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

der Leber ist.”

(Johann B. van Helmont, 1683)
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1 Einleitung

1.1 Theoretische Grundlagen

1.1.1 Pathophysiologie und Therapie chronischer  cholestatischer

Leberkrankheiten

Cholestase ist eine Einschrankung der Gallensekretion auf der Ebene der
Leberzellen oder der Gallengange. Eine Cholestase wird bei einer Vielzahl
hepatobilidarer und systemischer Krankheitsbilder beobachtet. So kann ein
cholestatisches Syndrom transient im Rahmen einer entzindlichen systemischen
Erkrankung auftreten und bedarf dann keiner spezifischen Intervention. Eine
Cholestase kann aber auch Ausdruck einer chronischen cholestatischen
Leberkrankheit sein, die unbehandelt progredient verlauft. Die betroffenen Patienten
entwickeln eine Leberzirrhose und konnen im Leberversagen oder an den

Komplikationen der Leberzirrhose versterben.

Die haufigsten chronischen cholestatischen Leberkrankheiten im Erwachsenenalter
sind die primar biliare Zirrhose (PBC) und die primar sklerosierende Cholangitis
(PSC). Beiden Krankheiten liegt eine in ihrer Ursache unklare Entzindung der
Gallenwege zugrunde. Fur die Pathogenese dieser Krankheiten scheint eine
Schadigung der Epithelzellen der Gallengange und der Hepatozyten durch
hydrophobe Gallensauren von Bedeutung zu sein. So verursachen hydrophobe
Gallensauren bei Versuchstieren eine hepatozellulare Cholestase und
Leberschadigung (47, 58, 64), zudem verstarken sie vorbestehende
Gallengangsschaden (116). Eine hepatische Retention von hydrophoben
Gallensauren wird daher seit Uber 35 Jahren als wesentliche Ursache fir die
progrediente Leberschadigung bei chronischen cholestatischen Krankheiten
diskutiert. Damals konnten Holsti und Javitt erstmals zeigen, dal} die hydrophobe
Lithocholsaure (LCA) und ihr Konjugat Taurolithocholsaure (TLCA) Cholestase und

Zirrhose bei Versuchstieren verursachen (55, 58).
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LCA ist die am starksten cholestatisch wirkende der funf wichtigsten Gallensauren
des Menschen [LCA, Deoxycholsaure (DCA), Chenodeoxycholsaure (CDCA),
Cholsaure (CA), Ursodeoxycholsaure (UDCA)] (53, 58). Die hepatischen Spiegel der
beiden hydrophoben Dihydroxygallensauren CDCA und DCA Korrelieren mit dem
Grad der Leberschadigung (42, 43, 98). Die genauen molekularen Mechanismen, die
zu einer gallensaureninduzierten Cholestase und Leberschadigung fihren, sind in
vielen Aspekten ungeklart, obwohl in den vergangenen Jahren grof3e Fortschritte im

Verstandnis der Pathophysiologie der Cholestase erreicht wurden (2, 54, 83, 91).

Konjugate der UDCA schitzen bei Versuchstieren, in der isoliert perfundierten
Rattenleber und in isolierten Hepatozyten vor Leberschadigung und Cholestase, die
von den Konjugaten der CA (63) und von anderen hydrophoben Gallensauren wie
CDCA (40, 47, 48, 64), DCA (47) und LCA (4, 99) verursacht werden. Eine
Amidierung der UDCA scheint flr ihren protektiven Effekt eine wichtige
Voraussetzung zu sein (4, 48, 114). UDCA wurde Patienten mit chronischen
cholestatischen Leberkrankheiten wie der PBC erstmals vor etwa 15 Jahren als
Medikament unter der Vorstellung verabreicht, dal® Veranderungen der
Zusammensetzung des endogenen Gallensaurenpools zugunsten von UDCA einer
durch hydrophobe Gallensauren ausgeldsten Leberschadigung entgegenwirken
konnten (85).

UDCA stellt derzeit die einzige etablierte Therapie der chronischen cholestatischen
Leberkrankheiten dar (14). In randomisierten, placebokontrollierten Studien wurde
gezeigt, dal® UDCA bei Patienten mit PBC die Serumleberwerte verbessert, die
histologische Progression und Zirrhosebildung aufhalt, die Komplikationen einer
Leberzirrhose vermindert und das transplantationsfreie Uberleben verlangert.
Nennenswerte Nebenwirkungen der Behandlung wurden nicht berichtet (14). Da die
PBC und andere cholestatische Krankheiten progredient und unbehandelt letal
verlaufen und oft jungere Patienten betreffen, kommt einer effektiven Therapie

entscheidende Bedeutung zu.



1.1.2 Wirkungsmechanismus von UDCA bei chronischen cholestatischen

Leberkrankheiten

Die bisherigen experimentellen Untersuchungen weisen auf zwei hauptsachliche
Wirkungsmechanismen von UDCA bei chronischen cholestatischen

Leberkrankheiten hin:

11.21 Protektive Wirkung gegen Schadigung der Gallengange durch

hydrophobe Gallensauren

Der Mdr2-Knockout-Maus fehlt die Fahigkeit, Phospholipide in die Gallenflissigkeit
zu sezernieren und hierdurch die potentiell membranschadigenden Effekte der
hydrophoben Gallensauren abzupuffern. Daher entwickelt sie eine chronische
nichteitrige Cholangitis (103). Bei diesem Modell hemmt die Verabreichung von
UDCA die Entwicklung einer chronischen cholestatischen Leberkrankheit. Dies weist
auf einen protektiven Effekt der UDCA-Konjugate auf der Ebene der Gallengange hin
(116). In vitro haben UDCA-Konjugate einen membranprotektiven Effekt, wenn
kinstliche oder biologische Membranen millimolaren Konzentrationen von
hydrophoben Gallensauren ausgesetzt werden (44, 48, 49, 50, 69). Die Wirkung der
UDCA auf die Bildung und Struktur von einfachen und gemischten Mizellen, wie sie
in der Gallenflissigkeit vorliegen, ist flr diese Effekte wahrscheinlich bedeutender als

eine direkte Membraninteraktion (51).

1.1.2.2 Stimulation der hepatozellularen Sekretion von hydrophoben

Gallensauren und anderen potentiellen Hepatotoxinen

Die Akkumulation von potentiellen Hepatotoxinen wie hydrophoben Gallensauren in
der Leber scheint eine entscheidende Rolle beim cholestaseassoziierten
Leberschaden zu spielen (2, 42, 43, 54, 98).



Die zuerst von Kitani geaulierte Hypothese, dal der zytoprotektive Effekt von UDCA
héchstwahrscheinlich Uber eine Stimulation der Leberzellsekretion vermittelt wird
(65), wurde in letzter Zeit experimentell und klinisch untermauert. UDCA-Amide
stimulieren bei Patienten mit PBC und PSC die Sekretion von Gallensauren (59,
107). Vergleichbare Effekte sind am Modell der Gallenfistelratte (47, 64) und bei
isolierten Hepatozyten (80) zu beobachten. Damit im Einklang senkt UDCA die
Serumspiegel von CDCA bei Patienten mit PBC (87) und von Bilirubin bei Patienten
mit PBC und PSC (8, 30, 46, 70, 71, 86). Diese Verbesserung ist klinisch bedeutsam,
da der Spiegel des Gesamtbilirubins bei Patienten mit PBC und PSC von hoher
prognostischer Aussagekraft ist (29, 36, 37, 93, 101).

Was sind aber die molekularen Grundlagen der stimulierenden Wirkung von UDCA

auf die Gallensekretion?

Auf zellularer Ebene scheint das taurinkonjugierte Derivat von UDCA (TUDCA) die
hepatozelluldare Exozytose Uber Kalzium- und Proteinkinase C (PKC)-a-abhangige

Mechanismen zu stimulieren (10, 13) (siehe Abb. 1).

Bereits 1993 wurde von Beuers et al. eine Verbesserung der sekretorischen
Kapazitdt von cholestatischen Hepatozyten durch Stimulation der Insertion von
Transportproteinen in die kanalikulare Hepatozytenmembran diskutiert (10). Das
Konzept einer durch UDCA stimulierten Insertion von kanalikularen
Transportproteinen wurde davon unabhangig auch von anderen Gruppen erortert
(34, 45, 97). Kurzlich konnte erstmals direkt gezeigt werden, dal® TUDCA die
Insertion des multispezifischen organischen Anionentransporters Mrp2 in die
kanalikulare Hepatozytenmembran bei experimentell induzierter Cholestase bewirkt
(17). Das Transportprotein Mrp2 gehoért zu den Adenosintriphosphat (ATP)-
bindenden Membrantransportern und ist ein Mediator des Effluxes vieler organischer
Anionen. Diese umfassen unter anderem Bilirubinglukuronide, Glutathion und
Glutathionkonjugate sowie sulfatierte und glukuronidierte Gallensalze (57, 67, 72)

und induzieren einen Grolteil des gallensaurenunabhangigen Gallenflusses.

Die durch TUDCA induzierte Stimulation der Gallensekretion in der cholestatischen

Leberzelle durch gesteigerte Transportproteininsertion in kanalikulare Membranen
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wird moglicherweise uUber Kalzium- und a-PKC-abhangige Mechanismen vermittelt.
TUDCA bewirkt in isolierten Hepatozyten einen anhaltenden Anstieg von freiem
zytosolischen Kalzium Uber eine Entleerung von Inositol-1,4,5-Trisphosphat (IP3)-
sensitiven mikrosomalen Kalziumspeichern unabhangig von IP3 (9, 19) und stimuliert
den transmembrandsen Kalziumeinstrom Uber nickelsensitive Kalziumkanale (9, 10,
19). Zusatzlich kommt es durch TUDCA zu einer selektiven Translokation der
kalziumsensitiven a-Isoform der PKC, einem Schlusselenzym der kalziumstimulierten
Exozytose (28), an die hepatozellulare Membran (11, 20, 108). TUDCA bewirkt einen
Anstieg des intrazellularen Diazylglyzerols (DAG), eines physiologischen PKC-
Aktivators, und aktiviert membrangebundene PKC (13) (siehe Abb. 1).

1.1.3 Wirkungsmechanismus von TLCA

TLCA wirkt in niedrigen mikromolaren Konzentrationen stark cholestatisch und
leberzellschadigend. Auch diesem ungunstigen Effekt konnten Wechselwirkungen
von TLCA mit Signalkaskaden der Leberzelle zugrunde liegen. Gleichsam als
Gegenspieler der hydrophilen und protektiven TUDCA induziert die hydrophobe und
cholestatisch wirkende Gallensaure TLCA nur einen vorubergehenden Anstieg des
hepatozellularen Kalziumspiegels (9, 31, 33) und scheint den Kalziumeinstrom bei
hoheren mikromolaren Konzentrationen zu behindern (9, 15, 33). TLCA transloziert
die kalziumunabhangige e¢-Isoform der PKC selektiv in die kanalikulare
Hepatozytenmembran (16) und bewirkt einen Anstieg des hepatozellularen DAG-
Spiegels. Ferner aktiviert TLCA die membrangebundene PKC in isolierten
Hepatozyten (13, 16). Eine Aktivierung von &-PKC wurde als Mittler gestorter
Insertion von Proteinen in ihre Zielmembran diskutiert. Daher ist ein Zusammenhang
zwischen einer Aktivierung der ¢-PKC und einer Hemmung der hepatozellularen
Sekretion durch TLCA Gegenstand aktueller Diskussionen (16) (siehe Abb. 1).



TLCA Ca**  TUDCA Ca™*
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Abb. 1: Modell der durch Gallensauren induzierten Modulation hepatozellularer
Signalprozesse und Sekretion (modifiziert nach Beuers et al. (9, 10, 11, 13, 15,
16)).

1.1.4 Phosphatidylinositol-3-Kinasen (Pl3-Kinasen)

Pl3-Kinasen sind eine Gruppe von Kinasen, die die Bildung von mindestens drei
Phosphoinositiden, Phosphatidylinositol-3-Phosphat, Phosphatidylinositol-3,4-
Bisphosphat und Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat, die Mediatoren bei der
Regulation des Wachstums und der Proliferation von Saugetierzellen zu sein
scheinen, katalysieren (111). Tyrosinkinasen (25) und G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren (106) stimulieren Pl3-Kinasen, die sich in der Zusammensetzung der
Untereinheiten unterscheiden. Die von Tyrosinkinasen regulierten Pl3-Kinasen sind
aus einer katalytischen Untereinheit (110 kDa) und einer regulatorischen Untereinheit
(85 kDa) zusammengesetzt (52). Das Klonen der katalytischen Untereinheit zeigte
eine interessante Homologie zwischen diesem Protein und dem Hefeprotein VPS34,

das eine wichtige Rolle bei der intrazellularen Proteinverteilung spielt (52, 100).

Es sind zahlreiche Isoformen der Pls-Kinase bekannt, die in drei Klassen unterteilt
werden. Pls-Kinasen der Klasse | konnen in vitro Phosphatidylinositol,

Phosphatidylinositol-4-Phosphat  und  Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat  als




Substrat verwenden. In vivo scheinen sie jedoch Phosphatidylinositol-4,5-
Bisphosphat zu bevorzugen. Im Gegensatz dazu setzen Pls-Kinasen der Klasse Il in
vitro vor allem Phosphatidylinositol um. lhre Affinitat gegentber Phosphatidylinositol-
4-Phosphat und besonders Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat ist deutlich
geringer. Welche Phosphoinositide von den Klasse |I-Pls-Kinasen in vivo
phosphoriliert werden, ist bislang noch ungeklart. Die Pl3-Kinasen der Klasse IlI
konnen sowohl in vitro als auch in vivo nur Phosphatidylinositol als Substrat
verwenden. Sie scheinen fur die Bildung eines Groldteils des Phosphatidylinositol-3-

Phosphats in der Zelle verantwortlich zu sein (115).

Einige Studien, die spezifische PIs-Kinase-Inhibitoren (Wortmannin, LY 294002)
verwendeten, und Mutagenesestudien des Rezeptors far den
Thrombozytenwachstumsfaktor PDGF, eines potenten Pl3-Kinase-Aktivators, in vitro
zeigten die wichtige Rolle von Pls-Kinasen flr den transzellularen Vesikeltransport
und far die Anordnung der fir Sekretionsprozesse verantwortlichen
Zytoskelettstrukturen (27, 60, 81).

Gallensauren scheinen einen modulierenden Effekt auf die Pls-Kinase-Aktivitat in
Leberzellen zu haben. 1998 konnten Misra et al. an isoliert perfundierten
Rattenlebern zeigen, dall die leicht choleretisch wirkende Gallensaure
Taurocholsaure (TCA) in niedrigen mikromolaren Konzentrationen Uber Pl3-Kinase-
abhangige Mechanismen zu einer Steigerung der Gallensaurensekretion fuhrt (76).
Ein Jahr spater wurde von der gleichen Gruppe berichtet, dal die kanalikularen
Transportproteine Bsep und Mrp2 von Produkten der Pl3-Kinasen reguliert werden
(77). Kurz et al. wiesen kurzlich in kultivierten Hepatozyten eine zeit- und
konzentrationsabhangige Pls-Kinase-Aktivierung durch TUDCA nach. In der gleichen
Veroffentlichung wurde eine potentielle Aufhebung der stimulierenden Wirkung von
TUDCA auf die Gallensaurensekretion in der perfundierten Rattenleber beschrieben,
wenn der PIs3-Kinase-Inhibitor Wortmannin verabreicht wurde (68). Rust et al.
beobachteten kurzlich signifikant erhéhte Pls-Kinase-Aktivitaten in einer Leberzellinie,
die mit der hydrophoben Gallensaure Taurochenodeoxycholsaure (TCDCA) inkubiert
war (95).



Pls-Kinasen modulieren die Aktivitat einer Vielzahl von fur zellulare
Transportprozesse wichtigen Kinasen (115). Auch der Einflu von Pl3-Kinasen auf
die Isoformen der PKC wurde untersucht. In mit Baculovirus infizierten Insektenzellen
konnte beobachtet werden, dal} die Pl3-Kinase-Produkte Phosphatidylinositol-3,4-
Bisphosphat und  Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat die = PKC-Isoform
¢ aktivieren (110). In Hep G2-Zellen flhrte die Aktivierung einer Mutante des
Rezeptors fur PDGF, die Pls-Kinasen aktiviert, zu einer Translokation der PKC-
Isoform € vom Zytosol an die Membran. Diese Translokation wurde in Gegenwart des
Pl3-Kinase-Inhibitors Wortmannin gehemmt. Damit im Einklang wurde die PKC-
Isoform ¢ in vitro durch das synthetisch hergestellte PIs-Kinase-Produkt
Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat aktiviert (78).

1.1.5 Vesikularer Transport der Leberzelle

Die molekularen Mechanismen des intrazelluldaren Transports gallenpflichtiger
Substanzen vom basolateralen zum apikalen Leberzellpol sind bisher weitgehend
ungeklart, wahrend ihre Aufnahme Uber die basolaterale Membran und ihre
Ausscheidung Uber die kanalikulare Membran in die Gallenkanale bereits recht gut
charakterisiert sind (67). Die Galle wird vorwiegend Uber einen Prozel3 osmotischer
Filtration nach ATP-abhangiger Sekretion von Gallensauren und anderen
organischen Anionen und Kationen sowie sekundar parazellularem Ubertritt von
Wasser in das Lumen des Kanalikulus gebildet (12). Ein transzytotischer vesikularer
Transport, Uber den gromolekulare Proteine ausgeschieden werden, spielt fur die
hepatozellulare Flissigkeitssekretion eine untergeordnete Rolle (35). Im Gegensatz
dazu gibt es Hinweise, dal} der Vesikeltransport beim Targeting und der Insertion von
apikalen Transportproteinen wie dem CI/HCOs-Austauscher (5) oder dem
kanalikularen Gallensalztransporter in die apikale Membran eine entscheidende Rolle

spielt (22) und hiertiber die Sekretionskapazitat der Leberzelle moduliert.



1.2 Fragestellung

Die vorliegende Arbeit méchte am Modell der perfundierten Rattenleber die
Bedeutung von Pl3-Kinasen fur die durch Gallensauren modulierte Gallensekretion
der Leber untersuchen. Effekte der cholestatisch wirkenden TLCA und der
anticholestatisch wirkenden TUDCA auf den GallenfluB3, die biliare Sekretion von
Meerrettichperoxidase (HRP) als einen Parameter fur die hepatozellulare Exozytose,
die biliare Sekretion von 2,4-Dinitrophenyl-S-Glutathion (GS-DNP) als Parameter der
Transportkapazitat der apikalen Konjugatexportpumpe Mrp2 und die Verteilung der
PKC-Isoform ¢ im Lebergewebe werden in Gegenwart und Abwesenheit des

potenten Pl3-Kinase-Inhibitors Wortmannin verglichen.

Folgende Arbeitshypothesen lagen den Untersuchungen zugrunde:

1. Pl:-Kinasen vermitteln die hemmenden Wirkungen der hydrophoben
Gallensaure TLCA auf die hepatozellulare Exozytose, den Einbau von
apikalen Membrantransportproteinen, die Sekretion von cholephilen

Substanzen und den Gallenflul3.

2. Im Gegensatz dazu sind Pl3-Kinasen nicht an den stimulierenden Wirkungen
der hydrophilen Gallensaure TUDCA auf die bei Cholestase gestorte
hepatozellulare Exozytose, den Einbau von apikalen
Membrantransportproteinen, die Sekretion von cholephilen Substanzen und

den Gallenflul® beteiligt.



2 Methodik

2.1 Versuchsprotokoll

2.1.1 Perfusionsprotokoll |

Rattenlebern wurden uber 25 min rezirkulierend mit Krebs-Henseleit-Bikarbonat-
Puffer (40 ml/min, 1g/dl bovines Serumalbumin/BSA, 0,05 mg/ml HRP) perfundiert
(siehe Abb. 2). Die Perfusion wurde anschlie®end auf eine nichtrezirkulierende HRP-
und BSA-freie Perfusion mit Krebs-Henseleit-Bikarbonat-Puffer umgestellt. Dabei
wurde die im Gefalbett verbliebene HRP Uber 5 min ausgewaschen. Ab der 40. min
erfolgte die Zugabe des PIs-Kinase-Inhibitors Wortmannin (100 nM oder 500 nM)
oder als Kontrolle seines Tragers DMSO (0,001 % v/v) allein. 5 min spater wurden
Gallensauren (TLCA, TUDCA, TUDCA und TLCA oder TCDCA) oder als Kontrolle fur
TLCA deren Trager DMSO (0,1 % v/v) fur 50 min bei konstanter Perfusionsrate
zugegeben, um portalvendse Konzentrationen von 10 uM (TLCA) bzw. 25 uM
(TUDCA, TCDCA) zu erreichen. Je nach Versuchsgruppe wurden folgende

Applikationsschemata angewendet (siehe Tabelle 1):

Tabelle 1: Versuchsgruppen des Perfusionsprotokolls I. +: ja, -: nein.

Gruppe Wortmannin (40. Gallensauren (45. bis 95. min)
bis 95. min) TLCA (10 pM) TUDCA (25 uM) | TCDCA (25 uM)
A - - - -
B 100 nM - - -
C - + -
D 100 nM + - -
E 500 nM + - -
F - - + -
G 100 nM - + -
H - + + -
I 100 nM + + _
J - - - +
K 100 nM - - +
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Abb. 2: Versuchsprotokoll I.

An Parametern wurden der Gallenflul®, welcher von der 15. bis zur 95. min in
funfminutigem Abstand gravimetrisch gemessen wurde, die Aktivitat der HRP in der
gesammelten Galle (zur Quantifizierung der hepatobiliaren Exozytose) (10, 119), die
Aktivitat der Laktatdehydrogenase (LDH) im Effluat (als Indikator eines eventuellen
Leberschadens) (6, 18, 102) und die Konzentrationen der applizierten Gallensauren
im Effluat (7, 105) erfal3t.

Am Ende des Experiments wurde ein Teil des anterioren Leberlappens exzidiert. Drei
Proben von etwa 200 mg Feuchtgewicht wurden unverziglich in eiskalten
Homogenisationspuffer mit Proteaseninhibitoren Uberfihrt und wurden dann
homogenisiert, um die Gewebsverteilung der PKC-Isoform ¢ mittels Western-Blot zu
bestimmen (13, 16) (siehe Abb. 2).

2.1.2 Perfusionsprotokoll Il

Rattenlebern wurden von der 15. bis zur 95. min nichtrezirkulierend mit Krebs-
Henseleit-Bikarbonat-Puffer (40 ml/min) perfundiert. Von der 15. min an erfolgte die
Zugabe des PIs3-Kinase-Inhibitors Wortmannin (100 nM) oder als Kontrolle seines
Tragers DMSO (0,001 % v/v). 5 min spater wurden Gallensauren (TLCA, TUDCA,
TUDCA und TLCA oder TCDCA) oder als Kontrolle fir TLCA deren Trager DMSO

(0,1 % vl/v) bis zur 95. min bei konstanter Perfusionsrate zugegeben, um
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portalvendse Konzentrationen von 10 uM (TLCA) bzw. 25 uM (TUDCA, TCDCA) zu
erreichen. Je nach Versuchsgruppe wurden folgende Applikationsschemata

angewendet (siehe Tabelle 2):

Tabelle 2: Versuchsgruppen des Perfusionsprotokolls Il. +: ja, -: nein.

Gruppe Wortmannin (15. Gallensauren (20. bis 95. min)
bis 95. min) TLCA (10 uM) TUDCA (25 uM) | TCDCA (25 pM)
L - - - -
M 100 nM - -
N - + - -
o 100 nM + - -
P - - + -
Q 100 nM - + -
R - + + -
S 100 nM + + -
T - - - +
U 100 nM - - +

Zwischen der 40. und 50. min wurde das organische Anion 1-Chlor-2,4-Dinitrobenzol
(CDNB, 30 pM) infundiert (sieche Abb. 3). CDNB wird von Hepatozyten
aufgenommen und zu GS-DNP biotransformiert. GS-DNP wird Uber die apikale
Konjugatexportpumpe Mrp2 in die Galle ausgeschieden, wobei bei einer CDNB-
Konzentration von 30 uM eine Sattigung der Transportkapazitat erreicht wird (117).

GS-DNP wurde spektrophotometrisch quantifiziert (siehe 2.4).

Isoliert perfundierte Rattenleber

Biligre
GS-DNP-Sekretion| | | +/- Wortmannin |
LDH im Effluat ‘ +/- Gallenséuren ‘

Hepatovenoser Efflux| | Operation CDNB

von Gallensduren

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95

Zeit (min)

Abb. 3: Versuchsprotokoll Il.
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2.1.3 Perfusionsprotokoll Il

Rattenlebern wurden von der 15. bis zur 95. min nichtrezirkulierend mit Krebs-
Henseleit-Bikarbonat-Puffer (40 ml/min) perfundiert. Von der 15. min an erfolgte die
Zugabe des PKC-Inhibitors Bisindolylmaleimid I-Hydrochlorid (BIM-I, 1 uyM). 5 min
spater wurden die Gallensduren TUDCA (25 pM) und TLCA (10 uM) bzw. als
Kontrolle der Trager der TLCA, DMSO (0,1 % v/v), bis zur 95. min bei konstanter
Perfusionsrate zugegeben. Dabei gab es folgende Versuchsgruppen (siehe Tabelle
3):

Tabelle 3: Versuchsgruppen des Perfusionsprotokolls lll. +: ja, -: nein.

Gruppe BIM-I (15. bis 95. Gallensauren (20. bis 95. min)
min) TLCA (10 uyM) TUDCA (25 uM)
Vv 1 uM - -
w 1 uM + +

Um im Anschluf® an die Perfusion aus der gesammelten Galle die biliare Sekretion
des Mrp2-Substrats GS-DNP und damit die Transportkapazitat der apikalen
Konjugatexportpumpe Mrp2 bestimmen zu kdnnen, wurde wie bei Versuchsprotokoll
Il zwischen der 40. und 50. min Uber den Krebs-Henseleit-Bikarbonat-Puffer die
Vorlaufersubstanz CDNB in einer Konzentration von 30 uyM verabreicht (siehe Abb.
4).

Isoliert perfundierte Rattenleber

| +/- BIM-I |

Bilidre ‘
GS-DNP-Sekretion

LDH im Effluat

+/- Gallensauren ‘

| Operaton’

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95

Zeit (min)

Abb. 4: Versuchsprotokoll lil.
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2.2 Perfusion der isolierten Rattenlebern (10, 117)

Ratten wurden mittels Natriumpentobarbital (Narcoren®, Merial GmbH,
Hallbergmoos, 50 mg/kg Korpergewicht intraperitoneal) anasthesiert. Daraufhin
wurde die Leistenregion eroffnet und wurden 0,1 ml Heparin (Heparin-Natrium Braun

25 000 I.E./ml, Braun, Melsungen) in eine oberflachliche Inguinalvene injiziert.

Anschlieltend wurde die Bauchdecke mittels Medianschnitt eréffnet. Zur Freilegung
des Leberpfortenbereichs wurden die Eingeweide nach links verlagert. Dann erfolgte
die Anlage einer Ligatur der unteren Hohlvene oberhalb der rechten Nierenvene
mittels eines Baumwollfadens der Starke 50. Als nachstes wurde der
pankreatikoduodenale Ast der Pfortader mit zwei Ligaturen versehen. Nach
Eroffnung dieses Pfortaderasts mit einer Mikroschere und Kanulierung mit einer 16
G-Venenverweilkaniile (Insyte-W® von Becton Dickinson, Sandy, Ut., USA) wurden
diese zugezogen. Die Kanule stand Uber einen Kunststoffschlauch mit der in den
Abb. 5 und 6 dargestellten Perfusionsanlage in Verbindung und gewahrleistete die
Perfusion der Leber. Bei Einflhren der Kanulle und damit Start der Perfusion wurde
die Zeitmessung begonnen. Unmittelbar nach Beginn der Perfusion wurde die untere
Hohlvene unterhalb der gesetzten Ligatur eroffnet, um einen freien Ablauf des
Perfusats zu gewahrleisten und eine Druckuberlastung der Leber zu vermeiden.
Darauf wurde der Brustkorb der Ratte eroffnet und das rechte Herz inzidiert. Uber
den rechten Vorhof wurde die untere Hohlvene mit einer 16 G-Venenverweilkanule
kanuliert, die mit zwei Ligaturen gesichert wurde, um den Abflul} des Perfusats zu
gewahrleisten. Danach wurde der Gallengang dargestellt und mit einem
Polyethylenschlauch (Innendurchmesser 0,40 mm, Aul3endurchmesser 0,80 mm, von
SIMS Portex Ltd., Hythe, Kent, Grolibritannien) kanduliert, der ebenfalls mit einer
Ligatur gesichert wurde. Zuletzt wurde die Ligatur an der unteren Hohlvene oberhalb
der rechten Nierenvene verschlossen. Um das Absinken der Temperatur an der

Leberoberflache zu minimieren, wurde die Leber mit Aluminiumfolie abgedeckt.

Eine kontinuierliche Messung der Temperatur der Leber erfolgte Uber eine

Temperatursonde, die zwischen den Leberlappen plaziert wurde.
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Als Perfusionsmedium wurde Krebs-Henseleit-Bikarbonat-Puffer (118 mM NaCl, 4,8
mM KCI, 25 mM NaHCOs, 1,2 mM KH2PO4, 1,2 mM MgS0s4, 1,9 mM CaClz, 5,5 mM
D-Glukose, pH 7,4, 37 °C) verwendet. Der Puffer wurde Uber einen Oxygenator mit
Carbogen® (95% O2, 5% COz, Linde, Héllriegelskreuth) begast und bei einer
konstanten Perfusionsrate von 40 ml/min in die Pfortader infundiert. Der portalvendse
Druck wurde mittels einer skalierten Glasrohre vom EinfluBschlauch in cm

abgelesen.

Die Gallenflussigkeit wurde von der 15. min an in vorgewogenen Eppendorf-Cups
Uber jeweils 5 min gesammelt, anschlieBend gravimetrisch quantifiziert und auf Eis
gelagert. Das spezifische Gewicht der Gallenflissigkeit wurde mit 1,0 g/mi
angenommen. Um den Gallenfluf3 auch unabhangig vom Lebergewicht darstellen zu

konnen, wurde dieser als yl Gallenflussigkeit/(g Leber x min) beschrieben.

1
e
L genator
1

Wasser-
bad

GefaB mit
Effluat

Skalierte
Glasréhre zum
Ablesen des
portalvenésen
Drucks

Gasflasche ]
mit Carbogen ©

aV

Schlauchpumpe Eppendorf-Cup mit Galle

7 Hahnbank
Glaskolben mit 4 ] [] [
5 | Krebs-Henseleit-Puffer Thermometer TLCA

TUDCA
Wortmannin

Abb. 5: Anordnung der Perfusionsanlage I. Schlauchpumpe MS-1 Reglo 160/6
(Ismatec Laboratoriumstechnik GmbH, Wertheim-Mondfeld). Perfusorpumpen
Perfusor® (Braun, Melsungen).
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Abb. 6: Anordnung der Perfusionsanlage Il.

2.3 Aktivitat der HRP in der Galle

2.3.1 Theoretische Grundlagen

Eine Messung der Aktivitat der HRP in der gesammelten Galle ermdglicht eine
Quantifizierung der hepatobilidaren Exozytose nach Vorbeladung der Leber mit HRP
im Rahmen einer rezirkulierenden Perfusion. Theoretischer Hintergrund ist, dafl
dieses Enzym via Transzytose durch die Leberzelle zur Membran des
Gallenkanalikulus transportiert wird und dann uber Exozytose in den Kanalikulus und
damit in die Galle gelangt. Da es unter den gewahlten MefRbedingungen nach der 45.
min keinen bedeutsamen parazellularen Transport der HRP in die Galle gibt (siehe
Protokoll I, 2.1.1), korreliert die Menge und damit die Aktivitat der HRP in der
Lebergalle mit der Exozytose dieses Enzyms von der Leberzelle in den Kanalikulus
(10, 119).
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2.3.2 Durchfiihrung der Bestimmung

Die zuvor auf Eis gelagerten Gallenproben wurden mit einem Schuttelgerat
homogenisiert und dann fir 1 min mit einer Tischzentrifuge (Zentrifuge 3200,
Eppendorf, Hamburg) bei 8000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde fur die

nachfolgend beschriebenen Messungen verwendet.

5 ul Galle wurden mit 750 pl H202-Puffer und 700 ul 2,5 mM 4-Aminoantipyrin, 0,17

M Phenol-Losung (lichtempfindlich) in eine Kuvette gegeben.

Herstellung des H202-Puffers: 1 ml 0,3 % H202 ad 50 ml 0,2 M Kaliumphosphatpuffer
(pH 7,0, 5,44 g KH2PO4 in 200 ml Aqua bidest. geldst, 13,93 g K2HPO4 in 400 ml

Aqua bidest. geldst, wobei beide Ldsungen gegeneinander auf pH 7,0 titriert

wurden).

Herstellung der 2,5 mM 4-Aminoantipyrin, 0,17 M Phenol-Lésung: 25,4 mg 4-

Aminoantipyrin wurden auf der Analysenwaage abgewogen und in einen 50 ml-
MeRkolben Uberfuhrt. Ferner wurden 0,80 g Phenol abgewogen und ebenfalls in den
MelRkolben gegeben. Dann wurde dieser mit Aqua bidest. bis zur Eichmarke

aufgeflllt und gut geschittelt.

Nachdem der MefRansatz gut gemischt worden war, wurde die Zunahme der
Extinktion bei 510 nm bei 25 °C in einem Photometer des Typs U-1100
Spectrophotometer von Hitachi Ltd. (Tokio, Japan) in einmindtigem Abstand Uber 5
min gemessen. Um eine gute Reproduzierbarkeit der photometrischen Messungen
zu gewahrleisten, wurde taglich eine Kontrollmessung mit einer Standardkurve
durchgefuhrt. Dazu wurde eine HRP-Stammldsung (45 mg/l) zubereitet und hiervon
eine Verdunnungsreihe (4,5 -3,6 — 2,7 — 1,8 — 0,9 — 0,45 pug/ml) hergestellt.
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Die Auswertung der gemessenen Werte erfolgte nach der Formel:

DA 510 nm 1455 U

At-5-6,58 ml

Volumenaktivitat =

AA: Absorptionsanderung
At: MeRabstand (min)

AnschlieRend wurde die Volumenaktivitat in die Masse der HRP umgerechnet, wobei
entsprechend den Angaben des Herstellers 200 U einem Milligramm HRP

gleichgesetzt wurden.

Um eine Vergleichbarkeit der ausgeschiedenen HRP-Menge unabhangig vom
Lebergewicht zu ermdglichen, wurde diese als ng HRP/(g Leber x min) (HRP-
Quotient) dargestellt. Neben der absoluten hepatobilidaren HRP-Sekretion wurden
auch die relativen Werte, bezogen auf das Intervall von der 40. bis zur 45. min,
dargestellt. Dies erschien erforderlich, da es im Verlauf der mehrere Monate
dauernden Mel3phase  zwischen unterschiedlichen  Versuchsreihen  zu
Schwankungen der Basisaktivitait der HRP kam, die einen Vergleich der
verschiedenen  Gruppen  erschwerte. Den  Aktivitatsschwankungen lag
moglicherweise unter anderem die Verwendung von HRP unterschiedlicher Chargen
desselben Herstellers zu Grunde. Die Darstellung der relativen HRP-Sekretion
zusatzlich zur Dokumentation der absoluten Enzymaktivitat in der Galle erschien flr

Vergleiche zwischen den Versuchsserien daher sinnvoll.

2.4 Biliare Sekretion des Mrp2-Substrats GS-DNP

2.41 Theoretische Grundlagen

Eine Messung der Konzentration des Mrp2-Substrats GS-DNP in der gesammelten

Galle ermdglicht eine Quantifizierung der sekretorischen Kapazitat des apikalen
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Transportproteins Mrp2 nach Vorbeladung der Leber mit CDNB. CDNB wurde in
einer Konzentration von 30 uyM in der Pfortader verabreicht. Bei dieser Konzentration
wird eine Sattigung der biliaren GS-DNP-Sekretion in der perfundierten Rattenleber
erreicht (92, 117).

CDNB wird in der Zelle unter Abspaltung von Salzsaure als Thioather an Glutathion
gebunden. GS-DNP wird dann als organisches Modellanion dber die
Transportpumpe Mrp2 vom Zellinneren Uuber die apikale Membran in den
Gallenkanalikulus transportiert. Die Menge von GS-DNP in der gesammelten Galle
korreliert gut mit der sekretorischen Kapazitat und damit auch der Anzahl der

Transportpumpen an der apikalen Membran (92, 117).

2.4.2 Durchfiihrung der Bestimmung

Die Bestimmung von GS-DNP erfolgte photometrisch bei einer Wellenlange von 335
nm (92, 117). Dabei wurden in jede Kivette 1000 ul Aqua bidest. und 5 ul der
jeweiligen Gallenprobe pipettiert. Nachdem der Kivetteninhalt gut gemischt worden

war, wurde die Extinktion gegen Wasser als Blindprobe 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))
€ (335 nm) = 9,6 I/(nmol x cm)

d: Schichtdicke (hier 1 cm)

Vprobe: VOlumen der Probe

Vges: Gesamtvolumen in der Klvette
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Da die Eigenabsorption der gemessenen Galle bei 335 nm nicht konstant war,
mufiten die Extinktionswerte entsprechend korrigiert werden. Dabei galt der letzte
Extinktionswert vor der CDNB-Zugabe als Nullpunkt und wurde von den anderen

Extinktionswerten abgezogen.

2.5 Hepatovenoser Efflux der LDH

Die Aktivitat der LDH im hepatovendsen Effluat wurde als ein Indikator des

Leberzellschadens gemessen (18, 102).

Dabei wurde ein photometrischer Standardtest (6) unter Zugabe von 500 ul 0,60 mM
Pyruvatpuffer und 10 pul NADH-L6sung (10 mg/ml) zu 500 ul Effluat bei 365 nm
Wellenlange durchgefihrt. Die Extinktion wurde 1 bzw. 3 min nach Start der Reaktion

gemessen.

Herstellung des 0,60 mM Pyruvatpuffers: 66,6 mg Natriumpyruvat ad 1000 ml 50 mM
Phosphatpuffer (8,71 g K2HPO4 ad 1000 ml Aqua bidest., 3,40 g KH2PO4 ad 500 ml

Aqua bidest., wobei die beiden Lésungen gegeneinander auf pH 7,5 titriert wurden

und bei 4 °C aufbewahrt wurden).

Herstellung der NADH-L6sung (10 _mg/ml): 10 mg NADH-Na2 wurden in einem

Eppendorf-Cup eingewogen und in 0,5 % NaHCOsz-Lésung geldst.
Der Bestimmung liegt der Umstand zugrunde, daf3 Pyruvat in Anwesenheit von LDH

und NADH/H® zu Laktat und NAD® umgewandelt wird, welches bei 365 nm

Wellenlange photometrisch gemessen werden kann:

H,C-CO-COO +NADH+H"—2% ,NAD* +H,C - CHOH-COO"
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Die Volumenaktivitat (z) der LDH im Effluat wurde aus der gemessenen Abnahme

der Extinktion nach folgender Formel berechnet:

__An_AcV _ AEWV
At At e-d-At
AE-V
ZProbe=
g'd'At'VProbe

AE: Extinktionsanderung

¢: molarer Extinktionskoeffizient (I/(mmol x cm))

€ (365 nm) = 3,4 I/(mmol x cm)

d: Schichtdicke (hier 1 cm)

At: MeRRabstand (min)

V: Volumen des gesamten Testansatzes in der Kuvette

Vperone: VOlumen der Probe

2.6 Hepatovenoser Efflux der Gallensauren

Der hepatovenose Efflux der applizierten Gallensauren wurde gaschromatographisch

bestimmt (7, 105). Zuvor erfolgte eine Aufbereitung des Effluats.

Zu 2 ml Effluat wurden 50 ul einer internen Standardlésung (2,5 ug
Hyodeoxycholsaure geldst in 50 pyl Methanol) gegeben. Dieses Gemisch wurde
anschlielfend langsam durch vorbereitete Bond-Elut-C18-Saulen (Varian, Harbor
City, Cal., USA) gesogen.

Vorbereitung der Bond-Elut-Saulen: Die Saulen wurden vor ihrer Verwendung mit 5

ml Methanol, mit 5 ml Aqua bidest. und schliel3lich mit 2 ml 0,1 M NaOH gewaschen.

Nach Waschen mit je 5 ml 0,1 M NaOH bzw. Aqua bidest. erfolgte eine Elution der

Gallensauren mit 6 ml eines Methanol-Wasser-Gemisches (75 : 25).
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Nachdem das Eluat im Wasserbad bei 64 °C unter Stickstoff eingedampft worden
war, wurden die Gallensaurenkonjugate enzymatisch hydrolysiert. Dazu wurde der
Ruckstand in 4 ml Aqua bidest. aufgenommen und der pH-Wert mit 0,2 M Essigsaure
auf 5,8 bis 6,0 eingestellt. Nach Zugabe von 400 ul 0,1 M Natriumazetatpuffer wurde

die Losung fur 1 min ins Ultraschallbad gestellt.

Im folgenden wurden 20 pl einer Enzymldsung (Choloylglyzinhydrolase, 1000 U/ml,
Sigma, St. Louis, Mo., USA), 100 pl 0,2 M EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)-
Lésung und 100 ul 0,2 M Mercaptoethanollésung zugegeben und das Gemisch im
Wasserbad bei 37 °C Uber Nacht inkubiert.

Am nachsten Tag wurde der pH-Wert nach dem Abkuhlen der Proben mit 1 M HCI
auf 3,5 eingestellt. Dann wurden die Proben langsam durch vorbereitete Lipidex®-

1000-Saulen gesogen.

Vorbereitung der Lipidex®-1000-Saulen: Leere 1 ml-Bond-Elut-Saulen wurden mit

Lipidex® 1000 (Packard Instrument B.V. Chemical Operations, Groningen,
Niederlande) geflllt und anschlieend mit 10 ml Methanol bzw. 3 ml 0,01 M HCI

gewaschen.

Nach einem Waschvorgang mit zweimal 7 ml 0,01 M HCI und dreimal 7 ml Aqua
bidest. erfolgte eine Elution der Proben mit 10 ml Methanol-Wasser-Gemisch (75 :

25) und ein erneutes Eindampfen im Wasserbad unter Stickstoff bei 64 °C.

Im folgenden Schritt der Methylierung wurden 1 ml Methanol, 1 ml 2,2-
Dimethoxypropan und 50 ul konzentrierte HCI zugegeben. Der Ansatz wurde 30 min
bei Raumtemperatur stehengelassen und anschlieRend erneut im Wasserbad unter
Stickstoff bei 64 °C abgedampft.

Im Rahmen der anschliellenden Silylierung wurden 0,4 ml frisches Trimethylsilyl

(TMS)-Reagens zugegeben, gut geschittelt und die Lésung fir 15 min im

Wasserbad bei 64 °C stehengelassen.
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Herstellung des TMS-Reagens: 1,5 ml Pyridin, 1 ml Hexamethyldisilazan und 0,5 ml

Chlortrimethylsilan wurden vermischt und 45 min lang bei 4000 Umdrehungen/min

zentrifugiert. Fir die Analyse wurde nur der klare Uberstand verwendet.

Dann erfolgte wiederum ein Abdampfen des Ansatzes unter Stickstoff im Wasserbad
bei 64 °C. Der Uberstand wurde in 1,5 ml Iso-Oktan aufgenommen und in Mini-Vials
Uberfuhrt. Zuletzt wurde das Iso-Oktan unter Stickstoff abgedampft und der
verbleibende Rest in 25 yl Iso-Oktan gelost.

Die Methylestertrimethylsilylatherderivate wurden dann gaschromatographisch auf
Silikatkapillarsaulen (Lange 25 m, Durchmesser 0,32 mm) mit chemisch gebundenen
OV-1701 getrennt. Der Gaschromatograph war ein Carlo Erba Fractovap 4160,
wobei als Trigergas Wasserstoff (p = 0,6 kg/cm?) verwendet wurde. Die Detektion
der Gallensauren erfolgte mittels eines Flammenionisationsdetektors. Die untere
Nachweisgrenze betrug 0,2 uM. Einzelne Proben wurden dartuber hinaus mit einem
Massenspektrometriesystem Finnigan 4021 naher charakterisiert, wobei Helium das

Tragergas war (7, 105).

2.7 Verteilung der PKC-Isoform ¢ im Lebergewebe

2.7.1 Verarbeitung der Lebergewebsproben fur den Western-Blot

Die Verteilung der PKC-Isoform ¢ im Leberhomogenat wurde mittels einer Western-
Blot-Technik bestimmt. Drei Leberstuckchen von etwa je 200 mg Feuchtgewicht
wurden aus dem anterioren Leberlappen am Ende eines jeden
Perfusionsexperiments  exzidiert und dann unverzuglich in eiskalten
Homogenisationspuffer (1 ml/200 mg Gewebe, 20 mM Tris (Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan), 250 mM Saccharose, 2 mM EGTA (Ethylendioxybis(ethylennitrilo)-
N,N,N’,N’-tetraessigsaure), 1 mM PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid), 10 mM -
Mercaptoethanol, 50 uM Leupeptin, 25 pg/ml Aprotinin, pH 7,4) Gberflhrt.
Anschlielend wurden die Proben bei 4 °C mit einem Ultraschallhomogenisator

homogenisiert.
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Das Homogenat wurde Uber 2 min bei 8000 g zentrifugiert. 130 ul des Uberstands
wurden in einer Ultrazentrifuge Airfuge® A 110 von Beckman Instruments Inc. (Palo
Alto, Cal., USA) bei 25 psi (140 000 g, 1 psi = 6,89 kPa) 8 min lang zentrifugiert. Der
Uberstand wurde als die Zytosolfraktion gesammelt, wahrend das Pellet in 130 pl
Homogenisationspuffer resuspendiert wurde und als Membranfraktion gesammelt

wurde.

Der Eiweil3gehalt jeder Probe wurde nach Bradford bestimmt (23).

2.7.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese, Western-Blotting, Densitometrie
(13, 16)

Das Volumen einer jeden Probe wurde durch Zugabe von Homogenisationspuffer
(siehe 2.7.1) zunachst verfunffacht, dann durch weitere Zugabe von Probenpuffer (25
mM Tris, 2 mM EGTA, 20 % Glyzerol, 10 % Mercaptoethanol, 4 %
Natriumdodecylsulfat (SDS), 0,001 % Bromphenolblau, pH 6,8) noch einmal
verdoppelt.

Aliquots jeder Probe wurden einer SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese mit 8 %
Polyacrylamidgel unterzogen. Die Proteine wurden auf Immobilon-P-Membranen
Ubertragen, woraufhin diese bei Raumtemperatur fir 30 min in einen
Blockierungspuffer (100 mM NaCl, 10 mM Natriumphosphatpuffer, 3 % BSA, 0,2 %
Tween 20, 0,02 % Natriumazid, pH 7,2) gelegt wurden. Anschliel3end wurden sie in
einem Inkubationspuffer (identisch mit dem Blockierungspuffer, aber mit 0,1 % BSA
und 0,05 % SDS) fur mindestens 12 h inkubiert. Der Inkubationspuffer enthielt

affinitatsgereinigte isoenzymspezifische Antikdrper fur e-PKC.

Die Membranen wurden dann dreimal fir 5 min in einem Waschpuffer (100 mM
NaCl, 10 mM Tris, 0,1 % Tween 20, pH 7,2) unter standigem Schutteln gewaschen
und far 60 min in einem Inkubationspuffer mit Ziegen-anti-Kaninchen-Immunglobulin
G-Antikorpern (1 : 3000) bei Raumtemperatur inkubiert. Die Membranen wurden

wieder funfmal 5 min im Waschpuffer gewaschen. Die immunreaktiven Banden
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wurden mit einem Chemolumineszenzreagens lokalisiert. Die Bande des PKC-
Isoenzyms € wurde Uber ihr Molekulargewicht mittels eines
Molekulargewichtsmarkers und einer Rattenhirnzytosolpraparation, die reich an der
PKC-Isoform ¢ ist, identifiziert. Der Molekulargewichtsmarker und die
Rattenhirnzytosolpraparation wurden auf jedes Gel aufgetragen. Voruntersuchungen
an isolierten Rattenhepatozyten hatten zudem zeigen kénnen, da® sowohl TLCA als
auch der Phorbolester Phorbol-12-Myristat-13-Azetat zu einer Translokation der
PKC-Isoform ¢, einem Protein mit einem Molekulargewicht von 90 kDa, vom Zytosol
an die Membran fuhrten. Die in Hepatozyten isolierte ,Proteinbande” entsprach der
nun in Lebergewebe identifizierten Bande. In Voruntersuchungen waren die Banden
nach Inkubation mit Antikorpern gegen die PKC-Isoform ¢in Gegenwart und
Abwesenheit des Antigens verglichen worden. Auch hier war der PKC-Isoform ¢ nur
die Bande mit einem Molekulargewicht von 90 kDa zugeordnet worden. Der
Nachweis von ¢-PKC mit der beschriebenen Methodik kann daher als ausreichend

spezifisch angesehen werden (16).

Die Bande der PKC-Isoform ¢ wurde densitometrisch (NIH Image Densitometric
Analysis 1.54, Bethesda, Md., 1994) mit Hilfe des Computerprogramms TINA
(Version 2.10g von Raytest Isotopenmeligerate GmbH, Straubenhardt) quantifiziert.
Die Ergebnisse wurden als (optische Dichte der jeweiligen Fraktion/optische Dichte

der Zytosol- + der Membranfraktion) x 100 % beschrieben.

2.8 Pls-Kinase-Assay an Hep G2-Zellen

2.8.1 Transfektion von Hep G2-Zellen mit einem pcDNA 3.1/Ntcp-Konstrukt
(41)

Hep G2-Zellen (ATCC HB-8065) wurden in supplementiertem MEM (minimal
essential medium, 10 % fotales Rinderserum, 1 % nichtessentielle Aminosauren, 2
mM L-Glutamin, 1 mM Natriumpyruvat, 100 I.E./ml Penicillin, 100 ug/ml
Streptomycin, 0,25 pug/ml Amphotericin B, pH 7,4, 37 °C, 5 % CO2) angezichtet.
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AnschlieBend wurden die Hep G2-Zellen zur Transfektion mit Ratten-Ntcp auf 24-
Well-Gewebekulturplatten aufgetragen. Nachdem die Zellen 80 % des Plattenbodens
konfluent wachsend bedeckten, erfolgte die Transfektion mit einem pcDNA 3.1/Ntcp-
Konstrukt. Das Kulturmedium in den Wells wurde daraufhin durch je 200 pl
serumfreies Medium ersetzt, das 0,75 ug Plasmid-cDNA und 9 pg Tfx®-20-Reagens
enthielt. Nach 1 h Inkubationszeit (37 °C, 5 % COz2) wurden 800 ul
Wachstumsmedium in jedes Well gegeben. Schliel3lich wurden die Zellen fir 48 h bei
37 °C und 5 % CO2-Gehalt inkubiert. Anschlielend wurde durch Wachstum in einem
mit Geneticin® (250 pg/ml) angereicherten Kulturmedium eine kontinuierliche

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

2.8.2 Vorbereitung der Hep G2-Zellen fiir den PIl3-Kinase-Assay (modifiziert
nach 66)

Die pcDNA 3.1/Ntcp-transfizierten Hep G2-Zellen wuchsen in supplementiertem
MEM (siehe 2.8.1) bei 37 °C bis zur Konfluenz heran. AnschlieRend wurde das
Medium durch 10 ml Trypsin/EDTA-L6sung (0,5 g/l Trypsin, 0,2 g/l EDTA) ersetzt.
Nach zehnmindtiger Inkubation wurden die Zellen durch Klopfen gelost und 10 ml
supplementiertes MEM zugegeben. Nach Zentrifugation (Tischzentrifuge Rotina 46 R
von Hettich, Tuttlingen) Gber 10 min bei 210 g und Raumtemperatur wurde der

Uberstand verworfen und das Pellet in 20 ml supplementiertem MEM resuspendiert.
FUr eine erneute Zellpassage wurden 16 ml Zellsuspension mit supplementiertem
MEM auf 60 ml verdinnt und auf funf 6-Well-Schalen verteilt (2 mI/Well). Die Zellen

lie® man daraufhin bis zur 75prozentigen Konfluenz heranwachsen.

Bei Versuchsbeginn wurde das Medium entfernt und wurden die Wells mit je 2 ml

PBS (ohne Kalzium, Magnesium und Bikarbonat) unter Schutteln gewaschen.

Im Anschlul3 wurden die Zellen mit 2 ml MEM pro Well far die folgende

Gallensaureaufnahme 16 bis 24 h inkubiert.
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Nach dem Absaugen des Mediums wurden die Wells erneut mit PBS (ohne Kalzium,
Magnesium und Bikarbonat) unter Schutteln gewaschen. Die Zellen wurden mit 2 ml
MEM und je nach Versuchsgruppe mit 25 yM TLCA (geldst in 0,1 % DMSO), 25 pM
TUDCA, DMSO (0,1 % v/v) oder Insulin (41,8 x 10 I.E., Insuman® Rapid 40 |.E./ml)
uber 30 min bei 37 °C inkubiert.

Die Platten wurden auf Eis gelegt, das Medium rasch abgesaugt und die Wells mit je
2 ml eiskaltem Puffer A (137 mM NaCl, 20 mM Tris, 1 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 0,1
mM NasVOs4, mit Aqua bidest. ad 250 ml, pH 7,4) dreimal gewaschen. Pro Well
wurden 150 pl eiskalter Lysispuffer (10 % Glyzerin, 1 % Triton X-100, 50 mM Hepes
(2,4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinylethansulfonsdure), 100 mM NasP207 x 10 H20,
100 mM NaF, 10 mM EDTA, mit Aqua bidest. ad 50 ml, pH 7,4, unmittelbar vor
Gebrauch Zugabe von 10 pg/ml Aprotinin, 10,5 uyM Leupeptin, 1,5 mg/ml
Benzamidin, 0,2 yM PMSF und 5 mM NasVOas) zugegeben. Dann erfolgte unter
Schutteln eine 20mindtige Inkubation mit eiskaltem Lysispuffer (150 pl/Well) im
Kdhlraum. Nachdem die Zellen gelést und in Eppendorf-Cups Uberfuhrt worden
waren, wurde die Zellsuspension 15 sec lang auf Eis bei 20 W mit einem
Ultraschallhomogenisator homogenisiert. Schliel3lich wurden alle Cups 10 min lang
bei 4 °C und 20 000 g zentrifugiert (Zentrifuge EBA 12 R von Hettich, Tuttlingen).

Das klare Zentrifugat wurde in ein neues Cup uberfuhrt. Nach Bestimmung des
Proteingehalts nach Bradford (23) wurden die Proben auf die gleiche Proteinmenge

eingestellt und mit PBS auf 500 ul aufgefullt.

2.8.3 Immunprazipitation

In jedes Probencup wurden 4 ul Anti-Pl3-Kinase-p110a-Antikorper pipettiert. Nach
Rotation Uber Nacht bei 4 °C wurden am folgenden Tag je 80 pl A/G Plus-Agarose
zupipettiert und der Ansatz weitere 2 bis 4 h unter Rotation bei 4 °C vermischt. Dann
wurden 20 ug Phosphatidylinositol je durchzufihrendem Assay in ein Cup gegeben
und das als Losungsmittel verwendete Chloroform unter Stickstoff abgeblasen. Nach
Zugabe von 10 pl Ultraschallpuffer (10 mM Tris, 1 mM EGTA, pH 7,5) wurde der

Ansatz 10 min lang im Ultraschalleisbad suspendiert. AnschlieRend wurden die
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Proben bei 4 °C und 20 000 g 1 min lang zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abpipettiert und 500 pl Lysispuffer (siehe 2.8.2) zugegeben. Nach grundlichem
Vermischen wurde wieder bei 4 °C und 20 000 g 1 min lang zentrifugiert. Dann
wurde der Uberstand nochmals durch 500 pl Lysispuffer ersetzt, zentrifugiert und der

restliche Uberstand abpipettiert.

Aus Grunden des Strahlenschutzes wurden die folgenden Arbeitsschritte hinter

einem Schutzschild aus Acrylglas durchgefuhrt.

Zu jedem Ansatz wurden 30 pl TNE-Puffer (150 mM NaCl, 10 mM Tris, 5 mM EDTA,
mit Aqua bidest. ad 100 ml, pH 7,4, autoklaviert), 10 ul Phosphatidylinositollésung (2
ug/ul), 10 pl 1 M Magnesiumldsung, 5 ul ATP-Reaktionslésung (3 pl [y-2P]-ATP (5
pCi/ul), 1 yl 1 M Magnesiumlésung, 1 pyl 11 mM ATP-Ldsung) gegeben.

Nach kurzem Zentrifugieren und Vortexen wurde der Ansatz tUber 10 min bei 37 °C
im Thermoblock inkubiert und nach 5 min nochmals gevortext. Die Kinasereaktion
wurde durch Zugabe von 160 ul Chloroform/Methanol/12 M HCI-Lésung (55 : 110 : 1)
gestoppt. Zur Extraktion wurden nach grundlichem Vortexen nochmals 160 pl
Chloroform zugegeben. Nach zehnminutigem Zentrifugieren bei 4 °C und 20 000 g
wurde der Uberstand in den Radioaktivabfall verworfen. Im folgenden Waschschritt
wurden 150 ul Methanol/1 M HCI-Lésung (1 : 1), 20 yl 8 M HCI-Lésung und 160 pl
Chloroform/Methanol-Losung (1 : 1) in die organische Phase pipettiert. Dann wurde

nach 30sekundigem Vortexen 10 min bei 4 °C und 20 000 g zentrifugiert.

Der Uberstand wurde in den Radioaktivabfall entsorgt, die organische Phase mit
Stickstoff auf etwa 40 ul abgeblasen und dann vollstandig auf eine Kieselgel 60-
Dunnschichtchromatographiefolie (Merck, Darmstadt) in 5- bis 10 pl-Schritten
aufgetragen. Nach 20minitigem Trocknen wurden die Platten in die
Diunnschichtchromatographiekammer gestellt. Die chromatographische Auftrennung
des PIs-Kinase-Produkts Phosphatidylinositol-3-Phosphat erfolgte durch den
kapillaren Aufstieg des FlieBmittels (Chloroform/Methanol/Aqua bidest./25 %
Ammoniaklésung = 60 : 47 : 11,3 : 2). Dann wurden die Platten etwa 30 min lang im

Radioaktivabzug getrocknet.
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Zuletzt wurden die Platten in der Dunkelkammer mit Biomax MR-Film (von Kodak,
Rochester, N. Y., USA) in Filmkassetten eingelegt. Nach einer Belichtungszeit von
mindestens 18 h bei —70 °C erfolgte die Entwicklung. Die Substanzflecken fir
Phosphatidylinositol-3-Phosphat wurden densitometrisch (NIH Image Densitometric
Analysis 1.54, Bethesda, Md., 1994) mit Hilfe des Computerprogramms TINA
(Version 2.10g von Raytest Isotopenmeligerate GmbH, Straubenhardt) quantifiziert.
Die Ergebnisse wurden als optische Dichte des jeweiligen Substanzflecks/optische

Dichte der Kontrolle beschrieben.

2.9 Materialien

2.9.1 Wortmannin

Wortmannin ist ein leicht zellgangiges antifungales Antibiotikum, das von Penicillium
fumiculosum isoliert wird. Wortmannin ist ein spezifischer und potenter Inhibitor der
Pl3-Kinasen (88). Die Inhibition erfolgt durch direkte Interaktion mit der katalytischen
Untereinheit (110 kDa) (120).

Wortmannin inhibierte die Aktivitat von partiell gereinigter Pl3-Kinase aus
Kalberthymus in niedrigen Konzentrationen wie 1 nM mit ICso-Werten von 3 nM (120)
und bei Mauszellen mit 1Cso-Werten von 2 bis 4 nM (88). Kinetische Analysen

zeigten, dal® die Hemmung nichtkompetitiv und irreversibel war (88).

Die molekulare Struktur von Wortmannin wird in Abb. 7 dargestellt.
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Abb. 7: Wortmannin (90).

2.9.2 Bisindolylmaleimid-l-Hydrochlorid

Bisindolylmaleimid-I-Hydrochlorid (BIM-I ,Synonyme: G6 6850, GF 109203 X) ist ein
hochselektiver, zellpermeabler Inhibitor der PKC (Ki = 14 + 3 nM). Es wirkt als
kompetitiver Inhibitor an der ATP-Bindungsstelle der PKC (112). Die kalziumsensitive
a-Isoform der PKC ist gegenuber einer Blockade durch BIM-I besonders empfindlich.
Die ICso liegt fur die a-lsoform mit 8,4 + 2,6 nM etwa 16fach niedriger als fur die e-
Isoform mit 132 + 20 nM (74). Im Vergleich mit den fruher haufig verwendeten
Antagonisten Staurosporin und H-7 zeichnet sich BIM-lI in der verwendeten
Konzentration durch eine hohe Spezifitat flir die PKC aus (74, 112).

Die molekulare Struktur von BIM-| wird in Abb. 8 dargestellt.
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Abb. 8: BIM-I (89).

2.9.3 Chemikalien und Biochemikalien

Gegen die PKC-Isoform ¢ gerichtete Kaninchen-anti-Peptid-Antikdrper, Protein-A
Agarose, MEM, fotales Rinderserum, PBS, L-Glutamin, Nichtessentielle-
Aminosauren-Losung, Natriumpyruvatlosung,  Antibiotika-Antimykotika-Losung,
Geneticin® und Trypsin/EDTA-Lésung von Gibco (Grand Island, N. Y., USA).
Molekulargewichtsmarker von Amersham (Braunschweig). Immobilon-P Membranen
von Millipore (Eschborn). Ziegen-anti-Kaninchen-Immunglobulin G-Antikdrper von
Bio-Rad Lab (Minchen). Gallensauren (TUDCA, TLCA, TCDCA), Wortmannin,
DMSO, HRP (Typ Il), Albumin (Fraktion V), Choloylglyzinhydrolase, NADH-Na2 sowie
Phosphatidylinositol von Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo., USA). CDNB von ICN
Biomedicals Inc. (Aurora, O., USA). BIM-l von Calbiochem-Novabiochem Corp.
(Nottingham, GroRbritannien). Chemolumineszenzreagens von DuPont NEN
(Boston, Ma., USA). Anti-Pls-Kinase-p110a-Antiserum von Upstate Biotechnology
(Lake Placid, N. Y., USA). [y*’P]-ATP von NEN (Zaventem, Belgien). Protein A/G
Plus-Agarose von Santa-Cruz. Insuman® Rapid 40 I.E./ml von Hoechst Marion
Roussel. Tfx®-20-Reagens von Promega (Madison, Wis., USA). Bond-Elut-C18-
Kartuschen von Analytichem International (San Diego, Cal., USA).
Silikatkapillarsaulen mit chemisch gebundenen OV-1701 von Chrompack (Nijmegen,

Niederlande).
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Alle anderen verwendeten Chemikalien waren vom hoéchsten Reinheitsgrad, der

verfugbar war.

2.10 Tiere

Mannliche CD®-Ratten mit einem mittleren Kérpergewicht von 229 + 16 g zum
Zeitpunkt der Versuche wurden von Charles River (Sulzfeld) bezogen. Bis zum
Beginn der Experimente befanden sich die Ratten in Kafigen bei einer konstanten
Raumtemperatur von 24 °C. Der Rattenstall war zwischen 4.30 und 16.30 Uhr

beleuchtet. Die Tiere hatten freien Zugang zu Nahrung und Wasser.

2.11 Statistik

Die Ergebnisse wurden als Mittelwert (MW) =+ Standardabweichung (SD)
beschrieben. Die Ergebnisse zwischen verschiedenen Versuchsgruppen wurden mit
dem ungepaarten zweiseitigen t-Test verglichen. P < 0,05 wurde als statistisch
signifikant angenommen. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe von Excel 97
von Microsoft. Wenn von arbitrédren Einheiten (A.E.) die Rede ist, so entspricht eine

A.E. einem Prozent.
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3 Ergebnisse

Die Bedeutung der Pl3-Kinase fur die durch die Gallensauren TLCA, TCDCA und
TUDCA induzierte Modulation von Gallenflu3, hepatozellularer Exozytose, Verteilung
der PKC-Isoform ¢ und Leberintegritdt, gemessen an der LDH-Abgabe in die

Lebervenen, wurde an der isoliert perfundierten Rattenleber untersucht.

3.1 Versuchsreihe |

Rattenlebern wurden fir 25 min in einer rezirkulierenden Perfusion mit HRP beladen
(siehe Perfusionsprotokoll I, 2.1.1). Nach einer funfminutigen Auswaschphase
wurden Gallensauren fur 50 min im Rahmen einer nichtrezirkulierenden
Leberperfusion mit Krebs-Henseleit-Bikarbonat-Puffer kontinuierlich in die Pfortader
infundiert. Die Pl3-Kinasen der Leberzellen wurden durch Gabe des spezifischen Pls-

Kinase-Inhibitors Wortmannin gehemmt.

3.1.1 GallenfluBB

3111 Effekt von Wortmannin

Der Gallenflu® betrug bei unbehandelten Kontrollen (Gruppe A) zu Beginn der
nichtrezirkulierenden Perfusion (40. bis 45. min) 1,1 £ 0,1 pl/(g Leber x min). In der
nachfolgenden Versuchsperiode lag der Gallenflul® bei 52,2 + 4,4 ul/(g Leber x 50

min).

Der Gallenflulk zeigte unter Gabe des PI3-Kinase-Inhibitors Wortmannin keine
signifikante Anderung gegeniber Kontrollen wahrend der gesamten Versuchsdauer
(siehe Tabelle 4 und Abb. 9).
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Tabelle 4:

GallenfluR bei Kontrollen * Wortmannin (MW * SD). Relativer

Gallenfluf3;: min 45 = 100 %.

Gruppe A (Kontrolle, n = 5) B (Wortmannin 100 nM, n = 5)
Zeit (min) Gallenflufy Relativer Gallenflufy Relativer
(ul/(g x min)) Gallenflufd (%) (ul/(g x min)) Gallenflufd (%)
20 1,25+ 0,10 121+ 15 1,23 £ 0,24 116 + 18
25 0,98 £ 0,21 93 + 11 0,97 £ 0,21 92 +18
30 1,18 £ 0,17 113+ 8 1,19+ 0,19 113+ 15
35 1,12+ 0,15 108 + 6 1,12 £0,11 107+ 8
40 1,08 + 0,16 103+5 1,07 £ 0,08 101+4
45 1,05+0,13 100+ 0 1,05 £ 0,09 100+ 0
50 1,09 + 0,11 105 + 11 1,13 £ 0,06 108 £ 6
55 1,10 £ 0,11 106 +7 1,10 + 0,08 105+ 2
60 1,10 + 0,09 106 +7 1,12+ 0,10 106 + 3
65 1,09 £ 0,10 105+ 8 1,11+£0,14 105+ 6
70 1,08 + 0,09 104 +9 1,12+ 0,13 106 £ 5
75 1,05 + 0,09 101+9 1,13+ 0,13 107+ 6
80 1,01+ 0,10 97 £ 10 1,10+ 0,12 105+7
85 1,01 + 0,08 97 + 11 1,08 + 0,10 102+5
90 0,97 £ 0,09 94 +12 1,06 + 0,10 101+ 6
95 0,94 + 0,06 91+12 1,01 + 0,09 96 + 6
Gallenflufy 52,19+ 4,42 5027 + 472 54,85 + 5,12 5209 + 234
pl/(g x 50 min) A.E./50 min pl/(g x 50 min) A.E./50 min
= 20
E ‘ HRP | +/- Wortmannin ‘
= 1,6
2
3 0,8 -
E’ 0,4
©
© 00 — ‘ —

o

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95
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‘—O—Kontrolle —&— Wortmannin 100 nM ‘

Abb. 9: GallenfluB in Gegenwart und Abwesenheit des Pl3-Kinase-Inhibitors
Wortmannin (MW + SD, n = 5).

3.1.1.2 Effekt von TLCA

Der Gallenflu® nahm nach Zugabe der hydrophoben Gallensaure TLCA (ab 45. min,

Gruppe C) deutlich bis auf unter 10 % des Ausgangswertes ab.
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Die Zugabe von Wortmannin (100 nM, Gruppe D, und 500 nM, Gruppe E) flihrte zu
einer signifikanten Minderung dieses cholestatischen Effekts um mehr als die Halfte
(siehe Tabelle 5 und Abb. 10).

Tabelle 5: GallenfluB bei Gabe von TLCA * Wortmannin (MW + SD). Relativer
Gallenfluf3: min 45 =100 %. * p < 0,01 (vs. Gruppe C).

Gruppe C (TLCA, n=6) D (Wortmannin 100 nM + E (Wortmannin 500 nM +
TLCA, n=6) TLCA, n=5)
Zeit Gallenflufy Relativer Gallenflufy Relativer Gallenflufy Relativer
(min) | (pl/(g x min)) Gallenflufy (Ml/(g x min)) Gallenflufy (ul/(g x min)) Gallenflufy
(%) (%) (%)
20 1,12+£0,14 121+ 23 1,13+ 0,10 113+9 1,11+ 0,18 108 + 12
25 1,00+ 0,13 107 + 11 0,96 + 0,14 95+ 11 0,93+0,14 91+10
30 1,13+ 0,11 121+9 1,13+ 0,14 113+ 10 1,08 + 0,12 105+ 10
35 1,03 + 0,09 111+ 8 1,05 + 0,11 104 + 6 1,09+ 0,13 106+7
40 0,98 +0,11 105+ 3 1,03 + 0,09 103+ 3 1,06 + 0,15 10317
45 0,93+0,11 100+ 0 1,00 + 0,08 100+ 0 1,03+0,13 100+ 0
50 0,75+ 0,09 80+9 0,81+ 0,08 81+6 0,78 £ 0,09 77+12
55 0,30 + 0,08 32+6 0,50 + 0,05 50+ 2 0,50 £ 0,08 49+8
60 0,10 + 0,04 10+4 0,55+0,10 55+ 6 0,55+ 0,07 54 +5
65 0,07 + 0,04 8+£5 0,56 + 0,11 55+ 8 0,57 £ 0,08 56 + 6
70 0,08 + 0,04 9+5 0,55+0,10 55+7 0,54 + 0,09 52+6
75 0,12 +0,05 13+5 0,54 + 0,09 53+6 0,48 + 0,09 46 +6
80 0,13+0,05 14+6 0,51 +0,07 51+6 0,44 +0,08 43+7
85 0,13+ 0,05 14+7 0,47 + 0,06 47 +7 0,38 + 0,08 37+7
90 0,13+ 0,04 14+£5 0,41 +0,05 41+7 0,32 £ 0,08 32+8
95 0,11+ 0,03 12+5 0,36 + 0,06 36+8 0,33 + 0,05 33+7
Gallen- | 9,54 +1,59 1033+206 | 26,24 +2,98 | 2621+197 | 24,55+3,49 | 2395+ 299
fluld pl/(g x 50 A.E./50 min pl/(g x 50 A.E./50 min * pl/(g x 50 A.E./50 min *
min) min) * min) *
20, | TLCA |
£
E 1,6 1 HRP ‘ +/- Wortmannin ‘
= 1,2 -
e
< 0,8 1
S 04 -
1]
9 00 -— R * . ="
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95
Zeit (min)
‘—O—TLCA —&— TLCA + Wortmannin 100 nM —&— TLCA + Wortmannin 500 nM ‘

Abb. 10: GallenfluB bei Gabe von TLCA in Gegenwart und Abwesenheit des Pls-
Kinase-Inhibitors Wortmannin (MW + SD, n = 5 - 6).
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3.1.1.3 Effekt von TUDCA

Die Zugabe der hydrophilen Gallensaure TUDCA ab der 45. min fuhrte in beiden
Gruppen (Gruppen F und G) zu einer Steigerung des Gallenflusses um etwa 50 %

im Vergleich mit den Ausgangswerten.

Die Zugabe von Wortmannin flhrte zu keiner signifikanten Beeinflussung des
Gallenflusses (siehe Tabelle 6 und Abb. 11).

Tabelle 6: GallenfluB bei Gabe von TUDCA * Wortmannin (MW + SD). Relativer
Gallenflul3: min 45 = 100 %.

Gruppe F (TUDCA, n =5) G (Wortmannin 100 nM + TUDCA,
n=>5)
Zeit (min) Gallenflufy Relativer Gallenflufy Relativer
(ul/(g x min)) Gallenflufd (%) (pl/(g x min)) Gallenfluf3 (%)

20 1,23 £ 0,17 132 +£ 22 1,25 £ 0,22 120 + 11
25 0,95 + 0,26 103 + 34 1,02 £ 0,34 97 £ 21
30 1,11+ 0,21 119 + 29 1,20 £ 0,23 115+ 8
35 1,04 + 0,15 112 +£ 22 1,14 +£0,18 109+ 6
40 0,99 + 0,08 106+ 9 1,09 £ 0,17 104 +4
45 0,94 + 0,11 100+ 0 1,04 £ 0,14 100+ 0
50 1,11+ 0,22 118 £ 17 1,19 £ 0,20 114 +6
55 1,44 £ 0,33 152 + 20 1,48 £ 0,25 142+ 9
60 1,51+ 0,33 160 + 20 1,54 £ 0,32 147 + 14
65 1,52+ 0,34 160 £ 19 1,58 + 0,33 150 + 15
70 1,51+£0,33 159+ 19 1,55+0,35 147 £ 17
75 1,50 £ 0,34 158 + 20 1,54 £ 0,34 146 + 16
80 1,50 £ 0,34 158 + 20 1,52 £ 0,31 145 + 14
85 1,49 £ 0,32 157 + 18 1,47 £ 0,30 140 + 13
90 1,48 £ 0,36 156 + 20 1,47 £0,27 140+ 13
95 1,48 + 0,33 156 + 18 1,42 + 0,24 136 + 9

Gallenflufy 72,65+ 16,10 7676 + 920 73,73 + 14,41 7046 + 578

pl/(g x 50 min) A.E./50 min pl/(g x 50 min) A.E./50 min
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Abb. 11: GallenfluB bei Gabe von TUDCA in Gegenwart und Abwesenheit des
Plz-Kinase-Inhibitors Wortmannin (MW + SD, n = 5).

3.1.1.4 Effekt der gemeinsamen Gabe von TLCA und TUDCA

Bei gemeinsamer Verabreichung von TLCA und TUDCA (Gruppe H) kam es zur
vollstandigen Aufhebung des in 3.1.1.2 beschriebenen cholestatischen Effekts von
TLCA (Gruppe C).

Die zusatzliche Gabe von Wortmannin (Gruppe 1) fihrte zu einer weiteren

signifikanten Steigerung des Gallenflusses (siehe Tabelle 7 und Abb. 12).
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Tabelle 7: GallenfluR bei Gabe von TLCA und TUDCA * Wortmannin (MW + SD).
Relativer Gallenflu3: min 45 = 100 %. * p < 0,01 (vs. Gruppe H), *™ p = 0,01 (vs.

Gruppe H).
Gruppe H (TLCA + TUDCA, n =5) I (Wortmannin 100 nM + TLCA +
TUDCA, n=5)
Zeit (min) Gallenflufy Relativer Gallenflufy Relativer
(ul/(g x min)) GallenfluB® (%) (ul/(g x min)) GallenfluB (%)
20 1,30 £ 0,21 130 + 11 1,18 £ 0,12 130 £ 13
25 1,03+£0,18 103 £ 11 0,91+0,19 99 + 16
30 1,23+£0,18 123+ 8 1,11+ 0,15 1219
35 1,11+£0,16 110+ 8 1,02 + 0,11 112+ 4
40 1,00+ 0,15 99+8 0,94 +£ 0,08 103 +3
45 1,00 £ 0,11 100+ 0 0,91 + 0,06 100+ 0
50 1,16 £ 0,17 117 £ 22 1,15+ 0,18 126 + 19
55 1,22 £ 0,28 125+ 37 1,50 + 0,19 164 + 15
60 1,12+£0,32 114 £ 41 1,63 + 0,20 179 + 16
65 1,10+ 0,26 113+ 36 1,72 + 0,21 189 + 22
70 1,12 £ 0,26 115+ 37 1,79 £ 0,23 197 £ 24
75 1,15+ 0,24 117 + 36 1,81+£0,22 199 + 24
80 1,16 £ 0,26 118 £ 37 1,83 £0,20 201 +£23
85 1,16 £ 0,27 119+ 38 1,79+ 0,27 197 + 31
90 1,15+ 0,27 118 + 38 1,78 + 0,25 197 £ 30
95 1,14 £ 0,29 117 £ 40 1,79+ 0,24 197 + 31
Gallenflu 57,42+ 12,78 5868 + 1799 83,90 + 10,32 9233 + 1121
pl/(g x 50 min) A.E./50 min pl/(g x 50 min) * A.E./50 min **
| TLCA + TUDCA |
= 2,8 -
‘E 24 - HRP H +/- Wortmannin ‘
; 2,0
3 161
% 1,2 -
< 0,8 -
= 04 -
© 00 R
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95
Zeit (min)
‘—O—TLCA + TUDCA ——TLCA + TUDCA + Wortmannin 100 nM ‘

Abb. 12: GallenfluB bei Gabe von TLCA und TUDCA in Gegenwart und
Abwesenheit des Pls3-Kinase-Inhibitors Wortmannin (MW £ SD, n = 5).
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3.1.1.5 Effekt von TCDCA

Nach Applikation von TCDCA (Gruppe J) kam es zu einem allmahlichen Absinken

des Gallenflusses. Im Vergleich zu der ebenfalls cholestatisch wirkenden
Gallensdure TLCA (Gruppe C, siehe 3.1.1.2) war diese Abnahme jedoch trotz

hoherer Gallensaurenkonzentration (25 vs. 10 uM) weniger ausgepragt.

Die zusatzliche Infusion von Wortmannin zeigte keine signifikante Veranderung des
Gallenflusses (siehe Tabelle 8 und Abb. 13).

Tabelle 8: GallenfluB bei Gabe von TCDCA * Wortmannin (MW £ SD). Relativer
Gallenflul3: min 45 = 100 %.

Gruppe J (TCDCA, n =5) K (Wortmannin 100 nM + TCDCA,
n =25)
Zeit (min) Gallenflufd Relativer Gallenfluf Relativer
(ul/(g x min)) Gallenfluf3 (%) (pl/(g x min)) Gallenfluf3 (%)

20 1,18 £+ 0,19 126 £ 11 1,03 £ 0,22 102 + 21
25 1,00 + 0,22 106 £ 15 0,97 £ 0,16 96 + 12
30 1,26 + 0,27 134 £ 22 1,11+ 0,16 110+ 12
35 1,13+ 0,21 120+ 15 1,08 £ 0,12 1079
40 1,02+ 0,15 1098 1,04 £ 0,10 1036
45 0,94 + 0,11 100+ 0 1,01 £ 0,07 100+ 0
50 1,15+ 0,22 123+ 14 1,04 + 0,28 103 +19
55 1,10 £ 0,28 117 + 21 0,99 + 0,34 97 + 29
60 1,01+ 0,33 107 + 28 0,96 + 0,36 94 + 31
65 0,96 + 0,30 102 + 26 0,86 + 0,40 84 + 36
70 0,86 + 0,27 91+25 0,73+ 0,39 71134
75 0,80 + 0,27 84 + 26 0,61+ 0,39 60 + 36
80 0,77 + 0,30 81+29 0,55+0,35 53+32
85 0,77 £ 0,33 81+32 0,49 + 0,30 48 + 28
90 0,77 £ 0,35 81+34 0,48 + 0,32 46 + 29
95 0,75+ 0,35 78 + 35 0,38 + 0,23 38 + 23

GallenfluBy 44,74 + 14,37 4723 + 1281 35,39 + 16,03 3467 + 1389

pl/(g x 50 min) A.E./50 min pl/(g x 50 min) A.E./50 min
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Abb. 13: GallenfluB bei Gabe von TCDCA in Gegenwart und Abwesenheit des
Pls-Kinase-Inhibitors Wortmannin (MW + SD, n = 5).
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3.1.1.6 Modulation des Gallenflusses: Zusammenfassung

Die durch TLCA induzierte Hemmung des Gallenflusses wurde durch Wortmannin
antagonisiert. Dagegen wurde die durch TUDCA induzierte Cholerese nach
Hemmung der Pl3-Kinasen nicht beeinfluit. TUDCA und Wortmannin wirkten additiv
den TLCA-Effekten auf den Gallenfluld entgegen (siehe Abb. 14).

2,4 -

2,2 A ‘ +/- Gallensduren ‘

2,0 ,‘ +/- Wortmannin ‘ —o0— Kontrolle

1,8 4 —&— Wortmannin 100 nM
_. 161 ——TLCA
€
E 4. —&—TLCA + Wortmannin 100 nM
S
ERER —X—TLCA + Wortmannin 500 nM
g "
= —O—TUDCA
S 10
S 08 —e— TUDCA + Wortmannin 100 nM

——TLCA + TUDCA
0,6 -
—l—TLCA + TUDCA + Wortmannin

0,4 - 100 nM

0,2 -

0,0 T T T T T T T T T T 1

40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95
Zeit (min)

Abb. 14: Modulation des Gallenflusses (MW, n =5 —6).
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3.1.2 Biliare Sekretion der HRP

3.1.21 Effekt von Wortmannin

Bei den unbehandelten Kontrollen (Gruppe A) stieg die hepatobiliare Sekretion der
HRP wahrend der Vorbeladungsphase allmahlich an. Sie erreichte nach 50 min ein

Maximum und fiel danach wieder ab.

Die Zugabe von Wortmannin (Gruppe B) fuhrte zu einer signifikanten Steigerung der
Sekretion von HRP Uber den gesamten Untersuchungszeitraum (siehe Tabelle 9 und
Abb. 15).

Tabelle 9: Hepatobiliare HRP-Sekretion bei Kontrollen * Wortmannin (MW +
SD). Relative HRP-Sekretion: min 45 = 100 %. * p < 0,05 (vs. Gruppe A), ** p = 0,01
(vs. Gruppe A).

Gruppe A (Kontrolle, n = 5) B (Wortmannin 100 nM, n = 5)
Zeit (min) HRP-Sekretion Relative HRP- HRP-Sekretion Relative HRP-
(ng/(g x min)) Sekretion (%) (ng/(g x min)) Sekretion (%)
20 0,06 + 0,06 717 0,08 + 0,04 9+6
25 0,10+ 0,10 11+7 0,07 + 0,04 9+5
30 0,22 + 0,18 24 +15 0,20 + 0,09 23+10
35 0,35+ 0,21 39+ 16 0,40+ 0,11 47 +12
40 0,56 + 0,27 64 + 23 0,65+0,18 76 +14
45 0,86 £ 0,21 100+ 0 0,84+ 0,12 100+ 0
50 0,95+0,19 112+ 9 1,07 £ 0,16 127 + 11
55 0,82 + 0,28 95+ 15 1,16 £ 0,23 139 +£ 30
60 0,75+ 0,31 85 + 21 1,10 £ 0,31 134 £ 45
65 0,51+0,34 56 £ 27 0,99 + 0,36 120 + 44
70 0,29 + 0,28 31+25 0,88 + 0,35 105 £ 37
75 0,20+ 0,19 21+ 16 0,61+0,32 72+ 33
80 0,14+ 0,12 15+ 11 0,38+ 0,18 47 + 24
85 0,07 + 0,04 8+3 0,27 + 0,13 34 +17
90 0,11 + 0,09 12+ 8 0,27 +0,12 34 +18
95 0,07 + 0,06 9+8 0,22 + 0,09 28 + 14
HRP-Sekretion 19,51 + 8,96 2214 + 626 34,73 £ 8,14 4201 + 1081
ng/(g x 50 min) A.E./50 min ng/(g x 50 min) * A.E./50 min **
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Abb. 15: Hepatobiliare HRP-Sekretion in Gegenwart und Abwesenheit des Pls-
Kinase-Inhibitors Wortmannin (MW £ SD, n = 5, % gegenuber 45. min).

3.1.2.2 Effekt von TLCA

Nach Zugabe von TLCA (Gruppe C) kam es zu einem raschen Versiegen der

hepatobiliaren HRP-Sekretion.

Die zusatzliche Infusion von Wortmannin (100 nM, Gruppe D) fuhrte zu einer

Erhéhung der hepatobiliaren HRP-Sekretion auf mehr als das Doppelte.
Eine Erhdhung der Wortmanninkonzentration auf 500 nM (Gruppe E) hatte eine

vollstandige Aufhebung der TLCA-Wirkung zur Folge (siehe Tabelle 10 und Abb.
16).
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Tabelle 10: Hepatobiliare HRP-Sekretion bei Gabe von TLCA * Wortmannin (MW
+ SD). Relative HRP-Sekretion: min 45 = 100 %. * p < 0,01 (vs. Gruppe C), ** p =
0,01 (vs. Gruppe C), # p < 0,05 (Gruppe D vs. Gruppe E).

Gruppe C (TLCA, n=6) D (Wortmannin 100 nM + E (Wortmannin 500 nM +
TLCA, n=6) TLCA, n=5)
Zeit HRP- Relative HRP- Relative HRP- Relative
(min) Sekretion HRP- Sekretion HRP- Sekretion HRP-
(ng/(g x min)) | Sekretion (%) | (ng/(g x min)) | Sekretion (%) | (ng/(g x min)) | Sekretion (%)
20 0,08 + 0,06 12+9 0,02 + 0,02 2+3 0,07 + 0,04 15+ 11
25 0,09 + 0,02 12+ 4 0,12+ 0,10 12+9 0,06 + 0,02 18+ 15
30 0,35+ 0,23 44 + 18 0,31+ 0,22 31+£19 0,07 + 0,04 23+24
35 0,50 + 0,28 64 +15 0,50 + 0,24 49+19 0,18 + 0,08 48 + 33
40 0,63 +0,25 83+8 0,89 + 0,27 85+6 0,31+0,12 76 £17
45 0,76 + 0,29 100+ 0 1,05+ 0,30 100+ 0 0,43+ 0,22 100+ 0
50 0,62 + 0,26 83+ 16 0,92 + 0,33 85+10 0,49 + 0,21 120 £ 19
55 0,27 + 0,10 39 +22 0,56 + 0,21 53+9 0,41+ 0,11 109 + 38
60 0,08 + 0,05 11+9 0,65 + 0,20 63 +12 0,50 + 0,14 137 £ 64
65 0,06 + 0,05 8+7 0,58 + 0,18 56 + 15 0,51+0,18 138 £ 66
70 0,05 + 0,04 7+5 0,53+0,16 51+ 11 0,49 + 0,17 132 £ 59
75 0,06 + 0,03 9+4 0,42+0,12 41+8 0,39+ 0,11 108 + 54
80 0,09 + 0,04 12+7 0,30 + 0,06 30+7 0,31 +0,08 86 +42
85 0,05+ 0,04 6+3 0,20 + 0,05 21+ 11 0,22 + 0,04 62 + 35
90 0,04 + 0,03 5+3 0,16 + 0,05 16+4 0,14 + 0,06 41+ 32
95 0,02 + 0,01 3+2 0,10 + 0,02 10+3 0,14 + 0,12 37 £32
HRP- 6,67 +2,32 908 + 258 22,10+6,00 | 2133+285 | 18,02+5,45 | 4846 + 2144
Sekre- ng/(g x 50 A.E./50 min ng/(gx 50 | A.LE./S0 min* | ng/(gx 50 A.E./50 min
tion min) min) * min) * *#
280% - | TLCA |
c 240% - HRP ‘ +/- Wortmannin ‘
L 200% -
£ 160% -
B 120% -
& 80% -
I
40% -
0% ‘ ‘ ‘
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95

Zeit (min)

‘—O—TLCA —&— TLCA + Wortmannin 100 nM —&—TLCA + Wortmannin 500 nM ‘

Abb. 16: Hepatobiliare HRP-Sekretion bei Gabe von TLCA in Gegenwart und

Abwesenheit des Pls-Kinase-Inhibitors Wortmannin (MW = SD, n =
gegenuber 45. min).
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3.1.23

Effekt von TUDCA

Die hepatobiliare HRP-Sekretion war nach Gabe von TUDCA (Gruppe F) hoher als
in der unbehandelten Kontrollgruppe (Gruppe A, siehe 3.1.2.1).

Die Infusion von Wortmannin (Gruppe G) fuhrte tendenziell zwar zu einer starkeren

HRP-Sekretion als in Gruppe F, der Unterschied war jedoch nicht signifikant (siehe

Tabelle 11 und Abb. 17).

Tabelle 11: Hepatobiliare HRP-Sekretion bei Gabe von TUDCA * Wortmannin

(MW + SD). Relative HRP-Sekretion: min 45 = 100 %.

Gruppe F (TUDCA, n =5) G (Wortmannin 100 nM + TUDCA,
n=>5)
Zeit (min) HRP-Sekretion Relative HRP- HRP-Sekretion Relative HRP-
(ng/(g x min)) Sekretion (%) (ng/(g x min)) Sekretion (%)
20 0,09 +£ 0,05 11+6 0,04 + 0,07 6+9
25 0,09 +0,03 12+5 0,02 + 0,03 34
30 0,27 £ 0,22 26+ 14 0,12 +£ 0,09 17+ 11
35 0,46 + 0,34 46 + 24 0,24+ 0,12 34 +15
40 0,72+ 0,45 76+ 14 0,47 £ 0,09 67 +10
45 0,90 + 0,50 100+ 0 0,69+ 0,11 100+ 0
50 1,06 + 0,49 126 + 35 0,99 + 0,16 143 £ 10
55 1,01 + 0,39 130 + 68 1,12+ 0,15 163 £ 25
60 0,80 £ 0,21 110 + 64 1,19+ 0,12 175+ 26
65 0,50+0,13 70 +43 0,99 + 0,09 145 + 22
70 0,31+£0,12 43 £ 27 0,60+ 0,11 88 + 14
75 0,22 +£0,11 20+ 18 0,36 + 0,09 53 + 14
80 0,16 £ 0,11 18+7 0,28 + 0,04 41+£12
85 0,14 + 0,11 17 +10 0,18 + 0,06 27 +£12
90 0,16 £ 0,13 19+ 10 0,17 £ 0,04 25+£3
95 0,09 + 0,09 10+ 6 0,18 + 0,03 26+4
HRP-Sekretion 22,29 + 8,59 2857 + 1330 30,26 + 2,99 4426 + 568
ng/(g x 50 min) A.E./50 min ng/(g x 50 min) A.E./50 min
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Abb. 17: Hepatobiliare HRP-Sekretion bei Gabe von TUDCA in Gegenwart und
Abwesenheit des PI3-Kinase-Inhibitors Wortmannin (MW £+ SD, n = 5, %
gegenuber 45. min).

3.1.24 Effekt der gemeinsamen Gabe von TLCA und TUDCA

Die zusatzliche Verabreichung von TUDCA zu TLCA (Gruppe H) fihrte zu einer
vollstandigen Aufhebung der hemmenden Wirkung von TLCA auf die Sekretion von
HRP.

Wortmannin (Gruppe 1) fihrte zu einer weiteren signifikanten Steigerung der
hepatobiliaren Exozytose (siehe Tabelle 12 und Abb. 18).

46



Tabelle 12: Hepatobiliare HRP-Sekretion bei Gabe von TLCA und TUDCA *
Wortmannin (MW * SD). Relative HRP-Sekretion: min 45 = 100 %. * p < 0,05 (vs.

Gruppe H).
Gruppe H (TLCA + TUDCA, n =5) I (Wortmannin 100 nM + TLCA +
TUDCA, n=5)
Zeit (min) HRP-Sekretion Relative HRP- HRP-Sekretion Relative HRP-
(ng/(g x min)) Sekretion (%) (ng/(g x min)) Sekretion (%)
20 0,05 £ 0,03 4+4 0,03 + 0,06 3+4
25 0,19+0,14 13+£6 0,11 +0,13 8+8
30 0,46 £ 0,31 33+14 0,42 + 0,34 35+17
35 0,69 £ 0,29 52+9 0,70 +£ 0,44 61+ 16
40 0,93 £ 0,31 71+5 0,90+0,43 83+7
45 1,32+ 0,46 100+ 0 1,06 + 0,42 100+ 0
50 1,54 + 0,60 116 £ 19 1,41+£0,45 137 £ 19
55 1,50 + 0,66 110 £ 22 1,53 + 0,50 149 + 21
60 1,39 + 0,64 103 + 21 1,53 + 0,31 153 + 31
65 1,00 + 0,46 75+ 14 1,37+ 0,18 141 £ 40
70 0,72 £ 0,36 56 £ 18 1,09 £ 0,29 112 +£42
75 0,53 £ 0,21 41+15 0,79+0,19 83+34
80 0,36 £ 0,11 28+8 0,52 +0,13 56 + 26
85 0,31 £0,11 24+8 0,45+0,12 47 + 24
90 0,26 + 0,08 207 0,35 + 0,09 38 £ 20
95 0,22 + 0,09 18 + 8 0,30 + 0,08 31+13
HRP-Sekretion 39,13 + 15,41 2957 + 545 46,62 + 8,90 4732 + 1248
ng/(g x 50 min) A.E./50 min ng/(g x 50 min) A.E./50 min *

280% -
240% -
200% -
160% -
120% -
80% -

40% +

0%

HRP-Sekretion

TLCA + TUDCA

HRP

+/- Wortmannin

0

5

10 15 20 25 30 35 40 4

Zeit (min)

5 50 55 60 6

5 70 75 80

\—o—TLCA + TUDCA —e—TLCA + TUDCA + Wortmannin 100 nM \

85 90 95

Abb. 18: Hepatobiliare HRP-Sekretion bei Gabe von TLCA und TUDCA in
Gegenwart und Abwesenheit des Pl3-Kinase-Inhibitors Wortmannin (MW * SD,
n =5, % gegenlber 45. min).
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3.1.2.5

Effekt von TCDCA

Bei beiden TCDCA-Gruppen (Gruppen J und K) kam es zu einer gleichmalligen Zu-

und Abnahme der hepatobiliaren HRP-Sekretion.

Die zusatzliche Gabe von Wortmannin (Gruppe K) fuhrte mit 3709 + 1230 A.E./50
min vs. 3893 + 1669 A.E./50 min zu keiner signifikanten Veranderung der HRP-
Sekretion (siehe Tabelle 13 und Abb. 19).

Tabelle 13: Hepatobiliare HRP-Sekretion bei Gabe von TCDCA * Wortmannin

(MW + SD). Relative HRP-Sekretion: min 45 = 100 %.

Gruppe J (TCDCA, n =5) K (Wortmannin 100 nM + TCDCA,
n=>5)
Zeit (min) HRP-Sekretion Relative HRP- HRP-Sekretion Relative HRP-
(ng/(g x min)) Sekretion (%) (ng/(g x min)) Sekretion (%)
20 0,04 + 0,04 7+7 0,05 + 0,05 6+6
25 0,04 + 0,03 6+5 0,15+ 0,16 19+ 16
30 0,14 £ 0,08 17+£6 0,18+ 0,14 24 +13
35 0,28 £ 0,21 33+13 0,29 + 0,09 42 + 10
40 0,60 £ 0,31 74 +15 0,48+ 0,18 67+9
45 0,79 +0,30 100+ 0 0,71+0,18 100+ 0
50 1,29+ 0,44 170 £ 45 1,07 £ 0,52 146 + 33
55 1,56 + 0,59 210+ 78 1,25+ 0,49 174 £ 33
60 1,17 £ 0,51 162+ 76 1,11+ 0,48 156 + 53
65 0,74 £ 0,40 107 £ 63 0,80+ 0,43 114 £ 57
70 0,39+ 0,24 57 + 37 0,47 £ 0,26 65 + 33
75 0,20+0,13 29+19 0,29 + 0,21 43 + 36
80 0,13 +0,09 19+ 13 0,13+ 0,07 19+ 13
85 0,08 + 0,05 11+8 0,08 + 0,06 12+ 11
90 0,04 +£ 0,06 6+8 0,06 + 0,04 8+6
95 0,06 + 0,03 9+5 0,03 + 0,03 5+5
HRP-Sekretion 28,33 £ 10,96 3893 + 1669 26,37 + 11,51 3709 + 1230
ng/(g x 50 min) A.E./50 min ng/(g x 50 min) A.E./50 min
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Abb. 19: Hepatobiliare HRP-Sekretion bei Gabe von TCDCA in Gegenwart und
Abwesenheit des PI3-Kinase-Inhibitors Wortmannin (MW + SD, n = 5, %
gegenuber 45. min).
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3.1.2.6 Modulation der hepatobiliaren HRP-Sekretion: Zusammenfassung

Die durch TLCA induzierte Hemmung der biliaren Exozytose wurde durch
Wortmannin antagonisiert. Dagegen wurden die durch TUDCA induzierte Steigerung
nach Hemmung der Pls-Kinasen nicht beeinfludt. TUDCA und Wortmannin wirkten
additiv den TLCA-Effekten auf die hepatobilidre Exozytose entgegen (siehe Abb. 20).

200% ‘ +/- Gallensauren ‘
b -

+/- Wortmannin

180% -

—<O— Kontrolle
160% -

—&— Wortmannin 100 nM
140% -
—A—TLCA

120% —&— TLCA + Wortmannin 100 nM

100% - —¥— TLCA + Wortmannin 500 nM

—O—TUDCA

HRP-Sekretion

80% -
—@— TUDCA + Wortmannin 100 nM

60% 1 —B—TLCA + TUDCA

—il—TLCA + TUDCA + Wortmannin

40% +
100 nM

20% -

F]
Q
0% T T T T T T T T T T
40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95

Zeit (min)

Abb. 20: Modulation der hepatobiliaren HRP-Sekretion (MW, n = 5 — 6, %
gegenuber 45. min).
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3.1.3 Aktivitat der LDH

Die mittlere LDH-Aktivitdt nahm bei den meisten Versuchen wahrend der Perfusion

leicht zu.

Bei Gabe von TLCA und TUDCA (Gruppe H) kam es zu einem deutlichen LDH-
Anstieg von 3,6 £ 2,0 mU/(g Leber x min) (45. min) auf 40,3 + 22,4 mU/(g Leber x
min) (65. min) und 58,3 + 15,7 mU/(g Leber x min) (85. min). Die zusatzliche Gabe
von Wortmannin (Gruppe 1) flhrte zu einer signifikanten Verringerung der
Leberzellschadigung mit 6,1 £+ 3,4 mU/(g Leber x min) (65. min) und 11,7 + 10,3
mU/(g Leber x min) (85. min).

Der starkste Anstieg der mittleren LDH-Aktivitat fiel in Gruppe K (Wortmannin 100
nM + TCDCA) auf. Er war mehr als doppelt so hoch wie bei TCDCA alleine (Gruppe
J) (siehe Tabelle 14 und Abb. 21).

Tabelle 14: LDH-Aktivitat im Effluat (MW + SD).

Gruppe LDH-Aktivitat (mU/(g x min))
45 min 65 min 85 min
A: Kontrolle, n = 5. 3,8+£20 5415 9,5+3,0
B: Wortmannin 100 nM, 75+26 6,1+3,7 7636
n=>5. p < 0,05 (vs. Gruppe A)
C: TLCA,n=6. 3623 58+1,7 18,7 £ 10,2
D: Wortmannin 100 nM 29+24 52+1,8 15,4 + 20,2
+ TLCA, n =6.
E: Wortmannin 500 nM 14,6 £ 8,4 12,7 £ 6,7 11,4125
+ TLCA, n = 5. p < 0,05 (vs. Gruppe C und
vs. Gruppe D)
F: TUDCA, n = 5. 58120 75+18 11,441
G: Wortmannin 100 nM 79143 6,6 4,1 10,0 £ 5,3
+ TUDCA, n = 5.
H: TLCA + TUDCA, 36120 40,3+ 22,4 58,3+ 15,7
n=>5.
I: Wortmannin 100 nM + 43+1,3 6,1+34 11,7+10,3
TLCA + TUDCA, n=5. p < 0,05 (vs. Gruppe H) p < 0,01 (vs. Gruppe H)
J: TCDCA, n =5. 12,7+ 17,6 30,3+ 18,6 64,1+ 26,9
K: Wortmannin 100 nM 8,7+11,0 87,6 45,4 140,5 + 50,7
+ TCDCA, n =5. p = 0,05 (vs. Gruppe J) p < 0,05 (vs. Gruppe J)
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3.1.4 Verteilung der PKC-Isoform ¢

Die Verteilung der PKC-Isoform & zwischen Membran- und Zytosolfraktion im

Lebergewebe wurde mit Hilfe der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese untersucht.

Der membrangebundene Anteil der &-PKC betrug unter Kontrollbedingungen
(Gruppe A) 42,6 £ 5,8 %. Wortmannin (Gruppe B) beeinflu3te die Membranbindung

von &-PKC unter Kontrollbedingungen nicht.

TLCA (Gruppe C) erhdhte die Membranbindung von ¢-PKC signifikant gegenuber
Kontrollen (52,4 £ 5,3 % vs. 42,6 £ 5,8 %).

Der Effekt von TLCA wurde durch die Zugabe von TUDCA (Gruppe H) gegenlber
Kontrollen aufgehoben. Die zusatzliche Gabe von Wortmannin (Gruppe 1) fuhrte zu
einer signifikanten Hemmung der Membranbindung von &-PKC gegenuber der
alleinigen Gabe von TLCA und TUDCA (siehe Tabelle 15, Abb. 22 und 23).

Tabelle 15: Membranbindung der PKC-lsoform ¢ (MW £ SD, n = 5). * p < 0,05 (vs.
Gruppe A), "™ p = 0,01 (vs. Gruppe H).

Gruppe Membranbindung (%)
A: Kontrolle. 42,6 £ 5,8
B: Wortmannin 100 nM. 447 £ 4,5
C: TLCA. 52,4+53*
D: Wortmannin 100 nM + TLCA. 46,1+7,6
E: Wortmannin 500 nM + TLCA. 51,2+4,1
F: TUDCA. 429+84
G: Wortmannin 100 nM + TUDCA. 45,3+ 3,0
H: TLCA + TUDCA. 46,2+4,5
I: Wortmannin 100 nM + TLCA + TUDCA. 379+ 32 *
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Kontrolle TLCA TUDCA TLCA + TUDCA

Abb. 23: Banden der PKC-lsoform ¢ im Western-Blot nach 45 sec
Belichtungszeit. Legende: M: Membranfraktion. C: Zytosolfraktion. MG:
Molekulargewichtsmarker. Brain: PKC-¢-reiche Rattenhirnzytosolpraparation. Pfeile:
Banden der PKC-Isoform ¢ bzw. der Referenzmarker.
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3.2 Versuchsreihe ll

Rattenlebern wurden in einer nichtrezirkulierenden Perfusion mit Krebs-Henseleit-
Bikarbonat-Puffer fir 75 min mit verschiedenen Gallensauren perfundiert (siehe
Perfusionsprotokoll Il, 2.1.2). Die Pls3-Kinasen der Leberzellen wurden durch Gabe
des spezifischen Pl3-Kinase-Inhibitors Wortmannin gehemmt. Zwischen der 40. und
50. min wurde zusatzlich CDNB zur Bestimmung der Transportkapazitat der apikalen

Konjugatexportpumpe Mrp2 appliziert.

3.2.1 GallenfluBB

3.211 Effekt von Wortmannin

Vor Infusion des CDNB lag der Gallenflu® bei unbehandelten Kontrollen (Gruppe L,
35. bis 40. min) bei 1,1 £ 0,1 pl/(g Leber x min). In Folge der Applikation von CDNB
(40. bis 50. min) kam es zu einem vorubergehenden Anstieg des Gallenflusses. Im
anschlie3enden Verlauf fiel der Gallenflu® langsam auf zuletzt 0,8 + 0,1 ul/(g Leber x

min) ab.
Der Gallenfluld zeigte unter Gabe des Pl3-Kinase-Inhibitors Wortmannin (Gruppe M)

keine signifikante Anderung gegeniiber Kontrollen wéahrend der gesamten
Versuchsdauer (siehe Tabelle 16 und Abb. 24).
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Tabelle 16: GallenfluR bei Kontrollen * Wortmannin (MW x SD). Infusion von
CDNB (40. bis 50. min).

Gruppe L (Kontrolle, n = 5) M (Wortmannin 100 nM, n = 5)
Zeit (min) Gallenfluly (pl/(g x min)) Gallenflufy (pl/(g x min))
20 1,26 £ 0,06 1,14 £ 0,07
25 1,22 £ 0,11 1,03 £ 0,07
30 1,16 £ 0,10 1,01 £0,11
35 1,11+£0,13 0,96 + 0,10
40 1,056+£0,14 0,96 + 0,13
45 1,01£0,12 0,92 + 0,15
50 1,27 £0,12 1,19+ 0,20
55 1,49+£0,19 1,34 £ 0,23
60 1,45+£0,19 1,32 £0,25
65 1,23 £0,20 1,16 £ 0,22
70 1,06 £ 0,19 1,01 £0,19
75 0,93 + 0,17 0,88 + 0,16
80 0,87 £ 0,17 0,80+ 0,14
85 0,80+ 0,13 0,73+0,13
90 0,78+ 0,14 0,68 +0,13
95 0,75+ 0,12 0,65 + 0,14
Gallenflufy 53,17 £ 7,74 pl/(g x 50 min) 48,81 + 8,71 ul/(g x 50 min)
g 24 -
o :
E 20 1 /- Wortmannin
S 1.6 -
@ 12
08 |
[]]
= 04 -
© 00 )
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95
Zeit (min)
| —0—Kontrolle —8— Wortmannin 100 nM |

Abb. 24: GallenfluB in Gegenwart und Abwesenheit des Pl3-Kinase-Inhibitors
Wortmannin (MW £ SD, n = 5).

3.21.2 Effekt von TLCA

Die Infusion von TLCA flhrte bei unbehandelten Lebern (Gruppe N) ahnlich wie
beim Perfusionsprotokoll | (siehe 3.1.1.2) zum fast vollstdndigen Versiegen des

Gallenflusses.
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Die zusatzliche Gabe von Wortmannin (Gruppe O) flihrte mit 17,3 £ 6,3 pl/(g Leber x
50 min) vs. 3,4 = 1,6 ul/(g Leber x 50 min) zu einer signifikanten Steigerung des
Gallenflusses (siehe Tabelle 17 und Abb. 25).

Tabelle 17: GallenfluB bei Gabe von TLCA * Wortmannin (MW + SD). Infusion
von CDNB (40. bis 50. min). * p < 0,01 (vs. Gruppe N).

Gruppe N (TLCA, n=5) O (Wortmannin 100 nM + TLCA, n = 5)

Zeit (min) Gallenflu® (ul/(g x min)) Gallenfluf3 (ul/(g x min))

20 1,08 £ 0,23 1,27 £0,15

25 0,93+0,16 0,79 +0,17

30 0,38+ 0,10 0,55 + 0,20

35 0,11+ 0,08 0,50 + 0,23

40 0,08 + 0,07 0,46 + 0,23

45 0,07 £ 0,08 0,44 + 0,23

50 0,09 + 0,08 0,49+ 0,24

55 0,12+ 0,07 0,54 £ 0,24

60 0,11+ 0,05 0,50 + 0,23

65 0,08 + 0,03 0,47 £ 0,19

70 0,06 + 0,02 0,37 £0,12

75 0,05 + 0,02 0,31+ 0,09

80 0,05 + 0,02 0,25 + 0,07

85 0,04 £ 0,01 0,20 + 0,06

90 0,04 + 0,02 0,17 £ 0,06

95 0,04 + 0,01 0,14 + 0,05
Gallenflufy 3,40 £ 1,59 pl/(g x 50 min) 17,26 + 6,32 pl/(g x 50 min) *
=24 | TLCA |
€ 20 - .
x ‘ +/- Wortmannin ‘
2 16 -
2
2 0,8
[=
2 04
(]
(O] 0,0 -

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95
Zeit (min)
| —0—TLCA —#—TLCA + Wortmannin 100 nM |

Abb. 25: GallenfluB bei Gabe von TLCA in Gegenwart und Abwesenheit des Pls-
Kinase-Inhibitors Wortmannin (MW £ SD, n = 5).
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3.21.3 Effekt von TUDCA

Der Gallenfluy stieg bei Gabe von TUDCA (Gruppe P) um mehr als 75 % im

Vergleich zu unbehandelten Kontrollen (Gruppe L, siehe 3.2.1.1) an.

Die Gabe von Wortmannin (Gruppe Q) fuhrte zu keiner Veranderung des

Gallenflusses (siehe Tabelle 18 und Abb. 26).

Tabelle 18: GallenfluR bei Gabe von TUDCA * Wortmannin (MW £ SD). Infusion

von CDNB (40. bis 50. min).

Gruppe P (TUDCA, n =5) Q (Wortmannin 100 nM + TUDCA,
n =5)
Zeit (min) Gallenfluly (pl/(g x min)) Gallenflufd (pl/(g x min))
20 1,36 £ 0,25 1,26 £ 0,13
25 1,59+ 0,44 1,48 £ 0,21
30 1,79 £ 0,41 1,69 £ 0,24
35 1,83 £ 0,36 1,69 £ 0,24
40 1,83 +£0,33 1,72 £ 0,26
45 1,79 £ 0,32 1,72 £ 0,27
50 2,13+ 0,32 2,04 +0,35
55 2,24 + 0,32 213+0,34
60 2,16 £ 0,29 2,06 + 0,30
65 1,98 £ 0,27 1,92 £ 0,25
70 1,84 £ 0,25 1,80 + 0,21
75 1,76 £ 0,25 1,74 £ 0,17
80 1,71+£0,23 1,65+ 0,18
85 1,69 £0,23 1,60 £ 0,14
90 1,63 £0,23 1,57 £ 0,11
95 1,63 £ 0,24 1,53 £ 0,10
Gallenflufy 93,90 £ 13,10 pl/(g x 50 min) 90,22 £ 10,53 pl/(g x 50 min)
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Abb. 26: GallenfluB bei Gabe von TUDCA in Gegenwart und Abwesenheit des
Pls-Kinase-Inhibitors Wortmannin (MW + SD, n = 5).

3.21.4 Effekt der gemeinsamen Gabe von TLCA und TUDCA

TUDCA konnte bei der gemeinsamen Gabe mit TLCA (Gruppe R) den

cholestatischen Effekt dieser Gallensaure vollkommen aufheben.
Die zusatzliche Gabe von Wortmannin (Gruppe S) fuhrte mit 93,3 £ 25,1 ul/(g Leber

x 50 min) vs. 68,1 £ 2,7 pl/(g Leber x 50 min) zu einem tendenziell erhdhten

Gallenfluf3 (p = 0,09) (siehe Tabelle 19 und Abb. 27).
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Tabelle 19: GallenfluR bei Gabe von TLCA und TUDCA * Wortmannin (MW =+
SD). Infusion von CDNB (40. bis 50. min).

Gruppe R (TLCA + TUDCA, n =5) S (Wortmannin 100 nM + TLCA +
TUDCA, n = 5)
Zeit (min) Gallenflul® (pl/(g x min)) Gallenflufy (pl/(g x min))
20 1,32+ 0,11 1,32 + 0,26
25 1,44 + 0,10 1,40 £ 0,40
30 1,70+ 0,17 1,69 + 0,36
35 1,66 + 0,21 1,82 +0,34
40 1,49 + 0,20 1,84 + 0,35
45 1,39+0,18 1,84 + 0,34
50 1,56 + 0,19 2,14 £ 0,40
55 1,58 + 0,08 2,21+0,45
60 1,62 + 0,06 2,16 £ 0,47
65 1,53 + 0,06 2,08 £0,49
70 1,42+ 0,03 1,98 + 0,46
75 1,33+ 0,04 1,83 + 0,54
80 1,24 + 0,10 1,73 + 0,56
85 1,16+ 0,13 1,63 + 0,60
90 1,10+ 0,13 1,52 +0,62
95 1,06 £ 0,13 1,39 + 0,64
Gallenflufy 68,05 + 2,70 ul/(g x 50 min) 93,30 + 25,07ul/(g x 50 min)
= 44 -
£ 4,0 TLCA + TUDCA
€ 36
; 3,2 4 +/- Wortmannin ‘
228
3 24
RN
£ 1,21
28]
= i
9 00 R ——————
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95
Zeit (min)
| —0—TLCA + TUDCA —#—TLCA + TUDCA + Wortmannin 100 nM |

Abb. 27: GallenfluR bei Gabe von TLCA und TUDCA in Gegenwart und
Abwesenheit des Pls3-Kinase-Inhibitors Wortmannin (MW £ SD, n = 5).

3.21.5 Effekt von TCDCA

Die Gabe von TCDCA (Gruppe T) fuhrte im Vergleich mit unbehandelten Kontrollen

(Gruppe L, siehe 3.2.1.1) zu einer deutlichen Verringerung des Gallenflusses.
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Die Infusion von Wortmannin (Gruppe U) bewirkte keine weitere Veranderung des
Gallenflusses (siehe Tabelle 20 und Abb. 28).

Tabelle 20: GallenfluR bei Gabe von TCDCA * Wortmannin (MW x SD). Infusion
von CDNB (40. bis 50. min).

Gruppe T (TCDCA, n=5) U (Wortmannin 100 nM + TCDCA,
n=>5)
Zeit (min) Gallenfluly (ul/(g x min)) Gallenflufy (pl/(g x min))
20 1,17 £ 0,30 1,20 + 0,11
25 1,06 + 0,36 1,01 £ 0,16
30 0,62 + 0,32 0,55+ 0,28
35 0,49 + 0,29 0,52+ 0,24
40 0,51 +£0,30 0,51 +£0,22
45 0,51 +£0,31 0,45+0,24
50 0,54 + 0,38 0,41 +£0,25
55 0,48 + 0,39 0,36 + 0,25
60 0,38 + 0,34 0,29 + 0,16
65 0,29 + 0,26 0,24 £ 0,10
70 0,23 +0,19 0,24 + 0,07
75 0,18+ 0,14 0,19 £ 0,05
80 0,16 + 0,12 0,17 £ 0,05
85 0,12 + 0,09 0,16 + 0,06
90 0,11+ 0,07 0,15+ 0,05
95 0,11 + 0,06 0,15+ 0,07
Gallenflufy 12,99 £ 9,91 ul/(g x 50 min) 11,77 £+ 3,50 pl/(g x 50 min)

24

E TCDCA

E 2,0

x .

216 ‘ +/- Wortmannin ‘

212 CDNB

2

2 08 -

[

g 0!4 N

1]

© 00 —
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95

Zeit (min)

‘—O—TCDCA —e— TCDCA + Wortmannin 100 nM

Abb. 28: GallenfluB bei Gabe von TCDCA in Gegenwart und Abwesenheit des
Pls-Kinase-Inhibitors Wortmannin (MW + SD, n = 5).
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3.21.6 Modulation des Gallenflusses: Zusammenfassung

Die durch TLCA induzierte Hemmung des Gallenflusses wurde durch Wortmannin

antagonisiert. Dagegen wurde die durch TUDCA induzierte Cholerese nach

Hemmung der Pl3-Kinasen nicht beeinfluit. TUDCA und Wortmannin wirkten additiv

den TLCA-Effekten auf den Gallenfluld entgegen (siehe Abb. 29).

2g | CDNB
+/- Gallensauren ‘
24 +/- Wortmannin ‘
—O—Kontrolle
2,0 ~ —&— Wortmannin 100 nM
T —A—TLCA
€
X 16 .
k) —&— TLCA + Wortmannin 100 nM
3
< —O—TUDCA
T 12
2 —@— TUDCA + Wortmannin 100 nM
©
(&)
—{1—TLCA + TUDCA
0,8 -
—l—TLCA + TUDCA + Wortmannin
100 nM
0,4 1
0,0 A—’_A/A_A\A\A__H—A_H

40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95

Zeit (min)

Abb. 29: Modulation des Gallenflusses (MW, n = 5).

63



3.2.2 Biliare Sekretion des Mrp2-Substrats GS-DNP

3.2.21 Effekt von Wortmannin

Die biliare Sekretion von GS-DNP betrug nach Gabe von CDNB (30 yM fir 10 min)

730,0 £ 119,8 nmol/(g Leber x 50 min) (Gruppe L). Die maximale Sekretionsrate von

31,9 + 5,0 nmol/(g Leber x min) wurde 20 min nach Beginn der Gabe von CDNB

erreicht.

Der PIls-Kinase-Inhibitor Wortmannin (100 nM; Gruppe M) beeinflul3te die biliare
Sekretion von GS-DNP unter Kontrollbedingungen nicht (siehe Tabelle 21 und Abb.

30).

Tabelle 21: Biliare Sekretion von GS-DNP bei Kontrollen £ Wortmannin (MW
SD). Infusion von CDNB (40. bis 50. min).

+

Gruppe L (Kontrolle, n = 5) M (Wortmannin 100 nM, n = 5)
Zeit (min) GS-DNP-Sekretion (nmol/(g x min)) GS-DNP-Sekretion (nmol/(g x min))

45 00 0+0

50 12,30 £ 3,89 12,58 + 3,86
55 29,57 + 6,63 27,68 + 7,86
60 31,87 £ 5,00 31,75+ 5,93
65 22,71 £4,01 22,75+ 3,77
70 15,38 £ 2,59 15,11 £+ 3,53
75 11,13 £ 2,09 9,90 £ 1,77
80 8,29 +1,35 6,96 + 1,84
85 6,02 + 0,90 511 +1,02
90 4,87 £ 0,62 3,60 + 1,16
95 3,85+ 0,38 2,85+ 0,52

GS-DNP-Sekretion

730,01 £ 119,77 nmol/(g x 50 min)

691,50 £ 139,13 nmol/(g x 50 min)
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Abb. 30: Biliare GS-DNP-Sekretion in Gegenwart und Abwesenheit des Pls-
Kinase-Inhibitors Wortmannin (MW £ SD, n = 5).

3.2.2.2 Effekt von TLCA

Die Gabe der cholestatisch wirkenden Gallensadure TLCA (Gruppe N) flhrte nicht nur
zu einer Reduktion des Gallenflusses (siehe 3.2.1.2), sondern auch zu einer
deutlichen Beeintrachtigung der biliaren GS-DNP-Sekretion um 95 % auf 38,6 £ 25,0

nmol/(g Leber x min).

Eine Hemmung der Pl3-Kinasen in der Leber durch Wortmannin wahrend der Gabe
von TLCA (Gruppe O) hatte eine signifikante Erhdhung der GS-DNP-Sekretion auf
110,5 £ 60,5 nmol/(g Leber x min) zur Folge (siehe Tabelle 22 und Abb. 31).

Tabelle 22: Biliare Sekretion von GS-DNP in den TLCA-Gruppen * Wortmannin

(MW % SD). Infusion von CDNB (40. bis 50. min). * p = 0,05 (vs. Gruppe N).
Gruppe N (TLCA,n=5) O (Wortmannin 100 nM + TLCA, n = 5)
Zeit (min) GS-DNP-Sekretion (nmol/(g x min)) GS-DNP-Sekretion (nmol/(g x min))

45 0+0 0+0

50 0,04 + 0,09 0,74 + 1,26

55 0,09 £ 0,11 3,63 £4,17

60 0,37 £ 0,45 5,47 £ 3,80

65 0,73 +£0,81 5,05 + 2,26

70 0,90 £ 0,77 3,16 + 1,03

75 1,25+ 1,00 1,77 £ 0,61

80 1,13+ 0,87 0,94 + 0,36

85 0,97 £ 0,63 0,66 * 0,52

90 1,10 £ 0,59 0,38 + 0,36

95 1,13+ 0,83 0,39 £ 0,52
GS-DNP-Sekretion 38,64 £ 24,97 nmol/(g x 50 min) 110,49 £ 60,51 nmol/(g x 50 min) *
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Abb. 31: Biliare GS-DNP-Sekretion bei Gabe von TLCA in Gegenwart und
Abwesenheit des Pl3-Kinase-Inhibitors Wortmannin (MW £ SD, n = 5).

3.2.2.3 Effekt von TUDCA

Die Gabe von TUDCA (Gruppe P) bewirkte eine Erhdhung der biliaren GS-DNP-
Sekretion um 27 % (p < 0,05) im Vergleich zu Kontrollen (Gruppe L, siehe 3.2.2.1).

Die durch TUDCA stimulierte GS-DNP-Sekretion wurde durch die Gabe von
Wortmannin (Gruppe Q) nicht beeinfluldt (siehe Tabelle 23 und Abb. 32).

Tabelle 23: Biliare Sekretion von GS-DNP bei Gabe von TUDCA * Wortmannin
(MW £ SD). Infusion von CDNB (40. bis 50. min).

Gruppe P (TUDCA, n =5) Q (Wortmannin 100 nM + TUDCA,
n=>5)
Zeit (min) GS-DNP-Sekretion (nmol/(g x min)) GS-DNP-Sekretion (nmol/(g x min))
45 0+0 0+0
50 24,95 + 3,20 23,16 + 4,59
55 43,90 + 5,46 41,15+ 7,83
60 39,58 + 3,91 35,00 + 8,13
65 22,91 £ 5,77 22,77 £+ 5,37
70 16,04 + 2,43 15,28 + 3,53
75 12,46 + 1,92 11,80 + 2,64
80 8,87 +£1,43 8,43 +1,79
85 6,89 +1,13 6,34 + 1,35
90 5,09+ 0,75 4,63 +1,15
95 4,09 £ 0,67 3,69+ 0,74
GS-DNP-Sekretion 923,91 + 122,06 nmol/(g x 50 min) 861,19 £ 176,56 nmol/(g x 50 min)
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Abb. 32: Biliare GS-DNP-Sekretion bei Gabe von TUDCA in Gegenwart und
Abwesenheit des Pls3-Kinase-Inhibitors Wortmannin (MW £ SD, n = 5).

3.2.2.4 Effekt der gemeinsamen Gabe von TLCA und TUDCA

Die zusatzliche Gabe von TUDCA (Gruppe R) filhrte zu einer weitgehenden
Aufhebung des hemmenden Effekts von TLCA auf die GS-DNP-Sekretion im
Vergleich zu unbehandelten Kontrollen (Gruppe L, siehe 3.2.2.1).

Die Hemmung der PIs-Kinase durch Wortmannin (Gruppe S) fihrte mit 602,0 £
185,1 nmol/(g Leber x 50 min) vs. 529,9 + 48,9 nmol/(g Leber x 50 min) zu keiner
signifikanten Erhohung der GS-DNP-Sekretion (siehe Tabelle 24 und Abb. 33).

Tabelle 24: Bilidare Sekretion von GS-DNP bei Gabe von TLCA und TUDCA %
Wortmannin (MW x SD). Infusion von CDNB (40. bis 50. min).

Gruppe R (TLCA + TUDCA, n =5) S (Wortmannin 100 nM + TLCA +
TUDCA, n =5)
Zeit (min) GS-DNP-Sekretion (nmol/(g x min)) GS-DNP-Sekretion (nmol/(g x min))

45 0+0 0+0

50 11,49 £ 1,94 12,13 £ 3,04

55 21,90 + 1,88 25,66 = 9,11

60 24,28 +2,04 29,24 + 8,27

65 17,17 £2,28 22,35 + 8,26

70 11,34 £ 2,15 14,65 £ 6,18

75 7,44 £ 1,52 7,20 + 3,06

80 4,94 £ 0,88 4,34 £ 1,92

85 3,33+ 0,60 2,77 £1,52

90 2,39+0,44 1,43 £ 1,01

95 1,69 £ 0,36 0,63 +0,77
GS-DNP-Sekretion 529,88 + 48,88 nmol/(g x 50 min) 602,04 + 185,13 nmol/(g x 50 min)
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Abb. 33: Biliare GS-DNP-Sekretion bei Gabe von TLCA und TUDCA in
Gegenwart und Abwesenheit des Pls-Kinase-Inhibitors Wortmannin (MW * SD,
n=>5).

3.2.2.5 Effekt von TCDCA

TCDCA (Gruppe T) fuhrte im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen (Gruppe L,
siehe 3.2.2.1) zu einer deutlichen Verringerung der GS-DNP-Sekretion. Die
Abnahme war jedoch nicht so ausgepragt wie bei TLCA (Gruppe N, siehe 3.2.2.2).

Wortmannin hatte keinen signifikanten EinfluR auf die Transportkapazitat des
apikalen Transporters Mrp2 (siehe Tabelle 25 und Abb. 34).

Tabelle 25: Biliare Sekretion von GS-DNP bei Gabe von TCDCA * Wortmannin
(MW £ SD). Infusion von CDNB (40. bis 50. min).

Gruppe T (TCDCA, n=5) U (Wortmannin 100 nM + TCDCA,
n =5)
Zeit (min) GS-DNP-Sekretion (nmol/(g x min)) GS-DNP-Sekretion (nmol/(g x min))
45 00 00
50 242 +244 1,88 £ 1,71
55 5,79 +4,17 4,70 £ 4,11
60 5,45 £ 3,58 3,23 + 2,53
65 4,00 £ 1,46 2,33+1,89
70 2,76 £ 0,67 2,10+ 0,55
75 2,64 +1,59 1,11+ 0,30
80 2,00+1,14 0,63+0,18
85 1,13 £ 0,56 0,42 + 0,10
90 0,92 £ 0,55 0,29 + 0,05
95 0,93 +1,15 0,23 + 0,07
GS-DNP-Sekretion 140,25 £ 54,49 nmol/(g x 50 min) 84,64 + 53,38 nmol/(g x 50 min)




18,0
15,0
12,0
9,0
6,0 -
3,0

0,0 T T T T T T T T T T T
0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95

Zeit (min)

TCDCA

+/- Wortmannin

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

T T

\—o—TCDCA —e— TCDCA + Wortmannin 100 nM \

Abb. 34: Biliare GS-DNP-Sekretion bei Gabe von TCDCA in Gegenwart und
Abwesenheit des Pl3-Kinase-Inhibitors Wortmannin (MW £ SD, n = 5).
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3.2.2.6 Modulation der biliaren GS-DNP-Sekretion: Zusammenfassung

Die durch TLCA induzierte Hemmung der hepatobiliaren GS-DNP-Sekretion wurde
durch Wortmannin antagonisiert. Dagegen wurde die durch TUDCA induzierte
Steigerung nach Hemmung der PIs-Kinasen nicht beeinfludt. TUDCA und
Wortmannin wirkten additiv den TLCA-Effekten auf die biliare GS-DNP-Sekretion
entgegen (siehe Abb. 35).
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50,0 1 +/- Gallensauren
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—&— Wortmannin 100 nM

40,0 -
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Abb. 35: Modulation der biliaren GS-DNP-Sekretion (MW, n = 5).
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3.2.3 Aktivitat der LDH

Die LDH-Abgabe in das Effluat als Mal} der Leberzellschadigung im experimentellen
Modell der isoliert perfundierten Rattenleber war unter Kontrollbedingungen (Gruppe
L) stabil niedrig und wurde auch durch Wortmannin (Gruppe M) und TUDCA
(Gruppe P) nicht beeinfluft.

TLCA (Gruppe N) induzierte einen Anstieg der LDH-Abgabe nach 65 und 85 min,
der bei gleichzeitiger Gabe von Wortmannin (Gruppe O) nicht beobachtet wurde.
TUDCA verstarkte die durch TLCA ausgeloste LDH-Abgabe (Gruppe R). Auch der
durch TLCA und TUDCA ausgeldste Leberzellschaden wurde durch Wortmannin
signifikant vermindert (Gruppe S).

Die durch TCDCA ausgeléste Leberzellschadigung (Gruppe T) war durch
gleichzeitige Gabe von Wortmannin (Gruppe U) nicht hemmbar. Im Gegentelil,
Wortmannin stimulierte die durch TCDCA induzierte LDH-Sekretion (siehe Tabelle
26 und Abb. 36).

Tabelle 26: LDH-Aktivitat im Effluat (MW £+ SD, n =5).

Gruppe LDH-AKktivitat (mU/(g x min))
45 min 65 min 85 min
L: Kontrolle. 37+14 6,0+8,9 40+0,9
M: Wortmannin 100 nM. 3,6+20 28+15 55+4,1
N: TLCA. 3,8+£0,8 94+1,0 30,0+8,0
O: Wortmannin 100 nM 3,1+0,8 44+15 48+11
+ TLCA. p < 0,01 (vs. Gruppe N) p < 0,01 (vs. Gruppe N)
P: TUDCA. 1,9+£13 2,2+0,9 6,4+82
Q: Wortmannin 100 nM 3,3+1,7 46+2,6 79+6,8
+ TUDCA.
R: TLCA + TUDCA. 59,5+21,2 442 + 3,8 55975
S: Wortmannin 100 nM 49+1,2 6,9+3,6 10,4 £ 5,8
+ TLCA + TUDCA. p < 0,01 (vs. Gruppe R) p <0,01 (vs. Gruppe R) p < 0,01 (vs. Gruppe R)
T: TCDCA. 56,4 £ 19,9 76,1+ 141 128,3 £ 27,9
U: Wortmannin 100 nM 104,5 + 26,3 106,6 + 45,6 162,3 £ 51,7
+ TCDCA. p = 0,01 (vs. Gruppe T)
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LDH-Aktivitat (mU/(g x min))

T

45 min 65 min 85 min
Zeitpunkt
OKontrolle B Wortmannin 100 nM
EBTLCA B TLCA + Wortmannin 100 nM
BATUDCA NTUDCA + Wortmannin 100 nM
ATLCA + TUDCA B TLCA + TUDCA + Wortmannin 100 nM
ETCDCA @ TCDCA + Wortmannin 100 nM

Abb. 36: LDH-Aktivitat im Effluat (MW + SD, n = 5).
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3.3 Versuchsreihe lll

In Versuchsreihe Il wurde die Bedeutung der PKC-Isoform o flr die durch TUDCA
gesteigerte hepatobiliare Sekretion am Modell der cholestatischen Rattenleber

untersucht.

Rattenlebern wurden in einer nichtrezirkulierenden Perfusion mit Krebs-Henseleit-
Bikarbonat-Puffer fir 75 min mit Gallensauren perfundiert (siehe Perfusionsprotokoll
lll, 2.1.3). Die a-PKC der Leberzellen wurde durch Gabe des spezifischen Inhibitors
BIM-I gehemmt. Zwischen der 40. und 50. min wurde zusatzlich CDNB zur Messung

der Transportkapazitat der apikalen Konjugatexportpumpe Mrp2 appliziert.

3.3.1 GallenfluB

3.3.1.1 Effekt von BIM-I

Der Gallenflul betrug bei unbehandelten Kontrollen (Gruppe L) zu Beginn der
Perfusion (15. bis 20. min) 1,3 + 0,1 ul/(g Leber x min). In Folge der Applikation von
CDNB (40. bis 50. min) kam es zu einem vorubergehenden Anstieg des
Gallenflusses. Dieser lag zwischen der 45. und 95. min bei 53,2 + 7,7 pl/(g Leber x
50 min).

Der Gallenfluld zeigte unter Gabe des PKC-Inhibitors BIM-I (Gruppe V) keine

Anderung gegeniiber Kontrollen wahrend der gesamten Versuchsdauer (siehe
Tabelle 27 und Abb. 37).
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Tabelle 27: GallenfluR bei Kontrollen * BIM-I (MW + SD). Infusion von CDNB (40.

bis 50. min).
Gruppe L (Kontrolle, n = 5) V (BIM-1 1 uM, n = 3)
Zeit (min) Gallenfluly (pl/(g x min)) Gallenflufy (pl/(g x min))
20 1,26 £ 0,06 1,29 £ 0,13
25 1,22 £ 0,11 1,18 £ 0,11
30 1,16 £ 0,10 1,16 £ 0,15
35 1,11+£0,13 1,13+£0,13
40 1,056+£0,14 1,10+ 0,10
45 1,01£0,12 1,06 £ 0,10
50 1,27 £0,12 1,33+£0,18
55 1,49+£0,19 1,50 £ 0,21
60 1,45+£0,19 1,52 £ 0,20
65 1,23 £0,20 1,37 £0,15
70 1,06 £ 0,19 1,23+£0,12
75 0,93 + 0,17 1,10+ 0,10
80 0,87 £ 0,17 0,96 + 0,04
85 0,80+ 0,13 0,88 + 0,11
90 0,78+ 0,14 0,84 +0,12
95 0,75+ 0,12 0,81+ 0,14
Gallenflufy 53,17 £ 7,74 pl/(g x 50 min) 57,74 + 3,95 pl/(g x 50 min)
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Abb. 37: GallenfluR in Gegenwart und Abwesenheit des PKC-Inhibitors BIM-I
(MW = SD, n=3-5).

3.3.1.2 Effekt der gemeinsamen Gabe von TLCA und TUDCA

Bei den TLCA/TUDCA-Versuchen betrug der Gallenflu® in Abwesenheit des PKC-
Inhibitors BIM-I (Gruppe R) 68,1 £ 2,7 pl/(g Leber x 50 min).
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Die Infusion von BIM-I (Gruppe W) fluhrte zu einer deutlichen, jedoch nicht

signifikanten Verringerung des Gallenflusses auf 38,4 + 18,4 ul/(g Leber x 50 min)
(p =0,11) (siehe Tabelle 28 und Abb. 38).

Tabelle 28: GallenfluB bei Gabe von TLCA und TUDCA * BIM-l (MW £ SD).
Infusion von CDNB (40. bis 50. min).

Gruppe R (TLCA + TUDCA, n = 5) W (BIM-I 1 uM + TLCA + TUDCA, n = 3)

Zeit (min) Gallenflu® (ul/(g x min)) Gallenfluf3 (ul/(g x min))

20 1,32+ 0,11 1,04 £ 0,20

25 1,44+ 0,10 0,98 + 0,36

30 1,70+ 0,17 0,93+0,48

35 1,66 + 0,21 1,07 £0,44

40 1,49 £ 0,20 0,97 + 0,40

45 1,39+0,18 0,85 + 0,36

50 1,56 £ 0,19 0,93 +0,40

55 1,58 + 0,08 0,98 + 0,41

60 1,62 £ 0,06 0,94 + 0,44

65 1,53 £ 0,06 0,90 + 0,45

70 1,42 £ 0,03 0,81+0,40

75 1,33+0,04 0,74 + 0,36

80 1,24 +£0,10 0,67 + 0,34

85 1,16 £ 0,13 0,61+0,32

90 1,10+ 0,13 0,57 + 0,29

95 1,06 + 0,13 0,52 + 0,28
Gallenflufy 68,05 + 2,70 pl/(g x 50 min) 38,37 + 18,39 ul/(g x 50 min)
.
E 2,8 - | TLCA + TUDCA |
x 2,4 -
2 20 | | +- BIM-| |
3 16-
2 12
£ 08 -
S 04
3 0,0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ |

0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95
Zeit (min)
—0— TLCA + TUDCA —e— TLCA + TUDCA + BIM-I ‘

Abb. 38: GallenfluR bei Gabe von TLCA und TUDCA in Gegenwart und
Abwesenheit des PKC-Inhibitors BIM-l (MW + SD, n = 3 - 5).
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3.3.1.3 Modulation des Gallenflusses: Zusammenfassung

Bei gegenuber TLCA und TUDCA exponierten Lebern fuhrte die Hemmung der PKC-
Isoform o zu einer deutlichen, jedoch nicht signifikanten, Verringerung des
Gallenflusses (siehe Abb. 39).
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Abb. 39: Modulation des Gallenflusses (MW, n =3 - 5).



3.3.2 Biliare Sekretion des Mrp2-Substrats GS-DNP

3.3.2.1

Effekt von BIM-I

Eine Hemmung der PKC durch BIM-lI (Gruppe V) fluhrte zu keiner signifikanten

Veranderung der biliaren Sekretion von GS-DNP gegenlber unbehandelten

Kontrollen wahrend der gesamten Versuchsdauer (siehe Tabelle 29 und Abb. 40).

Tabelle 29: Biliare Sekretion von GS-DNP bei Kontrollen * BIM-l (MW + SD).
Infusion von CDNB (40. bis 50. min).

Gruppe L (Kontrolle, n = 5) V (BIM-I 1 uM, n = 3)
Zeit (min) GS-DNP-Sekretion (nmol/(g x min)) GS-DNP-Sekretion (nmol/(g x min))

45 00 00

50 12,30 + 3,89 11,25 + 3,85

55 29,57 + 6,63 25,92 + 8,21

60 31,87 £ 5,00 29,07 + 8,91

65 22,71 +£4,01 20,88 + 5,39

70 15,38 + 2,59 14,99+ 243

75 11,13+ 2,09 10,89 + 0,83

80 8,29+1,35 8,37 +1,28

85 6,02 + 0,90 6,95 + 1,61

90 4,87 £0,62 548 +1,62

95 3,85+ 0,38 4,45+ 1,76

GS-DNP-Sekretion

730,01 + 119,77 nmol/(g x 50 min)

691,28 + 125,74 nmol/(g x 50 min)

30,0

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

-
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o
|
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o
o
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\—o—Kontroue —e—BIM-I \

Abb. 40: Biliare GS-DNP-Sekretion in Gegenwart und Abwesenheit des PKC-
Inhibitors BIM-l (MW = SD, n = 3 - 5).
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3.3.2.2 Effekt der gemeinsamen Gabe von TLCA und TUDCA

Die Zugabe des PKC-Inhibitors BIM-I (Gruppe W) flihrte mit 268,9 £ 100,6 nmol/(g
Leber x 50 min) vs. 529,9 + 48,9 nmol/(g Leber x 50 min) zu einer signifikanten

Verringerung der GS-DNP-Sekretion um 49 % (siehe Tabelle 30 und Abb. 41).

Tabelle 30: Biliare Sekretion von GS-DNP bei Gabe von TLCA und TUDCA %

BIM-I (MW + SD). Infusion von CDNB (40. bis 50. min). * p < 0,05 (vs. Gruppe R).

Gruppe R (TLCA + TUDCA, n =5) W (BIM-1 1 uM + TLCA + TUDCA,
n=3)
Zeit (min) GS-DNP-Sekretion (nmol/(g x min)) GS-DNP-Sekretion (nmol/(g x min))
45 00 00
50 11,49 + 1,94 4,30 £ 1,91
55 21,90 + 1,88 10,77 + 3,64
60 24,28 + 2,04 12,46 + 4,40
65 17,17 £ 2,28 9,35 + 3,66
70 11,34 £ 2,15 5,86 + 2,22
75 7,44 +1,52 4,00 £ 1,56
80 4,94 +0,88 2,80+1,15
85 3,33+ 0,60 1,89 £ 0,81
90 2,39+0,44 1,43 £ 0,60
95 1,69 + 0,36 0,91 + 0,39
GS-DNP-Sekretion 529,88 + 48,88 nmol/(g x 50 min) 268,87 + 100,63 nmol/(g x 50 min) *

CDNB
50,0 -
[ =
$= 400 | TLCA + TUDCA |
2E
% x 300 | +- BIMH |
? o
2 = 200
o E
» £ 10,0 -
o
0,0 T T T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95
Zeit (min)
\—o—TLCA + TUDCA —e—TLCA + TUDCA + BIM-I \
Abb. 41: Biliare GS-DNP-Sekretion bei Gabe von TLCA und TUDCA in

Gegenwart und Abwesenheit des PKC-Inhibitors BIM-l (MW + SD, n = 3 - 5).
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3.3.2.3 Modulation der biliaren GS-DNP-Sekretion: Zusammenfassung

Die durch TUDCA erhohte biliare Sekretion des organischen Modellanions GS-DNP
wurde bei durch TLCA induzierter Cholestase durch die Hemmung der PKC-Isoform

o verringert (siehe Abb. 42).

‘ +/- Gallensauren ‘

35,0
+/- BIM-I

30,0 +

25,0 A
—O—Kontrolle
—o—BIM-I
20,0 - —O—TLCA
—A—TLCA + TUDCA
—&—TLCA + TUDCA + BIM-I

15,0

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

10,0

5,0 4

Zeit (min)

Abb. 42: Modulation der biliaren GS-DNP-Sekretion (MW, n = 3 — 5).
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3.3.3 Aktivitat der LDH

Sowohl bei Kontrollen als auch bei Gabe von TLCA und TUDCA konnten keine
signifikanten Unterschiede bezlglich der LDH-Abgabe in das Effluat in Abhangigkeit
von einer PKC-Hemmung beobachtet werden (siehe Tabelle 31 und Abb. 43).

Die Aktivitaten entsprachen weitgehend den in 3.2.3 beschriebenen Verhaltnissen.

Tabelle 31: LDH-Aktivitat im Effluat (MW + SD).

Gruppe LDH-Aktivitat (mU/(g x min))
45 min 65 min 85 min

L: Kontrolle, n = 5. 3714 6,0+8,9 40+0,9
V: BIM-l, n = 3. 2,1+05 34+1,1 34+1,1
R: TLCA + TUDCA, 59,5+21,2 442 + 3,8 559+7,5
n=>5.
W: BIM-| + TLCA + 57,0+ 25,6 60,1 + 34,3 83,3+ 14,6
TUDCA, n = 3.
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LDH-Aktivitat (mU/(g x min))
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Abb.

43: LDH-Aktivitat im Effluat (MW z SD, n = 3 - 5).
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3.4 Hepatovenoser Efflux der Gallensauren

Die Aufnahmerate der Uber die Pfortader applizierten Gallensauren in die Leber
wurde durch Messung der Konzentration der Gallensauren im hepatovendsen Effluat
mittels Gaschromatographie und, wenn erforderlich, mittels Massenspektrometrie

bestimmt.

TLCA (Gruppen C, D und E) und TUDCA (Gruppen F und G) wurden bei einmaliger

Leberpassage nahezu vollstandig aufgenommen.

Bei der kombinierten Verabreichung von TLCA und TUDCA (Gruppen H und I) fiel
auf, dald die UDCA-Spiegel im Effluat insgesamt etwas héher waren als bei alleiniger
TUDCA-Applikation.

TCDCA wurde nach 65 min zu 97 % (Gruppe J) und 92 % (Gruppe K) und nach 85
min zu 90 % (Gruppe J) und 71 % (Gruppe K) aufgenommen. Die Aufnahmerate
von TCDCA war bei den Gruppen des Versuchsprotokolls Il (Gruppen T und U) bei
etwa vergleichbaren Zeitpunkten tendenziell niedriger als in den entsprechenden
Gruppen von Versuchsprotokoll | (Gruppen J und K). TCDCA wurde nach 45 min zu
84 % (Gruppen T und U) und nach 65 min zu 62 % (Gruppe T) und 58 % (Gruppe

U) aufgenommen (siehe Tabelle 32).

In 31 von 40 Gaschromatogrammen von TCDCA-Versuchen konnten neben den
Peaks von CDCA und internem Standard Peaks mit einer Retentionszeit etwa 0,5
min vor der CDCA detektiert werden (siehe Abb. 44). Diese Retentionszeit entspricht
der 3a,7a-Dihydroxy-A°>-Cholensdure. Um MeRfehler auszuschlieRen, wurden
stichprobenartig Untersuchungen der jeweiligen Proben mit der Massenspektrometrie
als zweite Methode angeschlossen (siehe Abb. 45). Diese bestatigte 3a,70-
Dihydroxy-A°-Cholenséure als Ursache des Peaks. Da eine quantitative Bestimmung
der 3a,7a-Dihydroxy-A°>-Cholenséure im Effluat wegen einer fehlenden Eichung des
Gaschromatographen auf diese Gallensaure nicht moglich war, beschrankt sich

Tabelle 32 auf eine qualitative Darstellung.
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Tabelle 32: Hepatovenoser Efflux der Gallensauren.

Gruppe Anzahl der Proben, in denen die jeweilige Gallensaure nachweisbar
war; Konzentration in diesen Proben (MW + SD).
C: TLCA. LCA: 65 min: 0/6. 85 min: 0/6.

D: Wortmannin 100 nM + TLCA. | LCA: 65 min: 2/6; 0,24 + 0,01 uM. 85 min: 0/6.

E: Wortmannin 500 nM + TLCA. | LCA: 65 min: 1/5; 0,21 uM. 85 min: 0/4.

F: TUDCA. UDCA: 65 min: 1/5; 0,33 uM. 85 min: 4/5; 0,32 + 0,08 uM.

G: Wortmannin 100 nM + UDCA: 65 min: 3/5; 0,75 £ 0,63 pM. 85 min: 4/5; 0,56 + 0,42 uM.
TUDCA.

H: TLCA + TUDCA. LCA: 65 min: 0/5. 85 min: 2/5; 0,29 + 0,06 pM.

UDCA: 65 min: 4/5; 0,90 £ 0,68 uM. 85 min: 5/5; 2,79 + 3,71 uM.

I: Wortmannin 100 nM + TLCA + | LCA: 65 min: 0/5. 85 min: 0/5.

TUDCA. UDCA: 65 min: 1/5; 1,63 uM. 85 min: 4/5; 0,72 + 0,75 uM.

J: TCDCA. CDCA: 65 min: 4/5; 0,84 + 0,47 yM. 85 min: 5/5; 2,41 + 1,21 uM.
3a,7a—Dihydroxy—As—ChoIenséure: 65 min: 1/5. 85 min: 5/5.

K: Wortmannin 100 nM + CDCA: 65 min: 5/5; 1,90 £ 1,32 uM. 85 min: 5/5; 7,35 £ 3,11 uM.

TCDCA. 30, 7a-Dihydroxy-A°-Cholensaure: 65 min: 2/5. 85 min: 5/5.

T: TCDCA. CDCA: 45 min: 5/5; 4,03 £+ 3,13 yM. 65 min: 5/5; 9,59 + 2,82 yM.
3(x,7(x-Dihydroxy-AS-ChoIenséure: 45 min: 5/5. 65 min: 5/5.

U: Wortmannin 100 nM + CDCA: 45 min: 5/5; 4,02 £ 3,46 yM. 65 min: 5/5; 10,41 + 1,53 uM.

TCDCA. 30, 7a-Dihydroxy-A’-Cholensaure: 45 min: 3/5. 65 min: 5/5.
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Abb. 44: Gallensaurenspiegel im hepatovenosen Effluat. Gaschromatogramm
eines Effluatextrakts (Versuch C32, TCDCA, 65 min): Nachweis von CDCA (9,8 uM)
und 3a,7a-Dihydroxy-A°-Cholenséure (qualitativ).
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Untersuchung eines Effluatextrakts (Versuch C32, TCDCA, 65 min). Nachweis von

3a,70-Dihydroxy-A°-Cholensaure.

Abb. 45: Gallensauren



3.5 Autoradiographischer Nachweis der Pl:-Kinase-Aktivitat

Die modulierende Wirkung der Gallensauren TLCA und TUDCA auf die Aktivitat der
Pls-Kinase in pcDNA 3.1/Ntcp-transfizierten Hep G2-Zellen wurde mittels eines Pls-

Kinase-Aktivitatsassays untersucht.

Wahrend der Pls-Kinase-Aktivator Insulin (41,8 x 10° I.E., 30 min) zu einer Erhdhung
der Pls-Kinase-Aktivitat fuhrte, bewirkten TLCA (25 pM, 30 min) und TUDCA (25 uM,
30 min) keine signifikante Aktivitatszunahme gegenuber Kontrollen (siehe Tabelle 33
und Abb. 46 und 47).

Tabelle 33: Relative Pl3-Kinase-Aktivitat in Bezug auf Kontrollen. * p = 0,05 (vs.
Kontrollen).

Assay-Nummer Kontrolle Insulin TLCA TUDCA

1 1,00 1,57 0,81 1,85

2 1,00 1,86 1,53 0,74

3 1,00 1,36 0,73 0,75
MW + SD 1,00+ 0 1,60+ 0,25 1,02 + 0,44 1,11 + 0,64

2,0

1,5 1

1,0 1

0,5 A

0,0

Relative PI3-Kinase-Aktivitat

\OKontrolle Minsulin MTLCA EITUDCA |

Abb. 46: Relative Pl:-Kinase-Aktivitiat in Bezug auf Kontrollen (MW + SD, n = 3).
Mit einem pcDNA 3.1/Ntcp-Konstrukt transfizierte humane Hep G2-Hepatomzellen
wurden fir 30 min mit Tragermedium (Kontrolle, DMSO 0,1 % v/v), Insulin
(Positivkontrolle, 41,8 x 10 I.E.), TLCA (25 uM) oder TUDCA (25 uM) inkubiert. Die
Pls-Kinase-Aktivitat wurde nach Schockfrieren im Zellhomogenat (siehe 2.8)
bestimmt.

86



Kontrolle Insulin TLCA TUDCA

Abb. 47: Autoradiographischer Nachweis der Pl3-Kinase-Aktivitat in mit einem
pcDNA 3.1/Ntcp-Konstrukt transfizierten humanen Hep G2-Hepatomzellen nach
dunnschichtchromatographischer Trennung des Pls-Kinase-Produkts Phosphatidyl-
inositol-3-Phosphat (oberste Schwarzungen). Die untersten Schwarzungen
entsprechen den Auftragungsstellen von Tragermedium (Kontrolle, DMSO 0,1 % v/v,
30 min), Insulin (41,8 x 10° I.E., 30 min), TLCA (25 yM, 30 min) und TUDCA (25 uM,
30 min).
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4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit untersucht die Bedeutung von Pls-Kinasen fur die durch
Gallensauren induzierte Modulation von Gallenflul, hepatobiliarer Exozytose,
Sekretion von organischen Anionen und Verteilung der PKC-Isoform ¢ in der
perfundierten Rattenleber. Die Ergebnisse zeigen, dal® die cholestatischen Effekte
der hydrophoben Gallensdure TLCA uUber Pl3-Kinase-abhangige Mechanismen
vermittelt werden und durch den PIs-Kinase-Inhibitor Wortmannin hemmbar sind.
Demgegenuber wird die anticholestatische Wirkung der hydrophilen Gallensaure

TUDCA PI3-Kinase-unabhangig Uber a-PKC-abhangige Mechanismen vermittelt.

4.1 Modulation von GallenfluB, hepatobiliarer Exozytose, bilidrer
GS-DNP-Sekretion und Verteilung der PKC-lsoform ¢ durch

Gallensauren

Seit Uber 35 Jahren ist bekannt, dal3 die hydrophobe Gallensaure LCA und ihr
Konjugat TLCA cholestatisch wirken (55, 58). Zahlreiche Untersuchungen haben sich
seither mit der Frage beschaftigt, wie der cholestatische Effekt der LCA in der Leber
vermittelt wird. TLCA scheint selektiv die kanalikulare Membran zu schadigen, wobei
deren Fluiditat wie auch die Zahl der Mikrovilli abnimmt (61, 62). Ferner behindert
TLCA den transzellularen Vesikeltransport (73) und die Vesikelfusion am apikalen
Pol der Leberzelle (17). Die ebenfalls reduzierte bilidare Sekretion organischer
Anionen (94) kann zumindest partiell auf eine Verringerung der Mrp2-Dichte an der
kanalikularen Membran durch TLCA zuruckgefuhrt werden (16, 17). Die genauen
pathogenetischen Mechanismen, die der durch TLCA induzierten Cholestase

zugrunde liegen, blieben aber weitgehend unverstanden.

Beuers et al. beobachteten in den neunziger Jahren, dal} die hydrophile und
anticholestatisch wirkende Gallensaure TUDCA die hepatobiliare Exozytose Uber

Kalzium- und wahrscheinlich a-PKC-abhangige Mechanismen stimuliert (10, 13). Sie

88



spekulierten, dal® UDCA-Konjugate die sekretorische Kapazitat cholestatischer
Hepatozyten Uber die Insertion kanalikularer Transportproteine in ihre Zielmembran
fordern koénnten (10, 13). Kurzlich gelang der experimentelle Nachweis fur diese
Vermutung, als gezeigt wurde, daly TUDCA bei der cholestatischen Rattenleber die
hepatobiliare Exozytose, die Insertion des multispezifischen organischen
Anionentransporters Mrp2 in die apikale Membran und die bilidare Sekretion
organischer Anionen und damit den GallenfluR Uber PKC-abhé&ngige Mechanismen
stimuliert (17).

In isolierten Hepatozyten induziert TUDCA Uber die Entleerung von IP3-sensitiven
mikrosomalen Kalziumspeichern unabhangig von IP3 (9, 19) und Uber eine
Stimulation des Kalziumeinstroms Uber die Plasmamembran durch nickelsensitive
Kalziumkanale (9, 10, 19) anhaltende Anstiege des zytosolischen freien Kalziums.
Zusatzlich transloziert TUDCA die kalziumsensitive a-lsoform der PKC, ein
Schlisselenzym der kalziumstimulierten Exozytose (28), an die hepatozellularen
Membranen (11, 20, 108), induziert einen Anstieg des physiologischen intrazellularen
PKC-Aktivators DAG und aktiviert membrangebundene PKC (13).

Im Gegensatz dazu scheint die hydrophobe und cholestatisch wirkende Gallensaure
TLCA den Kalziumeinstrom Uber die Plasmamembran der Leberzelle in hdheren
mikromolaren Konzentrationen zu behindern (9, 15, 33). Ein Einstrom von Kalzium
gilt als wesentliches Signal fur die Stimulation regulierter Exozytose in zahlreichen
sekretorisch  aktiven  Zellen. Zudem transloziert TLCA  selektiv  die
kalziumunabhangige e-Isoform der PKC an die kanalikulare Hepatozytenmembran
(16), induziert einen Anstieg des hepatozellularen DAG-Spiegels und aktiviert
membrangebundene PKC in isolierten Hepatozyten (13, 16). Eine Aktivierung von ¢-
PKC wurde als Signal flr eine Stérung des Einbaus von Proteinen in ihre
Zielmembran bei Untersuchungen an einer Kolontumorzellinie diskutiert (96). Daher
wurde von Beuers et al. spekuliert, dal® eine Aktivierung der &-PKC im
Zusammenhang mit der durch TLCA induzierten Hemmung der hepatozellularen
Sekretion stehen kénnte (16). Es war aber unklar, auf welchem Wege TLCA ¢-PKC

an kanalikularen Membranen selektiv aktivieren konnte.
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Basierend auf der Entdeckung der Pls-Kinasen vor Uber zehn Jahren wurde das
Konzept eines intrazellularen Signalsystems entwickelt, das Lipidmediatoren
miteinbezog (111). Die Phosphorilierung von Phosphatidylinositol an der D3-Position
mit Bildung von Phosphatidylinositol-3-Phosphat durch Pl3-Kinasen wurde als erstes
in einem Komplex aus viralem Src und Middle-T-Antigen des Polyoma-Virus
beschrieben (118).

Etwa zur gleichen Zeit wurde Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat in aktivierten,
nicht aber in ruhenden Neutrophilen entdeckt, ein bis dahin nicht bekanntes
Phospholipid (113). Das fur die Bildung dieses Lipids verantwortliche Enzym wurde
spater gewonnen und erwies sich als verantwortlich flir die Phosphorilierung von
Phosphatidylinositol-4-Phosphat  und  Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat  zu
Phosphatidylinositol-3,4-Bisphosphat und Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat
(111).

Folgende Beobachtungen wiesen darauf hin, dal® diese Lipide als Mediatoren wirken:
1. Sie fehlten in nichtstimulierten Zellen, akkumulierten jedoch schnell nach
Stimulation der Zellen mit verschiedenen Agonisten. 2. Eine Inhibition der Bildung

dieser Lipide resultierte in einer Hemmung vieler akuter zellularer Antworten (111).

Obwohl es schon seit langerem schien, da® Pls-Kinasen an einer Reihe von
Zellantworten beteiligt sind, haben unlangst drei Entdeckungen das Interesse an
diesem Signalweg verstarkt: 1. Es konnte gezeigt werden, dal} eine Aktivierung der
Pls-Kinasen bei verschiedenen Zelltypen Apoptose verhinderte (39). 2. Es wurde
eine von einem Retrovirus kodierte Pls-Kinase gefunden, die Hamangiosarkome bei
Huhnern zu verursachen und Fibroblasten zu transformieren scheint (26). 3.
Mutationen im Pl3-Kinase-Gen verursachten bei Caenorhabditis elegans eine

dreifache Verlangerung der Lebenszeit (79).

Pls-Kinasen modulieren die Aktivitdt einer Vielzahl von far zellulare
Transportprozesse wichtigen Kinasen (115). Auch der Einflud von Pl3-Kinasen auf
die Isoformen der PKC wurde untersucht. In mit Baculovirus infizierten Insektenzellen
konnte beobachtet werden, dall die Pl3-Kinase-Produkte Phosphatidylinositol-3,4-
Bisphosphat und  Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat die = PKC-Isoform
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¢ aktivieren (110). In Hep G2-Zellen fuhrte die Aktivierung einer Mutante des
Rezeptors fur PDGF, die PIs-Kinasen aktiviert, zu einer Translokation der PKC-
Isoform & vom Zytosol an die Zellmembran. Diese Translokation wurde in Gegenwart
des Pl3-Kinase-Inhibitors Wortmannin gehemmt. Damit im Einklang wurde die PKC-
Isoform ¢ in vitro durch das synthetisch hergestellte Pls-Kinase-Produkt
Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat aktiviert (78).

Unter dem Eindruck dieser Erkenntnisse lag es nahe, eine Mediatorfunktion von Pls-
Kinasen fur die Modulation der Aktivitat und Verteilung von PKC-Isoformen und die
damit mdglicherweise verbundene Modulation der Sekretionskapazitat der
Leberzellen durch cholestatisch und anticholestatisch wirkende Gallensduren zu

untersuchen.

Um Aufschluld Uber die Bedeutung der Pl3-Kinase-Aktivitat fur die Modulation
hepatozellularer Sekretion und PKC-vermittelter Signalgebung zu bekommen, wurde
das experimentelle Modell der isoliert perfundierten Rattenleber gewahlt. Die Pls-
Kinase-Aktivitat wurde durch den selektiven, nichtkompetitiven Inhibitor Wortmannin
gehemmt (88).

4.1.1 Effekt von Wortmannin

Der PI3-Kinase-Inhibitor Wortmannin hatte unter Kontrollbedingungen ohne Zugabe
von Gallensauren in die Pfortader keinen Einfluly auf den Gallenflul® (siehe 3.1.1.1
und 3.2.1.1). Die biliare Sekretion von HRP als ein Mal fir die hepatobiliare
Exozytose der mit HRP vorbeladenen Leber wurde durch Gabe von Wortmannin

signifikant stimuliert (siehe 3.1.2.1).

Diese Ergebnisse decken sich nicht mit den in einer friilheren Arbeit beschriebenen
Effekten (38). Folli et al. berichteten 1997 bei der nichtstimulierten, perfundierten
Rattenleber von einer 25prozentigen Abnahme des Gallenflusses und einer
signifikanten Verringerung der biliaren HRP-Sekretion bei Gabe von Wortmannin im

Vergleich zu Kontrollen. Auf Grund des von Folli et al. verwendeten
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Versuchsprotokolls (Applikation von Wortmannin von der 10. bis zur 90. min und von
HRP von der 20. bis zur 45. min) kdnnen diese allerdings keine Aussage Uber die
Exozytose machen. Der Transport von HRP von den Endasten der Pfortader Uber die
Leberzelle in den Gallenkanalikulus umfal3t drei Schritte: 1. Die Endozytose an der
basalen Membran, 2. die intrazellulare Transzytose und 3. die apikale Exozytose.
Der von Folli et al. verwendete Versuchsansatz erlaubt eine Aussage uber den HRP-
Transport vom Pfortaderblut in die Galle, der offensichtlich in den mit Wortmannin
behandelten Lebern geringer war. In der vorliegenden Arbeit wurde die Leber vor der
Wortmanninapplikation mit HRP vorbeladen. Daher konnte Wortmannin nicht die
HRP-Aufnahme in die Hepatozyten beeinflussen. Zudem war der transzellulare

Transport schon fortgeschritten.

Insofern kdnnte man spekulieren, dall eine Hemmung der Pl3-Kinase zwar die
endozytotische Aufnahme im von Folli et al. verwendeten Versuchsansatz behindert,
die Exozytose jedoch stimuliert, was nur in dem hier gewahlten Versuchsansatz
erkennbar werden kann. Der in der vorliegenden Arbeit tendenziell héhere Gallenfluly
bei Hemmung der Pl3-Kinase konnte auf einer kolloidosmotischen Sogwirkung der

HRP infolge erhdhter biliarer Sekretion der mit HRP vorgeladenen Leber beruhen.

Exozytose ist eine Verschmelzung eines Vesikels mit einer Zielmembran. Dies fuhrt
nicht nur zu einer Entleerung des Vesikelinhalts in den extramembrandsen Raum (in
der vorliegenden Arbeit also die Sekretion der HRP in das kanalikulare Lumen),
sondern auch — was funktionell fir die sekretorische Kapazitat der Leber sogar
wichtiger ist — zu einer Insertion von Transportproteinen in ihre Zielmembran nach
einer Beforderung an den Ort ihrer Wirkung durch Vesikel (22, 35). Kurzlich wurde
gezeigt, dal® Vesikel, die polymere Immunglobulin A-Rezeptoren durch die Leberzelle
transportieren, gleichzeitig zwei der SchlUsseltransportproteine, Mrp2 und die
Gallensalzexportpumpe Bsep, an die kanalikulare Membran beférdern (104). Der
transzytotische Transport von polymeren Immunglobulin A-Rezeptoren und von HRP
wurde auf eine identische Untergruppe von Vesikeln innerhalb der Leberzelle
kolokalisiert (3).

Zusammenfassend scheint sich in nichtstimulierten Leberzellen eine Basisaktivitat

der Pls-Kinase zu finden (dies wurde zusatzlich durch den Pls-Kinase-Aktivitatsassay
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in 3.5 belegt). Diese Grundaktivitat scheint einen hemmenden Effekt auf die
hepatozellulare Exozytose zu haben, wahrend eine mellbare Beeinflussung der
Anionen- und Gallensekretion in dem hier gewahlten Versuchsansatz nicht
beobachtet wurde. Die Verteilung der PKC-Isoform ¢ wurde ebenfalls nicht meRRbar
beeinflullt (siehe 3.1.4).

4.1.2 Effekt von TLCA

Wie bereits in der Vergangenheit beschrieben (17) kam es unter dem Einflul® von
TLCA zu einer raschen Abnahme des Gallenflusses. In Gegenwart von Wortmannin

war diese signifikant geringer (siehe 3.1.1.2).

Im Einklang mit frGheren Studien (17) kam es ohne zusatzliche Applikation von
Wortmannin zu einer raschen Abnahme der hepatobilidaren Exozytose nach TLCA-
Gabe. Diese Verringerung war in Gegenwart von Wortmannin (100 nM) deutlich
abgeschwacht. Bei einer Wortmanninkonzentration von 500 nM war Uberhaupt keine
Abnahme der relativen HRP-Sekretion zu beobachten. Viel mehr kam es zu einem

weiteren leichten Anstieg (siehe 3.1.2.2).

Offensichtlich hatte die funffach hdhere Dosis von Wortmannin eine ganzliche
Aufhebung der TLCA-Wirkung auf die hepatobiliare Exozytose zur Folge, wahrend
sich bei einer Wortmanninkonzentration von 100 nM immer noch leichte Effekte
seitens der TLCA erkennen liel3en. Zwar berichten fruhere Veroffentlichungen von
einer dosisabhangigen Inhibition der Pl3-Kinase-Aktivitat von tber 90 % bei 25 nM
und einer ICso von 12 nM (38), aber diese Messungen beziehen sich auf
nichtstimulierte Zellen. 25 oder 100 nM Wortmannin moégen ausreichend sein, um die
basale Aktivitat der Pls-Kinase in der nichtstimulierten Leberzelle zu unterdricken.
Nimmt man jedoch an, dal} die PIls-Kinase-Aktivitat durch von auf’en zugeflihrte
Substanzen wie im vorliegenden Fall TLCA verstarkt wurde, scheinen die genannten

Konzentrationen nicht mehr ausreichend zu sein.

Wahrend der mehrere Monate dauernden Melphase wurden bedauerlicherweise

Schwankungen der HRP-Basisaktivitat beobachtet, die einen Vergleich zwischen
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verschiedenen Versuchsgruppen erschwerten. Besonders deutlich zeigte sich dieses
Problem bei den zuletzt durchgefuhrten Versuchen der Gruppe E (Wortmannin 500
nM + TLCA, siehe 3.1.2.2), bei denen die HRP-Sekretion vor der 45. min geringer
war als in den Vergleichsgruppen. Den beobachteten Schwankungen der HRP-
Gesamtaktivitat konnte unter anderem die Verwendung von HRP unterschiedlicher
Chargen desselben Herstellers zugrunde liegen. Die einzelnen Versuche wiesen
jedoch trotz Schwankung der Gesamtaktivitdten &hnliche kinetische Verlaufe
innerhalb der jeweiligen Gruppe auf. Daher erschien die Berechnung der relativen
HRP-Sekretion, bezogen auf das Intervall von der 40. bis zur 45. min, zum Vergleich

der verschiedenen Versuchsgruppen sinnvoll.

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals gezeigt, dal} TLCA uUber PIl3-Kinase-
abhangige Mechanismen den GallenfluR3, die hepatobiliare Exozytose und damit die

Transportkapazitat der apikalen Pumpe Mrp2 zu behindern scheint.

Die signifikant héhere Transportkapazitat von Mrp2 bei Hemmung der Pl3-Kinase
unterstiutzt diese These (siehe 3.2.2.2), da kurzlich belegt werden konnte, dal3 TLCA
nicht nur die hepatobilidare Exozytose behindert, sondern auch die Dichte von Mrp2
an der hepatozellularen Membran deutlich verringert (17). Eine Verringerung der
Dichte von Mrp2 hat konsequenterweise eine Abnahme der Transportkapazitat

apikaler Pumpen und somit die gezeigte Reduktion der GS-DNP-Sekretion zur Folge.

Der Membrananteil der PKC-Isoform ¢ war in Gegenwart von TLCA mit 52,4 + 5,3 %
vs. 42,6 £ 5,8 % bei Kontrollen signifikant erhéht (siehe 3.1.4). Dies steht in gutem
Einklang mit unlangst veroffentlichen Daten (16, 17) und belegt, dal® TLCA selektiv

die e-Isoform der PKC an kanalikulare Membranen der Hepatozyten transloziert.

Da das Antiserum gegen die PKC-Isoform ¢ keine vollstandige Spezifitat aufweist,
waren zur genauen Lokalisation der richtigen Bande weitere Malnahmen
erforderlich. Zum einen wurde die e-Bande Uber ihr Molekulargewicht (90 kDa)
identifiziert, indem auf jedes Gel ein Molekulargewichtsmarker aufgetragen wurde.
Zum anderen wurde auf jedem Gel eine Rattenhirnzytosolpraparation aufgetragen,
die reich an der PKC-Isoform ¢ ist. Zudem war in Voruntersuchungen an isolierten

Rattenhepatozyten gezeigt worden, dal® sowohl die hydrophobe Gallensaure TLCA
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als auch der Phorbolester Phorbol-12-Myristat-13-Azetat zu einer Translokation der
PKC-Isoform ¢ vom Zytosol an die Membran fuhrten (16). Die in Hepatozyten isolierte
und selektiv translozierbare ,Proteinbande” entsprach der nun im Lebergewebe
identifizierten Bande. Dartber hinaus waren bei friheren Untersuchungen die
Banden nach Inkubation mit Antiserum gegen ¢-PKC in Gegenwart und Abwesenheit
des Antigens verglichen worden. Auch damals war der ¢-PKC ein Molekulargewicht
von 90 kDa zugeordnet worden (16). Insofern sehen wir den Nachweis der PKC-

Isoform ¢ mit der beschriebenen Methodik als ausreichend spezifisch an.

4.1.3 Effekt von TUDCA

Der choleretische Effekt von TUDCA (10) liel® sich durch Inhibition der Pl3-Kinase
nicht hemmen (siehe 3.1.1.3 und 3.2.1.3).

Die hepatobiliare Exozytose war bei Pls-Kinase-Hemmung tendenziell hoher als ohne
(siehe 3.1.2.3). Unter Berucksichtigung der bisherigen Erkenntnisse ware die
tendenziell hohere Exozytose bei Pl3-Kinase-Inhibition auch weniger auf eine
Beeinflussung der TUDCA-Wirkung zurlckzufihren als viel mehr als Folge der
Modulation der zuvor diskutierten Basisaktivitat zu sehen. Denn die Differenz der
Flachen unter den Kurven (45. bis 95. min) der relativen HRP-Aktivitaten bei den
TUDCA-Gruppen (£ Wortmannin) lag mit 1569 A.E./50 min im Bereich der
entsprechenden Differenz der Kontrollgruppen (x Wortmannin, 1987 A.E./50 min).
Der fehlende Unterschied in Gegenwart und Abwesenheit von Wortmannin bei der

Anionensekretion (siehe 3.2.2.3) fugt sich in diese Beobachtungen ein.

Bezuglich der Verwendung relativer Werte bei der hepatobiliaren HRP-Sekretion gilt

das bereits unter 4.1.2 Diskutierte.

Die hydrophile Gallensdaure TUDCA scheint unabhangig von Pl3-Kinasen auf die

Leberzelle einzuwirken.

95



4.1.4 Effekt der gemeinsamen Gabe von TLCA und TUDCA

In 3.1.1.4 konnte die bereits diskutierte Bedeutung der Pl3-Kinase auf den durch
TLCA gehemmten GallenfluR noch einmal gezeigt werden. Der Gallenflud war bei
den TLCA/TUDCA-Gruppen in Gegenwart von Wortmannin signifikant hoher als

ohne Hemmung der Pl3-Kinase.

Eine Aufhebung einer gallensaureninduzierten Cholestase durch UDCA-Konjugate
wurde schon in einer Reihe von Studien belegt (17, 47, 63, 64, 75, 99). Der nun
gezeigte Effekt von TUDCA auf die durch TLCA induzierte Reduktion des

Gallenflusses untermauert diese vorausgehenden Studien (17, 75, 99).

Die Hemmung der Pls-Kinase flhrte zusammen mit TUDCA nicht nur zu einer
Aufhebung der cholestatischen Wirkung von TLCA, sondern zu einer deutlichen
Steigerung des Gallenflusses. Dies kann durch eine Behinderung der Wirkung von
TLCA durch Wortmannin in Erganzung zu der bekannten choleretischen Wirkung der
TUDCA, die, wie bereits diskutiert, nicht Pls-Kinase-abhangig zu sein scheint, erklart

werden.

Entsprechend war auch die relative hepatobiliare HRP-Sekretion bei der
TLCA/TUDCA-Gruppe in Gegenwart von Wortmannin signifikant hoéher (siehe
3.1.2.4).

Klrzliche Untersuchungen zeigten, dall vesikelmediierte Transportwege eine
wichtige Rolle in der Modulation der sekretorischen Kapazitat von Hepatozyten
spielen (22, 35). In einer aktuellen Arbeit von Beuers et al. konnte zum ersten Mal die
Hemmung der Exozytose, dem letzten Schritt des transzytotischen vesikularen
Wegs, durch TLCA und die Aufhebung dieser Hemmung durch TUDCA gezeigt
werden (17). Diese Ergebnisse waren nicht unerwartet, da schon zuvor eine
Hemmung des transzytotischen Vesikeltransports in der Rattenleber durch die
hydrophobe Gallensaure TLCA gezeigt worden war (73).

Die Mechanismen, Uber die Gallensauren die Exozytose und somit die Insertion von

Transportproteinen in ihre Zielmembranen modulieren, sind noch weitgehend
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unverstanden. Unlangst konnte gezeigt werden, dall Gallensduren starke
modulierende Effekte auf eine Reihe von Signalwegen in isolierten Hepatozyten in
vitro auslben, die die Exozytose beeinflussen konnten. Dabei haben der
zytosolische freie Kalziumspiegel, die cAMP (zyklisches Adenosinmonophosphat)-
abhangige Proteinkinase A, die Isoformen der PKC und die mitogenaktivierten
Protein (MAP)-Kinasen grélkere Beachtung erfahren (1, 9, 10, 13, 16, 19, 20, 21, 31,
32, 33, 97, 108). Bei den meisten dieser Studien wurden die Gallensauren in
mikromolaren Konzentrationen appliziert, die man beim Menschen auch in vivo

antreffen kann.

Die Beobachtung, dall die hepatozellulare Exozytose durch die hydrophile
Gallensaure TUDCA in niedrigen mikromolaren Konzentrationen dber einen
kalziumabhangigen Weg stimuliert worden war, fuhrte dazu, dall man einen
Zusammenhang zwischen den durch TUDCA induzierten Effekten auf den
zytosolischen Kalziumspiegel (9, 10, 19) und auf die kalziumsensitive PKC-Isoform o
(13, 108), einem Schlisselmediator der kalziumstimulierten Exozytose (28), und den
Effekten auf die Exozytose (10, 13) herstellte. Dies war schon zuvor bei anderen

sekretorischen Zellen gezeigt worden (24).

In isolierten Hepatozyten translozierte TLCA selektiv die kalziumunabhangige PKC-
Isoform ¢ an die kanalikularen Membranen (16). Eine Ruckverteilung der e-Isoform in
ein  membranassoziiertes Kompartiment wurde von einer Hemmung des
Proteintargetings an die Zelloberflache bei der Kolontumorzellinie Caco-2 begleitet
(96). Eine Translokation an hepatozellulare Membranen stellt den entscheidenden
Schritt bei der Aktivierung mobiler PKC-Isoformen dar (56).

Es war bereits bekannt, dal TUDCA bei durch TLCA induzierter Cholestase den
erhohten Membrananteil der PKC-Isoform ¢ verringert (17). Eine Beeinflussung durch
Pls-Kinasen war bislang nicht beschrieben. Durch die in 3.1.4 aufgefuhrten
Ergebnisse konnte nun gezeigt werden, dal3 eine Hemmung der Pls3-Kinase eine
Verminderung des Membrananteils der PKC-Isoform ¢ unterstutzt. Der Einbau dieser
PKC-Isoform in die apikale Membran durch TLCA scheint also durch Pl3-Kinasen
vermittelt zu werden. Dieser Befund deckt sich mit Untersuchungen an Hep G2-

Zellen, bei denen eine selektive Translokation von ¢-PKC an Membranen durch Pls-
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Kinase-Stimulation beschrieben wurde (78). Bezuglich der Spezifitat des Antikdrpers

gegen ¢-PKC wird auf Abschnitt 4.1.2 der Diskussion verwiesen.

4.1.5 Effekt von TCDCA

Um die Bedeutung von Pl3-Kinasen bei einer zweiten cholestatischen Gallensaure zu
untersuchen, wurden Versuche mit TCDCA durchgefuhrt. Die starkere Abnahme des
Gallenflusses in den Gruppen nach Protokoll Il (siehe 3.2.1.5) im Vergleich zu denen
nach Protokoll | (siehe 3.1.1.5) kdnnte auf der zusatzlichen Applikation von BSA und
HRP bei Versuchsprotokoll | beruhen. Andererseits kann ein experimentelles
Problem nicht sicher ausgeschlossen werden, weil in der Vergangenheit die Gabe

von BSA und HRP keine derartigen Interaktionen zeigte (10).

Ahnlich stellte sich die Situation beziiglich der hepatobilidren Sekretion sowohl von
HRP (siehe 3.1.2.5) als auch von GS-DNP (siehe 3.2.2.5) dar. Letztere war
tendenziell in der Gruppe mit Wortmannin etwas geringer, wobei der Unterschied

jedoch nicht signifikant war.

Parameter der durch TCDCA modulierten Gallensekretion wurden durch Wortmannin
nicht signifikant beeinflu®t (siehe 3.1.1.5, 3.1.2.5, 3.2.1.5 und 3.2.2.5).

4.1.6 Effekt von BIM-I

Eine Mediatorfunktion der PKC-Isoformen fur die durch Gallensauren induzierte
Modulation der hepatobiliaren Exozytose und Gallensekretion wird durch die
vorliegende Arbeit stark unterstitzt. Der PKC-Inhibitor BIM-I wird im Vergleich zu
Antagonisten wie Staurosporin oder H-7, die in der Vergangenheit haufig benutzt
worden waren, als sehr spezifisch angesehen (74, 112). Die kalziumsensitive PKC-
Isoform a ist besonders empfindlich fur eine Blockade durch BIM-I. Die ICso von BIM-

| fir die a-Isoform ist etwa 16mal geringer als fur die e-Isoform (74).
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Die in 3.3.2.2 beschriebenen Versuche zeigen, dal® eine Aufhebung der in der
cholestatischen Leber gehemmten Sekretion organischer Anionen durch TUDCA von
BIM-I blockiert wird. Dieses Ergebnis bestarkt die Hypothese, dall TUDCA die
sekretorische Kapazitat cholestatischer Leberzellen durch Kalzium- und o-PKC-

abhangige Mechanismen steigert (10, 13).

Die Rolle der hepatozellularen o-PKC als wahrscheinlicher Mediator des
anticholestatischen Effekts von TUDCA wurde kurzlich in Frage gestellt, als der
mogliche Einflul3 einer Pl3-Kinase-abhangigen Ras-Aktivierung auf die durch TUDCA
induzierte hepatobilidare Sekretion von Gallensauren an der normalen Rattenleber
und in kultivierten Rattenzellen untersucht wurde (68). Diese Untersuchung zeigte,
dall TUDCA bei vergleichsweise hohen Konzentrationen von 100 bis 500 uM die
hepatozellulare Pls-Kinase und das kleine GTP (Guanosintriphosphat)-bindende
Protein Ras aktivierte und dadurch eine Aktivierung der MAP-Kinasen Extrazellulare-
Signal-regulierte Kinase-1 (Erk-1) und Erk-2 induzierte (97).

Diese Ergebnisse sind von Interesse, obwohl die Effekte einer hydrophoben
Gallensaure nicht parallel untersucht wurden. Wie kurzlich berichtet, aktivierte die
hydrophobe und cholestatisch wirkende Gallensaure Taurodeoxycholsaure die
hepatozellularen MAP-Kinasen Erk-1 und Erk-2 mindestens genauso effektiv wie
TUDCA in aquimolaren Konzentrationen (109). Eine Bedeutung der hepatozellularen
PKC bei der durch TUDCA induzierten Gallensadurensekretion wurde auf Grund von
Inhibitorstudien mit BIM-I in einer Konzentration von 50 nM als unwahrscheinlich
angesehen (68). Die genannte Konzentration kdnnte jedoch zu niedrig gewesen sein,
um die wahrscheinliche Bedeutung der PKC fur den choleretischen und
anticholestatischen Effekt von TUDCA am Modell der perfundierten Rattenleber zu
erschlielen. Daher ist es weiterhin nicht von der Hand zu weisen, dal3 TUDCA die
sekretorische Kapazitat der cholestatischen Leberzelle Uber die Aktivierung eines
komplexen Signalsystems, in dem intrazellulares Kalzium, die a-lsoform der PKC

und MAP-Kinasen eng zusammenspielen, erhéhen kdnnte (14).
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4.2 Hepatovenose LDH-Aktivitaten

Die LDH ist ein Enzym, das die Umwandlung von Pyruvat zu Laktat katalysiert. Da
die LDH in der Leberzelle in einer relativ hohen Konzentration vorkommt, fihren
Schadigungen von Hepatozyten in vivo zu erhdhten LDH-Aktivitaten im Blut bzw. im
hepatovendsen Effluat. Somit eignet sich eine Bestimmung der LDH-Aktivitat als

Indikator flr eine Schadigung der perfundierten Rattenleber (18, 102).

Gallensauren sind amphipathische, potentiell toxische Substanzen. Erhohte
Konzentrationen von hydrophoben Gallensauren in der Leber bewirken eine
Schadigung dieses Organs und flhren langfristig zu einer zirrhotischen Umwandlung.
Zahlreiche Studien haben gezeigt, da} Gallensdurenkonzentrationen, wie sie bei
Cholestase auftreten, zu einer Apoptose der Hepatozyten fuhren konnen (84). Wenn
auch nicht alle Gallensauren toxisch sind, so bewirken dennoch schon kleinere
Veranderungen des Gallensaurengerusts dramatische Veranderungen bezuglich der
Zytotoxizitat. So 16st zum Beispiel das Glyzinkonjugat der CDCA eine Apoptose von
Hepatozyten in vitro aus, wahrend das Taurinkonjugat in aquimolarer Konzentration

keine Apoptose zur Folge hat (95).

Unlangst konnte gezeigt werden, dall Gallensduren zytoplasmatische
Proteinkinasekaskaden aktivieren und als Liganden fur den nukledren Farnesoid X-
Rezeptor fungieren (82). Dies wies darauf hin, dal® sie ihre Effekte Uber
Veranderungen zellularer Signalkaskaden steuern konnten. Tatsachlich stellte sich
bei der nichttoxischen Gallensdure TCA heraus, dall sie die PIs-Kinase, einen
wichtigen Aktivator von Uberlebenssignalwegen (121), aktivierte (76). So kénnte
erklart werden, warum manche nichttoxischen, aber hydrophoben Gallensauren
keine Apoptose ausldsen. Rust et al. konnten kurzlich zeigen, daly die hydrophobe
Gallensaure TCDCA einen Pls-Kinase-abhangigen Uberlebenssignalweg aktiviert,

der ihrer potentiellen Zytotoxizitat entgegenwirkt (95).
Die niedrigen LDH-Aktivitaten bei den Kontrollgruppen (siehe 3.1.3 und 3.2.3) sind

ein  Hinweis auf eine schonende und sachgerechte Praparations- und

Perfusionstechnik, die sich physiologischen Bedingungen annahert.
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Wortmannin zeigte keinen nennenswerten Effekt auf die LDH-Abgabe in der
perfundierten Leber, damit scheint eine nennenswerte Schadigung nichtstimulierter

Leberzellen durch Wortmannin unwahrscheinlich.

Die signifikant hohere LDH-Freisetzung bei Applikation von TLCA ohne Wortmannin
im Vergleich zu einer TLCA-Exposition bei gleichzeitiger Pl3-Kinase-Hemmung (siehe
3.2.3) steht in gutem Einklang mit der bereits postulierten Pl3-Kinase-Abhangigkeit
des Wirkungsmechanismus der TLCA. Offensichtlich kann die TLCA ihre bekannte
leberschadigende, zytotoxische Wirkung in Anwesenheit von Wortmannin nicht voll

zur Geltung bringen.

Die hepatoprotektive Wirkung der hydrophilen Gallensaure TUDCA ist seit langerem
bekannt (47). Das insgesamt niedrige Niveau der LDH-Aktivitat fugt sich gut in diesen
Rahmen (siehe 3.1.3 und 3.2.3). Der Umstand, dal} keine signifikanten Unterschiede
in Abhangigkeit von Wortmannin auftraten, unterstlitzt zum einen die bereits
diskutierte Unabhangigkeit des Wirkungsmechanismus der TUDCA von der Pls-
Kinase. Zum anderen weist er darauf hin, da® durch Veranderung der Pl3-Kinase-
Aktivitat an gegenuber TUDCA exponierten Leberzellen keine melbare

Beeinflussung der Zellintegritat stattfindet.

Bei den TLCA/TUDCA-Gruppen kam es in Abwesenheit von Wortmannin zu einem
starken Anstieg der LDH-AKktivitat im Effluat. Im Gegensatz dazu lagen die Werte bei
einer Hemmung der PI3-Kinase beinahe im Bereich der Kontrollversuche (siehe 3.1.3
und 3.2.3).

Die Hemmung des cholestatischen Effekts von TLCA durch Wortmannin tragt
vermutlich zu einer Verringerung der Zytotoxizitat bei. Es ist aber unklar, ob dies die
alleinige Erklarung fur den zellprotektiven Effekt von Wortmannin in mit TLCA

behandelten Lebern darstellt.

Die Applikation von Wortmannin fihrte in mit TCDCA behandelten Lebern im
Gegensatz zu mit TLCA behandelten Lebern zu einer Aggravierung der
Zellschadigung, gemessen an der LDH-Freisetzung (siehe 3.1.3). Diese Effekte

stehen in Einklang mit Beobachtungen von Rust et al., die eine durch TCDCA
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induzierte  Aktivierung eines  Pls-Kinase-abhangigen  Uberlebenssignalwegs
nachweisen konnten (95). Ein Pls-Kinase-abhangiger Uberlebenssignalweg scheint
nach den vorliegenden Ergebnissen damit einer durch TCDCA, nicht aber einer

durch TLCA induzierten Leberzellschadigung entgegenzuwirken.

Der PKC-Inhibitor BIM-I beeinflute die LDH-Freisetzung von mit TLCA und TUDCA
behandelten Lebern nicht signifikant (siehe 3.3.3).

4.3 Hepatovenoser Efflux der Gallensauren

Es kénnte argumentiert werden, dal® TUDCA dem cholestatischen Effekt von TLCA
an der perfundierten Rattenleber dadurch entgegenwirkt, dal® TUDCA kompetitiv die
sinusoidale Aufnahme der hydrophoben TLCA hemmt.

In der vorliegenden Studie zeigte die gaschromatographische Untersuchung der
hepatovendsen Effluate der TLCA/TUDCA-Gruppen auf LCA nach 65 min keine
nachweisbaren Mengen dieser Gallensaure. Nach 85 min konnten in lediglich zwei
von zehn Effluaten geringe Mengen von LCA nahe an der unteren Detektionsgrenze
von 0,2 yM gefunden werden. Genauso wurden jedoch bei den TLCA-Gruppen in
drei von 17 Effluaten geringe Mengen an LCA nachgewiesen (siehe 3.4). Da also die
gleichzeitige Applikation von TLCA und TUDCA zu keinen nennenswerten Anstiegen
des LCA-Spiegels in den Effluaten fuhrte, also der weitaus Uberwiegende Anteil der
TLCA in die Leber aufgenommen worden war, scheint eine kompetitive Hemmung
der TLCA-Aufnahme durch TUDCA unwahrscheinlich. Dies steht auch in Einklang

mit bisher unveroffentlichten Daten von Beuers et al.

Bei der Mehrheit der TUDCA-Versuche konnten kleinere Mengen an UDCA im Effluat
nachgewiesen werden (siehe 3.4). Diese Mengen waren jedoch im Verhaltnis zur
verabreichten TUDCA-Menge so gering (etwa 1 %), dall man von einer fast

vollstandigen TUDCA-Aufnahme in die Leberzellen ausgehen mul3.
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Anders stellte sich die Situation bei den TCDCA-Gruppen dar. CDCA konnte bis auf
eine Ausnahme in allen Effluaten nachgewiesen werden. Im Ubrigen waren die
nachgewiesenen Konzentrationen wesentlich hoher als bei den anderen
untersuchten Gallensauren (siehe 3.4). Insofern mul3 von einer zumindest
eingeschrankten Aufnahme der TCDCA ausgegangen werden, wobei die niedrigste
Extraktionsrate aus der Pfortader bei 58 % lag. Dieser Befund steht in Einklang mit in

der Literatur beschriebenen Extraktionsraten (53).

In Effluaten der TCDCA-Versuche wurde die Gallensdure 3o,7a-Dihydroxy-A°-
Cholensaure nachgewiesen. Da diese Gallensaure nicht appliziert worden war und in
den Effluaten der anderen Versuchsgruppen, bei denen keine TCDCA verabreicht
worden war, nicht nachgewiesen werden konnte, ist ein Zusammenhang mit der
TCDCA-Gabe zu diskutieren. Da 3a,7a-Dihydroxy-A°-Cholenséure eine dehydrierte
Form von CDCA/3a,7a-Dihydroxy-5p-Cholsdure ist, erscheint eine partielle
Umwandlung von TCDCA unter Einfilhrung einer A°-Doppelbindung wahrend der

Perfusion naheliegend.

4.4 Pl:-Kinase-Assay

Um einen direkten Effekt von Gallensauren auf die Pls-Kinase nachweisen zu
kénnen, wurde ein Pls-Kinase-Aktivitatsassay an Hep G2-Zellen durchgefuhrt. Hep
G2-Zellen scheinen als Abkommlinge einer menschlichen Hepatomzelle, die viele
Eigenschaften der differenzierten menschlichen Leberzelle konserviert haben, ein

akzeptables Modell fur diese Fragestellung zu sein.

Das als PIs-Kinase-Aktivator bekannte Insulin (95) zeigte im vorliegenden Assay eine
signifikante Aktivierung der Pl3-Kinase. Dies kann als Beleg fur die Eignung sowohl

des Modells als auch des Assays gewertet werden.

Im Gegensatz dazu zeigten die Gallensauren TLCA und TUDCA im PIs3-Kinase-
Aktivitatsassay keine mefRbare Beeinflussung der Aktivitat dieses Enzyms (siehe
3.5).
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Dies unterstutzt nicht die Ergebnisse der beschriebenen Perfusionsversuche, die
zeigen konnten, dall 1. die cholestatischen Effekte der hydrophoben Gallensaure
TLCA Uber PIs-Kinase-abhangige Mechanismen vermittelt werden und 2. die
anticholestatische Wirkung der hydrophilen Gallensaure TUDCA Pl3-Kinase-
unabhangig vermittelt wird. Kurz et al. beobachteten demgegenuber in Zellkulturen
eine Steigerung der Pl3-Kinase-Aktivitat durch TUDCA bei der unphysiologisch
hohen Konzentration von 500 uM (68).

Es ist jedoch zu berlcksichtigen, dal® der durchgefiihrte Assay mit dem verwendeten
Anti-p110a-Antikdrper nur Pl3-Kinasen mit dem entsprechenden Antigen detektieren
konnte. Dies ist lediglich ein Teil der Klasse | A-Pl3-Kinasen, die Isoformen  und &
werden nicht erfaldt (115). Insofern ist es durchaus denkbar, dal} es durch TLCA zu
einer Stimulation von Pls-Kinasen gekommen ist, die mit der vorliegenden Methode

nicht meRbar war.

Ein anderer Aspekt ist eine potentielle kompartimentare Lokalisation dieses Enzyms
in der Zelle. Auf diese Weise kdnnte eine Pls3-Kinase-Hemmung am apikalen Zellpol
zu einer Forderung der hepatobiliaren Exozytose flhren (siehe 3.1.2). Eine
subzellulare  Enzymaktivierung konnte einer Enzymaktivitdtsmessung am

Zellhomogenat entgehen.

Es kdonnte argumentiert werden, dal} die Gallensauren nicht in ausreichend hohen
Konzentrationen in die Zellen gelangt sind und daher auch keine Effekte zeigen
konnten. Glasova et al. beobachteten in Analogexperimenten, dal3 TUDCA in die
verwendeten pcDNA 3.1/Ntcp-transfizierten Hep G2-Zellen in  modulatorisch
wirksamen Konzentrationen aufgenommen wurde (41). Insofern eignen sich pcDNA
3.1/Ntcp-transfizierte Hep G2-Zellen fir Studien, die die hepatozellulare Aufnahme
von TUDCA voraussetzen, wahrend nichttransfizierte Hep G2-Zellen
Gallensaurekonjugate in nur geringen Mengen aufnehmen. Ob die cholestatisch
wirkende Gallensaure TLCA Uber den natriumabhangigen Gallensaurentransporter
Ntcp in die Leberzelle transportiert wird, ist bisher nicht untersucht. Ursache fir die
fehlende PIs-Kinase-Stimulation durch TLCA in der vorliegenden Arbeit konnte
demzufolge eine zu geringe intrazellulare Konzentration von TLCA bei zu niedriger

Aufnahme sein.
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5 Zusammenfassung

Gallensauren beeinflussen die Sekretionskapazitat der Leber Uber transkriptionelle und
posttranskriptionelle Regulationsprozesse. Die vorliegende Arbeit beschreibt die
Bedeutung der hepatozellularen Pls-Kinasen fur die Modulation des Gallenflusses, der
hepatobiliaren Exozytose und der Sekretion organischer Anionen durch die hydrophile
Gallensaure TUDCA und die hydrophoben, potentiell toxischen Gallensauren TLCA und
TCDCA am Modell der perfundierten Rattenleber. Dartiber hinaus wurde die Bedeutung
der PIs-Kinasen fur die hepatozellulare Verteilung der PKC-Isoform ¢ im Leberhomogenat
mittels einer immunelektrophoretischen Methode untersucht. Versuche mit dem selektiven
PKC-Inhibitor BIM-I sollten die Bedeutung der kalziumsensitiven PKC-Isoform o fur die
anticholestatische Wirkung der TUDCA belegen. Durch die Bestimmung der LDH-Aktivitat
im Effluat wurde das Ausmall der hepatischen Zellschadigung ermittelt. Durch
gaschromatographische und massenspektrometrische Bestimmung der jeweiligen
Gallensauren im Effluat wurde die Gallensaurenaufnahme in die Leber bestimmt. Um
einen direkten Effekt von Gallensauren auf die Pl3-Kinasen nachweisen zu kbnnen, wurde
ein Pls-Kinase-Aktivitdtsassay an pcDNA 3.1/Ntcp-transfizierten Hep G2-Zellen

durchgefuhrt. Die Untersuchungen fuhrten zu folgenden Ergebnissen:

Bei Kontrollen wurde der Gallenflul und die Transportkapazitat der Konjugatexportpumpe
Mrp2, dargestellt durch die biliare GS-DNP-Sekretion, durch den PIs-Kinase-Inhibitor
Wortmannin nicht beeinfludt. Die hepatobiliare Exozytose, gemessen an der
hepatobiliaren HRP-Sekretion, wurde durch Wortmannin signifikant stimuliert. Dies deutet
auf eine Pls-Kinase-Basisaktivitat in der nichtstimulierten Leberzelle hin, die die

hepatobiliare Exozytose einschrankt.

Die Hemmung von Gallenflul, hepatobiliarer Exozytose und Sekretion organischer
Anionen durch die hydrophobe Gallensaure TLCA wurde durch den Pls-Kinase-Inhibitor
Wortmannin antagonisiert. Daraus kann gefolgert werden, dall die hydrophobe
Gallensaure TLCA Uber Pl3-Kinase-abhangige Mechanismen die hepatobilidre Exozytose

und damit die Insertion apikaler Pumpen hemmt und die Gallensekretion beeintrachtigt.
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Die Stimulation von Gallenflu3, hepatobiliarer Exozytose und Sekretion organischer
Anionen durch die hydrophile Gallensdure TUDCA und deren Hemmung durch die
hydrophobe Gallensaure TCDCA wurden durch den Pl3-Kinase-Inhibitor Wortmannin
nicht beeinfluf3t.

Der anticholestatische Effekt von TUDCA auf die durch TLCA induzierte Hemmung von
Gallenflu®, hepatobiliarer Exozytose und organischer Anionensekretion wurde durch
Wortmannin verstarkt. TUDCA und Pls-Kinase-Hemmung wirkten damit additiv dem

cholestatischen Effekt von TLCA entgegen.

Eine durch TLCA induzierte Bindung von &-PKC an apikale Hepatozytenmembranen, die
fir den cholestatischen Effekt von TLCA mitverantwortlich gemacht wird, wurde durch
Gabe von Wortmannin signifikant gesenkt. Damit konnte gezeigt werden, dal} die
Translokation von ¢-PKC an die apikale Membran durch TLCA Uber Pls-Kinasen vermittelt

wird.

Die Stimulation der Sekretion organischer Anionen und des Gallenflusses durch TUDCA
in der cholestatischen Leber wurde durch den a-PKC-Inhibitor BIM-I gehemmt. Dies weist
auf die Mediatorfunktion der kalziumsensitiven PKC-Isoform o fur die anticholestatische
Wirkung der Gallensaure TUDCA hin.

Die durch TLCA induzierte Leberzellschadigung, gemessen an der hepatovendsen LDH-

Freisetzung, konnte durch den Pls-Kinase-Inhibitor Wortmannin vermindert werden.

Die Gallensauren TUDCA und TLCA, bestimmt im hepatoventsen Effluat mittels
gaschromatographischer und massenspektrometrischer Techniken, wurden im
verwendeten Modell nahezu vollstandig in die Leberzellen unabhangig von der PIs-

Kinase-Aktivitat aufgenommen.

Die Ergebnisse zeigen, dall die cholestatischen Effekte der hydrophoben
Gallensaure TLCA Uber Pl3-Kinase-abhangige und mdéglicherweise e-PKC-abhangige
Mechanismen vermittelt werden. Demgegenuber wird die anticholestatische Wirkung
der hydrophilen Gallensaure TUDCA PI3-Kinase-unabhangig und zumindest partiell

Uber Kalzium- und a-PKC-abhangige Mechanismen vermittelt.
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7 Abkiurzungsverzeichnis

A.E.
Aqua bidest.
ATP
BIM-I
BSA
Bsep
CA
[Ca™]i
cAMP
CDCA
CDNB
DAG
DCA
DMSO
EDTA
EGTA

Erk-1 und 2
GS-DNP
GTP

HEPES

Hep G2-Zelle
HRP

ICs0

IP3

Ki

LCA

LDH
MAP-Kinase
Mdr2

Arbitrare Einheit

Zweifach destilliertes Wasser
Adenosintriphosphat
Bisindolylmaleimid-I-Hydrochlorid

Bovines Serumalbumin

Rat bile salt export pump

Cholsaure

Konzentration des intrazellularen Kalziums
Zyklisches Adenosinmonophosphat
Chenodeoxycholsaure
1-Chlor-2,4-Dinitrobenzol

Diazylglyzerol

Deoxycholsaure

Dimethylsulfoxid
Ethylendiamintetraessigsaure
Ethylendioxybis(ethylennitrilo)-N,N,N’,N’-
Tetraessigsaure

Extrazellulare signalregulierte Kinase 1 und 2
2,4-Dinitrophenyl-S-Glutathion
Guanosintriphosphat
2,4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinylethansulfonsaure
Hepatomzelle

Meerrettichperoxidase

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

Lithocholsaure

Laktatdehydrogenase

Mitogenaktivierte Proteinkinase

Multidrug-resistance protein 2
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MEM
Mrp2

MW

Ntcp

PBC

PBS
PDGF
Pl3-Kinase
PKC
PMSF
PSC

SD

SDS

TCA
TCDCA
TLCA
TMS-Reagens
Tris
TUDCA
UDCA

Minimum essential medium

Rat multidrug-resistance protein 2
Mittelwert
Na'/Taurocholat-cotransportierendes Polypeptid
Primar bilidre Zirrhose
Phosphate-buffered solution
Platelet derived growth factor
Phosphatidylinositol-3-Kinase
Proteinkinase C
Phenylmethylsulfonylfluorid
Primar sklerosierende Cholangitis
Standardabweichung
Natriumdodecylsulfat
Taurocholsaure
Taurochenodeoxycholsaure
Taurolithocholsaure
Trimethylsilylreagens
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Tauroursodeoxycholsaure

Ursodeoxycholsaure
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