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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Aufbau der Leber, makroskopische Anatomie

In der embryonalen Entwicklung entsteht aus einer ventralen Epithelknospe des
hepatopankreatischen Ringes des Duodenums die Leber. Sie ist eines der unpaaren
Bauchhdhlenorgane und das zentrale Stoffwechselorgan des Korpers (Tremblay und
Zaret, 2005). Bei fortschreitender Entwicklung wird die kraniale Pars hepatica und die
kaudale Pars cystica erkennbar. Die Pars hepatica stellt dabei die eigentliche
Leberanlage dar. Aus ihr entstehen zusammen mit dem GefalRsystem das
Leberparenchym und die Cholangiolen. Aus der kleineren Pars cystica entstehen das
intra- und extrahepatische Gallengangssystem sowie die Gallenblase (Tremblay und
Zaret 2005). Die Leber wird von einer teilweise elastischen Kapsel aus
Kollagenfasern (Tunica fibrosa oder Glisson-Kapsel) umgeben. Dieser sind nach
aullen eine Tunica subserosa und eine Tunica serosa angelagert. Von der
bindegewebigen Kapsel aus ziehen lockere Kollagenfaserblindel als interstitielles
Gewebe in das Leberparenchym und fuhren zu- und ableitende Blutgefalie,
Gallengange und Nervengeflechte mit sich. Durch die Anordnung dieser Fasern und
durch den Verlauf der Gefalle kommt es zu einer Gliederung der Leber in
Leberlappchen (Lobus hepaticus / Lobuli hepatici), die beim Schwein durch die
besonders stark ausgebildeten interlobularen Septen schon makroskopisch sichtbar
sind. Bei den unterschiedlichen Tierarten unterscheidet sich die Gestalt der Leber,
insbesondere in ihrer Anzahl und Tiefe der Lappung. Wiederkauer besitzen das am
einfachsten, Fleischfresser und Nagetiere das am starksten gegliederte Organ. Die
Konsistenz der Leber ist elastisch und ihre Farbe je nach Blutgehalt rétlich-braun
(Hjortso 1951, Couinand 1957, Gupta, 1977). Die Blutgefale V. portae, A. hepatica
und die Vv. hepaticae sowie das Gallenganssystem pragen im Wesentlichen den
Aufbau der Leber. Im intrahepatischen GefalRsystem wird nahrstoffreiches Blut
(funktionelles System) aus dem Pfortadersystem mit sauerstoffreichem Blut
(nutritives System) aus der A. hepatica vereint. Die V. portae, die ca. 70 % des

Blutes zur Versorgung der Leber liefert, tritt am Leberhilus in das Organ ein und ist
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Einleitung

das dominierende zuflihrende Gefal}. Sie zweigt sich im interstitiellen Gewebe zu

Vv. interlobulares auf. Gemeinsam liegen beide Gefallnetze an der Aul3enkante der
Leberlappchen und bilden zusammen mit einem interlobularen Gallengang (Ductus
biliferi interlobulares) die Lebertrias (Trias hepatica, GLISSONsche Trias). Im
interlobularen Bindegewebe verzweigen sich die A. und V. interlobularis endgultig
uber Arteriolen und Venolen bis zu kleinsten Kapillaren, die rechtwinkelig in die
Leberlappchen eintreten. Unmittelbar nach dem Eintritt vereinigen sich die arteriellen
und vendsen GefalRsysteme in Sinuskapillaren (Lebersinusoide, Vasa sinusoida), die
arteriovenodses Mischblut fuhren. Die Sinuskapillaren verlaufen vom auf’eren Rand
eines jeden Leberlappchens radiar in dessen Zentrum und vereinigen sich dort zur
Zentralvene (V. centralis). Die Vv. centrales ihrerseits vereinigen sich zu Vv.
hepaticae, die gemeinsam in die V. cava caudalis munden (Grisham et al. 1976, Mc
Cuskey 2000). Die Leberlappchen bilden eine strukturelle und funktionelle Einheit,
bestehend aus entodermalen Leberzellen und mesodermalen Sinuskapillaren. Durch
die unterschiedliche Blutzusammensetzung vom Lappchenrand zur Lappchenmitte
werden drei Zonen unterschieden, die fliellend ineinander Ubergehen (Chang et al.
1989):

Zona peripheralis, Zona intermedia, Zona centralis.

Die Einteilung in polygonale Leberlappchen ist eine strukturelle und dadurch rein
deskriptiv. Sie sieht die Zentralvene im Zentrum und das lockere Bindegewebe als
aullere Begrenzung. Ein einzelnes Leberlappchen weist eine Lange von 1,5-2 mm
und eine Breite von 0,8-1,5 mm auf, es stellt eine Ansammlung von Leberzellen dar.
Alle Leberlappchen erscheinen bei den Haussaugetieren im histologischen
Querschnitt polygonal und eng aneinander liegend (Kiernan 1833, Beresford und
Henninger 1986). Die Sinuskapillaren in der Leber weisen eine Reihe an
Besonderheiten auf. Sie anastomosieren vielfach miteinander und besitzen
unregelmalige Ausbuchtungen, die das durchstromende Blut wesentlich
verlangsamen und dadurch den Stoffaustausch mit der Leberzelle férdern. Es wird
immer mindestens eine Oberflache des Hepatozyten von einem Sinusoid erreicht.
Die Sinusoide sind mit flachen Endothelzellen ausgekleidet, zwischen denen Kupffer-

Zellen  (Macrophagocyti  stellati), eine  Sonderform der endothelialen

2



Einleitung

Wandauskleidung, liegen. Sie Ubernehmen als Bestandteil des MPS-Systems
(Mononukleares—Phagozytose-System) phagozytotische Aufgaben und entfernen
zirkulierende Zellfragmente und geschadigte Blutzellen sowie Bakterien oder aber
auch geldste Substanzen aus dem Blut. Sie sind auch aktiv am Abbau des
Hamoglobins aus Erythrozyten beteiligt, wodurch Bilirubin entsteht, dass von den
Kupffer-Zellen ausgeschieden und an die Hepatozyten weitergegeben wird (lto 1951,
Mak und Lieber 1984, Wisse et al. 1985, Aterman 1986, Wake et al. 1990, Mc Guire
et al. 1992, Winwood und Arthur 1993). Zwischen der freien Oberflache der
Hepatozyten und der AufRenflache der Lebersinusoide befindet sich ein schmaler
Spaltraum, der auch als perisinusoidaler Raum (Spatium perisinusoideum) oder als
Disse-Raum bezeichnet wird (Motta und Porter 1974).

1.2 Mikroskopische Anatomie

Die Leberzellen (“Hepatocytus®), liegen in Leberzellplatten (“‘Laminae hepatis®)
angeordnet, die in ihrer Gesamtheit ein dreidimensionales, schwammartiges System
bilden und in dessen Innenraumen das sinusoidale Kapillarnetz eingeschlossen wird.
Die Leberzellplatten verlaufen radiar zur Zentralvene. Die einzelne Leberzelle ist 25-
30 um grof3, polygonal und schlie3t einen runden Kern ein. Vielfach besitzen die
Leberzellen aber auch zwei Kerne, sind tetraploid oder sogar oktaploid.
Untereinander sind die Hepatozyten mit "gap junctions" verbunden. Das
Leberzellzytoplasma ist durch die Vielfalt der Zellfunktionen reich an
stoffwechselaktiven Organellen, die neben dem Zytosol die Grundvoraussetzung fur
alle Stoffwechselvorgange in der Leberzelle bilden (Philips und Satir, 1988,
Schachter 1988, Meier 1988, Nathanson und Boyer 1991). Die Leberzellen weisen
immer mindestens eine, oftmals aber auch zwei bis drei Zelloberflachen auf, die mit
dem Disse-Raum in Verbindung stehen. An diesen Zelloberflachen sind Mikrovilli
ausgebildet, die dem lonenaustausch und der Reabsorption von Stoffen dienen oder
als Rezeptoren flir Hormone funktionieren. Die Gallesekretion erfolgt gegen den
Blutstrom in ein gesondertes Drainagesystem. Durch die Erweiterung des
interzellularen Raums wird ein tubuldres Gangsystem ausgespart, die
Gallenkanalchen (“Canaliculi biliferi“), die dann die Galleflissigkeit aufnehmen. Die

Gallenkanalchen muinden nahe der Leberlappchenoberflache in kurze kleinere
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Gallengange (“Ductuli biliferi, HERING-Kanalchen), die aus dem Leberlappchen
austreten und sich im interstitiellen Bindegewebe zu einem grolReren Gallengang
(“Ductus interlobularis biliferus) vereinigen. Diese Gallengange sind Bestandteile der
Lebertrias und liegen in den periportalen Feldern. Zum Ausflihrungsgang (“Ductus
hepaticus®), der das Organ an der Leberpforte verlasst, werden mehrere Ductus
interlobulares vereinigt (Watanabe und Phillips 1984, Gumucio und Miller 1982,
Desmet et al. 1997, Rappaport et al. 1954).

Kupffer-Zelle

Endathel- ¥
zelle _
l——k Hepatocyt
E\:‘I\—- Dissé-Raum
_jﬁ Basis des
Leber-
acinus
AL hepatica
0" _ |
J I Gallengang)
” — o PfortadErj

Abb. 1: Bau des Leberlappchens (schematisch). pp, periportal; pv, perivends. (Abbildung nach v.
Engelhard und Breves 2000).

1.3 Funktionelle Einheit des Leberlobulus

Mikroanatomisch kann die Leber folgendermalen beschrieben werden:
1. Das klassische Modell des Leberlappchens orientiert sich an der

mikroskopischen Leberstruktur.
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2. Die Beschreibung des Leberazinus nach Rappaport bezieht zusatzlich

funktionelle Aspekte mit ein.

1.3.1 Der klassische Leberlobulus

Im idealisierten histologischen Bild wird jedes hexagonale Leberlappchen an seinen
Ecken von Portalfeldern begrenzt und hat einen Durchmesser von 0,7 mm und eine
Lange von 1,5-2 mm. GLISSON-sche Trias mit Arterie, Vene und Gallengang sind
dabei Orientierungspunkte fur die Portalfelder. Die Sinusoide liegen zwischen
Zellbalken und verlaufen radiar auf die Zentralvene zu. Der Bereich unmittelbar um
die Zentralvene herum wird als perivendse (pv) oder perizentrale Zone bezeichnet,
der die Portalfelder umgebende Bereich dahingegen als periportal (pp).

Der Leber-Lobulus wird an der AuRenseite von einer geschlossenen Leberzellplatte
(“Lamina limitans“) umgeben, die nur von den Gefalken und den Gallengangen
unterbrochen wird (Kiernan 1833, Beresford und Henninger 1986). Der Blutfluss im
Leberlappchen erfolgt zentripetal, von der Peripherie zur Zentralvene hin. Daraus
ergibt sich, dass die in der Peripherie liegenden Hepatozyten zuerst mit Nahrstoffen,
Sauerstoff und Hormonen versorgt werden und sich die Hepatozyten je nach ihrer
Lage im Leberlappchen in ihrer Ausstattung mit Enzymsystemen und auch in ihrer
Stoffwechselfunktion unterscheiden. Dadurch koénnen innerhalb des Lappchens
verschiedene metabolische Zonen unterschieden werden: in der Lappchenperipherie
Uberwiegen oxidativer Stoffwechsel, Zitratzyklus und B-Oxidation, zentrolobular
finden bevorzugt Glykolyse, Liponeogenese und Ketogenese statt. Die Ausstattung
der Zellen unterliegt tagesrhythmischen Schwankungen und passt sich dariber
hinaus der jeweiligen Ernahrungssituation an (Mac Sween et al. 2002, Van Eyken et
al. 1988).
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Abb. 2: . Schematische Abbildung des klassischen Leberlobulus. Im periportalen Leberlappchen
steht die Lebertrias mit dem zentralen Gallengang und damit der funktionell-sekretorische
Driisencharakter im Mittelpunkt. CV=Zentralvene; P=Portalbereich; Flussrichtung: vendses Blut
(blauer Pfeil); arterielles Blut (roter Pfeil); Galle (griiner Pfeil) (Abbildung nach W. Ekataksin et al.
1992).

1.3.2 Der Azinus nach RAPPAPORT

Der Leberazinus nach RAPPAPORT wird von zwei Leberlappchen gebildet. Er
besitzt als Zentrum einen zwischen zwei Portalfeldern liegenden Bereich, in dem die
zufihrenden Arteriolen, Venolen und der Gallengang laufen. Im histologischen Bild
hat er Rautenform. Dieses Modell orientiert sich am Gallefluss und hebt die Funktion
der Leber als exokrines Organ hervor. Alle unmittelbar an diesen Bereich
angrenzenden Hepatozyten werden der periportalen Zone (Zone 1) zugeordnet. Sie
erhalten das nahr- und sauerstoffreiche Blut und entsprechen der peripherlobularen
Zone des Leberlappchens. Die im Bereich der Zentralvene liegenden Leberzellen
gehdren zur periazinaren Zone und somit zur Zone Ill. Alle dazwischen liegenden
Leberzellen werden der Zone Il zugeordnet. Dieses Modell des Leberaufbaus
unterstreicht die heterogene metabolische Funktion der Leberzellen (Rappaport et al.
1954, Rappaport 1973, Rappaport 1976, Rappaport 1980, Rappaport 1982).
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Abb. 3a: Schematische Abbildung des Azinus nach Rappaport. Beim Azinus nach Rappaport
stehen die mikrozirkulatorischen Azinus-Zonen 1,2,3 im Mittelpunkt. CV=Zentralvene;
P=Portalbereich; Flussrichtung: vendses Blut (blauer Pfeil); arterielles Blut (roter Pfeil); Galle (griiner
Pfeil) (Abbildung nach W. Ekataksin et al. 1992).

V. interiobutaris . Lebertrias {Glisson-Dreieck)
A.hepatica ——— & T [ —— A, hepatica, V. interiobularis,
'f‘- A""-a.._‘l

Ductus interlobularis —— —;f ' . B. Ductusinteriobularis
A V. centralis

Leberzelbakchen
Lebersinusoid

Ductus interobularis Ay
..\-
A hepatica ——

Vv.sublobulares ———
1=Zona peripheralis, 2=Zona intermedia, 3=Zona zentralis
Abb. 3b: Dreidimensionale Rekonstruktion von Leberldappchen. Darstellung der drei

stoffwechselaktiven Zonen, mit zufiihrenden Interlobulargefaen und abfiihrenden Vv. sublobulares
(Abbildung nach Liebig 1999).
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1.4 Physiologie der Leber

Die Leber st als zentrales Stoffwechselorgan an allen wichtigen
Metabolisierungsvorgangen beteiligt. Ein zentrales Ziel ist die Aufrechterhaltung des
Blutglukosespiegels. Insulin fuhrt Glukose der Glykogensynthese und -speicherung
zu. Glukose muss bei Energiebedarf dagegen durch Glykogenolyse oder durch die
Glukoneogenese aus Laktat verfigbar gemacht werden (Alberti et al. 1992). Im
Proteinstoffwechsel synthetisieren und katabolisieren die Hepatozyten die meisten
Plasmaproteine wie Albumin, Gerinnungsfaktoren, = Serumtransportproteine,
Proteaseinhibitoren und Enzyme. Eine wesentliche Proteingruppe stellen dabei die
Akute-Phase-Proteine dar. Durch den Abbau und die Neusynthese von
Eiweillmolekulen reguliert die Leber die Plasmakonzentration vieler Aminosauren.
Aminogruppen werden durch den Umbau zu Harnstoff entgiftet (Felig 1975,
Christenden 1982, Rothschild et al. 1988). In perivendsen Leberzellen wird zusatzlich
Glutamin zum alternativen Abbau von Ammoniak, welches nicht durch die
Harnstoffsynthese gebunden wurde, synthetisiert (Haussinger et al. 1985,
Haussinger 1985, Haussinger 1986, Haussinger et al. 1993). Der Fettstoffwechsel
und v.a. dessen Stérung sind von besonderer Bedeutung. Triglyzeride werden im
Dunndarm nach ihrer Emulgation durch Gallensduren von Pankreaslipasen in
Fettsauren und Monoglyzeride gespalten. In dieser Form werden sie von Enterozyten
aufgenommen, in denen dann die Resynthese der Triglyzeride erfolgt. Fettsauren
werden an Albumin gebunden und ebenfalls von der Leber aufgenommen. Bei
besonders kohlenhydratreicher Nahrung kann aus Fettsduren auch Glukose
synthetisiert werden (Lazarow 1978, Wakil et al. 1983).

Die Drusenfunktion der Leber auf3ert sich in der Sekretion der Galle, die aus Wasser,
Elektrolyten, = mukdsem  Sekret der Gallengangsdrisen,  Gallensauren,
Phospholipiden, Cholesterin, Bilirubin und Proteinen (v.a IgA) besteht. Die
Gallensauren werden von der Leber aus Cholesterin gebildet, mit den Aminosauren
Glycin und Taurin konjugiert und aktiv in die Kanalikuli ausgeschieden. Sie haben
emulgierende Wirkung, werden zum grofdten Teil im lleum zurtckresorbiert und Uber
das Blut wieder der Leber zugeflhrt (entero-hepatischer Kreislauf). Das Bilirubin
entsteht dabei aus dem Abbau der prosthetischen Gruppe des Hamoglobins, dem

Ham, das aus gealterten Erythozyten stammt. Nach einer enzymatischen
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Umwandlung entsteht aus dem Hamoglobin das blaugrune Biliverdin, das durch
Reduktion in das orangerote Bilirubin (Bilirubin 1) Ubergeht. Das Bilirubin | ist
unkonjugiert und nicht nierengangig. Im Blut wird es an Albumin gebunden und zum
grolen Teil von Hepatozyten aufgenommen, in denen es an ein Bindungsprotein
gekoppelt und zum glatten endoplasmatischen Retikulum transportiert wird. Dort wird
es durch die Konjugation mit Glukuronsaure in eine hydrophile Form uberfuhrt
(Bilirubin II), das abschlieend aktiv in die Kanalikuli sezerniert wird. Im Darm wird
das Bilirubin 1l durch Bakterienenzyme dekonjugiert und unkonjugiert wieder
reabsorbiert (entero-hepatischer Kreislauf). Ein grolRer Teil des Bilirubins wird als
Urobilinogen uber die Niere ausgeschieden. In Hepatozyten wird ferner die
Biotransformation vieler endogenener (u.a. Steroide, Gallensauren, Eicosanoide) und
exogener (Xenobiotika) Substanzen durchgefuhrt (Perwaiz et al. 2001, Redinger
2003, Kullak-Ublick et al. 2004).

Die metabolische Zonierung im Leberlobulus:

periportal perivends
Glukoneogenese aus Aminosauren und Glykolyse
Laktat
Fettsaureoxidation, Ketogenese, Glykogensynthese aus Glukose
Citratzyklus

Harnstoffsynthese Glutaminsynthese

Cholesterinsynthese Fettsauresynthese
Gallensauresynthese
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1.5 Hepatozellularer Transport von Gallensalzen und

organischen Anionen

Hepatozyten exprimieren als polarisierte Zellen die unterschiedlichen
Transportsysteme in ihrer basolateralen (sinusoidalen) und apikalen (kanalikularen)
Plasmamembran. Die Transporter spielen eine entscheidende Rolle, sowohl bei der
Aufnahme von gallepflichtigen Substanzen Uber die basolaterale Membran, die in
direktem Kontakt zu den Sinusoiden steht, als auch bei der Abgabe von Stoffen Uber
die kanalikulare Membran in den Gallenkanalikulus. Unter physiologischen
Bedingungen werden die Gallensalze vor allem von Hepatozyten in der Zone 1 aus
dem sinusoidalen Blut gefiltert, die Leberzellen in Zone 3 werden ausschlie3lich bei
einem hoheren Aufkommen von Gallensalzen genutzt (Anwer 1993, Anwer 1998,
Sherlock und Dooley 2002). Gallensalze sind die entscheidenden Substanzen fir
den gallensalzabhangigen Gallefluss. Die Gallesekretion erfolgt wegen der hohen
Konzentration an Gallesalzen in der Galle gegen einen Konzentrationsgradienten
und stellt somit einen aktiven Transport dar, dem Wasser und Elektrolyte passiv
folgen. Die intensive Regulation der Galleausscheidung steht in engem
Zusammenhang mit dem physiologischen Transport von Endo- und Xenobiotika (z.B.
Cholesterin, Bilirubin) und wird durch die Modulation der konstitutiven Expression,
dynamischen Lokalisation oder intrinsischen  Aktivitdt von relevanten
Transportsystemen ermdoglicht (Correia und Castagnoli 1987, Tredger und Davis
1991, Anwer 1993, Anwer 1998). Es kann zwischen einer kurzfristigen und einer
langfristigen Transporterregulation unterschieden werden. Die ,Kurzzeit“-Regulation
wird durch eine von Vesikeln vermittelte Transporterinsertion in die Plasmamembran
reguliert. Die Membrantransporter werden in einem endosomales Kompartiment
gespeichert und kdénnen bei steigendem Bedarf wieder aus diesem freigesetzt und in
die Hepatozytenmembran eingebaut werden. Bei der ,Langzeit“-Regulation wird die
Expression von Membrantransportern Uber Transkriptions- und Translationsprozess
reguliert und dadurch das Verhaltnis von Transporterneusynthese- und abbau
verschoben. Dieser Prozess ist irreversibel; bendtigte Membrantransporter kdnnen
nur mit einer zeitlichen Verzdgerung bereitgestellt werden (Trauner und Boyer 2003,
Roma et al. 2008).
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1.5.1 Basolaterale Aufnahme von Gallensalzen und organischen

Anionen

Der basolaterale Transport von Gallensalzen und organischen Anionen in die
Hepatozyten erfolgt durch aktive Aufnahmemechanismen. Sie werden durch
Natrium-abhangige (Ntcp) und Natrium-unabhangige (Oatp-Familie) Transporter

vermittelt werden.

1.5.1.1 Natrium-abhdngige Aufnahme von Gallensalzen

“Na‘*/taurocholate cotransporting polypeptide“ (Ntcp)

Durch den enterohepatischen Kreislauf werden Gallensalze mit dem sinusoidalen
Blut zu den Leberzellen transportiert. Der Natrium-abhangige Co-Transport von
konjugierten Gallensalzen und Natrium wird durch einen Na’-Gradienten der Na*/K-
ATPase aufrecht erhalten. Mehr als 80 % der Taurocholataufnahme, aber weniger
als 50 % der Cholataufnahme in die Hepatozyten sind Natrium-abhangig (Stanca et
al. 2001). Das dominierende Aufnahmesystem fur Gallensalze aus dem portalen Blut
in die Leberzelle ist das “Na‘/taurocholate cotransporting polypeptide“ (Ntcp)
[Trauner und Boyer 2003]. Dieser Transporter befindet sich in der basolateralen
Membran und ist homogen Uber den Leberlobulus verteilt (Trauner und Boyer 2003,
Stanca et al. 2001). Die Natrium-abhangige Aufnahme von Gallensalzen wird in der
Rattenleber fast ausschliellich  Gber Ntcp reguliert. Ntcp wird in
intrazytoplasmatischen Vesikeln gespeichert. Diese dienen als Reservoir und
ermoglichen so unter physiologischen Stimuli den schnellen Einbau von
Transportmolekulen in die sinusoidale Membran (Stanca et al. 2001). Ntcp besteht
aus 362 Aminosauren und hat ein Molekulargewicht von 51 kDa (Hagenbuch und
Meier 1994, Cohn et al. 1995). Er ist an zwei Seiten NH,-glycolysiert und besteht aus
7 Transmembrandomanen mit zwei Segmenten, die entweder eine grofRe
extrazellulare Schleife bilden oder mit der Membran assoziiert sind (Hagenbuch und
Meier 1994, Mareniniva et al. 2005). Die Transportaktivitat erfolgt Uber einen
elektrochemischen Gradienten, mit einem 2:1 Verhaltnis von Na* zu Gallensalzen.
Ntcp transportiert alle physiologischen Gallesalze (konjugiert und unkonjugiert). Die

hochste Affinitdt besteht fur konjugierte Di- und Trihydroxygallensalze, ferner fur
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Ostrogenkonjugate, sulfatierte Steroidhormone und Schilddriisenhormone (Doring et
al. 2012). Die Expression von Ntcp wird durch hohe Konzentrationen von
Gallensalzen Uber FXR transkriptionell reguliert (Karpen S.J. 2002, Chiang J.Y.
2003). Die Expression der Ntcp mRNA und die Proteinexpression sind bei allen
bekannten Modellen der experimentellen Cholestase oder der Leberfunktionsstérung
reduziert (Geier et al. 2007).

1.5.1.2 Natrium-unabhangige Aufnahme von Gallensalzen und organischen Anionen

“Organic-Anion-Transporting-Polypeptides” (Oatp1a1, Oatp1a4, Oatp1b2)

Der Natrium-unabhangige Transport von Gallensalzen wird primar durch den
Austausch von intrazellularen Anionen (GSH, HCOj3') Uber Isoformen der Familie der
“Organic-Anion-Transporting-Polypeptids® (Oatp) gewahrleistet. Die Oatp-Familie ist
eine Transporterfamilie, die amphipatische, an Albumin gebundene Substanzen
transportiert und ein breites Substratspektrum besitzt (Kullak-Ublick et al. 2001,
Koénig et al. 2006, Hagenbuch und Gui 2008). Anders als der Na‘-abhangige
Transport macht der Natrium-unabhangige Gallensalztransport quantitativ einen viel
kleineren Anteil aus (Stanca et al. 2001).

An der Gallebildung sind jedoch die basolateralen Gallensalzaufnahmesysteme zu
ca. 95 % beteiligt (Trauner und Boyer 2003). Die Transporter der Oatp-Familie haben
ein weites Substratspektrum und transportieren zusatzlich zu konjugierten und
unkonjugierten  Gallensalzen noch andere cholephile Substanzen, z.B.
glukuronidiertes Bilirubin oder exogene organische Anionen. Der Anteil der
transportierten Gallensalze ist geringer als bei Ntcp (Meier et al. 1997, Kullak-Ublick
et al. 2000, 2001, Konig et al. 2006).

In der Rattenleber wird die basolaterale Na*-unabhangige Gallensalzaufnahme von
drei Mitgliedern der Oatp-Familie vermittelt. Alle Oatp-Transporter sind
Glycoproteine, die zwoIf Transmembrandomanen besitzen. Im Gegensatz zu Ntcp
werden die Transporter der Oatp-Familie nicht in intrazellularen Vesikeln
gespeichert, wodurch ihre Induktion nur durch verstarkte Transkription moglich ist
(Trauner und Boyer 2003). Die Isoformen der Oatp-Familie sind im Hepatozyten
basolateral lokalisiert. Oatp1a1l wird in den basolateralen Membranen der
Hepatozyten und im Leberlobulus homogen exprimiert, existiert aber auch in

proximalen Tubuluszellen der Niere und in den Epithelzellen des Plexus choroideus
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(Kullak-Ublick et al. 1995, Bergwerk et al. 1996, Angeletti et al. 1997). Dieser
Transporter besteht aus 670 Aminosauren und besitzt ein Molekulargewicht von 80
kDa (Jacquemin et al. 1994). Er transportiert ein breites Spektrum von organischen
Anionen, konjugierte und unkonjugierte Gallensalze, Bilirubinmonoglukuronide, aber
kein  unkonjugiertes  Bilirubin  (Trauner und Boyer 2002), aullerdem
Schilddrusenhormone, Steroidhormone und ACE-Hemmer (Geier 2006). Der
Transport von organischen Anionen erfolgt im Austausch mit Glutathion (Li et al.
1998). Oatp1al wird Uber die Kernrezeptoren HNF-4a und HNF-1a reguliert
(Trauner und Boyer 2003). Die treibende Kraft fir den Oatp1al vermittelten
Substrattransport ist noch nicht vollstandig aufgeklart (Stanca et al. 2001).

Im Gegensatz zu Oatp1a1l stellt sich Oatp1a4 primar zoniert im Leberazinus dar.
Dies bedeutet eine zonierte basolaterale Expression v.a. in perivendsen und
midzonalen Hepatozyten. Die inneren 1-2 Zelllagen, um die Zentralvenen herum,
zeigen dabei keine signifikante Expression von Oatp1a4 (Reichel et al. 1999).
Oatp1ad4 besteht aus 661 Aminosauren und hat 77 % Aminosaureidentitat zu
Oatp1a1; sein Molekulargewicht betragt 92 kDa (Stanca et al. 2001, Trauner und
Boyer 2003). Der Transporter hat eine ahnliche Substratspezifitat flr organische
Anionen und Gallensalze wie Oatp1a1, darlber hinaus aber auch noch eine hohe
Affinitat zu Digoxin und Bilirubinmonoglucuroniden (Geier et al. 2006). Aulerhalb der
Leber wird Oatp1a4 noch im Gehirn und in der Retina exprimiert (Gao et al. 1999).
Seine Expression ist abhangig von den nuklearen Rezeptoren PXR und HNF-1a
(Hagenbuch und Dawson 2004, Meyer zu Schwabedissen et al. 2008).

Oatp1b2 ist heterogen Uber den Leberazinus verteilt und zeigt eine hohe Expression
in Hepatozyten der Zone 2 und Zone 3. Er besteht aus 691 Aminosauren und ist in
der Aminosaurensequenz zu 43 % mit Oatp1a1 und zu 44 % mit Oatp1a4 identisch;
sein Molekulargewicht betragt 85 kDa. Die Substrate von Oatp1b2 umfassen ein
breites Spektrum von Gallensalzen (Abe et al. 1999, 2001, Cui et al. 2001, Letschert
et al. 2004) Prostaglandin E2, Ostrogenkonjugate (Kénig et al. 2000a, b) und
Schilddrisenhormone (Abe et al. 1999, Kullak-Ublick et al. 2001, Omote et al. 2006).
Ebenso wie Oatp1a1 und Oatp1a4 wird auch Oatp1b2 durch den Kernrezeptor HNF-
1a reguliert (Trauner und Boyer 2003).
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1.5.2 Kanalikulare Sekretion von Gallensalzen und organischen Anionen

Nach transzellularem, an hochaffine zytosolische Proteine gebundenem Transport
der gallepflichtigen Substanzen, werden diese durch ATP-abhangige Pumpen der
ATP Superfamilie, sogenannter “ATP-binding casette Transporter* (ABC-
Transporter), in die Galle sezerniert. Die kanalikulare Exkretion von cholephilen
Substanzen macht 75 % des taglich produzierten Gallevolumens aus und stellt den
geschwindigkeitslimitierenden Faktor der Gallesekretion dar (Konig et al. 1999,
Keppler et al. 2001, Fromm 2003). Durch die Hydrolyse von ATP werden
gallepflichtige Substanzen gegen ein Konzentrationsgefalle, das bis zu einem 1000-
fachen der hepatozellularen Konzentration betragt, transportiert. Alle ABC
Transporter besitzen mindestens zwoIlf Transmembrandomanen, durch die ihre
Substratspezifitat bestimmt wird. Zur Bindung und Hydrolyse des ATP dienen
darUber hinaus zwei intrazellulare Loops (Stieger und Meier 2002). Zu den ABC-
Transportern, die sich in ihrer Membranstruktur, Substratspezifitat und intrazellularen
Lage unterscheiden, gehodren u.a. die “Bile salt export pump“ (Bsep) und das
Multidrug Resistance-Associated Protein 2 (Mrp2). Die ABC-Transporter vermitteln
den kanalikularen Efflux von divalenten, bipolaren sulfatierten oder glukuronidierten

Gallensalzen.

1.5.2.1 “Bile salt export pump“ (Bsep)

Der Membrantransporter Bsep, der ATP-abhangig Gallensalze durch die kanalikulare
Membran aus den Hepatozyten in die Galle transportiert ist der
geschwindigkeitsabhangige Transporter bei der Sekretion von Gallesalzen aus dem
Blut in die Galle. Die kanalikulare Gallensalzkonzentration ist 1000-fach héher als in
Hepatozyten, was einen aktiven Transport durch die kanalikulare
Hepatozytenmembran erfordert (Gerloff et al. 1998).

Er spielt eine entscheidende Rolle beim enterohepatischen Kreislauf der Gallensalze.
Die kanalikularen Exportpumpen werden im endoplasmatischen Retikulum
synthetisiert und in Vesikeln durch den Golgi-Komplex an die apikale Membran
gebracht. Bsep besteht aus 1321 Aminosauren und hat ein Molekulargewicht von
160 kDa. Physiologischerweise ist der Transporter homogen im Leberazinus verteilt
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und wird auf der Oberflache von kanalikularen Mikrovilli exprimiert (Gerloff et al.
1998, Green et al. 2000, Byrne et al. 2002). Ebenso wie andere Transporter der
ABC-Superfamilie besteht auch dieser aus zwolf transmembrandren Domanen und
zwei grolien zytoplasmatischen, Nukleotid-bindenden Doméanen (Lam et al. 2010).
Bsep vermittelt die Exkretion von monovalenten und divalenten konjugierten
Gallensalzen und hat geringe Affinitat zu Substraten von MDR1 (“Multidrug
Resistance Protein 1%). Konjugierte Gallensalze dienen nicht nur als Substrate, sie
konnen auch die ATPase aktivieren. Die durch Bsep vermittelte vektoriale
Ausscheidung der Gallensalze in die Galle ist ATP- abhangig und dadurch die
entscheidende Grole fur den “Gallensalz-abhangigen Gallefluss. Wie auch Ntcp
wird Bsep aufgrund verschiedener Stimuli aus der apikalen Membran in
intrazellulare, sub-apikale, Vesikel endozytiert (Gerloff et al. 1998). Der Ein-und
Ausbau von Bsep erfolgt unter Beteiligung des mikrotubularen Zytoskeletts. Die
Expression von Bsep wird von den Zellkernrezeptor FXR und HNF-4a reguliert.
Dabei fungieren auch Gallensalze als Liganden fur FXR und konnen dadurch die
Transkription von Bsep induzieren (Ananthanarayanan et al. 2001, Plass et al. 2002,
Schuetz et al. 2001).

1.5.2.2 Multidrug Resistance-Associated Protein 2 (Mrp2)

Mrp2 ist eine Exportpumpe fir organische Anionen, die als einzige an der apikalen
Membran polarisierter Zellen lokalisiert ist. Dieser Transporter befindet sich
insbesondere in der kanalikularen Membran von Hepatozyten, den Epithelzellen der
Gallenblase, in proximalen Tubuluszellen in der Niere, Enterozyten und in der
Plazenta (Keppler und Kartenbeck 1996, Paulusma et al. 1997, Rost et al. 2001).
Mrp2 hat teilweise Uberlappende Substratspezifizitat mit dem basolateralen Mrp3,
transportiert aber z.B. GSH-Konjugate effizienter (Rost et al. 2001). Das Mrp2-
Protein besteht aus 1545 Aminosauren und hat ein Molekulargewicht von 190 kDa
(Stanca et al. 2001). Der Transporter vermittelt die ATP-abhangige Sekretion
endogener und xenogener lipophiler Substanzen, die mit Glutathion, Glukuronat und
Sulfaten konjugiert sind, ferner Ostradiolkonjugate, Bilirubinglukuronide sowie den
Export von unkonjugierten organischen Anionen (Cui et al. 1999, Paulusma et al.

1999, Jedlitschky et al. 2006). Unter physiologischen Bedingungen ist Mrp2 zonal
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gleichmalig verteilt und flr den gallensalzunabhangigen Gallefluss verantwortlich
(Trauner und Boyer 2003). In vielen Modellen der experimentellen Cholestase zeigt
sich eine Herabregulation der Mrp2 mRNA (Transkription) und des Mrp2 Proteins
(Translation). Wie auch bei Ntcp und Bsep kann Mrp2 dynamisch durch Endozytose
von der kanalikularen Membran in den intrazellularen Pool im subapikalen Raum
verlagert werden, was eine sehr kurzfristige Regulation des Transporters ermdglicht
(Jedlitschky et al. 2006). Mrp2 wird durch die Kernrezeptoren PXR, FXR und CAR
induziert (Kast et al. 2002, Jedlitschky et al. 2006, Simon et al. 2007).
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Abb. 4: Lokalisation und Funktion von sinusoidalen und kanalikuldaren hepatozelluldren
Transportern in der Rattenleber. Die Na'-abhéngige sinusoidale Aufnahme von Gallensalzen wird
durch Ntcp vermittelt. Die Na'-unabhangige Aufnahme von organischen Anionen (OA’) und
Gallensalzen (GS’), wird durch Mitglieder der Oatp- Familie vermittelt. Der Transport Uber die
kanalikulare Membran wird durch ATP-abhangige Exportpumpen bewerkstelligt. Bsep vermittelt den
apikalen Transport von Gallensalzen. Mrp2 transportiert organische Anionen, wie Bilirubinglukuronide,

GSH sowie sulfatierte und glukuronidierte Gallensalze (Abbildung nach Roma et al. 2008).

1.6 Hamoxygenase-1 (HO-1)

Die Hamoxygenasen spielen eine zentrale Rolle bei der Mengenregulation von
intrazellularem Ham. Die Enzyme spalten Ham oxidativ zu Biliverdin, freiem Eisen
und CO, die sich in verschiedenen Studien als zellprotektiv, antioxidativ,
antiinflammatorisch, antithrombotisch, antiproliferativ und antiapoptotisch gezeigt
haben (Kim et al. 2012). Es sind drei Isoformen der HO bekannt, die von

verschiedenen Genen exprimiert werden und dadurch unterschiedliche
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Gewebeverteilungen und Eigenschaften aufweisen. Die HO-1 ist die induzierbare
Form und das geschwindigkeitsbestimmende Enzym bei der Metabolisierung von
Ham. Sie hat ein Molekulargewicht von 32 kDa, 288 Aminosauren und ist ein
Hitzeschockprotein (HSP 32), dass unter physiologischen Bedingungen fast
ausschlielich in Kupffer-Zellen exprimiert wird (Volti et al. 2008). Die Induktion der
HO-1 reduziert nach Ischamie und Reperfusion der Leber die Enzyme AST und LDH.
Der Gallefluss wird dahingegen gesteigert und dadurch der histologische
Reperfusionsschaden gemildert (Redaelli et al. 2002). Die HO-1 hat ein breites
Spektrum von Induktoren wie u.a. Metalle, Zytokine, Endotoxine, Oxidantien, NO und
vasoaktive Stoffe (Kim et al. 2012). Die HO-2 wird konstitutiv, vorzugsweise in
Leberparenchymzellen exprimiert. Ihr ahnelt auch sehr die HO-3, die aber eine sehr
viel geringere katalytische Aktivitat besitzt und beim Menschen nicht exprimiert wird
(Kim et al. 2012).

Unter physiologischen Bedingungen wird die HO-1 zum kleinsten Anteil produziert,
wird aber durch Stimulation mit LPS auch in Monozyten, Gewebemakrophagen und
Hepatozyten induziert. Die HO-1 spaltet die a-meso Carbonbricken des Hams.
Dieser Prozess kann durch verschiedene Metalloporphyrine gehemmt (“tin
protoporphyrin“, SnPP) und auch induziert (“cobalt protoporphyrin“, CoPP) werden
(Redaelli et al. 2002). Ursprunglich wurde angenommen, dass die zentrale Rolle der
HO-1 der Abbau des hoch oxidativen Hams ist. Es hat sich inzwischen jedoch
gezeigt, dass dieses System und die aus ihm hervorgehenden Molekule auch eng
mit der Regulation von vielen physiologischen und pathophysiologischen Prozessen
verknupft sind. Die Induktion der HO-1 muss somit auch als eine Antwort auf
oxidativen Stress, Apoptose, Hyperthermie und Entzindung verstanden werden (Kim
et al. 2012). Die durch hamorrhagischen Schock, z.B. als Folge von Ischamie und
Reperfusion, verursachte Leberdysfunktion bis hin zu akutem Leberversagen,
bedingt eine verminderte Mikrozirkulation und erzeugt eine hepatozellulare
Uberexpression von HO-1 (Volti et al. 2008). Eine bedeutende Rolle nimmt dabei
nicht nur das antioxidativ wirkende Bilirubin, sondern auch das entstehende CO ein,
das u.a. die sinusoidale Perfusion verbessert und Vasokonstriktion vermindert. CO
reduziert aullerdem die mRNA Expression von TNF-q, IL-1B, IL-6 und NOS. Dartber
hinaus wird die Bildung freier Radikale bei der Re-Oxigenierung von hypoxischen

Zellen reduziert (Volti et al. 2008). Die Funktion des Spenderorgans und damit die
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Uberlebensrate nach Transplantation wird durch die Uberexpression der HO-1
deutlich gesteigert, da diese zu den bereits genannten Eigenschaften auch

immunsuppressive Effekte besitzt (Redaelli et al. 2002).

1.7 Transporterregulation bei Cholestase

Die dynamische Lokalisation und Endozytose von hepatozellularen Transportern ist
eine haufige Reaktion auf Leberfunktionsstérungen wie z.B. Cholestase. Dabei kann
eine extrahepatische Cholestase durch die Obstruktion der ableitenden Gallenwege,
eine intrahepatische Cholestase dahingegen z.B. durch Arzneimittel, Toxine,
systemische Entzindung oder Cholangitis ausgelost werden. Die Veranderung der
Transporterlokalisation erklart das sekretorische Versagen der Hepatozyten (Roma
et al. 2008). Veranderungen in der Transporterexpression sind dartber hinaus auch
durch veranderte Zellpolaritat, Stérungen in Zell-zu-Zell-Verbindungen und

zytoskeletalen Veranderungen zu erklaren (Geier et al. 2006).

1.7.1 “Na*/taurocholate cotransporting polypeptide” (Ntcp)

Im Modell der obstruktiven Cholestase wurde gezeigt, dass durch hohe portale
Gallensalzkonzentrationen die Natrium-abhangige Gallensalzaufnahme entlang des
Leberazinus angepasst und so die periportalen Hepatozyten vor schadlich hohen
Gallensalzkonzentrationen geschitzt werden (Trauner et al. 1998, Lee et al. 2000,
Arrese et al. 2003). Die bei obstruktiver Cholestase akkumulierten Gallensalze sind
als Effektor fur die transkriptionelle Herabregulation von Ntcp durch die Hemmung
der Kernrezeptoren HNF-1 alpha und HNF-4 alpha beschrieben worden (Trauner et
al. 1998, Arrese et al. 2003). Zusatzlich wird Ntcp durch Gallensalze PKC-abhangig
endozytiert (Meier und Stieger 2000).

Die mit der obstruktiven Cholestase assoziierte Aktivierung scheint fur die
posttranskriptionellen und posttranslatorischen Herabregulation von Ntcp keine Rolle
zu spielen (Geier et al. 2005). Eine Herabregulation wird auch durch Endotoxin
ausgelost, wie es im Modell der experimentellen Sepsis gezeigt wurde (Gartung et al.
1996). Die den Effekt vermittelnden Zytokine sind bisher aber nicht bekannt (Geier et

al. 2005).
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1.7.2 “Organic-Anion-Transporting-Polypeptides”
(Oatp1a1, Oatp1a4, Oatp1b2)

Oatp1a1 wird im Gegensatz zu Oatp1a4 und Oatp1b2 bei obstruktiver Cholestase
und unter dem Einfluss von TNF-a herabreguliert (Geier et al. 2007). Die
Taurocholat- und Cholataufnahme ist jedoch unter obstruktiver Cholestase
unverandert. Um dieses Phanomen zu erklaren, gibt es 2 Moglichkeiten: Entweder ist
Oatp1a1 fur den Transport nicht entscheidend, oder Oatp1a4 und Oatp1b2 sind in
der Lage den Ausfall zu kompensieren (Geier et al. 2007). Oatp1a4 wird durch
Ostrogene (Geier et al. 2007) herabreguliert, durch extrahepatische Cholestase
(BDL) in periportalen Hepatozyten jedoch induziert (Donner et al. 2007).
Ethinyléstradiol fuhrt zu einer reduzierten Transporterexpression von Oatp1a1 und
Oatp1a4 (Rost et al. 2005). Der Einfluss von Gallensalzen wahrend obstruktiver
Cholestase ist dahingegen noch immer unbekannt (Geier et al. 2007). Vorherige
Studien haben jedoch gezeigt, dass die Oatp1a1 Transporter in der experimentellen
Sepsis in periportalen Hepatozyten reduziert, Oatp1b2 dahingegen durch

Gallengangsligatur induziert wird (Donner et al. 2007).

1.7.3 “Bile salt export pump“ (Bsep)

Bei den verschiedenen Cholestaseformen, z.B. induziert durch LPS, Endotoxine und
oxidativen  Stress, fuhren proinflammatorische  Zytokine und reaktive
Sauerstoffspezies aus Makrophagen zu einer Internalisierung von Bsep in
intrazellulare Vesikel an der kanalikularen Membran (Lee et al. 2000, Roma et al.
2008). Das fuhrt zu einer Veranderung des Membransignals in der
Immunfluoreszenz, was auf eine Umverteilung der Transporter in die intrazellularen
Vesikel im subapikalen Raum hindeutet. Diese veranderte Lokalisation von Bsep
fuhrt zu einer sekretorischen Dysfunktion, die proportional ist zu der Abnahme der
hepatozellularen Transportermenge in der kanalikularen Membran (Roma et al.
2008). Oxidativer Stress ist dabei ein wichtiger, zu Leberschadigung fluhrender
Faktor bei Lebererkrankungen verschiedener Atiologie. Experimentell konnte gezeigt
werden, dass bei obstruktiver Cholestase die Bsep Expression durch TNF-a und

IL13 reduziert wird, was einer Reduktion der Belastung von Cholangiozyten mit
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Gallensalzen dient (Donner et al. 2007).

1.7.4 Multidrug Resistance-Associated Protein 2 (Mrp 2)

Durch unterschiedliche Stimuli wie obstruktiver Cholestase, Endotoxamie, anabole
Steroide, Septikamie, oxidativer Stress oder LPS wird die kanalikulare Expression
von Mrp2 reduziert (Trauner et al. 1997). Die Schlisselmediatoren sind durch
bakterielles LPS induzierte proinflammatorische Zytokine wie TNF-a und IL-B. LPS
fuhrt bereits nach 20 Minuten zur Endozytose von Mrp2 aus der kanalikularen
Membran in intrazellulare Vesikelstrukturen (Paulusma et al. 2000, Donner et al.
2004, Roma et al. 2008). Die Expression erreicht 24 Stunden nach Reperfusion ein
Minimum und ist nach 48 Stunden reversibel (Tanaka et al. 2006), die Exkretion von
Gallensalzen aus dem Plasma ist jedoch erst nach 7 Tagen normalisiert (Accatino et
al. 2003). Durch eine Reduktion der Kupfferzelldepletion wird die nicht-nekrotische
hepatozellulare Dysfunktion vermindert und die Funktion von Mrp2 bleibt erhalten
(Kudo et al. 2004). Wie Bsep zeigt auch Mrp2 bei obstruktiver Cholestase
Veranderungen in der Signalintensitat und Verteilung in den Hepatozytenmembranen
(Roma et al. 2008). Klinisch findet sich nach Herabregulation von Mrp2 eine
Hyperbilirubinamie und eine reduzierte hepatozellulare Clearance weiterer

endogener, potentiell toxischer Substanzen (Roma et al. 2008).

1.8 Lebertransplantation und Cholestase

1.8.1 Entwicklung der Organtransplantation

Durch die Etablierung der Transplantation von Organen, wie Leber, Niere und Lunge,
ist eine operative Therapie vieler zuvor infauster Erkrankungen maéglich geworden.

Carrel und Guthrie reimplantierten erstmalig Ende der 80er Jahre Nieren in Katzen
mit einer mittleren Uberlebenszeit von drei Wochen. Obwohl die Herztransplantation
seit Ende der 40er Jahre experimentell erarbeitet wurde, konnte erst im Jahre 1964
die erste humane Herztransplantation durchgefihrt werden (Hardy et al. 1964). Das
dabei transplantierte Schimpansenherz versagte bereits nach wenigen Stunden. Im

Jahre 1967 fuhrte Christiaan Bernard die erste erfolgreiche Herztransplantation am
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Menschen durch. Hardy und Webb transplantierten 1963 die erste Lunge. Der
Patient starb nach drei Wochen aufgrund von akutem Nierenversagen (Hardy et al.
1963).

Erste tierexperimentelle Arbeiten mit dem Versuch der Lebertransplantation
begannen Ende der 50er Jahre (Welch 1955, Cannon 1965). Die erste
Lebertransplantation am Menschen gelang Starzl 1963 in Colorado an einem
dreijahrigen Kind mit Gallengangatresie (Starzl et al. 1963). Starzl operierte auch
1967 erfolgreich ein Kind, das vierhundert Tage Uberlebte. 1968 wurde von
Gutgemann in Bonn die erste Lebertransplantation in Deutschland durchgefihrt.
Dahingegen hat die Ubertragung anderer Organe wie z.B. Pankreas, Dinndarm,
Gebarmutter oder Eierstocken bisher kaum Bedeutung erlangt.

Bis Ende der 70er Jahre war die Mdoglichkeiten der Immunsuppression auf die
Kombination von Azathioprin, Kortikosteroiden und Antilymphozytenglobin
beschrankt. Etwa ein Drittel der lebertransplantierten Menschen Uberlebten nur ein
Jahr (Starzl et al. 1981). Durch die klinische Einfuhrung von Cyclosporin A, vor 30
Jahren, konnte die Einjahres - Uberlebensrate mehr als verdoppelt werden (Starzl et
al. 1985b). Dadurch trat die Organkonservierung als weiterer kritischer Faktor flr den

Erfolg der Transplantation in den Vordergrund.

1.8.1.1 Entwicklung der Lebertransplantation

Durch die Fortschritte auf den Gebieten der Organkonservierung, der
Immunsuppression und der chirurgischen Technik, konnte sich die
Lebertransplantation als therapeutische Methode etablieren (Starzl et al., 1985a,
Starzl et al. 1985b, Belzer und Southard 1988). Anfang der 80er Jahre noch war
dieser chirurgische Eingriff die letzte therapeutische Option fur Patienten mit einer
Lebererkrankung im Endstadium. Aufgrund der praoperativen Morbiditat war jedoch
die Langzeitprognose schlechter als bei den heute operierten Patienten (Shaw et al.
1989). Zeichen der voranschreitenden Entwicklung weltweit waren die Entstehung
vieler Transplantationszentren in den 80er Jahren und die enorme Zunahme an
transplantierten  Organen. International = agierende  Organisationen  wie
“Eurotransplant” organisieren moglichst effizient den Organaustausch zwischen

vielen Landern in Europa und Uber grol3e Entfernungen. Trotz dieser verbesserten
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therapeutischen Moglichkeiten warten bei konstanten Spenderzahlen zunehmend
mehr potentielle Empfanger auf ein Organ, was die Verteilung der verfigbaren
Organe nach der groRten Transplantationserfolgswahrscheinlichkeit notwendig
werden lasst. Insbesondere in der Padiatrie werden heute aber auch erfolgreich Teil-
Leber-Transplantationen (‘reduced bzw. split-liver?) durchgeflhrt, wodurch die
Diskrepanz zwischen Organbedarf und Organangebot etwas kleiner wird
(Gruttadauria 2009).

1.8.1.2 Hepatischer Konservierungsschaden

Der Konservierungsschaden ist entscheidend fur die initiale Nichtfunktion und auch
fur mogliche spatere Abstollungsreaktionen des Transplantats (Howard 1990).

Man kann den Konservierungsschaden in vier Phasen einteilen (Erhard et al. 1994):

Vorkonservierungsschaden
Kaltkonservierungsschaden

Erwarmungsschaden

W bh -

Reperfusionsschaden

Ein  moglicher  Vorkonservierungsschaden kann durch leberschadigende
Gewohnheiten des Spenders, durch traumatische Leberschadigung oder durch eine
praoperative hypotensive Kreislaufsituation entstehen. Fur den Konservierungs- und
Reperfusionsschaden ist dahingegen zum grof3en Teil die Hypothermie wahrend der
Kaltkonservierung verantwortlich.

Die Hypothermie verursacht verschiedene Effekte an den Hepatozyten, u.a. wird die
zellulare metabolische Aktivitat herabgesetzt. Es kommt bei der Konservierung ferner
zu einem Substrat- und ATP-Verlust in den Leberzellen, weil die fortlaufenden, wenn
auch durch die Kaltlagerung stark verlangsamten Stoffwechselprozesse mehr
Energie verbrauchen als unter anaeroben Bedingungen nachgebildet werden kann
(Harvey et al. 1988). Die Synthese von ATP Uber anaerobe Glykolyse erzeugt eine
intrazellulare Azidose (Waud und Rajagopalan 1976). Der ATP-Mangel beeintrachtigt
aullerdem die Funktion der Natrium/Kalium-ATPase. Es kommt 2zu einer

intrazellularen Natrium-Anreicherung mit Verlust des Ladungsgefalles. Chlorid stromt
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in die Zelle ein, wahrend Kalium heraustransportiert wird. Durch diese
Elektrolytverschiebung stromt H,O in die Zelle und es bildet sich ein intrazellulares
Odem (Martin et al. 1972). Wahrend der Erwdrmung und Reperfusion mit
oxigeniertem Blut kommt es weiterhin zur Sauerstoffradikalbildung mit darauf
folgender ausgepragter Entziindungsreaktion. Die zeitliche Spanne der warmen
Ischamiezeit zwischen Kaltkonservierung und Reperfusion hat einen negativen
Einfluss auf die spatere Organfunktion (Kamiike et al. 1988, Cisneros et al. 1991).
Zusatzlich gibt es an den Sinusendothelien perfusionsbedingte
Schadigungsmechanismen (Bell et al. 1997). Dabei korreliert der Leberschaden der
kalten Ischamie mit dem Ausmal} der nach der Konservierung noch vorhandenen
Adhasion der Hepatozyten mit den Sinusendothelzellen (Mc Keown et al. 1988). Bei
Anwesenheit von aus den Leberzellen freigesetzter Glucose spielt die Hypoxie
wahrend der Ischamie durch die glykolytische Kapazitat der Endothelzellen keine
entscheidende Rolle. Dahingegen kommt es wahrend der Reperfusion zur Adharenz
von Leuko-und Thrombozyten am Endothel, was wahrscheinlich durch Kupffer-Zellen
vermittelt wird. Die an den Sinusendothelzellen anhaftenden neutrophilen
Granulozyten setzten wiederum Proteasen und Sauerstoffradikale frei, die zusatzlich
eine Kaskade von Entzundungsmediatoren antreiben. Als Folge kommt es zu einer
eingeschrankten  Mikrozirkulation und darauf folgender Schadigung der
Sinusendothelien mit Ablésung der Endothelzellen von der extrazellularen Matrix und
Apoptose (Holloway et al. 1990). Insgesamt entscheidet die Schadigung der Leber
wahrend der Kaltkonservierung und nachfolgende Reperfusion durch die genannten
Mechanismen zu einem grolRen Teil Uber das Ausmall? des gesamten

Konservierungsschadens (Cisneros et al. 1991, Kamiike et al. 1988).

1.8.1.3. Mechanismen der Cholestase nach Ischamie und Reperfusion der Leber

Eine der vielfaltigen Ursachen flr die Entstehung einer intrahepatischen Cholestase
ist die vorubergehende Ischamie mit nachfolgender Reperfusion, wie es bei der
Lebertransplantation oder aber auch nach Thrombembolien zu beobachten ist. Die
Ischamie fuhrt zu einer Minderversorgung mit Sauerstoff und erforderlichen
Stoffwechselsubstraten, was u.a. zu einer intrazellularen Laktatazidose, der Bildung
von Proteasen, der Entstehung eines Zellodems und zu einer Akkumulation von

Gallensalzen im Plasma fuhrt (Martin et al. 1972, Kumamoto et al. 1999, Tanaka et
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al. 2006). Die aus den Kupffer-Zellen freigesetzen proinflammatorischen Zytokine
erzeugen eine ausgedehnte Entzindungsreaktion, Cholangiohepatitis und
Hyperbilirubinamie. Nach den durch die Ischamie reduzierten Stoffwechselprozesse
kommt es wahrend der Reperfusionsphase zu einer Exposition der Hepatozyten mit
freien Radikalen und toxischen Stoffwechselmetaboliten. Diese Situation férdert die
Entstehung von Hyperbilirubinamie und Cholestase.

Neben der Reperfusion hat die Hypothermie in einer Kaltlagerungsphase wahrend
der Organtransplantation Auswirkungen auf die Leberfunktion (Brass und Roberts
1995). Die massiven Temperaturunterschiede wirken sich ebenfalls nachteilig auf die
Gewebequalitdt und den Stoffwechsel aus. Im speziellen Beispiel der
Lebertransplantation mussen in der postoperativen Situation medikamentos
induzierte Veranderungen der hepatobilidren Exkretion bedacht werden (Cisneros et
al. 1991, Kamiike et al. 1988). So wirken beispielsweise Pharmaka wie Azithromycin,
Cyclosporin A, Furosemid oder Phenobarbital inhibitorisch auf die Expression von
Mrp2 (Jedlitschky et al. 2006). Die Exkretion von endogenen Substanzen,
Bilirubinkonjugaten, Steroiden und Leukotrienen sowie die Absorption und Clearance
von Medikamenten, z.B. von Antibiotika wie Ampicillin und Rifampicin, ist verzdogert
(Jedlitschky et al. 2006).

1.8.1.4 Bedeutung der Konservierungslésungen

Die verbesserte Konservierungstechnik hat einen grol3en Anteil an den erzielten
Fortschritten bei Lebertransplantationen. Obwohl schon lange bekannt war, dass
Hypothermie den ischamischen Zellschaden, bedingt durch Reduktion des
Zellmetabolismus, vermindert, dauerte es viele Jahre, bis sich diese einfache Form
der Organkonservierung durchsetzte (Sicular und Moore 1961). 1963 wurde in der
Klinik die von Marchioro et al. beschriebenen in situ Abkuhlung vor der
Organentnahme praktiziert (Marchioro et al. 1963). Ab 1976 wurde die Euro-Collins-
Ldsung zur in situ Abkuhlung der Leber zum Ende der Spenderhepatektomie und zur
darauf folgenden Kaltlagerung angewendet. Mit dieser Lagerungsweise war es
mdglich, die sichere kalte Ischamiezeit auf 6-8 Stunden zu verlangern und Organe
zwischen nahe gelegenen Stadten auszutauschen. Trotzdem musste weiterhin mit

der Empfangeroperation noch vor Eintreffen des Spenderorgans begonnen werden.
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Der Eingriff musste gegebenenfalls bei Unbrauchbarkeit des Spenderorgans
abgebrochen werden. Die Konservierungslosungen sollen in der ischamischen
Phase die intra- und extrazellulare Azidose vermindern, die Volumenverhaltnisse der
Hepatozyten aufrechterhalten und die Energiereserven auch unter anaeroben
Bedingungen nutzbar machen. Weiterhin sollen alle Prozesse, die nicht flr die
Aufrechterhaltung der Zellfunktionen notwendig sind, reversibel gehemmt und die
Integritat der Zellstrukturen konserviert werden.

Die 1988 zur Kaltlagerung der Organe eingeflhrte Belzer-University of Wisconsin
(UW)-Lésung war ein entscheidender Schritt in der Entwicklung der
Lebertransplantation (Belzer und Southard 1988). Dieses Lagerungsmedium
verminderte den Konservierungsschaden bei einer sicheren Konservierungszeit von
24-30 Stunden in der tierexperimentellen und 20 Stunden in der humanen
Anwendung (Jamieson et al. 1988a, Kalayoglu et al. 1988). Durch die Erkenntnisse
der  Pathophysiologie = wurden, als wichtige Bestandteile dieses
Konservierungsmediums, hochenergetische Phosphate zur Regeneration des ATP
eingesetzt. Ziel war es, das Ausmal} der intrazellularen Azidose, das durch die
Hypothermie verursachte Zellddem und die Menge der wahrend der
Reperfusionsphase frei werdenden Sauerstoffradikale zu vermindern. Durch den
Einsatz von antioxidativen Substanzen wie Allopurinol und Glutathion sollte die
Sauerstoffradikalbildung reduziert werden. Die UW-Losung enthalt keine Glucose,
was die Bildung von Laktat und die nachfolgende Laktatazidose reduzieren soll. Das
Laktobionat und die Raffinose verhindern die Entstehung eines Zellddems, wodurch
die UW-Losung vielen andern Lagerungsmedien uberlegen ist (Yu et al. 1990).
Insgesamt wird ein additiver Effekt fur die Wirksamkeit aller Substanzen
angenommen (Southard et al. 1990). Seit 1988 sind viele weiteren Modifizierungen
der Standard-UW-L6sung getestet worden, die sich aber in der klinischen Routine
nicht durchsetzten konnten (Badger et al. 1990, Mears et al. 1992). So wird die UW-
Ldsung noch immer als die Losung der ersten Wahl betrachtet, aufgrund ihres hohen
Handelspreises aber weiterhin an Alternativen geforscht. Seit Anfang der 60er Jahre
bemuhte sich Bretschneider um die Entwicklung einer kardioplegischen Losung
(Bretschneider 1980). Durch die Entdeckung der Pufferfunktion der Aminosaure
Histidin entstand die Histidin-Tryptophan-Ketoglutarat (HTK)-Losung, die anfangs

wahrend Operationen am offenen Herzen angewendet wurde. In den
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darauffolgenden Jahren wurde die Konservierungslésung bei Herz- oder
Nierentransplantationen eingesetzt. Fur die Lebertransplantation kam die HTK-
Losung erstmalig 1988 bei einer ex-situ Operation zum Einsatz (Pichlmayr et al.
1988). Tierexperimentell konnte eine sichere Kaltkonservierungszeit von 22-24
Stunden gewabhrleistet werden (Lamesch et al. 1990). Nur wenige Zeit spater war
auch klinisch eine Kaltkonservierung von Uuber 20 Stunden bei humanen
Lebertransplantationen moglich (Gubernatis et al. 1991, Erhard et al. 1993). Neben
dem Einsatz von Konservierungslosungen wahrend der Organentnahme besteht
auch die Maglichkeit, die Leber vor der Reperfusion freizuspulen (z.B. Carolina Rinse
Lésung). Dieses Freispllen wird als “Rinse” bezeichnet und sollte eine optimierte
Organfunktion ermoglichen (Takei et al. 1991). Wenige Jahre spater konnte jedoch
belegt werden, dass eine simultane Reperfusion der A. hepatica und der V. portae
mit Blut auch der Perfusion mit Carolina Rinse Ldsung Uberlegen ist (Post et al.
1995).

1.8.1.5 Bedeutung von Hamoglobin Glutamer-200 (HbG-200)

Hamoglobin Glutamer-200 ist ein durch chemische Vernetzung zwischen
Hamoglobin und Glutaraldehyd hergestelltes Makromolekil. Das in der vorliegenden
Arbeit verwendete HbG-200 stammt vom Rind und hat eine mittlere Moleklimasse
von 200.000 Dalton (HbG-200). Der Sauerstofftrager (“hemoglobin-based oxygen
carrier, HBOC) Hamoglobin Glutamer wird in modifizierter Ringer-Laktat-Lésung
aufgenommen, intravends infundiert und dient der Behandlung von Anamie,
Ischamie, Hamolyse, hamorrhagischem oder hypovolamischem Schock (European
medicines agency 2012). Die Halbwertszeit von HbG-200 betragt 30-40 Stunden
(Topp et al. 2008). Da HBOC eine geringere Sauerstoffbindungskraft besitzt, ist die
Sauerstoffbindungskurve nach rechts verschoben. Dieses Phanomen st
gleichbedeutend mit einer schnellen und erleichterten Sauerstoffabgabe. Durch den
deutlicheren Haldane- und Bohr-Effekt ist sogar die Oxigenierung von azidotischem
Gewebe erhoht. Bei kardiogenem Schock oder hohem Blutverlust kommt ein
positiver Effekt auf das Blut des Splanchnikusgebietes zum Tragen, der eine
geringere mikrozirkulatorische Dysfunktion bewirkt. Vermutlich erreichen die
vernetzten Hamoglobinmoleklle, die mit einer geringen Viskositat im Plasma

zirkulieren, innerhalb von wenigen Minuten doch noch Gebiete, die von den
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Erythrozyten nicht mehr perfundiert werden kénnen (European medicines agency
2012). Durch die gute Sauerstoffabgabe an geschadigte Zellen ist auch die
poststenotische Gewebeoxigenierung optimiert. Insgesamt wird der histologische
Schaden im Gewebe, bedingt durch Apoptose, verringert (Lanevschi und Wardrop
2001). HbG-200 ist auch zur Anwendung in der Tiermedizin zugelassen und besitzt
viele Vorteile, sowohl fur das Tier als auch fur den Tierarzt. Die Anwendung von
HbG-200 ist sicher und effizient, da keine intensive Laboruntersuchung des
Blutspenders erfolgen muss. Eine hamatogene Ubertragung von Krankheiten wie
FeLV, FIV, Hamoplasma und Bartonella, sowie Blutgruppenunvertraglichkeiten
mussen nicht beflirchtet werden (Lanevschi und Wardrop 2001). Das Praparat ist
ungeoffnet bei Raumtemperatur bis zu drei Jahren haltbar. Durch diese Eigenschaft
ist es schnell verfugbar und praktikabel in der Anwendung. Klinische
Untersuchungen haben gezeigt, dass innerhalb von 24 Stunden post infusionem die
Halfte und nach 5-9 Tagen insgesamt 95 % des HbG-200 abgebaut ist. Das
retikuloendotheliale System metabolisiert dabei 95 %, die Nieren weitere 5 %
(Lanevschi und Wardrop 2001).

1.8.1.6 Bedeutung von SnProtporphyrin IX (“tin SnProtoporphyrin IX*“, SnPP IX)

SnProtoporphyrin  (SnPP) ist eine chemische Substanz aus der Gruppe der
Porphyrine. Sie entsteht, wenn anstelle eines zweiwertigen Eisenions (Fe®*) ein
zweiwertiges Zinn (Sn%*) in Protoporphyrin IX eingebaut wird, wie es beispielsweise
verstarkt bei Eisenmangelanamie und auch bei Bleivergiftung der Fall ist.
SnProtoporphyrin IX ist ein Metalloprotein mit Zinn als zentralem Atom, das v.a. in
Leber, Milz und Niere vorgefunden wird. Es ist ein potenter synthetischer
kompetitiver Inhibitor der Hdmoxygenase-1, die das geschwindigkeitsbestimmende
Enzym bei der Spaltung von Ham ist (Simionatto et al. 1984). Die Blockierung der
HO-1 fUihrt zu einer merkbaren und schnellen Exkretion von Ham in die Galle, was
vermutlich dadurch verursacht wird, dass SnPP |IX das Ham von seiner Bindung an
der katalytischen Seite der HO-1 verdrangt. Das Ham wird also nicht zu Bilirubin
metabolisiert, sondern unverandert mit der Galle in das Duodenum ausgeschieden,
was eine Hyperbilirubinamie bei Mensch und Tier verhindert (Simionatto et al. 1984,
Kappas et al. 1984). Es werden 25-30 % weniger endogenes Bilirubin in die Galle

ausgeschieden als unter physiologischen Bedingungen. Trotz der geringeren
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Ausscheidung kommt es nicht zu einer Gewebeakkumulation von unmetabolisiertem
Ham. Die Reduktion des Abbaus von Ham zu dem potentiell neurotoxischen Bilirubin
betrifft sowohl das endogene als auch experimentell zugefugtes exogenes Ham. Die
durch SnPP IX verminderte Abgabe von Bilirubin in die Galle ist nicht assoziiert mit
einer Anderung der Galleflussrate, des Gallevolumens oder mit der Ausscheidung
von Gallesalzen (Simionatto et al. 1984). Eine Besonderheit ist, dass SnPP IX nicht
nur ein potenter Inhibitor der HO-1 fur das natlrliche Substrat Ham ist, sondern
gleichzeitig auch die Synthese von neuen HO-1 Enzymen in den Hepatozyten
steigert. Diese neu gebildeten Enzyme werden ebenfalls vollstandig in ihrer Funktion
gehemmt (Sardana et al. 1986). In perfundierten Lebern verursacht die Blockierung
der HO-1 eine Erhdhung des Portalvenenwiderstandes und eine Konstriktion der
hepatozellularen Sinusoiden. Auferdem kommt es zu einer volumetrischen
Reduktion des sinusoidalen Flusses. Der sinusoidale Widerstand steigt und die
Flussgeschwindigkeit der roten Blutzellen sinkt. Das SnProtoporphyrin IX selbst wird
schnell aus dem Plasma ausgeschieden und persistiert in den Geweben, in denen es
die HO-1 schnell und anhaltend inhibiert. Es wird metabolisch unverandert Gber Urin

und Fazes ausgeschieden (Kappas et al. 1984, Simionatto et al. 1984).

1.8.1.7 Bedeutung der Kupffer-Zellen bei der Entstehung einer Cholestase

Die Kupffer-Zellen, auch “Macrophagocyti stellati® genannt, sind ortsstandige
Makrophagen mit lokaler Beweglichkeit. Sie gehdéren zum mononuklearen
phagozytotischen System (MPS), das auch als retikuloendotheliales System (RES)
bezeichnet wird. Sie erfullen die immunologische Funktion der Leber (Winwood und
Arthur 1993). Kupffer-Zellen sind der Ort flr die Produktion und Sekretion von
proinflammatorischen Zytokinen und reaktiven Sauerstoffspezies. Dadurch haben sie
eine grof3e Bedeutung in der Pathophysiologie der verschiedenen Cholestaseformen,
denn sowohl TNFa, IL1B, IL6 und auch ROS sind als Mediatoren fur die
Herabregulation verschiedener hepatobiliarer Transporter bekannt (Bronfenmajer et
al. 1966, Lumsden et al. 1988). Die Kupffer-Zellen bilden zusammen mit den
Endothelzellen eine einschichtige Endothelwand und ergeben zusammen die grofite
Makrophagenpopulation im tierischen Organismus (Motta 1975, Mac Phee et al.

1992). Die Kupffer-Zellen sind reich an Organellen wie Phagosomen, Lysosomen
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und Peroxisomen. Mithilfe ihrer Phagozytoseaktivitat reinigen sie das Pfortaderblut
und verhindern so den Zutritt von z.B. zirkulierenden Zellfragmenten, geschadigten
Blutzellen und Bakterien sowie anderen geldsten Substanzen zum Leberparenchym
(Mac Phee et al. 1992). Das erklart auch ihre Gberwiegende Anordnung im periportal-
afferenten Bereich der Lebersinusoide. Daruber hinaus sind die Kupffer-Zellen aktiv
am Abbau des Hamoglobins aus den Erythrozyten beteiligt. Das dabei entstehende
Bilirubin geben sie an die Hepatozyten ab (Bronfenmajer et al. 1966, Wake et al.
1990).

1.9 Allgemeine Einfuhrung in die Fragestellung / Zielsetzung
der Arbeit

Postoperative Cholestasen nach Lebertransplantationen kénnen zu irreversiblen
Leberschaden bis hin zur Notwendigkeit der Retransplantation fuhren. Bis zu einem
Viertel aller lebertransplantierten Patienten entwickeln eine solche, schwere
Cholestase, die zugleich die Mortalitat 3 Monate post OP deutlich tber die von nicht-
cholestatischen Patienten steigen lasst (44 % vs. 20 %) (Fusai et al. 2006). Zur
Entwicklung einer Cholestase tragen neben medikamentésen, toxischen und
infektiosen Ursachen, Cholangitiden und insbesondere der durch Ischamie und
Reperfusion ausgeloste Leberschaden bei. Erkenntnisse zu molekularen
Mechanismen der Cholestase nach Ischamie und Reperfusion stammen vor allem
aus tierexperimentellen Studien. Der Stand der Forschung ist auf dem Gebiet der
warmen Ischamie und Reperfusion sehr viel weiter fortgeschritten als im Bereich der
kalten Ischamie und Reperfusion. Nach kalter Ischamie und Reperfusion wurde
bisher lediglich eine Kurzzeitregulation von Mrp2 durch Endozytose beschrieben
(Ban et al. 2008). Es ist jedoch flir Bsep, Ntcp und weitere hepatobiliare Transporter
eine Regulation nach kalter Ischamie und Reperfusion zu erwarten. Zukunftige
pharmakologische Strategien zur Reduzierung des cholestatischen Leberschadens
sollen darauf abzielen, die Expression hepatobiliarer Transporter wiederherzustellen
und dadurch einer Retention von Gallensalzen entgegenzuwirken. Darlber hinaus
scheint aufgrund bisheriger Forschungsergebnisse die Modifikation der
proinflammatorischen Kupferzellantwort ein wichtiges therapeutisches Ziel (Brass
und Roberts 1995, Wanner et al. 1996).
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Ziel der Arbeit war daher die Erarbeitung molekularer Cholestasemechanismen nach
kalter Ischamie und Reperfusion der Leber sowie die Charakterisierung eines
therapeutischen Ansatzes zur Reduktion der postoperativen Cholestase. Hierzu
wurden die hepatobiliare Expression, Regulation und Lokalisation von hepatobiliaren
Transportern in der Rattenleber nach kalter Ischamie und Reperfusion sowie der
Einfluss der Induktion der HO-1 und deren Hemmung durch SnProtoporphyrin IX, als
pharmakologische Prakonditionierungsverfahren, auf die Transporterexpression

untersucht.

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Fragestellungen untersucht:

1. Wie werden die hepatobiliaren Transporter flir Gallensalze und organische

Anionen (Mrp2, Bsep, Ntcp, Oatp1a1, Oatp1a4 und Oatp1b2) im Modell der

kalten Ischamie und Reperfusion in der Rattenleber reguliert?

2. Erfolgt eine lobular zonierte Regulation?

3. Fuhrt die Induktion der HO-1 mit Hamoglobin Glutamer-200 zu einer

Verbesserung der hepatobiliaren Transporterexpression?
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2 Materialien

21 Gerate

Automatische Pipette, EDOS 5222

Eppendorf, Hamburg (D)

Blottingapparatur, semi dry transfer

Horizontalapparat, Multiphor |l

Pharmacia, Freiburg (D)

Blottingkammer, Fastblot B33 / B34

Biometra, Goéttingen (D)

Elektrophoresekammer, Z37, 507-1

Sigma-Aldrich, Steinheim (D)

Feinwaage, BP1200

Sartorius, Géttingen (D)

Filmentwickler, CURIX 60

AGFA, Kaln (D)

Kodak, Image Station

Kodak, Stuttgart (D)

Kryotom, Leica CM 3050 S

Mikrom Laborgerate, Walldorf (D)

LSM 510, Laserscanning-Mikroskop

Zeiss, Jena (D)

Magnetrihrer, Ikamag® RCT

Ika Labortechnik, Staufen (D)

Minishaker, IKA®

Sigma-Aldrich, Steinheim (D)

pH-Meter, Inolab pH Level 1

WTW, Weilheim (D)

Photometer, GeneQuant Il

Pharmacia, Karlsruhe (D)

Photometer, Ultrospec 2100 pro, UV/visible
Spectrophotometer

Amersham Biosciences, Freiburg (D)

Scanner, Epson Perfection 4990 Foto

SEIKO Epson CORPORATION, Japan

Schdttler, KS 250 basic

Ika Labortechnik, Staufen (D)

Spannungsquelle, Electrophoresis Power
Supply-EPS 600

Pharmacia Biotech, Karlsruhe (D)

Teflonhomogenisator, Thomaplast®-PTFE

Homogenisator

Reichelt Chemietechnik, Heidelberg (D)

Thermomixer, Thermomixer compact

Eppendorf, Hamburg (D)

Ultraschall-Homogenisator, Sonoplus HD

Bandelin, Berlin (D)

Ultrazentrifuge, Beckmann Coulter tI-100

Beckmann, Krefeld (D)

Zentrifuge, Centrifuge 5415 R,

Eppendorf, Hamburg (D)
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2.2

Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Alle eingesetzten aber nicht aufgefuhrten Substanzen, entsprachen der hochsten zu

erwerbenden Reinheit.

Acrylamid 4K-Lésung (30 %) Mix 29:1

Applichem, Darmstadt (D)

Agarose

Biozym, Oldendorf (D)

Bio Rad Protein Assay

BIO RAD, Miinchen (D)

Bromphenol Blau

BIO RAD , Minchen (D)

BSA, Fraktion V

Roth, Karlsruhe (D)

Complete Proteinase-Inhibitor-Cocktail
(Tabletten)

Roche, Mannheim (D)

ECL Western Blotting Detektionssystem

Perkin Elmer Lifesciences, Boston
(USA)

Filterpapier

Whatman, Maidstone (GB)

Fluorescence Mounting Medium

Dako, Carpinteria (USA)

Hyperfilm Amersham, Freiburg (D)
Non-Fat Dry Milk BIO RAD , Miunchen (D)
Objekttrager Engelbrecht, Medizin- und

Labortechnik GmbH, Ederminde
(D)

Precision Plus Protein Standards Dual Color

BIO RAD , Miinchen (D)

Ponceau S

Serva, Heidelberg (D)

Protran® Nitrozellulose Membran

Schleicher&Schuell, Bioscience,
Dassel (D)

PVDF Transfer Membran

GE Healthcare, Amersham Hybond-
P, Buckinghamshire (GB)

Re-Blot Plus, Strong Antibody Striping Solution

Chemikon (USA)

Tissue Tek

Sakura Finetek Europe,

Zoeterwoude (NL)
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2.3 Losungen und Puffer

Belzer’s University of Reagenz Konzentration
Wisconsin (UW)-Lésung

Laktobionat 100 mM

Raffinose 30 mM

pH 7,4 K-H2PO4/K-HPOj4. 25 mM
Osmolaritat 320 mOsm/kg Mg-Sulfat 5mM
Natrium 29 mmol/l Glutathion 3mM
Kalium 125 mmol/| Adenosin 5mM
Allopurinol 1 mM
HAES 50 g/l

Blockierungs-Losung

3-5% (w/v) BSA oder Milchpulver in TBST

Blotting-Puffer Anode | Anode |l Kathode
Tris 0,3M 0,025 M
Methanol 20 % 20 % 20 %
M Aminohexansaure 0,04 M
Elektrophorese-Puffer Reagenz Konzentration
Tris 25 mM
SDS 4 mM
Glycin 250 mM
HN-Puffer Reagenz Konzentration
Tris / HCI pH 7,6 10 mM
Sucrose 250 mM
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Krebs-Henseleit-Losung Reagenz Konzentration
NaCl 113 mM
KCI 4,8 mM
MgCl, x 6H,0 1,3 mM
KH2PO4 1,2 mM
NaHCO; 25 mM
CaCl, 2,5 mM
Glucose 5,7 mM
RL-Lysis-Puffer Reagenz Konzentration
Tris/ HCL pH 7,4 20 mM
NaCl 140 mM
NaF 10 mM
Natriumpyrophos- 10 mM
phat x 10 H,0
Triton X-100 1%
EDTA 1 mM
EGTA 1 mM
Natriumorthovanadat 1 mM
R-Glycerophosphat 20 mM
2 x SDS-Auftragungspuffer Reagenz Konzentration
Tris / HCI pH 6,8 220 mM
SDS 9 %
Glyzerin 40 %
Bromphenolblau 0,125 %
DTT 1™
TBS-T Reagenz Konzentration
Tris / HCI pH 7,4 20 mM
NaCl 150 mM
Tween 20 0,1 %

34




Materialien

2.4 Antikorper

2.41 Primarantikorper

Antikdrper

Referenz

Verdinnung

Immunfluoreszenz

Verdinnung

Immunoblot

a-R-Aktin Monoklonaler
AK gegen

R-Aktin (Maus)

Abcam, Cambridge (UK)

1:5000

EAG 15 | Polyklonaler AK
gegen Mrp2

(Kaninchen)

Dr. Keitel, Dusseldorf (D)

1:200

1:2000

EAG 15.4 | Polyklonaler AK
gegen Mrp2

(Kaninchen)

Prof. Keppler, Heidelberg
(D)

1:200

1:2000

a-ED 2 | Polyklonaler AK
(CD 163) gegen
Kupffer Zellen

(Maus)

Serotec, Oxford (UK)

1:50

a-HO-1 | Polyklonaler AK
gegen HO-1

(Kaninchen)

Stressgen
Biotechnologics,
Yorkshire (UK)

1:200

1:2000

K4 Polyklonaler AK
gegen Ntcp

(Kaninchen)

Prof. Stieger, Zlrich (CH)

1:200

1:1000

K10 Polyklonaler AK
gegen Oatp1a1

(Kaninchen)

Prof. Stieger, Zurich (CH)

1:200

1:1000

K15 Polyklonaler AK
gegen Oatp1b2

(Kaninchen)

Prof. Stieger, Zurich (CH)

1:200

1:1000

K22 Polyklonaler AK

gegen Oatp1ad

Prof. Stieger, Zurich (CH)

1:200

1:1000
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(Kaninchen)

K44 Polyklonaler AK | Prof. Stieger, Zurich (CH) 1:200 1:5000
gegen Bsep
(Kaninchen)
Malllg Monoklonaler Alexis Biochemicals 1:25 1:50
AK gegen Mrp2 (USA)
(Maus)
- Monoklonaler BD Biosciences (USA) 1:200
Glutamin- AK gegen
Synthetase Glutamin-
synthetase
(Maus)
Q- Polyklonaler AK Sigma Aldrich (USA) 1:200
Glutamin- gegen
Synthetase Glutamin-
Synthetase
(Maus)
a-ZO-1 | Polyklonaler AK| Invitrogen (Germany) 1:300
gegen ZO-1

(Kaninchen)
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2.4.2 Sekundarantikorper

Antikdrper Referenz Verdinnung Verdinnung
Immunfluoreszenz Immunoblot
goat-Cy3- | Cy3-gekoppelter | Dianova, Hamburg (D) 1:250
a-guinea anti-
pig Meerschwein-
chen AK
goat-Cy3- | Cy3-gekoppelter | Dianova, Hamburg (D) 1:500
a-rabbit anti-Kaninchen
AK
goat-Cy2- | Cy2-gekoppelter | Dianova, Hamburg (D) 1:100
a-mouse anti-Maus AK
goat-Cy2- | Cy2-gekoppelter | Dianova, Hamburg (D) 1:100
a-rabbit anti-Kaninchen
AK
HRP- polyklonales Dako (USA) 1:7500
conjugated Meerrettich-
-sheep-a- Peroxidase
mouse | gekoppeltes anti-
Maus IgG
HRP- polyklonales Dako (USA) 1:7500
conjugated Meerrettich-
-donkey-a- Peroxidase
rabbit gekoppeltes anti-

Kaninchen IgG
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3 Methoden

3.1 Tierversuche

Die tierexperimentellen Versuche wurden von Herrn PD Dr. Stefan Topp, Arne
Macher und Anne Linderer, Klinik fur Allgemein—, Viszeral und Kinderchirurgie,
durchgefuhrt. Die Darstellung des tierexperimentellen Versuchsaufbaus wird daher
im Folgenden nur geklrzt dargestellt. Eine detaillierte Beschreibung der
Tierexperimente findet sich in den Dissertationsschriften von Arne Macher und Anne

Linderer.

3.1.1 Tierversuchsgenehmigung

Die Versuche fanden unter Aufsicht der Versuchsleitung in der Tierversuchsanlage
des Universitatsklinikum Dusseldorf, Heinrich Heine Universitat Dusseldorf, geman
des Tierschutzgesetzes in der Fassung vom 18. Mai 2006 (BGBI.I S. 1206, 1313)
statt. Das Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz NRW (Fachbereich
Tierschutz, Leibnitzstralle 10, 45659 Recklinghausen) erteilte am 22.05.2007 die
Genehmigung zur Durchfihrung dieser Versuche (Aktenzeichen
9.93.2.10.34.07.038).

3.1.2 Versuchstiere und Haltung

Far die Tierversuche wurden mannliche Wistar Ratten mit einem Gewicht von 200-
240 g eingesetzt. Alle Tiere wurden in einem temperaturkontrollierten Raum (21-
23°C) mit gleich bleibendem Tag-Nacht-Rhythmus (Licht von 6:00h-18:00h) und
freiem Zugang zu Wasser und Futter gehalten. Die Behandlung erfolgte
entsprechend den Kriterien der Leitlinie “Guide for the Care an Use of Laboratory
Animals® (NIH publication, 86-23,1985).
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3.1.3 Versuchsgruppen

Fir die Experimente zur Charakterisierung der Regulation hepatobiliarer Transporter
nach kalter Ischamie und Reperfusion sowie eines mdglichen therapeutischen
Effekts der Induktion von HO-1 wurden vier Gruppen mit jeweils 4-6 Tieren gebildet.
Die Untersuchungen erfolgten an Lebergewebe nach 44 Stunden Ischamie und 3
Stunden  Reperfusion  unter Verwendung des isoliert  perfundierten
Rattenlebermodells, “Isolated Perfused Rat Liver® (IPRL) (Gruppe B-D) und an
unbehandeltem Lebergewebe (Kontrollgruppe) (Gruppe A). Die Prainduktion der HO-
1 erfolgte in Gruppe C und D 12 Stunden vor Hepatektomie durch intravendse
Applikation von HbG-200. In Gruppe D wurde 60 Minuten vor Organentnahme die
HO-1 Aktivitat durch intraperitoneale Applikation von Zinn-Protoporphyrin (SnPP 1X)
blockiert.

1. Gruppe A: Kontrollgruppe, unbehandeltes Lebergewebe, ohne Ischamie und
Reperfusion, 5 min Perfusion mit 0,9 % NaCl

2. Gruppe B: kalte Ischamie (4°C) fur 44 h, Reperfusion fur 3 h
Gruppe C: Prakonditionierung mit HbG-200 12 h vor Hepatektomie,
kalte Ischamie (4°C) flr 44 h, Reperfusion flr 3 h

4. Gruppe D: Prakonditionierung mit HbG-200, SnPP IX intraperitoneal 1 h vor
Hepatektomie und kalte Ischamie (4°C) fur 44 h, Reperfusion fur 3 h

5. Gruppe E: Kontrollgruppe, HbG-200 59 h vor Hepatektomie, ohne Ischamie
und Reperfusion, 5 min Perfusion mit 0,9 % NaCl

6. Gruppe F: Kontrollgruppe, SnPP IX 48 h vor Hepatektomie, ohne Ischamie

und Reperfusion, 5 min Perfusion mit 0,9 % NaCl

3.1.4 Prainduktion der Himoxygenase-1 mittels Hamoglobin Glutamer-
200

Die Prakonditionierung der Versuchstiere in Gruppe C und D erfolgte 12 Stunden vor

Durchfihrung der Hepatektomie. Die Tiere wurden durch eine intraperitoneale

Injektion mit Thiopental (80 mg/kg Korpergewicht) anasthesiert. Fur die intravendse

Infusion von HbG-200 wurde ein zentraler Venenkatheter in die rechte V. jugularis
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eingesetzt. Nach der Bestimmung des Korpergewichtes der Tiere wurde das
Blutvolumen einer jeden Ratte ermittelt, wie zuvor bei Lee et al. (1985) beschrieben.
HbG-200 wurde gewichtsadaptiert infundiert, um eine definierte Konzentration von
3,9 g/dl HbG-200 post infusionem zu erreichen. Um eine Kreislaufiberlastung durch
HbG-200 zu vermeiden, erfolgte die zentralvendse Infusion entsprechend den
Herstellerangaben mit einer maximalen Infusionsrate von 10 ml/kg/h (Topp et al.
2008).

3.1.5 Modell der isoliert perfundierten Rattenleber

Fur die in vitro Reperfusion der kalt konservierten Rattenlebern wurde das IPRL-
Modell genutzt. Die Hepatektomie wurde bei Wistar Ratten unter
Allgemeinanasthesie mit Isofluran durchgeflhrt. Der Gallengang wurde mit einem
Polyethylenschlauch kanduliert. Vor der Organentnahme wurden die Lebern in situ
durch die Portalvene mit einem konstanten Druck von 15 ml Wassersaule mit 15 ml
eiskalter NaCl-Lésung perfundiert, unmittelbar gefolgt von 30 ml University of
Wisconsin (UW) Lésung. Nach Hepatektomie wurden zwei 12 G Teflon Katheter in
die V. cava cranialis und caudalis eingesetzt. Die Lebern wurden fur 44 Stunden bei
4°C in UW Losung gelagert. Die Organreperfusion erfolgte fur 180 Minuten im IPRL
mit einem bluthaltigen Perfusat. Die Apparatur entsprach der von Miller et al. (1951)
mit Modifikationen wie zuvor beschrieben (Upadhya et al. 2003). Das Perfusat
bestand aus Wistar Rattenblut versetzt mit Krebs-Henseleit (KH) Losung und war mit
0,2 % BSA und 0,1 g Dextrose supplementiert. Der Hamatokrit des Perfusates betrug
14 %. Natriumtaurocholat (10 pymol/h) und Heparin (1.000 U/h) wurden kontinuierlich
in das System eingefligt. Die Lebern wurden bei 37°C in KH Lésung gehalten und
druckkonstant mit 15 cm Wassersaule perfundiert. Der pO, wurde uber 400 mm Hg
gehalten und durch wiederholtes Hinzufligen von 8,4 % igem Bikarbonat ein pH von
7,4 eingestellt. Die Oxigenierung des Perfusates erfolgte durch 95 % O, und 5 %
CO,. Das Zirkulationsvolumen dieses geschlossenen Systems wurde konstant bei
100 ml gehalten. Nach abgeschlossener Reperfusionsphase wurden die Organe fur

histopathologische, klinisch-chemische, zell- und molekularbiologische
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Untersuchungen aliquotiert, in flissigem Stickstoff tiefgefroren und bei —-80°C

gelagert.

3.1.6 Prakonditionierung von Kontrolltieren mit Hamoglobin Glutamer-

200 oder SnProtoporphyrin IX

Zum Ausschluss moglicher Effekte auf die hepatobiliare Transporterexpression
wurden Kontrolltiere 59 Stunden vor Hepatektomie mit Hamoglobin Glutamer-200
und 48 Stunden vor Hepatektomie mit SnProtoporphyrin IX prakonditioniert. Beide

Kontrollgruppen durchliefen keine Phase der Ischamie und Reperfusion.

3.2 Histologische Methoden

3.2.1 Indirekte Immunfluoreszenz und konfokale

Laserscanningmikroskopie

Die indirekte Immunfluoreszenz dient der visuellen Darstellung und Lokalisation von
Proteinen. Im  Zwei-Schicht-Verfahren  wird zunachst ein  spezifischer
Primarantikorper auf die Gewebeproben aufgetragen, der in einem zweiten Schritt
mit an Enzym gekoppeltem Sekundarantikdrper reagiert. Durch die Enzym-Substrat-
Reaktion wird ein Farbstoff generiert, der bei der Laserscanningmikroskopie die

Darstellung der gesuchten Proteine ermoglicht.

3.2.1.1 Anfertigung der Kryoschnitte

Die Rattenlebern wurden bei -80°C gelagert und zum Transport in flissigem
Stickstoff Uberflhrt. Mit dem Kryotom (CM 3050 S, Leica) wurden Schnitt mit einer
Gewebedicke von je 6 um angefertigt und auf einen Objekttrager aufgezogen. Die
Kammertemperatur war auf -19°C und die Objekttragertischtemperatur auf -16°C
eingestellt. Vor der endgultigen Lagerung bei -20°C wurden die Gewebeschnitte auf

den Objekttragern fur 60 min bei RT getrocknet. Zur quantitativen Vergleichbarkeit
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der Proben wurden Gewebeschnitte, die mittels quantitativer Immunfluoreszenz

verglichen wurden, immer auf denselben Objekttrager aufgebracht.

3.2.1.2 Immunhistologische Farbung

Die Kryoschnitte wurden zunachst in -20°C kaltem Methanol fir 5 Minuten fixiert.
Danach wurden die Organschnitte zunachst 1x20 sec und danach 2x10 min in
1xPBS gewaschen. Zur Blockierung der unspezifischen Proteinbindungen wurden
sie fur 30 min in 1XPBS, supplementiert mit 5% FCS, inkubiert. Die Inkubation des
Primarantikdrpers (in 1xPBS mit 5 % FCS) erfolgte in einer Feuchtkammer fur 6-8 h
bei RT. Die Feuchtkammer bestand aus einer lichtundurchlassigen Kunststoffschale,
deren Boden mit PBS getranktem Whatman-Papier ausgelegt war. Zur Entfernung
des Antiserums folgte 3x10 min Waschen in 1xPBS. Der Sekundarantikorper (in
1xPBS mit 5 % FCS) wurde fur 60 min bei RT inkubiert und durch zwei
Waschschritte je 10 min in 1xPBS entfernt. Abschliel3end wurden die Objekttrager fur
eine Minute in Aqua dest. geschwenkt und die Kryoschnitte mit “Mounting Medium®
und Deckglaschen versehen. Bis zur vollstandigen Trocknung wurden die Praparate
fir 24 h bei 4°C horizontal gelagert. Die weitere Aufbewahrung erfolgte lichtgeschitzt
bei 4°C.

3.2.1.3 Konfokale Laserscanningmikroskopie

Es wurden nur Proben, die gemeinsam auf einen Objekttrager aufgezogen waren,
miteinander unter identischen Bedingungen verglichen (Objektiv, Pinhole,
FormatgrolRe, Zoom, Filtereinstellungen und Scan-Modus). Die Leberschnitte wurden
mit einem konfokalen Laserscanningmikroskop (LSM 510, Zeiss, Software Version
3.2 SP 2) analysiert. Zur Detektion der Cy3- und FITC markierten Zweitantikdrper
wurden der Argon-Krypton und der Helium-Neon Laser verwendet. Die Detektion
erfolgte bei Anregung mit 488 nm fur FITC und bei 543 nm fur Cy3. Bei Co-
Lokalisation von griner (FITC) und roter (Cy3) Fluoreszenz wurde ein gelbes Signal
detektiert.

42



Methoden

3.2.1.4 Densitometrische Auswertung

Es wurden Ubersichtsaufnahmen von einem Objekttrdger mit jeweils n=4 pro
Tiergruppe (20er Objektiv) mit periportaler und perivendser Zone eines Lobulus
aufgenommen. Mit einem 12 um langen Cursor, der im rechten Winkel Uber die
Membranfluoreszenz gelegt wurde, konnte nun die maximale Intensitat des Signals
quantifiziert werden. Die Datenerhebung erfolgte an jeweils zehn unterschiedlichen
reprasentativen Membranen, in einem Radius von 40 ym von der Zentralvene bzw.
des Periportalfeldes. Das zytoplasmatische Hintergrundsignal wurde vom
Maximalwert der Membran subtrahiert und die Daten in eine Microsoft-Excel-Tabelle
ubertragen. Aus diesen zehn Werten pro periportalem- bzw. perivendsem Feld wurde
der Mittelwert je Zone und Tier errechnet. Als Referenzwert diente die mittlere
densitometrische Signalstarke der perivendsen Zone der Kontrollgruppe. Es wurden
die perivenosen Messwerte der Kontrollen und auch die densitometrischen
Messungen der Ubrigen Versuchsgruppen statistisch auf den Referenzwert bezogen.
Mit Hilfe des Mann-Whitney-Tests wurde die Signifikanz berechnet und p<0,05 als

statistisch signifikant gewertet.

3.3 Proteinanalytische Methoden

3.3.1 Isolierung der Gesamtmembranfraktion aus Lebergewebe

Von jedem Tier wurde im Kryostat ein Lebergewebe von ca. 0,5x0,5 cm Kantenlange
aliquotiert und dabei auf ein moglichst einheitliches Probengewicht geachtet. Zum
Auftauen wurden die Leberproben mit 0,75 ml eisgekihltem HN-Puffer (mit Complete
Protease Inhibitor) versetzt und mit einem Teflon-Homogenisator, auf Eis, bei 500
rom zerkleinert und homogenisiert. Die Homogenate wurden in spezielle
Ultrazentrifugenrohrchen (Beckmann) Uberfihrt und das Gewicht mit Hilfe der
Feinwaage unter Zusatz von HN-Puffer auf hundertstel g genau ausgewogen. Durch
anschlielRende Ultrazentrifugation bei 100.000 g (55000 U/min) und 4°C fir 60 min
erfolgte die Trennung der Gesamtmembranfraktion. Der Uberstand mit der
zytosolischen Fraktion wurde vollstandig abpipettiert und gesondert eingefroren. Das

Pellet wurde mit 1 ml eisgekuhltem RL-Puffer (mit Complete Protease Inhibitor)
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versetzt, mit einer Pipettenspitze zerkleinert und durch langsames Auf- und
Abpipettieren solubilisiert. Nach der Umfullung in 2 ml Eppendorfgefalle wurden die
Proben fur 10 sek mit einem Ultraschallhomogenisator behandelt ("low“, 65), danach
fur 10 sec auf Eis gestellt und der Vorgang insgesamt vier bis funfmal wiederholt.
AbschlieRend wurden die Proben fir 2 min und 4°C bei 13.000 rpm zentrifugiert, der
Uberstand in ein neues EppendorfgefaR Uberfiihrt und bis zum weiteren Gebrauch
bei -20°C gelagert.

3.3.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Die Konzentrationsbestimmung der Proteine wurde mit dem “BioRad-Protein Assay“
nach Bradford durchgefuhrt (Bradford 1976). In diesem Verfahren bindet der
Farbstoff Coomassie Brilliant Blue G250 an basische Aminosaurereste von Proteinen
und verschiebt dadurch sein Absorptionsmaximum von 465 nm (rot) auf 595 nm
(blau). Die Bindung des Farbstoffes erfolgt innerhalb von 2 Minuten und der Protein-
Farbstoffkomplex bleibt fir ca. eine Stunde I6slich. Fur die Messung wurde eine
Bradford-Losung, bestehend aus 1/5 Anteilen Bradfordreagenz (Bio Rad Protein
Assay) und 4/5 Anteilen Aqua dest. hergestellt. In einem dreifachen Ansatz wurden
jeweils 5 pl (bzw. 5 pl der 1:10 in RL-Puffer vorverdinnten Probe) und 995 pl
Bradfordldsung in einer Einwegkulvette gemischt. Fur die Bestimmung des Nullwertes
wurden anstelle der Probe 5 pl RL-Puffer hinzugegeben. Die am Photometer
gemessene Extinktion bei A=595 nm wurde mit einem geratespezifischem Eichfaktor

multipliziert und so die Proteinmenge in ug/ul berechnet.

3.3.3 SDS-Polyacryalmid-Gelelektrophorese

Die Lysate wurden auf eine einheitliche Proteinkonzentration mit 2 pg/ul verdiannt.
Es wurden 40 ug Protein eingesetzt und die Proben zusammen mit 20 ul 2xSDS
Ladungspuffer fir 30 min bei 37°C denaturiert. Auf einer vertikalen,
diskontinuierlichen SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid
Gelelektrophorese) werden die Proteine elektrophoretisch ihrer Grof3e entsprechend

aufgetrennt (Laemmli 1970). Das Gel besteht aus 2zwei verschiedenen

44



Methoden

Ubereinanderliegenden Gelsystemen - dem Sammelgel und dem Trenngel - die sich
durch Porengrof3e und pH-Wert unterscheiden. Die Polymerisation von Acrylamid
(PAA)  wird mit  Ammoniumpersulfat  (APS) gestartet und  durch
Tetramethylethylendiamin (TEMED) katalysiert wobei eine Gelmatrix entsteht. Dabei
sind die Porengréfie und somit auch die Auftrennungseingenschaften des Gels von
der Acrylamidkonzentration abhangig.

In der vorliegenden Arbeit wurden 7,5 %-ige, 10 %-ige, 12 %-ige oder 15 %-ige
Polyacrylamid-Trenngele verwendet. Das Sammelgel entstand aus einer 5 %-igen
Polyacrylamidldsung. Nach einer Einlaufphase in das Sammelgel mit 120 V wurde
die Voltzahl, nachdem die Lauffront das Trenngel erreicht hatte, auf 180 V erhoht.
Um das relative Molekulargewicht der aufgetrennten Proteine bestimmen zu kdnnen,
wurden Markerproteine mit bekanntem Molekulargewicht parallel zu den Proben in
der SDS-PAGE aufgetrennt. Nach beendeter Elektrophorese wurde das Gel fur

einen Western-Blot verwendet.
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Gel (10 ml) Reagenz Volumen
Polyacrylamid-Sammelgel (5 %) dH,0O 6,8 mi
30 % Acrylamid / Bisacrylamid 1,7 ml
29:1
1 M Tris / HCI pH 6,8 1,25 ml
10 % SDS 100 pl
10 % APS 100 pl
TEMED 10 pl
Polyacrylamid-Trenngel (7,5 %) dH>O 4,8 ml
30 % Acrylamid / Bisacrylamid 2,5ml
29:1
1,5M Tris / HCI pH 8,8 2,5 ml
10 % SDS 100
10 % APS 100 pl
TEMED 8 ul
Polyacrylamid-Trenngel (10 %) dH,O 4,0 ml
30 % Acrylamid / Bisacrylamid 3,3 ml
29:1
1,5M Tris / HCI pH 8,8 2,5 ml
10 % SDS 100 pl
10 % APS 100 pl
TEMED 4 ul
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Polyacrylamid-Trenngel (12 %) dH-0 3,3 ml
30 % Acrylamid / Bisacrylamid 4,0 ml
29:1
1,5 M Tris / HCI pH 8,8 2,5ml
10 %SDS 100 pl
10 % APS 100 pl
TEMED 4 pl
Polyacrylamid-Trenngel (15 %) dH,0 2,3 ml
30 % Acrylamid / Bisacrylamid 5,0 ml
29:1
1,5 M Tris / HCI pH 8,8 2,5ml
10 % SDS 100 pl
10 % APS 100 pl
TEMED 4 pl

3.3.4 Immunoblot Analyse (Western Blot)

Beim Western Blot erfolgt der Transfer von elektrophoretisch aufgetrennten
Proteinen auf eine Membran. Da dabei sowohl die Immunreaktivitat als auch die
funktionelle Aktivitat der Proteine erhalten bleiben, kdnnen sie spezifisch Uber

Antikérper nachgewiesen werden.

3.3.4.1 Proteintransfer

Die vorliegende Arbeit nutzte die sogenannte “semi-dry-Methode® mit einer
Proteinubertragung auf PVDF-Membranen. In einer Blottingkammer wurden
zunachst funf in Anode I-Puffer getrankte Filterpapiere auf die Anodenplatte gelegt
und darauf 3 mit Anode |I-Puffer befeuchtete Filterpapiere. Die Membran wurde nach
einer Aktivierung mit Methanol ebenfalls mit Anode |l-Puffer benetzt. Das Gel wurde

mit Kathoden-Puffer befeuchtet und auf die Membran gelegt. Der Abschluss wurde
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durch finf mit Kathoden-Puffer getrankte Filterpapiere und die Kathodenplatte
gebildet. Es wurde auf ein moglichst bundiges und Iluftblasenfreies
Ubereinanderschichten der einzelnen Komponenten geachtet und die Kathodenplatte
mit Bleigewichten beschwert. Mit einer Stromstérke von 1mA pro cm?x0,8 erfolgte der
Proteintransfer in einem Zeitraum von 2-2,5 h von dem Gel auf die Membran. Nach
Ende des Transfers wurde die Membran fur 2x5 min in TBS-T gewaschen, um
Methanolreste zu entfernen. Zur  Absattigung der unspezifischen
Proteinbindungsstellen wurde die Membran fur 1 h in Blockingpuffer (mit 5 % BSA in
TBS-T) inkubiert. Der spezifische Proteinnachweis erfolgte mit einem Antikdrper, der
gegen ein Epitop des gesuchten Proteins gerichtet war. Dazu wurde die Membran
uber Nacht bei 4°C mit dem Erstantikorper (mit 3 % BSA in TBS-T) inkubiert. Vor der
Auftragung des Sekundarantikopers folgten 3 Waschschritte in TBS-T-Puffer.
Danach wurde der Zweitantikorper fur 1 h bei RT (mit 3 % BSA in TBS-T) inkubiert
und es folgten drei Waschschritte in TBS-T-Puffer von jeweils 20 min. Abschliel3end

wurde die Membran fur 1-2 min mit ECL-Reagenz benetzt.

3.3.4.2 Das Reaktionsprinzip der Chemolumineszenz

Die Detektion des mit Peroxidase konjugierten Sekundarantikdrpers dient als eine
nicht-radioaktive Methode zum immunologischen Nachweis von Proteinen. Durch die
Reduktion von H,O, und Oxidation von Luminol wird eine Lichtemission erzeugt, die
Chemilumineszenz. Durch Lichtemission (428 nm) kommt es zur Belichtung des

Roéntgenfilms, der anschlie3end entwickelt und fixiert wird.

3.3.4.3 Densitometrische Auswertung

Mit Hilfe des Programms “Molekular Imaging Software® (Version 4.0.5, Kodak) wurde
die Quantifizierung der Signalstarke der spezifischen Banden vorgenommen. Jeweils
vier Tiere einer Gruppe wurden in die Auswertung einbezogen. Die Bandenstarke
wurde mit der Expression von R-Aktin als Beladungskontrolle normalisiert. Die
mittlere Signalstarke der Banden des Kontrollkollektives diente als Referenzwert. Alle
weiteren Berechnungen der anderen Tiergruppen wurden auf diesen Referenzwert
bezogen. Die Signifikanz wurde durch die Anwendung des Mann-Whitney-Tests

gepruft und bei p<0,05 als signifikanter Unterschied bezeichnet.
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4 Ergebnisse

4.1 Konfokale Laserscanningmikroskopie

Durch indirekte Immunfluoreszenz und konfokale Laserscanning-Mikroskopie wurde
die subzellulare, zellulare und lobulare Lokalisation der Transporter Mrp2, Bsep,
Ntcp, Oatp1a1, Oatp1a4, Oatp1b2 dargestellt. Darliber hinaus wurden die
Hamoxygenase-1 und Kupffer-Zellen lokalisiert. Dazu wurden die Kryoschnitte von
den Leberproben mit entsprechenden Antiseren inkubiert (EAG 15.4., K44, K4, K10,
K15, K22, a-Hamoxygenase-1, a-ED2) und mit Cy2 bzw. Cy3 gekoppeltem Anti IgG
detektiert. Um die zonale Verteilung der untersuchten Antigene darstellen zu konnen,
wurde Glutaminsynthetase als Markerprotein fur perizentrale Hepatozyten
eingesetzt. Zur besseren Darstellung der subapikalen, intrazellularen Mrp2- und
Bsep-positiven Vesikel, wurden diese Membrantransporter zusatzlich zusammen mit

einem Antikorper gegen "tight junctions" (a-ZO-1) dargestelit.

4.1.1 Expression von hepatobiliaren Transportern bei Kontrolltieren

Um die prozentuale Zu- oder Abnahme der perivendsen und periportalen
Membranexpression darstellen zu konnen, wurde zunachst die
Membransignalintensitat bei  unbehandelten  Kontrolltieren  ermittelt.  Die
Membranexpression der perivendésen Hepatozyten wurde bei allen untersuchten
Transporterproteinen mit 100 % gleichgesetzt. Mrp2 zeigte eine periportale
Membranintensitat von 100,1 + 1,4 % (nicht signifikant, Abb. 5). Bei Bsep lag das
Membransignal bei 99,4 + 1,4 % (nicht signifikant, Abb. 8). Ntcp wies in den
Kontrollgruppen eine periportale Signalstarke von 101,9 + 10 % und Oatp1al von
102,4 + 2,6 % auf (nicht signifikant, Abb. 11, Abb. 13). Oatp1a4 sowie auch Oatp1b2
werden heterogen Uber den Leberlobulus exprimiert und zeigten deshalb periportal

signifikant geringere Membransignale im Vergleich zu den perivendsen Hepatozyten.
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In periportalen Hepatozyten hatte Oatp1a4 eine Membransignalintensitat von 62,4 +
1,6 % (p<0,001 vs. perizentrale Hepatozyten, Abb. 15) und Oatp1b2 von 57,25 + 10
% (p<0,001, Abb. 18). Zusatzlich wurde das Membransignal von Oatp1a4 in den
Glutaminsynthetase-positiven Zellen, direkt um die Zentralvene herum, ermittelt
(45,97 £ 6,26 % p<0,001 vs. perivendse Hepatozyten, Abb. 16).

4.1.2 Zonierte Regulation von hepatobiliaren Transportern

nach kalter Ischamie und Reperfusion

Nach 44 Stunden kalter Ischamie und Reperfusion zeigte die Densitometrie von

Mrp2 in den perizentralen Hepatozyten eine Reduktion der Membranintensitat auf
79,0 £ 2,6 % der Kontrollen (p<0,05 vs. Kontrolle, Abb. 6). Die Membransignale
waren reduziert, verbreitert, unscharf begrenzt und teilweise unterbrochen. Im
Zytoplasma zeigten sich immunoreaktive Vesikel. Die Membranexpression im
Periportalfeld blieb unverandert, aber auch hier konnten subapikale intrazellulare
Transporter-positive Vesikel dargestellt werden (Abb. 5, Abb. 7). Bei Bsep war das
Membransignal in den perizentralen Hepatozyten auf 80,6 % * 8,4 % herabreguliert
(p<0,05 vs. Kontrolle, Abb.9). Wie bei Mrp2 war die Immunfluoreszenz von Bsep
strukturell verandert und es fanden sich immunoreaktive Vesikel im subapikalen
Kompartiment. Im Bereich des Portalfeldes zeigten sich keine signifikanten
Veranderungen der Membransignale, aber ebenfalls intrazellulare immunoreaktive
Vesikel (Abb. 8, Abb. 10). Das perivendése Membransignal von Ntcp war nach kalter
Ischamie und Reperfusion in perivendésen Hepatozyten auf 658 + 50 %
herabreguliert (p<0,05 vs. Kontrolle, Abb. 12). Die Membranen waren deutlich
verbreitert und zeigten submembrands gelegene Ntcp-positive Vesikel. In
periportalen Hepatozyten war auch bei Ntcp keine signifikante Veranderung des
Membransignals nachweisbar (Abb. 11). Bei Oatp1al wurde in perizentralen
Hepatozyten keine signifikante Veranderung der Membranintensitat im Vergleich zu
den Kontrolltieren beobachtet (94,8 + 3,2 %, nicht signifikant, Abb. 14). Die
Membransignale waren verbreitert und unscharf begrenzt. Im Zytoplasma der
Hepatozyten waren vermehrt immunoreaktive vesikulare Strukturen darstellbar. In

den periportalen Hepatozyten zeigte sich ebenfalls keine signifikante Reduktion der
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Signalintensitat (96,4 £ 2,8 %, nicht signifikant, Abb. 13). Wie auch bei Oatp1a1 war
das Membransignal von Oatp1a4 im perivendsen Hepatozyten nicht signifikant (96,9
t 8,0 %) verandert (Abb. 15, Abb. 17). Signifikante Fluoreszenzveranderungen, eine
niedrige Expression von Oatp1a4 mit 45,2 + 5,56 %, zeigten sich aber weiterhin in
den Glutaminsynthetase-positiven Hepatozyten direkt um die Zentralvene herum
(p<0,001, Abb. 16, Abb. 17). Oatp1b2 zeigte in den perizentralen Hepatozyten eine
zu den Kontrollen unveranderte Transporterexpression von annahernd 100 % (100,2
1 3,0 %, nicht signifikant, Abb. 19). Die immunoreaktiven Strukturen ahnelten sowohl
bei Oatp1a4 als auch bei Oatp1b2 dem Bild von Oatp1a1. Die Zellmembranen waren
verbreitert und im Zytoplasma stellten sich immunoreaktive Vesikel dar (Abb. 18).
Aufgrund der primaren Zonierung von Oatp1ad4 zeigte sich ein periportales
Membransignal von 56 + 2,2 % (p<0,05 vs. perivendse Kontrolle, Abb. 17), auch bei
Oatp1b2 konnte aufgrund seiner geringerer Expression im Bereich der Portalfelder
Werte von 49,6 + 7,2 % ermittelt werden, die aber nicht signifikant unterschiedlich zu
den Kontrolltieren waren (p<0,05 vs. Kontrolle, Abb. 19). Durch die Co-Farbung mit
"tight junctions" konnten die vor allem in den perizentralen Hepatozyten
zunehmenden subapikalen, intrazellularen Mrp2- und Bsep-positiven Vesikel
dargestellt werden (Abb. 7, Abb. 10).

4.1.3 Effekt der Induktion der Himoxygenase-1 auf die Lokalisation

hepatobiliarer Transporter

Nach Induktion der HO-1 und nachfolgender Ischamie und Reperfusion lag die
Membranintensitat von Mrp2 in perizentralen Hepatozyten bei 92,6 + 6,5 % und
war damit nicht signifikant unterschiedlich zu den Kontrollen (Abb. 6). Das
Membransignal perizentraler Hepatozyten war homogener als nach Ischamie
und Reperfusion. Die qualitative Analyse der Immunfluoreszenz ergab weniger
intrazellulare Vesikel. Insgesamt war das optische Bild des Membransignals
fast vollstandig erhalten und den Kontrolltieren gleichend (Abb. 5, Abb. 7).
Ebenfalls war das perivendse Membransignal von Bsep homogener als in der
Gruppe nach Ischamie und Reperfusion (Abb. 8, Abb. 10). Die

Membranintensitat der perizentralen Hepatozyten war nicht signifikant
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unterschiedlich zu den Kontrollen (95,8 £ 5,2 %, Abb. 9). In periportalen
Hepatozyten waren weiterhin intrazellulare Mrp2-und Bsep-positive Vesikel
darstellbar (Abb. 7, Abb. 10). Die Transporterexpression von Ntcp wurde durch
die Induktion der HO-1 nicht beeinflusst. Die Membranintensitat der
perivendsen Hepatozyten blieb weiterhin signifikant reduziert und betrug 64,9 +
4,3 % (p<0,05 vs. Kontrolle, Abb. 12). Im Bereich der V. centralis war das
Membransignal optisch mit dem der unbehandelten Tiere nach Ischamie und
Reperfusion vergleichbar (Abb. 11). Periportal konnten keine Veranderungen
der Ntcp-Immunfluoreszenz festgestellt werden (113,8 + 3,6 %, nicht signifikant,
Abb. 12). Die Transporter der Oatp-Familie zeigten ebenfalls nach der
Prakonditionierung mit HbG-200 keine Veranderung der Membranintensitat.
Oatp1a1 hatte in perivendsen Hepatozyten weiterhin eine Signalintensitat von
97,0 £ 3,4 % (nicht signifikant, Abb. 14), Oatp1a4 zeigte in den perivendsen,
Glutaminsynthetase-negativen Hepatozyten, eine Signalintensitat von 95,3 +
6,0 % (nicht signifikant, Abb. 17) und in den Glutaminsynthetase-positiven
Zellen von 38,18 + 5,16 % (nicht signifikant vs. Kontrolle, Abb. 17). Oatp1b2
hatte im Bereich der V. centralis eine Membranintensitat von 100,9 £ 1,3 %
(nicht signifikant, Abb. 19). Alle drei Transporter zeigten weiterhin verbreiterte
Membransignale (Abb. 13, Abb. 15, Abb. 16, Abb. 18).

4.1.4 Effekt der pharmakologischen Hemmung der Hdmoxygenase-
1 mit SnProtoporphyrin IX auf die Lokalisation hepatobiliarer

Transporter

Die durch SnPP IX bedingte pharmakologische Hemmung der HO-1 flhrte in
perivendsen Hepatozyten nach Ischamie und Reperfusion zu einer reduzierten
Signalintensitat von Mrp2 (69,1 + 6,4 %, p<0,05 vs. Kontrolle, Abb. 6). In
Hepatozyten der Zone 3 zeigten sich wieder Ausziehungen der
Hepatozytenmembranen und subkanalikulare Vesikel (Abb. 5). Sowohl die
Membransignale als auch das optische Bild von Bsep glich nach
Vorbehandlung mit SnPP X denen der unbehandelten Lebern nach Ischamie

und Reperfusion (Abb. 8). Die densitometrische Auswertung der Bsep
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Membransignale ergab eine Abnahme des Membransignals in perivendsen
Hepatozyten auf 66,1 * 6,0 % (p<0,05 vs. Kontrolle, Abb. 9). Die
Signalintensitat von Ntcp war unverandert zu den Ergebnissen nach Ischamie
und Reperfusion (53,7 £ 11,4 %, p<0,05 vs. Kontrolle, Abb. 12). Die Struktur
des Membransignals war identisch zu den Lebern nach Ischamie und
Reperfusion (Abb. 11). Die Densitometrie von Oatp1a1 (97,3 £ 3,9 %), Oatp1a4
(87,9 £ 7,6 %) und von Oatp1b2 (95,6 + 4,5 %) ergab in perivendsen
Leberzellen keine signifikante Unterschiede zu Lebern nach Ischamie und
Reperfusion (Abb. 14, Abb. 17, Abb. 19). Die Glutaminsynthetase-positiven
Hepatozyten direkt um die Zentralvene herum zeigten weiterhin eine niedrige
Expression von Oatp1a4 (60,24 + 6,14 %, nicht signifikant vs. Kontrolle, Abb.
17). In periportalen Hepatozyten wurden Oatp1a4 (103,6 + 3,2 %, p<0,05 vs.
Kontrolle) und Oatp1b2 (80,1 +3,4 %, p<0,05 vs. Kontrolle) induziert (Abb. 17,
Abb. 19).
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Abb.5: Lokalisation von Mrp2 und Glutaminsynthetase. Die Gefrierschnitte wurden mit
einem polyklonalen Antikdrper gegen Mrp2 (EAG 15.4, rot) und einem monoklonalen Antikérper
gegen Glutaminsynthetase (griin), als Marker fir die pv Hepatozyten, inkubiert. Fir die
densitometrische Auswertung wurden von jeweils 4 Tieren pro Gruppe die Signalintensitat von
10 Membranen der pv und pp Hepatozyten bestimmt. A, Ko; B, Ko pv; C, Ko pp; D, IR; E, IR pv;
F, IR pp; G, IR+HbG-200; H, IR+HbG-200 pv; I, IR+HbG-200 pp; J, IR+HbG-200+SnPP IX; K,
IR+HbG-200+SnPP IX pv; L, IR+HbG-200+SnPP IX pp; Balken A, D, G, J = 100 um; Balken B,
C,E F,H, I, K, L=10 um; Ko, Kontrolle; IR, Ischamie und Reperfusion; IR+HbG-200, Ischamie
und Reperfusion und Hamoglobin Glutamer-200; IR+HbG-200+SnPP IX, Ischamie und
Reperfusion und Hamoglobin Glutamer-200 und SnProtoporphyrin IX, pv, perivends; pp,

periportal.
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Abb.6: Quantitative Immunfluoreszenz von Mrp2. Es wurden von je 4 Tieren pro
Versuchsgruppe die Signalintensitaten von 10 Membranen der perivendsen und periportalen
Leberzellen bestimmt und mit den Kontrolltieren verglichen. Ko, Kontrolle; IR, Ischamie und
Reperfusion, IR+HbG-200, Ischamie und Reperfusion und Hamoglobin Glutamer-200; IR+HbG-
200+SnPPIX, Ischamie und Reperfusion und Hamoglobin Glutamer-200 und SnProtoporphyrin
IX, pv, perivends; pp, periportal,( p<0,05; ~ p<0,001 im Vergleich zu den Kontrolltieren).
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Abb.7: Lokalisation von Mrp2 und ZO-1. Die Gefrierschnitte wurden mit einem polyklonalen
Antikdrper gegen Mrp2 (EAG 154, rot) und einem monoklonaler Antikdrper gegen
Glutaminsynthetase (grin) (A, D, G, J) oder einem polyklonalen Antikbrper gegen "tight
junctions" (ZO-1, griin) (B, C, E, F, H, |, K, L), als Marker fiir die kanalikulare Membran,
inkubiert. A, Ko; B, Ko pv; C, Ko pp; D, IR; E, IR pv; F, IR pp; G, IR+HbG-200; H, IR+HbG-200
pv; I, IR+HbG-200 pp; J, IR+HbG-200+SnPP IX; K, IR+HbG-200+SnPP IX pv; L, IR+HbG-
200+SnPP IX pp; Balken A, D, G, J = 100 um; Balken B, C, E, F, H, |, K, L = 10 um; Ko,
Kontrolle; IR, Ischdmie und Reperfusion; IR+HbG-200, Ischdmie und Reperfusion und
Hamoglobin Glutamer-200; IR+HbG-200+SnPP IX, Ischamie und Reperfusion und Hamoglobin
Glutamer-200 und SnProtoporphyrin IX, pv, perivends; pp, periportal.
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Abb.8: Lokalisation von Bsep und Glutaminsynthetase. Die Gefrierschnitte wurden mit
einem polyklonalen Antikdrper gegen Bsep (K44, rot) und einem monoklonalen Antikérper
gegen Glutaminsynthetase (griin), als Marker fir die pv Hepatozyten, inkubiert. Fir die
densitometrische Auswertung wurden von jeweils 4 Tieren pro Gruppe die Signalintensitat von
10 Membranen der pv und pp Hepatozyten bestimmt. A, Ko; B, Ko pv; C, Ko pp; D, IR; E, IR pv;
F, IR pp; G, IR+HbG-200; H, IR+HbG-200 pv; I, IR+HbG-200 pp; J, IR+HbG-200+SnPP IX; K,
IR+HbG-200+SnPP IX pv; L, IR+HbG-200+SnPP IX pp; Balken A, D, G, J = 100 um; Balken B,
C,E F,H, I, K, L=10 um; Ko, Kontrolle; IR, Ischamie und Reperfusion; IR+HbG-200, Ischamie
und Reperfusion und Hamoglobin Glutamer-200; IR+HbG-200+SnPP IX, Ischamie und
Reperfusion und Hamoglobin Glutamer-200 und SnProtoporphyrin IX, pv, perivends; pp,

periportal.
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Abb.9: Quantitative Immunfluoreszenz von Bsep. Es wurden von je 4 Tieren pro
Versuchsgruppe die Signalintensitdten von 10 Membranen der perivendsen und periportalen
Leberzellen bestimmt und mit den Kontrolltieren verglichen. Ko, Kontrolle; IR, Ischdmie und
Reperfusion, IR+HbG-200, Ischamie und Reperfusion und Hamoglobin Glutamer-200; IR+HbG-
200+SnPP IX, Ischamie und Reperfusion und Hamoglobin Glutamer-200 und SnProtoporphyrin
IX, pv, perivends; pp, periportal,( p<0,05, ~p<0,01, ~p<0,001 im Vergleich zu den

Kontrolltieren).
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Abb.10: Lokalisation von Bsep und ZO-1. Die Gefrierschnitte wurden mit einem polyklonalen
Antikbrper gegen Bsep (K44, rot) und einem monoklonaler Antikorper gegen
Glutaminsynthetase (griin) (A, D, G, J) oder einem polyklonalen Antikérper gegen "tight
junctions" (ZO-1, griin) (B, C, E, F, H, |, K, L), als Marker fir die kanalikulare Membran,
inkubiert. A, Ko; B, Ko pv; C, Ko pp; D, IR; E, IR pv; F, IR pp; G, IR+HbG-200; H, IR+HbG-200
pv; |, IR+HbG-200 pp; J, IR+HbG-200+SnPP IX; K, IR+HbG-200+SnPP IX pv; L, IR+HbG-
200+SnPP IX pp; Balken A, D, G, J = 100 um; Balken B, C, E, F, H, I, K, L = 10 um; Ko,
Kontrolle; IR, Ischdmie und Reperfusion; IR+HbG-200, Ischdmie und Reperfusion und
Hamoglobin Glutamer-200; IR+HbG-200+SnPP 1X, Ischamie und Reperfusion und Hamoglobin
Glutamer-200 und SnProtoporphyrin IX, pv, perivends; pp, periportal.
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Abb.11: Lokalisation von Ntcp und Glutaminsynthetase. Die Gefrierschnitte wurden mit
einem polyklonalen Antikérper gegen Nicp (K4, rot) und einem monoklonalen Antikérper gegen
Glutaminsynthetase (griin), als Marker fir die pv Hepatozyten, inkubiert. Fir die
densitometrische Auswertung wurden von jeweils 4 Tieren pro Gruppe die Signalintensitat von
10 Membranen der pv und pp Hepatozyten bestimmt. A, Ko; B, Ko pv; C, Ko pp; D, IR; E, IR pv;
F, IR pp; G, IR+HbG-200; H, IR+HbG-200 pv; I, IR+HbG-200 pp; J, IR+HbG-200+SnPP IX; K,
IR+HbG-200+SnPP IX pv; L, IR+HbG-200+SnPP IX pp; Balken A, D, G, J = 100 um; Balken B,
C,E F,H, I, K, L=10 um; Ko, Kontrolle; IR, Ischamie und Reperfusion; IR+HbG-200, Ischamie
und Reperfusion und Hamoglobin Glutamer-200; IR+HbG-200+SnPP IX, Ischamie und
Reperfusion und Hamoglobin Glutamer-200 und SnProtoporphyrin IX, pv, perivends; pp,

periportal.
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Abb.12: Quantitative Immunfluoreszenz von Ntcp. Es wurden von je 4 Tieren pro
Versuchsgruppe die Signalintensitdten von 10 Membranen der perivendsen und periportalen
Leberzellen bestimmt und mit den Kontrolltieren verglichen. Ko, Kontrolle; IR, Ischamie und
Reperfusion, IR+HbG-200, Ischamie und Reperfusion und Hamoglobin Glutamer-200; IR+HbG-
200+SnPP IX, Ischamie und Reperfusion und Hamoglobin Glutamer-200 und SnProtoporphyrin
IX, pv, perivends; pp, periportal, ( p<0,01,  p<0,001 im Vergleich zu den Kontrolltieren).
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Abb.13: Lokalisation von Oatp1a1 und Glutaminsynthetase. Die Gefrierschnitte wurden mit
einem polyklonalen Antikérper gegen Oatp1a1 (K10, rot) und einem monoklonalen Antikdrper
gegen Glutaminsynthetase (griin), als Marker fir die pv Hepatozyten, inkubiert. Fir die
densitometrische Auswertung wurden von jeweils 4 Tieren pro Gruppe die Signalintensitat von
10 Membranen der pv und pp Hepatozyten bestimmt. A, Ko; B, Ko pv; C, Ko pp; D, IR; E, IR pv;
F, IR pp; G, IR+HbG-200; H, IR+HbG-200 pv; I, IR+HbG-200 pp; J, IR+HbG-200+SnPP IX; K,
IR+HbG-200+SnPP IX pv; L, IR+HbG-200+SnPP IX pp; Balken A, D, G, J = 100 um; Balken B,
C,E F,H, I, K, L=10 um; Ko, Kontrolle; IR, Ischamie und Reperfusion; IR+HbG-200, Ischamie
und Reperfusion und Hamoglobin Glutamer-200; IR+HbG-200+SnPP IX, Ischamie und
Reperfusion und Hamoglobin Glutamer-200 und SnProtoporphyrin IX, pv, perivends; pp,
periportal.
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Abb.14: Quantitative Immunfluoreszenz von Oatp1a1. Es wurden von je 4 Tieren pro
Versuchsgruppe die Signalintensitaten von 10 Membranen der perivendsen und periportalen
Leberzellen bestimmt und mit den Kontrolltieren verglichen. Ko, Kontrolle; IR, Ischdmie und
Reperfusion, IR+HbG-200, Ischamie und Reperfusion und Hamoglobin Glutamer-200; IR+HbG-
200+SnPP IX, Ischamie und Reperfusion und Hamoglobin Glutamer-200 und SnProtoporphyrin

IX, pv, perivends; pp, periportal, (nicht signifikant im Vergleich zu den Kontrolltieren).
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Abb.15: Lokalisation von Oatp1a4 und Glutaminsynthetase. Die Gefrierschnitte wurden mit
einem polyklonalen Antikérper gegen Oatp1a4 (K15, rot) und einem monoklonalen Antikérper
gegen Glutaminsynthetase (griin), als Marker fir die pv Hepatozyten, inkubiert. Fir die
densitometrische Auswertung wurden von jeweils 4 Tieren pro Gruppe die Signalintensitat von
10 Membranen der pv und pp Hepatozyten bestimmt. A, Ko; B, Ko pv; C, Ko pp; D, IR; E, IR pv;
F, IR pp; G, IR+HbG-200; H, IR+HbG-200 pv; I, IR+HbG-200 pp; J, IR+HbG-200+SnPP IX; K,
IR+HbG-200+SnPP IX pv; L, IR+HbG-200+SnPP IX pp; Balken A, D, G, J = 100 um; Balken B,
C,E F,H, I, K, L=10 um; Ko, Kontrolle; IR, Ischamie und Reperfusion; IR+HbG-200, Ischamie
und Reperfusion und Hamoglobin Glutamer-200; IR+HbG-200+SnPP IX, Ischamie und
Reperfusion und Hamoglobin Glutamer-200 und SnProtoporphyrin IX, pv, perivends; pp,
periportal.
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Abb.16: Lokalisation von Oatp1ad im Bereich der Glutaminsynthetase-positiven-
Hepatozyten. Die Gefrierschnitte wurden mit einem polyklonalen Antikdrper gegen Oatp1a4
(K15, rot) und einem monoklonalen Antikorper gegen Glutaminsynthetase (griin), als Marker fir
die pv Hepatozyten, inkubiert. Flr die densitometrische Auswertung wurde von 4 Tieren pro
Gruppe die Signalintensitat von 10 Membranen der Glutaminsynthetase-positiven Hepatozyten
im Bereich der Zentralvene bestimmt. A, Ko pv; B, Ko pv Glutaminsynthetase; C, Ko pv ohne
Glutaminsynthetase; D, IR pv; E, IR pv Glutaminsynthetase; F, IR pv ohne Glutaminsynthetase;
G, IR+HbG-200 pv; H, IR+HbG-200 pv Glutaminsynthetase; I, IR+HbG-200 pv ohne
Glutaminsynthetase; J, IR+HbG-200+SnPP IX pv; K, IR+HbG-200+SnPP IX pv
Glutaminsynthetase; L, IR+HbG-200+SnPP IX pv ohne Glutaminsynthetase; Ko, Kontrolle; IR,
Ischamie und Reperfusion; IR+HbG-200, Ischamie und Reperfusion und Hamoglobin Glutamer-
200; IR+HbG-200+SnPP IX, Ischamie und Reperfusion und Hamoglobin Glutamer-200 und

SnProtoporphyrin 1X, pv, perivends.
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Abb.17: Quantitative Immunfluoreszenz von Oatp1a4. Es wurden von je 4 Tieren pro
Versuchsgruppe die Signalintensitaten von 10 Membranen der perivendsen und periportalen
Leberzellen bestimmt und mit den Kontrolltieren verglichen. Zusatzlich wurde von 4 Tieren pro
Gruppe die Signalintensitat von 10 Membranen der Glutaminsynthetase-positiven Hepatozyten
im Bereich der Zentralvene bestimmt. Ko, Kontrolle; IR, Ischdmie und Reperfusion, IR+HbG-
200, Ischamie und Reperfusion und Hamoglobin Glutamer-200; IR+HbG-200+SnPP IX,
Ischdmie und Reperfusion und Hamoglobin Glutamer-200 und SnProtoporphyrin X, pv,
perivends; pv (GS+), Glutaminsynthetase positive perivendse Hepatozyten; pp, periportal,
(*ps0,05; mpS0,001 im Vergleich zu den Kontrolltieren).

69



Ergebnisse

g‘b I/R+HbG

pV

IR+HbG
+SnPP

pVv

I/R+HbG pV

IR+HbG
K +SnPP RY.

70

I/R+HbG pp

IR+HbG
+SnPP pp



Ergebnisse

Abb.18: Lokalisation von Oatp1b2 und Glutaminsynthetase. Die Gefrierschnitte wurden mit
einem polyklonalen Antikorper gegen Oatp1b2 (K22, rot) und einem monoklonalen Antikdrper
gegen Glutaminsynthetase (griin), als Marker fir die pv Hepatozyten, inkubiert. Fir die
densitometrische Auswertung wurden von jeweils 4 Tieren pro Gruppe die Signalintensitat von
10 Membranen der pv und pp Hepatozyten bestimmt. A, Ko; B, Ko pv; C, Ko pp; D, IR; E, IR pv;
F, IR pp; G, IR+HbG-200; H, IR+HbG-200 pv; I, IR+HbG-200 pp; J, IR+HbG-200+SnPP IX; K,
IR+HbG-200+SnPP IX pv; L, IR+HbG-200+SnPP IX pp; Balken A, D, G, J = 100 um; Balken B,
C,E, F, H, I, K L=10 um; Ko, Kontrolle; IR, Ischdmie und Reperfusion; IR+HbG-200, Ischamie
und Reperfusion und Hamoglobin Glutamer-200; IR+HbG-200+SnPP IX, Ischamie und
Reperfusion und Hamoglobin Glutamer-200 und SnProtoporphyrin IX, pv, perivends; pp,
periportal.
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Abb.19: Quantitative Immunfluoreszenz von Oatp1b2. Es wurden von je 4 Tieren pro
Versuchsgruppe die Signalintensitadten von 10 Membranen der perivendsen und periportalen
Leberzellen bestimmt und mit den Kontrolltieren verglichen. Ko, Kontrolle; IR, Ischamie und
Reperfusion, IR+HbG-200, Ischdmie und Reperfusion und Hdmoglobin Glutamer-200; IR+HbG-
200+SnPP IX, Ischamie und Reperfusion und Hamoglobin Glutamer-200 und SnProtoporphyrin
IX, pv, perivends; pp, periportal, (*ps0,05; mpS0,001 im Vergleich zu den Kontrolltieren).

71



Ergebnisse

4.1.5 Induktion der Himoxygenase-1 durch Hamoglobin Glutamer-
200

In der Immunfluoreszenz wurde optisch die Lokalisation der Himoxygenase-1
durch kalte Ischamie und Reperfusion im Vergleich zu den Kontrollen nicht
verandert. Wie auch bei den Kontrolltieren war die Expression der HO-1
hauptsachlich auf die Kupffer-Zellen begrenzt. Durch die Induktion der HO-1 mit
Hamoglobin Glutamer-200 zeigte sich in den Hepatozyten um die Zentralvene
optisch eine deutliche Induktion der Hamoxygenase-1. In den Kupffer-Zellen
und in den periportalen Hepatozyten war die Lokalisation und Intensitat der HO-
1 nicht verandert (Abb. 20).

4.1.6 Pharmakologische Hemmwirkung des SnProtoporphyrin IX auf

die Himoxygenase-1

Nach der gemeinsamen Vorbehandlung mit HbG-200 und SnPP IX konnte die
Lokalisation der HO-1 unverandert in perizentralen Hepatozyten dargestellt
werden (Abb. 20).
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Abb.20: Zellspezifische Lokalisation und Expression der Hamoxygenase-1 nach
Induktion mit Himoglobin Glutamer-200. Die Gefrierschnitte wurden mit einem polyklonalen
Antikérper gegen HO-1 (grin) und einem monoklonalen Antikérper gegen Glutaminsynthetase
(rot), oder einem polykolonalen Antikérper gegen HO-1 (griin) und einem polyklonalen
Antikérper gegen Kupffer-Zellen (ED2, rot), inkubiert. A, Ko; B, IR; C, IR+HbG-200; D, IR+HbG-
200+SnPP IX; E, Ko; F, IR; G, IR+HbG-200; H, IR+HbG-200+SnPP IX; Balken A, B, C, D = 200
um; Balken E, F, G, H = 100 um; Ko, Kontrolle; IR, Ischamie und Reperfusion; IR+HbG-200,
Ischamie und Reperfusion und Hamoglobin Glutamer-200; IR+HbG-200+SnPP 1X, Ischamie
und Reperfusion und Hdmoglobin Glutamer-200 und SnProtoporphyrin IX.
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4.1.7 Effekt der Prakonditionierung von Kontrolltieren mit
Hamoglobin Glutamer-200 oder SnProtoporphyrin IX auf die

Lokalisation hepatobiliarer Transporter

Zum Ausschluss moglicher pharmakologischer Effekte der
Prakonditionierungssubstanzen Hamoglobin Glutamer-200 oder
SnProtoporphyrin IX auf die Transporterexpression von Kontrolltieren wurden
entsprechende Kontrolldensitometrien durchgefuhrt. Dabei zeigte sich, dass
keiner der in dieser Arbeit untersuchten Membrantransporter durch die
Prakonditionierungen signifikant verandert wurde. Mrp2 zeigte unter dem
Einfluss von HbG-200 perivends eine Signalintensitat von 98,3 + 1,2 % und
periportal eine Signalintensitat von 100,6 £ 1,0 %. Durch die Prakonditionierung
mit SnPP IX lagen die Membransignale perivends bei 96,7 + 1,6 % und
periportal bei 97,1 £ 0,5 % (nicht signifikant, Abb. 21, Abb. 22). Durch die
Behandlung mit HbG-200 blieb das Bsep Membransignal in perivendsen
Hepatozyten mit 100,4 £ 1,9 % und in periportalen Hepatozyten mit 98,4 + 2,5
% unverandert. Unter dem Einfluss von SnPP IX konnten bei Bsep
Membrantransporterintensitaten in perivendsen Hepatozyten von 100,2 + 2,7 %
und in periportalen Hepatozyten von 99,0 + 1,1 % ermittelt werden (nicht
signifikant, Abb. 21, Abb. 22).

Ntcp wies nach der Vorbehandlung mit HbG-200 perivenbse Membransignale
von 106,0 £ 2,0 und periportale Membransignale von 109,4 + 7,5 % auf. Nach
der Prakonditionierung mit SnPP IX zeigten sich perivends Signalstarken von
99,2 £ 2,0 % und periportal von 100,8 £ 1,5 % (nicht signifikant, Abb. 21, Abb.
22). Bei Oatp1a1 wurde das perivendse Membransignal durch HbG-200 auf
104,60 £+ 2,0 % und das periportale Membransignal auf 102,5 + 2,6 %
verandert. Nach der Behandlung mit SnPP IX zeigte sich perivends eine
Signalintensitat von 110,2 + 1,2 und periportal von 113,3 + 3,8 % (nicht
signifikant, Abb. 21, Abb. 22). Die Membransignalintensitat von Oatp1a4 lag
unter HbG-200-Einfluss in perivenésen Hepatozyten bei 97,4 + 4,0 %, in
periportalen Hepatozyten bei 58,1 + 1,8 % und in GS-positiven Zellen bei 46,7

2,6 %. Die Vorbehandlung mit SnPP IX ergab perivends eine Signalintensitat
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von 96,9 £ 4,0 %, periportal von 56,2 + 1,1 % und in GS-positiven Hepatozyten
Messwerte von 45,2 + 2,8 % (nicht signifikant, Abb. 21, Abb. 22). Das Oatp1b2
Membransignal lag nach Behandlung mit HbG-200 in perivendsen Hepatozyten
bei 100,4 £ 1,9 % und in periportalen Hepatozyten bei 98,4 + 2,53 %. Nach
SnPP IX war das Hepatozytenmembransignal in perivendsen Hepatozyten bei
101, 27 £ 1,33 % und in periportalen Hepatozyten bei 75,76 + 7,24 % (nicht
signifikant, Abb. 21, Abb 22).
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Abb.21: Immunfluoreszenz von Kontrollieren nach Prakonditionierung mit Hamoglobin
Glutamer-200 oder SnProtoporphyrin IX. Die Gefrierschnitte wurden mit einem polyklonalen
Antikorper gegen Mrp2 (EAG 15.4), Bsep (K44), Ntcp (K4), Oatp1a1 (K10), Oatp1a4 (K15) oder
Oatp1b2 (K22) rot und einem monoklonalen Antikdrper gegen Glutaminsynthetase (grun), als
Marker fir die pv Hepatozyten, inkubiert. Fir die densitometrische Auswertung wurden von
jeweils 4 Tieren pro Gruppe die Signalintensitat von 10 Membranen der pv und pp Hepatozyten
bestimmt. A-F, Ko+HbG-200; G-L, Ko-SnPP IX, Balken A-L = 100 um; pv, perivends; pp,
periportal.
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Abb.22: Quantitative Immunfluoreszenz von Kontrolltieren. Es wurden von je 4 Tieren pro
Versuchsgruppe die Signalintensitaten von 10 Membranen der perivendsen und periportalen
Leberzellen bestimmt und mit den vorbehandelten Versuchstieren verglichen. Ko, Kontrolle; Ko-
HbG, Kontrolle mit Hamoglobin Glutamer-200, Ko-SnPP, Kontrolle mit SnProtoporphyrin IX , pv,
perivends; pp, periportal, (nicht signifikant).
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4.2 Western Blot

Zur Western-Blot-Analyse wurden Gesamtmembranen durch Ultrazentrifugation
aus Leberhomogenaten prapariert. Nach der Inkubation mit “Loading-Buffer®
wurden die Proteine entsprechend ihres spezifischen Molekulargewichtes auf
einer SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert.
Anschlieend wurden die Membranen mit einem Primarantikérper inkubiert.

Die untersuchten Proteine wurden bei folgenden Molekulargewichten detektiert:
Mrp2 bei 180 kDa, Bsep bei 180 kDa, Ntcp bei 50 kDa, Oatp1a1 und Oatp1a4
bei 75 kDa, Oatp1b2 bei 85 kDa und HO-1 bei 32 kDa. Als Beladungskontrolle

wurde 3-Aktin mit einem Molekulargewicht von 42 kDa mitgefthrt.

4.2.1 Proteinexpression von hepatobiliaren Transportern bei

Kontrolltieren

Die Proteinexpression der unbehandelten Kontrolltiergruppen wurde bei allen

untersuchten Transportern mit 100 % als Mittelwert gleichgesetzt (Abb. 23).

4.2.2 Proteinexpression von hepatobiliaren Transportern nach

kalter Ischamie und Reperfusion

Nach 44 Stunden kalter Ischamie und Reperfusion war die Proteinexpression
von Mrp2 auf 74,0 £ 16,0 % reduziert (p<0,05 vs. Kontrolle, Abb. 23, Abb. 24).
Die Expression von Bsep war auf 68,0 £ 15,0 % herabreguliert (p<0,05 vs.
Kontrolle, Abb. 23, Abb. 24). Die Proteinexpression von Ntcp (108,0 + 28,0 %),
von Oatp1a1 (102,0 + 32,0 %), Oatp1a4 (115,0 £ 59,0 %) und Oatp1b2 (99,0 +
13,0 %) war unter den Versuchsbedingungen nicht signifikant verandert (Abb.
23, Abb. 24).
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4.2.3 Effekt der Induktion der Himoxygenase-1 auf die

Proteinexpression hepatobiliarer Transporter

Die Prakonditionierung mit Hamoglobin Glutamer-200 fuhrte zu einer
signifikanten Steigerung der hepatischen Proteinexpression von Bsep (p<0,05
im Vergleich zu mit HbG-200 vorbehandelten Tieren). Die Proteinexpression
der anderen hier untersuchten Membrantransporter zeigte im Vergleich zu den
Kontrolltieren  keine  signifikanten  Veranderungen. Mrp2 wies eine
Proteinexpression von 110,0 £ 17,0 %, Bsep von 140,3 + 32,0 %, Ntcp von 82,3
+ 27,0 %, Oatp1al von 110,0 £ 26,0 %, Oatp1a4 von 117,0 £ 29,0 % und
Oatp1b2 von 72,0 + 13,0 % auf (Abb.23, Abb. 24).

4.2.4 Effekt der pharmakologischen Hemmung der
Hamoxygenase-1 mit SnProtoporphyrin IX auf die

Proteinexpression hepatobiliarer Transporter

Nach pharmakologischer Hemmung der HO-1-Induktion mittels SnPP IX war
die Proteinexpression von Mrp2 signifikant reduziert (69,0 £ 11,0 %, p<0,05 vs.
Kontrolle, Abb.23, Abb. 24). Die Proteinexpression von Bsep war unverandert
zu den Kontrollen, jedoch signifikant geringer als in den mit HbG-200
vorbehandelten Lebern (114,0 £ 35,0 %, p<0,05 vs. Kontrolle, Abb 23., Abb.
24). Die Expression von Ntcp war auf 75,0 £ 20,0 % reduziert (p<0,05 vs.
Kontrolle, Abb.23, Abb. 24). Die Proteinexpression von Oatp1al war nicht
signifikant unterschiedlich zu den Kontrollen (137,0 + 24,0 %). Die Expression
von Oatp1a4 (218,0 + 34,0 %) und Oatp1b2 (147,0 = 22,0 %) war im Vergleich
zu den Kontrollen signifikant erhdht (p<0,05 vs. Kontrolle, Abb.23, Abb. 24).
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Abb.23: Immunoblot-Analyse von Mrp2, Bsep, Ntcp, Oatp1al, Oatp1a4 und Oatp1b2 nach
Ischamie und Reperfusion sowie der Effekt der Induktion von HO-1.
Gesamtmembranfraktionen der Zellen wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt, die Proteine auf
eine PVDF-Membran transferiert und mit den entsprechenden Antikdrpern inkubiert. B-Aktin
wurde als Beladungskontrolle eingesetzt. Ko, Kontrolle; IR, Ischamie und Reperfusion; IR+HbG-
200, Ischamie und Reperfusion und Hamoglobin Glutamer-200; IR+HbG-200+SnPP IX,

Ischamie und Reperfusion und Hamoglobin Glutamer-200 und SnProtoporphyrin 1X.
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Abb.24: Quantitative Proteinexpression von Mrp2, Bsep, Ntcp, Oatp1a1, Oatp1ad4 und
Oatp1b2 nach kalter Ischamie und Reperfusion sowie der Effekt der Induktion von HO-1. Fir
die densitometrische Analyse wurden je 4 Tieren pro Versuchsgruppe getestet und mit den
Kontrolltieren verglichen. Ko, Kontrolle; IR, Ischamie und Reperfusion; IR+HbG-200, Ischamie
und Reperfusion und Hamoglobin Glutamer-200; IR+HbG-200+SnPP IX, Ischamie und
Reperfusion und Hamoglobin Glutamer-200 und SnProtoporphyrin IX ('pS0,0S im Vergleich zu
den Kontrollen, #pS0,0S im Vergleich zu mit HbG-200 vorbehandelten Tieren).
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4.2.5 Induktion der Himoxygenase-1 durch Hamoglobin Glutamer-
200

Die Kontrollgruppe zeigte eine Proteinexpression der HO-1 von 100,0 + 34,0
%. Nach Ischamie und Reperfusion zeigte sich in der Leber eine nahezu
unveranderte Proteinexpression von 107,0 £ 62,0 %. Bei der mit HbG-200
vorbehandelten Gruppe wurde die HO-1 signifikant induziert auf 2779,0 + 407,0
% (p<0,05 vs. Kontrolle, Abb.25, Abb. 26).

4.2.6 Wirkung des SnProtoporphyrin IX auf die Proteinexpression

der Hamoxygenase-1

Die Hemmung der positiven Wirkung der Hamoxygenase-1 auf die
Membrantransporter durch SnProtoporphyrin IX beruht auf einer klinischen
Wirkung in vivo. Die Proteinexpression der Hamoxygenase-1 wird durch den
Einsatz von SnProtoporphyrin IX nicht verandert (Proteinexpression der
Hamoxygenase-1 bei 1930,0 + 488,0 %, p<0,05 vs. I/R+HbG, Abb. 25, Abb.
26).

Q¢
o
Ne oC GX
«© X \y
WO e

HO-1 — o —

B-Aktin — — — — — — —

Abb.25: Immunoblot-Analyse von HO-1. Die Gesamtmembranfraktionen der Zellen wurden
mittels SDS-PAGE aufgetrennt, die Proteine auf eine PVDF-Membran transferiert und mit den
entsprechenden Antikdrpern inkubiert. B-Aktin wurde als Beladungskontrolle eingesetzt. Ko,
Kontrolle; IR, Ischdmie und Reperfusion; IR+HbG-200, Ischdmie und Reperfusion und
Hamoglobin Glutamer-200; IR+HbG-200+SnPP IX, Ischamie und Reperfusion und Hamoglobin
Glutamer-200 und SnProtoporphyrin IX.
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Abb.26: Quantitative Proteinexpression von HO-1. Fir die densitometrische Analyse
wurden je 4 Tieren pro Versuchsgruppe getestet und mit den Kontrolltieren verglichen. Ko,
Kontrolle; IR, Ischamie und Reperfusion; IR+HbG-200, Ischamie und Reperfusion und
Hamoglobin Glutamer-200; IR+HbG-200+SnPP IX, Ischamie und Reperfusion und Hamoglobin
Glutamer-200 und Protoporphyrin IX (*p<0,05 im Vergleich zu den Kontrollen).
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4.2.7 Effekt der Prakonditionierung von Kontrolltieren mit
Hamoglobin Glutamer-200 oder SnProtoporphyrin IX auf die

Proteinexpression hepatobiliarer Transporter

Zum Ausschluss moglicher pharmakologischer Effekte der Prakonditionierungs-
substanzen Hamoglobin Glutamer-200 oder SnProtoporphyrin IX auf die
Proteinexpression der Membrantransporter von Kontrolltieren, wurden
entsprechende Western Blots angefertigt. Dabei zeigte sich, dass keiner der in
dieser Arbeit untersuchten Membrantransporter durch die Prakonditionierungen
signifikant verandert wurde. Unter der Prakonditionierung mit HbG-200 betrug
die Proteinexpression von Mrp2 102 £ 15 %. Die Expression von Bsep lag bei
85 £ 12 %. Bei Ntcp konnte eine Proteinexpression von 96 + 3 % gemessen
werden. Die Expression von Oatp1a1 lag bei 79 £ 7 %, von Oatp1a4 bei 94 + 3
% und von Oatp1b2 bei 115 + 3 % (nicht signifikant, Abb. 27, Abb. 28). Unter
der Prakonditionierung mit SnPP IX betrug die Proteinexpression von Mrp2 92 +
14 %. Die Expression von Bsep lag bei 87 + 9 %. Bei Ntcp konnte eine
Proteinexpression von 85 + 6 % gemessen werden. Die Expression von
Oatp1al lag bei 116 £+ 5 % (p<0,05 im Vergleich zu den mit HbG-200
vorbehandelten Versuchstieren, von Oatp1a4 bei 112 + 6 % und von Oatp1b2
bei 90 £ 9 % (nicht signifikant, Abb. 27, Abb 28).
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Abb.27: Immunoblot-Analyse von Kontrolltieren nach Prikonditionierung mit
Hamoglobin Glutamer-200 oder SnProtoporphyrin IX. Die Gesamtmembranfraktionen der
Zellen wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt, die Proteine auf eine PVDF-Membran
transferiert und mit den entsprechenden Antikdrpern inkubiert. [B-Aktin wurde als
Beladungskontrolle eingesetzt. Ko, Kontrolle; IR, Ischamie und Reperfusion; IR+HbG-200,
Ischamie und Reperfusion und Hamoglobin Glutamer-200; IR+HbG-200+SnPP IX, Ischamie
und Reperfusion und Hamoglobin Glutamer-200 und SnProtoporphyrin 1X.
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Abb.28: Quantitative Proteinexpression von Kontrolltieren nach Prakonditionierung mit
Hamoglobin Glutamer-200 oder SnProtoporphyrin IX. Fir die densitometrische Analyse
wurden je 4 Tieren pro Versuchsgruppe getestet und mit den Kontrolltieren verglichen. Ko,
Kontrolle; IR, Ischdmie und Reperfusion; IR+HbG-200, Ischdmie und Reperfusion und
Hamoglobin Glutamer-200; IR+HbG-200+SnPP IX, Ischamie und Reperfusion und Hamoglobin
Glutamer-200 und SnProtoporphyrin  1X (#pS0,05 im Vergleich zu den mit HbG-200

vorbehandelten Versuchstieren).
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5 Diskussion

Die Endozytose kanalikularer Transporter ist ein wichtiger Mechanismus zur
Kurzzeitregulation der Gallebildung und wurde in verschiedenen cholestatischen
Tiermodellen beschrieben. So konnte nach Gabe von LPS, nach Hyperosmolaritat
und nach oxidativem Stress eine Transporterinternalisierung von Mrp2 und Bsep
an der kanalikularen Membran gezeigt werden (Kubitz et al. 1997, Kubitz et al.
1999, Schmitt et al. 2000, Muhlfeld at al. 2003). Im Tiermodell der kalten Ischamie
und Reperfusion wurde gezeigt, dass die Endozytose von Mrp2 einen wichtigen
Faktor fur den verminderten Gallefluss darstellt (Kudo et al. 2004). Die
Transporterinternalisierung konnte nach Hemmung der Kupfferzellaktivierung
reduziert werden. Dies lasst vermuten, dass proinflammatorische Zytokine oder
reaktive Sauerstoffspezies, die nach Kupfferzellaktivierung freigesetzt werden, die
Endozytose von Mrp2 vermitteln.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Regulation verschiedener hepatobiliarer
Transporter fur organische Anionen und Gallensalze im Modell der kalten
Ischamie und Reperfusion untersucht. Nach 44 Stunden kalter Ischamie und 3
Stunden Reperfusion konnte eine koordinierte zonierte Internalisierung von Mrp2,
Bsep und Ntcp beobachtet werden, die sich vor allem in den Hepatozyten der
Zone 3 abspielte. Die Immunfluoreszenzanalyse der verschiedenen Oatp-
Isoformen (Oatp1a1, Oatp1a4, Oatp 1b2) zeige eine vermehrte zytoplasmatische
transporterpositive  Vesikelbildung in  perivendésen  Hepatozyten. Das
Transportermembransignal der perivendsen Hepatozyten wurde dabei aber nicht
signifikant verandert. Das bei Mrp2, Bsep und Ntcp dargestellte Zonierungsmuster
wurde zuvor schon fur Mrp2 im Modell der experimentellen Sepsis beschrieben
(Donner et al. 2004). Dieses Phanomen und die schon beschriebene
Kupfferzellaktivierung im Modell der kalten Ischamie und Reperfusion (Kudo et al.
2004) lasst vermuten, dass auch im hier untersuchten Versuchsmodell durch
Kupfferzellaktivierung freigesetzte proinflammatorische Zytokine die

Internalisierung der verschiedenen Transporter verursachen.
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5.1 Mechanismen der Endozytose hepatobiliarer

Transporter

In bisherigen Studien zu Mechanismen der Internalisierung kanalikularer
Transporter wurden vor allem die Vorgange nach oxidativem Stress und bei
Ostradiol-17R-D-Glukuronid induzierter Cholestase untersucht. Die Aktivierung der
klassischen Proteinkinase C (PKC) wurde dabei als ein wichtiger Faktor
identifiziert, der die Endozytose des Gallensalztransporters Bsep vermittelt (Kubitz
et al. 2004). Dieser Mechanismus konnte auch bei oxidativem Stress und bei
Ostradiol induziertem Gallestau giiltig sein (Pérez et al. 2006, Boaglio et al. 2010).
Die Aktivierung des PI3 Kinase/Akt Signalweges wurde als ein weiterer
Mechanismus der Transporterinternalisierung von Bsep bei Ostradiol-induzierter
Cholestase beschrieben (Boaglio et al. 2010). Die Internalisierung von Mrp2 wird
von einer anderen Isoform der Proteinkinase C (nPKC) vermittelt, als nach
oxidativem Stress gezeigt wurde (Sekine et al. 2006, 2011). Hierbei wird die
Interaktion von Mrp2 mit Radixin reduziert, einem Molekul, dass Mrp2 mit dem
Zytoskelett (F-Aktin) verbindet (Sekine et al. 2011). Die Aktivierung der
Proteinkinase C (PKC) ist weiterhin beteiligt an der Internalisierung von Ntcp an
der kanalikularen Membran (Stross et al. 2010).

Als ein weiterer wichtiger Mechanismus der Transporterinternalisierung von Mrp2
und Bsep wurde die Aktivierung der src Kinase Fyn beschrieben, die nach
oxidativem Stress im Rahmen von Hyperosmolaritat aktiviert wird (Cantore et al.
2011). Hierbei kdnnte die Assoziation mit dem subapikal lokalisierten Protein
Cortactin fur die Endozytose der kanalikularen Transporter von Bedeutung sein
(Cantore et al. 2011). In fruheren Arbeiten wurde bereits gezeigt, dass durch die
Phosphorylierung des Cortactin das “Cross-Linking“ von F-Aktin reduziert wird
(Huang et al. 1997). Dies wurde im Rahmen einer friheren Arbeit bereits als
maglicher Faktor flr die Internalisierung von Bsep beschrieben (Pérez et al. 2006).
Zusammenfassend gibt es gute mechanistische Erklarungsansatze, die eine
Endozytose von kanalikularen Transportern nach oxidativem Stress belegen. Eine
posttranskriptionelle Regulation von Bsep durch Endotoxine wurde ferner in einem
humanem Modell an Leberschnitten beschrieben (Elferink et al. 2004). Der

genaue Mechanismus einer Transporterinternalisierung durch TNF-a oder IL-1( ist
92



Diskussion

jedoch bisher noch unbekannt. Im hier vorliegenden Versuchsmodell konnten
sowohl oxidativer Stress als auch die Produktion proinflammatorischer Zytokine,
sowie auch Apoptose, einen auslésenden Mechanismus fur die Internalisierung
der kanalikularen Transporter Mrp2 und Bsep, als auch des basolateralen

Transporters Ntcp darstellen.

5.2 Regulation von Ntcp

Eine weitere mogliche Ursache fur die Internalisierung von Ntcp kdnnte auch eine
vermehrte intrahepatische Gallensalzbelastung sein. Ntcp wird sowohl nach
experimenteller Gabe von LPS (Gartung et al. 1996) als auch nach
experimenteller Exposition mit Gallensalzen herabreguliert (Stanca et al. 2001). Es
ist zu vermuten, dass durch die Herabregulation des kanalikularen
Gallensalztransporters Bsep in den Hepatozyten der Zone 3 in diesen Zellen auch
eine hohere hepatozellulare  Gallensalzkonzentration vorlag, die die
Internalisierung von Ntcp ausgelost haben konnte. Eine kirzlich publizierte Arbeit
konnte zeigen, dass Taurin und TCDC eine Endozytose von Ntcp verursachen, die
durch Proteinkinase C und Proteinphosphatase 2B (PP2B) vermittelt wird
(Muhlfeld et al. 2012). Aufgrund dieser Daten ist zu vermuten, dass eine
Endozytose von Ntcp erst erfolgt, wenn eine fast vollstandige kanalikulare
Ausscheidung von Gallensalzen wiederhergestellt ist. Zusatzlich kdnnte das
zugegebene  Taurocholat im  Perfusionsmedium eine  persistierende
Herabregulation von Ntcp verursacht haben. Weiterhin ist eine Herabregulation
von Ntcp durch proinflammatorische Zytokine aus Kupffer-Zellen oder auch durch
beginnende Apoptose mdglich, da es auch nach LPS-Gabe zu einer ausgepragten

Down-Regulation von Ntcp kommt.

5.3 Zonale Verteilung der Induktion der HO-1

Angesichts  der  nach Ischamie  und  Reperfusion  freiwerdenden
proinflammatorischen Zytokine und reaktiven Sauerstoffspezies erscheint die

Reduktion der proinflammatorischen  Kupfferzellantwort ein  wichtiges
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therapeutisches Ziel fur die Entwicklung neuer therapeutischer Ansatze bei kalter
Ischamie und Reperfusion. Die Induktion der HO-1 konnte durch die
Abschwachung der Kupfferzellantwort den hepatozellularen Schaden nach
Ischamie und Reperfusion reduzieren (Otterbein et al. 2003, Schmidt et al. 2007,
Devey et al.2009).

Hamoglobin Glutamer-200 wurde in Bezug auf eine Reduktion der Endozytose
hepatobiliarer Transporter untersucht, da diese Substanz kurzlich als Induktor der
HO-1 identifiziert wurde und nach Kkalter Ischamie und Reperfusion den
hepatozellularen Schaden reduzieren konnte (Topp et al. 2008). In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Induktion der HO-1 durch
HbG-200 insbesondere in den perivendésen Hepatozyten stattfindet. Das
Immunfluoreszenzsignal in Kupffer-Zellen war nicht signifikant verandert, sodass
die Induktion der HO-1 durch HbG-200 in erster Linie in Hepatozyten stattfindet.
Die Induktion betrifft folglich die Hepatozytenpopulation, in der die Herabregulation
von Mrp2, Bsep und Ntcp beschrieben wurde.

Die Prainduktion der HO-1 flhrte nach kalter Ischamie und Reperfusion zu einer
weitgehenden Wiederherstellung des Membransignals von Mrp2 und Bsep in der
kanalikularen Membran von Hepatozyten der Zone 3. Dies lasst vermuten, dass
die Aktivierung von HO-1 die Rickname dieser Transporter aus der kanalikularen

Membran hemmt.

5.4 Induktion der HO-1 als therapeutische Strategie zur
Verbesserung der hepatobiliaren Funktion nach kalter

Ischamie und Reperfusion

Angesichts der primar hepatozellular stattfindenden Induktion der HO-1 wird
vermutet, dass die Induktion der HO-1 mit Signalwegen interferiert, die eine
Rdcknahme von Membrantransportern aus der kanalikularen Membran vermitteln.
Die Stimulation der HO-1 an Kontrolltieren zeigte, dass die Produkte der HO-1
keinen direkten Einfluss auf die Transporterexpression und Lokalisation nehmen.
Vielmehr scheinen nach Induktion der HO-1 Signalwege moduliert zu werden, die
nur in cholestatischen Lebern aktivierbar sind. Ein moglicher Mechanismus ist

hierbei die Interferenz mit dem TNF-a-Signalweg. Die Induktion der JNK wurde
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nach warmer Ischdmie und Reperfusion beschrieben (Bendinelli et al. 1996,
Bradham et al. 1997, Yoshinari et al. 2001) und als Signalweg fur die Vermittlung
von hepatozellularer Nekrose und Apoptose analysiert (Crenesse et al. 2001,
Uehara et al. 2005). Weiterhin wurde gezeigt, dass die HO-1 den oxidativen
Stress nach Ischamie und Reperfusion reduziert (Yun et al. 2010). Die
antioxidativen Eigenschaften der HO-1 konnten durch die Elimination von
prooxidativem Ham oder durch die Produkte Biliverdin/Bilirubin und CO, als
potente Antioxidantien, vermittelt werden (Stocker et al. 1987, Baranano et al.
2002, Wang et al. 2007). Eine Behandlung mit Biliverdin konnten den
Leberschaden nach Ischamie und Reperfusion Uber eine verminderte Aktivierung
des JNK / AP-1 Signalwegs nach experimenteller Lebertransplantation reduzieren
(Tang et al. 2007). CO konnte andererseits mit dem NFkB Signalweg interferieren.
Der TNF-a vermittelte Zelltod konnte durch die Prainduktion von CO reduziert
werden (Zuckerbraun et al. 2003) und wurde Uber eine Aktivierung von NFkB
vermittelt. NFKB aktiviert das Signalmolekil Gadd45p3, dass die JNK Aktivierung
uber eine Blockade von MKK7 in einem Modell der Leberregeneration hemmt
(Papa et al. 2008). Die Aktivierung von JNK konnte durch eine Prainduktion mit
CO in einem Lebertransplantationsmodell jedoch nicht verhindert werden (Kaizu et
al. 2008), sodass dieser Mechanismus moglicherweise nicht fir den hier
beschriebenen Effekt verantwortlich ist. Es wird daher angenommen, dass
Biliverdin als Produkt der Induktion der HO-1 die beschriebenen protektiven
Effekte Uber eine Abschwachung in der hepatozellularen Zytokin- oder ROS-
Antwort vermitteln konnte.

Ein weiterer Mechanismus der reduzierten Endozytose von Mrp2 und Bsep nach
HO-1 Induktion kénnte Uber eine Interferenz mit der Aktivierung von Fyn zustande
kommen. Es ist anzunehmen, dass der im Rahmen von Ischamie und Reperfusion
auftretende oxidative Stress diese Isoform der Tyrosinkinase Src (Src Kinasen)
aktiviert. Eine Induktion der HO-1 koénnte Uber eine reduzierte Produktion von
reaktiven Sauerstoffspezies die Aktivierung von Fyn und damit den Ausbau von

Mrp2 und Bsep aus der kanalikularen Membran hemmen.
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5.5 Modgliche Ursachen der fehlenden Regulation von Ntcp
nach HO-1 Induktion

Die Regulation von Ntcp im Bereich der perivendsen Hepatozyten wird durch die
Induktion der HO-1 nicht verandert. Angesichts der reduzierten Expression von
Bsep in dieser Hepatozytenpopulation wird angenommen, dass intrazellular eine
persistierend erhohte Konzentration von Gallensalzen vorlag. Dies konnte die
persistierende reduzierte Membranexpression von Ntcp erklaren und durch eine
Aktivierung von Proteinkinase C und Proteinphosphatase N2 vermittelt werden
(Mahlfeld et al. 2012). Ferner ist anzunehmen, dass eine erhOhte intrazellulare
Gallensalzkonzentration zu einer persistierenden Aktivierung des FXR fuhrt und
somit die transkriptionelle Aktivierung des Ntcp-Promotors unterdriickt (Geier et al.
2005). Analog zum aktuell untersuchten Modell wird auch im Modell der
obstruktiven Cholestase nach Blockade von TNF-a wund IL-13 die
posttranskriptionelle Herabregulation von Ntcp (Geier et al. 2005) oder die zonale
Regulation durch Endozytose nicht aufgehoben (Donner et al. 2007). Vermutlich
unterhalten hohe Gallensalzkonzentrationen die Herabregulation von Ntcp in
verschiedenen Cholestasemodellen, auch wenn der initiale Stimulus

pharmakologisch moduliert wurde.

5.6 Schlussfolgerung

In der vorliegenden Arbeit konnte eine koordinierte zonale Herabregulation der
kanalikularen Transporter Mrp2 und Bsep sowie des basolateralen
Gallensalzaufnahmetransporters Ntcp gezeigt werden. Aufgrund der in anderen
Arbeiten nach kalter Ischamie und Reperfusion beschriebenen
Kupfferzellaktivierung und den bisher bekannten Mechanismen zur Regulation
hepatobilidarer Transporter wird vermutet, dass entweder die proinflammatorischen
Zytokine TNF-a und IL-1B oder reaktive Sauerstoffspezies die Endozytose von
Mrp2, Bsep und Ntcp vermitteln, oder aber auch Apoptosemechanismen die
Ergebnisse erklaren kénnten . Die Induktion der HO-1 konnte die Expression von

Mrp2 und Bsep in perivendsen Hepatozyten weitgehend wiederherstellen.
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Vermutlich kann die Induktion der HO-1 Uber ihre Spaltprodukte Biliverdin oder CO
mit hepatozellularen Signalwegen proinflammatorische Zytokine oder ROS
interferieren und damit die Signale fur eine Endozytose von Mrp2 und Bsep aus
der kanalikularen Membran abschwachen.

Die vorliegenden Ergebnisse zur Regulation hepatobiliarer Transporter nach kalter
Ischamie und Reperfusion kdonnen das Verstandnis fur die Pathogenese der
Cholestase nach Lebertransplantation erweitern. Die Induktion der HO-1 kdnnte
ihre Effekte auf die Expression kanalikularer Transporter tber eine Reduktion der
hepatozelularen Signalantwort auf TNF-a, IL-18, ROS oder Apoptose vermitteln
und konnte so eine neue therapeutische Strategie fur die Behandlung und
Pravention eines cholestatischen Leberschadens nach Lebertransplantation

darstellen.
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6 Zusammenfassung

Nach Lebertransplantationen kommt es bei einem Viertel der Patienten zu einer
anhaltenden Cholestase, die mit einer erhohten Mortalitat einhergeht. Molekulare
Mechanismen der Cholestase nach kalter Ischamie und Reperfusion sind
weitgehend unbekannt und therapeutische Strategien bisher nicht etabliert.
Zukunftige therapeutische MalRnahmen zur Verminderung der Cholestase nach
Ischamie und Reperfusion sollten die Wiederherstellung der Lokalisation und
Expression der hepatobiliaren Transporter erzielen und dadurch die biliare
Ausscheidung von cholephilen Substanzen verbessern. In der vorliegenden Arbeit
wurden daher die zonale Expression und die Proteinexpression von Mrp2, Bsep,
Ntcp und drei Isoformen der Oatp-Familie nach kalter Ischamie und Reperfusion,
sowie nach Induktion der Hamoxygenase-1 untersucht. Die kanalikularen
Transporter Mrp2 und Bsep zeigten nach kalter Ischamie und Reperfusion eine
signifikante Herabregulation in perivendsen Hepatozyten. Die Induktion der
Hamoxygenase-1  durch  Hamoglobin  Glutamer-200  verbesserte  die
Transporterexpression von Mrp2 und Bsep vor allem in den perivendsen
Hepatozyten. Die Transporterexpression von Ntcp wurde nach kalter Ischamie und
Reperfusion signifikant in Hepatozyten der Zone 3 reduziert. Die Induktion der
Hamoxygenase-1 hatte jedoch keinen Effekt auf die Expression von Ntcp. Die
zonale Transporterexpression von Oatp1a1, Oatp1a4 und Oatp1b2 in den
periportalen Hepatozyten war sowohl nach Ischamie und Reperfusion als auch
durch die Induktion der Hamoxygenase-1 im Vergleich zu den Kontrollen
unverandert. Die Induktion der HO-1 durch HbG-200 erfolgte vornehmlich in
Hepatozyten der Zone 3. Zusammenfassend kann die Herabregulation von Mrp2
und Bsep in perivendsen Hepatozyten durch die Induktion der Hamoxygenase-1
deutlich gehemmt werden. Vermutlich moduliert die HO-1 hepatozellulare
Signalwege, die eine Endozytose von kanalikularen Transporten bewirken. Somit
konnte die HO-1 ein Zielmolekul fur zukinftige Therapien zur Reduktion des

cholestatischen Leberschadens nach Lebertransplantation sein.
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7 Summary

Following liver transplantation, 25% of patients develop persistant cholestasis,
which is assoziated with a significant mortality. Molecular mechanism of
cholestasis following cold ischemia and reperfusion are largely unknown and
therapeutic strategies are not established. Future therapeutic measures to
alleviate cholestasis following ischemia and reperfusion shall aim at reconstitute
localization and expression of hepatobiliary transporters and shall improve biliary
secretion of cholephilic substances. In the present work zonal expression and
protein expression of Mrp2, Bsep, Nicp and three isoforms of the Oatp family was
investigated following cold ischemia and reperfusion and well as after induction of
heme oxygenase-1. Canalicular transporters Mrp2 and Bsep showed significant
down-regulation in perivenous hepatocytes following cold ischemia and
reperfusion. Induction of HO-1 by hemoglobin glutamer-200 improved Mrp2 and
Bsep expression, predominantly in perivenous hepatocytes. Expression of Ntcp
was significant reduced in perivenous hepatocytes following cold ischemia and
reperfusion. Induction of HO-1 had no effect on the expression of Ntcp. Zonal
expression of Oatp1a1, Oatp 1a4, Oatp 1b2 following ischemia reperfusion and
following HO-1 induction was unchanged. Induction of HO-1 due to HbG-200
predominantly occured in zone 3 hepatocytes. In summary, down-regulation of
Mrp2 and Bsep in perivenous hepatocytes following ischemia and reperfusion can
be largely inhibited by inducing HO-1. It is suggested that HO-1 modulates
hepatocellular signaling pathways that may interfere with endocytosis of
canalicular transporters. Thus, HO-1 could be a target molecule for future
therapeutic strategies to reduce the extent of cholestatic liver injury following liver

transplantation.
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