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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Aufbau der Leber

Die Leber entwickelt sich als unpaares Bauchhdhlenorgan aus einer
entodermalen  Epithelknospe des hepatopankreatischen Ringes des
Vorderdarms.

Der Aufbau der Leber wird wesentlich durch die Blutgefae (V. portae, A.
hepatica und Vv. hepaticae) und das Gallengangssystem gepragt. Die V.
portae transportiert das mit Nahrstoffen angereicherte Blut aus Magen und
Darm in die Leber. Die A. hepatica hingegen versorgt das Organ mit
sauerstoffreichem Blut. Die V. portae und A. hepatica zweigen sich in der Leber
bis in die Vv. interlobulares und Aa. interlobulares auf, jeweils eine Vene und
eine Arterie bilden gemeinsam mit einem Ast des Gallengangssystems (Ductuli
interlobulares beliferi) eine Glisson'sche Trias und verlaufen, von Bindegewebe
umgeben, im Portalfeld. Bei Fluss durch die Sinusoide erfolgt die Mischung von
portalvendsem und arteriellem Blut. Nach dem Stoffaustausch mit den
Hepatozyten fliesst das Blut von den Sinusoiden in die V. zentralis und von dort
in die Vv. sublobulares. Das ventse Blut verlasst die Leber Utber die Vv.
hepaticae zur V. cava inferior.

Die kleinste funktionelle Einheit ist das sog. Leberlappchen (Lobulus). Es
besteht aus den Sinusoiden und Hepatozyten, die eine Grél3e von 20 - 30 um
erreichen. Die Hepatozyten machen 60% des Gewebes der Leber aus und sind
in Zellbalken organisiert. Die Lobuli werden von einem tierartlich unterschiedlich
ausgebildeten Bindegewebe umgeben, welches z.B. beim Schwein besonders
stark ausgepragt ist. Zwischen den Lobuli liegen die gré3eren BlutgefalRe, das

Gallengangsystem und Nervenfasern (Dahme und Weiss 2007).



2 Einleitung

1.1.1 Mikroskopische Anatomie

Aus den interlobularen BlutgefdRen gehen terminale Arteriolen und Venolen
hervor. Diese verlassen das Portalfeld, ziehen aul3en am Leberlappchen
entlang, anastomosieren miteinander, treten in die Lappchen ein und gehen in
die Sinusoide uber. Die Wandung der Sinusoide wird von Endothelzellen,
Kupfferzellen und Ito-Zellen gebildet. Die Endothelzellen befinden sich in einem
diskontinuierlichen Zellverband und besitzen zuséatzlich eine diskontinuierliche
Basalmembran. Aufgrund dieser Anordnung entstehen Zwischenrdume, die die
Sinusoide mit dem Disse'schen Raum verbinden. Die Kupfferzellen sind Teil
des mononukledren Phagozytosesystems. Sie werden im Knochenmark
gebildet, liegen den Endothelzellen an und bewegen sich amdboid fort. Die Ito-
Zellen, sog. "fat storing cells", weisen eine grol3e Fettvakuole auf, sind reich an
Vitamin A und befinden sich im Disse'schen Raum. Bei Leberschadigung
verschiedener Ursache kommt es zu einer Proliferation, Migration und zur
Umwandlung der Ito-Zellen in Myofibroblasten.

Das intrahepatische Gallengangsystem beginnt mit den Gallenkanalchen
(Canaliculi), die keine eigenen Wande besitzen, sondern von den
rinnenférmigen Einstllpungen der Hepatozytenmembranen begrenzt werden.
Die Kanalikuli minden in die Gallenductuli (Hering'sche Kanéle), welche
aul3erhalb der Lobuli liegen und die Kanalikuli mit den Gallengangen in den
Glisson'schen Trias verbinden. Die Gallengdnge in den Periportalfeldern
vereinigen sich zu groRBeren intrahepatischen Gangen (Ductus hepaticus
sinister und dexter). Das extrahepatische Gallengangsystem besteht aus dem
Ductus hepaticus communis, der Gallenblase und dem Ductus cysticus. Der
Ductus choledochus mindet auf der Papilla vateri in das Duodenum. Der
Gallenblase (Vesica fellea) ist tierartlich unterschiedlich ausgebildet und fehlt
bei mehreren Tierarten (z.B. Pferd und Ratte). Der Ductus cysticus verbindet

die Gallenblase mit dem Ductus choledochus.



Einleitung 3

Am Ubergang von den Hering'schen Kanalen zu den Leberzellbalken liegen
sog. Ovalzellen, die als Stammzellpopulation dienen. Von hier schieben sich die
Hepatozyten im Laufe ihrer Lebensdauer von ca. 300 Tagen von der Peripherie
der Lobuli bis zu den Zentralvenen und werden dort apoptotisch (Klinke und
Silbernagl 2005).

,Glisson'sche Trias"

Pfortaderast Gallengang
Gallenkanalikulus Leberarterie

Zentralvene Sinusoid

Abb. 1 Ultrastruktur des Leberlappchens. Nahrstoffreiches Blut aus dem Pfortaderast und
sauerstoffreiches Blut aus der Leberarterie flieRen durch die Sinusoide in Richtung Zentralvene.
Die von den Hepatozyten gebildete Galle wird Uber die Gallenkanalikuli und Uber die
Hering'sche Kanéle in das Gallenwegssystem abgegeben (nach Klinke und Silbernagl 2005).



4 Einleitung

1.1.2 Funktionelle Einheit

Es gibt zwei verschiedene Mdglichkeiten, die kleinste funktionelle Einheit der
Leber zu beschreiben. Das klassische Modell des Leberlappchens orientiert
sich an der mikroskopischen Struktur der Leber. Die Beschreibung des Leber-
Azinus nach Rappaport berticksichtigt zusatzlich funktionelle Aspekte.

1.1.2.1 Der klassische Leber-Lobulus

Die charakteristische Struktur des Leberlappchens wird aus drei Bereichen
gebildet: den Portalfeldern mit den Glisson'schen Trias, den radiar auf die
Zentralvene zulaufenden Zellbalken mit den dazwischen liegenden Sinusoiden
und der V. centralis. Jeder im idealisierten histologischen Schnitt hexagonale
Lobulus wird an seinen sechs Ecken von Portalfeldern begrenzt und besitzt
einen Durchmesser von ca. 1,5 bis 2 mm. Der Bereich in unmittelbarer Néhe
der Zentralvene wird als perivents (pv) bzw. perizentral bezeichnet, der die

Portalfelder umgebende Bereich als periportal (pp).

V. centralis

Portalfeld

Abb. 2 Der klassische Leber-Lobulus. Die V. centralis bildet das Zentrum der Einheit. Die
Portalfelder mit den Glisson'schen Trias sind radiar um die Zentralvene angeordnet (pv,
perivends; pp, periportal).
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1.1.2.2 Der Azinus nach RAPPAPORT

Die Zonierung des Leberazinus nach RAPPAPORT richtet sich am Fluss der
Galle aus und hebt die Funktion des Organs als exokrine Drise und zentrales
Stoffwechselorgan hervor.

Das Zentrum des Leberazinus wird hierbei von dem zwischen zwei
Periportalfeldern liegenden Bereich gebildet. Die unmittelbar an diesen Bezirk
angrenzenden Leberzellen werden der peripherlobularen Zone (Zone 1)
zugeordnet, erhalten das nahrstoff- und sauerstoffreiche Blut und bilden die
peripherlobulare Zone des Azinus. Die nachgeordnet versorgten Leberzellen
liegen im Bereich der Zentralvene und gehéren somit der periazindaren Zone
(Zone 3) an. Die zwischen diesen beiden Bereichen liegenden Hepatozyten
werden der Zone 2 zugeordnet (Dahme und Weiss 2007).

V. centralis

Abb. 3 Azinus nach RAPPAPORT. Die sauerstoff- und nahrstoffreiche Region zwischen den
Periportalfeldern wird als Zone 1 (peripherlobular) bezeichnet. Der Bereich in unmittelbarer
Néhe der Zentralvene wird als Zone 3 (periazinar) bezeichnet. Die dazwischen liegenden
Hepatozyten werden der Zone 2 zugeordnet.



6 Einleitung

1.2 Funktion der Leber

Die Leber ist das zentrale Stoffwechselorgan des Kérpers. Wichtigste Funktion
im Bereich des Kohlenhydratstoffwechsels ist die Konstanterhaltung des
Blutglukosespiegels und somit die differentielle  Regulation der
Glykogensynthese, Glykogenolyse und Glukoneogenese.

Die Leber nimmt Nahrungslipide in Form von Chylomikronen aus der
Blutzirkulation auf. Durch Synthese und Sekretion von Very-Low-Density-
Lipoproteinen (VLDL) werden extrahepatische Gewebe mit hepatisch
synthetisiertem Cholesterin und Triglyceriden versorgt. Des Weiteren ist die
Leber das zentrale Organ der Fettsaureoxidation und der Synthese von
Phospholipiden. Die metabolische Funktion im  Aminosaure- und
Proteinstoffwechsel umfasst die Bildung zahlreicher Plasmaproteine (z.B.
Albumin und Gerinnungsfaktoren), den Proteinabbau durch autophagische
Proteolyse, die Bereitstellung von Glucose aus Aminosauren, die Detoxifikation
von Aminogruppen zu Harnstoff sowie die Glutaminsynthese zur alternativen
Detoxifikation von Ammoniak (Haussinger et al. 1985, Haussinger 1985,
Hausinger 1986). Eine weitere zentrale Funktion ist die Aufnahme und
Metabolisierung von Xenobiotika (Petzinger 1994), d.h. von Substanzen, die
sowohl endogenen (z.B. Ostradiol, Leukotrien C4), als auch exogenen (z.B.
Arzneimittel, Toxine) Ursprungs sind (Petzinger und Geyer 2006). Die
Entgiftung lipophiler Substanzen erfolgt durch Monooxygenasen, die v.a. im
Lappchenzentrum zu finden sind. Dazu ist eine Biotransformation ndétig. In
einem ersten Schritt werden den hydrophoben Substanzen enzymatisch durch
Monooxygenasen reaktive OH , NH, oder COOH- Gruppen angefiigt, Uber die
die Stoffe dann im zweiten Schritt u.a. an Glucuronsaure, Acetat, Gluthation,
Glycin oder Sulfat gekoppelt werden kénnen. Die so wasserloslich gemachten
Substrate werden anschliel3end von der Leber z.B. tber MDR 1 oder MRP 2 in
die Galle abgegeben. Des Weiteren dient die Leber der Klarung (Clearance)
partikularer Substanzen aus dem Blut. Dieses geschieht hauptsachlich mit Hilfe
der Kupfferzellen, die endogene (Immunkomplexe, Gerinnungsprodukte) oder

exogene Partikel (Bakterien) phagozytieren. Die Bildung und Sekretion der
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Galle ist eine Voraussetzung fur die Detoxifikation einer Vielzahl von exogenen
und endogenen Substanzen sowie fur die Emulgierung von Nahrungsfetten.
Entscheidende Schritte zur Bildung der Galle sind die Synthese von
Gallensauren, Phospholipiden, Cholesterin und Konjugaten sowie der

hepatobilidre Transport gallepflichtiger Substrate (z.B. Bilirubin).

1.3 Metabolische Heterogenitat der Leber

Wesentlich fur die individuelle enzymatische Ausstattung einer Leberzelle sowie
deren Funktion ist die Lage im Lobulus und die Richtung des Blutflusses, der
von der Peripherie zur Zentralvene hin erfolgt. Dementsprechend werden zuerst
die in der Lappchenperipherie liegenden Hepatozyten mit nahrstoff-, sauerstoff-
und hormon- (u.a. Insulin, Glukagon) reichem Blut versorgt. Diese Anordnung
hat zur Folge, dass man innerhalb eines Lobulus verschiedene metabolische
Zonen unterscheiden kann. So liegen in der Lappchenperipherie hohe
Enzymaktivitaten fir oxidativen Energiestoffwechsel, Zitratzyklus, [3-Oxidation,
Harnstoffsynthese und Glykogensynthese vor. Zentrolobular Gberwiegen
Glykolyse, Liponeogenese, Ketogenese und Biotransformationsvorgédnge
(Singer et al. 1984, Haussinger 1992, Jungermann 1995, Kietzmann und
Jungermann 1997). Die enzymatische Ausstattung der Zelle und die
metabolische Aktivitat in den einzelnen Bereichen der Lobuli sind dabei nicht
statisch, sondern passen sich der jeweiligen Ernahrungs- und
Stoffwechselsituation an.

Als Beispiel fur die Zonierung verschiedener Enzyme der Gallenséauresynthese
seien hier die Cholesterin-7a-Hydroxylase und die Sterol-27-Hydroxylase
genannt, die beide v.a. in den perizentralen Hepatozyten zu finden sind. Wenn
der enterohepatische Kreislauf durch Behandlung mit Colestid unterbrochen
wird, wird die Enzymexpression auf die periportalen Hepatozyten ausgedehnt
(Twisk et al. 1995). Die Mehrzahl der Konjugationsvorgange findet in der Zone
3 statt, wahrend die héchste Sulfotransferase-Aktivitét in der Zone 1 gemessen
wird (el Mouelhi und Kauffman 1986, Pang et al. 1994, Ekberg et al. 1995).
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Ein Beispiel fur eine ausgepragte Zonierung ist die Detoxifikation von
Ammoniak. Der Hauptanteil des aus dem Proteinabbau hervorgehenden
Ammoniaks wird in den Harnstoffzyklus eingeschleust. Die Enzymausstattung
des Harnstoffzyklus befindet sich vor allem in den periportalen Hepatozyten. In
einem zweiten Schritt erfolgt die Detoxifikation in perizentralen Hepatozyten
durch die Glutaminsynthetase. Das Protein befindet sich in den Mitochondrien
der Hepatozyten der innersten Zellschichtpopulation in unmittelbarer Nahe der
Zentralvene (Haussinger 1983, Gebhardt und Mecke 1983, Gaasbeek-Janzen
et al. 1984, Haussinger 1998). Das Enzym kondensiert Glutamat mit
Ammoniak. Dieser enzymatische Schritt erfolgt mit hoher Affinitat und sorgt fur
die Detoxifikation von Ammoniak, welches nicht durch die Harnstoffsynthese

gebunden wurde.

Oatplb2

Abb. 4 Lobulére Expression der Glutaminsynthetase. 1, V. centralis; 2, Glutaminsynthetase-
positive Heptozyten; 3, perivendse Hepatozyten; 4, periportale Hepatozyten; 5, Periportalfeld;
5a, Ast der V. portae; 5b, Ductuli interlobulares beliferi; 5¢, Ast der A. hepatica; |, Zone 1; II,
Zone 2; lll, Zone 3 (GS, Glutaminsynthetase; Oatplb2, "Organic-Anion-Transporting-
Polypeptid" 1b2; Balken, 100 pum).
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1.4 Hepatozellularer Transport von Gallensalzen und

organischen Anionen

Hepatozyten sind polarisierte Zellen mit einer basolateralen (sinusoidalen) und
einer apikalen (kanalikularen) Plasmamembran. Die Aufnahme gallepflichtiger
Substanzen erfolgt Uber die basolaterale Seite, welche in direktem Kontakt zu
den Sinusoiden steht. Nach Aufnahme, intrazellularem Transport und
Biotransformation werden gallepflichtige Substanzen an der kanalikularen
Membran Uber verschiedene ATP-abhangige Transportsysteme gegen ein
Konzentrationsgefélle in den Gallekanalikulus abgegeben.

1.4.1 Basolaterale Gallensalzaufnahme

Die in der Leber synthetisierten Gallensalze werden in die Galle abgegeben.
Sie unterliegen dem enterohepatischen Kreislauf, wodurch sie im terminalen
lleum bis zu 95% riickresorbiert werden. Die Aufnahme in die Leberzelle erfolgt
durch einen aktiven Aufnahmemechanismus und mittels Natrium-abhangiger
(Ntcp) bzw. -unabhangiger Transporter (Oatp-Familie) (Nathanson et al. 1991,
Meier 1995).

1.4.1.1 Natrium-abhangige Aufnahme von Gallensalzen

Der basolateral lokalisierte Natrium-abhangige Gallesalztransporter Ntcp
(Natrium-Taurocholat-Cotransporting-Polypeptid; Slcl0al) besteht aus 362
Aminosauren, besitzt 2 NH,-terminale Glykosylierungsstellen, 7
Transmembrandoménen und weist ein Molekulargewicht von 51 kDa auf
(Ananthanarayanan et al. 1994, Hagenbuch et al. 1991, Stieger et al. 1994). Die
Expression des Proteins wird durch ein komplexes Zusammenspiel von sog.
nukledren Rezeptoren (z.B. RXRa/RARa) und Transkriptionsfaktoren (HNF1q,
HNF4a und HNF3(3, sowie SHP-1) geregelt (Meier und Stieger 2002, Trauner
und Boyer 2003, Anwer 2004, Wagner und Trauner 2005b, Geier et al. 2006).
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Im nativen Zustand ist der Transporter homogen Uber den Leberlobulus verteilt
(Stieger et al. 1994) und dient der unidirektionalen Aufnahme von Gallensalzen.
Dabei werden bis zu 80% der konjugierten (z.B. Taurocholat) und 50% der
unkonjugierten Gallensalze (Anwer et al. 1978, Hagenbuch und Meier 1996,
Kullak-Ublick et al. 2000, Meier und Stieger 2002) transportiert. Weitere
physiologische Substrate sind Ostrogenkonjugate, Bromosulfophthalein und
Schilddrisenhormone (Meier et al. 1997, Kullak-Ublick et al. 2000, Meier und
Stieger 2002). Mit jedem transportierten Substratmolekil werden zwei
Natriumionen in die Zelle aufgenommen (Hagenbuch und Meier 1996,
Weinmann 1997).

1.4.1.2 Natrium-unabhangige Aufnahme von Gallensalzen

Wahrend die Natrium-abhangige Aufnahme der Gallensalze in der Rattenleber
fast ausschlie3lich Uber Ntcp reguliert wird, erfolgt der Natrium-unabhangige
Import Uber eine Vielzahl verschiedener Transportproteine. Die Familie der
organischen Anionentransporter ist an der basolateralen Hepatozytenmembran
lokalisiert (vgl. Kapitel 1.4.2). Die Oatp-Isoformen bei der Ratte (Oatplal,
Oatpla4 und Oatplb2) verfigen Uber ein sehr weites Substratspektrum. Dabei
werden v.a. amphipathische organische Substanzen gegen anionische
Substrate (Gluthation, GSH) ausgetauscht. Der Anteil der transportierten

Gallensalze ist dabei geringer als bei Ntcp (Trauner und Boyer 2003).
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1.4.2 Basolaterale Aufnahme von organischen Anionen

Die Familie der "Organic-Anion-Transporting-Polypeptide” (Oatp) besteht aus
multispezifischen Transportersystemen mit einem weiten Substratspektrum.
Alle Transporter sind Glykoproteine und besitzen 12 Transmembrandomanen.
Transportiert werden sowohl endogene, als auch exogene amphipathische
Molekile  wie z.B. konjugierte und  unkonjugierte  Gallensalze,
Bromosulfophthalein, Bilirubin, Herzglykoside, neutrale Steroide, lineare und
zyklische Peptide, sowie verschiedene Kationen und Arzneimittel (Petzinger
1994, Kullak-Ublick et al. 2000, Meier et al. 1997, Meier und Stieger 2002).
Diese werden gegen intrazellulare anionische Komponenten (GSH, HCOzy)
(Kullak-Ublick et al. 2000) ausgetauscht. Im Folgenden werden die in der
Rattenleber exprimierten Oatp-lsoformen besprochen.

1.4.2.1 "Organic-Anion-Transporting-Polypeptid" lal

Der Oatplal (Oatpl, Slc2lal) war der erste Transporter der Oatp-Familie, der
funktionell charakterisiert wurde (Meier et al. 1997). Das Molekil besteht aus
670 Aminosauren und besitzt ein Molekulargewicht von 80 kDa (Jacquemin et
al. 1994). Der Transporter ist im Leber-Lobulus homogen exprimiert. Im
Gegensatz zu den anderen Mitgliedern dieser Familie transportiert Oatplal v.a.
Bilirubin, jedoch keine konjugierten Gallensalze (Trauner und Boyer 2002,
Kullak-Ublick et al. 2000). Der Transporter ist nicht nur in der Leber, sondern
auch in der Niere und in den Epithelzellen des Plexus choroideus (Angeletti et
al. 1997, Bergwerk et al. 1996) exprimiert. Die Aufnahme von Substraten erfolgt
im Austausch mit Glutathion (Li et al. 1998).

1.4.2.2 "Organic-Anion-Transporting-Polypeptid" 1a4

Oatplad (Oatp2, Slc2la5) besteht aus 661 Aminosauren, hat ein
Molekulargewicht von 92 kDa und besitzt 77% Aminosaureidentitat zu Oatplal
(Noe et al. 1997, Reichel et al. 1999). Physiologischerweise ist die Expression
in der perivendsen Zone starker als in der periportalen Zone. In Hepatozyten in

unmittelbarer Nahe der Zentralvene wird Oatpla4 jedoch kaum exprimiert
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(Kakyo et al. 1999a, Reichel et al. 1999). Die Substratspezifitat ist ahnlich der
von Oatplal. Bilirubin und Schilddrisenhormone werden jedoch nicht
transportiert (Kullak-Ublick 1999, Meier et al. 1997). Dagegen liegt eine hohe
Affinitat fur Digoxin vor (Noe et al. 1997). AulRerhalb der Leber wird Oatplad
zusatzlich in der Retina und im Gehirn exprimiert (Gao et al. 1999). Im
Gegensatz zu den anderen beiden hier beschriebenen Isoformen der Oatp-
Familie ist die Expression von Oatpla4 abhangig von dem nukledren Rezeptor
PXR ("pregnane-X-receptor”) (Guo et al. 2002, Hagenbuch und Dawson 2004).

1.4.2.3 "Organic-Anion-Transporting-Polypeptid" 1b2

Oatplb2 (Oatp4, Slc21a10) wurde zum ersten Mal im Jahr 1999 beschrieben
(Kakyo et al. 1999b). Er besteht aus 691 Aminosauren, besitzt ein molekulares
Gewicht von 85 kDa und kommt ausschlielich in der basolateralen
Hepatozytenmembran vor (Cattori et al. 2001). Auch dieser Transporter ist
heterogen Uber den Leberazinus verteilt. Eine hohe Expression besteht in der
Zone 2 und 3. Neben dem Transport von Bromsulfophthalein und Bilirubin ist
Oatplb2 zuséatzlich an der Aufnahme von Cholezystokinin (Stieger und Meier
2002), Leukotrien C,4 (Kullak-Ublick et al. 2000) und Prostaglandin E, (Cattori et
al. 2001) beteiligt. Verglichen mit Oatplal liegt fur die beiden letztgenannten
Substrate nur eine geringe Affinitat vor.
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1.4.3 Kanalikulare Gallensalzsekretion

Der kanalikulare Transport von Gallensalzen bildet den geschwindigkeits-
bestimmenden Schritt bei der Gallebildung. Das ATP-abhéngige
Transportsystem befindet sich in der apikalen Hepatozytenmembran und ist
Mitglied der "ATP-binding-cassette"(ABC)-Superfamilie. Diese besitzen die
Eigenschaft, durch Hydrolyse von ATP gallepflichtige Substanzen gegen einen
Konzentrationsgradienten (bis zu einem 1000-fachen der hepatozellularen
Konzentration) zu transportieren. Die ABC-Transporter besitzen mindestens 12
Transmembrandoménen, welche die Substratspezifitdt bestimmen, sowie 2
intrazellulare Loops, die zur Bindung und Hydrolyse des ATP bendtigt werden
(Stieger und Meier 2002).

Die kanalikulare Sekretion monovalenter Gallensalze erfolgt tGiber die "Bile-Salt-
Export-Pump” (Bsep, Abcb11). Diese wurde urspringlich als Spgp ("sister of P-
glycoprotein™) bezeichnet, besteht aus 1321 Aminosauren mit 12
Transmembrandoménen, besitzt ein Molekulargewicht von 160 kDa und ist
physiologischerweise homogen im Azinus verteilt. Der Transporter befindet sich
in den Mikrovilli der kanalikularen Membran (Stieger und Meier 2002), ist aber
auch zu einem geringen Anteil subkanalikuléar in Vesikeln (Gerloff et al. 1998,
Kipp und Arias 2002) lokalisiert. Es werden hauptséchlich konjugierte
Gallensalze wie Taurocholat, Glycocholat, Taurochenodeoxycholat und
Tauroursodeoxycholat (Kullak-Ublick et al. 2000, Stieger und Meier 2002)
transportiert. Aufgrund des ATP-abhangigen Transports ist die Funktion von
Bsep der limitierende Faktor bei der Gallesekretion und bestimmt den

"gallensalzabhangigen" Gallefluss.
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1.4.4 Kanalikulare Sekretion von organischen Anionen

Als kanalikuldre Exportpumpe fur organische Anionen wurde das Multidrug
Resistance Protein 2 (Mrp2, Abcc?) identifiziert. Dieser Transporter ist an der
apikalen (kanalikularen) Hepatozytenmembran lokalisiert, vermittelt den ATP-
abhangigen Transport organischer Anionen sowie deren Konjugate mit
Glucuronsaure, Glutathion oder Sulfat und ist fir den gallensalzunabhangigen
Gallefluss verantwortlich. Physiologischerweise ist Mrp2 homogen Uber den

Leberlobulus verteilt.

1.4.5 Basolateraler Export von Gallensalzen und organischen

Anionen

Das Multidrug Resistance Protein 3 (Mrp3, Abcc3) befindet sich
physiologischerweise in der basolateralen Membran von Cholangiozyten und
Glutaminsynthetase-positiver Hepatozyten (Donner und Keppler 2001, Soroka
et al. 2001). Es vermittelt den ATP-abhangigen Transport organischer Anionen
und Gallensalze aus der Leberzelle in das sinusoidale Blut (Hirohashi et al.
1999).

Das Multidrug Resistance Protein 4 (Mrp4, Abcc4) ist hauptsachlich in den
apikalen Membranen der proximalen Nierentubuli lokalisiert. Daneben wird das
ATP-abhéngige Transportsystem auch zu einem geringen Anteil in anderen
Organen (Lunge, Gehirn, Darm und Leber) exprimiert (Chen und Klaassen
2004). In der Leber befindet sich Mrp4 in Hepatozyten und Cholangiozyten. Das
Protein besitzt ein breites Substratspektrum fir organische Anionen und
transportiert v.a. zyklische Nukleotide und Sulfatkonjugate der Gallensalze
(Trauner und Boyer 2003).

Das im aktivierten Zustand als Heterodimer vorliegende Transportsystem
"Organic solute transporter” Ost a/l3 ist in den basolateralen Membranen der
Enterozyten des lleums lokalisiert. Des Weiteren wird es zu einem geringen
Anteil in der Niere und in der Leber exprimiert (Dawson et al. 2005). Das
Protein transportiert neben Gallensalzen auch Digoxin und Prostaglandin E2.
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1.4.6 Regulation von hepatobiliaren Transportern bei

Cholestase

Ursache fur die Entstehung einer Cholestase kann z.B. eine Obstruktion der
ableitenden Gallewege, Arzneimittel oder eine systemische Entziindung sein. In
Folge dessen kommt es zu einer Regulation von hepatobilidren
Transporterproteinen.

Unter cholestatischen Bedingungen, z.B. Lipopolysaccharid-Behandlung
(Trauner et al. 1997, Vos et al. 1998, Kubitz et al. 1999, Dombrowski et al.
2000), Gallengangsligatur (Trauner et al. 1997, Paulusma et al. 2000), durch
Ausldsen von oxidativem Stress (Schmitt et al. 2000) und bei hyperosmotischer
Zellschrumpfung (Kubitz et al. 1997, Dombrowski et al. 2000) wurde sowohl
eine transkriptionelle Herabregulation, als auch eine Endozytose von Mrp2 aus
der kanalikularen Membran beschrieben. Die Herabregulation bei obstruktiver
Cholestase findet v.a. in periportalen Hepatozyten statt, es kommt zu einer
Verminderung der hepatobiliaren Sekretion.

Sowohl drei Tage nach Gallengangsligatur (Trauner et al. 1999, Soroka et al.
2001, Donner und Keppler 2001), als auch 12 Stunden nach Gabe von
Lipopolysaccharid (Donner et al. 2004) kommt es zu einer signifikanten
Induktion des Mrp3, die perizentral beginnt und sich nach periportal ausdehnt.
Die Regulation von Mrp3 bei verschiedenen Cholestaseformen verlauft somit
invers zur Regulation von Mrp2. Diese Regulation von Mrp2 und Mrp3 soll die
Leberzelle bei Cholestase vor einer Akkumulation von Gallensalzen und
toxischen Substanzen im Zytoplasma reduzieren und somit eine Schadigung
der Hepatozyten minimieren.

Unter cholestatischen Bedingungen kommt es an der basolateralen Membran
der Hepatozyten zu einem signifikanten Anstieg der Proteinexpression von
Mrp4 sowie zu einer starken Herabregulation des Transportproteins in der Niere
(Denk et al. 2004). Die Expression von Ost a/f verandert sich insofern, dass es
unter cholestatischen Bedingungen es zu einer FXR-abhangigen Steigerung
der Proteinexpression in den basolateralen Membranen des Hepatozyten

kommt. Diese Regulation stellt einen weiteren alternativen Exportmechanismus
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von akkumulierenden hepatozellularen Gallensalzen in die Blutzirkulation dar
und kann so bei Cholestase zur alternativen Ausscheidung cholephiler

Substanzen beitragen (Boyer et al. 2006).
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Abb. 5 Schematische Darstellung der Expression von hepatobilidaren Transportern in der
Rattenleber. An der basolateralen Membran erfolgt die Aufnahme der Gallensalze und anderer
gallepflichtiger Substanzen aus dem sinusoidalen Blut Natrium-abhéngig oder -unabhangig
Uber den Ntcp bzw. die Isoformen der Oatp-Familie (Oatplal, Oatplad4 und Oatplb2). Nach
Biotransformation und transzellularem Transport erfolgt der Export der Gallensalze und
organischen Anionen Uber die ATP-abhangigen Exportpumpen Bsep und Mrp2 (GS,
Gallensalze; Na', Natrium-lon; OA’, organisches Anion, GSH, Glutathion) nach Trauner et al.
1998.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Unter physiologischen Bedingungen wird eine gleichmaRige lobulare Verteilung
fur Ntcp, Oatplal und Mrp2 beschrieben. Dagegen werden Oatpla4 und
Oatplb2, sowie Mrp3 v.a. perivends exprimiert.

Bei verschiedenen Cholestaseformen kommt es zu Veranderungen der
Expression hepatobiliarer Transporter. Das Ziel ist die Minimierung der
kanalikularen  Sekretion und  Forderung  alternativer  basolateraler
Exportmechanismen fur toxische Gallensalze, so dass eine Schadigung von
Hepatozyten und Cholangiozyten verhindert wird. Bei obstruktiver Cholestase
kommt es insbesondere periportal zu einer Herabregulation von Mrp2
(Paulusma et al. 2000). Gleichzeitig dehnt sich die Expression von Mrp3 von
perivenés nach periportal aus (Donner und Keppler 2001). Diese inverse
Regulation ist ein Paradigma fir die differentielle lobulare Expression einzelner
Transporter.

Es liegen keine weiteren Erkenntnisse uber die zonale Regulation anderer
hepatobiliarer Transporter vor. Vor dem Hintergrund der Regulation von Mrp2
und 3 ist auch fur die Transportsysteme Ntcp und die Mitglieder der Oatp-
Familie eine zonierte Regulation bei Cholestase zu erwarten.

Es sollen daher in der vorliegenden Arbeit folgende Fragestellungen untersucht
werden:

1. Unterliegen die Transporter Ntcp, Oatp lal, Oatpla4, Oatplb2 und
Bsep bei verschiedenen Cholestasemodellen ebenfalls einer zonierten
Regulation?

2. Wie ist die zonale Verteilung von Granulozyten, Makrophagen und
proinflammatorischen Zytokinen bei verschiedenen Cholestaseformen?

3. Unterliegt die zonierte Regulation hepatobiliarer Transporter einem

zytokinabh&ngigem Mechanismus?
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2 Materialien
2.1 Chemikalien
Chemikalien (in Reinstform) Merck (Darmstadt), Sigma (Deisenhofen)

Acrylamid

AppliChem (Darmstadt)

Protease Inhibitor Cocktail

Roche (Mannheim)

Lipopolysaccharid Sigma (Deisenhofen)
Anakinra (AMG 719) Amgen (Thousand Oaks, CA, USA)
Etanercept Wyeth (Munster)
2.2 Puffer
PBS NacCl 140 mM
KCI 25 mM
MgCl, 0,5 mM
CaCl, 1 mM
Na/K-Phosphat pH 7,5 10 mM
TBST Tris 19,8 mM
NacCl 67,6 mM
Tween 0,2%
Krebs-Henseleit Puffer NaCl 115 mM
NaHCOs; 25 mM
KCI 5,9 mM
MgCl, 1,18 mM
NaH,PO4 1,23 mM
Na>;SO4 1,2 mM
CaCl, 1,25 mM
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2.3 Antikorper

2.3.1 Priméarantikdrper

Antikorper Referenz Verdinnung

(Immunoblot/
Immunfluoreszenz)

K44 | Polyklonaler AK gegen | Prof. Dr. B. Stieger | 1:5000 | 1:200
Bsep (Kaninchen) (Zurich, Schweiz)

K4 Polyklonaler AK gegen | Prof. Dr. B. Stieger | 1:2000 | 1:200
Ntcp (Kaninchen) (zurich, Schweiz)

K10 | Polyklonaler AK gegen | Prof. Dr. B. Stieger | 1:1000 | 1:200
Oatplal (Kaninchen) (Zurich, Schweiz)

K15 | Polyklonaler AK gegen | Prof. Dr. B. Stieger | 1:1000 | 1:200
Oatplb2 (Kaninchen) (Zurich, Schweiz)

K22 Polyklonaler AK gegen | Prof. Dr. B. Stieger | 1:1000 | 1:200
Oatpla4d (Kaninchen) (Zurich, Schweiz)

MPO | Polyklonaler AK gegen | DAKO Chemicals 1:200
Myeloperoxidase (Hamburg)
(Kaninchen)

ED2 | Polyklonaler AK (CD163) | Serotec (Oxford, 1:25
gegen Kupffer'sche | UK)
Sternzellen (Maus)

IL-13 | Polyklonaler AK gegen | Biosource 1:50
Interleukin 113 (Ratte) (Camarillo,CA,

USA)

a-GS | Monoklonaler AK gegen | BD  Biosciences 1:200
Glutaminsynthetase Pharmingen
(Maus) (Heidelberg)
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2.3.2 Sekundarantikorper
Antikorper Referenz Verdinnung

(Immunoblot/
Immunfluoreszenz)

goat-Cy3-a- | Cy3-gekoppelter Dianova 1:500
rabbit anti-Kaninchen AK | (Hamburg)
goat-Cy3-a- | Cy3-gekoppelter Dianova 1:500
mouse anti-Maus AK (Hamburg)
goat-FITC- FITC-gekoppelter Dianova 1:100
a-rabbit anti-Kaninchen AK | (Hamburg)
goat-FITC- FITC-gekoppelter Dianova 1:100
a-mouse anti-Maus AK (Hamburg)
Horseradish- | Meerrettich- Amersham 1:7500
peroxidase- | Peroxidase Bioscience
conjugated- | gekoppeltes  anti- | (Buckinghamshire,
donkey-a- Kaninchen IgG UK)
rabbit
Horseradish- | Meerrettich- Amersham 1:7500
peroxidase- | Peroxidase Bioscience
conjugated- | gekoppeltes  anti- | (Buckinghamshire,
sheep-a- Maus IgG UK)

mouse




Materialien

2.4 GroRRen- und Molekulargewichtsmarker

Zur Bestimmung des Molekulargewichts von Proteinen wurde der "Full Range

Rainbow Marker RPN 800" der Firma Amersham eingesetzt. Er enthalt Proteine

der folgenden Molekulargewichte:

10 kDa, 15 kDa, 25 kDa, 30 kDa, 35 kDa, 50 kDa, 75 kDa, 105 kDa, 160 kDa

und 250 kDa.

2.5 Homogenisierungspuffer

HN-Puffer Tris HCI 10 mM
(pH 7.6) Sucrose 250 mM
2.6 Losungen zur Herstellung von
Gesamtproteinextrakten

RL-Puffer NaCl 28 mM

(2M, pH 7.4) NaF 10 mM
Na-Pyrophosphat 10 mM
Triton-X-100 1%
EDTA 1mM
EGTA 1mM
Na-Vanadat 1mM
3-Glycerophosphat 20 mM
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2.7 Losungen fur die SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und den Western
Blot

Tris-Glycin-Elektrophoresepuffer SDS 17,3 mM
Tris 123 mM
Glycin 1241,7 mM

Blottingpuffer SDS 2,1 mM
Glycin 766,2 mM
Tris 95,8 mM

TBST H.O 900 ml
Tris 100 ml
Tween 20 1ml

2.8 Primer fur die Real Time-PCR

Die in dieser Arbeit eingesetzten Primer wurden von der Firma MWG-Biotech
(Ebersberg) hergestellt und geliefert.

Ntcp 5'-GTCCAACCTCTTCACCCTGG-3'
5'-ACGATGCTGAGGTTCATGTCC-3
Bsep 5'-GCCGACCAGTTGGCTCAT-3'

5'-CCCACACATAGCCGTCTAC-3
Oatplal 5'-GGAGAGAAGGAAAGCGAGCA-3
5'-CTCGACCTGAGGACTTCCATG-3'
Oatplad S'-TTCCAGTGGCAGGCTTAACAA-3'
5'-ATAGTTGGTGCTGAACCCCTTC-3'
Oatplb2 S-TTCACCTTGTCTGGCAGGATG-3'
S-TTCGGCTTCTTATCACCACGA-3'
Hprt S'-TTGAATCATGTTTGTGTCATCAGC-3'
5'-GGCTTTGTACTTGGCTTTTCCAC-3'
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2.9 Fotoarbeiten und Bildverarbeitung

Rontgenentwickler: AGFA Curix 60, KoIn

Rontgenfilm: Hyperfilm, Amersham

Konfokales Mikroskop:  Zeiss Axiovet 100M
Carl Zeiss, Laser Scanning Microscope LSM 510,
Version 3.2 SP 2

Computersystem: Windows NT, Microsoft Corporation, Mountain View,
CA, USA
Bildverarbeitung: Picture Publisher, Micrografx, Richardson, USA

2.10 Sonstige Materialien

Objekttrager: Microscope Slides, Engelbrecht, Edermiinde
PCR 96 Well Platte: Micro Amp Optical 96- Well Reaction Plate, Applied
Biosystems

Abdeckungsfolie 96 Well: Optical Adhesive Cavers, Applied Biosystems

2.11 Gerate

Kryotom: Leica CM 3050 S

Ultrazentrifuge: Beckman Coulter tI-100 Ultrazentrifuge
Zentrifuge: Centrifuge 5415 R, Eppendorf
Blotting-Kammer: Multiphor I, Pharmacia

RT-PCR: 7500 Real Time PCR Systems,

Applied Biosystems
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3 Methoden

3.1 RNA-Praparation und Real Time-PCR

Zur Durchfuihrung einer RT-PCR wurde zunachst RNA isoliert. Die RNA wurde
anschlieBend in DNA umgeschrieben, da die Ausgangs-RNA nicht sofort als
Matrize von der Tag-Polymerase genutzt werden kann. Dies geschieht in der
sog. reversen Transkription, bei der RNA-abhangige DNA-Polymerasen genutzt

werden, um zunachst eine komplementare DNA, die cDNA herzustellen.
3.1.1 Aufbereitung der Proben

Die zu untersuchenden Leberproben wurden zunachst in flissigem Stickstoff
grob zermdrsert. Im Anschluss daran wurde fir die Aufbereitung der Proben
RLT-Puffer (ein handelsublicher Puffer der Fa. QIAGEN, Hilden, der u.a.
Guanidinisothyocyanat enthalt) verwendet, dem zuvor [3-Mercaptoethanol in
einer Konzentration von 1% zugesetzt wurde (Lysis-Puffer). Das Zermorsern
und die Zugabe des Puffers bewirken einen Aufschluss der Zelle, wobei das
zusatzlich hinzugefiigte 3-Mercaptoethanol zu einer Lésung der Disulfidbriicken
der Proteine und somit zu einer Aufspaltung der Quartarstruktur in eine Tertiar-

bzw- Sekundarstruktur fuhrt.
3.1.2 RNA-Isolierung

Die Praparation der RNA erfolgte mit Hilfe eines "RNeasy Mini Kit 250" (Qiagen,
Hilden), welcher zusatzlich einen Qia Shredder enthalt. Bei dieser Methode wird
zunachst ein Volumen von 0,15 - 1 g der aufbereiteten Leberproben einem
Puffer mit Guanidinisothiocyanat zugegeben und homogenisiert. Diesem Lysat
wird Ethanol hinzugefiigt, wodurch die selektive Bindung der RNA an die

spezielle "RNeasy Membran" mit Silikatgel gefordert wird. Anschlie3end
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erfolgen eine Elution von Zelldritus und das Verbringen der aufgereinigten RNA

in RNA-freies Wasser.

3.1.3 Konzentrationsmessung

Die Bestimmung der RNA-Konzentration der zu untersuchenden Proben wurde
mit Hilfe des "Pharmacia Biotech Gene Quant II RNA/DNA Calculator”
durchgefuhrt. Fur diese Untersuchung wurden die Proben in eine Glas-
Kapillare aufgezogen, anschlie3end in eine Kivette gestellt und zur Messung in
das Gerat verbracht. Dabei ist zu beachten, dass Nukleinsauren in Losung ein
Absorptionsmaximum bei einer Wellenlange von 260 nm besitzen. Proteine, die
als Verunreinigung auftreten, besitzen ihr Absorptionsmaximum bei einer
Wellenlange von 280 nm. Der Quotient Ezsonm/E2s0nm €rmaoglicht den
Reinheitsgehalt einer nukleinsdurehaltigen Ldsung einzuschatzen und dient
somit als Qualitatskontrolle. Fir eine Klvette mit 1 cm Schichtdicke gilt far
einzelstrangige RNA, dass eine Einheit Ezsonm 40 pg/ml H,O entsprechen. Der
Wert des Quotienten sollte grof3er oder gleich zwei sein.

Die PCR ist eine exponentiell verlaufende Reaktion, bei der unter Annahme
einer 100%igen Effizienz der Reaktion eine Verdopplung der Reaktionsprodukte
aus dem vorangegangenen Zyklus erfolgt. Sie kann daher mathematisch wie

folgt beschrieben werden:

Y = X (L+EF)"

Dabei ist Y die Menge an hergestelltem Amplifikat, X die Startkopienzahl zu
Beginn der PCR, EF die Effizienz der Reaktion und n die Anzahl der PCR-
Zyklen.

Zur Erstellung einer Standardkurve wird diese Gleichung dann in ihre

logarithmierte Form umgeschrieben:

log Y =log X + n log (1+EF)
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3.1.4 Reverse Transkription

Die Herstellung der cDNA erfolgte durch Anwendung des "l1st strand cDNA
Synthesis Kit for RT-PCR (AMV)" der Firma Roche. Bei dieser Methode wird mit
Hilfe der Reversen Transkriptase Einzelstrang cDNA synthetisiert, die
anschlieBend als Template in der PCR eingesetzt wird.

Zunachst werden folgende Reagenzien zusammengefugt:

Reagenz Volumen
10x "Reaction Buffer" 2,0 ul
(100 mM Tris, 500 mM KCI; pH 8,3)

25 mM MgCl, 4,0 ul
Deoxynucleotide Mix 2,0 pl
Oligo-p(dT)s Primer 2,0 ul
RNase Inhibitor 1,0 pl
AMV Reverse Transkriptase 0,8 ul
steriles Wasser 3,2 ul
RNA Probe 5,0 ul

Im Anschluss daran erfolgt eine Inkubation fir 10 min bei 25°C, wobei es zur
Anlagerung des Primers an die RNA kommt. Im zweiten Inkubationsschritt bei
42°C uber 60 min wird die RNA revers transkribiert und die cDNA synthetisiert.
Anschlie3end wird die Reverse Transkriptase durch eine 5-mindtige Inkubation
bei 99°C inaktiviert.
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3.1.5 Real Time-PCR

Die Real Time-PCR ist eine Vervielfaltigungsmethode flir DNA, die auf dem
Prinzip der herkdémmlichen Polymerase-Kettenreaktion beruht und zusatzlich
die Moglichkeit der Quantifizierung bietet.

Die Polymerase-Kettenreaktion ist ein in vitro-Verfahren zur selektiven
Vermehrung von Nukleinsduresequenzen definierter Lange und Abfolge aus
einem Gemisch von Nukleinsdure-Molekilen. Es werden dabei die
Eigenschaften von DNA-Polymerasen zur Hilfe genommen, die, ausgehend von
einem DNA-Einzelstrang als Matrize (Template), einen neuen komplementaren
Strang synthetisieren kdnnen.

Das eingesetzte Probenvolumen umfasst 25 pl. In einem ersten Schritt wird die
cDNA bei 94°C vollstandig denaturiert, d.h. in Einzelstrdnge aufgetrennt. In
einem zweiten Schritt erfolgt nach Abkiihlung des Reaktionsansatzes auf eine
geeignete und primerspezifische Temperatur die Anlagerung der
Oligonukleotide an den jeweiligen Einzelstrang (Annealing). Die Oligonukleotide
werden dabei so gewahlt, dass sie jeweils Start- und Endpunkt der zu
amplifizierenden Sequenz definieren. Die angelagerten Oligonukleotide bilden
einen kurzen doppelstrangigen DNA-Bereich mit einem freien 3'-Hydroxyende,
den die Polymerasen fir ihre Verlangerungsreaktion bendétigt. In Anwesenheit
von Desoxynukleotiden (ANTP) werden nun in einem dritten Schritt die mit
Primern verbundenen Matrizen zu einem Doppelstrang aufgefillt (Extension bei
72°C). Die neusynthetisierten DNA-Stréange sind zunachst von unbestimmter
Lange, besitzen jedoch durch die Primer definierte Ausgangspunkte, die so den
zu amplifizierenden Sequenzbereich genau festlegen. Diese neu synthetisierten
DNA-Doppelstrange werden in einem zweiten Reaktionszyklus nach erneuter
Denaturierung ebenfalls zu Matrizen und kdnnen mit den entsprechenden
Oligonukleotiden hybridisieren. In einem sich nun anschlieRendem dritten
Reaktionszyklus entstehen daher nur noch doppelstrangige DNA-Molekile, die
von den Primern flankiert sind. Durch mehrmalige Wiederholung dieser
Reaktionsfolge aus DNA-Denaturierung, Primer-Anlagerung und Auffullreaktion

wird die Zielsequenz exponentiell amplifiziert.
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Die Tag-Polymerase, welche fur die PCR verwendet wurde, stammt aus dem
Bakterium Thermus aquaticus. Da es sich hierbei um ein thermophiles
Bakterium handelt, hat dessen DNA-Polymerase ein Temperaturoptimum von
72°C und ist dartber hinaus fur kurze Zeit bei Temperaturen bis zu 95°C stabil.
Dies ist Voraussetzung dafur, dass alle notwendigen Reaktionsschritte ohne
Zerstorung des Enzyms im gleichen Reaktionsansatz automatisiert
durchgefuhrt werden kénnen.

Waéhrend der Zyklen erfolgt die quantitative Messung, die der Methode RT
("Real Time")-PCR ihren Namen verleiht, mit Hilfe einer Fluoreszenz-Detektion.
Die Fluoreszenz nimmt proportional mit der Menge der PCR-Produkte zu, so
dass eine Quantifizierung in Relation eines bekannten Gens mdglich wird. Eine
zusatzliche gelelektrophoretische Auftrennung ist nicht mehr noétig. Die
Quantifizierung der PCR-Produkte ist mdglich durch Anwendung eines DNA-
Farbstoffes (SYBR-Green PCR Master Mix, Applied Biosystems). Der
Fluoreszenz-Farbstoff lagert sich an die doppelstrangige DNA an. Die Zunahme
der Target-DNA korreliert daher mit der Zunahme der Fluoreszenz von Zyklus
zu Zyklus. Um immer am Anfang der exponentiellen Phase messen zu kénnen,
wird der Ct-Wert (Threshold Cycle, "Schwellenwert-Zyklus") verwendet, der den
Zyklus beschreibt, an dem die Fluoreszenz erstmalig signifikant Uber die des
Hintergrundsignals ansteigt.

Nach Abschluss der PCR wird eine Schmelzkurve erstellt, an Hand derer die
Spezifitat und Qualitat der amplifizierten DNA bestimmt werden kann. Bei dieser
Schmelzkurven-Analyse wird die DNA denaturiert. Im Folgenden wird die
Temperatur langsam erniedrigt, so dass der eingelagerte Fluoreszenzfarbstoff

wieder freigesetzt wird.
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3.2 Proteinbiochemische Verfahren

3.2.1 Isolierung von Gesamt-Membranfraktionen aus

Lebergewebe

Zur Isolierung der Gesamtmembranfraktion aus Lebergewebe wurde dieses
zunachst im Homogenisierungspuffer mit Zusatz von Proteaseinhibitoren
zerkleinert und mit einem Teflon-Homogenisator bei 500 rpm homogenisiert.
Die Isolierung der Gesamtmembranfraktion erfolgte durch Ultrazentrifugation
bei 100.000 g und 4°C fiir 60 min. Der Uberstand wurde verworfen und die
entstandenen Pellets anschlieBend in RL-Puffer resuspendiert. Die Pellets

wurde aliguotiert und sofort weiter verwendet oder bei -80°C gelagert.

3.2.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Konzentrationsbestimmung der Proteine erfolgte mit Hilfe des BioRad-
Protein-Assay nach Bradfort (1976). Fur die Messung wurden 2 pl der Probe,
798 pl destilliertes Wasser und 200 pl Bradfordreagenz in einer Einwegkivette
gemischt und anschlie3end die Extinktion AEsgs photometrisch in einem LKB
Biochrom Ultrospec Plus Photometer gemessen. Die Proteinmenge wurde
durch Multiplikation der gemessenen Extinktion mit einem geréatespezifischen

Eichfaktor von 3,8 in pug/pl berechnet.
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3.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der Proteine erfolgte entsprechend ihrer GréRe auf einem
SDS-Gel (Laemmli 1970).

Die Gelmatrix entsteht durch eine Polymerisation von Acrylamid (PAA). Mit Hilfe
von Ammoniumpersulfat (APS) wird die Polymerisationsreaktion gestartet und
durch Tetramethylethylendiamin (TEMED) katalysiert. Dabei sind die
PorengroRe und somit auch die Auftrennungseigenschaften des Gels von der
Konzentration an Acrylamid und Bisacrylamid abhangig.

Es wurde 50-100 pg Protein aufgetragen. Um eine maoglichst hohe Auflésung
bei der Trennung zu erreichen, wurde eine diskontinuierliche Gelelektrophorese
durchgefuhrt. Dabei wird das zu analysierende Proteingemisch in einem Gel
aufgetrennt, das aus zwei Ubereinander liegenden Gelsystemen (Sammelgel,
Trenngel) mit unterschiedlicher Porengrof3e und unterschiedlichem pH-Wert
bestent. Zur Auftrennung der Proteine wurden 8%-ige und 15%-ige
Polyacrylamid-Trenngele verwendet. Um das relative Molekulargewicht der
aufgetrennten Proteine bestimmen zu konnen, wurden Markerproteine
bekannter Molekulargewichte parallel zu den zu untersuchenden Proteinen in
der SDS-PAGE aufgetrennt. Die Elektrophorese erfolgte bei konstanter Voltzahl
von 260 V.

Zusammensetzung der Gele fir die SDS-PAGE:

Gelkomponente Trenngel Sammelgel
8 % 15 % 5%

1,5 M Tris pH 6,8 / / 1,25 ml

1 M Tris pH 8,8 2,5ml 2,5ml /

10 % SDS 100 pl 100 pl 100 pl

TEMED 4l 4l 10 pl

10 % APS 100 pl 100 pl 100l

30 % PAA 2,61 ml 5mi 1,7 ml

H2Ogest. 4,72 mi 2,3 ml 6,8 ml
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3.2.4 Immunoblot-Analyse (Western Blot)

Beim Western Blot werden Proteine, die zuvor in einer SDS-PAGE
elektrophoretisch aufgetrennt wurden, aus dem Polyacrylamidgel auf eine
Membran tbertragen. Dabei bleiben sowohl die Immunreaktivitat, als auch die
funktionelle Aktivitdt der Proteine erhalten. Durch den Einsatz spezifischer

Antikérper kénnen anschliel3end die Proteine antigenetisch identifiziert werden.

3.2.4.1 Proteintransfer

Der Transfer der aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran
(Nitrocellulose Transfer Membran, Whatman, Schleicher und Schuell) erfolgte
nach einer Methode von Towbin et al. (1979) mit Hilfe einer "Multiphor II"-
Kammer (Pharmacia). Es wurde eine Stromstarke von 1 mA pro cm? angelegt.
Der Proteintransfer wurde nach einer Transferzeit von 1 - 2 Stunden beendet.
Der erfolgreiche Transfer und die Proteinauftragsmenge wurden durch
Anfarbung der Proteinbanden mit Hilfe einer Ponceau S-Farbung (SERVA,
Heidelberg) qualitativ Gberprift. Um unspezifische Antikdrperbindungsstellen zu
blockieren, wurde die Membran fur 30 Minuten in 1% BSA inkubiert.
Anschliel3end erfolgte die Inkubation des Primarantikorpers tber Nacht bei 4°C.
Vor Detektion des Primarantikérpers mit Hilfe eines Peroxidase-gekoppelten
Sekundarantikérpers wurden drei Waschschritte mit TBST von je 10 Minuten
durchgefuhrt, um nicht gebundenen Primar-Antikorper von der Membran zu
entfernen. AnschlieRend wurde die Membran fur 1h bei RT mit dem
Sekundarantikérper inkubiert. Im Anschluss daran erfolgten wiederum drei
Waschschritte fur je 10 min in TBST, bevor der Antikérpernachweis durch eine

Peroxidase-katalysierte chemische Reaktion erfolgen konnte.
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3.2.4.2 Detektion durch Chemolumineszenz

Die Methode der Chemolumineszenz ist eine sensitive, nichtradioaktive
Methode zum immunologischen Nachweis von Proteinen. Die Detektion der
Proteine erfolgt durch eine enzymatische Lichtreaktion. Durch den Peroxidase-
konjugierten Sekundarantikorper kommt es zu einer Lichtemission (428 nm),
wenn H,O, reduziert und Luminol oxidiert wird. Zur Detektion wurde das
Enhanced Chemiluminescence Detection System (SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrat, Pierce, Rockford, USA) verwendet. Die Membran
wurde fur eine Minute mit den Lésungen dieses Detektionssystems inkubiert
und die Lichtemission durch Belichtung eines Films detektiert. Anschliel3end

wurde der Film entwickelt und fixiert.

3.2.4.3 Densitometrische Auswertung

Die Quantifizierung der Signalstéarke der spezifischen Banden erfolgte mit Hilfe
des Anwendungs-Programm "TotalLab TL 100" (Version 2006, Newcastle upon
Tyne, UK). Ausgewertet wurden jeweils 3 - 4 Tiere pro Kontroll- bzw.
Tiermodellgruppe. Die mittlere Signalstarke der Banden des Kontrollkollektives
diente als Referenz. Alle weiteren Berechnungen wurden auf diesen Wert
bezogen. Die statistische Signifikanz wurde durch Anwendung des
Student'schen t-Test geprft. Bei p<0.05 lag ein signifikanter Unterschied vor.
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3.3 Histologische Methoden

3.3.1 Indirekte Immunfluoreszenz

3.3.1.1 Herstellung von Gefrierschnitten

Mit Hilfe des Kryotoms wurden von den bei -80°C gelagerten Rattenlebern 7 pum
dicke Schnitte angefertigt. Diese wurden auf einen Objekttrager verbracht und
anschlieBend fir 60 min bei RT getrocknet.

Die Temperatur der Kammer als auch des Objekttragertischs lag bei -15°C.
Nach der Lufttrocknung wurden die Schnitte bei -20°C gelagert.

3.3.1.2 Fixierung
Zur Fixierung der Schnitte wurden die Objekttrager fir 5 Minuten in -20°C
kaltem Methanol gelagert.

3.3.1.3 Indirekte Immunfluoreszenz

Die Schnitte wurden zundchst 1x20 sec und danach 2x10 min in PBS
gewaschen. AnschlieRend wurden sie 30 min mit 5% FCS in 1xPBS blockiert.
Die Inkubation des Erstantikdrpers (verdinnt mit 5% FCS in 1xPBS) erfolgte
Uber Nacht bei 4°C. Dabei wurden die Schnitte in eine feuchter Kammer
(Petrischale, ausgelegt mit Whatman-Papier "GB002, Whatman, Schleicher und
Schuell", getréankt in PBS und mit Parafilm beschichtet) gelagert. Am n&chsten
Tag wurde das Antiserum durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt. Im
Anschluss daran erfolgte die Inkubation der Proben mit dem Sekundéar-
Antikorper (verdinnt mit 5% FCS in 1xPBS) fur 60 min bei RT in einer
abgedunkelten Feuchtkammer. Es folgten zwei weitere Waschschritte mit PBS
fur je 10 min. Nach einem anschlieenden Waschen fur 5 min in Aqua dest.
wurden die Schnitte mit "Mounting Medium" und Deckglaschen versehen und
fur 24h bei 4°C in horizontaler Lage getrocknet. Die Aufbewahrung der
Préaparate erfolgte lichtgeschitzt und bei 4°C.
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3.3.1.4 Konfokale Laserscanningmikroskopie

Die Leberschnitte wurden mit Hilfe des konfokalen Laserscanningmikroskops,
ausgestattet mit einem Argon-Krypton und einem Helium-Neon Laser
analysiert. Die Bilder wurden durch Anregung mit zwei verschiedenen
Wellenlangen (488 nm und 568 nm) generiert. Die Emission wurde bei 530+10
nm (grin) und >590 nm (rot) gemessen. Kolokalisation von griner (FITC) und
roter (Cy3) Fluoreszenz resultierte in einem gelben Signal. Es wurden nur
Proben miteinander verglichen, die in allen Aufarbeitungsschritten parallel
verarbeitet und unter identischen Aufnahmebedingungen (Objektiv, Linsen,
Pinhole, FormatgroRe und Zoom, Filtereinstellungen, Scan-Modus) erstellt

wurden.

3.3.1.5 Densitometrische Analyse

Zur densitometrischen Auswertung wurde von jeweils vier Kontrolltieren und
vier behandelten Tieren je eine Ubersichtsaufnahme mit periportaler und
perizentraler Zone eines Lobulus untersucht. Die maximale Intensitat der Cy3-
Fluoreszenz wurde durch einen 12 pum langen Cursor, der im rechten Winkel
Uber das Membransignal platziert wurde, gemessen. Diese Berechnung wurde
an jeweils 10 verschiedenen Membranen in einem Radius von 40 um von der
Zentralvene bzw. von einem Periportalfeld durchgefiihrt. AnschlieRend wurde
das zytoplasmatische Hintergrundsignal von dem Maximalwert subtrahiert. Die
Daten wurden in eine MS-Excel Tabelle tUberfuhrt. Danach wurde aus den 10
Werten pro Feld ein Durchschnittswert pro Zone und Tier errechnet.
Anschliel3end wurde aus diesen Werten ein Durchschnittswert fur beide Zonen
je Tiergruppe errechnet. Die mittlere densitometrische Signalstarke der
periportalen Zone des Kontrollkollektives diente als Referenz. Die periportalen
densitometrischen Messwerte der Kontrollen sowie die densitometrische
Messungen der behandelten Tiere wurden auf diesen Wert bezogen. Die
Signifikanz wurde mit Hilfe des Student'schen t-Tests errechnet und p<0.05 als

statistisch signifikant betrachtet.
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3.4 Tierversuche

3.4.1 Versuchstiere und Haltung

Fur die Tierversuche wurden mannliche Sprague Dawley Ratten mit einem
Gewicht von 200 - 250 gr eingesetzt. Die Tiere wurden in einem temperatur-
kontrolliertem Raum (21 - 23°C) mit gleich bleibendem Tag-Nacht-Rhythmus
(Licht von 6:00 bis 18:00 Uhr) und freiem Zugang zu Wasser und Futter
gehalten. Die Behandlung erfolgte entsprechend der Kriterien der Leitlinie
"Guide for the Care and Use of Laboratory Animals" (NIH publication, 86-23,
1985). Das Versuchsprotokoll wurde von dem Tierschutzbeauftragten des

Regierungsprasidiums Dusseldorf genehmigt.

3.4.1.1 Gallengangsligatur
Die Tierversuche fir das Modell der obstruktiven Cholestase wurden von Dr.

Markus G. Donner durchgefuhrt.

3.4.1.1.1 Operation

Die Tiere wurden mit Ketamin (100 mg/kg) und Xylazin (5 mg/kg) anasthesiert.
Die Bauchhohle wurde an der Linea alba er6ffnet und der Ductus choledochus
dargestellt. In unmittelbarer N&he des Leberhilus wurde eine Doppelligatur
angelegt und der Gallengang anschlie3end zwischen diesen beiden Ligaturen
durchtrennt. Bei den Kontrolltieren wurde ebenfalls die Bauchhgdhle erdffnet, der
Ductus choledochus aufgesucht und dargestellt, allerdings nicht ligiert. Im
Anschluss daran erfolgte eine zweischichtige Naht zum Verschluss der
Bauchhdhle.
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3.4.1.1.2 Zytokininhibition

Fur die Inhibition von TNF-a und IL-1 wurde den Versuchstieren zum Zeitpunkt
der Laparotomie und Gallengangsligatur entweder Etanercept in einer
Dosierung von 8 mg/kg/KGW oder Anakinra in einer Dosierung von 100
mg/kg/KGW i.p. injiziert. Im Anschluss daran erfolgte alle 48h eine erneute
Injektion von Etanercept, wahrend Anakinra alle 24h i.p. appliziert wurde. Die

Organpraparation erfolgte nach 3d und 7d post operationem.

3.4.1.1.3 Organentnahme

Nach einem Zeitraum von 1d, 3d und 7d post operationem wurden die Tiere
erneut anasthesiert (Arzneimittel und Dosierung vgl. 3.4.1.1.1). Es erfolgte eine
Blut- und Urinentnahme zur Kontrolle des Erfolgs der Gallengangsligatur. Die
Leber wurde zur Entfernung der korpuskularen Blutbestandteile in situ flr 2 min
mit 37°C warmen Krebs-Henseleit-Puffer (305 mOsm/L, 0,3 mmol/l Pyruvat und
2,1 mmol/l Acetat fur 5 Min aquilibriert mit 5%/95% vol/vol CO,/O,) perfundiert.
Anschlielend wurde das Organ entnommen, aliquotiert und unverziglich in

flissigem Stickstoff tiefgefroren. Die weitere Lagerung erfolgte bei -80°C.

3.4.1.2 Lipopolysaccharid-Gabe
Die Lebern der mit Lipopolysaccharid behandelten Tiere wurden

freundlicherweise von Dr. Boris Gorg zur Verfiigung gestellt.

3.4.1.2.1 Dosierung und Injektion
Es wurde einmalig LPS in einer Dosis von 4 mg/kg/KGW intraperitoneal

injiziert. Den Kontrolltieren fur diese Versuchsreihe wurde 0,9% NaCl appliziert.

3.4.1.2.2 Organentnahme
Nach einer Zeitspanne von 6h, 12h und 24h wurde die Narkose eingeleitet. Das

weitere Vorgehen entsprach dem der gallengangsligierten Tiere (vgl. 3.4.1.1.3).
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4 Ergebnisse

4.1 Real Time-PCR

Die gesamte RNA-Fraktion der aufbereiteten Leberhomogenate wurde isoliert
und revers transkribiert. Die Genexpression wurde mit Hilfe der Real Time PCR
gemessen. Hprt (Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase) wurde nach
dem Prinzip der relativen Quantifizierung als interner Standard verwendet. Die
errechneten Daten dricken das Verhaltnis von mRNA Kopien der untersuchten

Proben zu Hprt mMRNA Kopien aus, bezogen auf die Werte der Kontrolltiere.

4.1.1 mRNA-Expression von hepatobiliaren Transportern nach

obstruktiver Cholestase

Die Expression von Bsep mRNA war am Tag 1 (134 + 30%), Tag 3 (53 £ 14%)
und Tag 7 (78 + 19 %) nach Gallengangsligatur nicht signifikant verandert.
Einen Tag nach Gallengangsligatur war die mRNA-Expression von Ntcp
zunachst nicht signifikant verandert (77 £ 30%). Nach drei Tagen obstruktiver
Cholestase fand sich eine signifikante Herabregulation auf 15 + 2% (p<0.05 vs.
Kontrolle). Am 7. Tag post operationem war die Ntcp-RNA reduziert (54 + 6%),
die Expression war jedoch nicht signifikant unterschiedlich zu den Kotrolltieren.
Die mRNA-Expression der Oatp-Isoformen unterlag einer vergleichbaren
Regulation. Am 1. Tag nach GGL kam es zu einer nicht-signifikanten Abnahme
der Expression (Oatplal 65 + 18%, Oatplad 86 + 20% und Oatplb2 70 *
14%). Oatplad war am Tag 3 nach Gallengangsligatur signifikant herabreguliert

(p<0.05 vs. Kontrolle).
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Zum Zeitpunkt 7 Tage nach Gallengangsligatur war die Expression aller drei
Oatp-Isoformen nich signifikant verandert (Oatplal 72 + 16%, Oatplb2 46 *
15% und Oatplad 119 £ 19%).
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Abb. 6 Real Time-PCR-Analyse von Bsep, Ntcp und Oatp-Isoformen nach obstruktiver Cholestase. Die RNA von
3-4 Leberhomogenaten wurde isoliert und revers transkribiert. Die Genexpression von Bsep, Ntcp, Oatplal, Oatpla4d
und Oatplb2 wurde mittels RT-PCR bestimmt. Als interner Standard diente Hprt (*p<0.05 im Vergleich zu den
Kontrolltieren).
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4.1.2 mRNA-Expression von hepatobiliaren Transportern nach

Lipopolysaccharid-Gabe

Bei allen untersuchten Transportsystemen war die mRNA-Expression 6h nach
LPS-Gabe nicht signifikant verandert. Nach 12h erfolgte ein signifikanter Abfall
der mRNA-Expression (p<0.05 vs. Kontrolle) von Ntcp auf 18 £ 11%, Oatplal
auf 52 + 11%, Oatplad auf 30 + 33% und Oatplb2 auf 42 + 21%. Zum
Zeitpunkt 24h nach Applikation von Lipopolysaccharid war die mRNA aller
bestimmten Transporterproteine signifikant verringert (p<0.05 vs. Kontrolle):
Bsep 36 + 5%, Ntcp 30 £ 7%, Oatplal 49 + 8 %, Oatplad 6 + 3% und Oatplb2
47 + 13% (Abb. 7).
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Abb. 7 Real Time-PCR-Analyse von Bsep, Ntcp und Oatp-Isoformen nach Lipopolysaccharid-Gabe. Die RNA von
3-4 Leberhomogenaten wurde isoliert und revers transkribiert. Die Genexpression von Bsep, Ntcp, Oatplal, Oatpla4
und Oatplb2 wurde mittels Real Time-PCR bestimmt. Als interner Standard diente Hprt (*p<0.05 im Vergleich zu den
Kontrolltieren).
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4.1.3 mRNA-Expression von hepatobiliaren Transportern nach
obstruktiver Cholestase und Hemmung von TNF-a oder
IL-113

Zur weiterfuhrenden Untersuchung der Regulationsmechanismen von
Gallensalz- und organischen Anionentransportern bei obstruktiver Cholestase
wurden gallengangsligierte Ratten entweder mit dem TNF-a-Rezeptor-Fc-
Fusionsprotein Etanercept oder mit dem IL-13-Antagonisten Anakinra
behandelt. Bei Behandlung mit Etanercept war nach 3 Tagen obstruktiver
Cholestase die mRNA-Expression von Bsep (113 + 9%), Ntcp (40 £ 14%) und
Oatplad (63 £ 30%) nicht signifikant verandert. Bei Oatplal und Oatplb2 war
die mRNA-Expression signifikant herabreguliert (22 + 11% bzw. 54 + 13%;
p<0.05 vs. Kontrolle).

Bei Behandlung mit dem IL-13-Antagonisten Anakinra war die mMRNA-
Expression von Oatplal (36 + 16%) und Oatplb2 (36 + 6%) signifikant
reduziert (p<0.05 vs. Kontrolle). Die mRNA-Expression der Gbrigen Transporter
war nicht signifikant verandert (Abb.8).

Bei Tieren mit obstruktiver Cholestase fur 7 Tage, die mit Etanercept oder
Anakinra vorbehandelt waren, konnte die mRNA-Expression der Transporter
wegen der gleichzeitigen Regulation von Hprt nicht quantifiziert werden.
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Abb. 8 Real Time-PCR-Analyse von Bsep, Ntcp und Oatp-Isoformen nach obstruktiver Cholestase und
Hemmung von TNF-a und IL-18. Die RNA von 3-4 Leberhomogenaten wurde isoliert und revers transkribiert. Die
Genexpression von Bsep, Ntcp, Oatplal, Oatpla4 und Oatplb2 wurde mittels Real Time-PCR gemessen. Als interner
Standard diente Hprt (*p<0.05 im Vergleich zu den Kontrolltieren).



42 Ergebnisse

4.2 Western Blot

Fur die Western Blot-Analyse wurden aus Leberproben Gesamtmembranen
mittels Ultrazentrifugation prapariert. Nach Inkubation mit Laemmli-Puffer
wurden die Proben mittels SDS-PAGE entsprechend ihres spezifischen
Molekulargewichtes aufgetrennt, auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert
und im Anschluss daran mit einem entsprechenden Primarantikdrper inkubiert.
Die bestimmten Transportproteine wurden bei folgenden Molekulargewichten
detektiert: Bsep bei 160 kDa, Ntcp bei 50 kDa, Oatplal und Oatpla4 bei ca. 75
kDa und Oatplb2 bei 85 kDa.

4.2.1 Proteinexpression von hepatobilidren Transportern nach

obstruktiver Cholestase

Zum Zeitpunkt 1d und 3d nach Gallengangsligatur kam es zu einem
signifikanten Anstieg von Bsep auf 142 £+ 9% und 123 + 5% (p<0.05 vs.
Kontrolle). Die Proteinexpression von Ntcp war nach 3d und 7d signifikant
reduziert (32 £ 4% bzw. 33 + 11%; p<0.05 vs. Kontrolle).

Nach 7 Tagen obstruktiver Cholestase war die Expression von Oatplal
signifikant vermindert (50 £ 15%; p<0.05 vs. Kontrolle).

Die Ubrigen untersuchten Oatp-Isoformen wurden nicht signifikant reguliert
(Abb.9).
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Abb. 9 Immunoblot-Analyse von Bsep, Ntcp und Oatp-lsoformen nach obstruktiver Cholestase. Nach
obstruktiver Cholestase fur 1d, 3d oder 7d wurde die Gesamt-Membranfraktion der Zellen mittels SDS-PAGE
aufgetrennt. Die Proteine wurden auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert und mit den entsprechenden Antikdrpern
inkubiert (A). Densitometrische Auswertung von 3-4 Proben pro Gruppe (*p<0.05 im Vergleich zu den Kontrolltieren)

(B).
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4.2.2 Proteinexpression von hepatobiliaren Transportern nach

Lipopolysacharid-Gabe

Die Proteinexpression von Bsep lag nach 6h bei 99 + 12%, nach 12h bei 84 + 7
und nach 24h bei 77 + 5% (alle Werte nicht signifikant verandert).

Alle weiteren in dieser Arbeit untersuchten Transportproteine wurden deutlich
herabreguliert.

Zwolf Stunden nach LPS-Gabe war die Expression von Ntcp, Oatplal und
Oatplad signifikant reduziert (67 + 4%, 76 + 4% und 80 + 12%; p<0.05 vs.
Kontrolle). 24 Stunden nach LPS-Gabe waren alle bestimmten Transporter
signifikant herabreguliert (Ntcp 58 + 6%, Oatplal 66 + 6%, Oatplad 49 + 9%
und Oatplb2 37 £ 7% (p<0.05 vs. Kontrolle) (Abb. 10).
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Abb. 10 Immunoblot-Analyse von Bsep, Ntcp und Oatp-Isoformen nach Lipopolysaccharid-Gabe. Nach Injektion
von LPS bzw. NaCl (Kontrollreihe) und einem Zeitraum von 6h, 12h und 24h wurde die Gesamt-Membranfraktion der
Zellen mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die Proteine wurden auf eine Nitrozellulose-Membran mit den entsprechenden
Antikorpern inkubiert (A). Densitometrische Auswertung von 3-4 Proben pro Gruppe (*p<0,05 im Vergleich zu den
Kontrolltieren) (B).
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4.2.3 Proteinexpression von hepatobilidren Transportern nach
obstruktiver Cholestase und Hemmung von TNF-a oder
IL-113

Bei Behandlung der gallengangsligierten Tiere mit einem TNFa-Antagonisten
(Etanercept) uber einen Zeitraum von 7d lag die Proteinexpression von Ntcp
und Oatplal bei 22 + 10% bzw. 48 £ 9% (p<0.05 vs. Kontrolle). Die Expression
von Bsep, Oatpla4 und Oatplb2 (83 £ 5%, 129 + 16% und 95 * 13%) war nicht
signifikant verandert.

Bei Verabreichung des IL-13-Antagonisten Anakinra Uber einen Zeitraum von
7d lag die Proteinexpression von Bsep, Oatpla4 und Oatplb2 bei 110 + 9%, 91
+ 6% bzw. 99 + 10% (n.s.). Die Proteinexpression von Ntcp und Oatplal lag
bei 11 + 2% und 54 *+ 13% (p<0.05 vs. Kontrolle) (Abb. 11).
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Abb. 11 Immunoblot-Analyse von Bsep, Ntcp und Oatp-lsoformen obstruktiver Cholestase und Hemmung von
TNF-a und IL-1R8. 7d nach Ligatur des Gallengangs und Hemmung von IL-18 mit Etanercept bzw. TNF-a mit Anakinra
wurde die Gesamt-Membranfraktion der Zellen mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die Proteine wurden auf eine
Nitrozellulose-Membran transferiert und mit den entsprechenden Antikérpern inkubiert (A). Densitometrische
Auswertung von 3-4 Proben pro Gruppe (*p<0.05 im Vergleich zu den Kontrolltieren) (B).
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4.3 Konfokale Laserscanningmikroskopie

Die Lokalisation der Transporter Bsep, Ntcp, Oatplal, Oatplad4 und Oatplb2
wurde mittels Immunfluoreszenz und konfokaler Laserscanning-Mikroskopie
untersucht. Hierzu wurden Gefrierschnitte von Leberproben mit dem
entsprechenden Antiserum (K44, K4, K10, K15 oder K22) inkubiert und mit
einem Cy3-gekoppelten Anti-Kaninchen IgG detektiert. Um die Zonierung der
Transporter  im Leber-Lobulus  bestimmen  zu kbnnen,  wurde

Glutaminsynthetase als Markerprotein fir perizentrale Hepatozyten verwendet.

4.3.1 Zonierte Regulation von hepatobilidren Transportern nach

obstruktiver Cholestase

Reprasentative Gewebeproben der Lebern von Tieren nach 1, 3 und 7 Tagen
obstruktiver Cholestase wurden mit Antikorpern verschiedener Transporter
inkubiert, mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie qualitativ und
densitometrisch ausgewertet.

Nach drei Tagen obstruktiver Cholestase blieb die Expression und Lokalisation
von Bsep und Ntcp in unmittelbarer Nahe der V. centralis erhalten, wahrend in
periportalen Hepatozyten eine verminderte Expression vorlag. Die
Membransignale in periportalen Hepatozyten waren verbreitert. Im
perimembrandsen Zytoplasma kam es zu einer vermehrten Bildung
immunoreaktiver Vesikel. Das Membransignal selbst erschien vergrobert (Abb.
12 und 13 C).

Am starksten ausgepragt waren die Verdnderungen nach 7 Tagen obstruktiver
Cholestase. Die Densitometrie zeigte eine Reduktion des Membransignals von
Bsep periportal auf 66 + 4% und von Ntcp auf 67 + 7% der Kontrollen (Abb. 12
und 13 D; p<0.05 vs. Kontrolle). Die Membransignale erschienen verbreitert
und unscharf begrenzt. Im Zytoplasma zeigten sich immunoreaktive, vesikuléare
Strukturen (Abb. 12 und 13 E-H).
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Oatplal wurde sowohl periportal als auch perivends herabreguliert. Das
Membransignal war in beiden Zonen nach 24 Stunden obstruktiver Cholestase
reduziert. Nach 7 Tagen obstruktiver Cholestase betrug die Membranintensitét
perivends 66 = 8% und periportal 57 £ 6% (Abb. 14).

Nach 24 Stunden obstruktiver Cholestase kam es bei dem zonierten Oatpla4
(vgl. 1.4.2.2) zu einer Induktion der Transporterexpression in periportalen
Hepatozyten. Nach 7 Tagen obstruktiver Cholestase war die Zonierung von
Oatplad aufgehoben und im gesamten Leber-Lobulus war ein intensives
Transportersignal zu erkennen. Ebenso zeigte sich nach 3 Tagen obstruktiver
Cholestase eine zunehmende Expression von Oatpla4 in Glutaminsynthetase-
positiven Hepatozyten entlang den Zentralvenen. Die densitometrische
Auswertung ergab eine Zunahme des Membransignals in dieser Zellpopulation
von 39 = 2% auf 93 =+ 11% nach 7 Tagen obstruktiver Cholestase. Wahrend
Oatpla4 bei den Kontrolltieren in Hepatozyten der Zone 1 eine Signalintensitéat
von 48 = 6% aufwies, fand sich bei den cholestatischen Tieren eine
Signalintensitat von 94 + 3% (Abb. 15).

Das in der normalen Rattenleber periportal nur gering exprimierte Oatplb2
wurde nach 24 Stunden obstruktiver Cholestase in Hepatozyten der Zone 1
induziert. Nach 7 Tagen hatte die Intensitat des Membransignals auf 92 + 5%
zugenommen. Oatpla4 und Oatplb2 waren somit nach 7 Tagen Cholestase
lobular homogen verteilt (Abb. 15 und 16).
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Abb. 12 Lokalisation von Bsep nach obstruktiver Cholestase. Gefrierschnitte wurden mit einem polyklonalen
Antikorper (K44) gegen Bsep (rot) und einem monoklonalen Antikérper gegen Glutaminsynthetase (griin), zur Detektion
der perizentralen Hepatozyten markiert (A, Kontrolle; B, 1d GGL; C, 3d GGL; D, 7d GGL; Balken A-D entspricht 100
um; E, Kontrolle pv; F, 7d GGL pv; G, Kontrolle pp; H, 7d GGL pp; Balken E-H entspricht 10 um; pv, perivends; pp,
periportal; GGL, Gallengangsligatur).

Fur die densitometrische Auswertung wurden von je 4 Tieren pro Gruppe die Signalintensitaten von 10 Membranen der
perivendsen und der periportalen Leberzellen bestimmt (I; **p<0.01; ***p<0.001; n.s. nicht signifikant).
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Abb. 13 Lokalisation von Ntcp nach obstruktiver Cholestase. Gefrierschnitte wurden mit einem polyklonalen
Antikorper (K4) gegen Ntcp (rot) und einem monoklonalen Antikérper gegen Glutaminsynthetase (griin), zur Detektion
der perizentralen Hepatozyten markiert (A, Kontrolle; B, 1d GGL; C, 3d GGL; D, 7d GGL; Balken A-D entspricht 100
um; E, Kontrolle pv; F, 7d GGL pv; G, Kontrolle pp; H, 7d GGL pp; Balken E-H entspricht 10 um; pv, perivends; pp,
periportal; GGL; Gallengangsligatur).

Fir die densitometrische Auswertung wurden von je 4 Tieren pro Gruppe die Signalintensitaten von 10 Membranen der
perivendsen und der periportalen Leberzellen bestimmt (I; *p<0.05; **p<0.01; n.s. nicht signifikant).
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Abb. 14 Lokalisation von Oatplal nach obstruktiver Cholestase. Gefrierschnitte wurden mit einem polyklonalen
Antikorper (K10) gegen Oatplal (rot) und einem monoklonalen Antikdrper gegen Glutaminsynthetase (grin), zur
Detektion der perizentralen Hepatozyten markiert (A, Kontrolle; B, 1d GGL; C, 3d GGL; D, 7d GGL; Balken A-D
entspricht 100 um; E, Kontrolle pv; F, 7d GGL pv; G, Kontrolle pp; H, 7d GGL pp; Balken E-H entspricht 10 um; pv,
perivends; pp, periportal; GGL, Gallengangsligatur).

Fur die densitometrische Auswertung wurden von je 4 Tieren pro Gruppe die Signalintensitaten von 10 Membranen der
perivendsen und der periportalen Leberzellen bestimmt (I; *p<0.05; **p<0.01; n.s. nicht signifikant).
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Abb. 15 Lokalisation von Oatpla4 nach obstruktiver Cholestase. Gefrierschnitte wurden mit einem polyklonalen
Antikorper (K15) gegen Oatpla4 (rot) und einem monoklonalen Antikérper gegen Glutaminsynthetase (grun) zur
Detektion der perizentralen Hepatozyten markiert (A, Kontrolle; B, 1d GGL; C, 3d GGL; D, 7d GGL Balken A-D
entspricht 100 um; E, Kontrolle pv; F, 7d BDL pv; G, Kontrolle pp; H, 7d BDL pp ;Balken E-H entspricht 10 pum; J-L,
Kontrolle pv; M-O, 7d GGL pv; Balken J-O entspricht 50 um; pv, perivends; pp, periportal; GGL, Gallengangsligatur).
Fur die densitometrische Auswertung wurden von je 4 Tieren pro Gruppe die Signalintensitaten von 10 Membranen der
perivendsen und der periportalen Leberzellen bestimmt (I, ***p<0.001; n.s. nicht signifikant).
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Abb. 16 Lokalisation von Oatplb2 nach obstruktiver Cholestase. Gefrierschnitte wurden mit einem polyklonalen
Antikorper (K22) gegen Oatplb2 (rot) und einem monoklonalen Antikdrper gegen Glutaminsynthetase (grin), zur
Detektion der perizentralen Hepatozyten markiert (A, Kontrolle; B, 1d GGL; C, 3d GGL; D, 7d GGL; Balken A-D
entspricht 100 um; E, Kontrolle pv; F, 7d GGL pv; G, Kontrolle pp; H, 7d GGL pp; Balken E-H entspricht 10 um; pv,
perivends; pp, periportal ; GGL, Gallengangsligatur).

Fur die densitometrische Auswertung wurden von je 4 Tieren pro Gruppe die Signalintensitaten von 10 Membranen der
perivendsen und der periportalen Leberzellen bestimmt (I, **p<0.01; n.s. nicht signifikant).
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4.3.1.1 Effekte der Hemmung von TNF-a

Die Intensitat und Struktur des kanalikularen Membransignals des Bsep blieb
nach 7-tagiger obstruktiver Cholestase und Behandlung mit Etanercept in
periportalen und perizentralen Hepatozyten weitgehend erhalten. Die
Densitometrie der perizentralen und periportalen kanalikularen Membranen
ergab ein Membransignal von 100 + 5% bzw. 96 + 5%. Das Membransignal
erschien in allen drei Zonen klar und deutlich abgegrenzt, jedoch breiter als bei
den Kontrolltieren (Abb. 17).

Die Intensitat der Immunfluoreszenz von Ntcp und Oatplal blieb nach
Hemmung von TNF-a deutlich reduziert. Die Signalintensitdt des Natrium-
Taurocholat-Cotransporting-Polypeptids war periportal auf 50 + 3% (p<0.05 vs.
Kontrolle) reduziert, wahrend die Signalintensitat der Immunfluoreszenz
perizentral weitgehend unverandert blieb (92 + 5%, nicht signifikant). Die
Signalintensitat des Oatplal war periportal und perizentral reduziert (perivends
84 £ 2%, periportal 76 + 3%) (Abb. 18).

Die Hemmung von TNF-a hatte keinen Einfluss auf die periportale Induktion von
Oatplad und Oatplb2 bei obstruktiver Cholestase. Die Intensitat der
Immunfluoreszenz von Oatplad4 nahm in periportalen Hepatozyten von 35 + 4%
auf 77 £ 4% und in periventsen, Glutaminsynthetase-positiven Hepatozyten
von 34 + 4% auf 82 + 5% (p<0.05 vs. Kontrolle) zu. Die Intensitat der
Immunfluoreszenz von Oatplb2 nahm periportal von 46 + 3% auf 85 + 4% zu
(Abb. 18).
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4.3.1.2 Effekte der Hemmung von IL-113

Das Membransignal von Bsep unterschied sich in cholestatischen, mit Anakinra
behandelten Tieren nur minimal von den Kontrolltieren. Die kanalikulare
Signalintensitéat bei den behandelten Tieren erreichte perivends 105 + 3% und
periportal 99 + 3% (nicht signifikant, Abb. 17).

Die zonierte Regulation von Ntcp bei obstruktiver Cholestase war nach
Hemmung von IL-13 unverandert. Die Intensitdt der Immunfluoreszenz in
perizentralen Heptozyten blieb deutlich reduziert (38 * 2%; p<0.001 vs.
Kontrolle). Es kam in diesem Bereich zu einer Verbreiterung der basolateralen
Membranen und einer Zunahme von submembrands gelegenen, Ntcp-positiven
Vesikeln (Abb. 18).

Die Immunfluoreszenzintensitat des Oatplal fiel perivenés auf 65 = 2% und
periportal auf 61 + 3% (p<0.001 vs. Kontrolle) ab (Abb. 18).

Der Oatplad wurde, wie auch unter obstruktiver Cholestase, in Bereichen mit
niedriger Expression induziert. Die Expression in perivendsen Glutamin-
positiven Hepatozyten stieg auf 108 + 3%, die Signalintensiat von Oatpla4 der
Membranen perivendser, Glutaminsynthetase-positiver Hepatozyten stieg auf
105 + 2% (p<0.001 vs. Kontrolle) an. In periportalen Hepatozyten stieg die
Membranintensitat auf 104 + 2% (p<0.001 vs. Kontrolle) (Abb. 18).

Der Oatplb2 wurde in der Zone 1 induziert, so dass die Expression nach 7d
unter obstruktiver Cholestase lobuldar homogen verteilt war. Die perivenodse
Signalintensitat blieb unverandert (103 £ 2%, nicht signifikant), die periportale
Signalintensitat nahm zu (97 + 5%; p<0.001 vs. Kontrolle) (Abb. 18).
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Abb.17 Lokalisation von
Bsep in der Rattenleber
bei obstruktiver
Cholestase und Hemmung
von TNFa und IL-1R.
Gefrierschnitte wurden mit
einem polyklonalen
Antikbrper  (K44) gegen
Bsep (rot) und einem
monoklonalen Antikorper
gegen Glutamin-Synthetase
(griin) zur Detektion der
perizentralen  Hepatozyten
markiert (A, Kontrolle; B,
Kontrolle pv; C, Kontrolle
pp; D, 7d GGL; E, 7d GGL
pv; F, 7d GGL pp; G, 7d
GGL+Etanercept; H, 7d
GGL+Etanercept pv; |, 7d
GGL+Etanercept pp; J, 7d
GGL+Anakinra; K, 7d GGL+
Anakinra pv; L, 7d GGL+
Anakinra pp; Balken A, D,
G, J entspricht 100 pm;
Balkenin B, C, E, F, H, |, K,
L entspricht 10 upm; pv,
perivends; pp, periportal;
GGL, Gallengangsligatur).
Fur die densitometrische
Auswertung wurden von je 4
Tieren pro Gruppe die
Signalintensitdt von 10
Membranen der peri-
vendsen und der peri-
portalen Leberzellen ge-
messen (M; n.s. nicht
signifikant).
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4.3.2 Zonierung von hepatobilidaren Transportern nach

Lipopolysaccharid-Gabe

Gefrierschnitte der Lebern von Tieren 6h, 12h und 24h nach Injektion von
Lipopolysaccharid wurden mit Antikdrpern gegen verschiedene hepatobiliare
Transporter inkubiert. Nach konfokaler Laserscanning-Mikroskopie wurden die
Membransignale densitometrisch ausgewertet.

Die ersten Verdnderungen der Lokalisation hepatobilidrer Transporter waren 6h
nach Applikation des Endotoxins zu beobachten. Diese Veranderungen waren
nach 24h am deutlichsten ausgepragt.

Die Expression von Bsep wurde herabreguliert. Dies erfolgte in periportalen
Hepatozyten etwas starker (54 £ 2%; p<0.001 vs. Kontrolle), als in periventsen
Hepatozyten. Das kanalikulare Membransignal von Bsep war in der N&he der
Periportalfelder unscharf und verbreitert zu erkennen. Im Zytoplasma traten
vermehrt vesikulare Strukturen auf (Abb. 19).

Die Signalintensitat des Natrium-abhangigen Transportersystems Ntcp nahm
Uber 24h sowohl periportal, als auch perizentral kontinuierlich ab und erreichte
eine Signalintensitat von jeweils 48 + 4% (p<0.05 vs. Kontrolle) (Abb. 20).
Oatplal war 24h nach LPS-Gabe weiterhin homogen uber den Leber-Lobulus
verteilt. Im Bereich des Periportalfeldes kam es zu einem signifikanten Abfall
der Immunfluoreszenzintensitat auf 62 + 3% (p<0.001 vs. Kontrolle), in der
Néhe der Zentralvene auf 61 £ 1% (p<0.001 vs. Kontrolle). Das basolaterale
Membransignal war verbreitert. Es kam zu einer Zunahme von
immunoreaktiven Vesikeln im Zytoplasma der Hepatozyten (Abb. 21).

Die Zonierung des Oatplad4 blieb Uber den gesamten Zeitraum nach
Lipopolysaccharid-Gabe erhalten. Das Membransignal war zum Zeitpunkt 24h
nach LPS-Injektion perivends auf 78 + 3% (p<0.001 vs. Kontrolle) und periportal
auf 46 + 1% (p<0.001 vs. Kontrolle) reduziert. Die Expression des Proteins in
Glutaminsynthetase-positiven Hepatozyten blieb unverandert (Abb. 22).

Die Signalintensitat von Oatplb2 war nach LPS-Gabe in den Zonen 1, 2 und 3
zunehmend reduziert. 24 Stunden nach LPS-Gabe war die Signalintensitat in
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perivendsen Hepatozyten auf 75 + 6% (p<0.01 vs. Kontrolle) und in periportalen
Hepatozyten auf 29 + 1% (p<0.05 vs. Kontrolle) vermindert. Im Zytoplasma der
Hepatozyten waren vermehrt immunoreaktive vesikulare Strukturen darstellbar.

Die Membransignale waren verbreitert (Abb. 23).

Abb. 19 Quantitative Immunfluoreszenz von Bsep nach Lipopolysaccharid-Gabe. Gefrierschnitte wurden mit
einem polyklonalen Antikdrper (K44) gegen Bsep (rot) und einem monoklonalen Antikdrper gegen Glutaminsynthetase
(gruin) zur Detektion der perizentralen Hepatozyten markiert. (A, Kontrolle; B, 6h LPS; C, 12h LPS; D, 24h LPS; Balken
A-D entspricht 100 um; E, Kontrolle pv; F, 24h LPS pv; G, Kontrolle pp; H, 24h LPS pp; Balken E-H entspricht 10 pm;
pv, perivends; pp, periportal; LPS, Lipopolysaccharid-Gabe).

Fir die densitometrische Auswertung wurden von je 4 Tieren pro Gruppe die Signalintensitaten von 10 Membranen der
perivendsen und der periportalen Leberzellen bestimmt (I, *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; n.s. nicht signifikant).
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Abb. 20 Quantitative Immunfluoreszenz von Ntcp nach Lipopolysaccharid-Gabe. Gefrierschnitte wurden mit einem
polyklonalen Antikérper (K4) gegen Ntcp (rot) und einem monoklonalen Antikdrper gegen Glutaminsynthetase (grin) zur
Detektion der perizentralen Hepatozyten markiert. (A, Kontrolle; B, 6h LPS; C, 12h LPS; D, 24h LPS; Balken A-D
entspricht 100 um; E, Kontrolle pv; F, 24h LPS pv; G, Kontrolle pp; H, 24h LPS pp; Balken E-H entspricht 10 pm; pv,
perivends; pp, periportal; LPS, Lipopolysaccharid-Gabe).

Fur die densitometrische Auswertung wurden von je 4 Tieren pro Gruppe die Signalintensitaten von 10 Membranen der
perivendsen und der periportalen Leberzellen bestimmt (I, ***p<0.001, n.s. nicht signifikant).
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Abb. 21 Quantitative Immunfluoreszenz von Oatplal nach Lipopolysaccharid-Gabe. Gefrierschnitte wurden mit
einem polyklonalen Antikérper (K10) gegen Oatplal (rot) und einem monoklonalen Antikorper gegen
Glutaminsynthetase (grun) zur Detektion der perizentralen Hepatozyten markiert. (A, Kontrolle; B, 6h LPS; C, 12h LPS;
D, 24h LPS; Balken A-D entspricht 100 um; E, Kontrolle pv; F, 24h LPS pv; G, Kontrolle pp; H, 24h LPS pp; Balken E-H
entspricht 10 um; pv, perivends; pp, periportal; LPS, Lipopolysaccharid-Gabe).

Fur die densitometrische Auswertung wurden von je 4 Tieren pro Gruppe die Signalintensitaten von 10 Membranen der
perivendsen und der periportalen Leberzellen bestimmt (I, ***p<0.001; n.s. nicht signifikant).
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Abb. 22 Quantitative Immunfluoreszenz von Oatpla4 nach Lipopolysaccharid-Gabe. Gefrierschnitte wurden mit
einem polyklonalen Antikérper (K15) gegen Oatpla4 (rot) und einem monoklonalen Antikorper gegen
Glutaminsynthetase (gruin) zur Detektion der perizentralen Hepatozyten markiert. (A, Kontrolle; B, 6h LPS; C, 12h LPS;
D, 24h LPS; Balken A-D entspricht 100 um; E, Kontrolle pv; F, 24h LPS pv; G, Kontrolle pp; H, 24h LPS pp; Balken E-H
entspricht 10 um; pv, perivends; pp, periportal; LPS, Lipopolysaccharid-Gabe).

Fur die densitometrische Auswertung wurden von je 4 Tieren pro Gruppe die Signalintensitaten von 10 Membranen der
perivendsen und der periportalen Leberzellen bestimmt (I, **p<0.01; ***p<0.001; n.s. nicht signifikant).
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Abb. 23 Quantitative Imnmunfluoreszenz von Oatplb2 nach Lipopolysaccharid-Gabe. Gefrierschnitte wurden mit
einem polyklonalen Antikérper (K22) gegen Oatplb2 (rot) und einem monoklonalen Antikorper gegen
Glutaminsynthetase (grun) zur Detektion der perizentralen Hepatozyten markiert. (A, Kontrolle; B, 6h LPS; C, 12h LPS;
D, 24h LPS; Balken A-D entspricht 100 um; E, Kontrolle pv; F 24h LPS pv; G, Kontrolle pp; H, 24h LPS pp; Balken E-H
entspricht 10 um; pv, perivends; pp, periportal; LPS, Lipopolysaccharid-Gabe).

Fur die densitometrische Auswertung wurden von je 4 Tieren pro Gruppe die Signalintensitaten von 10 Membranen der
perivendsen und der periportalen Leberzellen bestimmt (I, *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001).
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4.3.3 Lobulare Verteilung der proinflammatorischen Reaktionen
nach obstruktiver Cholestase und nach

Lipopolysaccharid-Gabe

4.3.3.1 Kupfferzellen

Die Kupfferzellen in der Leber sind gewebetypische Makrophagen und gehdren
somit zu den mononukledren Zellen. Sie sind vor allem an den Wandungen der
Sinusoide vorzufinden und extrahieren aus dem Blut kdrpereigene und fremde
Substanzen durch Phagozytose. In normaler Rattenleber fand sich ein
Uberwiegen von Kupfferzellen in der Nahe des Periportalfeldes (Abb. 24 A).
Sowohl nach obstruktiven Cholestase (Abb. 24 B), als auch nach Behandlung

mit Lipopolysaccharid (Abb. 24 C) blieb die zonale Heterogenitat bestehen.

4.3.3.2 Myeloperoxidase-positive Zellen

Die Myeloperoxidase (MPO) ist ein Hamoprotein, welches ein Molekulargewicht
von 140 kDa aufweist und aus 4 Untereinheiten besteht. Es ist in den
neutrophilen, polymorphkernigen Granulozyten (Leukozyten) in hoher
Konzentration vorhanden und katalysiert aus  Chloridionen  und
Wasserstoffperoxid die Bildung von HOCI, welches als starkes Oxidationsmittel
wirkt. Im Lebergewebe der Kontrolltiere waren nur vereinzelt Myeloperoxidase-
positive Zellen zu beobachten (Abb. 24 D).

Nach obstruktiver Cholestase wurden diese Zellen im Periportalfeld und in der
Zone 1 rekrutiert, wahrend in der Zone 3 weiterhin nur einzelne neutrophile
Granulozyten nachweisbar waren (Abb. 24 E).

Nach Gabe von Lipopolysaccharid kam es zu einer deutlichen Zunahme der
Myeloperoxidase-positiven Zellen. Die Zellen waren gleichmaf3ig tUber den

gesamten Leberazinus verteilt (Abb. 24 F).
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4.3.3.3 Interleukin 113

Interleukin 1R ist ein proinflammatorisches Enzym, das Uber die Induktion von
IL-8 und RANTES eine Chemotaxis von Granulozyten induziert. Dieses aus 153
Aminosauren bestehende Protein wird vorwiegend von Monozyten (z.B. von
aktivierten Kupfferzellen in der Leber) synthetisiert und sezerniert. Nach
obstruktiver Cholestase wurde IL-1[3 vermehrt in der Nahe der Periportalfelder
und der Zone 1 exprimiert, wahrend in unmittelbarer Nahe der V. centralis nur
vereinzelt IL-13-positive Signale zu erkennen waren (Abb. 24 H).

Die Behandlung mit Lipopolysaccharid flhrte zu einer homogenen azindren
Verteilung von IL-13 (Abb. 24 1).

ED2

MPO

IL-18

Abb. 24 Lokalisation von Kupffferzellen, neutrophilen Granulozyten und von IL-1R in der Leber nach 7 Tagen
obstruktiver Cholestase und 24 Stunden nach LPS-Gabe. Gefrierschnitte wurden mit einem polyklonalen Antikorper
gegen Kupfferzellen (A-C), Myeloperoxidase-positive Zellen (D-F) bzw. IL-18 (G-1) und einem monoklonalen Antikorper
gegen Glutaminsynthetase immunhistochemisch angefarbt. Die lobuldare Lokalisation der Kupfferzellen war in
verschiedenen Gruppen nicht unterschiedlich ausgepragt. Bei obstruktiver Cholestase fand sich eine periporatal betonte
Verteilung von polymorphkernigen Granulozyten und IL-13, wahrend die lobulére Verteilung nach LPS-Gabe homogen
war (A, D, G; Kontrollen; B, E, H; 7d GGL; C, F, I; 24h LPS; Balken in A—I entspricht 100 pum).
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5 Diskussion

Die Regulation von hepatobilidren Transportproteinen nach verschiedenen
cholestatischen Stimuli fuhrt zur Induktion und Perpetierung einer Cholestase.
Veranderungen der Expression von Transportproteinen bei Cholestase sind
aber auch Ausdruck von adaptiven Verdnderungen, die die Exkretion von
cholephilen Substanzen Uber alternative Wege fordern und dazu dienen soll,
den cholestatischen Leberschaden zu reduzieren. Frihere Studien zeigten,
dass die inverse Regulation von Mrp2 und Mrp3 bei obstruktiver Cholestase
auch auf azinarer Ebene stattfindet und stellten die Hypothese auf, dass
verschiedene Hepatozyten-Populationen unterschiedlich auf cholestatische
Stimuli reagieren (Paulusma et al. 2000, Donner und Keppler 2001, Soroka et
al. 2001, Lee at al. 2001, Donner et al. 2004). Hieraus lasst sich schliessen,
dass sowohl das Ausmald als auch die Kompensationsmechanismen einer
Cholestase in verschiedenen Hepatozyten-Populationen unterschiedlich
ausgepragt sind. Ferner lassen sich durch Erkenntnisse der Zonierung weitere
Schlussfolgerungen Uber Regulationsmechanismen von hepatobiliaren

Transportern ableiten.

In den vorliegenden Untersuchungen wurde erarbeitet, dass weitere Gallensalz-
und organische Anionentransporter azindren Regulationsmechanismen
unterliegen.

Im Tiermodell der obstruktiven Cholestase wurde eine koordinierte
Herabregulation von Bsep und Ntcp in der Plasmamembran der periportal
gelegenen Hepatozyten beobachtet. In derselben Hepatozyten-Population kam
es zu einem Anstieg der Expression des Oatpla4 und Oatplb2. Oatplad wurde
dabei auch in der Plasmamembran von Glutaminsynthetase-positiven
Leberzellen induziert, die unter physiologischen Bedingungen dieses

Transportprotein nur sehr gering exprimieren.
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Mogliche Effektoren, die zu einer Zonierung dieser Transporter fihren kdnnen
wurden untersucht. Nach obstruktiver Cholestase kam es zu einer Rekrutierung
der neutrophilen, polymorphkernigen Leukozyten in Periportalfeldern und in der
Zone 1. Des Weiteren wurde in diesen Bereichen eine vermehrte Expression
von IL-113 beobachtet. Die Inhibition der Zytokine TNF-a und IL-13 verhinderte

weitgehend die Herabregulation von Bsep in Hepatozyten der Zone 1.

Hemmung der periportalen Herabregulation von Bsep durch Inhibition von
TNF-a oder IL-1R

In einer friheren Arbeit wude gezeigt, dass die Proteinexpression von Bsep bei
obstruktiver Cholestase weitgehend erhalten bleibt (Lee et al. 2000). Die
Expression in verschiedenen Hepatozyten-Populationen wurde jedoch bisher
nicht untersucht.

Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen, dass in Plasmamembranen der
Hepatozyten der Zone 1 eine deutliche Herabregulation von Bsep stattfindet.
Das Erscheinen intrazellularer, submembrantser und vesikularer Strukturen
sowie die Verbreiterung der kanalikularen Membranen in unmittelbarer Néahe
von periportalen Hepatozyten lasst eine posttranskriptionelle Regulation durch
Endozytose vermuten. Die mMRNA-Expression von Bsep war unverandert.

Die Herabregulation von Bsep wurde nach Gabe von Lipopolysaccharid
(Muhlfeld et al. 2003) und nach Behandlung mit TNF-a und IL-1R3 (Geier et al.
2005) beschrieben. Da diese proinflammatorischen Zytokine auch bei
obstruktiver Cholestase freigesetzt werden (Haga et al. 1989, Beierle et al.
1996) erschien ein Einfluss auf die Expression von Bsep prinzipiell moglich. Es
wurden deshalb Zytokin-Hemmversuche mit Hilfe des TNF-a-Fusionsproteins
Etanercept und IL-1B-Antagonisten Anakinra bei Ratten mit obstruktiver
Cholestase durchgefiihrt. Das kanalikularen Bsep-Membransignal blieb nach
Hemmung dieser beiden proinflammatorischen Zytokine weitgehend erhalten.
In einer friheren Studie wurde gezeigt, dass die Herabregulation von Bsep
nach Applikation von TNF-a und IL-13 durch eine verminderte Bindung des
Heterodimers FXR:RXR an das IR-1 Element des Bsep-Promotors verursacht
wird (Geier et al. 2005).
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Es ist daher zu vermuten, dass TNF-a und IL-13 auch bei obstruktiver
Cholestase in periportalen Hepatozyten zu einer verminderten FXR-Bindung an
den Bsep-Promotor fihren und so eine zonale Herabregulation bewirken. Die
Herabregulation von Bsep im humanen Lebergewebe durch TNF-a und IL-113
wird hauptsachlich posttranskriptionell reguliert (Elferink et al. 2004). In der
vorliegenden Arbeit fanden sich bei obstruktiver Cholestase in periportalen
Hepatozyten subapikal vermehrt Bsep-positive Vesikel. Diese Befunde lassen
vermuten, dass die lobuléare Zonierung von Bsep ebenfalls posttranskriptionell
reguliert ist. Die zonale Verteilung von Mrp2 bei obstruktiver Cholestase
(Paulusma et al. 2000) ist identisch mit der Zonierung von Bsep. Hierdurch
entstehnt ein periportales Kompartiment, mit minimaler kanalikularer
Transporterexpression, und ein perivendses Kompartiment mit unverandert

hoher Tranporterexpression.

Zonierte Regulation von Ntcp

Die obstruktive Cholestase fluhrt in periportalen Hepatozyten zu einer selektiven
Herabregulation des an der basolateralen Membran lokalisierten "Natrium-
Taurocholat-Cotransporting-Polypeptids” (Ntcp) (Gartung et al. 1996). Bei
Ratten mit obstruktiver Cholestase und Hemmung von TNF-a und IL-13 konnte
die Herabregulation des Ntcp nicht aufgehoben werden (Geier et al. 2005). Des
Weiteren zeigten FXR-/- Mause unter obstruktiver Cholestase eine
gleichbleibende Expression von Ntcp (Zollner et al. 2005). Bei den in der
vorliegenden Arbeit durchgefihrten Hemmversuchen mit Anakinra und
Etanercept konnte die zonierte Regulation von Ntcp ebenfalls nicht gehemmt
werden. Kongruent zu den vorliegenden Studien wird Ntcp bei obstruktiver
Cholestase somit nicht durch TNF-a und IL-13 reguliert. Die starke
Herabregulation von Ntcp in periportalen Hepatozyten kénnte durch die hohe
Gallensalzkonzentration in Zone 1 erklart werden. In periportalen Hepatozyten
liegt durch die zonale Herabregulation von Bsep ein deutlich reduzierter
kanalikularer Gallensalzexport vor, der mdoglicherweise zu hoheren
intrazellularen Gallensalzkonzentrationen in dieser Hepatozyten-Population

fuhrt. Die periportale Herabregulation des Gallensalztransporters Ntcp muss
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somit als ein wichtiger Schutzmechanismus zur Reduktion der basolateralen
Gallensalzaufnahme bei hohem Gallensalzangebot und reduziertem
kanalikularen Export angesehen werden.

Es ist zu vermuten, dass durch die selektive Herabregulation von Bsep die
Aktivierung des Kernrezeptors FXR in den periportalen Hepatozyten verstarkt
ist. FUr Immunfloreszenzen von FXR und dem Transkriptionsfaktor SHP waren
keine geeigneten Antikorper erhéltlich.

Neben der transkriptionellen Regulation legen die Ntcp-positiven Vesikel in
periportalen Hepatozyten auch eine posttranskriptionelle Regulation durch

Endozytose nahe.

Bedeutung der zonierten Regulation von Oatpla4 und Oatplb2 nach
obstruktiver Cholestase

In der normalen Rattenleber ist die Expression von Oatpla4 heterogen verteilt.
Dabei liegt eine niedrige Expression des Transportproteins periportal und in
unmittelbarer Nahe der Zentralvene, d.h. in Glutaminsynthetase-positiven
Hepatozyten vor. Stedman et al. beschrieben eine vermehrte Expression der
Oatplad mRNA bei Mausen nach Gallengangsligatur (Stedman et al. 2005,
2006). In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass es unter
Gallengangsligatur in den Hepatozyten, die physiologischerweise nur eine
niedrige Expression des Oatplad4 aufweisen, zu einer Induktion dieses
Transporters kommt. Nach 7d Cholestase lag eine homogene Verteilung tber
den gesamten Leber-Lobulus vor. Die lobulare Induktion kam erst durch die
Analyse der zonalen Verteilung zur Darstellung und war in Western Blot und
Real Time-PCR nicht erkennbar.

Die Expression von Oatpla4 wird durch den nukledaren Rezeptor PXR
(Pregnane X Receptor) reguliert (Xie et al. 2001). In Ratten, die mit einem PXR-
Agonisten wie z.B. Phenobarbital oder Pregnenolonl16-a-Carbonitrit behandelt
wurden, wurde Oatpla4 induziert (Rausch-Derra et al. 2001, Hagenbuch et al.
2001, Guo et al. 2002). Weiterhin kommt es sowohl durch Akkumulation der
Gallensaure Lithocholséure unter cholestatischen Bedingungen (Staudinger et
al. 2001), als auch durch Futterung von Cholsdure zu einer Aktivierung von
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PXR und zu einer Induktion von Oatpla4 (Rost et al. 2003). Die Induktion von
OATPla4 mRNA blieb in cholestatischen PXR-/- Mausen aus (Staudinger et al.
2003). Die zonale Induktion von Oatpla4 in der vorliegenden Arbeit ist somit
am ehesten durch eine gallensalzvermittelte Aktivierung von PXR bedingt. Die
Induktion des Oatpla4 wurde durch die Hemmung von TNF-a und IL-13 nicht
beeinflusst. Vermutlich hebt die PXR-vermittelte Aktivierung des Oatpla4-
Promotors durch Gallensalze bei obstruktiver Cholestase die Wirkung von
proinflammatorischen Zytokinen auf.

Die periportale Expression von Oatplb2 wird in der cholestatischen Rattenleber
ebenfalls induziert. Auch diese Isoform ist in der normalen Rattenleber
heterogen verteilt. In periportalen Hepatozyten liegt eine schwéchere
Expression vor als in den Hepatozyten der Zone 2 und 3. Die Induktion in der
cholestatischen Rattenleber erfolgte analog zu Oatpla4, so dass nach 7 Tagen
obstruktiver Cholestase eine homogene lobuléare Expression vorliegt. Bisher ist
nur wenig Uber die Regulation des Oatplb2 bekannt. Rost et al. beschrieben in
Ratten nach Gabe von Cholsdure eine Herabregulation dieses Transporters
(Rost et al. 2003). Eine Induktion von Oatplb2 durch Gallensalze ist daher
unwahrscheinlich. Dagegen zeigten Untersuchungen an Mausen, dass
Agonisten der nuklearen Rezeptoren CAR und PXR eine Induktion des
Oatplad bewirken (Guo et al. 2003). Es ist zu vermuten, dass die Induktion von
Oatplb2 Uber einen dieser beiden Kernrezeptoren vermittelt wird (Wagner et al.
2005a). Dieser Mechanismus ist vermutlich dafur verantwortlich, dass die nach
LPS-Gabe auftretende, zytokinvermittelte Herabregulation von Oatplb2 bei
obstruktiver Cholestase nicht stattfindet. Die durchgeflihrten Hemmversuche mit
Etanercept und Anakinra konnten die Induktion nicht aufheben. Bilirubin stellt
einen Liganden und Aktivator fur CAR dar und kommt als Kandidat fur die
Induktion von Oatplb2 bei obstruktiver Cholestase in Frage.
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Es gibt zwei mogliche Erklarungen fir die Bedeutung einer zonalen Induktion
von Oatpla4 und Oatplb2 bei obstruktiver Cholestase.

Zunachst ware es denkbar, dass sich die Transportrichtung dieser zwei Oatp-
Isoformen unter cholestatischen Bedingungen andert. In-vitro Experimente an
Xenopus Oozyten zeigten, dass Oatplad einen bidirektionaler Transport
ermdglicht und unter bestimmten Bedingungen Substanzen aus der Zelle
exportiert (Li et al. 2000). Der Export gallepflichtiger Substanzen Uber die
basolaterale Membran stellt einen Kompensationsmechanismus bei Cholestase
dar (Kullak-Ublick 1999, Li et al. 2000, Hagenbuch et al. 2001). Oatpla4 und
Oatplb2 konnten somit neben Mrp3, Mrp4 und Osta/R als weitere
Transportsysteme fur den basolateralen Export von cholephilen Substanzen
fungieren.

Eine zweite mdgliche Erklarung basiert auf dem Gedanken, dass cholephile
Substanzen bei Cholestase Uber die basolaterale Hepatozytenmembran
zirkulieren kénnten. Durch die mehrfache intrazellulare Passage konnten diese
Substanzen besser einer Hydroxylierung und Konjugation zugefuhrt werden.
Basolateral ausgeschiedene Substrate wie polyhydroxylierte Gallensduren
konnen durch ihre groRere Hydrophilie besser kompensatorisch renal

ausgeschieden werden.

Zonale Verteilung von Entzindungsmediatoren

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die periportale Herabregulation
von Bsep bei obstruktiver Cholestase durch TNF-a und IL-113 erfolgt. Daraus
resultierte die Fragestellung, ob die inflammatorische Antwort bei obstruktiver
Cholestase zu dieser Zonierung fuhrt.

Die zonale Herabregulation von Bsep durch TNF-a und IL-18 liel3 vermuten,
dass die Entzindungsantwort der Leber ebenfalls zoniert erfolgt. Deshalb
wurden die Verteilung der leberspezifischen Makrophagen (Kupfferzellen) und
der MPO-positiven Entzindungszellen (v.a. neutrophile Granulozyten)
untersucht. MPO-positive Zellen waren bei obstruktiver Cholestase periportal

deutlich vermehrt.
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Experimentelle Daten weisen darauf hin, dass das Fehlen von Gallensalzen im
Intestinum zu einer intestinalen bakteriellen Translokation flhrt. Dies geht
einher mit einer portalen Endotoxdmie und bewirkt eine Aktivierung von
Kupfferzellen (Sheen-Chen et al. 1998, Minter et al. 2005, Holub et al. 2009).
Moglicherweise tragt auch eine héhere periportale Gallensalzkonzentration bei
obstruktiver Cholestase zu einer Aktivierung von Kupfferzellen und
Granulozyten bei.

Diese in Zone 1 ausgepragte Entziindungsantwort kann eine zonale Regulation
von hepatobilidren Transportern bedingen. Kongruent dazu kam es zu einer

vermehrten periportalen Expression von IL-113.

Zonale Verteilung von hepatobiliaren Transportern nach
Lipopolysaccharid-Gabe

In verschiedenen Vorarbeiten wurde die LPS-abhangige Herabregulation von
Bsep (Muhlfeld et al. 2003), Ntcp (Cherrington et al. 2004) und verschiedenen
Oatp-Isoformen (Cherrington et al. 2004, Davis et al. 2002) beschrieben. Im
Gegensatz zu den Verénderungen bei obstruktiver Cholestase, zeigten die in
der vorliegenden Arbeit untersuchten Transporter nach Gabe des Endotoxins
Lipopolysaccharid keine relevante Zonierung. Dies laf3t vermuten, dass die
Sekretion proinflammatorischer Zytokine nach LPS-Gabe nicht, wie bei
obstruktiver Cholestase zoniert, sondern panazinar erfolgt. Nach LPS-Gabe
nahm die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten im gesamten Azinus
homogen zu. Die panazinare proinflammatorische Reaktion nach LPS-Gabe
war kongruent zu dem zonalen Verteilungsmuster der untersuchten

Transporter.
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Schlussfolgerung der vorliegenden Arbeit

Gallensalz- und organische Anionentransporter unterliegen bei obstruktiver
Cholestase einer zonalen Regulation. Bsep wird bei obstruktiver Cholestase
TNF-a und IL-1R3-abhangig reguliert. Es entstehen zwei Kompartimente, von
denen das periportale eine cholestatische, das perizentrale Kompartiment
jedoch eine praktisch normale Transporterexpression aufweist. Die zonale
Herabregulation des Bsep dient dazu, die biliare Gallensalzsekretion zu
reduzieren und somit die cholangiozytare Schéadigung bei obstruktiver
Cholestase zu vermindern.

Die zonalen Verdnderungen von Ntcp und Oatpla4 konnten durch eine hohe
periportale Gallensalzkonzentration ausgeldst werden. Hierdurch entwickeln
periportale Hepatozyten einen "cholestatischen Phanotyp" der
Transporterexpression, wahrend sich die Expression in perizentralen
Hepatozyten nicht signifikant verandert.

Die Induktion von Oatplad und Oatplb2 konnte die basolaterale alternative
Sekretion von intrazellularen zytotoxischen cholephilen Substraten erleichtern.
Das Zusammenspiel dieser Anpassungsvorgange konnte die Schéadigung
periportaler Hepatozyten bei Cholestase reduzieren.

Die vorliegenden Untersuchungsergebnisse zeigen weiterhin, dass das zonale
Expressionsmuster der hepatobiliaren Transportersysteme bei zukinftigen
Untersuchungen bericksichtigt werden sollte, da die Transporterregulation in
verschiedenen Hepatozytenpopulationen heterogen verlaufen kann und im

Western Blot dann moglicherweise unterschéatzt wird.
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6 Zusammenfassung

Die inverse Regulation des Multidrug Resistance Protein 2 (Mrp2) und 3 (Mrp3)
stellt einen wichtigen Mechanismus zur Reduktion des cholestatischen
Leberschadens dar. In der vorliegenden Arbeit wurde die zonale Expression der
Gallensalztransportpumpe (Bsep), des "Natrium-Taurocholat-Cotransporting-
Polypeptid” (Ntcp) und 3 Isoformen der Familie organischer Anionentransporter
(Oatplal, Oatplad und Oatplb2) bei obstruktiver Cholestase und nach LPS-
Gabe in der Rattenleber untersucht. In der normalen Rattenleber waren Bsep,
Ntcp und Oatplal zonal homogen verteilt. Die Expression von Oatpla4 und
Oatplb2 waren in Hepatozyten der Zone 3 stark exprimiert. Die Expression
nahm zur Zone 1 hin kontinuierlich ab. Glutaminsynthetase-positive
Hepatozyten wiesen eine deutlich geringere Expression von Oatpla4 auf als
die umliegenden Hepatozyten der Zone 3. Bei obstruktiver Cholestase kam es
zu einer signifikanten Herabregulation von Bsep und Ntcp in periportalen
Hepatozyten, wahrend die Expression in perivendsen Hepatozyten unverandert
blieb. Periportale Hepatozyten zeigten zunehmend Bsep- und Ntcp-positive
intrazellulare Vesikel. Oatpla4 wurde in Glutaminsynthetase-positiven
perizentralen und in periportalen Hepatozyten induziert. Oatplb2 wurde
ebenfalls in periportalen Hepatozyten induziert. Nach Hemmung von TNF-a und
IL-11 war die periportale Herabregulation von Bsep reversibel. Die Rekrutierung
von neutrophilen Granulozyten und Expression von IL-13 war periportal deutlich
starker ausgepragt als perizentral. Die Ubrigen untersuchten Transporter
wurden in ihrer Expression und Zonierung nach Hemmung von TNF-a und IL-
113 nicht beeinflusst. Nach Gabe von LPS trat keine signifikante Zonierung der
untersuchten Transporter auf. Die zonale Herabregulation von Bsep bei
obstruktiver Cholestase wird somit durch eine portale Entziindung ausgelost
und durch TNF-a und IL-1 vermittelt. Die periportale Induktion von Oatpla4
und Oatplb2, sowie die periportale Herabregulation von Ntcp kénnten eine
Rolle bei dem vermehrten basolateralen Export und der verminderten
Aufnahme von cholephilen Substanzen in Hepatozyten mit deutlicher
Herabregulation von Bsep und Mrp2 spielen.
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7 Summary

Inverse acinar regulation of multidrug resistance protein 2 (Mrp2) and 3 (Mrp3)
represents an important adaptive response to reduce hepatocellular cholestatic
injury. This study investigated zonal expression of bile salt export pump (Bsep),
natrium cotransporting polypeptid (Ntcp), organic anion transporting polypeptid
lal (Oatplal), organic anion transporting polypeptid 1a4 (oatpla4) and organic
anion transporting polypeptid 1b2 (Oatplb2) in rat liver following bile duct
ligation (BDL) and LPS treatment.

In normal rat liver Bsep, Ntcp, Oatplal were homogeneously zonated, whereas
Oatplad and Oatplb2 expression gradually decreased from zone 3 to 1.
Glutamine synthetase-positive pericentral hepatocytes had a marker lower
Oatplad peak immunofluorescence than the remaining zone 3 hepatocytes. In
cholestatic rat liver Bsep and Ntcp peak immunofluorescence in periportal
hepatocytes significantly decreased, whereas peak immunofluorescence in
pericentral hepatocytes was not significantly altered. Periportal hepatocytes
further showed a fuzzy Bsep and Ntcp membrane staining and increasing Bsep-
and Ntcp-positive vesicles. Oatpla4 was induced in periportal hepatocytes and
in glutamine synthetase-positive pericentral hepatocytes. Likewise Oatplb2 was
induced in periportal hepatocytes. Inactivation of IL-13 and TNF-a largely
inhibited periportal down-regulation of Bsep. Recruiting of neutrophile
granulocytes and expression of IL-13 were more pronounced in periportal
hepatocytes regulation and zonation. The other investigated transporters were
not influenced by inactivation of TNF-a or IL-13. No significant transporter
zonation was seen following LPS treatment. Zonal down-regulation of Bsep in
obstructive cholestasis thus is triggered by portal inflammation and mediated by
TNF-a and IL-1.

Induction of periportal Oatpla4 and Oatplb2 as well as periportal down-
regulation of Ntcp may play a role in compensatory basolateral export and
decreased uptake of cholephilic substances in hepatocytes with profound down-
regulation of Bsep and Mrp2. The mechanism described could contribute to

reduce liver injury in obstructive cholestasis.
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