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1. Einleitung

Die kanalikulare Membran der Leberzellen weist eine Reihe von Transportern auf,
die zur ATP-binding-cassette (ABC) transporter superfamily gehéren (126). Dabei
handelt es sich um eine der grof3ten Superfamilien, sowohl in Prokaryonten als auch
in Eukaryonten (3,29). Zurzeit sind 48 ABC-Transporter beim Menschen bekannt. Sie
werden je nach Organisation ihrer Domanen und Aminosauresequenzen in 7
Unterfamilien gegliedert (28). In Bezug auf den Gallenstoffwechsel sind drei
Unterfamilien von besonderem Interesse, die ABCB-, die ABCC- und die ABCG-
Subfamilie, deren Vertreter spezifische Substrate in die Gallenfllssigkeit sezernieren.
Zu der ABCB Subfamilie zahlen die bile salt export pump BSEP (SPGP/ABCB11),
die P-Glykoproteine MDR1 (PGY1/ABCB1) und MDR3 (PGY3/ABCB4). Zur ABCC
Subfamilie zahlt unter anderem das multidrug resistance associated protein 2 MRP2
(cMOAT/ABCC?2). Innerhalb der ABCG Subfamilie spielt das ABCG5 (White 3) und
das ABCGS8 eine Rolle beim Lipid- und Gallensaurestoffwechsel; diese beiden
Halbtransporter transportieren zusammen Cholesterin in die Galle (48). Die
Regulation dieser Proteine sowie die ungestorte Funktion dieser ABC-Transporter ist
Voraussetzung fur eine intakte Gallensekretion. Mutationen in den ABC-Transportern
sind teilweise fur schwer verlaufende cholestatische Erkrankungen verantwortlich
(72,169).

Die langfristige Regulation dieser Transporter erfolgt auf Ebene der Genexpression
(93,178), die kurzfristige dagegen durch kovalente Modifikationen der
Transporterproteine (49,131). Stérungen der Regulation auf lang- oder kurzfristiger
Ebene fuhrt zu insuffizienter Gallensekretion und mundet haufig in Cholestasen
(49,83).

Das MRP2 ist fur die kanalikulare Sekretion von Gluthation und konjugierten
Glukuroniden, zum Beispiel Bilirubindiglukuronid verantwortlich (60,65,135).

Genetisch bedingte Stérungen der MRP2 Expression sind Ursache des Dubin-



Johnson Syndroms, welches sich durch eine konjugierte Hyperbilirubindmie mit
daraus resultierendem |kterus auszeichnet (72).

In  verschiedenen Zellmodellen wurde nachgewiesen, dass MRP2 zur
Resistenzbildung gegen Chemotherapeutika wie Cisplatin und Doxorubicin flhren
kann (27,173).

Die Regulation des MRP2 ist bis heute vorwiegend in Tiermodellexperimenten der
Rattenleber untersucht worden. In dieser konnte bisher gezeigt werden, dass die
MRP2 Expression durch Endotoxin, Gallengangsobstruktion, Osmolaritatsanderung,
Dexamethason, Schwermetalle oder Medikamente reguliert werden kann
(25,31,93,94,137,176).

Innerhalb kurzer Zeit kann MRP2 genauso wie BSEP aus subapikalen Vesikeln in die
kanalikulare Membran eingebaut, wie auch aus der kanalikularen Membran in
Vesikel endozytiert werden. Diese Vorgange koénnen durch Taurocholat,
Veranderungen der Isoosmolaritéat, Endotoxine, Phalloidin, Ostrogen aber auch durch
oxidativen Stress initiiert werden (31,45,89,94,145,151,152).

Bezuglich der Signalvermittiung konnte durch Experimente in der Rattenleber gezeigt
werden, dass die mitogen-activated-protein-kinases (MAP-Kinasen), zu welchen die
p38, ERK und die JNK gehoren, essentiell sind fur die Vermittlung des
choleretischen  Effekts bei  Zellschwellung und bei Behandlung mit
Tauroursodesoxycholat (TUDC), das bei der Behandlung cholestatischer Zustande
eingesetzt wird (102,103,130,150).

Hyperosmolare Zellschwellung und TUDC fuhren zur Aktivierung der MAP-Kinasen
vom ERK-Typ und der p38 MAP-Kinasen, verbunden mit einer Translokation der
Gallensaureexportpumpe BSEP aus einem intrazellularen Kompartiment in die
Zellmembran. Eine Hemmung der ERK aktivierenden MAP-Kinase-Kinase (MKK)
MEK 1 durch PD 098059 (130,150) und der p38 MAP-Kinase durch SB 202190,
einem spezifischen Inhibitor der p38 MAP-Kinase, unterbinden den choleretischen
Effekt durch TUDC und der Zellschwellung durch eine Hemmung der Translokation
von BSEP in die kanalikulare Membran (103).

Die MAP-Kinasen werden in einer modularen Art und Weise aktiviert. In der
Signalkaskade der p38 MAP-Kinase befinden sich MAP-Kinasen-Kinasen-Kinasen
(MKKK), wie TAK1, ASK1, SPRK und PAK, die ihrerseits die MKKs aktivieren. Im
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Falle der p38 MAP-Kinase sind das die MKK3 und die MKKG6. Diese wiederum
aktivieren letztlich die p38 MAP-Kinase (190), welche selbst zur Aktivierung von
nukledaren Faktoren und nicht-nukledren Faktoren fuhrt. Bei nukledren Faktoren
handelt es sich um Proteine, die im Zellkern zur Genaktivierung oder -inaktivierung
fuhren. Zu den p38 MAP-Kinase abhangigen nuklearen Faktoren zahlen unter
anderem ATF2, Elk1, GADD153, MAX und MLK3 (190). Die nicht-nuklearen
Faktoren dienen der Informationsvermittiung aul3erhalb des Zellkerns. Zu den p38
MAP-Kinase abhangigen nicht-nuklearen Faktoren sind die MAP-Kinase-activated
protein kinases (MAPKAP) 2 und 3 zu zahlen. Die MAPKAP2 phosphoryliert das
small-heat-shock-protein hsp27 (167), das am Aktin Metabolismus beteiligt ist
(167,190). Mittlerweile ist bekannt, dass mindestens 4 Isoformen der p38 MAP-
Kinase existieren (69) (siehe1.5).

Neben dem zyklischen Adenosinmonophophat (cAMP) als Aktivator der
Proteinkinase A und der p38 MAP-Kinase spielen eine Reihe anderer Kinasen beim
Transporter-Targeting eine Rolle. Zu diesen Kinasen gehoren die PI3-Kinase (46)

und verschiedene Isoformen der Proteinkinase C (PKC) (9,10,11,90,91,143).



1.1 Aufbau und Funktion der Leberzelle

Die Leberzellen oder Hepatozyten gehéren zu den funktionell vielseitigsten Zellen
des Organismus. Auf Grund des hohen Metabolismus enthalten sie unter anderem
viel rauhes und glattes endoplasmatisches Retikulum (ER) und viele Mitochondrien
vom Krista-Typ, die durch ihren Enzymreichtum eine wichtige Rolle bei der
Energielieferung spielen (siehe Abb. 1). Zur Funktion der Hepatozyten gehort es,
Gallensauren zu bilden. Die Gallenflissigkeit ist wichtig fur die intestinale Verdauung,
fur die Absorption der Lipide und der fettldslichen Vitamine A, D, E, K. Weiterhin ist
Galle fur die Eliminierung von Umweltgiften, Karzinogenen, Toxinen und deren
Metabolite notwendig. Sie stellt den Hauptweg fir die Exkretion endogener
Verbindungen und metabolischer Produkte wie Cholesterin, Bilirubin und Hormonen
dar (15, 128). Die Galle wird von den Hepatozyten in Kanalikuli sezerniert, die von
den Wanden der Hepatozyten gebildet werden. Die Gallensekretion ist ein
osmotischer Prozess, der durch die aktive Sekretion organischer Verbindungen und
dem passiven Nachstromen von Wasser, Elektrolyten und anderen Substanzen wie
beispielsweise Glucose ermoglicht wird (14,162). Diese vektorielle Exkretion der
Gallensalze aus dem Blut in die Galle stellt den Hauptmechanismus des
Gallenflusses dar. Die Exkretion von reduziertem Gluthation und Bikarbonat tragt als
Gallensaure-unabhangige Fraktion ebenfalls zum Gallenfluss bei (6,13,71). Zu den
Hauptbestandteilen der Galle zahlen Gallensalze, Phospholipide und Cholesterin,
welche zusammen die so genannten ‘gemischten Mizellen” in der Galle bilden. Der
menschliche Gallensalz-Pool umfasst etwa 50-60 umol Gallensalz/kg Korpergewicht,
das entspricht einer Gesamtmenge von 3-4 g.

In den Gallengangen wird die Galle wahrend des Transports durch sekretorische und
absorptive Vorgange weiter modifiziert. Der Hauptanteil der Galle wird in
konzentrierter Form wahrend Fastperioden in der Gallenblase gespeichert
(59,98,119). Nach Sekretion der Galle in den Dinndarm werden viele organisch
biliare Verbindungen, besonders aber die Gallensalze, Cholesterin und

Phospholipide nach Erreichen des Dunndarms mit hoher Effizienz rickresorbiert. Sie
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zirkulieren im enterohepatischen Kreislauf etwa 6-10 Mal taglich, so dass eine
Sekretionsleistung fir Gallensalze von etwa 20-40 g erreicht wird. Trotz einer hohen
Ruckresorptionsrate gehen etwa 0.5 g der Gallensalze durch fakale Exkretion
verloren, welche neusynthetisiert werden missen (59,98,119).

Das vor allem aus dem Hamoglobinabbau stammende Bilirubin wird als primares
Bilirubin, welches an Albumin gekoppelt ist in die Leberzelle aufgenommen und mit
Hilfe der Glukuronyltransferase konjugiert und und als hydrophiles direktes Bilirubin
in die Gallenflissigkeit ausgeschieden (160). Es werden etwa 15% im lleum
deglukuroniert, resorbiert und enterhepatisch rezirkuliert. Die Ubrigen 85% werden

mit dem Stuhl ausgeschieden (160).
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Abb. 1: Schematische Zeichnung einer Leberzelle
Im Sinusbereich ist die Leberzelle mit Mikrovilli ausgestattet, die in den Disse-Raum hineinragen.

Abbildung modifiziert nach Schiebler, Schmidt, Zilles. Anatomie. Springer Verlag. 7. Auflage
1997.
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1.2 Aufbau und Funktion von Transportproteinen

Lipid-Doppelschichten sind fir die meisten polaren Molekille undurchlassig. Um
derartige Molektlle dennoch zu befordern, enthalten die Zellmembranen spezifische
Transportproteine, die flr den Transport niedermolekularer Stoffe durch die
Membran verantwortlich sind. Bei diesen Membran-Transportproteinen handelt es
sich um multipass Transmembranproteine, deren Polypeptidketten die Lipid-
Doppelschichten mehrmals durchdringen. Es gibt zwei Klassen solcher Membran-
Transportproteine: Carrier-Proteine und Kanal-Proteine (113).

Carrier-Proteine binden bestimmte niedermolekulare Stoffe und beférdern sie durch
die Doppelschicht, indem sie eine Konformitatsanderung vollziehen und auf diese
Weise ihre Molekllbindungsstelle erst auf der einen und anschlieBend auf der
anderen Seite der Membran exponieren (113). Manche Carrier-Proteine beférdern ihr
Substrat nur entsprechend einem Gradienten (passiv); andere durchlaufen,
angetrieben von ATP-Hydrolyse oder lonenbindung (aktiv), eine Reihe von
Konformationsanderungen und koénnen so das gebundene Molekul auch gegen
dessen elektrochemischen Gradienten transportieren (113). Dabei unterscheidet
man Kotransporter von Uniports, bei denen ein Molekul von einer Seite auf die
andere Seite transportiert wird. Kotransporter arbeiten als Symport, wenn sie zwei
Molekule in gleicher Richtung transportieren; und als Antiport, wenn sie zwei
Molekule in entgegengesetzter Richtung transportieren.

Kanal-Proteine bilden wassergefillte Poren, welche die Doppelschicht durchqueren.
Sie ermdglichen anorganischen lonen von geeigneter Gréfle und Ladung den
Membrandurchgang, entsprechend ihrem elektrochemischen Gradienten.

Die Transportgeschwindigkeit von Kanalen liegt dabei mindestens 100 mal héher als
die bei den schnellsten Carrier-Proteinen. Die lonenkanale sind kontrolliert, sie
offnen sich gewdhnlich nur vortiibergehend als Reaktion auf ein spezifisches Signal in
der Membran. Das kann beispielsweise die Bindung eines Neurotransmitters
(transmitterkontrollierte Kanale) oder eine Veranderung des Membranpotentials
(spannungskontrollierte Kanale) sein (113).

Auch innerhalb der Zellen finden aktive Transportvorgange statt. Diese werden

analog zu den Transportvorgangen an der aufleren Zellmembran auch an der

12



inneren Membran des Zytosols beobachtet. AuRerdem werden in der Zelle
Syntheseprodukte in Form von Vesikel transportiert. Diese Vesikel bestehen aus
einer Lipiddoppelschicht und transportieren Proteine. Die transportierten Proteine
sind vorher an den Ribosomen des rauhen endoplasmatischen Retikulums
synthetisiert worden. Dort schnuren sie sich ab und verschmelzen mit den Zisternen
des Golgi-Apparats. Im Golgi-Apparat kdnnen Modifikationen vorgenommen werden.
Wird die Zelle zur Proteinsekretion stimuliert, schniren sich die Vesikel vom Golgi-
Apparat ab und wandern entlang des Zytoskeletts zu ihrem Bestimmungsort.

Ein Beispiel fuir ein ATP-getriebenes Transportprotein, welches transmembranar
angeordnet ist, ist das 1992 entdeckte und zur MRP-Familie gehodrende (107)
multidrug resistance associated protein 2 (MRP2) (siehe Abb. 2). Es hat eine
molekulare Masse von etwa 200 kDa, der Genort befindet sich auf Chromosom
10923-24 (85,107,183). Das Gen besteht aus 45 Kilobasen und setzt sich aus 32
Exons mit GroRen von 56 bis 255 Basenpaaren zusammen (179). Das MRP2-
Transporterprotein besteht beim Menschen aus 1545 Aminosauren und hat 12-16
transmembranar angeordnete Domanen (88,173,184). MRP2 besitzt die zwei flr
ABC-Transporter typischen nucleotide binding folds.

MRP2 wird hauptsachlich in der Leber exprimiert, geringe Mengen sind aber auch in
Enterozyten (87) und den proximalen Tubuluszellen der Nieren lokalisiert (87). In den
Hepatozyten ist es in der apikalen Membran zu finden (87). Das MRP2 transportiert
vorwiegend anionische Konjugate, Bilirubinkonjugate, Leukotrien C4, oxidiertes und
reduziertes Gluthation, 17a-Glucuronosylestradiol (107). Die durch MRP2
transportierten Zytostatika sind Anthrazykline, Vinka-Alkaloide, Methotrexat,
Camptothecine und Cisplatin (23,27,107,117).
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Abb. 2: Schematische Darstellung des MRP2 —Transporters der Ratte mit 1541 Aminosauren
(modifiziert nach Keppler und Koénig (78)).

1.3 Aufbau und Funktion des Zytoskeletts

Die charakteristische Gestalt einer Zelle mit der solartigen Konsistenz des
Zytoplasmas und dem beinahe flissigen Zustand der Plasmamembran (fluid mosaic)
wird durch ein veranderungsfahiges, dynamisches Verspannungs- und
Versteifungssystem, dem Zytoskelett, aufrechterhalten. Es besteht aus
Strukturproteinen unterschiedlicher Zusammensetzung. Das Zytoskelett unterstutzt
und beeinflusst Vorgange zur Formveranderung der Zelle, Zytoplasmabewegungen
und den Transport von Zellorganellen (43,121,168).

Das Zytoskelett hat ein hohes negatives elektrisches Energiepotential, es ist auf
Grund seiner Vielzahl von Interaktionen sowohl katalytische Oberflache als auch
Protein-Kofaktor bei zellularen Prozessen (62,171,172). Des Weiteren stellt das
Zellgerust einen Komplex dar, auf dem sich Motor-Proteine wie Kynesin und Dynein

fortbewegen (63,157). Diese multimerischen Proteine sind unter anderem an
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intrazellularen Transportvorgangen beteiligt (155,156). Kynesin-Proteine bilden eine
grole Superfamilie von molekularen Motor-Proteinen (157). Das Kynesin ist ein
tetrameres Protein. Es besteht aus zwei schweren (KHC 110-130 kDa) und zwei
leichten Proteinketten (KLC 65 kDa) (52). Das Kynesin setzt sich aus einer Motor-
Domane, die an den Mikrotubulus bindet und sich unter ATP-Hydrolyse darauf
fortbewegt und einer tail-Domane, welche direkt oder iber Adapter Komplex Proteine
mit der Fracht interagiert, zusammen (57,120,158). Das Dynein Motor-Protein
funktioniert Uber denselben Mechanismus. Dynein ist ein multimeres Protein, das aus
zwei schweren (DHC 440-530 kDa), zwei bis drei intermediaren (DIC 70-74 kDa) und
einer unterschiedlichen Anzahl von leichten Proteinketten (DLC 50-55 kDa) besteht
(154,187). Die Motorproteine haben zwei Hauptaufgaben. Einerseits vermitteln sie
den Transport von Strukturen wie Vesikel, Organellen (Mitochondrien, Peroxysomen,
Lysosomen), Proteinkomplexe und mRNA zu Zielorten entlang der zytoskelettalen
Anordnung der Mikrotubuli (53); andererseits sind sie an der Bewegungsorganisation
der Chromosomenwanderung wahrend der Zellteilung und an dem mitotischen
Spindelapparat beteiligt (68,123,159,182).

Mikrotubuli sind integrale Zellbestandteile, die abgesehen von Erythrozyten in allen
menschlichen Zellen vorhanden sind. Dabei handelt es sich um gestreckte
Roéhrchen, die eine Lange von bis zu 25 ym und einen Durchmesser von 24 nm
erreichen konnen, ihre lichte Weite kann bis zu 15 nm betragen. Sie liegen einzeln
oder in Bundeln vor. Sie bestehen aus globularen Proteinen und Tubulinen. Zwei
Untereinheiten, a-Tubulin und B-Tubulin, sind zu einem Dimer verbunden. Dimere
fugen sich zu perlschnurartigen Strangen (Tubulinprotofilamenten) zusammen und
jeweils 13 bilden die Wand eines Tubulus (53,149).

Mikrotubuli dienen vor allem der dynamischen Stabilisierung des Zytoplasmas. Sie
werden dort aufgebaut wo Vorwdlbungen und Fortsatze ausgebildet werden.
Abgebaut werden sie dort, wo Einziehungen entstehen. Bei Ordnungsprozessen in
der Zelle wirken Mikrotubuli-assoziierte Proteine mit, die gleichzeitig die Mikrotubuli
stabilisieren und der Interaktion mit anderen Zellbestandteilen dienen. Ferner spielen
die Mikrotubuli fur den intrazellularen Transport von Partikeln oder Mitochondrien
sowie als Leitstruktur far den transzellularen Transport eine wichtige Rolle
(24,47,149).
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Mikrofilamente bestehen aus polymerisiertem Aktin, einem globularen Protein. Sie
haben einen Durchmesser von 6 nm und kdnnen eine Lange von bis zu 1 uym in
quergestreifter Muskulatur erreichen. Aktinfilamente sind untereinander durch Filamin
verknUpft (149). In den Hepatozyten sind sie im Bereich der kanalikularen Membran
und der Mikrovilli konzentriert (192). Aktinfilamente wirken bei der Ausbildung von
Protrusionen bzw. Membraneinziehungen der Zelloberflache mit.

Aktinfilamente und integrale Membranproteine werden durch die Proteine der Ezrin-
Radixin-Moesin (ERM) Familie verknUpft, diese sind essentiell flr Zellbeweglichkeit,
kortikale Aktinorganisation, Zelladhasion und Zellproliferation (16,116,180). Radixin
beispielsweise ist in den Mikrovilli der kanalikularen Membran lokalisiert. Es ist
unerlasslich fur die korrekte Lokalisierung von MRP2, welche neben der regelhaften
Expression maligebend flr dessen physiologische Funktion ist. So fuhrt ein Knock-
out des Radixin in Mausen zu einer verminderten Sekretion von konjugiertem

Bilirubin (81).

1.4 Lebererkrankungen mit Storungen des hepatobilidren
Transports

Der Gallenfluss ist ein osmotisch abhangiger Prozess, getrieben durch den
vektoriellen Transport von I6slichen Stoffen aus dem sinusoidalen Kompartiment
oder dem Zytoplasma in das kanalikulare Lumen. In der sinusoidalen Membran
befindet sich der elektrogene 2:1 Na®/ Taurocholat-Kotransporter (Ntcp), welcher
insbesondere die Aufnahme von konjugierten Gallensauren vermittelt (118,178).

Die Exkretion von Xenobiotika und amphiphatischen Kationen wird vermittelt durch
das multidrug resistance protein 1 (MDR1), wahrend Phospholipide durch das
multidrug resistance protein 3 (MDR3) in die Galle transportiert werden (79).

Die organischen Anionentransporter (OATPs), welche einen Anionentauscher
darstellen und zum Teil durch den Export von Gluthation getrieben werden,
ermdglichen im Gegensatz zum Ntcp einen natriumunabhangigen Transport von

Gallensalzen. Sie bilden multispezifische Transportsysteme, die vor allem
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amphiphatische organische Verbindungen wie konjugierte oder nicht konjugierte
Gallensalze aber auch Bilirubin beférdern (50,97,177).

In cholestatischen Tiermodellversuchen und bei Patienten mit cholestatischer
Erkrankung konnte eine veranderte Expression von hepatozellularen
Transportsystemen identifiziert werden (76, 164, 195). So kann bei Patienten mit
Cholestase eine verminderte Expression des Nicps auf mRNA-Ebene und auf
Proteinebene beobachtet werden (76, 164, 195).

OATPs werden moglicherweise bei Patienten mit Cholestase hochreguliert. Dies liegt
unter anderem daran, dass der OATP als bidirektionaler Transporter fungieren und
somit zu einer Verminderung von intrazellularen toxischen Gallensalzen flihren kann
(96,127). In cholestatischen Tiermodellen und in Leberbiopsien von Patienten mit
Cholestase konnte gezeigt werden, dass die Expression des MRP2 deutlich reduziert
ist, wahrend die Expression des Gallensauretransporters BSEP nur wenig vermindert
zu sein scheint (107,110). Die Expression des MDR1 und die des MRP3 werden
hingegen hochreguliert (61, 76, 95, 176, 195).

Bei den meisten cholestatischen Erkrankungen finden sich Veranderungen des
Zytoskeletts,  sowie  Zerstbérungen  von Mikrotubuli,  Anhaufung  von
Intermediarfilamenten und desorganisierte Aktinblndel in der perikanalikularen
Umgebung (139).

Diese zytoskelettalen Veranderungen resultieren im Verlust von apikalen Mikrovilli
und einer abgeschwachten kanalikularen Kontraktilitdt. In Tiermodellen konnte
ebenfalls eine Stérung im Bereich der tight-junctions gefunden werden, welche in
einer vermehrten parazellularen Permeabilitat resultiert.

Seit einiger Zeit sind cholestatische Erkrankungen bekannt, denen Mutationen
verschiedener ABC-Transporter zugrunde liegen. Bei der erstmals beschriebenen
Byler-Disease [progressive familiare intrahepatische Cholestase (PFIC Typ )]
handelt es sich um eine hereditare Erkrankung, der eine Mutation einer P-Typ
ATPase, dem so genannten FIC1, zugrunde liegt. Die genaue Rolle dieser ATPase
im hepatobiliaren Transport ist noch nicht vollends geklart, jedoch wird eine
Beteiligung als ein Aminophospholipid-Austauscher diskutiert (21,178,181). Diese
Patienten zeigen eine ausgepragte Cholestase mit hohen Gallensaureserumspiegeln

bei gleichzeitig niedriger y-GT. Der PFIC Typ Il ist durch eine Mutation im Gen,
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welches flr den BSEP kodiert, gekennzeichnet (169). Beim PFIC Typ Il liegt eine
Mutation des MDR3 vor (30).

Mutationen der MRP2 Expression flihren beim Menschen zum Dubin-Johnson
Syndrom. Dabei handelt es sich um eine autosomal rezessive Erkrankung, die 1954
sowohl von Dubin und Johnson (34), als auch von Sprinz und Nelson (163)
unabhangig voneinander beschrieben worden ist. Molekularbiologisch liegen bei
dieser Erkrankung Mutationen vor, die entweder zu einem funktionsgeminderten bis
funktionslosen oder zu einem volligen Fehlen des MRP2 Transportproteins fuhren
(72,136,138). Bisher sind uUber zehn verschiedene Mutationen bekannt. Diese
beinhalten Splice-Site-Mutationen (70,175), Missense-Mutationen (77,122,175,186),
Nonsense-Mutationen (138,174) und Deletionen (179). Alle diese Mutationen fuhren
zu einer Storung im kanalikularen Transportsystem flr Konjugate organischer
Anionen mit Glukuronsaure und Gluthation (72,148).

Darlber hinaus besteht bei diesen Patienten eine isolierte konjugierte
Hyperbilirubinamie (138), verbunden mit einem chronischen oder intermittierenden
nichthamolytischen  |kterus, teilweise mit abdominellen Schmerzen und
Hepatomegalie (85). Meistens wird die Diagnose zwischen dem 10. und
30. Lebensjahr gestellt. Des Weiteren findet sich bei diesen Patienten eine vermehrte
Ausscheidung von Kopropophyrinisomer |. Histologisch weisen die Patienten eine
vermehrte dunkle Pigmentablagerung perikanalikular in den Hepatozyten auf (32).
Diese Pigmente enthalten neben Melanin auch Epinephrin-Metabolite, Phenylalanin,
Tyrosin und Tryptophan (194). In der Literatur sind Einzelfalle von Dubin-Johnson
Patienten mit einem Hepatozellularen Karzinom beschrieben (37). Ein kausaler
Zusammenhang der beiden Erkrankungen lasst sich jedoch aufgrund niedriger
Fallzahlen nicht nachweisen (37). So ist in der Regel eine Therapie dieser gutartig
verlaufenden Erkrankung nicht erforderlich, zumal eine kausale oder symptomatische

Therapie nicht bekannt ist (101).
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1.5 Aufbau und Funktion von Signalkaskaden am Beispiel der
p38 MAP-Kinasen

Mitogen-aktivierte Protein (MAP) Kinasen besitzen eine zentrale Rolle in der durch
Protein-Phosphorylierung und Dephosphorylierung vermittelten Signaltransduktion.
Diese Ubermittelt Signale von der Plasmamembran 2zu nuklearen und
zytoplasmatischen Zielstrukturen (19,38,104,147).

Es werden drei wesentliche Subklassen unterschieden: die p38 MAP-Kinasen
(MAPK), c-Jun N-terminale Kinasen (c-JNK) und die extrazellular regulierten Kinasen
(ERK-1/2). Die ERK-1/2 werden insbesondere durch Wachstumsfaktoren und
Differenzierungsfaktoren stimuliert (69). Sie sind vorwiegend an der Regulation der
Meiose, der Mitose und der postmitotischen Vorgange in differenzierten Zellen, aber
auch an Vorgangen wie Lernen und Gedachtnisbildung im Zentralnervensystem
beteiligt (69).

Die JNKs gehdren zu den durch Stress aktivierbaren Kinasen. Sie sind eine
Komponente des Aktivator-Protein-1 (AP-1) Transkriptionskomplexes, der ein
wichtiger Regulator der Genexpression ist. Des Weiteren sind die JNKs auch zu
einem erheblichen Teil an der Kontrolle der Apoptose beteiligt (18).

Bei den p38 MAP-Kinasen, die bei Untersuchungen zur Hemmung der TNF-a
induzierten-inflammatorischen Antwort entdeckt worden sind (65), sind mittlerweile
vier Isoformen differenziert worden, p38a, p3883, p38y und die p38d (68,69,111,188).
Die p38a MAP-Kinase mit einer molekularen Masse von etwa 38 kDa wurde als erste
isoliert (54,55). Die p38a und die p38B MAP-Kinase sind im Menschen ubiquitar in
den verschiedenen Geweben vorhanden (68). Die p38y MAP-Kinase ist
hauptsachlich in der Skelettmuskulatur zu finden (106,111), die p386 MAP-Kinase
dagegen besonders in der Lunge, den Nieren, den Hoden, dem Pankreas und im
Dunndarm (100). Die p38 MAP-Kinase Unterformen weisen mindestens 60%
Identitatsibereinstimmung untereinander auf, wahrend nur eine 40-prozentige

Ubereinstimmung zu den anderen MAP-Kinasen besteht (134).
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Die p38 MAP-Kinase wird unter anderem durch Stress, wie Hitze oder osmotische
Schwankungen, aber auch durch Hormone oder durch inflammatorische Zytokine
aktiviert. Die p38-MAP-Kinase spielt eine grofle Rolle bei der Aktivierung der
Immunantwort, bei der Regulierung der Entzindungsmediatoren bei entzundlichen
Prozessen (69), sowie bei der Regulierung von Zellwachstum und Zelltod (134). Die
Aktivierung der p38 MAP-Kinase flhrt zu Signaltransduktion in den Zellkern und zur
Aktivierung der respondierenden Gene (134).

Es ist anzunehmen, dass Cross-Talks zwischen den Transduktionswegen der MAP-
Kinasen existieren. Auch ist die Substratspezifitat der MAP-Kinasen uberlappend.
Die MAP-Kinasen Signalwege sind in der Hefe und auch in hdheren Eukaryonten
modular organisiert (sieche Abb. 3). Dies korreliert mit einer erhdhten Spezifitat der
Phosphorylierungskaskaden (191). Die Aktivierung der MAP-Kinasen erfolgt durch
spezifische MAP-Kinasen-Kinasen (MKKs). Hierbei handelt es sich um Protein-
kinasen mit dualer Spezifitdt, welche Threonin und Tyrosin innerhalb eines
charakteristischen, drei Aminosdauren umfassenden Motivs der MAP-Kinasen
phosphorylieren kdnnen. Diese MKKs werden durch so genannte MAP-Kinasen-
Kinasen-Kinasen (MKKKSs) Serin/Threonin phosphoryliert und dadurch aktiviert.

Im Laufe der Evolution sind eine Vielzahl der Komponenten dieser drei Kinasen
Module (MKKK-MKK-MAPK) in der Hefe und in hdheren Eukaryonten konserviert
geblieben. Die Inaktivierung der MAP-Kinasen erfolgt zum einen durch MAP-Kinase-
Phosphatasen (MKPs), die durch so genannte 'immediate early genes™ kodiert und
transkriptionell reguliert werden (80).

Zum anderen werden MAP-Kinasen durch Protein-Phosphatasen, wie der
Serin/Threonin Protein Phosphatase 2A (PP2A), durch Dephosphorylierung rasch in
ihrer Aktivitat terminiert (2).
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auf die Regulation des zellularen Metabolismus, der Genexpression und Signaltransduktion
nehmen. In dieser Graphik sind aus Griinden der Ubersicht bestehende Cross-Talks nicht




2. Fragestellung

Diese Arbeit befasst sich mit der intrazellularen Verteilung des MRP2 in humanen
Hepatomazellen und dessen Regulation. Dabei wird untersucht, wodurch sich die
Menge von MRP2 in der kanalikularen Membran beeinflussen lasst und Uber
welchen Signalweg diese vermittelt wird. Des Weiteren wird der Frage nach
intrazellularen Reservoirs nachgegangen und es wird eine Abhangigkeit der

Effektvermittiung von zytoskelettalen Strukturen untersucht.
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3. Materialien und Methoden

3.1 Materialien

Die fur die Versuche notwendigen HepG2-Zellen wurden von American Type Culture
Collection (ATCC) (Manassas/USA) bezogen. Das Zellkulturmedium (DMEM),
Penicillin und Streptomycin wurden von Biochrom (Berlin/BRD) erworben. Die nicht
essentiellen Aminosauren und Genistein wurden von GIBCO BRL (Karlsruhe/BRD)
erstanden.

Die Zellen wurden auf 6-well und 24-well Kulturplatten von Falcon (Heidelberg/BRD)
kultiviert.

Die Proteinsyntheseinhibitoren Cycloheximid und Anisomycin und Tritc-Phalloidin
stammten von Sigma (Deisenhofen/BRD). Go 6850 und PD 098059 wurden von
Calbiochem (Bad Soden/BRD) bezogen.

Der Inhibitor der p38 MAP-Kinase SB 202190 und das inaktive Analogon SB 202474
wurden von Alexis (Grunberg/BRD) bezogen. Transfektionen wurden mit
Lipofectamine plus von Life Technologies (USA) durchgefuhrt.

Die Datenerhebung erfolgte mikroskopisch mit einem Axioskop von Zeiss
(Oberkochem/BRD). Die Dokumentation erfolgte mit einer Restlicht Kamera von
Intas (Gottingen/BRD). Zur weiteren Untersuchung wurde ein konfokales
Laserskanningmikroskop TCS-NT auf dem inversen Mikroskop DM IRB von Leica
(Bensheim/BRD) genutzt.

Fir die Western-Blot Analyse ist der semi dry transfer Horizontalapparat, Multiphor Il
Elektroblottingapparat von Pharmacia (Freiburg/BRD) verwendet worden, die
Dokumentation erfolgte auf Kodak X-Omat AR Rontgenfime von Kodak
(Stuttgart/BRD).
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Samtliche hier nicht aufgelisteten Chemikalien wurden von Merck (Darmstadt/BRD),
Sigma-Aldrich  (Deisenhofen/BRD) oder Roche Molecular Biochemicals

(Mannheim/BRD) in der hoéchst verfugbaren Reinheit bezogen.

3.2 Zellkultivierung

In dieser Studie wurden humane HepG2-Zellen verwendet. Dabei handelt es sich um
eine gut differenzierte humane Hepatoma-Zelllinie, die wie Hepatozyten eine
Polarisierung aufweisen (67,86). Sie sind in der Lage, Strukturen zu bilden, die den
Gallenkanalchen der Hepatozyten entsprechen. Diese sogenannten
Pseudokanalikuli sind runde Strukturen mit Mikrovilli (22,161), die zwischen zwei
oder mehr benachbarten Zellen ausgebildet und durch tight junctions abgedichtet
werden. Sie enthalten Aktin, Villin (161,193) und spezifische apikale Proteine,
weswegen sie ebenso wie die Gallenkanalchen der Hepatozyten mittels
Immunfluoreszenz gut anfarbbar sind.

Dieser Zellentyp diente bereits als Versuchsmodell, um ABC-Transporter nach deren
Lokalisation und Méglichkeiten der Steuerung zu untersuchen (90).

Dabei zeigte sich, dass die HepG2-Zellen eine Vielfalt von ABC-Transportern
exprimieren, wie MRP1 (108,144) und MRP2 (20,90,144), das sie zur apikalen
Membran beférdern kénnen (90,143). Weiterhin exprimieren sie MRP3 (108,153),
MRP4 (142), MRP5 (153), MRP6 (108), MDR1 (108) und BSEP (92).

Die Zellen wurden in Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM), welches 10%
fetale bovine serum (FBS), 4.5 g/l Glucose, Penicilin 100 U/ml,
Streptomycin 100 yg/ml und 80 mg/l nicht essentielle Aminosauren enthielt, bei 5%
CO, und 37°Celsius in einem Brutschrank kultiviert.

Die Zellen wurden bei Subkonfluenz passagiert. Dazu ist zuerst das Medium
abgesaugt worden. Danach wurde 37°Celsius warmes Trypsin/EGTA auf die Zellen
gegeben, welches nach zwei Minuten durch 5 ml neues Trypsin/EGTA ersetzt wurde.
Nach 5 Minuten im Brutschrank wurden die Zellen durch Klopfen vom Untergrund
gelést und in ein Falcon-Rdhrchen (50 ml) gegeben. Der Inhalt dieses Falcon-

Réhrchens wurde fur 1 Minute zentrifugiert.
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Der Uberstand wurde abgesaugt und das verbliebene Zell-Pellet mit 10 ml Medium
resuspendiert. Von dieser Suspension ist 1 ml durch einen Cellstrainer mit einer
SiebgréRe von 70 ym in ein Falcon-Réhrchen (50 ml) filtriert worden. Die filtrierte
Lésung wurde mit 49 ml Medium erganzt. Von diesen 50 ml wurden je nach Bedarf
entweder 12,5 ml in eine Zellkulturflasche oder 2 ml je well in eine 6-well Platte oder
0.5 ml je well in eine mit Deckglasern bestlckte 24-well Platte gegeben.

Die Zellen wurden anschlieBend im Brutschrank inkubiert. Nach 12 bis 24 Stunden
wurde der erste Medienwechsel durchgefihrt. AnschlieBend erfolgte der
Medienwechsel je nach Bedarf der Zellen. Der letzte Medienwechsel wurde 12 h vor
Versuchsbeginn durchgefthrt. Fur die Experimente wurden subkonfluente HepG2-

Zellen verwendet.

3.3 Versuchsdurchfuhrung

3.3.1 Cycloheximid Konzentrationsreihe

Dieses Experiment wurde durchgefuhrt, um die ideale Dosis-Wirkbeziehung von
Cycloheximid bezuglich des MRP2 Targetings zu ermitteln. Cycloheximid
(siehe Abb.4) ist ein Chemotherapeutikum mit antibiotischer und antimykotischer
Aktivitat, das aus dem Bakterium Streptomyces griseus gewonnen wird (112). Des
Weiteren handelt es sich um einen Hemmestoff der Proteinbiosynthese auf der Ebene
der Peptidelongation (112). Fiur diese Versuche sind Stammlosungen mit einer 1000-
fach hoheren Konzentration verwendet worden, die in DMSO 1 % (Dimethylsulfoxid)
gelost waren.

Zu Versuchsbeginn sind Medium als Kontrollbedingung in Spalte 1, in Spalte 2
Cycloheximid 0.1 pymol/l, in Spalte 3 Cycloheximid 1 pumol/l, in Spalte 4 Cyclo-
heximid 10 pymol/l, in Spalte 5 Cycloheximid 50 pymol/l und in Spalte 6 Cyclo-
heximid 100 pymol/l appliziert worden.

Das so praparierte 24-well wurde fur 6 h im Brutschrank inkubiert. Anschlieend sind

die Deckglaser mit Methanol (-20°Celsius) fur 10 Minuten fixiert worden.
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Abb. 4: Strukturformel Cycloheximid. C15H23NO,4

3.3.2 Cycloheximid Zeitreihe

Zur Bestimmung des von Cycloheximid induzierten MRP2 Targetings ist dieses
Experiment mit zwei verschiedenen Konzentrationen von Cycloheximid und
dazugehdrigen Kontrollen durchgefihrt worden.

Dazu sind 10 ymol/l und 100 umol/l Cycloheximid verwandt worden. Um einen
Zeitverlauf des MRP2 Targetings zu erhalten wurden die Ansatze nach festen
Zeitpunkten (0 h, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h und 10 h) fir 10 min mit Methanol (-20°Celsius)

fixiert worden.

3.3.3 Cycloheximid und Inhibitoren

Zu Versuchsbeginn wurde in Spalte 1 und 2 ein Medienwechsel durchgefiihrt. In
Spalte 3 und 5 wurde jeweils Medium zugegeben, das SB 202190 in einer

Konzentration von 500 nmol/l enthielt. Bei SB 202190 handelt es sich um ein
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Pyridinyl-Imidazol Derivat, das die Fahigkeit aufweist, die p38 MAP-Kinase zu binden
und somit ihre Aktivitat zu inhibieren (26,109).

In Spalte 4 und 6 wurde Medium appliziert, das SB 202474 in einer Molaritat von
500 nmol/l enthielt, SB 202474 ist das inaktive Analogon des SB 202190 (109). Die
Zellen wurden fur 0.5 h mit dem Inhibitor bzw. dem inaktiven Analogon bei 37° C
inkubiert. Danach wurde das gesamte Medium aus dem 24-well entfernt. Daraufhin
wurde in Spalte 1 nur Medium, in Spalte 2 Cycloheximid (10 pmol/l), in Spalte 3
Cycloheximid (10 umol/l) und SB 202190 (500 nmol/l), in Spalte 4 Cyclo-
heximid (10 ymol/l) und SB 202474 (500 nmol/l), in Spalte 5 nur SB 202190
(500 nmol/l) und in Spalte 6 nur SB 202474 (500 nmol/l) appliziert (siehe Abb. 5).

Die Zellen in diesem 24-well wurden jeweils flr 4 h bzw. 6 h im Brutschrank inkubiert.
Nach 4 h wurden die Deckglaser aus Zeile 1 und 2 und nach 6 h die der Zeilen 3 und

4 mit Methanol (-20°Celsius) flr 10 min fixiert.

Zeit |Kontrolle| Cyclo | Cyclo+SB190 Cyclo+SB474 SB190 SB474
[h] [umol/l] | [umol/l]+[nmol/l] | [umol/l]+[nmol/l] | [nmol/l] | [nmol/l]
4 0 10 10+500 10+500 500 500
6 0 10 10+500 10+500 500 500

Abb. 5: Schematischer Versuchsaufbau: Cycloheximid + SB202190/ SB202474

Das Schema zeigt die verschiedenen Versuchsbedingungen und den Applikationsort der
Versuchsstoffe. Cyclo (Cycloheximid), SB 190 (SB 202190), SB 474 (SB 202474).

3.3.4 Cycloheximid und Cytochalasin D

Bei diesem Versuch ist mit vier verschiedenen Ansatzen gearbeitet worden. In Zeile
1 und 2 ist zu Versuchsbeginn ein Medienwechsel durchgefuhrt worden. In Zeile 3
und 4 ist Cytochalasin D in einer Molaritat von 1 ymol/l appliziert worden. Nach 0,5 h
Inkubation sind sie durch folgende neue Ansatze ersetzt worden. In Zeile 1 ist

Medium als Kontrollbedingung, in Zeile 2 Cycloheximid (10 pmol/l), in Zeile 3

27




Cycloheximid (10 pmol/l) und Cytochalasin D (1 umol/l) und in Zeile 4 Cyto-
chalasin D (1 uymol/l) appliziert worden. Die Versuchsdauer betrug 6 h. Die Fixierung

mit Methanol ist sowohl fir 45 s als auch flr 10 min durchgefihrt worden.

3.3.5 Cycloheximid und Colchicin

Diese Versuchsanordnung umfasste vier Versuchsbedingungen zur Untersuchung
der zytoskelettalen Abhangigkeit des MRP2 Transporters Targetings. Die erste war
die Kontrolle, die zweite war Cycloheximid (10 umol/l). Die dritte Bedingung bestand
aus Cycloheximid (10 ymol/l) und Colchicin (5 pymol/l). Colchicin (5 pmol/l) war die
vierte Versuchsbedingung. Die Versuchsdauer betrug 4 h und 6 h. AnschlieRend

erfolgte die Fixierung mit Methanol.

3.3.6 Anisomycin Zeit-Konzentrationsreihe

Durch diese Versuchsanordnung ist sowohl die Kinetik, als auch die Dosis-
Wirkbeziehung von Anisomycin, einem Hemmstoff der Proteinbiosynthese und der
MAP-Kinasen p38, ERK und der cJNK (7,39,64,73,82), in Bezug auf das Targeting
der MRP2 Transporter untersucht worden. Flr diese Versuche sind Stammldsungen
mit einer 1000-fach hoheren Konzentration verwendet worden, die in DMSO
(Dimethylsulfoxid) gelost waren.

Der Versuch wurde mit folgenden Konzentrationen durchgefuhrt: Aniso-
mycin (0.001 ymol/l), Anisomycin (0.01 umol/l), Anisomycin (0.1 pmol/l), Aniso-
mycin (1 yumol/l), Anisomycin (10 umol/l). Die Kontrollbedingung war Medium. Die

Versuchsdauer betrug 4 h und 6 h. AnschlielRend erfolgte die Fixierung mit Methanol.

3.3.7 Cycloheximid und PD 098059

Diese Versuchsreihe wurde mit PD 098059 , einem Hemmstoff der ERK MAP-Kinase

(1,76),in einer Konzentration von 5 pmol/l durchgefuhrt. Es wurden 4 Ansatze
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bendtigt. Kontrolle (nur Medium), Cycloheximid 10 pmol/l, Cycloheximid zusammen

mit PD 098059 und PD 098059 alleine. Die Versuchsdauer betrug 6 h.

3.3.8 Cycloheximid und GO 6850

Dieser Versuch wurde mit G6 6850, einem Inhibitor der Proteinkinase C (5,53,106),
in einer Konzentration von 1 pmol/l nach dem gleichen Schema wie der Versuch mit
PD 098059 durchgefuhrt worden.

3.4 Zelltransfektion

Subkonfluente HepG2-Zellen sind mit einer Plasmid DNA transfiziert worden, die fur
eine konstitutiv aktive MKKG6 kodiert (114). Es wurden 0.4 pug Plasmid DNA je well
appliziert. Die MKKG6 ist eine MAP-Kinase-Kinase, welche durch Phosphorylierung
alle bisher bekannten Isoformen der p38 MAP-Kinase aktiviert (134). Diese wurde in
pcDNA3 eingeflugt, welche mit einem FLAG-Epitop markiert wurde (141). Bei dieser
MKKG6 ist die konstitutive Aktivitat dadurch erreicht worden, dass die Tyrosin-
aktivierende Phosphorylierungstelle durch Glutamat ersetzt worden ist (12,140). Der
fur die Transfektion benétigte Ansatz wurde auf der Grundlage eines 24 wells
entsprechend den Herstellerangaben (Life Technologies) berechnet, wobei je ein
Ansatz aus 2,4 ug pcDNA3 bzw. pcDNA3-MKKG6, 6 pl Lipofectamine, 24 ul Plus
Reagens und 300 yl DMEM flr eine Zeile bestimmt war.

Bedingung T [h] T [h] T [h] T [h]
3 6 9 24
pcDNA3
3 6 9 24
pcDNA3-MKKG6

Abb. 6: Versuchsanordnung der MKK6-Lipotransfektion

Das Schema gibt die unterschiedliche Versuchsdauer [T] und die verschiedenen
Versuchsbedingungen [Bedingung] wieder.
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In Spalte 1 erfolgte die Zellfixierung nach 3 h, in allen anderen ist das Medium nach
6 h durch DMEM Medium ersetzt worden.
Die weiteren Zellfixierungen erfolgten nach 6 h ,9 h und 24 h. Anschlielend sind die

fixierten Zellen mit Hilfe der Immunfluoreszenz (siehe 3.5) weiter analysiert worden.

3.5 Immunfloureszenz

Die Deckglaser, auf denen sich die Zellen befanden, wurden in einem 24-well fur
10 Minuten mit Methanol (- 20° Celsius) fixiert. Danach wurden die Zellen zweimal
mit phosphatgepufferter Kochsalzlésung (PBS) gewaschen.

Die gewaschenen Zellen wurden mit Triton X 100 (0.1% in PBS) fur 10 Minuten bei
Raumtemperatur behandelt, um diese zu permeabelisieren. Es erfolgte die
zweimalige Waschung mit PBS bei Raumtemperatur. Daraufhin wurden die Zellen
mit Rinderserumalbumin 1 % (BSA 1%) in PBS fur eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert, um unspezifische Proteinbindungsstellen zu blockieren.

Die inkubierten Zellen wurden erneut mit PBS gewaschen. Nun erfolgte die
Inkubation mit dem 1. Antikorper, dafir wurden 25 pl des in BSA 1% in PBS geldsten
Antikorpers (siehe Tabelle 1) auf das jeweilige Deckglas appliziert.

Die Zellen auf den Deckglasern wurden fur zwei Stunden in einer Feuchtkammer bei
Raumtemperatur in Dunkelheit inkubiert. Nach diesen zwei Stunden wurde der
Antikorper dreimal mit PBS von den Zellen gewaschen. Es folgte eine zweistundige
Inkubation mit dem zweiten Antikorper (siehe Tabelle 2). Die Zellen wurden wieder
dreimal mit PBS gewaschen.

Um die Zellkerne darzustellen sind die Zellen mit dem Eindeckmedium DAPI/Vecta
Shield (4'-6-Diamidino-2-phenylindole) beschichtet und auf Objekttragern fixiert
worden. Dieses Eindeckmedium kann mit DNA fluoreszierende Komplexe bilden
(siehe Abb. 7).
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Abb. 7: Zellkernfarbung mit DAPI

Dargestellt ist die Zellkernfarbung von HepG2-Zellen, die fiir die Berechnung des Quotienten aus
Pseudokanalikuli und Zellkernen bendtigt wurde. Der weif3e Balken entspricht 10 pm.
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Primar Antikdrper

Antikorper Wirtstier Antigen Bezugsquelle
Prof. Keppler,
EAG 5 Kaninchen MRP2 DKFZ Heidelberg/
Deutschland
MRP2 Alexis
M2I-4 Maus L )
(Aminosauren 215-310) | Grunberg/Deutschland
MRP2 Alexis
M2II11-6 Maus L .
(Aminosauren 238-247) | Grunberg/Deutschland
Dr. Stieger & Prof. Meier,
K4 Kaninchen Ntcp der Ratte Kantonhospital
Zurich/Schweiz
Anti-Villin Ziege Strukturprotein Villin Chemicon Tenecula/USA
Anti-active . o MAPK
MAPK Kaninchen Aktivierte p38 Stressgen/USA
p38
Anti-total . MAPK
MAPK Kaninchen Gesamt p38 Promega /USA
p38

Tabelle 1: Tabelle der verwendeten Primarantikérper

Die Tabelle zeigt die verwendeten Antikdrper mit Angabe der Antigene und der Bezugsquelle
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Sekundar-Antikorper

Antikorper Wirtstier Antigen Bezugsquelle
Kaninchen/ Jackson Immuno Research
FITC Ziege
Maus IgG Laboratories West Grove/USA
. Kaninchen/ Jackson Immuno Research
CY 3 Ziege
Maus IgG Laboratories West Grove/USA
Kaninchen Boehringer Mannheim
IgG-POD Schaf ! "9 !
IgG Mannheim/BRD

Tabelle 2 : Tabelle der verwendeten Sekundar-Antikérper

Die Tabelle zeigt die verwendeten Antikorper mit Angabe der Antigene und der Bezugsquelle

3.6 Western-Blot

HepG2-Zellen sind mit und ohne Cycloheximid 100 ymol/l flr bis zu 6 h inkubiert
worden. Danach sind diese Zellen Ilysiert worden. Die gewonnenen
Gesamtproteinlysate wurden bei 4°Celsius in RL-Puffer geldst (Tris/HCI (pH 7.2):
50 mmol/l, NaCl: 150 mmol/l, NaF: 40 mmol/l, EDTA: 5 mmol/l, EGTA: 5 mmol/l,
Natriumorthovanadat: 1 mmol/l, Phenylmethylsulfonylflourid), welchem
0.1% Aprotinin, 1% Nonidet P 40, 0.1% Natriumdesoxycholat und 0.1% SDS
zugesetzt war. Die Homogenisate wurden bei 20.000 g und 4°Celsius fur 20 Minuten
zentrifugiert.

Die Uberstande wurden mit Probenpuffer (0.1 mol/l Tris (pH 6.8), 20% Glyzerin, 3.5%
SDS, 200 mmol/l Dithiothreitol (DTT), 0.1% Bromphenolblau) im Verhaltnis 1:1
versetzt. Das Gemisch wurde fir 5 Minuten bei 95°Celsius inkubiert. Die
Proteinlysate wurden schlieldlich durch SDS-Polyacrylamidelektrophorese getrennt
(105).
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Nach erfolgter elektrophoretischer Auftrennung wurden die Gele mit Transferpuffer
(Glycin: 39 mmol/l, Tris: 48 mmol/l, 0.03% SDS, 20% Methanol) equilibriert und die
Proteine mittels eines ‘semi dry transfer’ Apparates (Pharmacia, Freiburg) auf
Nitrozellulosemembran transferiert. Proteinbindungsstellen auf der Membran wurden
durch Behandlung mit 5% Rinderserumalbumin [BSA, in 20 mmol/l Tris (pH 7.5),
150 mmol/l NaCl, 0.1% Tween] blockiert. Daraufhin wurde die Membran bei
4°Celsius Uber Nacht oder bei Raumtemperatur fir 2 h mit dem ersten Antikorper
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der Membran fur jeweils 10 Minuten mit PBS
erfolgte die Inkubation mit einem zweiten an Peroxidase gekoppelten Antikorper fur
1 h bei Raumtemperatur. Nach erneutem Waschen wurde mit dem ‘enhanced
chemiluminescent  detection System  (Amersham, Braunschweig)  die

Antikdrperbindung detektiert.

3.7 Datenerhebung

Zur Quantifizierung der Ergebnisse mussten die HepG2-Zellen mittels
Immunfluoreszenz gefarbt werden. Die Zellkerne wurden mit 4-6-Diamidino-2-
phenylindole (DAPI) gefarbt, so dass diese bei Anregung mit UV-Licht blau
fluoreszierten. MRP2 wurde mit den Antikérpern EAG 5 oder mit M2I-4 detektiert
(27,129) (siehe Tabelle 1). Dieser Komplex ist mit einem zweiten Fluorochrom-
gekoppelten Antikorper visualisiert worden. Es wurden in Ziegen generierte
Antikérper verwendet, welche gegen Kaninchen- oder Maus-IgG gerichtet waren
(siehe Tabelle 2).

Zur Zahlung ist ein Objektiv mit einer 40fachen Vergrof3erung genutzt worden. Bei
dem Mikroskop handelte es sich um ein Axioskop (Zeiss Oberkochen/BRD). Es
wurden pro Versuchsbedingung 10 Zahlfelder ausgewertet, die zufallig gewahlt
waren, d.h. ohne dass die Versuchsbedingungen bekannt waren.

Die ausgewerteten Zahlfelder sind mit einer Restlicht Kamera dokumentiert worden,
die an das Axioskop angeschlossen war. Alle Zellkerne und Pseudokanalikuli wurden

fur jedes Gesichtsfeld gezahlt. Es fanden sich in der Regel 30 bis 150 Zellkerne und
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0 bis 30 Pseudokanalikuli pro Gesichtsfeld. Es wurde der Quotient aus den

Pseudokanalikuli und den Zellkernen berechnet und statistisch ausgewertet.

3.8 Statistik

Alle ermittelten Daten wurden anhand von mindestens drei zeitlich unabhangigen
Experimenten (n > 3) mit HepG2-Zellen erhoben. Dabei wurden pro Experiment zehn
Gesichtsfelder je Bedingung in geblindeter Versuchsanordnung ausgewertet.
Innerhalb der Experimente wurde mit Hilfe von Microsoft Excel (Version 2000) der
Mittelwert und die Standardabweichung der erhobenen Daten berechnet. Auf Grund
der Tatsache, dass je Experiment zehn Werte zur Verfligung standen und diese
Werte nicht immer eine Normalverteilung aufwiesen, konnte die statistische
Auswertung nicht mit Hilfe eines Student-t-Test durchgefihrt werden. Stattdessen
musste eine statistische Auswertung erfolgen, die unabhangig von der
Normalverteilung der erhobenen Daten ist.

Die statistische Auswertung erfolgte mit einem Rangsummentest. Diese Tests sind
verteilungsfreie, nicht-parametrische Tests, die keine bestimmte Verteilungsform
voraussetzen. Sie basieren auf eine Methode des Mathematikers Frank Wilcoxon
(1892-1965) (189). Als Signifikanzniveau wurde a=0,05 gewahlt. Die statistische
Auswertung erfolgte mit Hilfe des Statistikprogramms SPSS (Version 12.0) von
SPSS Inc. (Chicago/USA).
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4. Ergebnisse

4.1 Bildung von Pseudokanalikuli in HepG2-Zellen

HepG2-Zellen bilden Pseudokanalikuli zwischen benachbarten Zellen aus, die den
Kanalikuli in der intakten Leber entsprechen.

Die pseudokanalikulare Membran ist von der basolateralen Membran durch den
tight-junction Komplex getrennt, zu dem Proteine wie Occludin oder das Zonula
Occludin Protein 1 (ZO-1) zahlen (90). Die Pseudokanalikuli enthalten unter anderem
auch die fur die apikale Region typischen Proteine, wie Villin, ein Strukturprotein der
kanalikularen Mikrovilli oder das Ektoenzym Dipeptidypetidase (DPP) IV (90).
Weiterhin finden sich in den Pseudokanalikuli verschiedene ABC Transporter
(Transport ATPasen), wie MRP2 (20,90), P-Glykoprotein oder der Gallensaure-
transporter (BSEP) (92).

Es fanden sich 9,7 + 0.6 Pseudokanalikuli pro hundert ausgezahlte Zellen. In
Ubereinstimmung mit einer bereits veroffentlichen Studie (90) wurde eine
Ansammlung von MRP2 durch konventionelle Epifluoreszens-Mikroskopie in den
pseudokanalikularen Strukturen detektiert. Zusatzlich zeigte sich, dass MRP2 mit
Villin (siehe Abb. 8 C) kolokalisiert und von dem tight-junction Protein ZO-1 umgeben
ist. Mit Hilfe der konfokalen Lasermikroskopie konnte MRP2 zusatzlich in
vesikelartigen Strukturen detektiert werden, welche sich innerhalb der Zelle befanden

(siehe Abb. 9 A).

36



A) B ) C)

Abb. 8: Immunfluoreszensdarstellung von MRP2/Villin

Dargestellt sind subkonfluente HepG2-Zellen. A) Die rot angefarbten Strukturen entsprechen
dem MRP2. B) In dieser Farbung ist in denselben Zellen das Strukturprotein Villin
immunfluorszenstechnisch detektiert (griin) C) Diese Abbildung zeigt eine Kolokalisation von
Villin und MRP2. Auf Grund der Uberlagerung der beiden Farbténe kommt es zu einer
gelblichen Darstellung der Kolokalisation. Der wei3e Balken entspricht 50 ym.

A) B) C)

Abb. 9: Pseudokanalikulus

A) Dargestellt ist ein MRP2 enthaltender Pseudokanalikulus in humanen HepG2-Zellen.
Zusatzlich erkennt man vesikelartige Strukturen um den Pseudokanalikulus, die ebenfalls
MRP2 enthalten. In diesem Pseudokanalikulus erkennt man bei entsprechender
immunfluoreszenter Farbung B), dass dieser ebenfalls Villin enthdlt. C) Bei gleichzeitiger
Darstellung beider Proteine zeigt sich, dass diese im Pseudokanalikulus kolokalisieren. Des
Weiteren sieht man diese Proteine auch in vesikelartigen Strukturen um den Pseudokanalikulus
herum. In diesen Strukturen erkennt man aber nur eine teilweise Kolokalisation von MRP2 und

Villin, ersichtlich an den einzelnen roten und griinen Strukturen, die keine Uberlagerung zeigen.
Der weile Balken entspricht 1um.
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4.2 Wirkung von Cycloheximid in HepG2-Zellen

Subkonfluente HepG2-Zellen sind mit Cycloheximid in unterschiedlichen
Konzentrationen und unterschiedlicher Versuchsdauer behandelt worden. Des
Weiteren sind verschiedene Inhibitoren zusatzlich appliziert worden, um den

Signalweg des beobachteten Effekts zu untersuchen.

4.2.1 Zeitverlauf

Cycloheximid 10 ymol/l

Der Kontrollwert betrug zum Zeitpunkt 0 h 10.3 + 4.0 Pseudokanalikuli/100 Nuklei.
Nach einer Stunde konnte man 11.1 * 3.8 Pseudokanalikuli/100 Nuklei (siehe
Abb. 10). Nach 2 h stieg die Anzahl der Pseudokanalikuli weiter auf 14.8 + 5.0
(p=0.013), bei 4 h lag der Wert bei 16.4 + 3.5 Pseudokanalikuli/100 Nuklei (p=0.013).
6 h nach Versuchsbeginn wurden durch Cycloheximid 18.1 * 4.9 Pseudo-
kanalikuli/100 Nuklei (p=0.005) induziert. Dieser Wert sank nach 8 h auf
17.6 + 3.7 Pseudokanalikuli/100 Nuklei (p=0.007). Nach 10 h konnte man nur noch
15,9 + 4.2 Pseudokanalikuli/100 Nuklei (p=0.049) zahlen. Dies bedeutet, dass es
bereits nach 2 h zu einem signifikanten Anstieg der gebildeten Pseudokanalikuli/100
Nuklei gekommen ist. Diese Steigerung setzt sich bis zu einem Maximum von einer
ungefahren Verdopplung der Pseudokanalikuli/100 Nuklei nach 6 h im Vergleich zum
Ausgangswert fort. Im weiteren Verlauf kommt es zu einem Absinken der relativen

Anzahl, die bezogen auf den Kontrollwert aber immer noch signifikant hdher ist.
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Abb. 10: Zeitabhangige Zunahme der relativen Anzahl der Pseudokanalikuli durch
Cycloheximid in einer Konzentration von 10 pmol/I.

Dargestellt ist die Abhangigkeit der Kanalikuli/Nuklei [%] von der Zeit, bei Applikation von
Cycloheximid [10 pmol/l]. Es zeigte sich ein stetiger Anstieg, der bei 6 h sein Maximum entwickelt
und danach wieder langsam abfallt. Dies sind reprasentative Ergebnisse einer Serie von 3
unabhangigen Experimenten (n=3, je 10 Gesichtsfelder pro Bedingung). Der Mittelwert entspricht
den Quadraten und die Standardabweichung den Fehlerbalken. Die statistische Signifikanz
p<0.05, als * dargestellt, ist mit Hilfe des Wilcoxon Rangsummentests berechnet worden. Sie
markiert die signifikant zur Kontrolle verschiedenen Versuchsbedingungen.

Cycloheximid 100 ymol/l

Bei dieser hoheren Konzentration betrug der zum Zeitpunkt O h erhobene
Kontrollwert 10.2 + 2.2 Pseudokanalikuli/100 Nuklei, (siehe Abb. 11). Dieser Wert
stieg nach einer Stunde auf 12.1 £ 3.6 Pseudokanalikuli/100 Nuklei an. Nach 2 h
stieg der Wert auf 12.3 + 3.2 Pseudokanalikuli/100 Nuklei. Erst nach 4 h konnte ein
signifikanter Unterschied mit einem Wert von 19.6 + 7.1 Pseudokanalikuli/100 Nuklei
(p=0.009) erreicht werden. Die maximale Auspragung an Pseudokanalikuli konnte

erst nach 6 h beobachtet werden; zu diesem Zeitpunkt zeigten sich
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20.9 * 4.8 Pseudokanalikuli/100 Nuklei (p=0,005). Dies entsprach mehr als einer
Verdopplung im Vergleich zum Kontrollwert. Dieser Wert sank nach 8 h auf
17.2 + 5.6 Pseudokanalikuli/100 Nuklei (p=0.017). Nach zwei weiteren Stunden
besteht ein noch immer signifikanter Unterschied von 14.3 + 3.2 Pseudo-

kanalikuli/100 Nuklei (p=0.008) zum Kontrollwert.

—1+ Kontrolle
—&— Cycloheximid [100 uM]
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Abb. 11: Zeitabhangige Zunahme der relativen Anzahl der Pseudokanalikuli durch
Cycloheximid in einer Konzentration von 100 pmol/l.

Dargestellt ist die Abhangigkeit der Kanalikuli/Nuklei [%] von der Zeit, bei Applikation von
Cycloheximid [100 umol/l]. Es zeigt sich ein Anstieg der Pseudokanalikuli/100 Zellen, der
allerdings erst bei einer Versuchsdauer von 4 h signifikant unterschiedliche Werte aufweist. Das
Maximum wird bei 6h erreicht, danach kommt es zu einer Verminderung der beobachteten
Pseudokanalikuli/100 Zellen, die jedoch bei zehnstiindiger Versuchsdauer noch von der Kontrolle
signifikant unterschiedliche Werte besitzt. Dies sind reprasentative Ergebnisse einer Serie von 3
unabhangigen Experimenten (n=3, je 10 Gesichtsfelder pro Bedingung). Der Mittelwert entspricht
den Quadraten, die Standardabweichung den Fehlerbalken. Die statistische Signifikanz p<0.05
als * dargestellt, ist mit Hilfe des Wilcoxon Rangsummentests berechnet worden. Sie markiert die
signifikant zur Kontrolle verschiedenen Versuchsbedingungen.
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4.2.2 Konzentrationsabhangigkeit

Da ein maximaler Effekt der Zunahme der Pseudokanalikuli bei einer
Inkubationsdauer zwischen 4 h und 6 h beobachtet worden ist, wurden die weiteren
Experimente mit diesen Inkubationszeiten durchgefuhrt.

Der Kontrollwert zum Zeitpunkt 6 h betrug 9.4 + 3.0 Pseudokanalikuli/100 Nuklei. Bei
einer Konzentration von 0.1 pmol/l zeigte sich ein geringer Anstieg auf
12.0 + 4.5 Pseudokanalikuli/100 Nuklei (siehe Abb. 12). Eine Verzehnfachung der
Konzentration auf 1 pumol/l ergab eine signifikante Steigerung auf
13.6 £ 5.2 Pseudokanalikuli/100 Nuklei (p=0.018). Bei einer Konzentration von
10 pmol/l wurden 18.6 + 3.3 Pseudokanalikuli/100 Nuklei (p<0.001) gefunden.

Eine weitere Zunahme der ausgebildeten Pseudokanalikuli konnte bei einer
Konzentration von Cycloheximid von 50 umol/l beobachtet werden. Es zeigten sich
unter diesen Versuchsbedingungen 22.1 + 5.8 Pseudokanalikuli/100 Nuklei
(p<0.001). Eine Verdopplung dieser Konzentration auf 100 pmol/l bewirkte eine
Zunahme der Pseudokanalikuli auf 23.5 £ 5.5 Pseudokanalikuli/100 Nuklei (p<0.001).
Aus der graphischen Darstellung ergibt sich, dass der halbmaximale Effekt von
Cycloheximd bezuglich der Induktion der Pseudokanalikuli zwischen 1 pumol/l und

10 ymol/l erreicht wird.
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Abb. 12: Konzentrationsabhangige Zunahme der relativen Anzahl der Pseudokanalikuli
durch Cycloheximid

Dargestellt ist die Abhangigkeit der Anzahl der Pseudokanalikuli/100 Nuklei von der
Cycloheximidkonzentration. Bis zu einer Konzentration von 1 umol/l stellt sich kein signifikanter
Unterschied zur Kontrolle dar. Erst bei einer Cycloheximidkonzentration von 10 umol/l zeigt sich
eine Signifikanz hinsichtlich der Pseudokanalikuli/100 Nuklei. Im weiteren Verlauf sieht man bei
zunehmender Konzentration einen geringfligigen Anstieg. Dies sind reprasentative Ergebnisse
einer Serie von 3 unabhangigen Experimenten (n=3, je 10 Gesichtsfelder pro Bedingung). Der
Mittelwert entspricht den Quadraten, die Standardabweichung den Fehlerbalken. Die statistische
Signifikanz p<0.05 als * dargestellt, ist mit Hilfe des Wilcoxon Rangsummentests berechnet
worden. Sie markiert die signifikant zum Zeitpunkt 0 verschiedenen Versuchsbedingungen.
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4.3 Wirkung von Anisomycin auf HepG2-Zellen

Anisomycin ist ebenso wie Cycloheximid ein Hemmstoff der Proteinbiosynthese.
Ferner ist bekannt, dass Anisomycin die MAP-Kinasen p38, ERK, und die c-JNK
aktiviert (7,39,64,73,82).

Bei diesem Versuchsdesign =zeigte sich bei einem Kontrollwert von
9.2 + 3.8 Pseudokanalikuli/100 Nuklei nach 4 h eine geringe Zunahme der
Ausbildung von Pseudokanalikuli nach Behandlung mit Anisomycin in einer
Konzentration von 0.001 ymol/l auf 10.7 + 2.4 Pseudokanalikuli/100 Nuklei
(siehe Abb. 13). Diese Zunahme setzte sich mit steigender Konzentration fort.
Allerdings wurde ein signifikanter Unterschied erst bei einer Anisomycinkonzentration
von 0.1 umol/l erreicht. Dabei zeigte sich eine Bildung von 14.9 + 3.4 Pseudo-
kanalikuli/100 Nuklei (p=0.005). Bei einer Anisomycinkonzentration von 1 pmol/l
fanden sich 15.3 £ 3.5 Pseudokanalikuli/100 Nuklei (p=0.017). 10 pymol/l Anisomycin
fihrte zu einer verminderten Induktion der Pseudokanalikuli auf 12.0 + 5.6 Pseudo-
kanalikuli/100 Nuklei, gleichzeitig lag keine Signifikanz mehr vor. Nach 6 h ergaben
sich bei einem Kontrollwert von 10.2 + 1.8 Pseudokanalikuli/100 Nuklei bei einer
Konzentration von 0.001 pmol/l Anisomycin etwa 10.8 + 3.5 Pseudo-
kanalikuli/100 Nuklei. Hier  fuhrte bereits eine Konzentration von
0.01 uymol/l Anisomycin zu einer signifikanten Bildung von 14.0 = 2.9 Pseudo-
kanalikuli/100 Nuklei (p=0.022). Anisomycin 0.1 pmol/l wies ebenfalls eine
signifikante  Steigerung der Pseudokanalikuli bis zu einem Wert von
14.8 + 4.1 Pseudokanalikuli/100 Nuklei (p=0.001). Bei hdherer Anisomycin-

konzentration liel3 sich keine signifikante Unterscheidung mehr feststellen.
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Abb. 13: Zeit und Konzentrationsabhangige Zunahme der relativen Anzahl der Pseudokanali-

Diese Graphiken zeigen die Entwicklung der Pseudokanalikuli/100 Zellen in Abhangigkeit von der
Anisomycin-Konzentration und der Zeit. Dies sind reprasentative Ergebnisse einer Serie von 3
unabhangigen Experimenten (n=3, je 10 Gesichtsfelder pro Bedingung). Der Mittelwert entspricht
den Quadraten, die Standardabweichung den Fehlerbalken. Die statistische Signifikanz p<0.05,
als * dargestellt, ist mit Hilfe des Wilcoxon Rangsummentests berechnet worden. Sie markiert die
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass im Bereich niedriger Konzentrationen kein
signifikanter Unterschied zur Kontrolle herrscht. Dieser ist erstmals bei einer
Konzentration von 0.01 ymol/l zu beobachten, allerdings erst nach 6 h. Dieser
Unterschied setzt sich dann fort bis zu einer Konzentration von 0.1 ymol/l nach 6 h
Versuchszeit. Danach fallen die Werte wieder auf ein nicht signifikantes Niveau. Bei
einer Versuchsdauer von 4 h setzt ein signifikanter Unterschied zur Kontrolle erst bei
einer Konzentration von 0.1 pumol/l ein. Diese Signifikanz setzt sich im Vergleich aber
auch bis zu einer Konzentration von 1 umol/l fort, um dann wieder auf nicht
signifikante Werte zu fallen.

Es lasst sich also sagen, dass bei Verlangerung der Stimulationsdauer noch mit
niedrigeren Konzentrationen ein Effekt ausgelést werden kann, wohingegen bei
hdheren Konzentrationen die Stimulationsdauer zur Effektauslésung verkurzt werden

muss.

4.4 Beeinflussung der Bildung von Pseudokanalikuli durch den
Inhibitor SB 202190 der p38 MAP-Kinase und seinem
inaktiven Analogon SB 202474

SB 202190 [500nmol/l]

Bei dieser Versuchsreihe wurden die Zellen zu den Zeitpunkten 4 h und 6 h
untersucht (siehe Abb. 14 und Abb.15). Die Kontrollen bei 4 h wiesen 8.9 + 3.5 Pseu-
dokanalikuli/100 Nuklei auf, bei 6 h waren es 9.7 + 3.1 Pseudokanalikuli/100 Nuklei.
In denen mit Cycloheximid 10 pmol/l behandelten Zellen kam es zu einer
gesteigerten Expression der Pseudokanalikuli, nach 4 h waren es 16.8 + 3.2 Pseu-
dokanalikuli/100 Nuklei (p=0.007) und nach 6 h 19.1 + 7.2 Pseudokanali-
kuli/100 Nuklei (p=0.007). Beide wiesen einen signifikanten Unterschied auf. Durch
gleichzeitige Applikation des p38 MAP-Kinasen Inhibitors SB 202190 liel3 sich die
Cycloheximid abhangige Zunahme der Pseudokanalikuli komplett verhindern. Es
fanden sich nach 4 h 8.3 £ 2.5 Pseudokanalikuli/100 Nuklei (p=0.953) und nach 6 h
9.5 + 4.3 Pseudokanalikuli/100 Nuklei (p=0.878). Diese Werte wiesen keinen
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signifikanten Unterschied zur Kontrolle auf, aber eine signifikante Unterscheidung zu
der alleinigen Cycloheximid-Applikation.

Eine alleinige Behandlung mit SB 202190 ergab nach 4 h 8.0 + 2.4 Pseudokanali-
kuli/100 Nuklei und nach 6 h 9.6 + 2.8 Pseudokanalikuli/100 Nuklei. Dies zeigt, dass
der Inhibitor keine intrinsische Aktivitat bezuglich der Induktion von Pseudokanalikuli
aufweist, denn die beobachteten Werte wiesen keinen signifikanten Unterschied zu

den Kontrollwerten auf.
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Abb. 14: Cycloheximidhemmung durch p38 MAP-Kinasen Inhibitor SB 202190

Dargestellt ist der Einfluss des Inhibitors der p38 MAP-Kinase SB 202190 [500nmol/l] (SB190)
auf den durch Cycloheximid [10 umol/l] (Cyclo) vermittelten Effekt. Der Effekt von Cycloheximd
lasst sich durch gleichzeitige Zugabe von SB 202190 komplett aufheben. Die alleinige
Behandlung mit SB 202190 zeigt keine intrinsische Aktivitdt. Die oben genannten Effekte lassen
sich sowohl bei 4 h als auch bei 6 h beobachten. Dies sind reprasentative Ergebnisse einer Serie
von 3 unabhéangigen Experimenten (n=3, je 10 Gesichtsfelder pro Bedingung). Der Mittelwert
entspricht den Balken, die Standardabweichung den Fehlerbalken. Die statistische Signifikanz
p=0.05, als */ ** dargestellt, ist mit Hilfe des Wilcoxon Rangsummentests berechnet worden.*
markiert die signifikant zur Kontrolle mit p<0.05 Versuchsbedingung. Und ** markiert die
signifikant zur Cycloheximid verschiedenen Versuchsbedingungen mit p<0.05.

SB 202474 [500nmol/]

Diese Versuchsreihe ergab bei oben genannten Zahlen fir Kontrollen und fur

Cycloheximid nach 4 h fur Cycloheximid 10 pymol/l und SB 202474 einen Wert von
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16.7 = 2.8 Pseudokanalikuli/100 Nuklei (p=0.05), nach 6 h 19.5 + 2.7 Pseudokanali-
kuli/100 Nuklei (p=0.05) (siehe Abb. 15). Diese Werte weisen eine Signifikanz
bezlglich der Kontrolle auf, aber keine zur alleinigen Applikation von Cycloheximid.
Demzufolge kann daraus geschlossen werden, dass SB 202474 keinen Einfluss auf
den Cycloheximid Effekt hat.

Die mit SB 202474 behandelten Zellen wiesen nach 4 h 11.1 + 6.5 Pseudokanali-
kuli/100 Nuklei und nach 6h 10.4 + 4.1 Pseudokanalikuli/100 Nuklei. Da hier kein
signifikanter Unterschied zur Kontrolle vorliegt, kann wie bereits fur SB 202190
erwahnt, genauso die Schlussfolgerung gezogen werden, dass SB 202474 keine

intrinsische Aktivitat bezluglich der Pseudokanalikuli-Induktion aufweist.
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Abb. 15: Cycloheximideffekt in Anwesenheit von SB202474, dem inaktiven Analogon des
p38 MAPK Inhibitors SB202190.

Dargestellt ist der Einfluss eines inaktiven Inhibitors der p38 MAP-Kinase, SB 202474 [500nmol/I]
(SB 474) auf den durch Cycloheximid [10 pymol/l] (Cyclo) vermittelten Effekt zu verschiedenen
Zeitpunkten. Es zeigt sich, dass der durch Cycloheximid vermittelte Effekt bei Zugabe von
SB 202474 zu keiner Modifikation des Effekts fluhrte. Die alleinige Applikation von SB 202474
zeigt keine signifikante Veradnderung im Vergleich zur Kontrollbedingung. Dies sind
reprasentative Ergebnisse einer Serie von 3 unabhangigen Experimenten (n=3, je 10
Gesichtsfelder pro Bedingung). Der Mittelwert entspricht den Balken, die Standardabweichung
den Fehlerbalken. Die statistische Signifikanz p<0.05, als * dargestellt, ist mit Hilfe des Wilcoxon
Rangsummentests berechnet worden. Sie markiert die signifikant zur Kontrolle verschiedenen
Versuchsbedingungen.
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4.5 Wirkung des MEK 1-Inhibitors PD 098059 auf die
Cycloheximid induzierte Zunahme der MRP2-haltigen
Pseudokanalikuli

Bei dieser Versuchsanordnung zeigte sich nach 4 h bei einem Kontrollwert von
8.7 £ 3.8 Pseudokanalikuli/100 Nuklei ein Wert von 14.4 t* 4.1 Pseudokanali-
kuli/100 Nuklei bei Behandlung mit Cycloheximid (p=0.005). Diese Steigerung der

gezahlten Pseudokanalikuli war somit signifikant verschieden zur Kontrolle.
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Abb. 16: Cycloheximid und PD 098059

Die Graphik zeigt, dass PD 098059 (PD [5 umol/l]) ein Inhibitor der MEK 1, nach 6 h keinen
Effekt auf die durch Cycloheximid (Cyclo [10 umol/l]) vermittelte Steigerung der
Pseudokanalikuli/100 Zellen aufweist. PD 098059 flhrt bei alleiniger Applikation zu leicht
erniedrigten Werten gegeniber der Kontrolle (Kon), allerdings ohne signifikanten Unterschied.
Dies sind reprasentative Ergebnisse einer Serie von 3 unabhangigen Experimenten (n=3, je 10
Gesichtsfelder pro Bedingung). Der Mittelwert entspricht den Balken, die Standardabweichung
den Fehlerbalken. Die statistische Signifikanz p<0.05, als * dargestellt, ist mit Hilfe des Wilcoxon
Rangsummentests berechnet worden. Sie markiert die signifikant zur Kontrolle verschiedenen
Versuchsbedingungen.

Wurde gleichzeitig PD 098059, ein Hemmstoff der MEK (mitogen-activated protein
kinase/Erk-kinase), appliziert, der die Aktivierung der MAP-Kinase vom ERK-Typ
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(extracellular signal regulated kinase) verhindert (1,76), zeigte sich ein Wert von
12.9 + 2.1 Pseudokanalikuli/100 Nuklei (p=0.047), (siehe Abb. 16). Dies bedeutet,
dass eine Inhibition im Signalweg der ERK zu keiner Modulation des Cycloheximid-
abhangigen Effekts fuhrt. Bei alleiniger Applikation von PD 098059 kam es zu einer
leichten, nicht signifikanten Abnahme auf 6.5 + 3.5 Pseudokanalikuli/100 Nuklei
(p=0.93). PD 098059 ubt keinen signifikanten Effekt auf die Lokalisation des MRP2

aus.

4.6 Wirkung des Proteinkinase C-Inhibitors G6 6850 auf den
Cycloheximid vermittelten Effekt

G6 6850, ein Inhibitor der Ca®*-abhangigen Isoformen der Proteinkinase C (PKC) wie
PKCa, PKCpB, PKCy als auch kalziumunabhangiger Isoformen der PKC, wie PKCe
und PKCd (5,53,106) zeigte bei einem Kontrollwert von 9.0 + 4.3 Pseudokanali-
kuli/100 Nuklei, etwa 10.5 + 5.3 Pseudokanalikuli/100 Nuklei (siehe Abb. 17). Diese
Differenz wies aber keine statistische Signifikanz in Bezug auf die Kontrollwerte auf.
Somit hat auch dieser Inhibitor offensichtlich keine intrinsische Aktivitat.
Cycloheximid bewirkte nach derselben Versuchszeit einen signifikanten Anstieg auf
18.2 + 8.2 Pseudokanalikuli/100 Nuklei (p=0.017). Wurden G& 6850 und
Cycloheximid gleichzeitig appliziert, so bewirkte dies eine Steigerung im Vergleich
zum Kontrollwert auf 15.1 + 3.0 Pseudokanalikuli/100 Nuklei (p=0.007). Es zeigte
sich allerdings bei vorhandener Signifikanz zur Kontrolle keine signifikante

Veranderung zur alleinigen Applikation von Cycloheximid.
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Abb. 17: PKCs sind nicht an der Vermittlung des Cycloheximid- abhangigen MRP2-
Targetings beteiligt

Die Darstellung visualisiert den bereits beschriebenen Cycloheximid-Effekt (Cyclo, 10 umol/l).
Dieser ist auf eine Beeinflussbarkeit durch einen Inhibitor von PKCs hin untersucht worden.
Dabei zeigte sich, dass der Effekt von Cycloheximid im Vergleich zur Kontrolle (Kon) durch
Zugabe von GO 6850 (GO) nicht verandert werden konnte. GO 6850 selbst zeigte keine
Pseudokanalikuli-induzierende noch inhibierende Wirkung in Bezug auf die Kontrolle nach 6 h
Versuchsdauer. Dies sind Ergebnisse einer Serie von 3 unabhangigen Experimenten (n=3, je 10
Gesichtsfelder pro Bedingung). Der Mittelwert entspricht den Balken, die Standardabweichung
den Fehlerbalken. Die statistische Signifikanz p<0.05, als * dargestellt, ist mit Hilfe des Wilcoxon
Rangsummentests berechnet worden. Sie markiert die signifikant zur Kontrolle verschiedenen
Versuchsbedingungen.

4.7 Effekt von Cycloheximid auf die p38 MAP-Kinase

Um den Einfluss von Cycloheximid auf die p38 MAP-Kinase in HepG2-Zellen zu
uberprufen, sind Western-Blot Analysen angefertigt worden. Die HepG2-Zellen
wurden fur die unten angegebenen Zeitintervalle mit Cycloheximid in einer
Konzentration von 10 ymol/l inkubiert.

Die Uberstdnde der lysierten Zellen wurden mittels SDS-Polyacrylamidgel

elektrophoretisch aufgetrennt. Sie wurden mit Antikdrpern gegen die phosphorylierte
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Form der p38 MAP-Kinase, welche der aktivierten Form entspricht, analysiert.
Zusatzlich wurden die Zellen mit Antikorpern gegen die p38 MAP-Kinase,
unabhangig von ihrem Phosphorylierungs- bzw. Aktivitatszustand, untersucht. Dabei
zeigte sich, dass Cycloheximid innerhalb von 5 Minuten zu einer Zunahme der
phosporylierten Form der p38 MAP-Kinase fihrte, dass heil3t zur Aktivierung der
p38 MAP-Kinase. Die Aktivierung war nach 30 Minuten maximal, nahm allerdings im
weiteren Verlauf des Versuchs ab. Sie war aber dennoch fir den gesamten
Versuchzeitraum von 6 h zu beobachten (siehe Abb. 18). Durch den Antikorper, der
die p38 MAP-Kinase unabhangig von ihrem Aktivitatszustand darstellt, ist ersichtlich,

dass es zu keiner Anderung der Gesamtmenge der p38 MAP-Kinase gekommen ist.

Zeit(min) 5 10 15 0 45 60 | 120 240 | 360
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Phospo- i @

p38MAPK

S —
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Abb. 18: Einfluss von Cycloheximid auf die p38 MAP-Kinase im Western-Blot

Die HepG2-Zellen sind fiir die oben genannten Zeitraume mit Cycloheximid (Cyclo) behandelt worden.
In der oberen Bande sieht man die Reaktion auf den Antikérper, der die phosphorylierte Form und
somit die aktivierte Form der p38 MAP-Kinase (P-p38) darstellt. Es zeigt sich, dass eine Aktivierung
bereits nach 5 Minuten stattfindet, die fiir die gesamte Versuchsdauer von 240 Minuten andauert. Die
untere Bande zeigt, dass keine Anderung der Gesamt p38 MAP-Kinase fiir die gesamte
Versuchsdauer zu beobachten ist.
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4.8 Transfektion einer konstitutiv aktiven MAP-Kinase-Kinase 6
(MKK®6) zur Steigerung der p38 MAP-Kinase Aktivitat

Um die Bedeutung der p38 MAP-Kinase bei der gesteigerten Bildung von
Pseudokanalikuli genauer zu untersuchen, wurden HepG2-Zellen mit einem Plasmid
transfiziert, welches fir eine konstitutiv-aktive MKK6 codiert, die ihrerseits die
p38 MAP-Kinase aktivieren kann. Als Kontrolle wurde das Leerplasmid pcDNA3
eingesetzt, welches nicht die kodierende DNA-Sequenz flr die MKK6 enthielt.

Nach 3 h zeigte sich im Fall von pcDNA3 ein Wert von 10.4 + 3.6 Pseudokanali-
kuli/100 Nuklei. Im Fall der MKK6 waren es nach 3 h 13.9 + 3.0 Pseudokanali-
kuli/100 Nuklei (p=0.013). Dies entsprach einer signifikanten Steigerung der
Pseudokanalikuli/100 Nuklei von etwa 30 % (siehe Abb. 20). Nach 6 h konnte man
10.2 £ 4.3 Pseudokanalikuli/100 Nuklei als Kontrolle beobachten im Vergleich zu
17.6 + 6.7 Pseudokanalikuli/100 Nuklei (p=0.009). Dies entsprach ebenfalls einem
signifikanten Unterschied im Vergleich zur Kontrollbedingung. Hierbei zeigt sich
auch, dass es im zeitlichen Verlauf zu einer zunehmenden Ausbildung der
Pseudokanalikuli/100 Nuklei bei den mit MKKG6 transfizierten Zellen kommt. Diese
Steigerung korrelierte auch mit der lasermikroskopischen Beobachtung einer
Zunahme der MKKG6-Flag Transfektion, die durch einen Anti-Flag Antikorper
detektiert worden ist (Abb. 19). Nach 9 h zahlt die Kontrollbedingung
9.9 *+ 3.1 Pseudokanalikuli/100 Nuklei. Die MKK6 wies 11.4 + 6.0 Pseudokanali-
kuli/100 Nuklei auf ohne signifikanten Unterschied zur Kontrolle. Im weiteren Verlauf
des Versuchs wurden nach 24 h fur die Kontrolle 10.3 % 3.7 Pseudo-
kanalikuli/100 Nuklei und fir die MKK6 9.6 + 4.6 Pseudokanalikuli/100 Nuklei

ausgewertet. Auch hier bestand keine statistische Signifikanz.
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Nach 3 h Nach 6 h

Nach 12 h Nach 72 h

Abb. 19: Fluoreszensdetektion mit Anti-Flag Antikérper nach Transfektion einer konstitutiv-
aktiven MKK6 mit einem Flag-Epitop in HepG2-Zellen

Die Abbildungen zeigen neben den rot dargestellten MRP2 enthaltenden Pseudokanalikuli eine
zytosolischen MKK6 Expression, die mit zunehmender Versuchsdauer mehr wird und eine
Zellkernaussparung erkennen lasst. Der wei3e Balken enspricht 10um.
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Abb. 20: Zeitabhangige Zunahme der relativen Anzahl der Pseudokanalikuli nach
Transfektion der pcDNA 3-MKK6

Die Graphik zeigt den zeitlichen Verlauf der Pseudokanalikuli-Relation in Abhangigkeit von den
unterschiedlichen Transfektionsbedingungen. Nach 3 h bewirkt die transfizierte MKK6 einen
signifikanten Unterschied zur Kontrolle (pcDNA 3) auf. Dieser Unterschied wird nach 6 h noch gréRer
bzw. signifikanter. Allerdings erkennt man nach 9 h eine Verminderung der durch die MKK6 Trans-
fektion induzierten Steigerung der Pseudokanalikuli/100 Zellen auf ein nicht signifikantes Niveau im
Vergleich zur Kontrolle. Die MKK6-Transfektion zeigt bis zu einer Versuchsdauer von etwa 72 h keine
signifikante Anderung in Bezug auf die Anzahl der Pseudokanalikuli/100 Nuklei. Dies sind
reprasentative Ergebnisse einer Serie von 3 unabhangigen Experimenten (n=3, je 10 Gesichtsfelder
pro Bedingung). Der Mittelwert entspricht den Quadraten und Kreisen, die Standardabweichung den
Fehlerbalken. Die statistische Signifikanz p<0.05, als * dargestellt, ist mit Hilfe des Wilcoxon
Rangsummentests berechnet worden. Sie markiert die signifikant zur pcDNA 3 verschiedenen
Versuchsbedingungen bei gleicher Versuchsdauer.
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4.9 Einfluss von Cytochalasin D auf die Bildung der
Pseudokanalikuli in HepG2-Zellen

Mikrofilamente sind ein wichtiger Bestandteil des Zytoskeletts. Phalloidin, ein Gift des
Knollenblatterpilzes, bindet irreversibel an Mikrofilamente (51). Zur Darstellung der
Mikrofilamente wurde daher Phalloidin, welches mit dem rot fluoreszierenden
Farbstoff Tritc konjugiert war, eingesetzt. Da bei der Ublichen Fixierung der Zellen mit
Methanol die Mikrofilamente denaturiert werden und dadurch mittels Phalloidin nicht
mehr detektierbar sind, wurde die Fixierungsdauer modifiziert. Es konnte eine
optimale Fixierungsdauer von 45 s ermittelt werden (siehe Abb. 21 A).

Wurden die Zellen unterschiedlich lange mit Cytochalasin D, einem Hemmstoff der
Mikrofilamente behandelt, so zeigt sich nach 30 min eine beginnende Aufhebung der
normalen subplasmalemmalen Anordnung der Mikrofilamente (siehe Abb. 21 B).
Nach 4 h war die Anordnung der mikrofilamentaren Strukturen komplett aufgehoben
(siehe Abb. 21 C).
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Abb. 21: Einfluss von Cytochalasin D auf
das Mikrofilamentsystem der HepG2-Zellen

A) Durch die Fluoreszensdarstellung mit Tritc-
Phalloidin erkennt man deutlich die sub-
plasmalemmale Anordnung der Mikrofila-

mente.

B) Bereits 30 min nach Behandlung mit
Cytochalasin D [1 umol/l] zeigt sich eine

beginnende Aggregation der Mikrofilamente.

C) Nach 4 h ist die Aggregation der Aktin-
filamente soweit fortgeschritten, dass sich die
ehemals vorhandene Anordnung nicht mehr
nachvollziehen lasst. Die weilRen Balken

entsprechen 10pm.



Bezuglich der Ausbildung von Pseudokanalikuli ergab sich bei einem Kontrollwert
von 9.8 + 3.9 Pseudokanalikuli/100 Nuklei ein Wert von 9.4 + 2.7 Pseudo-
kanalikuli/100 Nuklei fir Cytochalasin D, ohne eine statistische Signifikanz
aufzuweisen (siehe Abb. 22). Das heift Cytochalasin D hatte keinen eigenen Effekt
auf die Anzahl der Pseudokanalikuli. Cycloheximid zeigte nach derselben Zeit von
6 h 18.2 + 3.4 Pseudokanalikuli/100 Nuklei (p=0.007) und war somit signifikant
verschieden zur Kontrolle. Wurden Cytochalasin D und Cycloheximid gemeinsam
appliziert, konnte die Cycloheximid abhangige Ausbildung der Pseudokanalikuli
komplett inhibiert werden, so dass diese Bedingung mit 10.8 + 2.6 Pseudo-
kanalikuli/100 Nuklei nach 6 h keine statistische Signifikanz bezlglich der Kontrolle
aufwies. Daraus folgt, dass ein intaktes Mikrofilamentsystem Voraussetzung fir die

Vermittlung des Cycloheximid Effekts ist.
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Abb. 22: Hemmung der Cycloheximid-abhdngigen Zunahme der relativen Anzahl der
Pseudokanalikuli durch Cytochalasin D

In dieser Graphik sieht man den Zusammenhang der Hemmwirkung von Cytochalasin D
[1 umol/] (Cyto D), einem Inhibitor der mikrofilamentaren Strukturen, und Cycloheximid
[10 umol/l] (Cyclo). Bei gleichzeitiger Applikation ist der durch Cycloheximid induzierte Effekt
nach einer sechsstiindigen Versuchsdauer aufgehoben. Cytochalasin D weist gegeniber der
Kontrolle (Kon) keine Signifikanz auf. Dies sind reprasentative Ergebnisse einer Serie von 3
unabhangigen Experimenten (n=3, je 10 Gesichtsfelder pro Bedingung). Der Mittelwert entspricht
den Balken, die Standardabweichung den Fehlerbalken. Die statistische Signifikanz p<0.05, als *
dargestellt, ist mit Hilfe des Wilcoxon Rangsummentests berechnet worden. Sie markiert die
signifikant zur Kontrolle verschiedenen Versuchsbedingungen.
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410 Einfluss des Mikrotubulus-Hemmstoffs Colchicin auf die
Ausbildung von Pseudokanalikuli in HepG2-Zellen

Bei einem Kontrollwert von 11.5 + 3.7 Pseudokanalikuli/100 Nuklei nach 4 h zeigte
sich ein signifikant hoherer Wert von 18.3 + 3.1 Pseudokanalikuli/100 Nuklei bei den
mit Cycloheximid behandelten Zellen (p=0.013).

Dieser Wert wurde von Cycloheximid in Kombination mit Colchicin nicht mehr
erreicht. Stattdessen wurde ein Wert von 11.8 + 4.3 Pseudokanalikuli/100 Nuklei
erreicht, (siehe Abb. 23). Colchicin selber bewirkt eine signifikante Abnahme der
Pseudokanalikuli auf 5.5 £ 3.2 Pseudokanalikuli/100 Nuklei (p=0.005).

Nach 6 h Inkubation mit Cycloheximid fanden sich 19.9 = 5.5 Pseudo-
kanalikuli/100 Nuklei (p=0.013) bei einem Kontrollwert von 11.6 + 2.9 Pseudo-
kanalikuli/100 Nuklei. Bei Kombination von Cycloheximid mit Colchicin ergab sich mit
10.4 + 4.4 Pseudokanalikuli/100 Nuklei (p=0.445) kein signifikanter Unterschied zur
Kontrolle. Colchicin alleine fuhrte zu einer signifikanten Abnahme auf
5.4 + 2.5 Pseudo-kanalikuli/100 Nuklei (p=0.008) im Vergleich zur Kontrolle.
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Abb. 23: Abnahme der relativen Anzahl der Pseudokanalikuli durch Colchicin

Die Darstellung zeigt die durch Cycloheximid [10 umol/l] (Cyclo) verursachte Steigerung der
Pseudokanalikuli/100 Nuklei. Die Zugabe von Colchicin [5 pymol/l] (Col) zu Cycloheximid zeigt im
Vergleich zur Kontrolle (Kon) keinen signifikanten Unterschied in Bezug auf die Pseudokanalikuli, wohl
aber zu Cycloheximid. Die alleinige Applikation von Colchicin zeigt sowohl einen signifikanten
Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe, als auch im Vergleich zur gleichzeitigen Applikation von
Colchicin und Cycloheximid. Diese Befunde treffen sowohl fir eine vier- als auch sechsstiindige
Inkubationsdauer zu. Dies sind reprasentative Ergebnisse einer Serie von 3 unabhangigen
Experimenten (n=3, je 10 Gesichtsfelder pro Bedingung). Der Mittelwert entspricht den Balken, die
Standardabweichung den Fehlerbalken. Die statistische Signifikanz p<0.05, als * dargestellt, ist mit
Hilfe des Wilcoxon Rangsummentests berechnet worden. Sie markiert die signifikant zur Kontrolle
verschiedenen Versuchsbedingungen.
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5. Diskussion

5.1 Einfluss von Cycloheximid auf die Lokalisation von MRP2

Cycloheximid ist ein Inhibitor der Proteinsynthese, der im Bereich der
Peptidelongation seine hemmende Wirkung entfaltet (42,165). Ein Uberraschender
Befund dieser Arbeit ist, dass es trotz Hemmung der Proteinsynthese zu einer
Zunahme des MRP2 in der kanalikularen Membran der HepG2-Zellen kommit.
Bezlglich der Bildung der Pseudokanalikuli wies Cycloheximid einen zeit- und
konzentrationsabhangigen Effekt auf. Dabei zeigte sich, dass der maximale Effekt
bei einer Konzentration von 10 pymol/l erreicht wurde.

Bei einer Cycloheximidkonzentration > 10 umol/l findet sich eine Zunahme der
Pseudokanalikuli/100 Zellen in Abhangigkeit von der Inkubationsdauer bis zu einer
Versuchsdauer von 6 h. Danach kommt es auch bei hohen Konzentrationen wieder
zu einer Verminderung der MRP2 enthaltenden Pseudokanalikuli. Moglicherweise ist
der Grund hierfir die Zytotoxizitdt von Cycloheximid, die durch Hemmung der
Transpeptidase bedingt ist (42,44,165). Allerdings wurden in den Versuchsreihen
dieser Arbeit gangige Konzentrationen und Versuchzeiten benutzt, so dass andere
Mdglichkeiten als Ursache flr die Transiens des Effektes erwogen werden mussen.
Viel warscheinlicher handelt es sich bei der relativen Reduktion der Pseudokanalikuli
um eine Down-Regulation des vermittelten Effekts, wie es als negatives Feedback
bekannt ist. Dieses negative Feedback erfolgt durch eine Terminierung des
vermittelten Signals. Im Falle einer Signalvermittlung Uber die MAP-Kinasen wird
dies durch eine Dephosphorylierung durch Protein Phosphatasen erreicht, wie der
Serin/Threonin Protein Phosphatase 2A (PP2A) (vgl. 1.5).

Eine weitere Erklarung fur die Down-Regulation kdnnte sein, dass das MRP2 unter
physiologischen Bedingungen einem Gleichgewicht zwischen Einbau in und Ausbau
aus der kanaliukularen Membran unterliegt (90). Bei den in dieser Arbeit
beschriebenen Versuchen kommt es wahrscheinlich initial zu einer Rekrutierung

bereits synthetisierter Transportproteine an die kanalikulare unter dem Einfluss von
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Cycloheximid (oder Anisomycin). Ist dieser Pool praexistenter Transportmolekile
aufgebraucht, kann ein Nachschub bzw. Einbau in die kanalikulare Membran nicht
mehr erfolgen und es kommt zu einem Uberwiegen des Abbaus. Der fehlende
Nachschub flhrt zu einer Verminderung der MRP2-enthaltenden Pseudokanalikuli im
Versuchsverlauf.

Ein weiterer Grund fir eine zeitliche Begrenzung des stimulatorischen Effektes von
Cycloheximid kdnnte sein, dass es zu einer Aktivierung von Transportmechanismen
kommt, die Cycloheximid aktiv aus den Zellen beférdern und somit die Stimulation
Cycloheximid-sensitiver Signalwege beendet. MRP2 beispielsweise kann das
Chemotherapeutikum Cisplatin aus den Zellen hinaus beférdern und somit zur
Resistenzbildung gegen diesen Stoff beitragen (23,27). Diese Fahigkeit,
Chemotherapeutika aus den Zellen hinaus zu beférdern, ist auch flr andere ABC-
Transporter bekannt (177). Im Falle des Cycloheximids kdnnte dies ebenfalls ein
ABC-Transporter sein.

Diese Arbeit zeigt, dass Cycloheximid nicht nur zu einer bereits beobachteten
Steigerung der Genexpression des MRP2 flihrt (75), sondern dass es auch zu einer
Steigerung der MRP2 enthaltenden Pseudokanalikuli kommt. Dabei ist eine
gesteigerte MRP2 Genexpression nicht zwangslaufig mit einer Steigerung der MRP2
Protein Prasenz an der kanalikularen Membran verknUpft. Als Beispiel hierflr ist
Rifampicin zu nennen. Rifampicin ist einer der potentesten Aktivatoren der MRP2
Expression auf mRNA Ebene (74). Allerdings fuhrt es nicht zu einer gesteigerten
Prasenz an der kanalikularen Membran (74). Tamoxifen, ein Anti-Ostrogen, ebenfalls
als einer der Aktivatoren der MRP2 Expression auf mRNA Level identifiziert, fuhrte
hingegen zu einer gesteigerten Prasenz von MRP2 an der kanalikularen Membran
(74). Dieser Unterschied zwischen der Wirkung von Rifampicin und Tamoxifen wurde
durch einen proteinsyntheseinhibitorischen Effekt des Rifampicins erklart, der bei
Tamoxifen nicht gegeben ist (17). Diese Interpretation musste mit den Ergebnissen
dieser Arbeit im Hintergrund kritisch GUberdacht werden, denn diese Arbeit zeigt, dass
Hemmung der Proteinbiosynthese eine Zunahme des kanalikularen MRP2 nicht
ausschlief8t. Im Fall des proteinsyntheseinhibitorischen Cycloheximids lasst sich eine
Steigerung der MRP2 enthaltenden Pseudokanalikuli an der kanalikularen Membran

beobachten. Vielmehr kénnte der Grund flir eine gesteigerte MRP2 Prasenz an der
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kanalikularen Membran durch Tamoxifen im Gegensatz zu Rifampicin darin
begriindet sein, dass Tamoxifen genauso wie Cycloheximid die Fahigkeit aufweist
die p38 MAP-Kinase zu aktivieren (115). Fur den Stoff Rifampicin gibt es in der

Literatur jedoch keinen Hinweis flr eine derartige Interaktion.

5.2 Signalweg des induzierten Targetings

Um zu Uuberprifen, Uber welche molekulare Signaltransduktionswege der
beobachtete Effekt vermittelt wird, wurden die Zellen mit verschiedenen Stoffen
behandelt, deren inhibitorische Effekte auf bestimmte Kinasen bekannt sind.

Eine Blockade der p38 MAP-Kinase durch SB202190 zeigte eine Hemmung des
durch Cycloheximid hervorgerufenen Effekts, wahrend das inaktive Analogon
SB 202474 den Effekt nicht blockieren konnte. Dies spricht dafiir, dass dieser Effekt
zumindest zum Teil Uber die p38 MAP-Kinase reguliert wird. Auf Grund des
Inhibitorprofils von SB 202190 kann man darausschliel3en, dass der beobachtete
Effekt Uber eine Aktivierung der p38a/f MAP-Kinase vermittelt worden ist.
SB 202190 inhibiert speziell nur diese beiden Typen der p38 MAP-Kinase, die zwei
ubrigen Isoformen (p38y/d MAPK) sind nicht SB 202190 sensitiv (56).

Inwiefern der Pseudokanalikuli induzierende Effekt Uber andere MAP-Kinasen
reguliert wird, ist durch Hemmung der MAP-Kinase-Kinase MEK durch PD 098059 im
Signaltransduktionsweg der ERK1/2 MAP-Kinase untersucht worden.

Diese Hemmung zeigte keine Beeinflussung der Steigerung der Pseudokanalikuli-
Anzahl in der kanalikularen Membran durch Cycloheximd. Um auszuschliel3en, dass
die Proteinkinase C in der durch Cycloheximid aktivierten Signaltransduktion eine
Rolle spielt, ist die Proteinkinase C (PKC) mit einem Hemmstoff, G6 6850
(siehe 4.6), behandelt worden. Denn von der PKC ist bekannt, dass sie die
Translokation des MRPZ2 aus der kanalikuldaren Membran in die basolaterale
Membran nach PMA Behandlung vermittelt (90).

HepG2-Zellen exprimieren mindestens 4 PKC Isoformen. Dies sind PKCa, PKC,
PKCe und PKCC (35, 36, 99). Dabei zeigte sich, dass auch in diesem Fall eine

Hemmung dieser Kinase eine Steigerung der Pseudokanalikuli in der kanalikularen
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Membran nicht unterbinden konnte. Diese oben genannten Feststellungen tragen zur
Untermauerung der Beteiligung der p38 MAP-Kinase an dem durch Cycloheximid
vermittelten Effekt bei.

Diese Hypothese sollte zusatzlich gestutzt werden durch den Nachweis eines
direkten Zusammenhangs zwischen Cycloheximid und der p38 MAP-Kinase. Dazu
ist eine Western-Blot Analyse durchgefuhrt worden. In dieser Analyse zeigte sich
nach Zugabe von Cycloheximid bereits nach 5 Minuten ein Aktivitatsnachweis der
p38 MAP-Kinase. Diese Befunde stehen auch in Einklang mit einer spater
veroffentlichten Arbeit, die die p38 MAP-Kinasen Aktivierung durch Cycloheximid in
Sammelrohrzellen der Niere nachgewiesen hat (64).

Allerdings ware es auch mdglich, dass Cycloheximid die p38 MAP-Kinase stimuliert
und auch zu einem vermehrten Targeting der Pseudokanalikuli zur Zellmembran
verantwortlich ist, aber diese Vorgange unabhangig voneinander sind. Auch der
Nachweis, dass der Effekt durch einen spezifischen Inhibitor der p38 MAP-Kinase
SB202190 gehemmt wird, kann zwar daran liegen, dass SB 202190 die p38 MAP-
Kinase hemmt, es kann aber auch Uber einen uns unbekannten Mechanismus zu
einer Hemmung des Pseudokanalikuli Targetings fuhren.

Daher musste ein direkter Zusammenhang hergestellt werden, der losgeldst vom
Cycloheximid ist.

Dieser Zusammenhang ist durch Transfektion einer MAP-Kinase-Kinase hergestellt
worden, der MKK6. Die MKKG6 aktiviert alle bisher bekannten Isoformen der p38
MAP-Kinase (134). Damit steht sie im Gegensatz zu anderen MAP-Kinasen-Kinasen,
wie der MKK4, die nur den a und & Typ der p38 MAP-Kinase aktiviert (134). Hier
konnte gezeigt werden, dass die Transfektion und somit die Aktivierung der p38
MAP-Kinase zu einer reversiblen Zunahme der Pseudokanalikuli in der kanalikularen
Membran fuhrt. Dieser Zustand war fur die Dauer von 6 Stunden zu beobachten.
Danach zeigten sich wieder normale Werte, welche denen der Kontrolle
entsprachen. Dies unterstreicht die Beobachtung, dass die Aktivierung der MAP-
Kinasen unter physiologischen Bedingungen transient ist (134) und durch ein
negatives Feedback reguliert wird. Ein Beispiel fur ebenso ein negatives Feedback
ware die Regulation der Schilddrisenhormonausschittung im menschlichen

Organismus.
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Die Aktivierung wird durch eine Dephosphorylierung unterbrochen, welche Threonin
und Tyrosin innerhalb eines charakteristischen drei Aminosduren umfassenden
Motivs in dem activation loop der MAP-Kinase betrifft (190). Das Motiv des activation
loop besteht aus einer Folge von Threonin einer beliebigen Aminosaure und Tyrosin
(190).

Diese Transfektion spricht daflir, dass das durch Cycloheximid hervorgerufene
Targeting des MRP2 Uber die Aktivierung der p38 MAP-Kinase, die ihrerseits diesen
Effekt weiter mediiert, zustande kommt.

Dies konnte auch den Signalweg erklaren, Uber welchen die beobachtete Down-
Regulation des MRP2 Transporterproteins bei Cholestasezustanden posttrans-
lational reguliert wird (137).

Auf Grund der dualen Wirkung des Cycloheximids, einmal als Proteinsynthese-
inhibitor und einmal als Aktivator der p38 MAP-Kinase, mussen auch Ergebnisse von
Arbeiten zur Erforschung von Signalwegen, die diesen Stoff als
Proteinsyntheseinhibitor verwendet haben, kritisch gewertet werden. Da dieser Stoff
selbst Signalkaskaden in Gang setzt, die zellulare Mechanismen steuern, kdnnen die
jeweils beobachteten Effekte nicht unbedingt auf den translationshemmenden Effekt
von Cycloheximid zurlck geflhrt werden.

Durch einen weiteren Inhibitor der Proteinsynthese Anisomycin, der ebenfalls die
Peptidelongation hemmt und auch die Fahigkeit der p38 MAP Kinasen Aktivierung
wie Cycloheximid aufweist (7,73,82), ist ein gleichartiger Effekt in Bezug auf das
Targeting des Pseudokanalikuli beobachtet worden.

Dabei zeigte sich wie bei Cycloheximid, dass eine Mindestkonzentration des
Versuchsstoffes vorliegen muss um ein Resultat zu erzeugen. Es ist aber auch
ersichtlich, dass die Konzentration geringer gewahlt werden kann, wenn daflr die
Einwirkzeit langer ist.

Allerdings wies Anisomycin ab einer gewissen Konzentration kein Pseudokanalikuli
induzierenden Effekt mehr auf. Die Ursache daflr ist mdglicherweise die bereits in
Zusammenhang mit Cycloheximid erwahnte Zytotoxizitat. Diese Zytoxozitat ist
ebenfalls wie die Steigerung der Pseudokanalikuli sowohl zeitabhangig, als auch

konzentrationsabhangig, denn bei einer im Vergleich 50% langeren Versuchszeit
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konnte verglichen zur vierstiindigen Versuchsanordnung der Effekt hochstens bis zu
einer zehnmal niedrigeren Molaritat ausgelost werden.

Eine andere Ursache konnte eine Aktivierung von Transportmechanismen sein, die
zu einer Verminderung der intrazellularen Konzentration von Anisomycin und somit
auch zu einer Verminderung der MRP2 Induktion fihren kénnen.

Ein weiterer Aspekt, den die Aktivierung der p38 MAP-Kinase und das darauf
folgende Targeting der Pseudokanalikuli zur Zellmembran aufwirft, ist die Frage,
woher diese Transporter stammen?

Eine Neusynthese ist auf Grund der Tatsache, dass Proteinsyntheseinhibitoren
verwendet wurden, auszuschliessen. Auch wenn bei den meisten der p38 MAP-Kina-
se mediierten Effekte eine transkriptionale Beteiligung bisher beschrieben wurde (8).
Eine Uberlegung ist, ob eventuell ein Pool fir MRP2-Transporter in HepG2-Zellen
existiert, aus dem diese bei Bedarf rekrutiert werden kénnen. Bei Versuchen mit
induzierter Cholestase durch posthepatischen Gallengangsverschluss zeigte sich
eine deutliche Reduktion des MRP2 Transporterproteins bei unveranderter mRNA
Expression. Daraus wurde geschlossen, dass MRP2 wahrscheinlich posttranslational
reguliert werden kann (137). Dies wird in dieser Arbeit direkt bewiesen, da bei diesen
Versuchen ein Proteinsyntheseinhibitor verwendet worden ist, so dass jede
Anderung der Menge des MRP2-Transporterproteins posttranslational erfolgen
muss. Das Vorhandensein eines Pools von MRP2-Molekilen wird durch die
Beobachtung untermauert, dass MRP2 Proteine in subapikalen Vesikeln nach deren
Ausbau lokalisiert sind (siehe Abb. 8 und Abb. 9). Dieser Pool kénnte sich zwischen
dem Golgi-Apparat und der apikalen Membran befinden, da Colchicin, den
Mikrotubuli-abhangigen Transport vom Golgi-Apparat zur apikalen Membran hemmt
(siehe 5.3).

Fur die kanalikulare Gallensalzexportpumpe BSEP ist in der perfundierten
Rattenleber nachgewiesen worden, dass ein Pool besteht, aus dem dieser
Transporter bei Bedarf rekrutiert wird (84,103). Wenn man mit in Betracht zieht, dass
neben dem zytoplasmatischen BSEP Pool auch ein Pool im Golgi-Komplex existiert
(92) und daruberhinaus in mindestens 15% eine Kolokalisation zwischen BSEP und
MRP2 vorliegt, so ist es mdglich, dass MRP2 in geringen Mengen auch im Golgi-

Apparat lokalisiert ist (33,89,151).
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Des Weiteren ist ebenfalls auch eine signifikante Anreicherung eines anderen ABC-
Transporters im Golgi-Komplex, im Sinne eines Reservoirs nachgewiesen worden
(146). Dabei handelt es sich um den MDR1 Transporter in WIF-B9 Zellen, die ein
den HepG2-Zellen ahnliches polarisiertes hepatozytisches Zellwachstum aufweisen.
Daher konnte dies auch fir den in dieser Arbeit untersuchten ABC-Transporter
zutreffen.

Es ist wahrscheinlich, dass es neben den bereits postulierten Pools von ABC
Transportern, die cAMP und Taurocholat sensitiv sind, noch einen weiteren Pool
geben kann, der p38 a/f MAP-Kinase sensibel ist. Dieser Pool ware dann das
Reservoir fur den MRP2 Transporter (84), aus dem dieser bei Bedarf rekrutiert wird
und im Sinne einer Zirkulation zur kanalikuldaren Membran beférdert werden kann
(84). Unklar ist noch, ob gemeinsame oder individuelle Pools existieren, aus denen je
nach aktivierender Substanz Transporter rekrutierbar sind. Diese intrahepatischen
Pools kdnnten zur Erhéhung der Transportkapazitat dienen, wenn eine Sattigung der
vorhandenen Transporter unter basaler Kondition vorliegt und eine Steigerung der
Exkretionsleistung nur Gber einen vermehrten Transportereinbau zu bewerkstelligen
ist (125,166).

Aus den hier erhobenen Befunden lasst sich nun folgern, dass wegen des
Aktivierungsprofils des Cycloheximids in Bezug auf die p38 MAP-Kinase das
Targeting Uber die a und B Isoform reguliert wird. Das Targeting gilt allerdings auf
Grund des proteinsynthesinhibitorischen Effekts des Cyclohemids nur fir bereits
vorhandenes MRP2 und nicht fur die de novo Synthese. Der Beweis flr das
Targeting von neu synthetisiertem MRP2 musste, wie im Fall des BSEP (103) durch
in vivo Experimente erbracht werden. Alternativ kdnnten auch Stoffe zur Aktivierung
der p38 MAP-Kinase gewahlt werden, die keinen proteinsyntheseinhibitorischen
Effekt besitzen.

Die Regulierbarkeit des MRP2-Targetings durch die p38 MAP-Kinase kdnnte genutzt
werden, um die Wirksamkeit von chemotherapeutischen Substanzen, wie Cisplatin
zu steigern. Denn durch eine Hemmung der p38 MAP-Kinase koénnte eine
Hochregulation zur Steigerung der kanalikularen Prasenz des MRP2 verhindert

werden, wie es schon beim SB 202190 gewesen ist. Somit hatte man eine erhdhte
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intrazellulare Konzentration des Chemotherapeutikums und damit eine erhohte

Wirksamkeit.

5.3 Einfluss des Zytoskeletts auf das p38 MAP-Kinase
abhangige Targeting der MRP2-haltigen Pseudokanalikuli

Inwiefern der mediierte Effekt vom Zytoskelett abhangig ist, ist durch Versuche mit
Zytoskeletttoxinen untersucht worden. Dabei wurden das Aktin-Mikrofilamentsystem
mit Cytochalasin D und das Mikrotubulussystem mit Colchicin gehemmt (siehe 4.9
und 4.10). Es zeigte sich bei Versuchen mit Colchicin, dass der Effekt des
Cycloheximids durch Zugabe von Colchicin komplett antagonisiert wird und keinen
signifikanten Unterschied zur Kontrolle aufweist. Dies fluhrt zu der Annahme, dass
das Mikrotubulussystem flir den Transport des MRP2 Transporters notig ist.
Allerdings zeigt sich bei alleiniger Applikation des Colchicins ein signifikant
niedrigerer Wert bezuglich der Expression von Pseudokanalikuli im Vergleich zur
Kontrolle. Diese Verminderung konnte dadurch bedingt sein, dass der Einbau und
Ausbau des MRP2 Transporters Uber zwei unterschiedliche Systeme vermittelt wird,
die in einem Gleichgewicht stehen. Der Einbau wird dabei Uber das
Mikrotubulussystem, der Ausbau Uber ein anderes mikrotubuliunabhangiges System
vermittelt. Dies fuhrt dazu, dass die Hemmung der Mikrotubuli eine Hemmung des
Einbaus bewirkt, wahrend der Ausbau ungehindert weiterlauft. Es ist aber auch
mdglich, dass es durch Colchicin zu einer direkten Zerstérung der Pseudokanalikuli
kommt.

Cytochalasin D, ein Inhibitor der Mikrofilamente, zeigte bei gleichzeitiger Applikation
mit Cycloheximid eine Aufhebung des induzierten Effekts. Daraus ist zu schliel3en,
dass die Aktinstrukturen, die durch das Cytochalasin D zerstort werden, essentiell fur
das Targeting der MRP2 Transporter sind. Bei solitarer Gabe zeigte sich im
Gegensatz zu Colchicin kein intrinsischer Effekt. In diesem Fall scheint kein
aktinunabhangiges System bezlglich des Targetings der MRP2 Transporter zu

existieren.
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Wie bereits flur den Sphingolipidtransport beschrieben, verhindert eine
Depolymerisation der Aktinfilamente, in dieser Studie durch Cytochalasin D
hervorgerufen, einen endgultigen Einbau der MRP2 Transporter (40,41,124).

Bei dem Aktinfilament System koénnte es sich um das mikrotubuliunabhangige
System handeln, dass im Fall des Ausfalls des Mikrotubuli System den Transport
vermittelt, aber seinerseits nicht durch das Mikrotubuli System bei einem Ausfall
ausgeglichen werden kann.

Inwiefern die Motor-Proteine Dynein und Kynesin eine Rolle spielen, kénnte insofern
beantwortet werden, als dass diese Proteine fur ihre Funktion ein intaktes Zytoskelett
bendtigen, das allerdings bei Applikation der Zytoskeletttoxine nicht mehr gegeben
ist. Des Weiteren kann noch erganzt werden, dass fur eine endozytotische Aufnahme
von Transportproteinen besonders ein Weitertransport zu den late-Endosomen
Dynein unerlasslich ist (4,132,133).

Eine zusatzliche Beteiligung der ERM-Familie (ezrin-radixin-moesin-proteins), die fur
eine Verbindung zwischen Aktinflamenten und integralen Membranproteinen
verantwortlich ist, kdbnnte hierbei zusatzlich vorliegen (81). Denn diese ERM Familie
ist essentiell fr die korrekte Lokalisierung des MRP2 in der kanalikuaren Membran
(81).

Hypothetisch gesehen kdénnten die MRP2 Transporter entlang der Mikrotubuli
Richtung Zellmembran transportiert werden. Aber um letztlich die Zellmembran zu
erreichen, muissen sie mit den mikrofilamentaren Strukturen, welche
subplasmalemmal verlaufen, interagieren. Diese Interaktion kénnte durch die small
heat shock Proteine, wie das hsp27, das Mitglied der a-cristallinen Familie der small
heat shock Proteine ist und eine regulatorische Funktion bei der Zell und der
Aktinkontraktilitat besitzt, erreicht werden (167).

Die Aktivierung dieses hsp27 wirde durch ein Substrat der p38a MAP-Kinase der
MAPKAP 2, einer Serin/Threonin Proteinkinase mit zytoplasmatischen und nuklearen
Substraten, induziert werden (167,170,190).

Diese Hypothese konnte die beiden oben genannten Beobachtungen in einen

Zusammenhang bringen (siehe Abb. 24).
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Abb. 24: MRP2- Targeting zur kanalikularen Membran

Diese Graphik gibt die Ergebnisse dieser Arbeit wieder. Es zeigt sich, dass der postranslationale
Einbau des MRP2 (ber Aktivierung der p38 MAP-Kinase ermdglicht wird. Die Aktivierung gelingt
mit Cycloheximid und Anisomycin. Fir den Transport und Einbau in die pseudokanalikulare
Membran sind Mikrofilamente und Mikrotubuli essentiell.
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6. Zusammenfassung

Diese Arbeit zeigt, dass Cycloheximid zu einem vermehrten Einbau des multidrug
resistance associated protein 2 MRP2, das fur die kanalikulare Sekretion von
Gluthation und konjugierten Glukuroniden verantwortlich ist, in die kanalikulare
Membran von humanen Hepatomazellen flhrt.

Dieser Effekt kann durch Inhibition der p38a/B MAP-Kinase unterbunden werden und
ist unabhangig von dem ERK 1/2 und Proteinkinase C Signalweg. In Western-Blot
Analysen konnte eine Aktivierung der p38 MAP-Kinase nach Zugabe von
Cycloheximid gezeigt werden. Dies flhrte zu der Hypothese, dass der
Cycloheximideffekt von der p38 MAP-Kinase mediiert wird. Die Transfektion mit einer
konstitutiv aktiven MKKG, die zu einer Aktivierung der p38 MAP-Kinase flhrt, steigert
den Einbau von MRP2 in Pseudokanalikuli und unterstreicht damit die Hypothese.
Cycloheximid fuhrt zu einer Aktivierung der p38 MAP-Kinase und hemmt gleichzeitig
die Proteinbiosynthese. Die Steigerung des kanalikularen MRP2 wird also nicht
durch Neusynthese, sondern durch vorhandene Bestanden erzielt. Daraus laldt sich
folgern, dass intrazellulare MRP2 Pools, die p38a/p sensibel sind, existieren.

In Bezug auf das Zytoskelett konnte herausgestellt werden, dass MRP2-Targeting
hauptsachlich entlang von mikrotubularen Strukturen zu hepatozellularen Membran
erreicht wird. Weiterhin zeigte sich, dass ein Mikrotubulus-unabhangiger
Transportweg existiert. Dies konnte das fur den Einbau essentielle Aktin-
filamentsystem sein, denn die Ergebnisse lassen vermuten, dass eine
mikrofilamentare Beteiligung flir den endgultigen Einbau des MRP2 essentiell ist.
Demzufolge besteht eine Abhangigkeit des MRP2-Targetings von zytoskelettalen
Strukturen.

Zusatzlich sollten auf Grund dieser Arbeit frihere Ergebnisse zur Erforschung von
Signalwegen, die sich des Cycloheximids bedienten, welches allerdings auch die

p38a/B MAP-Kinase aktiviert, kritisch hinterfragt werden.
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9. Anhang

Ausziuge aus dieser Dissertation wurden auf der 9th United European
Gastroenterology Week, Oktober 2001 in Amsterdam im Rahmen des Vortrags
"Regulation of the multidrug resistance protein 2 in human HepG2 cells by protein
kinase C and p38 MAP kinase", veroffentlicht.
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