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Einleitung

1.1 Bedeutung und Bildung reaktiver Sauerstoffspezies

Bereits unter physiologischen Bedingungen werden in Gegenwart von Sauerstoff
reaktive Sauerstoff-Spezies (ROS) von nahezu allen Zellen des Koérpers gebildet.
Oxidasen wie die Aminosaure- oder Xanthin-Oxidase sowie der Elektronentransport
der mitochondrialen Atmungskette Ubertragen Elektronen auf molekularen
Sauerstoff. Dabei entsteht das Superoxidanion-Radikal (O:"), das spontan oder
enzymatisch durch die Superoxid-Dismutase (SOD) katalysiert wird und zu
Wasserstoffperoxid (H20:) dismutiert (Fridovich 1975):

0.7+ 02" + H+ —» H0: + O

Trotz ihrer relativ schwachen oxidierenden Eigenschaften besitzen O.” und H:0:
eine zentrale Rolle bei der Entstehung oxidativer Zellschaden. Sie dienen als
wichtige Vorstufe toxischer Radikale und Oxidantien und bilden auf3erdem unter
Anwesenheit von Fe™- und Cu- lonen &uRerst reaktive und zytotoxische
Hydroxylradikale (HO™) (Yu 1994). So wird z. B. bei Entziindungsreaktionen von
Granulozyten und Makrophagen das Stickstoffmonoxid-Radikal ("NO) freigesetzt,
welches selbst keine toxischen Eigenschaften besitzt, allerdings durch Reaktion mit
O:"" toxische Peroxynitrit-Anionen bildet (Beckmann 1990; Inoue 1995).

Zu den radikalischen ROS zahlen das Superoxidanion (O:""), das Hydroxylradikal
(OH"), das Peroxylradikal (RO:), das Alkoxyl-Radikal (RO’) sowie das
Hydroxyperoxyl-Radikal (HO:"). Nichtradikalische ROS sind Wasserstoffperoxid,

hypohalide Saure, Ozon und Peroxynitrit.
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ONOO™
*NO
Myeloperoxidase
Ccr H,0, GSH
Fe2+ Cul”t
HOC1 ‘OH H,0+0, GSSG+H,0

Abbildung 1 : Die Bildung zytotoxischer Oxidantien aus O** und H,0,.

Toxische Oxidantien entstehen aus dem wenig reaktiven Superoxid-Anion (0?*), das
z.B. von aktivierten Makrophagen sezerniert wird. O** dismutiert spontan oder
katalysiert durch das Enzym Superoxid-Dismutase (SOD) zu H:0.. Dessen
Reaktivitat ist ebenfalls gering, jedoch kann es in Anwesenheit von Fe** mit O** zu
toxischen Hydroxyl-Radikalen (OHe) reagieren und wird im Zellstoffwechsel durch die
Glutathion-Peroxidase oder Katalase reduziert Desweiteren bildet H-O. durch die
Myeloperoxidase-katalysierte Reaktion mit Haliden (z.B. CI-) hypohalide Sauren (z.B.
HOCI), die mit Aminen zu toxischen Chloraminen reagieren kénnen. Die Bildung von
Hydroxyl-Radikalen und Myeloperoxidase-Produkten ist damit von der O%** - und
H:0--Bildungsrate, der Anwesenheit von Fe* und der Aktivitait O?" -und H:O:-
abbauender Enzyme abhangig. Dargestellt ist auRerdem die Reaktion von O?* mit
*NO, das eine ahnlich geringe Toxizitit wie O*" besitzt. Die bei dieser Reaktion
entstehenden Peroxynitrit-Anionen besitzen eine erheblich héhere Toxizitat als 0%
und *NO.
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Oxidative Zellschaden entstehen dann, wenn die Bildung der Oxidantien die

antioxidative Kapazitat Gberschreitet.

Reaktive Sauerstoffspezies koénnen an nahezu allen Biomoleklilen wie
Nukleinséuren, Proteinen, Fetten und Kohlenhydraten strukturelle Anderungen
bewirken und dadurch deren biologische Funktion verandern (Janssen 1993). Durch
die Moglichkeit der Schadigung sehr verschiedener Moleklle in verschiedener
Auspragung und Kombination ergibt sich ein buntes Bild biochemischer Lasionen
und ihrer Konsequenzen.

Dabei ist der Bildungsort der reaktiven Sauerstoffradikale flr die Art und Auswirkung
der Schadigung entscheidend, da die sehr reaktiven und kurzlebigen
Sauerstoffintermediate nur in unmittelbarer Nahe ihres Entstehungsortes wirksam
sind (Fee 1977). Membranschaden entstehen so z.B. durch die Reaktion von O,-
Radikalen mit Membranlipiden. Bei der Interaktion von reaktiven Sauerstoffspezies
mit Proteinen wiederum ist die Beeinflussung von Enzymaktivitaten durch Oxidation
von SH-Gruppen von Bedeutung.

Da die Bildung reaktiver Sauerstoffradikale eine Begleiterscheinung des Lebens
unter aeroben Bedingungen und fur viele physiologische Prozesse (z.B. die
unspezifische Infektabwehr durch phagozytierende Zellen wie Makrophagen und
Granulozyten) erforderlich ist, andererseits aber zu Gewebsschadigung flihren kann,

sind Schutzmechanismen bei UberschielRender Produktion von Noten.

1.2 Antioxidative Schutzmechanismen

Zellen sind sowohl in ROS- bildenden, als auch in ROS-exponierten Kompartimenten
mit dulBerst wirksamen antioxidativen Schutzmechanismen ausgestattet (Tabelle 1).
Wie bereits erlautert, sind potentiell toxische ROS als Folgeprodukte von O," und
H.O, anzusehen, weshalb ein effizientes priméres antioxidatives Schutzsystem zur

Entgiftung von O2 und H2O; von existentieller Wichtigkeit ist.
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Hierzu zahlen neben dem Enzym Superoxid-Dismutase (SOD), das durch
Beschleunigung der O;°- Umwandlung zu H;O, die Bildung von Peroxynitrit

vermindert, die Enzyme Katalase, Glutathion-Peroxidase und GSH.
Der Abbau von H;0O; ist durch die Enzyme Katalase und Glutathion-Peroxidase sogar

doppelt abgesichert (Yu 1994). Darlber hinaus wird die Zelle durch verschiedene

sekundére Antioxidantien geschutzt (Tabelle 1).

Tabelle 1: Primarer und sekundarer oxidativer Schutz der Zelle.

Antioxidantien Lokalisation Mechanismus
Primar
SOD Zytosol, Mitochondrien | O2" - Dismutation
Katalase Peroxisomen H202 — Reduktion
GSH-Peroxidase | Zyotosol, Mitochondrien | H202— Reduktion
GSH Zyotosol, Mitochondrien | Substrat der GSH-Peroxidase
Sekundar
GSSG-Reduktase | Zytosol GSSG-Reduktion zu GSH
Thioredoxin Zytosol Protein-Reduktion
Vitamin C Zytosol Reduktion von S-S-Bindungen
Vitamin E Membranen Reaktion mit Lipid-Peroxyl- Radikalen
Bilirubin Zytosol Reaktion mit Lipid-Peroxyl- Radikalen

Ausfiihrliche Beschreibung im Text.

Diese sekundaren Antioxidantien koénnen z.B. eine bereits ablaufende
Radikalkettenreaktionen unterbrechen (Vitamin E, Bilirubin), den reduzierten Zustand
primarer Antioxidantien wie Glutathion erhalten (Glutathion-Reduktase, Vitamin C)

sowie oxidierte Proteine reduzieren (Thioredoxin-System).
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Im Vergleich zum Intrazellularraum besitzen extrazellulare Matrix und Blut ein
wesentlich geringeres antioxidatives Potential (Halliwell 1986). Im Plasma existieren
vor allem indirekte Schutzmechanismen durch Eisen- und Kupfer-bindende Proteine

wie z.B. Albumin, Transferrin und Coeruloplasmin (Tabelle 2).

Unter den in Tabelle 2 aufgefUhrten Antioxidantien des Extrazellularraumes besitzt
reduziertes Glutathion (GSH) wahrscheinlich die groRte Bedeutung, woflr zunachst
allein schon die chemischen Besonderheiten von GSH sprechen. Wahrend andere
Antioxidantien eine strenge ROS-Spezifitat auszeichnet (Tabelle 1 und 2), kann

GSH mit nahezu allen ROS eine spontane chemische Reaktion eingehen.

Tabelle 2: Extrazellulare Antioxidantien

Antioxidantien Antioxidativer Mechanismus
Albumin Fe — Bindung, Reaktion mit OH
Transferrin Fe — Bindung
Coeruloplasmin Fe* - Oxidation, Cu - Bindung
GSH Nicht-enzymatische Reduktion von H;O, HOCI
und Peroxynitrit
Harnsaure Fe- und Cu — Bindung
Vitamin C Reduktion von S-S-Bindungen
Vitamin E Reaktion mit Lipid-Peroxyl- Radikalen
Bilirubin Reaktion mit Lipid-Peroxyl- Radikalen

(aus ,Bedeutung reaktiver Sauerstoffspezies in der Pathologie des Ischdmie-

Reperfusionsschadens*” Bilzer et al. 2004)

Die Reduktion von H;0,, HOCI" und ONOO" wird dabei als besonders wichtig
erachtet (Bilzer 1991, Liu 1994, Knight 2002).
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Ferner zeigten funktionelle Untersuchungen in Sepsis- Modellen eine enge
Korrelation zwischen oxidativen Gewebeschaden durch aktivierte Makrophagen bzw.
Granulozyten und dem Plasma- GSH-Gehalt (Jaeschke 1994, Liu 1994).

Die extrazellulare Konzentration des GSH ist mit 5-10 uM im Vergleich zur
intrazellularen Konzentration (2000-10000 uM) sehr gering und kann deshalb nur

bedingt vor extrazellular generierten ROS schitzen.

Letztlich erklart das geringe antioxidative Potential des Extrazellularraumes
Gewebeschaden durch aktivierte Granulozyten und Makrophagen bei Entziindungen.
Andererseits sind fur die physiologischen Funktionen dieser Zellen, wie z.B. die
Destruktion von Bakterien und Tumorzellen, ROS erforderlich.

ROS kdénnen mit nahezu allen Biomolekulen wie Nukleinsduren, Proteinen und
Fetten reagieren und hierdurch eingreifende strukturelle und funktionelle

Veranderungen bewirken (Janssen 1993).

1.3 GSH-Export in die Sinusoide als wichtiger extrazellularer antioxidativer

Schutzmechanismus

Glutathion (y-Glutamyl-cysteinyl-glycin) ist ein Tripeptid, das im Stoffwechsel der
Zellen eine herausragende Rolle spielt und in hoher Konzentration vorhanden ist. Es
ist in einen Redoxkreislauf eingebunden, in dem es in oxidierter (GSSG) und in
reduzierter Form (GSH) vorliegt (Kaplowitz 1985). In diesem Redoxsystem wird die
Reduktion von GSSG zu GSH durch die Glutathion-Reduktase katalysiert, wobei das
Gleichgewicht stark zugunsten des reduzierten Glutathion verschoben und NADPH
als Cofaktor notwendig ist. Das Verhaltnis von oxidierter zu reduzierter Form
bestimmt das Redoxpotential des umgebenden Milieus und damit auch die Funktion
von Enzymen. Neben seiner Wirkung als Radikalfanger hat das Redoxsystem
Glutathion (GSH/GSSG) noch zahlreiche Schlusselfunktionen bei biochemischen
Prozessen inne (Sies und Summer 1975, Anundi 1979, Samuelson 1983, Meister
1984).
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So spielt es eine wichtige Rolle:

) bei der Leukotrienbiosynthese

) bei der Deaktivierung toxischer, elektrophiler Agentien mit Disulfidbriicken
c) als Coenzym verschiedener anderer Enzyme

) beim Abbau von Peroxiden und anderen Oxidantien

) als Steuermolekll der Mitose und aller Reparaturgene

f) far die Synthese von DNA-Vorstufen

Zu schweren pathophysiologischen Konsequenzen kann es demnach kommen,
wenn eine zu groRe Anzahl von Oxidantien die Kapazitat des Glutathion -
Metabolismus Ubersteigt und hieraus oxidativer Stress resultiert. Die dabei nicht
entgifteten Oxidantien kdénnen Strukturproteine, Enzyme, Membranlipide und

Nukleinsauren angreifen und somit entscheidend die Zellfunktion beeintrachtigen.

Im Lebergewebe findet sich Glutathion unter physiologischen Bedingungen
vorwiegend in reduzierter Form im Verhaltnis GSH:GSSG = 250:1 (Kaplowitz 1985).
Bei einer Halbwertszeit von 3-5 Stunden in den Hepatozyten der Ratte (Orrenius
1983) wird intrazellulares GSH von Hepatozyten in reduzierter Form in den
Sinusoidalraum und in oxidierter Form (GSSG) biliar exportiert (Lauterburg und Smith
1986). Unter Sauerstoffmangel wird allerdings zudem auch ein zusatzlicher
sinusoidaler Efflux von GSSG beobachtet (Sies und Akerboom 1984). Eine
bestimmte basale Menge Glutathion verlasst standig die Leberzelle und tritt in das
Blutplasma Uber (Anderson und Meister 1980). Die Rate dieser Freisetzung in das
Plasma ist dabei von der GSH- Konzentration in der Leberzelle abhangig (Ookthens
1985). Steigt der intrazellulare GSH-Gehalt an, so erreicht die sinusoidale
Freisetzung einen Sattigungsgrad; fallen die Werte ab, geht auch der Efflux in das
Blutplasma zurick.

Aufgrund dieser und weiterer Untersuchungen kam Kaplowitz (1985) zu der
Auffassung, dass es sich bei der sinusoidalen Freisetzung von GSH um einen

Carrier- vermittelten Transport handelt.
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Die hierdurch entstehende GSH- Plasmakonzentration ist im Vergleich zur
intrazellularen Konzentration allerdings sehr niedrig und liegt speziesabhangig bei 5-
15 uM (Jaeschke 1988, Michelet 1995).

GSSG verlasst die Leberzelle Uber die Sinusoide in noch sehr viel geringeren
Mengen, Bartoli konnte die Freisetzung von GSSG bezogen auf GSH in einer 10-
fach geringeren Menge nachweisen (Bartoli und Sies 1978).

GSSG wird in groBen Mengen aus der Leberzelle kanalikular in die Galle
abgegeben, so dass es in der Galle in 10 bis 20- fach hoherer Konzentration
erscheint als in der Leberzelle (Lauterburg 1984). Hierbei konnte eine direkte
Proportionalitat der  Konzentrationen  zwischen beiden  Kompartimenten
nachgewiesen werden (Akerboom 1982, Lauterburg 1982) (Abb.2).

S

‘jz

202

sinusoid

Katalase

Abbildung 2 : Bildung und Entgiftung von ROS in der Leber. Detaillierte

Beschreibung im Text.
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1.4 GSH- Transporter

Die Leber spielt eine Schllsselrolle in der Versorgung anderer Organe mit Glutathion
und setzt GSH am sinusoidalen Pol in das Blut sowie am canalikularen Pol in die
Galle frei. Dieser Efflux erscheint an beiden Polen durch einen low-affinity Carrier-
vermittelt zu sein (Kaplowitz 1985, Fernandez-Checa 1992, Garcia-Ruiz 1992).
Besonderheiten des Transports an beiden Polen des Hepatozyten flhrten zu der
Auffassung, dass zwei verschiedene Transportsysteme existieren miussen.

Trotz zahlreicher Vorarbeiten zum GSH-Transport wurden die verantwortlichen
Transportproteine bislang erst teilweise identifiziert.

In Studien der letzten Jahre konnte allerdings gezeigt werden, dass sowohl Vertreter
der Multidrug resistance-associated protein- Familie (MRP/CFTR bzw. ABCC)
(Keppler 1996,1997 und 1998, Konig 1999, Leier 1996) als auch der Organic anion
transporting polypeptide- Familie (OATP bzw. SLC21A) an diesem Prozess beteiligt
sind (Ballatori 1998, 2004 und 2005, Li 1998, 2000) (Abb. 3).

/ OATP

GSH

GSH >

MRP
ATP

K Mammalian Cell

Abbildung 3: GSH-Transport/Proteine in Sdugetierzellen.

Saugetierzellen exportieren GSH Uber Transportproteine der OATP- und MRP-
Familien (modifiziert nach Ballatori ,Molecular mechanisms of reduced glutathione
transport: role of the MRP/CFTR/ABCC and OATP/SLC21A families of membrane

proteins®).
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1.4.1 Multidrug Resistance Proteine (MRP)

Die MRP/CFTR-Proteine entstammen der Familie C der ABC-Superfamilie (ABCC).
Diese Familie besteht aus insgesamt neun MRP-Genen (MRP1-9), wobei besonders
MRP 1, 2 und 3 eine Rolle fur den GSH-Transport spielen.

Die MRP-Proteine bestehen alle, wie es fur die ABC-Superfamilie ublich ist, aus zwei
Domanen (MSD 1 und 2), die die Zellmembran Uberspannen. Die Domanen selbst
sind jeweils aus sechs transmembrandsen a-Helices zusammengesetzt.

Man vermutet, dass die Bindung von Substraten durch Interaktionen an eben diesen
Helices entsteht. Zusatzlich existieren zwei weitere Nucleotid-binding Domanen an

der zytosolischen Seite des Proteins (Abb. 4).

A. MRP1, MRP2, MRP3, MRP6, and MRP7

MSDO MSDI1 MSD2
NH,
Out
COOH
In
NBDI NBD2
B. MRP4, MRP5, MRPS8, and MRP9
MSDI MSD?2
Out
NH,
COOH
In =~ _
NBD1 NBD2

Abbildung 4: Die vermutete Struktur der MRP-Proteine

(A) MRP1, MRP2, MRP3, MRP6 und MRP7 enthalten, zusatzlich zu den zwei
bekannten Helices der Domanen MSD1 und 2, eine zusatzliche Membranen
Uberspannende Domane, die aus funf transmembrandsen Helices (MSD 0) sowie
zwei Nucleotid-bindende Domanen NBD1 und 2 bestehen.

(B) MRP4, MRP5 und MRP8 enthalten MSD1 und MSD2 sowie NBD1und NBD2.
(modifiziert nach Ballatori ,Molecular mechanisms of reduced glutathione transport:

role of the MRP/CFTR/ABCC and OATP/SLC21A families of membrane proteins®).
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MRP1

MRP1 ist ein ubiquitar in fast allen Zellen des Organismus vorhandenes Protein
(Flens 1996). Es wird vermutet, dass es als GSH-Transporter fungiert, wobei die
genaue Interaktion zwischen Glutathion und dem MRP1-Komplex trotz intensiver

Untersuchungen der letzten Jahre (Marchan 2008) noch nicht endgultig geklart ist.

GSH scheint :

a. selbst ein low-affinity Substrat fir MRP1 zu sein

b. fur den Co-Transport bestimmter MRP1-Substrate notwendig zu sein

c. den Transport bestimmter Verbindungen Uber die Membran zu stimulieren, ohne
diese selbst zu passieren.

d. die Transportrate von Verbindungen wie Vincristin, Etoposid, Daunorubicin oder

Doxorubicin zu erhohen.

Hierbei scheint wiederum die Grésse und Ausrichtung der Bindungsstelle

entscheidend zu sein, ob GSH selbst gebunden und transportiert werden kann.

MRP2

MRP2 ist in 48% der Aminosauren mit MRP1 identisch und damit in der Lage diverse
der oben bereits genannten Substrate wie GSH und Glutathion-S-Konjugate zu
transportieren (Paulusma 1999). MRP2 ist allerdings Uberwiegend nur in der Leber
sowie in geringeren Mengen in der Niere und im Duodenum vorhanden. In diversen
Studien konnte gezeigt werden, dass GSH an MRP2 ahnlich wie an MRP1 sowohl
Co-Transport-Mechanismen stimuliert als auch die ATPase-Aktivitat von MRP2
erhoht (Keppler 1997 und 1998, Konig 1999).

MRP?2 ist in der kanalikularen Membran der Leberzelle lokalisiert und fur den Export
von GSSG und GSH-S- Konjugaten verantwortlich. Eine mogliche Beteiligung am
biliaren GSH-Transport wird jedoch noch kontrovers diskutiert (Ballatori 2005).

11



Einleitung

MRP3

MRP3 ist in 58% der Aminosauren mit MRP1 identisch und, obwohl nicht so ubiquitar
vorhanden wie MRP1, doch weitgehend exprimiert. Besonders hohe Aktivitaten der
RNA-Transkripte finden sich in der Leber, wo sie als Glutathion-S-Konjugat-

Transporter charakterisiert wurden.

Es wird jedoch angenommen, dass GSH selbst nicht von MRP3 transportiert wird,

MRP3 aber in den entero-hepatischen Kreislauf der Gallensalze eingebunden ist.

MRP4 und MRP5

MRP4 und MRP5 fehlt die dritte Membran-Uuberspannende Domane, was darauf
hindeutet, dass sie eine andere Funktion haben, als die Ubrigen Mitglieder der MRP-
Familie. Wahrend die Expression der RNA in den meisten Geweben des Korpers
eher rudimentar ist, konnte MRP4 vor einigen Jahren in der basolateralen Membran
humaner und Ratten-Hepatozyten sowie HepG2-Zellen nachgewiesen werden und
stellt somit diesen Zellen einen alternativen Transportmechanismus fur GSH und
Gallensalze zur Verfigung (Rius 2003). Zudem transportieren beide Proteine cAMP

und cGMP, in welchem Rahmen ein GSH-abhangiger Transport diskutiert wird.

Dagegen ist die Bedeutung von MRP6, MRP7, MRP8 und MRP9 fur den Transport
von GSH bis zum heutigen Tag unbekannt, da Funktion, Lokalisation und Regulation

noch nicht hinreichend untersucht sind.

1.4.2 Organic anion transporting polypeptide (OATP)

Aus der weitlaufigen Gruppe der OATP-Proteine sind bisher 2 Transporter bekannt,
die Glutathion als Substrat akzeptieren und transportieren. Namentlich sind dies
ratOATP 1 und ratOATP 2. Gezeigt werden konnte zudem, dass neben dem
bestehenden elektrischen Gradienten die ratOATP 1- gesteuerte Substrat-Aufnahme

hauptsachlich durch den auswarts gerichteten Glutathion-Efflux getriggert wird.
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Die menschlichen Orthologe der OATP-Proteine missen allerdings noch identifiziert

werden.

1.5 Regulation des GSH-Transportes

Verschiedene Arbeiten konnten unlangst eine gesteigerte oder verminderte
Expression der Transportproteine MRP und OATP unter unterschiedlichen
pathophysiologischen Bedingungen nachweisen (Geier 2005). Dieser Weg der
Regulation des GSH-Transportes bendtigt in aller Regel mehrere Stunden bis Tage
und ist von zahlreichen Faktoren wie zum Beispiel Synthese und Degradation von
Transportproteinen abhangig. Unklar sind dagegen noch die Mechanismen der
schnellen Stimulation der sinusoidalen GSH-Freisetzung unter Stressbedingungen
wie Ischamie-Reperfusion oder Endotoxin-Exposition (Jaeschke 1991, Jaeschke
1992). Gerade dieser Mechanismus erscheint jedoch wichtig, da er Organe durch die
unmittelbare Bereitstellung von GSH gegen oxidativen Stress schutzt. Bislang konnte
am Modelle der perfundierten Rattenleber sowie an Zellkulturen eine Stimulation der
sinusoidalen GSH-Freisetzung durch direkte Zufuhr von Katecholaminen und
Cysteinyl-Leukotrienen nachgewiesen werden (Sies und Graf 1985, Bilzer 1993). Die

physiologische Bedeutung dieser Beobachtung blieb jedoch unklar.

1.6 Morphologie der Leber

Die Leber ist das bedeutendste Stoffwechselorgan des Koérpers. Sie wird durch zwei,
in ihrer HAmodynamik sehr unterschiedliche Gefaldsysteme mit Blut versorgt: Das
Niederdruck- oder Pfortadersystem stellt mit etwa drei Viertel den Hauptanteil des
Blutflusses und fuhrt als funktionelles Gefald sauerstoffarmes, aber nahrstoffreiches
Blut. Im Gegensatz dazu tragt das arterielle Hochdrucksystem mit der A. hepatica,
die als nutritives Gefall sauerstoffreiches Blut fuhrt, nur etwa ein Viertel zur

Zirkulation bei.
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Gemeinsame Endstrecke beider Systeme sind die Lebersinusoide, in denen die
Aufnahme toxischer Substanzen aus dem Blutstrom bzw. die Abgabe wichtiger

Verbindungen wie Glutathion und Gerinnungsfaktoren erfolgt.

Unter den nicht-parenchymalen Zellen der Leber werden Sinusendothel-Zellen,
Kupffer-Zellen und lto-Zellen zusammengefasst, die sich Uberwiegend in der Wand
der Lebersinusoide befinden (Abb. 5).

Das Leberparenchym wird dagegen allein von der Gesamtheit der Hepatozyten
gebildet. Alle diese Zellen sind in unterschiedlich hoher Anzahl vorhanden und

erfullen unterschiedliche Funktionen.

So enthalten die Hepatozyten viele Mitochondrien vom Christa-Typ, Lysosomen und
Peroxisomen, sowie viel glattes und rauhes Endoplasmatische Retikulum (ER). Sie
entnehmen die der Leber zugeflhrten Proteine, Fette und Kohlenhydrate und

verstoffwechseln sie. Als Sekret geben sie die Galle ab.

Gallekanalikuli

Hepatozyten — " “ O

V @Q @—7 Ito-Zellen
/ PIT-ZeIIen’

Sinusendothelzellen Kupffer-Zellen

f\\/g)\\ﬁf@;f
&_ Disse'scher
Raum
O O O

Abbildung 5 : Zelluldrer Aufbau des Leberparenchyms (modifiziert nach Decker
1990). Detaillierte Beschreibung im Text.
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Die Endothelzellen (EC), auch Uferzellen genannt, bilden die Auskleidung der
Sinusoide und verbinden sich wegen ihrer verzweigten Form nur unter Bildung von
Poren, weshalb man die Lebersinusoide auch als Kapillaren vom gefensterten Typ
bezeichnet. Diese Fenestrierungen enthalten dynamische Strukturen, deren
Durchmesser von Blutdruck, vasoaktiven Substanzen, Medikamenten und Giften
abhangt (Fraser 1980/Mc Cuskey 1983) und so in unterschiedlichem Ausmal} den
Durchtritt von Makromolekllen ermdglichen. Eine Vielzahl pathophysiologischer
Zustande, wie z.B. Infektionen oder Ischamie/Reperfusion kann die Integritat der EC
stdren und so u. a. zu einer Aktivierung der Gerinnung und Thrombosebildung fuhren
(Vollmar 1994).

Die Kupffer'schen Sternzellen (KC, Kupffer-Zellen) liegen zwischen den
Endothelzellen und erreichen mit ihren zytoplasmatischen Auslaufern, den
Pseudopodien, den Disse’schen Raum und die Leberparenchymzellen. Es handelt
sich um modifizierte Monozyten, die zu den Makrophagen zahlen und zum RES
(Retikulo-endotheliales System) gerechnet werden. Kufer-Zellen sind amdboid
beweglich und kénnen sich so aus dem Endothelverband 16sen. Ihre Aufgabe ist es,
Viren, Bakterien, Pilze (Thornton 1996) Immunkomplexe, Endotoxine der
gramnegativen Erreger (Decker 1990, Su 2002, Fabriek 2005) und Zelltrimmer, aber
auch Tumorzellen aus dem von der V. portae kommenden Blut zu phagozytieren (Mc
Cuskey 1984). Neben der Fahigkeit zur Phagozytose haben KC einen
entscheidenden Anteil an der Bildung und Freisetzung vasoaktiver, insbesondere
vasokonstriktiver Substanzen wie Prostaglandinen und Leukotrienen, die den
sinusoidalen Blutflufd regulieren (Nolan 1981). Darlber hinaus produzieren aktivierte
KC neben freien Sauerstoffradikalen (ROS) weitere pro-inflammatorische Mediatoren
wie Zytokine (TNF-a, IL-1, IL-6), Eicosanoide und ,platelet activating factor® (PAF)
(Decker 1990, Laskin 1990, Wanner 1996, Bilzer 2005).
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1.7 Die Rolle der Kupfferzellen als Produzenten verschiedener Zytokine und

parakriner Hormone

Aufgrund ihrer Morphologie und Funktion gehoéren die Kupffer'schen Sternzellen zum
mononukledren Phagozytensystem. Dabei machen sie 80% der im Korper
vorhandenen Makrophagen aus (Klein 1994). Morphologisch handelt es sich bei den
Kupffer-Zellen um grolRe, irregular geformte Zellen, die durch die Bildung von
Protrusionen, Einstllpungen und fadenférmigen Fortsatzen sehr form-variabel sind.
Sie sind zwischen den Sinusendothelzellen lokalisiert, ragen weit in das Zellumen vor
und schaffen durch ihre Fortsatze eine Kommunikation mit den Sinusendothelzellen
und Hepatozyten (Abb.6).

Sie stellen die erste Makrophagenpopulation dar, die mit Bakterien, bakteriellen
Endotoxinen und weiteren bakteriellen Bestandteilen aus dem gastrointestinalen
Trakt in Kontakt kommt (Fox 1987) und besitzen, wie alle Zellen des mononuklearen
Phagozytosesystems die  wichtige  Aufgabe der Phagozytose und

Antigenprasentation.

Abbildung 6: Elektronenmikroskopische Darstellung einer Kupffer'schen
Sternzelle (k) in einem Lebersinusoid (s) in enger Nachbarschaft zu

Hepatozyten (aus Bilzer et al 2005).
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Die rasche Entfernung der Bakterien (-bestandteile) wurde lange Zeit den KS alleine
zugeschrieben (Klein 1994). Neue experimentelle Erkenntnisse zeigen jedoch die
komplexe Kooperation von KS und neutrophilen Granulozyten (Suematsu 2000,
Kappas 2004, Ryter 2006).

Die meisten der in die Leber transportierten Mikroorganismen adharieren in einem
ersten Schritt an KS (Ofek 1997, Shimazu 1999, Akira 2001, Gregory 2002).
Anschliessend vermitteln komplementare Adhasionsmolekile (z.B. CD11b/CD18 und
CD 54) die Anheftung der neutrophilen Granulozyten an KS (Perry 1984, Van Oosten
1995).

Dann werden die an KS gebundenen Mikroorganismen durch Granulozyten
phagozytiert. Im letzten Schritt erfolgt die Terminierung der Entziindung durch
Phagozytose der neutrophilen Granulozyten durch KS (Shi 1996, Brown 2001).
Sowohl phagozytierbare als auch |8sliche Substanzen sind in der Lage, KS zu

aktivieren.

Die wichtigsten KS-Aktivatoren sind die Komplement-Faktoren C3a und Cba
(Schieferdecker 1999 und 2001), B -Glucane von Bakterien und Pilzen (Thornton
1996) sowie die Endotoxine der Gram-negativen Erreger (Decker 1990, Su 2002,
Fabriek 2005). Die mit der Adhasion von Mikroorganismen einhergehende
Aktivierung der KS erfolgt durch eine komplexe Interaktion mit verschiedenen
Oberflachenrezeptoren. Bekannt ist die direkte Aktivierung des Toll-like 4 Rezeptors
durch LPS (Su 2002), wodurch vor allem die NF«B- abhangige Transkription
proinflammatorischer Gene induziert wird. Darlber hinaus ist eine indirekte

Aktivierung der KS durch Endotoxin bekannt.

Hierbei ist, wie in Abbildung 7 beschrieben, die Aktivierung von Komplement durch
Endotoxin mit nachfolgender Bildung der Komplementfaktoren C3a und C5a beteiligt
(Jaeschke 1994). Beide Faktoren sind ausgesprochen starke KS-Aktivatoren, deren
Wirkung auf der Stimulation G-Protein-gekoppelter C3a und C5a-Rezeptoren beruht
(Ember 1997, Schieferdecker 1999 und 2001).
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Die hierdurch aktivierte Phospholipase C fuhrt Uber die Bildung von Inositol-3-
Phosphat sowohl zur Erhéhung der Aktivitat der Proteinkinase C (PKC) als auch zur
Calcium-Mobilisation aus dem endoplasmatischen Retikulum und dem
extrazelluldaren Raum (ber den Weg der Offnung von L-Typ Calciumkanélen,
wodurch die zytosolischen Ca-Konzentration erhdéht und im nachsten Schritt die
Phospholipase A2 stimuliert wird (Decker 1990). Die dabei gebildete Arachidonsaure

steht dann flr die Bildung von Eikosanoiden zur Verfligung.

LBP —  Komplement-Aktivierung

7/ \
+— |Ca?cyt ‘—‘

\ | PLA, |— |cox-1|
|| mes | e
NADPH oxidase
¢ \ ! / \
TNFa  IL-1 NO H,0, « v PGD, PGF,,
IL-6 0y 0, PGE, TXA,

Abbildung 7: Aktivierung von Kupffer-Zellen durch Stimulation von Toll-like-
Rezeptoren (TLR) und Komplement-Rezeptoren. Detaillierte Beschreibung im
Text.
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Der Komplement-Rezeptor-abhangige Weg der KS Aktivierung kann dartber hinaus
durch die B-Glucane der Zellwande von Mikroorganismen aktiviert werden (Thornton
1996).

Ein klassischer und in Tierexperimenten haufig verwendeter KS-Aktivator

ist Zymosan, eine B-Glucan-reiche Zellwandfraktion der Hefe Saccharomyces
cerevisiae. Untersuchungen an kultivierten KS zeigten eine massive Zunahme der
Eikosanoid-Bildung durch Zymosan (Decker 1990). Vermehrt gebildet werden hierbei
sowohl die vasokonstriktorischen Prostanoide PGF2q, TXA2 und PGD2 als auch
Cysteinyl-Leukotriene (synonym Peptidoleukotriene) (Decker 1990, Bilzer 2005).

So scheint z.B. Thromboxan A2 (Haussinger 1988) vasokonstriktorische Effekte durch
Kontraktion  von  hepatischen Ito-Zellen (Kawada  1993) auszuldsen.
Vasokonstriktorische Effekte durch aktivierte KS erscheinen deshalb prinzipiell

maglich.

Gleichzeitig bilden aktivierte KS auch die vasorelaxierenden Prostaglandine E2 und |2
sowie NO (Decker 1990), wobei PGE: hier besonders eine autoregulatorische Rolle
zu spielen scheint, indem es die Synthese von Prostaglandinen und TNF-a durch die
Kupfferzellen inhibiert. Hierdurch konnten vasokonstriktorische Effekte teilweise oder

vollstandig kompensiert bzw. antagonisiert werden.

1.8 Bildung von Eikosanoiden

Eikosanoide sind biologisch aktive Arachidonsauremetabolite, deren Synthese Uber
die Freisetzung von Arachidonsaure durch Phospholipasen und die anschliel3ende
Umwandlung durch Cyclooxygenasen und Lipoxygenasen erfolgt (Samuelson 1987).
Cyclooxygenasen (COX), die den entscheidenden Stoffwechselschritt in der Bildung
der Prostaglandine aus Arachidonsaure katalysieren, kommen in den Isoformen
COX-I und COX-Il vor.

COX-I wird in den meisten Geweben konstitutiv exprimiert, wahrend COX-I| erst

durch inflammatorische Stimuli induziert wird.
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So konnte in normalen, gesunden Lebern auch nur die Expression von COX-I, nicht
aber die von COX-Il nachgewiesen werden (Okamato 2000). Verantwortlich fur die
Bildung besagter Prostaglandine sind in der Leber vor allem Endothelzellen und
Kupffer'sche Sternzellen. Hepatozyten wiederum bilden keine Prostaglandine, sie
degradieren diese nur (Decker 1990).

Zu den von den Endothel- und Kupffer-Zellen gebildeten Prostaglandinen gehoéren
unter anderem Prostaglandin F2q, D2 und E2 sowie das Uber den Thromboxan-
Synthase-Weg gebildete Thromboxan A2, welches aufgrund seiner Instabilitat nahezu
umgehend in das biologisch inaktive Thromboxan B2 umgewandelt wird (Samuelson
1987) (Abb. 8).

Arachidonsaure

Prostaglandin
H,

TXAz'
Rezeptor

Abbildung 8: Bildung der Prostaglandine. Detaillierte Beschreibung im Text.
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Die verschiedenen Prostaglandin-Rezeptoren wiederum sind auf den Hepatozyten
und nicht-parenchymalen Leberzellen in unterschiedlicher Auspragung exprimiert. So
finden sich im Bereich der kontraktilen hepatischen Sternzellen vorwiegend PGF,,.
und PGD,. Rezeptoren, wahrend die Hepatozyten und Endothelzellen alle

Rezeptoren exprimieren (Fennekohl 1999).

Die Verstoffwechselung von Arachidonsaure Uber den Lipoxygenase-Weg fuhrt zur
Bildung von Leukotrienen. Insbesondere fur die Gruppe der Cysteinyl-Leukotriene
LTC4 und LTD4 wurden in der Leber ausgepragte vasokonstriktorische Eigenschaften
beschrieben (Bilzer 1993, Lauterburg 1993). Ferner konnte im Falle einer LTC4 - und
LTD4— Zufuhr zusatzlich eine massive Steigerung der sinusoidalen GSH-Freisetzung
nachgewiesen werden (Bilzer 1993). Unklar ist hingegen, ob dieses Phanomen auch
durch die von den Kupffer-Zellen gebildeten Cys-Leukotriene ausgeldst werden

kann.
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1.9 Steatosis hepatis

Die Verfettung (Steatose) ist eine haufige Erkrankung der Leber mit einer reversiblen
oder irreversiblen Einlagerung von Fett (Uberwiegend von Triglyceriden) in die
Leberzelle in Form von Fettvakuolen, z.B. durch Ubererndhrung (Hyperalimentation),
Alkoholmissbrauch, Medikamente, Toxine oder im Rahmen eines Diabetes mellitus
und stellt im Rahmen einer moglichen Hepatitis oder Zirrhose eine bedeutende
Vorschadigung der Leber dar. Interessanterweise wurde in Fettlebern eine erhdhte
Anzahl und Aktivitat der fir die ROS-Bildung bedeutsamen Kupffer-Zellen ( Teramoto
1993) sowie eine vermehrte peroxismale -Oxidation von Fettsdauren beobachtet
(Day 1998), die wiederum eine weitere Quelle fir ROS darstellen. Ubereinstimmend
mit diesen Ergebnissen konnte in Fettlebern neben einer gesteigerte
Lipidperoxidation (Koneru 1995) eine reduzierte Aktivitat der Katalase nachgewiesen
werden, was auf eine Reduktion der intrazellularen antioxidativen Kapazitat
zugunsten prooxidativer Mechanismen hinweist (Soltys 2001). Dagegen ist noch
unbekannt, ob in Fettlebern die sinusoidale Ausscheidung von Glutathion gestort ist.
Auch dieser Mechanismus kdnnte eine gesteigerte Vulnerabilitat erklaren, da das
von den Hepatozyten freigesetzte GSH die Leber vor vaskularem oxidativen Stress
durch aktivierte Kupffer-Zellen schutzt (Jaeschke 1991).

Angesichts der enormen Bedeutung der ROS-Bildung durch KC sowie ersten
Hinweisen flr eine Zunahme der KC-Dichte und ROS-Bildung in Fettlebern wurde in
der vorliegenden Dissertationsschrift die Hypothese einer in Fettlebern gestorten

sinusoidalen GSH-Freisetzung im Falle einer KC-Aktivierung untersucht.
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Zu Beginn dieser Arbeit war bekannt, dass die Ausscheidung von GSH durch die
Leber in den portalen Blutstrom bei systemischen Entzindungen massiv gesteigert
wird. Dieses Phanomen wird durch eine gesteigerte Versorgung extrahepatischer
Gewebe mit dem Antioxidanz GSH als endogener Schutzmechanismus gegen die
bei Entzindungsreaktionen vermehrt gebildeten Sauerstoffradikale angesehen.
Unbekannt war hingegen, Uber welchen Mechanismus diese Aktivierung ausgelost
und reguliert wird. Es gibt allerdings Hinweise darauf, dass die bei Entziindungen
aktivierten Kupffer'schen Sternzellen der Leber einen entscheidenden Anteil an der
Bildung und Freisetzung vasoaktiver Substanzen, wie Prostaglandine und
Leukotriene, freier Sauerstoffradikale (ROS) sowie anderer pro-inflammatorischer

Mediatoren wie Zytokine (TNF-a, IL-1, IL-6) und Eicosanoide haben.

Ziel der vorliegenden Arbeit war deshalb die Beantwortung folgender Fragen:
1. Wird der sinusoidale GSH-Export der Hepatozyten durch KS reguliert?
2. Welche parakrinen Mediatoren sind an dieser Zell-Zell-Interaktion beteiligt?

Durch Experimente mit Inhibitoren/Antagonisten der Bildung und Wirkung von
Eicosanoiden sowie durch direkte Zufuhr von Prostaglandinen und

Leukotrienen sollte insbesondere:

a. die Rolle von Prostaglandinen

b. die Bedeutung von Leukotrienen

untersucht werden.

3. Ist die Regulation der hepatischen GSH-Ausscheidung durch Kupffer-Zellen

bei Lebererkrankungen gestort?

Diese Frage sollte in einem ersten experimentellen Ansatz am Modell der

makrovesikularen Leberverfettung homozygoter Zucker-Ratten untersucht werden.
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1.10 Experimentelle Modelle und Versuchsprotokoll

1.10.1Rattenleber — Perfusion

Die hier durchgefuhrten Rattenleber- Perfusionen stellen eine Organentnahme dar
und sind als solche anzeige-, aber nicht genehmigungspflichtig. Der Anzeigepflicht

wurde durch Meldung an die Regierung von Oberbayern nachgekommen.

Mannliche Sprague-Dawley-Ratten (250-300 g) und mannliche homozygote Zucker-
Ratten (480 — 560 g) (Charles-River Wiga GmbH, Sulzfeld) wurden in einem
klimatisierten Raum bei einem 12 Stunden Hell-Dunkel-Zyklus gehalten. Bis zum
Versuchsbeginn erhielten die Tiere uneingeschrankt Wasser und Standardfutter der
Firma Altromin (Lage). Die Tiere wurden durch eine intraperitoneale
Pentobarbitalinjektion (50 mg Narcoren/kg Koérpergewicht) anasthesiert und nach
einem standardisierten Protokoll operiert (Sies 1978; Bilzer 1999). Nach Injektion von
250 IU Heparin in die V. femoralis erfolgte die Laparotomie zur Darstellung der
Leberpforte und V. cava inferior. Bei erhaltenem Blutkreislauf wurde die Pfortader mit
einem Polyethylen-Tubus (16 gauche) kanduliert und die Leber umgehend mit Krebs-
Henseleit-Puffer perfundiert (30-33 ml/min). Ein ausreichender Perfusatabflu® war
durch Inzision der Aorta abdominalis sichergestellt. Nach Thorakotomie wurde die V.
cava inferior Uber den rechten Herzvorhof kanuliert, anschlie3end die V. cava inferior
unterhalb der Lebervenen und oberhalb des Abgangs der Nierenvenen ligiert. Durch
diesen Schritt konnte das vendse Leberperfusat vollstandig Uber die in der V. cava
inferior liegende Kanule gewonnen werden. Zur Ableitung der Galle wurde der
Ductus choledochus mit einem Polyethylen-Katheter (Lange 5 c¢m,
Innendurchmesser 0.4 mm, totales Innenvolumen 6 ul) kandliert. Die
volumenkonstante, nicht rezirkulierende Perfusion der Leber erfolgte in allen
Versuchen ausschlieRlich Uber die Pfortader (Abb. 9). Der Perfusatdurchflu® durch
die Leber betrug 3.0-3.5 mil/min x g Leber. Zur Leberperfusion wurde ein

Hamoglobin- und Albumin- freier Krebs-Henseleit-Puffer (pH 7.40, 37°C) verwendet.
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Der Puffer wurde durch einen thermostatisierten Schlauchoxygenator geleitet und
dabei mit Carbogen (O2 95%, CO2 5%) begast, wodurch ein konstanter pH-Wert von
7.40 und eine Temperatur von 37°C erreicht werden konnte (Sies 1978, Akerboom
1982). Der Schlauchoxygenator bestand aus einem ca. 15 m langen Silikonschlauch
(Wandstarke 0.2 mm, Innendurchmesser 2 mm), der um einen thermostatisierten
Aluminiumblock  gewickelt war. Diese Einheit befand sich in einer
gasundurchlassigen Plexiglaskammer, deren Innenraum mit Carbogen begast
wurde. Substanzzugaben erfolgten Uber Infusionspumpen in das zuflieRende
Perfusat vor Eintritt in eine Blasenfalle (Volumen 10 ml), welche ca. 20 cm vor der
Pfortaderkanule plaziert war. Hierdurch wurde bei einer Infusionsgeschwindigkeit von
50-400 ul/min eine homogene Losung der zugefuhrten Stammlésungen
sichergestellt. Die Anordnung der verschiedenen Elemente der Perfusionsanlage ist
schematisch in Abb. 9 dargestellt. Galle- und Perfusatproben wurden in Eppendorf-
Cups gesammelt und bis zur Analyse im Eisbad aufbewahrt. Am Ende der Perfusion

wurde das Feuchtgewicht der Leber bestimmt.

Druckmessung

Infusions-
Oxygenator pumpen

(0,7€0,) (N |

Leber

Krebs-
Henseleit
Puffer

Galle Perfusat-Abfluf3
(LDH, PNP)

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Modells der isoliert perfundierten

Rattenleber. Detalillierte Beschreibung im Text.
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1.10.2Aktivierung Kupffer'scher Sternzellen

Zur Aktivierung Kupffer'scher Sternzellen wurden die Lebern nach Kanulierung der
Pfortader von der 40. - 46. Minute mit Zymosan (150ug/ml) perfundiert (Bilzer 2002).
Zymosan ist ein R-Glykan- reiches Zellwandextrakt der Hefe Saccharomyces
cerevisiae, deren Suspensionen in Krebs-Henseleit-Puffer zur Destruktion der
endogenen Phospholipase Ax-Aktivitat 30 Minuten bei 95°C inkubiert (Dieter 1987)
und anschlief3end auf 37°C abgekuhlt wurden.

Folgende Gruppen wurden untersucht (Abb.10):

Kontrollen: Perfusion der Lebern mit Krebs-Henseleit-Puffer tGber 100 Minuten
(n=6).

Zymosan: Perfusion der Lebern mit Krebs-Henseleit-Puffer und Zufuhr von Zymosan

(150 ug/ml) von der 40. - 46. Minute nach Kanulierung der Pfortader (n=6).

GdCl; und Zymosan: Zur ldentifizierung Kupffer-Zell-vermittelter Effekte wurden die
Tiere 48 h und 24 h vor dem Perfusionsexperiment mit Gadoliniumchlorid (GdCls, 10
mg/kg Koérpergewicht intraperitoneal) behandelt, was in der verwendeten Dosis zu
einer Blockade der Kupffer-Zellen fuhrt (Schauer 2001, Bilzer 2002).

Die Lebern dieser Tiere wurden mit Krebs-Henseleit Puffer perfundiert und Zymosan
(150 ug/ml) von der 40. - 46. Minute nach Kanulierung der Pfortader zugefuhrt (n=6)
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Zymosan
(150pg/ml)
n=+ [ ]
//
I 7/ T T T T T 1
0 30 40 ] 60 70
Perfusionszeit

Abbildung 10: Versuchsprotokoll zur Aktivierung Kupffer‘'scher Sternzellen in

der Leber. Detaillierte Beschreibung im Text.

1.10.3Hemmung des Cyclooxygenase-Weges

Die Untersuchung der funktionellen Bedeutung der von aktivierten Kupffer-Zellen
gebildeten Prostaglandine erfolgte anhand von Inhibitoren der Cyclooxygenase und
Thromboxansynthase bzw. deren Antagonisten in folgenden experimentellen
Gruppen (Abb.11):

Zymosan: Perfusion der Lebern mit Krebs-Henseleit-Puffer und Zufuhr von Zymosan

(150 ug/ml) von der 40. - 46. Minute nach Kanulierung der Pfortader (n=6).

DMSO: Perfusion der Lebern mit Krebs-Henseleit-Puffer und Zufuhr von Zymosan
(150ug/ml) von der 40. - 46. Minute. DMSO, das Lésungsmittel fir unten aufgeflhrte
Inhibitoren und Antagonisten, wurde von der 30.-60. Minute mit einer
Geschwindigkeit von 50 ul/min zugeflhrt (Endkonzentration im Perfusat 22 mM)
(n=5).

Indomethacin: Perfusion der Lebern mit Krebs-Henseleit-Puffer und Zufuhr von
Zymosan (150 ug/ml) von der 40. - 46. Minute. Indomethacin (50 uM), ein Inhibitor

der Cyclooxygenasen | und Il, wurde von der 30.-60. Minute infundiert (n=5).
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SC 560: Perfusion der Lebern mit Krebs-Henseleit-Puffer und Zufuhr von Zymosan
(150 ug/ml) von der 40. - 46. Minute. SC 560 (0.4 uM), ein spezifischer Inhibitor der

Cyclooxygenase |, wurde von der 30. - 60. Minute zugegeben (n=5).

BM 13.177: Perfusion der Lebern mit Krebs-Henseleit-Puffer und Zufuhr von
Zymosan (150 ug/ml) von der 40. - 46. Minute. BM 13.177 (20 uM), ein selektiver

Thromboxan Ax-Rezeptor-Antagonist, wurde von der 30.-60. Minute infundiert (n=5).

Furegrelate: Perfusion der Lebern mit Krebs-Henseleit-Puffer und Zufuhr von
Zymosan (150 ug/ml) von der 40. - 46. Minute. Furegrelate (50 uM), ein

Thromboxan- Synthesehemmer, wurde von der 30.-60. Minute verabreicht (n=4).

Alle Inhibitoren und Rezeptorantagonisten wurden in DMSO gelést und mit einer

Geschwindigkeit von 50 ul/min zugeflhrt.

(150pg/ml)
(n=6)

(n=4) Furegrelate (50 uM)

(n=15) BM 13.177 (20 uM)
(n=5)

sesoam |
I T

(n =5) DMSO (20 uM)

| !

0 30 40
Perfusionszeit

~

N
o
o
~
o

Abbildung 11: Versuchsprotokoll zur Untersuchung des Cyclooxygenase-

Weges. Detalillierte Beschreibung im Text.
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1.10.4Perfusion der Leber mit Prostaglandinen

In weiteren Experimenten sollte der Einfluss extern zugefugter Prostaglandine auf die
sinusoidale Glutathion-Ausscheidung weiter charakterisiert werden. Folgende

Gruppen wurden untersucht:

Kontrollen: Perfusion der Lebern mit Krebs-Henseleit-Puffer Gber 70 Minuten (n=6).

Prostaglandin D, (PGD,): Perfusion der Lebern mit Krebs-Henseleit-Puffer und
Zufuhr von PGD, (3.0 uM) von der 40. - 48. Minute nach Kanulierung der Pfortader
(n=5).

Prostaglandin E, (PGE,): Perfusion der Lebern mit Krebs-Henseleit-Puffer und
Infusion von PGE, (3.0 uM) von der 40. - 48. Minute (n=5).

Prostaglandin F,, (PGF,,): Perfusion der Lebern mit Krebs-Henseleit-Puffer und
Zufuhr von PGF,, (3.0 uM) von der 40. - 48. Minute (n=5).

U-46619: Perfusion der Lebern mit Krebs-Henseleit-Puffer und Infusion von U-46619

(0.1 M), einem TxAz- Rezeptoragonisten, von der 40. - 48. Minute (n=5).
PGD2, PGE2, PGF,, und U-46619 wurden in DMSO geldst und Uber Mikroinfusions-

pumpen mit einer Geschwindigkeit von 50 ul/min zugeflhrt.

1.10.5Untersuchung des Lipoxygenase-Weges

Um den EinfluR des Lipoxygenase-Weges auf die hepatische Glutathion-
Ausscheidung nach Kupffer-Zell-Aktivierung genauer zu untersuchen, wurden
folgende Experimente durchgefuhrt (Abb.12):

Zymosan: Perfusion der Lebern mit Krebs-Henseleit-Puffer und Zufuhr von Zymosan

(150 ug/ml) von der 40. - 46. Minute nach Kanulierung der Pfortader (n=6).
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MK 886: Perfusion der Lebern mit Krebs-Henseleit-Puffer und Zufuhr von Zymosan
(150 ug/ml) von der 40. - 46. Minute. MK 886 (4 uM), ein spezifischer Inhibitor der 5-
Lipoxygenase, wurde von der 30. - 60. Minute zugefuhrt (n=6).

LY 171883: Perfusion der Lebern mit Krebs-Henseleit-Puffer und Zufuhr von
Zymosan (150 ug/ml) von der 40. - 46. Minute. LY 171883 (20 uM), ein spezifischer
Cy s-LT4- Rezeptorantagonist, wurde von der 30. - 60. Minute zugeflhrt (n=6).

MK 886 und LY 171773 wurden in DMSO geldst und Uber Mikroinfusionspumpen mit

einer Geschwindigkeit von 50 pl/min zugefuhrt.

Zymosan
(150pg/ml)

(n=5) N
Ty —

(n=5) [ LY 171883 (20 pM)

/L

T | | |
0 30 40 60 70
Perfusionszeit (min)

Abbildung 12: Versuchsprotokoll zur Untersuchung des Lipoxygenase- Weges.

Detaillierte Beschreibung im Text.
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1.10.6Perfusion der Leber mit LTC,

Der EinfluR von LTC,4 auf die hepatische Glutathion-Ausscheidung wurde durch den

Vergleich der folgenden Gruppen untersucht:

Kontrollen: Perfusion der Lebern mit Krebs-Henseleit-Puffer Gber 70 Minuten (n=6).

LTC,4: Perfusion der Lebern mit Krebs-Henseleit-Puffer und Zufuhr von LTC, (20
nM) von der 40. - 48. Minute (n=5).

LTC4 wurde in Krebs-Henseleit- Puffer gelést und tber Mikroinfusionspumpen mit

einer Geschwindigkeit von 50 pl/min zugefuhrt.

1.10.7Glutathion- Freisetzung verfetteter Lebern

Fir diese Untersuchungen wurden mannliche homozygote Zucker-Ratten im Alter
von 12 Wochen (Fettlebern) verwendet und mit altersgleichen mannlichen Sprague-
Dawley (normales Lebergewebe) verglichen. Folgende Experimente wurden
durchgefuhrt:

Sprague-Dawley: Perfusion der Lebern mit Krebs-Henseleit-Puffer und Zufuhr von

Zymosan (150 ug/ml) von der 40. - 46. Minute nach Kandulierung der Pfortader (n=6).

Zucker: Perfusion der Lebern mit Krebs-Henseleit-Puffer und Zufuhr von Zymosan

(150 ug/ml) von der 40. - 46. Minute nach Kanulierung der Pfortader (n=6).
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1.11 Bestimmungen

1.11.1Portaler Druck perfundierter Rattenlebern

Zur Bestimmung des portalen Druckes wurde ein kalibriertes glasernes Steigrohr
verwendet, das Uber einen Dreiwegehahn an die Pfortaderkanile angeschlossen war
(Bilzer 1995). Die Druckwerte (cm H,O) wurden wahrend der Versuche in 1 - 5-

minUtigen Abstanden abgelesen.

1.11.2GallefluB

Galle wurde in 5-minltigen Intervallen in Eppendorf-Cups gesammelt. In den
Eppendorf-Cups befanden sich jeweils 50 pl Sulfosalicylsaure zur Vermeidung der
Glutathion- Degradation durch die ebenfalls biliar sezernierte y-Glutamyltrans-
petidase (y-GT). Das gewonnene Gallevolumen wurde gravimetrisch ermittelt und

der Gallefluld pro Minute und Gramm Leber berechnet.

1.11.3Sinusoidaler Lactat-Dehydrogenase (LDH)-Efflux

Die sinusoidale LDH-Freisetzung in das Leberperfusat, welche einen empfindlichen
Indikator des Zellschadens perfundierter Rattenlebern darstellt (Sies 1978; Bilzer

1999), wurde photometrisch bei 25°C durch folgenden Testansatz bestimmt :

500 wl Phosphat- Puffer (0.05 M, pH 7.5)
10 wl Pyruvat (60 mM)
10 wl NADH (10 mg/ml)

500 ul Leberperfusat
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Die Abnahme der Extinktion bei 365 nm wurde kontinuierlich mit einem Schreiber
registriert. Zur Berechnung der Enzymaktivitat wurde der Extinktionskoeffizient

1

e365=3.34 mM'1cm' verwendet.

1.11.4Bestimmung von Thromboxan B; und Prostaglandin F2,

Thromboxan B, wurde mit dem standardisierten Radio-Immunoassay (RIA)-Kits der
Firma Amersham Pharmacia Biotech bestimmt. Fir Thromboxan B, werden vom
Hersteller folgende Kreuzreaktivitdten angegeben:Thromboxan B, 100%,
Prostaglandin Fi, <1.0%, Prostaglandin F», 0.4%, Prostaglandin E; <0.03%; alle

anderen Kreuzreaktivitaten lagen unter 0.03%.

Prostaglandin F», wurde mit dem standardisierten Enzym-Immunoassay (EIA) der
Firma Assay Designs, Inc gemessen. Folgende Kreuzreaktivititen werden vom
Hersteller angegeben: Prostaglandin F,, 100%, Prostaglandin F4, 11.82%,
Prostaglandin D, 3.62%, 6-keto-Prostaglandin F4, 1.38%, Prostaglandin 12 1.25%,
Prostaglandin E» 0.77%, Thromboxan B, 0.77%; alle anderen Kreuzreaktionen lagen
unter 0.77%.

Die Berechnung der Prostaglandin-Konzentrationen erfolgte mittels Standardkurven.
Die Perfusatproben wurden in verschiedenen Verdunnungsschritten bestimmt.
Hierdurch wurden von jeder Probe Messwerte innerhalb des linearen Bereichs der

Standardkurven gewonnen.

1.11.5Gesamt-Glutathion in Galle und Leberperfusat

Die Summe des oxidierten (GSSG) und reduzierten Glutathions (GSH) wurde durch

einen kinetischen Test bestimmt (Tietze 1969), der auf folgender Reaktion basiert:

2 GSH + DTNB —— GSSG + 2 TNB

GSSG + NADPH + H" —%— 2 GSH + NADP"
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Die Geschwindigkeit der Extinktionszunahme wahrend der nichtenzymatischen
Reduktion von 5,5' Dithiobis(nitrobenzoesaure) (DTNB) durch GSH wurde bei 405
nm aufgezeichnet. Das bei dieser Reaktion entstandene GSSG wurde enzymatisch
durch die Glutathion-Reduktase (GR) reduziert, so dal} die Reaktionsgeschwindigkeit
der DTNB-Reduktion konstant blieb.

Testansatz: 800 ul Phosphat-Puffer (pH 7.4)
50 ul NADPH (5 mM)
50 ul DTNB (1 mM)
50 ul Perfusat (unverdunnt) / Galle (1:1000 verdunnt)
20 uwl Glutathion-Reduktase (24 U/ml)
50 ul GSH-Standard (4 uM)

5 Minuten nach Beginn der Reaktion wurden dem Testansatz 50 yl GSH-Standard

(4 pM) zugefuhrt, um Testhemmungen auszuschliel3en.

1.11.6Glutathiondisulfid (GSSG) in Galle und Leberperfusat

Das Verhaltnis GSH/GSSG in Leberperfusat und Galle betragt 10:1 (Akerboom
1981). Die Bestimmung der hepatischen GSSG-Freisetzung erfordert deshalb
Malnahmen zur Vermeidung einer spontanen GSH-Autoxidation zu GSSG. Zur
Bestimmung der GSSG-Konzentration wurde aus diesem Grund die von Lauterburg
beschriebene Methode der GSH-Konjugation mit N-Ethylmaleimid (NEM) verwendet
(Lauterburg 1984).

0.5 ml Perfusat bzw. 0.05 ml Galle (in Sulfosalicylsaure) wurden unmittelbar nach der
Gewinnung gleiche Volumina einer 10 mM NEM-L6sung zugefugt. Durch die
spontane Reaktion zwischen GSH und NEM zu einem Glutathionkonjugat wurde
GSH gebunden und eine GSH- Autoxidation zu GSSG verhindert. Uberschiissiges
NEM, das den in 3.3.4. beschriebenen kinetischen Test hemmt, wurde durch
Trennung Uber Sep-Pak C1g Kartuschen eliminiert. Sep-Pak C1s Kartuschen wurden

hierzu mit 10 ml absolutem Methanol und 10 ml Aqua bidest konditioniert.
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Anschlielend wurden 500 ul NEM-Perfusat aufgetragen und mit 1 ml Phosphat-/
EDTA Puffer (pH 7.4) eluiert. Die GSSG-Konzentrationen der NEM-freien Eluate
wurden mit dem in 3.3.5. beschriebenen kinetischen Test ermittelt. Die GSSG-
Wiederfindung betrug 90%.

1.11.7Glutathion (GSH) in Galle und Leberperfusat

Die GSH-Konzentration wurde aus der Differenz zwischen Gesamt-Glutathion
(3.2.5.) und Glutathiondisulfid- Konzentrationen (3.2.6.) berechnet.

1.11.8Gesamt- Glutathion im Lebergewebe

Lebergewebe (1-1.5 g) wurde mit einer in flissigem Stickstoff vorgekihlten
Aluminiumzange schockgefroren. Das Lebergewebe wurde anschlielend unter
flussigem Stickstoff pulverisiert und mit Perchlorsaure (1.0 M) im Verhaltnis 3 ml/g
Leber versetzt (Bilzer 2002). Die Saureextrakte wurden 5 min bei 5000 x g
zentrifugiert (4°C) und der proteinfreie Uberstand zur Bestimmung intrazellulérer
Metabolite verwendet.

Die proteinfreien Saureextrakte wurden in Phosphat-Puffer (pH 7.4) 1:1000 verdinnt
und 50 ul dieser Verdinnungen anschlieRend im kinetischen Test zur Glutathion-

Bestimmung (siehe 3.2.5.) eingesetzt.

1.11.9Histologische Untersuchung des Lebergewebes

Das am Ende der Perfusionsversuche gewonnene Lebergewebe wurde in 4%-iger
Formalinlésung fixiert und danach in Paraffin eingebettet. Die anschliel3end
angefertigten 3 uM dinnen Paraffinschnitte wurden mit Hamatoxylin und Eosin
gefarbt. Im nachsten Schritt erfolgte die lichtmikroskopische Auszahlung verfetteter
Hepatozyten pro 10 Gesichtsfelder (1.96 mm?, ca. 4000 Hepatozyten) durch Frau Dr.
F. Roggel, Pathologisches Institut der LMU.
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1.12 Statistik

Die Ergebnisse sind als Mittelwert+Standardabweichung (SD) dargestellt. Die
Berechnung der Signifikanzniveaus erfolgte mit Hilfe des Programmes Graph Pad
Prism Version fir Windows. Mittelwerte zwischen zwei Gruppen wurden mit dem
Student's-t-Test verglichen. Bei Vergleichen von mehr als zwei Gruppen wurde die
»one-way-ANOVA«-Varianzanalyse angewendet. Ein p-Wert kleiner 0.05 wurde als

statistisch signifikant angenommen.

1.13 Materialien

1.13.1Chemikalien

Dikaliumhydrogenphosphat
Dimethylsulfoxid (DMSO)

5,5-Dithio-bis-2-Nitrobenzoesaure (DTNB)

Ethanol
Ethylendiamintetracetat (EDTA)

Gadolinium (Ill) Chlorid Hexahydrat

Glutathion, reduziert (GSH)
Glutathion, oxidiert (GSSG)
Heparin

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Magnesiumchlorid x 6H,0
Magnesiumsulfat x 7 H,O
Methanol absolut
Natrium-Pyruvat
Natriumchlorid, reinst

Natriumhydrogencarbonat, reinst
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Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, St. Louis

Sigma, St. Louis

Sigma, St. Louis

Ratiopharm, Ulm

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt



Narcoren (Natriumpentobarbital)
N-Ethylmaleimid (NEM)
Nicotinamid-adenin-dinucleotid, reduziert (NADH)
Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phoshat,
reduziert (NADPH)

Perchlorsaure

Sulfosalicylsaure

Zymosan A

1.13.2Rezeptoragonisten und Antagonisten

BM 13.177 (Solutroban)
9,11-Dideoxy-9a, 11a-methanoepoxy-
prostaglandin F,, (U-46619)
Leukotrien C4

LY 171883

Prostaglandin F»,

Prostaglandin D,

Prostaglandin E;

1.13.3Enzyme

Glutathion-Reduktase

Lactat-Dehydrogenase

1.13.4Enzym- Inhibitoren und Aktivatoren

5-(3-Pyrimidinylmethyl)-benzofurancarboxyl-

saure (Furegrelate)
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Rhone-Merieux
Merck, Darmstadt

Boehringer, Mannheim

Boehringer, Mannheim
Merck, Darmstadt
Sigma, St. Louis
Sigma, St. Louis

Boehringer, Mannheim

Calbiochem, Bad Soden
Sigma, St. Louis

Calbiochem, Bad Soden
Calbiochem, Bad Soden
Calbiochem, Bad Soden
Calbiochem, Bad Soden

Sigma, St. Louis

Boehringer, Mannheim

Sigma, St. Louis



5-(4-Chlorophenyl)-1-(4-methoxyphenyl)-3-
trifluormethylpyrazol (SC 560)
1-(p-Chlorobenzoyl)-5-methoxy-2-methyl-1H-

indole-3-essigsaure (Indomethacin)

3-[3-tert-Butylthio-1-(4-chloro-benzyl)-5-isopropyl-
1H-indol-2-yl]-2,2-dimethylpropionsaure (MK 886)

1.13.5Gase

Carbogen (95% Oz, 5% COy,)

1.13.6RIA und ELISA Kits

125
[

Thromboxan B, — [ “°] Biotrak Assay

Prostaglandin F,, Enzyme Immuno Assay Kit

1.13.7Verbrauchsmaterialien

Sep-Pak C18-Kartuschen

1.13.8Pufferlésungen

Krebs-Henseleit:

NaCl 118 mM
KCI 4.8 mM
KH2PO4 1.2 mM
MgSO4x7H20 1.2 mM
NaHCO3 25 mM
CaCly 1.5 mM
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Calbiochem, Bad Soden

Sigma, St. Louis

Calbiochem, Bad Soden

Linde, UnterschleilRheim

Amersham, Freiburg

Assay Design, Ann Arbor

Waters, Milford
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1.14 Perfusion unbehandelter Lebern

Lebern mannlicher Sprague-Dawley Ratten wurden volumenkonstant mit Krebs-
Henseleit- Puffer perfundiert. Nach einer Aquilibrierungsphase von 30 Minuten betrug
die sinusoidale Ausscheidung des reduzierten Glutathions (GSH) 12.8 + 1.9
nmol/min x g Leber und blieb bis zum Ende der Perfusion nach 70 Minuten nahezu
unverandert (13.2 + 1.8 nmol/min x g Leber) (Abb.13). Fur das oxidierte Glutathion
GSSG wurden hingegen 20-fach geringere sinusoidale Effluxraten des oxidierten
Glutathions (GSSG) nachgewiesen, die allerdings wahrend des gesamten

Experimentes ebenfalls einen konstanten Verlauf zeigten (Abb. 14).

Die biliare GSH-Ausscheidung lag nach 30 Minuten bei 2.2 + 0.6 nmol/min x g Leber.
Bis zum Ende der Perfusion kam es zu einem nicht signifikanten Abfall der biliaren
GSH-Ausscheidung auf 1.8 + 0.2 nmol/min x g Leber (Abb. 15), wahrend der
Galleflul3 konstant blieb (Abb. 16). Die biliare GSSG-Ausscheidung zeigte dagegen
einen signifikanten (p<0.5) Abfall von initial 0.42 + 0.08 auf 0.25 + 0.04 nmol/min x g
Leber nach 30 bzw. 70 Minuten (Abb. 16).

Als Parameter der Zellintegritat wurde die sinusoidale LDH-Freisetzung bestimmt.
Die sinusoidale LDH- Freisetzung stieg von 3.6 + 1.4 nach 30 Minuten auf 6.2 + 2.4

mU/min x g Leber am Ende der Perfusion an (Abb. 17).

Insgesamt entsprachen die an unbehandelten Lebern gewonnen Kontrolldaten
sinusoidalen und biliaren GSH- und GSSG-Effluxraten friherer Untersuchungen
(Eberle 1991; Akerboom 1982; Lauterburg 1984; Bilzer 1990; Geier 2004) sowie der
in perfundierten Rattenlebern vorbeschriebenen minimalen Zellschadigung (Sies
1978; Bilzer 1990; Gerbes 1998).
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1.15 Stimulation der sinusoidalen GSH-Ausscheidung nach Aktivierung

Kupffer’'scher Sternzellen durch Zymosan

Die Aktivierung Kupffer'scher Sternzellen (KS) in perfundierten Rattenlebern erfolgte
durch 6-minutige Infusion von Zymosan (150 ug/ml). Wahrend der Zymosan- Infusion
kam es zu einem signifikanten (p<0.05) Anstieg der sinusoidalen GSH-Ausscheidung
von initial 13.9 + 1.8 auf maximal 29.2 + 7.2 nmol/min x g Leber (Abb. 13). Nach
Beendigung der Zymosan- Infusion nahm die sinusoidale GSH-Ausscheidung
zunachst stark ab, blieb dann aber bis zum Ende der Perfusion um etwa 5.5

nmol/min x g Leber Uber dem Ausgangswert signifikant (p<0.05) erhoht (Abb. 13).
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Abbildung 13: Stimulation der sinusoidalen GSH-Ausscheidung nach Infusion
von Zymosan. Zymosan (Zy, 150 ug/ml) wurde von der 40. - 46. Minute nach
Beginn der Perfusion infundiert ( ©, n=5). Im Vergleich zu Kontrollperfusionen ( @ ,
n=5) fihrte Zymosan zu einem signifikanten Anstieg der sinusoidalen GSH-
Ausscheidung mit einem initialen Peak sowie einer lang anhaltenden Erh6hung bis
zum Ende der Perfusion (*p<0.05, x+SD).
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Abbildung 14: Kein EinfluB von Zymosan auf die sinusoidale GSSG-
Ausscheidung. Zymosan (Zy, 150 ug/ml) wurde von der 40. - 46. Minute nach
Beginn der Perfusion infundiert ( © , n=5). Kontrolllebern ( © , n=5) wurden

ausschlie3lich mit Krebs-Henseleit Puffer perfundiert. ( x+SD).
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Abbildung 15: Bilidre GSH-Ausscheidung nach KS-Aktivierung durch Zymosan.
Zymosan (Zy, 150 ug/ml) wurde von der 40. - 46. Minute nach Beginn der Perfusion
infundiert ( © , n=5). Kontrolllebern ( ©, n=5) wurden ausschlieBlich mit Krebs-
Henseleit Puffer perfundiert. (x+SD).
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Abbildung 16: GallefluB und bilidre GSSG-Ausscheidung nach KS-Aktivierung
durch Zymosan. Zymosan (Zy, 150 ug/ml) wurde von der 40. - 46. Minute nach
Beginn der Perfusion infundiert ( n=5). Kontrolllebern (orange/weil3, n=5) wurden
ausschlielich mit Krebs-Henseleit Puffer perfundiert. Weder Galleflul3 (Kreise) noch

biliGre GSSG-Ausscheidung (Dreiecke) wurden durch Zymosan beeinflusst. ( x+SD).

Letztere Ergebnisse zeigen, dass die massive Zunahme der sinusoidalen GSH-
Ausscheidung nach KS-Aktivierung um maximal 15 nmol/min x g Leber nicht durch
cholestatische Effekte bzw. eine um maximal 1 nmol/min x g Leber verminderte
biliare GSH-Exkretion erklart werden kann. In vivo Untersuchungen zeigten eine
betrachtliche Schadigung der Leber nach Aktivierung der KS durch Endotoxine
(Jaeschke 1999). Dieser Befund erscheint wichtig, da hepatische Zellschaden nach

KS-Aktivierung durchaus die vermehrte Freisetzung von Glutathion erklaren kdnnten.
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Tatsachlich war ein betrachtlicher hepatischer Zellschaden auch nach Aktivierung
der KS durch Zymosan im Modell der perfundierten Rattenleber nachweisbar.
Wahrend der Zufuhr von Zymosan kam es zu einer signifikanten (p<0.05) Steigerung
der LDH- Freisetzung von initial 3.9 + 1.8 auf maximal 130 + 45 mU/min x g Leber
(Abb. 17).

Dennoch spricht dieses Ergebnis nicht unbedingt fur eine durch Zellschaden
bedingte sinusoidale GSH-Freisetzung nach KS-Aktivierung, da die sinusoidale
Ausscheidung von GSSG mit vergleichbar niedrigem Molekulargewicht nicht erhoht
war (Abb. 14). Zudem aktiviert Zymosan nicht ausschliel3lich KS, sondern auch

Granulozyten und Endothelzellen der Leber (Decker 1990).
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Abbildung 17: Hepatische Zellschadigung nach KS-Aktivierung durch
Zymosan. Zymosan (Zy, 150 ug/ml) wurde von der 40. - 46. Minute nach Beginn der
Perfusion infundiert ( o n=5). Kontrolllebern ( ° n=5) wurden ausschliel3lich mit
Krebs-Henseleit Puffer  perfundiert. Leberzellschdden wurden durch
spektrophotometrische Bestimmung der LDH-Aktivitdt im Leberperfusat erfasst.

(*0<0.05, x+SD).
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Weitere Experimente sollten deshalb klaren, ob die durch Zymosan induzierte
Stimulation der sinusoidalen Glutathion- Ausscheidung und Zellschadigung durch KS
mediiert wird. Hierzu wurden die KS durch eine 2-tagige Vorbehandlung der Tiere mit

Gadoliniumchlorid funktionell inaktiviert.

Tatsachlich flhrte die Inaktivierung der KS zu einer vollstandigen Hemmung der

durch Zymosan stimulierten sinusoidalen GSH- Freisetzung (Abb. 18).
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Abbildung 18: Stimulation der sinusoidalen GSH-Ausscheidung durch
Zymosan: Hemmung durch funktionelle Inaktivierung der KS. Zymosan (Zy, 150
ug/ml) wurde von der 40. — 46. Minute nach Beginn der Perfusion infundiert ( o,
n=5). Eine weitere Gruppe wurde jeweils 48 h und 24 h vor dem
Perfusionsexperiment mit Gadoliniumchlorid (10 mg/kg KG) zur Blockade der
Kupffer'schen Sternzellen intraperitoneal injiziert ( ® n=5). Der Anstieg der
sinusoidalen GSH-Ausscheidung wurde durch Gadoliniumchlorid  signifikant

(*p<0.05) vermindert (x+SD).
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Auch der durch Zymosan induzierte Zellschaden wurde durch die Vorbehandlung mit
Gadoliniumchlorid nahezu vollstandig aufgehoben (Abb. 19). Die Stimulation der
sinusoidalen GSH-Ausscheidung und Zellschadigung durch Zymosan kann somit auf

eine Aktivierung der KS zurtckgefuhrt werden.
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Abbildung 19: Inaktivierung der KS vermindert hepatische Zellschaden durch
Zymosan. Dargestellt sind die maximalen LDH- Effluxraten der Experimente der

Abb. 5 und 6 zur 45. Minute. (*p<0.05 vs Kontrollen, ¥p<0.05 vs Zymosan, x=SD).
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1.16 Die Rolle von Prostaglandinen bei der Stimulation der hepatischen GSH-

Ausscheidung nach KS- Aktivierung

1.16.1Gesteigerte Bildung von Prostaglandinen durch aktivierte KS

Die Aktivierung isolierter KS durch Zymosan fuhrt zur gesteigerten Bildung und
Freisetzung verschiedener Prostaglandine wie z.B. TxA,, PGFy,,, PGD,, PGE; und
Prostacyclin (Decker 1990). Durch die folgenden Experimente sollte deshalb eine
mdgliche Beteiligung von Prostaglandinen an der Stimulation der sinusoidalen GSH-

Freisetzung nach KS-Aktivierung untersucht werden.

Im ersten Schritt wurde zunachst die Bildung von TxA;, PGFy, und PGD; in

perfundierten Rattenlebern nach Aktivierung der KS durch Zymosan untersucht.

Wie in den Abbildungen 20 und 21 sowie in Tabelle 3 dargestellt, kam es noch
wahrend der Zufuhr von Zymosan zu einem massiven Anstieg der sinusoidalen TxA,-
und PGFy.- Effluxraten mit entsprechender Erhéhung ihrer Konzentration im
Leberperfusat. Maximale Effluxraten wurden dabei zum Zeitpunkt der maximalen
GSH-Ausscheidung erreicht. Die durch Zymosan stimulierten Prostaglandin-
Effluxraten wurden durch eine funktionelle Inaktivierung der KS durch
Gadoliniumchlorid nahezu vollstandig aufgehoben (Tabelle 3). Diese Ergebnisse
zeigen die massive Zunahme der hepatischen Prostaglandinbildung durch aktivierte
KS sowie ihre mdgliche Beteiligung bei der Stimulation der hepatischen GSH-

Freisetzung.
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Abbildung 20: Stimulation der sinusoidalen GSH- und TxBj- Effluxraten durch
Zymosan. Zymosan (Zy, 150 ug/ml) wurde von der 40. — 46. Minute nach Beginn der

Perfusion infundiert (n=5). O, sinusoidale GSH-Effluxraten; o, TxB> -Konzentration

im Leberperfusat. (x + SD).
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Abbildung 21: Stimulation der sinusoidalen GSH- und PGF,, - Effluxraten durch
Zymosan. Zymosan (Zy, 150 ug/ml) wurde von der 40. — 46. Minute nach Beginn der

Perfusion infundiert (n=5). O, sinusoidale GSH-Effluxraten; ., TxB> -Konzentration

im Leberperfusat. (x + SD).
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Tabelle 3: Prostaglandin-Effluxraten (pg/min x g Leber) nach KS- Aktivierung

PGD, PGF,, TxB,
Kontrolle 200 + 37 * <50 * <120 *
Zymosan 7440 + 717 701 + 61 4218 + 789
Zymosan + GdCls 669 + 180 * 194 + 28 * 435+ 68 *

Maximale Prostaglandin- Effluxraten wurden 6 Minuten nach KS Aktivierung durch
Zymosan (150 ug/ml) mittels RIA und ELISA ermittelt. Gadoliniumchlorid (GdCls, 10
mg/kg Kérpergewicht) wurde intraperitonal 48 und 24 Stunden vor den Experimenten

appliziert. (x + SD) (n=5/Gruppe), (* p<0.05 vs Zymosan- Gruppe)

1.16.2 Funktionelle Bedeutung der gesteigerten Prostaglandin- Bildung
durch aktivierte KS

Die funktionelle Bedeutung der von KS nach Aktivierung freigesetzten
Prostaglandine wurde im nachsten Schritt durch Perfusionsexperimente mit
Inhibitoren der Cyclooxygenase-l und Thromboxan A, — Synthase sowie einem
spezifischen TxA, — Rezeptor-Antagonisten untersucht (Abb. 22). Die Behandlung
der Lebern mit dem COX-I/COX-Il Inhibitor Indomethacin (50 uM) flUhrte zu einer
vollstandigen Hemmung (p<0.05) der durch Zymosan stimulierten sinusoidalen

Effluxraten im Vergleich zur alleinigen Zymosangabe (Abb. 23).
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Abbildung 22: Prostaglandinsynthese: Inhibitoren und Rezeptor-Antagonisten.

Die mit Indomethacin beobachteten inhibitorischen Effekte waren nicht auf den
Lésungsvermittler DMSO zurickzuflhren, da es bei alleiniger Gabe von DMSO zu
keiner signifikanten Beeinflussung des GSH- Effluxes nach KS- Aktivierung kam
(Abb. 23).

Da in der hier untersuchten gesunden Rattenleber ausschliel3lich COX-l Aktivitat
nachgewiesen werden kann (Crofford 1997), wurde in weiteren Experimenten der
Einflu® des spezifischen COX-I- Inhibitors SC 560 untersucht.

Abermals kam es zu einer vollstandigen Hemmung der durch Zymosan stimulierten
sinusoidalen GSH- Freisetzung (Abb. 24).

Indomethacin und auch SC 560 fihrten ferner zu einer vollstandigen Hemmung der

Zymosan- induzierten Zellschadigung (Abb. 25).
51



Ergebnisse

- Indomethacin (50 uM) / DMSO (20 mM)

o

2 Zy O zymosan
-

w0 40 — @) Zy plus Indo
x

£ @ 2y plus DMSO
£

>

© 30

£

=

x

S

E 20

T

)

O

Q =

= 10

o)

o

(%]

2

(] 0 T l I T I

Perfusionszeit (min)

Abbildung 23: Hemmung der sinusoidalen GSH-Ausscheidung durch
Indomethacin. Zymosan (Zy, 150 ug/ml) wurde von der 40. - 46. Minute nach
Beginn der Perfusion in Abwesenheit ( o n=5) und Anwesenheit von DMSO ( ®
,n=5) oder Indomethacin ( o, n=5%) infundiert.( *p<0.05 vs Zymosan +/- DMSO, x =
SD).
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Abbildung 24: Hemmung der sinusoidalen GSH-Ausscheidung durch selektive
COX-I Inhibition. Zymosan (Zy, 150 ug/ml) wurde von der 40. - 46. Minute nach
Beginn der Perfusion in Abwesenheit ( o, n=5) oder Anwesenheit ( o, n=5) des
spezifischen COX-I Inhibitors SC 560 zugefiihrt.( *p<0.05 vs Zymosan, x = SD).
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Abbildung 25: Verminderung der durch Zymosan verursachten hepatischen
Zellschaden durch DMSO. Dargestellt sind die maximalen LDH- Effluxraten der
Experimente der Abbildungen 11 und 12 zur 45. Minute. *p<0.05 vs Kontrollen,
#p<0.05 vs Zymosan, x = SD.

Ein vergleichbarer protektiver Effekt wurde mit dem Ldsungsvermittier DMSO
beobachtet (Abb. 25). Diese Beobachtung ist interessant, da die DMSO- Gruppe
ohne relevanten Zellschaden eine unveranderte Stimulation der sinusoidalen GSH-
Ausscheidung zeigte. Erwartungsgemaly wurden die sinusoidalen Prostaglandin-
Effluxraten (Tab. 4) durch die untersuchten COX- Inhibitoren, nicht aber durch
DMSO signifikant (p<0.05) reduziert.

Die funktionelle Bedeutung der Prostaglandine wurde durch Experimente mit dem

selektiven Thromboxan- Synthase- Inhibitor Furegrelate und dem spezifischen

Thromboxan A; Rezeptorantagonisten BM 13.177 weiter charakterisiert.
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Tabelle 4: Prostaglandin- Effluxraten (pg/min x g Leber) nach COX- Hemmung

PGD; PGF,, TxB;
Zymosan 7440 + 717 701 + 61 4218 + 789
Zymosan + DMSO 10980 + 1492 980 + 131 4367 + 382
Zymosan + Indomethacin 669 + 180 * 194 + 28 435 + 68 *
Zymosan + SC 560 3066 + 571 * 219 +42~* <120 *

Maximale Prostaglandin- Effluxraten wurden 6 Minuten nach KS- Aktivierung durch
Zymosan (150 ug/ml) mittels RIA und ELISA ermittelt. DMSO (22 mM), Indomethacin
(50 uM) und SC 560 (0.4 uM) wurden gemal3 der Protokolle der Abbildungen 11 und
12 verabreicht. (x + SD) (n=5/Gruppe), (* p<0.05 vs Zymosan).

Die Zugabe von Furegrelate (50 uM) erfolgte von der 30.- 60. Minute. Hierdurch kam
es zu einer signifikanten (p<0.05) Verminderung der durch Zymosan induzierten
Stimulation der sinusoidalen GSH-Ausscheidung (Abb. 26). Eine signifikante
(p<0.05) und mit Furegrelate vergleichbare Abschwachung konnte durch den
Thromboxan A,-Rezeptorantagonisten BM 13.177 (20 y M) erreicht werden (Abb.
27). Die nach KS-Aktivierung beobachtete Steigerung der sinusoidalen GSH-
Ausscheidung scheint somit durch Thromboxan A; mediiert zu werden. Beide
Inhibitoren/Antagonisten  fihrten zur Reduktion des Zymosan-induzierten
Zellschadens (Abb. 28), wobei abermals eine durch DMSO vermittelte Protektion

nahe liegt.
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Abbildung 26: Hemmung der sinusoidalen GSH-Ausscheidung durch selektive

TxA; — Synthase-Hemmung. Zymosan (Zy, 150 ug/ml) wurde von der 40. - 46.

Minute nach Beginn der Perfusion in Abwesenheit ( o n=5) oder Anwesenheit des

spezifischen TxA,-Synthase-Inhibitors Furegrelate ( © 50 uM, n=5) zugefiihrt.

(*p<0.05 vs Zymosan, x + SD.)
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Abbildung 27: Hemmung der sinusoidalen GSH- Ausscheidung durch selektive

TxA; — Rezeptorblockade. Zymosan (Zy, 1560 ug/ml) wurde von der 40. - 46. Minute

nach Beginn der Perfusion in Abwesenheit ( o n=5) oder Anwesenheit ( O 20 uM,

n=5) des spezifischen TxA— Rezeptorantagonisten BM 13.177 infundiert.

(*p<0.05 vs Zymosan, x + SD.)
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Abbildung 28: Effekt von Furegrelate und BM 13.177 auf hepatische
Zellschaden durch aktivierte KS. Dargestellt sind die maximalen LDH- Effluxraten
der Experimente der Abbildungen 14 und 15 zur 45. Minute, (*p<0.05 vs Kontrollen),
(*p<0.05 vs Zymosan, x = SD).

1.16.3 Stimulation des hepatischen Glutathion- Exportes durch Infusion von

Prostaglandinen

Die bisherigen Ergebnisse der Arbeit sprechen fur Prostaglandine als Stimulatoren
des sinusoidalen GSH- Exportes der Leber. In weiteren Experimenten wurde diese
Hypothese am Modell der perfundierten Rattenleber durch direkte Zufuhr

verschiedener Prostaglandine Uberpruft.

Abbildung 29 zeigt die signifikante (p<0.05) Stimulation der sinusoidalen GSH-

Freisetzung durch Infusion von PGF,, Uber insgesamt 8 Minuten.
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Dagegen zeigte der TxA, — Rezeptoragonist U-46619 keinen signifikanten Effekt auf
die sinusoidalen GSH- Effluxraten (Abb. 29). Tendenziell nahm die GSH-
Ausscheidung in der U-46619 Gruppe sogar ab.

Dieser Befund ist Uberraschend, da die Stimulation der GSH- Ausscheidung durch
Zymosan sowohl durch TxA, — Synthase-Hemmung als auch durch TxA; -
Rezeptorblockade aufgehoben wurde. Flr diese Diskrepanz kaum verantwortlich
erscheint eine Unterdosierung von U-46619: Durch die verwendete Konzentration
kam es zu einem wesentlich starkeren Anstieg des Pfortaderdruckes im Vergleich zu
der mit PGF,, behandelten Gruppe (Abb. 30).
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30~ PGF,
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Abbildung 29: Effekt von PGF,, und U-46619 auf die sinusoidale GSH-
Ausscheidung. PGF, (A ,3 uM) und U-46619 (® , 0.1 uM) wurden von der 40. —

48. Minute nach Beginn der Perfusion infundiert (n=5/Gruppe). *p<0.05 vs
unbehandelte Kontrollen ( © n=5).( x = SD).
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Abbildung 30: Effekt von PGF, und U-46619 auf den Pfortaderdruck.

PGF2a ( ©,3 uM) und U-46619 (® , 0.1 uM) wurden von der 40.—48. Minute nach
Beginn der Perfusion infundiert (n=5/Gruppe). *p<0.05 vs unbehandelte Kontrollen
(©, n=5). (x + SD).

Die Infusion von PGD, flhrte ebenfalls zu einem signifikanten Anstieg des
sinusoidalen GSH- Exportes, wohingegen PGE; keine Effekte zeigte (Abb. 31).
Wahrend der PGD,- Infusion kam es zudem zu einer signifikanten Erhdhung des
Pfortaderdruckes (Abb. 32), wobei letzterer durch die Zufuhr von PGE; nicht
beeinflul3t wurde (Abb. 32).

Zusammenfassend zeigen diese Experimente die Stimulation der sinusoidalen GSH-
Ausscheidung durch PGFy, und PGD2, nicht aber durch PGE; und den TxA;-
Agonisten U-46619. Durch die stimulierenden Prostaglandine Fzq und D, traten in
den perfundierten Lebern keine Zellschaden auf, wie die in Abbildung 33

dargestellten LDH-Effluxraten zeigen.
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Dagegen entstanden signifikante Zellschaden durch die Infusion von U-46619 (Abb.
33), das wiederum aber keine stimulierenden Effekte auf die GSH- Ausscheidung

zeigte.

Diese Ergebnisse zeigen eindricklich, dass Zellschaden nicht notwendigerweise mit
einer gesteigerten GSH- Freisetzung einhergehen bzw. eine Stimulation der
hepatischen GSH- Freisetzung durch Prostaglandine ohne begleitende Zellschaden

mdglich ist.
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Abbildung 31: Effekt von PGD, und PGE, auf die sinusoidale GSH-
Ausscheidung. PGD, ( ©,3 uM) und PGE, (© , 3 uM) wurden von der 40. — 48.
Minute nach Beginn der Perfusion infundiert (n=5/Gruppe).(*p<0.05 vs PGE,x + SD).
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Abbildung 32: Effekt von PGD, und PGE; auf den Pfortaderdruck. PGD; ( O3
uM) und PGE; ( © 3 uM) wurden von der 40. — 48. Minute nach Beginn der

Perfusion infundiert (n=5/Gruppe). (*p<0.05 vs PGE,. x = SD).
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Abbildung 33: Hepatische Zellschdden nach Infusion von Prostaglandinen.
Dargestellt sind die maximalen LDH- Effluxraten der Experimente der Abbildungen
17 bis 20 zur 48. Minute. (*p<0.05 vs Kontrollen, x + SD).

1.17 Beteiligung von Leukotrienen bei der Stimulation der hepatischen GSH-

Ausscheidung nach KS- Aktivierung

Die bisherigen Ergebnisse zeigen eine durch Prostaglandine mediierte Stimulation
der sinusoidalen GSH- Ausscheidung nach Aktivierung der KS. Unklar bleibt, ob
Prostaglandine diesen Effekt allein oder innerhalb eines Netzwerkes zusammen mit
anderen Entzindungsmediatoren vermitteln. Zur ldentifizierung moglicher Netzwerk-
komponenten wurde in weiteren Experimenten die Bedeutung der von aktivierten KS

gebildeten Cys-Leukotriene untersucht.
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Hierzu wurde die Leukotrienbiosynthese auf der Stufe der 5-Lipoxygenase (5-LPO)
durch den spezifischen Inhibitor MK 886 inhibiert bzw. Cys-LTq-Rezeptor vermittelte
Effekte von LTC4 und LTD4 durch den spezifischen Cys-LTq-Antagonisten LY171883
blockiert (Abb. 34).

LTB,

Cys-LT,-R —=

Abbildung 34: Leukotriene: Synthesehemmer und Rezeptorenblocker. AA,
Arachidonséure; 5-HPTE, 5-Hydroperoxy-6,8,11,14-Eicosatetraenséaure; 5-LPO, 5-

Lipoxygenase; LT, Leukotrien. Weitere Beschreibungen im Text.

Die Hemmung der 5-LPO durch MK 886 (4 puM) fuhrte zu einer Abschwachung der
maximalen GSH-Effluxraten nach Aktivierung der KS durch Zymosan (Abb. 35).
Ferner wurde durch 5-LPO-Hemmung der langanhaltende Anstieg der GSH-
Freisetzung signifikant (p<0.05) vermindert (Abb. 35).
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Ahnliche Effekte auf die initiale und langanhaltende Erhéhung der GSH-
Ausscheidung wurden mit dem Cys-L T -Antagonisten LY171883 (20 uM) beobachtet
(Abb. 36). Die Zunahme der sinusoidalen LDH- Freisetzung nach KS-Aktivierung
wurde durch den 5-LPO Inhibitor signifikant vermindert, wohingegen der Zellschaden

durch den Rezeptorantagonisten nicht beeinflusst wurde (Abb. 37).

MK 886 (4 pM)
Zy O Zymosan
40 — © Zy plus Mk 886

30

20

10

Sinusoidaler GSH-Efflux (nmol/min x g Leber)

Perfusionszeit (min)

Abbildung 35: Hemmung der sinusoidalen GSH- Ausscheidung durch 5-LPO-
Inhibition. Zymosan (Zy, 150 ug/ml) wurde von der 40. - 46. Minute nach Beginn der
Perfusion in Abwesenheit (© , n=5) oder Anwesenheit des spezifischen 5-LPO-
Inhibitors MK 886 ( ® 4 uM, n=5) infundiert. *p<0.05 vs Zymosan, x + SD.
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Abbildung 36: Hemmung der sinusoidalen GSH- Ausscheidung durch Cys-LT;-
Rezeptorblockade. Zymosan (Zy, 150 ug/ml) wurde von der 40. - 46. Minute nach
Beginn der Perfusion in Abwesenheit ( o n=5) oder Anwesenheit des spezifischen
Cys-LTs- Rezeptorblockers LY 171883 ( ® 2 uM, n=5) infundiert. *p<0.05 vs

Zymosan, x = SD.
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Abbildung 37: Effekt von MK 886 und Ly 171883 auf hepatische Zellschdden
durch aktivierte KS. Dargestellt sind die maximalen LDH- Effluxraten der
Experimente der Abbildungen 23 und 24 zur 45. Minute. *p<0.05 vs Kontrollen,
#p<0.05 vs Zymosan, x = SD.

Diese Ergebnisse zeigen die Beteilung von Cysteinyl-Leukotrienen und insbesondere
die Rolle des Cys-LT¢- Rezeptors bei der Stimulation des sinusoidalen GSH-
Exportes durch aktivierte KS. Hiefir sprechen auch die Ergebnisse von
Perfusionsexperimenten mit direkter Zufuhr von LTC, Uber die Pfortaderkandule.

Wie in Abb. 38 gezeigt, wurde die sinusoidale GSH- Ausscheidung wahrend der
Infusion von LTC4 nicht beeinflusst. Erst nach Beendigung der LTC4 -Infusion kam es
zu einem signifikanten (p<0.05) und lang anhaltenden Anstieg der GSH-Freisetzung
im Gegensatz zur maximalen Stimulation der GSH- Effluxraten wahrend der Zufuhr
der Prostaglandine F,4 und D, (Abb. 39 und 41).
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Cysteinyl- Leukotriene induzieren somit eine lang anhaltende Stimulation der GSH-
Freisetzung in Ubereinstimmung mit den beobachteten inhibitorischen Effekten einer
5-LPO-Hemmung und LT+-Rezeptorblockade im Falle einer KS-Aktivierung (Abb. 35
und 36).
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Abbildung 38: Stimulation der sinusoidalen GSH- Ausscheidung durch LTC,.
LTC4 (20 nM) wurde von der 40. - 48. Minute nach Beginn der Perfusion infundiert
( ° n=5). *p<0.05 vs unbehandelte Kontrollen ( © n=5), x = SD.

Wahrend der Zufuhr von LTC4 kam es zu einer signifikanten (p<0.05) Steigerung der
LDH-Freisetzung in das Leberperfusat (Abb. 39). In der Phase der gesteigerten
GSH- Ausscheidung waren dagegen keine signifikanten Zellschaden nachweisbar.
Eine durch Zellschaden bedingte Stimulation der GSH- Ausscheidung ist deshalb
unwahrscheinlich, zumal mit dem TxA,— Agonisten U-46619 ohne Steigerung der
GSH- Freisetzung nahezu identische LDH- Effluxraten beobachtet wurden (Abb. 29
und 33).
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Abbildung 39: Hepatische Zellschadigung durch LTCy4. LTC4 (20 nM) wurde von
der 40. - 48. Minute nach Beginn der Perfusion infundiert ( ©, n=5). *p<0.05 vs
unbehandelte Kontrollen ( ° n=5), x + SD.

1.18 Gestorte sinusoidale GSH- Ausscheidung in Fettlebern homozygoter

Zucker-Ratten

Die bisherigen Ergebnisse zeigen eine Steigerung des sinusoidalen GSH- Exportes
der Leber nach KS-Aktivierung durch Entziindungsmediatoren aus der Familie der
Eicosanoide. Im Falle systemischer Infektionen kdnnte dieser bislang nicht bekannte
Mechanismus einen wesentlichen Beitrag zur GSH-Versorgung entzindeter Gewebe
mit gesteigerter Produktion von Sauerstoffradikalen leisten. Erkrankungen der Leber

konnten diesen Mechanismus empfindlich stéren.
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Gegenstand der folgenden Untersuchungen war aus diesem Grund die
Charakterisierung der sinusoidalen GSH- Ausscheidung in erkrankten Lebern unter

Kontrollbedingungen sowie nach Aktivierung der KS.

In einem ersten experimentellen Ansatz wurden die Lebern homozygoter Zucker-
Ratten als etabliertes Modell der weit verbreiteten, durch Uberernéhrung induzierten

Fettleber mit begleitendem metabolischem Syndrom untersucht.

Wie in Abbildung 40 eindricklich gezeigt, war in den betrachtlich vergroRerten
Lebern mannlicher homozygoter Zucker-Ratten im Alter von ca. 12 Wochen (Tab. 5)
eine etwa 50%-ige mikrovesikulare Verfettung der Hepatozyten nachweisbar. Lebern
altersgleicher Sprague-Dawley-Ratten zeigten dagegen normale histologische
Befunde (Abb. 40).

SD Ratte Zucker Ratte

H&E, 400x

Abbildung 40: Mikrovesikulare Verfettung der Lebern homozygoter Zucker-
Ratten.
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Tabelle 5 : Charakterisierung altersgleicher Sprague-Dawley- und Zucker-
Ratten

Sprague-Dawley Zucker
Korpergewicht (g) 273 + 33 482 +42*
Lebergewicht (g) 12.0+1.5 185+27*
ALT (U/L) 49 + 8 +12*
Triglyzeride (mg/dl) 98 + 12 380+42*
Glucose (mg/dl) 175 + 19 430+ 30~

Serumproben zur Bestimmung von ALT, Glucose und Triglyzeriden wurden am
andsthesierten Tier durch Punktion der Vena cava inferior gewonnen. x + SD

(n=5/Gruppe),( * p<0.05 vs Sprague- Dawley).

Hiermit vereinbar, fanden sich bei Zucker-Ratten signifikant héhere Serum-ALT-
Werte (Tab. 5). Ferner bestand bei den nicht-gefasteten adipésen Zucker-Ratten
eine diabetische Stoffwechsellage sowie eine ausgepragte Hypertriglyzeridamie
(Tab. 5).
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Bei der Perfusion der steatotischen Lebern mit Krebs-Henseleit-Puffer (Abb. 41)
fielen signifikant (p<0.05) niedrigere sinusoidale GSH- Effluxraten im Vergleich zu

normalen Lebern mannlicher Sprague-Dawley- Ratten (Abb. 41) auf.

Wie in Abbildung 42 dargestellt, war dieser Unterschied nicht auf Anderungen der
intrazellularen GSH- Homoostase zurtickzufihren: Normale und steatotische Lebern

zeigten vergleichbare hepatische GSH- Gehalte.
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Abbildung 41: Verminderte GSH- Ausscheidung verfetteter Lebern.

Dargestellt sind GSH- Effluxraten 30 Minuten nach Beginn der Perfusion der Lebern
altersgleicher Sprague-Dawley-(SD) und Zucker-Ratten (ZR, je n=5). (*p<0.05, x +
SD).
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Abbildung 42: Intrazellulare GSH- Gehalte normaler und steatotischer Lebern.
Dargestellt sind intrazellulare GSH-Gehalte, die 30 Minuten nach Beginn der
Perfusion der Lebern altersgleicher Sprague-Dawley- (SD) und Zucker-Ratten (ZR),

(je n=5) gewonnen wurden. (*p<0.05, x + SD).

Interessant war ferner der in Fettlebern wesentlich geringere Anstieg der
sinusoidalen GSH- Ausscheidung nach Aktivierung der KS durch Zymosan (Abb.
43). Wahrend die GSH- Ausscheidung der normalen Lebern um 15 nmol/min x g
Leber zunahm, betrug die Mehrausscheidung der verfetteten Lebern maximal 2.5

nmol/min x g Leber.

Bei der Perfusion der normalen Rattenlebern kam es, wie bereits an anderer Stelle
beschrieben, zu einem Anstieg der sinusoidalen LDH- Freisetzung von basal 3.6 +
1.4 auf maximal 130 + 45 mU/min x g Leber 5 Minuten nach Aktivierung der Kupffer

Zellen.
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Vergleichbare basale (2.9 + 1.1 mU/min x g Leber) und maximale LDH —Effluxraten
(103 + 23 mU/min x g Leber) zu gleichen Zeitpunkten wurden bei der Perfusion der

steatotischen Lebern beobachtet.
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Abbildung 43: Minimale Stimulation der sinusoidalen GSH- Ausscheidung nach
KS- Aktivierung in steatotischen Lebern homozygoter Zucker-Ratten. Zymosan
(Zy, 150 ug/ml) wurde zur Aktivierung der KS von der 40. - 46. Minute nach Beginn
der Perfusion infundiert. Im Vergleich zu normalen Lebern ménnlicher Sprague-
Dawley Ratten ( o, n=5) antworteten steatotische Lebern altersgleicher homozygoter
Zucker-Ratten ( ° n=5) mit einem minimalen Anstieg der sinusoidalen GSH-

Ausscheidung nach KS- Aktivierung. *p<0.05, x = SD.
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Die Bestimmung von TXB, und PGF, — im effluenten Perfusat der steatotischen
Lebern ergab flr beide Prostaglandine eine massive (p<0.05) Stimulation ihrer
sinusoidalen Effluxraten nach Aktivierung der KS (Abb. 44 und 45). Im Vergleich zur
Gruppe der Sprague-Dawley Ratten waren die Prostaglandin- Effluxraten der
steatotischen Lebern homozygoter Zucker-Ratten jedoch um ca. 60 % vermindert
(p<0.05).

Diese Ergebnisse zeigen eine in steatotischen Lebern homozygoter Zucker-Ratten
verminderte Prostaglandin- Synthese nach KS- Aktivierung als mogliche Ursache der

geringen Stimulation der sinusoidalen GSH- Ausscheidung.
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Abbildung 44: Stimulation der sinusoidalen TxB,- Effluxraten normaler und
steatotischer Lebern durch aktivierte KS. Dargestellt sind die TxB,- Effluxraten
der Versuche der Abb. 31 zur 40. Minute vor der Gabe von Zymosan (-Zy) sowie zur
46. Minute am Ende der Infusion von Zymosan (+Zy). *p<0.05 vs -Zy; #p<0.05 vs
+Zy/SD Ratten. x = SD, n=5/Gruppe.
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Abbildung 45: Stimulation der sinusoidalen PGF,,- Effluxraten normaler und
steatotischer Lebern durch aktivierte KS.

Dargestellt sind die PGF,,- Effluxraten der Versuche der Abb. 31 zur 40. Minute vor
der Gabe von Zymosan (-Zy) sowie zur 46. Minute am Ende der Infusion von
Zymosan (+Zy). *p<0.05 vs —Zy; #p<0.05 vs +Zy/SD Ratten. x + SD, n=5/Gruppe.
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Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu untersuchen, ob der hepatische GSH-
Transport durch Kupffer-Zellen reguliert wird und wenn ja, welche Faktoren an dieser
Regulation mafigeblich beteiligt sind.

Als wesentliche Ergebnisse bleiben festzuhalten:

* Die Aktivierung von Kupffer-Zellen durch Zymosan fihrt zu einer massiven
Steigerung der sinusoidalen GSH-Freisetzung um mehr als 100 %, an die sich eine

lang anhaltende Erhdhung der GSH-Effluxraten um ca. 40 % anschlieft.

* Die massive Zunahme der sinusoidalen GSH-Ausscheidung ist weder durch
cholestatische Effekte noch durch Zellschaden bedingt. Verantwortlich ist vielmehr
eine Stimulation des hepatozellularen GSH-Exportes durch eine Zell-Zell-Interaktion

zwischen Kupffer-Zellen und Hepatozyten.

 Die nach KS- Aktivierung beobachtete Steigerung der sinusoidalen GSH-
Freisetzung wird durch ein komplexes Netzwerk aus Prostaglandinen und Cys-

Leukotrienen vermittelt.

* An der kurzzeitigen, maximalen Steigerung der sinusoidalen GSH- Ausscheidung
scheinen sowohl Thromboxan A2 als auch PGF2« und PGD2 beteiligt zu sein,

wahrend PGE2 keine Bedeutung besitzt.

* Die langanhaltende Stimulation des GSH- Effluxes wird dagegen durch Cysteinyl-
Leukotriene vermittelt, wobei hier der Cys-LT1- Rezeptor eine zentrale Rolle

einnimmt.

* In steatotischen Lebern ist der intrazellulare GSH-Gehalt nahezu identisch mit dem
in gesunden Lebern. Im Vergleich zeigte sich jedoch in den steatotischen Lebern
nach Aktivierung der KS durch Zymosan eine gestorte sinusoidale GSH-

Ausscheidung.
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1.19 Stimulation des sinusoidalen Glutathion- Efflux durch aktivierte Kupffer-

Zellen

Aus diversen Vorarbeiten ist bekannt, dass systemische Entzindungen und
insbesondere  Endotoxindmien von einer massiven Zunahme der GSH-
Ausscheidung der Leber begleitet werden (Bilzer 1993,1999, Jaeschke 1992,
DeLeve 1991, Hafenrichter 1994).

Da bei systemischen Infektionen Kupffer-Zellen der Leber durch bakterielle
Endotoxine oder p-Glukane aktiviert werden, wurde in der vorliegenden Arbeit die
Hypothese einer durch Kupffer-Zellen mediierten Regulation des hepatischen
Glutathion- Transports aufgestellt.

Zur Untersuchung dieser Hypothese wurden Experimente am Modell der isoliert
perfundierten Rattenleber mit einem Leukozyten- freien Perfusionspuffer
durchgefuhrt. Dieses Modell erlaubt die Untersuchung von KS- Effekten in der Leber
ohne stérende Einflisse extrahepatischer Faktoren (Bilzer 1997).

Hierzu wurden Lebern mit pg-Glukan-reichen Zymosanpartikeln perfundiert, die zu

einer selektiven Aktivierung der KS fuhren (Dieter 1987, Bilzer 1999).

Wahrend der Perfusion mit Zymosan kam es zu einem Anstieg der sinusoidalen
GSH- Freisetzung um mehr als 100%, der sich nach Beendigung der Zymosangabe

eine lang anhaltende Erhéhung der GSH- Effluxraten um ca. 40 % anschlof3.

Gleichzeitig konnte eine mehrfache Steigerung der LDH-Freisetzung als Hinweis auf
eine Leberzellschadigung durch aktivierte Kupffer Zellen beobachtet werden.

Zur Klarung der Frage, ob die durch Zymosan induzierte Stimulation der GSH-
Ausscheidung und die beobachtete Zellschadigung durch KS mediiert wird, wurden
KS durch eine 2-tagige Vorbehandlung der Tiere mit Gadoliniumchlorid funktionell
inaktiviert (Pearson 1996, Jaeschke 1991, Hardonk 1992, Schauer 2001).
Tatsachlich flhrte die Inaktivierung der KS zu einer vollstdandigen Hemmung der
durch Zymosan stimulierten GSH- Freisetzung. Auch der durch Zymosan induzierte
Zellschaden wurde durch die Vorbehandlung mit GdCls nahezu vollstandig

aufgehoben.
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Eine ausschlieBlich durch Cholestase bedingte Erhdhung der sinusoidale GSH-
Ausscheidung konnte durch die durchgefiihrten Experimente ausgeschlossen
werden. Wahrend die biliare GSH-Ausscheidung nach KS-Aktivierung um ca. 1
nmol/min x g Leber abnahm, kam es zeitgleich zu einer Erhéhung der sinuoidalen
GSH-Freisetzung um ca. 15 nmol/min x g Leber. Ebenfalls konnten die nach
Zymosanzufuhr beobachteten Zellschaden als Ursache einer vermehrten GSH-
Freisetzung ausgeschlossen werden. Die Infusion des Hydroxylradikal-Fangers
DMSO fluhrte zu einer vollstandigen Hemmung Zymosan-induzierter Zellschaden,
wahrend die gesteigerte sinusoidale GSH-Freisetzung hiervon unbeeinfluf3t blieb.

In Zusammenschau dieser Ergebnisse mul} eine Stimulation hepatozellularer GSH-
Exportmechanismen als Folge einer Zell-Zell-Interaktion zwischen Kupffer-Zellen und
Hepatozyten fur die vermehrte sinusoidale GSH-Freisetzung nach KS-Aktivierung
verantwortlich sein.

Die hieran beteiligten Mechanismen wurden in weiteren Experimenten identifiziert.

1.20 Mechanismen der Zell-Zell-Interaktion zwischen Kupffer Zellen und

Hepatozyten

1.20.1Bedeutung von Cyclooxygenase-I

Die nach KS-Aktivierung beobachtete, maximale Erhéhung der sinusoidalen
Effluxraten von GSH konnte durch den Cyclooxygenase- Inhibitor Indomethacin
vollstandig gehemmt werden. Die langanhaltende Steigerung der Glutathion-
Freisetzung wurde durch Indomethacin hingegen nicht beeinflusst, was den Schluss
zulasst, dass die GSH-Freisetzung nach KS- Aktivierung von Cyclooxygenase-
abhangigen und Cyclooxygenase- unabhangigen Mechanismen mediiert wird.

Diese Hypothese wurde im nachsten Schritt durch Bestimmung der Prostaglandine
Thromboxan Az, Prostaglandin D2 und Prostaglandin F2a verifiziert. Noch wahrend der
Perfusion von Zymosan kam es zu einem massiven Anstieg der sinusoidalen
Prostaglandin- Effluxraten, wobei die Ausscheidung ins Leberperfusat ihr Maximum

jeweils zum Zeitpunkt der maximalen GSH- Ausscheidung erreichte.
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Diese Beobachtung stutzt frihere Arbeiten, welche eine massive Zunahme der
Prostaglandin-Bildung nach  Zymosan-Exposition  isolierter  Kupffer-Zellen
beschrieben (Birmelin 1984). Ferner konnten wir zeigen, dass der hepatische
Prostaglandin- Efflux nicht nur durch Indomethacin nahezu vollstandig gehemmt
wird, sondern auch im Falle einer funktionellen Inaktivierung der KS mittels
Gadoliniumchlorid nahezu sistiert. Die Ergebnisse zeigen somit sowohl die
Beteiligung von Kupffer Zellen als auch von Prostaglandinen bei der Stimulation der

hepatischen GSH- Freisetzung.

Da in den hier untersuchten gesunden Rattenlebern tUberwiegend COX-I- Aktivitat
exprimiert wird (Crofford 1997), wurde in weiteren Experimenten der Einflul des
spezifischen COX-I- Inhibitors SC 560 untersucht. Auch in diesen Versuchen kam es
zu einer vollstandigen Hemmung der durch Zymosan stimulierten sinusoidalen GSH-

Freisetzung.

PGF.,, PGD;

Zymosan >

TXAz

l

Steigerung des sinusoidalen
GSH-Effluxes

TX-Synthase

Abbildung 46: COX-l mediierte Steigerung des sinusoidalen GSH-Effluxes nach
KS- Aktivierung. Ausflhrliche Beschreibung im Text.
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1.20.2Funktionelle Bedeutung der Prostaglandine

Um die funktionelle Bedeutung der Prostaglandine bei der Regulation des
hepatischen GSH-Exportes genauer zu charakterisieren, wurden in weiteren
Experimenten zunachst der selektiven Thromboxan- Synthase- Inhibitor Furegrelate
sowie der spezifische Thromboxan A2-Rezeptorantagonist BM 13.177 untersucht
(Haussinger 1988, Schieferdecker 1988). Sowohl durch Zugabe von Furegrelate als
auch BM 13.177 kam es zu einer signifikanten (p<0.05) Verminderung der durch
Zymosan induzierten Stimulation der sinusoidalen GSH- Ausscheidung. Beide
Inhibitoren/Antagonisten flhrten darUber hinaus zu einer Reduktion des Zymosan-
induzierten Zellschadens, was sich wiederum mit den Ergebnissen der
Vergangenheit deckt, dass die Blockade von Thromboxan Az (Pestel 2003) das
Ausmald hepatischer Schaden im Rahmen von Strefdreaktionen mit KS-Beteiligung
senkt (Yokoyama 2005). Somit lieRe sich schlussfolgern, dass bei der nach KS-
Aktivierung beobachteten Steigerung der sinusoidalen GSH- Ausscheidung

Thromboxan A2 beteiligt ist

Frihere Studien konnten bereits zeigen, dass die Aktivierung isolierter KS durch
Zymosan zur gesteigerten Bildung und Freisetzung verschiedener Prostaglandine
wie z.B. TxA,, PGF,,, PGD,, PGE; und Prostacyclin fuhrt (Decker 1990, Kuiper
1988).

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit geht hervor, dass eben diese Prostaglandine
zusatzlich zu Thromboxan als Stimulatoren des sinusoidalen GSH- Exportes der
Leber wirken. Nach Zugabe von PGF2q konnte eine signifikante Stimulation der GSH-
Freisetzung beobachtet werden. Ahnliche Effekte zeigten sich nach Infusion von

PGD2, wohingegen PGE2 keine Wirkung auf die Glutathion- Ausscheidung zeigte.
Uberraschend war dagegen die Beobachtung, dass der TXAz- Rezeptorantagonist U-

46619 keinen signifikanten Einfluss auf die sinusoidalen GSH-Effluxraten hatte und

die GSH- Ausscheidung in der U-46619- Gruppe tendenziell sogar abnahm.
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Dies Uberrascht deshalb, weil die Stimulation der GSH- Ausscheidung durch
Zymosan sowohl durch TxA; —-Synthase Hemmung als auch durch TxA; —
Rezeptorblockade aufgehoben wurde und auch metabolische Effekte von U-46619
auf die isoliert-perfundierte Leber in der hier verwendeten Konzentration gezeigt
werden konnten (Haussinger 1988). Fur diese Diskrepanz kaum verantwortlich
erscheint eine Unterdosierung von U-46619. Durch die verwendete Konzentration
kam es, im Vergleich zu der mit PGF,, behandelten Gruppe, neben dem nach PGD2-
Infusion beobachteten Effekt auch zu einem wesentlich starkeren Anstieg des

Pfortaderdruckes und zu einem signifikanten Zellschaden.

Diese Ergebnisse zeigen zunachst, dass Zellschaden nicht zwangslaufig mit einer
gesteigerten GSH- Freisetzung einhergehen bzw. eine Stimulation der hepatischen
GSH- Freisetzung durch Prostaglandine ohne begleitenden Zellschaden mdglich ist.
Desweiteren sprechen diese Ergebnisse gegen eine durch TXA,- vermittelte direkte

Stimulation des GSH- Transportes.

Hiermit vereinbar, konnte in isolierten Hepatozyten keine Expression des TXA2-
Rezeptors nachgewiesen werden (Fennekohl 1999). Letzterer wird in der Leber vor

allem in Sinusendothelzellen und Kupfferzellen exprimiert (Fennekohl 1999).

Im Gegensatz hierzu konnte jedoch, vereinbar mit der von uns beobachteten
Stimulation der sinusoidalen GSH-Ausscheidung durch PGF;,_, der fur PGF,,-
Effekte verantwortliche FP-Rezeptor in Hepatozyten nachgewiesen werden, was fur
eine ,direkte” Stimulation des hepatischen GSH-Transportes durch PGF,,, spricht
(Fennekohl 1999). Die hemmende Wirkung von TXA,-Synthese bzw. TXA,-Rezeptor-
Blockade auf die sinusoidale GSH-Freisetzung kann bei fehlender TXA,-Rezeptor-
Expression in Hepatozyten dagegen nur durch eine ,indirekte“ Stimulation des GSH-

Transportes durch TXA; erklart werden.
Welche Signalwege hierbei durch TXA, nach KS-Aktivierung moduliert werden und

den GSH-Transport stimulieren, ist Gegenstand zukiinftiger experimenteller

Untersuchungen.
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Keine Steigerung des sinusoidalen
GSH-Effluxes

|

KC PGE,
Zymosan
| PGF,, PGD,
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TXA, _— Sinusoidaler
- indirekte GSH-Effluxes
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Abbildung 47: Postulierte Effekte der Prostaglandine auf den sinusoidalen
GSH-Efflux nach KS- Aktivierung. Ausfuhrliche Beschreibung im Text.

1.20.3Beteiligung von Leukotrienen

Um zu klaren, ob die Stimulation der sinusoidalen GSH- Ausscheidung ein alleiniger
Prostaglandin-Effekt ist oder in einem Netzwerk zusammen mit anderen
Entzindungsmediatoren vermittelt wird, wurde in weiteren Experimenten die
Bedeutung von Cys-LT untersucht. Hierzu wurde die Leukotrienbiosynthese sowohl
auf der Stufe der 5-Lipoxygenase (5-LPO) durch den spezifischen Inhibitor MK 886
inhibiert als auch Cys-LT-Rezeptor vermittelte Effekte von LTC4 und LTD4 durch den
spezifischen Cys-LTq-Antagonisten LY171883 blockiert.

Durch beide Ansatze konnte insbesondere die langanhaltende Stimulation der
sinusoidalen GSH- Freisetzung nach KS-Aktivierung gehemmt werden. Vereinbar mit
diesen Beobachtungen wurde die sinusoidale GSH- Ausscheidung wahrend der
Zugabe von LTC, zunachst nicht beeinflusst. Erst nach Beendigung der LTC, -
Infusion kam es zu einem signifikanten (p<0.05) und lang anhaltenden Anstieg der

GSH-Freisetzung.
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Diskussion

Aus diesen Ergebnissen kann man schlussfolgern, dass die langanhaltende
Stimulation der GSH- Freisetzung nach KS-Aktivierung durch Leukotriene vermittelt
wird. Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen kam es zur sofortigen Stimulation der

GSH-Freisetzung wahrend der Prostaglandin-Zufuhr.

Zusammenfassend belegen diese Ergebnisse zwei wesentliche Komponenten der

Regulation des hepatischen GSH-Transportes:

1. eine rasche aber nur transiente Stimulation durch Prostaglandine
sowie
2. eine langanhaltende Stimualtion durch Cys-LT, die durch den Cys-LT; —

Rezeptor vermittelt wird.

KC
Schnelle, transiente
Stimulation
v

Sinusoidaler
GSH-Effluxes

A
|

Zymosan ——

Langanhaltende
Stimulation durch Cys-
LT und Cvs-LT-R-
Aktivierung

Abbildung 48: Regulation des hepatischen GSH-Transportes durch aktivierte

KS : Beteiligte Mechanismen. Ausfuhrliche Beschreibung im Text.
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Diskussion

1.20.4Gestorter GSH-Transport in Fettlebern

Die bisherigen Ergebnisse zeigen eine Steigerung des sinusoidalen GSH- Exportes
der Leber nach KS -Aktivierung durch Entziindungsmediatoren aus der Familie der
Eicosanoide. Im Falle systemischer Infektionen konnte dieser bislang nicht bekannte
Mechanismus einen wesentlichen Beitrag zur GSH-Versorgung entziindeter Gewebe
leisten, wodurch die in diesen entzindeten Geweben vermehrt gebildeten
Sauerstoffradikale durch das Antioxidans GSH entgiftet werden koénnten. Dieses
fragile Zusammenspiel ware wiederum durch Erkrankungen der Leber
gegebenenfalls empfindlich zu stéren. Ein bereits weit verbreitetes und in Zukunft
wohl noch zunehmendes Problem des Gesundheitswesens ist die mit Adipositas und
dem metabolischen Syndrom einhergehende Fettleber (Day 1998). Zahlreiche
Arbeiten weisen zudem auf eine in Fettlebern gestorte Zytokin-Produktion durch KS
hin (Anderson 2008).

Es stellt sich daher die Frage, ob in steatotischen Lebern die Regulation des
hepatischen GSH-Effluxes gestort ist. Dies konnte den besonders dramatischen
Verlauf systemischer Infektionen bei Patienten mit Fettleberhepatitis zumindest

teilweise erklaren.

Eine erste Uberraschende Beobachtung unserer Versuche war, dass der hepatische
Grundgehalt an GSH in normalen und steatotischen Lebern homozygoter
Zuckerratten nahezu identisch ist. Dennoch wurden bei Fettlebern signifikant
geringere GSH-Effluxraten gemessen, was bei gleichem intrazellularen GSH-Gehalt
fur einen gestdorten GSH-Export spricht. Zusatzlich zeigte sich nach Aktivierung der
KS durch Zymosan in den steatotischen Lebern ein wesentlich geringerer Anstieg
der sinusoidalen GSH- Ausscheidung. Wahrend die GSH-Ausscheidung der
normalen Lebern um 15 nmol/min x g Leber zunahm, betrug die Mehrausscheidung

der verfetteten Lebern maximal 2.5 nmol/min x g Leber.
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Diskussion

Nachdem die bisherigen Ergebnisse dieser Arbeit vermuten lassen, dass in
gesunden Lebern Prostaglandine und Leukotriene die Erhéhung der sinusoidalen
GSH-Effluxraten mediieren, wurde in einem ersten Ansatz untersucht, ob eine
Verminderung der Prostaglandin-Synthese ursachlich an der beobachteten

Verminderung des sinusoidalen GSH-Effluxes beteiligt ist.

Hierzu wurde TXB; und PGF,, im effluenten Perfusat der steatotischen Lebern
bestimmt. Die Auswertung dieser Messungen ergab flr beide Prostaglandine eine
massive (p<0.05) Stimulation ihrer sinusoidalen Effluxraten nach Aktivierung der KS.
Im Vergleich zur Gruppe der Sprague-Dawley Ratten waren die Prostaglandin-
Effluxraten der steatotischen Lebern homozygoter Zucker-Ratten jedoch um ca. 60 %
vermindert (p<0.05).

Der immunhistochemische Nachweis von Kupffer-Zellen mittels ED,-Antikorper-
Staging ergab in Fettlebern eine um 25% verminderte Dichte der Kupffer-Zellen
(Promotionsarbeit T. Prifer 2008), die die beobachtete Abnahme der Prostaglandin-
Synthese jedoch nur teilweise erklart. Unsere Ergebnisse zeigen eine in
steatotischen Lebern homozygoter Zucker-Ratten verminderte Prostaglandin-
Synthese nach KS-Aktivierung. Weiterfihrende  Untersuchungen unserer
Arbeitsgruppe konnten in diesen Fettlebern ferner eine um ca. 70% verminderte

Proteinexpression des GSH-Transporters Oatp2 nachweisen (Geier 2005).

Zusammenfassend kdnnen Erkrankungen der Leber, wie hier am Beispiel der
Leberverfettung gezeigt, zu betrachtlichen Stérungen des sinusoidalen GSH-
Exportes fuhren, wodurch es insbesondere wahrend Strel3situationen zu einer
Unterversorgung extrahepatischer Gewebe mit GSH kommen kdnnte.

Die pathophysiologische Relevanz dieser Befunde bleibt jedoch zunachst noch
unklar und sollte im nachsten Schritt an Patienten mit Lebererkrankungen untersucht
werden. Grundsatzlich kdnnte die hier nachgewiesene Stérung des GSH-Transportes
in Fettlebern zur besonderen Schwere von Infektionen bei Patienten mit Leber-

Erkrankungen beitragen.

86



Zusammenfassung

Im Zuge jeder Entzindungsreaktion des Korpers werden Granulozyten und
Gewebsmakrophagen zur Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies, den sog. ROS
angeregt, die je nach Lebensdauer des Radikals, Bildungsort und Reaktionspartner
zu strukturellen und funktionellen Stérungen bis hin zum Zelltod fihren kdnnen.

Das Ausmal} dieser oxidativen Schaden ist von der Expression verschiedener

antioxidativer Schutzmechanismen abhangig.

Eine zentrale Rolle spielt hierbei das Antioxidans Glutathion, das von der Leber Uber
aktive Transportsysteme in den Blutstrom abgegeben wird. Hierbei handelt es sich
um einen endogenen Schutzmechanismus, der einerseits Leberzellen vor den von
Kupffer Zellen gebildeten ROS schitzt und andererseits alle extrahepatischen

Gewebe mit GSH versorgt.

Es ist bekannt, dass der heptische GSH-Export sowie die Plasmakonzentrationen
von GSH bei Sepsis stark ansteigen, wahrend der zugrunde liegende Mechanismus

noch nicht untersucht wurde.

Kupffer'sche Sternzellen (KS), die residenten Makrophagen der Leber, kommen nicht
nur als grofdte, sondern auch als eine der ersten Makrophagenpopulationen des
Koérpers im Rahmen einer Infektion mit pathogenen Keimen in Kontakt. Durch
bakterielle Bestandteile wie Endotoxine oder die in der Zellwand von Bakterien und
Pilzen verankerten - Glucane, werden KS aktiviert und haben entscheidenden Anteil
an der Bildung und Freisetzung vasoaktiver Substanzen, freier Sauerstoffradikale
(ROS) sowie anderer pro-inflammatorischer Mediatoren wie Zytokinen ( TNF-a, IL-1,

IL-6) und Eicosanoiden.
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Zusammenfassung

Basierend auf diesen Ergebnissen sollte deshalb untersucht werden, ob der

hepatische Glutathion-Transport durch Kupffer-Zellen reguliert wird und wenn ja,

welche Mediatoren an dieser Regulation beteiligt sind.

Die Experimente wurden am Modell der isoliert perfundierten Rattenleber mit

einem zellfreien Krebs-Henseleit-Puffer durchgeflhrt.

Dieses Modell erlaubt die selektive Aktivierung von Kupffer-Zellen ohne stdérende

Einflisse durch extrahepatische Makrophagen oder Granulozyten. Die Kupffer-Zellen

wurden durch eine 6- minutige Infusion von Zymosan (150ug/ml), einem p-Glucan

reichen Zellwandpartikel der Hefe Saccharomyces cerevisiae, aktiviert.

Als wesentliche Ergebnisse bleiben festzuhalten:

Gesteigerte Glutathionfreisetzung durch aktivierte KS: Die Aktivierung der
Kupffer'schen Sternzellen durch Zymosan fuhrt zu einem transienten, wenige
Minuten anhaltenden Anstieg der sinusoidalen GSH-Freisetzung um mehr als
100 %. Diesem schliesst sich eine lang anhaltende Erhdhung der GSH-
Effluxraten um ca. 40 % an.

Eine funktionelle Inaktivierung der Kupffer-Zellen mittels Gadoliniumchlorid
(GdICI3) konnte diesen Effekt nahezu vollstandig hemmen.

Diese Ergebnisse zeigen somit erstmals eine Stimulation des siusoidalen
GSH-Exports durch aktivierte KS.

Bedeutung von Cyclooxygenase | und Cyclooxygenase Il:

Die nach KS- Aktivierung beobachtete Erhdhung des sinusoidalen GSH-
Effluxes geht mit einer massiv erhdhten Bildung der Prostaglandine TXAz,
PGF2q und PGD; einher. Durch die Behandlung der Lebern sowohl mit dem
COX-I/COX II- Inhibitor Indomethacin als auch mit dem selektiven COX-I-
Inhibitor SC 560 wurde der maximale, initiale GSH-Efflux signifikant reduziert,
wahrend der COX ll-Inhibitor DUP 697 keine Efekte zeigte. Es ist deshalb
anzunehmen, dass die Steigerung des GSH-Effluxes nach KS-Aktivierung

Cyclooxygenase-I-vermittelt ist.
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Zusammenfassung

Funktionelle Bedeutung der Prostaglandine: Sowohl durch die Zugabe des
Thromboxan-Synthase-Inhibitors Furegrelate als auch des Thromboxan A-
Rezeptor-Antagonisten BM 13.177 wurde die durch Zymosan induzierte
Stimulation des sinusoidalen GSH-Effluxes signifikant vermindert. Diese
Ergebnisse lassen vermuten, dass die nach KS-Aktivierung beobachtete
Steigerung der sinusoidalen GSH-Ausscheidung durch Thromboxan A;
mediiert wird. Uberraschenderweise filhrte die direkte Zufuhr des TxAo-
Agonisten U-46619 jedoch im Gegensatz zur Zufuhr von PGF2qa und PGD2 zu

keiner Stimulation der sinusoidalen GSH-Freisetzung.

Diese Ergebnisse zeigen somit sowohl eine indirekte Beteiligung von TxA; als
auch eine direkte Beteiligung von PGF,, und PGD, bei der Stimulation der
hepatischen = GSH-Ausscheidung nach  KS-Aktivierung. Mit dieser
Beobachtung vereinbar, exprimieren Hepatozyten insbesondere den durch
PGF,, stimulierten FP-Rezeptor, nicht aber den durch TxA; stimulierten TP-

Rezeptor.

Bedeutung der Cys-Leukotriene: Die Hemmung der Leukotrienbiosynthese
auf der Stufe der 5-Lipoxygenase (5-LPO) durch den spezifischen Inhibitor MK
886 fuhrte ahnlich wie die Blockierung des Cys-LT-Rezeptors durch den
Antagonisten LY171883 zu einer signifikanten Hemmung des initialen und
langanhaltenden Anstiegs der GSH-Freisetzung. Zudem verminderte der 5-
LPO-Inhibitor im Gegensatz zum Rezeptorantagonisten auch den
entstandenen Zellschaden. Bei direkter Zufuhr von LTC, Uber die
Pfortaderkanlle kam es zu einem signifikanten und lang anhaltenden Anstieg

der GSH-Freisetzung.
Aus diesen Ergebnissen lalt sich schlussfolgern, dass die langanhaltende

Stimulation der GSH- Freisetzung durch KS-Aktivierung am ehesten durch

Cys-Leukotriene vermittelt wird.
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Zusammenfassung

Charakterisierung der beschriebenen Mechanismen in Zucker-Ratten:
Unsere Untersuchungen zeigten, dass in steatotischen Lebern homozygoter
Zucker-Ratten der Grundgehalt an hepatischem GSH nahezu identisch mit
dem in gesunden Lebern ist. Nach Perfusion der Fettlebern mit Krebs-
Henseleit-Puffer fielen jedoch im Vergleich zu normalen Lebern mannlicher
Sprague-Dawley-Ratten signifikant niedrigere basale GSH-Effluxraten auf,
wahrend nach Aktivierung der KS durch Zymosan nur ein minimaler Anstieg
der sinusoidalen GSH-Ausscheidung auftrat. Die Zellschadigung war dabei in
beiden Gruppen nahezu identisch. Die Bestimmung von TxB, und PGF,,
ergab nach KS-Aktivierung eine Verminderung der Effluxraten im Vergleich zu

gesunden Lebern um ca. 60 %.

Diese Ergebnisse zeigen somit eine in Fettlebern verminderte Stimulation des
sinusoidalen GSH-Exportes nach KS-Aktivierung, woflr unter anderem eine

gestorte Prostaglandinbildung verantwortlich sein kénnte.

Zusammenfassend zeigen unsere Untersuchungen einen neuen endogenen
antioxidativen Schutzmechanismus: Die Stimulation des sinusoidalen GSH-
Transportes durch aktivierte Kupffer Zellen unter Beteiligung von
Prostaglandinen und Cys-LT. Dieser Schutmechanismus ist in Fettlebern
gestort und kdnnte auf eine Unterversorgung extrahepatischer Gewebe mit

GSH hinweisen.
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