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Zusammenfassung Deutsch

Ging man in der Vergangenheit davon aus, dass Gallensalze lediglich detergente Molekiile
sind, die fiir die intestinale Resorption von Cholesterol, fettloslichen Vitaminen oder aber
Lipiden benétigt werden, so ist heute bekannt, dass Gallensalze zudem als regulatorische
Molekiile fungieren, die Einfluss auf zelluldre Signalwege und nukleére Rezeptoren nehmen
(1). Eine zentrale Rolle in der Gallensalzhomdostase nehmen die Gallensalztransporter in
der Zellmembran der Hepatozyten ein. Bei der Regulation der Gallensalztransporter
unterscheidet man zwischen Kurzzeit- und Langzeitregulation. Zu der Kurzzeitregulation
zahlt man z.B. den schnellen Ein- und Ausbau der Gallensalztransporter an basolateraler und
kanalikuldrer Membran (1-3). Die vorliegende Arbeit befasst sich mit dem Ein- und Ausbau
der Gallensalztransporter Natrium-Taurocholat-Cotransporter (Ntcp) sowie Bile salt export
pump (Bsep) in perfundierten Rattenlebern und den zugrundeliegenden Mechanismen.
Untersucht wurde die Regulation der Plasmamembranlokalisation von Ntcp durch die
hydrophobe Gallenséure Glykochenodeoxycholsdure (GCDC) und durch hyperosmolare
Stimulation (385 mosmol/l) sowie durch die hydrophile  Gallensdure
Tauroursodeoxycholsédure (TUDC). Die Regulation der Plasmamembranlokalisation von
Bsep wurde fiir GCDC und TUDC untersucht. Bisher war bekannt, dass eine Stimulation
mit hyperosmolaren Medium Fyn-vermittelt zu einem Ausbau von Bsep und Multidrug
resistance-associated protein 2 (Mrp2) aus der kanalikuliren Membran fiihrt (4). Die
hydrophile Gallensdure Ursodeoxycholsdure, die in vivo zu ihrem Taurinkonjugat TUDC
umgewandelt wird, wird in der Behandlung cholestatischer Lebererkrankungen eingesetzt
(5). TUDC wirkt choleretisch und fiihrt zu einem Einbau von Bsep in die kanalikuldre
Membran und wirkt einem dortigen Ausbau von Bsep und Mrp2 bei Taurolithocholséure-
induzierter Cholestase entgegen (6—8). Bi-Integrin, die dominierende Isoform der Integrine
in der Leber (9), wird durch TUDC aktiviert (10) und fungiert zudem als Osmosensor in
Hepatozyten (11). Rattenlebern wurden mit hyperosmolarem Medium, GCDC und TUDC
perfundiert und das Gewebe fiir die Inmunfluoreszenzfirbung von Ntcp, Bsep, der Na'/K*-
ATPase sowie Zonula occludens 1 (ZO-1) aufbereitet. Die Inhibitoren wurden dem Perfusat
30 min vor Stimulationsbeginn mit den Gallensduren zugefiigt. Durch konfokale
Laserscanningmikroskopie (LSM) und anschlieBender densitometrischer Analyse der
Fluoreszenzintensitdt wurde die Lokalisation der Gallensalztransporter bestimmt (4 pm
beidseits der Membranmitte auf einer Gesamtlange von 8 um). GCDC fiihrt innerhalb von
60 min zu einem signifikanten Ausbau von Ntcp aus der basolateralen Membran, ebenso,
wie die Stimulation mit hyperosmolarem Medium innerhalb von 30 min zu einem
signifikanten Ausbau von Ntcp fiihrt. Beide Male kommt es TUDC-vermittelt innerhalb von
30 min zu einer Reinsertion von Ntcp in die basolaterale Membran. Der Reinsertion von
Ntcp wirken das Integrin-hemmende Peptid GRGDSP und der Proteinkinase A (PKA)-
Inhibitor H89 entgegen, wohingegen das Kontrollpeptid GRADSP die Reinsertion nicht
beeinflusst (12). Die Lokalisation der Na/K'-ATPase wird durch die Stimuli nicht
beeinflusst. An der kanalikuldren Membran fiihrt die 60-miniitige Stimulation mit GCDC zu
einer signifikanten Verbreiterung der Kanalikuli ohne Ausbau von Bsep aus der
kanalikuldren Membran. Unter dem Einfluss von TUDC kommt es nach 30 min durch die
Aktivierung der Bi-Integrine wiederum zu einer Verschmélerung der Kanalikuli. Der Effekt
von TUDC wird durch GRGDSP, nicht jedoch durch GRADSP, das nicht die
Integrinfunktion hemmende Kontrollpeptid, aufgehoben. Schlussfolgernd inhibiert die
Perfusion der Leber mit GCDC und hyperosmotischem Medium die Gallensalzaufnahme an
der basolateralen Membran und die Gallensalzsekretion an der kanalikuldren Membran. (4).
Dabei mag es sich um einen hepatozytiren Schutzmechanismus handeln. TUDC entfaltet
seine choleretische Wirkung durch die Aktivierung von Bi-Integrinen und der PKA (12).




II

Zusammenfassung Englisch

In the past, bile acids were considered to be just detergent molecules (1). They were known
to be important for the solubilization of cholesterol in the gallbladder and for stimulating the
absorption of cholesterol or lipids from the intestines (1). However, during the last two
decades, it has been discovered that bile acids are regulatory molecules activating specific
nuclear receptors and cell signaling pathways (1). Important for maintainance of bile salt
homeostasis are the bile salt transporters in liver. Differentiation between short-term and
long-term regulation of bile salt transporters is needed. Part of short-term regulation is rapid
insertion and removal of bile salt transporters from hepatocellular membrane of hepatocytes
(1-3). The aim of this study is to examine short-term regulation of bile salt transporters Na"-
taurocholate cotransporting polypeptide (Ntcp) at the basolateral membrane and bile salt
export pump (Bsep) at the canalicular membrane of hepatocytes and the underlying
mechanisms under stimulation with hydrophobic bile acid glycochenodeoxycholate
(GCDC), hyperosmotic stimulation (385 pmol/l) and hydrophilic bile acid taurourso-
deoxycholate (TUDC). Plasma membrane localization of Ntcp was analyzed for stimulation
with GCDC or hyperosmotic stimulation followed by stimulation with TUDC, while
localization of Bsep was analyzed for stimulation with GCDC followed by stimulation with
TUDC. Hyperosmotic liver cell shrinkage is cholestatic and induces a Fyn-dependent
retrieval of Bsep and multidrug resistance-associated protein 2 (Mrp2) from canalicular
membrane (4). Hydrophilic bile acid ursodeoxycholic acid (UDCA), which in vivo is rapidly
conjugated with taurine (TUDC), is widely used for the treatment of cholestatic disorders
(5). TUDC is choleretic, leads to insertion of Bsep in canalicular membrane and counteracts
retrieval of Bsep and Mrp2 in taurolitocholic acid-induced cholestasis (6-8). Bi-integrin, the
predominant integrin in liver (9), is activated by TUDC (10) and is involved in osmosensing
in hepatocytes (11). Perfused rat livers were stimulated with hyperosmolar medium, GCDC
and TUDC and liver tissue was prepared for immunofluorescence staining of Ntcp, Bsep,
Na'/K"-ATPase and zonula occludens 1 (ZO-1). Inhibitors were added to perfusate 30 min
before stimulation with bile acids. Stained cryosections were visualized by confocal laser
scanning microscopy (LSM) followed by densitometric fluorescence intensity analysis over
a thick line of 8 um perpendicular to the membrane. GCDC leads to a significant retrieval
of Ntcp from basolateral membrane within 60 min as well as hyperosmotic stimulation
within 30 min. After stimulation with GCDC as well as with hyperosmolar medium, TUDC
leads within 30 min to a reinsertion of Ntcp. Reinsertion is inhibited by integrin inhibitory
peptide GRGDSP as well as by protein kinase A inhibitor H89 (12). The control peptide
GRADSP was ineffective. At canalicular membrane, stimulation with GCDC caused within
60 min a TUDC- and Bi-integrin-sensitive canalicular dilatation without evidence for Bsep
retrieval from the canalicular membrane. Taken together, the results of the present study
suggest that the cholestatic bile acid GCDC inhibits the uptake as well as the secretion of
bile acids by hepatocytes, which may reflect a hepatoprotective response. Further,
hyperosmotic stimulation inhibits bile acid uptake. The hydrophilic bile acid TUDC exerts
its choleretic property by activating Bi-integrins as well as PKA.



Abkiirzungsverzeichnis

Arg Arginin
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1 Einleitung

Galle ist ein wéssriges Sekret, das von den Hepatozyten der Leber gebildet wird und
nachfolgend durch das Epithel der Gallenginge durch Absorptions- und
Sekretionsvorgdnge modifiziert wird (13). Die Galle gelangt posthepatisch entweder in die
Gallenblase, in der sie konzentriert und gespeichert wird, oder sie wird direkt iiber die
posthepatischen Gallengénge in das intestinale Lumen sezerniert (13). Die Galle besteht zu
ca. 95% aus Wasser. Darin gelost sind endogene Substanzen wie Gallensalze, Bilirubin,
Cholesterol, Aminosduren, Steroide, Porphyrine, Vitamine oder Schwermetalle (13).
Zudem werden auch Medikamente oder andere Xenobiotika iiber die Galle ausgeschieden
(13). Die Galle dient der Exkretion potenziell toxischer endogener und exogener lipophiler
Substanzen und ist hauptverantwortlich fiir die Exkretion von Cholesterol (13). Unter den
organisch geldsten Substanzen der Galle stellen die Gallensalze den Hauptbestandteil dar
(13). Sie sind fiir die Verdauung und die intestinale Absorption verdaulicher Fette und
fettloslicher Vitamine unerlédsslich. Weiter bewirken die Gallensalze zu 40-50% den Fluss
der Galle. Dies wird als Gallensalz-abhéngiger Gallefluss bezeichnet (bile salt dependent
bile flow) (14). Die iibrigen 16slichen Bestandteile der Galle bewirken den Gallensalz-
unabhingigen Gallefluss (bile salt independent bile flow). Hauptbestanteil dieses
Gallensalz-unabhingigen Galleflusses ist Glutathion (14). Die Gallensalze werden in der
Leber aus Cholesterol synthetisiert und gehdren chemisch zu der Gruppe der Steroide (15).
Bei physiologischem pH-Wert liegen die Gallenséduren iiberwiegend in anionischer Form
als Gallensalze vor. Cholsdure und Chenodeoxycholsédure sind die prddominanten priméren
Gallenséduren in der Galle des Menschen (16). Typischerweise liegen diese konjugiert mit
den Aminosduren Glycin oder Taurin vor. Basierend auf dem C24-Grundgeriist
unterscheidet man 48 verschiedene Gallensduren in der Galle des Menschen (16). Unter
Beriicksichtigung mikrobieller Umbauprozesse im Darm sind es sogar 384 verschiedene

Gallensiduren, die bisher in der humanen Galle bekannt sind (16).



1.1 Der enterohepatische Kreislauf der Gallensalze

Der Begriff enterohepatischer Kreislauf bezeichnet den Transport der in der Galle gelosten
Gallensalze von der Leber in den Diinndarm und von dort aus zuriick in die Leber (17).

Die in den Hepatozyten synthetisierten Gallensalze werden zunéchst in die Kanalikuli
sezerniert, gelangen sodann iiber die grofBeren intrahepatischen Gallengénge in den Ductus
choledochus, von dem aus die Gallensalze entweder liber den Ductus cysticus die
Gallenblase passieren oder aber direkt liber die Papilla duodeni major in das Duodenum
gelangen. Etwa 90% der Gallensalze werden im terminalen Ileum resorbiert und gelangen
tiber das portalvendse Blut zuriick zu der Leber. Auf hepatozytirer Ebene ist an der
basolateralen Membran der Hepatozyten insbesondere der Natrium-Taurocholat-
Cotransporter (NTCP) fiir die Aufnahme der Gallensalze aus dem portalvendsen Blut in
die Hepatozyten verantwortlich (17). Die kanalikuldre Sekretion der Gallensalze wird iiber
die Bile Salt Export Pump (BSEP) an der kanalikuldren Membran sichergestellt (17). Der
menschliche Korper enthidlt insgesamt etwa fiinf Gramm Gallensalze. Davon werden
lediglich ca. 0,5 g tiglich neu gebildet. Zur Verdauung von Fetten werden jedoch 15-30 g
Gallensalze benoétigt, weshalb die Gallensalze etwa drei- bis sechsmal am Tag zwischen

Leber und Darm zirkulieren (siche Abb. 1).

Duodenum

Portalvene \) 5 ‘l'

terminales lleum

Abb. 1: Der enterohepatische Kreislauf.

Die Gallensalze zirkulieren zwischen der Leber und dem Diinndarm und werden nach Resorption in dem
terminalen Ileum tber die Portalvene wiederum der Leber zugefiihrt. Der enterohepatische Kreislauf wird
drei- bis sechsmal pro Tag durchlaufen.



1.2 Klinische Einteilung und Krankheitsbild der Cholestase

Bei der Cholestase handelt es sich um eine Storung der Galleformation und/oder des
Galleflusses (5). Klinisch unterscheidet man bei der Cholestase zwischen intra- und
extrahepatischen Ursachen (siche Abb. 2). Ein Beispiel fiir intrahepatische Cholestase ist
ein Defekt der hepatozelluldren und/oder der cholangiozelluldren Gallesekretion (5).
Beispiele fiir eine extrahepatische Cholestase sind die Obstruktion der Gallengénge durch
Liasionen, Gallensteine oder aber Tumoren (5). Eine Kombination aus gestortem Gallefluss
und gestorter Gallesekretion liegt bei der primér bilidren Cholangitis (PBC) und der primér
sklerosierenden Cholangitis (PSC) vor (5). Eine Cholestase kann laborchemisch schon
frithzeitig durch die Retention gallepflichtiger Substanzen im Serum diagnostiziert werden.

Hinzu kommen klinische Symptome wie Ikterus, Pruritus oder aber Stuhlentfarbung.

Intrahepatische Cholestase

Extrahepatische Cholestase

Abb. 2: Klinische Einteilung der Cholestase.

Die Cholestase lisst sich ihrer Atiologie nach in eine intra- und eine extrahepatische Form einteilen. Wihrend
es bei der intrahepatischen Cholestase zu einer Storung der Gallesekretion und/oder des Galleflusses in der
Leber kommt, handelt es sich bei der extrahepatischen Form um eine Abflussstorung der Galle in den
extrahepatisch gelegenen groflen Gallengéingen. Auch Kombinationen sind moglich.



1.3 Therapie der Cholestase mit Ursodeoxycholsiure

Bereits zu der Zeit der Tang-Dynastie in China (618-907) wurde die getrocknete Galle von
Schwarzbéren zur Therapie des Ikterus eingesetzt (5). Die Galle des Schwarzbiren enthélt
bis zu 60% Ursodeoxycholsédure (UDCA) an der Gesamtmenge der Gallenséduren (18). Die
Therapie mit Hilfe von Gallensduren nahm in der jiingeren Vergangenheit in den 1970er
Jahren ihren Anfang, als zur Therapie Cholesterin-bedingter Gallensteine Chenodeoxy-
cholsdure verwendet wurde (5). Darauf folgte der Einsatz von UDCA zur Therapie von
Gallensteinen (5). Noch heute gilt die Behandlung der chronischen Cholestase mit UDCA
als Therapieverfahren der ersten Wahl (5). UDCA ist eine hydrophile Gallensdure, die in
der Galle des Menschen nur einen geringen Anteil an dem gesamten Gallensidurepool
einnimmt (ca. 1-3%) (5). In vivo kommt es zu einer raschen Konjugation mit Taurin oder
Glycin und es entsteht Tauroursodeoxycholsdure (TUDC) (19). UDCA findet Anwendung
in der Therapie cholestatischer Lebererkrankungen wie der primér bilidren Cholangitis
(PBC), der primir sklerosierenden Cholangitis (PSC) oder aber bei der intrahepatischen
Schwangerschaftscholestase (20-22). Die Behandlung dieser chronisch fibrosierenden
Cholangiopathien mit UDCA vermag zwar deren Progression zu verlangsamen, ist aber
nicht in der Lage, diese zu heilen (5). Die Therapie mit UDCA wird heute allen Patienten
mit PBC unter der Voraussetzung empfohlen, dass die Cholestaseparameter im Serum
erhoht sind (23). Allgemein akzeptiert ist die Applikation einer Dosis von 13-15 mg/kg
KG/Tag (5). Kommt es zu einem Therapieansprechen, so ist dies mit einer verbesserten
Prognose assoziiert (24). Bei der Behandlung der PSC vermag UDCA die Progression der
Erkrankung zu verzogern, doch Ergebnisse iiber die Langzeitwirkung dieser Therapie

liegen derzeit nicht vor (25).

1.4 Aufbau des Hepatozyten

Der Hepatozyt ist eine polar aufgebaute Zelle. Etwa 85-90% seiner Zelloberfldche werden
von der basolateralen Membran ausgebildet, die iiber die Lebersinusoide mit dem
portalvenosen Blut kommuniziert. 10-15% der Zelloberfliche werden von der
kanalikuldren Membran gebildet (13). Die kanalikuldren Membranen zweier benachbarter
Hepatozyten bilden dabei den Gallekanalikulus aus. Abgedichtet werden die angrenzenden
kanalikuldren Membranen dabei durch tight junctions (siehe Abb. 3) (13).

In der basolateralen Membran befinden sich sekundér aktive Transportproteine, die den

von der Na'/K"-ATPase geschaffenen Na'-Gradienten fiir den Transport ihrer jeweiligen



Substrate ausnutzen (13). Hauptverantwortlich flir die intrazellulire Aufnahme
konjugierter Gallensalze ist der Natrium-Taurocholat-Cotransporter (Ntcp) (26) (siehe
Abb. 3).

Die meisten Transportproteine, die sich in der kanalikuliren Membran befinden, gehoren
zu der ABC Superfamilie (13). Das ABC steht fiir ATP binding cassette. Diese
transportieren unter der Hydrolyse von ATP Substrate gegen einen hohen
Konzentrationsgradienten in die Galle (13). Hauptverantwortlich fiir die Sekretion von
Gallensduren aus den Hepatozyten iiber die kanalikuldre Membran in die Galle ist dabei
die Bile Salt Export Pump (BSEP) (27).

Werden die Gallensalztransporter auf den folgenden Seiten mit GroBbuchstaben abgekiirzt,
so handelt es sich um die Gallensalztransporter des Menschen. Ist hingegen lediglich der
Anfangsbuchstabe grof3 geschrieben gefolgt von Kleinbuchstaben, so handelt es sich um

die Gallensalztransporter von Tieren, in dieser Arbeit meist die der Ratte.

+

Na GS

D

Na
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Abb. 3: Hepatobiliire Transportproteine.

Zwei Leberparenchymzellen bilden zusammen eine sekretorische Einheit. Die basolaterale Membran wird
durch tight junctions von der kanalikuldren Membran getrennt. An der Gallensalzaufnahme ist an der
basolateralen Membran insbesondere der Natrium-Taurocholat-Cotransporter (Ntcp) beteiligt. Die
Gallensalzexkretion an der kanalikuldren Membran wird vor allem durch die Bile salt export pump (Bsep)
geleistet. Teilweise werden Gallensalze auch durch das kanalikuldre Multidrug resistance-associated protein
2 (Mrp2) in die Galle transportiert.



1.5 Der Gallensalztransporter NTCP/Ntcp

Der Natrium-Taurocholat-Cotransporter (NTCP) gehort zu der Familie der SLC10A-
Transporter, die Natrium-abhingig verschiedene Bestandteile der Galle transportieren
(26).

Zu der SLC10A-Familie zédhlen sieben Transporter von SLCI0A1 bis SLC10A7 (28).
NTCP ist ein Polypeptid mit einer Masse von 38 kDa (29). NTCP besteht aus sieben
transmembranen Doménen mit einem extrazellulir gelegenen Amino- und einem
intrazelluldren Carboxy-Terminus (29). Im Menschen codiert das Gen SLCI0AT1 fiir
NTCP, bei Nagern ist es das Gen Slc10A1 fiir Ntcp (30). Es besteht eine etwa 77%ige
Ubereinstimmung in der Aminosiurensequenz des humanen NTCP und der des Ntcp von
Nagern (28). NTCP/Ntcp befindet sich in der basolateralen Membran der Hepatozyten
(31). Ntcp transportiert Natrium (Na*)-abhingig Gallensduren aus dem sinusoidalen Blut
in die Hepatozyten. Ntcp ist ein sekunddr-aktiver Transporter. Der Transport von
Gallenséuren erfordert die Bindung zweier Na'-Molekiile (30). Den dafiir notigen Na'-
Gradienten hilt die Na"/K"-ATPase aufrecht. NTCP/Ntcp transportiert sowohl konjugierte
als auch unkonjugierte Gallensduren (32). Des Weiteren transportiert NTCP/Ntcp
Steroidhormone, Schilddriisenhormone und Medikamente, wie Statine und das
Antimykotikum Micafungin (33, 34). Trotz einer gro3en Schnittmenge an transportierten
Substraten existieren auch Spezies-spezifische Substratunterschiede im Transportverhalten
von NTCP/Ntcp zwischen Menschen, Ratten und Méausen (32). So wird beispielsweise
Rosuvastatin von NTCP, jedoch nicht von Ntcp transportiert (35).

Die Expression von NTCP in der basolateralen Membran kann im Rahmen von
Erkrankungen der menschlichen Leber sowohl hoch- als auch herunterreguliert sein.
Lebererkrankungen mit verminderter Expression von NTCP sind die Progressive familidre
intrahepatische Cholestase (36), die inflammatorische Cholestase (37), die primére bilidre
Cholangitis (38), die chronische Hepatitis C (39) und die obstruktive Cholestase in ihrer
Friih- und Spitphase (40).

Eine vermehrte Expression von NTCP ldsst sich hingegen bei nicht-alkoholischer Fettleber
(41) und in der terminalen Phase der primér bilidren Cholangitis (42) finden.

In Abhingigkeit des Galleflusses und der darin gelosten Substanzen fiihren
posttranskriptionelle Regulationsmechanismen zu einem schnellen Ein- und Ausbau von
NTCP/Ntcp an der basolateralen Membran (30). Im Vergleich dazu lauft die
transkriptionelle Regulation von NTCP/Ntcp langsam ab (29).



Cyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) fiihrt zu einem Einbau von Ntcp in die
Hepatozyten (43, 44). cAMP aktiviert hierbei die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K), die
ihrerseits wiederum die drei Kinasen Akt, Proteinkinase C 6 (PKC 6) und die Proteinkinase
C {(PKC () aktiviert (43, 45-47). Die cAMP-abhéngige Aktivierung von PI3K/PKC & und
PI3K/PKC ( ldsst sich sowohl in menschlichen Hepatozyten als auch in Hepatozyten von
Ratten beobachten. Es scheint, dass die Aktivierung von PI3K/PKC 6 durch cAMP zu einer
Aktivierung der GTPase Rab4 fiihrt (43), die den Transport von Vesikeln beeinflusst, die
NTCP enthalten. Eine membranstéindige Lokalisation der PKC & scheint bei der Rab4-
Aktivierung und der Translokation von NTCP an die basolaterale Membran von grof3erer
Bedeutung zu sein als ihre Kinaseaktivitdt (43). Intrazelluldr lokalisierte Rab4-Vesikel
interagieren bei Aktivierung von Rab4 mit dem Kinesin-1 der Mikrotubuli. Das fiihrt zu
einem gesteigerten Transport der NTCP/Rab4-Vesikel in Richtung basolateraler Membran
(43). Den Transport von Ntcp/Rab4-Vesikeln entlang der Mikrotubuli in Richtung deren
positiv geladenem Ende stimuliert zudem die PKC ( (48).

Ntcp ist ein Protein, welches an Serin- und Threoninresten phosphoryliert werden kann
(49). cAMP bewirkt eine Dephosphorylierung am Ser®?° (50). cAMP steigert hierbei die
intrazellulire Calcium (Ca?")-Konzentration (51) und aktiviert damit die Ca2*/Calmodulin
abhingige Serin/Threonin-Proteinphosphatase 2B (PP2B) (52, 53). PP2B fiihrt zu einer
direkten Dephosphorylierung von Ntcp (53) und damit zu einem Einbau des Transporters
in die basolaterale Membran.

Die verschiedenen PKC-Isoformen scheinen die Expression von NTCP/Ntcp in der
basolateralen Membran unterschiedlich zu beeinflussen. Wihrend die PKC & (43) und die
PKC { (47) zu einem Einbau von NTCP/Ntcp in die basolaterale Membran fiihren, bewirkt
die PKC a den Ausbau von Ntcp aus der Membran (54, 55).

Es wurde gezeigt, dass auch Stickstoffmonoxid (NO) eine Rolle in der
posttranskriptionellen Regulation der Lokalisation von NTCP/Ntcp in den Hepatozyten
spielt. NO bindet an die Thiolgruppe der Cysteinreste von NTCP/Ntcp. Durch diese S-
Nitrosylierung kommt es zu einem Ausbau von NTCP/Ntcp aus der basolateralen
Membran (56). Der NTCP besitzt vier Cysteinreste (Cys44, Cys98, Cys125, Cys266) in
seiner Aminosdurensequenz, die sich auch im Ratten-Ntcp finden (57). Fiir den Ratten-
Ntcp, der acht Cysteinreste besitzt, konnte zudem gezeigt werden, dass NO eine S-
Nitrosierung am Cys’® ausldst, wodurch es zu einem Ausbau des Transporters aus der

basolateralen Membran kommt (58). Diesem Mechanismus konnte bei der durch



Lipopolysaccharid verursachten Cholestase (Sepsis-assoziierte Cholestase) Bedeutung
zukommen (59).
Weniger gut erforscht ist hingegen die durch NO bedingte Nitrierung der Tyrosinreste von

NTCP/Ntcp und ihre Auswirkung auf die Lokalisation des Transporters (60).

1.6 Der Gallensalztransporter BSEP/Bsep

Die Bile salt export pump (Bsep) gehort zu der Superfamilie der ABC-Transporter (ATP
binding casette-Transporter) (13). Diese gewdhrleisten liber die Bindung und den
Verbrauch von ATP einen aktiven Transport an der kanalikuliren Membran und
transportieren ihre jeweiligen Substrate gegen einen Konzentrationsgradienten in die Galle
(13). BSEP ist ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von etwa 160 kDa und
besteht aus zwei transmembraniren Dominen mit jeweils sechs die Membran
durchspannenden Helices (13). BSEP/Bsep transportiert nahezu ausschlieBlich Gallensalze
(13) mit Ausnahme des ebenfalls durch Bsep transportierten Pravastatins (61). BSEP ist
damit fiir den Gallensalz-abhdngigen Gallefluss verantwortlich und transportiert die
Gallensduren  wie  Cholsdure, = Chenodeoxycholsidure, = Deoxycholsdure  und
Ursodeoxycholsdure sowie deren Konjugate (27). Es herrscht eine etwa 80%ige
Ubereinstimmung in der Aminosiurensequenz zwischen dem Bsep von Nagetieren und
dem humanen BSEP (13).

Es sind eine Reihe von Mutationen des BSEP-Gens bekannt, die zu cholestatischen
Lebererkrankungen fithren (27). Dazu wird die Progressive familidre intrahepatische
Cholestase Typ 2 (PFIC-2) gezéhlt, bei der eine stark verminderte bis fehlende Expression
von BSEP in der kanalikuldren Membran vorliegt (27). Klinische Folgen sind lkterus,
Pruritus, Wachstumsstérungen oder aber schwere Himorrhagien (27). Daneben werden
weniger schwer verlaufende BSEP-assoziierte cholestatische Lebererkrankungen als
benigne rekurrente intrahepatische Cholestase vom Typ 2 bezeichnet (27).

BSEP/Bsep wird sowohl auf transkriptioneller als auch auf posttranskriptioneller Ebene
stark reguliert.

cAMP, Tauroursodeoxycholsdure, und Taurocholsdure fiihren zu einem Einbau von Bsep
in die kanalikulire Membran (13). Demgegeniiber fiihren Estradiol-17p-Glucuronid,
Lithocholsédure, Lipopolysaccharide und Hypoxie zu einem Ausbau von Bsep aus der

kanalikuldren Membran (13).



Die Translokation der Gallensalztransporter an die kanalikulire Membran erfolgt
Mikrotubuli-vermittelt (62). Die PI3K ist in der durch Taurocholsdure induzierten
Translokation von Bsep zu der kanalikuliren Membran involviert und muss hierzu in
aktivierter Form vorliegen (62). Die durch Zellschwellung und TUDC gesteigerte
Translokation von Bsep zu der kanalikuliren Membran in Rattenlebern ist hingegen von
der Aktivierung der p38MAPK yund Erk abhingig (63). Durch die Phosphorylierung von Bsep
durch die PKCa kommt es zu einer gesteigerten Gallensalzexkretion, was einen vermehrten
Einbau des Transporters in die Membran vermuten lidsst (62). Die Aktivierung Ca®'-
abhingiger Proteinkinase C-Isoformen durch Phorbolester oder aber Thymeleatoxin wirkt
hingegen cholestatisch und fithrt zu einem Ausbau von Bsep aus der kanalikuldren
Membran (27).

Bisher ist in der Literatur relativ wenig iiber die Regulation von BSEP bekannt (63). Es
konnte jedoch gezeigt werden, dass bei dem durch TUDC induzierten Einbau von BSEP in

8MAPK a1s auch eine Ca*-

die kanalikuldre Membran von HepG2-Zellen sowohl die p3
unabhéngige PKC-Isoform involviert sind (63). In HepG2-Zellen befindet sich BSEP
partiell in dem Golgi-Apparat und Mikrotubuli sind erforderlich, damit BSEP ausgehend
von dem Golgi-Apparat (,,Golgi-Kompartiment*) iiber einen intrazelluliren BSEP-Pool
(,,Post-Golgi-Kompartiment*) an die kanalikuldre Membran gelangt und dort eingebaut

wird (63).

1.7 Osmotische Regulation von Gallensalztransportern

Der Ein- und Ausbau von Gallensalztransportern in die basolaterale und kanalikulédre
Membran ist einer der Hauptmechanismen der sogenannten Kurzzeitregulation (,,short-
term regulation®), der Einfluss auf die Formation der Galle nimmt (64). Dies ermdglicht
eine rasche Anpassung der kanalikuldren Sekretion an dullere Begebenheiten (64). Durch
die Veranderung der Zahl der Transporter in der basolateralen und kanalikuldren Membran
kann die Transportkapazitdt (Vmax) innerhalb weniger Minuten veréndert werden (65).

Einen Einfluss auf die Kurzzeitregulation der Gallensalztransporter nimmt der
Hydratationszustand der Hepatozyten, gleichzusetzen mit deren Zellvolumen (11).
Auswirkung auf das Zellvolumen der Hepatozyten haben verschiedene Hormone und
Néhrstoffe, oxidativer Stress oder die Verdnderung der Umgebungsosmolaritit (2).
Wihrend eine hyperosmolare Umgebung zu einer Zellschrumpfung fiihrt, kommt es bei

hypoosmolarer Umgebung zu einer Zellschwellung der Hepatozyten (2).
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Diese Anderungen des Zellvolumens werden von der Zelle durch Mechanismen registriert,
die man unter dem Begriff Osmosensing subsumiert (11).

Die sich daran anschlieBende Aktivierung von Signaltransduktionswegen, die zu
Veranderungen der Zellfunktion fiihrt, nennt man Osmosignalling (11).

In perfundierten Rattenlebern fiihrt eine Zellschrumpfung zu einer Abnahme der Exkretion
des Gallensalzes Taurocholat (TC) in die Galle, wihrend sie durch eine Schwellung der
Hepatozyten gesteigert wird. Dabei spielt es keine Rolle, ob die Anderung des
Hydratationszustandes mittels anisotonem Stimulus, Insulin oder aber Ethanol induziert
wird (64).

Eine Zunahme des Wassergehaltes von Hepatozyten um 10% fiihrt zu einer Verdoppelung
der Vmax der TC-Sekretion in die Galle (65). Der Hydratationszustand der Hepatozyten hat
somit einen grofen Einfluss auf den transzelluldren Transport von in der Galle geldsten
Substanzen, wie konjugierten Gallensduren, Glucuroniden oder aber Glutathion-
Konjugaten (11).

Hyperosmolare Zellschrumpfung fiihrt zu einem schnellen Ausbau von Bsep aus der
kanalikuldren Membran, wihrend eine hypoosmolare Stimulation zu einer Insertion von
Bsep in die Membran fiihrt (66).

Ebenso verhédlt es sich mit dem kanalikuldren Transporter Mrp2. In
Immunfluoreszenzfiarbungen und elektronenmikroskopischen Aufnahmen konnte gezeigt
werden, dass Zellschrumpfung zu einem Ausbau des Transporters aus der Membran fiihrt,
wohingegen es bei Zellschwellung zu einem Einbau in die kanalikuldire Membran kommt
(67).

Auf der mRNA-Ebene fiihrt die hypoosmotisch bedingte Zellschwellung zu einer erh6hten
Expression der mRNA von Bsep und Mrp2, wohingegen es zu einer Abnahme der mRNA-
Expression durch hyperosmotisch bedingte Zellschrumpfung kommt (68).

Zellstrukturen, die Anderungen im Hydratationszustand der Hepatozyten registrieren

konnen, sind Integrine. Sie fungieren als wichtige Osmosensoren der Hepatozyten (69).
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1.8 Integrine

1.8.1 Struktur der Integrine

Integrine sind transmembrane, heterodimere Glykoproteine, die sich aus einer ao-
Untereinheit (120-180 kDa) und einer B-Untereinheit (90-110kDa) zusammensetzen (70).
Die beiden Untereinheiten bilden eine nichtkovalente Bindung aus (70). Die Integrine
bestehen aus drei Doménen, einer grolen extrazelluldren, einer transmembranen und einer
kleinen zytoplasmatischen Doméne (70). Es sind bislang 24 Integrin-Isoformen bekannt,
die aus 18 a-Untereinheiten und 8 B-Untereinheiten gebildet werden (70). Wéhrend an die
extrazellulire Doméne spezifische Liganden binden, bindet die zytoplasmatische Doméne
an das Zytoskelett im Zellinneren. Alle Integrine, mit Ausnahme von oef4 (Bindung an
Intermedidrfilamente), binden im Zellinneren an Aktinfilamente (70). Viele Integrine
liegen nicht dauerhaft in einem aktiven Zustand an der Zelloberfliche vor. In ihrem
inaktiven Zustand binden sie weder Liganden noch sind sie in ,,Signalling-Prozesse* der
Zelle involviert (70). So fiihren spezifische Stimuli zu einer regulierten Aktivierung, sodass

beispielsweise darauf erst die Bindung an spezifische Liganden einsetzt (70).

1.8.2 Signaliibertragung durch Integrine

Integrine sind zu einer bidirektionalen Signaliibertragung befdhigt (71). Das ermdglicht
intrazelluldre und extrazellulire Prozesse miteinander zu vereinigen. Man unterscheidet
zwischen dem ,,Outside-in Signalling* und dem ,,Inside-out Signalling*.

Beim ,,Outside-in Signalling* fithrt die Ligandenbindung an der extrazelluliren Doméne
zu einer Aktivierung intrazelluldrer Signalwege (71).

Beim ,,Inside-out Signalling hingegen binden intrazelluldre Effektoren an die
zytoplasmatische Doméne der Integrine und induzieren damit eine Konformations-
dnderung der extrazelluliren Doméne. Dies fiihrt zu einer Affinitétssteigerung fiir die
Bindung von Liganden an der extrazelluldren Doméne (72).

Es sind Multiproteinkomplexe, die den Kontakt zwischen Integrin-Rezeptoren,
intrazelluldren Proteinen und Aktinfilamenten herstellen. Diese bezeichnet man als ,,Focal
Adhesion Points* (73).

Integrine und ihre Liganden sind an zahlreichen biologischen Prozessen beteiligt. Sie
nehmen Schliisselrollen im Rahmen der Embryogenese, der Immunreaktion, der Migration
von Leukozyten oder der Regulation der Hdmostase ein (70). Dariiber hinaus sind sie an

der Entstehung von Tumorerkrankungen und vielen anderen Krankheiten des Menschen
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beteiligt (70). Als zellulire Signaltransduktoren beeinflussen die Integrine die
Zellhomoostase und regulieren sowohl Proliferation und Apoptose als auch Genexpression
und die Zelldifferenzierung (70).

Integrine sind in ihrer Funktion als Zelladhdsionsmolekiile der extrazelluldren Matrix an
Prozessen der Mechanotransduktion und dem Wachstumsfaktor-Signalling beteiligt (70,
74).

In der Leber dominieren drei Isoformen der Integrine, a1f1-, aspi- und aofi-Integrine (75).

1.8.3 osPi-Integrine

Das aspi-Integrine die dominierende Isoform der Integrine in der Leber (9). Der natiirliche
Ligand des asPi-Integrins ist das Glykoprotein Fibronectin. Die Peptidsequenz, die die o-
Untereinheit des osPi-Integrins dabei erkennt, besteht aus den drei Aminosduren Arginin
(Arg), Glycin (Gly) und Aspartat (Asp). Die Peptidsequenz Arg-Gly-Asp bezeichnet man
als ,,RGD-Motiv* (76).

Die Interaktion zwischen dem asfi-Integrin und Fibronectin beeinflusst die Konformation
der extrazelluldren Matrix und reguliert die Zelladhdsion und Zellmigration (77).

In perfundierten Rattenlebern fiihrt die Stimulation des Lebergewebes mit der hydrophilen
Gallensdure Tauroursodeoxycholsdure (TUDC) zu einer Aktivierung der pi-Integrine. Die
aktive Konformation der Bi-Integrine ist dabei liberwiegend intrahepatisch nachweisbar
(10).

Andere  Gallensduren, wie Glykochenodeoxycholsdure (GCDC) oder aber
Taurochenodeoxycholsdure (TCDC), haben keinen Effekt auf die Aktivitit der Bi-Integrine
(10). Keine der Gallensduren hat einen Einfluss auf die Gesamtexpression des osfi-
Integrins (10). Die Aktivierung der Bi-Integrine durch TUDC wurde auch in humanen
Ntcp-transfizierten HepG2-Zellen nachgewiesen (10).

In ihrer Funktion als Osmosensoren der Hepatozyten werden die Bi-Integrine durch eine
hypoosmolare Umgebung und der damit verbundenen Volumenzunahme der Hepatozyten
aktiviert (69).

Im Gegensatz zu der Aktivierung der fi-Integrine durch TUDC werden sie in ihrer Rolle
als Osmosensoren jedoch nicht intrahepatisch, sondern in der Plasmamembran der
Hepatozyten aktiviert (10, 78).

Die Volumenzunahme der Hepatozyten durch Insulin hat ebenfalls eine Aktivierung der

Bi1-Integrine in der Plasmamembran der Leberzelle zur Folge (78).



13

Voraussetzung fiir die intrahepatische Aktivierung der Bi-Integrine durch TUDC ist die
Aufnahme dieser Gallensdure (10). TUDC gelangt iiber den Natrium-Taurocholat-
Cotransporter (Ntcp) in die Hepatozyten.

In in silico-Analysen wurde in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr.
Gohlke die Interaktion zwischen TUDC und dem as1-Integrin untersucht. Die Ergebnisse
lassen vermuten, dass TUDC mit der Kopfregion des aspi-Integrins interagiert (10). Diese
Interaktion hat einen allosterischen Effekt auf die Konformation der B-Untereinheit (UE)
des osPi-Integrins, wodurch das Integrin aktiviert wird (10). Im Fokus der
Konformationsdnderung stehen die zentrale Region der a1-Helix und das N-terminale Ende
der a7-Helix der B-UE (10). Durch die Bindung von TUDC verringert sich der Abstand
zwischen dem Leul65 der al-Helix und dem Ile371 der a7-Helix. Zudem verstérkt sich

das Abknicken der al-UE durch die Bindung von TUDC um den Faktor 10° (10).

1.9 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu untersuchen, welchen Einfluss die Gallensiduren
Glykochenodeoxycholsdure und Tauroursodeoxycholsdure auf die Lokalisation des
Gallensalztranzporters Natrium-Taurocholat-Cotransporter an der basolateralen Membran
und die Lokalisation des Gallensalztransporters Bile salt export pump an der kanalikuldren
Membran in perfundierten Rattenlebern haben.

Diesbeziiglich wurde unter dem Einsatz von Inhibitoren auflerdem untersucht, ob die
choleretische Wirkung der Tauroursodeoxycholsdure durch pi-Integrine und die
Proteinkinase A vermittelt wird.

Zudem wurde in dieser Arbeit untersucht, welche Auswirkung die Stimulation mit
hyperosmolarem Medium (385 mosmol/l) und Tauroursodeoxycholsdure auf die
Lokalisation des Gallensalztransporters Natrium-Taurocholat-Cotransporter an der
basolateralen Membran in perfundierten Rattenlebern hat.

Dabei wurde unter dem Einsatz eines Inhibitors weiter untersucht, ob die choleretische
Wirkung der Tauroursodeoxycholsdure von dem Aktivititsniveau der Pi-Integrine

abhéngig ist.



2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerite
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Gerite

Firma

LSM 510 Laser Scanning Mikroskop

Carl Zeiss, Jena, Deutschland

LSM 880 Laser Scanning Mikroskop

Carl Zeiss, Jena, Deutschland

Kryostat

Leica, Wetzlar, Deutschland

2.1.2 Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial

Firma

Deckgliser

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Einmal-Kaniile (@ 0,9 x 40 mm)

Braun, Melsungen, Deutschland

Einmal-Spritze (20ml)

Braun, Melsungen, Deutschland

Falcon-Tubes

BD Falcon, Durham, USA

Objekttrager

Engelbrecht, Edermiinde, Deutschland

Pipetten (variable Volumina)

Eppendorf, Hamburg

Stripetten (variable Volumina)

Corning Incorporated, NY, USA




2.1.3 Reagentien
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Reagentien

Firma

Fetales Kélberserum (FCS)

Biochrom, Berlin, Deutschland

Fluoromount G-Mounting Medium

Tocris/Biozol, Eching, Deutschland

Glykochenodeoxycholsidure (GCDC)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

GRADSP Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland
GRGDSP Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland
H&9 Tocris/Biozol, Eching, Deutschland

Immersionsél Immersol™ 518F

Carl Zeiss, Jena, Deutschland

Methanol

VWR Chemicals, Darmstadt, Deutschland

PBS (1X) gibco  life  technologies, Paisley,
Schottland

PBS (1X) Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Tauroursodeoxycholsdure (TUDC)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

2.1.4 Antikorper

Antikorper Firma

Anti Kaninchen Bsep Geschenk von Prof. Dr. Stieger
(Kantonsspital, Ziirich, Schweiz)

Anti Kaninchen Cy3 Millipore, Darmstadt, Deutschland,
Katalognummer: AP132C

Anti Kaninchen IgG Dako, Hamburg, Deutschland
Katalognummer: F0200

Anti Kaninchen Ntcp Geschenk von Prof. Dr. Stieger
(Kantonsspital, Ziirich, Schweiz)

Anti Maus FITC Millipore, Darmstadt, Deutschland
Katalognummer: AP130F

Anti Maus IgG Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland
Katalognummer: 1706516
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Anti Maus Na"K'-ATPase Millipore, Darmstadt, Deutschland
Katalognummer: 05-369

Anti Maus ZO1 Invitrogen, Carlsbad, USA
Katalognummer: 33-9100

2.2 Methoden

2.2.1 Leberperfusionen

In den durchgefiihrten Untersuchungen wurden Lebern von ménnlichen Wistar-Ratten mit
einem Gewicht zwischen 140-160g verwendet. Diese wurden in einem offenen System
ohne Rezirkulation des Perfusates perfundiert, wie es in folgender Publikation von Herrn
Prof. Dr. Sies beschrieben ist (79). Als Perfusionsmedium wurde mit Bikarbonat gepufferte
Krebs-Henseleit-Losung verwendet, die L-Lactat (2.1 mmol/l) und Pyruvat (0.3 mmol/l)
enthielt. Der Gasgehalt betrug 5% fiir CO2 und 95% fiir O bei einer Temperatur von 37°C
und einem pH-Wert von 7,4. Die Osmolaritit bei den normoosmotischen Perfusionen
wurde auf 305 mosomol/l festgelegt. Bei den hyperosmolaren Perfusionen wurde eine
Osmolaritdt von 385 mosmol/l eingestellt, wofiir die Konzentration von NaCl im
Perfusionsmedium angehoben wurde. Die Flussrate des Perfusates durch die Leber betrug
3.5-4 ml/g Leber/min. Zur Abschitzung des Gewichts der Leber wurde diese mit 4% des
Gesamtgewichtes der Ratte berechnet. Die Zusitze, wie das Integrin-hemmende Peptid
GRGDSP (10 pmol/l), das Kontrollpeptid GRADSP (10 pmol/l), H89 (2 umol/l) oder aber
die Gallensalze GCDC (20 pmol/lI) und TUDC (20 pmol/l), wurden vor der Leberpassage
der Krebs-Henseleit-Losung zugefiigt. Die Zellviabilitit der perfundierten Lebern wurde
durch die kontinuierliche Messung des Gehalts an Lactatdehydrogenase im Effluat
kontrolliert. Portaler Druck, die effluente K" -Konzentration und der pH-Wert wurden
ebenfalls zur Kontrolle kontinuierlich bestimmt.

Die Perfusionen wurden von Frau Nicole Eichhorst durchgefiihrt. Die Aktenzeichen der
Tierversuchsgenehmigung der zur Perfusion verwendeten Ratten lauten G214/12 und

G287/15.

2.2.2 Immunfluoreszenzfirbung

Fir die Farbungen wurden 7 pm dicke Gefrierdiinnschnitte aus den perfundierten

Rattenlebern angefertigt und auf Objekttriger libertragen. Diese wurden zunidchst in
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Methanol fiir 2 min bei -20°C fixiert und permeabilisiert. Dann wurden die Schnitte 3-mal
fiir jeweils 5 min in PBS (1x) gewaschen. AnschlieBend erfolgte eine Blockierung fiir 30
min in 5%igem FCS bei Raumtemperatur. Darauf wurden die Leberschnitte mit dem
jeweiligen primdren Antikorper liber Nacht bei 4°C inkubiert. Folgende Konzentrationen
wurden dabei zur Farbung verwendet: Ntcp (1:200), Na*/K*-ATPase (1:200), Bsep (1:200)
und ZO-1 (1:500). Die Antikorper wurden in PBS gelost, dem 1% FCS zugesetzt wurde.
Nach der Inkubation liber Nacht wurden die Leberschnitte wiederum 3-mal fiir jeweils 5
min in PBS (1x) gewaschen. Es folgte die Farbung mit den sekundéren fluoreszierenden
Antikorpern anti-mouse-FITC und anti-rabbit-Cy3 in einer Konzentration von 1:500 in
PBS gelost. Die Einwirkzeit der sekundidren Antikdrper betrug zwei Stunden bei
Raumtemperatur. Die gefarbten Schnitte wurden abschlieBend mit Fluoromount-G-

Reagenz eingedeckt und mit einem Deckglidschen bedeckt.

2.2.3 Konfokale Laser Scanning Mikroskopie

Bei einem Konfokalmikroskop handelt es sich um ein spezielles Lichtmikroskop. Im
Unterschied zur konventionellen Lichtmikroskopie wird nicht das ganze Préparat
beleuchtet, sondern nur ein eingegrenzter Bereich davon. Zudem befindet sich im
Strahlengang eine Lochblende, die dafiir sorgt, dass nur Licht aus der fokalen Ebene zu
dem Detektor gelangt. Daraus resultieren optische Schnittbilder mit hohem Kontrast. In
der vorliegenden Arbeit wurden das konfokale Laser Scanning Mikroskop LSM510meta
und das Laser Scanning Mikroskop LSM880 von Carl Zeiss verwendet. Die beiden
unterschiedlichen Mikroskope wurden in voneinander unabhéngigen Experimentserien
verwendet. Zu der Anfertigung der mikroskopischen Aufnahmen wurden zwei Laser mit
unterschiedlichen Wellenldngen verwendet. Es wurde die Wellenlinge 488 nm eines

Argon-Lasers und ein Helium-Neon-Laser mit einer Wellenldnge von 543 nm verwendet.

2.2.4 Densitometrische Analyse und Quantifizierung der Immunfluoreszenz-

firbungen

Die densitometrische Auswertung der mikroskopischen Aufnahmen orientierte sich an der
Integritdt und Vergleichbarkeit der Fluoreszenzprofile der Na'/K'-ATPase an der
basolateralen Membran und des Tight junction-Proteins ZO-1 an der kanalikuldren
Membran.

Die ausgewihlten Fluoreszenzprofile der Na'/K"-ATPase weisen das Maximum ihrer

Fluoreszenzintensitit in der Membranmitte der basolateralen Membran auf mit einer
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geringen Fluoreszenzintensitit an den Seitenrdndern beidseits der Membranmitte (siche
Abb. 4). An der basolateralen Membran wurden der Gallensalztransporter Natrium-
Taurocholat-Cotransporter (Ntcp) sowie die Na'/K"-ATPase angefirbt.

Die ausgewdhlten Fluoreszenzprofile von ZO-1, einem Tight junction-Protein, das die
Grenze zwischen basolateraler und kanalikuldrer Membran zieht, zeigen einen
zweigipfligen Verlauf ihres Fluoreszenzprofiles. Die Auswahlkriterien hierbei waren ein
paralleler Verlauf der Kurvenverldaufe zu beiden Seiten sowie eine etwa gleiche Hohe der
beiden Maxima (siehe Abb. 5) In Abb. 6 ist schematisch gezeigt, wie zwei benachbarte
Hepatozyten einen Gallekanalikulus ausbilden.

An der kanalikuldren Membran wurden der Gallensalztransporter Bile salt export pump
(Bsep) sowie ZO-1 angefirbt.

Zu der Analyse der mikroskopischen Bilder wurde die Software Image-Pro Plus (Media
Cybernetics, Rockville) verwendet. Der Analysebalken wurde senkrecht an der zu
untersuchenden Membran angelegt. Ausgegeben wurde das Fluoreszenzprofil {iber eine
Lange von 8 um. Der Analysebalken wurde hierbei so positioniert, dass jeweils 4 um von
der Membranmitte ausgehend in die Peripherie auf beiden Seiten gemessen und analysiert
wurden. Die Software gibt die durchschnittliche Fluoreszenzintensitit je Pixel an.

Die so erhaltenen Werte wurden in ein Excel-Dokument {ibertragen. Hier wurde jeder Wert
mathematisch auf den Mittelwert aller gemessenen Fluoreszenzintensititen eines jeden
Pixels normalisiert und die Standardabweichung ermittelt.

Aus diesen Werten wiederum resultieren die im Ergebnisteil aufgefiihrten Kurvenverldufe

von Ntcp, Bsep, Na'/K -ATPase sowie ZO-1 (siche Abb. 4 und Abb. 5).
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Abb. 4: Densitometrische Analyse und Quantifizierung der Immunfluoreszenz von Ntcp und der
Na*/K*-ATPase an der basolateralen Membran.

Gefrierdiinnschnitte perfundierter Rattenlebern wurden fiir Ntcp (rot) und die Na*/K*-ATPase (griin)
immunfluoreszenzgefarbt. Die mikroskopischen = Aufnahmen wurden an einem konfokalen
Laserscanningmikroskop  generiert. Die  Immunfluoreszenzbilder ~wurden anschlieBend einer
densitometrischen Analyse unterzogen. Der insgesamt 8 pm ausmessende Analysebalken wurde dabei
senkrecht an der basolateralen Membran zweier benachbarter Hepatozyten platziert. Der Analysebalken
wurde dabei so platziert, dass die maximale Fluoreszenzintensitit der Na'/K'-ATPase auf Hohe der
Membranmitte liegt. Die Kurvenverldufe von Ntcp und der Na'/K"*-ATPase ergeben sich aus den
mathematisch auf den Mittelwert aller gemessenen Fluoreszenzintensititen eines jeden Pixels normalisierten
Fluoreszenzwerten. (entnommen und modifiziert aus Sommerfeld ef al., 2015)
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Abb. 5: Densitometrische Analyse und Quantifizierung der Imnmunfluoreszenz von Bsep und ZO-1 an
der kanalikuliren Membran.

Gefrierdiinnschnitte  perfundierter ~Rattenlebern wurden fiir Bsep (rot) und ZO-1 (griin)
immunfluoreszenzgefarbt. Die mikroskopischen = Aufnahmen wurden an einem konfokalen
Laserscanningmikroskop  generiert. Die Immunfluoreszenzbilder —wurden anschlieBend einer
densitometrischen Analyse unterzogen. Der insgesamt 8§ pm ausmessende Analysebalken wurde dabei
senkrecht an der kanalikuldren Membran platziert. Die Mitte des kanalikuldren Lumens korreliert hierbei mit
der minimalen Fluoreszenzintensitit im Kurvenverlauf von ZO-1. Die Kurvenverldufe ergeben sich aus den
mathematisch auf den Mittelwert aller gemessenen Fluoreszenzintensitdten eines jeden Pixels normalisierten
Fluoreszenzwerten. (entnommen und modifiziert aus Sommerfeld et al., 2015)
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Abb. 6: Graphische Veranschaulichung der Entstehung und des Verlaufes der Fluoreszenzprofile von
Bsep und ZO-1.

Wie in dieser Abbildung zu sehen ist, bildet das tight-junction-Protein ZO-1 die Grenze zwischen der
basolateralen Membran und der kanalikuldren Membran benachbarter Hepatozyten. Durch die Verbindung
der apikalen Pole zweier Hepatozyten bildet sich das Lumen der Gallekanalikuli aus. (entnommen und
modifiziert aus Sommerfeld ef al., 2015)
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2.2.5 Statistische Auswertung

Alle in dieser Arbeit verarbeiteten Zahlenwerte stellen die Mittelwerte + Standardfehler
des Mittelwertes (standard error of the mean, SEM) dar. Zu der statistischen Auswertung
der Ergebnisse wurde der t-Test oder aber die einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA)
verwendet.

Die t-Testung wurde zu der Uberpriifung des Signifikanzniveaus der Fluoreszenzmaxima
im Kurvenverlauf des Fluoreszenzprofiles der Gallensalztransporter und Kontrollproteine
zwischen den jeweils miteinander verglichenen Stimulationen angewendet.

Die einfaktorielle Varianzanalyse wurde hingegen im Rahmen der Uberpriifung des
Signifikanzniveaus der kanalikuldren Verbreiterung eingesetzt.

p < 0.05 wurde als statistisch signifikant angenommen. Pro Versuchsbedingung wurden
drei voneinander unabhéngige und individuelle Experimente durchgefiihrt. In jedem

Experiment wurden 10-30 unterschiedliche Bildabschnitte in die Auswertung einbezogen.
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3 Ergebnisse

3.1 Die Regulation der Plasmamembranlokalisation des Gallensalz-

transporters Ntcp durch GCDC und TUDC

3.1.1 GCDC fiihrt zu einem Ausbau von Ntcp aus der basolateralen Membran in

perfundierten Rattenlebern

Die Lokalisation des Gallensalztransporters Ntcp an der basolateralen Membran zum
Zeitpunkt 90 min wurde zwischen den Kontrolltieren (305 mosmol/l) und den Tieren
verglichen, die tiber 90 min mit der hydrophoben Gallensdure GCDC (20 pmol/l)
perfundiert wurden.

Hierzu wurden mikroskopische Aufnahmen an einem Konfokalen Laserscanning-
mikroskop angefertigt (siche Abb. 7).

Die mikroskopischen Bilder wurden, wie im Methodenteil beschrieben, einer
densitometrischen Analyse unterzogen. Hieraus ergeben sich die Fluoreszenzprofile, wie
sie in Abb. 8 zu sehen sind.

Durch die Stimulation mit der hydrophoben Gallensdure GCDC éndert sich das
Fluoreszenzprofil von Ntcp zum Zeitpunkt 90 min insofern, dass die Fluoreszenzintensitét
in der Membranmitte signifikant abnimmt. Zudem nimmt die Fluoreszenzintensitét
beidseits der Membranmitte in den lateral gelegenenen Bereichen zu (Abb. 8).

Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass die Gallensdure GCDC zu einem Ausbau des
Gallensalztransporters Ntcp aus der basolateralen Membran fiihrt. Die Gelbfiarbung der
basolateralen Membran als Mischfarbe aus rot fluoreszierendem Ntcp und griin
fluoreszierender Na'/K'-ATPase nimmt ab und in dem Bereich beidseits der
Membranmitte nimmt die Rotfarbung zu (siche Abb. 7).

Demgegeniiber hat die Stimulation mit GCDC keinen Effekt auf die Fluoreszenverteilung
der Na'/K*-ATPase (sieche Abb. 8).

Es konnte des Weiteren gezeigt werden, dass die GCDC-vermittelte Internalisierung von

Ntcp bereits nach 60-miniitiger Stimulation einsetzt (siche Abb. 9).
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Abb. 7: Immunhistochemische Untersuchung der Expression von Ntcp (rot) und der Na*/K*-ATPase
(griin) in der perfundierten Rattenleber nach der Perfusion mit GCDC-freiem oder GCDC-haltigem
normoosmotischen Medium.

GeméiB der oben gezeigten Perfusionspléne (A) wurden Rattenlebern mit normoosmotischem Medium (305
mosmol/l) mit und ohne GCDC (20 pumol/l) {iber einen Zeitraum von 90 min perfundiert. Den Ratten wurde
zu dem Zeitpunkt 90 min ein Leberlappen entnommen. Die daraus angefertigten Gefrierdiinnschnitte wurden
immunfluoreszenzgefarbt und es wurden Aufnahmen am konfokalen Laserscanningmikroskop angefertigt.
Die Aufnahmen zeigen die Immunfluoreszenz des Gallensalztransporters Ntcp in Rot und der Na/K*-
ATPase zur Kontrolle in Griin. Die weilen Pfeile zeigen einen fiir die jeweilige Stimulation représentativen
Bereich an (B). Der Malistabsbalken représentiert eine Strecke von 10 pm.
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Abb. 8: Densitometrische Analyse der Fluoreszenzverteilung von Ntcp und der Na*/K*-ATPase nach
der Perfusion mit GCDC-freiem oder GCDC-haltigem normoosmotischen Medium zum Zeitpunkt 90
min.

Es wurde das Fluoreszenzprofil des Gallensalztransporters Ntcp und der Na*/K*-ATPase an der basolateralen
Membran densitometrisch wie im Methodenteil beschrieben ermittelt. In die Auswertung flossen pro
Versuchsbedingung 3 voneinander unabhéngige Leberpraparationen ein. Pro Leberpraparation wurden 10
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen angefertigt. * statistisch signifikant (p < 0.05). n. s.: nicht signifikant
(entnommen und modifiziert aus Mayer et al., 2019)
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Abb. 9: Densitometrische Analyse der Fluoreszenzverteilung von Ntcp und der Na*/K*-ATPase nach
der Perfusion mit GCDC-freiem normoosmotischen Medium zu den Zeitpunkten 0 min und 90 min
und mit GCDC-haltigem normoosmotischen Medium zu den Zeitpunkten 60 min und 90 min.

Es wurde das Fluoreszenzprofil des Gallensalztransporters Ntcp und der Na*/K*-ATPase an der basolateralen
Membran densitometrisch wie im Methodenteil beschrieben ermittelt. In die Auswertung flossen pro
Versuchsbedingung 3 voneinander unabhéngige Leberpriparationen ein. Pro Leberpréiparation wurden 10
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen angefertigt. * statistisch signifikant (p < 0.05). n. s.: nicht signifikant
(entnommen und modifiziert aus Mayer et al., 2019)
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3.1.2 TUDC fiihrt zu einem Wiedereinbau von Ntcp in die basolaterale Membran

nach GCDC-induziertem Ausbau

Welchen Effekt TUDC an der basolateralen Membran auf die Lokalisation von Ntcp hat,
wird in dem im Folgenden beschriebenen Experiment dargelegt.

Dafiir wurden die Rattenlebern fiir 90 min mit der hydrophoben Gallensdure GCDC
perfundiert. Wie in 3.1.1 bereits beschrieben, fiihrt die Stimulation mit GCDC bereits nach
60 min zu einem Ausbau von Ntcp. Zu dem Zeitpunkt 90 min liegt der Ausbau des
Transporters weiterhin vor.

Dem Perfusat wurde ab dem Zeitpunkt 60 min zudem die hydrophile Gallensdure TUDC
(20 pmol/1) zugefiigt oder aber keine Anderung vorgenommen.

Reprisentative fluoreszenzmikroskopische Bilder zu den jeweiligen Stimulationen zu dem
Zeitpunkt 90 min zeigt die Abb. 10.

Vergleicht man die Fluoreszenzprofile der beiden Stimulationen (GCDC vs. GCDC +
TUDC) zu dem Zeitpunkt 90 min miteinander, so zeigt das Fluoreszenzprofil von Ntcp
unter Zugabe von TUDC eine signifikant hohere Fluoreszenintensitét in der Membranmitte
(p <0.05).

Zudem stellt sich im Vergleich zu der alleinigen Stimulation mit GCDC ein schmalerer
Kurvenverlauf dar und die Fluoreszenzintensitit um die Membranmitte nimmt ab (siche
Abb. 11).

Die Ergebnisse legen nahe, dass die Gallensdure TUDC innerhalb von 30 min zu einem
Wiedereinbau des Gallensalztransporters Ntcp in die basolaterale Membran fiihrt, nachdem
es vorher zu einem GCDC-induzierten Ausbau des Gallensalztransporters Ntcp gekommen
ist.

Demgegeniiber bleibt die Fluoreszenverteilung der Na*/K*-ATPase unbeeinflusst von der

Stimulation.
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Abb. 10: Immunhistochemische Untersuchung der Expression von Ntcp (rot) und der Na*/K*-ATPase
(griin) nach der Perfusion mit GCDC und der Perfusion mit GCDC + TUDC zum Zeitpunkt 90 min.
Gemil der oben gezeigten Perfusionspldne (A) wurden Rattenlebern mit normoosmotischem Medium (305
mosmol/l) unter Zusatz von GCDC oder aber GCDC und TUDC (je 20 pumol/l) perfundiert. Den Ratten wurde
zu dem Zeitpunkt 90 min ein Leberlappen entnommen. Die daraus angefertigten Gefrierdiinnschnitte wurden
immunfluoreszenzgefarbt und es wurden Aufnahmen am konfokalen Laserscanningmikroskop angefertigt.
Die Aufnahmen zeigen die Immunfluoreszenz des Gallensalztransporters Ntcp in Rot und der Na'/K*-
ATPase zur Kontrolle in Griin (B). Die weilen Pfeile zeigen einen fiir die jeweilige Stimulation
reprisentativen Bereich an. Der Maf3stabsbalken reprisentiert eine Strecke von 10 pm.
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Abb. 11: Densitometrische Analyse der Fluoreszenzverteilung von Ntcp und der Na*/K*-ATPase an
der basolateralen Membran von Hepatozyten nach der Perfusion mit GCDC und der Perfusion mit
GCDC + TUDC zum Zeitpunkt 90 min.

Es wurde das Fluoreszenzprofil des Gallensalztransporters Ntcp und der Na'/K'-ATPase iiber der
basolateralen Membran densitometrisch wie im Methodenteil beschrieben ermittelt. In die Auswertung
flossen pro Versuchsbedingung (Stimulation mit/ohne TUDC) je 3 voneinander unabhdngige
Leberpréparationen. Pro Leberpraparation wurden 10 fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen angefertigt. *
statistisch signifikant (p < 0.05). n. s.: nicht signifikant

(entnommen und modifiziert aus Mayer et al., 2019)
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3.1.3 Der TUDC-induzierte Wiedereinbau von Ntcp wird durch eine Aktivierung

der Bi-Integrine vermittelt

In diesem Experiment wurden die Rattenlebern entweder mit dem Bi-Integrin-hemmenden
Hexapeptid GRGDSP oder aber dem inaktiven Kontrollpeptid GRADSP perfundiert.
Beiden Versuchsanordnungen war gemeinsam, dass neben einer 90 min andauernden
Stimulation mit der hydrophoben Gallensdure GCDC ab dem Zeitpunkt 60 min die
zusétzliche Stimulation mit der hydrophilen Gallensédure TUDC fiir 30 min erfolgte (siche
Abb. 12A).

Mit diesem Experiment sollte liberpriift werden, ob die PBi-Integrine in den Prozess des
TUDC-induzierten Wiedereinbaus des Gallensalztransporters Ntcp in die basolaterale
Membran nach zuvor erfolgtem GCDC-induzierten Ausbau aus der basolateralen
Membran involviert sind.

Das Fluoreszenzprofil von Ntcp weist bei der Stimulation mit GRGDSP + GCDC + TUDC
eine signifikant geringere Fluoreszenzintensitit in der Membranmitte auf im Vergleich zu
der Stimulation mit GRADSP + GCDC + TUDC.

Des Weiteren nimmt in der Stimulation mit GRGDSP + GCDC + TUDC die
Fluoreszenzintensitét von Ntcp beidseits der Membranmitte zu (siche Abb. 13).

Dieses Ergebnis legt nahe, dass durch die Inaktivierung des Bi-Integrins durch GRGDSP
der GCDC-induzierte Ausbau des Gallensalztransporters Ntcp trotz Zugabe der
hydrophilen Gallensédure TUDC zu dem Zeitpunkt 90 min bestehen bleibt.

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass fiir den TUDC-vermittelten Wiedereinbau des
Gallensalztransporters Ntcp eine Aktivierung der Bi-Integrine notwendig ist.
Demgegeniiber bleibt die Fluoreszenverteilung der Na'/K"-ATPase iiber die Stimulationen
hinweg unverédndert.

Zudem haben die Hexapeptide GRADSP und GRGDSP selbst keinen Einfluss auf die

Lokalisation von Ntcp.
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Abb. 12: Immunhistochemische Untersuchung der Expression von Ntcp (rot) und der Na*/K*-ATPase
(griin) nach der Perfusion mit GRADSP + GCDC + TUDC sowie der Perfusion mit GRGDSP + GCDC
+ TUDC zum Zeitpunkt 90 min.

GemaiB der oben gezeigten Perfusionspldne wurden Rattenlebern mit GRADSP + GCDC + TUDC oder aber
GRGDSP + GCDC + TUDC perfundiert (A). Den Ratten wurden zu dem Zeitpunkt 90 min Leberstiicke
entnommen. Diese Leberstiicke wurden immunfluoreszenzgefarbt und es wurden Aufnahmen am konfokalen
Laserscanningmikroskop  angefertigt. Die  Aufnahmen zeigen die Immunfluoreszenz des
Gallensalztransporters Ntcp in Rot und der Na"/K*-ATPase zur Kontrolle in Griin (B). Die weilen Pfeile
zeigen einen fiir die jeweilige Stimulation représentativen Bereich an. Der Maf3stabsbalken représentiert eine
Strecke von 10 pm.
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Abb. 13: Densitometrische Analyse der Fluoreszenzverteilung von Ntcp und der Na*/K*-ATPase nach
der Perfusion mit GRADSP + GCDC + TUDC sowie der Perfusion mit GRGDSP + GCDC + TUDC
zum Zeitpunkt 90 min.

Es wurde das Fluoreszenzprofil des Gallensalztransporters Ntcp und der Na*/K*-ATPase an der basolateralen
Membran densitometrisch wie im Methodenteil beschrieben ermittelt. In die Auswertung flossen pro
Versuchsbedingung je 3 voneinander unabhingige Leberpriparationen ein. Pro Leberpréaparation wurden 30
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen angefertigt. * statistisch signifikant (p < 0.05). n. s.: nicht signifikant
(entnommen und modifiziert aus Mayer et al., 2019)
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3.1.4 GRADSP und GRGDSP beeinflussen den GCDC-induzierten Ausbau von
Ntcp nicht

In folgendem Experiment wurde untersucht, ob die Hexapeptide GRADSP und GRGDSP
selbst den GCDC-induzierten Ausbau des Gallensalztransporters Ntcp aus der
basolateralen Membran beeinflussen.

Hierzu wurden Rattenlebern wahlweise mit GRADSP oder GRGDSP iiber 120 min
perfundiert. Zudem wurden Rattenlebern wahlweise mit GRADSP oder GRGDSP {iber 120
min und zusétzlich iiber 90 min mit GCDC perfundiert, wie in Abb. 14A dargestellt.

Der GCDC-induzierte Ausbau des Gallensalztransporters Ntcp aus der basolateralen
Membran wird weder durch das Integrin-hemmende Hexapeptid GRGDSP noch durch das
inaktive Kontrollpeptid GRADSP beeinflusst.

Wie in Abb. 14 Bund Abb. 15 dargestellt, kommt es sowohl bei der Perfusion mit GR4ADSP
+ GCDC als auch bei der Perfusion mit GRGDSP + GCDC zu dem in dem Kapitel 3.1.1
beschriebenen GCDC-induzierten Ausbau von Ntcp aus der basolateralen Membran.

Die alleinige Stimulation mit GRADSP oder GRGDSP beeinflusst die Lokalisation von
Ntep nicht (endogene Kontrolle mit dem Vergleich zum Zeitpunkt 0 min und 90 min).
Die Fluoreszenverteilung der Na'/K'-ATPase bleibt iiber die Stimulationen hinweg

unverandert.
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Abb. 14: Densitometrische Analyse der Fluoreszenzverteilung von Ntcp und der Na*/K*-ATPase an
der basolateralen Membran von Hepatozyten nach der Perfusion mit GRADSP sowie der Perfusion
mit GRADSP + GCDC zum Zeitpunkt 90 min.

GemaiB der oben gezeigten Perfusionsplidne wurden Rattenlebern mit GRADSP oder aber GRADSP + GCDC
perfundiert (A). Es wurde das Fluoreszenzprofil des Gallensalztransporters Ntcp und der Na*/K*-ATPase an
der basolateralen Membran densitometrisch wie im Methodenteil beschrieben ermittelt. In die Auswertung
flossen pro Versuchsbedingung je 3 voneinander unabhidngige Leberpréparationen. Pro Leberpréparation
wurden 10 fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen angefertigt. * statistisch signifikant (p < 0.05). n. s.: nicht
signifikant

(entnommen und modifiziert aus Mayer et al., 2019)
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Abb. 15: Densitometrische Analyse der Fluoreszenzverteilung von Ntcp und der Na*/K*-ATPase an
der basolateralen Membran von Hepatozyten nach der Perfusion mit GRGDSP sowie der Perfusion
mit GRGDSP + GCDC zum Zeitpunkt 90 min.

GemaiB der oben gezeigten Perfusionsplane wurden Rattenlebern mit GRGDSP oder aber GRGDSP + GCDC
perfundiert (A). Es wurde das Fluoreszenzprofil des Gallensalztransporters Ntcp und der Na*/K*-ATPase an
der basolateralen Membran densitometrisch wie im Methodenteil beschrieben ermittelt. In die Auswertung
flossen pro Versuchsbedingung je 3 voneinander unabhéingige Leberpréparationen. Pro Leberpréiparation
wurden 10 fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen angefertigt. * statistisch signifikant (p < 0.05). n. s.: nicht
signifikant

(entnommen und modifiziert aus Mayer et al., 2019)
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3.1.5 H89 verhindert den TUDC-bedingten Wiedereinbau von Ntcp in die

basolaterale Membran

Es ist bekannt, dass TUDC die Proteinkinase A (PKA) iiber die Bi-Integrine aktiviert (80).
In diesem Versuch sollte tiberpriift werden, ob die PKA fiir den TUDC-vermittelten
Wiedereinbau von Ntcp in die basolaterale Membran eine Rolle spielt. Hierfiir wurden
Versuche mit dem PKA-Inhibitor H89 durchgefiihrt.

Rattenlebern wurden mit H89 oder aber mit H89 + GCDC + TUDC perfundiert und die
daraus resultierenden Fluoreszenzprofile zum Zeitpunkt 90 min miteinander verglichen.
Wie in Abb. 16 zu sehen ist, zeigt das Fluoreszenzprofil des Gallensalztransporters Ntcp
in der Stimulation mit H89 + GCDC + TUDC eine signifikant geringere Fluoreszenz-
intensitdt in der Membranmitte im Vergleich zu der Fluoreszenzintensitit von Ntcp in der
Membranmitte in der Kontrollstimulation mit H89 zum Zeitpunkt 90 min. Zudem steigt
die Fluoreszenzintesitdt in der Stimulation mit H89 + GCDC + TUDC um die
Membranmitte in den lateral gelegenen Bereichen an (siche Abb. 16).

Dies ldsst einen Ausbau von Ntcp in der Stimulation mit H89 + GCDC + TUDC aus der
basolateralen Membran vermuten. Trotz der Stimulation mit der hydrophilen, choleretisch
wirksamen Gallensdure TUDC bleibt die Reinsertion von Ntcp in die basolaterale
Membran aus. Daraus folgt, dass fiir die TUDC-abhingige Reinsertion von Ntcp in die
basolaterale Membran nach GCDC-induziertem Ausbau aus der basolateralen Membran
eine Aktivierung der PKA notwendig ist. Die alleinige Stimulation mit H89 hat keine
Auswirkung auf die Lokalisation von Ntcp. Die Fluoreszenverteilung der Na'/K"-ATPase

bleibt iiber die Stimulationen hinweg unveréandert.
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Abb. 16: Densitometrische Analyse der Fluoreszenzverteilung von Ntcp und der Na*/K*-ATPase an
der basolateralen Membran von Hepatozyten nach der Perfusion mit H89 sowie der Perfusion mit H89
+ GCDC + TUDC zum Zeitpunkt 90 min.

GeméB der oben gezeigten Perfusionsplidne wurden Rattenlebern mit H89 oder aber H89 + GCDC + TUDC
perfundiert (A). Es wurde das Fluoreszenzprofil des Gallensalztransporters Ntcp und der Na*/K*-ATPase an
der basolateralen Membran densitometrisch wie im Methodenteil beschrieben ermittelt. In die Auswertung
flossen pro Versuchsbedingung je 3 voneinander unabhingige Leberpraparationen. Pro Leberpréparation
wurden 10 fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen angefertigt. * statistisch signifikant (p < 0.05). n. s.: nicht
signifikant

(entnommen und modifiziert aus Mayer et al., 2019)
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3.2 Die Regulation der Plasmamembranlokalisation des Gallensalz-

transporters Bsep durch GCDC und TUDC

3.2.1 GCDC fiihrt zu einer Verbreiterung des Gallekanalikulus in perfundierten

Rattenlebern

Nachdem in unseren Untersuchungen herausgefunden wurde, dass die hydrophobe
Gallensdure GCDC innerhalb von 60 min zu einem Ausbau des Gallensalztransporters
Ntcp an der basolateralen Membran fiihrt, sollte weitergehend iiberpriift werden, welchen
Effekt die Gallensdure GCDC an der kanalikuldren Membran auf die Lokalisation des dort
gelegenen Gallensalztransporters Bsep und die Struktur des Gallekanalikulus hat.

In dem im Folgenden beschriebenen Versuch wurde die Fluoreszenzverteilung des
Gallensalztransporters Bsep an der kanalikuldren Membran zu dem Zeitpunkt 90 min nach
der Perfusion mit Kontrollmedium oder aber nach der Perfusion mit der hydrophoben
Gallensdure GCDC ( 20 pmol/l) ermittelt und miteinander verglichen (siche Abb. 18). Es
wurde neben dem Gallensalztransporter Bsep das tight junction-Protein zonula occludens
1 (ZO-1) mit einem Antikorper angefédrbt. Dieses begrenzt den Gallekanalikulus.
Zunidchst wurden fluoreszenmikroskopische Aufnahmen an einem konfokalen
Laserscanningmikroskop angefertigt (siche Abb. 17B).

Die erhaltenen Bilder wurden wie im Methodenteil beschrieben densitometrisch analysiert.
Hieraus resultieren charakteristische Fluoreszenzprofile von Bsep und ZO-1, wie sie in
Abb. 18 dargestellt sind.

Durch die Stimulation mit der hydrophoben Gallensdure GCDC éandert sich das
Fluoreszenzprofil des Gallensalztransporters Bsep zu dem Zeitpunkt 90 min insofern, dass
die Fluoreszenzintensitdt von Bsep in der Kanalikulusmitte signifikant abnimmt. (siehe
Abb. 18).

Dies zeigt sich auch in den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen. Das rot dargestellte
Bsep zeigt nach Stimulation mit GCDC eine schwichere Fluoreszenz in den zentral
gelegenen Bereichen der kanalikuldren Membran und ist um die Kanalikulusmitte herum
breiter verteilt (siche Abb. 17B).

Die Stimulation mit der hydrophoben Gallensiure GCDC fiihrt zudem zu einer
signifikanten Verbreiterung des Gallekanalikulus. Der rdumliche Abstand zwischen den
Immunoreaktivititen von ZO-1, die den Gallekanalikulus begrenzen, vergrofert sich (siehe

Abb. 18). Hierzu wurde der Abstand zwischen den Maxima von ZO-1 der jeweiligen
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Perfusion auf beiden Seiten der kanalikuldren Membran bestimmt und zwischen den
Perfusionen verglichen.

Perimembranir zeigt sich im Zytosol der Hepatozyten keine Anfarbung fiir Bsep. Somit ist
am ehesten davon auszugehen, dass die Verbreiterung des Fluoreszenzprofils von Bsep auf
die Verbreiterung des Kanalikulus zuriickzufiihren ist. Folglich kann nicht von einem

Ausbau des Transporters aus der Membran gesprochen werden.
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Abb. 17: Immunhistochemische Untersuchung der Expression von Bsep (rot) und ZO-1 (griin) in der
perfundierten Rattenleber nach Perfusion mit normoosmolarem Medium (305 mosmol/l) oder aber
der Perfusion mit GCDC.

Gemil der oben gezeigten Perfusionspline wurden Rattenlebern mit normoosmolarem Medium (305
mosmol/l) oder aber der hydrophoben Gallensdure GCDC perfundiert (A). Den Ratten wurde zum Zeitpunkt
90 min ein Leberlappen entnommen. Die daraus angefertigten Gefrierdiinnschnitte wurden
immunfluoreszenzgefarbt und es wurden Aufnahmen am konfokalen Laserscanningmikroskop angefertigt.
Die Aufnahmen zeigen die Immunfluoreszenz des Gallensalztransporters Bsep in Rot und von ZO-1 zur
Kontrolle in Griin (B). Die weiflen Pfeile zeigen einen fiir die jeweilige Stimulation représentativen Bereich
an. Der MaB3stabsbalken repréisentiert eine Strecke von 10 um. (entnommen und modifiziert aus Mayer et al.,
2019)
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Abb. 18: Densitometrische Analyse der Fluoreszenzverteilung von Bsep und ZO-1 an der
kanalikuléiren Membran von Rattenhepatozyten nach Stimulation mit normoosmolarem Medium (305
mosmol/l) oder aber der hydrophoben Gallensiure GCDC.

Es wurde das Fluoreszenzprofil des Gallensalztransporters Bsep und von ZO-1 an der kanalikuldren
Membran densitometrisch wie im Methodenteil beschrieben ermittelt. In die Auswertung flossen pro
Versuchsbedingung 3 voneinander unabhidngige Leberpréparationen. Pro Leberpraparation wurden 10
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen angefertigt. * statistisch signifikant (p < 0.05).

(entnommen und modifiziert aus Mayer et al., 2019)
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3.2.2 Die Gallensiure TUDC hebt den GCDC-induzierten Effekt der kanalikuliren

Verbreiterung auf und fiihrt zu einer Verschmiilerung des Gallekanalikulus

In diesem Experiment wurde zu dem Zeitpunkt 90 min die Fluoreszenzverteilung von Bsep
und ZO-1 an der kanalikuldren Membran nach Perfusion mit der hydrophoben Gallenséure
GCDC (20 pmol/l) und der Perfusion mit GCDC unter Zugabe der hydrophilen
Gallensdure TUDC (je 20 umol/l) in perfundierten Rattenlebern miteinander verglichen.
Die beiden voneinander separaten Perfusionen erfolgten gemil der Perfusionspline, wie
sie in Abb. 19A zu sehen sind.

Durch die Perfusion mit TUDC nimmt die Fluoreszenzintensitit des Gallensalz-
transporters Bsep in der Stimulation mit GCDC + TUDC im Vergleich zu der alleinigen
Stimulation mit GCDC in der Mitte des Kanalikulus signifikant zu. Zudem weist das
Fluoreszenzprofil von Bsep einen schmaleren Kurvenverlauf auf (siehe Abb. 20).

TUDC hat auch einen Effekt auf die durch GCDC induzierte Verbreiterung des
Gallekanalikulus. Dabei hemmt TUDC die durch GCDC induzierte Verbreiterung des
Gallekanalikulus.

Dadurch dass TUDC die GCDC-induzierte Verbreiterung des Gallekanalikulus hemmt,
stellt sich das Fluoreszenzprofil von Bsep schmaler dar mit einer hoéheren

Fluoreszenzintensitit von Bsep in der Kanalikulusmitte.
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Abb. 19: Immunhistochemische Untersuchung der Expression von Bsep (rot) und ZO-1 (griin) in der
perfundierten Rattenleber nach Perfusion mit GCDC oder aber der Perfusion mit GCDC + TUDC.
Gemil der oben gezeigten Perfusionspldne wurden Rattenlebern mit GCDC oder aber GCDC + TUDC
perfundiert (A). Den Ratten wurde zu dem Zeitpunkt 90 min ein Leberlappen entnommen. Die daraus
angefertigten Gefrierdiinnschnitte wurden immunfluoreszenzgefirbt und es wurden Aufnahmen am
konfokalen Laserscanningmikroskop angefertigt. Die Aufnahmen zeigen die Immunfluoreszenz des
Gallensalztransporters Bsep in Rot und die von ZO-1 zur Kontrolle in Griin (B). Die weiflen Pfeile zeigen
einen fiir die jeweilige Stimulation représentativen Bereich an. Der Maf3stabsbalken représentiert eine Strecke
von 10 pm. (entnommen und modifiziert aus Mayer et al., 2019)
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Abb. 20: Densitometrische Analyse der Fluoreszenzverteilung von Bsep und ZO-1 an der
kanalikuliren Membran von Rattenhepatozyten nach Perfusion mit GCDC oder GCDC + TUDC.

Es wurde das Fluoreszenzprofil des Gallensalztransporters Bsep und von ZO-1 an der kanalikuldren
Membran densitometrisch wie im Methodenteil beschrieben ermittelt. In die Auswertung flossen pro
Versuchsbedingung 3 voneinander unabhidngige Leberpréparationen. Pro Leberpraparation wurden 10
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen angefertigt. * statistisch signifikant (p < 0.05).

(entnommen und modifiziert aus Mayer et al., 2019)
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3.2.3 Die TUDC-abhiingige Hemmung der Verbreiterung des Gallekanalikulus

wird durch die Aktivierung der pi-Integrine vermittelt

Ziel dieses Experimentes war es zu iiberpriifen, ob der in Versuch 3.2.2 beschriebene Effekt
der hydrophilen Gallensédure TUDC und die damit einhergehende Hemmung der GCDC-
induzierten Verbreiterung des Gallekanalikulus vermittelt wird durch eine Aktivierung von
B1-Integrinen.

Hierzu wurden Rattenlebern zunichst entweder mit dem Integrin-hemmenden Hexapeptid
GRGDSP oder aber dem inaktiven Analogon GRADSP (je 10 pmol/l) perfundiert.

30 min darauf erfolgte die Zugabe der hydrophoben Gallensdure GCDC (20 umol/l) in das
Perfusionsmedium.

60 min nach dem Perfusionsbeginn mit GCDC wurde dem Perfusat zudem die hydrophile
Gallensdure TUDC (20 pmol/l) hinzugefiigt (siche Perfusionsplan gemaf3 Abb. 21A).
Vergleicht man die Fluoreszenzprofile von Bsep bei beiden Versuchsbedingungen zu dem
Zeitpunkt 90 min miteinander, so zeigt der Kurvenverlauf in der Perfusion mit dem
Integrin-hemmenden Hexapeptid GRGDSP + GCDC + TUDC eine signifikant geringere
Fluoreszenzintensitdt in der Mitte des Kanalikulus und eine Verbreiterung des
Fluoreszenzprofiles von Bsep im Vergleich zu der Stimulation mit GRADSP + GCDC +
TUDC (siehe Abb. 22).

Parallel hierzu kommt es zu einer signifikanten Verbreiterung des Gallekanalikulus nach
der Stimulation mit GRGDSP + GCDC + TUDC. Dies lisst sich aus dem Verlauf der
Fluoreszenzprofile von ZO-1 schlieBen (siche Abb. 22). Die kanalikuldre Verbreiterung ist
eine hinreichende Erklérung fiir die Abflachung und Verbreiterung des Fluoreszenzprofiles
von Bsep, sodass nicht von einem Ausbau des Transporters aus der kanalikuldren Membran
gesprochen werden kann.

Entgegen der Beobachtungen in dem in 3.2.2 beschriebenen Versuch hebt die Stimulation
mit der hydrophilen Gallensdure TUDC die GCDC-induzierte Verbreiterung des
Gallekanalikulus nicht auf, wenn die pi-Integrine durch das Hexapeptid GRGDSP inhibiert
werden. Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass fiir den TUDC-induzierten Effekt an der
kanalikuldren Membran und die damit verbundene Hemmung der kanalikuldren

Verbreiterung die Aktivierung von Bi-Integrinen notwendig ist.
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Abb. 21: Immunhistochemische Untersuchung der Expression von Bsep (rot) und ZO-1 (griin) in der
perfundierten Rattenleber nach Perfusion mit GRADSP + GCDC + TUDC und GRGDSP + GCDC +
TUDC.

Gemil des oben gezeigten Perfusionsplanes wurden Rattenlebern mit GRADSP + GCDC + TUDC oder
GRGDSP + GCDC + TUDC perfundiert (A). Den Ratten wurde zu dem Zeitpunkt 90 min ein Leberlappen
entnommen. Die daraus angefertigten Gefrierdiinnschnitte wurden immunfluoreszenzgefirbt und es wurden
Aufnahmen am konfokalen Laserscanningmikroskop angefertigt. Die Aufnahmen zeigen die
Immunfluoreszenz des Gallensalztransporters Bsep in Rot und von ZO-1 zur Kontrolle in Griin (B). Die
weillen Pfeile zeigen einen fiir die jeweilige Stimulation reprisentativen Bereich an. Der MaBstabsbalken
représentiert eine Strecke von 10 pm. (entnommen und modifiziert aus Mayer et al., 2019)
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Abb. 22: Densitometrische Analyse der Fluoreszenzverteilung von Bsep und ZO-1 an der
kanalikuléiren Membran von Rattenhepatozyten nach Perfusion mit GRADSP + GCDC + TUDC oder
GRGDSP + GCDC + TUDC.

Es wurde das Fluoreszenzprofil des Gallensalztransporters Bsep und von ZO-1 an der kanalikuldren
Membran densitometrisch wie im Methodenteil beschrieben ermittelt. In die Auswertung flossen pro
Versuchsbedingung 3 voneinander unabhidngige Leberpréiparationen. Pro Leberprdparation wurden 30
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen angefertigt. * statistisch signifikant (p < 0.05).

(entnommen und modifiziert aus Mayer et al., 2019)
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3.2.4 GRADSP und GRGDSP beeinflussen die GCDC-induzierte Verbreiterung des

Kanalikulus nicht

In diesem Experiment sollte iiberpriift werden, ob die Hexapeptide GRADSP und GRGDSP
Verdnderungen an der kanalikuliren Membran herbeifiihren und die GCDC-induzierte
kanalikuldre Verbreiterung beeinflussen. Die dazugehorigen Perfusionspléne sind in Abb.
23A aufgefiihrt.

Miteinander verglichen wurden zu dem Zeitpunkt 90 min die Fluoreszenzprofile von Bsep
und ZO-1 der Stimulationen mit dem Hexapeptid GRADSP und GRADSP + GCDC sowie
die Stimulationen mit dem Hexapeptid GRGDSP und GRGDSP + GCDC (siehe Abb. 23B
und Abb. 24). Die Fluoreszenzprofile von Bsep unter alleiniger Stimulation mit GRADSP
oder GRGDSP weisen eine hohe Fluoreszenzintensitit in der Membranmitte auf und zeigen
einen schmalen Kurvenverlauf ihrer Fluoreszenzprofile (siche Abb. 23B und Abb. 24).
Im Vergleich dazu fiihrt die Stimulation mit GCDC in der Perfusion mit
GRADSP/GRGDSP + GCDC zu einer Abflachung in der Membranmitte sowie zu einer
Verbreiterung des Fluoreszenzprofils von Bsep (siche Abb. 23B und Abb. 24).

Unter Stimulation mit GRADSP/GRGDSP + GCDC kommt es zudem zu der bereits

bekannten GCDC-induzierten Verbreiterung des Gallekanalikulus. Der Abstand zwischen
den Maxima des Fluoreszenzprofiles von ZO-1 zwischen den Stimulationen nimmt
signifikant zu (siche Abb. 23B und Abb. 24). Diese Verbreiterung des Kanalikulus wird
weder durch das Hexapeptid GRADSP noch durch GRGDSP beeinflusst.
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Abb. 23: Densitometrische Analyse der Fluoreszenzverteilung von Bsep und ZO-1 an der
kanalikuliren Membran von Rattenhepatozyten nach Perfusion mit GRADSP oder GRADSP +
GCDC.

Rattenlebern wurden gemiB der angegebenen Perfusionspline mit GRADSP oder GRADSP + GCDC
perfundiert (A). Es wurde das Fluoreszenzprofil des Gallensalztransporters Bsep und von ZO-1 an der
kanalikuldren Membran densitometrisch wie im Methodenteil beschrieben ermittelt. In die Auswertung
flossen pro Versuchsbedingung 3 voneinander unabhéngige Leberpriparationen. Pro Leberpréparation
wurden 10 fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen angefertigt. * statistisch signifikant (p < 0.05).
(entnommen und modifiziert aus Mayer et al., 2019)
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Abb. 24: Densitometrische Analyse der Fluoreszenzverteilung von Bsep und ZO-1 an der
kanalikuliren Membran von Rattenhepatozyten nach Perfusion mit GRGDSP oder GRGDSP +
GCDC.

Rattenlebern wurden geméf der angegebenen Perfusionspléne (sieche Abb. 23 A) mit GRGDSP oder GRGDSP
+ GCDC perfundiert (A). Es wurde das Fluoreszenzprofil des Gallensalztransporters Bsep und von ZO-1 an
der kanalikuldren Membran densitometrisch wie im Methodenteil beschrieben ermittelt. In die Auswertung
flossen pro Versuchsbedingung 3 voneinander unabhdngige Leberpréparationen. Pro Leberpréiparation
wurden 10 fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen angefertigt. * statistisch signifikant (p < 0.05).
(entnommen und modifiziert aus Mayer et al., 2019)




49

3.2.5 Grafische Darstellung und statistische Auswertung der kanalikuliren Breite

der verschiedenen Perfusionen

Wie in Abb. 25 zu sehen ist, wurde die kanalikuldre Breite jeder Perfusion der unter 3.2.1
bis 3.2.4 aufgefiihrten Experimente zu dem Zeitpunkt 90 min grafisch dargestellt und einer
statistischen Auswertung unterzogen.

Eine Perfusion mit der hydrophoben Gallensdure GCDC fiihrt im Vergleich zu der
Perfusion mit normoosmolarem Medium zu einer signifikanten Zunahme der kanalikuldren
Breite.

Eine Perfusion mit GCDC + TUDC zeigt im Vergleich zu der alleinigen Perfusion mit
GCDC eine signifikant geringere kanalikuldre Breite auf.

Vergleicht man die kanalikulére Breite der beiden Perfusionen GRADSP + GCDC + TUDC
und GRGDSP + GCDC + TUDC miteinander, so nimmt die kanalikuldre Breite der
Perfusion mit GRGDSP + GCDC + TUDC signifikant zu.

Unverédndert bleibt die kanalikuldre Breite bei der Perfusion mit GRADSP + GCDC im
Vergleich zu GRGDSP + GCDC.

* *k
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() *k * * * *
s 25
as]
o ~~
8 =z 20
:é" =
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5
1.0
- + + + + + + GCDC (20 pmol/l,)
- - + + + - - TUDC (20 pmol/l)
- - - + _ + _ RGD (10 umol/l)
- - - - + - + RAD (10 pmol/l)

Abb. 25: Grafische Darstellung und statistische Auswertung der kanalikuléiren Breite.

Aufgefiihrt ist die kanalikuldre Breite jeder Perfusion der in 3.2.1 bis 3.2.4 beschriebenen Versuche zum
Zeitpunkt 90 min. Es wurde die kanalikuldre Breite zwischen den verschiedenen Perfusionen miteinander
verglichen und eine statistische Auswertung erhoben. Hierzu wurde eine one-way analysis of variance
(ANOVA) und anschlieend ein Dunnet’s post hoc Test durchgefiihrt. * statistisch signifikant (p < 0.05).
(entnommen und modifiziert aus Mayer et al., 2019)
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3.3 Effekte von Hyperosmolaritit (385 mosmol/l) und Tauroursodeoxy-
cholsiure (TUDC) auf die Plasmamembranlokalisation des

Gallensalztransporters Ntcp

3.3.1 Hyperosmolare Stimulation (385 mosmol/l) fiihrt zu einem Ausbau des

Gallensalztransporters Ntcp aus der basolateralen Membran

In diesem Experiment wurde die Verteilung des Gallensalztransporters Ntcp an der
basolateralen Membran untersucht und die Effekte einer Perfusion mit normoosmolarem
Medium (305 mosmol/l) und hyperosmolarem Medium (385 mosmol/l) verglichen. Hierzu
wurden Aufnahmen am konfokalen Laserscanningmikroskop angefertigt (siche Abb. 26
und Abb. 27).

Die mikroskopischen Bilder wurden, wie im Methodenteil beschrieben, einer
densitometrischen Analyse unterzogen. Hieraus ergeben sich charakteristische
Fluoreszenzprofile von Ntcp und der Na'/K'-ATPase, wie sie in Abb. 28 dargestellt sind.
Durch die Perfusion mit hyperosmolarem Medium &ndert sich das Fluoreszenzprofil von
Ntcp zu dem Zeitpunkt 60 min insofern, dass die Fluoreszenzintensitdt von Ntcp in der
Membranmitte signifikant abnimmt. Zudem nimmt die Fluoreszenzintensitidt von Ntcp
beidseits der Membranmitte in den lateral gelegenenen Bereichen zu (siche Abb. 28).
Diese Verdnderung tritt bereits 30 min nach Perfusionsbeginn mit dem hyperosmolarem
Medium auf.

Daraus resultiert, dass die Perfusion mit hyperosmolarem Medium zu einem Ausbau des
Gallensalztransporters Ntcp aus der basolateralen Membran fiihrt. Dieser Ausbau lésst sich
bereits nach 30-miniitiger Perfusion mit hyperosmolarem Medium nachweisen und liegt zu
dem Zeitpunkt 60 min weiter vor. Dies zeigt sich auch in den fluoreszenzmikroskopischen
Aufnahmen. Die Gelbfiarbung der basolateralen Membran als Folge einer Addition der
Farben aus rot fluoreszierendem Ntcp und griin fluoreszierender Na"/K'-ATPase nimmt ab
und in dem perimembrandren Bereich nimmt die Rotfirbung des Ntcp beidseits der
Membranmitte zu.

Demgegentiber hat die Perfusion mit hyperosmolarem Medium keinen Effekt auf die

Fluoreszenverteilung der Na'/K'-ATPase (siche Abb. 28).
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Abb. 26: Immunhistochemische Untersuchung der Expression von Ntcp (rot) und Na*/K*-ATPase
(griin) in der perfundierten Rattenleber nach Perfusion mit normoosmolarem Medium.

GeméB der unter A aufgefithrten Perfusionsplidne wurden Rattenlebern mit normoosmolarem Medium iiber
einen Zeitraum von 60 min perfundiert. Den Ratten wurde zu den Zeitpunkten 0 min und 60 min jeweils ein
Leberlappen entnommen. Die daraus angefertigten Gefrierdiinnschnitte wurden immunfluoreszenzgefirbt
und es wurden fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen am konfokalen Laserscanningmikroskop angefertigt.
Die mikroskopischen Aufnahmen zeigen die Immunfluoreszenz des Gallensalztransporters Ntcp in Rot und
die der Na*/K*-ATPase zur Kontrolle in Griin (B). Die weiflen Pfeile zeigen einen fiir die jeweilige
Stimulation représentativen Bereich an. Der Maf3stabsbalken représentiert eine Strecke von 10 um.
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Abb. 27: Immunhistochemische Untersuchung der Expression von Ntcp (rot) und Na*/K*-ATPase
(griin) in der perfundierten Rattenleber nach Stimulation mit hyperosmolarem Medium.

Gemil der unter A aufgefiihrten Perfusionspldne wurden Rattenlebern mit hyperosmolarem Medium {iber
einen Zeitraum von 60 min perfundiert. Den Ratten wurde zu den Zeitpunkten 30 min und 60 min jeweils ein
Leberlappen entnommen. Die daraus angefertigten Gefrierdiinnschnitte wurden immunfluoreszenzgefarbt
und es wurden fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen am konfokalen Laserscanningmikroskop angefertigt.
Die mikroskopischen Aufnahmen zeigen die Immunfluoreszenz des Gallensalztransporters Ntcp in Rot und
die der Na'"/K*-ATPase zur Kontrolle in Griin (B). Die weilen Pfeile zeigen einen fiir die jeweilige
Stimulation reprisentativen Bereich an. Der Malistabsbalken représentiert eine Strecke von 10 pm.
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Abb. 28: Densitometrische Analyse der Fluoreszenzverteilung von Ntcp und der Na*/K*-ATPase an
der basolateralen Membran von Rattenhepatozyten nach Perfusion mit normoosmolarem und
hyperosmolarem Medium.

Es wurde das Fluoreszenzprofil des Gallensalztransporters Ntcp und der Na*/K*-ATPase an der basolateralen
Membran densitometrisch wie im Methodenteil beschrieben ermittelt. Der Wert 0 auf der x-Achse ist dabei
mit der Membranmitte gleichzusetzen. Das Fluoreszenzprofil erstreckt sich iiber insgesamt 8 um, je 4 pm
beidseits der Membranmitte. Die Kurvenverldufe ergeben sich aus den mathematisch normalisierten
Fluoreszenzwerten je Pixel und sind mit der jeweiligen Standardabweichung angegeben. In die Auswertung
flossen pro Versuchsbedingung 3 voneinander unabhingige Leberpriparationen. Pro Leberpriparation
wurden 10 fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen angefertigt. * statistisch signifikant (p < 0.05), n. s. (nicht
signifikant). (entnommen und modifiziert aus Sommerfeld ez al., 2015)
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3.3.2 Die hydrophile Gallensidure TUDC fiihrt zu einem Wiedereinbau des
Gallensalztransporters Ntcp in die basolaterale Membran nach durch

hyperosmolarem Perfusionsmedium induziertem Ausbau

Wie unter 3.3.1 beschrieben, fiihrt die Perfusion mit hyperosmolarem Medium (385
mosmol/l) zu einem Ausbau des Gallensalztransporters Ntcp aus der basolateralen
Membran.

Dieser Ausbau zeigt sich bereits nach 30-miniitiger Perfusion mit dem hyperosmolarem
Medium und liegt zu dem Zeitpunkt 60 min weiter vor.

Es wurde weitergehend iiberpriift, ob sich die Lokalisation von Ntcp durch die Zugabe der
hydrophilen Gallensdure TUDC in das Perfusionsmedium verindert.

Die Gallensdure TUDC wurde dem hyperosmolaren Medium zu dem Zeitpunkt 30 min
zugefiigt und die Rattenlebern damit iiber eine Dauer von 30 min perfundiert (siche Abb.
29 A).

Wie dem Fluoreszenzprofil von Ntcp in Abb. 29 B zu entnehmen ist, ist die
Fluoreszenzintensitdt von Ntcp in dem mit 385 mosmol/l + TUDC perfundierten Lebern in
der Membranmitte hoher und die Fluoreszenzintensitit in dem Bereich um die
Membranmitte geringer im Vergleich zu der alleinigen Stimulation mit dem
hyperosmolarem Medium.

Daraus kann gefolgert werden, dass die hydrophile Gallensdure TUDC den hyperosmolar-
bedingten Ausbau des Gallensalztransporters Ntcp aus der basolateralen Membran aufhebt.
Durch die Stimulation mit TUDC kommt es zu einem Wiedereinbau des
Gallensalztransporters Ntcp in die basolaterale Membran.

Demgegeniiber bleibt die Fluoreszenverteilung der Na'/K*-ATPase iiber die Stimulationen
hinweg unverédndert.

Die Daten zu der Stimulation mit Hyper + TUDC stammen von Frau Dr. Cantore, einer
Mitarbeiterin der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Hiussinger an der Klinik fiir

Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie des Universitétsklinikums Diisseldorf.
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Abb. 29: Densitometrische Analyse der Fluoreszenzverteilung von Ntcp und Na*/K*-ATPase an der
basolateralen Membran von Rattenhepatozyten nach Perfusion mit hyperosmolarem Medium und
hyperosmolarem Medium und TUDC.

Rattenlebern wurden gemdB der unter A angegebenen Perfusionspldne perfundiert. Es wurde das
Fluoreszenzprofil des Gallensalztransporters Ntcp und der Na*/K*-ATPase an der basolateralen Membran
densitometrisch wie im Methodenteil beschrieben ermittelt. In die Auswertung flossen pro
Versuchsbedingung 3 voneinander unabhédngige Leberpriparationen. Pro Leberpriparation wurden 10
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen angefertigt. * statistisch signifikant (p < 0.05), n. s. (nicht
signifikant). (entnommen und modifiziert aus Sommerfeld ez al., 2015)
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3.3.3 Der TUDC-induzierte Wiedereinbau von Ntcp in die basolaterale Membran

bedarf der Aktivierung von pi-Integrinen in perfundierten Rattenlebern

In diesem Experiment wurde dem Perfusat, mit dem die Rattenlebern perfundiert wurden,
zundchst wahlweise das Integrin-hemmende Hexapeptid GRGDSP oder das inaktive
Kontrollpeptid GRADSP zugefiigt.

30 min darauf erfolgte die Perfusion mit hyperosmolarem Medium (385 mosmol/l). Die
Stimulation mit hyperosmolarem Medium erstreckte sich iiber 60 min.

Zu dem Zeitpunkt 30 min wurde dem Perfusionsmedium zudem die hydrophile
Gallensdure TUDC zugefiigt (siche Abb. 30 A).

Wie aus dem Kurvenverlauf des Fluoreszenzprofiles von Ntcp in Abb. 31 zu erkennen ist,
zeigen die Ergebnisse der Perfusion unter Verwendung des Integrin-hemmenden
Hexapeptides GRGDSP mit GRGDSP + Hyper + TUDC im Vergleich zu der Perfusion mit
dem Kontrollpeptid GRADSP + Hyper + TUDC eine signifikant geringere
Fluoreszenzintensitét in der Membranmitte sowie eine Anhebung der Fluoreszenzintensitét
von Ntcp in dem perimembranéren Bereich (siche Abb. 31).

Demgegeniiber bleibt die Fluoreszenverteilung der Na'/K"-ATPase iiber die Perfusionen
hinweg unverindert.

Dies ldsst sich auch anhand der mikroskopischen Aufnahmen in Abb. 30 B erkennen. Die
in Abb. 30 B gezeigten Aufnahmen, die am hochauflésenden Mikroskop Elyra (SR-SIM)
angefertigt wurden, stammen von Frau Dr. Annika Sommerfeld. In die Auswertung flossen
jedoch ausschlieBlich eigens angefertigte mikroskopische Aufnahmen, die am
Laserscanningmikroskop LSM510 angefertigt wurden.

In der Perfusion unter Verwendung des Integrin-hemmenden Peptides GRGDSP kommt es
zu einer Verbreiterung des Fluoreszenzprofiles von Ntcp. Dies flihrt zudem zu einer
Abnahme der Fluoreszenzintensitit von Ntcp in den zentral gelegenen Bereichen der
basolateralen Membran.

Daraus folgt, dass in den TUDC-induzierten Wiedereinbau des Gallensalztransporters Ntcp
in die basolaterale Membran nach hyperosmolar-bedingtem Ausbau die Bi-Integrine
involviert sind. Werden die i-Integrine durch das Integrin-hemmende Hexapeptid
GRGDSP  gehemmt, so bleibt der hyperosmolar bedingte Ausbau des
Gallensalztransporters Ntcp an der basolateralen Membran bestehen und der TUDC-
induzierte Wiedereinbau in die basolaterale Membran, wie unter 3.3.2 gezeigt, findet nicht

statt.
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Abb. 30: Immunhistochemische Untersuchung der Expression von Ntcp (rot) und der Na*/K*-ATPase
(griin) in der perfundierten Rattenleber nach Perfusion mit GRADSP + 385 mosmol/l + TUDC oder
GRGDSP + 385 mosmol/l + TUDC.

GemaiB des oben gezeigten Perfusionsplanes unter A wurden Rattenlebern mit GRADSP + 385 mosmol/l +
TUDC oder GRGDSP + 385 mosmol/l + TUDC iiber einen Zeitraum von 90 min perfundiert. Den Ratten
wurde zum Zeitpunkt 60 min ein Leberlappen entnommen. Die daraus angefertigten Gefrierdiinnschnitte
wurden immunfluoreszenzgefarbt und es wurden fiir die weitere Auswertung Aufnahmen an einem
konfokalen Laserscanningmikroskop (LSM 510) angefertigt. Die hingegen in B gezeigten mikroskopischen
Aufnahmen sind an dem hochaufldsenden Mikroskop Elyra (SR-SIM) von Carl Zeiss angefertigt worden.
Aufgenommen wurden diese Bilder von Frau Dr. Annika Sommerfeld. Die Aufnahmen zeigen die
Immunfluoreszenz des Gallensalztransporters Ntcp in Rot und der Na*/K*-ATPase zur Kontrolle in Griin
(B). Der Mafistabsbalken représentiert eine Strecke von 1 um. (entnommen und modifiziert aus Sommerfeld
etal., 2015)
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Abb. 31: Densitometrische Analyse der Fluoreszenzverteilung von Ntcp und der Na*/K*-ATPase an
der basolateralen Membran von Rattenhepatozyten nach Perfusion mit GRADSP + 385 mosmol/l +
TUDC und GRGDSP + 385 mosmol/l + TUDC.

Rattenlebern wurden gemiB des in Abb. 30 A aufgefiihrten Perfusionsplanes perfundiert. Es wurde das
Fluoreszenzprofil des Gallensalztransporters Ntcp und der Na*/K*-ATPase an der basolateralen Membran
densitometrisch wie im Methodenteil beschrieben ermittelt. In die Auswertung flossen pro
Versuchsbedingung 3 voneinander unabhidngige Leberpriparationen. Pro Leberpraparation wurden 10
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen angefertigt. * statistisch signifikant (p < 0.05), n. s. (nicht
signifikant). (entnommen und modifiziert aus Sommerfeld ez al., 2015)
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4 Diskussion

4.1 Mechanismus des GCDC-induzierten Ausbaus des Gallensalz-

transporters Ntcp

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit kurzzeitregulatorischen Mechanismen in Bezug auf
die fiir die Gallensalzhomodostase bedeutsamen Gallensalztransporter Ntcp an der
basolateralen Membran sowie Bsep an der kanalikuliren Membran in perfundierten
Rattenlebern.

Die Aufrechterhaltung der Gallensalzhomdgostase ist von grofler Bedeutung, da Gallensalze
einen biologischen Effekt auf die Leber und weitere Organe des Gastrointestinaltrakts
ausiiben (1).

Ging man in der Vergangenheit davon aus, dass Gallensalze lediglich detergente Molekiile
sind, die fiir die intestinale Resorption von Cholesterol, fettloslichen Vitaminen oder aber
Lipiden bendtigt werden, so ist heute bekannt, dass Gallensalze zudem als regulatorische
Molekiile fungieren, die Einfluss auf zelluldre Signalwege und nukledre Rezeptoren
nehmen (1). Eine zentrale Rolle in der Gallensalzhomodostase nehmen die
Gallensalztransporter in der hepatozytiren Membran ein. Anderungen ihres
Aktivititsniveaus beeinflussen die Gallensalzhomdostase (1). Bei der Regulation der
Gallensalztransporter — unterscheidet man zwischen der Kurzzeit- und der
Langzeitregulation.

Zu der Kurzzeitregulation zihlt man Anderungen in der Verfiigbarkeit des jeweils
transportierten Substrates (64), kovalente Modifikationen an den Gallensalztransportern
(49) oder aber den schnellen Ein- und Ausbau der Gallensalztransporter aus der
basolateralen und/oder kanalikuliren Membran der Hepatozyten (3, 66, 81).
Langzeitregulatorische Verdnderungen und Anpassungen der Gallensalztransporter
hingegen finden auf transkriptioneller und translationaler Ebene statt (28, 30, 82, 83).
Zunichst wurde die Wirkung der hydrophoben Gallensdure GCDC auf die
Plasmamembranlokalisation des Gallensalztransporters Ntcp untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass GCDC innerhalb von 60 min zu einem signifikanten
Ausbau des Gallensalztransporters Ntcp aus der basolateralen Membran fiihrt.

In der Publikation Mayer ef al., 2019 (84) wurde zudem der zugrunde liegende Signalweg
aufgeklart.
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Es ist bekannt, dass GCDC in kultivierten Rattenhepatozyten zu einer Aktivierung der
NADPH-Oxidase fiihrt und es hierdurch zu einer Ausbildung reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS) kommt (85). Des Weiteren zeigten die Arbeitsgruppen von Herrn Prof. Dr.
Héaussinger, dass es in perfundierten Rattenlebern durch die Stimulation mit
hyperosmolarem Medium (385 mosmol/l) iiber die Aktivierung der NADPH-Oxidase und
die Bildung von ROS zu einer Aktivierung der Kinasen Yes und Fyn aus der Familie der
Src-Kinasen kommt (4).

In Mayer et al., 2019 (84) konnte gezeigt werden, dass die Src-Kinasen Yes und Fyn durch
die hydrophobe Gallensdure GCDC via NADPH-Oxidase und die Ausbildung von ROS
aktiviert werden. Weitere Ergebnisse lieferten Hinweise auf die Beteiligung der
Proteinkinase C (PKC) im GCDC-induzierten Ausbau von Ntcp aus der basolateralen
Membran (84).

Zudem scheint lediglich die Src-Kinase Fyn und nicht Yes in den Prozess des GCDC-
induzierten Ausbaus von Ntcp aus der basolateralen Membran involviert zu sein (84).
Zusammengefasst sind die PKC(, die NADPH-Oxidase-abhidngige ROS-Bildung und die
Aktivierung der Src-Kinase Fyn am GCDC-induzierten Ausbau von Ntcp aus der
basolateralen Membran beteiligt (84).

Neben GCDC fiihrt auch die hydrophobe Gallensdure Taurochenodeoxycholsdure (TCDC)
zu einem Ausbau von Ntcp aus der basolateralen Membran (54). Der hier zugrundeliegende
Mechanismus scheint sich aber von dem des GCDC-induzierten Ausbaus von Ntcp zu
unterscheiden. Der TCDC-induzierte Ausbau von Ntcp aus der basolateralen Membran
wird TUber eine Aktivierung von PKC-Isoformen sowie die Aktivierung der
Proteinphosphatase 2B vermittelt (54). Der entscheidende Unterschied zu dem GCDC-
induzierten Ausbau von Ntcp aus der basolateralen Membran ist, dass bei dem TCDC-
induzierten Ausbau von Ntcp aus der basolateralen Membran keine ROS-Bildung
stattfindet (54). Bei dem TCDC-bedingten Ausbau von Ntcp aus der basolateralen
Membran kommt es im Zytoplasma der Hepatozyten zu einer Kolokalisation von Ntcp mit
dem Early Endosomal Antigen 1 (EEA-1). Dies spricht fiir eine Endozytose von Ntcp in
friihe Endosomen. (54).

Der Ausbau von Ntcp aus der basolateralen Membran dient moglicherweise dazu, dass es
in einer cholestatischen Stoffwechselsituation nicht zu einer intrazelluldren Akkumulation

potenziell toxischer Gallensduren kommt (86).
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4.2 Mechanismus der choleretischen Wirkung von TUDC nach GCDC-

induziertem Ausbau des Gallensalztransporters Ntcp

Auch wenn die hydrophile Gallensdure TUDC seit mehreren Jahrzehnten Einsatz im
klinischen Alltag in der Behandlung cholestatischer Krankheitsbilder findet, so sind die der
choleretischen und damit hepatoprotektiven Wirkung zugrundeliegenden molekularen
Mechanismen bisher weitgehend ungeklért.

Bekannt war bislang, dass TUDC nur in geringem Umfang die klassischen
Gallensalzrezeptoren Farnesoid-X-Rezeptor (Fxr) und den Transmembrane G Protein-
gekoppelten Gallensalzrezeptor (Tgr5) aktiviert (87).

Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, wirkt TUDC iiber eine Aktivierung der Bi-
Integrine sowie tliber eine Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) dem GCDC-induzierten
Ausbau des Gallensalztransporters Ntcp aus der basolateralen Membran entgegen.

Die Arbeiten der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Héussinger haben in der Vergangenheit
gezeigt, dass die Pi-Integrine als Osmosensoren der Hepatozyten fungieren.
Hypoosmolaritit wie auch Insulin vermitteln eine Schwellung des Hepatozyten (75, 78).
Die Zellschwellung bewirkt nachfolgend eine Aktivierung von Bi-Integrinen. Der darauf
folgende Signalweg beinhaltet die fokale Adhéisionskinase (FAK), c-Src, den epidermalen
Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR), Erks und die p38MAPK (75, 88). Dies miindet in eine
choleretische Stoffwechsellage, in der es zu einem Einbau der Gallensalztransporter Bsep
und Mrp2 in die kanalikuldre Membran kommt (66).

Des Weiteren fiihrt eine Stimulation mit Harnstoff zu einer Aktivierung der i-Integrine in
perfundierten  Rattenlebern (89). Im Gegensatz zu der oben genannten
zellschwellungsassoziierten Aktivierung der Bi-Integrine nimmt der Hydratationszustand
der Hepatozyten bei Stimulation mit Harnstoff nicht zu (89).

Dieser Arbeit vorausgehende Arbeiten aus der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr.
Haussinger konnten des Weiteren zeigen, dass die Bi1-Integrine nicht nur als Osmosensoren
fungieren, sondern auch TUDC binden und hieriiber choleretische Wirkungen vermitteln
(10).

In molekulardynamischen Simulationen des aspi-Integrins zeigte sich, dass die Bindung
von TUDC zu einer Konformationsédnderung der Kopfregion der Bi-Untereinheit fiihrt, die
mit der Aktivierung der Integrine in Verbindung gebracht wird (10). Diese tritt bereits eine

Minute nach Perfusionsbeginn mit TUDC auf. Die Aktivierung der Integrin-fi-
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Untereinheit durch TUDC erfolgt dabei intrazellulér. Folglich muss TUDC zunéchst durch
den Gallensalztransporter Ntcp in die Leberzelle aufgenommen werden (10).

Wihrend die schwellungsassoziierte Aktivierung der Bi-Integrine in der hepatozytiren
Membran auftritt, erfolgt die TUDC-induzierte Aktivierung der Bi-Integrine im Zytosol
der Hepatozyten (10).

In nicht-cholestatischen Rattenlebermodellen schlieit sich an die Aktivierung der PBi-
Integrine eine Signalkaskade an, die unter Beteiligung von c-Src, FAK, EGFR, der PI3-
Kinase sowie von MAP-Kinasen abléauft (75).

Die hydrophile Gallensdure TUDC verhindert die GCDC-induzierte Bildung von ROS und
die dadurch vermittelte Aktivierung von Fyn (84). Ebenso wirkt TUDC der
hyperosmotisch-vermittelten ROS-Bildung entgegen (12).

Des Weiteren wirkt Ursodeoxycholsdure der ROS-Bildung durch Deoxycholsdure
entgegen.  Hierbei  verhindert Ursodeoxycholsdure eine  Verdnderung der
Membranpermeabilitdt der Mitochondrien (90).

Wie in Mayer et al., 2019 (84) gezeigt, wirkt TUDC {iber die Aktivierung von Bi1-Integrinen
und der Proteinkinase A der GCDC-induzierten Aktivierung von Fyn entgegen. Ob die
choleretische Wirkung von TUDC hierbei in erster Linie auf einem antioxidativen Effekt
beruht, ist gegenwértig unklar.

Wie bereits im Vorfeld dieser Arbeit gezeigt werden konnte, fithrt TUDC zudem iiber die
Aktivierung von Pi-Integrinen zu einer Bildung von zyklischem Adenosinmonophosphat
(cAMP) (80).

Der choleretische Effekt von cAMP ist gut bekannt. Durch cAMP kommt es zu einem
Einbau von Ntcp in die basolaterale Membran (44). Des Weiteren fithrt cAMP zu einem
Einbau der Gallensalztransporter Mrp2 (91) sowie von Bsep (92) in die kanalikuldre
Membran.

Der choleretische Effekt von cAMP scheint dabei zunichst {liber die PKA-assoziierte
Aktivierung der PI3-Kinase abzulaufen. Sodann schlieBt sich die Aktivierung der Akt-
Kinase sowie die Aktivierung verschiedener PKC-Isoformen (PKCd, PKC() an. Dies fiihrt
letztlich zu einem Einbau von Ntcp in die basolaterale Membran (43, 46—48).

Des Weiteren ist der cAMP-induzierte Einbau von Ntcp in die basolaterale Membran mit
der Dephosphorylierung eines Serinrestes von Ntcp assoziiert (49, 50). cAMP aktiviert die
Proteinphosphatase 2B und dephosphoryliert Ntcp an Serin 226 (53).

Hieraus ldsst sich schlussfolgern, dass der TUDC-vermittelte Einbau von Ntcp in die

basolaterale Membran nicht nur darauf basiert, dass die GCDC-induzierte Aktivierung von
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Fyn und die damit einhergehende Phosphorylierung von Ntcp verhindert wird, sondern
zudem auf einer fi-Integrin-abhéngigen Aktivierung von cAMP basiert.

Denn wie in Mayer et al., 2019 (84) gezeigt, wird die Reinsertion von Ntcp in die
basolaterale Membran durch die Stimulation mit TUDC in vorher mit der hydrophoben
Gallensdure GCDC perfundierten Rattenlebern sowohl durch die Blockade der B1-Integrine
als auch durch die Blockade der PKA verhindert.

4.3 Der Effekt von GCDC auf den Gallensalztransporter Bsep und den
Gallekanalikulus

Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, fithrt die Stimulation mit der
hydrophoben Gallensdure GCDC zu einer Verbreiterung des Fluoreszenzprofils des
Gallensalztransporters Bsep sowie zu einer signifikanten Abnahme der
Fluoreszenzintensitit von Bsep in der Mitte des Kanalikulus. Parallel dazu fiihrt die
Stimulation mit GCDC zu einer signifikanten Verbreiterung des Gallekanalikulus (84).
Die Verbreiterung der Gallekanalikuli vermag dabei die Verbreiterung des
Fluoreszenzprofiles von Bsep sowie die Abnahme der Fluoreszenzintensitit von Bsep in
der Membranmitte per se zu erkldren, sodass nicht von einem Ausbau des
Gallensalztransporters Bsep aus der kanalikuldiren Membran nach Stimulation mit der
hydrophoben Gallensdure GCDC gesprochen werden kann.

Im Gegensatz hierzu flihrt die Stimulation mit hyperosmolarem Medium (385 mosmol/l)
zu einem Ausbau des Gallensalztransporters Bsep aus der kanalikuldren Membran (4).
Ebenso fiihrt eine Stimulation mit hyperosmolarem Medium zu einem Ausbau des
Gallensalztransporters Mrp2 aus der kanalikuldren Membran (93).

Die dem Ausbau von Bsep und Mrp2 zugrundeliegende Signalkaskade nach Stimulation
mit hyperosmolaren Medium beinhaltet die NADPH-Oxidase, die Bildung von ROS sowie
die Aktivierung der Kinase Fyn (4). Eine Phosphorylierung des Cortactins vermindert die
Interaktion zwischen dem Aktinzytoskelett und Cortactin (94). Cortactin ist am
hyperosmolar bedingten Ausbau der Gallensalztransporter Bsep und Mrp an der
kanalikuldren Membran beteiligt (4).

Eine Dilatation der Gallekanalikuli wurde auch im Taurolithocholséure-induzierten
Cholestasemodell der Rattenleber bzw. in priméren Rattenhepatozyten fiir die Stimulation

mit Taurolithocholsdure in elektronenmikroskopischen Aufnahmen gezeigt (95-97).
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Eine kanalikuldre Dilatation konnte in verschiedenen Leberschidigungsmodellen in der
Ratte beobachtet werden. Hierzu zdhlen das medikamenteninduzierte Cholestasemodell
mit Chlorpromazin und Estradiol-17p-D-Glukuronid (98) sowie die kanalikuldre Dilatation
bei ischdmiebedingtem Reperfusionsschaden (IRI) (99).

Uber den zugrunde liegenden Mechanismus der GCDC-induzierten Erweiterung der
Kanalikuli ldsst sich gegenwirtig nur spekulieren. Denkbar ist beispielsweise, dass es
durch oxidativen Stress zu zytoskelettalen Verdnderungen der Hepatozyten kommt (84).
Die funktionelle Konsequenz der GCDC-induzierten Transporterexpressionsdnderung ist

die Hemmung der kanalikuldren Gallensduresekretion in der Rattenleber (84).

4.4 Der Effekt von TUDC auf den Gallensalztransporter Bsep und den
Gallekanalikulus

Die Stimulation mit der hydrophilen Gallensdure TUDC hebt die unter 4.3 beschriebenen
Auswirkungen der Stimulation mit der hydrophoben Gallensdure GCDC auf den
Gallensalztransporter Bsep sowie auf die kanalikulire Membran auf.

So fiihrt die Stimulation mit TUDC wiederum zu einer Verringerung der Kanalikulusbreite.
Die Wirkung von TUDC ist dabei abhédngig von der Aktivitdt der B1-Integrine. Wurden die
Bi-Integrine vor der Stimulation mit TUDC durch das Hexapeptid GRGDSP gehemmt, so
bleibt der TUDC-vermittelte Effekt aus.

Eine Verschmélerung der Gallekanalikuli als Folge einer Stimulation mit TUDC konnte
auch bei medikamenteninduzierter Cholestase sowie nach ischdmisch bedingtem
Reperfusionsschaden der Leber beobachtet werden, nachdem es zuvor zu einer
kanalikuldren Dilatation gekommen war (98, 99).

In perfundierten Rattenlebern, die nur mit Taurolithocholsdure (TLC) oder in Kombination
mit Tauroursocholséure oder Taurodehydrocholséure perfundiert werden, zeigt sich eine
Dilatation der Kanalikuli (100). Perfundiert man die Rattenlebern im Rahmen der TLC-
induzierten Cholestase zudem mit den Gallensduren Taurocholsidure, Taurohyocholsdure
oder aber Tauroursodeoxycholsdure, so wirken diese drei Gallensduren jeweils der
kanalikuldren Dilatation durch TLC entgegen (100).

Die Gallensdure TUDC fiihrt zu einer Zunahme der Taurocholatexkretion in die
Gallekanalikuli (75). Dies ist auf den Einbau von Bsep in die kanalikulire Membran
zuriickzufiihren (75). Zu Beginn der Signalkaskade kommt es zu einer Aktivierung der

Integrine mit anschlieBender Aktivierung von FAK und von Src (75).
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Sodann folgt die Aktivierung der MAP-Kinasen ERK 1/2 und p38 MAPK (8).

Die Aktivierung der ERKs lduft unter Beteiligung der PI3-Kinase sowie Ras ab und bildet
so den PI3K/Ras/Erk-Signalweg (101).

Wird die p38MAPK durch TUDC aktiviert, so kann an den Golgi-Apparat gebundenes BSEP
rekrutiert werden und es beginnt der Transport vom Golgi-Apparat in Richtung
kanalikuldrer Membran mit einem folgenden Einbau von BSEP in die kanalikuldre
Membran (63). Der Einbau von Bsep in die kanalikuldre Membran wird durch Mikrotubuli

bewerkstelligt (63).

4.5 Mechanismus des hyperosmolar bedingten Ausbaus des

Gallensalztransporters Ntcp

Es ist bekannt, dass das hepatozellulire Volumen einen groflen FEinfluss auf den
transzelluldren Transport geloster Substanzen, wie z.B. konjugierte Gallensduren oder
Glutathion-Konjugate ausiibt (11). Das hepatozelluldre Volumen ist ein Parameter, der sich
innerhalb weniger Minuten unter dem Einfluss von Hormonen, Nahrungsmitteln oder
oxidativem Stress dndern kann (11). Daraus folgt, dass der Hydratationszustand der
Hepatozyten von funktioneller Relevanz fiir die Galleformation ist (11).

Der Hydratationszustand der Hepatozyten hat auch Einfluss auf die Lokalisation der
Gallensalztransporter der Hepatozyten.

So war bisher bekannt, dass eine hyperosmolar bedingte Zellschrumpfung zu einem
Ausbau des Gallensalztransporters Bsep aus der kanalikuliren Membran fiihrt (66). Die
Folge ist der Transfer und die Lagerung von Bsep in einem intrazelluldren vesikuldren
Kompartiment (66). Zellschwellung hingegen fiihrt zu einem Einbau von Bsep in die
kanalikuldre Membran (66).

Unter normoosmolaren Bedingungen sind die Gallensalztransporter Bsep und Mrp2
sowohl in die kanalikulire Membran eingebaut und befinden sich zudem in Vesikeln im
Zytoplasma der Hepatozyten in unmittelbarer Néhe der kanalikulren Membran (4).
Weiter fiihrt eine hyperosmolar bedingte Zellschrumpfung der Leberzelle zu einem Ausbau
des Gallensalztransporters Mrp2 aus der kanalikuliren Membran, wohingegen die
Stimulation mit hypoosmolarem Medium und anschlieend einsetzender Zellschwellung
zu einem Einbau von Mrp2 in die kanalikuldre Membran fiihrt (93).

Die Osmoregulation der Gallensalztransporter ldsst sich auch in der Langzeitregulation

beobachten. Hypoosmolaritit fithrt zu einem Anstieg der mRNA sowie der
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Proteinexpression von Bsep und Mrp2 (11). Hyperosmolaritit hingegen fiihrt zu einer
Abnahme der mRNA und der Proteinexpression von Bsep und Mrp2 (11).

In der vorliegenden Dissertation wurde gezeigt, dass die hyperosmolare Stimulation
perfundierter Rattenlebern nicht nur an der kanalikuldiren Membran zu einem
Transporterausbau fiihrt, sondern auch an der basolateralen Membran zu beobachten ist.
So fiihrt die Stimulation mit hyperosmolarem Medium innerhalb von 30 min zu einem
Ausbau des Gallensalztransporters Ntcp aus der basolateralen Membran. Dieser Ausbau ist
auch noch zu dem Zeitpunkt 60 min zu beobachten.

Eine signifikante Abnahme der mRNA von Ntcp nach Stimulation mit hyperosmolaren
Medium konnte ab einer Stimulationsdauer von 180 min und mehr beobachtet werden (12).
Der Ausbau von Bsep und Mrp2 aus der kanalikuliren Membran in Folge einer
hyperosmotischen Stimulation wird durch oxidativen Stress vermittelt (4). So kommt es
durch die Aktivierung der NADPH-Oxidase zu einer Bildung von ROS (4). Dies fiihrt unter
anderem zu einer Aktivierung der Src-Kinase Fyn (4). Die Aktivierung von Fyn wiederum
fiihrt zu einer Phosphorylierung von Cortactin und in der Folge zu einer Reduktion der
Interaktion zwischen Cortactin und dem Aktinzytoskelett, wodurch womdoglich der Ausbau
der Gallensalztransporter Bsep und Mrp2 aus der kanalikuldiren Membran induziert wird
(4, 102).

Der hyperosmotisch bedingte Ausbau von Ntcp aus der basolateralen Membran wird mit
einer Aktivierung der NADPH-Oxidase durch die PKC{ und der darauf folgenden
Ausbildung von ROS in Verbindung gebracht (12). Hieriiber wird die Src-Kinase Fyn
aktiviert (12).

Eine hyperosmotische Stimulation fiihrt tiber die Aktivierung von Fyn nicht nur zu einem
Ausbau von Bsep und Mrp2 an der kanalikuldren Membran, sondern auch zu einem Ausbau
von Ntcp an der basolateralen Membran (12).

Dies ldsst vermuten, dass es sich hierbei um eine koordinierte Regulation der
Gallensdurenaufnahme an der basolateralen Membran sowie der Gallensdurenexkretion an
der kanalikuldiren Membran handelt, die die Akkumulation potenziell toxischer

Gallensduren in den Hepatozyten verhindern soll (12).
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4.6 Mechanismus der TUDC-vermittelten Hemmung des hyper-

osmolar-induzierten Ntcp-Ausbaus aus der basolateralen Membran

Eine Zellschwellung durch hypoosmotische Stimulation fiihrt iiber den PI3K-Signalweg
zu einem Einbau von Ntcp in die basolaterale Membran und somit zu einer gesteigerten
Aufnahme der Gallensdure Taurocholat in die Hepatozyten (45).

Des Weiteren fiihrt cAMP durch Erhohung der intrazelluliren Konzentration freier Ca?*-
Ionen Calmodulinkinase-vermittelt zu einer Aktivierung der Proteinphosphatase 2B
(PP2B). Die PP2B fiihrt zu einer Dephosphorylierung von NTCP und dadurch zu einem
Einbau von NTCP in die basolaterale Membran (53).

Integrine bilden einen Kontakt zwischen dem Zytoskelett und der extrazelluldren Matrix
aus. Kommt es durch osmotische Verdnderungen zu einer mechanischen Spannung auf die
Integrine, so vermag dies das Integrin-System zu aktivieren und somit Zellfunktionen zu
regulieren. Man spricht diesbeziiglich von Tensegritdt (75, 103).

Hypoosmolare Zellschwellung fiihrt zu einer Aktivierung der 31-Untereinheit der Integrine
in der Plasmamebran (11). Dies aktiviert FAK, c-Src, den EGFR sowie die MAP-Kinasen
Erk und p38MAPK (11).

Werden mit Taurocholsdure-perfundierte Rattenlebern (100pumol/l) zusétzlich mit TUDC
(20 pmol/l) stimuliert, so kommt es TUDC-assoziiert zu einer Zellschwellung (104). Eine
alleinige Stimulation mit TUDC hingegen hat keinen signifikanten Einfluss auf das
Zellvolumen der Hepatozyten (105).

In dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass die hydrophile Gallensdure TUDC
innerhalb von 30 min zu einem Wiedereinbau von Ntcp in die basolaterale Membran fiihrt,
nachdem es zuvor durch hyperosmolare Stimulation zu einem Ausbau des Transporters aus
der basolateralen Membran gekommen ist. An diesem Wiedereinbau sind Bi-Integrine
mafgeblich beteiligt. Wurden die Bi-Integrine durch das Hexapeptid GRGDSP gehemmt,
so blieb der TUDC-vermittelte Wiedereinbau des Gallensalztransporters Ntcp in die
basolaterale Membran aus. Das inaktive Kontrollpeptid GRADSP hingegen hatte keinen
Einfluss auf die choleretische Wirkung von TUDC, sodass es TUDC-vermittelt zu einem
Wiedereinbau des Gallensalztransporters Ntcp in die basolaterale Membran kam. Die
alleinige Stimulation mit den Hexapeptiden GRADSP und GRGDSP hat keine Auswirkung
auf die Lokalisation des Gallensalztransporters Ntcp an der basolateralen Membran.

Die choleretische Wirkung von TUDC wird durch eine Aktivierung der PKA vermittelt.
Wurde die PKA mittels H89 gehemmt, so blieb der TUDC-vermittelte Wiedereinbau des
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Gallensalztransporters Ntcp in die basolaterale Membran nach hyperosmolar bedingtem
Transporterausbau aus (12).

TUDC fiihrt zudem iiber die Aktivierung der Bi-Integrine zu einer schnellen Bildung von
cAMP (80). Zusammengefasst filhrt TUDC zunéchst zu einer intrazelluldren Aktivierung
von Pi-Integrinen (10). Hierdurch kommt es zu einer Ausbildung von cAMP und auflerdem
zu einer Aktivierung der PKA (12). Die PKA wiederum hemmt die Bildung von ROS,
wodurch die aktivierende Phosphorylierung der Src-Kinase Fyn ausbleibt (12).

Inwieweit der PI3K-Signalweg in dem oben beschriebenen TUDC-induzierten
Wiedereinbau von Ntcp in die basolaterale Membran eine Rolle spielt, ist gegenwirtig
nicht bekannt.

Des Weiteren fithrt TUDC auch zu einem Wiedereinbau des Gallensalztransporters Bsep

in die kanalikuldre Membran nach hyperosmolar bedingtem Ausbau des Transporters (12).
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4.7 Kritische Betrachtung der Eignung der Gallensiure Ursodeoxy-
cholsiure im Rahmen der Behandlung von cholestatischen

Lebererkrankungen

Ursodeoxycholsdure (UDCA) wird in der Behandlung der priméren bilidren Zirrhose
(PBC) und der primiren sklerosierenden Cholangitis (PSC) und weiteren cholestatischen
Lebererkrankungen eingesetzt (5).

Zu hohe Dosen von UDCA (28-30mg/kg/Tag) sind nicht nur ineffektiv bei der Behandlung
der PSC, sondern haben auch eine schiadigende Wirkung. Es stieg bei diesen hohen Dosen
sowohl die Rate an Varizen als auch die Zahl der fiir eine Lebertransplantation gelisteten
Patienten an (63% in der UDCA-Gruppe versus 37% in der Kontrollgruppe) (106).
UDCA beeinflusst in vivo die Expressionsrate der Transporter-Proteine auf der Ebene der
Transkription kaum. Die Wirkung scheint maBgeblich auf einer posttranskriptionellen
Modifikation der Expression der Gallensalztransporter zu beruhen (107).

Ein weiterer Effekt von UDCA, der sich protektiv auf Hepatozyten und Cholangiozyten
auswirken konnte, ist die Stimulation der bilidren Sekretion von Bikarbonat durch UDCA
(18). Diese Beobachtung steht im Einklang mit der von Beuers et al. aufgestellten
Hypothese des ,,bilidren HCOs. -Schutzschirms*. Durch die bilidre Sekretion von HCO3™in
der humanen Leber wird ein alkalisches Milieu an der apikalen Oberfldache der Hepatozyten
und Cholangiozyten geschaffen (108). Der daraus resultierende alkalische pH-Wert
wiederum flihrt zu einer Deprotonierung der Gallensduren. Somit konnen diese als negativ
geladene Molekiile (Gallensalze) nicht mehr die Zellmembran von Cholangiozyten und
Hepatozyten auf Transporter-unabhingigem Weg iiberwinden (108). Eine funktionelle
Beeintrachtigung dieses Schutzschirms verstirkt die Vulnerabilitit von Cholangiozyten
und periportal gelegenen Hepatozyten gegeniiber apolaren hydrophoben Gallensiduren

(108).
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4.8 Ursodeoxycholsiure im Kontext weiterer choleretisch und

zytoprotektiv wirkender Substanzen

Zunichst sei die Gallensdure 24-Norursodeoxycholsiure (rorUDCA) erwéhnt, ein UDCA-
Derivat mit C23-Grundgeriist, die eine Methylengruppe weniger aufweist als UDCA (109).
norUDCA wird passiv von Cholangiozyten im Austausch gegen Bikarbonat absorbiert
(109). Man spricht diesbeziiglich von dem cholehepatischen Shunt im Unterschied zu dem
enterohepatischen Kreislauf, den die Gallensduren normalerweise durchlaufen (109).
Weiter ist norUDCA hydrophiler als UDCA und dadurch weniger toxisch fiir Hepatozyten
und Cholangiozyten (110). norUDCA wirkt der bilidiren Zytotoxizitit entgegen. In
Mdr2/Abcb4-Knock-out-Mausen (Mdr2/Abcb4”") konnte norUDCA der sklerosierenden
Cholangitis wirksam entgegenwirken, wiahrend UDCA die Zahl an Galleinfarkten durch
bilidre Obstruktion sogar steigerte (110). norUDCA weist anticholestatische und
antiapoptotische Eigenschaften auf (111). Eine kombinierte Therapie bei bilidren
Erkrankungen (mit hepatozytirer als auch cholangiozelluldrer Genese) mit norUDCA und
UDCA anstelle einer Monotherapie mit norUDCA oder UDCA konnte sich vorteilhaft auf
den Verlauf dieser Erkrankungen auswirken (111). Kiirzlich wurde in molekular-
dynamischen Simulationen des osPi-Integrines gezeigt, dass norUDCA zu einer direkten
Aktivierung des asPi-Integrines fiihrt, die Effektivitdt der Aktivierung dabei jedoch
geringer ausgeprégt ist als durch die Gallensdure TUDC (112). Die Gallensdure norUDCA
fiihrt dabei zu Konformationséinderungen der Ektodoméne des asfi-Integrines mit einer
Zunahme des Winkels der Knickstelle der al-Helix sowie einer Zunahme des
Neigungswinkels der a7-Helix im Vergleich zu der Kontrollstimulation mit der
Gallensdure Taurocholsdure (112). Der Abstand zwischen dem B-Propeller und der BA-
Doméne hingegen verringert sich weniger stark 1m Vergleich zu der
Konformationsédnderung durch TUDC (112). Weiter zeigt sich in der perfundierten
Rattenleber nach Stimulation mit norUDCA eine Aktivierung des Pi-Integrines im
inrazelluldren Kompartiment der Leberzelle (112). Die dabei gemessene Fluoreszenz-
intensitét des Pi-Integrines ist jedoch geringer ausgeprégt als die Fluoreszenzintensitit, die
nach Stimulation mit TUDC nach 5 min und auch 15 min gemessen wurde (112).

Weiter finden Gallensdurederivate wie die Obeticholsdure (OCA) Verwendung in der
Therapie cholestatischer Lebererkrankungen (113). Bei der OCA handelt es sich um einen
FXR-Agonisten. In einer aktuellen Studie wurde OCA zu der Therapie von Patienten mit

PBC eingesetzt, die nur wenig bis gar nicht auf die Therapie mit UDCA angesprochen
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haben (113). Unter Therapie der PBC mit OCA sank bei 70% der Patienten die
Konzentration der alkalischen Phosphatase im Serum um 20% (113). Ebenso nahmen die
Konzentrationen der Gamma-Glutamyltransferase, des CRP und des IgM ab (113). Als
unerwiinschte Wirkung scheint OCA bei den Patienten Pruritus auszuldsen (113).

Die Leber gehort zu den Geweben, die reich an Peroxisom-Proliferator-aktivierten
Rezeptoren (PPAR) sind. In der Leber ist insbesondere der Subtyp PPARa exprimiert. Die
PPAR wirken als Transkriptionsfaktoren und regulieren die Expression einer Vielzahl von
Genen (114). PPAR-Agonisten, wie etwa die Wirkstoftklasse der Fibrate, finden Einsatz
in der Therapie cholestatischer Lebererkrankungen (115). Hierzu sei erwédhnt, dass PPAR-
Agonisten die Insertion des humanen Gallensalztransporters Multidrug-Resistance-Protein
3 (MDR3) in die kanalikulire Membran der Hepatozyten steigern (115). Der Einbau des
Transporters fiihrt zu einer gesteigerten Sekretion von Phosphatidylcholin und wirkt somit
zytoprotektiv auf Cholangiozyten hinsichtlich der Toxizitit von Gallensduren (115).
Fibrate finden in Studien Einsatz bei UDCA-refraktiren Verldufen der PBC (116). In den
meisten dieser Studien fiihrt die Therapie mit einem Fibrat zu einer Abnahme der
Serumkonzentration der alkalischen Phosphatase (116).

Eine Meta-Analyse, in der die Therapie mit UDCA plus Bezafibrat versus UDCA in
Monotherapie zur Behandlung von Patienten mit PBC verglichen wurde, zeigte fiir die
Kombinationstherapie bessere Serummarker (117). Beziiglich der Krankheitssymptomatik
und der Uberlebenszeit lieB sich jedoch kein Unterschied feststellen (117).

Zurzeit befinden sich PPAR-Agonisten in der Entwicklung, die im Vergleich zu Fibraten
einen wesentlich starkeren anti-inflammatorischen Effekt aufweisen (114).

Der Pregnan-X-Rezeptor (PXR) wirkt sich regulierend auf die Expression von Genen aus,
die an der Detoxifikation und Metabolisierung von Gallensduren und anderen Toxinen
beteiligt sind (118). Ein potenter Aktivator des humanen PX-Rezeptors ist das
Antibiotikum Rifampicin (119). Es wird zu der Therapie des Pruritus bei Cholestase-
Patienten eingesetzt und zudem konnte in einer Studie gezeigt werden, dass es die
Cholestaseparameter im Serum bei Patienten mit PBC senkt (119, 120).

Weiter wurde in zwei randomisierten Studien die Kombination aus dem Glukokortikoid-
rezeptor-Agonisten Budesonid (6-9mg/Tag) zusammen mit UDCA gegeniiber der
alleinigen Therapie mit UDCA bei Patienten mit PBC im Stadium I-III verglichen. Die
Kombinationstherapie lieferte sowohl hinsichtlich der Leberenzyme im Serum als auch der

Leberhistologie bessere Ergebnisse als die alleinige Therapie mit UDCA (121, 122).
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Einen neuen Ansatz zu der Therapie cholestatischer Lebererkrankungen liefern Inhibitoren
des apikalen Natrium-abhingigen Gallenséduretransporters (ASBT). Der ASBT befindet
sich an der luminalen Seite ilealer Enterozyten und transportiert konjugierte Gallensduren
aus dem Darmlumen in die Enterozyten (123). Die Inhibition dieser Transporter unterbricht
den enterohepatischen Kreislauf der Gallenséduren und vermag den zirkulierenden Pool an
Gallensduren somit zu vermindern (5). Als direkte Konsequenz hieraus kommt es zu einer
gesteigerten Synthese von Gallensduren, was die Abnahme des Serum-Cholesterols
bedingt (5). Ob sich jedoch ASBT-Inhibitoren im klinischen Alltag durchsetzen kénnen,

werden kiinftige Studien zeigen miissen (5).
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