die BMCA wirksame
anti-apoptotische Eigenschaften besitzt.

Bei unseren Versuchen konnte die durch GCDCA ausgeltste Apoptose durch
TBMCA in einer humanen Hepatomzelllinie, aber auch in primaren Hepatozyten von
Maus und Ratte effektiv verhindert werden. Es zeigte sich aul3erdem, dass Nager
durch die dort natlrlich vorkommende BMCA resistenter gegentber den toxischen
Gallensauren sind. Zudem konnte als mdglicher Wirkmechanismus eine
Stabilisierung des mitochondrialen Membranpotentials (MMP) identifiziert werden.
Ebenfalls auf mitochondrialer Ebene wurde eine Translokation des pro-apoptotischen
Bax Proteins durch TBMCA verhindert. Auch die Zellschadigung durch die freie
Fettsaure Palmitat konnte durch TBMCA Uber eine Stabilisierung des MMPs reduziert
werden.

Perspektivisch kénnten sich fir die BMCA daher Einsatzmoglichkeiten bei der

Verhinderung bzw. Verbesserung cholestatischer Erkrankungen ergeben.
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5.2 Gallensauren-induzierte Apoptose in verschiedenen Spezies

Wie schon weiter oben erwahnt, spielt die Akkumulation toxischer Gallensauren in
der Leber eine entscheidende Rolle bei cholestatischen Lebererkrankungen.**® Dies
fuhrt dann durch Induktion hepatozellularer Apoptose zu einer progredienten
Leberschadigung. Die GCDCA ist dabei die dominierende Gallensdure und fihrt
nach Aufnahme in die Hepatozyten effektiv zur Apoptose.®

In der vorliegenden Arbeit haben wir uns mit den verschiedenen Spezies Mensch,
Maus, Ratte und Hamster hinsichtlich eventueller Unterschiede bei der durch
Gallensauren induzierten Apoptose beschéftigt.

Primére Hepatozyten von Ratte und Maus sind ein oft verwendetes Zellmodell und
es existieren Studien, die belegen, dass durch hydrophobe Gallensduren
Zellschaden verursacht werden.”® Auch die protektiven Eigenschaften der UDCA
sind durch Arbeiten an priméren Zellen bewiesen.*? Es existieren allerdings keine
suffizienten Studien, die verschiedene Spezies miteinander vergleichen.

Zudem fehlt es an Studien, die die verschiedenen Spezies auf deren mdgliche
Unterschiede bei der Gallensaurenaufnahme Gber mehrere Tage zeigt. Dieser Faktor
ist wichtig in der Zellkultur und der Verwendung primérer Zellen fur z.B. Gallensaure-
induzierte Apoptose, da die Zellen Uber die Zeit ihre Transportfahigkeit einbifl3en.

Zu den primaren Hepatozyten des Hamsters finden sich Studien, die zeigen konnten,
dass es in vivo durch CDCA zu Leberschdden kommt, die auch durch UDCA
verhindert werden konnten. Ein Vorteil des Hamsters gegeniiber anderen Nagern ist
die Tatsache, dass die Zusammensetzung der Galle sehr dem Menschen ahnelt.
Zusatzlich ist beim Hamster die BMCA wie bei Maus und Ratte vorhanden. %18
Primare humane Hepatozyten sind nur schwer standardisiert zu kultivieren, da deren
Verfugbarkeit deutlichen Schwankungen unterliegen kann. Weiterhin kénnen sich die
Zellen unterschiedlicher Spender hinsichtlich ihrer Vitalitat, Gallensaureaufnahme-
kapazitat und ihrer Apoptosefahigkeit deutlich unterscheiden. Insgesamt existieren
nur sehr wenige Studien, die primare humane Zellen verwendet haben. Zuséatzlich
sind humane Hepatomzelllinien eine anerkannte und gut reproduzierbare Alternative
gegentuber primaren Hepatozyten. Eine der bekanntesten Hepatomzelllinien sind die
auch von uns verwendeten HepG2-Zellen. Neuere vielversprechende Zelllinien sind
z.B. die HepaRG Zellen. Diese wurden 2002 erstmalig beschrieben und sind

urspringlich von weiblichen Patientin mit Leberzirrhose aufgrund einer Hepatitis C
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isoliert und kultiviert worden.* Von diesen existieren derzeit zwei morphologisch
unterschiedliche Populationen: die hepatozyten-ahnlichen und die biliar-epithelial-
ahnlichen Zellen.'®*!* Mehrfach und in vielen Studien belegt ist deren hohe
Expression xenobiotischer Enzyme, vergleichbar mit denen humaner Hepatozyten,
die die HepaRG-Zellen fiir Medikamentenstudien sehr interessant machen.'®**%
Welche Eigenschaften diese Zelllinie in Bezug auf Gallensaure-induzierten
Zellschaden besitzt, ist derzeit noch unklar. Sie konnten allerdings potenziell in

cholestatischen Modellen als Alternative fur humane Hepatozyten dienen.

Eine Studie von Hillaire et al. aus dem Jahr 1995 zeigte, dass die CDCA Zellschéaden
verursacht. Diese wurden anhand einer vermehrten LDH-Freisetzung und einer
verminderten Albuminsekretion der kultivierten Hepatozyten festgestellt.’®* Eine
weitere Arbeit von Benz et al. zeigte anhand eines ELISA DNA
Fragmentationsassays und eines TUNEL-Assays, dass womoéglich die Apoptose

auch eine wichtige Rolle einnimmt.*®

5.2.1 Unterschiede bei der Caspase-Aktivitat

Wir konnten an den priméren Hepatozyten zeigen, dass mit Ausnahme der humanen
alle Spezies in der Lage sind, durch hydrophobe Gallenséauren in Apoptose zu
gehen. Die bisherigen Erkenntnisse in der Literatur konnten wir durch diese
Ergebnisse bestatigen und erweitern.

Interessant war vor allem die Tatsache, dass die humanen Hepatozyten durch
GCDCA keine Caspase-Aktivitat aufzeigten. Allerdings wurde ein Zellschaden durch
GCDCA signifikant, der durch die LDH im Medium und einen Vitalititsassay
nachgewiesen werden konnte. Wir sind davon ausgegangen, dass weitere
Schadigungsmechanismen existieren, die dieses Phanomen erklaren kénnen. Im
Folgenden wird daher genauer auf die Nekroptose eingegangen, die moglicherweise
eine entscheidende Rolle spielt, da diese Todesrezeptoren-abhangig, aber ohne die

Beteiligung von Caspasen vonstatten geht.
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5.2.2 Die Nekroptose in primaren Rattenhepatozyten

Interessanterweise zeigten die humanen Hepatozyten in unseren Versuchen keine
signifikante Apoptose im Sinne einer erhohten Caspase 3/7-Aktivitat. Die Apoptose
spielt eine zentrale Rolle bei der Gallensaure-induzierten Zellschadigung.*®® Aktuell
wird angenommen, dass geringe Konzentrationen hydrophober Gallensauren eher
zu Apoptose fuhren und bei hoheren Konzentrationen wiederum die Nekrose
entscheidend beteiligt ist.>*%

Die Apoptose galt lange Zeit als alleinige Form des sogenannten programmierten
Zelltodes, der ohne Inflammation geregelt ablauft, wahrend die Nekrose als
ungeregelt und unkontrollierbar erachtet wurde.”” Degterev et al. postulierten 2005,
dass es auch eine Form der programmierten Nekrose gibt, welche als Nekroptose
bezeichnet wird.*®’

Eingeleitet wird diese programmierte Nekrose Uber Todesrezeptoren wie z.B. TNFR
1 (,tumour necrosis factor receptor 1). Eine wichtige Rolle nimmt weiterhin die
Serin/Threonin-Kinase-Aktivitat des RIP1 (,receptor-interacting protein 1%) ein. Diese
Kinase kann spezifisch Uber sogenannte Necrostatine geblockt werden und so die
Einleitung der Nekroptose verhindert werden. %8169

Eigentlich kommt es Uber die Stimulation der Fas/TNF-Rezeptorfamilie zur Einleitung
des extrinsischen apoptotischen Signalweges. In Studien konnte gezeigt werden,
dass in Abwesenheit dieser apoptotischen Stimuli, durch die Aktivierung von
Todesrezeptoren oben genannter nicht-apoptotischer Todesweg eingeschlagen
wird 167179171 Eolglich kann man festhalten, dass die Nekroptose uber die gleichen
Rezeptoren aktiviert wird wie die Apoptose, es sich also um einen geregelten
Prozess handelt. Unterschiede zeigen sich insofern, dass wichtige apoptotische
Regulatoren wie Caspasen, Bcl-2 Proteine oder auch die Freisetzung von Cytochrom

c aus den Mitochondrien, bei der Nekroptose keine Rolle spielen.””

In der Literatur wurden verschiedene Moglichkeiten zur Detektion der Nekroptose
beschrieben. Zum einen besteht die Mdglichkeit Gber TNFa gezielt die
Todesrezeptoren zu aktivieren und gleichzeitig mit dem Pancaspase-Inhibitor
zVAD.fmk den apoptotischen Signalweg auszuschalten. Eine gleichzeitige Inkubation
mit dem spezifischen RIP1-Inhibitor Necrostatin-1 (Nec-1) blockiert nun die
Nekroptose, so dass beide Todeswege verhindert werden und der Zellschaden

heruntergesetzt wird. Des Weiteren besteht die Mdglichkeit, Gber siRNA-Konstrukte
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gezielt einen Knockdown der RIP 1-Kinase zu erzielen, um so die Nekroptose zu
verhindern. Als ,read out® dienen die Messung der LDH im Zellmedium nach
Inkubation oder auch die Durchfiihrung eines Vitalitatsassay, da fur diese Form des
Zellunterganges die gleichen morphologischen Charakteristika gelten wir fur die

Nekrose 77,78,170,172

In unserem Fall konnten wir erstmals an primaren Rattenhepatozyten nachweisen,
dass die Nekroptose moglicherweise eine entscheidende Rolle bei der
Leberzellschadigung spielt. Bisher wurde der Nekroptose vor allem bei anderen
pathologischen Ereignissen eine Beteiligung zugesprochen. Als Beispiel sei die
neuronale Excitotoxizitat erwéhnt, die mit vielen neurodegenerativen Erkrankungen
wie Morbus Alzheimer oder Morbus Parkinson assoziiert ist. So konnten protektive
Eigenschaften des RIP 1-Inhibitors Nec-1 in hippocampalen HT-22 Zellen oder auch
in Neuronen von Ratten nachgewiesen werden. Weiterhin verkleinert Nec-1 die
Infarktgrof3e bei Verschlissen der A. cerebri media in einem Schlaganfallmodell an
der Maus.78,173-175

In unseren Versuchen zeigte sich bei der Inkubation primarer humaner Hepatozyten
mit hydrophoben Gallensauren wie GCDCA oder TLCA keine Caspase-Aktivitat und
somit keine Apoptose. Da wir nun in ersten Versuchen die Nekroptose als einen
moglichen Schadigungsmechanismus in primdren Hepatozyten von Ratten
nachweisen konnten, ist es durchaus denkbar, dass die Nekroptose auch bei
cholestatischen Erkrankungen in der menschlichen Leber von entscheidender
Bedeutung ist. Mit Nec-1 steht somit mdglicherweise ein ganz neuer
therapeutischer Ansatz in der Behandlung hepatozellularer Schadigungen zur

Verfliigung.

5.2.3 Zusammenfassung

In unseren Ergebnissen konnten wir die toxischen Eigenschaften der GCDCA an
verschiedenen Spezies nachweisen und bestatigen. Innerhalb der Nager existieren
keine auffalligen Unterschiede hinsichtlich ihrer Caspase-Aktivitat und damit ihrer
Apoptoseeigenschaften. Auffallig war, dass bei primdren humanen Hepatozyten

durch GCDCA keine Apoptose induziert werden konnte. Ein Zellschaden war jedoch
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nachweislich vorhanden, so dass es moglicherweise auch andere Schadigungswege
aul3er der Apoptose und der Nekrose gibt.

Zwar spricht der erhohte LDH Gehalt im Medium auch fur einen nekrotischen
Zellschaden, da wir aber an primaren Rattenhepatozyten die Nekroptose als
Schadigungsweg nachweisen konnten, kdnnte diese potenziell auch beim Menschen
wichtig sein.

Es ist folglich notwendig, die Nekroptose an humanen Hepatozyten néher zu
untersuchen, um mit dem RIP-1 Inhibitor Nec-1 einen eventuell ganz neuen
Therapieansatz bei der Behandlung cholestatischer Erkankungen zur Verfiigung zu

haben.
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6 Zusammenfassung

Die Akkumulation toxischer Gallensauren in der Leber ist entscheidend fur die
Zellschadigung bei Cholestase. Die daraus resultierende Gallensauren-induzierte
Apoptose ist einer der wichtigsten Pathomechanismen bei diesen Erkrankungen.

Die wichtigsten chronisch cholestatischen Erkrankungen beim Erwachsenen sind die
priméar biliare Zirrhose (PBC) und die priméare sklerosierende Cholangitis (PSC).
Wahrend bei der PBC immerhin 50 % der Patienten von einer Behandlung mit der
Ursodeoxycholsdure (UDCA) profitieren, exisitieren derzeit fur die PSC keine
medikamentdsen Therapiemdglichkeiten. Es ist daher dringend notwendig, neue

Optionen fur die Behandlung dieser Krankheiten zu finden.

Die B-Muricholsaure (BMCA) ist eine mehrfach hydroxylierte, sehr hydrophile
Gallensaure, die in friheren Studien anti-cholestatische und Gallenstein-aufldsende
Eigenschaften zeigte. Diese Gallensdure kommt bei Nagern in hohem Mal3e in deren
physiologischen Gallepool vor, spielt aber in der menschlichen Galle keine Rolle und
kann dartiber hinaus nicht weiter verstoffwechselt werden. Das ist wichtig, da die
therapeutisch verwendete UDCA zum Teil in die toxische Litocholsdure metabolisiert
wird und dieser Vorgang bei der BMCA nicht auftreten kann.

In unseren Versuchen fokussierten wir uns auf die anti-apoptotischen Eigenschaften
der Taurin-konjugierten BMCA (TBMCA) und untersuchten diese an Ntcp-
transfizierten HepG2-Zellen, sowie an primaren Hepatozyten von Maus und Ratte.
Als schadigende Gallensaure diente die Glycin-konjugierte Chenodeoxycholsaure
(GCDCA), die Apoptose induzieren kann und bei Cholestase in sehr hohen
Konzentrationen zu finden ist. TBMCA konnte in allen Zellreihen die durch GCDCA
ausgeloste Apoptose verhindern und wirkte somit protektiv. Damit konnten wir
erstmals auch anti-apoptotische Fahigkeiten nachweisen.

Mitochondrien spielen wahrend apoptotischer Prozesse eine zentrale Rolle.
Hydrophobe Gallensauren wie die GCDCA kénnen nach Inkubation zu einem
Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials (MMP) fuhren. Dadurch
wird der apoptotische Signalweg eingeleitet und die gesamte Zelle geschadigt.
Weiterhin kommt es durch die Inkubation der Hepatozyten mit GCDCA zu einer
Translokation des pro-apoptotischen Bcl-2 Proteins Bax vom Zytosol an die

Mitochondrien. Dies fuhrt ebenfalls zur Induktion der Apoptose.
-63 -



Wir konnten an Ntcp-transfizierten HepG2-Zellen zunéchst bestatigen, dass es durch
GCDCA zu einem Zusammenbruch des MMP und zu einer Translokation von Bax
kommt. Durch eine simultane Inkubation mit TBMCA konnte das MMP stabilisiert und
zusatzlich die Translokation von Bax verhindert werden. Durch diesen Mechanismus
wurde der apoptotische Signalweg blockiert.

Die antiapoptotischen Eigenschaften der BMCA, die gute Vertraglichkeit und die
fehlende Metabolisierung kénnten die Grundlage fir eine neuartige therapeutische
Option dieser hydrophilen Gallensaure bei cholestatischen Erkrankungen sein.

Des Weiteren haben wir in der vorliegenden Arbeit die verschiedenen Spezies Ratte,
Maus, Hamster und Mensch hinsichtlich ihrer Caspase-Aktivitat untersucht.

Wir konnten in unseren Versuchen die apoptotische Wirkung verschiedener
hydrophober Gallensduren bestatigen und wie erwartet feststellen. Primare
Hamsterhepatozyten werden selten verwendet, obwohl ihre Gallezusammensetzung
eine groRen Ahnlichkeit zum Menschen zeigt und damit eine interessante Alternative
darstellt. Hamsterhepatozyten reagierten jedoch sehr empfindlich auf die GCDCA mit
einer hohen Caspase-Aktivitat und verhielten sich somit im Vergleich zu den
primaren humanen Hepatozyten eher gegenteilig. Auch hohe Konzentrationen
hydrophober Gallensduren konnten in humanen Hepatozyten keine Apoptose
auslésen. Dennoch konnte eine Zellschadigung durch die Messung der LDH im
Medium und durch einen Vitalititsassay nachgewiesen werden. Deshalb
untersuchten wir, ob die Nekroptose hierbei ein mdglicher Mechanismus sein kénnte.
Bei Nekroptose kommt es zwar Todesrezeptoren-abhangig, aber Caspasen-
unabhéngig zur Zellschadigung. Wir konnten erstmalig an primaren
Rattenhepatozyten zeigen, dass Nekroptose auch in der Leber eine wichtige Rolle
spielt. Bisher ist diese nur in vitro an anderen Organen wie z.B. im neuronalen
System nachgewiesen worden. Dort konnten Pathomechanismen, die bei
neurodegenerativen Erkrankungen wichtig sind, mit Necrostatin-1 verhindert werden.
Daher kann spekuliert werden, dass die Nekroptose auch bei cholestatischen
Erkrankungen zu Zellschaden fuhrt. Moglicherweise stiinden mit Necrostatin-1 oder

anderen Gegenspielern der Nekroptose neue Therapiealternativen zur Verfligung.
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7 Abklrzungsverzeichnis

Act D
AlF
AMA
ANA
ANT
aP
Apaf
ASH
Bad
Bak
Bax
BMCA
Bid
BRIC
BSA
Bsep
CA

Caspase/casp.

CDCA
CED
Cyto c
DCA
DD
DIABLO
DISC
DMSO
DNA
DR
EGFR
ER
FAAs
FasL

Actinomycin D
Apoptosis-inducing factor
Antimitochondriale Antikorper
Antinukledre Antikorper
Adenine nuleotide translocator
Alkalische Phosphatase
apoptotic protease-activating factor
alcoholic steatohepatitis

Bcl-2 agonist of cell death
Bcl-2 agonist/killer

Bcl-2 associated X-factor
Beta-Muricholsaure
BH3-interacting agonist

Benigne rezidivierende intrahepatische Cholestase

Bovines Serumalbumin
bile salt export pump

Cholséaure

Cysteinyl aspartate-specific proteases

Chenodeoxycholsaure

Chronisch-entztindliche Darmerkrankungen

Cytochrom ¢
Deoxycholsaure
death domain
direct IAP binding protein with low pl
death-inducing signaling complex
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinséaure

Death receptor

epidermal growth-factor receptor
Endoplasmatisches Retikulum
free fatty acids

Fas ligand
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FADD
FCS
FXA
GCDCA
GGT
HCC
IAP
JNK
LCA

MAPK
Mdr
Min
MMP
MPT
MRNA
MW

NADPH
NASH
Nf-uB
Ntcp
OATP

PANCA
PBC
PBS
PDC-E2
PKC
PSC
PTP
PVDF

Fas-associated death domain protein
Fetales Kalberserum

Farnesonid X receptor
Glycochenodeoxycholsaure
Gamma-Glutamyltranspeptidase
Hepatozellulares Karzinom
inhibitor of apoptosis

c-Jun N-terminal kinase
Lithocholsaure

Mol

Milli-

mitogen activated protein kinase
multidrug resistance protein

Minute(n)

Mitochondriales Membranpotential
mitochondrial permeability transition
messenger RNA

Mittelwert

Mikro-

Nano-

nicotinamid adnine dinucleotide phosphate
non-alcoholic steatohepatitis

nuclear factor kappa B
Na-taurocholate cotransporting polypeptide
Organic-anion polypeptide Transporter
Palmitic acid

Perinukleére anti-neutrophile cytoplasmatische Autoantikdrper
Priméar biliare Zirrhose

phosphate buffered saline
Pyruvatdehydrogenase-Komplex
Protein Kinase C

Primar sklerosierende Cholangitis
permeability transition pore

Polyvinyldifluorid
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PXA
RIP
RNA
ROS
SD
SDS
SDS-PAGE
SMAC
TBMCA
TCA
TCDCA
TLCA
TUDCA
TNF
TNF-R
TRADD
TRAF
TRAIL
TRAIL-R
U
UDCA

Pregnane X receptor

receptor interaction protein

Ribonucleinsaure

reatice oxygen species

Standardabweichung

sodium-dodecyl-sulfat
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
second mitochondrial activator of caspases
Tauro-beta-Muricholséure

Taurocholsaure

Taurochenodeoxycholsaure
Taurolithocholsaure
Tauroursodeoxycholsaure

tumor necrosis factor

tumor necrosis factor receptor

TNF receptor associated death domain protein
TNF-associated factor

TNF related apoptosis inducing ligand

TNF related apoptosis inducing ligand receptor
Units/Einheiten

Ursodeoxycholséure
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