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»Ich weiss, dass die Galle ein nothwendig
Glied des Lebens, ein Balsam des Bluts und

der Leber ist.”
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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Theoretische Grundlagen

1.1.1 Chronische cholestatische Leberkrankheiten

Cholestase ist definiert als eine Beeintrachtigung des Gallenflusses, die zu einer
Erhéhung gallenpflichtiger Substanzen im Blut und einem relativen Mangel von flr
die Verdauung wichtigen Gallenbestandteilen im Intestinum flhrt. Sie ist fihrendes
Kennzeichen einer Reihe von Krankheitsbildern, die als chronische cholestatische
Leberkrankheiten bezeichnet werden und in der Regel progredient verlaufen. Die
betroffenen Patienten entwickeln nicht selten eine bilidare Leberzirrhose mit
drohendem Leberversagen, sodass in der Endphase der Erkrankung eine
Lebertransplantation unumganglich werden kann. Im Kindesalter werden die
progressive familidre intrahepatische Cholestase Typ 1-3, die Gallengangsatresie
und das Alagille-Syndrom zu dieser Krankheitsgruppe gezahlt. Bei erwachsenen
Patienten stellen die primar biliare Zirrhose (PBC) und die primar sklerosierende

Cholangitis (PSC) die haufigsten chronischen cholestatischen Leberkrankheiten dar.

1.1.1.1  Pathophysiologische Hintergriinde und therapeutische Ansatze

Schon seit langem wird der Akkumulation potentiell toxischer Gallensauren in den
Hepatozyten eine besondere Bedeutung fur die Entstehung der Leberzellschadigung,
die man bei chronischen cholestatischen Leberkrankheiten beobachten kann,
beigemessen [88]. Pathogenetisch scheint bei verschiedenen cholestatischen
Leberkrankheiten eine Schadigung sowohl der Cholangiozyten als auch der
Hepatozyten vorzuliegen. So rufen hydrophobe Gallensauren im Tiermodell eine
hepatozellulare Cholestase und Leberschadigung hervor [79, 88, 101]. Darlber
hinaus verstarken sie vorbestehende Gallengangsschaden [199]. Untersuchungen in
einem Rattenmodell zeigten, dass das Ausmal® dieser Schadigung mit den
hepatischen Konzentrationen von Chenodeoxycholsdure und Deoxycholsaure nach
deren Infusion korreliert [170].
-1 -
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Die derzeit etablierte Therapie der chronischen cholestatischen Leberkrankheiten
besteht in der Gabe von Ursodeoxycholsaure (UDCA). UDCA ist eine physiologische
Gallensaure, die wegen ihrer litholytischen Eigenschaften schon seit etwa 30 Jahren
zur Therapie von Cholesteringallensteinen eingesetzt wird. Aufgrund ihrer guten
Vertraglichkeit und der Beobachtung, dass UDCA bei Patienten mit chronischer
Hepatitis C die Serumspiegel der Transaminasen senken konnte [118], wurde sie
Ende der 80er Jahre erstmals bei Patienten mit chronischen cholestatischen
Leberkrankheiten wie der PBC verabreicht [117, 153]. Die erfolgversprechenden
Ergebnisse dieser frihen Studien flUhrten zu weiteren Untersuchungen, die den
positiven therapeutischen Effekt von UDCA bestatigen konnten. So fand man bei
Patienten mit PBC eine Verbesserung der Serumleberwerte, eine verlangsamte
Progression der histologischen Veranderungen und der Zirrhosebildung, eine
Reduktion der Komplikationen einer Leberzirrhose und eine Verlangerung des
transplantatfreien Uberlebens bei zu vernachldssigenden Nebenwirkungen [22].
UDCA ist eine physiologische, hydrophile, nichttoxische Gallensaure und macht unter
Normalbedingungen ca. 3 % des menschlichen Gallensaurenpools aus. Nach Gabe
der empfohlenen therapeutischen Dosis von 13-15 mg/kg/Tag bei PBC-Patienten
andert sich die Zusammensetzung der Galle zugunsten der nichttoxischen UDCA,
die dann zur pradominanten Gallensaure in Galle und Serum wird [85]. Darin liegt ein
Grund fur den therapeutischen Erfolg von UDCA. Daruber hinaus scheint UDCA
jedoch auch als potenter intrazellularer Signalmediator von groRRer Bedeutung zu
sein.

Drei Wirkmechanismen der UDCA gelten derzeit als mdgliche Vermittler ihrer
anticholestatischen Wirkung: Schutz der Cholangiozyten vor Schadigung durch
toxische hydrophobe Gallensauren, Stimulation der bei Cholestase beeintrachtigten

hepatozellularen Sekretion und eine antiapoptotische Wirkung [22, 115].

1.1.1.2 Hepatobilidare Transportmechanismen

Eine wesentliche Aufgabe der Hepatozyten ist der gerichtete Transport einer Vielzahl
von Substanzen vom Blut in die Galle. Unter Normalbedingungen geschieht dies
durch die ausgewogene Expression bestimmter Transportsysteme an der

sinusoidalen (basolateralen) und der kanalikularen (apikalen) Membran. Die
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sekretorische Kapazitat des Hepatozyten wird von der Anzahl und Aktivitat der
Transportproteine bestimmt, deren Expression unter Cholestase komplexe
Veranderungen erfahrt. Die mangelnde Ausscheidung hydrophober Gallensauren
und Elimination anderer toxischer Substanzen wird dabei zum entscheidenden
Problem und zur Hauptursache der Leberzellschadigung (siehe Kap. 1.1.1.3).

Die Aufnahme der Gallensduren Uber die sinusoidale Plasmamembran wird von
einem Na’-abhangigen Transportsystem, dem ,Na’-taurocholate cotransporting
polypeptide“ (Ntcp), und einer Familie von Na*-unabhangigen Transportern, den sog.
,<organic anion transporting polypeptides” (Oatps) bewerkstelligt. Ntcp ist das
pradominante sinusoidale Transportsytem flr Gallensauren, wahrend den Oatps
neben dem Gallensaurentransport eine zentrale Rolle in der Extraktion organischer
Anionen und zahlreicher Medikamente zufallt [111]. Auf der kanalikularen Seite des
Hepatozyten erfolgt die Exkretion monovalenter Gallensauren hauptsachlich Uber die
sog. ,bile salt export pump® (Bsep), wahrend divalente Gallensauren gemeinsam mit
organischen Anionen Uber die Konjugatexportpumpe Mrp2 sezerniert werden.
Phospholipide werden Uber das ,multidrug resistance protein“ Mdr2 (in Ratte/Maus)
bzw. MDR3 (beim Menschen) in die Galle ausgeschieden, wo sie gemeinsam mit
Gallensauren und Cholesterin gemischte Mizellen bilden. An der basolateralen Seite
existiert Uber weitere Isoformen der multidrug resistance-associated proteins (Mrp1,
Mrp3) ein alternativer Weg der Ausscheidung von Gallensauren und anderer
organischer Anionen [197] (siehe Abbildung 1).

Unter Cholestase zeigen die Gallensaurentransporter eine adaptive Antwort auf die
intrazellulare Belastung mit Gallensauren, die vermutlich dem Schutz der
Hepatozyten vor einer weiteren Akkumulation toxischer Substanzen dient. So wird
Ntcp beispielsweise herunterreguliert [29, 66, 70], was die weitere Aufnahme von
Gallensauren vermindert. Die Expression von Bsep an der kanalikularen Membran
und damit die Gallensaurensekretion wird jedoch aufrechterhalten. Da Mrp2 an der
apikalen Membran allerdings stark herunterreguliert wird, werden kompensatorisch
die basolateralen Effluxsysteme fur organische Anionen (Mrp1, Mrp3) und auch
Gallensaurenkonjugate (Mrp3) hochreguliert [105, 144, 196] (siehe Abbildung 1).
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Physiologische Cholestatische
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Abbildung 1: Hepatobiliare Transportmechanismen

Die Expression der Transportproteine wird vermutlich Uber vielfaltige transkriptionelle
und posttranskriptionelle Mechanismen reguliert. Gallensauren scheinen in diesem

Zusammenhang auf beiden Ebenen wichtige Mediatoren zu sein [197].

1.1.1.3 Mechanismen der Leberzellschadigung bei Cholestase

Die Mechanismen des hepatischen Zelluntergangs bei chronischen cholestatischen
Leberkrankheiten sind nach wie vor unklar. Prinzipiell gibt es in den Leberzellen wie
in jeder anderen Korperzelle zwei verschiedene Mdglichkeiten des Zelluntergangs.
Zum einen den nekrotischen Zelltod und zum anderen die Apoptose, das geordnete
Sterben der Zelle nach einem festgelegten Programm (siehe Kap. 1.1.2). Nekrose
spielt vermutlich eher bei der extrazellular vermittelten Art der cholestatischen
Leberzellschadigung eine Rolle. Dieser Annahme liegt die Vorstellung zugrunde,
dass die Membranen von Hepatozyten und Cholangiozyten grundsatzlich empfindlich
gegenuber den toxischen Effekten der hydrophoben Gallensauren sind. Die Spiegel
der hydrophoben Gallensauren in der Galle liegen gegenuber ihren entsprechenden

Serumspiegeln unter physiologischen Bedingungen ca. 1000-fach héher. Fur die
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Ausbildung eines effektiven Schutzes der Gallengange spielen Phospholipide eine
malfgebliche Rolle. Sie werden von den Hepatozyten Uber deren apikale Membran in
die Galle sezerniert. Dazu ist beim Menschen das Membranprotein MDR3 nétig
(siehe Kap. 1.1.1.2), dem in der Maus der Transporter Mdr2 entspricht (siehe
Abbildung 1). Eine Reihe von Studien mit Mdr2-knockout-Mausen konnte die
Bedeutung der protektiven Eigenschaften der Phospholipide belegen: Mause, die
heterozygot fur das ausgeschaltete Allel waren, zeigten keine Hinweise fur eine
Leberschadigung, obgleich die Spiegel der Phospholipide in der Galle auf die Halfte
zuruckgingen. Mause, die homozygot flir das ausgeschaltete Mdr2-Gen waren,
entwickelten aufgrund der kompletten Unfahigkeit, Phospholipide in die Galle zu
sezernieren, eine chronische nichteitrige Cholangitis, die den Veranderungen der
chronischen Cholestase beim Menschen ahnelte [180]. Interessanterweise konnten
Gallengangsproliferation und portale Entzindungsreaktion in der Mdr2-knockout-
Maus durch Futterung von UDCA deutlich verringert werden [25]. In vitro-
Untersuchungen haben gezeigt, dass Konjugate der UDCA den schadigenden Effekt
hydrophober Gallensauren auf die Zellmembranen abschwachen, wenn sie in hohen
mikromolaren Konzentrationen gegeben werden [71]. Ein entsprechender
Mechanismus koénnte darin begrindet sein, dass die hydrophile UDCA ein
Rupturieren der Cholesterin-reichen Modellmembranen verhindert. Da kanalikulare
Membranen ebenfalls reich an Cholesterin sind, ware das auch in der
cholestatischen Leber eine mdgliche Erklarung [77]. Allerdings scheint es
wahrscheinlicher, dass die Wirkung von UDCA auf die Beeinflussung von Bildung
und Struktur einfacher und gemischter Mizellen zurickzuflhren ist, als auf eine
direkte Membraninteraktion [78]. Millimolare Konzentrationen von Gallensauren
finden sich nur im Lumen der Gallengange, jedoch nicht in den Hepatozyten [76].
Daher spielen diese extrazellular wirkenden Schutzmechanismen wohl eher flr den
Cholangiozyten als fur den Hepatozyten eine Rolle. Gallensauren scheinen aber
auch weit unterhalb ihrer kritischen mizellaren Konzentration Leberzellschadigung
induzieren zu kdnnen. Neben dem Modell des extrazellular vermittelten Zellschadens
muss also auch das Konzept einer von intrazellular hervorgerufenen Zellschadigung
bei Cholestase und ihrer Therapie mit UDCA erwogen werden. In der Gallengangs-
ligierten Ratte konnte gezeigt werden, dass UDCA die Gallengangsproliferation durch
Stimulation eines Ca**- und a-Proteinkinase C (PKC-a)-abhangigen Signalwegs im

Cholangiozyten inhibiert [5]. Auffallig ist, dass eine durch TUDCA ausgel6ste
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Stimulation eingeschrankter hepatozelluldrer Sekretion ebenfalls durch Ca*™*- und
PKC-a-abhangige Mechanismen vermittelt zu sein scheint [21, 25, 28]. Konjugate der
UDCA konnten daher die Cholangiozyten durch eine Verringerung der
cholangiozellularen Konzentration an hydrophoben Gallensauren schutzen [85]. Das
ware auch eine mdgliche Erklarung flr die Beobachtung, dass die
EntzGndungsreaktion in der Umgebung der Gallengange bei PBC- und PSC-
Patienten unter Therapie mit UDCA weniger stark ausgepragt sind [27, 36, 73, 147,
154].

Da ausgedehnte Nekrose bei cholestatischen Lebererkrankungen in der Regel nicht
zu beobachten ist, wurde von Patel et al. spekuliert, dass der Untergang der
Hepatozyten bei Cholestase uUberwiegend durch Apoptose geschieht [149]. Diese
These wird durch die Beobachtung gestutzt, dass apoptotische Merkmale in
Lebergewebeproben von Patienten mit PBC haufiger vorhanden sind als bei
Kontrollpersonen [104]. Auf die entsprechenden Mechanismen hepatozellularer

Apoptose wird spater eingegangen (siehe Kap. 1.1.2.4).

1.1.2 Apoptotischer Zelltod

Apoptose ist charakterisiert durch die Fahigkeit einer Zelle, auf ein bestimmtes Signal
hin geordnet zu sterben. Die Apoptose ist ein aktiver und energieabhangiger
Prozess. Sowohl die auslésenden Momente als auch die Ausfihrung des
programmierten Zelltods unterliegen dabei streng kontrollierten und genetisch
determinierten Mechanismen. Der Begriff ,Apoptose” wurde 1972 von Kerr et al. [96]
gepragt und leitet sich aus dem Griechischen ab (,apo® = ab, los; ,ptosis“ = das
Fallen). Er steht fur das Abfallen der welkenden Blatter im Herbst. Morphologisch
zeichnet sich die apoptotische Zelle durch ihr Loslosen aus dem Zellverband,
Schrumpfung und Abrundung, das Auflosen von Mikrovilli, und das passagere
Auftreten kleiner Blaschen an der Membran (sog. ,membrane blebbing®“) aus. Das
Zytoskelett wird abgebaut, die Mitochondrien werden zerstdrt, das Chromatin
kondensiert und die DNA wird in ca. 180 bp grolde Fragmente gespalten. Schliel3lich
kommt es zur Auflosung der Zelle, indem sich kleine Vesikel (sog. ,apoptotic bodies")
abschnuren. Phosphatidylserin, das sich normalerweise auf der zytoplasmatischen

Seite der Plasmamembran befindet, wird auf deren AulRenseite transloziert. Dieses
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Signal wird von Makrophagen und benachbarten Epithelzellen erkannt, die damit
einen Stimulus zur Phagozytose der apoptotischen Korperchen erhalten [186]. Die
geschadigten Zellen werden also kontrolliert eliminiert, eine inflammatorische
Reaktion wird theoretisch komplett vermieden. Jedoch gibt es Hinweise, dass
Apoptose mdglicherweise doch nicht so vollkommen ,still“ verlauft, wie vormals
angenommen (siehe Kap. 1.1.2.3).

Obwohl Nekrose und Apoptose primar zwei voneinander unabhangige Vorgange zu
sein scheinen, so gibt es doch einige Hinweise auf mogliche Querverbindungen. So
scheinen bestimmte Toxine je nach ihrer Konzentration [107] und dem ATP-Gehalt
der Zelle [52, 116] entweder Apoptose oder Nekrose auslosen zu konnen. Daruber
hinaus konnten Vercammen et al. zeigen, dass ein proapoptotischer Stimulus nach

Blockade der apoptotischen Signalwege auch Nekrose verursachen kann [201].

11.21 Bedeutung der Apoptose fiir den Organismus

Der Mechanismus der Apoptose stellt eine der Grundvoraussetzungen fur die
Entwicklung und das Uberleben eines vielzelligen Organismus dar. Er ist essentieller
Bestandteil der physiologischen Prozesse wahrend Embryonalentwicklung,
Differenzierung und Homoostase von Geweben [72, 132]. Apoptose ist von
entscheidender Bedeutung fur die Elimination potentieller Krebszellen, die
Vermittlung der Immunabwehr, aber auch ihrer Kontrolle, beispielsweise durch
Ausloschen autoreaktiver oder inkompetenter Immunzellen [13]. Daher liegt es nahe,
dass die Apoptoseregulation auch pathophysiologisch eine bedeutende Rolle spielen
kann. Man geht mittlerweile davon aus, dass die Fehlsteuerung apoptotischer
Mechanismen zur Entstehung einer Vielzahl von Erkrankungen beitragt.
Exemplarisch seien hier fiir eine Uberaktivierung der Apoptose neurodegenerative
Erkrankungen wie der Morbus Parkinson oder der Morbus Alzheimer genannt [108]
oder fur ein Versagen der Apoptose die Entstehung von Krebs [224]. Daher steht
Apoptose seit einigen Jahren zunehmend im Interesse der biologischen und
medizinischen Grundlagenforschung und man erhofft sich, durch Modulation der

apoptotischen Signalwege neue attraktive Therapiekonzepte erschliel3en zu kdnnen.
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1.1.2.2 Molekulare Grundlagen und Signalwege der Apoptose

Die molekularen Vorgange der Apoptose sind evolutionar stark konserviert. Man
gewann erste Erkenntnisse Uber die genetischen Hintergrinde der Apoptose durch
Studium des Nematoden Caenorhabditis elegans, in dessen Entwicklung 131 der
1090 somatischen Zellen durch Apoptose eliminiert werden [187]. Die dafur
wesentlichen Genprodukte sind CED-3, CED-4 und CED-9. Bei Wirbeltieren finden
sich in der apoptotischen Signalkaskade wiederum Proteine, die denen von C.
elegans ahneln: Caspasen entsprechen CED-3 [193], Apaf-1 ist homolog zu CED-4
[225] und die Produkte der Bcl-2-Genfamilie erinnern an das Protein CED-9 [215].

Eine besondere Gruppe von Molekulen, Cystein-Proteasen, die als sog. Caspasen
(cystein aspartat specific proteases) [4] bezeichnet werden, sind von herausragender
Bedeutung fur die Ausfihrung des programmierten Zelltods. Ihre kurze Beschreibung

soll der Darstellung der apoptotischen Signalwege vorangestellt werden:

Caspasen:

Caspasen finden sich in allen zur Apoptose fahigen Organismen [35, 51]. Mindestens
14 Mitglieder der Caspasen—Familie sind bisher in Saugetieren identifiziert worden,
10 davon finden sich auch beim Menschen. Caspasen werden als Zymogene
synthetisiert, die eine sehr niedrige intrinsische Enzymaktivitat besitzen. Der aktiven
Enzymform entspricht ein Heterotetramer, dass sich aus je zwei identischen
Untereinheiten von ~20 kDa bzw. ~10 kDa zusammensetzt und zwei katalytische
Zentren besitzt [51]. Man kann Caspasen entsprechend ihrer Funktion und ihrer
Stellung innerhalb der apoptotischen Signalprozesse in die sog. Initiatorcaspasen
(Caspase 8, 9, 10, 2), deren Aufgabe die Weiterleitung und Verstarkung des
Apoptosesignals ist, und die sog. Effektorcaspasen (Caspase 3, 6, 7), die den
Zelluntergang durch Abbau zellularer Proteine besiegeln, unterteilen (siehe
Abbildung 2). Die Aktivierung der Caspasen kann Uber verschiedene Mechanismen
erfolgen. Die eine Mdglichkeit besteht in einer Autoaktivierung der Procaspasen
durch induzierte Nahe, da die minimale Eigenaktivitat eines Molekuls der
Enzymvorstufe ausreicht, um ein anderes Molekll zu schneiden und damit zu
aktivieren [91, 139]. Das so freigesetzte, voll funktionsfahige Enzym kann in der

Folge weitere Procaspasen schneiden und eine kaskadenartige Aktivierung anderer
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Caspasen einleiten. Diese Aktivierung einer Procaspase durch ein bereits
kompetentes Enzym ist der zweite Weg der Caspasenaktivierung. Er dient der
Amplifizierung eines apoptotischen Signals, die schlie3lich in der Aktivierung der
Effektorcaspasen resultiert. Die dritte Moglichkeit ist die Aktivierung durch
Assoziation mit einer regulatorischen Untereinheit, beispielsweise eines
Adapterproteins wie Apaf-1 [225, 226]. Sie spielt z.B. beim mitochondrialen
Signalweg der Apoptose eine Rolle und wird weiter unten beschrieben.

Grundprinzip der Signalgebung ist die Aktivierung einiger weniger am Anfang der
Kaskade (upstream) liegenden Caspasen und die konsekutive lawinenartige
Rekrutierung nachgeordneter (downstream) Caspasen, die als Effektorcaspasen
zellulare Proteine schneiden und damit entweder aktivieren oder inaktivieren (siehe
Abbildung 2).

Abbildung 2: Grundprinzip der Caspasen-
Apoptotischer Stimulus

b

Initiator-Caspasen

l'

Effektor-Caspasen

Apoptose

vermittelten apoptotischen Signalgebung

Die differenzierte Wirkung der Effektorcaspasen sei hier am Beispiel des Schicksals
der DNA kurz skizziert: Caspasen inaktivieren das DNA-Reparaturenzym ,Poly-ADP-
Ribose-Polmerase“ (PARP). Damit erleichtern sie den DNA-Abbau und sparen
Energie fur den aktiven Apoptoseprozess [190]. Gleichzeitig aktivieren sie die sog.
,caspase-activated DNase“ (CAD), die normalerweise durch den Inhibitor iCAD
inaktiviert ist. Sie wird Uber Spaltung von iCAD durch Caspasen freigesetzt und fuhrt
dann die fur die Apoptose charakteristische Spaltung der DNA aus [53, 125, 168].

Die Substrate der Caspasen sind vielfaltig und reichen von den Caspasen selbst
Uber Strukturproteine wie Lamin und Aktin bis zu den Mitgliedern der Bcl-2-

Proteinfamilie.
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Es sind mittlerweile eine Vielzahl von Proteinen identifiziert worden, die sich an den
Signalprozessen der Apoptose beteiligen. Obwohl man das sensible Zusammenspiel
der einzelnen Faktoren noch nicht in seiner Gesamtheit verstanden hat, so haben
sich doch zwei grundsatzliche Signalwege herauskristallisiert: Der Uber
Todesrezeptoren vermittelte, extrinsische und der Uber Beteiligung der Mitochondrien
vermittelte, intrinsische Signalweg (siehe Abbildung 4). Erstgenannter wird
klassischerweise Uber Bindung eines Liganden an der Aulenseite der Zellmembran
und Oligomerisierung der beteiligten Rezeptoren aktiviert, wahrend der
mitochondriale Signalweg durch eine Reihe intrazellularer Stressantworten getriggert
wird. Diese beiden Wege schlieRen sich jedoch nicht gegenseitig aus, vielmehr
existieren zahlreiche Querverbindungen, um apoptotische Signale zu potenzieren

und den Untergang der Zelle zu sichern.

Der Rezeptor-vermittelte (extrinsische) Signalweg:

Ausgangspunkt des extrinsischen Signalwegs sind die sog. Todesrezeptoren der
Tumor Nekrose Faktor (TNF)-Rezeptor-Superfamilie. lhnen werden derzeit 6
verschiedene Rezeptoren zugerechnet, von denen Fas/CD95, dem TNF-a-Rezeptor
1 und den TRAIL (tumor necrosis factor related apoptosis inducing ligand)-
Rezeptoren 1 (DR4) und 2 (DR5) sowohl eine physiologische als auch eine
pathophysiologische Bedeutung beigemessen werden. Todesrezeptoren sind Typ-1-
Transmembranproteine mit einer extrazellular lokalisierten N-terminalen Domane, die
fur das Binden der Liganden verantwortlich ist, einem membraniberspannenden Teil
und einem C-terminalen Schwanz. An diesem befindet sich eine 60-80 bp lange
Aminosauresequenz, die innerhalb der Gruppe der Todesrezeptoren sehr ahnlich ist
und als sog. death domain (DD) bekannt ist.

Die Signalgebung aller Todesrezeptoren lauft nach dem gleichen Muster ab: Das
Binden des entsprechenden Liganden (FasL, TNF-a, TRAIL) fuhrt zur
Oligomerisierung der Rezeptormolekile. Dadurch wird das Signal ins Zellinnere
weitergeleitet und es kommt zur Anlagerung des Adapterproteins ,Fas associated
death domain protein“ (FADD). Dies geschieht Uber homotypische Interaktion der
jeweiligen DD von Rezeptor einerseits und FADD andererseits. FADD wiederum
besitzt eine sog. ,death effector domain® (DED), die Uber Assoziation mit einer
entsprechenden DED in der Prodomane der inaktiven Initiatorcaspasen 8 und 10 die

Rekrutierung dieser Caspasen bewirkt [99, 208]. Der dabei einstehende Komplex
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wird ,death inducing signaling complex (DISC) genannt. In ihm kommt es zur
autokatalytischen Spaltung beispielsweise der Procaspase 8 zur aktiven Caspase 8.
Die Aktivierung der Initiatorcaspasen eroffnet schliellich die Serie der
proteolytischen Vorgange, die den apoptotischen Zelltod charakterisieren. Die
Signalvermittlung Uber Fas und TRAIL-R1 und R2 folgt prinzipiell den oben
dargestellten Prozessen.

Der extrinsische Signalweg kann auf der Ebene der Bildung des DISC durch eine
Familie von Proteinen mit dem Namen ,FLICE-inhibitory proteins® (c-FLIP) reguliert
werden. c-FLIP entfalten antiapoptotische Eigenschaften zum einen Uber eine
Verhinderung der Ausbildung des DISC durch kompetitive Hemmung der Anlagerung
der Procaspase 8. Zum anderen sind sie in der Lage, die proteolytische Aktivierung
der Caspase 8 zu blockieren [110].

Die Signalvermittlung Uber TNF-R1 weist eine Besonderheit auf. Sie beinhaltet pro-
apoptotische Signale und Uberlebenssignale [206]. Nach Bindung von TNF-a kann
sich das Adapterprotein ,TNFR-associated protein with death domain“ (TRADD)
anlagern. TRADD wiederum rekrutiert mehrere Signalmolekile, beispielsweise
FADD, ,TNF-associated factor-2“ (TRAF-2), ,receptor-interacting protein“ (RIP) und
.RIP-associated ICH-1/CED-2-homologous protein with a death domain“ (RAIDD).
FADD bindet und aktiviert Caspase 8/10 und leitet damit Apoptose ein. RIP bindet
entweder RAIDD und rekrutiert damit Caspase 2 oder es assoziiert mit TRAF-2, was
zur Aktivierung der ,NF-kB-inducing kinase® (NIK) fuhrt. Dies resultiert schlieRlich in
der Aktivierung des nuklearen Transkriptionsfaktors NF-kxB, der mit der Vermittlung
von Uberlebenssignalen in der Zelle in Verbindung gebracht wird [205] (siehe Kap.
1.1.2.3).

Der mitochondriale (intrinsische) Signalweg:

Eine Reihe mitochondrialer Proteine kdnnen apoptotische Programme aktivieren [48,
74, 109, 119, 124, 188, 202]. Diese Proteine halten sich unter Normalbedingungen
im Intermembranspalt der Mitochondrien auf. Apoptotische Stimuli, die entweder aus
dem extrinsischen Signalweg stammen, z.B. vermittelt durch das Protein t-Bid, oder
intrazellular tber andere Mechanismen generiert werden, fuhren zu einer Freisetzung
der mitochondrialen Proteine in das Zytosol oder in den Zellkern. Zwei Ereignisse auf
der Ebene der Mitochondrien scheinen dabei von Bedeutung zu sein. Die

Permeabilisierung der inneren Mitochondrienmembran, hervorgerufen durch den
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Zusammenbruch des Membranpotentials AW (ca. -220 mV), und die
Permeabilitatsanderung (permeability transition, PT) der inneren Membran [109,
129]. Sie beschreibt die Offnung von normalerweise kontrollierten, komplexen
Kanalen mit dem Namen ,permeability transition pore” (PTP) an den Kontaktstellen
zwischen innerer und aufderer Membran [20, 39]. Es kommt zum Durchtritt kleiner
(< 1500 Da) Molekile durch die innere Membran mit konsekutivem Anschwellen der
mitochondrialen Matrix und Ruptur der aul3eren Membran [130]. Die freigesetzten
Molekule treiben daraufhin die Apoptose voran, z.B. durch Aktivierung von Caspasen
und Nukleasen oder durch Neutralisierung zytosolischer Inhibitoren des
programmierten Zelltods. Dabei entsteht ein komplexes Bild der Interaktion pro- und
antiapoptotischer Proteine. Einige Charakteristika sollen im Folgenden kurz
vorgestellt werden:

Cytochrom c, ein Bestandteil der mitochondrialen Atmungskette, bindet nach seiner
Freisetzung aus dem intermembranaren Spalt an das Adaptermolekil Apaf-1
(apoptotic protein activating factor-1), welches daraufhin seine ,caspase activation
and recruitment domain“ (CARD) exponiert. Die CARD bindet nun wiederum die
Procaspase 9. Durch Oligomerisierung zu einem Heptamer entsteht ein Komplex, der
als Apoptosom bezeichnet wird [226]. Darin liegt die Caspase 9 nun als aktives
Enzym vor und schneidet weitere Caspasen wie z.B. die Effektorcaspase 3 [164,
225]. Aber auch noch weitere Proteine unterstitzen die Apoptose, z.B.
Smac/DIABLO, indem es mit den sog. ,inhibitor of apoptosis proteins® (IAP)
interagiert und sie an der Hemmung aktiver Caspasen hindert [48, 202]. Daneben
scheint es aber auch noch Caspasen-unabhangige Reaktionswege der Apoptose zu
geben. Zwei Beispiele hierfur sind AlF und EndoG [90]. Der sog. ,apoptosis inducing
factor” (AIF) transloziert nach seiner Freisetzung aus dem Mitochondrium zum
Zellkern. Dort fuhrt er unabhangig von einer Aktivierung der Caspasen zu
Chromatinkondensation und DNA-Fragmentierung [133, 188]. Ein ahnlicher
Mechanismus ist fur die Endonuklease G (EndoG) beschrieben worden [119, 194,
209].

Nach Aktivierung des mitochondrialen Signalweges greifen also vielfaltige
apoptotische Mechanismen ineinander, die in ihrer Gesamtheit derzeit noch nicht
verstanden sind. Sie munden in einer Caspase-abhangigen oder -unabhangigen

Weise in einem gemeinsamen Endpunkt: Dem Untergang der Zelle.
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Bcl-2-Proteine:

Die Schwelle fur die Ausfihrung des apoptotischen Programms unterliegt feinen
Regulationsmechanismen, die besonders von Mitgliedern der sog. Bcl-2
Proteinfamilie kontrolliert werden. Diese zeichnen sich durch eine Sequenzhomologie
im Bereich der sog. ,Bcl-2 homology“ (BH)-Domanen aus. Mittlerweile sind viele
solcher Bcl-2 Proteine beschrieben worden [65, 142]. Sie koénnen sowohl
antiapoptotisch sein (Bcl-2, Bcl-x. (long), Bcl-w, A1, Mcl-1, Bfl-1, Brag-1, NR-13) als
auch proapoptotisch (Bcl-xs (short), Bax, Bad, Bak, Bid, Bik, Hrk) [1]. Die
differenzierte Wirkung der Bcl-2 Proteine hangt aber auch von weiteren Faktoren wie
z.B. Zelltyp, apoptotischem Stimulus, Umgebung der Zelle (z.B. An- oder
Abwesenheit von Wachstumsfaktoren) ab. Antiapoptotische Bcl-2 Proteine kdnnen
ihre proapoptotischen Verwandten hemmen und den Ausstrom von Cytochrom c aus
den Mitochondrien inhibieren [103]. Viele Einflussfaktoren scheinen eine Rolle zu
spielen, und obwohl die exakten Mechanismen der Apoptoseregulation durch die Bcl-
2 Proteine noch nicht vollstandig aufgeklart sind, scheint doch das Gleichgewicht
zwischen den verschiedenartigen Mitgliedern dieser Proteinfamilie letzten Endes das

Schicksal einer Zelle zu bestimmen.

Inhibitoren der Apoptose:

Eine Klasse von Proteinen, die sog. ,inhibitor of apoptosis proteins® (IAP), kdnnen
das apoptotische Programm in der Zelle inhibieren. XIAP, c-IAP1, c-IAP2 oder
Survivin sind einige ihrer Vertreter [6, 49, 122]. Sie binden an aktive Caspase 3,
Caspase 7 und Caspase 9 und inhibieren diese kompetitiv [45, 166]. Ihre Aufgabe ist
vor allem die Neutralisierung zufallig aktivierter Caspasen, aber sie scheinen auch in
der Vermittlung von Uberlebenssignalen eine Rolle zu spielen (siehe Kap. 1.1.2.3).
Damit jedoch Apoptose im erforderlichen Fall stattfinden kann, verflgt die Zelle Uber
einen Mechanismus, die IAPs unschadlich zu machen. So gelangt nach
Permeabilisierung der mitochondrialen Membran das Protein Smac/DIABLO ins
Zytosol und kann dort die IAPs binden und inhibieren (siehe oben) [48, 202].
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1.1.2.3  Apoptose in der Leberzelle und zellulidre Uberlebenswege

Apoptose in Leberzellen:

Hinweise fur Apoptose konnen bei einer Vielzahl von Lebererkrankungen beobachtet
werden [160]. So sind z.B. apoptotische Kdorperchen (apoptotic bodies) schon seit
langem als charakteristische Merkmale histopathologischer Praparate der Leber
bekannt. Sie werden dort als sog. ,Councilman bodies” beschrieben. Da
normalerweise die phagozytotische Beseitigung der apoptotischen Kdorperchen ein
Freisetzen der Zellinhaltsstoffe verhindert, sollte Apoptose weitgehend ohne
inflammatorische Reaktion ablaufen. Fur die Leber ergeben sich jedoch Hinweise,
dass Apoptose moglicherweise doch nicht so still ablauft wie zunachst angenommen.
Diese Annahme wird dadurch gestutzt, dass nach hepatozellularer Apoptose
intrazellulare Enzyme in der systemischen Zirkulation erscheinen. Daruber hinaus
fihrt ein Ubersteigen der phagozytotischen Beseitigungskapazitat fiir apoptotische
Zellen zu einem Verlust der Gewebearchitektur mit inflammatorischer Reaktion [55].
Daher konnte Apoptose maoglicherweise auch primarer Ausgangspunkt von
Veranderungen sein, die man vom Aspekt her eher auf nekrotische Prozesse
zuruckfihren wirde. Der gesamte Vorgang der Apoptose scheint schnell zu sein,
wobei die Dauer zwischen Minuten und einigen Stunden variieren kann [61].

Die beiden fundamentalen Signalwege der Apoptose scheinen in Leberzellen
gleichermal3en von Bedeutung zu sein: Die starke Expression von Todesrezeptoren
auf der Zelloberflache kdnnte moglicherweise Ausdruck des evolutionaren Drucks
sein, hepatotrope Viren zu eliminieren, da sich Zellen des Immunsystems bei der
Beseitigung virusinfizierter Zellen vorzugsweise der Todesrezeptoren bedienen. In
Hepatozyten und Cholangiozyten ist der mitochondriale Signalweg allerdings fur den
vollstandigen Ablauf der Apoptose unabdingbar. Man bezeichnet sie diesbezlglich
als sog. Typ ll-Zellen. Generell werden hinsichtlich der apoptotischen Signalgebung
zwei Typen von Zellen unterschieden: In Typ |-Zellen fuhrt ein apoptotisches Signal
nach Bildung des DISC uber Aktivierung von Caspase 8 rasch zur Aktivierung der
Caspase 3. Dies geschieht in einer von den Mitochondrien unabhangigen Weise. Die
Beteiligung des intrinsischen Signalwegs dient lediglich als Verstarker und ist fir den
vollstandigen Zellabbau nicht erforderlich. Im Gegensatz dazu ist in den sog. Typ II-
Zellen die Aktivierung des mitochondrialen Signalwegs von essentieller Bedeutung.

Dies wird durch folgende Beobachtung unterstrichen: Fas fuhrt zwar sowohl in Typ I-
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als auch in Typ llI-Zellen zu einer Aktivierung der Mitochondrien, jedoch kann eine
Uberexpression der antiapoptotischen Proteine Bcl-2 oder Bcl-x. (siehe Kap. 1.1.2.2)

nur in Typ llI-Zellen die komplette Ausfuhrung der Apoptose blockieren [1].

Uberlebenssignalwege:

Hepatozyten scheinen Uber bestimmte Uberlebenssignalwege zu verfliigen, die sie
gegen die toxische Wirkung der Substanzen, denen sie ausgesetzt sind, schutzen.
So sind sie z.B. resistent gegen die TNF-Rezeptor-vermittelte Apoptose, solange sie
nicht durch Hemmung bestimmter Signalmediatoren sensibilisiert werden. Der
Transkriptionsfaktor NF-xB hemmt dabei die apoptotische Antwort der Leberzellen
nach Exposition gegentuber TNF-a und anderen apoptotischen Stimuli [7, 16, 140,
214]. Erst in jungerer Zeit ist die NF-xB-Familie in den Blickpunkt der
Apoptoseforschung gertckt. |hre Rolle in der Regulation von Immunantwort und
Akutphase-Prozessen [67] ist allerdings schon seit langerem bekannt. Derzeit sind 5
Mitglieder dieser Familie identifiziert, wobei die grof3te Bedeutung RelA (p65), NF-
kB1 (p50) und NF-kB2 (p52) zukommt. Dimere, bestehend aus den Untereinheiten
RelA und NF-xB1 bzw. NF-kB2, befinden sich primar im Zytoplasma, wo sie an die
inhibitorischen Untereinheiten |xkB gebunden sind und daher transkriptionell nicht
aktiv werden kénnen [11, 178]. Nach entsprechendem Stimulus folgen die NF-«xB-
vorgeschalteten Signale klassischerweise einem Arm der TNF-R-Signalgebung aus
dem extrinsischen Apoptoseweg (siehe Kap. 1.1.2.2). In ihm interagiert TRADD mit
den Adapterproteinen TRAF2 und RIP, die entweder die ,c-Jun N-terminal kinase“
(JNK) oder die ,NF-xB-inducing kinase“ (NIK) rekrutieren. JNK wird eine Bedeutung
als proapoptotischer Signalmediator zugeschrieben [92]. NIK aktiviert in der Folge
bestimmte IkB-Kinasen, die wiederum das NF-xB inhibierende Protein I[xB
phosphorylieren. Dieses wird uber Ubiquitinierung seinem Abbau durch Proteasomen
zugefihrt [145]. Der freigesetzte, aktive NF-xB-Komplex transloziert nun zum
Zellkern, bindet dort an spezifische Bindungsstellen in der Promotorregion seiner
Zielgene und aktiviert deren Transkription [141, 220]. Der Vorgang der NF-kB-
Aktivierung kann innerhalb von Minuten ablaufen. Eine Vielzahl von Stimuli scheinen
ihn auszulésen, unter ihnen inflammatorische Zytokine wie TNF-a und IL-1, T-Zell-
Aktivatoren sowie Wachstums- und Stressfaktoren. Daher wurde die NF-xB-
Signalgebung ursprunglich rein mit inflammatorischen Prozessen assoziiert. Zudem

kann man beobachten, dass die Gene, die durch NF-xB reguliert werden, unter
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anderem Zytokine, Zytokinrezeptoren, Zelladhasionsmolekile und Wachtums-
regulatoren [14, 67] kodieren. Zu den Genprodukten der NF-xB-Signalgebung
scheinen aber auch eine Vielzahl antiapoptotischer Proteine zu gehoéren [169].
Mogliche Vertreter mit direkter antiapoptotischer Wirkung sind TRAF1 und 2, c-IAP1
und 2, Bcl-2, die Bcl-2-Homologe A1/Bfl-1 und Bcl-x., IEX-1_ und A20 [15, 173, 207].
Ein weiterer protektiver Effekt von NF-«kB besteht vermutlich in der Hemmung des
proapoptotischen JNK-Signalwegs [44, 192] (siehe Abbildung 3). Eine Hemmung
von NF-kB fuhrte in Hepatozyten zu gesteigerter TNF-induzierter Apoptose. Als
Ursache fand sich eine vermehrte Aktivierung von JNK und c-Jun sowie eine erhohte
transkriptionelle Aktivitdt von AP-1, was vermutlich eine Hochregulation pro-
apoptotischer Gene und Aktivierung des intrinsischen Apoptosesignalwegs zur Folge
hat [123]. Auf der anderen Seite scheint NF-xB in Hepatozyten jedoch mitunter auch
proapoptotische Signale vermitteln zu koénnen, beispielsweise durch vermehrte
Expression der proapoptotischen Proteine Bax und Bak als Reaktion auf eine
Stimulation mit Zytokinen [173]. Allerdings spricht die Tatsache, dass eine NF-xB-
Hemmung Hepatozyten fUr Apoptose sensibilisiert, daflr, dass die Hochregulation
der antiapoptotischen Proteine die der proapoptotischen tUberwiegt.

Neben der NF-kB-Aktivierung scheinen auch noch andere antiapoptotische
Signalwege zu existieren. So konnte gezeigt werden, dass Phosphatidylinositol-3-
Kinasen (PI3K) wichtig fir das Uberleben der Zelle sind. Neuere Studien sprechen
dafur, dass dies moglicherweise Uber Akt, ein Pls-Kinase-nachgeschaltetes Protein,
geschieht [60, 94] (siehe Abbildung 3). Die Aktivierung des PI3K/Akt-Signalwegs
bewahrt die Zellen vor ihrem Untergang nach Exposition gegentber einer Vielzahl
von apoptotischen Stimuli [50]. Die entsprechenden Mechanismen fur diesen Schutz
sind noch nicht vollig aufgeklart, aber sowohl die Phosphorylierung und damit
Inaktivierung von Bad oder Caspase 9 als auch die Aktiverung von NF-«B kdnnten
durch PI3K/Akt vermittelt werden [18, 34, 43, 95]. Weitere potentielle
Uberlebenssignale kénnten mdglicherweise in einer Hemmung des proapoptotischen
JNK-Signalwegs [98] oder in einer gesteigerten Expression antiapoptotischer
Proteine wie c-Flip [146] bestehen.

Darlber hinaus wurde kirzlich ein Uberlebenssignalweg identifiziert, der sich der
Aktivierung des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors (EGF-R) und der mitogen
aktivierten Proteinkinase (MAPK) bedient [156] (siehe Abbildung 3).
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Antiapoptotischer ébb“dung 3:
Stimulus Uberlebenssignalwege im
/ l \ Hepatozyten

NF-xB PI,-Kinasen EGF-R
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Uberlebenssignal
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1.1.2.4 Einfluss von Gallensauren auf die hepatozellulare Apoptose

Toxische hydrophobe Gallensauren sind in der Lage Leberzellen zu schadigen, auch
wenn sie weit unterhalb ihrer kritischen mizellaren Konzentration vorliegen. lhre
Fahigkeit, Apoptose auslosen zu kdnnen, steht dabei im Vordergrund [17, 149, 163].
Das Ausmaly und die Progression der Leberschadigung ist bei cholestatischen
Leberkrankheiten in erheblichem Umfang von dem Gleichgewicht zwischen toxischen
und nichttoxischen Gallensauren abhangig. Beim Menschen findet man
Gallensauren als Glycin- und Taurin-Konjugate, wobei erstere quantitativ im

Verhaltnis von ca. 3:1 Uberwiegen [83].

Glycochenodeoxycholsaure (GCDCA) stellt beim Menschen die quantitativ bedeu-
tendste hydrophobe Dihydroxygallensaure dar und wird als hauptverantwortlich far
Gallensauren-induzierten Leberzellschaden bei Cholestase angesehen. GCDCA
kann in Hepatozyten in vitro direkt Apoptose auslésen. Mehrere Mechanismen hierflr
wurden bisher vorgeschlagen: So scheint GCDCA beispielsweise eine Aktivierung
des membranstandigen Fas-Rezeptors unabhangig von dessen Liganden zu
induzieren [54]. Dartber hinaus werden Leberzellen mdglicherweise fur TRAIL-
R2/DR5-vermittelte Apoptose sensibilisiert [80]. In der Folge bildet sich der DISC aus
und fuhrt zur Aktivierung von Caspase 8, gefolgt von einer direkten Rekrutierung der
Effektorcaspasen und von Bid, das den mitochondrialen Signalweg aktiviert (siehe

Abbildung 4). Aulzerdem gibt es Hinweise dafir, dass toxische Gallensauren den
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vesikularen Transport von Fas an die Zelloberflache stimulieren, wobei PKC und JNK
wichtige Signalmediatoren zu sein scheinen [69, 181]. Somit wird die Oligo-
merisierung und Aktivierung von Fas erleichtert. Auch im Rahmen der Bildung des
DISC wurde eine modulierende Wirkung von Gallensauren beobachtet. So sind sie
beispielsweise in der Lage, die Rekrutierung von c-Flip an den DISC zu verhindern,
wodurch eine vermehrte Aktivierung der Initiatorcaspasen moglich wird [81].

Ein anderes Konzept wurde von Schoemaker et al. vorgeschlagen: GCDCA induziert
in ihren Untersuchungen Caspase 8-Aktivierung und Apoptose in einer von FADD
unabhangigen Weise. Eine Inhibition von Caspase 8 hatte keinen Effekt auf die
Aktivitat der Caspase 3. Somit flhrten sie die Aktivierung von Caspase 8 auf
postmitochondriale Mechanismen zurtck [172]. In der Tat gibt es Hinweise fur eine
sekundare Rekrutierung des extrinsischen Apoptosewegs nach vorausgehender
Aktivierung der intrinsischen Signalgebung. Einen ihrer Mediatoren konnte die
Caspase 6 darstellen, die dann die Initiatorcaspase 8 aktiviert [12, 37] (siehe
Abbildung 4).

Die Ebene der Mitochondrien hat in jedem Fall eine Bedeutung fur die Gallensauren-
vermittelte Apoptose, ob nun als Ort der Induktion oder der Verstarkung
apoptotischer Signale: Eine direkte Toxizitat fur den mitochodrialen Stoffwechsel
wurde in aus Hepatozyten isolierten Mitochondrien gezeigt [106]. Andere Studien
legen nahe, dass die Behandlung von Zellen mit hydrophoben Gallensauren zu
mitochondrialer Dysfunktion mit einer gesteigerten Freisetzung von Cytochrom c
fuhrt, wobei Bax ein vorgeschalteter Mediator in diesem Prozess zu sein scheint
[161]. Ein weiteres Konzept der Gallensauren-vermittelten Aktivierung des
programmierten Zelltods beruht auf der Beobachtung, dass hydrophobe
Gallensauren die Generierung toxischer reaktiver Sauerstoffmetabolite in den
Mitochondrien induzieren [182]. Der oxidative Stress kann in der Folge die MPT
triggern, worauf es zur Freisetzung der intramembranaren proapoptotischen Faktoren
kommt (siehe Kap. 1.1.2.2). Yerushalmi et al. konnten zeigen, dass schon relativ
geringe Konzentrationen an Gallensauren oxidativen Stress in Hepatozyten
induzieren. Dabei korrelierte der Grad an Apoptose nahezu linear mit dem Ausmal
an oxidativem Stress [218].

Reinehr et al. schlugen kurzlich vor, dass die Bildung reaktiver Sauerstoffmetabolite
(reactive oxygen species, ROS) zu einer Phosphorylierung des EGF-Rezeptors fuhrt,

die wiederum eine Tyrosin-Phosphorylierung und Aktivierung von Fas triggert, was
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schlie3lich die Ausbildung des DISC und damit die Ausflhrung des apoptotischen

Programms nach sich zieht [159].

Das frGher angenommene Konzept, dass Gallensauren entweder rein pro- oder
ausschlieRlich antiapoptotisch seien, muss in jingerer Zeit allerdings revidiert
werden. Einige Gallensauren aktivieren anscheinend nicht nur apoptotische Signale,
sondern gleichzeitig auch bestimmte Uberlebenssignale, wodurch die ihnen
innewohnende Toxizitat abgeschwacht wird (siehe Abbildung 4). So verursacht
Taurochenodeoxycholsaure (TCDCA) in vitro nur in geringem Ausmal} Apoptose.
Wird jedoch ein Pls-Kinasen/NF-kB-abhangiger Uberlebenssignalweg blockiert, so

steigt die apoptotische Wirkung von TCDCA in vitro stark an [167].

Todes-Rezeptoren

GCDCA e S TCDCA
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|
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Introwsischer l
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Abbildung 4: Modell des Einflusses hydrophober Gallensauren auf die
Apoptose in Leberzellen

Auch die hydrophile Gallensdure UDCA scheint Uberlebenssignale zu aktivieren. An

ihrer Vermittlung sind der Epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGF-R) und die

mitogen aktivierte Proteinkinase (MAPK) beteiligt [156]. Die gleichzeitige Gabe von
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UDCA und einem MAPK-Inhibitor fuhrte in Rattenhepatozyten zu einer Apoptoserate
von mehr als 50 %. UDCA aktiviert wahrscheinlich also proapoptotische Signale und
gleichzeitig starke MAPK-abhangige Uberlebenssignale, die in ihrer Summe die

letzten Endes nichttoxische Wirkung von UDCA erklaren.

1.1.3 Phosphatidylinositol-3-Kinasen

Phosphatidylinositol-3-Kinasen (Pls-Kinasen) sind eine Gruppe von Enzymen, deren
Aufgabe in der Phosphorylierung von Phosphatidylinositol-Lipiden nach ent-
sprechender Stimulation der Zelle besteht. Die entstehenden Mediatoren, z.B.
Phosphatidylinositol-3-Phosphat (PtdIns(3)P), Phosphatidylinositol-3,4-Bisphosphat
(PtdIns(3,4)P2) und Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat (PtdIns(3,4,5)P3), spielen
u.a. eine bedeutende Rolle in der Vermittiung von Wachstums-, Proliferations-,
Migrations- und Uberlebenssignalen [195]. Die Aktivierung der Pls-Kinasen erfolgt

z.B. Uber Tyrosinkinasen [33] und G-Protein-gekoppelte Rezeptoren [185].

Es existieren mehrere Isoformen der Pl;-Kinasen. Man unterteilt drei Klassen, die
jeweils bestimmte Substrate zu bevorzugen zu scheinen und damit unterschiedliche
Signalwege innerhalb der Zelle unterhalten [200]. So sollen Klasse Ia-Enzyme die
pradominante Rolle in sekretorischen Zellen spielen und beispielsweise
hauptverantwortlich fir die Antwort auf Wachstumsfaktoren sein [62]. Als
Heterodimere bestehen sie aus einer regulatorischen (85 kDa) und einer
katalytischen Untereinheit (110 kDa) [82]. Die regulatorische Untereinheit sorgt dafur,
dass sich die katalytische Untereinheit in ruhenden Zellen in einem Stadium geringer
Aktivitat befindet. Die Aktivierung geschieht durch direkte Interaktion mit
Phosphotyrosinresten der aktivierten Wachstumsfaktor-Rezeptoren oder Uber
Adapterproteine. Die so aktivierte Pls-Kinase uUberfuhrt schliel3lich Phosphatidyl-
inositol-4,5-Bisphosphat in Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat. Hieran kdnnen
nun zahlreiche Mediatorproteine binden und die weitere intrazellulare Signalgebung
ubernehmen [32].

Exemplarisch sollen hier die Proteinkinasen Akt (auch Protein Kinase B, PKB) und
Phosphatidylinositol-abhangige Kinase 1 (PDK 1) genannt werden. Eine Assoziation

mit PI(3,4,5)P3; an der Membran bringt sie in raumliche Nahe zueinander und
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erleichtert dadurch die Phosphorylierung von Akt durch PDK 1 [114]. Damit wird die
katalytische Aktivitat von Akt stimuliert, die wiederum andere Proteine der Zelle
phosphoryliert. Von besonderem Interesse fur die vorliegende Arbeit ist dabei die
Vermittlung von Uberlebenssignalen, die apoptotischen Programmen entgegen-

wirken kénnen (siehe Kap. 1.1.2.3).

Pls-Kinasen scheinen in Leberzellen daruber hinaus eine wichtige Rolle fur
transzellularen Vesikeltransport und Modulation zellularer Transportproteine zu
spielen [135]. Gallensauren Uben dabei mdglicherweise einen modifizierenden
Einfluss auf die entsprechenden Prozesse aus. So konnte beispielsweise gezeigt
werden, dass Taurocholsaure (TCA) Uber Pls-Kinasen-abhangige Mechanismen
choleretisch wirkt [134]. Ahnliches wurde fiir den choleretischen Effekt von TUDCA
beschrieben [112]. Der anticholestatische Effekt von TUDCA scheint allerdings PlsK-
unabhangig zu sein [23]. Die hydrophobe Gallensaure TLCA hingegen scheint Uber
Pls;-Kinasen einen cholestatischen Effekt zu vermitteln [23, 26]. Die Bedeutung der
Pls-Kinasen fiir die Vermittlung von Uberlebenssignalen nach Gabe von TCDCA ist in
vitro bereits belegt [167], in vivo existieren allerdings noch keine Untersuchungen
ihres Einflusses auf die TCDCA-induzierte Modulation von hepatozellularem

Zellschaden und Transportprozessen.

Eine experimentelle Hemmung der Pls-Kinasen kann durch den Einsatz bestimmter
Inhibitoren erreicht werden, von denen sich Wortmannin als sehr zuverlassig bewahrt
hat: Wortmannin ist ein antifungal wirksames Antibiotikum, das aus Penicillium
fumiculosum isoliert werden kann. Es ist leicht zellgangig und gilt als spezifischer und
effektiver Inhibitor der Pls-Kinasen [155], wobei eine direkte Interaktion mit der
katalytischen Untereinheit gezeigt werden konnte [216]. Dabei reichen sehr niedrige
Konzentrationen aus: ICso-Werte flir die Hemmung isolierter Enzyme befinden sich in
einer GroRenordnung von 1-10 nM, &ahnliche Konzentrationen werden fur die
Hemmung der Pls-Kinasen in vivo bendtigt [62]. Wortmannin inhibiert irreversibel die
p110-Untereinheit der Enzyme, wobei es kovalent an Lysin-802 bindet, einen Rest,
der fUr die katalytische Aktivitat benotigt wird und in allen Phosphatidylinositolkinasen
konserviert ist [213].
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Abbildung 5: Molekulare Struktur von
Wortmannin

1.1.4 Sulfasalazin als Modulator intrazellularer Signaltransduktion

Sulfasalzin wurde erstmals 1941 von Svartz als Therapeutikum der rheumatoiden
Arthritis eingefuhrt [189]. Es setzt sich aus zwei Komponenten zusammen, deren
unterschiedliche Wirkungsweise man synergistisch in einem Praparat nutzen wollte.
Sulfapyridin, ein Sulfonamid mit antibiotischer Wirkung, und 5-Aminosalizylsaure (5-
ASA), ein Salizylat mit antiinflammatorischer Potenz, bilden, verbunden uber eine
Azo-Bindung, das Gesamtmolekil Salazosulfapyridin (Sulfasalazin). Neben der
Behandlung der rheumatoiden Arthritis findet Sulfasalazin auch in der Therapie

chronisch entzindlicher Darmerkrankungen Anwendung.

Pharmakokinetik:

Das Medikament wird als magensaftresistente Filmtablette verabreicht, wodurch der
Wirkstoff erst im oberen Dunndarmabschnitt freigesetzt wird. Ca. 30 % der Aus-
gangssubstanz werden im Jejunum absorbiert und gelangen nach entero-
hepatischer Zirkulation wieder nahezu unverandert in den oberen Dinndarm. Im
Dickdarm wird Sulfasalazin durch die Azoreduktasen coliformer Bakterien in seine

Einzelkomponenten 5-ASA und Sulfapyridin gespalten [86].
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Abbildung 6:
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Nach oraler Gabe von Sulfasalazin und Aufnahme im Gastrointestinaltrakt variiert der
Anteil des Gesamtmolekuls, der die systemische Zirkulation erreicht, zwischen 2 %
und 10 % [151, 174]. Es scheint in dieser Hinsicht keinen signifikanten Unterschied
zwischen gesunden Probanden, Patienten mit Colitis und Patienten mit lleostoma zu
geben [40, 41, 97, 175]. Nach Gabe einer taglichen Dosis von 4 g reichten die
steady-state-Serumkonzentrationen von Sulfasalazin bei gesunden Probanden von
4,7 bis 45 pg/ml [174]. Sulfasalazin weist eine sehr hohe Plasmabindung an Albumin
auf, wobei bei menschlichem Albumin drei entsprechende Bindungsstellen
identifiziert wurden. In Konzentrationen von 44-125 pmol/l zeigt die Substanz bei pH
7,4 und 37 °C eine in vitro-Bindung von ca. 99 % [87]. Die Ausscheidung von
Sulfasalazin erfolgt teilweise Uber die Niere, und nur Spuren der Substanz sind im
Stuhl nachweisbar [41, 151, 174]. Im Rahmen der enterohepatischen Zirkulation von
Sulfasalazin finden sich biliare Konzentrationen, die den Serumspiegel 3- bis 10-fach
Ubersteigen [97].

Sulfapyridin  wird nach seiner Freisetzung aus Sulfasalazin nahezu komplett
absorbiert und in der Leber einer Hydroxylierung, Glucoronidierung und N-
Acetylierung zugefuhrt, wonach die entsprechenden Derivate gemeinsam mit einem
geringen Rest an Sulfapyridin renal eliminiert werden. Der Acetyliererstatus der
jeweiligen Person spielt eine wichtige Rolle fur die Serumspiegel von Sulfapyridin
[57, 175].

Nach Spaltung von Sulfasalazin durch die bakterielle Flora des Dickdarms findet sich
ca. ein Drittel der Dosis der freigesetzten 5-Aminosalizylsaure im Urin wieder. Dabei
erscheint 5-ASA nahezu komplett als acetylierter Metabolit (Ac-5-ASA). Nach Gabe
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von Sulfasalazin scheinen die Serumkonzentrationen von unveranderter 5-ASA
relativ niedrig zu liegen [40, 41, 57, 174], die Konzentrationen von Ac-5-ASA jedoch
hoher [57]. Dies deutet moglicherweise auf eine durch Azetylierung reduzierte
Bioverfugbarkeit hin und in der Tat konnte im Rattenmodell ein entsprechender
intestinaler und hepatischer first-pass-Effekt nachgewiesen werden [152].
Mindestens 50 % der intestinal zur Verfigung stehenden Menge an 5-ASA werden

mit den Faeces ausgeschieden [151].

Wirkungsmechanismen:

Die Wirkungsmechanismen von Sulfasalazin sind noch weitgehend ungeklart [64],
doch es gibt mittlerweile ausreichend Hinweise darauf, dass dem Gesamtmolekul
eine eigenstandige Rolle in der Beeinflussung pathologischer Prozesse zukommt.
Die meisten therapeutischen Effekte von Salizylaten wie Sulfasalazin werden ihrem
hemmenden Einfluss auf die Cyclooxygenasen und die Prostaglandinsynthese
zugeschrieben. Ein weiterer interessanter und offenbar auch bedeutender
Wirkmechanismus von Sulfasalazin besteht in der Modulation von Signal-
transduktionswegen, die mit der Vermittlung apoptotischer Signale und entsprechend
entgegengesetzten Uberlebensstrategien der Zelle in Verbindung gebracht werden.
So erwies sich Sulfasalazin als Aktivator von Apoptose in Lymphozyten und als
spezifischer Inhibitor von NF-xB [120, 203, 210].

Die molekularen Mechanismen der Sulfasalazin-induzierten Apoptose in T-Zellen
sind von Liptay et al. charakterisiert worden: In ihrer Untersuchung fuhrte
Sulfasalazin zu einer Akkumulation von Bax und zum Zusammenbruch des
mitochondrialen Transmembranpotentials (AY). In der Folge kam es zu einem
Ausstrom von Cytochrom ¢ und konsekutiver Aktivierung von Caspase 3. Die Gabe
des Pancaspasen-Inhibitors ZVAD-FMK konnte den Untergang der Zellen jedoch
nicht verhindern. Somit schien ein Caspase-unabhangiger Mechanismus
entscheidend zu sein. In der Tat stimulierte Sulfasalazin die Freisetzung von AIF aus
den Mitochondrien und seine Translokation zum Zellkern, welche die Fragmentierung
der DNA und den Zelluntergang ermoglichte. Diese Vorgange konnten durch

Uberexpression von Bcl-2 vollstandig verhindert werden [121].

Die Effekte von Sulfasalazin auf die apoptotischen Signalprozesse in Leberzellen

sind bisher noch vollig unbekannt.
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1.2 Fragestellung der Arbeit

Die vorliegende Arbeit untersucht am Modell Ntcp-transfizierter humaner HepG2-
Zellen und der isoliert perfundierten Rattenleber Mechanismen der durch hydrophobe
Gallensauren ausgeldsten Leberzellschadigung und deren Modulation durch Eingriff
in die Pls-Kinasen-Signalgebung und durch Sulfasalazin. Zusatzlich soll die
Beeinflussung hepatobiliarer Transportmechanismen betrachtet werden.

In vitro-Untersuchungen beschreiben die Effekte von Sulfasalazin und seiner
Spaltprodukte 5-Aminosalizylsaure (5-ASA) und Sulfapyridin auf die GCDCA-
induzierte und die Gallensauren-unabhangige Apoptose, die Gallensaurenaufnahme
in die Zellen sowie die Aktivitat des Transkriptionsfaktors NF-«xB.

In den Perfusions-Experimenten werden Effekte der hydrophoben Gallensauren
TCDCA und GCDCA und deren Modulation durch Einsatz von Sulfasalazin oder
Gabe des PIls-Kinase-Inhibitors Wortmannin verglichen. Als Zielparameter werden
dabei dargestellt: Gallenfluss, biliare Sekretion von 2,4-Dinitrophenyl-S-Glutathion
(GS-DNP) als Parameter der Transportkapazitat der apikalen Konjugatexportpumpe
Mrp2, Aktivitdat der Laktatdehydrogenase (LDH) und der Glutamat-Pyruvat-
Transaminase (GPT) als Indikatoren fur das Ausmal® der hepatozellularen
Schadigung, aktivierte Caspase 3 und Zytokeratin 18-Filamentnetzwerk im
Lebergewebe als Marker fur die Apoptose, Konzentration der Gallensauren im
hepatovenodsen Effluat als indirektes Mal} fur die Gallensaurenaufnahme durch die
Leber sowie Expression der aktivierten PKB als Mal} der Pl;-Kinase-Aktivitat im

Lebergewebe.

Die beiden grundsatzlichen Fragestellungen sind:

I. Verandert ein Eingriff in die Pls-Kinasen-vermittelte Signalgebung der Leberzelle
die Toxizitat hydrophober Gallensauren in der intakten Leber? Welche Signalwege

sind dabei von Bedeutung?

[I. Besitzt Sulfasalazin in Leberzellen modulierenden Einfluss auf die Zellschadigung

durch hydrophobe Gallensauren? Welche Mechanismen spielen dabei eine Rolle?

-25-



Methodik

2 METHODIK

2.1 Untersuchungen am Modell Ntcp-transfizierter HepG2-Zellen

2.1.1 Kultivierung der Zellen

Hep G2-Zellen (ATCC HB-8065) wurden in supplementietem MEM (minimal
essential medium, 10 % fotales Rinderserum, 1 % nichtessentielle Aminosauren, 4
mM L-Glutamin, 1 mM Natriumpyruvat, 100 LE./ml Penicillin, 100 pg/ml
Streptomycin, 0,25 pg/ml Amphotericin B, pH 7,4, 37 °C, 5 % COZ2) angezlchtet.

Ein Mediumwechsel erfolgte 2 x pro Woche, 1 x pro Woche wurde eine Zellpassage
mit Trysin/EDTA-1x-Lésung (0,5g/l Trypsin, 0,2g/l EDTA, 0,85 g/l NaCl, pH 7-7,5)
durchgefuhrt.

Eine ca. 90 prozentige Konfluenz der Zellen wurde am 2. Tag nach der Zellpassage

erreicht und diente als Ausgangspunkt fur die meisten Versuche.

2.1.2 Stabile Transfektion der humanen HepG2-Zellen mit einem pcDNA
3.1/Ntcp-Konstrukt

Zur stabilen Transfektion mit Ratten-Ntcp wurden die Hep G2-Zellen auf 6-Well-
Gewebekulturplatten aufgetragen. Nachdem die Zellen bis zu einer Konfluenz von
ca. 50 % des Plattenbodens gewachsen waren, wurden sie mit einem pcDNA
3.1/Ntcp-Konstrukt transfiziert. Das transfizierte Plasmid enthielt neben dem
Gallensaurentransporter Ntcp auch ein Resistenzgen gegen das Antibiotikum
Geniticin, sodass nach Kultivierung der Zellen in entsprechendem Antibiotikum eine

Auslese zugunsten der erfolgreich transfizierten Zellen ermoglicht wurde.
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Transfektion: Das Kulturmedium in den Vertiefungen wurde durch je 2 ml

serumfreies komplettes Medium ersetzt.

Herstellung des Tranfektionsgemisches: 100 yl Optimem + 5 ul Fugene-Reagens 5
min bei RT inkubiert, dann Zugabe von 2 ug der Plasmid-cDNA und weitere 15 min
Inkubation bei RT.

100 ul Transfektionsgemisch wurden in jede Vertiefungen pipettiert. Nach 4-8 h
erfolgte die Zugabe von 10 % FCS und Inkubation fur 24 h bei 37 °C und 5 % COa..
AnschlielRend wurden die Zellen mit PBS gewaschen und erneut nach Zugabe von
500 pl/Vertiefung 1x Trysin/EDTA fur 5 min bei 37 °C inkubiert. Daraufhin wurde das
gleiche Volumen an MEM zur Neutralisation zugegeben.

Die Zellen wurden in 10 cm Petrischalen ausgesat. Nach 24 h erfolgte die Zugabe
von 1 mg G418 (Geniticin) und eine Anzlchtung fur 14-21 d, bis Monoklone sichbar
waren.

Einzelne Klone wurden unter Zuhilfenahme steriler Klonzylinder (Scienceware,
Pequannock, NJ, USA) abtrypsiniert, die Losung wurde anschlielend mit gleichem
Volumen MEM neutralisiert.

Isolierte Klone wurden in je einer Vertiefung einer 24 well-Platte ausgesat und mit 1
ml MEM und 1 mg/ml Geneticin G418 kultiviert. Dadurch wurde eine kontinuierliche

Selektion zu Gunsten der effizient transfizierten Hep G2-Zellen erreicht.

Nachdem Zellen in 2 Vertiefungen konfluent gewachsen waren, wurden die Zellen
einer Vertiefung abtrypsiniert, abzentrifugiert und nach Resuspension des
Ruckstandes in Einfrierlosung (1,3 ml 90 % FCS, 10 % DMSO) weggefroren. Die
andere Vertiefung wurde zur Durchfuhrung eines Gallensauren-Aufnahme-Assays
verwendet (Durchfihrung siehe Kap. 2.1.5, S. 30). Dabei wurde die
Aufnahmefahigkeit fur Gallensduren an den neu transfizierten Zellen und zur
Kontrolle auch an nichttranfizierten Zellen untersucht.

Der letzten Endes fur die Experimente verwendete Klon zeigte eine 140-fache

Steigerung der Gallensauren-Aufnahmefahigkeit.
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2.1.3 Caspase 3/7 - Aktivitatsassay

Zur Erfassung der Caspase 3-Aktivitat als Indikator fur Apoptose in unserem
Zellmodell wurde ein kommerzieller Assay (Apo-ONE™ Homogeneous Caspase-3/7

Assay, Promega Corporation, Madison, WI, USA) verwendet.

Theorie:

Ein spezieller Lysepuffer permeabilisiert die kultivierten und prainkubierten Zellen,
sodass die intrazellular aktivierte Caspase 3 in das Medium freigesetzt wird. Dem
Puffer wird das Caspase 3-Substrat Z-DEVD-R110 (Rhodamin 110, bis-(N-CBZ-
Aspartyl-L-Glutamyl-L-Valyl-L-Aspartatsaureamid)) beigefugt, welches vor dem Test
als prafluoreszierende Substanz besteht. Als Folge der sequenziellen Spaltung und
damit Entfernung der DEVD-Peptide durch die aktivierte Caspase 3 unter
gleichzeitiger Anregung bei 499 nm, beginnt die Rhodamin 110-Gruppe intensiv zu
fluoreszieren. Das Emissionsmaximum liegt bei 521 nm.

Die Menge der entstandenen fluoreszierenden Substanz ist proportional der

Caspase 3-Aktivitat in der Probe.

Durchfiihrung:

Ntcp-transfizierte bzw. nicht transfizierte HepG2-Zellen wurde in Mehrfach-
Kulturschalen mit 96 Vertiefungen bis zu einer Konfluenz von 90 % angezuchtet. Die
Zellen wurden nach folgenden Versuchbedingungen stimuliert und auf den Grad der
Apoptose untersucht:

- Kontrollen

- TCDCA 25, 50 oder 75 uM

- GCDCA 25, 50 oder 75 uM

- GCDCA 75 uM + ZVAD-FMK 20 uM

- GCDCA 75 uM + SSZ / SPD / 5-ASA jeweils 1, 10, 100 oder 1000 yM

- TNF-a 28 ng/ml / Act.D 0,2 ug/ml + SSZ 1, 10, 100 oder 1000 yM

Je nach Versuchsgruppe wurden 50 pl der entsprechenden Stimulationslésung in die
einzelnen Vertiefungen pipettiert und die Zellen 4 Stunden lang inkubiert,
anschlielend einmal mit serumfreiem Medium gewaschen und mit 50 yl serumfreiem

Medium resupplementiert. Jeder Vertiefung wurden 50 pl des kommerziellen
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Caspase 3/7-Testreagens beigefigt. Pro Versuchsgruppe wurden stets 3
verschiedene Vertiefungen verwendet. Die von uns gewertete Caspase 3-Aktivitat
entsprach dem Mittelwert der 3 Einzelmessungen. Bei jedem Versuch wurde eine
.blank® - Reihe (3 Vertiefungen ohne angelegten Zellrasen) und eine Reihe als
Negativkontrolle (3 Vertiefungen, bei denen keine vorherige Stimulation der Zellen
erfolgte) mitgefihrt. Nach Zugabe des Testreagens wurden die 96 well-Platten
lichtgeschutzt eingepackt und auf einem Plattenschuttler bei Raumtemperatur und
einer Drehzahl von 300 rpm bis zum Ablesezeitpunkt durchgemischt.

Die Messung der Fluoreszenz erfolgte nach 2 Stunden in einem Fluorimeter
(Zytoflour, PerSeptive Biosystems, Framingham, MA, USA) bei einer
Exzitationswellenlange von 485+/-20 nm und einer Emissionswellenlange von 530+/-
25 nm.

2.1.4 Darstellung aktivierter Caspase 3 in der Inmunzytochemie

18 x 18 mm-Deckglaschen wurden 4 h in 1 M HCI-Lésung bei 55 °C vorbehandelt.
Nach Spulen mit H,O wurden sie 3 x 30 min in ein Ultraschallbad Uberflhrt.
AnschlieRend wurden sie 30 min in 50 % Ethanol, weitere 30 min in 70 % und
nochmals 30 min in 95 % Ethanol aufbewahrt. Je ein Deckglaschen wurde pro

Vertiefung in eine Kulturschale mit 6 Vertiefungen eingesetzt.

Ntcp-tranfizierte HepG2-Zellen wurden auf den Deckglaschen bis zu einer Konfluenz
von 80 % angezuchtet. Anschliefend erfolgte eine vierstundige Inkubation mit der
Stimulationslésung (MEM + GCDCA 75 yM, SSZ 1000 pM oder GCDCA 75 uM +
SSZ in den Konzentrationen 1 uM, 10 uM, 100 uM oder 1000 puM) oder mit MEM
ohne Zusatze als Negativkontrolle. Im Anschluss wurden die Zellen 1 x mit PBS
gewaschen und schlie3lich mit 3 % Formalin fixiert. Daraufhin wurde 3 x 5 min mit
TBST (Tris-Base 50 mM, NaCl 0,15 M, Triton X-100 0,1 %, pH 7,4) gespult und mit 5
% BSA in der Vertiefung fur 1 h bei RT geblockt.

Die Deckglaschen wurden aus den Vertiefungen herausgenommen und mit einem
Anti-cleaved-Caspase 3-Antikorper (1:50 in BSA) in einer Schale bei 4 °C fir 24 h
inkubiert. Nach 3 x 5 min Spulen mit TBST wurden die folgenden Schritte zum
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Schutz der Fluoreszenz im Dunkeln geflhrt. Der Anti-Kaninchen-lgG-Antikérper
Alexa Flour wurde 1:200 in BSA auf die Deckglaschen aufgebracht und bei RT fur 1
h belassen. Zusatzlich wurde der Kernfarbstoff Hochst 33342 in einer Verdunnung
von 1:200 zu der Antikorper-Losung hinzugeflgt und mit dem 2. Antikdrper inkubiert.
Danach wurde 3 x 5 min mit TBST und 2 x 5 min mit Aqua dest. gespult. Schlief3lich
wurden die Praparate mit Vectashield mounting medium auf Objekttragern

eingedeckt und im Dunkeln aufbewahrt.

Die Betrachtung der Praparate erfolgte mdglichst zeitnah unter einem Zeiss Axiovert
135 TV Mikroskop, als Kamera diente eine Zeiss AxioCam MRm. Die Bildbetrachtung
am Computer und die Auszahlung Caspase 3-positiver Zellen wurde mittels der
Software Axiovision 3.1 durchgefuhrt (Zeiss, Oberkochen). Zur Aufnahme der
Fluoreszenz-Signale wurde fur den Kernfarbstoff mit 445/50 nm und fur die aktivierte
Caspase 3 mit 530/50 nm angeregt.

Die Auszahlung der Gesamtzellzahl (anhand des Kernfarbstoffs) und der
apoptotischen Zellen (anhand der Caspase 3-Farbung) erfolgte geblindet durch 3
verschiedene Untersucher. Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte + Standard-

abweichungen dargestellt.

2.1.5 Bestimmung der [*H]-Taurocholsdure-Aufnahme

Die Aufnahmefahigkeit der Zellen wurde mit Hilfe der mit dem radioaktiven Isotop
[°H] markierten Gallensaure Taurocholsdure untersucht.

Nichttransfizierte oder Ntcp-transfizierte Zellen wurden in Mehrfach-Kulturschalen mit
6 Vertiefungen bis zu etwa 90 prozentiger Konfluenz angezichtet. Nach kurzem
Waschen mit MEM ohne Zusatze wurden die Zellen 1 h bei 37 °C mit der
Stimulationslésung (MEM + SSZ, 5-ASA oder SPD in den Konzentrationen 1 yM, 10
MM, 100 pM oder 1000 uM) oder mit MEM ohne Zusatze als Kontrolle inkubiert. Nach
Abpipettieren des Stimulationsmediums wurden die Zellen 3 x mit einer Pufferldsung
(100 mmol/l NaCl, 2 mmol/l KCI, 1 mmol/l CaCl2, 1 mmol/l MgCI2, 5,5 mmol/l D-
Glucose, 10 mmol/l N-[2-Hydroxyethyl]Piperazin-N-[2-Ethansulfonsaure]; pH 7,5; 37

°C) gewaschen.
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Puffer-Losungen:

Stop-Puffer: 53,7 mg Na-Taurocholat (537 g/mol) ad 100 ml Aufnahme-Puffer (1
mmol/l TCA)

10 pmol/l [*H]-Taurocholat (1 pCi/ml): 100 pl Stop-Puffer (1 mmol/l TCA), 10 ul [*H]-
Taurocholat (250 pCi/250 pl, 3,00 Ci/mmol) ad 9,89 ml Aufnahme-Puffer

Es erfolgte die Zugabe von 0,5 ml 10 pmol/l [*H]-Taurocholat pro well und eine
Inkubation bei 37 °C fiir 20 min. AnschlieRend wurde der [*H]-Taurocholat-Puffer
abgezogen und die Zellen wurden 3 x mit je 1 ml eiskaltem Stop-Puffer gewaschen.
Nach Zugabe von 0,5 ml 1 % Triton X-100 wurden die Zellen bei RT geschuttelt, bis
sie lysiert waren (ca. 10 min).

100 pl des Ansatzes wurden entfernt, 1:500 verdinnt und einer Proteinbestimmung
nach Bradford [30] zugeflhrt.

Aliquots von je 400 pl wurden in 10 ml Szintillations-Cocktail geldst. Die
Radioaktivitat wurde mittels eines Packard Tri-Carb 2100 Szintillationsmessgerats fur
Flussigkeiten (Packard Instrument Co., Frankfurt/Main) gemessen. Die erhaltenen

Werte wurde auf den parallel bestimmten Proteingehalt normalisiert.

2.1.6 NF-B - Luciferase-Reportergen-Assay

Hepatozyten wurden mit 1 ug des konstitutionell aktiven Renilla Plasmids TK-Ren-
CMV und 2 pg des Firefly-Luciferase-Plasmids ConA-kB (p106) in Mehrfach-
Kulturplatten mit 6 Vertiefungen transient kotransfiziert. Das TK-Ren-CMV Plasmid
wurde kommerziell erworben (Promega, Madison, WI, USA), das ConA-luc Plasmid
mit der kB-Region (p106) wurde freundlicherweise von Prof. Paya (Rochester, MN,
USA) zur Verfugung gestellt. Die Transfektion der Hepatozyten wurde mit Fugene

von Roche durchgeflihrt (analog zum Transfektionsprotokoll auf S. 26).

Nach einer Inkubationszeit von 72 h wurde der Luciferase-Reportergen-Assay
durchgefuhrt. Sowohl die Firefly als auch die Renilla Luciferase-Aktivitat wurden mit
dem ,Dual-luciferase Reporter Assay System“ von Promega gemals den Angaben

des Herstellers gemessen. Da die Renilla-Aktivitat proportional zur Transfektionsrate
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ist, konnte die Firefly-Aktivitat in einem Arbeitsgang zur Transfektionsrate normalisiert

werden und ermdglichte somit eine Berechnung der NF-xB-Aktivierung.

Das Transfektionsmedium wurde abgesaugt, die Zellen wurden 1 x mit Medium ohne
Zusatz gewaschen und anschliel3end fur 1 h mit dem Stimulationsmedium (MEM mit
GCDCA 75 uM, SSZ 1 uM, 10 uM, 100 uM, 1000 pM, bzw. GCDCA 75 uyM + SSZ in
entsprechenden Konzentrationen, oder TNF-o 50 ng als Positivkontrolle) inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen 1 x mit PBS gewaschen und nach Zugabe des
Lysispuffers PLB (im Kit enthalten) fir 15 min bei 500 rpm inkubiert. Danach wurden
sie (abweichend vom Protokoll des Herstellers) 1 x bei —20 °C weggefroren und
erneut aufgetaut, um den Lysevorgang zu unterstutzen.

10 ul Probe wurden zu 50 pyl LAR2-Substrat (fUr die Firefly-Luciferase) eingesetzt,
und das Signal der Firefly-Luciferase wurde im Luminometer (TD 20/20, Software
Turner Design Version 2.0.1, Turner Designs Inc., Sunnyvale, CA) abgelesen. Nach
Zugabe von 50 pl Stop-and-glow-LAosung (enthalt das Substrat fur Renilla-Luciferase
und einen Puffer, der die Firefly-Luciferase unterdrickt) wurde das Signal der
Renilla-Luciferase im Luminometer abgelesen.

Die aus beiden Werten gebildete Ratio lieferte das Mal} fir die Aktivierung von NF-
kB (ausgedrickt in RLU = relative light units).
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2.2 Untersuchungen am Modell der isoliert perfundierten

Rattenleber

Das Modell der isoliert perfundierten Rattenleber ist ein etabliertes System zur
Untersuchung physiologischer und pathophysiologischer Vorgange in der intakten
Leber [25, 204].

2.2.1 Technik der isolierten Rattenleberperfusion

Die Anasthesie der Ratten erfolgte mittels intraperitonealer Injektion von 50 mg/kg
Kérpergewicht Natrium-Pentobarbital (Narcoren®, Merial GmbH, Hallbergmoos).
Nach Eroffnung der linken Leistenregion wurde eine Inguinalvene punktiert und 0,1
ml Heparin (Heparin-Natrium Braun 25.000 |.E./ml, Braun, Melsungen) im Bolus

injiziert.

Die Bauchdecke wurde bis zum Processus xiphoideus hin mittels Medianschnitt
eroffnet. Dieser wurde im Unterbauchbereich beidseitig nach lateral erweitert.
Daraufhin wurden die Baucheingeweide nach links verlagert, um besseren Zugang
zur Leberpforte zu erlangen. AnschlieRend erfolgte die Anlage eines Ligaturfadens
(Baumwolle, Starke 50) um die Vena cava inferior oberhalb des Zuflusses der
rechten Vena renalis. Es folgten zwei Ligaturen der Vena portae in ihrem
pankreatoduodenalen Anteil. Distal wurde dieser Pfortaderast mittels einer
Mikroschere erdffnet und umgehend mit einer 16G-Venenverweilkaniile (Insyte-W®
von Becton Dickinson, Sandy, Ut., USA) kanuliert. Zur Fixierung wurden die beiden
Ligaturen zugezogen und verknotet. Das Einfuhren der Kanule, die uber einen mit
der Perfusionsanlage verbundenen Kunststoffschlauch fir den Zustrom der
Perfusionslésung sorgte, markierte den Beginn der isolierten Leberperfusion und
damit auch den Start der Zeitmessung. Zur Vermeidung einer Druckuberlastung der
Leber und zur Sicherstellung eines ungehinderten Abflusses des Perfusats wurde
unmittelbar nach Perfusionsbeginn die Vena cava inferior unterhalb der vorher
platzierten Ligatur durchtrennt.

Danach wurde mittels Thorakotomie das Herz der Ratte freigelegt. Es wurden zwei
Ligaturen am intrathorakalen Teil der Vena cava inferior angelegt. Nach Eréffnung

des rechten Vorhofs mittels Mikroschere wurde eine 16 G-Venenverweilkantle
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retrograd in die Vena cava inferior eingefihrt und mittels Zuziehen und Verknoten
der beiden Ligaturen gesichert. Ein Kunststoffschlauch stellte den kontrollierten
Abfluss des Perfusats sicher.

Daraufhin wurde der Gallengang aufgesucht, mittels zweier Pinzetten stumpf
freiprapariert und nach Erdéffnung durch eine Mikroschere mit einem
Polyethylenschlauch (Innendurchmesser 0,40 mm, Aufiendurchmesser 0,80 mm,
SIMS Portex Ltd., Hythe, Kent, GroRbritannien) kanuliert. Dieser wurde mit einer
Ligatur gesichert und so positioniert, dass ein einwandfreier Abfluss der Galle und
eine optimale Erreichbarkeit des distalen Endes zum Auffangen der Gallenflissigkeit
gewabhrleistet waren.

Im Anschluss wurde die Ligatur der infrahepatischen Vena cava verschlossen,
woraufhin die Drainage des Perfusats exklusiv Uber die Kanulle im intrathorakalen
Teil der unteren Hohlvene erfolgte. Die Platzierung einer Temperatursonde zwischen
den Leberlappen ermoglichte eine kontinuierliche Messung der Temperatur der
Leber. AnschlieRend wurde die Leber mit einer kleinen Kappe aus Aluminiumfolie

abgedeckt, um ein eventuelles Abkuhlen der Leberoberflache zu minimieren.

Als Perfusionsmedium diente Krebs-Henseleit-Bikarbonat-Puffer (118 mM NaCl, 4,8
mM KCI, 25 mM NaHCO3, 1,2 mM KH2POy4, 1,2 mM MgSOg4, 1,9 mM CaCly, 5,5 mM
D-Glucose, ph 7,4). Der Puffer wurde mittels einer Schlauchpumpe (MS-1 Reglo
160/6, Ismatec Laboratoriumstechnik GmbH, Wertheim-Mondfeld) in konstanter
Geschwindigkeit geférdert, sodass eine gleichmalige Perfusionsrate von 40 ml/min
gewahrleistet war. In einem Wasserbad wurde das Medium auf 37 °C erwarmt und
iiber einen Oxygenator mit Carbogen® (95 % O, 5 % CO, Linde, Héllriegelskreuth)
begast. Mit Hilfe von Perfusorpumpen (Perfusor®, Braun, Melsungen) konnte {ber
ein Mehrwegehahnsystem die Zufuhr von Gallensauren, Wortmannin, Sulfasalazin
und Tragerlosungen erfolgen. Eine der Perfusionskanule vorgeschaltete Blasenfalle
verhinderte das Eindringen kleiner Luftblaschen in die Pfortader. Die kontinuierliche
Messung des portalvenésen Drucks (in cm Wassersaule) wurde mittels skalierter

Glasrohre vor dem zufiuhrenden Schlauch durchgefiihrt (siehe Abbildung 7).
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der Perfusionsanlage

2.2.2 Versuchsprotokoll der Perfusion

Die Rattenlebern wurden ab dem Startpunkt der Zeitmessung bis zur 90. min
kontinuierlich mit Krebs-Henseleit-Bikarbonat-Puffer perfundiert. Die Perfusionsrate
betrug dabei konstant 40 ml/min. Ab der 21. min erfolgte je nach Versuchsvariante
die Zugabe von Sulfasalazin (100 ymol/l), dem Pls-Kinase-Inhibitor Wortmannin (100
nmol/l), von beiden Substanzen zusammen (Sulfasalazin 100 pmol/l + Wortmannin
100 nmol/l) oder zur Kontrolle deren Tragersubstanz DMSO (0,001 %, v/v). Von der
31. min an wurden die Gallensauren TCDCA (25 umol/l), GCDCA (25 umol/l, 12,5
pgmol/l) oder als Kontrolle deren Trager DMSO (0,1 %, v/v) appliziert. Folgende

Versuchsbedingungen wurden untersucht:
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G Wortmannin| Sulfasalazin Gallenséauren (ab 31. Min)
ruppe
(100 nM) | (100 uM) | TCDCA (25 uM) | GCDCA (25 uM) | GCDCA (12,5 pMm)

A

B +

C +

D + +

E +

F + +

G +

H + +

| + +

J + + +

K +

L + +

M + +

Tabelle 1: Versuchsvarianten

(mit ,+“ markierte Substanzen wurden im jeweiligen Versuch eingesetzt)

Zwischen der 41. und 50. min erfolgte die zusatzliche Infusion des organischen
Modellanions 1-Chlor-2,4-Dinitrobenzol (CDNB, 30 umol/l). Die im Anschluss an die
Perfusion durchgefuhrte spektrophotometrische Quantifizierung des entstandenen
Biotransformationsproduktes GS-DNP in der gesammelten Galle ermdglichte eine
Aussage Uber die Transportkapazitat der apikalen Konjugatexportpumpe Mrp2 (siehe
Kap. 2.2.3).

Ab der 16. min wurde die aus der Gallengangskanule austretende Gallenfllssigkeit in
vorgewogenen Eppendorf-Cups Uber jeweils 5 min gesammelt und gravimetrisch
quantifiziert. AnschlieBend wurden die Cups auf Eis gelagert. Es wurde ein
spezifisches Gewicht der Gallenflissigkeit von 1,0 g/ml angenommen. Aus Grunden
der besseren Vergleichbarkeit der einzelnen Perfusionen wurde der Gallenfluss
jeweils in ul Gallenflissigkeit/(g Leber x min) dargestellt.

Jeweils zur 25., 45., 65. und 85. min wurden Proben des vendsen Leber-Effluats
gesammelt und auf Eis gelagert. Hieraus erfolgte die Bestimmung der Aktivitat der
Enzyme Laktatdehydrogenase (LDH) und Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT),
um eine Aussage Uber einen eventuell bestehenden Leberzellschaden und dessen
Entwicklung Uber die Zeit machen zu konnen. Eine Bestimmung der
Gallensaurenkonzentration in diesen Perfusatproben ermdglichte eine Abschatzung

der vorhergehenden Gallensaurenaufnahme durch die Leberzellen.
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Ablauf der Isolierten Leberperfusion

+/- Gallensauren

| +/- Sulfasalazin, +/- Wortmannin

0 5 10 15 2

0 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90

Zeit (min)

0 256 3

Abbildung 8: Versuchsprotokoll der Perfusion

Zur 90. min wurde das Experiment beendet, der anteriore Leberlappen exzidiert und
gewogen. Mehrere Proben wurden in auf flissigem Stickstoff vorgekihlten
Methylbutan schockgefroren und anschlieBend auf —-80 °C gelagert. Diese
Gewebeproben wurden spater zur Bestimmung der aktivierten PKB bzw. zur
immunhistochemischen Detektion der Apoptose verwendet. Die Restleber wurde

entnommen und nach Abwiegen verworfen.

2.2.3 Bestimmung der biliaren Sekretion des Mrp2-Substrats GS-DNP

Das Multidrug-Resistenz-assoziierte—Protein 2 (Mrp2) stellt ein Transportprotein des
Hepatozyten an dessen apikaler Membran dar und dient unter anderem der
Sekretion organischer Anionen in den Gallenkanalikulus (siehe Kap. 1.1.1.2). Um
diese sekretorische Kapazitat der Leber wahrend der Perfusionsexperimente zu
erfassen und zu quantifizieren, wurde 1-Chlor-2,4-Dinitrobenzol (CDNB) eingesetzt,
welches als Glutathionkonjugat Uber Mrp2 ausgeschieden wird und in der
gesammelten Gallenflissigkeit als GS-DNP messbar wird. CDNB wurde Gber 10 min
in einer Konzentration von 30 pmol/l in die Pfortader infundiert. Mit dieser
Konzentration ist eine Sattigung der apikalen Transportsysteme fur GS-DNP in der
perfundierten Rattenleber gewahrleistet. Die ausgeschiedene Menge an GS-DNP
korreliert somit gut mit Sekretionsleistung und Anzahl der Transportpumpen des

Mrp2-Systems an der apikalen Plasmamembran der Leberzellen [204].
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Hintergrund:

Im Hepatozyten wird CDNB unter Abspaltung von HCI als Thioether an Glutathion
gebunden. Nach Ausscheidung des dabei entstandenen Modellanions Dinitrophenyl-
Glutathion (GS-DNP) Uber das apikale Transportprotein Mrp2 kann seine
Konzentration in der gesammelten Gallenflissigkeit photometrisch bei einer

Wellenlange von 335 nm erfasst werden.

Durchfiihrung:

Fur jede Gallenprobe wurden 1000 ul Aqua bidest. in einer PS-Halbmikro-
Einmalklvette vorgelegt. AnschlieRend wurden je 5 ul pro Gallenprobe (bei
geringerer vorhandener Probenmenge weniger) in die ensprechende Kuvette
pipettiert und mittels Ruhrspatel blasenfrei vermischt. Die Extinktion wurde gegen

Aqua bidest. als Referenzprobe bei 335 nm im Photometer gemessen.
Die Konzentration (c) wurde Uber folgende Formel bestimmt:

_ E335 ’ Vges
e-d- VProbe

E: Extinktion

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

Vprobe: VOlumen der Probe

Vges: Gesamtvolumen in der Kavette

Da die Galle eine nicht konstante Eigenabsorption bei 335 nm besitzt, mussten die
Extinktionswerte entsprechend korrigiert werden. Der letzte Extinktionswert vor
CDNB-Zugabe galt somit als Nullpunkt und wurde von den anderen
Extinktionswerten abgezogen. Der Einfluss unterschiedlicher Probenvolumina wurde

bertcksichtigt.
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2.2.4 Aktivitaitsmessung der LDH im hepatovenosen Effluat

Die Laktatdehydrogenase (LDH) befindet sich als Enzym der Glykolyse im
zytosolischen Kompartiment jeder Zelle. Tritt ein gravierender Zellschaden auf, so
kommt es zum Verlust der Membranintegritdit mit konsekutiver Abgabe der
zytosolischen Enzyme in das umgebende Medium.

Eine photometrische Bestimmung der LDH-Aktivitat im hepatovendsen Effluat gab
uns Aufschluss Uber die HOhe des Leberzellschadens unter den jeweiligen

experimentellen Bedingungen [179].

Hintergrund:
Bei Anwesenheit von LDH wird Pyruvat durch NADH/H+ zu Laktat reduziert,
gleichzeitig entsteht NAD+.

H,C —~CO-COO™ +NADH +H" —2% s NAD" +H,C —- CHOH- COO"

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

damit die Enzymaktivitat in umol/min (= 1 U) bestimmt werden.

Durchfiihrung:

Es wurde ein Standardtest [19] unter Zugabe von 500 pl 0,60 mM Pyruvatpuffer und
10 pl NADH-Lésung (10 mg/ml) zu 500 pl Effluat verwendet. Bei einer Wellenlange
von 339 nm wurde die Extinktion 1, 2, 3 bzw. 4 min nach dem Start der Reaktion

gemessen.
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Die Volumenaktivitat (z) der LDH im hepatovendsen Effluat wurde nach folgender

Formel berechnet:

ZZQZAC-V _AE-V
At At e-d-At
AE-V

e-d-At- Vo e

ZProbe -

AE: Extinktionsanderung

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

At: Mefdabstand (min)

V: Volumen des gesamten Testansatzes in der Kuvette

Vperone: Volumen der Probe

Losungen:

Pyruvatpuffer: 66,6 mg Natriumpyruvat ad 1000 ml 50 mM Phosphatpuffer (8,71 g
KoHPO4 ad 1000 ml Aqua bidest., 3,40 g KH,PO,4 ad 500 ml Aqua bidest.; Losungen
wurden gegeneinander auf pH 7,5 titriert und bei 4 °C aufbewahrt)

NADH-L6sung (10 mg/ml): 10 mg NADH-Na, wurden in einem Eppendorf-Cup
eingewogen und in 0,5 % NaHCOs3-Lésung geldst.

2.2.5 Aktivitatsmessung der GPT im hepatovendsen Effluat

Als zytoplasmatisches Enzym, das bereits bei leichten Irritationen der Zelle
freigesetzt wird, reagiert die Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT) sehr empfindlich
und ist als leberspezifisch zu werten.

Die Aktivitat der GPT im hepatovendsen Effluat wurde als ein weiterer Indikator des

Leberzellschadens gemessen.
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Hintergrund:

Die Aminogruppe des L-Alanin wird durch die GPT mit Hilfe des Coenzyms
Pyridoxalphosphat auf 2-Oxoglutarat Gbertragen. Dabei entstehen Pyruvat und L-
Glutamat. Als Indikator fur die Aktivitat der GPT dient die LDH-Reaktion. Das in
erster Reaktion entstandene Pyruvat wird durch die LDH mit NADH/H+ zu Laktat
reduziert. Durch einen Uberschuss an LDH ist die Indikatorreaktion nicht der
begrenzende Faktor fur die Gesamtreaktion. Die umgesetzte Mende an NADH/H+ ist

der an L-Alanin aquimolar.

Substratgleichgewicht:

o) NH,
e} (0] (6]
M + ﬁ)\ oHy
o o o

2-Oxoglutarat Alanin
GPT

NH, o
o o
M O%CH
+ 3
o o o
Glutamat Pyruvat
Indikatorreaktion:
o

OH
o LDH o
AN cH, *NADH+H' === cH, +NAD
) e

o
Pyruvat Lactat

Das entstehende NAD+ absorbiert nicht bei 399 nm. Daher kann durch eine
photometrische Messung der Absorptionsabnahme die Reaktionsgeschwindigkeit

bestimmt werden (siehe Kap. 2.2.4). Es gilt 1 U = 1 mol/min.

Durchfiihrung:

Wir verwendeten einen kommerziellen Standardtest (GPT Optimized UV-Test,
Sigma) unter Zugabe von 800 pyl GPT-Reagenz A (Puffer, LDH, NADH, L-Alanin) und
100 yl GPT-Reagenz B (2-Oxoglutarat) zu 400 ul Effluat. Bei einer Wellenlange von
339 nm wurden die Absorptionswerte 1, 2, 3 bzw. 4 min nach dem Start der Reaktion

gemessen.
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Die Volumenaktivitat (z) der GPT im hepatovendsen Effluat wurde nach folgender

Formel berechnet:

Enzymaktivitat = An_Ac-V _ AA-V
A At At-e-d

AA -V

Volumenaktivitat =

“EnaoH "9 Vorobe

AA: Absorptionsanderung

e: molarer Extinktionskoeffizient (I/(mmol x cm)); hier: € (339 nm) = 6,3 I/(mmol x cm)
d: Lichtweg (hier: 1 cm)

At: Mefabstand (min)

V: Volumen des gesamten Testansatzes in der Kuvette

Verobe: VOlumen der Probe

2.2.6 Bestimmung der Gallensaurenkonzentration im hepatovenosen Effluat

Um die Aufnahme der Uber die Pfortader angebotenen Gallensauren in die
Leberzellen erfassen zu kdnnen, wurde eine gaschromatographische Analyse der

Gallensaurenkonzentration im hepatovendsen Effluat durchgefuhrt [24, 184].

Das gesammelte Effluat wurde folgendermalden aufbereitet:

In 2 ml Effluat wurden 50 ul einer internen Standardlésung (2,5 g
Hyodeoxycholsaure geldst in 50 pyl Methanol) pipettiert. Anschlielend wurde dieses
Gemisch langsam durch vorbereitete Bond-Elut-C18-Saulen (Varian, Harbor City,
CA, USA) gesogen, welche vor ihrer Verwendung mit 5 ml Methanol, 5 ml Aqua
bidest. und abschlieBend mit 2 ml 0,14 M NaOH gewaschen wurden. Nach
Auswaschen der Saulen mit je 5 ml 0,1 M NaOH bzw. Aqua bidest. folgte eine

Elution der Gallensauren mit 6 ml eines Methanol-Wasser-Gemisches (75 : 25).

Das gewonnene Eluat wurde im Wasserbad bei 64 °C unter Stickstoff eingedampft,
die Gallensaurenkonjugate wurden folgendermalien enzymatisch hydrolysiert. Der
Ruckstand aus der Eindampfung wurde in 4 ml Aqua bidest. aufgenommen, und der

pH-Wert wurde mit 0,2 M Essigsaure auf 5,8 bis 6,0 eingestellt. Anschliel3end
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erfolgte die Zugabe von 400 pl 0,1 M Natriumacetatpuffer, und die Losung wurde fur

1 min ins Ultraschallbad gestellt.

Nach Zugabe von 20 ul einer Enzymlosung (Choloylglyzinhydrolase, 1000 U/ml,
Sigma, St. Louis, MO, USA), 100 pl 0,2 M EDTA (Ethylendiamintetraacetat)-Losung
und 100 pl 0,2 M Mercaptoethanolldsung wurde das Gemisch im Wasserbad bei 37
°C uber Nacht inkubiert.

Anschliel3end wurde der pH-Wert nach dem Abkuhlen der Proben mit 1 M HCI auf
3,5 eingestellt, und die Proben wurden langsam durch vorbereitete Lipidex®-1000-
Saulen gesogen. Zur Vorbereitung wurden leere 1 ml-Bond-Elut-Saulen mit Lipidex®
1000 (Packard Instrument B.V. Chemical Operations, Groningen, Niederlande) gefullt

und anschlieffiend mit 10 ml Methanol bzw. 3 ml 0,01 M HCI gewaschen.

Es folgte ein Waschvorgang mit zweimal 7 ml 0,01 M HCI und dreimal 7 ml Aqua
bidest.. Nach einer Elution der Proben mit 10 ml Methanol-Wasser-Gemisch (75 : 25)

wurden sie erneut im Wasserbad unter Stickstoff bei 64 °C eingedampft.

Zur Methylierung wurden 1 ml Methanol, 1 ml 2,2-Dimethoxypropan und 50 pl
konzentrierte HCI zugegeben. Der Ansatz wurde 30 min bei Raumtemperatur
stehengelassen und anschliel3end erneut im Wasserbad unter Stickstoff bei 64 °C

abgedampft.

Zur Silylierung wurden 0,4 ml eines frischen Trimethylsilyl (TMS)-Reagens
zugegeben und nach ausreichendem Schatteln fur 15 min im Wasserbad bei 64 °C
stehengelassen. Zur Herstellung des TMS-Reagens wurden 1,5 ml Pyridin, 1 ml
Hexamethyldisilazan und 0,5 ml Chlortrimethylsilan vermischt und 45 min lang bei
4000 Umdrehungen/min zentrifugiert. Nur der klare Uberstand wurde fiir die Analyse

verwendet.

Erneut wurde der Ansatz unter Stickstoff im Wasserbad bei 64 °C abgedampft. Der
Uberstand wurde in 1,5 ml Iso-Oktan aufgenommen und in Mini-Vials Uberfiihrt.
SchlieRlich wurde das Iso-Oktan unter Stickstoff abgedampft, und der verbleibende

Rest in 25 pl Iso-Oktan gelost.
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Die entstandenen Methylestertrimethylsilylatherderivate wurden im Anschluss
gaschromatographisch auf Silikatkapillarsaulen (Lange 25 m, Durchmesser 0,32 mm)
mit chemisch gebundenen OV-1701 getrennt. Als Gaschromatograph wurde ein
Carlo Erba Fractovap 4160 verwendet, als Trigergas Wasserstoff (p = 0,6 kg/cm?).
Die Detektion der Gallensauren erfolgte mit Hilfe eines Flammenionisationsdetektors,

wobei die untere Nachweisgrenze 0,2 uM betrug.

2.2.7 Darstellung der aktivierten Caspase 3 und des Zytokeratin 18-Filaments

im Lebergewebe

Die Caspase 3 ist wesentlicher Bestandteil der enzymatischen Downstream-Kaskade
im apoptotischen Signalweg einer Zelle. Sie stellt eine der Effektorcaspasen dar, die
fur die Vermittlung des Zelltodes durch Degradation zellularer Proteine verantwortlich
sind. Zu ihren Substraten zahlen auch Strukturproteine, die am Aufbau des
Zytoskeletts beteiligt sind. In der Leberzelle wird beispielsweise das Zytokeratin 18
(CK 18), ein Typ 1 Zytokeratin, durch aktivierte Caspase 3 abgebaut [126].

Ziel war eine gemeinsame Darstellung der aktivierten Caspase 3 und des
konsekutiven Zusammenbruchs des Zytokeratin 18-Netzwerks im Lebergewebe.
Dies wurde durch immunhistochemische Markierung der Caspase 3 und des
Zytokeratins 18 mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen und Beobachtung

durch ein konfokales Laserscan-Mikroskop erreicht.

Aus den nach der Perfusion auf —80 °C gelagerten Lebergewebeproben wurden mit
Hilfe eines Cryotoms bei —16 °C ca. 4 ym dinne Gewebeschnitte angefertigt, auf
einen Objekttrager aufgenommen und bei Raumluft trocknungsfixiert. Nach
ausreichender Trocknungszeit wurden die Schnitte in eine Farbeschale Uberflhrt und
10 min lang mit auf —20 °C vorgekuhltem Aceton fixiert. AnschlieRend wurden sie
erneut luftgetrocknet und dann fur 1 h mit 4 ug/ml eines polyklonalen Kaninchen-anti-
Caspase 3-Antikorpers inkubiert. Daraufhin wurden die Schnitte kurz mit PBS
gewaschen und im Anschluss fir 30 min mit einem Tetramethylrhodamin (TRITC)-
konjugierten Schwein-anti-Kaninchen IgG inkubiert. Dabei wurde durch Abdecken

der Schnitte sichergestellt, dass uUberflissige Lichtexposition vermieden wurde. Nach
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erneutem Waschen mit PBS wurde als 2. Primarantikorper ein monoklonaler Maus-
anti-Zytokeratin 18-Antikorper in einer Konzentration von 1,5 pg/ml fir ca. 30 min
appliziert. Es folgte ein Spulen der Schnitte mit PBS und eine 30 minutige Inkubation
mit dem als 2. Sekundarantikorper verwendeten Fluoreszein Isothiozyanat (FITC)-
konjugierten Ziege-anti-Maus 1gG. Danach wurden die nicht gebundenen Reste des
Antikdrpers durch Waschen mit PBS entfernt. Es folgte ein kurzes Spillen mit
destilliertem Wasser und 96 % Athanol und anschlieBend das Eindecken der Schnitte

mit Mowiol. Bis zur Betrachtung wurden die Schnitte lichtgeschutzt bei 4 °C gelagert.

Negativkontrollen wurden durch Weglassen der Primarantikérper mitgeflhrt. Es
wurden ausschlieBlich Bilder verglichen, deren Herstellung in allen Schritten parallel
verlief.

Die Fluoreszenzfarbung wurde mittels einer MRC 600 konfokalen Laserscan-Kamera
(Bio-Rad, Richmond, CA, USA) sichtbar gemacht, die an ein Zeiss Axiophot
Mikroskop (Zeiss, Oberkochen) angeschlossen war. Zur Darstellung der beiden
unterschiedlichen Signale wurden verschiedene Exzitationswellenlangen aus einem
Krypton/Argon-Laser verwendet (488 nm fur FITC; 568 nm fur TRITC). Verschiedene
Filter ermdglichten schliel3lich die Aufnahme und Speicherung von Bildern der
optisch identischen Brennebene. Uberlagerung von Griin (FITC; CK 18) und Rot

(TRITC; Caspase 3) resultierte in einem gelben Signal.

2.2.8 Bestimmung des Phosphorylierungsgrades der PKB

Die Proteinkinase B (PKB/Akt) ist Substrat der Pls-Kinasen und gilt als sensitiver
Indikator fiir deren Aktivitat. PKB/Akt wird mit der Vermittiung von Uberlebens-
signalen der Zelle in Verbindung gebracht (siehe Kap. 1.1.2.3).

Schockgefrorenes Lebergewebe (-80 °C) aus den Perfusionsexperimenten wurde in
eiskaltem Lysepuffer (20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1 % Triton X-100, 1 mM EDTA,
1 mM EGTA, 2,5 mM NasP,0;, 1 mM Glycerolphosphat, 200 mM PMSF, 100 mM
NaszVOq, 500 uM Okadaic acid, 5 g/l Aprotinin, 23,8 g/l Leupeptin; pH 7,5) mit einem

Ultraschallhomogenisator homogenisiert und fur 5 min bei 16500 g und 4 °C
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zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut gelést. AnschlieRend erfolgte die

Bestimmung des Proteingehalts jeder Probe mit der Methode nach Bradford [30].

Zur PKB-Bestimmung wurde die Proteinkonzentration schlief3lich auf 150 pg/25 ml
eingestellt. Aliquots jeder Probe wurden einer SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
mit 10 % Polyacrylamidgel unterzogen. Die Trennung erfolgte bei 200 V fir 48 min.
Die Proteine wurden anschlieBend 1 h lang bei 100 V unter Eiskihlung auf
Immobilon-P-Membranen Ubertragen, woraufhin diese bei Raumtemperatur fur 60
min in Blockingpuffer (4 g BSA auf 80 ml TBST: 20 mM Tris, 137 mM NacCl, 0,1 %
Tween; pH 7,6) gelegt wurden. Anschlielend wurden sie Uber Nacht mit einem
Phospho-PKB (Akt Ser-473) Antikérper in der Verdinnung von 1:1000 in
Blockingpuffer inkubiert, um die aktivierte Form der PKB zu erfassen. Die
Membranen wurden dann unter standigem Schutteln dreimal fiur 5 min in TBST
gewaschen und fur 60 min bei Raumtemperatur mit Ziegen-anti-Kaninchen-
Immunglobulin  G-Antikérpern (1:5000) inkubiert. Dann wurden die Membranen
erneut 5 x 5 min in TBST gewaschen.

Die gebundenen Antikorper wurden mittels Auftrag eines Chemilumineszens-

Reagens und Exposition gegenuber eines Kodak BiomaxMR Films sichtbar gemacht.

Um die Gesamt-PKB messen zu kénnen, wurden die Membranen gestrippt. Hierzu
wurden sie 15 s in Methanol, anschliellend 4 x 5 min in TBST gewaschen und 30 min
bei 50 °C in Stripping-Puffer (7,6 g Tris, 20 g SDS, 7 ml 2-Mercaptoethanol; ph 6,8)
geschuttelt. Daraufhin wurden sie erneut 6 x 5 min in TBST gewaschen, worauf die
Gesamt-PKB in gleicher Art und Weise mit einem PKB-Antikérper (1:1000) bestimmt

wurde.

Die PKB-Banden wurden Uber ihr Molekulargewicht mittels Molekulargewichts-

markern identifiziert, die auf jedes Gel aufgetragen wurden.

Die Quantifizierung der Banden von Phopho- und Gesamt-PKB erfolgte
densitometrisch (NIH Image Densitometric Analysis 1.54, Bethesda, Md., 1994) mit
Hilfe des Computerprogramms TINA (Version 2.10g von Raytest Isotopenmel3gerate
GmbH, Straubenhardt).
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2.3 Materialien

Antikorper:

Immunzytochemie: Anti-cleaved-Caspase 3-Antikdrper von Cell Signaling (Beverly,
MA, USA), Anti-Kaninchen-IgG-Antikorper Alexa Flour von Mobitec (Géttingen).
Immunhistochemie: Polyklonaler Kaninchen-anti-Caspase 3-Antikdrper von Cell
Signaling (Beverly, MA, USA), monoklonaler Maus-anti-Zytokeratin 18-Antikorper von
Progen (Heidelberg), Tetramethylrhodamin (TRITC)-konjugierter Schwein-anti-
Kaninchen IgG von Dako (Glostrup, Danemark), Fluoreszein Isothiozyanat (FITC)-
konjugierter Ziege-anti-Maus 1gG von Zymed (San Francisco, CA, USA).
PKB-Western Blot: Anti-Phospho-PKB (Ser-473)-Antikorper von BD Pharmigen
(Heidelberg), Anti-Gesamt-PKB-Antikorper von Cell Signaling (Beverly, MA, USA),

Ziege-anti-Kaninchen-1IgG-Antikorper von Bio-Rad (Munchen).

Sonstige Materialien, Chemikalien und Biochemikalien:

Optimem und G418 Geniticin von Gibco (Langley, OK, USA), Fugene-Transfektions-
Reagenz von Roche Diagnostics (Mannheim), Kernfarbstoff Héchst 33342 von
Mobitec (Gottingen). Vectashield mounting medium von Vector Labs (Burlingame,
CA, USA), Mowiol von Hochst (Frankfurt/Main), Immobilon-P Membranen von
Millipore (Eschborn), Western Blot-Chemilumineszenzreagenz und [°H]-markierte
Taurocholsaure von PerkinElmer Life Science (Boston, Ma, USA), Molekular-
gewichtsmarker von Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA), Biomax MR
Film von Eastman Kodak (Rochester, NY, USA), Szintillations-Cocktail Ultima Gold®
von Canberra Packard (Frankfurt/Main), Bond-Elut-C18-Kartuschen von Analytichem
International (San Diego, CA, USA), Silikatkapillarsdulen mit chemisch gebundenen
OV-1701 von Chrompack (Nijmegen, Niederlande).

1-Chloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) von ICN Biomedicals Inc. (Aurora, OH, USA),
TNF-o von BioSource International (Camarillo, CA, USA), Wortmannin, GCDCA,
TCDCA, Na-Taurocholat, Dimethylsulfoxid (DMSQO), Sulfasalazin, 5-ASA,
Sulfapyridin und Actinomycin D sowie alle anderen Reagenzien von Sigma Chemical
Co. (St. Louis, MO, USA).

Alle verwendeten Chemikalien und Biochemikalien waren vom hochsten erhaltlichen

Reinheitsgrad.
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2.4 Tiere

Mannliche Sprague-Dawley-Ratten mit einem mittleren Koérpergewicht von 229 + 16 g
wurden von Charles River (Sulzfeld) bezogen. Sie befanden sich bis zum Beginn der
Experimente in Kafigen bei einer konstanten Raumtemperatur von 24 °C und einem
12 Stunden-Tag-Nacht-Rhythmus. Freier Zugang zu Nahrung und Wasser war

gewahrleistet.

2.5 Statistik

Die Resultate der Experiente wurden als Mittelwert (MW) + Standardabweichung
(SD) beschrieben. Die Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen
wurden je nach Experimentaufbau mit dem ungepaarten zweiseitigen t-Test bzw.
einer Varianzanalyse fur wiederholte Messungen (ANOVA) und einem
angeschlossenen Bonferroni-Test fur multiple Vergleiche beschrieben. Ein p < 0,05
wurde als statistisch signifikant angenommen. Die statistische Auswertung erfolgte

mit Hilfe von Excel 97 und WinStat von Microsoft.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Gallensauren-induzierte Leberzellschadigung und Rolle der Pl;-

Kinasen im Modell der isoliert perfundierten Rattenleber

Rattenlebern wurden isoliert Uber 90 min mit Krebs-Henseleit-Bikarbonat-Puffer
perfundiert. Die beiden Konjugate der Chenodeoxycholsaure (TCDCA und GCDCA)
und der Pls-Kinase-Inhibitor Wortmannin wurden allein oder in Kombination appliziert
(siehe Abbildung 8, S. 37 und Tabelle 1, S. 36). Zwischen der 40. und 50. min
wurde zusatzlich das organische Modellanion CDNB infundiert, um die

Transportkapazitat der apikalen Konjugatexportpumpe Mrp2 erfassen zu kdnnen.

3.1.1 Effekte der hydrophoben Gallensaure TCDCA

3.1.1.1 Gallenfluss

3.1.1.1.1 Kontrollen

DMSO:

Der Gallenfluss lag bei den unbehandelten Kontrollen (Gruppe A) von der 36. bis zur
40. min bei 1,17 + 0,20 yl/(g Leber x min). Als Folge der Infusion von CDNB (41. bis
50. min) war ein passagerer Anstieg des Gallenflusses bis max. 1,95 = 0,31 ul/(g
Leber x min) zu verzeichnen, der auf das choleretische Potential des CDNB-
Glutathion-Konjugates GS-DNP zurtickzufuhren ist. Im weiteren Verlauf ging der
Gallenfluss langsam auf einen Wert von zuletzt 1,08 + 0,12 ul/(g Leber x min) zurtck.
Die gute Sekretionsleistung der Leber uber den gesamten Verlauf des Experiments

hinweg kann als Hinweis auf eine schonende Perfusionstechnik gewertet werden.

Wortmannin:
Unter Gabe des Pls-Kinase-Inhibitors Wortmannin (Gruppe B) zeigte der Gallenfluss
wahrend der Versuche keine signifikante Anderung gegeniiber der Kontrollgruppe

(siehe Tabelle 2 und Abbildung 9).
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Gruppe A (Kontrolle) B (Wortmannin 100 nM)
Zeit (min) Gallenfluss (ul/(g x min)) Gallenfluss (ul/(g x min))

20 1,31+£0,13 1,60 £ 0,22

25 1,32+0,18 1,58 + 0,18

30 1,31 +£0,23 1,52+0,18

35 1,22 + 0,21 1,46 £ 0,17

40 1,17 £ 0,20 1,43+ 0,16

45 1,41+ 0,27 1,60 + 0,22

50 1,80 £ 0,30 1,99 + 0,24

55 1,95 + 0,31 2,09 £ 0,26

60 1,69 + 0,29 1,83+ 0,24

65 1,45 + 0,21 1,61 0,21

70 1,34 £ 0,20 1,50+ 0,18

75 1,26 + 0,18 1,41 +0,18

80 1,19+ 0,16 1,30+ 0,19

85 1,14 £ 0,15 1,20 £ 0,22

90 1,08 £0,12 1,07 £ 0,26

Gesamtgallenfluss 71,45 + 10,45 78,07 + 9,67

(ul/(g x 50 min)

Tabelle 2: Gallenfluss bei Kontrollen £ Wortmannin

(MW £ SD, n = 6)

3,00 -
2,50 ~
2,00 ~
1,50 -
1,00 -

0,50

Gallenfluss (pl/(g x min))

* Wortmannin

0,00
0

5

10 1

5 2

0 256 3

0 35 40 45 5

Zeit (min)

0 55 6

‘—Q—Kontrolle —o— Wortmannin ‘

0 65 70 75 80 8

5 90

Abbildung 9: Gallenfluss bei Kontrollen £ Wortmannin (100 nM)
(MW £ SD, n = 6)
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3.1.1.1.2 TCDCA

Nach Applikation der hydrophoben Gallensdure TCDCA (Gruppe E) nahm der

Gallenflusses im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen (Gruppe A) signifikant

ab (p <0,01).

Die zusatzliche Infusion von Wortmannin (Gruppe F) zeigte tendentiell eine weitere

leichte, jedoch nicht signifikante Verringerung des Gallenflusses (siehe Tabelle 3 und

Abbildung 10).

e 000 25 e
Zeit (min) Gallenfluss (ul/(g x min)) Gallenfluss (ul/(g x min))
20 1,35+ 0,11 1,46 £ 0,30
25 1,27 £ 0,18 1,47 £ 0,19
30 1,23 £ 0,11 1,42 £ 0,21
35 1,09 £ 0,22 1,28 + 0,27
40 0,68 + 0,23 0,65 + 0,37
45 0,63 £ 0,25 0,51 +£0,31
50 0,78 £ 0,30 0,53 £0,31
55 0,78 £ 0,27 0,51 0,24
60 0,63 £ 0,22 0,38 +£0,17
65 0,52 +0,19 0,31+0,14
70 0,51+0,18 0,28 + 0,11
75 0,48 +£0,19 0,25+0,11
80 0,46 +£0,18 0,24 + 0,09
85 0,44 £ 0,19 0,22 +0,10
90 0,41 +£0,17 0,21 £ 0,09
Gesamigallenfluss 28,27 + 10,12 19,35 + 8,18
(ul/(g x 50 min)

Tabelle 3: Gallenfluss bei Gabe von TCDCA * Wortmannin

(MW + SD, n = 6)
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CDNB
3,00 - + TCDCA
T 250 - + Wortmannin
S
X
o 2,00 -
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Zeit (min)
—e— Kontrolle —— Wortmannin —4— TCDCA TCDCA + Wortmannin

Abbildung 10: Gallenfluss bei Gabe von TCDCA 25 pM * Wortmannin 100 nM
(MW £ SD, n = 6)

3.1.1.2 Biliare Sekretion der Mrp2-Substrats GS-DNP

3.1.1.2.1 Kontrollen
Die biliare Sekretion von GS-DNP belief sich bei den Kontrollen (Gruppe A) nach
Infusion von CDNB (30 uM, 41. bis 50. min) auf 900,05 £ 117,30 nmol/(g Leber x 50

min). Das Sekretionsmaximum lag dabei 15 min nach Beginn der CDONB-Gabe.

Die Hemmung der Pls—Kinasen hatte unter Kontrollbedingungen (Gruppe B) keinen
Einfluss auf den biliaren GS-DNP-Efflux (siehe Tabelle 4 und Abbildung 11).
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Gruppe A (Kontrolle) B (Wortmannin 100 nM)
Zeit (min) GS-DNP-Sekretion (nmol/(g x min)) GS-DNP-Sekretion (nmol/(g x min))

40 00 00

45 5,96 £ 3,57 6,23 £2,31

50 30,04 £ 5,45 32,64 + 5,08

55 43,83 £6,73 44,96 + 3,66

60 31,42+ 4,65 31,24 +542

65 20,32 £ 2,31 20,14 + 2,67

70 14,66 £ 1,58 15,19+ 2,10

75 11,562 £ 1,23 12,43 £ 1,87

80 8,97 + 0,86 9,72 + 1,59

85 7,49 + 0,36 7,41 +£1,69

90 5,81 0,47 5,77 + 1,67

GS-DNP-Sekretion
(nmol/(g x 50 min)

900,05 + 117,30

928,61 + 115,89

Tabelle 4: Bilidare Sekretion von GS-DNP bei Kontrollen £ Wortmannin
(MW £ SD, n = 6)

60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

GS-DNP-Sekretion
(nmol/(g x min))

CDNB
* Wortmannin
35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 a0
Zeit (min)

—e— Kontrolle —— Wortmannin

Abbildung 11: Biliare Sekretion von GS-DNP bei Kontrollen
* Wortmannin 100 nM

(MW = SD, n=6)

3.1.1.2.2 TCDCA

Die Gabe von TCDCA (Gruppe E) fuhrte verglichen mit den Kontrollversuchen
(Gruppe A) zu einer deutlichen Reduktion der GS-DNP-Sekretion.
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Das Hinzufligen von Wortmannin (Gruppe F) hatte einen weiteren leicht hemmenden

Einfluss, der jedoch nicht signifikant war (siehe Tabelle 5 und Abbildung 12).

F (TCDCA 25 uM +

Gruppe E (TCDCA 25 uM) Wortmannin 100 nM)
Zeit (min) GS-DNP-Sekretion (nmol/(g x min)) GS-DNP-Sekretion (nmol/(g x min))

40 0x0 0x0

45 0,70 £ 0,00 0,52 +0,78

50 8,17 £ 5,13 4,41+ 5,08

55 11,69 £ 4,66 5,82 + 5,09

60 7,27 2,27 3,63 2,71

65 411 +£1,34 2,27 +1,13

70 2,89 + 0,97 1,44 £ 0,80

75 2,18 £ 0,81 0,91 £ 0,61

80 1,71 £ 0,60 0,69 £ 0,45

85 1,32 £ 0,52 0,48 £ 0,35

90 0,95+ 0,35 0,32+ 0,23

GS-DNP-Sekretion
(nmol/(g x 50 min)

204,86 + 76,67

102,45 + 82,97

Tabelle 5: Biliare Sekretion von GS-DNP bei Gabe von TCDCA £ Wortmannin
(MW % SD, n = 6)

GS-DNP-Sekretion
(nmol/(g x min))

CDNB

60,00 |

* TCDCA

* Wortmannin

50,00 -
40,00 -
30,00 -
20,00 -

10,00 -

0,00

60 65
Zeit (min)

70 75 80 85

—e— Kontrolle —— Wortmannin —&—TCDCA

TCDCA + Wortmannin

90

Abbildung 12: Biliare Sekretion von GS-DNP bei Gabe von TCDCA 25 uM
* Wortmannin 100 nM

(MW + SD, n = 6)
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3.1.1.3 Aktivitat der LDH und der GPT im hepatovenosen Effluat

Die Aktivitat der LDH und die Aktivitat der GPT im hepatovendsen Effluat wurden als
Indikatoren flir den hepatischen Zellschaden unter Perfusionsbedingungen
gemessen [179]. Die stets parallele Freisetzung beider Enzyme Uber alle
Versuchsgruppen hinweg kann als Beleg flr die Verlasslichkeit dieser Testmethode

gewertet werden.

Aktivitat der LDH im hepatovendsen Effluat

Bei den unbehandelten Kontrollen (Gruppe A) blieb die LDH-Aktivitat wahrend der
gesamten Versuchsdauer auf stabil niedrigem Niveau. Dies spricht daflir, dass die
schonende Operations- und Perfusionstechnik eine ausreichende Annaherung des
experimentellen Modells an physiologische Verhaltnisse ermoglichte. Die Zugabe

von Wortmannin (Gruppe B) lieferte vergleichbar niedrige Werte.

Nach alleiniger Gabe der hydrophoben Gallensaure TCDCA (Gruppe E) kam es zu
einem signifikanten LDH-Anstieg, wobei die Hohe des Schadigungsparameters von

der 65. bis zur 85. min nicht mehr wesentlich zunahm.

Die gleichzeitige Applikation von Wortmannin (Gruppe F) flUhrte zu einer sehr
starken Erhohung des TCDCA-vermittelten Leberzellschadens. Der LDH-Anstieg lag
bis zu vierfach Uber dem bei alleiniger Gallensauren-Gabe (siehe Tabelle 6 und
Abbildung 13).
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LDH - Aktivitat (mU/(g Leber x min))
Versuchsgruppe

25. min 45, min 65. min 85. min
A Kontrolle 1,3£0,7 0,8+0,4 0,9+0,7 1,1+£1,0
B Wortmannin 100 nM 1,0+ 0,6 1,0+0,5 0,8+0,5 3,0£4,9
E TCDCA 25 uM 1,7+£2,0 32,6+133° 65,1+ 16,7 ° 69,7 £20,2°
F TCDCA 25 uM b c c

+ Wortmannin 100 nM 1,7+1,4 136,6 £ 73,4 183,8 £ 52,1 169,9 + 38,9

Tabelle 6: Effekt von TCDCA = Wortmannin auf die LDH-Aktivitat
(MW + SD, n = 6; 2 p < 0,01 vs. Kontrolle; ° p < 0,05 vs. TCDCA; °p < 0,01 vs. TCDCA)

Aktivitat der GPT im hepatovendsen Effluat

Unbehandelte Kontrollen (Gruppe A) und alleinige Gabe von Wortmannin (Gruppe

B) waren durch geringe GPT-Aktivitat Uber die gesamte Versuchsdauer
gekennzeichnet.

TCDCA (Gruppe E) fuhrte zu einem deutlichen Anstieg der GPT-Abgabe in das
Effluat, der unter zusatzlicher Hemmung der Pls—Kinasen (Gruppe F) nochmals bis
zu dreifach starker ausfiel (siehe Tabelle 7 und Abbildung 13).

GPT - Aktivitat (mU/(g Leber x min))
Versuchsgruppe

25. min 45. min 65. min 85. min

A Kontrolle 22+19 1,1+0,9 09+1,4 21+1,0

B Wortmannin 100 nM 09+1,5 0,6+0,9 0,1+0,5 1,9+3,9
E TCDCA 25 uM 22+23 6,7+20° 99+36° 10,4+3,4°
F TCDCA 25 uM b b b

+ Wortmannin 100 nM 1,9+2,3 226+11,8 27,7 £ 8,01 18,1 £3,5

Tabelle 7: Effekt von TCDCA * Wortmannin auf die GPT-Aktivitat
(MW £ SD, n = 6; 2 p < 0,01 vs. Kontrolle; ° p < 0,01 vs. TCDCA)
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Abbildung 13: Effekt von TCDCA 25 pyM * Wortmannin 100 nM auf die Aktivitat
von LDH und GPT im Effluat zur 85. min

(MW + SD, n = 6)

3.1.1.4 Aktivierte Caspase 3 und Zytokeratin 18-Filament im Lebergewebe

Am Ende jedes Perfusionsversuchs wurde Lebergewebe exzidiert und fur eine
immunhistochemische Erfassung von Apoptose konserviert. Zur Markierung
apoptotischer Leberzellen diente die gleichzeitige Darstellung aktivierter Caspase 3
und des Zytokeratin 18-Filamentnetzwerks, das nach Aktivierung eines

apoptotischen Programms einen charakteristischen Zusammenbruch zeigt [56].

Unter Kontrollbedingungen (Gruppe A) waren apoptotische Zellen nur vereinzelt und
in minimaler Anzahl vorhanden. Bei Gabe von Wortmannin (Gruppe B) lag der Anteil

apoptotischer Zellen vergleichbar niedrig.
In mit TCDCA perfundierten Lebern (Gruppe E) waren apoptotische Hepatozyten ca.
3,1-fach haufiger zu beobachten als unter Kontrollbedingungen. Die gleichzeitige

Hemmung der Pls-Kinasen (Gruppe F) fuhrte zu einer weiteren Steigerung der
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Apoptoserate, die ca. 3,3-fach Uber dem Niveau bei alleiniger TCDCA-Gabe lag und
ca. 10,4-fach Uber Kontrollniveau (siehe Abbildung 14).

Caspase 3 CK18 Caspase 3
+CK 18

Kontrolle

TCDCA

TCDCA
+ WT

Abbildung 14: Effekt von TCDCA 25 pM * Wortmannin 100 nM auf die aktivierte
Caspase 3 und das Zytokeratin 18-Filamentnetzwerk im Leber-
gewebe

(Darstellung reprasentativer Areale in 250-facher Vergrélierung)
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3.1.1.5 Phosphorylierung der PKB

Die Proteinkinase B (PKB) ist ein Zielsubstrat der Pls-Kinasen. Eine
Phosphorylierung an ihrem Ser-473-Rest gilt als sensitiver Indikator fur Pls-Kinase-
Aktivitat [59, 211]. Der Phosphorylierungsgrad der PKB/Akt wurde daher zur
Erfassung der Pls-Kinase-Aktivitat bestimmt. Lebergewebe aus den jeweiligen
Perfusionsgruppen wurde hierzu mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese und

Western-Blot untersucht.

Unter Kontrollbedingungen (Gruppe A) fand sich eine geringgradige Ser 473-
Phosphorylierung der PKB. Wortmannin (Gruppe B) hatte keinen signifikanten
Einfluss auf die PKB-Phosphorylierung.

TCDCA (Gruppe E) fuhrte zu einer gesteigerten Aktivierung der PKB bis zu 298 %
Uber Kontrollniveau (p < 0,05, n = 6).

Die zusatzliche Gabe von Wortmannin (Gruppe F) hob diese TCDCA-induzierte
Erhohung der PKB-Phosphorylierung vollstandig auf (siehe Abbildung 15).

A Abbildung 15:

pPKB B — 60 kD Effekt von TCDCA 25 HM +
Wortmannin 100 nM auf die
Aktivierung der PKB im Leber-

Gesamt- PKB b= 60 kD

gewebe
Kontrolle WT TCDCA TCDCA
‘-.r'ijT A) Reprasentativer Inmunoblot:
B obere Banden: pPKB (Ser-473)
untere Banden: Gesamt-PKB
6
* B) Densitometrie: pPKB im
. 57 Lebergewebe:
wi (MW £ SD, n=6; * p<0,05vs.
< 4 Kontrolle)
o
< 3
T
@“ 5]
m
X
T 17
i N .

Kontrolle WT TCDCA TCDCA
+
WT
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3.1.1.6 Konzentration der Gallensauren im hepatovendsen Effluat

Im Effluat aus der Vena cava inferior wurde die Konzentration der Gallensauren

mittels Gaschromatographie bestimmt. Dies lieferte eine indirekte Aussage uUber die

Gallensaurenaufnahme der Leber.

Zur 65. min erschienen bei alleiniger Gabe von 25 yM TCDCA (Gruppe E) 6,3 £ 2,1
pgmol/l im hepatovendsen Effluat. Die Zugabe von Wortmannin (Gruppe F) schien

diesen Anteil zu erhdhen (11,2 £ 2,4 ymol/l), allerdings fiel dieser Unterschied nicht

signifikant aus (siehe Abbildung 16).

=
(=2}

- - -
[=-R — N\~ =
1 1 1 1

Gallensauren - Efflux [amol/l]

TCDCA

TCDCA
+WT

n=6
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Abbildung 16:

Effekt von TCDCA 25 uM *
Wortmannin 100 nM auf den
hepatovenosen Gallensauren -
Efflux

(MW = SD, n =6)
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3.1.2 Effekte der hydrophoben Gallensdaure GCDCA

3.1.2.1 Gallenfluss

3.1.2.1.1 Kontrollen

Die entsprechenden Kontrollversuche wurden bereits oben beschrieben (siehe Kap.
3.1.1.1.1, S. 49, Tabelle 2 und Abbildung 9).

3.1.2.1.2 GCDCA

Die Zugabe der hydrophoben Gallensdure GCDCA (Gruppe G) in einer
Konzentration von 25 uM flhrte zu einer sehr starken Abnahme des Gallenflusses.
Der cholestatische Effekt war dabei deutlich starker ausgepragt als bei Gabe der
Gallensaure TCDCA (Gruppe E)

Unter Zugabe von Wortmannin (Gruppe H) schien sich der Gallenfluss noch weiter
zu verringern, allerdings erreichten diese Veranderungen keine Signifikanz (siehe
Tabelle 8 und Abbildung 17).
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H (GCDCA 25 uM +
Gruppe G (GCDCA 25 uM) Wortmannin 100 nM)
Zeit (min) Gallenfluss (ul/(g x min)) Gallenfluss (ul/(g x min))

20 1,24 + 0,19 1,62 +0,20

25 1,24 + 0,16 1,568 £ 0,27

30 1,26 + 0,20 1,51+ 0,21

35 0,70+ 0,12 0,74+0,14

40 0,25+0,10 0,17 + 0,04

45 0,34 + 0,16 0,17 + 0,07

50 0,51 +0,25 0,23+ 0,08

55 0,43 +0,20 0,21 +0,02

60 0,27 +0,13 0,16 £ 0,02

65 0,19 + 0,09 0,13 +0,02

70 0,16 + 0,08 0,12+ 0,03

75 0,13 + 0,06 0,11+ 0,03

80 0,10 + 0,05 0,10 + 0,03

85 0,09 + 0,04 0,09+ 0,03

90 0,08 + 0,03 0,08 + 0,03

Gesamtgallenfluss
(Wl/(g x 50 min) 11,53+ 5,16 7,05+ 0,98
Tabelle 8: Gallenfluss bei Gabe von GCDCA = Wortmannin
(MW £ SD, n = 6)
CDNB
3,00 - + GCDCA
% 2,50 - + Wortmannin
€
X
> 2,00 -
= 1,50 -
[7)]
[72]
3
= 1,00 -
2
© |
O 0,50
0,00 T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90
Zeit (min)
‘—0— Kontrolle —— Wortmannin —— GCDCA —e— GCDCA + Wortmannin

Abbildung 17: Gallenfluss bei Gabe von GCDCA 25 pyM * Wortmannin 100 nM

(MW £ SD, n = 6)

-62 -




Ergebnisse

Bei Verabreichung von GCDCA in halber Konzentration (12,5 uM, Gruppe K) zeigte
die Gallensaure immer noch einen deutlichen cholestatischen Effekt, der allerdings
signifikant niedriger ausfiel als unter Gabe von 25 yM GCDCA (Gruppe G) (p <
0,01).

Die zusatzliche Infusion von Wortmannin (Gruppe L) fuhrte zu einer signifikanten
Verringerung des Gallenflusses gegenuber alleinger Gabe von GCDCA 12,5 uM (p <
0,01) (siehe Tabelle 9 und Abbildung 18).

< (Go00A 125 o
Zeit (min) Gallenfluss (pl/(g x min)) Gallenfluss (ul/(g x min))
20 1,41 +0,12 1,13+0,32
25 1,19+ 0,42 0,89 £ 0,21
30 1,45+ 0,40 0,67 £ 0,06
35 1,25 + 0,21 0,51+£0,12
40 0,74 £ 0,21 0,24 £ 0,09
45 0,72 £ 0,21 0,31+£0,17
50 0,96 + 0,23 0,38 +0,12
55 0,90 £0,19 0,29+0,12
60 0,68 +£0,13 0,17 £ 0,06
65 0,51+0,11 0,12 £ 0,05
70 0,46 + 0,06 0,170 £ 0,03
75 0,39 £ 0,06 0,08 £ 0,04
80 0,35+ 0,07 0,07 £ 0,03
85 0,31 £ 0,06 0,06 £ 0,02
90 0,30 £ 0,07 0,05 £ 0,01
Gesamtgallenfluss 27,94 + 4,54 8,16 + 3,04 *
(Ml/(g x 50 min)

Tabelle 9: Gallenfluss bei Gabe von GCDCA 12,5 yM * Wortmannin

(MW £ SD, n = 3; * p < 0,01 vs. GCDCA 12,5 uM)

-63 -




Ergebnisse

CDNB
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—e— Kontrolle —e— Wortmannin —0o— GCDCA 12,5 yM —0o— GCDCA 12,5 yM + Wortmannin

Abbildung 18: Gallenfluss bei Gabe von GCDCA 12,5 uM * Wortmannin 100 nM
(MW % SD, n = 3)

3.1.2.2 Biliare Sekretion der Mrp2-Substrats GS-DNP

3.1.2.2.1 Kontrollen

Die Ergebnisse der entsprechenden Kontrollversuche wurden bereits oben
beschrieben (siehe Kap. 3.1.1.2.1, S. 52, Tabelle 4 und Abbildung 11).

3.1.2.2.2 GCDCA

GCDCA 25 uM (Gruppe G) induzierte eine sehr starke Einschrankung der
Transportkapazitat des apikalen Transporters Mrp2. Der Maximalwert der GS-DNP-
Sekretion (51. - 55. min) betrug lediglich 2,18 + 1,66 nmol/(g Leber x min) gegenuber

einem Wert von 43,83 £ 6,73 nmol/(g Leber x min) bei Kontrollen.

Die Zugabe von Wortmannin (Gruppe H) hatte ein weiteres signifikantes Absinken

der Sekretionsrate zur Folge (siehe Tabelle 10 und Abbildung 19).
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H (GCDCA 25 pM +

Gruppe G (GCDCA 25 uM) Wortmannin 100 nM)
Zeit (min) GS-DNP-Sekretion (nmol/(g x min)) GS-DNP-Sekretion (nmol/(g x min))

40 00 00

45 0,00 £ 0,15 0,00 £ 0,07

50 0,93+1,10 0,00 £ 0,06

55 2,18 £ 1,66 0,13+ 0,27

60 1,53 +1,01 0,29+0,12

65 1,05+ 0,35 0,25+£0,10

70 0,66 + 0,15 0,19+ 0,07

75 0,58 £ 0,31 0,13+£0,10

80 0,48 £ 0,35 0,06 £ 0,08

85 0,34 £ 0,21 0,11 +£0,18

90 0,19+0,16 0,04 £0,10

GS-DNP-Sekretion 38,93 + 16,39 4,99 + 4,14 *

(nmol/(g x 50 min)

Tabelle 10: Bilidare Sekretion von GS-DNP bei Gabe von GCDCA * Wortmannin
(MW +SD,n=6;*p<0,01 vs. GCDCA)

60,00 |

+* GCDCA

+ Wortmannin

50,00 -
40,00 -
30,00 -

20,00 -

GS-DNP-Sekretion
(nmol/(g x min))

10,00 -

0,00
35

s oo

40 45 50 55

60 65
Zeit (min)

70 75 80 85 90

—o— Kontrolle —&— Wortmannin —e— GCDCA —e— GCDCA + Wortmannin

Abbildung 19: Biliare Sekretion von GS-DNP bei Gabe von GCDCA 25 uyM
Wortmannin 100 nM

(MW + SD, n = 6)
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Die Gabe von GCDCA in halber Konzentration (12,5 uM, Gruppe K) flhrte ebenfalls

zu einer deutlichen Verringerung der GS-DNP-Sekretionsrate.

Die Zugabe von Wortmannin (Gruppe L) induzierte eine weitere signifikante

Abnahme der Mrp2-Transportkapazitat (p < 0,05) (siehe Tabelle 11 und Abbildung

20).

< (Gooon 25 o
Zeit (min) GS-DNP-Sekretion (nmol/(g x min)) GS-DNP-Sekretion (nmol/(g x min))

40 0+0 0+0

45 0,86 £ 0,71 0,10+ 0,44

50 10,13 £4,97 4,14 + 3,97

55 13,82 £ 5,30 5,79+ 4,58

60 7,77 £2,71 3,20+ 1,79

65 3,78 £ 1,59 2,57 £ 0,65

70 2,68 £0,54 1,47 + 0,22

75 1,54 £ 0,37 0,99 £0,33

80 1,03+0,24 0,76 £ 0,55

85 0,74 +0,18 0,33+0,19

90 0,53+0,18 0,22 £ 0,21
GS-DNP-Sekretion 214,49 + 80,53 97,84 + 57,83 *
(nmol/(g x 50 min)

Tabelle 11: Bilidre Sekretion von GS-DNP bei Gabe von GCDCA 12,5 yM *
Wortmannin

(MW + SD, n = 3; * p < 0,05 vs. GCDCA 12,5 uM)
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* GCDCA

* Wortmannin

GS-DNP-Sekretion
(nmol/(g x min))

35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90

Zeit (min)
—e— Kontrolle —e— Wortmannin
—o— GCDCA 12,5 uM —o— GCDCA 12,5 yM + Wortmannin

Abbildung 20: Biliare Sekretion von GS-DNP bei Gabe von GCDCA 12,5 uM *
Wortmannin 100 nM

(MW £ SD, n = 3)

3.1.2.3 Aktivitat der LDH und der GPT im hepatovenosen Effluat

Aktivitat der LDH im hepatovenosen Effluat

Wie bereits beschrieben, fiel die LDH-Aktivitat bei den unbehandelten Kontrollen
(Gruppe A) sowie nach Zugabe von Wortmannin (Gruppe B) lUber die gesamte

Versuchdauer hinweg niedrig aus (siehe Kap. 3.1.1.3, S. 55).

Die Infusion von GCDCA 25 pM (Gruppe G) induzierte einen extrem starken Anstieg
der LDH-Aktivitat im Effluat, der zur 85. min mehr als das 6-fache der Gabe des
Taurinkonjugats (Gruppe E) ausmachte.

Unter zusatzlicher Hemmung der Pls;-Kinasen mittels Wortmannin (Gruppe H) war
zur 45. min zunachst eine signifikant starkere LDH-Abgabe durch die Hepatozyten zu

verzeichnen. Mit fortlaufender Perfusionsdauer naherte sie sich den Werten der
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alleinigen GCDCA 25 uM-Gabe (Gruppe G) an und lag gegen Ende (85. min)
schlie3lich sogar signifikant unterhalb des entsprechenden Vergleichswertes (siehe
Tabelle 12 und Abbildung 21).

LDH - Aktivitat (mU/(g Leber x min))
Versuchsgruppe

25. min 45. min 65. min 85. min
A Kontrolle 1,3+£0,7 0,8+0,4 0,9+0,7 1,1+£1,0
B Wortmannin 100nM | 1,0+ 0,6 1,0+0,5 0,8+0,5 3,0£4,9
G GCDCA 25 uM 3,5+4,3 32,7+127° 207,7 +854° 4551 +139,3°
H GCDCA 25 uM b c

+ Wortmannin 100 nM 3,0+23 129,91+ 47,9 223,2 + 30,7 279,4 £ 85,9

Tabelle 12: Effekt von GCDCA * Wortmannin auf die LDH-Aktivitat

(MW = SD, n =6; ® p < 0,01 vs. Kontrolle; ®p < 0,01 vs. GCDCA;
°p <0,05vs. GCDCA)

Aktivitat der GPT im hepatovendsen Effluat

Wie bereits beschrieben, waren unbehandelte Kontrollen (Gruppe A) und alleinige
Gabe von Wortmannin (Gruppe B) durch geringe GPT-Aktivitat Uber die gesamte
Versuchsdauer gekennzeichnet (siehe Kap. 3.1.1.3, S. 55).

Auf die Applikation von GCDCA in einer Konzentration von 25 yM (Gruppe G) hin
erreichte der Leberzellschaden das héchste Niveau von allen Versuchsgruppen. Bei
Zugabe von Wortmannin (Gruppe H) waren zunachst signifikant héhere GPT-Werte
zu verzeichnen (45. min), gegen Ende der Perfusionen (85. min) fiel die GPT-Aktivitat
jedoch signifikant geringer aus als unter alleiniger Infusion von GCDCA (siehe
Tabelle 13 und Abbildung 21). Damit verhielt sich die Entwicklung der GPT-Aktivitat

parallel zu derjenigen der LDH.
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GPT - Aktivitat (mU/(g Leber x min))
Versuchsgruppe
25. min 45. min 65. min 85. min
A Kontrolle 22+19 1,1+0,9 09+14 21+1,0
B Wortmannin 100 nM 09+15 0,6 +0,9 0,1+0,5 1,9+3,9
G GCDCA 25 uM 1,2+1,2 51+20° 354+88° 538+6,1°
H GCDCA 25 uM b b
+ Wortmannin 100 nM 25+0,9 227+7,6 316+58 31,1+10,0
Tabelle 13: Effekt von GCDCA * Wortmannin auf die GPT-Aktivitat
(MW + SD, n = 6; ? p < 0,01 vs. Kontrolle; ° p < 0,01 vs. GCDCA)
600
I LoH 170
g 200 GPT 160 %
S £
X b
o 400 + 50 o
w3
— 300 bt
s 130 5
£ 200 =
< 190 &
5 'y
3100 | 40
0 | +‘i| ‘ 0
Kontrolle WT GCDCA GCDCA +WT

Abbildung 21: Effekt von GCDCA 25 yM = Wortmannin 100 nM auf die Aktivitat
von LDH und GPT im Effluat zur 85. min

(MW + SD, n = 6)
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3.1.2.4 Aktivierte Caspase 3 und Zytokeratin 18-Filament im Lebergewebe

Die Rate apoptotischer Zellen war bei den unbehandelten Kontrollen (Gruppe A) und
Gabe von Wortmannin (Gruppe B) minimal (siehe Kap. 3.1.1.4, S.57).

Mit GCDCA perfundierte Lebern (Gruppe G) zeigten ausgedehnte Areale
apoptotischer Zellen. Eine eindeutige Zuordnung gemaly zonaler Gesichtspunkte
(Zone 1, periportal; Zone 2, intermediar; Zone 3, perizentral) war nicht erkennbar. Die
apoptotischen Areale waren vielmehr diffus und ohne erkennbares Muster verteilt.
Der extensive Zelluntergang machte eine verlassliche Quantifizierung der
Apoptoserate schwierig. Gegentuber TCDCA (Gruppe E) war das Ausmall an
Apoptose etwa 100-fach gesteigert.

Die zusatzliche Gabe von Wortmannin (Gruppe H) verringerte diesen Zellschaden im
Mittel sehr deutlich (siehe Abbildung 22), wobei innerhalb der 6 verschiedenen
Perfusionsexperimente dieser Reihe allerdings gro3e Unterschiede zu verzeichnen

waren.
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Caspase 3 CK138 Caspase 3
+ CK 18

Kontrolle

Abbildung 22: Effekt von GCDCA 25 uM * Wortmannin 100 nM auf die aktivierte
Caspase 3 und das Zytokeratin 18-Filamentnetzwerk im Leber-

gewebe
(Darstellung reprasentativer Areale in 250-facher Vergroferung)
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3.1.2.5 Phosphorylierung der PKB

GCDCA (Gruppe G) schien die PKB/Akt-Aktivitat tendentiell leicht zu verstarken (auf
ca. 160 % der Werts bei Kontrollen), und die Zugabe von Wortmannin (Gruppe H)
schien diesen Effekt aufzuheben (siehe Abbildung 23). Allerdings erreichten diese

Veranderungen keine statistische Signifikanz.

A Abbildung 23:

PPKB m= 60 kD Effekt von GCDCA 25 HM t
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3.1.2.6 Konzentration der Gallensauren im hepatovendsen Effluat

Nach alleiniger Gabe von 25 yM GCDCA (Gruppe G) wurden im hepatovendsen

Effluat zur 65. min 3,8 £ 1,0 ymol/l Gallensauren gaschromatographisch detektiert.

Die Zugabe von Wortmannin (Gruppe H) verstarkte den Gallensauren-Efflux

tendentiell (7,1 £ 3,3 umol/l), allerdings nicht signifikant (siehe Abbildung 24).
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Abbildung 24:

Effekt von GCDCA 25 uM
Wortmannin 100 nM auf den
hepatovenosen Gallensauren -
Efflux

(MW £ SD, n = 6)
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3.2 Gallensauren-induzierte Leberzellschadigung und deren

Modulation durch Sulfasalazin

3.2.1 Untersuchungen im Modell der humanen Hepatomzelllinie HepG2

Eine humane HepG2-Hepatomzelllinie wurde stabil mit dem Gallensaurentransporter
Ntcp transfiziert. Apoptose wurde Uber Messung der Caspase 3-Aktivitat mittels des
fluoreszierenden Substrats Z-DEVD-R110 quantifiziert beziehungsweise Uber eine
immunzytochemische Darstellung der aktivierten Caspase 3 erfasst. Die

Gallensaurenaufnahme wurde radiochemisch unter Verwendung von [°H]-

Taurocholsaure bestimmt. Die NF-kB-Aktivitat wurde Uber einen Reportergen-Assay

ermittelt.

3.2.1.1 Apoptose

Zellen einer mit dem Gallensaurentransporter Ntcp transfizierten humanen
Hepatomzelllinie (HepG2-Ntcp) bzw. nichttransfizierte Zellen der gleichen Zelllinie
(HepG2) wurden uber 4 Stunden mit den hydrophoben Gallensauren TCDCA oder
GCDCA, mit Sulfasalazin oder dessen Spaltprodukten Sulfapyridin und 5-ASA
inkubiert.

3.2.1.1.1 Effekte der hydrophoben Gallensdauren TCDCA und GCDCA

Caspase-Assay:

TCDCA induzierte in aufsteigender Konzentration (25 yM, 50 uyM und 75 pM) in
zunehmendem Mal} Apoptose in Nicp-transfizierten HepG2-Zellen. Die Stimulation
der Zellen mit GCDCA fuhrte ebenfalls zu einer dosisabhangigen, jedoch im
Vergleich mit TCDCA deutlich starkeren Zunahme der Caspase 3-Aktivitat.

Die Zugabe des Pancaspase-Inhibitors ZVAD-FMK (20 uM) konnte die von GCDCA
75 UM ausgeldste Caspase 3-Aktivitat bis auf Kontrollniveau dricken (siehe
Abbildung 25).
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¥ Abbildung 25:
| ‘|| Effekte von TCDCA bzw.
g GCDCA auf die Caspase 3-

Aktivitat im Zelllysat Ntcp-
transfizierter HepG2-Zellen

(MW £ SD, n = 3)

Caspase 3-Aktivitat [A.E.]
(8]

Kontrolle TCDCA TCDCA TCDCA GCDCA GCDCA GCDCA GCDCA
26 yM S0uM 75 uM 25 uM S0uyM  75uM TS5 uM
+

ZVAD-FMK
20 M

In den nicht mit Ntcp transfizierten HepG2-Zellen hatten die Gallensauren keinen
Einfluss auf die Caspase 3/7-Aktivitét (siehe Abbildung 26). Eine Aufnahme in die
Leberzellen scheint somit Voraussetzung fur die toxische Wirkung von GCDCA in

den verwendeten niedrigen Konzentrationen zu sein.

1 Abbildung 26:

W HepG2-Ntcp 4h
1 & Heps2 Effekt von GCDCA auf die
Caspase 3-Aktivitat in Ntcp-
transfizierten bzw. nicht-
7- transfizierten HepG2-Zellen

(MW £ SD, n=3)

Caspase 3-Aktivitat [AE.]
n

1 mill

Kontrolle GCDCA GCDCA GCDCA  GCDCAT75pM
25 uM 50 pM 75 UM +
ZVAD-FMK
20 uM
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3.2.1.1.2 Effekt von Sulfasalazin auf die Gallensauren-induzierte Apoptose

Caspase-Assay:

Die alleinige Gabe von Sulfasalazin 1000 uM zeigte gegenuber Kontrolle keine
Veranderung der Caspase 3-Aktivitat.

Das nach Stimulation der Zellen mit GCDCA 75 pM zu verzeichnende Ausmal an
Apoptose wurde durch gleichzeitige Gabe von Sulfasalazin dosisabhangig gehemmt:
In einer Dosierung von 1 uyM hatte die Zugabe von Sulfasalazin zwar noch keinen
sichtbaren Effekt, unter Gabe von 10 uM war eine leichte antiapoptotische Wirkung
jedoch schon zu verzeichnen. Die Applikation von 100 uM Sulfasalazin reduzierte die
Caspase 3-Aktivitat sehr deutlich, und eine Konzentration von 1000 pM flhrte
schliel3lich zu einer Verringerung der Apoptoserate bis auf Kontrollniveau (siehe
Abbildung 27).

- Abbildung 27:
3 | s Effekt von Sulfasalazin auf die
E; - GCDCA-induzierte Apoptose:
% o Caspase-Assay
2 » (MW % SD, n = 3)
<
bl 15 |
@
E 10
.
o 5 |
[ !
GCDCA [uM] = 75 - 75 75 75 75 75
S8Z [uM] - . 1000 1 10 100 1000
ZVAD-FMK [uM] 5 g E 5 . 5 . 25

Immunzytochemische Darstellung der aktivierten Caspase 3:

Bei den unstimulierten Kontrollen fanden sich nur vereinzelt Caspase 3-positive
Zellen. Ein vergleichbares Bild fand sich nach Gabe von Sulfasalazin 1000 yM (ca. 1
+ 0,5 %).

Bei alleiniger Stimulation der Zellen mit GCDCA uber 4 Stunden zeigte sich eine
relativ hohe Anzahl apoptotischer Zellen (ca. 23 £ 6 %).
Die Zugabe von Sulfasalazin fihrte zu einer dosisabhangigen Reduktion Caspase 3-

positiver Zellen. So fand sich bei Zugabe einer Sulfasalazinkonzentration von 100 uM
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eine Halbierung der Caspase 3-positiven Zellen (11 £ 1 %) gegenuber alleiniger
GCDCA-Stimulation. Bei Zugabe von 1000 yM Sulfasalazin betrug die Apoptoserate
sogar nur noch 2 £ 1 % (siehe Abbildung 28).

Kontrolle Sulfasalazin 1000 uM
GCDCATS uM GCDCA TS pM GCDCA TS pM
+ +

Sulfasalazin 100 gM  Sulfasalazin 1000 pM

Abbildung 28: Effekt von Sulfasalazin auf die GCDCA-induzierte Apoptose:
Immunzytochemische Darstellung Caspase 3-positiver
HepG2-Zellen

(Darstellung reprasentativer Bildausschnitte in 100-facher VergréRerung)
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3.2.1.1.3 Effekte der Sulfasalazin-Spaltprodukte 5-ASA und Sulfapyridin auf die

Gallensauren-induzierte Apoptose

Im Caspase-Assay zeigte die Gabe von 5-Aminosalizylsaure in gleicher

Konzentration wie Dbei

den zuvor

gezeigten Sulfasalazin-Versuchen keinen

signifikanten Einfluss auf die GCDCA-induzierte Apoptose (siehe Abbildung 29).

50

Caspase 3-Aktivitat [A.E.]

GCDCA [uM]

5-ASA [uM]

45
40
35
30
2%
20 -
%6 -
10 -

5

o

Abbildung 29:

Effekt von 5-ASA auf die
GCDCA-induzierte Apoptose:
Caspase-Assay

(MW £ SD, n=3)

Analog durchgefuhrte Experimente mit Sulfapyridin zeigten ebenfalls keinen Effekt

auf die Apoptoserate der mit GCDCA stimulierten Zellen (siehe Abbildung 30).
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Abbildung 30:

Effekt von Sulfapyridin auf die
GCDCA-induzierte Apoptose:
Caspase-Assay

(MW + 8D, n=3)
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3.2.1.1.4 Effekt von Sulfasalazin auf die TNF-a/Actinomycin D-vermittelte
Apoptose

Parallel zu den Versuchen mit Gallensaurenbehandlung wurden Experimente
durchgefuhrt, bei denen die Induktion der Apoptose durch die kombinierte Gabe von

TNF-a (28 ng/ml) und Actinomycin D (0,2 pug/ml) erzielt wurde.

Die zusatzliche Applikation von Sulfasalazin in verschiedenen Konzentrationen
zeigte in Analogie zu den Versuchen mit GCDCA eine Hemmung der Apoptose in
Abhangigkeit von der Dosis. Dabei flhrte die Gabe von Sulfasalazin 1000 uM zur
starksten Reduktion der Caspase 3-Aktivitat, 100 uM hatten einen etwas geringeren
Effekt, wahrend die Gabe von 10 uM bzw. 1 uyM keinen erkennbaren Einfluss hatten
(siehe Abbildung 31).

Abbildung 31:

Effekt von Sulfasalazin auf die

2,5 | TNF-a/Actinomycin D (Act.D)-
induzierte Apoptose:
2]
Caspase-Assay
15 (MW £ SD, n = 3)
1]
0,5 | H
0

Kontrolle TNF - 28 ngiml+ Act.D 0.2 pgiml

Caspase 3-Aktivitat [A.E.]

1000

SSZ[uM]
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3.2.1.2 Gallensaurenaufnahme

Die Gallensaurenaufnahme wurde unter Verwendung der radiochemisch markierten

Gallensaure [3H]-Taurocholséure bestimmt. HepG2-Ntcp Zellen wurden mit dieser

und verschiedenen Konzentrationen an Sulfasalazin, 5-Aminosalizylsaure oder

Sulfapyridin inkubiert.

Sulfasalazin zeigte in aufsteigender Dosierung eine zunehmende Hemmung der

Gallensaurenaufnahme, wobei die Gabe von 100 uM bereits eine Reduktion auf ca.

70 %, die Gabe von 1000 uM auf ca. 30 % gegenuber Kontrollen bewirkte.

Die Sulfasalazin-Spaltprodukte 5-Aminosalizylsaure und Sulfapyridin dagegen hatten

keinen Einfluss auf die Gallensaurenaufnahme (siehe Abbildung 32).

120

[*H]-Taurocholat Aufnahme [%]

100 +

807

607

40

201

*

Kontrolle

1

10

100 1000

[HM]

W ssz B s5-4sa [ sPD
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Abbildung 32:

Einfluss von Sulfasalazin und
seinen Spaltprodukten auf die
Aufnahme von [3H]-Tauro-
cholat durch Ntcp-transfizierte
HepG2-Zellen

(MW £ SD, n=3; *p <001 *pc<
0,005; *** p < 0,001 vs. Kontrolle)



Ergebnisse

3.2.1.3 NF-xB-Aktivitat

HepG2-Ntcp Zellen wurden mit Tk-Ren-CMV und einem Firefly NF-xB Reporter
Plasmid (Luc-NF-xB) bzw. einem als Kontrolle dienenden Firefly Plasmid (Luc-leer)
kotransfiziert und in verschiedenen Konzentrationen mit Sulfasalazin, GCDCA oder
einer Kombination der beiden Substanzen stimuliert. Die Werte fur Firefly Luciferase
wurden auf die Messwerte flr Renilla Luciferase normalisiert, um die Schwankungen

in der Transfektionseffizienz auszugleichen.

Bei den mit dem Kontrollplasmid transfizierten Zellen blieb das gemessene

Luciferasesignal Uber alle Versuchsgruppen hinweg auf konstantem Niveau.

Die Luc-NF-kB-transfizierten Zellen zeigten folgendes Verhalten:

Alleinige Gabe von GCDCA 75 uM flhrte zu keiner Erhéhung der NF-xB-Aktivitat.
Sulfasalazin dagegen bewirkte mit aufsteigender Dosierung eine zunehmende
Aktivierung von NF-xB. Bereits 10 uyM Sulfasalazin flihrte zu einer signifikanten
Steigerung des NF-kB-Luciferasesignals auf 158 % der Kontrolle. 100 uM bewirkten
eine Erhéhung auf 199 % und 1000 uM auf 433 % (siehe Abbildung 33).

Bei gemeinsamer Gabe von GCDCA 75 pM und Sulfasalazin in aufsteigender
Konzentration fand sich keine Veranderung gegenuber den Versuchsgruppen

alleiniger Sulfasalazin-Stimulation (siehe Abbildung 33).

it Abbildung 33:
| HREAEE Effekt von Sulfasalazin auf
| Mueer die Aktivitit von NF-xB im
35 100 Luciferase - Reportergen -
& Assay
® 80
£ (MW £ SD, n=3;*p < 0,05, * p <
= 60 - 0,01; *** p < 0,001 vs. Kontrolle)
I
F a0
= T -
20 | I
Kontrolle GCDCA 1 10 100 1000 GCDCATS pM———
TEuM SSZ [uM] 1 10 100 1000
SSZ[UM]
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3.2.2 Untersuchungen im Modell der isoliert perfundierten Rattenleber

Rattenlebern wurden isoliert Uber 90 min mit Krebs-Henseleit-Bikarbonat-Puffer
perfundiert. Glycochenodeoxycholsaure wurde in einer Konzentration von 25 uM
bzw. 12,5 uM isoliert oder in Kombination mit Sulfasalazin appliziert. Eine Hemmung
der Pls-Kinasen wurde in zusatzlichen Versuchsreihen abermals mit Wortmannin
durchgefihrt (siehe Abbildung 7 und Tabelle 1). Von der 41. bis zur 50. min wurde
das organische Modellanion CDNB infundiert. Allerdings gelang eine verlassliche
Erfassung des GS-DNP-Transports in die Galle aufgrund einer Interferrenz mit der

Eigenabsoption des Sulfasalazins in dem photometrischen Test nicht.

3.2.2.1 Gallenfluss

3.2.2.1.1 Kontrollen

Die Versuchsreihen der unbehandelten Kontrollen und der alleinigen Wortmannin-
Gabe wurden bereits beschrieben (siehe Kap. 3.1.1.1.1, S. 49, dort auch Tabelle 2
und Abbildung 9).

Die Gabe von Sulfasalazin (Gruppe C) fuhrte zu einer Abnahme des Gallenflusses.
Der Gesamtgallenfluss Uber 50 min betrug 43,67 + 7,34 pl/(g Leber x 50 min) und
war somit im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen (Gruppe A) mit einem Wert
von 71,45 £+ 10,45 pl/(g Leber x 50 min) signifikant erniedrigt (p < 0,01).

Unter der gemeinsamen Gabe von Sulfasalazin und Wortmannin (Gruppe D) zeigte
sich eine weitere Reduktion des Gallenflusses, die gegenlber der alleinigen Infusion
von Sulfasalazin (Gruppe C) ebenfalls signifikant war (p < 0,01).

In beiden Versuchsreihen (Gruppe C und Gruppe D) blieb der vorubergehende
Anstieg des Gallenflusses nach Applikation von CDNB aus (siehe Tabelle 14 und
Abbildung 34).
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Gruppe C (Sulfasalazin 100 uM) D \(lsgg?nsaar:iizéns()%ontlj\/lw)l *
Zeit (min) Gallenfluss (ul/(g x min)) Gallenfluss (ul/(g x min))

20 1,36 £ 0,24 1,46 £ 0,33

25 1,23 +0,22 1,15+ 0,15

30 0,94 £0,19 0,80 £ 0,09

35 0,86 £ 0,27 0,69 £ 0,09

40 0,89 +0,23 0,67 +£0,11

45 0,94 £0,24 0,67 £0,11

50 0,92+0,19 0,67 £0,15

55 0,91+£0,18 0,66 £0,18

60 0,98+0,18 0,68 £0,24

65 1,00 £ 0,18 0,65+ 0,26

70 0,97 £0,17 0,57 £0,27

75 0,91 +£0,15 0,47 £0,26

80 0,83+0,15 0,39+£0,25

85 0,71 +£0,16 0,32+£0,23

90 0,57 £0,19 0,26 £ 0,22

Gesamtgallenfluss 43,67 + 7,34 26,72 + 10,21 *
(ul/(g x 50 min)

Tabelle 14: Gallenfluss bei Gabe von Sulfasalazin £ Wortmannin
(MW £ SD, n =6; * p < 0,01 vs. Sulfasalazin)

4,00 -
3,50 +
3,00 +
2,50 ~
2,00 ~
1,50
1,00
0,50 +
0,00

Gallenfluss (ul/(g x min)’

| * Sulfasalazin * Wortmannin

0

5

10 15 20 25 30 3

5 40 4

Zeit (min)

5 50 5

5 60 65 70 75 80 85 90

—e— Kontrolle —&— Wortmannin

Sulfasalazin

Sulfasalazin + Wortmannin

Abbildung 34: Gallenfluss bei Gabe von Sulfasalazin 100 pM

+ Wortmannin 100 nM
(MW £ SD, n = 6)
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3.2.2.1.2 Effekt von GCDCA

Die Effekte der Gabe von GCDCA in einer Konzentration von 25 uM (Gruppe G)
bzw. 12, 5 uM (Gruppe K) wurden bereits beschrieben (siehe Kap. 3.1.2.1.2, S. 61).

3.2.2.1.3 Effekt der gemeinsamen Gabe von GCDCA und Sulfasalazin

Bei gemeinsamer Applikation von GCDCA 25 pM und Sulfasalazin (Gruppe I)
konnten folgende Effekte beobachtet werden: Die Infusion Sulfasalazins zur 20. min
zeigte analog zu den Ergebnissen der Versuche mit alleiniger Sulfasalazin—Gabe
(Gruppe C) zunachst eine Abnahme des Gallenflusses. Nach Gabe der Gallensaure
GCDCA zur 31. min erfolgte ein Anstieg des Gallenflusses bis fast auf
Ausgangsniveau und nach der 45. min ein erneutes Absinken bis auf einen Wert von
0,73 £ 0,23 pl/(g Leber x min) am Ende des Experiments. Der Gesamtgallenfluss
betrug 56,55 £ 14,35 pl/(g Leber x 50 min) und lag damit ca. um das Finffache héher
(p < 0,01) als bei alleiniger Gabe von GCDCA 25 uM (Gruppe G) (siehe Tabelle 15
und Abbildung 35).
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| (GCDCA 25 uM +
Gruppe G (GCDCA 25 uM) Su(lfasalazin 100 uM)
Zeit (min) Gallenfluss (pl/(g x min)) Gallenfluss (pl/(g x min))
20 1,24 £ 0,19 1,63 +0,17
25 1,24 £+ 0,16 1,34 + 0,19
30 1,26 £ 0,20 0,98 £0,17
35 0,70+ 0,12 1,16 £ 0,31
40 0,25+£0,10 1,42 £ 0,31
45 0,34 £0,16 1,50 £ 0,30
50 0,51 +£0,25 1,38 £ 0,30
55 0,43 +£0,20 1,22 £ 0,37
60 0,27 £0,13 1,20 £ 0,36
65 0,19 £ 0,09 1,15+ 0,39
70 0,16 £ 0,08 1,19+ 0,31
75 0,13 +£0,06 1,08 £ 0,33
80 0,10 £ 0,05 0,98 £ 0,30
85 0,09 + 0,04 0,87 £0,25
90 0,08 £ 0,03 0,73+£0,23
Gesamigallenfluss 11,53 + 5,16 56,55 + 14,35 *
(ul/(g x 50 min)

Tabelle 15: Gallenfluss bei Gabe von GCDCA 25 pM * Sulfasalazin 100 yM

(MW £ SD, n = 6; * p < 0,01 vs. GCDCA)

CDNB
3,00 + + GCDCA
E 2.50 - * Sulfasalazin
£
X |
o 2,00
2 1,50 - -
[7)]
3 ¢
= 1,00 -
2
& 0,50 -
0,00 T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90
Zeit (min)
‘—0— Kontrolle Sulfasalazin —@— GCDCA —e— GCDCA + Sulfasalazin

Abbildung 35: Gallenfluss bei Gabe von GCDCA 25 pM * Sulfasalazin 100 yM

(MW £ SD, n = 6)
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Der Gesamtgallenfluss bei gemeinsamer Gabe von 12,5 yM GCDCA und 100 pM
Sulfasalazin (Gruppe M) lag bei 37,12 + 12,96 ul/(g Leber x 50 min). Die Zugabe von
Sulfasalazin fuhrte also tendenziell zu einer Steigerung des Gallenflusses gegenuber
alleiniger Infusion von GCDCA 12,5 uM (Gruppe K), der Unterschied war allerdings

nicht signifikant (p = 0,15) (siehe Tabelle 16 und Abbildung 36).

Gruppe K (GCDCA 12,5 uM) MSlEI?anglggrﬁbsoupl\l/\l/l;
Zeit (min) Gallenfluss (ul/(g x min)) Gallenfluss (ul/(g x min))

20 1,41 +£0,12 1,47 £ 0,20

25 1,19+ 0,42 1,25+0,18

30 1,45+0,40 0,84 £0,17

35 1,25 + 0,21 0,78 £ 0,23

40 0,74 £ 0,21 0,86 + 0,28

45 0,72 £ 0,21 0,92 +0,34

50 0,96 £ 0,23 0,88 £0,33

55 0,90 +£0,19 0,78 £0,30

60 0,68 +0,13 0,74 £ 0,32

65 0,51 0,11 0,72 £ 0,29

70 0,46 £ 0,06 0,71 +£0,28

75 0,39 £ 0,06 0,70+ 0,25

80 0,35+ 0,07 0,68 £ 0,21

85 0,31 £ 0,06 0,65+0,18

90 0,30 £ 0,07 0,64 £0,16

Gesamtgallenfluss 27,94 + 4,54 37,12+ 12,96
(Ml/(g x 50 min)

Tabelle 16: Gallenfluss bei Gabe von GCDCA 12,5 pM % Sulfasalazin 100 pM

(MW = SD, n=6)
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CDNB
3,00 + +* GCDCA
= 250 - + Sulfasalazin
€
X
> 2,00 -
= 1,50 - -
a -
E 1,00 -
s 1 l ‘O—o/ﬂ\o\
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0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90
Zeit (min)
—e— Kontrolle Sulfasalazin —0—GCDCA 12,5 uM GCDCA 12,5 yM + Sulfasalazin ‘

Abbildung 36: Gallenfluss bei Gabe von GCDCA 12,5 uM * Sulfasalazin 100 pM
(MW £ SD, n = 6)

3.2.2.1.4 Effekt der gemeinsamen Gabe von GCDCA, Sulfasalazin und

Wortmannin

Unter Gabe von GCDCA 25 uM, Sulfasalazin und Wortmannin (Gruppe J) fand sich
mit 25,94 + 3,27 ul/(g Leber x 50 min) ein signifikant hoherer Gesamt-Gallenfluss als
unter isolierter Infusion von GCDCA 25 uyM (p < 0,01) (Gruppe G). Der
anticholestatische Effekt der gemeinsamen Zugabe von Sulfasalazin und
Wortmannin fiel jedoch deutlich geringer aus als derjenige der alleinigen Zugabe von

Sulfasalazin (Gruppe I) (p < 0,01).

- 87 -



Ergebnisse

Gruppe | (GCDCA 25 uM + J (GCDCA 25 uyM + Wortmannin 100 nM +
Sulfasalazin 100 pM) Sulfasalazin 100 pM)
Zeit (min) Gallenfluss (ul/(g x min)) Gallenfluss (ul/(g x min))
20 1,63+0,17 1,78 £ 0,24
25 1,34 £ 0,19 1,39 £ 0,21
30 0,98 +0,17 1,04 £0,12
35 1,16 £ 0,31 1,29+ 0,14
40 1,42 £ 0,31 1,33+£0,10
45 1,50 + 0,30 0,90 + 0,09
50 1,38 £ 0,30 0,59 + 0,08
55 1,22 + 0,37 0,44 £ 0,11
60 1,20 £ 0,36 0,46 + 0,09
65 1,15+ 0,39 0,45 + 0,08
70 1,19 + 0,31 0,46 + 0,09
75 1,08 £ 0,33 0,48 + 0,09
80 0,98 + 0,30 0,48 + 0,09
85 0,87 + 0,25 0,48 + 0,09
90 0,73+0,23 0,45+ 0,08
Gesamtgallenfluss 56,55 + 14,35 25,94 + 3,27 *
(ul/(g x 50 min)

Tabelle 17: Gallenfluss bei Gabe von GCDCA 25 yM und Sulfasalazin

Wortmannin

(MW £ SD,n=6; *p<0,01vs. GCDCA 25 pM + Sulfasalazin)
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GCDCA 25 pM + Sulfasalazin
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Abbildung 37: Gallenfluss bei Gabe von GCDCA 25 pM und
Sulfasalazin 100 pM * Wortmannin 100 nM

(MW + SD, n = 6)

3.2.2.2 Aktivitat der LDH und der GPT im hepatovenosen Effluat

3.2.2.2.1 Effekt der gemeinsamen Gabe von GCDCA und Sulfasalazin

Aktivitat der LDH im hepatovendsen Effluat

Die LDH-AKktivitat bei den unbehandelten Kontrollen (Gruppe A) und bei isolierter
Gabe von Wortmannin (Gruppe B) war Uber die gesamte Versuchsdauer hinweg
niedrig (siehe Kap. 3.1.1.3, S. 55). Die Zugabe von Sulfasalazin (Gruppe C) lieferte
vergleichbar niedrige Werte (siche Tabelle 18). Somit kann man davon ausgehen,
dass Sulfasalazin im vorliegenden Modell selbst zu keiner wesentlichen

Zellschadigung der unstimulierten Leber fuhrte.

Der immense Anstieg der Leberzellschadigung nach Infusion von 25 yM GCDCA
wurde ebenfalls bereits beschrieben (siehe Kap. 3.1.2.3, S. 67).
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Die zusatzliche Gabe von Sulfasalazin (Gruppe I) zeigte einen deutlichen protektiven
Effekt. Fiel die LDH-Aktivitat zur 45. min noch ahnlich wie bei alleiniger Gabe von 25
MM GCDCA (Gruppe G) aus, so konnte Sulfasalazin im weiteren Verlauf jedoch eine
deutliche Reduktion des Leberzellschadens herbeifihren. So wurde die LDH-Aktivitat
zur 65. min bereits sehr stark gesenkt und erreichte zur 85. min sogar ein Niveau von
ca. einem Funftel des Wertes der alleinigen GCDCA-Gabe (siehe Tabelle 18 und
Abbildung 38).

Die Verabreichung von GCDCA in einer Konzentration von 12,5 yM (Gruppe K)
fuhrte zu einer deutlichen Leberzellschadigung, die gegen Perfusionsende
schlie3lich ca. ein Drittel des gemessenen Zellschadens der Experimente mit Gabe
von GCDCA in doppelter Konzentration (Gruppe G) betrug. Das Hinzufiigen von
Sulfasalazin (Gruppe M) zog analog den Versuchen mit doppelter GCDCA-
Konzentration eine starke Verringerung der messbaren LDH-Aktivitat auf etwa ein
Funftel, verglichen mit alleiniger Gallensaurengabe (Gruppe K), nach sich (siehe
Tabelle 18).

LDH - Aktivitdt (mU/(g Leber x min))
Versuchsgruppe
25. min 45. min 65. min 85. min

A Kontrolle 1,3+0,7 0,8+0,4 0,9+0,7 1,1+1,0

C Sulfasalazin 100 uM 21+1,1 1,9+1,0° 21+1,4 29+23

G GCDCA 25 pM 35+4,3 32,7+12,7°" 207,7+854° | 4551+139,3°
I GCDCA 25 pM c ¢
+ Sulfasalazin 100 uM 1,5+0,6 29,5+ 13,3 448 + 17,1 83,3+ 18,8
K GCDCA 12,5 uM 1,0+0,6 6,2+4,3° 749+27,0° 148,1+26,5°
M GCDCA 12,5 M . .
+ Sulfasalazin 100 yM 1,5+0,7 13,9+ 8,9 23,2+ 10,1 30,7+ 6,8

Tabelle 18: Effekt von GCDCA * Sulfasalazin auf die LDH-Aktivitat im Effluat

(MW % SD, n = 6; ® p < 0,05 vs. Kontrolle; ®p < 0,01 vs. Kontrolle;
°p <0,01vs. GCDCA 25 uM; ° p < 0,05 vs. GCDCA 25 pM;
®p<0,01vs. GCDCA 12,5 uM)
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Aktivitat der GPT im hepatovenoésen Effluat

Unbehandelte Kontrollen (Gruppe A) und alleinige Gabe von Wortmannin (Gruppe
B) waren durch geringe GPT-Aktivitat Uber die gesamte Versuchsdauer
gekennzeichnet (siehe S. 55). Die Infusion von Sulfasalazin (Gruppe C) bewirkte
eine etwas starkere Leberzellschadigung (siehe Tabelle 19), die durch Zugabe von

Wortmannin (Gruppe D) nicht weiter signifikant verandert wurde.

GCDCA in einer Konzentration von 25 uM (Gruppe G) induzierte die hochste GPT-
Aktivitat von allen Versuchsgruppen (siehe Kap. 3.1.2.3, S.66). Die Zugabe von
Sulfasalazin (Gruppe I) setzte die Hohe des Schadigungsparameters drastisch herab
(siehe Tabelle 19 und Abbildung 38).

GCDCA flhrte auch in halber Konzentration (12,5 yM, Gruppe K) zu einem starken
Anstieg der GPT-Aktivitat im Effluat. Durch Zugabe von Sulfasalazin (Gruppe M)
wurden diese Werte bis auf Kontrollhdhe reduziert (siehe Tabelle 19).

GPT - Aktivitat (mU/(g Leber x min))
Versuchsgruppe

25. min 45, min 65. min 85. min
A Kontrolle 22+1,9 1,1+0,9 09+14 21%+1,0
C Sulfasalazin 100 uM 41+15 44+12° 43+22° 6,9+25°
G GCDCA 25 uM 1,2+1,2 51+20° 354 +8,8° 53,8+6,1°
| GCDCA 25 uM b c c
+ Sulfasalazin 100 uM 4326 48+1,1 72+1,3 7,0+£1,2
K GCDCA 12,5 uM 23+16 25+1,2° 20,1+4,1° 40,7+9,5°
M GCDCA 12,5 uM d d
+ Sulfasalazin 100 uM 1,717 0,6+3,3 1,3+1,6 21+52

Tabelle 19: Effekt von GCDCA * Sulfasalazin auf die GPT-Aktivitat im Effluat

(MW = SD, n =6; ® p < 0,01 vs. Kontrolle; ®p < 0,05 vs. GCDCA 25 uM;
°p<0,01vs. GCDCA 25 uM; “ p < 0,01 vs. GCDCA 12,5 uM)

-91 -



Ergebnisse

600
~ [ LDH T70 ~
E 500 GPT 160 E
b b
2 400 + 50 2
E E
E 300 140
£ 130 E
> >
£ 200 - £
3 100 1 I -_L 1106
0 — 0

Kontrolle SSZ GCDCA GCDCA

25 uM 25 uM

+SSZ

Abbildung 38: Effekt von GCDCA 25 pM * Sulfasalazin 100 uM auf die Aktivitat
von LDH und GPT im Effluat zur 85. min

(MW + SD, n = 6)

3.2.2.2.2 Effekt der gemeinsamen Gabe von GCDCA, Sulfasalazin und

Wortmannin

Aktivitat der LDH im hepatovenosen Effluat

Die gemeinsame Infusion von Sulfasalazin und Wortmannin (Gruppe D) flhrte
tendenziell zu einer etwas starkeren Zellschadigung als bei den anderen
Kontrollversuchsreihen (Gruppen A, B und C; vgl. Tabelle 6, Tabelle 18 und
Tabelle 20).

Bei kombinierter Infusion von 25 yM GCDCA, Sulfasalazin und Wortmannin (Gruppe
J) zeigten zeitlicher Verlauf und Ausmal® der LDH-Aktivitat folgende Charakteristik:
Zunachst (45. min) stieg der Zellschaden stark an, danach (65. min, 85. min) blieb
die Hohe der Enzymaktivitat im Effluat signifikant unter den Vergleichswerten der
alleinigen Infusion von 25 uM GCDCA (Gruppe G). Damit bewegte sich die

Zellschadigung der gemeinsamen Zugabe von Sulfasalazin und Wortmannin in
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einem Bereich zwischen derjenigen der alleinigen Zugabe der Einzelsubstanzen
(Gruppen Hund I) (vgl. Tabelle 12, Tabelle 18 und Tabelle 20).

LDH - Aktivitat (mU/(g Leber x min))
25. min 45. min 65. min 85. min

Versuchsgruppe

D Wortmannin 100 nM

a b
+ Sulfasalazin 100 uM 26+14 39+23 3,3+1,3 11,6 £ 19,4

J GCDCA 25 uM
+ Wortmannin 100 nM 1,8+14 101,4 +37,86° | 127,9+34,1°¢ 102,5 + 24,1 ¢
+ Sulfasalazin 100 yM

Tabelle 20: Effekt von GCDCA + Sulfasalazin + Wortmannin auf die LDH-
Aktivitat im Effluat

(MW % SD, n = 6; ® p < 0,05 vs. Kontrolle; b p < 0,01 vs. Kontrolle;
°p < 0,01 vs. GCDCA 25 uM + Sulfasalazin; ° p < 0,01 vs. GCDCA 25 HM)

Aktivitat der GPT im hepatovenosen Effluat

Die gemeinsame Infusion von Sulfasalazin und Wortmannin (Gruppe D) fuhrte zu
einer tendenziell leicht erhdhten GPT-Aktivitdt gegenuber unbehandelten Kontrollen
(Gruppen A, B und C; vgl. Tabelle 7, Tabelle 19 und Tabelle 21).

Der protektive Effekt von Sulfasalazin auf die GCDCA-induzierte Zellschadigung
wurde durch die zusatzliche Gabe von Wortmannin (Gruppe J) geschmalert (vgl.
Tabelle 7 und Tabelle 21). Die GPT-Aktivitdt verhielt sich damit analog zu der
Enzymaktivitat der LDH.

GPT - Aktivitat (mU/(g Leber x min))
25. min 45. min 65. min 85. min

Versuchsgruppe

D Wortmannin 100 nM

a a b b
+ Sulfasalazin 100 ym| ~ &1%2.0 55+29 6,447 62437

J GCDCA 25 pM
+ Wortmannin 100 nM 10,1+ 4,1 ¢ 15,8 +9,5¢ 141+75° 16,2 +7,8 ¢
+ Sulfasalazin 100 yM

Tabelle 21: Effekt von GCDCA + Sulfasalazin + Wortmannin auf die LDH-
Aktivitat im Effluat

(MW = SD, n =6; ?p < 0,01 vs. Kontrolle; b p < 0,05 vs. Kontrolle;
°p <0,01vs. GCDCA 25 pM; d p < 0,05 vs. GCDCA 25 uM + Sulfasalazin)
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3.2.2.3 Aktivierte Caspase 3 und Zytokeratin 18-Filament im Lebergewebe

Wir bereits beschrieben, war die Rate apoptotischer Zellen in der kombinierten
Caspase 3- und CK 18-Darstellung unter Kontrollbedingungen (Gruppe A) sehr
gering (siehe Kap. 3.1.1.4, S.57). Nach alleiniger Gabe von 100 uM Sulfasalazin
(Gruppe C) lag der Anteil apoptotischer Zellen vergleichbar niedrig (siehe
Abbildung 39).

Perfusion mit 25 yM GCDCA (Gruppe G) fuhrte zu ausgepragter, grolflachig
verteilter Apoptose im Lebergewebe (Ergebnisse bereits genauer in Kap. 3.1.2.4, auf
S. 70 beschrieben).

Die zusatzliche Gabe von 100 pM Sulfasalazin (Gruppe 1) konnte den GCDCA-
induzierten Zellschaden nahezu vollstandig aufheben. Apoptotische Zellen waren

lediglich noch vereinzelt zu erkennen (siehe Abbildung 39).

Alleinige Applikation von GCDCA fuhrte auch in einer Konzentration von 12,5 uM
(Gruppe K) zu einer sehr starken Induktion von Apoptose. Die Charakteristik des
Verteilungsmusters glich dem Bild, das nach Gabe der doppelten Konzentration (25
MM, Gruppe G) beobachtet wurde, quantitativ fiel der Zellschaden tendentiell leicht

niedriger aus.

Die zusatzliche Gabe von 100 uM Sulfasalazin (Gruppe J) hemmte auch hier die
GCDCA-induzierte Zellschadigung fast ganzlich (siehe Abbildung 39).
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Abbildung 39: Effekt von GCDCA * Sulfasalazin auf die aktivierte Caspase 3
und das Zytokeratin 18-Filamentnetzwerk im Lebergewebe

(Darstellung reprasentativer Areale in 400-facher Vergroferung)
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3.2.2.4 Konzentration der Gallensauren im hepatovendsen Effluat

Bei den aus dem Effluat der Vena cava inferior stammenden Proben einiger
Versuchsgruppen wurde die Konzentration der Gallensauren mittels Gaschromato-
graphie bestimmt. Somit konnte Aufschluss Uber die Gallensdurenaufnahmefahigkeit

der Leber gewonnen werden.

Bei Gabe in einer Konzentration von 25 yM wurde GCDCA (Gruppe G) zur 45. min
noch nahezu vollstdndig von der Leber aufgenommen. Lediglich 2 % erschienen im
hepatovendsen Effluat. Gegen Ende der Perfusion war die Aufnahmekapazitat der
Leber jedoch schon starker eingeschrankt, sodass zur 85. min schliel3lich nur noch
51 % extrahiert wurden. Dies ist mdglicherweise durch die immense Leberzell-
schadigung zu erklaren, die sich mit zunehmender Dauer der Perfusion in dieser
Versuchsgruppe entwickelte (siehe Kap. 3.1.2.3 und Kap. 3.1.2.4).

Die zusatzliche Gabe von Sulfasalazin (Gruppe I) fihrte zu einer Hemmung der
Gallensaurenaufnahme: Zur 45. wurde in den entsprechenden Experimenten 55 %

der infundierten GCDCA aufgenommen, zur 85. min nur noch 34 %.

Nach Applikation von GCDCA in einer Konzentration von 12,5 yM (Gruppe K) wurde
die Gallensaure zur 45. min restlos extrahiert, zur 85. min betrug die Aufnahme
schlieldlich 86 %.

Zugabe von Sulfasalazin (Gruppe M) flhrte auch hier zu einer Reduktion der
Aufnahmekapazitat der Leber. Wahrend zur 45. min noch 50 % der Gallensaure im
Effluat erschien, so konnte gegen Ende der Experimente nur noch 24 % aus der

angebotenen Perfusionslosung aufgenommen werden (siehe Tabelle 22).
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Gallensauren-Efflux [umol/I]
Versuchsgruppe

45. min 85. min
G GCDCA 25 uM 0,5+0,1 12,2+ 3,6
| GCDCA 25 uM + a b
Sulfasalazin 100 uM 11312 165+15
K GCDCA 12,5 uM 0,0+£0,0 1,7+0,8
M GCDCA 12,5 uyM + c c
Sulfasalazin 100 uM 63+17 95210

Tabelle 22: Effekt von Sulfasalazin auf den
Gallensauren

hepatovenosen Efflux der

(MW = SD, n=6; “p < 0,001 vs. GCDCA 25 uM; ®p < 0,05 vs. GCDCA 25 uM;
°p <0,001 vs. GCDCA 12,5 uM)

Die Differenz zwischen der hepatovends detektierten und der in die Pfortader

applizierten Gallensaurenkonzentration (AC Pfortader — Lebervene [uM]) wurde in

der folgenden graphischen Darstellung als Mal fir die Gallensaurenaufnahme durch

die Leberzellen zum jeweiligen Messzeitpunkt verwendet (siehe Abbildung 40).
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Abbildung 40:

Effekt von Sulfasalazin auf
die Gallensaurenaufnahme
in die Leberzellen zur 45.
min nach Perfusionsbeginn

(MW £ SD,n=6; *p <0,001 vs.
GCDCA 25 pM)
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3.3 Ubersichtsabbildungen
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Abbildung 41: Ubersicht iiber die Modulation des Gallenflusses
(MW, n = 6)
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Abbildung 42: Ubersicht iiber die Modulation der hepatovenésen LDH-Aktivitét
(MW £ SD, n = 6)
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Abbildung 43: Ubersicht iiber die Modulation der hepatovenésen GPT-Aktivit:it

(MW + SD, n = 6)
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4 DISKUSSION

Die vorliegende Arbeit untersucht Mechanismen der durch die quantitativ
bedeutendste hydrophobe Gallensaure des Menschen, Chenodeoxycholsaure,
induzierten Leberzellschadigung und deren Antagonisierung durch endogene und

exogene Stimuli.

Hydrophobe Gallensauren konnen in der Leber sowohl nekrotischen als auch
apoptotischen Zellschaden auslosen [170]. Langfristige Exposition gegenuber
erhdhten Konzentrationen von hydrophoben Gallensauren, wie sie bei
cholestatischen Leberkrankheiten auftreten, kann eine irreversible Schadigung und
den zirrhotischen Umbau der Leber nach sich ziehen. Hierbei wird der Apoptose als
wesentlichem Mechanismus des Zelluntergangs eine bedeutende Rolle
zugesprochen [150]. In vivo sind nicht alle Gallensauren toxisch. Ausmafl} und
Progression einer cholestatischen Leberschadigung spiegeln vielmehr ein gestortes
Gleichgewicht zwischen den Effekten potentiell toxischer hydrophober und nicht-
toxischer, eher hydrophiler Gallensauren wider. Bei Patienten mit cholestatischen
Leberkrankheiten werden die Glycin- und Taurin-Konjugate der Chenodeoxychol-
saure zu den quantitativ dominierenden hydrophoben Gallensauren, wobei die
Glycin-Konjugate Uberwiegen [83]. Ihnen wird daher eine besondere Bedeutung fur

die Entstehung des Leberzellschadens unter Cholestase zugeschrieben [170].

Zahlreiche in vitro-Untersuchungen haben bislang gezeigt, dass hydrophobe
Gallensauren Apoptose in Hepatozyten auslésen kénnen [159, 162, 219]. Die Frage
des Stellenwertes der Apoptose vor dem Hintergrund der komplexen Veranderungen
wahrend langfristiger Cholestase ist jedoch noch umstritten: Bislang wurden in vivo-
Studien Gallensauren-induzierter Apoptose vorzugsweise am Modell Gallengangs-
ligierter (bile duct ligated; BDL) Nagetiere durchgefihrt. Die Ergebnisse dabei waren
allerdings unterschiedlich: Miyoshi et al. fanden bei ihren Untersuchungen, dass
Gallengangs-Ligatur in Mausen Fas-abhangige Apoptose verursacht [138]. Eine
andere Arbeitsgruppe konnte Apoptose hingegen nicht als einen bedeutenden
Mechanismus der Leberschadigung nach BDL in Mausen ausmachen [56]. Neuere
Untersuchungen lassen vermuten, dass Leberzellschadigung durch Apoptose ein

Ereignis ist, dass zu einem frihen Zeitpunkt bei BDL-induzierter Cholestase auftritt,
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allerdings bei langerem Bestehen der Cholestase durch Aktivierung antiapoptotischer
Gene minimiert wird [127, 172].

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung =zeigen, dass Gallensauren-
induzierte Apoptose nicht nur in vitro in einer Lebertumor-Zelllinie, sondern auch in
der intakten Rattenleber eine Rolle bei der Entstehung cholestatischen Leber-

schadens spielt.

4.1 Gallensauren-induzierte Leberzellschadigung und Einfluss der

Pl;-Kinasen

Die jungere Literatur weist darauf hin, dass Gallensauren intrazellulare
Signalprozesse aktivieren konnen und somit auch als Botenstoffe und Modulatoren
transkriptioneller und posttranskriptioneller Prozesse in Leberzellen anzusehen sind.
So wurde beispielsweise gezeigt, dass CDCA an den nukledren Farnesoid X-
Rezeptor (FXR) bindet [128]. Als naturliche Liganden kdnnen Gallensauren auf diese
Weise Transkriptionsprozesse in Gang setzen, die ihre eigene enterohepatische
Zirkulation regulieren, wahrscheinlich aber auch Bedeutung flr diverse andere
Stoffwechselfunktionen innerhalb der Zelle haben [148]. Aulerdem greifen
Gallensauren in zytoplasmatische Proteinkinase-Kaskaden ein. So ist die
nichttoxische Taurocholsaure (TCA) in der Lage, Pls-Kinasen, einen potenten
Aktivator von Uberlebenssignalen [94, 217], zu aktivieren [134]. Die Aktivierung eines
solchen Uberlebenswegs kénnte erklaren, dass manche Gallenséuren trotz ihres
hydrophoben Charakters keine Apoptose ausldsen. Rust et al. konnten zeigen, dass
die hydrophobe Gallensdure TCDCA einen Pls-Kinasen-abhangigen Uberlebens-

signalweg aktiviert, der ihrer potentiellen Zytotoxizitat entgegenwirkt [167].

Verschiedene Untersuchungen deuten darauf hin, dass sich die beiden Konjugate
der CDCA in vitro unterschiedlicher Signalprozesse bedienen, die letzen Endes das
Ausmald der Toxizitat der Gallensaure bestimmen [54, 159, 167]. Es blieb bislang
jedoch unbekannt, ob Taurin- und Glycin-Konjugate auch im intakten Organ
unterschiedliche Effekte auf die zellulare Integritat der Leber haben. Dartber hinaus

blieb die Frage offen, in welcher Weise eine Hemmung der Pls;-Kinasen
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Gallensauren-induzierten Leberzellschaden und Cholestase in der intakten Leber
beeinflusst. Die vorliegende Arbeit wahlte als experimentelles Modell die isoliert
perfundierte Rattenleber, um diese Fragen in der intakten Leber und somit in

Naherung der in vivo—Verhaltnisse zu untersuchen.

Die Ergebnisse zeigen, dass die beiden hydrophoben Gallensauren TCDCA und
GCDCA auch in der intakten Leber unterschiedliche Toxizitat aufweisen. TCDCA 16st
signifikant weniger Leberzellschadigung aus und wirkt in geringerem Ausmal}
cholestatisch als GCDCA, wenn die Gallensauren in niedrigen &aquimolaren
Konzentrationen verabreicht werden. Eine verschiedenartige Signalgebung Uber Pl3-
Kinasen scheint diesem Umstand zugrunde zu liegen. Die relativ moderate
Zellschadigung durch TCDCA geht mit einer gesteigerten Aktivierung von Pls-
Kinasen einher. Hemmung der Pls-Kinasen durch Wortmannin verstarkt sowonhl
TCDCA-induzierten Leberzellschaden und Apoptose als auch den cholestatischen
Effekt der Gallensaure, was sich durch einen Rickgang des Gallenflusses und der
Sekretion des Mrp2-Modell-Substrats GS-DNP bemerkbar macht. GCDCA hingegen
fuhrt, alleine gegeben, zu massiver Leberzellschadigung. Wahrend der sehr
deutliche cholestatische Effekt von GCDCA in Analogie zu TCDCA durch Hemmung
der PIls-Kinasen verstarkt wird, reduziert Wortmannin im Gegensatz zu seiner

Wirkung auf das Taurin-Konjugat den toxischen Effekt von GCDCA.

Leberzellschadigung und Apoptose:

Programmierter Zelltod und Freisetzung von LDH bzw. GPT verhielten sich innerhalb
der Versuchsgruppen gleichsinnig. Dies scheint zunachst zu irritieren, da Apoptose
theoretisch ohne extrazellulare Auswirkungen ablaufen sollte (siehe Kap. 1.1.2.3).
Ein systemisches Erscheinen von intrazellularen Enzymen ist in der Literatur fur die
gegebenen Versuchsbedingungen jedoch schon beschrieben und vermutlich auf ein
Ubersteigen der phagozytotischen Kapazitat durch den plétzlichen Anfall einer
grolien Anzahl apoptotischer Zellen zuriickzuflihren [55]. Es ist wahrscheinlich, dass
in der vorliegenden Arbeit ein Mischbild apoptotischen und primar oder sekundar

nekrotischen Schadens zu beobachten ist.
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Die vorliegende Arbeit zeigt erstmals, dass Taurochenodeoxycholsaure in der
intakten Leber Uber eine moderate zytotoxische Wirkung verflugt, die durch
Hemmung der Pls-Kinasen deutlich verstarkt wird (siehe Kap. 3.1.1.3 und 3.1.1.4).
Diese Ergebnisse fugen sich gut in das Bild ein, das bisherige in vitro-
Untersuchungen zeichnen konnten: So zeigten Rust et al. in einer Ratten-
Hepatomzelllinie, dass TCDCA neben apoptotischen Mechanismen gleichzeitig auch
einen Pl;-Kinasen-abhéngigen Uberlebenssignalweg aktiviert [167]. Die dieser
Gallensaure grundsatzlich innewohnende Toxizitdt scheint Uber entsprechende
Mechanismen also wirkungsvoll minimiert zu werden. Eine weitere Arbeit
beobachtete, dass das TCDCA-induzierte Uberlebenssignal Fas-vermittelte
Apoptose hemmen konnte, indem es die Aktivierung der Caspase 8 und die
Translokation des proapoptotischen Bid an die Mitochondrien verhinderte [191].
Diese Effekte stehen im Einklang mit der Beobachtung, dass TCDCA in primaren
Rattenhepatozyten alleine nicht in der Lage war, die Ausbildung des DISC
hervorzurufen. Erst nach Zugabe der Pls-Kinase-Inhibitoren Wortmannin oder
LY294002 war der DISC durch TCDCA induzierbar [159].

Die isolierte Gabe des Glycin-Konjugats der Chenodeoxycholsaure in niedriger
mikromolarer Konzentration fluhrte im Gegensatz zum Taurin-Konjugat zu sehr
starker Leberzellschadigung und ausgedehnter Apoptose (siehe Kap. 3.1.2.3 und
3.1.2.4). Zahlreiche Studien konnten in vitro bereits zeigen, dass GCDCA
hepatozellulare Apoptose induzieren kann [54, 80, 159, 162, 219]. Die Daten der
vorliegenden Arbeit belegen die toxische Wirkung von GCDCA allerdings erstmals in
der intakten Leber. Die proapoptotische Wirkung der isolierten Gabe einer anderen
hydrophoben Gallensaure konnte in vivo bereits von Rodriguez et al. gezeigt werden:
In Ratten, die eine mit 0,4 % Deoxycholsdure angereicherte Diat erhielten,
beobachteten die Autoren eine signifikante Induktion hepatozellularer Apoptose nach
10 Tagen [163]. Gemeinsam deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass
Gallensauren-induzierte Apoptose eine wichtige Rolle in der Vermittlung des

cholestatischen Leberzellschadens der Ratte spielt.

Welcher Mechanismen bedient sich die hydrophobe Gallensdure GCDCA, um
hepatozellulare Apoptose auszuldsen? Mehrere in vitro-Untersuchungen haben

diesbezuglich Modelle angeboten: Faubion et al. konnten beispielsweise zeigen,
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dass GCDCA Apoptose in Nagetier-Hepatozyten induziert, wobei ein Fas-abhangiger
Mechanismus unabhangig von dessen Liganden aktiviert wird [54]. Die notwendige
Oligomerisierung von Fas scheint durch den GCDCA-induzierten Transport Fas-
haltiger intrazellularer Vesikel an die Zellmembran zu erfolgen [181]. Fur das
Auslésen des apoptotischen Programms scheint in diesem Signalweg eine
Phosphorylierung von Fas an dessen Tyrosin-Rest entscheidend zu sein, fir die
wiederum eine Beteiligung des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors (EGF-R)
eine wesentliche Rolle spielt [159]. Aullerdem setzt GCDCA die apoptotische
Schwelle in Leberzellen durch Hochregulation der Expression des Todesrezeptors
5/TRAIL 2-Rezeptors herab [80].

Apoptose ist das fuhrende Merkmal der GCDCA-induzierten Leberzellschadigung.
Die in der vorliegenden Arbeit applizierte Dosis von 25 uyM GCDCA liegt weit
unterhalb der kritischen mizellaren Konzentration (CMC fir GCDCA: 4 mM [84]), was
eine rein mechanische Schadigung der Leberzellen unwahrscheinlich macht.
Apoptotische Areale waren diffus verteilt, eine zonale Praferenz (Zone 1, periportal,
Zone 2, intermediar; Zone 3, perizentral) war nicht erkennbar (siehe Kap. 3.1.2.4).
Somit scheint es fraglich, dass es sich um konzentrationsabhangige Effekte der
Gallensaurenbelastung handelt. Das Auftreten untergehender Zellen in Clustern
konnte beispielsweise auf Kommunikation zwischen benachbarten Hepatozyten
zuruckzufuhren sein. So bendtigen epitheliale Zellen Kontakt mit der extrazellularen
Matrix, um Apoptose, die durch Verlust der Zellverankerung induziert wird (Anoikis),
hemmen zu kénnen [157]. Integrine erfassen dabei mechanische Veranderungen im
Umfeld der Zelle und wandeln sie intrazellular in chemische Signale um. Fallt eine
ausreichende Adhasion an Nachbarstrukturen weg, so kann beispielsweise ein Jun-
Kinase-abhangiger Signalweg zur Apoptose einer Zelle flhren, in der primar kein
oder nur ein unterschwelliger apoptotischer Stimulus vorhanden war [222]. Es ist also
durchaus vorstellbar, dass der Untergang einer grol3en Anzahl an Leberzellen nach
GCDCA-Gabe zu einer weiteren Triggerung des programmierten Zelltods in der

unmittelbaren Umgebung flhrte.

Eine Inhibition der Pls-Kinasen hatte bei Gabe des Glycin- und des Taurin-Konjugats
der CDCA gegensatzliche Folgen: Uberraschenderweise filhrte der Einsatz von

Wortmannin zu einer Verringerung der GCDCA-vermittelten Leberzellschadigung
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(sieche Kap. 3.1.2.3 und Kap. 3.1.2.4). Damit stehen diese Ergebnisse im
Widerspruch zu einer Studie von Schoemaker et al., die eine Verstarkung der
GCDCA-induzierten Caspase 3-Aktivierung nach Einsatz des Pls;-Kinasen-Inhibitors
LY294002 beobachteten [171]. Allerdings wurden diese Untersuchungen an
primaren Rattenhepatozyten durchgefuhrt. Moglicherweise unterscheidet sich die
GCDCA-abhangige Signalgebung also in vitro und im intakten Organ. Ein Pls-
Kinasen-abhangiger Uberlebenssignalweg, wie man ihn fir TCDCA postulieren kann,
scheint hier fur GCDCA nicht zu existieren oder zumindest nicht suffizient aktivierbar
zu sein. Man kénnte im Gegenteil sogar spekulieren, dass GCDCA einen Teil seiner
Toxizitat Uber Pls-Kinasen vermittelt, also einen Pls-Kinasen-abhangigen
Todessignalweg in Gang setzt. Tatsachlich konnten Aki et al. einen stimulierenden
Effekt der Pls-Kinasen auf Zelltod beobachten [2, 3]. Allerdings fuhrten sie ihre
Untersuchungen an H9c2-Zellen durch, einer Zelllinie, die sich von Ratten-
Kardiomyozyten herleitet, und der von ihnen beobachtete Effekt bezog sich
ausschlielich auf nekrotischen Zelltod. In der vorliegenden Arbeit scheint allerdings
Apoptose ein vorherrschender Mechanismus zu sein, und gerade hierfur ist die
schitzende Rolle der Pls;-Kinasen in der bisherigen Literatur ausgezeichnet belegt
[60, 94, 159, 167, 191, 217]. Ein Uber diese Lipidkinasen vermittelter Todessignalweg

scheint somit eher unwahrscheinlich.

Gallensauren-induzierte Apoptose setzt die Aufnahme der Gallensaure in die Zelle
voraus [171]. Dieser Vorgang scheint in Hepatozyten teilweise Uber Pls-Kinasen
reguliert zu werden [211, 212]. So konnten Webster et al. zeigen, dass die
Stimulation der Gallensaurenaufnahme und die Insertion des Gallensauren-
transporters Ntcp in die sinusoidale Membran der Leberzelle Pl;-Kinasen-vermittelt
ist [211]. Dabei identifizierten sie PKB/Akt als einen potenziellen Signalmediator.
Untersuchungen aus jungerer Zeit bestatigen diese Beobachtung, legen allerdings
nahe, dass die Translokation des Gallensaurentransporters Ntcp maoglicherweise
auch PKC-{-abhangig, jedoch PKB-unabhangig ablaufen kann [131]. Man konnte
daher spekulieren, dass eine Hemmung der Pls-Kinasen den GCDCA-vermittelten
Leberzellschaden reduziert, indem die Aufnahme der toxischen Gallensaure durch
verminderte Translokation von Ntcp gedrosselt wird. Diese Hypothese wird durch die
vorliegende Arbeit gestlitzt. CDCA-Spiegel im Effluat waren bei Lebern, welche mit

GCDCA und Wortmannin behandelt wurden, tendenziell hdher als bei alleiniger
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GCDCA-Gabe (siehe Kap. 3.1.2.6), was auf eine reduzierte Gallensaurenaufnahme

der Leberzellen bei Hemmung der Pls-Kinasen hindeutet.

Mechanismen der Leberzellschadigung nach Gabe der Gallensaure TLCA ahneln
moglicherweise denen nach Administration von GCDCA. Auch hier kam es durch
Hemmung der Pls-Kinasen zu einer Verminderung der Toxizitat. Gleichzeitig wurde
jedoch auch der cholestatische Effekt der TLCA durch Wortmannin reduziert [23],
wohingegen er bei GCDCA eher verstarkt zu werden scheint. Es ist jedoch fraglich,
ob der anticholestatische Effekt einer Hemmung der Pls-Kinasen die zytoprotektive
Wirkung von Wortmannin bei TLCA-induzierter Cholestase in ihrer Gesamtheit zu
erklaren vermag. Beuers et al. beobachteten namlich, dass TUDCA die Gallen-
sekretion in mit TLCA-behandelten Lebern ebenfalls verbesserte, wohingegen der
TLCA-induzierte Zellschaden nicht aufgehoben werden konnte [23]. Bisher
unveroffentlichte Daten von Denk et al. zeigen im gleichen Modell, dass weder eine
Inhibition der Pls-Kinasen noch die Gabe von TUDCA zu einer wesentlichen
Beeinflussung der Aufnahme von TLCA in den Hepatozyten fuhrten. Eine Beladung
der Zellen mit der toxischen Gallensaure fand also in vergleichbarem Umfang statt.
Wahrscheinlich sind somit noch andere Mechanismen involviert, durch die
Wortmannin unabhangig von der Gallensaurenaufnahme einen protektiven Einfluss
gegenuber hydrophoben Gallensauren austuben kann. Die beobachtete Analogie
zwischen TLCA und GCDCA im Kontrast zu den Ergebnissen bei TCDCA ist als
weiterer Beleg fur die unterschiedliche Rolle der Pls;-Kinasen in der Signalgebung

verschiedener hydrophober Gallensauren zu werten.

Phosphorylierung der PKB:

Pls-Kinasen rufen eine Reihe zellularer Antworten hervor, unter anderem die
Regulation der Expression von Genen und die Aktivierung von Signalkaskaden,
welche eine Rolle in Prozessen wie Membranfaltung, Endozytose, Glukose-
Transport, DNA-Synthese und in der zelluldren Uberlebenssignal-Antwort auf
zahlreiche apoptotische Stimuli spielen [32, 42, 134]. So gelten Pls;-Kinasen als
Aktivatoren verschiedener antiapoptotischer Signalmediatoren, unter denen sich
auch PKB/Akt und atypische Isoformen der Proteinkinase C (PKC-C und PKC-A/t)
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befinden [46, 60]. PKB/Akt wird Uber das Pls-Kinase-Produkt Phosphatidylinositol-
3,4,5-Trisphosphat aktiviert [177]. Sie hemmt den programmierten Zelltod in
verschiedenen Zelltypen und gegenuber zahlreichen apoptotischen Stimuli [42].

In einer Rattenhepatomzelllinie konnte gezeigt werden, dass eine Pls-Kinasen-
abhangige PKC-C- und NF-kB-Aktivierung fur die Reduktion der TCDCA-induzierten
Zellschadigung verantwortlich war, wobei keine PKB/Akt-Aktivierung verzeichnet
werden konnte [167]. Im Gegensatz zu diesen in vitro-Untersuchungen konnte die
vorliegende Arbeit jedoch eine signifikante Pls-Kinasen-vermittelte Aktivierung von
PKB/Akt in mit TCDCA behandelten Lebern zeigen (siehe Kap. 3.1.1.5). Dies legt
nahe, dass TCDCA in der intakten Leber zu einer Aktivierung des Pls;-Kinase/Akt-
Signalwegs fuhrt, der ihre Toxizitat zu vermindern vermag. Aktivierung von PKB/Akt
kann die Zelle Uber mehrere Mechanismen vor Apoptose schutzen, u.a. durch die
Phosphorylierung des proapoptotischen Bcl-2-Familienmitglieds Bad, das daraufhin
nicht mehr an das antiapoptotische Protein Bcl-x. binden kann, um dieses zu
inhibieren [43, 221]. Aulierdem resultiert eine Aktivierung von PKB/Akt in einer
Phosphorylierung und Hemmung der Caspase 9 [34] und unterbindet die
Translokation des proapoptotischen Proteins Bax an die mitochondriale Membran
[198]. Daruber hinaus scheint PKB/Akt in der Lage zu sein, NF-xB uber Aktivierung
der lkB-Kinase positiv zu regulieren [165], sowie eine Induktion der Ubiquitinierung

des Apoptoseregulators p53 durch Phosphorylierung von MDM2 hervorzurufen [223].

Im Gegensatz zu TCDCA beeinflusste GCDCA die PKB/Akt-Phosphorylierung nicht
stark (siehe Kap. 3.1.2.6). Dennoch veranderte eine Hemmung der Pls-Kinasen auch
das Wirkungsprofil von GCDCA und fuhrte zu verringerter Zellschadigung, wahrend
der cholestatische Effekt der Gallensaure jedoch verstarkt wurde. Wie kénnen diese
Resultate erklart werden? Bislang sind drei Klassen und eine Vielzahl von
Subklassen der Pls-Kinasen identifiziert worden, die alle von Wortmannin gehemmt
werden kdonnen [200]. Klasse | unterteilt sich weiter in |5 und Ig. In vitro sind sie in der
Lage, Phosphatidylinositol (Ptdins), Phosphatidylinositol-4-Phosphat (Ptdins(4)P)
und Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat (PtdIns(4,5)P2) umzusetzen. In vivo scheint
jedoch Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat (PtdIns (3,4,5)P3) ihr Hauptprodukt zu
sein. Die Pls-Kinasen der Klasse |l beinhalten die Subklassen Pl3K-C2a, PlsK-C2p3

und PI3K-C2y. In vitro phosphorylieren alle Isoenzyme der Klasse Il Ptdins und
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PtdIns(4)P, ihr in vivo-Spektrum ist jedoch bisher noch nicht aufgeklart. Obwohl Pl;K-
C2a und PI3K-C2B eine breite Verteilung in verschiedenen Geweben aufweisen,
findet sich die Expression der PI3K-C2yinteressanterweise vorzugsweise in
Hepatozyten [143]. Die Klasse Il der Pls-Kinasen umfasst bislang nur ein einzelnes
Enzym, das ein menschliches Homolog zu dem Hefeprotein Vps34 ist und am
zielgerichteten Transport von Proteinen vom Golgi-Apparat zu Vakuolen beteiligt ist.
Das Klasse llI-Enzym katalysiert die Bildung von Phosphatidylinositol-3-Phosphat
(PtdIns(3)P) [200]. Welche individuellen Funktionen die verschiedenen Untergruppen
und Isoformen der PIs-Kinasen austben, ist noch kaum bekannt [8]. So kdnnte
GCDCA in der intakten Leber nun beispielsweise Subklassen der Pls-Kinasen
aktivieren, ohne dabei eine deutliche Aktivierung von PKB/Akt herbeizufuhren.
Interessanterweise zeigte auch die Gallensaure TCDCA in Hepatomzellen eine
offensichtliche Aktivierung Pls-Kinasen-abhangiger Signale bei fehlender Aktivierung
von PKB/Akt [167]. Denkbar ware auch, dass es nach Stimulation mit GCDCA zu
einer Aktivierung der Pls-Kinasen oder einzelner Subklassen in isolierten
Kompartimenten der Leberzelle kommt, wahrend andere subzellulare Raume davon
unberihrt bleiben. Findet die Pls;-Kinase-Aktivierung nun ausschliellich in einem
solchen Kompartiment statt, so ware es vorstellbar, dass Wortmannin eine
wirkungsvolle Hemmung herbeifUhren kann, wahrend gleichzeitig aber die
Nachweisbarkeit einer quantitativen Steigerung der phosphorylierten Form der PKB
im gesamten Leberhomogenat herabgesetzt ist. Die Hypothese einer
kompartimentaren Verteilung von Isoformen der Pls;-Kinase kann am Beispiel der Pl3-
Kinase-Klasse llo. gestutzt werden. Domin et al. zeigten in verschiedenen Zelltypen,
dass sie im Golgi-Apparat der Zelle und in Clathrin-ummantelten Vesikeln
konzentriert ist, wahrend die Isoenzyme der Klasse | in groRem Ausmald im Zytosol
vorkommen und nach Aktivierung an die Plasmamembran transloziert werden [47,
93]. Eine zukinftige Entwicklung spezifischer Inhibitoren der Pls;-Kinase-Subklassen

konnte eine Differenzierung ihrer Effekte ermdglichen.

Gallenfluss und biliare Sekretion des Mrp2-Substrats GS-DNP:

Der PIls-Kinasen-Inhibitor Wortmannin hatte ohne zuséatzliche Infusion von

Gallensauren keinen Einfluss auf den Gallenfluss oder die sekretorische Kapazitat
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der apikalen Transportpumpe Mrp2 (siehe Kap. 3.1.1.1.1 und 3.1.1.2.1). Diese
Ergebnisse decken sich gut mit friheren Beobachtungen [23]. Man kénnte also
annehmen, dass eine eventuelle Basisaktivitat der Pls-Kinasen in der unstimulierten
Leber keinen wesentlichen Einfluss auf Gallensekretion und Mrp2-Transportkapazitat
hat. Nicht berlcksichtigt wurde die Rolle des vesikularen Beitrags zum Gallenfluss,
der in der isoliert perfundierten Rattenleber einen geringen Anteil am
Gesamtgallenfluss (< 10 %) unterhalt [38]. So scheint der Gesamtvorgang der
vesikularen Transzytose vom Blut in die Galle durch die Basisaktivitat der Pls-
Kinasen geférdert zu werden [58], wahrend der Teilschritt der reinen Exozytose an
der kanalikularen Membran gehemmt zu werden scheint [23]. In der unstimulierten
Zelle konnte das von untergeordneter Bedeutung sein. Als posttranskriptionelle
Mechanismen konnen vesikular gesteuerte Prozesse allerdings relativ schnell
ablaufen und fur eine kurzfristige Adaptation an veranderte Bedingungen innerhalb
der Zelle sorgen. Fur die Beurteilung der weiteren Experimente unter
Stimulationsbedingungen sei daher vorausgeschickt, dass die nach einem
entsprechenden Reiz auftretende Vesikel-vermittelte Regulation der Dichte von
Transportmolekilen an den Membranen eine entscheidende Rolle fir den

Gesamtgallenfluss spielen kann.

Intravendse Gabe von TCDCA in niedrigen mikromolaren Konzentrationen
verursachte Cholestase in Ratten, bei denen eine Gallenfistel angelegt wurde [63,
100]. In der vorliegenden Arbeit fuhrt die Gabe von 25 pM TCDCA zu einer
deutlichen Abnahme von Gallenfluss und Sekretion organischer Anionen (siehe Kap.
3.1.1.1.2 und 3.1.1.2.2). Die Tatsache, dass die Schadigungsparameter dabei
allerdings relativ moderat ausfielen, deutet darauf hin, dass der cholestatische Effekt
von TCDCA zum grofRen Teil unabhangig von einem zytotoxischen Effekt zustande
zu kommen scheint. Die tendentielle Verschlechterung der TCDCA-induzierten
Cholestase durch Hemmung der Pls-Kinasen konnte uber zwei unabhangige
Mechanismen zu erklaren sein: 1. Inhibition der Pls-Kinasen steigert die Toxizitat von
TCDCA. Die Sekretionsleistung der Leber ist somit durch ein Schwinden der Anzahl
funktionsfahiger Hepatozyten aus dem Gesamtverband gegenuber Normal-
bedingungen eingeschrankt; 2. Hemmung des Pls-Kinase-Systems fuhrt zu
Veranderungen der hepatobilidren Transportprozesse. Diese Uberlegung wird

unterstitzt von Beobachtungen, die Misra et al. anstellten: Sie konnten zeigen, dass
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Pls-Kinasen in der perfundierten Rattenleber Uber vesikulare Transportmechanismen
die Insertion ATP-abhangiger Transporter in die kanalikulare Membran vermitteln und
damit die Sekretionsleistung des Hepatozyten steuern [134]. Eine weitere Studie legt
Uberdies nahe, dass auch die Funktion von apikalen Gallensaurentransportern sowie
die der Konjugatexportpumpe Mrp2 von einer Aktivitat der Pls-Kinasen abhangig sind
[135].

Verschiedene hydrophobe Gallensauren scheinen eine unterschiedliche chole-
statische Potenz zu besitzen. Die vorliegende Arbeit beobachtet erstmals, dass es
unter dem Einfluss von GCDCA zu einer raschen und sehr starken Abnahme des
Gallenflusses kommt, der wesentlich deutlicher ausfallt als nach Infusion des Taurin-
Konjugats (siehe Kap. 3.1.2.1.2 und Abbildung 41). Ein ahnlich stark sekretions-
hemmender Effekt wurde bereits fur TLCA gezeigt [26]. Pls-Kinasen-Hemmung
verstarkte den cholestatischen Effekt von GCDCA. Analog zu TCDCA kdénnte diesem
Effekt eine Reduktion kanalikularer Transportproteine nach dem Konzept von Misra

et al. [134, 135] zugrunde liegen (siehe oben).

Abbildung 44:
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Bedeutung dieser Ergebnisse

Der Akkumulation potentiell toxischer Gallensauren wird eine Schllsselrolle in der
Vermittlung der Zellschadigung bei cholestatischen Leberkrankheiten zugeschrieben
[88, 170].

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass sich manche Gallensauren Pls-Kinasen-
abhangiger Signalmechanismen bedienen, um die ihnen innewohnende Toxizitat und
ihre cholestatische Wirkung abzuschwachen, wahrend die Lipidkinasen bei anderen
Gallensauren wiederum eine vollig andere Rolle in der Signalgebung einzunehmen
scheinen. Ein Eingriff in diese endogene Signalmechanismen kann das Wirkprofil der
Gallensaure entscheidend verandern. Das Glycin- und das Taurin-Konjugat der
Chenodeoxycholsaure sind die fuhrenden Dihydroxygallensauren bei Patienten mit
cholestatischen Leberkrankheiten und scheinen fur Cholestase-assoziierte
Leberschadigung verantwortlich zu sein [170]. Die neuartigen Beobachtungen der
vorliegenden Arbeit zu der Schlisselrolle der Pls-Kinasen bei der CDCA-induzierten
Leberzellschadigung in der intakten Leber konnten daher zum Verstandnis der
komplexen Signalgebung im Rahmen cholestatischer Leberschadigung und zur
Entwicklung zukunftiger therapeutischer Strategien fur die Behandlung chronischer

cholestatischer Leberkrankheiten beitragen.

4.2 Einfluss von Sulfasalazin auf die Gallensauren-induzierte

Leberzellschadigung

Sulfasalazin wird in der Literatur als potenter Modulator intrazellularer
Signalmechanismen in verschiedenen Zellreihen beschrieben [121, 210]. Die
Beeinflussung von Apoptose ist dabei ein zentraler Gesichtspunkt (siehe auch Kap.
1.1.4). Der Effekt von Sulfasalazin auf eine entsprechende Signalgebung in

Hepatozyten ist bislang jedoch noch vdllig unbekannt.

Die vorliegende Arbeit untersucht erstmals die Modulation hepatozellularer Apoptose
durch Sulfasalazin. Zwei verschiedene experimentelle Modelle zeigen uberein-

stimmende Effekte von Sulfasalazin: Sowohl in einer humanen Leberzelllinie in vitro

- 113 -



Diskussion

als auch in der intakten Leber hemmt Sulfasalazin GCDCA-induzierte Apoptose. Die
cholestatische Wirkung der Gallensaure wird ebenfalls reduziert. Madgliche
Mechanismen fur den protektiven Effekt Sulfasalazins konnten eine Hemmung der
Gallensaurenaufnahme und eine davon unabhangige Inhibition der apoptotischen

Signalkaskaden, u.a. Uber Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB sein.

Beeinflussung der Gallensauren-induzierten Leberzellschadigung/Apoptose:

Derzeit finden sich in der Literatur keine Daten hinsichtlich des Effekts von
Sulfasalazin auf Apoptose in Hepatozyten. Die Tatsache, dass Sulfasalazin in
Hepatomzellen antiapoptotisch wirkt (siehe Kap. 3.2.1.1.2), kam zunachst dennoch
Uberraschend, da die bisherige Literatur vorwiegend eine proapoptotische Rolle
Sulfasalazins in anderen Zelltypen beschreibt. Diese Arbeiten konzentrierten sich im
Wesentlichen auf verschiedene Zelllinien aus der T-Lymphozyten-Reihe [120] und
identifizierten sowohl Caspase-abhangige als auch -unabhangige Signalwege als
Mechanismen der Sulfasalazin-induzierten Apoptose [121]. Gleichzeitig wurde jedoch
auch darauf hingewiesen, dass gleichartige Effekte in SW620 Kolonzellen oder
primaren menschlichen Synoviozyten nicht zu beobachten waren. Somit kann man
eine zellspezifische Sensitivitat gegenuber Sulfasalazin annehmen. Darlber hinaus
scheint Sulfasalazin unterschiedliche apoptotische Signalwege innerhalb eines
Zelltyps verschiedenartig beeinflussen zu kénnen. So konnten Hermisson et al. in
menschlichen malignen Gliomzellen zeigen, dass Sulfasalazin die Fas-vermittelte
Apoptose hemmen kann, wohingegen die zytotoxischen Effekte des TRAIL-
Todessignalwegs durch Sulfasalazin verstarkt werden. Gleichartiges beobachteten
Hermisson et al. fur MCF-7 Mammakarzinom-Zellen, wahrend in HCT166
Kolonkarzinom-Zellen die Fas-Apoptose blockiert wurde, der TRAIL-Signalweg aber
unbeeinflusst blieb [75]. In der hier verwendeten humanen Hepatomzelllinie HepG2
hemmte Sulfasalazin Fas-abhangige Todesmechanismen, da GCDCA den
extrinsischen Apoptose-Signalweg unter Beteiligung des Fas-Todesrezeptors
stimuliert [54, 159].

Die Beobachtungen an den Hepatomzellen werden durch die Ergebnisse aus der
perfundierten Leber untermauert: So wirkte Sulfasalazin auch im intakten Organ

zytoprotektiv gegentuber GCDCA-induzierter Leberzellschadigung und hemmte die
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Gallensauren-vermittelte Apoptose nahezu komplett (siehe Kap. 3.2.2.2 und 3.2.2.3).
Es konnte spekuliert werden, dass Sulfasalazin einen gewissen Teil seiner Wirkung
Uber PIls-Kinasen-abhangige Mechanismen vermittelt, da eine Inhibition der Pls-
Kinasen den protektiven Effekt Sulfasalazins leicht abschwachte (siehe Kap.
3.2.2.2.2, Abbildung 42 und Abbildung 43). Dies scheint aufgrund des geringen

Ausmales der Wortmannin-Wirkung jedoch von untergeordneter Bedeutung zu sein.

Sulfasalazin entfaltete seine protektive Wirkung in der vorliegenden Arbeit nicht nur
gegenuber Gallensauren-induzierter Apoptose, sondern auch gegeniuber Gabe von
TNF-a und Actinomycin D (siehe Kap. 3.2.1.1.4). Vor dem Hintergrund, dass sich
verschiedenste Stimuli letzten Endes eines identischen, fest installierten
Signalsystems zur Ausfuhrung des programmierten Zelltods bedienen kdnnen [186],
ist diese Beobachtung gut einzuordnen. Zwar wurde von Shanahan et al.
vorgeschlagen, Sulfasalazin fihre zu einer Stérung der Bindung von TNF-a an
seinen Rezeptor [176]. Weber et al. konnten dies allerdings widerlegen, da
Sulfasalazin in mit TNF-a stimulierten Zellen zwar die NF-kB-Aktivitat hemmte, die
TNF-a-vermittelte Aktivierung von Erk1/2, JNK1 oder p38 jedoch nicht beeintrachtigte
[210]. Ein protektiver Effekt Sulfasalazins gegenuber Actinomycin D-vermittelter
Apoptose konnte auch in anderen Zelltypen gezeigt werden [75]. Es liegt also nahe
zu spekulieren, dass Sulfasalazin seine antiapoptotischen Effekte zellspezifisch, aber

unabhangig vom apoptotischen Stimulus entfaltet.

Die beiden Metabolite Sulfasalazins, 5-Aminosalizylsaure und Sulfapyridin, hatten
keinen Effekt auf die GCDCA-induzierte Apoptose (siehe Kap. 3.2.1.1.3). Ahnliche
Beobachtungen wurden schon in anderen Modellen gemacht. So hemmte
beispielsweise nur Sulfasalazin NF-xB in T-Zellen und Kolonepithelzellen, wahrend
seine Spaltprodukte dies nicht vermochten [203, 210]. Ebenso konnte nur
Sulfasalazin Apoptose in T-Lymphozyten auslosen [120]. Offenbar scheint das
Gesamtmolekll fur die intrazellulare Modulation von Signalprozessen autonome
Bedeutung zu haben. Diese Beobachtung scheint von klinischer Relevanz zu sein,
da nur Sulfasalazin, nicht jedoch 5-ASA, positive Eigenschaften als

Basistherapeutikum bei rheumatoider Arthritis hat [89].
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Mechanismen der hepatoprotektiven Wirkung:

Welcher Mechanismen bedient sich Sulfasalazin, um die Gallensauren-induzierte

Apoptose zu hemmen?

Zur Beantwortung dieser Frage ist die vorliegende Arbeit zwei verschiedenen

Hypothesen nachgegangen:

1. Sulfasalazin hemmt die Aufnahme der Gallensdure GCDCA in die Hepatozyten
und reduziert somit die intrazellulare Belastung mit der Noxe GCDCA.

2. Sulfasalazin entfaltet seine Wirkung im Inneren der Zelle, moglicherweise durch

Aktivierung bestimmter Uberlebenssignale.

Beeinflussung der Gallensaurenaufnahme:

Sulfasalazin fuhrte zu einer dosisabhangigen Reduktion der Gallensaurenaufnahme
in die Hepatozyten (siehe Kap. 3.2.1.2). Da Gallensauren-induzierte Apoptose die
Aufnahme der Gallensaure in die Zelle voraussetzt [171], kdnnte spekuliert werden,
dass dies der Hauptmechanismus der protektiven Wirkung Sulfasalazins in dem
vorliegenden Modell ist. Bei differenzierter Betrachtung der Ergebnisse scheint die
Hemmung der Gallensaurenaufnahme jedoch von untergeordneter Bedeutung zu
sein: 100 yM Sulfasalazin reduzierte die durch 75 yM GCDCA ausgeldste Apoptose
in HepG2-Zellen deutlich (siehe Abbildung 27). Nimmt man nun an, dass die
Gallensaurenaufnahme auf 70 % reduziert war, so mussten ca. 50 yM GCDCA in die
Zelle gelangt sein, waren dort allerdings nicht mehr in der Lage, zu einem deutlichen
Zellschaden zu flhren. Tatsachlich jedoch zeigten 50 pM der Gallensdure im
Caspase-Assay eine sehr starke apoptotische Wirkung (siehe Abbildung 26). Daher
scheint eine Reduktion der Gallensaurenaufnahme als einziger Wirkmechanismus
Sulfasalazins nicht ausreichend zu sein. Zudem konnte gezeigt werden, dass
Sulfasalazin auch die TNF-a/Actinomycin D-induzierte Apoptose hemmt (siehe
Abbildung 31). Daraus kann man schlieBen, dass ein direkter Effekt auf
apoptotische Signalwege von grof3erer Bedeutung zu sein scheint als die Reduktion
der Gallensaurenaufnahme, da TNF-a/Actinomycin D-induzierte Apoptose nicht von

einem funktionierenden Gallensaurentransport in die Zelle abhangig ist [113, 171].
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Diese Schlussfolgerung wird auch durch die Beobachtungen der Perfusionsstudien
gestutzt: Sulfasalazin hemmte GCDCA-induzierte Apoptose fast bis auf
Kontrollniveau (siehe Abbildung 39), obwohl die Gallensaurenaufnahme nur zu ca.
50 % reduziert war . Eine vergleichbare intrazellulare Belastung der Leberzellen
wurde bei alleiniger Gabe von GCDCA in halber Konzentration (12,5 uM versus 25
MM) erreicht, da die Gallensaure vollstandig aufgenommen wurde (siehe Abbildung
40). Jedoch waren Leberschadigung und hepatozellulare Apoptose bei Verwendung
von 12,5 pM GCDCA signifikant starker im Vergleich zu der Kombination von
GCDCA 25 uM und Sulfasalazin (siehe Abbildung 39). Diese Resultate legen nahe,
dass auch in der intakten Leber der wesentliche Wirkmechanismus Sulfasalazins zur
Reduktion GCDCA-induzierter Leberschadigung eine Hemmung der apoptotischen
Signalgebung sein muss. Die Reduktion der Gallensdurenaufnahme scheint dagegen

von untergeordneter Bedeutung zu sein.

Aktivierung intrazellularer, antiapoptotischer Signalmechanismen:

Verschiedene Studien konnten eine Modulation intrazellularer Signalmechanismen
durch Sulfasalazin beweisen [75, 121, 210]. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass
Sulfasalazin in HepG2-Ntcp-Hepatomzellen den nuklearen Transkriptionsfaktor NF-
kB aktiviert, unabhangig davon, ob die Zellen gleichzeitig mit GCDCA stimuliert
werden oder keinem apoptotischen Reiz ausgesetzt sind (siehe Kap. 3.2.1.3). Dies
steht im Kontrast zu Untersuchungen an anderen Zelltypen. Wahl et al. zeigten, dass
Sulfasalazin in mikro- und millimolaren Konzentrationen ein spezifischer Inhibitor der
NF-kB-Aktivierung in SW 620 Kolonzellen ist [203]. Ein vergleichbarer Effekt wurde
von derselben Arbeitsgruppe auch in Lymphozyten nachgewiesen, in denen
Sulfasalazin in hdéheren Konzentrationen neben der Blockade NF-kB-abhangiger
Transkriptionsprozesse auch Apoptose induzieren konnte [120]. Als Mechanismus fur
die spezifische Hemmung der NF-xB-Aktivitat durch Sulfasalazin wurde eine direkte
Inhibition der IkB-Kinasen a und B, wahrscheinlich durch Interferenz mit deren ATP-
Bindungsseite, identifiziert [210].

Da NF-kB in Hepatozyten eine starke antiapoptotische Wirkung besitzt [137, 172],
konnte die beobachtete NF-kB-Aktivierung durch Sulfasalazin zur Reduktion der
GCDCA-induzierten Apoptose in der vorliegenden Arbeit beitragen. Die Regulation
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der NF-xB-Signalgebung durch Sulfasalazin wurde in Hepatozyten bisher noch nicht
untersucht. Interessanterweise wurden vergleichbare Beobachtungen jedoch flr
nichtsteroidale antiinflammatorische Substanzen (NSAID) gemacht. Obwohl NSAIDs
in vielen Zelltypen zu einer Hemmung von NF-kB flhren, blieb die NF-kB-Aktivitat
nach Stimulation mit einer Reihe verschiedener NSAIDs in Hepatozyten und HepG2-
Zellen unbeeinflusst [31]. Daher liegt es nahe, dass auch die Effekte von Sulfasalazin
auf NF-xB zellspezifisch sind. Welche Implikationen die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors letztendlich fiir das Uberleben der Leberzellen hat und welche
weiteren Mediatoren an entsprechenden Prozessen beteiligt sind, bleibt durch
weitere Studien zu untersuchen. Geeignete Kandidaten fur die Vermittlung einer
antiapoptotischen NF-kB-abhangigen Signalgebung waren u.a. die Mitglieder der
Bcl-2-Familie [15, 207] (siehe Kap. 1.1.2.3) oder z.B. c-IAP2, das seine protektive
Bedeutung in der Leberzelle bereits unter Beweis gestellt hat [173].

Als transkriptioneller Mechanismus koénnte die NF-xB-Signalgebung aufgrund der
vierstundigen Inkubationszeit der Zellen mit Sulfasalazin in dem vorliegenden in vitro-
Modell durchaus von Bedeutung sein. Die protektiven Sulfasalazin-Effekte in der
perfundierten Rattenleber legen jedoch nahe, dass zusatzlich noch Kkurzfristig
greifende, posttranskriptionelle Signalmechanismen beteiligt sein missen.

Diverse Studien konnten zeigen, dass hydrophobe Gallensauren oxidativen Stress
innerhalb der Leberzelle auslosen [182, 183, 218]. Die Gallensauren-induzierte
Generierung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) ist dabei nicht nur fir die Aktivierung
des Fas-abhangigen extrinsischen Apoptosewegs wichtig [159], sondern wird auch
als Resultat einer mitochondrialen Schadigung, somit als Bestandteil der
intrinsischen Signalmechanismen, beobachtet [183]. Unter den ROS-induzierenden
hydrophoben Gallensauren befinden sich auch TCDCA und GCDCA [159].
Interessanterweise wird Sulfasalazin eine Rolle als Radikalfanger fur toxische ROS
zugeschrieben [9, 68, 136]. Somit konnte also spekuliert werden, dass Sulfasalazin
GCDCA-induzierte Apoptose durch Elimination neu entstandener ROS und damit

durch Eingriff in die extrinsische und intrinsische apoptotische Signalgebung inhibiert.
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Beeinflussung der Cholestase:

Die vorliegende Arbeit konnte erstmals zeigen, dass der cholestatische Effekt
hydrophober Gallensauren durch Sulfasalazin antagonisiert werden kann (siehe Kap.
3.2.2.1.3). Da der Gallenfluss nach Zugabe von Sulfasalazin in der Gruppe der
hohen GCDCA-Konzentration (25 uM) dabei starker war als in derjenigen mit halber
Dosis (12,5 uM), und sogar hoher war als bei alleiniger Sulfasalazin-Applikation,
konnte man annehmen, dass Sulfasalazin der Toxizitat von GCDCA entgegenwirkt
und dadurch die vormals erhebliche cholestatische Eigenwirkung der Gallensaure in
eine choleretische umwandelt. Dies ware nicht nur von wissenschaftlichem Interesse,
sondern moglicherweise auch von klinischer Relevanz, da der medikamentose
Einsatz Sulfasalazins in verschiedenen Bereichen bereits etabliert ist und man auf
langjahrige Erfahrungen im Umgang mit dieser Substanz zurtckblicken kann [10, 64,
89, 102].

Abbildung 45:

GCDCA Potentielle Mechanismen der pro-
tektiven Wirkung von Sulfasalazin

Ntcp ,@/‘//— in Leberzellen

Apoptose
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Praktische Relevanz dieser Ergebnisse

Die protektiven Effekte von Sulfasalazin, die in der vorliegenden Arbeit erstmals an
Hepatozyten beobachtet wurden, waren im in vitro-Modell in den Konzentrationen
100 und 1000 uM am deutlichsten ausgepragt. Parallel dazu wirkten 100 yM
Sulfasalazin in der intakten Leber ausgepragt antiapoptotisch und anticholestatisch.
Es stellt sich daher die Frage, welche Konzentrationen in Patienten erreicht werden
kénnen, die mit Sulfasalazin behandelt werden. Frihe Studien zeigten, dass im
Serum der behandelten Patienten nach oraler Gabe von Sulfasalazin
Spitzenkonzentrationen von ca. 100 uM Sulfasalazin erreicht werden [174]. Da
Sulfasalazin enterohepatisch zirkuliert, liegt die Konzentration von Sulfasalazin in der
Pfortader, die ausschlaggebend fur die Konzentration innerhalb des Hepatozyten ist,

vermutlich sogar héher [102].

Sulfasalazin und 5-Aminosalizylsdure sind Alternativen in der medikamentésen
Therapie chronisch entzundlicher Darmerkrankungen. Eine Mitbeteiligung der Leber
ist bei diesen Erkrankungen nicht ungewohnlich. So liegt bei ca. 5 % der Patienten
mit Colitis ulcerosa gleichzeitig eine primar sklerosierende Cholangitis (PSC) vor,
umgekehrt jedoch ist eine PSC zu ca. 75 % mit einer chronisch entziindlichen
Darmerkrankung vergesellschaftet [158]. Im Rahmen cholestatischer Leberkrank-
heiten wie der PSC kommt es, mdglicherweise durch autoimmune Mechanismen, zu
gesteigertem Zelluntergang in der Leber. Der immunmodulatorische Effekt
Sulfasalazins ist bereits gut belegt [120, 121]. Die Resultate der vorliegenden
Untersuchungen legen nun nahe, dass Sulfasalazin Leberzellschadigung hemmen
kann und somit hepatoprotektiv wirkt. Patienten mit chronischen cholestatischen
Leberkrankheiten konnten also moglicherweise zweifach von einem therapeutischen

Einsatz Sulfasalazins profitieren.

Die neuartigen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stellen die Grundlage fur
weiterfihrende Untersuchungen dar, die die klinische Anwendbarkeit der hier
aufgezeigten neuen therapeutischen Ansatze zur Verringerung der Leberzell-
schadigung bei Cholestase zu Uberprifen haben. Die vorliegende Arbeit ist somit von
potentieller Bedeutung fur die Entwicklung zuklnftiger Therapiestrategien bei

cholestatischen Leberkrankheiten.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Hydrophobe Gallensauren flhren in der cholestatischen Leber zu Zellschadigung
und Apoptose. Die vorliegende Arbeit hat zum Ziel, weiteren Einblick in die
Mechanismen der durch die quantitativ bedeutendste hydrophobe Gallensaure des
Menschen, Chenodeoxycholsaure, induzierten Leberzellschadigung und deren
Antagonisierung durch endogene und exogene Stimuli zu verschaffen und somit
mogliche Ansatzpunkte neuer Therapiestrategien chronischer cholestatischer

Leberkrankheiten aufzuzeigen.

Der erste Teil dieser Arbeit untersucht die Rolle der Pls-Kinasen in der Vermittlung
Chenodeoxycholsaure (CDCA)-induzierten Zellschadens in der intakten Leber:
Hierzu wurden im Modell der isoliert perfundierten Rattenleber die Effekte des
Taurin- und des Glycinkonjugates von CDCA, TCDCA und GCDCA, auf
Leberzellschadigung, Apoptose, Gallenfluss, Sekretion organischer Anionen und
Aktivierung der Proteinkinase B in An- und Abwesenheit des Pls-Kinasen-Inhibitors
Wortmannin untersucht. Messung der Aktivitdten von LDH und GPT im
hepatovendsen Effluat gaben Auskunft Uber die Leberzellschadigung.
Immunhistochemische Darstellung der aktivierten Caspase 3 und des Zytokeratin 18-
Filaments im Lebergewebe erfassten das Ausmal} der hepatozellularen Apoptose.
Cholestatische und choleretische Einfluisse wurden durch gravimetrische
Bestimmung der Gallensekretion und durch photometrische Messung der
Konzentration des Mrp2-Modellsubstrats GS-DNP in der Galle gewahrleistet. Mittels
Western Blot wurde die phosphorylierte Form der PKB als Indikator einer Aktivierung
der Pls-Kinasen im Leberhomogenat gemessen. Es zeigten sich folgende
Ergebnisse:

TCDCA fuhrte zu moderater Leberzellschadigung durch Apoptose, dartber hinaus
aber zu einer splrbaren Reduktion von Gallenfluss und GS-DNP-Sekretion.
AuRerdem kam es zu einer starken Aktivierung der PKB. Inhibition der Pls-Kinasen
durch Wortmannin hemmte die PKB-Aktivierung, verstarkte TCDCA-induzierten
Leberzellschaden und Apoptose und schien auch den cholestatischen Effekt der
Gallensaure zu steigern. Daraus kann gefolgert werden, dass die Gallensaure
TCDCA ihre Toxizitdt und cholestatische Potenz in der intakten Leber durch

Aktivierung Pls-Kinasen-abhangiger Mechanismen abschwachen kann.
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Im Gegensatz zum Taurin-Konjugat induzierte GCDCA in aquimolarer Konzentration
extensiven Leberschaden durch hepatozellulare Apoptose, gleichzeitig auch einen
wesentlich starkeren Ruckgang von Gallenfluss und Mrp2-Transport. GCDCA fuhrte
zu keiner ausgepragten Aktivierung der PKB. Im Unterschied zu seiner Wirkung in
TCDCA-behandelten Lebern reduzierte der Pls-Kinasen-Hemmer Wortmannin
GCDCA-induzierte Leberschadigung und Apoptose. Der starke cholestatische Effekt
von GCDCA schien durch Wortmannin verstarkt zu werden. Man konnte somit
spekulieren, dass GCDCA-induzierter Leberzellschaden in der intakten Leber

teilweise Uber Pls;-Kinasen-abhangige Mechanismen vermittelt wird.

Die Ergebnisse des ersten Abschnitts der Arbeit zeigen, dass das Taurin- und das
Glycin-Konjugat der CDCA in der intakten Leber unterschiedliche Toxizitat
aufweisen. Diese Beobachtung ist zumindest teilweise Uber eine unterschiedliche
Rolle der Pls-Kinasen in der Signalgebung der beiden Gallensauren zu erklaren.
Wahrend TCDCA simultan Plz-Kinasen-abhangige Uberlebenssignale zu aktivieren
scheint, die ihre schadigende Wirkung antagonisieren, scheint GCDCA die
Lipidkinasen an der Vermittlung seiner starken Toxizitdt Uber bislang noch

unbekannte Mechanismen zu beteiligen.

Der zweite Teil der vorliegenden Arbeit beschreibt die Beeinflussung Gallensauren-
induzierten Leberzellschadens durch das Apoptose modulierende Sulfasalazin in
vitro und in der intakten Leber. Zunachst wurden die Effekte Sulfasalazins und seiner
Spaltprodukte 5-Aminosalizylsdure und Sulfapyridin im Modell Ntcp-transfizierter
menschlicher HepG2-Hepatomzellen untersucht: Apoptose wurde mittels eines
Caspase 3-Assays sowie immunzytochemisch erfasst. Die Gallensaurenaufnahme
wurde mit Hilfe radiochemisch markierter Taurocholsdure bestimmt. Ein Luciferase-
Reportergen-Assay diente der Messung der Aktivierung des nuklearen
Transkriptionsfaktors NF-kB. Im Modell der isoliert perfundierten Rattenleber wurde
die Wirkung Sulfasalazins auf die GCDCA-induzierten Veranderungen von
Leberzellschadigung, Apoptose, Gallenfluss und Gallensaurenaufnahme untersucht.
Im Wesentlichen wurden die gleichen Methoden wie in Teil 1 dieser Arbeit verwendet
(siehe oben). Die Gallensaurenaufnahme wurde indirekt Uber eine
gaschromatographische Messung der Gallensdurenkonzentration im hepatovendsen
Effluat erfasst.
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GCDCA wirkte in HepG2-Ntcp-Zellen starker apoptotisch als TCDCA in aquimolaren
Konzentrationen. Gabe von Sulfasalazin flhrte zu einer dosisabhangigen Hemmung
der GCDCA-vermittelten sowie der Gallensauren-unabhangigen, TNF-a/Actinomycin
D-induzierten Apoptose. Die Sulfasalazin-Spaltprodukte 5-Aminosalizylsaure und
Sulfapyridin hatten keinen Effekt. DaruUber hinaus reduzierte Sulfasalazin im
Gegensatz zu seinen Spaltprodukten auch die Gallensaurenaufnahme in die
Leberzellen mit zunehmender Konzentration. Ebenso aktivierte das Gesamtmolekul
den Transkriptionsfaktor NF-xB in An- und Abwesenheit von GCDCA.

In der perfundierten Rattenleber konnte die GCDCA-induzierte massive
Zellschadigung und Apoptose durch Sulfasalazin deutlich gehemmt werden, der
cholestatische Effekt der Gallensaure wurde ebenfalls antagonisiert. Eine zusatzliche
Hemmung der Pls-Kinasen mittels Wortmannin schwachte den zytoprotektiven Effekt
Sulfasalazins leicht, die anticholestatische Wirkung jedoch deutlich ab. Sulfasalazin

fuhrte auch in der intakten Leber zu einer Reduktion der Gallensaurenaufnahme.

Die Ergebnisse des zweiten Teils der Arbeit zeigen, dass Sulfasalazin in vitro und in
der intakten Leber GCDCA-induzierte Apoptose potent hemmen kann. Mdgliche
Wirkmechanismen dabei sind eine partielle Reduktion der Gallensdurenaufnahme
und vor allem die Aktivierung intrazelluldrer Uberlebenssignale, die u.a. Uber den

Transkriptionsfaktor NF-xB vermittelt werden konnten.

Die neuartigen Beobachtungen der vorliegenden Arbeit tragen zum Verstandnis der
komplexen Signalgebung im Rahmen cholestatischer Leberschadigung und seiner
Antagonisierung bei und sind somit von potentieller Bedeutung fur die Entwicklung

zukunftiger Therapiestrategien bei cholestatischen Leberkrankheiten.
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Verzeichnis der Abkirzungen

7 VERZEICHNIS DER ABKURZUNGEN

5-ASA
Act.D
A.E.
AIF
Akt
Apaf-1

Aqua bidest.

ATP
bp
BSA
Bsep
cAMP
CARD
CDCA
CDNB
CK 18
DD
DED
DISC
DMSO
DNA
EDTA
EGF-R
EndoG
FADD
FCS
GCDCA
GPT
GS-DNP
IAP

5-Aminosalizylsaure

Actinomycin D

Arbitrare Einheit

Apoptosis inducing factor
Serin-Threonin Kinase Akt = PKB
Apoptotic protein activating factor-1
Zweifach destilliertes Wasser
Adenosintriphosphat

Basenpaare

Bovines Serumalbumin

Bile salt export pump

Zyklisches Adenosinmonophosphat
Caspase activation and recruitment domain
Chenodeoxycholsaure
1-Chlor-2,4-Dinitrobenzol
Zytokeratin 18

Death domain

Death effector domain

Death inducing signaling complex
Dimethylsulfoxid
Deoxyribonukleinsaure
Ethylendiamintetraessigsaure
Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor
Endonuklease G

Fas associated death domain protein
Fetales Kalberserum
Glycochenodeoxycholsaure
Glutamat-Pyruvat-Transaminase
2,4-Dinitrophenyl-S-Glutathion

Inhibitor of apoptosis protein
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Verzeichnis der Abkirzungen

ICs0

IPs3
LDH
MAPK
Mdr2
Mdr3
MEM
MPT
Mrp1
Mrp2
Mrp3
MW
NF-«xB
NIK
Ntcp
Oatp
PARP
PBC
PBS
PDK 1
Pls-Kinase/PIsK
PKB
PKC
PSC
PTP
RIP
RLU
ROS
RT
SD
SDS
SPD
SSZ

Konzentration, bei der die halbmaximale Hemmung
eines Enzyms erzielt wird
Inositol-1,4,5-Trisphosphat
Laktatdehydrogenase

Mitogen aktivierte Proteinkinase
Multidrug resistance protein 2

Multidrug resistance protein 3

Minimal essential medium

Mitochondrial permeability transition
Multidrug resistance-associated protein 1
Multidrug resistance-associated protein 2
Multidrug resistance-associated protein 3
Mittelwert

Nuklearer Transkriptionsfaktor B
NF-«B-inducing kinase

Na“-taurocholate cotransporting polypeptide
Organic anion transporting polypeptide
Poly-ADP-Ribose-Polmerase

Primar biliare Zirrhose
Phosphate-buffered solution
Phosphatidylinositol-abhangige Kinase 1
Phosphatidylinositol-3-Kinase

Protein Kinase B

Protein Kinase C

Primar sklerosierende Cholangitis
Permeability transition pore
Receptor-interacting protein

Relative light units

Reaktive Sauerstoffmetabolite
Raumtemperatur

Standardabweichung
Natriumdodecylsulfat

Sulfapyridin

Sulfasalazin = Salizylazosulfapyridin
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Verzeichnis der Abkirzungen

TCA

TCDCA

TLCA
TMS-Reagens
TNF

TRAF-2
TRAIL

Tris
TUDCA
UDCA
WT

Taurocholsaure
Taurochenodeoxycholsaure
Taurolithocholsaure
Trimethylsilylreagens

Tumor Nekrose Faktor
TNF-associated factor-2

Tumor necrosis factor related apoptosis inducing
ligand
Tris(hydroxymethyl)-Aminomethan
Tauroursodeoxycholsaure
Ursodeoxycholsaure

Wortmannin
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