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1 Einleitung

In alen Organismen laufen tausende chemischer Reaktionen im Rahmen der Stoffwechsel-
und Kommunikationsvorgange der Zellen ab. Dabel folgen diese Reaktionen einem
einheitlichen Grundplan mit vielen gleichen Prinzipien. Die Hauptaufgabe des Stoffwechsels
ist Erzeugung von Energie, Makromolekilvorstufen sowie die addquate Reaktion auf die
inter- und intrazelluldre Kommunikation. Der Stoffwechsel wird durch viele Mechanismen
reguliert. Abhangig vom Enzymtyp koénnen die Stoffwechselvorgange sowohl durch die
vorhandene Menge an Enzymen as auch durch die katalytische Aktivitdét der Enzyme
reguliert werden. Proteinphosphorylierung wirkt dabei analog einem bindren Code wie ein
Ein-/Ausschalter, der die Ubermittlung von extra- und intrazelluldren Signalen entlang der
Signalkaskaden erlaubt oder unterbindet. Proteinphosphorylierung und -dephosphorylierung,
durch Protein-kinasen und Proteinphosphatasen katalysiert, nehmen daher eine herausragende
Rolle bel der Regulation der Stoffwechselvorgange ein. Binden Signal proteine an Rezeptoren
der Zellwand, so sind die l6slichen Phosphatasen in der Signalkaskade dafir verantwortlich,
dal3 Signale weitergeleitet oder unterbunden werden (1L -6-Rezeptor, TNF-a-Rezeptor).

1.1 Einteilung der Phosphatasen

Man unterscheidet zwischen akalischen und sauren Phosphatasen, Proteinhistidinphos-

phatasen, zweifach spezifischen Phosphatasen, und den Proteintyrosi nphosphatasen.

1.1.1 Alkalische und saure Phosphatasen

Die akalischen und sauren Phosphatasen sind zwei sehr heterogene Enzymklassen, die aus
einer Vielzahl von Spezies und Geweben isoliert worden sind. Ihre physiologischen Substrate
sind unbekannt. Sie spalten organische Phosphorsduremonoester oder —diester in ihre
Komponenten bel einem akalischen bzw. sauren pH-Optimum (Lau et al. 1989, Fishman
1990).



1.1.2 Proteinhistidinphosphatasen

Die Phosphorylierung der Stickstoffatome in den Seitenketten der basischen Aminosauren
Histidin, Lysin und Arginin ist bel einer Reithe von Proteinen in eukaryonten Zellen gefunden
worden. Dabel wurde Histidin- und Lysin-Phosphataseaktivitdt in Rattengewebe
nachgewiesen (Wong et al. 1993).

1.1.3 Zweifach spezifische Phosphatasen

Als weitere Gruppe der Proteinphosphatasen existieren die zweifach spezifischen
Phosphatasen. Diese konnen sowohl Serin- as auch Threonin- und Tyrosinreste

dephosphorylieren (van Hoof 1996).

1.1.4 Proteintyrosinphosphatasen

Die Proteintyrosinphosphatasen (PTP-asen) untergliedern sich in 16dliche, intrazellulér
gelegene und transmembrands gelegene rezeptorahnliche Phosphatasen (Charbonneau und
Tonks 1992, Walton und Dixon 1993).

Bei dlen findet sich eine hoch konservierte Sequenz von 240 Aminosauren, die als die
katalytische Einheit angesehen wird. Fir den postulierten katalytischen Mechanismus ist ein
Cysteinrest essentiell, der durch das “HCXAGXXR(S/T)G” - Motiv, das PTP-asen

gemeinsam haben, kodiert wird (Guan und Dixon 1991).

1.1.5 Rezeptor PTP-asen

Fir die Struktur der transmembrantsen PTP-asen dient CD 45 als Modéll.

Alle transmembrandsen Formen besitzen einen intrazellularen Abschnitt, welcher die
konservierte PTP-ase-Region enthélt, eine transmembrandse Doméane und einen variablen
extrazelluldren Abschnitt  (Charbonneau und Tonks 1992). Als Beispie der

transmembrandsen PTP-asen dient CD 45.

Bis auf menschliche PTP-3 (Kriuger et a. 1990) und Drosophila-PTP 10D (Tian et al. 1991)
weisen alle rezeptordhnlichen PTP-asen intrazellulér zwel PTP-ase-Doménen auf. Aufgrund
der grof3en Strukturunterschiede ihrer extrazellularen Segmente unterteilt man sie in finf

Klassen.



1.1.6 Zytosolische PTP-asen

Intrazellulére PTP-asen besitzen nur eine katalytische Domane. Der Prototyp dieser Klasse ist
die PTP 1 B, die aus der humanen Plazenta isoliert und als erste sequenziert wurde
(Charbonneau et al. 1989).

Darlber hinaus wurden Uber Sequenzadhnlichkeiten im Bereich der konservierten aktiven

Doméne weitere PTP-asen identifiziert.

Die zytosolischen PTP-asen flankieren die einzige katalytische Doméane und unterscheiden
sich in ihren nicht katalytischen Segmenten. Diese Segmente sind strukturell mit Domanen

anderer Proteine verbunden.

Ein Grund fur diese Strukturformationen scheint das intrazelluldre Targeting der PTP-asen zu
sein. Diese Sequenzen (Mauro und Dixon 1994) dirigieren die intrazelluldren PTP-asen zu
den richtigen intrazellularen Lokalisationen - wie membranassoziierte Doménen, dem
Zytoskel ett assoziierte Doméanen, SH2-Doméanen; hierbei handelt es sich um eine wéhrend der
Evolution konservierte Aminosauresequenz, die als Src-Homologie 2 (SH2) bezeichnet wird.
Diese Domaéne erhielt ihren Namen durch ihre Homologie mit einer Region der zytosolischen
Proteinkinase, die durch Src, ein Onkogen des Hihner Retrovirus Rous-sarcoma-Virus,
dessen zellulére Form als Src bezeichnet wird, kodiert und a's Prototyp dieser Proteinkinasen
angesehen wird. lhre dreidimensionale Struktur unterscheidet sich kaum in den verschiedenen

Proteinen.

AulRerhalb der katalytischen Doméne regulieren spezifische Aminosauresequenzen das
Erkennen der spezifischen subzelluléren Bindungsstellen der PTP-ase und modulieren ihre
Aktivitét.

So ist die PTP-ase 1 B am endoplasmatischen Retikulum lokalisiert (Frangioni et al. 1992).

Durch die Entdeckung von PTP-asen, welche SH2-Doménen enthalten, ist ein wichtiges
Bindeglied in der Signaltransduktionskaskade identifiziert worden (Tauchi et al. 1994).

Die PTP 1 C (Shen et al. 1991), die auch als SH-PTP 1, SHP1, HCP oder SAP bezeichnet
wird (im nachfolgendem SHP1 genannt), wird hauptsachlich in hématopoetischen Zellen
exprimiert. Die PTP 1 D, auch as SHP2, SH-PTP 3, SYP, PTP 2 C oder SH-PTP 2
bezeichnet (im nachfolgenden SHP2 genannt), wird ubiquitdr expremiert (Freeman et al.
1992, Ahmad et a. 1993, Feng et al. 1993 und Vogel et a. 1993).



Die SH2-Doméne erlaubt diesen Proteinen, sich spezifisch an Molekile mit phosphorylierten

Tyrosinresten, wie den aktivierten Wachstumsfaktorrezeptor, zu binden.

Diese Interaktion kann eine sehr komplexe Regulation der Signalverarbeitung durch

Interagieren von verschiedenen synchronen oder gestaffelten Signalkaskaden ausl Gsen.

In alen Signalkaskaden hat die SHP1 ene inhibitorische Rolle, da sie nach
Rezeptoraktivierung antiproliferative Signale audl 6st (Sharlow et al. 1997).

Aulerdem ist die SHP1 an der Differenzierung der Blutzellen beteiligt. Hier scheint sie den
praematuren Ubergang zur endgiiltigen Differenzierung in normale (Erythroidprogenitor)
Zéellen zu verhindern (Sharlow et al. 1997).

Die SHP2 enthdt wie die SHP1 zwei N-terminale SH2-Doménen. Sie wird aktiviert as
Reaktion auf die Stimulation mit Interleukin-6, EGF oder PDGF und ist wie die SHP1 an
zytosolischen Signalkaskaden beteiligt und damit in die bel immunologischen und
entzindlichen Reaktionen ablaufenden Signalkaskaden eingebunden. Innerhalb dieser
Signalkaskaden hat die SHP2, sowelit bis jetzt bekannt, immer eine positive regulatorische
Funktion (Gadina et a. 2000), wahrend die SHP1 negativ regulatorisch eingreift (Y amashita
et a. 1999). Zu nennen ist hier auch die Beteiligung der SHP2 an der Zellteilung. Ohne die
SHP2 kommt es zu einem Abbruch der Mitose in der G1-Phase (Roche et al. 1996). Eine
hohe Expressionsrate der SHP2 findet sich in Gehirn, Herz, Niere, T- und B-Zellen.

Dadie PTP'sin fast samtliche Signaltransduktionskaskaden eingreifen, ist ihre Funktion von
zentraler Bedeutung. Von vielen dieser Enzyme kennt man noch nicht alle ihre Substrate und
Funktionen. Da ihre Vertellung in den verschiedenen Organen noch nicht vollstandig
untersucht ist, erhofft man sich von Lokalisationsstudien Aufschluf® sowohl dber ihr

Vorkommen al's auch Uber ihre jeweiligen Funktionen zu erhalten.

In der Leber as zentralem Organ des Stoffwechsels ist eine genaueste und sensible
Regulation der ablaufenden Reaktionen von essentieller Bedeutung. So kann vermutet
werden, dald auch hier PTP's regulierend tétig sind. Es stellt sich daher die Frage, an welcher
Stelle und bei welchen Stoffwechselvorgangen die PTP's in der Leber regulierend eingreifen

(Proteinsynthese, Entgiftungsreaktionen, Gluconeogenese etc.).



1.2 Aufbau und Funktion der Leber inihren

Untereinheiten

Die Leber, das grofte Organ des Korpers, hat als zentraes Stoffwechselorgan ein hochst
differenziertes katalytisches Potential. Im Korper hat sie metabolische Aufgaben, ist
Abwehrzentrum, kontrolliert das hormonelle System und dient als Blutreservoir (Jungermann

1995). Diesen Funktionen muf3 auch ihre Morphol ogie angepasst sein.

Eine Aufteilung in ihre Untereinheiten ist sowohl nach funktionellen als auch nach
morphol ogischen Gesichtspunkten moglich.

Durch die Verzweigung der Pfortaderdste innerhalb des Lebergewebes kommt es zur
Segmentgliederung. Makroskopisch besteht die Leber aus vier Lappen, die wiederum in acht

Unterlappen unterteilt werden.

Mikroskopisch ist as morphologisches Bauelement das etwa 1,2 mm x 2 mm grol3e
Leberldppchen, auch als Zentralvenenldppchen bezeichnet, zu nennen. Hierbei liegt die
abfUhrende Sammelvene im Zentrum des L &ppchens und die Zellen laufen radiar auf die Vene
zu. Die Blutdurchstromung erfolgt charakteristischerweise von peripher nach zentral.

Funktionell kommt dem Zentral venenl gpopchen keine Bedeutung zu.
Von funktioneller Bedeutung ist die Unterteilung der Leber in portale L&ppchen.

Als portales Léppchen wird jener Bereich bezeichnet, in dessen Mittelpunkt sich eine
Glisson’sche Trias befindet (bestehend aus einer Vene, einer Arterie und einem ableitenden
Gallengang) und dessen Eckpunkte durch die umliegenden drel Zentralvenen gebildet werden.
Die funktionelle Bedeutung dieser Einheit bezieht sich auf die Gallensekretion, die Gber den
im Zentrum dieses L&ppchens liegenden Gallengang der Glisson schen Trias drainiert wird
(Matsumoto 1979).



Die andere funktionelle Einteilung in Acini (Rappaport 1976, Katz 1989) orientiert sich an
den Stoffwechselvorgangen der Leber. Hier gelangt das Blut Gber Endéaste der Portalvene und
der Arteria hepatica in die Lebersinusoide, welche in die in der vaskulatorischen Peripherie
gelegenen efferenten Venen (= Zentravene) einminden. Der Acinus ist demnach als
mikrozirkulatorische Parenchymeinheit definiert, welche konzentrisch um die Achse der
efferenten Gefélle lokalisiert ist. Anatomisch und funktionell kann der Acinus in drei

Untereinheiten gegliedert werden: in eine
e periportale Zone,
* perivendse Zone,
* intermedidre Zone.

Periportal findet sich eine hohe Konzentration an regulatorischen Hormonen, Néhrstoffen und
Sauerstoff, welche nach perivends deutlich abnimmt (kontinuierlicher Gradient nach
Jungermann 1995). Diese durch das Konzentrationsgefalle bedingte relative Unterversorgung
der acinéren Peripherie mit O, und Nahrstoffen macht die perivends liegenden Hepatozyten
anfallig fir Hepatotoxine und Sauerstoffmangel.

In diesem Zusammenhang ist der Weg des Blutes von entscheidender Bedeutung fir die
Funktion der Leber als zentralem Stoffwechselorgan. Die Vena portae sammelt das Blut der
unpaaren Abdominalorgane und bringt es zur Leber. Es gelangt dann Uber ihre Endaste in die
Sinusoide. Der Aufbau der Sinusoide ist mal3geblich an der Effizienz des Leberstoffwechsels
beteiligt.

Durch variierende Sinusoidallumina kommt es zu einer starken Erweiterung der Strombahnen
und damit einer Verlangsamung des Blutstromes. Eine bessere Ausnutzung des Sauerstoff-
und Néahrstoffangebotes wird so ermdglicht. Je nach Funktionszustand sind die Sinusoide

zwischen 5 — 15 um weit.

Das Endothel der Sinusoide weist Fenestrierungen auf. Durch diese Diskontinuitét kann das
Plasma des Pfortaderblutes aus dem Kapillarbett austreten und in den Disse schen Raum, den
Spaltraum zwischen den Leberzellen und den Gefélendothelien, gelangen.

Die Hepatozyten haben zahlreiche unregelméaldige, in den Disseschen Raum hineinragende,
Mikrovilli. Die Oberflache der Hepatozyten vergroflert sich dadurch um das Finf- bis
Sechsfache, die Austauschvorgange werden erheblich erleichtert (Rohen und LUtjen-Drecoll
1990). Diese Vorgange erlauben sogar einen Ubertritt von Teilchen bis zu einer GroRe von
0.5 um (Reinke 1987).



1.2.1 Eintellung der Leberzellen

Auf Grund ihrer komplexen Funktionen kann davon ausgegangen werden, dai3 die Leber sehr
heterogen zusammengesetzt ist. Das Lebergewebe bestent aus funf verschiedenen
Zellpopulationen: den Hepatozyten, den Endothelzellen, den Kupffer-Zellen, den Pit-Zellen
und den Ito-Zellen.

Die Hepatozyten machen 77 Prozent des hepatischen Zellvolumens und 60 Prozent der
hepatischen Zellzahl aus (Sasse 1986).

Die verbleilbenden 40% der Gesamtzellzahl werden von den sogenannten Nicht-
Parenchymzellen gestellt. Diese setzen sich zu 70% aus Endothelzellen, zu 20% aus Kupffer-
Zellen, zu 10% aus Ito-Zellen, den perisinusoidalen Fettspeicherzellen oder Stellat-Zellen
(Knook 1977, Knook und Sleyster 1976, Knook und Sleyster 1980), und zu weniger als 1%
aus Pit-Zellen, welche als organassoziierte natirliche Killerzellen betrachtet werden,
zusammen (Wisse et al. 1976).

Abb 1: Schematische Darstellung des Aufbaus der Leber und ihrer Zellpopulationen.
Gallengangskapillare (BC), Endothelzellen (E), Ito-Zellen (F), Hepatozyten (H), Kupffer-
Zéelle (K), Pit-Zelle (P), Sinusoid (S), Disse scher Raum (SD).



1.2.1.1 Hepatozyten

Zu den Hauptaufgaben der Hepatozyten gehéren die Bildung von Plasmaproteinen und der
Metabolismus von Kohlenhydraten und Xenobiotika, ferner die Entgiftung von Aminosauren
und Ammoniak Uber die Harnstoffsynthese (Jungermann und Katz 1989, Feldmann et al.
1992, Jungermann und Thurman 1992, Misra et al. 1992). Periportal und perivends gelegene
Hepatozyten unterscheiden sich in ihrer enzymatischen Aktivitét (Jungermann und Katz
1989) und haben daher auch unterschiedliche metabolische Fahigkeiten. Periportal erfolgt
hauptséchlich der oxidative Energiestoffwechsel: die Gluconeogenese, die Glycogensynthese
aus Pyruvat und der Glycogenabbau, die Cholesterolsynthese, der protektive Metabolismus
mit Glutathion, die Peroxidation und Konjugation, die Gallenproduktion, die Produktion von
Albumin und Fibrinogen. Perivends erfolgt die Aufnahme von Glucose, die Glycolyse, die
Glycogenproduktion aus Glucose und der Glycogenabbau zu Pyruvat, die Liponeogenese, die
Glutaminproduktion aus NHs, der Xenobiotikametabolismus, die Glucoronidation, die

Produktion von a-Fetoprotein, Angiotensinogen und a;-Antitrypsin (Jungermann 1995).

1.2.1.2 Kupffer Zellen

Die Kupffer-Zellen, die |ebergewebetypischen Makrophagen, stellen das grofdte Reservoir von
allen Makrophagen im Korper dar. Man findet sie vorzugsweise in der periportalen Region
(43%), gefolgt von der perivendsen Zone (29%) und dem mittleren Bereich (28%) (Bouwens
et al. 1986).

Die Kupffer-Zellen bilden mit den sinusoidaen Endothelzellen das retikuloendotheliale
System der Leber.

Das retikuloendotheliale System ist aktiv am Erkennungsprozel3 und Abbau von
Makromol ekllen sowie von Mikroorganismen aus dem Blutplasma beteiligt (Magnusson und
Berk 1989, van Berkel et a. 1991, Dini et al. 1995a und b).

An die endotheliale Wand des Sinusoides angeheftet bilden die Kupffer-Zellen eine protektive
Barriere zwischen portaler und systemischer Zirkulation (Abbildung 1). Potentiell schadliche
Substanzen, die sich im portalen Blut befinden, wie Endotoxine, Mikroorganismen,
Immunkomplexe, Tumorzellen und andere Antigene (Toth und Thomas 1992), werden von

ihnen aus dem portalen Blut entfernt.

Darllber hinaus produzieren sie inflammatorische Mediatoren wie Zytokine, den
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) oder den Transforming-growth-factor-B (TFG-) (Decker
1990).



Periportal scheint ihre endozytotische Funktion hdher zu sein als perivends. Perivends ist ihre

zytotoxische Funktion (Bouwens et a. 1992) héher als periportal.

Fir den Umwandlungsprozess der Natural-killer-cells (NK) des peripheren Blutes zu den
hochaktivierten hepatischen NK-Zellen sind sie ebenfalls essentiell (Vanderkerken et al.
1995).

1.2.1.3 Ito-Z€llen

Die wichtigste metabolische Funktion der Ito-Zellen (perisinusoidale Fettspeicherzellen,
Stellate-Zellen), die die sinusoidale Auskleidung umschlief3en (Abbildung 1), ist die
Speicherung von Vitamin A (Retinol) in Lipidtropfchen (Hendriks et a. 1985).

Ein spezifisches Vertellungsmuster analog zu dem der Kupffer-Zellen gibt es fur die Ito-
Zellen nicht. Sie sind gleichmaiig in der Leber verteilt (Wake 1980).

Da diese Zellen kontraktile Elemente besitzen, wird ihre Beteiligung an der praesinusoidalen
(Suematsu et a. 1993) und der intrasinusoidalen (Kawada et al. 1993) Blutfluregulation
diskutiert.

Aullerdem synthetisieren und sezernieren sie extrazelluléare Matrixproteine innerhalb des
Disse'scher Raumes (Bouwens et al. 1992) und sind an der Pathogenese der Fibrose und
Zirrhose beteiligt (Gressner 1991, Lissoos 1992a und b, Lissoos und Davis 1992, Ramadouri
et al. 1993, Paradies 1996).

Waéhrend einer Leberentzindung ist das Vorkommen der Ito-Zellen nicht mehr auf den
Disse scher Raum begrenzt. Es kommt zu einer Zellvermehrung im Bereich der entziindlichen
Prozesse in enger Nachbarschaft zu den geschadigten Hepatozyten. Diese Ito-Zellen wandeln
sich in myofibroblastendhnliche Zellen um, die eng mit den Lebermyofibroblasten verwandt,
aber nicht mit ihnen identisch sind (Bouwens et al. 1992).

1.2.1.4 Pit-Zéellen

Pit-Zellen, die auch als leberassoziierte Lymphozyten bezeichnet werden, sind nattrliche
Killerzellen. Sie haften lose an den Kupffer-Zellen oder auch an den sinusoidalen
Endothelzellen (Burt et al. 1993, Wisse et al. 1997) (Abbildung 1).

Bei der Verteilung der Pit-Zellen 183 sich eine Zonierung entlang des Sinusoides feststellen.
Periportal ist eine fast doppelt so hohe Anzahl an Pit-Zellen vorhanden wie perivenos.



Sie sind direkt zytotoxisch und spielen bel der Zerstérung von Tumorzellen eine wichtige
Rolle. Dabei wird bei der Zielzelle entweder eine Apoptose induziert oder eine Zellnekrose

ausgel ost.

Virusinfizierte Leberzellen konnen durch Pit-Zellen zerstort werden. Dabei ist der Interferon
o (IFN a) - Anstieg am Beginn einer viralen Hepatitis ein potentes Signal zur Stimulation der
Pit-Zellen. Die Aktivierung der Pit-Zellen erfolgt durch Interleukin Il (Eddelston 1987).

1.2.2 Disse scher Raum

Der Disse sche Raum, der mit einer Matrix von ungewohnlicher Dichte gefillt ist (Mc Guire
et a. 1992, Iredale und Arthur 1994), tragt nach der Indikatorverdinnungsmethode zu sechs
bis sieben Prozent zum Lebervolumen bei (Henriksen et al. 1984) (Abbildung 1). Alle
Metaboliten, die zwischen dem Blutstrom und den Hepatozyten ausgetauscht werden,

passieren diesen Raum.

Ausgehend von diesen sehr unterschiedlichen Zelltypen stellt sich die Frage, ob und wo
PTP's an den Stoffwechselvorgangen beteiligt sind sowie um welche PTP's es sich handelt,

wo diese lokalisiert sind und ob es eine Zonierung gibt.

Zur Klérung dieser Fragen sollte daher die Verteilung der PTP 1B/T-Z€ell und der SHPL/SHP2
untersucht werden. Ein Nachweis der PTP 1B/T-Zell PTP gelang mit der Immunfluoreszenz

nicht.

Der Nachweis der SHP1/2 konnte in den Non-Parenchymzellen der Leber erbracht werden.
Um das Verhalten dieser Zellpopulationen und das Vorkommen der PTP's unter veranderten
Bedingungen zu untersuchen, wurde eine Leberschadigung im Sinne einer beginnenden
Fibrose, an deren Pathogenese die Stellate-Zellen beteiligt sind, chemisch induziert. Als
geeignetes Agens erschien uns hierzu das Methotrexat, da es auch bei der Behandlung von

Patienten eine hohe klinische Relevanz besitzt.

1.3 Methotrexat

Methotrexat ist ein Chemotherapeutikum und gehort in die Gruppe der Antimetaboliten. Es
greift in den Folatstoffwechsel ein und vermindert die Ubertragung von C1-Bausteinen im

Organismus.
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Methotrexat war das erste Chemotherapeutikum, das eine erfolgreiche temporére Remission
bei Leukamie bewirken konnte (Faber et al. 1948). Des weiteren konnte es als erstes

Medikament Chorioncarzinome dauerhaft heilen (Hertz 1963).

Die Bandbreite der Anwendung von Methotrexat hat sich durch die Einfihrung von
Hochdosisregimen mit anschlieffendem Leukovorinrescue deutlich erweitert. Hierdurch
sprechen zuvor methotrexatresistente Tumoren auf die Therapie ohne gravierende Steigerung

der Nebenwirkungsrate an.

Auch bel entziindlichen Krankheiten kommt Methotrexat zur Anwendung. Hierzu zdhlen vor
adlem die Psoriasis (Mc Donald 1981), die rheumatoide Arthritis, die Wegener’sche
Granulomatose (Jackson 1984, Sheppner et a. 1985) und die primére bilidre Zirrhose (Kaplan
1989a und b).

Die MTX-Therapie kann gravierende Nebenwirkungen aufweisen. Mit zu den wichtigsten
gehdren die Lebertoxizitdt und, bei Langzeittherapie in niedriger Dosierung, die
Leberzirrhose.

1.3.1 Einfluf von Methotrexat auf den Folsdure- und Vitamin-
B12-Soffwechsel

Folsaure und Vitamin-B12 missen Uber die Nahrung zugefuhrt werden. Ein Mangel eines
oder beider Vitamine fuhrt zu einer gestorten DNA-Synthese in jeder sich teilenden Zelle.
Daher sind Zellen mit einer hohen Teilungsrate besonders empfindlich fir den Mangel eines

dieser Vitamine.

Hierauf grindet sich der therapeutische Effekt von Folsdureantagonisten wie Methotrexat
(MTX) in der Tumortherapie.

Im intrazelluldren Metabolismus spielen sowohl Vitamin-B12 as auch Folsaure eine grofie
Rolle und kénnen nur im Wechselspiel miteinander eine korrekte DNA-Synthese |eisten.
Intrazellulér kommt Vitamin-B12 in zwei aktiven Formen vor. Dabei handelt es sich um die
beiden Koenzyme Methylkobalamin und Desoxyadenosylkobalamin (Stahlberg 1967, Linnell
et al. 1971).

Waéhrend Desoxyadenosylkobalamin als Kofaktor fur das mitochondriale Mutaseenzym an
der Isomerisierung von L-Methylmalonyl-CoA zu Succinyl-CoA beteiligt ist (Huennekens
1968, Weissbach und Taylor 1968), wird Methylkobalamin fir die Synthese von Methionin
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benttigt. Methionin ist im Ablauf des Folat-Stoffwechsels von entscheidender Bedeutung
(Weir und Scott 1983).

Die von Methyltetrahydrofolat (CH3H4PteGlu;) zur Verfigung gestellten Methylgruppen
werden zur Synthese von Methylkobalamin ben6tigt. Diese sind dann wiederum
Methylgruppendonor bei der Konversion von Homozystein zu Methionin.

Ohne diese Folatkobalamininteraktion ist eine normale Purin- und Pyrimidinsynthese und
konsekutiv eine normale DNA- und RNA- Synthese nicht moglich.

Die Methioninsynthasereaktion ist vornehmlich verantwortlich fur die Kontrolle des
Recyclings der Folat-Kofaktoren, fiur die Aufrechterhaltung der intrazelluléren
Folypolyglutamatkonzentration sowie durch die Synthese von Methionin und dessen Produkt

S-Adenosylmethionin fir die Aufrechterhaltung zahlreicher Methylierungsreaktionen.

Im Rahmen des Vitaminstoffwechsels im Korper wird den Zellen hauptséchlich
Methyltetrahydrofolat zur Verfigung gestellt. Ein Transfer der Methylgruppe auf das
Kobalamin ist daher unumganglich, um den Zellen ausreichend Tetrahydrofolat (H4PteGlu;)

fur die verschiedenen Stoffwechselwege zur Verfiigung zu stellen.

So konnen C1-Gruppen bel der Konversion von Serin zu Glycin auf Tetrahydrofolat
Ubertragen werden. Es entsteht dabei 5.10-Methylentetrahydrofolat (5.10 CH,H4PteGlu). In
einem weiteren Schritt wird die aufgenommene C1-Gruppe auf Desoxyuridin-Monophosphat
(dUMP) Ubertragen. Es entsteht dabei Desoxythymidin-Monophosphat (dTMP). Dabei wird
5,10-Methylentetrahydrofolat zu Dihydrofolat (H.PtiGlu) Gberfihrt. Der Zyklus wird durch
die Reduktion von Dihydrofolat zu Tetrahydrofolat durch die Dihydrofolatreduktase
vollendet.

An dieser Stelle greifen die Folatantagonisten wie Methotrexat ein.

Der tagliche Bedarf an Folsdure betragt etwa 50 — 100 pug. Mit der Nahrung werden téglich
150 — 200 ug in der Polyglutamatform aufgenommen, wie sie auch Uberwiegend in den Zellen

vorkommt.
Zirka die Hélfte der angebotenen Menge wird vorwiegend im [leum resorbiert.

Nach Abspaltung von Glutaminresten, ihrer Reduktion in den Mukosazellen und der
Methylierung in der Leber findet man sie im Serum vorwiegend als Funfmethyltetra-
hydrofolsaure.

In der zur Tetrahydrofolsdure reduzierten Form steht es als C 1-Akzeptor zur Verfligung.
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Durch Anlagerung der C1-Gruppe an unterschiedliche Positionen innerhalb der

Tetrahydrofol sdure entstehen unterschiedliche Formen von Koenzymen.

1.3.2 Aufgaben der Koenzyme

Zusammenfassend kann man die Rolle dieser Koenzyme wie folgt beschreiben:

Konverson von Homozystein in Methionin. Diese Reaktion bendtigt
Methyltetrahydrofolat (CH3sH4PteGlu) as Methyldonator und benutzt Vitamin-B12 als
Kofaktor.

Konversion von Serin in Glycin. Diese Reaktion benttigt die Tetrahydrofolsaure als
Methylgruppenakzeptor des Serins, und Pyridoxaphosphat wird as Kofaktor
verwendet. Hierdurch entsteht 5,10-CH,H4PteGlu, ein essentielles Koenzym der
Thymidylat-Synthese.

Synthese von Thymidylat. 5,10-CH,H,PteGlu liefert eine Methylengruppe und
Reduktionsaquivalente, die bel der Thymidylat-Synthese auf Desoxyuridylat
Ubertragen werden. Hierbei handelt es sich um eine die DNA-Syntheserate

[imitierende Reaktion.

Im Histidinmetabolismus wirkt Tetrahydrofolsaure als Forminogruppenfanger bei der

Konversion von Forminoglutaminsaure zu Glutaminsaure.

Bei der Purinbiosynthese werden Kohlenstoffatome an den Positionen 2 und 8 in den

wachsenden Purinring mit Folsaurederivaten als K ofaktoren eingebaui.

Beim Auf- und Abbau von Format wird in einer reversiblen Reaktion sowohl
Tetrahydrofolsdure als auch 10-Formyltetrahydrofolat benétigt (10-CHOH4PteGlu).
Es wird mit der Gallenflissigkeit sezerniert und im Darm wieder aufgenommen
(Steinberg et a. 1979).

Das Enzym Dihydrofolatreduktase katalysiert die Reduktion von Dihydrofolat zu
Tetrahydrofolat, welches, wie bereits oben beschrieben, ein vitaler Faktor in der Purin-
und Pyrimidinsynthese ist.

Die Hemmung der Dihydrofolatreduktase durch Methotrexat fuhrt zu einer partiellen
Verarmung an Tetrahydrofolatkofaktoren in der Zelle (Sheppner et al. 1985, Chu et al.
1993a und b).
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Die Hydrofolatinhibitoren unterscheiden sich in ihrem Hemmpotential des Enzyms in

unterschiedlichen Spezies.

Kristalografische Studien erklarten auf atomarer Ebene die hohe Affinitét von Methotrexat
zur Dihydrofolatreduktase (Schweitzer et al. 1989, Bystroff und Kraut 1991).

Da Folsaure und ihre Analoga sehr polare Molekile sind, werden spezifische
Transportmechanismen fur die Aufnahme in die Zelle bendtigt (Elwood 1989, Dixon et al.
1994). In der Zelle werden zusétzlich Glutamylreste an Methotrexat gebunden (Cichowicz
und Shane 1987). Methotrexat kann als Polyglutamat bis zu sechs Glutamylreste tragen und
deswegen dann die Zellmembranen schlecht bis gar nicht Gberwinden. Dies erklart die
verlangerte Retention von Methotrexat in Tumoren und normalem Gewebe, wie zum Beispiel
der Leber. Als Polyglutamat besteht eine hohere Affinitdt gegeniiber einem Monoglutamat fir
die folatabhangigen Enzyme, die fur die Purin- und Tymidylatsynthese notwendig sind. Bel
der Dihydrofolatreduktase trifft dies nicht zu.

1.3.3 Wirkmechanismusvon M ethotrexat

Wie die meisten Antimetaboliten ist auch Methotrexat nur bedingt selektiv fir Tumorzellen
und entwickelt seine Toxizitét auch an anderen sich schnell teilenden Zellen des Organismus.
Hierbel sind besonders das Knochenmark und das Darmepithel hervorzuheben.
Folatantagonisten fihren zu einem Absterben der Zellen in der S-Phase des Zellzyklus. Daher
ist es nur verstandlich, dal3 Methotrexat seine héchste Wirksamkeit in der exponentiellen

Wachstumsphase und nicht in der Plateauphase entwickelt.

Des weiteren inhibiert Methotrexat die RNA-Synthese und damit folglich auch die
Proteinsynthese, was zu einem verlangsamten Eintritt der Zelle in die S-Phase fuhrt. Die
zytotoxische Reaktion von Methotrexat wurde daher auch als selbstlimitierend beschrieben.
Seine Wirkung als antiinflammatorisch wirksame Substanz bei der Therapie der priméaren
biligren Zirrhose, der Psoriasis und der immunsuppressiven Therapie entfaltet es nicht als
Folatantagonist. Es scheint, dal3 Methotrexat aufgrund einer Strukturhomologie mit dem
Interleukin-1p die Bindung des Interleukin an den Interleukinrezeptor unterbindet (Kaplan
1989).

Der Wirksamkeit von Methotrexat stellen die Zellen mehrere erworbene Resistenz-

mechani smen entgegen.
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Hierzu zéhlen der verschlechterte Transport von Methotrexat in die Zellen (Assaraf und
Schimke 1987, Trippett et a. 1992), die Produktion einer strukturell veranderten
Dihydrofolatreduktase mit geringerer Affinitdt zu Antimetaboliten (Srimatkandada et al.
1989), gesteigerte intrazelluldre Dihydrofolatkonzentrationen (Pauletti et al. 1990), die
verminderte Fahigkeit zur Synthese von Methotrexatpolyglutamaten (Li et al. 1992) und eine
herabgesetzte Thymedilatsyntheseaktivitét (Curt et al. 1985).

Bei Leukamiepatienten, die mit Methotrexat behandelt wurden, kommt es innerhalb weniger
Tage zu einem merklichen Anstieg der Dihydrofolatreduktase in den leukd@mischen Zellen.
Dies spricht fur eine Induktion der Enzymsynthese (Chu et al. 1993).

Eine Uber einen langeren Zeitraum durchgefiihrte Behandlung mit Methotrexat amplifiziert
ebenfalls die Bildung der Dihydrofolatreduktase; Tumorzellpopulationen mit deutlich
erhohtem Dihydrofolatreduktasespiegel treten in Erscheinung (Stark und Wahl 1984, Curt et
a. 1983). Um die MTX-Resistenz zu Uberwinden, kann durch hohe MTX-Dosen unter
Leukovorinschutz der Eintritt der Substanz in Zellen mit Transportdefekt mit der Folge
ausreichend  hoher  intrazelluldrer  Methotrexatspiegel  zur  Inaktivierung  der

Dihydrofolatreduktase erzwungen werden.

In den Zellen verbleibt das Methotrexat als Polyglutamat sehr lange. Es kann in Nierenzellen
noch Wochen und in Leberzellen noch Monate nach Abschluss der Therapie nachgewiesen

werden. Zusétzlich unterliegt es auch einem enterohepatischen Kreislauf.

Methotrexat wird, niedrig dosiert, in der Psoriasistherapie und bei therapierefraktarer
rheumatoider Arthritis (Hoffmeister 1983) eingesetzt.

Mit grofem Erfolg wird Methotrexat auch bel der Therapie der akuten lymphoblastischen
Leukdmie im Kindesalter, bei Chorioncarzinomen und den damit in Zusammenhang

stehenden Trophoblastentumoren eingesetzt.

1.4 Zieleder Arbeit

In dieser Untersuchung soll das VVorkommen der verschiedenen PTP s in der Leber untersucht
werden. Weiterhin ist die Zuordnung der PTP's zu den einzelnen, in der Leber

vorkommenden Zellpopulationen geplant.

Durch Methotrexat wird eine Lebergewebeschadigung hervorgerufen. Ein moglicherweise
bestehender Zusammenhang der Methotrexat- bedingten Verdnderungen mit dem
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Vorkommen der PTP's soll diskutiert und der Einflul des Methotrexats auf die einzelnen

Zellpopulationen untersucht werden. Hierzu wird folgende These formuliert:

Unter Methotrexat kommt es in Rattenlebern sowohl periportal as auch perivends zu einer
Veranderung in den spezifischen Leberzellpopulationen. Die Zellanzahl von Kupffer-Zellen,
Ito-Zellen und Naturlichen Killerzellen weicht in der Leber von behandelten Versuchstieren
von der Zellanzahl bei unbehandelten Versuchstieren ab. Es wird erwartet, da3 die
Mittelwerte von Experimental- (MTX-Behandlung) und Kontrollgruppe (keine Behandlung)
sich statistisch signifikant voneinander unterscheiden.

Die Uberpriifung der Hypothese erfolgt fiir jede Messung und jeden Zelltyp sowohl periportal
als auch perivends mittels des Fisher-Pitman-Randomisierungstests fir zwel unabhéngige
Stichproben. Der Test wird zweiseitig durchgeftihrt und das Signifikanzniveau auf ¢<8 = 0,05
festgesetzt.

Es lassen sich also folgende Ziele stichwortartig zusammenfassen:
» Untersuchungen zum Vorkommen verschiedener PTP s in der Leber;
e Zuordnung der PTP's zu den einzelnen Zellpopul ationen;
e Zuordnung der PTP's zu den einzelnen Zellstrukturen soweit moglich.

» Ermittlung des Einflusses von Methotrexat auf die einzelnen Zellpopulationen der

Leber und Untersuchung der Veranderung auf statistische Signifikanz;

e Diskusson Uber den moglicherweise bestehenden Zusammenhang der

methotrexatbedingten Veranderungen mit dem Vorkommen der PTP's.
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2 Material und Methoden

2.1 Tiere

2.1.1 Tierhaltung

Fir die Versuche wurden insgesamt 33 mannliche Wistar-Ratten (Winkelmann, Borchen)
verwendet. Sie wurden mit einem Gewicht von 180-200 g geliefert. Die Adaptationszeit
betrug 3 Tage. Eswurde je ein Tier pro K&fig gehalten. Die Tiere wurden mit Rattenfutter in
pelletierter Form ad libitum gefUttert, Wasser stand ebenfalls ausreichend zur Verfligung.

2.1.2 Tierver suchsgenehmigung

Die ,Genehmigung zur Durchfihrung von Versuchen an Wirbeltieren® wurde vom
Regierungsprasidium Gief3en am 28. April 1997 unter dem Aktenzeichen 17a-19¢20-15(1)-
1/97-Gi20/23-2/97 erteilt.

2.1.3 Behandlung der Tiere
Fir die Untersuchung wurden die Tiere in Gruppen eingeteilt. Jede Versuchsgruppe bis auf
Gruppe VI umfaldte finf Ratten.

Um in den esten beiden Gruppen trotz niedriger Methotrexat-(MTX)-Dosis einen
Wirkspiegel zu erreichen, wurde hier das MTX intraperitoneal (i.p.) verabreicht. Hierdurch

sollte der First-pass-Effekt der Leber umgangen werden.

Die Tiere der Gruppen |-V wurden fur die lichtmikroskopischen und biochemischen

Untersuchungen verwendet.
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Gruppe Applikationsart/-zeitpunkt Dosis Untersuchungen
I Intraperitoneal (i.p.) 5mg MTX pro kg Lichtmikroskopie,
Fir 4 Tage, jeweils 9 Uhr Korpergewicht | Aktivitétsbestimmung, SDS
Page
I Intraperitoneal (i.p.) 7,5mgMTX pro Lichtmikroskopie,
Fir 4 Tage, jeweils 9 Uhr kg Korpergewicht | Aktivitétsbestimmung, SDS
Page
1 Oral (p.o. durch Magensonde) | 15mg MTX pro kg Lichtmikroskopie,
Fir 4 Tage, jeweils 9 Uhr Korpergewicht | Aktivitétsbestimmung, SDS
Page
v Ora (p.o. durch Magensonde) | 20mg MTX pro kg Lichtmikroskopie,
Fir 4 Tage, jeweils 9 Uhr Korpergewicht | Aktivitéatsbestimmung, SDS
Page
\ Intraperitoneal (i.p.) NaCl pro kg Lichtmikroskopie,
Ora (p.o. durch Magensonde) | Korpergewicht | Aktivitéatsbestimmung, SDS
Fir 4 Tage, jeweils 9 Uhr Page
VI Intraperitonea (i.p.) 7,5mg MTX pro Zéellisolation,
Fir 4 Tage, jeweils 9 Uhr kg Korpergewicht Lichtmikroskopie,
Aktivitatsbestimmung, SDS
Page
VI Intraperitoneal (i.p.) 7,5mg MTX pro Lichtmikroskopie,

Fir 4 Tage, jeweils 9 Uhr

kg Koérpergewicht

Aktivitatsbestimmung, SDS
Page

Tabelle 1. Aufstellung der einzelnen Versuchstiergruppen. Die Tiertétung erfolgte immer am

ersten Tag nach der letzten Applikation von MTX oder NaCl.

2.1.4 Tiertétung

Die Tiere wurden immer am Tag nach der letzten MTX-Gabe getttet. Hierzu wurden Sie in
einem gasdichten Geféal3 mit Chloroform (Merck, Darmstadt) narkotisiert. Im Toleranzstadium

erfolgte der Medianschnitt Gber dem Abdomen und dem Thorax.
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2.2 Probengewinnung

Je zwei behandelte und eine unbehandelte Ratte wurden nach dem Medianschnitt
perfusionsfixiert. Den verbleibenden drel Ratten eines Kollektivs wurden die Organe im

unfixierten Zustand enthnommen.

2.2.1 Perfusionsdsungen

2.2.1.1 Vorspullésung, pH 7,3-7,4

Polyvinylpyrolidon K 30 (Roth, Karlsruhe) 259
NaCl 0,9% (Roth, Karlsruhe) 9
Procainhydrochlorid (Merck, Darmstadt) 59
Aqua destillata 1000ml

Membranfiltration 3 um und 0,6 um Porengrofie.

Direkt vor der Perfusion werden 2 ml Heparin (Liquemin®, Roche) zugegeben.

2.2.1.2 Fixationsddsung — Zamboni

Fur 1 Liter

Formal dehydl6sung, 37%ig (Merck, Darmstadt) 50ml
Phosphatpuffer, 0,2 molar, pH 7,4 (siehe Immunhistochemie) 500ml
Gesdttigte wassrige Pikrinsaure (Merck, Darmstadt), filtriert 150ml
Aquadestillata 300ml

2.2.1.3 Fixierung

Zur Perfusionsfixierung wurden das rechte Herzohr und die linke Herzkammer eréffnet. Eine
Kanule wurde durch die Offnung der Kammer in die Aorta vorgeschoben und dort fixiert.
Zunéchst erfolgte eine Entblutung der Ratte durch 200ml mit Heparin (Liquemin®, Roche)

angereicherter Vorspiill6sung. Danach erfolgte die Perfusion mit 500ml Zamboni.

Nach erfolgter Fixierung wurde die Leber entnommen, in 1cm x 1cm x 1cm grof3e Blécke
geschnitten und in Phosphatpuffer Gber 24 Stunden gespilt. Dabel wurde der Puffer
mindestens achtmal gewechselt.
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Anschlief3end wurde das Gewebe fur 24 Stunden in 20%ige Saccharosel6sung eingelegt, um

einen ausrei chenden Gefrierschutz zu gewahrleisten.

Hiernach erfolgte das Einbetten der Leberproben in Tissue-Tek (Sakura, Holland) und das
Einfrieren in flissigem Stickstoff.

Diese Proben wurden ausschliefdlich fir immunzytochemische Untersuchungen verwendet.

Bei der Entnahme von Gewebe aus den unfixierten Tieren erfolgte zunéchst das Ausbluten.
Im Anschlufd wurde die Leber entnommen und in 1cm x 1cm x 1cm grof3e Stiicke portioniert.
Einige Stlicke davon wurden in Tissue-Tek (Sakura, Holland) eingebettet und in Isopentan
(Merck, Darmstadt), das von flussigem Stickstoff umspilt wurde, schockgefroren. Die

restlichen Proben wurden ohne Tissue-Tek schockgefroren.

Das unfixierte Gewebe wurde fir immunzytochemische Untersuchungen und biochemische

Analysen verwendet.

Samtliche Proben wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei —-80°C gelagert.
2.3 Immunzytochemische Untersuchungen (1CC)

2.3.1 Puffer

2.3.1.1 Phosphatpuffer [PB]

Far 1 Liter 0,2 molar, pH 7,4

KH2PO4 (Merck, Darmstadt) 5,449
NagHPO, x 12 H,0O (Merck, Darmstadt) 56,829
Aquadestillata 1000ml

2.3.1.2 Phosphatgepufferte Salzlsung [PBS]

Far 1 Liter 0,1 molar, pH 7,4

KH2PO,4 (Merck, Darmstadt) 2,729
NaHPO, x 12 H,0O (Merck, Darmstadt) 28,419
NaCl 0,9% (Roth, Karlsruhe) 9
Aquadestillata 1000ml
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2.3.1.3 TrissHCI 0,01 molar, pH 8,2
Tris-HCL-Puffer (Sigma, USA)
HCI (Roth, Karlsruhe)

Aquadestillata

2.3.1.4 Inkubationspuffer 0,1 molar, pH 7,4
0,1 molarer Phosphatpuffer

NaCl 1,8% (Roth, Karlsruhe)

Rinderserum Albumin [BSA] (Sigma, USA)

Cold-Water-Fish-Gelatine [CWFS] (Aurion, Kdln)

2.3.1.5 Blocklésung 0,1 molar, pH 7,4
0,1 molarer Phosphatpuffer

NaCl 1,8% (Roth, Karlsruhe)

Rinderserum Albumin [BSA], (Sigma, USA)

CWEFS (Aurion, Koln)

2.3.1.6 Gepuffertes Glycerol, pH 8,6

Natriumhydrogencarbonat [NaHCOs] 0,5 molar (Merck, Darmstadt)

Dinatriucarbonat [Na,CO3] 0,5molar (Merck, Darmstadt)

Glycerol (Merck, Darmstadt)

1,329
nach pH

1000ml

pH 7,4
18g/I
0,5%

0,1%

pH 7,4
18g/I
5%

0,1%

50ml
nach pH

100ml

2.3.2 Herstellen von Cryostatschnitten und Vorbereitung der ICC

Zur Aufarbeitung der Proben wurden sowohl von den fixierten als auch von den unfixierten
Gewebeproben ca. 10 um dicke Cryostatschnitte (Leica CM 1900 Wetzlar) angefertigt.

Das Schneiden erfolgte bel einer Kammertemperatur von —20°C und einer Objekttemperatur

von -17°C.

Die Schnitte wurden auf mit Gelatine beschichtete Objekttrager aufgezogen und im Anschlul3

bei Raumtemperatur in einer K lvette fir 30 Minuten getrocknet.
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Far die immunhistologische Darstellung der verschiedenen zelluldren Antigene wurden von
jedem Leberblock Folgeschnitte hergestellt.

Die weiteren Schritte der Fluoreszenzfarbung erfolgten dann je nach Fixierung des Gewebes

und erstem Antikorper.

2.3.3 Immunzytochemie

Fir den immunhistologischen Nachweis von PTP-1C / 1D wurde sowohl die Methode der
indirekten Immunfluoreszenz als auch die der Peroxidasereaktion gewéahlt. Im Gegensatz zur
Peroxidase/ABC-Methode (Hsu et al. 1981a, b und c) treten bel der Immunfluoreszenz keine
unerwlnschten Hintergrundreaktionen der endogenen Peroxidase auf. Die bel der
Immunfluoreszenzmethode gelegentlich festgestellte endogene Autofluoreszenz ist leichter
als Hintergrundsreaktion zu identifizieren. Die Peroxidasereaktion ist dagegen deutlich
sensitiver. Ihr wurde daher fir Doppelféarbungen mit zwel priméren Maus-Antikorpern der
Vorzug gegeben, wahrend in allen anderen Fallen die Immunfluoreszenz zum Einsatz kam.
Auch weist die Immunfluoreszenz in der Dokumentation deutliche Vorteile auf, da auf Grund
der eingesetzten Komplementarfarben eine bessere Darstellung auf Farb- und Diapositiven

maoglich ist.
2.3.3.1 Seren, Antikorper und Substrate

2.3.3.1.1 Primérantikor per

Zur Erkennung der Posphotyrosinphosphatasen (PTP-asen) in den Zellen der Leber wurde ein
Antikorper gegen SHPL/SHP2 verwendet.

Dieser Antikorper wurde gegen die gesamte Aminosauresequenz des Proteins entwickelt. Er
erfaldt daher die SHP1 und SHP2, da diese beiden Proteine Uber eine sehr hohe
Sequenzhomologie verfligen. Es werden keine Rezeptor PTP-asen erfalit.

Der Antikorper entstammt dem Kaninchen und wurde freundlicherweise von Herrn Prof.

Dr. Hofer, Universitdt Konstanz, zur Verfligung gestellt.

Dadiese Kreuzreaktivitéat des verwendeten Antikorpers mit den beiden PTP's besteht, wurden
in einem weiteren Schritt monoklonale Antikdrper gegen die SHP1 und SHP2 verwendet.

Fir die Lokalisationsanalyse des Enzyms in den einzelnen Subpopulationen der Leberzelle

wurden fur die jeweiligen Zellpopul ationen spezifische Antikdrper verwendet.
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Zur Erkennung der Kupffer-Zellen wurden Antikorper gegen die Oberflachenantigene ED-1

und ED-2 sowie OX-6 eingesetzt.

Die Detektion der Natural-Killer-Zellen erfolgte mit dem 3.2.3 Antikorper.

Die Ito-Zellen wurden Gber Desmin und GFAP (glia fibrillary acidic protein) identifiziert.

Antikor per Verdinnung | sotyp Bezugsquelle
SHP1/SHP2 ) Prof. Dr. Hofer
1:50 Rabbit 1gG
Polyklonal Konstanz
SHP1 . '
1:100 Mouse 1gG PharMingen Heidel berg
Monoklonal
SHP2 _ _
1:100 Mouse 1gG PharMingen Heidelberg
Monoklonal
Serotec Oxford GB
ED-1 1:200 Mouse IgG
Serotec
ED-2 1:200 Mouse 19G
Oxford GB
Cedar Lane
Ox-6 1:200 Mouse 1gG Laboratories
Ontario USA
Arbeitsverdin- Serotec
3.2.3 Mouse IgG
nung Oxford GB
Smoth SigmaAldrich
1:10 Mouse IgG .
Muscle Actin Taufkirchen
. Boeringer
Desmin 1:4 Mouse IgG i
Mannheim
_ Dako
GFAP 1:100 Rabbit 1gG
Hamburg
Bio Genex
GFAP 1:100 Mouse 1gG

Tabelle 2: Verwendete primare Antikorper
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2.3.3.1.2 Sekundarantikorper

Biotiniliertes  Ziegen-anti-Kaninchen-Immunglobulin ~ (Amersham  Life  science,

Braunschweig), in einer Verdinnung von 1:100

Biotiniliertes Ziegen-anti-Maus-Immunglobulin (Amersham Life science, Braunschweig), in
einer Verdinnung von 1:100

Alkalische-Phosphatase-gekoppeltes Ziegen-anti-Maus-Immunglobulin  (Sigma, St. Lais,
USA), in einer Verdinnung von 1:100

Peroxidase-gekoppeltes Ziegen-anti-Maus-Immunglobulin (Sigma, St. Lois, USA), in einer
Verdinnung von 1:100
2.3.3.1.3 Fluoreszenzantikor per

Streptavidin-gekoppeltes Texas-Rot (Amersham Life science, Braunschweig), in einer

Verdinnung von 1:200
FITC-gekoppeltes Ziegen-anti-Kaninchen-Immunglobulin (Dianova, Hamburg), in einer
Verdinnung von 1:500
2.3.3.1.4 Ziegenserum

kommerziell erworbenes Ziegenserum (Dako Hamburg).

2.3.3.1.5 Substratsysteme fiur alkalische Phosphatase und Peroxidase

Fast-Red/Naphthol-AS-TR-Phosphatase (Sigma, St. Lois, USA)als Substrat der alkalischen
Phosphatase

3,3"-Diaminobenzidine [DAB] (Sigma, St. Lois, USA) als Substratsystem der Peroxidase

2.3.3.1.6 SHP1/SHP2Antigen

Das Antigen wurde freundlicherweise genau wie der Antikérper gegen die SHP1/SHP2 von
Herrn Prof. Dr. Hofer, Universitét Konstanz, zur Verfligung gestellt.

2.3.3.2 Durchfihrung der Immunfluor eszenzmethode

Die Immunfluoreszenz wurde wie folgt duchgefihrt (siehe auch: Blakeslee und Baines 1976;
Bunka 1990):

1. Umranden der Schnitte mit einem PAP-PEN®(Science Services, Miinchen), an-
schlieffend dreimaliges Sptilen in PBS fir jeweils 5 Minuten.
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10.

Inkubation mit Blockldsung fur 30 Minuten in einer feuchten Kammer bei Raum-

temperatur, um unspezifische Bindungsstellen der Antikérper zu blockieren.

Absaugen der Blocklésung und Auftragen des verdiinnten Erstantikorpers. Inkubation in

einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur tiber Nacht.

Absaugen des Erstantikorpers und dreimaliges Spilen der Schnitte in PBS fur jeweils

5 Minuten.

Auftragen des verdinnten, biotinilierten Sekundérantikdrpers unter Berticksichtigung der

Herkunft des Priméarantikorpers.
Inkubation in einer feuchten Kammer fir 1 Stunde bei Raumtemperatur.
Absaugen des Sekundarantikorpers und dreimaliges Spulen in PBS fir jeweils 5 Minuten.

Auftragen des verdinnten, fluoreszenzmarkierten Streptavidinkomplexes. Inkubation in

einer feuchten Kammer fur 1 Stunde bei Raumtemperatur und Dunkel heit.

Absaugen des Streptavidinkomplexes und dreimaliges Spulen in PBS fur jeweils
5 Minuten in Dunkelheit.

Eindeckeln der Schnitte in gepuffertes Glycerol, Lagern der Préparate bei 4°C und
Dunkel heit.

2.3.3.3 Antiko6rperdemaskierung

Bei Verwendung der Erstantikérper ED-1 und OX-6 an fixiertem Gewebe erfolgte vor der
|CC eine Antigendemaskierung mittels Kochen in der Mikrowelle (Shi et a. 1991, Werner et
al. 1996) nach folgender Arbeitsvorschrift:

1.

2.

3.

Spulen der Schnitte in Tris-Puffer-HCI dreimal fur 5 Minuten bei Raumtemperatur.

Erhitzen der in einer Tris-Puffer-HCI gefillten Kivette stehenden Schnitte in der
Mikrowelle fur 10 Minuten bei einer Leistung von 600 Waitt.

Spulen der Schnittein Tris-Puffer-HCl dreimal 5 Minuten bei Raumtemperatur.

Im Anschluf3 daran wurde die ICC wie oben beschrieben durchgefihrt.
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2.3.4 Lokalisationsstudien

2.3.4.1 Doppéelimmunfluor eszenzsystem

Zur Bestimmung der Lokalisation wurden Doppelimmunfluoreszenzfarbungen durchgefhrt.

Das oben beschriebene Protokoll wurde dazu wie folgt abgewandelt:

Die Inkubation der Erstantikorper erfolgte gepoolt in den oben angegebenen V erdinnungen.

Der biotinilierte Sekundarantikorper war immer 1gG-Ziege-anti-Maus.

Die fluoreszenzgekoppelten Antikdrper wurden wieder mit den gleichen Verdinnungen, wie

bei der Einzelfluoreszenz gepoolt, zugesetzt.

Es

wurden hier Streptavidin, gekoppelt mit Texas-Rot, und 1gG-Ziege-anti-Kaninchen,

gekoppelt mit FITC, eingesetzt.

2.3.4.2 Doppelfarbungen mit DAB/Fast Red

1.

2.

10.

Blocken der endogenen Peroxidase mit 1,5% iger H,O, Methanolldsung fur 5 Minuten.
Dreimaliges Spulen in PBS fur jeweils 5 Minuten.

Umranden der Schnitte mit einem PAP-PEN®(Science Services, Minchen), an-
schlieffend dreimaliges Sptilen in PBS fir jeweils 5 Minuten.

Inkubation mit Blocklosung fur 30 Minuten in einer feuchten Kammer bel Raum-
temperatur, um unspezifische Bindungsstellen der Antikérper zu blockieren.

Absaugen der Blocklésung und Auftragen des verdiinnten Erstantikorpers. Inkubation in

einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur Gber Nacht.

Absaugen des Erstantikorpers und dreimaliges Spulen der Schnitte in PBS flr jeweils

5 Minuten.

Auftragen des verdinnten, mit Peroxidase gekoppelten Sekundérantikorpers unter

Berticksichtigung der Herkunft des Primérantikorpers.
Inkubation in einer feuchten Kammer fir 1 Stunde bei Raumtemperatur.
Absaugen des Sekundarantikorpers und dreimaliges Spulen in PBS fir jeweils 5 Minuten.

Inkubation in einer 0,1%igen DAB-L6sung fir 10 Minuten bei Dunkelheit und

Raumtemperatur.
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11. Erneute Inkubation in einer 0,1%igen DAB-L 6sung, die mit 1% H,O, 30%ig versetzt wird

far 10 Minuten bel Dunkelheit und Raumtemperatur.
12. Dreimaliges Spulen in PBS fir jeweils 5 Minuten.

13. Inkubation mit Blocklésung fur 30 Minuten in einer feuchten Kammer bei Raum-
temperatur, um unspezifische Bindungsstellen der Antikérper zu blockieren.

14. Absaugen der Blocklosung und Auftragen des verdinnten zweiten Erstantikorpers.

Inkubation in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur tber Nacht.

15. Absaugen des Erstantikorpers und dreimaliges Spulen der Schnitte in PBS fir jeweils
5 Minuten.

16. Auftragen des verdinnten, mit alkalischer Phosphatase gekoppelten Sekundérantikorpers

unter Beriicksichtigung der Herkunft des Priméarantikorpers.
17. Inkubation in einer feuchten Kammer fir 1 Stunde bel Raumtemperatur.

18. Absaugen des Sekundarantikorpers und dreimaliges Spilen in TrissHCI fur jeweils 5
Minuten.

19. Inkubation mit der Fast-Red-Fertiglésung fur 10 Minuten bel Raumtemperatur und
Dunkel heit.

20. Dreimaliges Spulen in Tris-HCI fur jeweils 5 Minuten in Dunkel heit.

21. Eindeckeln der Schnitte in gepuffertes Glycerol, Lagern der Préparate bei 4°C und bei
Dunkel heit.

2.3.4.3 Kontrollen

Als Kontrolle fur die Spezifitdt der immunhistologischen Reaktion wurden bei jeder
Inkubation Proben mitgefuhrt, bel denen der Erst-, Zweit- oder Drittantikdrper durch PBS
ersetzt wurde.

Zur Kontrolle der Spezifitdt des ersten Antikdrpers gegen SHP1 wurde zunéchst eine
Préaabsorption des Antikdrpers mit dem Antigen durchgefihrt. Dies geschah bei 4°C und Uber
Nacht. Anschlief3end wurde dieses Gemisch statt des SHP1 Erstantikorpers auf die Proben
pipettiert.

Dies geschah sowohl fur das Kontrolltier als auch fur die behandelten Tiere.
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2.4 Zédlisolierung

2.4.1 Reagenzldsungen

2.4.1.1 D(+)-Glukose

D(+)-Glukose (Merck, Darmstadt)

24.1.2 HEPES

pH 7,6

HEPES (Sigma, St. Lois, USA)
NaOH (Roth, Karlsruhe)

Aqua destillata

2.4.1.3 Krebs-Heindeit (KH) Puffer

pH 7,6
NaCl 0,9% (Roth, Karlsruhe)
KCI (Merck, Darmstadt)

KH2PO,4 (Merck, Darmstadt)

Aqua destillata

24.1.4 EGTA
EGTA (Sigma, St. Lois, USA)

Aqua destillata

2.4.1.5 CaCl,

CaCl;, x 2 H,0O (Merck, Darmstadt)

Aqua destillata

2.4.1.6 L-Glutamin
L-Glutamin (Sigma, St. Lois, USA)

Aqua destillata
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9,09/

60,0 g/l
nach pH

1000ml

70,0 g/l
1,75 gl
1,60 g/l

1000ml

47,5 mgl

1000ml

19,0 g/l

1000ml

7,0 mg/ml

1000ml



2.4.1.7 Aminosaur elésung

pH 7,6

L-Alanin (Sigma, St. Lois, USA) 0,27 g/l
L-Aspartat (Sigma, St. Lois, USA) 0,14 g/l
L-Asparagin (Sigma, St. Lois, USA) 0,40 g/l
L-Citrullin (Sigma, St. Lois, USA) 0,27 g/l
L-Cystein (Sigma, St. Lois, USA) 0,14 g/l
L-Histidin (Merck, Darmstadt) 1,00 g/l
L-Glutaminsdure (Sigma, St. Lois, USA) 1,00 g/l
Glycin (Sigma, St. Lois, USA) 1,00 g/l
L-Isoleucin (Sigma, St. Lois, USA) 0,40 g/l
L-Leucin (Sigma, St. Lois, USA) 0,80 g/l
L-Lycin (Sigma, St. Lois, USA) 1,30 g/l
L-Methionin (Sigma, St. Lois, USA) 0,55 g/l
L-Ornithin (Sigma, St. Lois, USA) 0,65 g/l
L-Phenylalanin (Sigma, St. Lois, USA) 0,559/
L-Prolin (Sigma, St. Lois, USA) 0,55 g/l
L-Serin (Sigma, St. Lois, USA) 0,65 g/l
L-Threonin (Sigma, St. Lois, USA) 1,359/
L-Tryptophan (Sigma, St. Lois, USA) 0,659/l
L-Tyrosin (Sigma, St. Lois, USA) 0,559/l
L-Valin (Sigma, St. Lois, USA) 0,80 g/l

Die Aminosauren werden in 950 ml Aqua destillata aufgel0st. Nach 10 Minuten wird NaOH
tropfenweise zugegeben, bis sich die Losung klért. Danach wird der pH wieder auf 7,6 mit
HCI eingestellt und die Losung auf 1000 ml aufgefullt.
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2.4.2 Perfusionspuffer

2.4.2.1 EGTA-Puffer

Glucose 186ml
HEPES 30ml
KH-Puffer 30ml
Aminosauren 45ml
EGTA 1200l
Glutamin (Sigma, St. Lois, USA) 3ml

2.4.2.2 Collagenase-Puffer

Glucose 186ml
HEPES 30ml
KH-Puffer 30ml
Aminosauren 45ml
CaCl, 7,2ml
Glutamin (Sigma, St. Lois, USA) 3ml
Collagenase (Boehringer, Ingelheim) 150mg
Pronase E (Merck, Darmstadt) 50mg

2.4.3 Durchfuhren der sterilen Perfusion in situ

Das Verfahren der Elutriation basiert auf einem Zentrifugationsverfahren. Hierbei werden die
zu trennenden Zellpopulationen als Suspension in eine Kammer des Zentrifugenrotors
eingespult. Durch die Mdglichkeit dieser Gegenstromzentrifugation kann Uber den
regulierbaren FlUssigkeitsstrom eine Auftrennung der Zellen nach GrofRe und Masse

vorgenommen werden.

Bei diesem Verfahren kann die héchste Ausbeute an Zellen erzielt und eine Verunreinigung

des Eluates mit anderen Zellpopul ationen weitgehend vermieden werden.
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Die Isolierung der Kupffer-Zellen erfolgte durch eine zweistufige, nicht rezirkulierende,
Perfusionstechnik (Seglen 1973aund b, Glatt et al. 1981).

Die steril filtrierten Puffer (200 ml EGTA-Puffer und 200 ml Kollagenase-Pronase-E-Puffer)
wurden auf 38°-40°C temperiert.

Der EGTA-Puffer wurde vor der Perfusion mit ener DurchflulRrate von 7-10 ml/min

rezirkulierend durch den autoklavierten Perfusionsschlauch geleitet.

Die Versuchstiere wurden durch eine i.p.-Injektion mit Pentobarbital, 60 mg/kg
Korpergewicht, betdubt, anschlief3end auf der Versuchsapparatur fixiert und der Bauch mit
70% igem Ethanol desinfiziert.

Mit sterilem Praparierbesteck wurde der Bauchraum erdffnet, die Pfortader freigelegt und

durch einen kleinen Schnitt kaniliert.

Im Anschlufd daran mufite sofort das Zwerchfell durch einen seitlichen Einschnitt er6ffnet und
die Hohlvene durchtrennt werden, um einen erhéhten Druck in der Leber zu vermeiden und
eine rasche Entblutung zu gewahrleisten.

Der kalziumfreie EGTA-Puffer konnte so frei mit 7-10 ml/min. abfliefien.

Nach ca. 10 min. wurde die Leber durch Umstecken des Perfusionsschlauches mit

Kollagenase-Pronase-E-Puffer mit einer Durchfluf¥rate von 10-15 ml/min. durchflossen.

Eine sichtbare Grélenzunahme der Leber sowie eine deutliche Erweichung signalisierten eine

erfolgreiche Losung der Zellen ausihrem Verband.

Nach etwa 15-20 min. konnte die Leber entnommen werden und in eine sterile, mit Puffer
(GBSS) geflllte Petrischale Uberfuhrt werden.

Die Glisson-Kapsel wurde abgehoben, und die Zellen wurden mittels Spatel und Pinzette
durch Zupfen und Schaben vorsichtig suspendiert, wobel es durch die hohe Durchflul3rate der
L 6sung und die Pronase E zu einer préferentiellen Schadigung der Hepatozyten kam.

2.4.4 Aufarbeitung der Kupffer- und Endothelzellen

Nach der Kollagenase-Pronase-Perfusion wurde die Zellsuspension 30 min. bei 4°C in 200 ml

GBSS, versetzt mit 50 mg Collagenase und 50 mg Pronase E, unter starkem Ruhren inkubiert.

Hierdurch wurden verblelbende Hepatozyten sowohl mechanisch als auch enzymatisch
zerstort. Eine anschlief3ende Zentrifugation bei 1400 x g fur ca. 5 min. fuhrte zu einer starken
Anreicherung der Nichtparenchymzellen im Sediment.

31



Nach sorgféltiger Resuspension in GBSS folgte eine Dichtegradientenzentrifugation in

Nycodenzl dsung.

Hierzu wurde aus der Zellsuspension und der Nycodenzlésung ein Gemisch im Verhdtnis 5:7

hergestellt und jewells 11 ml in ein 15 ml fassendes Zentrifugationsrohrchen pipettiert.

Nach vorsichtigem Uberschichten mit je 2 ml GBSS erfolgte eine Zentrifugation bei 400 x g
fir 20 min. Mit der in der Interphase befindlichen Zellfraktion konnte dann der Elutriator
geladen werden.

2.4.5 Zentrifugale Elutriation
Die Auftrennung der Nichtparenchymzellen in Kupffer- und Endothelzellen erfolgt durch
Gegenstromzentrifugation.

Bei gleichbleitbender Rotorgeschwindigkeit (2500 U/min.) wurde die Durchflulrate des
eisgekihlten GBSS-Puffers schrittweise erhoht, wodurch die Zellen ihrer Grof3e nach eluiert

werden.

2.4.5.1 Vorbereitung des Elutriators

Vor Beginn der Elutriation wurde das System mit 1 Liter GBSS gesplllt.

Danach wurde bei laufendem Rotor (2500 U/min.) die Eichung durchgefihrt. Hierzu wurde

die Einstellung der Pumpe kontrolliert, bei der die gewiinschte DurchfluR3rate erreicht wurde.

2.4.5.2 Durchfihrung

Der Elutriator wurde auf die DurchfluRrate von 11 ml/min. eingestellt und mittels einer 10 mi-

Spritze mit der Zellsuspension geladen.

Entscheidend fir die gute Trennung und ein geringes Pelletieren der Zellsuspension war das
kompakte Eintreten der Zellen in die Kammer.

Bei einer DurchfluRrate von 12 ml/min. fir eine Dauer von 15-20 min. wurden hauptséachlich

die Zelltrimmer und kleinere Zellen ausgeschwemmt.
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Abb. 2: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur Elutriation (nach Seibert 1989).
Aus dem eisgekihlten Vorratsgefal (1) beftrderte die Pumpe (2) den Elutriationspuffer tber
den Druckanzeiger (3) zur Trennkammer (4) in den Rotor (5) des Elutriators. 50 ml
Zentrifugenrohrchen (6) dienten als eisgekihlte Vorlage zum Aufnehmen des Puffers nach
Verlassen des Rotors. Die Zellsuspension wurde mittels einer 10ml Spritze (7) in die
Einfullkammer (8) injiziert. Dabei fanden sich die Dreiwegehdhne (9) in der oben gezeigten
Stellung. Nach dem Einfullen der Zellen wurden beide Dreiwegehdahne um 45° nach rechts
gedrent und somit der Flussigkeitsstrom durch die Einflllkammer geleitet (gestrichelte
Pfeile). Der Puffer schwemmte die Zellen in den Elutriator, wahrend die Zellklumpen in der

Einfullkammer liegenblieben.

Durch eine Erhéhung auf 15 ml/min. far 15 min. werden Lymphozyten und fettspeichernde
Zellen eluiert.

Endothelzellen werden bei einer Durchflurate von 24 ml/min. und Kupfferzellen bei

41ml/min. aufgefangen.

Die Eluate der ersten beiden Durchflulraten werden verworfen, fur Kupffer- und
Endothel zellen werden jeweils 3 sterile 50 ml-Zentrifugenréhrchen gefillt.
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Die stark verdinnten Zellsuspensionen wurden bei 1400 x g fur 5 min. abzentrifugiert, die
sorgféltige Resuspension vereint und nach der Entnahme des Aliquots zur Bestimmung der
Viabilitét und Zellzahl bis zur weiteren Verwendung auf Eis gestellt.

Ein Teil der Zellen wurde mit Zamboni fixiert, der andere Tell nach nochmaligem
Abzentrifugieren als Pellets bei —80°C gelagert.

2.5 Biochemische Unter suchungen

Die biochemischen Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit Professor Dr. Hofer,
Universitét Konstanz, in Konstanz durchgefihrt. Die von den unfixierten Ratten gewonnenen
L eberproben bzw. die isolierten Endothel- und Kupffer-Zellen wurden in flissigem Stickstoff
tiefgefroren und zur Weliterverarbeitung nach Konstanz gebracht. Hier erfolgte dann zunéchst
die Bestimmung des Proteingehaltes, getrennt nach I6slicher und korpuskulérer Fraktion,
anschlief3end wurde aus diesem Material sowohl Uber eine Spektralphotometeranalyse als
auch Uber den Umsatz von radioaktiv markiertem Phosphat in der Probe die Aktivitdt der
Phosphatasen in dem zu untersuchenden Material getestet.

Zur ldentifizierung der Phosphatasen wurde das in den Probenansédtzen gel6ste Protein nach
Grole entlang eines SDS-Pages aufgespalten. Die Darstellung erfolgte dann mittels
Autoradiographie der getrockneten Gele. Als Eichstandard, um das Molekulargewicht der
Proben zu bestimmen, wurden die folgenden Makromolekile ebenfalls in einer separaten
Saule des SDS-Pages aufgespalten.

2.5.1 Proteinextr aktion

2.5.1.1 Puffer

25111 Puffer |

Trimethanolamin [TRA] (Merck, Darmstadt) -HCI, pH 7,5 50 mM
2-Mercaptoethanol [2-ME] (Merck, Darmstadt) 15mM
Aprotinin (Bayer, Leverkusen) 1 pl/ml
Pepstatin (Sigma, St. Lois, USA) 40 pl/mi



25.1.1.2 Puffer Il
Puffer |

Triton X-100 1%

2.5.1.2 Durchfihrung

Um den Proteingehalt des Gewebes bzw. der zu untersuchenden Zellen zu bestimmen, mufite
das Untersuchungsmaterial zundchst homogenisiert werden und die Proteinfraktion extrahiert

werden.

Dazu wurden die Proben in einen Glaspotter Gberfihrt und je nach Materialmenge mit Puffer

| versetzt und homogenisiert.

Nach dem Uberfiihren in Eppendorfgefafie wurde die Probe bei 22.000 g und 4°C fiir 10 min.
zentrifugiert. Der dabei entstandene Uberstand wurde abpipettiert, aufgehoben und das
Sediment erneut mit Puffer | versetzt, in Suspension gebracht und nochmals, wie oben

beschrieben, zentrifugiert.
Der Nachextrakt wurde ebenfalls abpipettiert und aufgehoben.

Danach wurde das Sediment mit Puffer 1l versetzt und erneut geldst. Anschlief3end wurde
nochmals zentrifugiert und der Uberstand abpipettiert.

Dieser Vorgang wurde zur Nachextraktion des Sedimentes ein zweites Mal durchgefihrt.

2.5.1.3 Proteinbestimmung nach Bradford (1976)

25131 Material
Coomassie-Brilliant-Blue-Farbstoffkonzentrat (Bio-Rad, USA)
Phosphorsdure (Sigma, St. Lois, USA)

Methanol (Roth, Karlsruhe)

2.5.1.3.2 Durchfuhrung
Das Farbstoffkonzentrat wurde vor Gebrauch 1:5 in Wasser verdinnt.

20 pl der zu messenden Probe (20 pl Puffer als Blindwert) werden mit dem Farb-
stoffkonzentrat auf einen Milliliter aufgeftillt, gemischt und 30 min. bei Raumtemperatur
inkubiert.
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Die Absorption des Ansatzes wurde bei A = 595 nm in Halbmikrok(vetten mit einem Zeiss
PM 72 Spektral photometer gemessen.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde eine Eichgerade mit bekannten

Proteinkonzentrationen einer Rinderalbumin-L6sung (0,1-1 mg/ml) erstellt.

Auch hier diente als Blindwert der Ansatz, in welchem die Proteinldsung durch Puffer ersetzt

worden war.

Da die Proteinkonzentration den Absorptionswerten nur bis 0,8 proportiona ist, waren

Vorverdinnungen bei Proben mit hohem Proteingehalt notwendig.

2.6 Aktivitatsbestimmungen der PTP

2.6.1 Optischer Enzymtest

2.6.1.1 Material

para-Nitrophenol phosphat [pNPP] (Merck, Darmstadt) 10 mM
Ethylendiamintetraacetat [EDTA] (Merck, Darmstadt) 1mM
NaOH pH 5,0 (Roth, Karlsruhe) 30 mM
2-Mercaptoethanol [2-ME] (Merck, Darmstadt) 0,1%
Triton X 100 0,2%

2.6.1.2 Durchfihrung

Der optische Enzymtest wurde bel Raumtemperatur in einem Spektral photometer (Lambda 2,
Perkin und Elmer) in Halbmikrokivetten durchgefiihrt. Bel einer Wellenlénge von 405 nm

wurde gemessen.
Das Volumen der Testlosung betrug 50 pl.

Die Reaktion wurde mit 5 pl Proben fir das jeweils erste Extrakt mit und ohne Triton X100
gestartet.

Fir den Nachextrakt wurden jeweils 10 pl Probenldsung verwendet.
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Nach dem Starten der Reaktion erfolgte eine 20 mindtige Inkubation, die abschlief3end mit 0,2
M NaOH gestoppt wurde, indem die Probe mit 0,2 M NaOH auf einen Milliliter aufgefillt

wurde.
Direkt nach dem Stoppen der Reaktion wurde die Absorption bestimmt.

Die Auswertung erfolgte nach dem Gesetz von Lambert-Beer:

_ AE/min* TV
e*d* PV
dabei ist: U(nits) Substratumsatz in pmol/min.
AE/min. Anderung der Extinktion/min.
TV Testvolumen in ml
PV Probenvolumen in mi
d Schichtdicke der Kiivette in cm
€ Extinktionskoeffizient der

gemessenen Substanz

2.6.2 Radioaktivitatsbestimmung

Das Prinzip der Aktivitdtsmessung von Proteinphosphatasen beruht auf der Bestimmung der
freigesetzten Menge an [*?P] aus Phospho-Substraten. Alle Radioaktivitatsmessungen wurden
an einem Beckmann-LS 1801-Szintillations-Zahler durchgefihrt. Dabei wurde zur Messung
von [*P] eine Energiefensterung von Kana 300-1000, zur Bestimmung von [*P] nach

Cerenkov wurde eine Energiefensterung von 1-400 gewahit.

Die Zahldauer betrug je nach Art der Messung 0,2 oder 1 Minute.

2.6.2.1 Radioaktivitatsbestimmung von Proben mit proteinge-

bundenem [*P]

Die 2cm x 2cm grofen Papierstiicke, deren Gehalt an y-*?P bestimmt werden sollte, wurden in
ein Polyethylenzéhlergefald mit 10ml Szintillationsflissigkeit (Xylol und 3g/l Diphenyloxazol
[PPO] Merck, Darmstadt) gegeben.
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2.6.2.2 Radioaktivitatsbestimmung nach Cerenkov

Dieser Methode liegt zugrunde, daR die B-Emission von [*P] Wassermolekiile zur
Fluoreszenz anregt, welche bei der Diskriminatoreinstellung des Szintillationszahlers fiir (3H)

gemessen werden kann.

Dabei mul3 jedoch mit einer Einbul3e der Z&hlerausbeute um ca. 50% gerechnet werden.

2.6.3 Substrate zur Bestimmung der Phosphatase-Aktivitét
Die Bestimmung der Phosphatase-Aktivitéten erfolgt mit zwel unterschiedlichen
Substratklassen, den Phosphoproteinen und den niedermolekularen Substanzen.

Als niedermolekulare Substanz wurde pNPP (para-Nitrophenolphosphat) verwendet. Es
diente als Substrat fur den optischen Enzymtest, wobei in diesem Test hauptséchlich die
Aktivitét der alkalischen Phosphatase erfaldt wird.

Far die Aktivitétsbestimmungen nach Cerenkow diente als Phosphoprotein ein modifiziertes

Lysozym.

Die Modifikation erfolgte in Anlehnung an die Methode von Tonks (Tonks et al. 1988).
Damit wurde die Substratspezifitét der tyrosinspezifischen Proteinkinase fir Lysozym erhoht.
Hierdurch lagen die Tyrosinreste exponiert vor.

2.6.4 Her stellung des modifizierten Lysozyms

2.6.4.1 Material

2.6.4.1.1 Puffer |

Bicine/ NaOH, pH 8,5 gel6st in Guanidin-HCI, 6M (Merck, Darmstadt)

2.6.4.1.2 Puffer I

Bicine/ NaOH, pH 8,5 gel6st in Harnstoff-L sung, 6M

DTE (1,4-Dimercaptobutan-2,4diol) (Merck, Darmstadt) 1,54 g/ml
Imidazol-HCI, pH7,2 (Merck, Darmstadt) 50 mM
Jodacetamid (Sigma, St Lois, USA) 8 mg/ml
Maleinsaureanhydrid (Merck, Darmstadt) 82 mg/ml
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B-Mercaptoethanol (Merck, Darmstadt) 180 mM

NaOH 1M (Roth, Karlsruhe) nach pH
Lysozym (Sigma, St Lois, USA) 19
Phosphorylase (Kaninchen) 01g

2.6.4.2 Durchfihrung

2.6.4.2.1 Reduktion

Das Substrat wurde in 12,5ml Puffer | geldst und unter Stickstoff begast.

Nach Zugabe von DTE in einer Endkonzentration von 10mM wurde der Ansatz unter
Stickstoffbegasung bei 50°C im Dunkeln fir 90 Minuten inkubiert und auf Eis abgekihit.
2.6.4.2.2 Carboxymethylierung

Der Start der Reaktion erfolgte durch Jodacetamid, welches in einer Endkonzentration von
45mM zugesetzt wurde.

Der Ansatz wurde 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, durch Zugabe von 150ul 2-
Mercaptoethanol wurde die Reaktion gestoppt.

Durch eine 20 minltige Dialyse gegen Wasser wurde das Protein ausgeféllt und in einem SS-
34 Rotor bei 10.000 x g 20 Minuten sedimentiert.

2.6.4.2.3 Maleinylierung

Das Pellet wurde in 50mM-Bicine-Harnstoff gel 0st.

Anschlief3end wurden portionsweise 3 ml Maleinsaureanhydrid zugegeben und der pH-Wert
mit 1M NaOH auf 8,7 eingestellt.

Der Ansatz wurde bei Raumtemperatur fir 2 Stunden inkubiert.

2.6.4.2.4 Entsalzung und Aufbewahrung
Die Entsalzung und Aufbewahrung erfolgte durch eine 12 stiindige Dialyse gegen Wasser.

Anschlief3end wurde das Protein lyophylisiert und bei —20°C gel agert.
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2.6.5 Her stellung des Phospho-Proteinsubstrates

Das modifizierte (reduzierte, carboxymethylierte und maleinylierte) Lysozym [RCML] wurde

durch eine spezifische Proteinkinase mit [y->2P]ATP phosphoryliert.
2.6.5.1 Material

2.6.5.1.1 Puffer |

Triethanolamin [Tra] (Merck, Darmstadt) -HCI, pH 7,5 50 mM

2.6.5.1.2 Reagenzien

ATP (Sigma, St.Lois, USA) 30 mM
[y-*P]ATP (Prof. Dr. Hofer, Konstanz) 370 MBg/ml
MgCl; (Sigma, St.Lois, USA) 100 mM
Natriummonovanadat (Merck, Darmstadt) 3mM
Ammoniumheptamolybdat (Merck, Darmstadt) 3mM
Trichloressigsdure [TCA]-L6sung (Roth, Karlsruhe) 100 %, 10 %

Tris-(hydroxymethyl-) Aminomethan

[Tris]-HCL (Sigma, St. Lois, USA) 2M

RCML wurdein Tra-HCI gel6st. Die Proteinkinase war als Proteinlésung gel agert.

Substrat Substr at- Proteinkinase | Proteinkinase- Endvolumen
(Konzentration) | Volumen | (spez. Aktivitat) Volumen des Ansatzes
Tyr-Kinase Ib
RCML o
Schweinemilz 1,3ml
(20 mg/mi) 0,35 ml 0,2 ml
(2 mU/mt)

Tabelle 3: Proteinkinase und Substratlésung in den Phoshorylierungsansétzen. Proteinkinase-
Aktivitdten wurden folgendermal3en definiert: 1 mU Proteinkinase inkooperiert 1nmol
Phosphat pro Minute in das Substrat (Konzentration 0,66 mg/ml RCML je 0,364 mg/ml).
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2.6.5.2 Durchfihrung

Der Phosphorylierungsansatz enthielt 0,1 mM ATP mit einer spezifischen Radioaktivitét von
1 MBg/nmol sowie 5 mM MgCl,.

Zusétzlich enthielt der Ansatz VVanadat bzw. Ammoniummolybdat und Zinkchlorid (100 uM),

um eine endogene Substratdephosphorylierung zu verhindern.

Zur Phosphorylierung wurden das Substrat und die Proteinkinaselésung in ein Reagenzglas
gegeben.

Alle weiteren Losungen wurden in ein Eppendorfgefald pipettiert und der ProteinlGsung
zugegeben. Inkubiert wurde bei 30°C fir 30 bis 60 Minuten.

Am Ende der Phosphorylierungsreaktion wurden die proteingebundene Radioaktivitdt und die
Gesamtradioaktivitét des Phosphorylierungsansatzes zur Bestimmung des Phosphatgehaltes
der Substratproteine ermittelt.

Die Phosphorylierungsreaktion von RCML wurde durch die Zugabe von TCA-Ldsung
(Endkonzentration 10 %) gestoppt.

Der Ansatz wurde fur 30 Minuten auf Eis inkubiert. Anschlief3end wurde das ausgefallene
Protein fur fUnf Minuten in einer Eppendorfzentrifuge sedimentiert, erneut in TCA-LOsung

aufgenommen und abzentrifugiert.
Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt.

Abschliel3end wurde das Pellet in 2M-Tris-HCI-Ldsung aufgenommen und Uber Nacht bel
mehrmaligem Wechsel gegen Tra-HCI-Puffer dialysiert.

Nach der Dialyse wurden die Phosphoproteine in Aliquoten bei —20°C gelagert.

2.6.6 Auswertung der Phosphorylierungsreaktion

2.6.6.1 Gesamt- und proteingebundene Radioaktivitét eines

Phosphorylierungsansatzes

Die Gesamtradioaktivitat des Ansatzes wurde bestimmt, indem 20ul einer 1:50 Verdinnung
des Testansatzes in 3ml Szintillationsflussigkeit (3 Teile Xylol, 1 Teil Triton X-114, 3g
PPO/I) ausgezahlt wurden.
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Zur Bestimmung der proteininkorporierten Radioaktivitdt wurden 20ul des Testansatzes auf
Whatman-3 MM-Chromatographiepapier, welches mit 20% TCA-LOsung getrénkt worden
war, gebracht.

Nach dem Antrocknen der Probe wurde das Filterpapier in einer Schale auf elnem
Laborschttler fur 3 x 10 Minuten in 5% TCA und 1 x 5 Minuten in Ethanol gewaschen.

Das Filterpapier wurde bel 100°C getrocknet, danach die Radioaktivitdt des Filterpapiers
bestimmt, indem es in einem Polyethylengefald mit 3 ml SzintillationsflUssigkeit (Xylol, 3g/l
PPO) gezahlt wurde.

2.6.6.2 Bestimmung des Phosphatgehaltes phosphorylierter Proteine

Der nach der Phosphorylierung erreichte Phosphatgehalt des Substrates in mol

Phosphat pro mol Substrat ergibt sich aus:

cpm , MG*10™°

PG= sR* AV C
Dabel ist: PG Phosphatgehalt eines Substrates,

angegeben in mol Phosphat/ mol Substrat

cpm der um den Blindwert korrigierte Mefl3wert

sR spezifische Radioaktivitdt des ATP im
Testansatz in cpm/ pmol

AV Volumen des Aliquots

MG Molekulargewicht des Substrates

C Konzentration des Substratproteins im

Testansatz in mg/ ml
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2.6.6.3 Test zur Bestimmung der Proteinphosphatase-Aktivitéaten

2.6.6.3.1 Material

2.6.6.3.1.1 Puffer
TraHCI, pH 7,5 50 mM

2-Mercaptoethanol (Merck, Darmstadt) 15mM

2.6.6.3.1.2 Chemikalien

Rinderserumalbumin 30 mg/ml
Trichloressigsaure TCA (Roth, Karlsruhe) 20 %
Phospho-Proteinl 6sung 4 uM

2.6.6.3.2 Durchfihrung

Die Testlosung enthielt neben dem Puffer Rinderserumalbumin (2 mg/ml) und Phospho-
Proteinlsung in einer Endkonzentration von 4 uM.

Zum Zeitpunkt to wurde 20 pl Probe mit 20 pl Testlésung gemischt.

Nach 1-30 mindtiger Inkubation des Ansatzes bei Raumtemperatur wurde die Reaktion durch
Zugabe von 40 pl TCA beendet, fur 2 Minuten in einer Eppendorf-Tischzentrifuge
zentrifugiert und 40 pl des Uberstandes zu 1 ml Wasser in ein Eppendorfgefal3 gegeben.

Die Radioaktivitatsbestimmung erfolgte nach der Cerenkov-Methode.

Neben der Gesamtradioaktivitdt von 20 pl Testlosung wurde ein Blindwert gemessen, bei
welchem die Probe durch Testpuffer ersetzt worden war.

2.6.6.3.3 Angabe der Proteinphosphatase-Aktivitaten

Eine Unit Proteinphosphatase-Aktivitdt wurde definiert als die Aktivitét, welche aus einem
Substrat ein pmol Phosphat freisetzt.



Die Proteinphosphatase-Aktivitét ergibt sich aus:

cpm*ZF*2, 1

AT TRz PV
Dabei ist PPA Proteinphosphatase-Aktivitét
in (pmol P/ml x min)
cpm der um den Blindwert korrigierte Mel3wert
ZF zeitabhangiger Zerfallsfaktor der 2P
sR spezifische Radioaktivitét des ATP im Testansatz
in (cpm/pmol)
t Inkubationszeit in Minuten
PV Volumen der Probe in mi

Dabei kann der Zeitfaktor folgendermal3en berechnet werden:

N = NO X e—(X/tl/Z) xIn2

Daraus ergibt sich:

ZF =N
Dabei ist: No 1
X Anzahl der Tage nach der Herstellung
tyo Halbwertszeit von [*P] (14,3 Tage)



2.6.6.3.4 Spezifische Proteinphosphatase-Aktivitat

Die spezifische Aktivitét wurde auf ein Milligramm Proteinphosphatase bezogen:

PPA= 0

Dabel ist: sPPA spezifische Proteinphosphatase-Aktivitét

in (pmol P/ mg x min.)

PPA Proteinphosphatase-Aktivitét in

(pmol P/ ml x min.)

c Konzentration der Proteinphosphatase in (mg/ml)

2.6.7 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Mittels der SDS-PAGE-Methode (Laemmli 1970), deren Prinzip auf der Verwendung von
Sammel- und Trenngel mit unterschiedlichem Vernetzungsgrad und pH-Wert beruht, wurden
Proteine in SDS-Polyacrylamidgel en nach ihrer molekularen Grof3e aufgetrennt.

Durch die starke Beladung der Proteine mit negativ geladenen Molekilen wie SDS (Natrium-
Dodecylsulfat) wird die Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld von der
Eigenladung der Proteine unabhangig.

Das Verhdltnis von Ladung zu Molekulgrofie ist fir jedes Protein gleich. Damit hangen die
Wanderungsgeschwindigkeit und die Wanderstrecke in einem Polyacrylamidgel nur vom

Molekulargewicht des Proteins und vom Vernetzungsgrad des Gels ab.

Aus diesem Grund ist es moglich, aus der Wanderstrecke von bestimmten Markerproteinen
mit bestimmten Molekulargewichten nach SDS-PAGE eine Eichgerade zu erstellen, mit

welcher Molekulargewichte anderer Proteine bestimmt werden kénnen.

2.6.7.1 Herstellung der Proben

26.7.1.1 Material

2.6.7.1.1.1 Lysel6sung



Tris-(hydroxymethyl-) Aminoethan

[Tris-HCI] (Sigma, St. Lois, USA) 0,625 M, pH 6,8
Dodecylnatriumsalz [SDS] (Roth, Karlsruhe) 2,3 % (w/v)
Glycerin (Sigma, St Lois, USA) 20 %
Bromphenol-Blau (Merck, Darmstadt) 0,1%

2.6.7.1.1.2 Trichloressigsaure (TCA) Losung

20 %, bzw 100 % Trichloressigsaure (Roth, Karlsruhe) (w/v)

2.6.7.1.1.3 Triethanolamin Hydrochlorid (Tra-HCI)

30% Triethanolamin HCI (Merck, Darmstadt) (v/v)
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2.6.7.2 Durchfihrung

2.6.7.2.1 Proben mit hohem Proteingehalt (=0,1mg/ml)

Aus Proben, deren Proteingehalt mindestens 0,1mg/ml betrug, wurde ein Aliquot entnommen,

wel ches die gewunschte Proteinmenge enthielt (2-100uQ).

Die Féllung des Proteins erfolgte durch Zugabe eines entsprechenden Volumens an adaquat
konzentrierter TCA-L6sung, so dal3 die Endkonzentration von TCA-L6sung 10% betrug.

Der Ansatz wurde fur zwel Minuten in einer Eppendorf-Zentrifuge zentrifugiert, der

Uberstand verworfen.

In einem weliteren Arbeitsschritt wurde das Sediment in einem entsprechenden Volumen an
Lyseldsung aufgenommen. Die Proben wurden durch Zugabe von 1-3ul TraHCl (30%)

neutralisiert und fir funf Minuten bei 95°C inkubiert.

2.6.7.2.2 Proben mit niedrigem Proteingehalt (<0,1mg/ml)

Proben, deren Proteingehalt unter 0,dmg/ml betrug, wurden durch Ultrazentifugation
(“Centrikons 10%, Fa. Amicon) mittels einer zweistiindigen Zentrifugation bei 10000 x g

eingeengt.

Anschliel?end wurde mit den Proben, wie oben beschrieben, verfahren.

2.6.7.3 Eichstandard

Um Molekulargewichte von Proteinen zu bestimmen, wurde ein Eichstandard (High
Molecular Weight Standard Mixture Fa. Sigma, St. Lois, USA) verwendet, der folgende
Proteine enthielt:

Das lyophylisierte Proteingemisch (3mg) wurde in zwei Milliliter Lyselésung (s.0.)
aufgenommen, wobei die Konzentration eines jeden Proteins 0,25mg/ml betrug.

Die Losung wurde in einem Wasserbad bei 56°C fur 30 Minuten inkubiert, aliquotiert und bei

—20°C eingefroren.

Fir ein SDS-Gel der Grofde 14cm x 9cm wurden 20ul des Eichstandards (entsprechend 5ug
pro Markerprotein) eingesetzt.
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Makerprotein M olekular gewicht
Myosin 205000
B-Galaktosidase 116000
Phosphorylase 97000
Rinderserumal bumin 66000
Ovabumin 45000
Carboanhydrase 29000

Tabelle 4: Eichstandard zur Mol ekul argewichtsbestimmung

2.6.7.4 Herstellung von Polyacrylamidgelen

2.6.74.1 Material
Acrylamidldsung (Roth, Karlsruhe): 30% Acrylamid,

0,8% Bisacrylamid
Tris-(hydroxymethyl-) Aminomethan (Roth, Karlsruhe) TrissHCI 1 M, pH 8,8
Tris-(hydroxymethyl-) Aminomethan (Roth, Karlsruhe) TrisHCI 1 M, pH 6,8
Ammoniumpersulfat [APS] (Merck, Darmstadt) 10%
Dodecylsulfat-Natriumsalz [SDS] (Roth, Karlsruhe) 10%
N,N,N°,N"-Tetraethylendiamin [TEMED]

Laufpuffer (5 Liter) 15,17g Tris(hydroxymethyl-) ~ Aminomethan
(Roth, Karlsruhe)

729 Glycin (Sigma, St. Lois, USA)
5g Dodecylsulfat-Natriumsalz [SDS] (Roth,

Karlsruhe)

48



2.6.7.4.2 Durchfihrung

Fir die SDS-Gelelektophorese wurden Kammern der Firma Hoefer (14cm x 9cm Gele) und

Bio-Rad (8cm x 6cm Gele)

Die Geltiefe betrug jeweils 1mm. In Tabelle 4 ist die Zusammensetzung der SDS

Polyacrylamidgele gezeigt.

Die angegebenen Volumina sind fur zwei Gele der Grofde 14cm x 9cm bzw. fur vier Gele der

verwendet.

Grofde 8cm x 6cm bemessen.

Bestandteile Sammelge Trenngel Trenngel Trenngel
5% 7,5% 10% 12,5%
Wasser 28,84ml 21,27ml 16,27ml 11,27ml
30 % Acrylamid 6,67ml 15,00ml 20,00ml 25,00ml
IM Tris-HCI, pH 8,8 - 22,00ml 22,50ml 22,50ml
IM Tris-HCI, pH 6,8 5,00ml - - -
10% SDS 0,40ml 0,60ml 0,60ml 0,60ml
10% APS 0,40ml 0,60ml 0,60ml 0,60ml
TEMED 0,03ml 0,03ml 0,03ml 0,03ml

Tabelle 5. Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamidgele. Die Angaben sind fur 5%

Sammelgele und fir verschiedene Konzentrationen an Trenngelen gemacht

Fir die Trenngele wurden die Acrylamidlosung, TrissHCl und das Wasser vereinigt und
mittels einer Wasserstrahlpumpe 15 Minuten entgast.

Es erfolgte zuerst die Zugabe von SDS, dann von APS und zum Schlul3 von TEMED.

Nachdem das Trenngel in die zuvor aufgebaute Vorrichtung gegossen worden war, wurde es

mit Isopropanol tberschichtet, um eine ebene Oberflache zu garantieren.

Nach Polymerisation des Gels wurde der Alkohol entfernt und das Sammelgel in gleicher
Weise gegossen wie das Trenngel. In das flussige Sammelgel wurde ein Teflonkamm

eingebracht, der das Auftragen von bis zu 10 Proben erméglichte.
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Nach der Polymerisation des Sammelgels wurden der obere Teil der Kammer mit Laufpuffer

geflllt und der Kamm vorsichtig entfernt.
Darauf erfolgte der Probenauftrag.

Bei Gelelektophoresen in Hoefer-Kammern ergab sich eine Laufzeit von 5 Stunden mit einer
Stromstérke von 50 mA und einer Spannung von ca. 140 Volt.

Bei der Verwendung von Bio-Rad-Kammern reduzierte sich die Laufzeit auf zwei Stunden

bei einer Stromstérke von 30 mA und einer Spannung von ca. 120 Volt.

2.6.7.5 Autoradiographie

Die Identifikation von [*P]-markierten Proteinen im Polyacrylamid-Gel erfolgte durch eine

Autoradiographie der getrockneten Gele.

In einer Filmkassette (Kodak X-Omatic-Regular-Screen) wurde auf das getrocknete Gel ein
Rontgenfilm  (Amersham, hypersensitiv) aufgelegt und bei —70°C exponiert. Die
Expositionsdauer hing von der Stérke der radioaktiv markierten Proteine ab.

Der exponierte Film wurde entwickelt:
5 Minuten im Réntgenentwickler (LX-24, Kodak)
5 Minuten im Wasser

10 Minuten im Rontgenfilmentwickler (AL-4, Kodak)

2.7 Western Blots

Nach dem Auftauen wurden den Proben 0,2% Mercaptoethanol zugegeben, um die in den
Proteinen enthaltenen Disulfidbriicken aufzuspalten. Zur Inkubation wurden die Proben

erneut 10min bei 95°C belassen. Anschlief3end wurde kurz anzentrifugiert.

Als Trenngel wurde ein SDS-Polyacrylamid-Gel (10% Acrylamid) verwendet und auf
Immobilon-PVDF-Membran (Millipore, Schwalbach) geblotet. Unspezifische
Proteinbindungen wurden mit 10% Magermilchpulver, gelést in TTBS (0,025M Tris-HCI, pH
8,0, 0,15 M NaCl, Tween 20 0,05% (v/v)), fur 1h geblockt und anschlieffend mit Anti-P51-
AntiSerum (1:500) in TTBS mit 5% Magermilchprulver Gber Nacht inkubiert. Nach einem
Waschschritt mit TTBS (3x10min) erfolgte die Inkubation mit anti-Kaninchen 1gG-
Antikorper, gekoppelt an alkalische Phosphatase (1:10000; Sigma, St. Luis), in TTBS mit 5%
Magermilchpulver fur 1h, gefolgt von einem weiteren Waschschritt mit TTBS (2x10min).
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Abschlief?end wurde nochmals 1x10min mit TM (0,1M Tris-HCI, pH 8,0, 0,AM NaCl, 5 mM
MgCl,) gespllt. Dann wurde die Aktivitét der an das Sekundarreagenz gekoppelten
alkalischen Phosphatase mit BCIP/NBT Phosphatase Substrate 1-C (KPL, Maryland USA)
durch Farbreaktion nachgewiesen

2.8 Statistik

Zur statistischen Analyse der Mef3werte der Versuchstiere wurden die Mittelwerte der
Messungen pro Tier, Zelltyp und -ort zuerst in Excel als Datenmatrix organisiert. Diese Daten
wurden zur Berechnung der deskriptiven Statistiken in das Statistikprogrammpaket ,, SPSS*
importiert.

Als deskriptive statistische Kennwerte zur Beschreibung der Stichproben wurden die Anzahl
der Félle, das arithmetische Mittel, die Standardabweichung, Summe, Minimum, Maximum
und Spannweite der Zellzahlen fur die Kontrolltiere, die MTX-Tiere und alle Versuchtiere
insgesamt bestimmt. Auf die Ermittlung weiterer deskriptiver Mal3e wurde verzichtet, da sie -
wie etwa der Modus - entweder wenig aussagekraftig sind oder da, wie im Falle verteilungs-
beschreibender Kennwerte (Schiefe, Exzess), sich aufgrund der kleinen Stichproben eine
Interpretation verbietet.

Inferenzstatistisch sollte fur die periportalen und periventsen Mef3werte der verschiedenen
Zelltypen und - malde jeweils einzeln ein signifikanter Unterschied der Mittelwerte der
Gruppen von Kontroll- und behandelten Tieren geprift werden. Der fir den Vergleich von
Mittelwerten zweier unabhangiger Stichproben haufig durchgefihrte t-Test war in dieser
Arbeit ungeeignet, da die hier verwendeten Stichproben mit drei (Kontrollgruppe) und sechs
Versuchstieren (Experimental gruppe) zu klein waren.

Fir den Fall kleiner Stichproben, die keine Aussagen Uber die ihnen zugrundeliegende
Verteillung erlauben, sind verteilungsfreie Verfahren zu verwenden. Fir den Fall des
Vergleichs zweier Mittelwerte empfehlen Bortz und Lienert (1998) den Fisher-Pitmans-
Randomisierungstest fur zwei unabhangige Stichproben. Dieser Test stellt ein exaktes
Verfahren dar und geht bei zunehmendem N asymptotisch in den parametrischen t-Test Uber.

Andere verteillungsfreie Verfahren fur kleine Stichproben sind weniger geeignet. So pruft der
Kolmogoroff-Smirnov-Omnibustest (KSO-Test) den Unterschied von Verteilungen. Dies

beinhaltet Uber die zentrale Tendenz hinaus auch Unterschiede in Dispersion, Schiefe und
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Exzess. Der U-Test (Mann-Whitney) greift lediglich auf Rangdaten zuriick und schopft somit
die vorliegenden Informationen nicht vollstandig aus. Des weiteren ist er bel Decken- und

Bodeneffekten sowie deutlich unterschiedlichen Stichprobenumféangen weniger effizient.

Der Fisher-Pitman-Randomisierungstest greift auf die exakten Mel3werte in den Stichproben
zurick. Deshalb liegen keine Tabellen fir kritische Werte vor, sondern er ist jeweils
vollstéandig neu zu berechnen. Der Aufwand hierfir ist bis zu einem N von insgesamt 15 fur
beide Stichproben noch manuell zu bewdltigen. Das Testprinzip beruht darauf, alle
Moglichkeiten zu ermitteln, wie sich die gefundenen Mef3werte der beiden Stichproben auf
zwei Gruppen mit Gruppengrofien wie in den beiden Stichproben verteilen lassen. Fir jede
dieser Moglichkeiten lassen sich die Gruppenmittelwerte bzw. Mittelwertdifferenzen
ermitteln. Es |a3t sich nun exakt bestimmen, wie wahrscheinlich das Auftreten des empirisch
beobachteten Mittelwertunterschiedes der beiden Stichproben oder eines noch extremeren
Unterschiedes ist. Diese Uberschreitungswahrscheinlichkeit dient zur Entscheidung diber
Null- und Alternativhypothese. Ist sie geringer als das festgelegte Signifikanzniveau, so wird

die Nullhypothese verworfen und die Alternativhypothese angenommen.

Die rechnerische Durchfiihrung des Fisher-Pitman-Tests fir unabhéngige Stichproben kann
unterschiedlich vorgenommen werden. Hier wurde dem Vorschlag von Bortz und Lienert
(1998, S. 192ff.) gefolgt. Zur Bestimmung der zweiseitigen Wahrscheinlichkeit bei einer
Experimentalgruppe von sechs und einer Kontrollgruppe von drei Tieren missen ale
Mdoglichkeiten, die neun Mel3werte auf die mit drei Versuchstieren kleinere Stichprobe zu
verteilen, ermittelt werden. Fir jede dieser 84 (neun Uber drei) Werte-Trippel ist die Summe
zu bilden. Des weiteren ist die empirisch erhobene tatsichlich vorliegende Summe der
Kontrolltiere zu bestimmen. Nun wird unter den 84 theoretisch méglichen Summen
ausgezahlt, wie haufig der tatséchlich gefundene Wert vorkommt (z). Des weiteren wird
bestimmt, wie viele extremere (kleinere oder grof3ere) Summen theoretisch auftreten kénnen
(Z). Nach Bortz und Lienert (S. 193) errechnet sich die zweiseitige Wahrscheinlichkeit hier
nun nach der Formel P = (2Z + z) / 84.

Die praktische Durchfihrung dieses Tests wurde in Excel readlisiert. Hier wurden alle
84 Maoglichkeiten, die Ziffern eins bis neun ohne Beriicksichtigung der Reithenfolge zu drei
Ziffern zu kombinieren, in drei Zellen Uber 84 Zeilen eingegeben. Diese Ziffern wurden
systematisch durch Zellbeziige zu einem fest definierten Zellbereich, in den die Mel3werte der
Kontroll- und MTX-Tiere kopiert wurden, ersetzt. Aul3erdem wurde fir jede Zeile und die

Werte der Kontrolltiere automatisch die Summe gebildet. Die Summen wurden dann

52



aufsteigend sortiert und Z und z ausgezahlt. Die so ermittelten Summenhaufigkeiten wurden
in fest definierte Zellen eingegeben, aus denen wieder automatisch Uber Zellbezug P° mit der
oben genannten Formel gerechnet wurde. Somit war die Bestimmung der
Wahrscheinlichkeiten bei den jeweiligen Tests ©konomisch, zuverldssig und leicht
Uberprifbar durchzufthren.
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3 Ergebnisse

Far die Untersuchungen wurden zundchst Antikorper gegen verschiedene Protein-Tyrosin-
Phosphatasen verwendet. Eingesetzt wurden Antikdrper gegen die T-Zell PTP, die PTP-1B,
ein polyklonaler Antikorper gegen die SHP1/SHP2, sowie monoklonale Antikorper gegen die
SHP1 und SHP2.

3.1 Immunzytochemische Unter suchungen am Normaltier

3.1.1 Untersuchungen an perfusionsfixierten Lebern

3.1.1.1 PTP-1B/T-Z€ll PTP

Zunéchst sollte die zytosolisch vorkommende PTP-1B und die ihr sehr verwandte T-Zell PTP
im L ebergewebe nachgewiesen werden. Hierzu wurden Schnitte perfusionsfixierter Leber von
Wistar-Ratten verwendet. Auf lichtmikroskopischer Ebene ergab sich aber fur diese beiden
Antikorper keine eindeutig definierbare Reaktion. Weder liefen sich positiv. markierte

Hepatozyten noch Non-Parenchymzellen nachweisen.

3.1.1.2 SHP1/SHP2

Im zweiten Schritt wurde ein polyklonaler Antikdrper gegen SHP1/SHP2 verwendet. Hier
zeigten die Leberschnitte unbehandelter Kontrollratten nach der Immunzytochemie keine
einheitliche Reaktion der verschiedenen Leberzellen (Abbildung 3). Die Reaktion beschrankte
sich vielmehr auf einzelne Zellen, die nach Lage und Morphologie den Non-Parenchymzellen

zugeordnet werden mussten.

Innerhalb der funktionellen Einheit der Leber, dem Acinus, lie3 sich ein Unterschied
zwischen dem periportalen Feld und dem perivenodsen Bereich erkennen. Die SHP1/SHP2-
positiven Zellen waren vermehrt in der periportalen Zone (Tabelle 6). Fir die Auswertung
wurde zwischen perivendser, periportaler und intermedidarer Zone unterschieden, wobei

letztere nicht quantitativ ausgewertet wurde.



Abb. 3: Leber einer unbehandelten Ratte. V erschiedene Zellen mit dem polyklonaen
Antikorper gegen SHP1/SHP2 markiert.

Zu welcher der vier sinusoidalen/perisinusoidalen Zellpopulationen die Zellen gehdren, war
mit dieser Methode nicht zu klaren. Entsprechend ihrer morphologischen Vertellung kann
man annehmen, dal’ es sich um Pit-, Ito- und Kupffer-Zellen handelt, wahrend Endothel zellen
keine Reaktivitét zeigten.
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Ratte AK L okalisation XxS
Periportal 26,1+ 1,85
Kontrolltier 1 SHP1/SHP2 Polyklon.
Perivents 16,2 £ 2,20
Periportal 26,5+ 2,28
Kontrolltier 2 SHP1/SHP2 Polyklon.
Perivents 16,1+ 3,75
Periportal 27,7+ 1,49
Kontrolltier 3 SHP1/SHP2 Polyklon.
Perivents 17,6 £ 0,96

Tabelle 6: Quantitative Auswertung SHP1/SHP2 positiver Zellen in periportalen und

periventsen Bereichen des Acinus. Mittelwert und Standardabweichung aus N = 10

gezéhlten Feldern (0,25mm x 0,25mm)

3.1.1.3 Zdlidentifikation

3.1.1.3.1 Endothelzellen

Der Nachweis, dal3 Endothelzellen nicht zu den reaktiven Zellen gehoren, erfolgte Uber die

Markierung dieser Zellen durch den Nachweis von Enos.

Die Doppelmarkierung zeigte keine Kolokalisation der beiden Antigene im Bereich der
Sinusoide. Die Enos-reaktiven Endothelzellen, die mit Texas-Rot markiert waren, zeigten
keine Grunférbung durch die mit FITC-markierten SHPL/SHP2 Antikorper. Die SHPL/SHP2-

markierten Zellen stellten eine vollig separate Zellpopulation dar. Siehe Abbildung 4.
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Abb. 4: Leber einer unbehandelten Ratte. Doppelfarbunng Endothelzellen (rot) und
SHP1/SHP2-positive  Zellen (grin). Keine der Endothelzellen zeigt eine
Doppelfarbung mit SHPL/SHP2

3.1.1.3.2 ldentifikation der Ito- und Kupffer-Zellen

Die Population der Ito-Zellen und Kupffer-Zellen wurde mit dem AK gegen Vimentin
identifiziert. Die Doppelmarkierung mit dem PTP-AK zeigte, da3 ale Vimentin-positiven
Zellen auch SHP1/SHP2-positiv sind, aber nicht alle SHP1/SHP2-positiven Zellen auch mit
dem Vimentin-Antikorper reagierten.

Da Vimentin sowohl die Ito-, als auch die Kupffer-Zellen markiert, ist zum einen eine weitere
Differenzierung dieser beiden Populationen notwendig, zum andern muf3 die Identifizierung
der nicht Vimentin-, aber SHP1/SHP2-positiv markierten Zellen erfolgen. Siehe Abbildung 5

Abb. 5: Leber einer unbehandelten Ratte. Doppelférbung mit Vimentin (rot) und SHP1/SHP2-
positiven Zellen (grun). Zellen, die mit beiden Antikérpern reagieren, sind gelblich
geférbt.
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3.1.1.3.3 Kupffer-Zellen

Zur weiteren Subklassifikation der SHP1L/SHP2-positiven Zellen wurden nur for Kupffer-
Zellen spezifische Marker eingesetzt. Dies sind Antikorper gegen ED-1, dessen Antigen die
lysosomale Membran (Glykoproteinkette, 97kDa) von Myeloidzellen (Makrophagen, Blut-
Granulozyten) der Ratte ist, gegen ED-2, dessen Antigen ein Membranantigen (95, 160, 175
kDa) von Gewebemakrophagen der Ratte ist, und gegen OX-6, dessen Antigen der
Haupthistokompatibilitdtskomplex (MHC) Klasse Il (la Region) von B-Lymphozyten,
dendritischen Zellen und Makrophagen der Ratte ist.

Hier wurden alle drei Antikorper verwendet jeweils in Kombination mit dem Antikorper
gegen SHP1/SHP2.

Abb. 6: Lener einer unbehandelten Ratte. Doppelfarbung.
A) Resktion SHPY/SHP2 (griin) und ED1 als spez. Kupffer-Zellmarker (rot).
B) Reaktion SHP1/SHP2 (griin) und ED2 als spez. Kupffer-Zellmarker (rot).
C) Reaktion SHPL/SHP2 (griin) und Ox6 als spez. Kupffer-Zellmarker (rot)
Alle drei Reaktionen zeigen eine spezifische Doppelfarbung fur die Kupffer-Zellen.
Durch die Doppelféarbung zeigen die Kuffer-Zellen eine gelb-orange Farbung.

Alle ED-1 positiv markierten Zellen waren auch SHP1/SHP2 positiv. Das gleiche
Verteilungsmuster, das fir ED-1 positiv markierten Zellen beobachtet werden konnte, lief3
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sich bel der Farbung mit den Antikdrpern gegen ED-2 und OX-6 reproduzieren. Dies
bedeutet, dal? ale als Kupffer-Zellen erkannten Zellen das Protein SHPL/SHP2 enthalten.

Wie bereits bel der Reaktion mit Vimentin waren nicht alle SHP1/SHP2-positiven Zellen
ED-1- positiv. Siehe Abbildung 6.

Entsprechend der Zonierung der Kupffer-Zellen findet sich periportal eine grof3ere Anzahl an
SHP1/SHP2-positiven Kupffer-Zellen als perivends. Die Kupffer-Zellen wurden getrennt
nach periportal und perivends ausgezahit. Siehe Tabelle 7.

Da die Zahl der Vimentin-markierten SHPL/SHP2-positiven Zellen hoher lag als die der
Kupffer-Zellen, lief? sich schlief3en, dal? auch die Ito-Zellen SHP1/SHP2 enthalten muissen.

Ratte AK L okalisation XxS
ED-1 Periportal 15,1+ 0,99
Kontroll- ED-2 Periportal 15,6+ 0,84
Tier 1 ED-1 Perivents 11,0+ 1,25
ED-2 Perivents 11,2+ 1,14
ED-1 Periportal 149+ 1,37
Kontroll- ED-2 Periportal 15,0+ 0,82
Tier 2 ED-1 Perivents 11,1+ 1,29
ED-2 Perivents 10,8 + 1,03
ED-1 Periportal 16,3+ 1,77
Kontroll- ED-2 Periportal 15,4+ 0,52
Tier 3 ED-1 Perivents 11,7+ 1,16
ED-2 Perivents 11,8+ 1,23

Tabelle 7: Quantitative Auswertung ED-1- und ED-2-positiver Zellen in periportalen und
periventsen Bereichen des Acinus. Mittelwert und Standardabweichung aus N = 10
gezahlten Feldern (0,25mm x 0,25mm)

3.1.1.34 Ito-Zellen

Antikorper gegen das zytoskeletale Desmin und GFAP (=glia fibrillary acidic protein)
ermoglichen eine spezifische Anféarbung der Ito-Zellen. Allerdings hangt die Reaktivitét mit
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dem jeweiligen AK vom Funktionszustand der Zelle ab. Unter normalen Bedingungen
regulieren die Ito-Zellen die Kontraktilitdt der Sinusoide und sind fir den Umsatz der
extrazelluldren Matrix verantwortlich. Durch eine akute Schadigung der Hepatozyten
transformieren die Ito-Zellen in Myofibroblasten &hnliche Zellen und spielen eine
Schitsselrolle bei der fibrotisch entziindlichen Antwort der Leber. Zur vollstandigen
Erfassung aller 1to-Zellen wurden daher beide Antikorper gepoolt eingesetzt.

Die Doppelfarbung der zellspezifischen Antikorper in Kombination mit dem Antikorper
gegen SHP1/SHP2 zeigte eine eindeutige Doppelmarkierung aller Desmin- und GFAP-
positiven Zellen mit SHPL/SHP2 (Abbildung 7).

Die intraacinére Verteilung dieser doppelmarkierten Zellen entspricht der bereits in der

Literatur beschriebenen Verteilung fur Ito-Zellen mit einer etwas geringeren Zellzahl
perivends (Tabelle 8).

Abb. 7: Leber einer unbehandelten Ratte. Parallelschnitte.
A): Reaktion mit polyklonalem Antikorper gegen SHP1/SHP2.
B) Reaktion mit Antikdrpern gegen Desmin und GFAP, beides Marker fir Ito-Zellen.
Eine der Zellen, die sowohl Desmin/GFAP als auch SHP1/SHP2 enthalten, ist
exemplarisch mit einem Pfeil markiert. Da Ito-Zellen sehr lange Zellauslaufer haben,
scheint es so, als ob mehr Ito- als SHP1/SHP2-positive Zellen in den Schnitten

vorkommen. Diesist aber nicht der Fall.
Zusétzlich wurde der Aktivierungszustand der Ito-Zellen untersucht. Nur aktivierte I1to-Zellen

exprimieren das Smooth-muscle-actin. Deshalb wurden Leberschnitte mit einem Antikorper

gegen Smooth-muscle-actin inkubiert.
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Die Ito-Zellen zeigten eine sehr diskrete positive Reaktion. Das Fluoreszenzsignal war

punktuell im Zytosol zu erkennen. Siehe Abbildung 8.

Abb 8: Leber einer unbehandelten Ratte. Doppelfarbung
A) Reaktion mit polyklonalem Antikorper gegen SHP1/SHP2.
B) Reaktion mit Antikorper gegen Smooth-muscle-actin.
Es zeigt sich nur eine punktuelle Farbung im Cytosol der Ito-Zellen fir Smooth
Muscle Actin, wahrend die Farbung mit SHPL/SHP2 die gesamte Zelle farbt.
Beispiel in beiden Bildern mit Pfeil markiert.

Ratte AK L okalisation X%S

Periporta 134 +217

Kontrolltier 1 Desmin/GFAP

Perivents 131+1,29

Periportal 130+ 1,76
Kontrolltier 2 | Desmin/GFAP

Perivents 121+191

Periportal 135+0,71
Kontrolltier 3 | Desmin/GFAP

Perivents 12,5+ 1,08

Tabelle 8: Quantitative Auswertung Desmin-/GFAP-positiver Zellen in periportalen und
periventsen Bereichen des Acinus. Mittelwert und Standardabweichung aus N = 10
gezahlten Feldern (0,25mm x 0,25mm)
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3.1.1.3.5 Natural-Killer-Zellen (NK-Zellen)

Die Identifizierung der SHPL/SHP2-positiven, aber Vimentin-negativen Zellen erfolgte tGber
den monoklonalen Antikdrper gegen das spezifische Oberflachenantigen 3.2.3 der Natural-
Killer-Zellen, da diese NK-Zellen eine weitere Subpopulation der Nonparenchymzellen der
Leber darstellen.

Die doppelimmunzytochemische Reaktion mit dem Antikdrper 3.2.3 und dem Antikorper
gegen SHP1/SHP2 zeigte eine Doppelfarbung der intrasinusoidalen NK-Zellen
(Abbildung 9). Eine signifikante Zonierung der NK-Zellen im Verlauf der sinusoidalen
Austauschstrecke war nicht zu erkennen (Tabelle 9), jedoch scheinen periportal mehr NK-

Zellen zu liegen.

Abb. 9: Leber winer unbehandelten Ratte. Doppelfarbung mit SHPL/SHP2 und mit
Antikorpern gegen 3.2.3 (spezifischer NK-Zellen-Marker). Mit Pfeilen markiert sind
exemplarisch zwel NK-Zellen, die sowohl SHP1/SHP2 als auch 3.2.3-positiv sind.
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Ratte AK L okalisation XS
Periportal 15+£0,71
Kontrolltier 1 3.23.
Perivends 1,2+0,92
Periportal 1,40+ 0,84
Kontrolltier 2 3.23.
Perivenos 1,20+ 1,03
Periportal 1,40+ 0,84
Kontrolltier 3 3.2.3.
Perivents 1,10+ 0,88

Tabelle 9: Quantitative Auswertung 3.2.3-positiver Zellen in periportalen und perivendsen
Bereichen des Acinus. Mittelwert und Standardabweichung aus N = 10 gezahlten
Feldern (0,25mm x 0,25mm)

3.2 Isolation der Endothel- und Kupffer-Zellen am

Nor maltier

Zur weiteren Analyse erfolgte eine Zellisolation. Als Isolationsverfahren wurde die
Elutriation gewéhlt. Bel der Elutriation ist es moglich, Endothel- und Kupffer-Zellen in einem
Arbeitsgang zu isolieren. Dabei lag das Augenmerk auf den Kupffer-Zellen, so dass, der
Methode geschuldet und trotz eines anderen Zahlenverhdtnisses in der Leber, mehr Kupffer-
als Endothelzellen isoliert wurden. Im Rahmen dieses |solationsverfahrens kommt es zu
einem Untergang aller anderen Zellpopulationen, so dal3 die anderen Zellpopulationen nicht
eluiert werden konnen. Die Isolation der Ito- und NK-Zellen war im Rahmen dieser Arbeit

nicht maoglich.
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3.2.1 Endothelzellen

Bei der Elutriation konnten in einem ersten Schritt Endothelzellen isoliert werden, die im
weiteren sowohl lichtmikroskopisch als auch biochemisch aufgearbeitet wurden. Insgesamt
konnten 24 x 10° Zellen isoliert werden.

Te & P 4
Abb. 10: Farbung der isolierten Endothelzellen mit SHPL/2 (A) und Enos (B). Eine mit
Immunfluoreszenz nachweisbare Reaktion mit SHP1/2 findet sich bei den

Endothelzellen nicht (A). Eine spezifische Farbung mit Enos ist bei den
Endothelzellen (B) méglich.

Die isolierten immersionsfixierten Endothelzellen wurden zur Zellidentifikation parallel mit
dem endothelspezifischen Antikdrper Enos und dem polyklonalen Antikorper gegen
SHP1/SHP2 inkubiert. Nachfolgend wurde eine Doppelimmunfluoreszenzfarbung
durchgefiihrt. Hierbei konnten die gewonnenen Zellen mit Enos markiert und so als
Endothel zellen identifiziert werden. Diese Zellen wiesen keine SHPL/SHP2-positive Reaktion
auf. Siehe Abbildung 10.

3.2.2 Kupffer-Zellen

Im zweiten Schritt wurde die Durchflulrate der Spullésung durch den Rotor der
Elutriationszentrifuge erhoht, so dald3 dadurch die Kupffer-Zellen aus der Zellsuspension

gewonnen wurden. Hierbel wurden 52 x 10° Zellen isoliert.

Die Identifikation der Zellen erfolgte durch eine Markierung der Zellen mit den Antikorpern
gegen OX-6, paralel wurde das Vorkommen der SHP1/SHP2 Uberprift.

Die identifizierten Kupffer-Zellen waren SHP1/SHP2-positiv. Siehe Abbildung 11.



Abb. 11: Farbung der isolierten Kupfferzellen mit SHP1/2 (A) und OX-6 (B). Eine mit
Immunfluoreszenz nachweisbare Reaktion mit SHP1/2 findet sich be den

Kupffer-Zellen (A), ebenso eine spezifische Farbung mit OX-6 (B).
3.3 Biochemische Untersuchungen am Normaltier

3.3.1 Aktivitatsbestimmung der Phosphatasen

3.3.1.1 Leberhomogenate

Die lichtmikroskopischen Untersuchungen wurden durch biochemische Analysen an

L ebergewebs- und Endothel- und Kupffer-Zellhomogenaten ergénzt.

Zunéchst erfolgten Untersuchungen zur Bestimmung der Phosphataseaktivitét. Eine
Aufteilung nach Zelltypen erfolgte wahrend dieses Schrittes noch nicht. Untersucht wurde
getrennt nach |6slicher und membrangebundener Proteinfraktion, da bestimmte Phosphatasen

sowohl 16dlich als auch membrangebunden in der Zelle vorkommen.

Um einen Bezugswert zu haben, erfolgte als erstes die Bestimmung des in den Extrakten

enthaltenen Proteingehaltes.

Die Bestimmung der Phosphataseaktivitéten erfolgte in allen extrahierten Fraktionen. Sowohl
von der 10dlichen als auch von der membrangebundenen Fraktion wurde jewells ein Extrakt
und ein Nachextrakt hergestellt. Die Bestimmung der Phosphataseaktivitdien in den

Nachextrakten erfolgte, um die Glte des Extraktionsverfahrens zu bestimmen.
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Proteingehalt . . . .
] Phosphatase- | Uberstand | Uberstand | Uberstand | Uberstand
Tier mg pro mg o
Aktivitat 1 [ [l v
Gewebe
Kontroll- pmol/min x ml 2500 190 1860 398
tier 4 3,18mg/mg pmol/min x
786 59,7 585 125
mg
Kontroll- pmol/min x ml 2500 360 2040 357
tier 5 3,07mg/mg pmol/min x
814 117 665 116
mg

Tabelle 10: Aktivitsten der Protein-Tyrosin-Phosphatasen in Leberhomogenaten. Uberstand |
und Il sind Proteinextrakt und -nachextrakt aus der l6slichen Fraktion der Zellen,
wahrend Uberstand Il und 1V die Extrakte der unloslichen Fraktion der

L eberhomogenate sind (Werte mit Hilfe der Methode nach Cerenkow gewonnen).

3.3.1.2 Isolierte Z€llen

Im Anschlufd wurden die Aktivitédtsbestimmungen der Phosphatasen an isolierten Kupffer-
und Endothelzellen durchgefiihrt. Die Zellen wurden homogenisiert, um die in ihnen
enthaltenen Proteine zu extrahieren. Die Proteinextraktion erfolgte in zwei Arbeitsgangen
getrennt nach der zytosolischen l6slichen und der membrangebunden unldslichen Fraktion.
Die gemessenen Aktivitdten sind in Tabelle 11 fur die Endothel- und in Tabelle 12 fur die
Kupffer-Zellen aufgefiihrt.
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3.3.1.2.1 Endothelzellen

_ Phosphatase- | Uberstand | Uberstand | Uberstand | Uberstand
Proteingehalt o
pmol/min x ml 2760 269 1500 135
Kontroll- 57 .
tier 6 pmol/min x 84 47 262 o4
mg

Tabelle 11: Protein-Tyrosin-Phosphatase-Aktivitéten isolierter Endothelzellen in den
unterschiedlichen Extrakten. Sowohl aus der zytosolischen als auch aus der
membrangebundenen Fraktion wurden jeweils zwei Extrakte gewonnen (Werte mit

Hilfe der Methode nach Cerenkow gewonnen).

3.3.1.2.2 Kupffer-Zellen

_ Phosphatase- | Uberstand | Uberstand | Uberstand | Uberstand

. Proteingehalt .
Tier | mg/mg Gewebe | Aktivitat 1 I M Y,
pmol/minxml | 19362 1868 4420 598

Kontroll- 5,58
. mol/min x

tier 6 P 3470 219 519 70

mg

Tabelle 12: Protein-Tyrosin-Phosphatase-Aktivitéaten isolierter Kupffer-Zellen in den
unterschiedlichen Extrakten. Sowohl aus der zytosolischen als auch aus der
membrangebundenen Fraktion wurden jeweils zwei Extrakte gewonnen (Werte mit

Hilfe der Methode nach Cerenkow gewonnen).
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3.3.2 SDS-Page am Normaltier

3.3.2.1 Leberhomogenate

Der erste und dritte Extrakt aus den Leberhomogenaten wurden fir die Anfertigung des SDS-
Page verwendet, da in diesen beiden Extrakten die grofdten Proteinmengen aus der |6slichen
und der membrangebundenen Zellfraktion extrahiert werden konnten.

Untersucht wurden die Homogenate sowohl auf das Vorkommen der T-Zell-PTP als auch der
SHP1. An Hand der parallel mitlaufenden Markerproteine mit genau definierter Grolie zeigte
sich in den Blots, nach Farbung der Proteine mit spezifischen Antikdrpern, fur beide Extrakte
eine deutliche Bande im Bereich des 68/72kDa Molekulargewichtes bzw. bei 50kDa. Das
Molekulargewicht der PTP1B/Tc liegt bei 50kDa, das der SHP1/SHP2 bei 68/72kDa. Eine
semiquantitative Auswertung erfolgte nicht (Abbildung 12).

A Kontrolle MTX B | Kontrolle ’ MTX |
[ [l ]
kDa 1 2 1 2 kDa 1 2 1 2
116- . = 116-
97- Y | 97-
— — p—
66- — ~—
66' - -
45- 45.
—— e
29- ' 20-

Abb.12: Nachweis der TcPTP (A) und SHPL/SHP2 (B) im SDS-Page. Fir den SDS-Page
wurden Leberhomogenate eines normal- und eines MTX behandelten Tieres
verwendet. Linie 1 zeigt jeweils den Nachweis der jeweiligen PTP in der l6dlichen

Proteinfraktion, Linie 2 reprasentiert die membrangebundene Fraktion der PTP.

3.3.2.2 Isolierte Zellen

3.3.2.2.1 Endothelzellen

Um die in den Extrakten enthaltene Proteinfraktion genauer zu charakterisieren, erfolgte im
Anschlul® mit Hilfe des SDS-PAGE die Auftrennung nach Proteingrofie.
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Bei der durchgefuhrten SDS-Page zeigt sich in dem Extrakt aus Endothelzellen eine starke
Bande bei 68kDa und ein sehr breiter Bandenkomplex unterhalb der 68/72kDa Bande bel dem
unbehandelten Tier in der 16slichen Proteinfraktion. Siehe Abbildung 13.

Kontrolle Tier 6

kDa 1 2
116-

97-

66- WD —
45-

09. M

Abb 13: SDS-Page isolierter Endothelzellen. Fur die SDS-Pages wurden jewells das erste
Proteinextrakt der lodichen Proteinfraktion und der membrangebundenen
Proteinfraktion verwendet. Linie 1. lésliche Proteinfraktion, Linie 2: membran-

gebundene Proteinfraktion.

Bel der semiquantitativen Auswertung wird die Intensitét des Farbsignals der SDS-Page in
Relation zueinander gesetzt. Direkt vergleichbar mit den absolut gemessenen
Phosphataseaktivitéten sind diese Ergebnisse nicht. Eine Vergleichbarkeit ist nur innerhab
des gleichen SDS-Pages moglich, da hier sdmtliche Labor- und Untersuchungsbedingungen
identisch sind. In der hier vorliegenden Untersuchung sind daher die semiquantitativen
Auswertungen von Kupffer- und Endothelzellen nicht miteinander vergleichbar, da sie aus

unterschiedlichen Blots gewonnen wurden.

Fir die Extrakte ergaben sich folgende Werte:

Extrakt | (16sliche/zytosolische Fraktion): 772Units/mg Protein
Extrakt I11 (feste/membrangebundene Fraktion): 154Units/mg Protein

Siehe Abbildung 14, exemplarisch fur die |6sliche Fraktion.
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Abb 14: Semiquantitative Auswertung der SDS-Page isolierter Endothelzellen (unbehandeltes
Tier)

3.3.2.2.2 Kupffer-Zellen

Die nach der Isolation durchgefiihrte Gelelektophorese mit der SDS-Page zeigt ein ahnliches

Verteilungsmuster, wie es sich auch bel den Endothel zellen fand.

Ein breiter Bandenkomplex fur die l6dliche und membrangebundene Fraktion des
unbehandelten Tieres lag unterhalb der 66kDa-Marke und eine scharfe Bande bel 68/72kDa.
Siehe Abbildung 15.

Kontrolle Tier 6

kDa 1 2
97-
R

25- "N—

29-

Abb 15: SDS-Page isolierter Kupffer-Zellen. Fur die SDS-Pages wurden jewells das erste
Proteinextrakt der lodichen Proteinfraktion und der membrangebundenen
Proteinfraktion verwendet. Linie 1. |6sliche Proteinfraktion, Linie 2: membran-
gebundene Proteinfraktion. Bel der 45 kDa-Bande handelt es sich um SHP1/SHP2-

Bruchstticke, die durch den Separationsvorgang entstanden sind.
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Die semiquantitative Auswertung des SDS-Page der Extrakte | und 111 ergab fur die Kupffer-
Zellen: Extrakt | (I6sliche/zytosolische Fraktion) einen Wert von 985Units/mg Protein.

Der Extrakt 1l (feste/membrangebundene Fraktion) ergab einen Wert von 402Units/mg
Protein. Exemplarisch wird hier das Scan-Pack-Bild des Extraktes | in Abbildung 16
dargestellt.

250.00

200.00 |

150.00

100.00

50.00

0.00

T T
0.00 1.00

Abb. 16: Semiquantitative Auswertung der membrangebundenen Fraktion in Kupffer-Zellen
(unbehandeltes Tier) mittels Scan-Pack.

3.4 Immunzytochemische Unter suchung am M ethotrexat-
Tier

Nach den Untersuchungen der unbehandelten Tiere schlossen sich die Lokalisationsstudien
fur die SHP1/SHP2 bei Methotrexat (M TX)-behandelten Tieren an.

In Vorversuchen wurde die ideale Konzentration des applizierten MTX ermittelt. Wir
erachteten 7,5mg MTX/ kg KG i.p. alsideal.

3.4.1 Allgemeine Mor phologie

Das Lebergewebe war deutlich verandert. Die Zellen der Leber waren nicht mehr in den so
stark geordneten Verbanden zu sehen wie zuvor bei den unbehandelten Tieren. Die Struktur
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der Sinusoide war nicht mehr eindeutig zu erkennen, und die Zellen zeigten unregelmaidigere

Strukturen.

3.4.2 PTP-1B/T-Z€ell-PTP

Es wurde untersucht, ob maoglicherweise die PTP-1B oder die T-Zel-PTP durch die
Behandlung induziert worden war. Dazu wurde zunéchst der Nachweis fir die Antigene T-
Z€ell-PTP bzw. PTP-1B durchgeftihrt. Auch hier gab es auf lichtmikroskopischer Ebene keine
aussagekréaftigen Ergebnisse.

3.4.3 SHP1L/SHP2

Es zeigte sich hier wie zuvor bel den unbehandelten Tieren eine auf wenige Zellen
beschrénkte Reaktion. Zellen des Leberparenchyms wiesen keine eindeutig positive Farbung
fir SHPL/SHP2 auf.

Wieder waren es sinusoidale/ perisinusoidale Zellen, die ein sehr deutlich positives Signal
nach der Immunzytochemie zeigten. Periportal war eine Anhaufung der SHPL/SHP2-positiv
gefarbten Zellen zu beobachten (Tabelle 13). Bel der quantitativen Auswertung der
SHP1/SHP2-positiven Zellen war eine Abnahme der periportal positiv reagierenden Zellenim
Vergleich zur Kontrolle zu beobachten. Im perivendsen Bereich bestand kein Unterschied
zwischen behandelten und unbehandelten Tieren. Siehe Abbildung 17.

\

Abb. 17. Leber einer behandelten Ratte. Farbung mit SHPL/SHP2. Wie zuvor beim
unbehandelten Tier sind mehrere Zelltypen reaktiv. Eine Reaktion der Hepatozyten
findet sich nicht.
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Ratte AK L okalisation X+S
Periportal 23,6+ 1,65
. SHP1/SHP2
MTX —Tier 1 Polyklon.
Perivends 16,7 + 1,49
Periportal 23,7+1,83
, SHPL/SHP2
MTX —Tier 2 Polyklon.
Perivends 16,4+ 1,35
Periportal 239+ 273
. SHP1/SHP2
MTX —Tier 3 Polyklon.
Perivents 16,5+ 2,72
Periportal 21,4+ 1,17
. SHP1/SHP2
MTX —Tier 4 Polykion.
Perivends 175+ 1,43
Periportal 21,1 + 3,03
, SHPL/SHP2
MTX —Tier 5 Polyklon.
Perivents 16,7 £ 2,79
Periportal 23,1+ 2,33
. SHP1/SHP2
MTX —Tier 6 Polyklon.
Perivends 16,3+ 1,34

Tabelle 13: Quantitative Auswertung SHP1/SHP2-positiver Zellen. in periportalen und
periventsen Bereichen des Acinus; behandeltes Tier. Mittelwert und
Standardabweichung aus N = 10 gezahlten Feldern (0,25mm x 0,25mm)
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3.4.4 Z€llidentifikation

Wie bei den unbehandelten Tieren war eine Differenzierung der einzelne Zellpopulationen
notwendig. Dies erfolgte wieder an Hand der zellspezifischen Antikorper. Die Zellen wurden

Uber Doppelfarbungen charakterisiert.

3.4.4.1 Endothelzellen

Um das Vorkommen von SHPL/SHP2 in den Endothelzellen auszuschlief3en, wurden bei
Doppelfarbungen die Endothel zellen mit Enos markiert. Ein Vorkommen von SHPL/SHP2 in
den Endothelzellen der Leber bei MTX-behandelten Tieren konnte im Lichtmikroskop
ausgeschlossen werden (Abbildung 18).

Abb. 18:Leber einer behandelten Ratte. Doppelfarbung mit SHP1/SHP2 (rUn) und Enos as
spezifischer Endothelzellmarker (rot). Es findet sich, wie auch beim unbehandelten

Tier, keine Doppelmarkierung der Endothel zellen.

3.4.4.2 | dentifikation der 1to- und Kupffer-Zellen

Die weitere Differenzierung der reaktiven Zellen erfolgte mit dem Antikdrper gegen
Vimentin. Wie zuvor bei den unbehandelten Tieren waren alle Vimentin-positiven Zellen
auch SHPL/SHP2 positiv.

Somit kann davon ausgegangen werden, dal3 alle Kupffer- und Ito-Zellen SHP1/SHP2

exprimieren. Vergleiche dazu Abbildung 19.

74



Abb. 19: Leber einer mit MTX behandelten Ratte. Doppelfarbung mit Vimentin (rot) und
SHP1/SHP2 (grin). Zellen, die mit beiden Antikorpern reagieren, erscheinen gelblich
geférbt.

3.4.4.3 Kupffer-Zellen

Zur Absicherung dieser Beobachtung wurden, wie bel den unbehandleten Lebern, die
Kupffer-Zellen mit Antikdrpern gegen ED-1, ED-2 und OX-6 identifiziert, ferner wurden
Doppelfarbungen mit der SHPL/SHP2 durchgefihrt.

Dies bestétigte, dal3 alle Kupffer-Zellen auch eine positive Immunreaktion fir den
SHP1/SHP2-Antikorper zeigen.

Die bei den unbehandelten Tieren beschriebene periportale Haufung von SHP1/SHP2-
positiven Kupffer-Zellen findet sich auch bei den MTX-Tieren. Exemplarisch fur die Kupffer-
Zellen werden nur die Parallelfarbungen fur ED1 und SHPL/SHP2 dargestellt, dasie fir OX-6
und ED2 das gleiche Muster ergeben (Abbildung 20).
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Abb. 20: Leber einer mit MTX behandelten Ratte. Doppelfarbung.
A) Reaktion SHPL/SHP2 (grin) und ED1 als spez. Kupffer-Zellmarker (rot).
B) Reaktion SHP1/SHP2 (griin) und ED2 als spez. Kupffer-Zellmarker (rot).
C) Reaktion SHPL/SHP2 (griin) und OX-6 als spez. Kupffer-Zellmarker (rot)
Alle drei Reaktionen zeigen eine spezifische Doppelférbung fir die Kupffer-Zellen.
Durch die Doppelféarbung zeigen die Kuffer-Zellen eine gelb-orange Farbung.

Die Gesamtzahl der Kupffer-Zellen hat sowohl perivents as auch periportal gering
abgenommen. (Tabelle 14)
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Ratte AK L okalisation X%S
ED-1 13,2+ 1,75
MTX- ED-2 Periportal 13,7+ 0,95
Tier 1 ED-1 11,1+ 0,88
ED-2 Perivends 12,1+ 1,20
ED-1 13,3+ 1,77
MTX- ED-2 Periportal 12,0+ 1,15
Tier 2 ED-1 10,6 £
ED-2 Perivends 9,70+ 0,67
ED-1 14,0+ 1,33
MTX- ED-2 Periportal 13,9+ 1,29
Tier 3 ED-1 9,20+ 1,87
ED-2 Perivends 9,90+ 0,74
ED-1 129+ 1,29
MTX- ED-2 Periportal 13,3+1,34
Tier 4 ED-1 10,3+1,25
ED-2 Perivends 9,90+ 1,20
ED-1 13,0+ 141
MTX- ED-2 Periportal 13,2+ 0,79
Tier 5 ED-1 9,90+ 0,88
ED-2 Perivends 9,80+ 1,03
ED-1 13,8+ 1,23
MTX- ED-2 Periportal 12,6+ 1,26
Tier 6 ED-1 11,4+ 0,97
ED-2 Perivends 10,3+ 1,57

Tabelle 14: Quantitative Auswertung ED-1- und ED-2-positiver Zellen. in periportalen und
perivendsen Bereichen des Acinus; behandeltes Tier. Mittelwert und
Standardabweichung aus N = 10 gezahlten Feldern (0,25mm x 0,25mm)

3.4.4.4 Ito-Zellen

Die Ito-Zellen wurden mit Antikorpern gegen GFAP und Desmin identifiziert.

Wie zuvor bei den unbehandelten Tieren zeigte sich erneut, dal3 ale as Ito-Zellen
identifizierten Zellen SHP1/SHP2-positiv sind.
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Ratte AK L okalisation XS

Periportal 139+1,10
MTX —Tier 1 | Desmin/ GFAP

Perivends 12,6+ 1,17

Periportal 12,9+ 0,99
MTX —Tier 2 | Desmin/ GFAP

Perivends 125+1,08

Periportal 14,0+ 0,94
MTX —Tier 3 | Desmin/ GFAP

Perivends 11,9+1,91

Periportal 13,0+ 1,56
MTX —Tier 4 | Desmin/ GFAP

Perivends 11,6 + 0,97

Periportal 12,1+ 0,99
MTX —Tier 5 | Desmin/ GFAP

Perivends 11,0+ 1,05

Periportal 13,1+ 2,23
MTX —Tier 6 | Desmin/ GFAP

Perivends 10,8+ 0,79

Tabelle 15: Quantitative Auswertung Desmin/GFAP-positiver Zellen in periportalen und
periventsen Bereichen des Acinus; behandeltes Tier. Mittelwert und
Standardabweichung aus N = 10 gezahlten Feldern (0,25mm x 0,25mm)

Eine deutliche zonale Verteilung der Ito-Zellen bel behandelten Tieren war nicht vorhanden.
Im Vergleich zu den unbehandelten Tieren ist eine geringe periportale Haufung der Ito-Zellen
bei den behandelten Tieren zu erkennen, wahrend ihre Anzahl bel den behandelten Tieren
perivends gering abgenommen hat. Die Gesamtzahl der Ito-Zellen blieb konstant. Wie spéter
gezeigt, wird sind diese Verdnderungen nicht statistisch relevant. Siehe Tabelle 15.

Um wie auch bei den unbehandelten Tieren eine Aussage Uber den Aktivierungszustand der
Ito-Zellen treffen zu konnen, wurde eine zusétzliche Inkubation mit einem Antikdrper gegen
das Smooth-muscle-actin in Kombination mit dem Antikdrper gegen die SHP1/SHP2
durchgefihrt.
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Die Ito-Zellen wiesen ein sehr deutliches Signal fir Smooth-muscle-actin auf, wobei dasselbe
Vertellungsmuster wie bei der Desmin-/GFAP-Farbung vorlag. Jede mit dem Antikorper

gegen das Smooth-muscle-actin reaktive Zelle war SHP1/SHP2 positiv.

Abb. 21: Leber einer MTX-behandelten Ratte. Doppelfarbung. Desmin/GFAP (Texas-Rot,
rote Fluoreszenz), SHP1/SHP2 (FITC, griine Fluoreszenz).
Die doppelt markierten Zellen erscheinen gelb (a). Nach wie vor sind auch nur
SHP1/SHP2-markierte Zellen zu erkennen, die, wie in den anderen Farbungen gezeigt,
den Kupffer- und NK-Zellen entsprechen (b).

Abb 22: Leber einer MTX-behandelten Ratte. Doppelfarbung Re~ktion mit polyklonalem
Antikorper gegen SHPL/SHP2 und Reaktion mit Antikdrper gegen Smooth-muscle-
actin. Es zeigte sich hier im Vergleich zum unbehandelten Tier eine deutlich
stérkere Farbung. Dies spricht fUr einen deutlich gesteigerten Aktivitdtszustand der
Ito-Zellen unter der MTX-Behandlung.
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3.4.4.5 Natural-Killer-Zellen (NK-Zéellen)

Nach einer MTX-Behandlung der Tiere waren die NK-Zellen — identifiziert mittels 3.2.3-
Antikorper - wie bel den unbehandelten Tieren SHPL/SHP2-positiv. Analog zu den
unbehandelten Tieren war kein zonales Verteilungsmuster festzustellen (Abbildung. 23).

Die Zahl der im Schnitt detektierten NK-Zellen nach der MTX-Behandlung hat sich im
periportalen und perivendsen Bereichen des Acinus ungefahr verdoppelt (Tab. 16).

Ratte AK Lokalisation XS

Periportal 3,70+ 1,34
MTX —Tier 1 3.2.3.

Perivends 3,10+ 0,74

Periportal 340+1,78
MTX —Tier 2 3.23.

Perivents 1,50+ 0,97

Periportal 2,70+ 1,34
MTX —Tier 3 3.23.

Perivents 1,80+ 1,14

Periportal 330+£1,34
MTX —Tier 4 3.23.

Perivents 1,60 + 0,84

Periportal 2,50+ 0,85
MTX —Tier 5 3.23.

Perivents 2,10+ 1,20

Periportal 2,80+1,32
MTX —Tier 6 3.2.3.

Perivents 1,80 £ 0,63

Tabelle 16: Quantitative Auswertung 3.2.3 (spezifischer NK-Zell-Marker) positiver Zellen. In
periportalen und perivendsen Bereichen des Acinus; behandeltes Tier. Mittelwert und
Standardabweichung aus N = 10 gezahlten Feldern (0,25mm x 0,25mm)
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Abb. 23: Leber einer MTX-behandelten Ratte. Doppelféarbung, Reaktion mit polyklonalem
Antikérper gegen SHP1/SHP2 und Reaktion mit Antikdrper gegen 3.2.3 (spezifischer
NK-Zellen-Marker). Die doppelt markierte NK-Zelleist mit einem Pfell markiert.

3.5 Isolation der Endothel- und Kupffer-Zellen am
Methotrexat Tier

Vordringlich erfolgte die Isolation der Kupffer-Zellen. Verfahrensbedingt war es nicht
madglich, ale Endothelzellen zu isolieren, so dal3 trotz umgekehrter Verhaltnisse in situ mehr

Kupffer-Zellen isoliert wurden.

3.5.1 Endothelzellen

Aus MTX-Tieren isolierte Endothelzellen wurden sowohl lichtmikroskopisch als auch
biochemisch aufgearbeitet. Dabei konnten aus dem MTX-Tier 7 6,02 x 10° Endothelzellen
und aus MTX-Tier 8 8,2 x 10° Endothelzellen gewonnen werden.

Wie zuvor bei den Schnitten wurde zur ldentifikation der Endothelzellen wieder der
endothel spezifische Antikorper Enos eingesetzt.

Die im Eluat gewonnen Zellen konnten as Endothelzellen identifiziert werden (Enos-
Reaktion) und wiesen, wie schon bei den unbehandelten Tieren, keine Farbung mit dem
Antikorper gegen SHP1/SHP2 auf. Siehe Abbildung 24.
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Abb. 24: Isolierte Endothelzellen. Keine Fluoreszenzreaktion mit SHP1/SHP2 (A). Reaktion
mit Enos (B) als spezifischem Endothel zelImarker.

3.5.2 Kupffer-Zellen

Nach der Elutriation der Endothelzellen wurden die Kupffer-Zellen eluiert. Dabel konnten aus
dem MTX-Tier 7 10,6 x 10° Kupffer-Zellen und aus MTX-Tier 8 15,4 x 10° Kupffer-Zellen
gewonnen werden. Die Zellen wurden sowohl fir biochemische als auch lichtmikroskopische
Untersuchungen aufgearbeitet.

Zur ldentifikation der Zellen als Kupffer-Zellen wurde der ED-2-Antikérper verwendet. Nach
positiver Identifikation erfolgte die Doppelfarbung mit SHPL/SHP2 und ED-2.

Der Untersuchungsbefund an den Gefrierschnitten der Leber bestétigte sich auch an den
isolierten Zellen. Jede der ED-2-positiven Zellen wies auch eine positive Immunreaktion mit
dem Antikorper gegen SHP1/SHP2 auf. Siehe Abbildung 25.

ADbb.25: Isolierte Kupffer-Zellen. Fluoreszenzreaktion mit SHPL/SHP2 (A). Reaktion mit
OX-6 (B) as spezifischem Kupfferzellmarker.
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3.6 Biochemische Unter suchungen am Methotrexat-Tier

3.6.1 Aktivitatsbestimmung der Phosphatase

3.6.1.1 L eberhomogenate

Wie zuvor bei den unbehandelten Tieren wurden auch Untersuchungen zur Gesamt-
phosphataseaktivitdt an homogenisierten Leberproben durchgefiihrt. Die Leber der beiden
untersuchten Tiere, die ebenfalls mit 7,5mg MTX i.p. behandelt wurden, wiesen im Vergleich
zu den unbehandelten Tieren keine grof3en Unterschiede in der Gesamt-Tyrosin-Phosphatase-
aktivitét auf. Siehe Tabelle 17.

Proteingehalt Tyrosin- . . . .
Tier Uberstand | Uberstand | Uberstand | Uberstand
mg/mg Gewebe | Phosphatase-
o 1 [ [l Y
Aktivitat
MTX- pmol/min x ml 2640 218 1950 380
. 3,84
Tier 7
pmol/min x mg 688 56,8 508 99
MTX- pmol/min x ml 2470 247 2100 402
2,93
Tier 8
pmol/min x mg 843 84,3 717 137

Tabellel7: Aktivitédten der PTP in Leberhomogenaten MTX-behandelter Ratten (Bestimmung

der Aktivitéten nach Cerenkow).

3.6.1.2 Isolierte Zellen

Die biochemischen Untersuchungen der Endothel- und Kupffer-Zellen wurden mit den
homogenisierten Zellen durchgefihrt. Es erfolgte zunéchst die Proteinextraktion aus den

Zellsuspensionen, diese sind nach Zellart und Tier getrennt.

3.6.1.2.1 Endothelzellen

Fir Proteingehalt und Tyrosin-Phosphataseaktivitédt der Endothelzellen siehe Tabelle 18.
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Tyrosin . . - .
Tier | Proteingehalt Uberstand | Uberstand | Uberstand | Uberstand
/ma Geweb Phosphatase
mg/mg Gewebe 1 I 1 Y
Aktivitéat
i 1131
MTX- Pmol/min x ml 1373 228 120
Tier 9 3,29
Pmol/min x mg 417 69 343 36
. 479
MTX- Pmol/min x ml 515 96 54
Tier 10 1,85
Pmol/min x mg 278 52 259 29

Tabelle 18: Aktivitaten der Tyrosin- Phosphatase isolierter Endothelzellen, (Bestimmung der
Aktivitéten nach Cerenkow).

3.6.1.2.2 Kupffer-Zellen

Fir die Kupffer-Zellen ergaben sich folgende Werte:

_ Uberstand | Uberstand | Uberstand | Uberstand
Proteingehalt
Tier | mg/mg Gewebe 1 I H v
MTX- pmol/min x ml 3753 160 1656 308
Tier 9 47
pmol/min x mg 798 34 352 65
MTX- pmol/min x ml 4062 630 1247 510
Tier 10 5,58
pmol/min x mg 728 113 224 91

Tabelle 19: Aktivitdten der Tyrosin-Phosphatase isolierter Kupffer-Zellen (Bestimmung der
Aktivitéten nach Cerenkow).



3.6.2 SDS-Page

Zur GrolRenbestimmung der Protein-Phosphatasen wurde das SDS-Page-Verfahren
herangezogen. Wie zuvor bei den Zellen aus unbehandelten Tieren wurde ene
semiquantitative Auswertung der Blots durchgefihrt. Eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse
zwischen Endothel- und Kupffer-Zellen ist nicht gegeben, da es sich bei den Untersuchungen
um unterschiedliche Blots handelt und nur die Ergebnisse aus ein und demselben Arbeitsgang

miteinander vergleichbar sind.

3.6.2.1 Endothelzellen

Bei den Endothelzellen der behandelten Tiere (Abbildung 26) 183 sich nur bel den Extrakten
fur die 10diche Proteinfraktion eine starke Bande bel 68/72kDa (Abbildung 26 Linie 1)
nachweisen. Fir die Extrakte aus der membrangebundenen Proteinfraktion (Abbildung 26

Linie 2) findet sich eine leichte Bande.

Endothelzellen

MTX Tier 9 | MTX Tier 10I
T 1
kDa 1 2 1 2

116-
97-

66- e | — —

45-

29-

Abb. 26: SDS-Page isolierter Endothelzellen. Fir die SDS-Pages wurden jeweils das erste
Proteinextrakt der |6dlichen Proteinfraktion (Linie 1) und der membrangebundenen

Proteinfraktion (Linie 2) verwendet.

Die sich anschlieffende semiquantitative Auswertung der Blots zeigte, dal3 die Tyrosin-
Phosphataseaktivitét der |6slichen/zytosolischen Proteinfraktion der Endothel zellen des MTX-
Tieres9 556Units/mg Protein betragt. Fur das MTX-Tier 10 betrégt dieser Wert 378Units/mg
Protein. Extrakt 111 (unl6sliche/membrangebundene Proteinfraktion, Linie 2) konnte nicht

semiquantitativ ausgewertet werden, da sich hier nur eine sehr schwache Bandenfarbung bei
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68 kDa im SDS-Page zeigte, obwohl alle sechs Blots auf dem gleichen Gel und somit unter

gleichen Voraussetzungen liefen.

3.6.2.2 Kupffer-Zellen

Fur die Kupffer-Zellen wurde nach dem gleichen Prinzip verfahren. Der SDS-Page zeigt ein
dhnliches Verteilungsmuster, wie es sich auch bei den Endothelzellen fand. Ein breiter
Bandenkomplex zeigte sich unterhalb der 66kDa-Marke fir die jeweils ersten Extrakte, also
die 16sliche Proteinfraktion (Linie 1 Abbildung 27). Sowohl fur die I6sliche als auch fur die
membrangebundene Proteinfaktion findet sich eine scharfe spezifische Bande fur SHP1/SHP2
bei 68/72kDa, Abbildung 27.

Kupfferzellen

| MTX Tier 9I | MTX Tier 10I

kba 1 2 1 2

97-

66_ | —— ——— - o ——
- —

45-

29-

Abb. 27: SDS-Page isolierter Kupffer-Zellen. Fir die SDS-Pages wurden jeweils das erste
Proteinextrakt der 16slichen Proteinfraktion (Linie 1) und der membrangebundenen
Proteinfraktion (Linie 2) verwendet.

Die semiquantitative Auswertung des SDS-Page von Kupffer-Zellen ergab eine Tyrosin-
Phosphataseaktivitét der 16slichen Proteinfraktion der Kupffer-Zellen des MTX-Tieres 9 von
391Units/mg Protein. Die Phosphataseaktivitat der aus den unldslichen Zellkompartimenten
gewonnenen Proteinmenge betragt bel MTX-Tier 9 253Units/mg Protein.

Fur das MTX-Tier 10 betragen diese Werte fur die 16sliche Komponente 1074Units/mg

Protein, fur die unldsliche Komponente 531Units/mg Protein.
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3.7 Vorkommen der SHP-Subtypen SHP1 und SHP2in

den Parenchym- und Non-Parenchymzellen der L eber

Zur weiteren detaillierten Analyse wurden dann monoklonale Antikdrper gegen SHP1 und
SHP2 eingesetzt. Die biochemischen Untersuchungen waren schon mit den monoklonalen
Antikorpern durchgeftihrt worden, so dal3 noch eine Verifizierung der lichtmikroskopischen
Ergebnisse ausstand. Es erfolgte daher im weiteren Verlauf eine detaillierte Analyse des SHP-
Typs in den Non-Parenchymzellen. Hierzu wurden an drel Tieren exemplarisch, mittels
typspezifischer monoklonaler SHP-Antikorper, Immunreaktionen durchgefihrt. Da sowohl
die monoklonalen Antikorper gegen SHP1 und SHP2 as auch die Antikorper zur
Zellidentifizierung in der Maus exprimiert wurden, mul3te eine Doppelfarbung mit einer
Kombinationstechnik aus verstdrktem DAB und Fast-Red erfolgen. In den nachfolgenden
Abbildungen ist der monoklonale Antikorper gegen SHP1, SHP2 jeweils mit DAB
nachgewiesen (braun/schwarz), der Antikorper zur Zellidentifizierung wurde mit Fast-Red
(rot) sichtbar gemacht. Zur optischen Verstéarkung des Farbkontrastes auf den Fotos wurden
unterschiedliche Farbfilter in den Strahlengang des Mikroskopes eingebracht. Hierbei
handelte es sich um im Mikroskop fest eingebaute Filter in den Farben Blau, Hell- und
Dunkelgrau. Die Farbreaktion am Objekt wird durch diese Filter nicht beeintréchtigt. Fur die
nachfolgenden Aufnahmen wurde daher individuell der Filter gewahlt, der optisch den besten
Farbkontrast lieferte.

Die zuvor gewonnenen Ergebnisse konnten durch die Farbungen mit den monoklonalen
Antikorpern bestétigt werden. Die einzelnen Zellpopulationen der Non-Parenchymzellen
weisen jeweils eine Doppelfarbung mit DAB und Fast-Red auf.

3.7.1 Unbehandelte Tiere

3.7.1.1 Kupffer-Zellen

Es wurden Farbungen sowohl mit ED-1- als auch ED-2-Antikorpern durchgefihrt. Wie zuvor
war auch hier ein identisches Muster der Kupffer-Zell-Verteilung zwischen ED-1 und ED-2
zu beobachten. Exemplarisch fur die Kupffer-Zellen zeigt Abbildung. 28 eine ED-1- SHP1-
und ED-1- SHP2-Kolokalisation in diesen Zellen.
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Abb. 28: Unbehandeltes Tier. Doppelféarbung mit SHP1 monoklonal (A) bzw. SHP2
monoklonal (B) (schwarz-bréaunliche DAB-Farbreaktion) und ED-1 as spezifischer
Kupffer-Zellmarker (rote Farbreaktion des Fast-Red). Gegenfarbung mit Methylen-
Blau. Die Kupffer-Zellen weisen eine Doppelmarkierung mit beiden Antikorpern auf
(Zellen mit Pfeilen markiert).

Doppelfarbungen wurden ebenfalls mit dem monoklonalen Antikdrper gegen SHP2 und den
Kupffer-Zellmarkern ED-1 und ED-2 durchgefihrt. Wie zuvor bei der SHP1 wies auch hier
jede Kupffer-Zelle eine Farbung mit SHP2 auf. Sowohl SHP1 als auch SHP2 kommen in den
Kupffer-Zellen vor.

3.7.1.2 Ito-Zéellen

Auch bei den Ito-Zellen konnte das zuvor gewonnene Ergebnis verifiziert werden. Es findet
sich eine Doppelfarbung dieser Zellen fur SHP1 und Desmin/GFAP. Die SHP2 konnte
ebenfalls in den Ito-Zellen Uber eine Doppelfarbung nachgewiesen werden. Siehe
Abbildung 29
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Abb. 29: Unbehandeltes Tier. Doppelfarbung mit SHP1monoklonal (A und B) und SHP2 (C)
(schwarz-braunliche DAB-Farbreaktion) und Desmin/GFAP als spezifischer Ito-
Zellmarker (rote Farbreaktion des Fast-Red). Gegenférbung mit Methylen-Blau (fur
B und C). Reaktion ohne Gegenférbung im Vergleich (A). Die Ito-Zellen weisen in
allen Abbildungen Doppelmarkierung mit beiden Antikorpern auf (Zellen mit Pfeilen
markiert). Gefarbtes Plasma der Hepatozyten mit SHP1 bzw. SHP2.

3.7.1.3 NK-Zé€llen

In den NK-Zellen konnte auf lichtmikroskopischer Ebene SHP1 und SHP2 mit monoklonalen
Antikdrpern nachgewiesen werden. Siehe hierzu Abbildung 30.
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Abb. 30: Unbehandeltes Tier. Doppelfarbung mit SHP1 monoklona (A und B) und SHP2
monoklonal (schwarz-brédunliche DAB-Farbreaktion) und 3.2.3-Antikorper as
spezifischer NK-Zellmarker (rote Farbreaktion des Fast-Red). Gegenférbung mit
Methylen-Blau (B und C). Als Vergleich (A) ohne Gegenféarbung mit Methylen-Blau.
Die NK-Zellen weisen Doppelmarkierung mit beiden Antikorpern auf (Zellen mit
Pfeilen markiert). Zytoplasma und Nukleolus der Hepatozyten SHP1-positiv

3.7.1.4 Hepatozyten

Eine positive Reaktion fur die SHPL1 findet sich aber nicht nur in den bereits beschriebenen
Zellpopulationen, sondern auch in den Hepatozyten. Das Hepatozytenplasma weist eine
feinkornige, an Vesikel erinnernde Farbung auf. Eine ebensolche feinkornige Farbung findet
sich im Nukleolus der Hepatozytenkerne.

Die Hepatozytenmembranen, Kernmembranen, Endothelien und Gefélmuskulatur weisen
keine SHP1 positive Markierung auf.

Die SHP2 weist im Vergleich zur SHP1 in den Hepatozyten eine andere Verteilung der
angeféarbten  Strukturen auf. Hier finden sich positive Reaktionen an der

Hepatozytenkernmembran. Kern und Nukleolus im besonderen sind nicht geférbt. Im
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Zytoplasma ist fur die SHP2-Form ebenfalls eine feinkdrnige Farbung zu sehen. Weiterhin
fallt eine positive Markierung der GefalRendothelien grofRerer Gefélle im Parenchym und eine
zusétzliche sporadische Anféarbung der glatten Gefal3muskulatur auf.

3.7.2MTX-Tiere

3.7.2.1 Non-Parenchymzellen

Bei den behandelten Tieren wurden die oben genannten Farbungen ebenfalls durchgefiihrt. In
den Non-Parenchymzellen ergab sich fur die SHP1 und SHP2 kein anderes
Verteilungsmuster. Auf Abbildungen wird daher verzichtet. Siehe Abbildung 31.

3.7.2.2 Hepatozyten

In den Hepatozyten war wie bel den unbehandelten Tieren die granulére Farbung des
Zytoplasmas zu sehen, nur ist sie in der Gruppe der behandelten Tiere sehr viel starker
ausgebildet.

Um den Kern der Hepatozyten findet sich bei der SHP1-Form ein heller Halo, der Nukleolus
ist weiterhin gefarbt. Zusétzlich ist nun auch noch die Zellmembran/ Gallenkapillarmembran

der Hepatozyten deutlich angeférbt.

Bei der SHP2 weist der Kern der Hepatozyten weiterhin keine Farbreaktion auf. Die an den
behandelten Tieren beschriebene Membranfarbung fir SHPL tritt bei der SHP2 nicht auf.
Endothelien grof3er Gefale und Muskulatur sind weiterhin vereinzelt SHP2-positv markiert.
Siehe Abbildung 31.
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Abb.31: Doppelféarbungen mit DAB (SHP1 monoklonal, linke Spalte und SHP2 monoklonal,
rechte Spalte) und Fast-Red mit ED-1 fur Kupffer-Zellen (A und B), Desmin/GFAP
fr I1to-Zellen (C und D), sowie 3.2.3-Antikorper fur NK-Zellen (E und F).
Es zeigt sich das oben beschriebene Verteilungsmuster der SHP1 und SHP2 unter
MTX-Behandlung.

3.8 Biochemische Unter suchungen mit monoklonalen

Antikorpern

Zusétzlich zur Lichtmikroskopie wurden an Leberhomogenaten unbehandelter Tiere Western-
Blots mit monoklonalen Antikdrpern gegen SHP1 und SHP2 durchgefthrt. Es konnte ein

V orkommen beider Enzyme in den Homogenaten nachgewiesen werden. Siehe Abbildung 19.

92



kDa EHP2 SHM

120

4 £8

Abb. 32: Western-Blot mit monoklonalen SHP1- und SHP2-Antikdrpern beim unbehandelten

Tier.

3.9 Satistik

3.9.1 Wirkung von Methotrexat auf die individuelle Zahl der Non-

Parenchymzellen

Zunéchst wurde das Vorkommen von SHP1/2-positiven Zellen in Lebern behandelter und
unbehandelter Tiere, unabhéngig von der Zuordnung der Zellen zu den einzelnen Zell-
populationen, statistisch untersucht.

Periportal liegt der Durchschnittswert fir SHPL1/2 bel Tieren, die mit Methotrexat behandelt
sind, mit 22,80 deutlich unter dem arithmetischen Mittel der unbehandelten Kontrolltiere
(26,77). Das Maximum der Experimentalgruppe liegt mit 23,9 deutlich unter dem Minimum
der Kontrollgruppe (26,1). Die Werteverteilungen beider Gruppen tberschneiden sich also
nicht. Alle behandelten Ratten haben periportal niedrigere Werte als alle unbehandelten
Versuchstiere. Dieser schon deskriptiv deutliche Unterschied beider Gruppen zeigt sich auch
inferenzstatistisch. Bei einer Wahrscheinlichkeit von P° = 0,012 wird das festgesetzte
Singnifikanzniveau von &8 = 0,05 unterschritten. Der Unterschied zwischen behandelten und
unbehandelten Versuchstieren ist statistisch bedeutsam.

Die durchschnittlichen MefRergebnisse fir beide Gruppen in der periventsen Zone liegen mit
einem arithmetischen Mittelwert von 16,68 bei behandelten und 16,63 bel unbehandelten
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Tieren vergleichsweise enger zusammen. Gleichzeitig finden sich fir alle Methotrexat-Tiere
Kontrolltiere mit kleineren oder grofReren SHP1/2-Werten. Demgemald fuhrt der Fisher-
Pitman-Randomisierungstest zu keinem signifikanten Befund (P~ = 0,869).

Im Anschlul3 daran wurden die statistischen Auswertungen getrennt nach den einzelnen
Zéellpopulationen durchgefihrt.

3.9.2 SHP1/SHP2-markierte Zellen

3.9.2.1 Kupffer-Zelen

Die periportalen ED-1-Messungen fur Kupffer-Zellen zeigen einen bedeutsamen Unterschied
zwischen Experimental- und Kontrollgruppe (P = 0,012). Der Mittelwert fir MTX-Tiere
betragt 13,37, der fur die unbehandelten Tiere 15,43. Das Maximum von 14,0 in der
Methotrexat-Gruppe liegt unter dem Minimum der Kontrollgruppe (14,9). Beide Verteilungen
Uberschneiden sich also nicht; alle behandelten Tiere haben periportal weniger Kupffer-Zellen
als unbehandelte Tiere.

Perivenos ist kein signifikanter Unterschied nachweisbar (P° = 0,119). Zwar félt der
Mittelwert der behandelten Tiere mit 10,42 geringer aus als der der Kontrollgruppe (11,27),
doch Uberschneiden sich beide Werteverteilungen nicht unerheblich. Der grofdte Wert der
behandelten Tiere liegt bel 11,4, der kleinste Wert der unbehandelten Tiere bei 11,0.

Die Messungen fur Kupffer-Zellen Gber ED-2 fuhren zu sehr dhnlichen deskriptiven

Statistiken und zu exakt den gleichen inferenzstatistischen Entscheidungen.

Periportal haben MTX-Tiere ein Mittel von 13,12 mit einem Minimum von 12,0 und einem
Maximum von 13,9. Die Kontrolltiere haben eine durchschnittliche Zellanzahl von 15,33
(Minimum = 15,0; Maximum = 15,6). Der Unterschied der Anzahl von Kupffer-Zellen
(ED-2) zwischen Experimental- und Kontrollgruppe ist signifikant (P* = 0,012).

Perivends kommt es auch bei ED-2 zu keinem signifikanten Befund (P = 0,131). Behandelte
Tiere haben hier einen Mittelwert von 10,28 (Minimum = 9,7; Maximum = 12,1). Sie
variieren in einem Wertebereich, der die Meldergebnisse der Kontrolltiere einschliefdt
(Mittelwert = 11,27; Minimum = 10,8; Maximum 11,8).

3.9.2.2 Ito-Zellen

Die durchschnittliche Anzahl der Ito-Zellen unterscheidet sich sowohl in der periportalen als

auch in der periventsen Zone der Leber zwischen Experimental- und Kontrollgruppe
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statistisch nur unbedeutend. Die Fisher-Pitman-Tests fuhren periportal zu einer
Wahrscheinlichkeit von P* = 0,833 und perivends zu P = 0,119. Beide Werte sind grof3er als
3 = 0,05. Die Nullhypothesen werden beibehalten.

Deskriptiv haben die MTX-Tiere periportal einen Mittelwert von 13,17. Minimum und
Maximum liegen bei 12,1 bzw. 14,0. Die durchschnittliche Anzahl von Ito-Zellen ist bei den
Kontrolltieren 13,30. Minimum und Maximum betragen 13,0 und 13,5.

Perivends werden bel behandelten Tieren durchschnittlich 11,73 Ito-Zellen gemessen
(Minimum = 10,8; Maximum = 12,6). Der Mittelwert der unbehandelten Tiere ist 12,57
(Minimum = 12,1; Maximum = 13,1).

3.9.2.3 Natural-Killer-Zellen

Im periportalen Bereich haben die behandelten Tiere durchschnittlich 3,07 Naturliche
Killerzellen pro Messung. Dies sind mehr als bel den unbehandelten Tieren (Mittelwert =
1,43). Dartiber hinaus haben alle behandelten Tiere eine grofere Anzahl von Killerzellen
(Minimum = 2,5) als alle unbehandelten Tiere (Maximum = 1,5). Die Mittelwerte beider
Gruppen unterscheiden sich statistisch signifikant (P* = 0,012).

Perivenos fallt der Befund im gleichen Sinne aus. Die behandelten Tiere haben
durchschnittlich mehr Natirliche Killerzellen (Mittelwert = 1,98) als die unbehandelten
Versuchstiere (Mittelwert = 1,17). Dieser Unterschied ist statistisch bedeutsam (P° = 0,012).
Alle MTX-Tiere haben mehr Killerzellen (Minimum = 1,5) als ale Kontrolltiere (Maximum
=1,2).

Zusammenfassend zeigt sich ein heterogener Befund fur die Wirkung der Behandlung mit
Methotrexat auf verschiedene Zelltypen in unterschiedlichen Zonen der Leber. Zum einen
fuhrt die Gabe von Methotrexat in der periportalen Zone der Leber der behandelten Gruppe zu
einer geringeren Anzahl von SHP1/2 und Kupffer-Zellen gegentiber der Kontrollgruppe.
Perivenos &3t sich allerdings kein Effekt nachwei sen.

Des weiteren ist fUr die Ito-Zellen gar keine Behandlungswirkung nachweisbar. Sowohl
periportal als auch perivends sind die beobachteten Unterschiede beider Gruppen
inferenzstati stisch unbedeutend.

Schliefdich findet sich hinsichtlich der Nattrlichen Killerzellen sowohl periportal als auch
perivents eine signifikante Wirkung des Medikaments. In beiden Zonen der Leber ist die
Anzahl der NatUrlichen Killerzellen hoher bei Behandlung mit Methotrexat alsim Normaltier.
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4 Diskussion

Ziel der hier vorgelegten Arbeit war es, das Vorkommen der PTP-asen in der Leber der Ratte
zu untersuchen sowie deren mdgliche Anderungen unter dem EinfluR von Methotrexat zu
beschreiben. Die Untersuchungen erfolgten mittels verschiedener polyklonaler Antikorper,
die einerseits sowohl die PTP1B und die T-Zell-PTP erkennen bzw. sowohl die SHP1 als
auch die SHP2-Form erkennen, da die jewelligen Enzympaare bis auf ihre katalytischen
Doménen eine nahezu identische Aminosauresequenz besitzen. Als Antigen diente das
gesamte Protein der T-Zell-PTP bzw. der SHP1. Im weiteren wurden dann auch monoklonale
Antikorper gegen die SHP1 und SHP2 verwendet, die die mit dem polyklonalen Antikorper
gewonnenen Ergebnisse bestédtigten und im Bezug auf die Hepatozyten zum Teil auch

erganzten.

Die Untersuchungen zur morphologischen Verteilung der PTP-asen erfolgte an
Cyrostatschnitten der Leber. Als sekundéres Nachweissystem dienten, je nach Fragestellung,
Immunfluoreszenz oder das PAP-System (Hsu et al. 1981a, b und c, Blakeslee und Baines
1976).

Mit diesen Methoden war kein Nachweis fur das Vorkommen der PTP1B bzw. T-Z€ell-PTP in
der Leber zu erbringen. Da bei den Aktivitatsbestimmungen, wie im weiteren ausgefuhrt, ein
Vorkommen der PTP 1B/T-Z€el-PTP nicht auszuschlief3en ist, ist von einem Vorkommen
unter der Nachweisgrenze unserer Fluoreszenzmethode auszugehen. In  unseren
Aktivitatsbestimmungen wird ein unspezifisches Substrat verwendet, das aber seine Préferenz
fur die PTP 1B und T-Z€ell-PTP hat. Die hohen Aktivitdten stammen daher nicht nur von der
SHP1/SHP2. Bei erfolgreicher Anwendung der Immunhistochemie sowohl mit Fluoreszenz
als auch im PAP-System fir andere Erstantikorper, ist eéin methodischer Fehler hierfir sicher
nicht verantwortlich. Als Ursache konnte ein fehlerhafter erster Antikorper in Betracht
kommen. Ebenso konnte aber auch die Methode nicht sensitiv genug sein, um die
vorhandenen Antigene sichtbar zu machen. Da es in vielen Voruntersuchungen nicht gelang,
einen lichtmikroskopischen Nachweis fur die PTP 1B/T-Z€ll-PTP zu erbringen, wurden die
nachfolgenden Untersuchungen lediglich mit dem polyklonalen Antikorper gegen die SHP1
sowie zur weiteren Differenzierung mit den monoklonalen Antikorpern gegen die SHP1 und
SHP2 durchgefiihrt.

Was die SHP1/SHP2 betraf so zeigte sich eine inhomogene Verteilung SHP1L/SHP2-positiv
markierter Zellen im gesamten Parenchym der Leber. Diese Zéllen liel3en zundchst keine
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eindeutige Zuordnung zu bestimmten Zellpopulationen der Non-Parenchym-Zellen zu. Eine
sichere Zuordnung der einzelnen positiv markierten Zellen war nur mittels Doppelimmun-

fluoreszenz mdglich (Janossy et a. 1980).

Eine erfolgreiche Farbung mit dieser Methode setzt voraus, dald die Antigene, an die die
Erstantikbrper binden, einen ausreichenden Abstand zueinander haben, da die Antikorper
sonst auf Grund lhrer Grof3e um die Bindungsstellen konkurrieren und beide Antikorper nicht
paralel binden kdnnen. Eine definitive Aussage ist dann durch eine Doppelfarbung am
gleichen Préparat nicht zu erzielen. Gleiches gilt nattrlich auch fur die Brickenantikorper und
die mit Fluoreszenzfarbstoff markierten Antikorper. Diese Voraussetzungen waren gegeben.
Somit konnte gezeigt werden, dal3 ale Non-Parenchym-Zellen auf3er den Endothelzellen

positiv reagierten.

Fir die weiterreichende Analyse des Vorkommens der SHP1 und SHP2 in den einzelnen
Zellpopulationen des Leberparenchyms wurde eine zweite Versuchsrethe mit spezifischen
monoklonalen Antikorpern gegen die SHP1 und SHP2 durchgefuhrt. Da die monoklonalen
Antikorper gegen SHP1 und SHP2 in der gleichen Spezies expremiert wurden wie die
zellpopulationsspezifischen Antikérper, konnte die Doppelfarbung nur mit Hilfe des PAP-
Systems durchgefuhrt werden.

Doppelfarbungen mit priméren Antikorpern, die in der gleichen Spezies expremiert werden,
stellen hohe Anforderungen an das Farbesystem. Zundchst gelten die gleichen
V oraussetzungen wie fur Doppelfarbungen mit zwei Erstantikorpern, die in unterschiedlichen
Spezies expremiert wurden. Zusétzlich besteht immer die Gefahr, dal3 die verwendeten
Nachweissysteme mit den Erstantikorpern kreuzreagieren. Es ist daher erforderlich, den
zuerst aufgebrachten Primarantikdrper so zu deaktivieren oder abzuschirmen, dal3 das fur den
nachsten Erstantikérper bestimmte Nachweissystem nicht an den zuerst aufgetragenen
Primarantikorper binden kann. Dies wird bei einer Farbung mit DAB (Diaminobenzidin)
ermoglicht. Der bei der Farbreaktion entstehende DAB-Komplex ist so grof3, daf3 die
Bindungsstellen des Priméarantikorpers komplett verdeckt werden. Eine weitere Reaktion mit
einem anderen Farbsystem ist durch diesen so abgeschirmten Priméarantikorper unterbunden.
Der bel der Nachweisreaktion entstandene DAB-Komplex ist im weiteren Verlauf der
Doppelféarbung areaktiv, so dal? es zu keiner Umlagerung und zu keiner Kreuzreaktion mit
dem als néchstem aufgetragenen Primarantikoérper kommen kann. Nachteil dieser Methode
ist, da’3 der entstandene DAB-Farbkomplex relativ groR3 ist. Ein Binden eines zweiten

Primérantikorpers ist daher nur maoglich, wenn sich das nachzuweisende Antigen in
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ausreichender Entfernung zum DAB-Komplex befindet, wie es hier der Fall ist (Vanes und
Brandtzaeg 1984, Falini et al. 1986). Hierdurch wird die Sensitivitét reduziert. Deshalb wurde
die Methode nur fir die Fragestellung der SHP-Differenzierung verwendet.

Eine alternative Moglichkeit der Doppelfarbung bestiinde darin, den zunéchst verwendeten
Erstantikorper durch eine enzymatische Verdauung von seiner Bindungsstelle zu 16sen oder
seine noch vorhandenen Bindungsstellen zu entfernen. Dies ist aber nur auf Kosten einer
deutlich verschlechterten Gewebeerhaltung méglich; daher wére diese Methode auf Grund der
MTX-bedingten, schlechteren Gewebeerhaltung fir diese Untersuchung nicht ensetzbar
gewesen.

Die nachfolgende Diskussion der Ergebnisse bezieht sich sowohl auf die monoklonalen
kauflich erworbenen Antikérper gegen SHP1 und SHP2 as auch auf den polyklonalen
Antikorper. Mit adlen drei Antikorpern wurden identische Lokalisationen fur SHP1 und SHP2
in den Non-Parenchymzellen der Rattenleber gefunden.

4.1 SHP1/SHP2

Bel der SHP1 und SHP2 handelt es sich um primér zytosolisch lokalisierte Phospho-Tyrosin-
Phosphatasen. Fur die SHP1 ist im aktiven Zustand eine Umlagerung an die Zellmembran
bekannt (Zhao et al. 1994). Beide Phosphatasen besitzen SH2-Doméanen und unterscheiden
sich nur in ihren nicht-katalytischen Segmenten. Die Domane erlaubt es den beiden PTP-asen
spezifisch an Molekile zu binden, die an ihren Tyrosinresten phosphoryliert sind. Die SHP1
wurde zunéchst in hamatopoetischen Zellen nachgewiesen, ein Vorkommen ist aber
mittlerweile auch in anderen Zellen, wie weiter unten ausgefihrt, beschrieben. Die SHP2 im

Gegensatz dazu ist in fast allen Zellen expremiert.

Ein paralleles Vorkommen beider SHPs ist fur die hamatopoetischen Zellinien (Yang et al.
2002, Wheadon et al. 2002) sowie in einer humanen embryonalen Nierenzellen-Linie
(HEK293) (Strack et al. 2002) beschrieben.

SHP1 und SHP2 sind an den unterschiedlichsten rezeptorvermittelten Signakaskaden
beteiligt. Sie agieren nicht direkt als Botenstoff in der Signaltransduktion, sondern greifen an
unterschiedlichen Stellen in der Signalkaskade regulatorisch ein; wéahrend der SHP1 hier eine
negativ regulatorische Wirkung zugeschrieben wird, greift die SHP2 positiv regulierend ein.
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411 SHP1

Der Nachweis der SHP1 erfolgte zunéchst in hdmatopoetischen Zellen (Shen et al. 1991,
Plutzki et a. 1992). Hier ist die SHP1 vor allem an der Regulation der durch Cytokine
ausgelosten Signalkaskaden beteiligt. Es werden sowohl die Rezeptoren als auch die
nachfolgenden Elemente der intrazelluldren Signalkaskaden an ihren Tyrosinresten
dephosphoryliert. Bei einigen hdamatopoetischen Cytokinrezeptoren wurde die SHP1 bereits
als negativer Regulator beschrieben. An erster Stelle sind hier der T-.Zell-Rezeptor, der
B-Zell-Rezeptor und die Rezeptoren fur den Macrophage-colony-stimulating-factor, den
Stem-cell-factor, Interleukin-3 und fir Erythropoetin (Sharlow et a. 1997) zu nennen.
Werden die Rezeptoren aktiviert, kommt es zu einer Dephosphorylierung der Rezeptoren oder
nachgeschalteter Signalproteine an ihren Tyrosinresten. Die SHP1 ist auch an der
Signalkaskade des 11-2 Rezeptors beteiligt. Ihre regulatorische Wirkung entfaltet sie beim
[1-2-Rezeptor durch Dephosphorylierung der dem Rezeptor assoziierten JAK-3-Kinase.
Ahnlich der Beteiligung am I1-2-Rezeptor ist die SHP1 an der T-Zell-Antigen-Rezeptor-
Signalkaskade (TCR) (Brockdorff et al. 1999) beteiligt. Fehlt die SHP1, kann es zu einer
Entartung der T-Zellen kommen, da hier die negativ regulatorische Wirkung der SHP1
entfdlt. Es kommt zu einer Persistenz der in diesen Zellen durch 11-2, TCR und vermutlich
auch durch andere Rezeptorkomplexe vermittelten Signale. Eine Entartung der T-Zellen bel
SHP1-Depletion wurde zunéchst an Mausen nachgewiesen (Brockdorff et al. 1999). Ein
Zusammenhang mit der Pathogenese von T-Zell-Lymphomen in einer konzertierten Aktion
mit anderen rezeptorkomplexvermittelten Signalen (Zhang et a. 2000) wurde spater
hergestellt.

Neben der Beteiligung an den Signalkaskaden in den T-Zellen ist die SHP1 an der
Differenzierung der Erythrozyten beteiligt (Sharlow et a. 1997). Ihr kommt bei der
Hamatopoese eine wichtige Rolle zu, da sie negativ regulierend in die Signalkaskade der
erythropoetinvermittelten Erythrozytendifferenzierung eingreift. Die SHP1 ist mit dem EPO-
Rezeptor assoziiert und reguliert hier mitogene Signale negativ. Dabei gibt es zwei EPO-
aktivierte Signalkaskaden. Es handelt sich hier zum einen um das JAK/STAT-System, zum
andern um das MAPK-System, die die Transkriptionssignale Ubertragen. Des weiteren wirkt
die SHP1 an den Signalkaskaden mit, die an der Unterdriickung der Apoptose beteiligt sind
(Bittorf et al. 1999).

Die Aktivitéat der SHP1 und die der Serin/Threonin-Phosphatasen-PP2A, -B und -C reguliert
zusammen mit Proteinkinasen as Gegengewicht die Phosphorylierung  der
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Transkriptionsfaktoren. Dabei ist die Phosphorylierung der Transkriptionsfaktoren Teil der
Signalkaskade in glatten Muskelzellen von Gefélen als Antwort auf Wachstumsstimul atoren.
Octerotid als ein Somatostatin-Analogon stimuliert die Phosphataseaktivitét und unterbindet
das Zellwachstum (Yamashita et al. 1999). Wird bei Tumorzellen der Somatostatinrezeptor
aktiviert, so wird das Wachstum von Tumorzellen direkt und durch Blockade der mitogenen
Signalkaskaden inhibiert. Dadurch kommt es zu einem Wachstumsstopp und zur Induktion
von Apoptose in den betroffenen Zellen. Wahrend dieses Prozesses kommt es zu einer
Translokation der SHP1 vom Zytosol an die Membran (Patel et al. 1996).

Die SHP1 spielt auch bei der negativen Regulation des I1-4-Rezeptors eine wichtige Rolle
(White et al. 2001).

Waéhrend die SHP1 in den hamatopoetischen Zellen viele Cytokin-Rezeptor-Signalkaskaden
negativ reguliert, sind die genaue Funktion und die nétigen Substrate in den nicht
hadmatopoetischen Zellen nicht bekannt. Nachgewiesen wurde die SHP1 vor alem in
malignen epithelialen Zellinien. Ein Nachweis konnte des weiteren auch in Leberkrebs-
Zellkulturen (Saito et al. 1996), in Pankreaskrebs-Zellkulturen (Morisset et al. 1998) und in
Hepatozyten-Zellkulturen (Ram und Waxman 1997) gefihrt werden. Ebenso kommt die
SHP1 in den Zellen der CCL39 Zellinie vor. Es handelt sich dabei um eine Fibroblasten-
Zellinie der Lunge. In diesen Zellen wurde die SHP1-Aktivitét signifikant durch Insulin
gesteigert, anderte sich jedoch nicht unter dem Einflul3 von PDGF (platelet derived growth
factor). Eine erhdhte Phosphorylierung der SHP1 wurde jedoch als Reaktion auf beide Stoffe
gefunden (Rivard et al. 1995).

Yu Z et al. zeigten 1998 die Assoziation der SHP1 mit dem tyrosinphosphorylierten PDGF-
Rezeptor und der p85-Untereinheit der Phosphatidylinositol-3-Kinase in MCF-7
(estrogenrezeptorpositive Brustkrebs-Zellinie) und TRMP (Trachealepithel Zellinie) Zellen.
Dabel interagiert die SHP1 unabhéngig sowohl mit p85-Rezeptor als auch mit dem PDGF-
Rezeptor.

In diesen Zellen wurde die SHP1-Aktivitdt signifikant durch Insulin gesteigert, anderte sich
jedoch nicht unter dem Einflufl3 von PDGF. Eine erhthte Phosphorylierung der SHP1 wurde
jedoch al's Reaktion auf beide Stoffe gefunden.

Die SHP2-Aktivitat wurde dagegen nur gering durch Insulin gesteigert, aber signifikant durch
PDGF reduziert, obwohl die Tyrosin-Phosphorylierung als Reaktion auf diesen Agonisten
gesteigert wurde (Rivard et al. 1995).
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4111 Kupffer-Zellen

Weiterhin fand sich eine positive Reaktion der Kupffer-Zellen. Dies erscheint schllssig, da
die Kupffer-Zellen ortsstdndige Makrophagen in der Leber sind. Als Makrophagen
entstammen sie dem Knochenmark. Sie proliferieren und reifen unter dem Einfluld
verschiedener spezifischer Mediatoren. Zu diesen Mediatoren gehdren der Macrophage-
colony-stimulating-factor, der Granulocyte/Macrophage-stimulating-factor Interleukin-3 und
Interleukin-4. Die endgtiltige Differenzierung der Makrophagen in ihre einzelnen Subtypen
scheint auch durch topologische Faktoren beeinflusst zu sein (Decker 1990). Trotz ihrer
Diversitdt haben die Makrophagen vier Gemeinsamkeiten: Sie prasentieren Antigene,
phagocytieren, vermitteln unspezifische Immunreaktionen und “starten biochemische

Angriffe’.

Kupffer-Zellen verfligen tUber Rezeptoren fur 11-3 sowie fir die anderen oben genannten
Faktoren. Diese sind allesamt mit der SHP1 assoziiert. Dies wird durch die hier vorgelegten
Befunde belegt. Die Reaktion der SHP1 ist eindeutig im Zytoplasma der Kupffer-Zellen
lokalisiert. Die SHP1 verhindert in Makrophagen eine Uberschief3ende Reaktion nach einer
Stimulation mit dem Colony-stimulating-factor (Yeung et a. 1992). Dies gilt wohl auch fir
Kupffer-Zellen. Fir den 1l-3-Rezeptor gilt, da3 die SHP1 in die interleukinvermittelte
Wachstumssteuerung eingreift, wodurch die Wirkung der Wachstumssignale begrenzt wird.
Dies geschieht Uber eine Dephosphorylierung der zytosolischen Komponente des I1-3-
Rezeptors und der Jak2-Kinase. So wird erreicht, dal3 der Rezeptorkomplex in Abwesenheit
des Wachstumsfaktors nicht kontinuierlich stimuliert ist. Auch einer solchen Regulation
muen Kupffer-Zellen unterworfen sein, da es sonst zu einem unkontrollierten Wachstum der
Kupffer-Zellen kommen wirde. Angata et a. fuhrten (2002) den indirekten Beweis, dal3
SHP1 oder auch SHP2 in den Kupffer-Zellen vorkommen mif3en. Ihnen gelang es, Siglec-11
zu klonen und zu charakterisieren. Hierbei handelt es sich um ein Lectin aus der Reihe der
Immunoglobuline. Wie auch andere Proteine aus dieser Untergruppe wird Siglec-11 an
seinem Tyrosin-Rest der zytosolischen Doméane phosphoryliert und dephosphoryliert. Dies
geschieht durch die SHP1 und SHP2. Siglec-11 konnte nicht in den peripheren Leukozyten,
aber in Gewebemakrophagen wie den Kupffer-Zellen nachgewiesen werden. Ein direkter

Nachweis der SHP1 in den Kupffer-Zellen erfolgte jedoch nicht durch diese Gruppe.
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4112 lto-Zellen

Bei den Ito-Zellen handelt es sich um die fettspeichernden Zellen der Leber. Ein Vorkommen
der SHP1 in den Ito-Zellen ist noch nicht beschrieben. Mit den Doppelimmunférbungen im
DAB/Fast-Red-System ist ein eindeutiger Nachweis der SHP1 in diesen Zellen gelungen. Das
Vorkommen der SHP1 in diesen Zellen erstaunt um so mehr, da bis auf wenige Ausnahmen
die SHP1 nur in Zellen des blutbildenden Systems vorkommt. Hier wirkt die SHP1 als
negativer Regulator der EPO-induzierten Erythrozytendifferenzierung (Sarlow et al. 1997).
EPO wird in der Niere in den peritubularen Typ 1-Fibroblasten produziert. Auch in der Leber
sind unter bestimmten Umstdnden Fibroblasten sowie die Hepatozyten Ort der EPO-
Expression. Die unter anderem daflr essentielle 5 Nucleotidase (5 NT) findet sich sowohl in
den Typ 1-Fibroblasten der Niere as auch in den Ito-Zellen der Leber (Bachmann und
Ramasubbu 1997). Die SHP 1 ist, wie oben beschrieben, mit dem EPO-Rezeptor assoziiert.
EPO-Rezeptoren bei Fibroblasten und Ito-Zellen sind in der Literatur bisher nicht
beschrieben. Da aber EPO auch einer Autoregulation unterliegen muf3, kénnen diese, da hier
auch die 5’NT und die SHP1 gefunden wird, fir die I1to-Zelle postuliert werden. Angestolen
wird die Produktion von EPO durch Hypoxie, zusétzlich findet in der Leber im
Embryonalstadium eine EPO-Produktion, am ehesten ausgelost durch Retinol, statt (Sasaki
2003). Des weiteren wird EPO auch im ZNS von Astrozyten produziert und dient hier als
schitzendes Agens fur die Neurone. Wie es dann zur Signaltransduktion mit anschlief3ender
vermehrter Produktion von EPO kommt, ist noch nicht abschlief3end gekléart. Ein Modell sieht
hier das Interagieren der c-Src, des GTP-binding-protein-Ras und des MAP-Kinase-
Stoffwechsels vor (Wang und Semenza 1996). Dies konnte das Vorkommen der SHP1 in Ito-
Zéellen erklaren.

Die Untersuchungsergebnisse, die mit Hilfe des polyklonalen Antikérpers gegen SHP1/SHP2
gewonnen wurden, konnten durch Untersuchungen mit dem monoklonalen Antikdrper gegen
SHP1 bestétigt werden. Zusétzlich fand sich aber noch eine positive Reaktion in den
Hepatozyten. FUr Hepatozyten-Zellkulturen wurde dies bereits von Waxmann et al. 1997
beschrieben. Wie zuvor oben erwdhnt, ist en Substrat fir die SHP1 in
nicht-hamatopoetischen Zellen nicht bekannt. Zu vermuten steht aber, dal? die PTP auch hier
in die rezeptorvermittelten Signalkaskaden regulatorisch eingreift. Die feinkérnige Farbung
im Nukleolus kénnte daftir sprechen, da3 die PTP im weiteren Sinne auch innerhalb der

Kernmembran an der Regulierung der Proteintranscription beteiligt ist.
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Das Vorkommen der SHP1 in Kupffer- und Ito-Zellen war in der Literatur vorher nicht
beschrieben. Der Nachweis der SHP1 in diesen Zellen konnte tber Lichtmikroskopie und zum
Teil durch Western-Blots erbracht werden. Ebenso ist ein Vorkommen in Hepatozyten
aulBerhalb der Zellkulturen nicht beschrieben, wobei dies auf Grund der Ergebnisse von

Waxmann zu erwarten gewesen ware.

4.1.1.3 NK-Zdlen

Die Natura-Killer (NK)-Zellen des Blutes differenzieren sich aus den haematopoetischen
Vorléuferzellen. Ein Vorkommen der SHP1 in diesen Zellen galt als sehr wahrscheinlich und
der Nachweis konnte von Olcese et a. 1996 erbracht werden. Die in der Leber
vorkommenden Natural-Killer-Zellen sind eine Untergruppe der im Blut vorkommenden
Natural-Killer-Zellen (Vanderkerken et a. 1993). Wenn diese in die Leber einwandern,
durchlaufen sie einen von Kupffer-Zellen abhéngigen weiteren Differenzierungsprozels,
wobei offensichtlich die SHP1 erhaten bleibt (Vanderkerken et a. 1995). In den
unterschiedlichen Differenzierungsstadien unterscheiden sich die NK-Zellen der Leber
deutlich in Funktion und Morphologie von denen des Blutes oder in anderen Organen sessilen
NK-Zellen (Vanderkerken et al. 1993). Man kann nach der Isolation dieser Zellen zwei
Gruppen unterscheiden: zum einen die mit einer hohen Dichte (HD) und die mit einer
geringen Dichte (LD). Diese zuletzt genannte Fraktion représentiert eine in Morphologie und
Funktion einzigartige Gruppe. Diese Zellen haben eine deutlich hdhere Tumorzytotoxizitét als
die NK-Zellen des Blutes. Die |eberspezifischen NK-Zellen hoher Dichte sind in Morphologie
und Funktion ein Mittelding zwischen denen des Blutes und den NK-Zellen geringer Dichte
(Vanderkerken et al. 1993). Diesen Differenzierungsprozef3 durchlaufen die NK-Zellen der
L eber von periportal nach perivends. Auf Grund ihrer Herkunft ist ein Vergleich mit den NK-
Zéellen des Blutes moglich. Nachgewiesen wurde die SHP1 an Rezeptoren der NK-Zellen des
Blutes, am KIR (Killer-Cell-inhibitory-Receptor) und am NKG2A und B-Rezeptor, wobei ein
Vorkommen dieser Rezeptoren bei den NK-Zellen der Leber nicht explizit beschrieben ist.
Bei der Interaktion der NK-Zellen mit ihren Ziel-Zellen kommt es zur Ausbildung
immunolgischer Synapsen. Im Rahmen dieses Geschehens werden der KIR und die SHP1
phosphoryliert (Vyas et a. 2004). Der NK-Zellrezeptor KLRL1 ist ebenfalls mit der SHP1
und SHP2 vergesellschaftet (Han et al. 2004). Als inhibitorischer Rezeptor ist er ebenfalls fur
die Zytotoxizitét der NK Zellen verantwortlich Um ihren zytotoxischen Aufgaben gerecht

werden zu kénnen, mul3 auch die NK-Zelle der Leber diese Rezeptoren besitzen, so dal3 man
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davon ausgehen kann, dal? auch diese Zellen Uber die SHP1 negativ reguliert werden. Dies
gilt in erster Linie fur die HD-NK-Zellen der Leber, da diese denen des Blutes in Funktion
und Morphologie am dhnlichsten sind, aber auch die LD-NK-Zellen der Leber mifien einer
negativen Regulation unterliegen, da sie eine sehr viel héhere zytotoxische Wirkung besitzen.
Konnte diese nicht negativ reguliert werden, wirden sie diese uneingeschrankt mit
verheerenden Folgen fir das umgebende Gewebe entfalten. Eine negative Regulation ihrer
Aktivierungskaskaden ist daher zwingend notwendig. Da sie der gleichen Zellinie
entstammen und es sich nur um unterschiedliche Differenzierungsstadien handelt, kann davon
ausgegangen werden, dal3 auch im LD-Differenzierungsstadium der KIR die NKG2A-
Rezeptoren und NK G2B-Rezeptoren vorhanden sind, an die die SHP1 bindet.

Aulerdem sind NK-Zellen des Blutes mit 11-2-Rezeptoren ausgestattet. Auch dieser Rezeptor
ist mit der SHP1 assoziiert (Brockdorff et al. 1999). Am Differenzierungsprozess, den die
NK-Zellen des Blutes von der pluripotenten Stammzelle ausgehend durchlaufen, sind weitere
Wachstumsfaktoren beteiligt. Zu nennen sind hier 11-6, 11-3, 11-4, der GM-CFS. Auch in
diesen Rezeptorkaskaden ist die SHP1 ein essentieller Baustein.

Die Behandlung mit I1-2 fuhrt zu einer Vermehrung der NK-Zellen (Pit-Zellen) der Leber.
Dies geschieht sowohl Uber eine vermehrte Einwanderung von NK-Zellen des Blutes in die
Leber als auch tiber Mitose der vorhandenen NK-Zellen.

Stebbins et a. (2003) vermuten, dal3 die Aktivierung der NK-Zellen einer negativen
Regulation durch inhibitorische Rezeptoren unterliegt. Es scheint, dal3 diese Rezeptoren SHP1
rekrutieren, wenn die NK-Zellen tber ihren Mg or-Histokompatibilitdtskomplex der Klasse 1
an ihre Zielzellen binden. Auch dieser Mechanismus sollte in den NK-Zellen der Leber

erhalten sein, da auch diese einer Regulation unterworfen sein mufen.

Dieswird durch die hier erhobenen Befunde belegt.

412 SHP2

4121 Kupffer-Zellen

Fir die Produktion von Il-1 sind in der Leber Kupffer- und sinusoidale Endothelzellen
verantwortlich (Minami et al. 2001). Haufig unterliegen die Produktion von Cytokinen und
inflammatorisch wirksamen Substanzen einer Autoregulation. Einer unkontrollierten
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Ausschittung solcher Substanzen wird so vorgebeugt. Fur diese Autoregulation |&f3t sich ein
Rezeptor an den Kupffer-Zellen postulieren, der ebenfalls der Regulation durch die SHP2
bedarf. FUr die Endothelzellen konnte keine Reaktion der SHP2 nachgewiesen werden.
Ursache hierfir konnte ein Vorkommen der SHP2 unter der lichtmikroskopischen
Nachwei sgrenze oder aber ein anderer Regul ationsmechani smus sein.

[1-2 wird vornehmlich in T-Zellen produziert und l6st in T- und B-Zellen sowie in
Makrophagen rezeptorvermittelte Reaktionen aus. Bindet 11-2 an seinen Rezeptor, scheint
SHP2 mit verschiedenen Molekulen in der Signalkaskade vergesellschaftet zu sein. So konnte
es zusammen mit Grb2 und der p85-Untereinheit der Phosphatidylinositol-3-Kinase durch
Coimmunoprecipation nachgewiesen werden. Weiterhin war die SHP2 mit JAK 1 und JAK 3
assoziiert und an der Amplifikation der STAT-abhangigen Gentranskription beteiligt. Die
SHP2 spielt dabel jedesmal eine positive regulatorische Rolle (Gadina et al. 1998, Gadina et
a. 2000). Insbesondere die STAT-5-Aktivierung erfolgt durch die I1-2-Signalkaskade. Yu et
al. konnten (2000) zeigen, dal3 SHP2 STAT 5 direkt dephosphoryliert. Eine Interaktion der
SHP1 konnte hierbel nicht nachgewiesen werden. Da Kupffer-Zellen ortsstandige
Makrophagen sind, a3t sich ihre positive Immunfluoreszenzreaktion mit dem Antikorper
gegen SHP2 erklaren. Allen Makrophagen ist das Vorkommen von SHP1 und SHP2
gemeinsam.

Die Aktivierung des Beta-Rezeptors fur PDGF durch seinen Liganden fuhrt zu einer
Autophosphorylierung an einer Reihe von Tyrosinresten. Nach der Phosphorylierung am
Tyrosinrest 763 kommt es hier zu einer Assoziation mit der SHP2. Auch mit dem
Tyrosinrest 1009 geht die SHP2 eine Bindung ein. Gema? den Untersuchungen von
Ronnstrand et al. (1999) kommt der SHP2 eine wichtige Rolle bei der Signaltransduktion der
Chemotaxis zu. Auch Qi JH et a. konnten (1999) nachweisen, dal3 das Binden der SHP2 an
den 3-Rezeptor des PDGF fir die Zellmigration und fur Chemotaxis nach Stimulation mit
PDGF von essentieller Bedeutung ist. Es scheint, da3 Gber den PDGF-3-Rezeptor eine
Regulation der FAK (p125-Fokal-Adhésion-Kinase)-Aktivitét erfolgt. Die FAK-Aktivitét ist
dann fur die Zelmigration verantwortlich. Kupffer-Zellen als Makrophagen besitzen die
Fahigkeit zur Migration. Nur so erreicht ihre Aktivitét den maximalen Wirkungsgrad. Da fur
die Zellmigration die SHP2 ein essentieller Bestandteil ist, kann sie auch lichtmikroskopisch

Uber Immunfluoreszenz nachgewiesen werden.

Interleukin-6 (11-6) wird genau wie Il-1 in den Kupffer-Zellen produziert. Kupffer-Zellen
muUfen daher einen Rezeptor fur 11-1 besitzen, um Uber dessen Aktivierung eine Produktion
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von |1-6 zu ermdglichen. Da aber bei Fehlen der SHP2 keine Produktion von 11-6 erfolgt, muf3
die SHP2 in den origindren Kupffer-Zellen vorkommen und auch nachweisbar sein, wie esim

Rahmen dieser Arbeit mittels Immunhistochemie und Western-Blots mdglich war.

4.1.2.21to-Z€ellen

Wie die SHP1 ist auch die SHP2 an zytosolischen Signalkaskaden beteiligt, deren
Aktivierung Uber Rezeptoren an den Zelloberflachen erfolgt. Der genaue Ablauf der
Signalkaskaden und die Funktion der SHP2 innerhalb dieser Ablaufe ist noch nicht endgultig
geklart.

Fir die Aktivierung der Ito-Zellen sind vor allem Mediatoren aus der Gruppe der Zytokine
verantwortlich. Unterteilt werden sie in mitogene Zytokine, hierzu zahlen Transforming-
growth-factor-alpha, Platelet-derived-growth-factor, Interleukin-1, Tumor-necrosis-factor-
alpha und Insulin-like-growth-factor und fibrinogene Zytokine, denen der Transforming-
growth-factor-beta und Interleukin-6 zugerechnet werden. Potentielle Hersteller dieser
Zytokine sind Kupffer-Zellen, endotheliale Zellen, Lymphozyten, Thrombozyten,
Hepatozyten und aktivierte Ito-Zellen (Tsukamoto 1999)

Moglicherweise dient die SHP2 in den Ito-Zellen zur Regulation verschiedener
Signalkaskaden, die an folgenden Reaktionen beteiligt sind:

1). Die Ito-Zellen der Leber durchlaufen unter bestimmten Voraussetzungen einen
Differenzierungsprozeld zu myofibroblastenghnlichen Zellen (Szantova und Kupcova 1999).
Um diesen Prozef3 anzustof3en, muf3 eine Stimmulation der Ito-Zellen mit Platel et-derived-
growth-factor (PDGF), Transforming-growth-factor-apha und -beta (TGF-a, TGF-), mit
Lymphokinen und Monokinen, die von T-Lymphozyten und Makrophagen freigesetzt

werden, und Interleukin-1-alpha (I1L-1-alpha) und Interferon-tau erfolgen.

Werden Fibroblasten mit I1-1 und TNF-a stimuliert, so kommt esin den Fibroblasten zu einer
Produktion von 11-6. Fehlt den Fibroblasten jedoch die SHP2, so bleibt die Antwort auf die
Stimulation aus (You et a. 2001). In der durch I1-1 und TNF-a ausgel 6sten Signalkaskade ist
die SHP2 fur die Modulation des Nuclear-factor (NF)-kappa B verantwortlich. Dabel wird die
MAP-Kinase-Signalkaskade umgangen (You et al. 2001).

2.) Interleukin-1-beta (lI-1-beta) produziert Stickstoff-Monoxid (NO) in den glatten
Muskelzellen von Gefélten. Auch in Ito-Zellen kommt es zu einer Produktion von NO unter

[1-1-beta-Stimulation ( Rockey und Chung 1995) sowie zu einer Entspannung der Zellen
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durch die Bildung von cGMP (Sakamoto et al. 1997). Die Signalkaskade, Uber die 11-1-beta
diese Reaktion audlost, ist noch nicht bekannt, doch kdnnte, da auch Signalkaskaden, die
durch I1-1-alpha ausgel 6st werden, mit der SHP2 vergesellschaftet sind, dies der Fall sein.

3.) Wenn eine Transformation der Ito-Zellen in Myofibroblasten erfolgen kann, so ist davon
auszugehen, dal3 die entstandenen Zellen auch alle Aufgaben der Fibroblasten Gbernehmen
konnen. Hierzu ist auch das Vorkommen von 1l-1 und TNF-a-Rezeptoren erforderlich. Ein
Nachweis der SHP2 in den Fibroblasten war daher zu erwarten und bestétigte sich in den

Untersuchungen.

In der CHO-K1-Zé€llinie antagonisiert Somatostatin die proliferativen Effekte des Fibroblast-
growth-factors. Hier wird durch das Somatostatin die Signalkaskade der MAP-Kinase
aktiviert und verstérkt die fibroblast-growth-faktor- vermittelte ERK-Aktivitdat. Eine
entscheidende Rolle spielt hier die SHP2 (Florio et al. 1999). Es wird vermutet, dal? die SHP2
sowohl oberhalb as auch unterhalb von Ras/Erk in der Signalkaskade eingreift (Zhang et al.
2004)

Lu et a. zeigten 1998, dal3 die SHP2 in Fibroblasten fir die Zellproliferation mit
verantwortlich ist. Fehlt in Fibroblasten eine funktionsfdhige SHP2, so erfolgte auf
Stimulation mit PDGF eine deutlich verminderte DNA-Synthese und eine deutlich reduzierte
Aktivitdt der Erk (Extracellular-regulated-kinase). Ebenso konnte in diesen Zellen keine
MRNA des PDGF-(3-Rezeptors nachgewiesen werden, so dal3 davon auszugehen ist, dal3 die
SHP2 nicht nur an der Signalkaskade fir Wachstumsstimuli beteiligt ist, sondern auch die
Expression von PDGF-3-Rezeptors aktiv reguliert und so auf die Proliferation der
Fibroblasten Einfluf3 nehmen kann.

In den Untersuchungen von Roche et al. (1996) stellte sich heraus, dal3 es bei einer Inhibition
der SHP2 in PDGF- stimulierten Zellen zu einem Abbruch der Mitose in der G1-Phase
kommt. Ohne SHP2, PLC-Gamma, Shc und NcK kann es nicht zu einem Eintritt der Zellein
die S-Phase kommen. PLC-Gamma, SHP2 und Shc waren hier fur die ligandeninduzierte
cFos-Expression essentiell. Aus diesen Daten kann man schlief3en, dal3 es bei ener
Aktivierung der Zelle mit PDGF zu Ras- abhangigen und Ras- unabhangigen Signalkaskaden

kommt, die dann in die DNA-Synthese einmtinden.

Die SHP2 interagiert dabei direkt mit dem PDGF-Rezeptor tber ihre SH2-Doménen. Es
kommt zu einer Phosphorylierung der Tyrosinreste. Die phosphorylierte SHP2 bindet dann
wiederum an die SH2-Doméne des GRB2 und dient so als Adapter fur die Signaltransduktion
vom aktivierten PDGF-Rezeptor auf die Ras- und MAP-Kinase-Signalkaskaden. Weiterhin
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kommt es zu einer Kolokalisation der SHP2 mit Actin-Molekilen in den PDGF- aktivierten
Zellen. Cossette et al. (1996) kommen anhand ihrer Experimente zu dem Schlul3, dai3 die
SHP2 neben ihrer positiven Funktion in den MAP-Kinase-Signalkaskaden auch eine negativ
regulierende Rolle bel den Signalkaskaden, die die Zellmembranbeweglichkeit beeinflussen,
haben mul3.

Nach einer Stimulation der Zelle mit 11-3 oder Epo kommt es zu einer Phosphorylierung des
SH2/SH3 beinhaltenden Adapterprotein Crkl und zu einer voribergehenden Assoziation von
SHP2 mit diesem Protein. Im weiteren Verlauf der Signalkaskade ist Crkl mit dem Guanine-
Nucleotide-exchange-factor C3G vergesellschaftet (Chin et a. 1997) und bindet an den
Erythropoetinrezeptor (EpoR). Crkl ist adso en Baustein in der nachgeschalteten
Signalkaskade des EpoR und des I1-3-Rezeptors. Die Interaktion zwischen Crlk und den
Signalkaskaden geschieht wahrscheinlich tiber tyrosinphosphorylierte SHP2 und Shc.

Sowohl SHP1 als auch SHP2 sind mit der beta-Untereinheit des humanen Interleukin-3-
Rezeptors nach der Stimulation mit [1-3 assoziiert. Insbesondere scheint hier die
Phosphorylierung des Tyrosinrests 612 der Schltissel zur Assoziation der beiden
Phosphatasen mit der Rezeptoruntereinheit zu sein (Bone et al. 1997). Das Binden beider
SHP's an den Il-3-Rezeptor scheint die 11-3 abhangigen Signalkaskaden regulatorisch zu
beeinflussen.

[1-3 und G-CSF aktivieren in hdmatopoetischen Zellen die gleiche Signalkaskade (Rausch und
Marshall 1997).

Ein Nachweis der SHP2 in Ito-Zellen war auf Grund dieser Daten zwingend.

Ein spezifisches Substrat fur die SHP1 bzw. SHP2 ist bis heute noch nicht gefunden. Jedoch
dienen haufig phosphorylierte Tyrosinreste entlang der Signalkaskaden als Substrat.

4123 NK-Zdlen

NK-Zellen spielen eine wichtige Rolle in der Elimination virusinfizierter oder veranderter
Zelen. Interleukin-2-aktivierte NK-Zellen induzieren bei den befallenen oder verdnderten
Zellen eine Apoptose. Alternativ konnen sie auch nekrotische Effekte an den Hepatozyten
ausl6sen, die dann ebenfalls zum Zelluntergang fuhren (Blom et al. 1999).

Die NK-Zellen sind auf ihre Fahigkeit zur Migration und Chemotaxis angewiesen, um die
ihnen gestellten Aufgaben zu erflllen. Auch hier ist wie bel den Kupffer-Zellen durch PDGF
eine Aktivierung Uber den Beta-Rezeptoren denkbar. Erfolgt die Ausldsung der Signalkaskade
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Uber den PDGF-beta-Rezeptor, so sind vermutlich auch die intrazelluldren Abléufe der
Signalkaskaden weitestgehend mit denen der Kupffer-Zellen identisch. Eine Beteiligung der
SHP2 kann postuliert werden. Lichtmikroskopisch findet sich eine Anférbbarkeit der NK-
Zellen fur die SHP2.

Die katalytische Aktivitdt der SHP2 scheint eine direkte Rolle bei der inhibitorischen
Funktion des KIR (Killer-cell-1g-like-Receptor) zu spielen. Die geschieht im engen Verbund
mit der SHP1 (Y usa und Campbell 2003).

4.2 Methotrexat

Im weiteren wird die Auswirkung des Methotrexat auf die Non-Parenchymzellen der Leber
untersucht und die Auswirkung des Methotrexat auf Signalkaskaden unter Beriicksichtigung
der SHP1 und SHP2 diskutiert werden. In hohen Dosierungen wird durch Methotrexat eine
direkte Zellschadigung verursacht. In niedrigeren Dosen kommt es zu einem Einfrieren der
Z€llteilung in der G;-Phase. Durch die so eingeleitete Zellzerstérung durch MTX kommt es
zu einer lokalen Entziindungsreaktion mit Freisetzen von Entzindungsmediatoren, die dann
die Leberschadigung ausl 6st.

Wie bei den unbehandelten Tieren wurden lichtmikroskopisch auch bei den behandelten
Tieren bis auf die Endothelzellen alle Non-Parenchymzellen mit den poly- und monoklonalen
Antikorpern gegen die SHP1 und SHP2 markiert. Eine Reduktion der SHP1/SHP2-positiven
Zellen fiel auf. FUr die Auswirkungen des Methotrexat auf die Non-Parenchymzellen der
Leber kann also bel den behandelten Tieren die Anzahl der SHP1/SHP2-positiv-markierten
Zellen herangezogen werden. Dies wird durch die SDS-Page (Abbildung 12)bestéatigt.

Bel behandelten und unbehandelten Tieren wurden die SHP1-positiv-markierten Zellen
getrennt nach periportal und perivends ausgezahlt. Periportal lag das Maximum der SHP1-
positiven Zellen mit 23,9 pro Einheit deutlich Uber dem Minimum der Kontrollgruppe. Dieser
bereits deskriptiv deutliche Unterschied 1&03t sich interferenzstatistisch beweisen und fuhrt zu
einem signifikanten Ergebnis. Perivends ergab sich kein Unterschied zwischen behandelten
und unbehandelten Tieren. Durch die Behandlung der Ratten kam es schon nach der sehr
kurzen Behandlungsdauer zu einer signifikanten Reduktion der periportalen Non-
Parenchymzellen. (Zusammenfassung der Verdanderungen unter MTX siehe Tabelle 20.) Um

eine genauere Aussage Uber die Zellvertellung im einzelnen treffen zu kdnnen, erfolgte die
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immunhistochemische Differenzierung der Zellen im Gefrierschnitt. Hierzu wurden die
bereits oben erwahnten Farbemethoden eingesetzt. Zunéchst wurde mittels Doppelfarbungen
geklart, dai ale Zellen, die mit einem spezifischen Marker fir die jeweilige Zellpopulation
markiert waren, eine Reaktion mit dem SHPL/SHP2-AK zeigten. Auch bei den mit
Methotrexat behandelten Tieren zeigten ale mit dem spezifischen Zellmarker geféarbten
Zellen auch ene positive Immunreaktion for die SHPL/SHP2. So konnte auf
lichtmikroskopischer Ebene nachgewiesen werden, dal3 es in den Non-Parenchymzellen unter
kurzer hochdosierter MTX-Behandlung zu keiner Depletion der SHP1 bzw. SHP2 kommt.
Dies wird auch durch Aktivitatsbestimmungen untermauert. Die Gesamtposphatase-
aktivitaten (wie nachfolgend diskutiert) der Leberhomogenate behandelter und unbehandelter
Tiere unterschieden sich nicht. Da die Zellzahl der Non-Parenchymzellen unter MTX
abgenommen hatte, kdnnte man sogar von einem relativen Anstieg der Phosphataseaktivitét
pro Zelle reden. Auf Grund der funf unterschiedlichen Zellpopulationen in der Leber kann die
Zunahme der Phosphataseaktivitdt im Homogenat keiner Population zugeordnet werden.
Hinzu kommt noch, dal3 mit dem Aktivitétstest ganz unterschiedliche Phosphatasen erfal3t
werden und so keine definitive Aussage zum Verhalten von SHP1 und SHP2 getroffen
werden kann.

Betrachtet man die einzelnen Zellpopulationen, die getrennt nach perivendser und periportaler
L okalisation ausgezahlt wurden, fand sich bel den Kupffer-Zellen eine geringe Reduktion der
Zellzahl perivents und periportal in den behandelten Tieren. Die Zellen in der periportalen
Region zeigten bei der Markierung sowohl mit ED1 a's auch mit ED2 eine stérkere Abnahme
ihrer Zahl als in der periventsen. Periportal war diese Abnahme statistisch signifikant,
wahrend perivends keine statistisch relevante Anderung der Kupfferzellzahl nachzuweisen
war. (Siehe Tabelle 20.) Erklart werden kann das mit der Resorption des Methotrexat. Da es
I.p. appliziert wurde, wurde das Methotrexat Uber das Peritoneum aufgenommen. Da die
peritoneale Applikation mit einer oralen Gabe vergleichbar ist (Balis et al. 1986), ist auch
davon auszugehen, dal3 das MTX nach der Resorption zunachst die Leber passieren mulite.
Die periportal gelegenen Zellen kamen also als erste in der Leber mit dem Methotrexat in
Kontakt. Je hoher die Dosis, die auf eine Zelle einwirkt, desto hther auch die Toxizitét des
Methotrexat (Keefe et al. 1982). Esist daher durchaus verstandlich, dal3 die Kupffer-Zellen an
dieser Stelle auf Grund der hoheren Toxizitét eine stérkere Reduktion erfahren haben.
Spekulieren [a3t sich, dal3 bei einer Uber einen langeren Zeitraum erfolgenden Applikation des
Methotrexat eine deutlich stérkere Reduktion der Kupffer-Zellen auch im periventsen
Bereich aufgetreten wére.
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Bei den Ito-Zellen treten im Vergleich zwischen behandeltem und unbehandeltem Tier
periportal keine Differenzen auf. (Siehe Tabelle 20.) Die Zellzahl bleibt nahezu identisch.
Perivenos gestaltet sich das Verteilungsmuster etwas anders. Bei einem Tell der behandelten
Tiere kam es zu einer geringen Abnahme der Zellzahl im Vergleich zu den Kontrolltieren,
waéhrend sie bei den anderen behandelten Tieren nicht abnahm. Perivents und periportal gibt
es keine dstatistisch signifikanten Unterschiede. Grund hierfir konnte sein, daf3 die
Applikationsdauer fir das Methotrexat zu kurz gewahlt wurde. Auf der anderen Seite sind die
Ito-Zellen fur die unter Methotrexat-Gabe entstehende Leberfibrose verantwortlich, so daf3
unter einer langeren Therapie eher von einer Vermehrung und Aktivierung dieser Zellen
auszugehen ist als von einer Reduktion. Bereits bei der hier eingesetzten MTX-Konzentration
kam es zu einer Aktivierung der Ito-Zellen, wie an Hand eines erhthten Alpha-smooth-
muscle-actin zu erkennen war. Smooth-muscle-actin wird in Ito-Zellen erst im aktivierten
Zellzustand expremiert. Die Aktivierung der Ito-Zellen erfolgt Gber die Zytokinkaskaden.
Eine quantitative Aussage Uber den Aktivitdiszustand der Ito-Zellen wére nur im
Zusammenhang mit Zellisolationen und an den isolierten Zellen durchgefihrten
biochemischen Untersuchungen moglich gewesen. Die Zellisolation konnte aber im Rahmen

dieser Arbeit nicht weiterverfolgt werden.

Als letzte SHP1/2-positive Zellpopulation der Leber wurden die NK-Zellen untersucht. Im
Vergleich zu allen anderen untersuchten Zellen zeigten sie die deutlichsten Verénderungen in
der Zellzahl. Periportal kam es fast zu einer Verdopplung der NK-Zellen, perivends stieg ihre
Zahl geringer, aber auch statistisch signifikant, an. (Siehe Tabelle 20.) Bel den NK-Zellen der
Leber handelt es sich um aus dem Blut eingewanderte (Ito et a. 1999, Poggi und Mengari
1995, Baccarini et al. 1988, Lukomska et al. 1983) NK-Zellen, die in der Leber langsam von
periportal nach perivends wandern, um dort einen weiteren Differenzierungsprozeld zu
durchlaufen. Da Methotrexat auch inflammatorische Reize setzt, kann es zu einer vermehrten
Einwanderung von NK-Zellen des Blutes in die Leber kommen. Dies wiirde erkléaren, warum
es periportal nach der kurzen Behandlung mit Methotrexat bereits zu einer Verdoppelung der
NK-Zellen gekommen ist, wahrend perivends nur ein geringer, wenn aber auch bereits
signifikanter, Anstieg zu verzeichnen ist. Da die T6tung der behandelten Tiere bereits nach 5
Tagen erfolgte, konnte ein weiterer Anstieg der Zellzahl in der perivendsen Zone nicht mehr

erfolgen.

Wie zuvor bei den unbehandelten Tieren beschrieben, waren auch hier die Parenchymzellen
der Leber SHP1- bzw. SHP2-positiv. Das lichtmikroskopisch erkennbar verénderte
Verteilungsmuster der SHP1 bzw. SHP2 in den Zellen (Farbung der Kernmembran, aber
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keine weitere Kernférbung) spricht fur ein Eingreifen des MTX in den Stoffwechsel der
Hepatozyten. Vermutlich sind Rezeptoren aktiviert worden, die zu einer Umlagerung in eine
membrangebundene Form der SHP1 verantwortlich sind. Welche Auswirkungen dies auf den
Zéellstoffwechsel hat, dartiber kann nur spekuliert werden. In der Literatur liegen hierzu keine
Aussagen vor. Weliterfihrende Untersuchungen waren hierfir notwendig.

Perivends Periportal
Keine Veranderung der Statistisch signifikante
Gesamt-Zéllzahl Gesamtzahl an Non- Reduktion der Non-

Parenchymzellen unter MTX | Parenchymzellen unter MTX

Statistisch nicht signifikante Statistisch signifikante
Abnahme der Z€ellzahl unter | Abnahme der Z€ellzahl unter

Kupffer-Zellen
MTX MTX
Ito-Zellen Keine einheitliche Anderung | Keine Anderung der Zellzahl
der Zellzahl unter MTX unter MTX
Statistisch signifikante Statistisch signifikante
NK -Zdllen Zunahme der Zellzahl unter | Zunahme der Zellzahl unter
MTX MTX

Tab. 20: Verhalten der untersuchten Zellpopulationen unter MTX-Gabe.

4.3 Biochemie

Im Anschlu an die Lichtmikroskopie erfolgten biochemische Untersuchungen, um die

gewonnenen Ergebnisse zu bestétigen.

Die Aktivitdtsmessungen sind mangels spezifischer Substrate leider nicht einer PTP-Form
zuzuordnen, so dal3 hier keine abschliel3ende Aussage getroffen werden kann. Ebenso schlief3t
ein mangelnder lichtmikroskopischer Nachweis ein Vorkommen der PTP 1B/T-Zdl-PTP
nicht aus, wie durch den SDS-Page (Abbildung 12) gezeigt wurde. Die durchgefihrten SDS-
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Pages zeigten jedoch eindeutig ein Vorkommen der SHP1 bzw. SHP2 in den
L eberhomogenaten, in den Kupffer- und den Endothelzellen.

In der zytosolischen Fraktion war bei den Aktivitédtsbestimmungen eine deutlich erhohte
Phosphataseaktivitét im Vergleich zu der in der membrangebundenen Fraktion gefundenen
festzustellen. Dieses Ergebnis deckt sich auch mit der Tatsache, daf3 es sich sowohl bei der
SHP1 als auch bei der SHP2 um eine zytosolische Protein-Phosphatase handelt. Die bereits

lichtmikroskopisch erhobenen Ergebnisse konnten so bestétigt werden.

Bei den SDS-Pages wurden neben der as spezifisch anzusehenden Bande, die sowohl die
68kDa (SHP1) als auch die 72kDa (SHP2) enthalt, weitere unspezifische Banden gefunden.
Diese sind Bruchstlicke/Abbauprodukte des nachzuweisenden Enzyms, die ebenfalls mit dem

Antikorper nachgewiesen wurden.

4.3.1 Leberhomogenate

AuBer dem lichtmikroskopischen Nachweis wurde die Phosphataseaktivitdt an Leber-

homogenaten bestimmt.

Auch wenn auf Grund des zu kleinen Kollektivs keine statistisch valide Aussage zu treffen ist,
zeichnet sich hier doch ein Trend ab. Sowohl in der lodichen als auch in der
membrangebundenen Proteinfraktion unterscheiden sich die Aktivitéten zwischen
behandeltem und unbehandeltem Tier nicht. Ebenso unterscheidet sich der Proteingehalt bei
behandelten und unbehandelten Tieren in den Leberhomogenaten nicht. Mangels eines
spezifischen Substrates fur die SHP1 und SHP2 wurde fir die Aktivitatsbestimmungen
RCML herangezogen. Dabei handelt es sich um ein unspezifisches Substrat fur mehrere
Phosphotyrosin-Phosphatasen. Es reagieren PTP-asen der T-Zell- und der PTP-1B-Familie
mit diesem Substrat; in deutlich geringerer Auspragung aber auch die SHP1 und SHP2. Auf
Grund dieser Tatsache ist eine definitive Aussage zum Verhalten der SHP1 und SHP2 unter
Methotrexatgabe an Hand der Aktivitatsbestimmungen nicht mdglich. Jede eventuelle
Aktivitdtsinderung der SHP1 und SHP2 wird von den anderen beiden mit den RCML-
reagierenden PTP-Familien so stark Uberlagert, dal? eine Bewertung im Bezug auf SHP1 und
SHP2 nicht moglich ist.

Bel den SDS-Pages wurden die Leberhomogenate auf das VVorkommen sowohl der SHP1 as
auch der T-Z€l-PTP polyklonal untersucht. Bei beiden Antikérpern konnte sowohl bel den
unbehandelten als auch den behandelten Tieren das Vorkommen nachgewiesen werden. Der

verwendete AK zum Nachwels der SHP1/SHP2 war polyklonal, so dal3, wie bereits oben
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beschrieben, auf Grund der Sequenzhomologie sowohl die SHP1 als auch die SHP2 in den
L eberhomogenaten nachgewiesen wurden. Da in den LM-Farbungen, die deutlich unsensibler
reagieren als die biochemischen Untersuchungen, mit den monoklonalen Ak sowohl fur die
SHP1 as auch die SHP2 eine positive Reaktion zu sehen war, kann auch hier davon
ausgegangen werden, dal3 in den Homogenaten die SHP1 und die SHP2 nachgewiesen

wurden.

Des weiteren wurden noch Western-Blots von homogenisiertem Lebergewebe unbehandelter
Ratten mit monoklonalen Antikdrpern gegen die SHP1 und SHP2 durchgeftihrt. Auch hier
zeigte sich eine deutliche Bande bei 68 kDa fur SHP1 und bel 72kDa fur SHP2, so dal’ auch
so ein Vorkommen beider SHP s in der Leber bewiesen ist. Eine Aussage zum quantitativen

Vorkommen beider SHP s in den einzelnen Zellpopulationen ist dadurch aber nicht mdglich.

4.3.2 Zellisolation

Da SHP1/2-positiven Zellen keine einheitlichen Zellpopulationen darstellen, sollten die
erhobenen Befunde in einer weiteren Versuchsreihe an isolierten Zellen der einzelnen
Leberzellpopulationen verifiziert werden. Auf Grund fehlender Gerdtschaften konnte die
Zellisolation in unseren Laboren nicht durchgefihrt werden. Die Isolation der Kupffer- und
Endothelzellen erfolgte in Zusammenarbeit mit PD Dr. P. Steinberg, Mainz. Auf Grund
beschrankter Laborkapazitdten konnte die Isolation nur bei einem kleinen Kollektiv
durchgefihrt werden. Fir die Isolation von NK-Zellen und Ito-Zellen konnten keine
Kooperationspartner gewonnen werden, so dald auf eine Isolation dieser Zellpopulationen

verzichtet wurde.

43.2.1 Endothelzellen

Beim Vergleich der Anzahl der gewonnen Zellen zwischen behandelten und unbehandelten
Tieren fallt bei den behandelten Tieren eine deutliche Abnahme auf. Bei den behandelten
Tieren konnten ca. 6 bzw. 8 Millionen Endothelzellen gewonnen werden, wahrend es bei dem
unbehandelten Tier 24 Millionen Zellen waren. Diese Differenz ist ein Zeichen der bereits
nach kurzer MTX-Behandlungsdauer einsetzenden Schadigung der Leber. Fuskevag et al.
zeigten (2000) in ihren elektronenmikroskopischen Untersuchungen, dal3 unter MTX-Gabe
die Endothelzellen der Sinusoide anschwellen, sie ihre pinozytose Veskel verlieren; ihre
luminal gelegene Plasmamembran zeigte deutliche Unregelmaiigkeiten und zum Teil hatten
die Sinusoide génzlich ihre endotheliale Auskleidung verloren.
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4322 Kupffer-Zellen

Auch hier kam es zu einer deutlichen Differenz zwischen behandelten und unbehandelten
Tieren. Bei dem Kontrolltier konnten ca. 52 Millionen Zellen, bei den behandelten nur ca. 15
bzw. 10 Millionen Kupffer-Zellen isoliert werden. Dieses Ergebnis deckt sich auch mit dem
an den Cryostatschnitten gewonnenen Ergebnis. Hier kam es, wie oben beschrieben, zu einer
signifikanten Abnahme der Kupffer-Zellen im periportalen Bereich. Auch dies ist wieder ein

Ausdruck der schon nach kurzer Zeit einsetzenden L eberschadigung durch Methotrexat.

Zusammenfassend kann man sagen, dal3 die Zahl der Kupffer-Zellen signifikant unter der
MTX-Gabe abgenommen hatten, wahrend es bei den NK-Zellen zu einer signifikanten
Zunahme ihrer Anzahl unter MTX-Behandlung kam. Was Fuskevag et al. (2000) fur die
Endothelzellen zeigten, kann, da die Kupffer-Zellen innerhalb der Sinusoide liegen, in
ahnlicher Weise fur die Schadigungen der Kupffer-Zellen durch MTX gelten. Werden die
Zellen in ihrer Integritét angegriffen kommt es zum Zelluntergang, was dann die geringere
Kupffer-Zellen-Anzahl erkldren wirde. Die nur periportal niedrigere Anzahl unter MTX-
Gabe |a3t sich durch die kurze Applikationsdauer in unserem Versuchsaufbau zusammen mit
der periportal naturgemald hoheren MTX-Konzentration erkldren. Bel langerer Applikation
waére vermutlich auch perivends eine Reduktion der Kupffer-Zellen aufgetreten. Der Anstieg
der NK-Zélen ist vermutlich durch eine Entzindungsreaktion zu erkldren, die in den
Lebersinusuiden abléauft, nachdem die Endothelschicht geschadigt oder sogar zum Teil
zerstort worden ist.

4.3.3 Proteingehalt und Phosphataseaktivitat der isolierten Zellen

Die gewonnenen Endothel- und Kupffer-Zellen wurden fir die biochemischen
Untersuchungen aufgearbeitet.

Der Proteingehalt der isolierten Endothelzellen und Kupffer-Zellen ist bei den behandelten
Tieren deutlich geringer als bei den unbehandelten Tieren. Bei der Aktivitatsbestimmung
wurde sowohl im unbehandelten als auch im MTX-Tier in der cztosolischen Fraktion eine
deutlich hohere Phosphataseaktivitdt im Vergleich zu der in der membrangebundenen
Fraktion gefundenen, was das zytosolische Vorkommen der PTP-ase bestétigt. Ebenso fallt
die Phosphataseaktivitdat sowohl in der zytosolischen as auch in der membrangebundenen

Fraktion deutlich geringer aus.
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DaMTX die DNA- und RNA-Synthese beeinflufd und als zytostatikum vor allem Zellen mit
einer hohen Teilungsrate schéadigt, ist in den Leberhomogenaten eine Verminderung des
Proteingehaltes und der Phosphataseaktivitdt unter Berlicksichtigung der lichtmikro-
skopischen Ergebnisse nicht zwingend zu erwarten gewesen. Lediglich die Zahl der Kupffer-
Zellen hat signifikant abgenommen. Das Leberzellgewebe gehoért nicht zu den sich schnell

teilenden Geweben.

Wie zuvor bel den Homogenaten wurde nun das Vorkommen der SHP1/2 an den isolierten

Z€ellen untersucht.

Vergleicht man die Aktivitdten der Tyrosinphosphatasen im L ebergesamthomogenat mit den
Homogenaten der isolierten Zellen, so findet sich eine fast achtmal héhere Aktivitét pro mi
bzw. viermal hohere Aktivitét pro mg Protein bel den Kupffer-Zellen im Vergleich zum
Gesamthomogenat der Leber. Hierdurch wird ein hauptsachliches Vorkommen der
Phosphatasen in den Non-Parenchymzellen bestétigt.

4.3.3.1 Endothelzelen

Bei den Endothelzellen fand sich im SDS-Page eine fir die SHP1 spezifische Bande bel
68kDa bzw. fir SHP2 bei 72kDa. Lichtmikroskopisch ist bel den Endothelzellen kein
Nachweis der SHPL1/2 gelungen. Eine Erklérung fir dieses differente Ergebnis kénnte sein,
dal3 die SDS-Page Gelelektrophorese als Nachweissystem deutlich sensitiver reagiert als die
Immunfluoreszenz. Ebenso wurde auch in den Endothelzellen eine wenn auch geringere
Phosphataseaktivitdt gemessen, so dal? auch dadurch die Banden in den Blots zu erkl&ren sind.
(Siehe Abbildung 26.)

4332 Kupffer-Zellen

Wie auf Grund der immunhistochemischen Befunde erwartet, bildete sich beim SDS-Page
eine breite spezifische Bande im Bereich von 68 bis 72kDa aus. Damit gelang der Nachweis
des SHP1/2-Vorkommens in den Kupffer-Zellen auf biochemischer Ebene, wenn man die
lichtmikroskopischen Ergebnisse mit den monoklonalen Antikorpern beachtet. Siehe
(Abbildung 27.)

Neben der as spezifisch anzusehenden Bande sind weitere unspezifische Banden in den
durchgefiihrten Blots der Endothel- und Kupffer-Zellen zu sehen. Die nachzuweisenden

Enzyme waren, geschuldet der Methode, beim Auftragen auf das Gel nicht immer in einem
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intakten Zustand. Bei den unterhalb der spezifischen Bande liegenden Banden handelt es sich

also um Bruchstiicke der SHP1, die ebenfalls mit dem Antikorper nachgewiesen wurden.

Am SDS-Page konnte eine semiquantitative Auswertung der SHP1/SHP2-Aktivitat anhand
der Farbintensitét erfolgen. Hierbel zeigte sich, dal3 es zu einer deutlichen Abnahme der
Phosphataseaktivitdt, die aus den isolierten Zellen behandelter Tiere gewonnen werden

konnte, kam.

Eine Abnahme der Phosphataseakivitdét im MTX-Tier gema der semiquantitativen
Auswertung der Kupffer-Zellen in der 16slichen Fraktion ergab sich nicht. Das Ergebnis der
semiquantitativen Auswertung ist jedoch nicht aussagekréftig, da die beiden gewonnenen
Werte sowohl fir die cytosolische als auch fir die membrangebundene Fraktion eine viel zu
grole Schwankungsbreite haben. Dies wird wahrscheinlich seine Ursache im
unterschiedlichen Ansprechverhalten der beiden Individuen auf MTX haben. Auch sind die
Ergebnisse der semiquantitativen Auswertungen von Kupffer- und Endothelzellen nicht
miteinander vergleichbar, da sie nicht vom gleichen Page gewonnen wurden. Eine
Vergleichbarkeit der Werte ist daher nur fur Kupffer- und nur fir Endothelzellen innerhalb

ihres Kollektivs moglich.

Unter Berlicksichtigung aler Ergebnisse kann man davon ausgehen, dald Methotrexat durch
Beeinflussung der DNA- und RNA- Synthese auch die Protein-Biosynthese stort. Je nachdem
wie stark die einzelne Zelle bereits durch das MTX geschadigt worden ist, ist auch die
Protein-Biosynthese beeintrachtigt. Es kommt unter der Behandlung mit MTX zu einer
verminderten RNA-Synthese mit nachfolgendem geringerem Proteinvorkommen in den
Zellen. Ob es dabei nur zu einer geringeren SHP1/SHP2-Produktion kommt oder an einer
anderen Stelle in die Signaltransduktion eingegriffen wird und in Folge geringere
SHP1/SHP2-Mengen expremiert werden, kann an Hand der Untersuchungen nicht gesagt
werden. So ist auch nicht abschlie?end zu kléren, ob MTX die PTP direkt oder indirekt
beeinflud. Auf Grund seines Wirkmechanismus’ ist aber von einer direkten Beeinflussung
nicht auszugehen. Ebenso kann keine eindeutige Aussage Uber die Aktivitatsveranderungen
der PTP's unter Methotrexat getroffen werden, da im Rahmen der Aktivitatsbestimmungen
mehrere PTP-Familien gleichzeitig erfaldt wurden. Ein Test, der sich isoliert auf die SHP1
bezieht, ist mangels spezifischen Substrates nicht moglich. So ist auch keine Aussage Uber die
Phosphataseaktivitéten der SHP1 und SHP2 zu treffen. Insgesamt scheint es so zu sein, dal3
unter MTX die Signaltransduktion aktiviert wird. Die PTP's sind an diesem Geschehen

beteiligt, so da davon ausgegangen werden kann, da3 es darlber zu ener
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Aktivitétssteigerung bzw. zu einer vermehrten PTP-Produktion kommt. Dies wirde dann, wie
hier beobachtet, bei geringerer Zellzahl zu einem konstanten Wert fir die
Phosphataseaktivitét in den Homogenaten flhren.

4.4 Zusammenfassung

In der hier vorgelegten Arbeit wurde das Vorkommen spezifischer Phosphotyrosin-
Phosphatasen — PTP1B bzw. TcellPTP und SHP1 bzw. SHP2 - in der Leber von Ratten
untersucht. Eine genauere Analyse erfolgte fir SHPL/PTP1C und SHP2/PTP1D. Zusétzlich
wurde das Verhalten der Tyrosinphosphatasen unter dem Einflu® von Methotrexat (MTX)

anaysiert.

Das Erfassen von PTP1B und TcPTP in Leberschnitten mittels Immunfluoreszenztechnik war
nicht moglich. Jedoch konnte mittels des sensitiveren SDS-Page das Vorkommen dieser

beiden Formen in der Leber bestétigt werden.

Die weiteren immunzytochemischen Untersuchungen beschrankten sich auf die SHP1 bzw.
SHP2-Form. Diese wurden sowohl mit einem polyklonalen Antikérper, der auf Grund der
grofien Sequenzhomologie der Enzyme beide Formen gleichzeitig erfaldt, als auch mit

monoklonalen Antikdrpern durchgefihrt.

Es gelang der lichtmikroskopische Nachwels dieser beiden Enzyme in der Leber, wobei ihr
Vorkommen auf die Non-Parenchymzellen beschrénkt war. Die Identifikation dieser
reaktiven Zellen erfolgte Uber Doppelfarbungen einerseits mit zelltypspezifischem Antikorper
und dem Antikorper gegen die Tyrosinphosphatase. So konnte gezeigt werden, dal3 sowohl
die SHP1- as auch die SHP2-Form in den lto- (spezifischer Antikorper: Desmin, GFAP),
Kupffer- (spezifischer Antikorper: ED1, ED2, OX6) und NK- (spezifischer Antikorper: 3.2.3
Antikorper gegen NKR-P1) Zellen vorkommt.

Das Vorkommen der SHP1 in den Kupffer- und Ito-Zellen wurde hier zum ersten Mal.

beschrieben.

Die biochemische Anayse erfolgte sowohl am Gesamtleberhomogenat als auch an zwel
isolierten Zellpopulationen, namlich an Endothel- und Kupffer-Zellen, die Uber das
Elutriationsverfahren gewonnen wurden. Die Messung der Gesamtaktivitdt der PTP's
bestétigte in gewisser Weise die morphologischen Beobachtungen. Die Gesamtaktivitédt der
PTP s war an den Kupffer-Zellen ca. 4mal so hoch wie in dem Gesamthomogenat, wahrend
die Aktivitdt der Endothelzellen nur etwa 60% der Aktivitdt des L eberhomogenats entsprach.
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Weitere Analysen erfolgten mittels Western-Blotting sowohl im Gesamtleberhomogenat als

auch im Homogenat der isolierten Zellen.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden Lebern nach Methotrexat-Behandlung untersucht. In den
Hepatozyten der behandelten Lebern liefd sich weder PTP1b noch TcPTP nachweisen. Fir die
Non-Parenchymzellen ergab sich das gleiche Muster — SHP1 und SHP2 in allen Zellen auf3er
den Endothelzellen — wie bel den unbehandelten Tieren.

Unter dem Einflu@ von MTX kam es zu Verdnderungen periportal gelegener Non-
Parenchymzellen. Die Populationsanalyse ergab quantitative Veranderungen sowohl bel den
Kupffer-, als auch den bel den NK-Zellen. Wéhrend die zahl der Kupffer-Zellen signifikant
unter der Behandlung mit MTX abnahm, verdoppelte sich die Zahl der NK-Zellen. Dies gilt
auch fur die NK-Zellen der perivendsen Zone. Fur die Ito-Zellen konnte noch zusétzlich deren

Aktivierung durch MTX gezeigt werden.

4.5 Summary

The presented study deals with the occurence of selected proteintyrosine phosphatases —
PTP1B and TcellPTP, PTP1C and PTP1D - in rat liver. The experiments were mainly focused
on one group of these PTPs, namely PTP1C/SHP1 and PTP1D/SHP2. In addition those
tyrosine phosphatases were screened in liver from animals submitted to methotrexate
treatment.

Proteintyrosine phosphatase 1B, as well as the closely related form Tcell PTP could not be
detected by immunofluorescence technique. Yet, the more sensitive Western blotting

technigue revealed the existence of both these formsin rat liver.

Further detailed immunofluorescence experiments were restricted to SHP1 and SHP2. These
PTPs were traced as well with polyclonal antibody, which detects both forms simultaneously

because of the high sequence homology, as with monoclonal antibodies.

Both forms were detected in rat liver, yet, there presence was restricted to non-parenchymal
cells. These reactive cells were identified by double immunostaining together with a cell type
specific second antibody in combination with the specific antibody to PTP. This way, the
presence of both forms - SHP1 and SHP2 — in Ito cells, Kupffer cells and liver specific

Natural-Killer cells was shown.

Thiswas the first time to demonstrate the occurrence of SHP1 in Kupffer cells and Ito cells.
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Biochemical data were retrieved as well from whole liver homogenates and from two isolated
cell populations, endothelial cells and Kupffer cells, which were won by the technique of
elutriation. Comparison of PTP activity determination of the whole homogenate with the
activity of Kupffer cells stressed the morphologic results. The activity of Kupffer cells
surpassed the activity of whole liver by more than 4 times. In contrast the activity of

endothelial cellswas only 60 % of whole liver activity.
Whole liver homogenate and homogenate of isolated cells were analyzed by Western blotting.

The second part of the study comprised the experiments performed with livers of
methotrexate treated rats. Comparable to control livers neither PTP1B nor Tcell PTP were
detected by immunfluorescence technigues. Non-parenchymal cells reacted the same way as
observed in control livers: SHP1 and SHP2 were found in all non parenchymal cells, but
endothelial cells.

MTX treatment resulted in changes in the number of periportal non-parenchymal cells.
Kupffer cells were reduced in their number, whereas Natural-Killer cells were doubled not
only periportally, but also perivenoudly. In addition, 1to cells were altered in their activity
State.
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