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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Erythropoetin, sensationstrachtiges Medikament und skandal6ses
Dopingmittel

Das endogene Hormon Erythropoetin (EPO), das natirlicher Weise von der Niere gebildet

wird, kann seit etwa 20 Jahren gentechnisch hergestellt werden. Seine damit einhergehende

Verfligbarkeit hat nicht nur in der Medizin, sondern auch in anderen Bereichen

unterschiedlichste Eindriicke hinterlassen.

Unersetzlich ist der Einsatz von EPO als ,erfolgreiches” Blutdoping bei chronisch
Nierenerkrankten geworden (17). Auch bei anderen Anamieformen wird EPO inzwischen

standardmaRig eingesetzt.

Nachdem Leistungssportler durch die Anwendung von EPO reihenweise Weltrekorde
erzielten, steht es wegen Manipulation seit 1992 auf der Dopingliste. ,,EPO schafft viel boses

Blut” heillt es in diesem Zusammenhang in einem Artikel aus der Zeitung ,Die Zeit” (86).

Neben dem Einsatz zur Therapie von Anamieformen und dem Missbrauch als Dopingmittel
entstehen zurzeit neue Forschungserkenntnisse, die das Spektrum von EPO und seinen
Analoga erweitern. Denn die Wirkung von EPO auf den Korper ist vielfaltig. So sporne EPO
nicht nur die Ausdauer, sondern auch das Gehirn zu Glanzleistungen an und wird als
,Dopingmittel gegen Depression” beschrieben (21,22). Das Hormon zeigte sogar
kardioprotektive Eigenschaften (131). In der regenerativen Medizin wird an der Verwendung
von EPO intensiv geforscht. Hier stellte sich heraus, dass verschiedene vorgeschadigte
Gewebearten, wie zum Beispiel Haut oder Lebergewebe, durch EPO in der Regeneration

beschleunigt werden konnten (5,6,123).

1.2 Erythropoetin (EPO)

1.2.1 Einfiihrung
EPO wurde erstmals 1903 von Carnot und DeFlandre als ,Hamatopoetin® beschrieben. In
ihren Experimenten entnahmen sie anamischen Kaninchen Serum und transfundierten es

gesunden Empfangern. Dabei stellte sich heraus, dass es im direkten Anschluss bei den
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Einleitung

Empfangern zu einer Retikolozytose kam (14). 1948 gaben Bonsdorff und Jalavisto dem
Protein schlieRlich den Namen EPO (10). Beim Fetus ist dessen (iberwiegende Produktion in
der Leber lokalisiert, wahrend sie bei Erwachsenen zu 90% von peritubuldren Zellen
(Fibroblasten) der Niere stattfindet (95,145). In Hepatozyten, peripheren Endothelialzellen,
Kardiomyozyten, Astrozyten oder Trophoblasten wird EPO ebenfalls in geringem MalRe

synthetisiert (118,130).

EPO spielt eine zentrale Rolle fiir das Sauerstoffangebot im menschlichen Kérper, indem es
die gesamte periphere Zellzahl der Erythrozyten konstant halt. Es wird als ,Schlissel-
Hormon“ in der Erneuerung roter Blutzellen bezeichnet (41). Wahrend der Erythropoese
beeinflusst EPO maligeblich die Produktion der Erythrozyten. Aus diesem Grund wird es zu
den Erythropoiesis Stimulating Agents (ESA) gezahlt (128). Zusammen mit anderen
Wachstumsfaktoren beschleunigt EPO die Ausdifferenzierung unreifer erythrozytarer
Vorlauferzellen (Abbildung 1) wie beispielsweise die burst-forming units-erythroid (BFU-E)

oder die colony-forming units-erythroid (CFU-E) (23,48).

SCF, IL-1, 3, 6, 11

.

.
SCF, GM-CSF,
IL-3
CFU—E/ . . CFU-MEG
\

MEG/b @) CFU-b

BEU-E . SCF, GM-CSF, IL-3
| EPO

CFU-E IGF-1

| EPO

Normoblast
|
Retikolozyt

Erythrozyt C;—J_'o

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Erythropoese unter dem Einfluss von Wachstums-
faktoren

Einfluss von Wachstumsfaktoren, wie G-CSF, SCF, IL-1, IL-3, IL-4, IL-6, IL-9, IL-11, GM-CSF, IGF-1
und EPO auf die Erythropoese. EPO interagiert in den spdteren Stadien der Zelldifferenzierung mit
den Erythroid Progenitor Zellen. Primdir vermindert EPO Apoptosevorgdénge der Progenitor Zellen
im Knochenmark. Modlifiziert nach (39).

11


http://de.wikipedia.org/wiki/Erythropoiesis-Stimulating_Agent

Einleitung

Die Regulation der EPO-Synthese hangt vor allem vom Sauerstoffgehalt des Blutes, im Sinne
einer negativen Rickkopplung, ab. Ein niedriger O,-Level im Blut flihrt zu einer vermehrten
Synthese und Freisetzung des Hormons, welches dann die Ausdifferenzierung erythrozytarer
Vorlauferzellen im Knochenmark beschleunigt. Folglich kann der Koérper durch die erhéhte
Anzahl reifer Erythrozyten im Blut mehr O, aus der eingeatmeten Luft aufnehmen

(Abbildung 2). Ein hoher O,-Level hingegen senkt die Synthese und Freisetzung (78).

O& Erythrozyten- EPOf

konzentration f

- -o‘v-‘c
’. t“ /
CQ? ~ Knochenmark f

n
e

Abbildung 2: EPO - endokriner Feedback bei niedrigem O,-Gehalt

Sauerstoffmangel regt die Synthese von EPO an. Die erhéhte EPO-Konzentration steigert die
Bildung reifer Erythrozyten im Knochenmark. Dies fiihrt zur Erhéhung der Erythrozyten-
konzentration und damit der Sauerstoffaufnahme im Blut. Modifiziert nach (78).

1.2.2 Struktur des EPO-Proteins
Als endogenes Hormon gehort EPO zur Gruppe der Glycoproteine. Bestehend aus 165
Aminosauren (AS), besitzt es ein Molekulargewicht von 30,4 kDA. Der Genlocus fiir EPO liegt
auf dem Chromosom 7 (39,100). Seine Molekilstruktur besteht aus einem
Kohlenhydratanteil von etwa 40% (Abbildung 3). Fiir die Synthese und Sekretion des EPO-
Proteins sind die Stickstoff (N)-gebundenen Seitenketten verantwortlich (116). Die Aktivitat
des Proteins wird durch zwei Disulfidbriicken, welche sich zwischen Cystinresten befinden,
bestimmt (76). Die Halbwertszeit von EPO betrdgt circa fiinf Stunden, wahrend seine

Wirkung erst nach etwa 36 Stunden eintritt (119).
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Ser 126

- -
— Disulfidbriicke N-Actetylglucosamin ...Ih‘ﬂ
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®© Galaktose é Sialinsédure

@ Aminosiure F Fucose

Abbildung 3: Molekularstruktur des EPO-Proteins (65)

Bei Asn 24, 38 und 83 ist je eine N-gebundene Seitenkette an das Aminosduregeriist (schwarze
Punkte) angehdngt. Die zwei roten Doppelstriche stehen fiir Disulfidbriicken und verbinden zwei
AS innerhalb des Hormons.

1.2.3 EPO-Synthese in Abhangigkeit von Sauerstoff
Der primare physiologische Reiz zur Steigerung der Transkription des EPO-Gens ist analog zu
dem zuvor beschriebenen Prozess ein verringerter Sauerstoffgehalt im Organismus.
Transkriptionsfaktoren, wie die hypoxia-inducible transcription factors (HIFs) bedingen die
Einleitung der Transkription. Sie bestehen aus zwei O,-regulierten a-Untereinheiten und
einer B-Untereinheit (a- und B- UE). Bei Normoxie, liegen die beiden a-UE hydroxyliert vor
und werden vom Von Hippel-Lindau Protein (pVHL) ubiquitiniert und durch Proteasome
abgebaut (36). Unter Hypoxie sind die Untereinheiten nicht hydroxyliert und somit stabiler.
Die stabilen Untereinheiten gelangen vom Zytosol in den Zellkern und kénnen dann an den
Enhancer (hier HRE) binden (Abbildung 4). Dieser wiederum bindet an den Promoter fir das
EPO-Gen und beschleunigt auf diese Weise den Transkriptionsvorgang um ein Vielfaches
(30,36). Die mittels Transkription entstandene mRNA gelangt in das Zytosol und wird an den
Ribosomen zu dem EPO-Protein translatiert. Die Translation selbst unterliegt keinen

besonderen Regulationsmechanismen.

13



Einleitung

H|F-1@
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Abbildung 4: Transkription des EPO-Gens unter Hypoxie und Normoxie

Bei Normoxie wird die HIF-1a-UE von PHDs hydroxyliert. Der pVHL-Komplex (Teil eines Ubiquitin-
E3-Ligase-Komplexes) erkennt die hydroxylierte a-UE und sorgt mittels Polyubiquitinierung fiir
deren Abbau durch das Proteasom 26S. Die Transkription des EPO-Gens ist somit nicht mdéglich.
Bei Hypoxie entgeht die a-UE der Degeneration und dringt in den Zellkern ein. Sie verbindet sich
mit der 8-UE zu einem Heterodimer und kann mit Hilfe des Co-Aktivators p300 an der HBS binden.
Die HBS und die beiden DR-2-Bindungsstellen bilden das HRE, welches den Enhancer des EPO-
Gens darstellt. Nach Aktivierung des Enhancers wird die Transkription des Gens gesteigert.
Abbildung modifiziert nach (36).

1.2.4 Rolle des EPO-Rezeptors und anschlieBende Signalkaskade
In der Signaltransduktion kann EPO an allen Zellen binden, die einen EPO-Rezeptor (EPO-R)
besitzen. Dies ist vor allem bei Stammzellen im Knochenmark der Fall. Der EPO-R gehort zur
Familie der Zytokinrezeptoren. In unreifen erythrozytaren Vorlauferzellen beeinflusst EPO
rezeptorvermittelt GUber den JAK-STAT-Signalweg deren Wachstum, indem es vor allem die
Apoptose der Zelle verhindert (Abbildung 5). Nachdem EPO an den EPO-R bindet, dimerisiert
dieser, sodass transmembranstdandige JAK2-Kinasen phosphoryliert werden (60). Die
dadurch aktivierten JAK2-Kinasen phosphorylieren weitere Tyrosinreste der zytosolischen
Domaéne des EPO-R (154). Wahrend des Vorganges der Signaltransduktion wird unter
anderem die Ras/MAP-Kaskade aktiviert, welche maRgeblich an der Zellproliferation
beteiligt ist (99). Des Weiteren aktiviert EPO diverse Transkriptionsfaktoren wie zum Beispiel

STAT1, STAT3, STAT5A und STAT5B (111,144). So kdnnen die erythrozytaren Vorlduferzellen
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zu reifen Erythrozyten ausdifferenzieren, das Knochenmark verlassen und ihre Funktion als

O,-Transporter aufnehmen (139,144).

- .
RAS/ /
MAP
PKB
Kinase STAT5 Homo-
@ dimerisierung

— Genaktivierung & Transkriptionsregulation
M 1

Abbildung 5: EPO-R mit nachgeschalteter Signalkaskade

Dargestellt sind EPO-Molekiile (blau), welche nach Bindung an den membranstindigen EPO-
Rezeptor-Monomeren eine intrazelluldre Signalkaskade auslésen. Zu ihr gehéren der JAK-STAT-
Signalweg, die PKB- und die RAS/MAP-Kaskade. Nach Ablauf der Kaskaden kommt es unter
anderem zur Zellproliferation durch Genaktivierung und Transkriptionsregulation. Modifiziert
nach (110).

Durch welchen Prozess diese Signalkaskade nach Uberwundener Hypoxie wieder herunter
reguliert werden kann, ist noch nicht vollstandig geklart. Es konnte allerdings gezeigt
werden, dass die Aktivitat des EPO-R durch Ubiquitinierung beeinflusst wird und somit auch
die Wirkung von EPO als dessen Bindungspartner (13). Die Anwesenheit aktiver
Proteinkinase C scheint ebenfalls an der Aktivitdt des EPO-Signalweges beteiligt zu sein,
wobei das ganze Wirkungsausmall noch unklar ist (138). Zudem beeinflusst ein Adapter
Protein Lnk ebenfalls die Signalkaskade. Bei vermehrter Expression wird die Aktivitat der
Kaskade gesenkt und damit die Differenzierung der Vorlduferzellen gehemmt (133). Doch
der EPO-R ist nicht nur bei Stammzellen im Knochenmark vorhanden, sondern auch bei
zahlreichen nicht-hdmatopoetischen Zellen. Zu ihnen gehéren unter anderem das zentrale

Nervensystem, Uterusgewebe, diverse solide Tumoren und auch die Leber (38,94).
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1.2.5 Vergleich unterschiedlicher rekombinanter Erythrozyten stimulierender
Agentien (ESA)

Der Begriff ESA fasst alle synthetisch hergestellten EPO-Analoga zusammen. Zum
therapeutischen Einsatz kommen einerseits rekombinante humane Erythropoetine (rhEPO)
(33) und andererseits Novel erythropoiesis stimulating proteins (NESP). Von den
letztgenannten ist das Darbepoetin alpha (DPO alpha) wohl am bekanntesten (91). Beide
werden synthetisch hergestellt und wirken (iber denselben Rezeptor wie endogenes EPO.
Der molekulare Aufbau des menschlichen EPO und des rHUEPO ist identisch. Sie besitzen
drei Kohlenhydratketten, die an einem Aspartylrest gebunden sind (vergleiche Abbildung 3
und Abbildung 6). DPO alpha hingegen besitzt finf dieser Ketten (Abbildung 6), welche sich
in ihrem Aufbau nicht von denen des endogenen Hormons unterscheiden. Aufgrund des
unterschiedlichen Kohlenhydratanteils weist DPO alpha eine bedeutend Ilangere
Halbwertszeit (HW2Z) auf. Wahrend rHUEPO eine HWZ von circa 8,5 h zeigt, ist sie bei DPO
alpha etwa 25,3 h lang (91). Infolgedessen besitzt DPO alpha eine wesentlich starker
ausgepragte in vivo-Aktivitat (46,57). Die Spezifitdit des DPO alpha fiir den EPO-R ist trotz
dieser strukturellen Veranderung extrem hoch und gleicht fast der des endogenen Hormons
(32,90). Durch die verlangerte HWZ kann unter Therapieeinsatz mit DPO alpha die
Applikationsfrequenz von mehrmals wéchentlich auf einmal pro Woche oder gar einmal pro
Monat verringert werden. Aufgrund dieser pharmakokinetischen Eigenschaften und wegen
seiner héheren Bioverfliigbarkeit wurde DPO alpha in den Versuchen bei dieser Arbeit

verwendet.
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A B

Darbepoetin zusitzliche

Kohlenhydrat- alpha Kohlenhydrat-
seitenketten seitenketten

Rezeptor 1 Rezeptor 1

Rezeptor 2 Rezeptor 2

Abbildung 6: Strukturaufbau des rhEPO im Vergleich zu DPO alpha

Abgebildet ist die Struktur des rhEPO links (A) und rechts die des DPO alpha (B). Griin dargestellt
sind die Kohlehydratreste, welche beide Substanzen gemeinsam aufweisen. Rot dargestellt sind
die zusdtzlichen Kohlehydratreste, die nur das DPO alpha besitzt. Blau dargestellt sind die EPO-R,
an denen sowohl rhEPO als auch DPO alpha binden kann. Modlifiziert nach (32).

1.2.6 Therapeutischer Einsatz von DPO
Ziel der Therapie mit DPO ist es, den physiologischen Hamoglobinwert bei anamischen
Patienten ohne Transfusion von Erythrozytenkonzentraten, wieder herzustellen. Laut WHO
liegt eine Andamie bei Himoglobinwerten unter 12 g/dl bei Frauen und unter 13 g/dl bei
Mannern vor (71). Wie bereits in Punkt 1.1 erwahnt, werden ESA wie das DPO am haufigsten
bei chronischem Nierenversagen (CRF), eingesetzt. Hier kommt es zur renalen Anamie durch

den Untergang peritubuladrer Zellen, welche fiir die EPO-Bildung verantwortlich sind (28).

Weitere Grinde fir anamische Zustidnde sind Tumorerkrankungen (52), chronische
Viruserkrankungen, wie zum Beispiel HIV (58) oder immunologische Erkrankungen aus dem
rheumatischen Formkreis, wie die rheumatoide Arthritis (67). Selten verursachen die
Krankheiten allein die Blutarmut. Vielmehr fiihren  Nebenwirkungen von
Chemotherapeutika, antiviralen Medikamenten oder Immunsuppressiva zu einer
medikamenteninduzierten Anamie. Diese kann durch DPO oftmals erfolgreich therapiert
werden (68). Auch Pra- und postoperativ werden EPO Produkte in der Chirurgie eingesetzt.
Hier kann bei Operationen, bei denen ein hoher Blutverlust erwartet wird, die

Notwendigkeit von Bluttransfusionen gesenkt oder sogar ganz vermieden werden (26).
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1.2.7 Applikation von DPO
Folgende Laborparameter, wie in Tabelle 1 gelistet, sollten vor dem Therapiebeginn mit DPO
ermittelt werden.

Tabelle 1: Zu ermitteinde Laborparameter vor DPO-Therapiebeginn

Die aufgefiihrten Werte gelten als Mindestvoraussetzung fiir den Therapiebeginn mit DPO.
Erstellt nach der Richtlinie von Triolo (134).

Parameter Basalwerte

Hb-Wert <11-12 g/dL

Erythrozytenindizes MCV, MCH, MCHC

Retikulozytenanzahl Im Verlauf beobachten

Eisengehalt Serumferritin > 100 mcg/L
Transferrin-Sattigung > 20%

Interpretation der Werte aus Tabelle 1:

Ist die Himoglobinkonzentration unter 11-12 g/dL, kann laut Richtlinie von Tirolo der Einsatz
von DPO erfolgen (134). Die Erythrozytenindizes weisen auf die Art der bestehenden Andamie
des Patienten hin, beispielsweise bedingt Eisenmangel das Vorliegen einer mikrozytaren
hypochromen Andmie. In diesem Fall ware die DPO-Therapie ohne die erforderliche
Eisengabe wenig erfolgversprechend. Fiir alle zu behandelnden Anamieformen spiegelt ein
Anstieg der Retikulozytenanzahl - abhangig vom Ausgangswert - den Therapieerfolg wider.
Auf eine Andmie hinweisend ist ein Retikulozyztenanteil von unter 0,5 % im Blut, dieser
sollte unter DPO-Gabe ansteigen. Aus diesem Grund wird zunachst der Ausgangswert
bendtigt, um im Verlauf die Zellzahl der Retikulozyten zu bestimmen. Der minimal
angestrebte Hb-Wert liegt mit seinem unteren Grenzwert bei 11 g/dL. Die meisten Patienten
erreichen diesen Wert unter DPO-Gabe in der Dosis von 4.000-1.0000 IU (iber einen
Zeitraum von etwa zwei Monaten. Hierbei ist die zusatzliche Gabe von Eisen essentiell

(Substitution von 150 mg Eisen pro Anstieg des Hb-Wertes um 1 g/dL) (134).

Die Applikationsform eines Arzneistoffes richtet sich grundsatzlich nach dessen
physikalischen sowie chemischen Eigenschaften, dem gewiinschten Wirkungseintritt, der
geforderten Wirkdauer und dem Zustand des Patienten (102). DPO wird grundsatzlich

parenteral verabreicht (intravends, subkutan oder intraperitoneal) (4). Denn es ist, wie alle
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ESA, ein Protein und als solches empfindlich gegeniiber Anderungen im pH-Wert; in einem
sauren Milieu, sprich im Magen, denaturiert es und verliert damit seine biologische
Funktion. Die subkutane Injektion wird bevorzugt, da HWZ und Bioverfiigbarkeit von DPO im
Vergleich zu den anderen Applikationsformen héher sind (91). Die Verabreichungsfrequenz
hingegen ist vom verwendeten Prdaparat abhdngig. Bei Patienten mit einer renal bedingten
Anamie, die DPO alpha anstelle von rhEPO erhielten, konnte die Frequenz verringert
werden, wobei in beiden Therapieschemata der Hb-Wert in gleichem MaRe angehoben

wurde (46).

1.2.8 Alternative Therapieansatze fiir DPO
Klinische Studien zeigten kiirzlich, dass DPO auch bei anderen Erkrankungen hilfreich sein
kann. Von diversen Arbeitsgruppen wurden innerhalb ihrer Versuchsreihen an
verschiedenen Organen ischamische Gewebsschaden und somit Apoptoseprozesse induziert.
Die Gabe von DPO reduzierte diese, sodass groflere Anteile vitalen Gewebes erhalten
werden konnte (47). Gao et al. veranschaulichten dieses Phdanomen beispielhaft an
Herzmuskelgewebe. Sie provozierten durch kiinstliche Minderperfusion an Mauseherzen
einen Myokardinfarkt. Hier zeigten sie durch einmalige Bolusgabe von DPO, dass der
ischamisch bedingte Zelluntergang und damit das Infarktareal am Herzmuskel reduziert
werden konnte. Die Herzfunktion nach Infarkt war besser als bei der Kontrollgruppe (ohne
DPO-Gabe) (43). Dieser Schutzmechanismus wird als ischamisches Preconditioning (IPC)
beschrieben (112). Weitere Organe bei denen sich bisher solch ein protektiver Effekt zeigte,

sind Niere (151), Gehirn (92), Darm (51) und Leber (49,80,153).

AuBerdem besitzt DPO weitere Eigenschaften, namlich die zur Steigerung der
Neoangiogenese. Dieser Effekt wirkt sich gerade bei verletztem Endothel als zusatzlicher
Schutzfaktor, also positiv auf den Heilungsprozess aus (11,122). Das DPO alpha toxisch fur
bestimmte Leberzelltumorreihen sein kann, wurde kirzlich von unserer Arbeitsgruppe
gezeigt. Hier scheint es ganz neue Therapieansdtze in der Tumortherapie zu geben.
Weiterhin gibt es, wie in Punkt 1.1 bereits erwahnt, viele experimentelle Studien im Bereich
der regenerativen Medizin. Hier wird die Wirkung von DPO als Antioxidans und als
Proliferationsstimulus bei unterschiedlichen Gewebearten, wie zum Beispiel defekter Haut

(5,6,54) oder Lebergewebe intensiv untersucht (73)
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1.2.9 Missbrauch von EPO-Produkten
Wahrend der Einsatz von DPO in der Medizin vor allem die Therapie einer Andamie durch
Anhebung des Hamoglobin-/Hamatokritspiegels als Ziel hat, wird dieser Effekt im Profisport
nicht selten missbraucht, um das korperliche Leistungsvermogen zu steigern. Infolge der
zunehmenden Erythrozytenzahl im Blut, kann der Kérper durch Doping mit EPO-Produkten
mehr Sauerstoff aufnehmen und somit die Leistung des Einzelnen noch weiter verbessern

(44).

Bevor ESA im Profisport eingesetzt wurden, nutzten die Sportler zunachst klassisches
Blutdoping, um ihre Leistung zu steigern. Dieses Verfahren beruht auf der Transfusion von
Blutprodukten. Hierflr ist nicht nur qualifizierte Hilfe bei der Applikation, sondern auch eine
gewisse Infrastruktur fir den Erwerb dieser Produkte von No&ten. Anders ist es hingegen
beim Doping mit synthetischem EPO, hier kdnnen die Substanzen intravends oder subkutan
verabreicht werden, um so den erwiinschten Effekt zu erzielen (132). Zu den am haufigsten

verwendeten ESA als Dopingmittel gehdren rHUEPO, Darbepoetin alpha und CERA (66).

Kurz nachdem rhEPO 1988 klinische Anwendung fand, mehrten sich die Gerlichte lber
dessen Einsatz im Leistungssport. So soll laut Catlin et al. erstmals in den olympischen
Winterspielen von 1988 in Calgary, Kanada, rhEPO als Dopingmittel eingesetzt worden sein
(15). Bevorzugt werden die EPO-Analoga in Ausdauersportarten wie zum Beispiel dem Ski-,
Lauf und Radsport benutzt (31). Wegen des leistungssteigernden Effektes wurde der
Gebrauch ESA im Sport bereits seit 1990 vom International Olympic Committee (IOC)

verboten (96).

Der Nachweis dieser Dopingmittel gelingt mittels isoelektrischer Fokussierung und
Immunoblot aus Proben von Urin und Blut (12,117). Denn obwohl die Aminosaduresequenz
der ESA dem endogenen Hormon gleicht, unterscheiden sie sich in der Anzahl ihrer Glykane
und konnen folglich in den Testverfahren unterschieden werden. Allerdings wird der

Nachweis durch die groRRe Vielzahl von EPO-Analoga zunehmend erschwert (109).

Trotz des Verbotes fiir die Anwendung von ESA im Leistungssport wird gegenwartig immer
wieder Profisportlern wie zum Beispiel Lance Armstrong das Doping mit EPO vorgeworfen

bzw. nachgewiesen (82,83).
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1.2.10 Kontraindikationen und Nebenwirkungen der Therapie mit DPO
Alle ESA wie auch DPO sind nicht fir die Therapie der Andamie bei Tumorpatienten mit
Beteiligung des Knochenmarks indiziert, da hier gesunde Knochenmarkszellen durch
Tumorzellen verdrangt werden. Folglich ist dadurch bedingt auch die Anzahl erythrozytarer
Vorlauferzellen erniedrigt. Dieser Umstand hat zur Folge, dass ESA und andere
Wachstumsfaktoren die Ausdifferenzierung hin zum reifen Erythrozyten kaum beeinflussen
kdnnen (118). Ferner zeigte sich bei vereinzelten Brusttumor-Zelllinien, welche den EPO-R
exprimieren, dass durch DPO-Gabe ein schlechteres Ansprechen auf die spezifische
Chemotherapie ausgeldst wurde. Daraus resultierte ein verkirztes rezidivfreies Intervall und
somit sank auch die absolute Uberlebenszeit der Patienten signifikant (85). Zu anderen
Tumorarten, bei denen unter der Therapie mit DPO teilweise eine gesteigerte Proliferation
festgestellt werden konnte, gehéren verschiedene Uterustumore und das
Nierenzellkarzinom (147,152). Neben den Kontraindikationen konnen weiterhin
Komplikationen unter der Therapie mit DPO auftreten. Bei dialysepflichtigen Patienten auf
Grund von Niereninsuffizienz, wurden gehauft unter DPO-Therapie hypertensive
Entgleisungen registriert (69,135). Darlber hinaus zeigten Patienten, die kardiovaskulare
Vorerkrankungen hatten, in einer Studie unter DPO-Gabe ein erhdhtes
Thromboembolierisiko. Dies wurde unter anderem auf die Thrombozytenaktivierung

zuriickgefiihrt, doch der genaue Mechanismus ist noch nicht geklart (130).

Neben dem therapeutischen Einsatz, den Kontraindikationen und Nebenwirkungen von DPO,
sind Fragen hinsichtlich medikamentdser Wechselwirkungen, speziell in der Leber, noch

nicht beantwortet (37).

1.3 Die menschliche Leber

Die Leber ist das zentrale Stoffwechselorgan des Koérpers und tragt mit 1,3 - 1,5 kg zu circa 2 -
5% unseres Korpergewichtes bei. Als unpaares Organ liegt sie im rechten Oberbauch dem
Zwerchfell an. Sie differenziert sich im Laufe der Embryonalentwicklung aus dem Gewebe
der primitiven Darmwand. Die Leber ist die grofSte Driise im menschlichen Koérper und
bendtigt durch ihre hohe Stoffwechseltatigkeit circa ein Viertel des Herzzeitvolumens. Beim
Menschen Uberwiegt der exokrine Driisenanteil mit der Produktion von Gallenflissigkeit und

deren Ausfiihrungsmoglichkeit (Gallengange). Die Leber wirkt auch als endokrines Organ, so

21



Einleitung

ist sie beispielsweise maBgeblich an der Synthese von Vitamin D beteiligt. Weitere wichtige

Funktionen der Leber sind in Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: Ubersicht iiber wichtige Funktionen der Leber

Synthese lebensnotwendiger Plasmaproteine:

e Albumin

e Gerinnungsfaktoren
e Globuline

e Lipoproteine

e akute Phase Proteine

Speicherfunktion von:

e Glukose (als Glykogen)
e Vitaminen (A, D, K)

Entgiftungsfunktion (Detoxifikation):

e Biotransformation endogener (z.B. Ammoniak) und
exogener (z.B. Arzneimittel) Substanzen

Sekretionsfunktion:

e Galle

e Bilirubin

Die Leber wird von verschiedenen Zellarten gebildet: Hepatozyten, Kupffer-Zellen (oder Ito-
Zellen), Sternzellen, Gallengangsepithel- und GefalRendothelzellen. Den grofRten zelluldren
Anteil bilden mit etwa 80 % die Hepatozyten. Sie sind polygonale, vielkernige Zellen mit
einem Durchmesser von 20 - 30 um. lhre Aufgabe besteht darin, die genannten

metabolischen Leistungen zu erbringen (24).

Strukturell kann man die Leber mikroskopisch in Leberlappchen aufteilen (Abbildung 7). Im
Zentrum der Lappchen verlaufen Zentralvenen, welche das gesamte Blut aus der Leber in die
obere Holvene (V. Cava inf.) leiten. Um die Zentralvenen herum sind Hepatozyten lokalisiert,

die untereinander von Bindegewebssepten getrennt werden. In den Septen liegen
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Periportalfelder in denen sich die Glisson‘sche Trias befindet. Die Trias wird durch
Gallengange (Ductuli interlobulares), kleine Venen (Venae interlobulares) und kleine Arterien
(Artriae interlobulares) gebildet. Die Hepatozyten filtern das nahrstoffreiche Blut aus den
Gefallen der Glisson‘schen Trias und geben es nach erfolgter Verstoffwechslung an die

Zentralvenen ab (146).

Leber

Hepatozyt
Ito-Zelle
Endothelzelle

Kupffer-Zelle
Sinusoid Lumen

Bindegewebe

Periportalfeld Zentralvene

Abbildung 7: Anatomischer Aufbau der Leber

Abgebildet ist ein makroskopisches Foto der Leber (A), die schematische Darstellung der Leber im
Querschnitt (B) und ein mikroskopischer Ausschnitt eines Leberldppchens in Himatoxylin-Eosin (H.
E.) - Férbung und 70facher VergrédfSerung (C). Modlifiziert nach (7,114).

1.3.1 Leberschdaden und Therapieansitze mit DPO
Wiéhrend chirurgischer Eingriffe wie zum Beispiel bei Subtotal- beziehungsweise

Totalresektion und Transplantation der Leber besteht groRe Gefahr des Leberversagens,
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hervorgerufen durch Ischdamie und Reperfusion des Organs (127). Hier kann, wie bereits in
Punkt 1.2.8 beschrieben, DPO als Therapeutikum eingesetzt werden. Ist die Funktion der
Leber, auRer bei chirurgischen Eingriffen, akut oder chronisch gestort, so gerat die
Stoffwechsellage im Organismus durcheinander und es droht ebenfalls ein Ausfall des

Organs.

In diesem Zusammenhang wird der therapeutische Einsatz von DPO neuerdings diskutiert. Es
konnte in unterschiedlichen Versuchen gezeigt werden, dass bei akutem Leberausfall durch
Gabe von DPO der Untergang von Hepatozyten signifikant gemindert wird (61,80). Ahnliche
Ergebnisse erzielten Sigal et al. bei Patienten im Rahmen von Erkrankungen mit chronischer

Leberfibrose (129).

Aber es gibt auch Einschrankungen fir den Einsatz von DPO bei Lebererkrankungen.
Beispielsweise bei den Leberteilresektionen, die wegen kolorektaler Lebermetastasen
vorgenommen werden. Hier ist von der Behandlung mit ESA abzuraten, da EPO die Apoptose
von Tumorzellen vermindern und deren Neoangiogenese fordern kann, was zu einer

Wachstumssteigerung der Metastasen fiihrt (120).

1.4 Rolle der Leber im Stoffwechsel von Arzneimitteln
Die Leber ist verantwortlich fir Konzentrierung, Metabolisierung (Biotransformation) und
Eliminierung der meisten Arzneimittel und toxischen Substanzen, die vom menschlichen

Koérper aufgenommen werden (79,108).

1.4.1 Biotransformation
Ziel des Korpers ist es, Fremdstoffe wie Medikamente oder Toxine nach der Aufnahme
schnellstmoglich wieder auszuscheiden. Die Elimination richtet sich nach den physikalisch-
chemischen Eigenschaften eines Fremdstoffes. Ist er lipophil und damit schlecht
wasserloslich, so kann er nur sehr langsam Uber die Niere oder Gallenflissigkeit
ausgeschieden werden. Es gibt Enzymsysteme, die diese Fremdstoffe in hydrophile, leichter

ausscheidbare Stoffe, umwandeln kdnnen. Diese Umwandlung, auch Biotransformation
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genannt (102), findet groBten Teils in den Hepatozyten der Leber (bis zu 95%) und zu

geringen Anteilen auch in anderen Organen wie Niere, Lunge und Darm statt (140).

Die an der Biotransformation beteiligten Enzyme, wie zum Beispiel Monooxygenasen oder
Glucoronyltransferasen, sind hauptsachlich an der Membran des endoplasmatischen
Retikulums gebunden (79) oder auch in den Mitochondrien lokalisiert (121). Sie weisen
haufig eine geringe Substratspezifitat auf, sodass verschiedene Substrate unterschiedlicher
chemischer Struktur von ihnen umgesetzt werden kénnen. AuBer Fremdstoffen werden auch

korpereigene Stoffe (Gallensdure oder Bilirubin) von den Enzymen umgesetzt (102).

Die Biotransformation ldauft in mehreren Reaktionsschritten ab. Dazu gehéren die Phase |,
Phase II- und Phase llI- Reaktionen. Sie kdnnen getrennt voneinander, nacheinander oder
parallel ablaufen (Abbildung 8) .Oft geht jedoch die erste der zweiten Phase voraus, bevor
das Substrat wahrend der dritten Phase ausgeschieden wird. Ziel der Phase | und Phase II-
Reaktionen ist es, die Wasserldslichkeit eines Fremdstoffes zu erhéhen, damit dieser leichter

ausgeschieden werden kann (34).

Hepatische Metabolisierung

- — CYP Enzyme reaktives = Transferasen ——= Konjugierte
ubstanz ‘3 Metabolit Glucuronidine ~ | _Substanz
\ Sulfate
3 Glutathion Phase il
NADPH  NADP+ Methyl Exkretorische
Transportwege

Wirkung

Nebenwirkung

Abbildung 8: Hepatische Metabolisierung

Schematische Darstellung der Metabolisierung einer Substanz in der Leber. Zundchst durchlduft sie
die Phase | und/oder direkt Phase Il. Nach der Konjugation erfolgt durch Phase Ill die Ausscheidung
der Metaboliten. Modifiziert nach (79).

Der Mechanismus der Biotransformation wird in der Pharmakologie héaufig genutzt.
Nachdem ein Medikament in den Blutkreislauf gelangt ist, kann es je nach physikalisch-

chemischer Eigenschaft direkt oder nach Umwandlung durch Hepatozyten als sein aktiver
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Metabolit wirken. Das Prodrug Norverapamil beispielsweise, ist der wichtigste aktive
Metabolit von Varapamil und entsteht erst nach N-Dealkylierung von Verapamil in der ersten

Phase der Biotransformation (64).

1.4.2 Phase I-Reaktionen
Die Phase I-Reaktionen werden auch als Funktionalisierungsreaktionen bezeichnet. Hier
werden polare, funktionelle Gruppen durch Oxidation, Reduktion oder Hydrolyse an ein
Fremdstoffmolekil angehangt oder in ihm verdandert (Tabelle 3). Dadurch entstehen meist
hydrophilere Metaboliten, welche zum Teil direkt oder nachdem sie die Phase-Il durchlaufen
haben, ausgeschieden werden kdénnen. Diese Reaktionen werden (iberwiegend von der

Zytochrom-P450-Familie katalysiert (140).

1.4.3 Oxidationsreaktion am Beispiel der Monooxygenase
Bei dieser Oxidationsreaktion bindet das Enzym molekularen Sauerstoff, libertragt eines der

Sauerstoffatome (O-Atom) auf das Substrat und das zweite O-Atom reagiert frei zu H,0.

Vereinfachte Reaktionsgleichung:

Substrat-H + O, + NADPH + H" = Substrat-OH + H,0 + NADP*

Im Gegensatz zu anderen Hamoproteinen, wie beispielsweise Himoglobin oder Peroxidasen,
dient den CYPs eine Thiol-Gruppe als Ligand. Diese verdndert die Elektronendichte im
Porphyrin-Ring des Eisens und stellt somit ein negativ geladenes Zentrum fir die Aktivierung
molekularen Sauerstoffs her (Abbildung 9). Die Reaktionen benétigten auller dem
Zytochrom P-450 eine NADPH-CytochromP-450-Reduktase, molekularen Sauerstoff und
NADPH (56).
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P-450 Substrat
NADPH NADP* + H* ,\R—CH3’
— \\“"- :"/ -J;I
s '\\, |
Gytochrom P-450- e —l:'- Fe2* 0=0 + 2H* —= R—CH,0H + H,0
Reduktase \ 1/ L

\ | — Hamgruppe
= J S _/

Monooxygenase

Abbildung 9: Reaktionsmechanismus der Monooxygenasen (115)

Zundchst wird das Substrat von einer hydrophoben Bindungsstelle der Oxygenase gebunden.
Anschlieflend wird ein Elektron auf das Eisen der Hdmgruppe (bertragen. Hierbei entsteht
zweiwertiges Eisen, welches den molekularen Sauerstoff binden kann. Eines der O,-Atome dient
der Oxidation des Substrates und das zweite wird mit zwei Protonen und einem Elektron, das
wdhrend der Reaktion der CYP-Reduktase frei wird, zu H,O reduziert. Das oxidierte Substrat und
H,0 liegen somit als Reaktionsprodukte vor.

1.4.4 Phase lI-Reaktionen
Die Phase II-Reaktionen werden als Konjugationsreaktionen bezeichnet. Transferasen
Ubertragen dabei zusatzlich chemische funktionelle Gruppen an ein Substrat (Tabelle 3).
Diese Substrate kénnen sowohl kdrpereigene Stoffe, wie zum Beispiel Bilirubin, Fremdstoffe
als auch deren durch Phase-l umgewandelten Metabolite sein. Die Substrate werden in der
Regel mit polaren, negativ geladenen Molekiilen wie Glucuronsdure, Sulfat, Acetat,
Aminosauren oder Glutathion, konjugiert. Besitzt ein Substrat allerdings schon eine
funktionelle Gruppe, so kann es auch ohne vorangegangene Phase I-Reaktion direkt

konjugiert und anschliefend ausgeschieden werden (140).

1.4.5 Phase lll-Reaktionen
Die Phase Il dient vor allem dem Transport der Reaktionsprodukte aus den Zellen.
AnschlieBend kénnen diese Uber die Niere oder Galle ausgeschieden werden. Der Transport
wird hauptsachlich durch ATP-abhdngige Transporter, die zur Familie der ATP-binding
cassette (ABC) gehoren, Effluxpumpen oder anderen speziellen Carriern wie die Multidrug
Resistance-Related Proteine vermittelt (Tabelle 3). Ist die Exkretion Gber Nieren oder Galle
nach der Phase Il nicht moglich, so gibt es auch in der Phase Ill noch vereinzelt
Konjugationsreaktionen, wie die von Glutathion, welche das Ausscheiden einer Substanz

verbessern (62,70,150).
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Tabelle 3: Ubersicht iiber die unterschiedlichen Phase I-/-1l/-1ll-Reaktionen der Biotransformation.
Modifiziert nach (70,102).

Phase I-Reaktionen

Phase lI-Reaktionen

Phase llI-Reaktionen

Oxidation von
e Alkoholen und
Aldehyden

e aliphatischen Ketten

e aromatischen Aminen

e oxidativer N-/O-
Desalkylierung

e oxidativer
Desaminierung

e Desulfurierung

e oxidativer
Dehalogenierung

e Hydroxylierung von
Aromaten

e N, S-Oxidation Flavin-
Monooxygenasen

Reduktion von
e Aldehyden,
Nitrogruppen,
Azoverbindungen

e Dehalogenierung

Hydrolyse von
e Estern, Sdureamiden,
Epoxiden, Acetalen

Sonstige
e Peroxidation
Glutathion-

Peroxidasen

e Decarboxylasen

Konjugation von

e Glucuronidierung UDP
Glucuronosyltrans-
ferasen

e Sulfatierung
e Sulfotransferasen

e Acetylierung O-, N-
Acetyltransferasen

e Methylierung O-, N-,
S-Methyltransferasen

e Glutathion
Konjugation

e Glutathion-S-
Transferasen

Konjugation von
e Glutathion

Transport aus Zelle
e ABC Transporter

e  Multidrug Resitance-

Related Proteine

e Effluxpumpen

1.5 Zytochrom P450-Enzyme (CYPs)

Die zentrale Bedeutung in der oxidativen Biotransformation und damit im Metabolismus von

Medikamenten haben die CYPs der Hepatozyten (25,97,143,149). Sie sind Monooxygenasen

28



Einleitung

und enthalten Hamoproteine vom Typ des Zytochrom P450. Bestehend aus mehreren
hundert Aminosauren (circa 500), haben sie ein Molekulargewicht zwischen 45-62 kDa und

besitzen ein Eisen Ill-lon (Fe**)im aktiven Zentrum (77).

Im Korper kommen die CYPs ubiquitar vor, sind jedoch hauptsachlich am glatten-ER in den
Hepatozyten lokalisiert. Entdeckt wurden die Zytochrom P450-Enzyme zufallig von Martin
Klingenberg 1958 bei der Arbeit mit "Zytochrom b5“. lhr Name leitet sich von ihrem
Absorptionsmaximum ab, das bei 450 nm liegt. Bisher sind in menschlicher DNA 58

verschiedene Gene sequenzanalytisch detektiert worden (103).

Durch die Vielzahl der verschiedenen CYP-Gene werden sie anhand ihrer Sequenzhomologie
in Familien (> 40% Aminosduren identisch) und Unterfamilien (> 55% Aminosduren identisch)
eingeteilt (63). Daraus ergibt sich Beispielsweise der Familienname Cyp2 oder der
Unterfamilienname CYP2A. Innerhalb dieser Unterfamilien konnen auch noch Isoformen, wie

zum Beispiel CYP2A1 oder CYP2A2 unterteilt werden (104).

Zu den wichtigsten Vertretern der CYPs gehoren drei Familien: CYP1, CYP2 und CYP3. |hr
Anteil am Gesamtanteil der CYPs ist am hochsten. Aus diesem Grund spielen sie die
wichtigste Rolle beim hepatischen Metabolismus von Medikamenten (79). Von den
Isoenzymen der Phase | Reaktionen macht CYP3A4 den groRten Anteil aus (Abbildung 10).
Daher wird angenommen, dass dieses Enzym auch an Metabolisierungsschritten der meisten

Medikamente beteiligt ist (35).

A Phase | B Phase |l

CYP1A1/2

NAT2

Epoxide
hydrolase NAT1 /
CYPZ2BG G5T-M
DPD  Esterases / cyp2cs GSTT
Others / GST-P

CYP2D6 UGTs

CYP3A4/5/7

CYPZE1

Abbildung 10: Durchschnittliche Verteilung der CYPs beim Menschen
Verteilung beteiligter Enzyme der hepatischen Metabolisierung, aufgeteilt in Phase | (A) und
Phase Il (B). Sie ist stark abhdngig vom Individuum (35).
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1.5.1 CYP Polymorphismus
Genetischer Polymorphismus fihrt zu unterschiedlicher Verteilung der CYPs in der Phase |
und Il der Biotransformation beim Menschen. Durch Senkung oder gar Abwesenheit von
bestimmten CYPs, ist der Medikamentenabbau vermindert. Patienten, bei denen dies der
Fall ist, werden als Poor Metabolizer bezeichnet. Wenn andererseits eines der Gene
starkerer Expression unterliegt, ist das Enzym vermehrt vorhanden und kann ein
Medikament, welches seiner Metabolisierung unterliegt, schneller abbauen (Rapid
Metabolizer) (87). Besonders gut ist dieser Mechanismus an den Subfamilien CYP2C19 und
CYP2D6 erforscht (8). Der hohe Polymorphismus kommt durch die tiber 90 verschiedenen

Allelvarianten zustande (101).

1.5.2 Arzneimittelinteraktion durch CYP-Induktion/-Inhibition
Die Arzneimittelinteraktion spielt in der Pharmakotherapie eine groRe Rolle. Sowohl
Induktion als auch Inhibition sind am Ausmall der Interaktionen beteiligt. Viele
Medikamente konnen die Aktivitdt unterschiedener CYPs erhohen oder erniedrigen, indem
sie die Biosynthese eines Isoenzyms induzieren oder inhibieren. Wenn ein Medikament die
CYP-vermittelte Metabolisierung eines anderen inhibiert, so akkumuliert letzteres im Korper
und kann teilweise toxische Spiegel annehmen (107). Zu den starken Enzyminhibitoren
zahlen beispielsweise Grapefruitsaft, Psychopharmaka wie Fluoxetin, Paroxetin, Antibiotika
wie Clarithromycin, Erythromycin oder Proteaseinhibitoren wie Indinavir, Ritonavir und
Sequinavir (68). Eine verminderte Wirkung eines Medikamentes durch beschleunigten
Abbau ist aufgrund von Interaktion mit anderen Substanzen ebenfalls moglich. Diesen
Umstand beschrieb Crawford am Beispiel der Arzneimittelinteraktion zwischen
Ethinylestradiol (Bestandteil oraler Kontrazeptiva) und Phenobarbital. Das Phenobarbital
induziert die CYP2A4-Aktivitdt, welche ihrerseits den Abbau des Ethinylestradiol
beschleunigt. So sinkt der Plasmaspiegel des Estradiols und daraus resultierend die
Wirksamkeit des oralen Kontrazeptivums (20). Weitere wichtige Enzyminduktoren sind zum
Beispiel Johanneskrautextrakt, das Antibiotikum Rifampicin, das Antiepileptikum
Phenobarbital und auch Tabak ist ein wichtiger Vertreter der CYP-Induktoren (68). In diesem

Zusammenhang ist zu kldren, inwieweit DPO, welches in der Therapie von
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Lebererkrankungen einsetzbar ist, den Metabolismus der Leber beeinflusst und welche

Wechselwirkungen mit anderen Medikamenten entstehen kénnen.
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2 Zielsetzung

Es gibt viele Bereiche in der Medizin, in denen der Einsatz von DPO mittlerweile Standard ist.
Hauptsachlich wird es bei Anamieformen unterschiedlicher Ursachen eingesetzt. In der
Leberchirurgie wurden mit DPO vielversprechende Ergebnisse erzielt. Bei Leber-
Transplantation oder -Teilresektion unterliegt das Organ oft langeren Ischamiezeiten. Mit
Hilfe von DPO konnte zum einen die Reperfusion gesteigert, zum anderen die Apoptoserate
gesenkt und damit die Regenerationsfahigkeit der Leberzellen deutlich verbessert werden
(80,153). Neben der Leber profitieren andere Gewebstypen wie zum Beispiel Haut oder Herz
von DPO. In diesen Bereichen und sogar bei Missbrauch (Doping) wird DPO nahezu
ausschlieBlich als Co-Medikation verabreicht. Unerforscht ist bislang, wie DPO den
Lebermetabolismus verandert und dadurch die Wirkung anderer Arzneimittel beeinflusst. In
wie weit wirkt sich DPO auf die Zytochrom P450-Isoenzyme aus? Wirkt DPO als
Enzyminduktor, Enzyminhibitor? Beeinflusst es wenig oder gar nicht die Biotransformation in

der Leber?

Vor diesem Hintergrund wurde in dieser Arbeit die Auswirkung von DPO alpha auf den
Lebermetabolismus untersucht. Dabei wurde besonderes Augenmerk auf die Enzymaktivitat

der Zytochrom P450-Enzymfamilien, gelegt.

Daraus lassen sich folgende Fragestellungen ableiten:

1. Welchen Einfluss hat DPO alpha auf die Phase | und Phase Il Enzyme von priméren

humanen Hepatozyten aus Leberresektaten?

2. Auf welcher zellularen Ebene beeinflusst DPO alpha die Enzymreaktionen?

a. Beeinflusst DPO alpha die Enzymaktivitit einzelner CYPs iiber einen

definierten Zeitraum?

b. Wie wirkt sich DPO alpha auf die Expression der verschiedenen CYPs auf

mRNA-Ebene aus?

c. Andert DPO alpha die Expression der verschiedenen CYPs auf Proteinebene?
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3 Materialien

3.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Materialien

Hersteller

2-Mercaptoethanol

3.1.1.1 3-(2-(N,N-Diethylamino)Ethyl)-7-Hydroxy-
4-Methyl-Coumarin (AHMC)

3.1.1.2 3-(2-N, N-Diethyl-N-Methylaminoethyl)-7-
Methoxy-4-Methylcoumarin (AMMC)

3.1.1.3 3-Cyano-7-Hydroxycoumarin (CHC)

3.1.1.4 4-Methylumbelliferon (4-MU)

3.1.1.5 7-Benzyloxy-4(Trifluoromethyl) Coumarin

(BFC)

7-Ethoxy-4(trifluoromethyl) Coumarin (EFC)

7-Ethoxycoumarin (7-EC)

3.1.1.6  7-Ethoxyresorufin

3.1.1.7 7-Hydroxy-4(trifluoromethyl) Coumarin

(HFC)

3.1.1.8 7-Hydroxycoumarin (HC)

3.1.1.9 7-Methoxy-4(trifluoromethyl)coumarin

(MFC)

Acrylamid-Bisacrylamid Losung

Agarose Gel, peqGold Universal Agarose

Alamarblau

Carl Roth GmbH+Co, Karlsruhe
(Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
(Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
(Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
(Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
(Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
(Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
(Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
(Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
(Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
(Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
(Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
(Deutschland)

Carl Roth GmbH+Co, Karlsruhe
(Deutschland)

Peglab, Erlangen (Deutschland)

Biozol GmbH, Eching (Deutschland)
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Alufolie

Albumin

Ammoniumpersulfat

Aquacare

Aranesp ®, (Darbepoetin alpha) 20ug

Borsaure

Bromphenol blau

Buchnertrichter

Calciumchlorid (CaCl,)

Cellstrainer

Chloroform

Chlorwasserstoff (HCI)

D-(+)-Glukose

Deckglaschen

Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs)

destilliertes Wasser, doppelt (ddH,0)

Dibenzylfluorescein (DBF)

Diethylpyrocarbonat (DEPC)

TIM-KWK Folien Verkaufs GmbH,
Gaierhofen (Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

(Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
(Deutschland)

neolab Migge, Miinchen (Deutschland)
Amgen GmbH, Minchen (Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

(Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
(Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
(Deutschland)

Merck KGaA, Darmstadt (Deutschland)

Omnilab-Laborzentrum GmbH & Co. KG,
Bremen (Deutschland)

Carl Roth GmbH+Co, Karlsruhe
(Deutschland)

Merck KGaA, Darmstadt (Deutschland)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

(Deutschland)

Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig

(Deutschland)

Axon, Kaiserslautern (Deutschland)

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
(Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
(Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
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Dimethylsulfoxid (DMSO)

DMEM Medium Glukose angereichert (4,5 d/I)

Doxycholicsaure (0,5 %)

DPBS ohne Ca & Mg

Easycoll Separation Losung

Einmalspritzen, 2-teilig, steril, 10 ml, 20 ml

Eppendorfgfille

Essigsaure, purum > 99,0 %

Ethanol 70 %, 99,8 %

Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)

Ethylenglykoltetraessigsdure (EGTA)

Fetales Rinderserum (FCS)

Fluorescein (FL)

Formaldehyd

Gaze

Gewebekleber (Histoacryl)

Glasflasche fiir Agarosegel

(Deutschland)

Carl Roth GmbH+Co, Karlsruhe

(Deutschland)

PAA Laboratories GmbH, Pasching
(Osterreich)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
(Deutschland)

PAA Laboratories GmbH, Pasching
(Osterreich)

Biochrom AG, Berlin (Deutschland)

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
(Deutschland)

Eppendorf AG, Hamburg (Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
(Deutschland)

Apotheke, MRI Miinchen (Deutschland)

Carl Roth GmbH+Co, Karlsruhe
(Deutschland)

Carl Roth GmbH+Co, Karlsruhe
(Deutschland)

Carl Roth GmbH+Co, Karlsruhe
(Deutschland)

PAA Laboratories GmbH, Pasching
(Osterreich)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
(Deutschland)

Apotheke, MRI Miinchen (Deutschland)

Lohmann & Rauscher GmbH & Co. KG,
Neuwied (Deutschland)

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
(Deutschland)

Schott AG, Mainz (Deutschland)
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Glaspipette, serologisch, steril 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50

ml

Glutamin

Glycerol

Glycin

Guanidinhydrochlorid

Hepes

humanes Insulin

Hydrokortison

Isomylalkohol

3.1.1.10 Isopropanol
Kaliumchlorid (KCl)

Kanilen

Kollagenase P

Konische Réhrchen, steril

15 ml, 50 ml

Kumarin (C)

Luminol

Magnesiumchlorid (MgCl,)

Methanol

SPL Life Sciences, Gyeonggi-do (Siidkoera)

PAA Laboratories GmbH, Pasching
(Osterreich)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
(Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
(Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
(Deutschland)

Applichem, Darmstadt (Deutschland)

Novo Nordisk Pharma GmbH, Mainz
(Deutschland)

Pfizer Deutschland GmbH, Berlin
(Deutschland)

Carl Roth GmbH+Co, Karlsruhe
(Deutschland)

Materiallager, MRI Miinchen (Deutschland)
Merck KGaA, Darmstadt (Deutschland)

Carl Roth GmbH+Co, Karlsruhe
(Deutschland)

Roche Deutschland Holding GmbH,
Grenzach-Wyhlen (Deutschland)

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
(Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
(Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
(Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
(Deutschland)

Carl Roth GmbH+Co, Karlsruhe
(Deutschland)
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MgCl,-I6sung 25 uM

Milchpulver (wenig Fett)

Monochlorobenzen (MCB)

N, N, N’, N'- TMED

N-Acetyl-L-Zystein

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)

Natriumhydroxid (NaOH)

Natriumlaurylsulfat (SDS)

Nicht-essentielle Aminosduren

Nitrozellulosemembran

Nonident P-40 (0,5 %)

Pasteurpipetten, Glas, GroRe 230 mm, 150 mm

p-Coumarinsaure

PCR 8er-Strips

Penicillin/ Streptomycin

Percoll-Lésung

Petrischale

Axon, Kaiserslautern (Deutschland)

J.M. Gabler Saliter GmbH & Co. KG,
Obergriinburg (Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
(Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
(Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
(Deutschland)

Carl Roth GmbH+Co, Karlsruhe
(Deutschland)

Merck KGaA, Darmstadt (Deutschland)
Merck KGaA, Darmstadt (Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
(Deutschland)

PAA Laboratories GmbH, Pasching
(Osterreich)

Carl Roth GmbH+Co, Karlsruhe
(Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
(Deutschland)

neolab Migge, Miinchen (Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
(Deutschland)

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim
(Deutschland) GmbH & Co KG, Wertheim

PAA Laboratories GmbH, Pasching
(Osterreich)

PAA Laboratories GmbH, Pasching
(Osterreich)

PAA Laboratories GmbH, Pasching
(Osterreich)
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Phenol

Pipettenspitzen 0,1-10 pl, 2-200 pl, 50-1000 pl

Ponceau S

Probenecid

Proteinase K

Puc19 DNA-GroRenmarker

Reaktions-Puffer 10 x (Mg?+ frei)

Resorufin (RES)

RNAse A

Rubber policeman

Safe-Lock ReaktionsgefalRe 0,5 ml, 1,5 ml, 2.0 ml

Salicylamid

Skalpell

Steri-Drape 2 Inzisionsfolie 600 mmx450 mm

Sterilfilter

Sulforhodamin B Natriumsalz

Tape
Taq DNA Polymerase

TBE-Puffer 10X

Carl Roth GmbH+Co, Karlsruhe
(Deutschland)

Eppendorf AG, Hamburg (Deutschland)

Carl Roth GmbH+Co, Karlsruhe
(Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
(Deutschland)

Roche Deutschland Holding GmbH,
Grenzach-Wyhlen (Deutschland)

Carl Roth GmbH+Co, Karlsruhe
(Deutschland)

Axon, Kaiserslautern ( Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
(Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
(Deutschland)

PAA Laboratories GmbH, Pasching
(Osterreich)

Eppendorf AG, Hamburg (Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
(Deutschland)

Materiallager, MRI Miinchen (Deutschland)

3M Deutschland GmbH, Neuss
(Deutschland)

Carl Roth GmbH+Co, Karlsruhe
(Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
(Deutschland)

Materiallager, MRI Miinchen (Deutschland)
Axon, Kaiserslautern, (Deutschland)

Carl Roth GmbH+Co, Karlsruhe
(Deutschland)
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Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit

TRIFAST

TRIS (hydroxymethyl) aminomethan

Tris-EDTA Pufferlosung (TE-Puffer)

Trypanblau

Trypsin

Tween-20

Umbelliferon

Wasserstoffperoxid (H,0,) Losung (30 %)

Whatman Papier

Williams E Medium

Zellkulturflasche 175 cm? und 75 cm? mit

Filterkappe

Zellkulturplatten mit je 6, 48 und 96 Vertiefungen,

Flachboden mit Deckel

Zellkulturschalen 10 cm

Roche Deutschland Holding GmbH,
Grenzach-Wyhlen (Deutschland)

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
(Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
(Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
(Deutschland)

Merck KGaA, Darmstadt (Deutschland)

PAA Laboratories GmbH, Pasching
(Osterreich)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
(Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
(Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
(Deutschland)

Carl Roth GmbH+Co, Karlsruhe
(Deutschland)

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach
(Deutschland)

PAA Laboratories GmbH, Pasching
(Osterreich))

PAA Laboratories GmbH, Pasching
(Osterreich)

Omnilab-Laborzentrum GmbH & Co. KG,
Bremen (Deutschland)
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3.2 Gerate

Gerat

Hersteller

8-Kanal Pipette Research® (variabel)
1-Kanal Pipette Research® (variabel)

Absaugpumpe: Vacusafe comfort

Abzug

Autoklav: 2540 SL
Bio Photometer

ELISA-Reader: FluoStar OMEGA

Inkubator, Hera Cell 150

Intas Gel Jet Imager

Kihl- und Gefrierschranke
-80°C

- 20 °C No Frost Premium

+ 4 °C Profiline

Luer-Zange

Magnet Mixer: MR Hei-Mix L

Mastercycler Gradient S

Mikroskop: mAxiovert 40 CFL
Mikroskop: Eclipse TS 100

Mikrowelle

Eppendorf AG, Hamburg (Deutschland)
Eppendorf AG, Hamburg (Deutschland)

IBS Integra Biosciences, Fernwald
(Deutschland)

Kottermann GmbH & Co, KG, Uetze
(Deutschland)

Systec GmbH, Wettenberg (Deutschland)
Eppendorf AG, Hamburg (Deutschland)

BMG LabTech GmbH, Ortenberg
(Deutschland)

Haereus Holding GmbH, Hanau
(Deutschland)

Intas Science Imaging Instruments GmbH,
Gottingen (Deutschland)

Ewald Innovationstechnik GmbH, Bad
Nenndorf (Deutschland)

Liebherr-Holding GmbH, Biberach an der
Riss (Deutschland)

Liebherr-Holding GmbH, Biberach an der
Riss (Deutschland)

Materialwirtschaft Klinikum MRI, Miinchen
(Deutschland)

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach (Deutschland)

Eppendorf AG, Hamburg (Deutschland)

Carl Zeiss AG, Oberkochen (Deutschland)
Nikon, Tokio (Japan)

TechnoStar, Hannhofen (Deutschland)
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NanoDrop®

Neubauer Zédhlkammer

Peristaltikpumpe

Ph-Meter: PB-11

Pipetus®Pipettierhilfe

PowerPac™ HC Power Supply

Shaker

Sterilbank (Bench)

Thermostat
Vortex Genie 2

Waage: EG 220-3 NM

Wasserbad

WB Zubehor:

Gel Kammer: Wide Mini Sub Cell 6R

GieRstander

Glasplatten

Zentrifuge: Centrifuge 5804R

Zentrifuge: Centrifuge 5417R

Thermo Electron LED GmbH,
Langenselbold (Deutschland)

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda
Koénigshofen (Deutschland)

Carl Roth GmbH+Co, Karlsruhe
(Deutschland)

Sartorius AG, Gottingen (Deutschland)

Hirschmann Laborgerate GmbH & Co. KG,
Eberstadt (Deutschland)

BioRad Laboratories GmbH, Miinchen
(Deutschland)

Labinco BV, Breda (Holland)

BDK (Luft- und Reinraumtechnik GmbH),
Sonnebiihl — Genkingen (Deutschland)

Eppendorf AG, Hamburg (Deutschland)
Scientific Industries, New York (USA)

Kern und Sohn GmbH, Balingen
(Deutschland)

MemmertGmbh Co Kg, Schwabach
(Deutschland)

BioRad Laboratories GmbH, Miinchen
(Deutschland)

BioRad Laboratories GmbH, Miinchen
(Deutschland)

BioRad Laboratories GmbH, Miinchen
(Deutschland)

Eppendorf AG, Hamburg (Deutschland)

Eppendorf AG, Hamburg (Deutschland)
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3.3 Software

Verwendete Software

Hersteller

EndNote X3.0.1

FloJo 7.5
Graph Pad Prism 5.01
Imagel 1.42q

Intas Image Software

OMEGA Software fir FLUOstar, V1.10

Japone/ Team LnDL, Thomas Reuters,
San Francisco, USA

Tree Star, Inc., Ashland, OR (USA
GraphPad Software Inc., San Diego (USA)
National Institute of Health (USA)

Imaging Instruments GmbH, Gottingen
(Deutschland)

BMG Labtech, Offenburg (Deutschland)
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4 Methoden

4.1 Kulturmedien

4.1.1 Verwendete Medien

Medium

Mediumzusdtze

Konzentration

Kulturmedium
(William‘s Medium E)

Penicillin 100 U/ml
Streptomycin 100 pg/ml
Hydrokortison 0,8 ug/ml

HEPES 15mM
Insulin 1 mM
FCS 10%
L-Glutamin 1%
nicht essentielle Aminosauren
Natriumpyruvat 1mM

Setzt sich aus oben stehenden Substanzen zusammen und wird bei 4°C

gelagert.
William‘s Medium E
Glutamin 1%
Hungermedium HEPES 15mM
Penicillin 100U
Streptomycin 100 uMm
Substanzen steril filtrieren und bei 4°C lagern
Stimulationsmedium William‘s Medium E (Kulturmedium)
Darbepoetin alpha 2ul

4.2 Hepatozytenisolation

Die Isolation der humanen Hepatozyten beruht dem Isolationsverfahren, beschrieben von

Knobeloch et al (74).

4.2.1 Verwendete Losungen zur Hepatozytenisolation

Losungen Menge Chemikalien Konzentration

83g Natriumchlorid 142 mmol
5g Kaliumchlorid 6,7 mmol
Perfusionslésung | 24g Hepes 100 mmol
(pH 7,4) 0,408 ¢ N-Acetyl-L-Zystein 100 mmol

0,475 g EGTA 2,4M

Lésung steril filtrieren und bei 4 °C lagern.
. 100 ml FCS 20%
S LA 500 ml DPBS
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(pH 7,4) Lésung steril filtrieren und bei 4 °C lagern.
585¢g Natriumchlorid 67 mmol
0,75g Kaliumchlorid 6,7 mmol
Perfusions-Lﬁsung 1 36,0¢g HEPESs 100 mmol
(pH 7,6) 758 Albumin 0,5%
1,05¢ Kalziumchlorid 4,8 mM
Substanzen in dH,0 I6sen und auf 1500 ml mit dH,0 auffiillen.

4.2.2 Durchfiihrung

Samtliche Arbeitsschritte wahrend der Isolation wurden unter sterilen Voraussetzungen

durchgefiihrt. Alle Losungen wurden steril bei 4 °C gelagert. Zur Vorbereitung wurde ein

Wasserbad auf eine Temperatur von 39 °C erhitzt, da bei einer Temperatur zwischen 37-

40 °C die Enzymaktivitat der fiir die Hepatozyten-Isolation bendtigte Kollagenase optimal ist.

Ein chirurgisches Abdecktuch und ein Becherglas mit darin enthaltenem zerstoRenem Eis

und einigen 50 ml Réhrchen wurden fiir die Hepatozytenisolation bendtigt.

Perfusionsdurchlauf |

Pumpe

Buchner

Trichter Perfusionslésung |

39°¢ (O |

Perfusionsdurchlauf Il

Perfusionslosung |l

39°C

Abbildung 11: Perfusionsschritte fiir die Hepatozytenisolation
Bildabschnitt A zeigt den ersten Perfusionsdurchlauf. Die Perfusionslésung | entfernt verbliebenes
Blut aus dem Leberresektat. Bildabschnitt B zeigt den zweiten Perfusionsdurchlauf, bei dem die
Hepatozyten durch die der Perfusionslésung Il zugefiigten Kollagenase aus dem Lebergewebe

herausgeldst werden.

Nachdem das Resektat der Leber in eine Petrischale gegeben wurde, konnten makroskopisch

kleine Gefdlle an dessen Resektionsenden ausfindig gemacht werden. Um den GefalRaufbau

des Praparats zu nutzen, wurde jeweils eine Kanlile an mindestens drei der groRten GefaRe

unter Zuhilfenahme eines Gewebeklebers eingeklebt. Die (brigen kleinen noch offenen
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GefaRe, welche sich an der Resektionsstelle befanden, wurden abgedichtet. Die Kanilen
wurden nun mit einem Silikonschlauch, der an die Pumpe angeschlossen war, verbunden
und die prdparierte Leber in den Buchnertrichter platziert. Es begann der erste
Perfusionsdurchlauf (Abbildung 11 A). Zur Optimierung der Lebergewebsperfusion wurden
die LebergefdlRe zundachst mit mindestens 500 ml der Perfusionslésung | durchspilt. Das in
der Losung enthaltene EGTA verhinderte die Gerinnung von noch in den GefaRen
vorhandenem Blut und spiilte es heraus. Dieser Arbeitsschritt wurde so lange wiederholt, bis
das Blut komplett aus dem Gewebe ausgewaschen war (20 - 30 min.). Je besser die Perfusion
innerhalb des Resektates war, umso mehr Lebergewebe konnte durch die Kollagenase

angedaut werden.

Wahrend dieses Waschvorgangs wurde der Perfusionslésung Il (circa 100 ml) diejenige
Menge an Kollagenase P hinzugefiigt, die man bendétigte, um das Gewebskollagen

aufzulésen. Die Menge hing von der GroRe des Resektates ab.

Im zweiten Perfusionsdurchlauf wurde die Perfusions-Losung und dessen Zirkulation
geandert, sodass die Losung nicht mehr lber den Buchnertrichter in den Abfall gelangte,
sondern erneut mit Hilfe der Pumpe im Lebergewebe rezirkulierte (Abbildung 11 B). Nach
etwa 20 min., beziehungsweise wenn das Gewebe sich durch geringen Druck verformen lieR,
konnte dieser Prozess beendet werden. Anschliefend erfolgte die Perfusion mit 50 ml der
Stopp-Losung, um weiteren Verdau des Lebergewebes und der darin enthaltenen

Hepatozyten zu verhindern.

Dann wurde das Leberstiick in die Petrischale gelegt und erneut Stopp-Losung hinzugefiigt.
Das Resektat wurde mittels Butterflyschnitt in zwei Halften geschnitten und mit dem Skalpell
und einer Pinzette zerkleinert, sodass die Hepatozyten besser isoliert werden konnten. Nun
wurde erneut Stopp-Losung hinzugefiigt und der gesamte Inhalt der Petrischale Uber
trichtergeformte Mullkompressen in 50 ml Rohrchen gegeben. So war gewahrleistet, dass
vor allem Zellen und kaum Gewebstrimmer in die Roéhrchen gelangten. Die Hepatozyten
wurden mittels Zentrifugation fir 5 min. bei 4 °C und 100 g von der Kollagenasel6sung
getrennt und einmalig mit PBS gewaschen. AnschlieRend wurde der Uberstand verworfen,
das Zell-Pellet in William‘s Medium E (Kulturmedium) resuspendiert und bei 4 °C gelagert
werden. Nun folgte die Berechnung der Gesamtzellzahl (wie unter Punkt 4.3 beschrieben)

und die Beurteilung Viabilitat der Hepatozyten.
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Berechnung der Viabilitat (Vi):

| vi=zx100/G |

Vi: Viabilitat in %
Z: Lebende Zellen
G: Gesamtzellzahl

Wenn die Viabilitdt der Gesamtzellzahl gering ausfiel, das heiRt unter 75 %, erfolgte die

Trennung von toten und lebenden Zellen durch eine Dichtegradientenzentrifugation.

Wahrend der gesamten Zellisolation konnten Kulturplatten fiir die Kultivierung der isolierten
Hepatozyten vorbereitet werden. Die Voraussetzung fir die Adhasion der Hepatozyten war
zum einen der Zell-Zell-Kontakt und zum anderen eine geeignete Oberflache. Die Zelldichte
spielte fir die kontinuierliche Verteilung und den Kontakt der Zellen untereinander eine
groRe Rolle, daher wurden die Hepatozyten auf 0.1 — 0.2 * 10° Zellen pro cm? ausplattiert.
Die Oberflache der Kulturplatten wurde zuvor mit einer Proteinmatrix Uberzogen. Sie
enthielt ausschlieRlich Kollagen Typ |, welches von Rattenschwédnzen gewonnen wurde.
Diese Beschichtung ermdglichte den Hepatozyten schnell Aktinfilamente auszubilden und so

an der Platte anzuhaften.

4.3 Zellzahlbestimmung und anschlieBendes Ausplattieren

Die Zellzahlbestimmung dient der gleichmaBigen Verteilung einer bestimmten Anzahl von

Zellen auf eine Well-Platte.

4.3.1 Durchfiihrung
Zellsuspension und Trypan blau wurden im Verhaltnis 1:1 gemischt und ein Teil in die
Neubauer Zdhlkammer zwischen Deckglas und Kammerboden pipettiert, sodass sich die

Suspension gleichmalig unter dem Deckglas verteilen konnte.
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Abbildung 12: Neubauer Zihlkammer (unterschiedliche Mikroskopansichten)

Links dargestellt ist die Sicht auf die vollstindige Zdhlkammer. Das rechte Bild zeigt den
Ausschnitt des rechten oberen Feldes der Zdhlkammer mit darin enthaltenen Zellen (kleine
Kreise). Der Pfeil im rechten Bild schldigt eine Zdhlrichtung fiir die Zellzahlbestimmung vor.

In den jeweiligen Quadranten wurden nur die im Mikroskop hellblau erscheinenden,
lebenden Zellen gezahlt und von ihnen ein Mittelwert gebildet (Abbildung 12). Mit diesem

Ergebnis lieR sich die Gasamtzellzahl (G) der Zellsuspension berechnen (124).

Berechnung der Gasamtzellzahl (G):

G=mxVsxVxF

G: Gesamtzellzahl

m: Mittelwert aller lebenden Zellen
V:: Verdiinnungsfaktor (hier: 10)

V: Volumen der Zellsuspension

F: Faktor der Zdhlkammer (10%)

Fiir das Ausplattieren einer bestimmten Zellanzahl, wurde der Anteil an der Gesamtzellzahl
(G) berechnet der 1 ml Zellsuspension enthielt. AnschlieBend wurde das gewilinschte
Volumen aus der Zellsuspension entnommen, mit Medium verdiinnt und in eine Kulturplatte

pipettiert.

4.4 Zytotoxizitatstest nach Stimulation mit Darbepoetin alpha
Dieser Versuch soll sicherstellen, dass die in der vorgelegten Arbeit ausgewahlte

Konzentration an DPO alpha nicht toxisch fiir die humanen Hepatozyten ist. Zur Bestimmung
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der Zytotoxizitat wird der Fluoreszensfarbstoff Alamarblau benutzt. Die Methode beruht auf

dem Analyseverfahren von O‘Brien et al. (106).

4.4.1 verwendete Losungen fiir die Messung der Toxizitat

Losungen Chemikalien Konzentrationen

40; 20; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625
DPO alpha
DPO alpha-Lésungen und 0,3125 ng/ml

DPO alpha mit Hungermedium in den angegebenen
Konzentrationen mischen.

4.4.2 Durchfiihrung

Zunachst wurden humane Hepatozyten auf eine 96 Well Zellkulturplatte, wie unter Punkt 4.3
beschrieben, ausgesat; wobei die duRersten Wells der Platte frei blieben. Nach zweimaligem
Waschen mit PBS wurden die Hepatozyten mit DPO alpha-Losungen (in absteigenden
Konzentrationen) Giber den Zeitraum von 72 h stimuliert. Der Versuchsaufbau stellte sich wie

folgt dar:

o

Abbildung 13: Versuchsaufbau des Toxizitditstests

Schematische Darstellung einer 96 WP. Die duferen Wells (weifse Kreise) und die
Kontrolle (dunkelgraue Kreise) enthielten Hungermedium. In den (ibrigen Wells (hellgraue
Kreise) befanden sich DPO alpha-Lésungen in absteigender Konzentration.
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In die Wells am Rand der Platte wurde nur Medium pipettiert, zum Schutze der inneren
Wells vor Verdunstung. Die ubrigen Wells wurden mit je 100 pl absteigender
Konzentrationen DPO alpha-Losungen belegt. Als Kontrolle diente Hungermedium ohne
Zusatz mit DPO alpha. Nach Ablauf der Stimulationszeit wurden die Losungen entfernt und
durch 10 upl Alamarblau Reagenz ersetzt. Dieses wurde von den Zellen allmahlich
metabolisch zu Resorufin umgesetzt und konnte so photometrisch erfasst werden. Die

Fluoreszenz wurde nach 2 und 4 h bei 530/630 ex/em gemessen.

4.5 Stimulation humaner Hepatozyten mit DPO alpha

Fir die Stimulation werden primdre humane Hepatozyten auf finf 96 Well-Platten
ausplattiert. Jede Platte steht fiir einen bestimmten Zeitpunkt in der Zeitkurve und wird zu
diesem mit DPO (8 ng/ml) stimuliert. Der 0 h Zeitpunkt dient als Kontrolle, er bleibt wahrend

der gesamten Zeit unstimuliert (Abbildung 14).

>

- 8 ng/ml DPO alfa

2y
o,

=

AN ’

Oh 8h 24 h 48 h 72 h t

Abbildung 14: Stimulations-Schema
Zu den Zeitpunkten 8, 24, 48 und 72 h wurde je eine 96 Well-Platte mit 2 ul DPO alpha stimuliert,
wdhrend die Kontrolle nicht stimuliert wurde.

4.5.1 Durchfiihrung
Als erster Schritt wurden die humanen Hepatozyten, wie unter Punkt 4.3 beschrieben,
ausplattiert und zur Adhasion fiir 24 h in den Inkubator bei 37 °C, 5% CO, gestellt. Nach
Ablauf der 24 h wurde das Medium durch Hungermedium ersetzt. Hierbei durften die
adhdrierten Zellen nicht vom Boden gel6st werden. Die Stimulation der einzelnen Platten
erfolgte nach dem oben beschriebenen Schema. Die letzte Platte (0 h), welche Uber die drei

Tage nicht stimuliert wurde, diente als Referenz.
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Nach Ablauf der drei Tage konnten die Aktivitaten verschiedener Phase | und Phase Il

Enzyme mittels photometrischer Fluoreszenzmessung ermittelt werden.

4.6 Photometrische Messung der Phase I- und II-Enzymaktivitat

Die Messung der Enzymaktivitat von Phase I- und II-Enzymen beruht auf einem modifizierten

Fluoreszenz-basierten Verfahren von Donato et al. (27).

4.6.1 verwendete Losungen fiir die Messung der Enzymaktiviat

Losungen Menge Chemikalien Konzentration
0,178 g Natriumhydrogenphosphat 1 mM
8,006 g Natriumchlorid 137 mM
0,373 g Kaliumchlorid 5mM
0,048 ¢ Magnesiumchlorid 0,5 mM

CYP-Puffer 0,222 Kalziumchlorid 2mMm

(pH 7,4) , g alziumchlori m

1,802 g D-(+)-Glucose 10 mM
2,383¢g HEPES 10 mM

Substanzen in einem Volumen von 900 ml dH,O lésen und bis zu

1 I mit dH,0 auffiillen.

Salicylamid Stock-
Losung (Sal)

137,11 mg

Salicylamid

Salicylamid in einem Volumen von 10 ml DMSO lésen und bei

-20 °C lagern.

Probenecid Stock-
Losung (Pro)

570,8 ug ‘

Probenecid

200 mM

Probenecid in einem Volumen von 10 ml DMSO lésen und bei

-20 °C lagern.

Dicumarol Stock-
Losung (Dic)

33,6 mg

3,3’-Methylene-bis-(4-
hydroxycoumarin)

10 mM

Dicumarol in einem Volumen von 10 ml DMSO lésen und bei

-20 °C lagern.

4.6.2 Durchfiihrung

Zur Bestimmung der Enzymaktivitdat der einzelnen CYPs wurde jedem Enzym ein Substrat

zugeordnet, welches durch Inkubation mit den Hepatozyten in ein Stoffwechselprodukt

umgesetzt wurde (Tabelle 4). Uber den Zeitraum von 100 min. konnte durch eine Zu-

beziehungsweise Abnahme der Fluoreszenz auf die jeweilige Enzymaktivitat riickgeschlossen

werden.
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Tabelle 4: Phase I/ll Enzyme und deren Substrate

Phase | Enzymaktivitat Phase Il Enzymaktivitat
Reaktionsenzym | Substrat Substrat Metabolite (Phase 1) Substrat Anregung/
konz. Substrate (Phase Il) konz. Emission
CYP1A1/2 7-ethoxy- 25 UM
kumarin 7-hydroxykumarin 50 uM
CYP2A6 Kumarin 50 uM
CYP2D6 AMMC 10 uM AHMC 5uM
CHC 12,5 uM
Monochlorobimane 50 uM 355nm /460 nm
4-methylumbelliferon 12,5 uM
CYP2B6 EFC 30 uM
CYP2E1 MFC 5uM HFC 25 uM
CYP3A4 BFC 5uM
CYP2C8/9 DBF 12,5 uM Fluoreszein 0,25 uM 485 nm /520 nm
CYP1/2A1 7ER 7,5 uM Resorufin 1puM 544 nm /590 nm

Zu jeder Stocklésung der Substrate wurde der CYP Puffer hinzugegeben. Zusatzlich wurden

jedem Substrat der Phase | 15 pl Sal und 10 pl Pro hinzugefiigt. DBF und 7ER wurden noch

1 ul Dic hinzugegeben. Diese Zusatze hinderten die Substrate an ihrem spontanen Zerfall. Als

Negativkontrolle dienten zwei Wells fiir jedes zu untersuchende Enzym, die mit Methanol fir

15 min. bei 37 °C fixiert wurden (Abbildung 15). Der Alkohol totete die Zellen ab und sorgte

dafir, dass kein enzymatischer Umsatz der Substrate mehr zustande kommen konnte.

Phase | Phase Il

7 8 9 10 11 12
000
00
00
00e
XX
000
QO

;Y_l ;Y_l

Kontrollen Kontrollen
Phase | Phase 1l

Abbildung 15: Schematische Darstellung einer 96 Well-Platte zur Untersuchung der Phase I-

und Phase Il Enzymaktivitdt
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Dargestellt ist das Pipettierschema fiir die Bestimmung der Aktivitéit der Phase | und Phase Il
Enzyme. In die Wells A1-A6, B1-B6 und so weiter wurden jeweils die Substratlésung fiir eines der
CYPs aus Phase | gegeben. Das gleiche Schema wurde bei der Bestimmung der Phase Il
Enzymaktivitét fiir die Wells 7A-12A usw. angewendet. Als Negativkontrollen der einzelnen Phase
I und Phase Il Enzyme dienten die Wells 5, 6 A- G und 11, 12 A - G (graue Kreise).

AnschlieBend wurden alle Wells mit der dazugehdrigen Substratlosung belegt und tber den
Zeitraum von 100 min. im Abstand von 10 min. photometrisch vermessen. Nach den
Messungen wurden auch die Ubrigen Zellen mit Methanol fixiert. Die Gesamtmenge an
Protein konnte mittels Sulforhodamin B Farbung erfasst und mit der umgesetzten

Substratmenge verrechnet werden.

4.7 Sulforhodamin B Farbung (SRB)

Die SRB Farbung beruht auf der Methode von Voigt (137). Mit ihr kann die Proteinmenge

und somit die Zellzahl einer Probe photometrisch bestimmt werden.

4.7.1 Verwendete Losungen zur SRB Farbung

Lésungen Menge Chemikalien Konzentration
02g Sulforhodamin B (SRB) 0,4 %
SRB Losung 50 ml Essigsaure 1%

Sulforhodamin B in Essigséure I6sen und im Dunkeln bei RT lagern.

500 pl Essigsaure 1%

Essigsaureldosung
Essigscdure mit 44,5 ml dH,O vermischen.

TRIS Lésung 0,606 g TRIS 10 mM

(ungepuffert) TRIS in 500 ml dH,0 Iésen und bei RT lagern.

4.7.2 Durchfiihrung
Zunachst wurde den humanen Hepatozyten das Nahrmedium entnommen und durch
Methanol ersetzt. Dieser Vorgang diente der Fixation der Zellen. Nach 15 min. konnte das
Methanol entfernt und die Proben fiir 30 min. bei RT auf einem Schwenkinkubator mit der
SRB Loésung inkubiert werden. In dieser Zeit bindet das SRB an Aminosduren der
Zelloberflachen. Nach Ablauf der Zeit wurde die Losung wieder entfernt. Um das restliche,
ungebundene SRB zu entfernen, wurden die Zellen vier Mal mit der Essigsdurelosung
gewaschen. Durch anschlieRende Zugabe der TRIS Losung (100 ul/Well) wurde der pH Wert

angehoben. So konnte sich das gebundene SRB von den Zellen ablésen und photometrisch
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bestimmt werden. Es wurde die Absorption bei 565 nm und 690 nm (Hintergrund) gemessen

und voneinander subtrahiert. Die ermittelten Messwerte korrelierten mit dem Proteingehalt

der Zellen und somit lieR sich auch die Zellzahl einer Probe bestimmen.

4.8 Isolation von Ribonukleinsaure (RNA) aus Hepatozyten

Die Isolation der RNA beruht auf der Methode von Chomczynski (16). AnschlieRend erfolgte

die Bestimmung der Menge und Reinheit der RNA. Nachdem auch die Intaktheit der RNA

Uberprift wurde, konnte die RNA in cDNA umgeschrieben und fiir die PCR verwendet

werden.

4.8.1 verwendete Losungen fiir die RNA Isolation

Losungen Menge Chemikalien Konzentration
1ml Diethylpyrocarbonat 5
SERCE Diethylpyrocarbonat in 1000 ml dH,0 Iésen. Die Lésung
autoklavieren und bei RT lagern.
540 g TRIS (hydroxymethyl)aminomethan 0,89 M
TBE Puffer 10 X 275g Borsaure 0,89 M
(pH 8,3) 37,3g Ethylendiamintetraacetat (EDTA) 20 mM
Substanzen in 5000 ml dH,0 auflésen und bei RT lagern.
100 ml TBE Puffer 1M
15¢g peqGOLD Universal Agarose 1,5%
6 ul Ethidiumbromid
Agarosegel Die Agarose und den TBE-Puffer miteinander vermischen und fiir
(1,5%) 2 min. bei 900 Watt in die Mikrowelle stellen, bis sich die Agarose

vollsténdig aufgeldst hat. Nach Zugabe von 6 ul Ethidiumbromid
pro 100 ml das Gel in eine vorbereitete Gelkammer, die zuvor mit
einem gewlinschten Gelkammerrechen versehen ist, giefsen. Die

Aushdrtung dauert etwa 20 min.

PCR-Ladepuffer
5X

1mg Bromphenol blau 7
25 ml TBE-Puffer 5-fach
5ml Glycerol 10 %

TBE-Puffer, Glycerol sowie 20 ml H,0 miteinander vermischen und

darin das Bromphenol blau I6sen. Bei 4 °C lagern.

4.8.2 Durchfiihrung

Fiir die RNA-Isolation aus humanen Hepatozyten wurde als erstes das Kulturmedium aus

jedem Well einer kultivierten 6 Well-Platte aspiriert. Als nachstes wurde jedem Well 1 ml
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TRIFAST hinzugegeben und durch leichtes Schwenken gleichmaRig verteilt. Dieser Vorgang
diente der Zellwandlyse. Um eine vollstiandige Lyse zu erreichen, wurde die Platte fir ca.
15 min. auf Eis gestellt. Die Zelllysate konnten mittels Zellschaber vollstandig vom Boden
abgelost, in ein steriles 2 ml Eppendorfgefald Gberfiihrt und fir 5 min. bei Raumtemperatur
inkubiert werden. Nach Zugabe von 200 ul Chloroform wurde die Zellsuspension fiir 15 s auf
dem Vortexgerat gemischt. Danach folgte eine erneute 5-minitige Inkubationszeit unter RT.
Bei einer Zentrifugalbeschleunigung von 14.000 g und einer Temperatur von 4 °C wurden die
Zelllysate fiir 10 min. zentrifugiert. Wahrend dieser Zeit wurden in frische EppendorfgefdRe
500 ul Isopropanol gegeben. Durch die Zentrifugation teilten sich die Zellproben in drei
Phasen auf. Eine klare obere Phase, sie enthielt die gewlinschte RNA, eine triib-milchige
Phase, welche die klare von der unteren rotlichen Phase trennte. In der rotlichen Phase
befanden sich TRIFAST und Proteine. Durch vorsichtiges Pipettieren wurde die obere klare
Phase in das mit Isopropanol gefiillte Eppendorfgefdll Uberflhrt, anschliefend leicht

gemischt und fir 5 min. auf Eis gestellt. Die Kiihlung erfolgte zum Schutze der RNA.

Die folgenden Arbeitsschritte dienten der Aufreinigung der RNA, welche zum jetzigen

Zeitpunkt noch mit Proteinen und Trifast-Rlckstanden leicht verunreinigt war.

Das EppendorfgefdR, welches nur noch die klare RNA-Losung und das Isopropanol enthielt,
wurde bei 14.000 g und 4 °C fur 10 min. zentrifugiert. Hierdurch setzte sich die gallertige
RNA am Boden des EppendorfgefaBes ab, so dass der Isopropanoliiberstand vorsichtig
abgenommen werden konnte und ein RNA-Pellet zuriick blieb. Dieses Pellet wurde im
Anschluss daran drei Mal mit Ethanol gereinigt. Dazu wurde 1 ml Ethanol (70%) auf das
Pellet pipettiert und fiir 10 min. bei 14.000 g und 4 °C erneut zentrifugiert. Nach dem
Waschvorgang wurde das RNA-Pellet in 30 pul DEPC-H,0 resuspendiert. Das Eppendorfgefal
musste nun noch fiir etwa 30 min. offen auf Eis gelagert werden, damit noch vorhandenes

Ethanol verdampfen konnte. Die RNA Proben wurden anschlieRend bei -20 °C gelagert.

4.9 Photometrische Bestimmung der RNA Konzentration und Reinheit

Konzentration und Reinheit der RNA konnten mit Hilfe der Photometrie bestimmt werden.
Hierzu wurde der NanoDrop verwendet. Da die RNA-Proben in DEPC-H,O gelGst waren

wurde als erstes der Blindwert mit DEPC-H,0 vom Gerat ermittelt. Dieser Wert wurde spater
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bei den Messungen der Proben automatisch vom Gerat verrechnet. Nun wurden 2 pl Probe
in das Photometer gegeben und die Extinktion bei 230 nm, 260 nm und 280 nm bestimmt.
Fiir die Quantifizierung der RNA war vor allem die Extinktion bei 260 nm von Bedeutung, da
hier die Absorptionseinheit von 4 pg der einzelstrangigen RNA pro ul entsprach. Die RNA-

Menge wurde durch folgende Formel berechnet:

Berechnung der Konzentration (C):

C = Ez60nm X VX 4pg/l |

C: Konzentration
E: Extinktion
V: Verdinnungsfaktor (hier: 50)

Die RNA-Konzentration konnte direkt am Photometer abgelesen werden. Fir die
Reinheitsbestimmung waren zusatzlich die Ergebnisse der ermittelten Extinktionen bei
230 nm und 280 nm jeder Probe hilfreich. Es wurden die Quotienten Exzeo nm/EX280 nm und
EX260 nm/EX230 nm gebildet. Anhand des ersten konnten Rickschlisse auf Verunreinigung mit
Proteinen gezogen werden. Der zweite gab Hinweise auf Verunreinigung mit Phenolen. Bei
Werten zwischen 1,5 und 2,0 konnten die Proben als anndhend rein betrachtet werden und

wurden anschlieRend auf ihre Intaktheit gepruft.

4.9.1 Uberpriifung der RNA Qualitit
0,5 pug RNA je Probe wurden mit DEPC-H,0 auf ein Gesamtvolumen von 10 ul aufgefillt und
mit 3 pl PCR-Ladepuffer vermischt. Alle Proben plus einmal ein DNA-GréRenmarker wurden
anschliefend in die Taschen des Agarosegels, welches sich in der Gelkammer befand,
Ubertragen. Im Anschluss wurde die Gelkammer bei einer Gleichspannung von 90 V fir
40 min. angeschlossen. Durch die angelegte Spannung konnten die Proben vom Negativ-
zum Positivpol ,laufen”. Hierbei interkalierte das Ethidiumbromid in die Nukleinsduren der
RNA, sodass sie unter UV-Licht sichtbar wurde. Wenn zwei deutlich abgrenzbare Banden
(18S- und 28S-Banden) wie in Abbildung 16 gezeigt, zu erkennen waren, galt die RNA-Probe

als intakt.
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Abbildung 16: Beispiel fiir intakte RNA
Links zu sehen ist eine helle Bande, der GréfsSenmarker. Die weiteren Banden stellen intakte RNA
aus vier verschiedenen Proben dar, zu erkennen an jeweils zwei scharfbegrenzten 18S- und 28S

Banden.

4.9.2 Herstellung komplementarer

Voraussetzung fiir die reverse Transkiptase

28 S
18 S

Desoxyribonukleinsdure

(cDNA), als

Die angewandte Methode beruht auf dem Verfahren nach Wiame et al. (148). Fir die

Herstellung von ¢cDNA aus RNA wurde das Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit

benutzt (Tabelle 5).

Tabelle 5: High Fidelity cDNA Synthesis Kit

- . RNA-
Caps Chemikalien Konzentration .
Mastermix
| Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase 1,1 ul
Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase
] . 5-fach 4l
Reaction Buffer

1] Protector RNase Inhibitor 40 U/l 0,5 pl
v Desoxynucleotide Mix 10 mM 2 ul

\'} Anchored-oligo(dT)18Primer 50 pmol/pl

VI Dithiothreitol (DTT) 1l
Vii Eppendorfgefale 0,5 ml PCR clear

4.9.3 Durchfiihrung

Zunachst musste errechnet werden, welches Volumen (x in pl) nétig war, um 2 ug RNA einer

RNA-Probe zu erhalten. Uberstieg x ein Volumen von 10,4 pl, so wurden x=10,4 pl

verwendet. Zunachst erfolgte das Ansetzten des Proben-Primer-Mix:

» 1 ul der High Fidelity Reverse Transcriptase

» x ul RNA-Probe
> (10,4-x) ul DEPC-H,0
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Der Mix aus Primer und Proben wurde im Thermocycler fiir 10 min. bei 65 °C denaturiert

und anschlieBend auf 4 °C abgekiihlt.

Wahrenddessen konnte der Mastermix fir die cDNA-Synthese angesetzt werden
(Zusammensetzung siehe Tabelle 5). 8,6 pl des Mastermix wurden dem abgekihlten
Eppendorfgefall mit dem Proben-Primer-Mix hinzugefligt, sodass das Gesamtvolumen nun
20 pl betrug. Im direkten Anschluss wurde mit der Inkubation begonnen. Sie erfolgte fir
30 min. bei 45 °C im Thermocycler. Durch Erhitzen der Probe auf 85 °C fiir 5 min. wurde die
High Fidelity Reverse Transcriptase inaktiviert. Wahrend die Proben anschlieBend wieder auf
4 °C abgekihlt wurden, kam es zur Reaktion. So konnte aus der einstigen RNA einer Probe
die gewiinschte cDNA gewonnen werden. Zuletzt wurde die synthetisierte cDNA mit DEPC-
H,0O 10-fach verdinnt und konnte im Folgenden fiir die Reverse-Transkriptase-Polymerase-
Kettenreaktion verwendet werden. Die Intaktheit und die relative Quantitdt der cDNA
wurden mittels PCR unter Verwendung des Primers fiir Glycerinaldehyd-5-phosphat-

Dehydrogenase (GAPDH) ermittelt.

4.9.4 Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)
Die PCR ist eine enzymatisch katalysierte Methode zur Amplifizierung spezifischer DNA-
Sequenzen. Diese DNA-Replikation lauft in vitro ab und dient sowohl dem Nachweis, als auch
der Vervielfaltigung kleinster DNA-Mengen. Durch Erhitzen der DNA-Matrize auf 95 °C
denaturieren die DNA-Fragmente und es entstehen Einzelstrange. Nun erfolgt die
Anlagerung (Annealing) des Primerpaares (sequenzspezifische Oligonukleotide) an die
jeweils komplementdare DNA-Sequenz. Die dafiir benétigte Temperatur ist abhangig vom
verwendeten Primerpaar. Anschliellend erfolgt die DNA-Synthese. Bei einer Temperatur von
70-72 °C werden durch eine thermostabile Tag-DNA-Polimerase die Primerenden mit Hilfe
verschiedener Oligonukleotide verldangert (Elongation). Durch das Wiederholen dieses Zyklus
in einem Thermocycler ist es moglich, die gewlinschte DNA-Sequenz beliebig zu replizieren.

Die verwendeten Primer sind in der Tabelle 6 aufgefiihrt.
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Tabelle 6: Verwendete Primer

Aufgelistet sind alle wihrend der DNA-Analyse verwendeten Primer. Die Primer wurden auf
www.pubmed.com mittels des Primer Blasts erstellt und bei MWG Operon hergestellt. Die Spezifitdt

der Primer wurde durch einen genomweiten Blast verifiziert.

e Sequenz 5' nach 3' T’:nmn:::::ﬁr Amp!.ifikations- Accession | Template
Sense Primer antiSense Primer [°cl GroRe [bp] Nummer [ng]
CYP1A1 | TTC GTC CCC TTC ACC ATC CTG AAT TCC ACC CGT TGC 55 302 000499 30
CYP1A2 | TCG ACC CTT ACA ATC AGG TGG GCA GGT AGC GAA GGA TGG G 60 254 000761 30
CYP2C9 | CTG GAT GAA GGT GGC AAT TT AGA TGG ATA ATG CCC CAG AG 59 308 000771 30
CYP2E1 | GAC TGT GGC CGA CCT GTT AC ACG ACT GTG CCC TGG G 59 297 000773 30
CYP3A4 | ATT CAG CAA CAA GAA CAA GGA CA | TGG TGT TCT CAG GCA CAG AT 64 314 017460 30
GAPDH | GTC AGT GGT GGA CCT GAC CT AGG GGT CTA CAT GGC AAC TG 56 112 002046.3 30

4.9.5 Durchfiihrung

Von der zu untersuchenden cDNA-Probe wurde ein Volumen x zwischen 2 und 10 ul in ein

Eppendorfgefall Gberfiihrt. Als Negativkontrolle diente DEPC-H,0, von welchem die gleiche

Menge ebenfalls in ein Eppendorfgefal pipettiert wurde. Die Herstellung des PCR - Master-

Mix war der nachste Schritt.

Fir jede Probe wurden

zusammensetzte:

2 ul Mg®*

VvV V V V VY VY V

(20-x) ul Mastermix bendotigt, welcher

1 ul antiSense Primer

1 ul Sense Primer
(20-(6,6+x)) pl DEPC-H,0
0,5 pl dNTP-Mix

2 ul Reaktionspuffer (Mg**-frei)

0,1 ul Tag-Polymerase

sich wie folgt

Nun wurde der PCR - Mastermix zu jeder Probe und zur Negativkontrolle hinzugefiigt, leicht

durch Vortexen vermischt und anschlieBend in den Thermocycler gestellt. Folgendes

Programm wurde angewendet:
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Abbildung 17: Schematische Darstellung der Thermocycler-Einstellung fiir die RT-PCR
Abgebildet ist die Einstellung eines Thermocyclers, die standardmdfig zur Durchfiihrung einer PCR
verwendet wurde. Hierbei war zu beachten, dass fiir jeden Primer eine spezifische Annealing-
Temperatur zu wdéhlen ist.

Nach diesem Vorgang wurden jeweils 7 pl PCR-Ladepuffer zur Probe und Negativkontrolle
gegeben, mit dem Vortexer vermischt und fir kurze Zeit zentrifugiert. AnschlieRend wurden
10 pl einer Probe in je eine Geltasche des Agarosegels Uberfiihrt und unter Anlegen einer
Spannung von 90 V fir 40 min. trennten sich die DNA-Fragmente der Ladung nach auf.
Zuletzt konnte das Gel unter UV-Belichtung fotografiert werden. Es folgte die

densitrometrische Analyse der einzelnen Gele wie unter Punkt 4.11 beschrieben.

4.10 Western Blot

Der Western Blot (WB) ist ein Verfahren, gezielt bestimmte Proteine aus einem
Proteingemisch zu isolieren und so nachzuweisen. Zunachst wird das Proteingemisch auf ein
Elektrophorese-Gel aufgetragen, um anschlieBend die Proteine ihrer molekularen GroRe
und/ oder Ladung entsprechend elektrophoretisch in Banden auftrennen zu kénnen. Nun
werden die Proteine vom Elektrophorese-Gel auf eine geeignete Tragermembran (aus
Nitrocellulose oder Nylon) libertragen. Dieser Vorgang ist das eigentliche Blotting. Bei dem

Prozess binden die aufgetrennten Proteine an die Tragermembran und kdnnen mittels

59



unterschiedlicher Liganden sowohl selbst identifiziert, als auch hinsichtlich ihrer Qualitat und

Quantitat verifiziert werden.

4.10.1 verwendete Losungen fiir das Blotting

Lésungen Menge Agens Konzentration
Tris Puffer 181,7g | TRIS (hydroxymethyl)aminomethan 1,5M
(pH 8.8) TRIS auf 1 | mit dH,0 auffiillen.
6 ml TRIS (hydroxymethyl)aminomethan 300 mM
10 ml Glycerol 50 %
200 pl Ethylendiamintetraacetat (EDTA) 20 mM
. . 2g SDS 10 %
Lammli Ladepuffer 5X 10 mg Bromphenol blau 0,05 %
2,5ml B-mercaptoethanol 12,5 %
Substanzen in 20 ml dH,0 lésen und in 1-2 ml Aliquots
aufbewahren.
144 g Glycin 2M
Limmli Laufpuffer 33,34g | TRIS (hydroxymethyl)aminomethan 250 mM
10X (pH 8,3) 10¢g SDS 1%
Substanzen in 1 | dH,0 lésen.
o 100ml | Lammli Laufpuffer 10X
Lammli Laufpuffer 1X Ldmmli Laufpuffer in 900 ml dH,0 auflésen.
TRIS 60,6 g ‘ TRIS (hydroxymethyl)aminomethan ‘ 0,4 M
(pH 6,8) TRIS auf 1 | mit dH,0 auffiillen.
2g Ammonium Persulfat 10 %
APS-Losung
Ammonium Persulfat in 20 ml dH,0 auflésen.
) 2g SDS 10%
SDS-Losung SDS in 20 ml dH,0 auflésen.
58¢g TRIS (hydroxymethyl)aminomethan 05M
TransferPuffer Stock- 29g Glyzin 0.4 M
L(’ls(‘)‘;g 3,75¢g SDS 0,5%
Substanzen in 1000 ml dH0 auflésen.
Transferpuffer Stock-Losung
100 ml
Transfer-Puffer (10X)
Arbeitslosung 200 ml Methanol 20 %
Transferpuffer und Methanol in dH,0 geben und vermischen.
0,2 mg Ponceau S 0,1%
Ponceau S Lésung 200 ml Essigsaure 1%
Ponceau S in 200 ml 1% Essigséure auflosen.
TRIS gepufferte 12,1g TRIS (hydroxymethyl)aminomethan 100 mM
Salzlésung (TBS) 87,66¢g Natriumchlorid 1,5M
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10X (pH 7,6) TRIS und NaCl in 1 | dH,0 lésen.

100 ml Tween-20 10 %

T -20 L6
AU AL Tween-20 mit 900 ml dH,0 vermischen.

100 ml | TRIS gepufferte Salzlésung (TBS) 10 X

TBS-T Wasch-Puffer 10 ml Tween-20 Lésung
TBS und Tween-20 mit 900 ml dH,0 vermischen.
TRIS 12.1g ‘ TRIS (hydroxymethyl)aminomethan ‘ 100 mM
(PH 8,5) TRIS auf 1 | mit dH,0 auffiillen.
0,88¢g Luminol 250 mM
Luminol Lésung 20 ml DMSO
DMSO und Luminol vermischen.
) 0.15¢g p-Coumarinsdure 90 mM
p-Coumalt!nséiure 10 mi DMSO
Stock-Losung — -
DMSO und p-Coumarinséure vermischen.
200 ml | NaOH 200 mM
Natronlauge NaOH auf 1 I mit 800 ml dH,0 auffiillen und gut vermischen.
2,5 ml TRIS (pH 8,5) 100 mM
ECL L6sung A 25 pl Luminol L6sung 250 mM
1l p-Coumarinsaure Stocklosung 90 mM
2,5 ml TRIS (PH 8,5) 100 mM
2 ul H,0, 30 %

ECL L6sung B
s ECL L6ésung A und B erst unmittelbar vor Gebrauch

zusammengeben.

4.10.2 Durchfiihrung
Um die Proteinkonzentrationen der einzelnen Proben zu bestimmen, ging dem Blotting-
Verfahren die Proteinmessung nach Lowry (89) voraus. Nach Testlaufen mit
unterschiedlichen Proteinkonzentrationen und Gelkonzentrationen wurden 50 pg/Spur und
einer Gelkonzentration von 10 % verwendet. Zunachst wurden 1,5 mm dicke Gele mit 15

Taschen pro Gel fiir die Proteinproben gegossen (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Schematische Darstellung einer Gelkammer
Dargestellt ist eine Gelkammer, in die zwei Glasplatten eingespannt sind. Zwischen den Platten
wird das fliissige Gel hineingegossen und héirtet anschliefSend mindestens 2 h aus.

Bevor die einzelnen Proben in die Gel-Kammern geben werden konnten, wurden jeder Probe
5 pl Ldimmli Lade-Puffer (5x) hinzugrfigt. Um ein Totalvolumen von 20 pl zu erhalten, wurde
das restliche Volumen mit dH20 aufgefiillt. Nach kurzem Mischen wurden die Proben fir
10 min. auf 99 °C erhitzt, sodass die Proteine denaturierten. AnschlieBend konnten die
Proteinproben nach kurzer Zentrifugation auf die Geltaschen verteilt werden. Als
ReferenzgroRe wurde der Roti Marker Plus verwendet. Die Negativkontrolle stellte sich aus
Ldammli Lade-Puffer (5x) und dH,O zusammen. Die Proteine wurden bei 200 V mit Hilfe der

Gel-Elektrophorese aufgetrennt (Abbildung 19).

=

ey

Abbildung 19: Schematische Darstellung einer Gelelektrophorese
Durch Anlegen eines Stromfeldes trennen sich die Proteine der jeweiligen Proben ihrer Gréf3e und
Ladung nach auf.
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Nach der Auftrennung wurde das Gel auf zwei mit Lade-Puffer getrankte Whatman Papiere
gelegt und anschlieBen mit einer Nitrozellulose-Membran und zwei weiteren Whatman
Papieren, welche ebenfalls mit Lade-Puffer getrankt wurden, abgedeckt (Abbildung 20). Der
Transfer der Proteine auf die Nitrozellulose-Membran erfolgte bei einer Spannung von

250 mA Uber 30 min. mittels Semi-Dry-Blot.

®

<+—— Whatman Papier

<+—— Memran

<«—— Gel

Richtung des Stromfeldes

<+—— Whatman Papier

©

Abbildung 20: Schematische Darstellung des Blotting-Verfahrens
Dargestellt ist der eigentliche Blotting-Vorgang. Hier findet unter Anlegen eines Stromfeldes der
Transfer der Proteine von dem Elektrophorese-Gel auf die Nitrozellulose-Membran statt.

Um den erfolgten Transfer zu Uberprifen, wurde die Membran mit Ponceau S angefarbt,
sodass die Proteinbanden und der Marker sichtbar wurden. Im Anschluss wurden die
Membranen mit H,O gewaschen. Nun konnten die Proteine mit 5 % fettfreiem Milchpulver
auf der Membran fiir eine Stunde geblockt und tGber Nacht mit dem jeweiligen Antikérper

(Tabelle 7) inkubiert werden.

Nach Ablauf dieser Zeit wurde die Membran griindlich mit TBS-T gewaschen und mit einem
Zweitantikorper (Tabelle 8) erneut fir ein bis zwei Stunden inkubiert. Der Waschvorgang
wurde wiederholt und anschlieffend konnte mit dem Entwickeln der Membran begonnen

werden.
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Tabelle 7: Verwendete Erstantikérper

Antikorper Isotyp Verdiinnung | GroRe [kD] Firma
CYP1A1/2 Kaninchen IgG1 1:1000 58 Millipore, Billerica, USA
T Kaninchen 1gG1 1:1000 < Thermo Scientific, Langenselbold,
Deutschland
CYP2B6 Kaninchen IgG1 1:1000 57 Millipore, Billerica, USA
CYP2C8/9 Kaninchen 1gG1 1:1000 56 Millipore, Billerica, USA
CYP2E1 Kaninchen IgG1 1:1000 57 Merck, Darmstadt, Deutschland
CYP3A4 Maus IgG1 1:1000 50 Santa Cruz, California, U.S.A
GAPDH Kaninchen IgG1 1:5000 37 Santa Cruz, California, U.S.A
Tabelle 8: Verwendete Zweitantikérper
Antikorper Verdiinnung Firma
Ziege anti-Hase IgG1:HRP 1:10000 Santa Cruz, California, U.S.A
1:10000 Santa Cruz, California, U.S.A

Ziege anti-Maus IgG1:HRP

Dafiir wurden die beiden ECL-Losungen A und B

unmittelbar vor diesem Schritt

zusammengegeben und die Membran fir circa 1 min. darin eingelegt. Nun wurde die

Membran auf eine transparente Folie gelegt.

Nachdem jeweils ein Rontgenfilm (iber die beiden Membranen gelegt wurde, konnte mit der

Belichtung des Filmes begonnen werden. Die Belichtungszeiten richteten sich nach der

Signalstdarke der Antikorper. Im direkten Anschluss wurde der Film fir 1 min. in eine

Entwicklungs- und Fixierlésung getaucht,

abgewaschen wurde.

4.11 Densitometrische Analyse der Signale von PCR und WB

die danach mit Leitungswasser wieder

Zur densitometrischen Analyse der PCR und WB Signale wurde die Software Imagel

verwendet. Die gemessenen Werte wurden anschlieBend auf die densitometrischen Werte

des korrespondierenden GAPDH-Signals der untersuchten Probe normiert.

64



4.12 Statistik

Fir die statistische Auswertung wurde GraphPad Prism verwendet. Alle Ergebnisse wurden
als Mittelwert + SEM angegeben. Waren drei oder mehr Testbedingungen gegeben erfolgte
die statistische Auswertung durch einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) gefolgt von
Bonferronis multiplem Vergleichstest. Als statistisch ausreichendes Signifikanzniveau wurde

fir * p < 0,05 und ** p < 0,01 festgelegt.
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Ergebnisse

5 Ergebnisse

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der untersuchten Phase | und Phase Il Enzyme
Uber die Zeit von 72 h dargestellt. Die in der vorgelegten Arbeit untersuchten Enzyme
machen den grofSten Teil am Medikamentenmetabolismus aus. Sie wurden in Bezug auf
Gen-, Proteinexpression und Enzymaktivitdat untersucht. Der 0 h Wert stellte bei allen

Versuchen den Kontrollwert dar.

5.1 Keine Toxizitat nach Stimulation mit DPO alpha

Mit Hilfe des Toxizitdtstests sollte sichergestellt werden, dass die in den durchgefiihrten
Versuchen verwendete Konzentration an DPO alpha nicht toxisch fiir humane Hepatozyten
war. Nach der Stimulation mit unterschiedlichen Konzentrationen des DPO alpha konnte
durch die gemessene Fluoreszenzaktivitat der Zellen auf deren Viabilitat riickgeschlossen

werden (Abbildung 21).

Spender 1
=& Spender 2
Spender 3

120

100

80

60

40

Viabilitédt [% zur Kontrolle]

20

Kon. 05 00 05 1.0 1.5
DPO [log10(ng/ml)]

Abbildung 21: Viabilitdt humaner Hepatozyten unter Stimulation mit DPO alpha aufsteigender
Konzentration

Dargestellt sind Viabilitétsmessungen von humanen Hepatozyten unterschiedlicher Spender
(Grauabstufungen) nach Stimulation mit aufsteigenden Konzentrationen von DPO alpha (n= 3,
N=3).
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Ergebnisse

Die humanen Hepatozyten zeigten kaum EinbulRen in der Viabilitdt nach Stimulation mit DPO
alpha. Weder in geringeren, noch in hoheren Konzentrationen wirkte sich die Stimulation auf

die Zellpopulationen toxisch aus.

5.2 DPO alpha beeinflusst die Genexpression wichtiger CYPs liber die Zeit
von 72 Stunden auf RNA Ebene

Mittels PCR wurden verschiedene Marker lber den Zeitraum von 72 h in den Hepatozyten

untersucht. Zur Normierung wurden alle PCR-Proben auf das Housekeeping-Gen GAPDH

untersucht (Abbildung 22).

0 8 24 48 72 0 8 24 48 72
" h " h

Abbildung 22: Einfluss von DPO alpha auf die Expression wichtiger Gene fiir die Enzymaktividt
iiber 72 h

Dargestellt ist die Expression verschiedener CYPs nach Stimulation mit DPO alpha (iber den
Zeitraum von 72 h. Reprdsentative Bilder aus 3 unabhdngigen Versuchen.

Die Expressionen aller CYPs waren zu jedem Zeitpunkt detektierbar. Jedoch zeigten CYP1A1
und UGT bei den Zeitpunkten 24, 48, und 72 h schwachere Signalstarken im Vergleich zu den
0 h und 8 h Zeitpunkten. Eine schwache Expression zum 72 h Zeitpunkt war bei CYP2C8/9,
CYP3A4 und CYP2E1 detektierbar.
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Ergebnisse

Die densitometrische Auswertung der PCR gab den Verlauf der Expression wie folgt wieder

(Abbildung 23):
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Abbildung 23: densitometrische Auswertung der PCR Bilder

Dargestellt sind densitometrische Auswertungen von CYP1A1 (A), CYP2C9 (B), CYP3A4 (C) und
UGT (D) nach 0, 8, 24, 48, 72 h Stimulation mit 2 ul DPO alpha. Die rote Linie stellt die
Genexpression der Kontrollzellen dar (= — = ).* p < 0,05 und ** p < 0,01 Signifikanz im Vergleich
zur Kontrolle (N=3, n=3).

Im Vergleich zum Kontrollwert kam es bei allen ausgewerteten CYPs nach der mit DPO alpha
durchgefiihrten Stimulation zundchst zu einer Abnahme der Expression nach 8 h (Abbildung
23 A, B, C, D). CYP1A1/2 wies nach 24 h Stimulation seinen hochsten Level hinsichtlich der
Expression auf. Dieser sank aber kontinuierlich bis zum Untersuchungsendpunkt nach 72 h.
Im Gegensatz dazu stieg bei CYP2C8/9 und CYP3A4 die Expression nach dem 8 h bis zum 48-

Stundenwert. Dann nahm sie aber signifikant ab, sodass CYP2C8/9 fast nur noch die Halfte
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Ergebnisse

und CYP3A4 sogar nur noch ein Viertel der Expression im Vergleich zu ihren Kontrollen
zeigten (Abbildung 23 B und C). UGT zeigte einen ahnlichen Verlauf hinsichtlich des
Expressionslevels, jedoch nahm die Expression nach 72 h Stimulation nicht so stark ab, wie

im Vergleich zu CYP2C8/9 und CYP3A4 (Abbildung 23 D).

5.3 DPO alpha beeinflusst die Proteinexpression wichtiger CYPs liber 72
Stunden

Mittels WB wurden verschiedene CYP-Proteine liber 72 h in den Hepatozyten untersucht.

Alle WB Signale wurden auf GAPDH normiert (Abbildung 24).

S5 4% 4% aw #»  CYP1A1/2
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- e e s ww CYP2E1
- e» e» @» e» CYP3A4
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n
>
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Abbildung 24: WB von wichtigen CYP450 Proteinen nach Stimulation von DPO alpha iiber 72 h
Dargestellt ist die Expression ausgewdhlter CYP-Proteine humaner Hepatozyten. Sie wurde nach
Stimulation mit DPO alpha liber den Zeitraum von 72 h gemessen. Reprdsentative Bilder aus 3
unabhdngigen Experimenten.

Zu den Zeitpunkten 0, 8, 24, 48 und 72 h konnte bei allen Proben die Expression der
jeweiligen Proteine detektiert werden. Die densitometrischen Auswertungen der WB Signale

sind in der folgenden Abbildung dargestellt.
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Abbildung 25: densitometrische Auswertung der WB Bilder

Dargestellt sind beispielhaft die graphischen Auswertungen der densitometrischen Analyse von
CYP1A1 (A), CYP2C8/9 (B), CYP2E1 (C), CYP3A4 (D). Die rote Linie stellt die Proteinexpression der
Kontrollzellen dar (= — = ).

Die Auswertungen zeigten, dass die Protein-Expression aller dargestellten CYPs einen
parabelférmigen Verlauf nahmen (Abbildung 25). Nach 24 h war die Expression bei
CYP1A1/2 und CYP2C8/9 um fast das 1,5 fache gestiegen. Sie nahm anschlieBend jedoch bis
zum 72 h Zeitpunkt wieder ab und lag dhnlich der Kontrolle vor (Abbildung 25 A und B). Das
Expressionslevel von CYP2E1 und CYP3A4 nahm ebenfalls um fast das 1,5 fache zu, allerdings
war hier das Maximum schon nach 8 h Stimulation erreicht, und sank anschlieBend

kontinuierlich ab (Abbildung 25 C und D).
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5.4 DPO alpha beeinflusst vor allem die Enzymaktivitat der Phase | humaner

Hepatozyten liber 72 Stunden

Nach Stimulation der einzelnen Proben mit DPO alpha wurde die Aktivitat verschiedener

Phase | und Phase Il Enzyme photometrisch gemessen. Die umgesetzte Substratmenge

wurde photometrisch bestimmt und anschlieBend mit dem Gesamtprotein verrechnet

(Abbildung 26).
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Abbildung 26: Enzymaktivitéten der Phase | Enzyme nach Stimulation mit DPO alpha
Dargestellt sind die Aktivitidten der Phase | Enzyme, sowie deren jeweiliges Substrat, welches von
ihnen umgesetzt wurde, nach Stimulation mit DPO alpha liber den Zeitraum von 72 h. * p < 0,05
Signifikanz im Vergleich zur Kontrolle (N=4, n=3).

CYP1A1/2, CYP2A6, CYP2D6 und CYP3A4 zeigten einen &hnlichen Verlauf bei ihrer
Enzymaktivitdt Gber den Zeitraum von 72 h. Die Aktivitat jedes dieser Enzyme nahm
kontinuierlich bis zum Zeitpunkt der 24-Stundenmessung ab und erreichte beim 48 h-
Zeitpunkt ihr Maximum. Anschlielend kam es zum Abfall, bei den 72-Stundenwerten
wurden die signifikant geringsten Aktivitatswerte gemessen (siehe Abbildung 26 A, B, C, D).
Die Aktivitat der CYP 2B6 und CYP2E1 stieg zunachst an, wobei CYP2B6 sein Maximum bei
24 h und CYP2E1 bei 48 h erreichte. Beide Enzyme zeigten die geringste Aktivitat nach 72 h
Stimulation mit DPO alpha (Abbildung 26 E und F).
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Abbildung 27: Enzymaktivitditen der Phase Il Enzyme nach Stimulation mit DPO alpha
Dargestellt sind die Aktivitéiten der Phase Il Enzyme, sowie deren jeweiliges Substrat, welches von
ihnen umgesetzt wurde, nach Stimulation mit DPO alpha iiber den Zeitraum von 72 h (N=4, n=3).

Die Aktivitatskurven der HC- und CHC Konjugation verliefen dhnlich. Nach 8 h erreichten sie

ihren Hohepunkt und nahmen dann kontinuierlich ab (Abbildung 27 A, B). Bei den AHMC-

und HFC-Konjugationen war (iber die gesamte Zeit kaum ein Unterschied ihrer
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Enzymaktivitat zu registrieren (Abbildung 27 C und D). Die Aktivitdt von RES und Fluoreszein
anderten sich bis zum 48 Stundenwert kaum, jedoch stiegen beide bis zum 72 -Stundenwert

an und erreichten dann ihr Maximum (Abbildung 27 E und F).
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6 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkung von DPO alpha auf die Biotransformation primarer
humaner Hepatozyten zu untersuchen. Dabei war der Einfluss von DPO alpha auf die Phase |
und Phase Il Enzyme - im Besonderen die CYPs - von besonderem Interesse. Zu den
wichtigsten CYP450 Enzymen gehoren CYP3A4/5, CYP2D6, CYP2C8/9, CYP1A1/2 und CYP2E1,
denn sie ibernehmen circa 90 % der Oxidation von toxischen Substanzen im Korper (35). Aus

diesem Grund wurde das Augenmerk vor allem auf die genannten Isoenzyme gerichtet.

Flr den Menschen ist Erythropoetin, das fast ausschliefRlich in der Niere produziert wird, ein
essentielles Hormon. Als Hauptbestandteil der Himatopoese steigert es bei vermindertem
Sauerstoffgehalt im Blut die Erythropoese und damit die Mdoglichkeit Sauerstoff aus der
Atemluft in den Blutkreislauf aufzunehmen (41). Seitdem die industrielle Herstellung von
EPO moglich ist, wird es mit unterschiedlichster Zielsetzung zu therapeutischen Zwecken in
der Medizin verwendet (91). Insbesondere zur Therapie bei gestorter Erythropoese kommt
EPO und seine Analoga zum Einsatz, am Haufigsten bei renaler Andamie, hervorgerufen durch
eine Niereninsuffizienz (39). AuBerdem findet es bei weiteren Anamieformen anderer
medizinischer Bereiche, wie beispielsweise in der Chirurgie (26), inneren Medizin im Rahmen
von chronischen entziindlichen Erkrankungen (67) oder in der Onkologie (52) Anwendung. In
der Offentlichkeit ist EPO allerdings vor allem als Dopingmittel fiir Leistungssportler bekannt
geworden (66). Doch neben der Fahigkeit, die Erythrozytenzahl im Blut zu steigern, besitzt
das Hormon noch andere Eigenschaften. So kommt EPO aufgrund protektiver Effekte, wie
Hemmung von Apoptosevorgangen (80), Wirkung als Antioxidans (3) und Steigerung der
Neoangiogenese (11), weitaus vielseitiger zum Einsatz. In der regenerativen Medizin hat sich
gezeigt, dass EPO sich durch diese Effekte protektiv auf Herz-, Haut-, Gehirn- oder

Lebergewebe auswirkt (45).

Dass EPO den Stoffwechsel der Leber und damit auch die CYP450 Enzyme beeinflusst, ist
bekannt, doch in welchem Ausmali, ist noch weitgehend ungekladrt (37). Die vorliegende
Arbeit beschaftigt sich aus diesem Grund mit dieser Frage. Ziel der Untersuchungen war es,
die Einflussnahme von DPO alpha auf eines oder mehrere CYP450 Isoenzyme zu Uberpriifen.
Falls es deren Aktivitat induzierte oder inhibierte, so wurde dieser Mechanismus auf
zellularer Ebene untersucht. Denn die Beantwortung dieser Fragen ermoglicht die

Dosisanpassung anderer gleichzeitig verabreichter Medikamente, sodass sie ihren optimalen

75



Diskussion

Wirkspiegel im Korper des Patienten erreichen kdnnen. Vorab wurde der zytotoxische
Einfluss von DPO alpha auf die humanen Hepatozyten analysiert. Es zeigte sich, dass
ansteigende Konzentrationen nicht toxisch fiir die Zellen waren. Daher konnte
ausgeschlossen werden, dass die fir die vorliegenden Versuche verwendete Konzentration

vom DPO alpha die Viabilitdt und damit auch die Enzymaktivitat der Zellen beeintrachtigte.

Das Isoenzym CYP3A4 macht den groRten Anteil der Phase | Enzyme der Biotransformation
aus, auBerdem ist es am Metabolismus von einer Vielzahl an Medikamenten beteiligt (35).
Als Beispiel: nach Organtransplantation bendtigt der Empfanger des Organs lebenslang
immunsupprimierende Medikamente zur Steuerung immunologischer Prozesse mit dem Ziel,
die OrganabstoBung zu verhindern. Zu diesen Medikamenten gehdéren unter anderem
Calcineurininhibitoren ~ wie  Tacrolimus  oder  Cyclosporin.  |hr  Einsatz  bei
Lebertransplantationen ist Standard (53). Sie werden Ulberwiegend in der Leber durch das
CYP3A4 verstoffwechselt (68). Vor und / oder nach der Transplantation kann die zusatzliche
Gabe von DPO alpha vorgesehen sein, weil es im Transplantat die Reperfusion steigert und
Apoptosevorgange verhindert oder zumindest reduziert (123). Wenn DPO alpha seinerseits
das CYP3A4 in seiner Funktion beeinflusst, so wiirden unterschiedliche Wirkspiegel der
Immunsuppressiva vorliegen. Wahrend zu hohe Spiegel ein Nierenversagen ausldsen kénnen
(9), wiirde bei zu niedrigen Spiegeln unter Umstdnden sogar die AbstoRBung des Organs
drohen (19). Bei andmischen Patienten mit einer chronischen Viruserkrankung, wie zum
Beispiel HIV, hat die Therapie mit DPO alpha zu einem Anstieg des Hamatokrit-Wertes und
damit zu einer Besserung der Symptome gefiihrt. Bekanntlich missen auch diese Patienten
lebenslang Medikamente einnehmen (2). Proteaseinhibitoren sind ein wichtiger Bestandteil
der antiviralen Therapie gegen die Ausbreitung der Vieren. Indinavir, Ritonavir oder
Saquinavir gehoren zu den Vertretern aus dieser Gruppe, sie werden ebenfalls (iberwiegend
von CYP3A4 metabolisiert (68). Die Ergebnisse aus PCR, WB und auch die der Enzymaktivitat
von CYP3A4 zeigten alle einen dhnlichen Verlauf. Nach einem kurzen Anstieg hinsichtlich der
Gen- und Proteinexpression sowie Enzymaktivitdat, waren nach 72 h Stimulation mit DPO
alpha niedrigere Werte im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle zu beobachten. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass DPO alpha zwar zunachst die Enzymaktivitdt steigert,
doch nach drei Tagen nahm die Enzymaktivitdt signifikant ab. In Bezug auf die
Arzneimittelinteraktion bedeuten diese Resultate: Wenn bei gleichzeitiger Gabe mit DPO

alpha ein Medikament von CYP3A4 metabolisiert wird, reichen U(ber ldngere Hinsicht
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niedrige Konzentrationen aus, um den gleichen Wirkspiegel zu erzielen als ohne DPO alpha

als Co-Medikation.

In der Kardiologie gehoéren bei den unterschiedlichsten Herzerkrankungen Betablocker zur
Standardtherapie (75). Nachdem in verschiedenen Versuchen gezeigt wurde, dass DPO alpha
kardioprotektive Wirkung besitzt (43,88), kann bei gleichzeitiger Einnahme der
Medikamente ebenfalls eine Arzneimittelinteraktion stattfinden. Einer der am haufigsten
verwendeten Betablocker ist Metoprolol. Dieses wird genauso wie Timolol tGber CYP2D6
metabolisiert (68). Das gleiche Isoenzym ist an der Verstoffwechslung von Antidepressiva
wie Duloxetin, Paroxetin, Desipramin oder Imipramin beteiligt. Weil DPO alpha bei
Depression eingesetzt wird, um die Kognitivitat zu steigern und depressives Verhalten zu
mindern (98), besteht auch hier die Moglichkeit einer Interaktion zwischen den
Antidepressiva und DPO alpha. CYP2D6 erzielte dhnliche Ergebnisse in unseren Versuchen
wie CYP3A4. Nach einem leichten Anstieg in der Genexpression, Proteinexpression und
Enzymaktivitdit kommt es spatestens nach 72 h zu einer Abnahme unterhalb der
Kontrollwerte. Folglich miisste auch hier eine Anpassung der Medikation stattfinden, da bei

Co-Medikation mit DPO alpha weniger Arzneimittel nétig ware.

CYP2C8/9 sind weitere Isoenzyme, die eine wichtige Rolle in der Biotransformation von
endogenen Substanzen und Xenobiotika spielen. In der Rheumatologie finden nicht-
steroidale Antirheumatika (NSAR) standardmaRig Anwendung zur Schmerzlinderung (1,125).
Da sie zum Teil frei verkaduflich sind, werden sie haufig in Selbstmedikation der Patienten
gegen Kopf- und Gliederschmerzen eingenommen. Neben Aspirin gehoren Diclofenac und
Ibuprofen zu den bekanntesten NSAR, letztere werden Gber CYP2C8/9 metabolisiert (68). Da
DPO alpha auch bei Erkrankungen aus dem rheumatischen Formkreis eingesetzt wird, kann
es bei gleichzeitiger Anwendung zu einer Interaktion kommen. Darliber hinaus werden orale
Antidiabetika wie zum Beispiel Tolbutamid und Glipizid ebenso tGber CYP2C8/9 metabolisiert
(68). Die Ergebnisse zeigten, dass es nach 72 h Stimulation mit DPO alpha sowohl in der
Genexpression als auch in der Proteinexpression im Vergleich zu den Kontrollen zu einer
Senkung kam, aber die Enzymaktivitat anstieg. Daraus folgt, dass DPO alpha CYP2C8/9
induziert. Dementsprechend missten Medikamente, die Uber diese Enzyme
verstoffwechselt werden, eine Dosissteigerung erfahren, damit sie den bendtigten

Wirkspiegel erreichen kénnen.
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Ferner sind die Isoenzyme CYP1A1/2 an der Biotransformation von Xenobiotika wie
Carbamazepin oder Clozapin beteiligt (68,93). Beide Medikamente kommen haufig in der
Psychiatrie zum Einsatz und werden meist Uber einen langen Zeitraum verabreicht
(141,142). Bei zusatzlicher Gabe von DPO alpha, bestiinde die Moglichkeit einer
Arzneimittelinteraktion. Die Ergebnisse lassen erkennen, dass bei der Gen- und
Proteinexpression zwar ein leichter Anstieg zu registrieren war, jedoch nach 72 h der Level
bei beiden Versuchsreihen anndahernd den Kontrollen glich. Die Enzymaktivitat hingegen war
nach 72 h unter den Kontrollwert gesunken. DPO alpha beeinflusst also CYP1A1/2,

wahrscheinlich vor allem auf der Ebene der Enzymaktiviat.

In den Untersuchungsreihen blieb das CYP2E1 nach Stimulation mit DPO alpha nahezu
unbeeinflusst. Auf den drei untersuchten Ebenen gab es nach 72 h kaum Unterschiede im
Vergleich zu den Kontrollen. Daher ist davon auszugehen, dass DPO alpha kaum oder keinen
Einfluss auf das CYP2E1 nimmt. Infolgedessen kénnten Medikamente wie Paracetamol oder
diverse Inhalationsanéasthetika (Enfluran, Halotan oder Sevofluran), welche unter anderem
durch CYP2E1 oxidiert werden, zusammen mit DPO alpha dargereicht werden, ohne dass

dieses durch das CYP2E1 mit ihnen interagiert.

Die Aktivitaten der Phase llI-Enzyme, welche neben der aus Phase | ebenfalls eine wichtige
Rolle in der Biotransformation von endogenen Substanzen und Xenobiotika spielen, haben
sich im Verlauf der untersuchten Zeitkurve wenig gedndert. Lediglich bei der HFC-
Konjugation zeigte sich nach 72 h eine signifikante Abnahme der Enzymaktivitat. Dagegen
war ein leichter Anstieg bei der Enzymaktivitdat fir RES-Konjugation und Fluoreszein-

Konjugation am Ende des untersuchten Zeitraumes zu beobachten.

Sehr unterschiedliche Faktoren kdnnen sich neben DPO alpha auf die von uns untersuchten
Enzyme der Phase | und -ll und somit auf die Biotransformation von Medikamenten
auswirken. Die CYP Isoenzyme unterliegen einem hohen MaRe an genetischem
Polymorphismus, welcher das heterogene Ansprechen auf bestimmte Medikamente
innerhalb einer Population erklaren konnte (126). Die Nahrungsmittelaufnahme ist ein
weiterer wichtiger Aspekt, der den Stoffwechsel der Leber beeinflussen kann. Beispielsweise
verandert Konsum von Alkohol die CYP2E1 Aktivitat und das GSH Level. Die chronische
Aufnahme von Alkohol erhéht die CYP2E1 Aktivitat und inhibiert die GSH Syntheserate (113).

Neben Alkohol beeinflusst auch Nikotin die CYPs (156). Andere Nahrungsmittel wie Salat,
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Brokkoli oder gegrilltes Fleisch kénnen im Besonderen CYP1A2 induzieren (18). Im Gegensatz
dazu ist beispielsweise Grapefruitsaft ein starker CYP3A4 Inhibitor (42). Die CYP Aktivitat
kann sogar durch die tagliche Proteinaufnahme verdandert werden. Eine hohe Zufuhr an
Proteinen erh6ht und eine niedrige senkt die Aktivitat einiger CYPs (157). Es gilt zusatzlich zu
erwdhnen, dass auch das Alter eines Patienten eine Rolle bei der Metabolisierung von
Xenobiotika spielt. Hilmer et al. beschrieben die allgemeine Abnahme der Phase | Enzyme
bei steigendem Lebensalter (59). Hingegen scheint die Phase Il vom Lebensalter
unbeeintrachtigt (72). Neben genetischer Komponente, Erndhrungsverhalten und dem Alter
eines Patienten, koénnen vorbestehende Erkrankungen und andere Begleitmedikation

ebenfalls die Phase | und Phase Il Enzyme beeinflussen (40,136).

Die in dieser Arbeit verwendeten humanen Hepatozyten wurden aus Leberteilresektaten
von verschiedenen Spendern isoliert. Aus diesem Grund konnten alle aufgefiihrten Faktoren
die Untersuchungsresultate beeinflussen und sind bei der Interpretation der Ergebnisse als
bedingte Storvariablen zu berlicksichtigen. Demzufolge bestand die Méglichkeit, dass die in
den Versuchen gemessene Enzymaktivitdit der isolierten Zellen sowohl durch
Erndahrungsverhalten, Zustand und Alter des Spenders, als auch durch Pramedikation
beeinflusst werden konnte. Diese Faktoren kdnnen die Aussagekraft der erhobenen Werte

limitieren.

Expression, Regulation und Aktivitat der an der Biotransformation beteiligten Enzyme hangt
zusatzlich zu den genannten Faktoren auch von der Hepatozytenumgebung ab.
Grundsatzlich stellen die Versuche an in vivo lebenden Zellen die beste Voraussetzung fir
eine gesicherte wissenschaftliche Aussage dar. Jedoch konnte von verschiedenen
Arbeitsgruppen und auch von der eigenen gezeigt werden, dass sich in vitro isolierte humane
Hepatozyten ebenso hervorragend fir die Bestimmung der Aktivitat, sprich ihrer Fahigkeit
zur Metabolisierung von Medikamenten, eignen. Letztere zeigte im Vergleich zur in vivo
Aktivitdt kaum Unterschiede. In den Versuchen wurde einerseits die Lebensfahigkeit und
andererseits die Aufrechterhaltung ihrer Metabolisierungssfahigkeit Uber eine lange

Zeitperiode nachgewiesen (81,84,155).

Allerdings ist die in vitro Aktivitdt der humanen Hepatozyten von der Art und Weise der
Isolation und Kultivierung abhangig. Das von uns angewandte Isolationsverfahren eignet sich

ausschlieBlich zur Hepatozytenisolation und ist inzwischen etabliert. Bei der Kultivierung gibt
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es unterschiedlichste Verfahren. So gibt es diverse Matrizen, welche fir die Adhasion der
Hepatozyten geeignet sind. In der Literatur werden die besten Ergebnisse mit einer
Kollagenmatrix, welche auch in den Versuchen dieser Arbeit benutzt wurde, erzielt (81,105).
Die Zellzahl pro cm? und damit auch die Moglichkeit fir den Zell-Zell Kontakt spielt eine
groRe Rolle fiir den Metabolismus der Hepatozyten, denn der Verlust des Kontaktes

untereinander flhrt zu einer dramatischen Abnahme der Genexpression der CYPs (50,55).

Diese Arbeit lasst die Beeinflussung von DPO alpha auf verschiedene Phase | und Phase Il
Enzyme erkennen und weist auf mogliche Arzneimittelinteraktionen zwischen DPO alpha
und anderen Medikamenten hin. Infolgedessen besteht die Moglichkeit vorauszusagen, ob
ein Medikament bei der gewdhnlichen Dosis ausreichend oder zu viel und damit eventuell
sogar toxisch ist. Dementsprechend kann die Anpassung von Medikamenten, welche neben

DPO alpha als Co-Medikation verabreicht werden, schon zu Beginn der Therapie erfolgen.
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7 Zusammenfassung

EPO und seine Analoga werden vor allem zur Therapie bei Andamien renaler, tumordser
Genese und als Folge von Chemotherapie eingesetzt. Neben dem hamatopoetischen Effekt
besitzt EPO aber noch andere Eigenschaften, die es weitaus vielseitiger einsetzbar machen.
Sei es in der Chirurgie, wo durch ESA eine Verbesserung der Reperfusion, sowie Senkung der
Apoptose- beziehungsweise Nekroserate des Gewebes erzielt wird oder in der regenerativen
Medizin, bei der durch selbige Eigenschaften der Heilungsverlauf verschiedener
Gewebearten beschleunigt werden kann. Durch diese Wirkungsvielfalt konnten die
Indikationen fiir den Einsatz von ESA immer mehr ausgeweitet werden. Infolge dessen, auch
aufgrund seiner hohen Produktionskosten, stehen die Kosten fir rekombinantes EPO

weltweit mittlerweile an vorderer Stelle des Arzneimittelbudgets (29).

Grundsatzlich beeinflussen verschiedenste Faktoren Verfligbarkeit und Wirkung eines
Medikamentes. So kénnen beispielsweise Alter, Lebensstil, Ernahrung, aber auch genetische
Voraussetzungen und korperlicher Status des Patienten dessen Wirkung beeinflussen. Haufig
interagieren Medikamente zudem untereinander, sodass es zu verdnderten Dosis-
Wirkungsbeziehungen kommt. Daher steigt mit zunehmendem Gebrauch von
Medikamenten auch die Wahrscheinlichkeit moglicher Arzneimittelinteraktionen. Die
Abschatzung beziliglich des zu erwartenden AusmaRes dieser Interaktionen hat groRe
Bedeutung fiir die biologisch wirksame Konzentration und damit die Wirksamkeit einer
Substanz im Korper. Wahrend niedrige Wirkspiegel zur Abschwachung oder gar zum
Ausbleiben einer Wirkung fihren, kénnen zu hohe Spiegel toxisch fir den QOrganismus

werden.

Die Biotransformation nimmt den grof8ten Anteil an der Verstoffwechslung von Xenobiotika
ein. Hier werden sowohl endogene als auch fremde Substanzen enzymatisch in ihrer Struktur
verandert, wodurch deren Ausscheidung meist erst ermoglicht wird. Die beteiligten Enzyme
befinden sich fast ausschlieBlich in der Leber. Sie werden in Phase | (Redoxreaktionen) und
Phase Il (Konjugationsreaktionen) Enzyme unterteilt. Werden Medikamente, deren
Metabolisierung Uber das gleiche Enzym erfolgt, gemeinsam verabreicht, dann verandern
beide die Aktivitat dieses Enzyms in unterschiedlichem MaRe. Folglich beeinflussen sie
gegenseitig ihre biologische Wirksamkeit. So gibt es Medikamente die Enzyme induzieren

oder inhibieren kénnen.
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In dieser Arbeit wurde die Auswirkung von DPO alpha auf den Lebermetabolismus
untersucht. Im Speziellen wurden primare humane Hepatozyten isoliert und mit DPO alpha
Uber ein Zeitintervall von 72 h stimuliert. AnschlieRend konnten mittels PCR, Immunoblot
und photometrischer Messungen der Enzymaktivitaten, die Auswirkung dieser Stimulation
auf verschiedenen zellularen Ebenen untersucht werden. Die gewonnen Ergebnisse
ermoglichen es, eine Prognose hinsichtlich des Wirkungsgrades von DPO alpha auf die
Biotransformation der Leber und damit auch auf modgliche Arzneimittelinteraktionen
abzugeben. Isoenzyme aus der Phase | wie das CYP3A4 CYP1A1/2 und CYP2D6 zeigten
wahrend des untersuchten Zeitraumes zunadchst eine Steigerung in Gen- und
Proteinexpression sowie Enzymaktivitat; nach 72 h kam es allerdings auf allen drei Ebenen
zur Senkung. Es ist davon auszugehen, dass DPO alpha auf die Enzyme inhibierend wirkt,
sodass Medikamente, die durch die gleichen Isoenzyme metabolisiert werden, in einer
geringeren Dosis verabreicht werden kénnen und trotzdem ihren gewtlinschten Wirkspiegel
erreichen. Die Enzymaktivititen von CYP2C8/9 haben entgegengesetzt ihrer Gen- und
Proteinexpression Uber den definierten Zeitraum zugenommen. Hingegen scheint DPO alpha
die Aktivitat von CYP2E1 im Vergleich zu den Kontrolluntersuchungen kaum zu verandern.
Die Stimulation der Hepatozyten mit DPO alpha hatte auf eine groBe Anzahl der Phase |
Enzyme Einfluss. Dies war jedoch bei den Phase Il Enzymen in den durchgefiihrten
Versuchen nicht der Fall. Lediglich die HFC-Konjugation zeigte eine signifikante Abnahme
hinsichtlich der Enzymaktivitdt nach 72 h. Unsere Ergebnisse suggerieren, dass es bei der
Gabe von DPO alpha und anderen Arzneimitteln zu Arzneimittelinteraktionen kommen kann,

was bei gleichzeitiger Applikation mehrerer Arzneimittel beriicksichtigt werden sollte.

Der wissenschaftliche Wert der vorgelegten Untersuchungen liegt daher in der Méglichkeit,
bereits im Vorfeld therapeutischer Mallnahmen einen optimalen Wirkspiegel hinsichtlich
verschiedener Medikation festlegen zu kénnen. Diese hat sowohl einen sehr wesentlichen
medizinischen, aber auch einen wichtigen 6konomischen Aspekt, denn DPO alpha gehort zu
den am haufigsten verwendeten ESA. Deshalb muss es Ziel sein, die exakte Darreichung

einer mit diesem Medikament eingeleiteten Kombinationstherapie sicherzustellen.
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Ausblick

8 Ausblick

Diese Arbeit hat sich mit dem Einfluss von DPO alpha auf den Lebermetabolismus, im
Besonderen auf die Phase | und Phase Il der Biotransformation, primarer humaner
Hepatozyten in vitro beschaftigt. Die Enzyme wurden auf den Ebenen der Gen-,
Proteinexpression und Enzymaktivitat untersucht. Noch nicht geklart ist allerdings wie die
Ebenen durch DPO alpha beeinflusst werden. Mithilfe von Promotoranalysen kdnnte der
Einfluss von DPO alpha auf die Genexpression der Enzyme aus Phase | und Phase Il ndher
untersucht werden. Diese Analysen sind als Folgeprojekt geplant und schlieRen sich an die

vorgelegte Arbeit an.

Die ermittelten Ergebnisse ermoglichen die Vorhersage méglicher Arzneimittelinteraktionen
zwischen DPO alpha und anderen Medikamenten. Da die Enzyme der Biotransformation
einem starken Polymorphismus unterliegen und durch Faktoren wie Erndhrungsverhalten,
Alter oder Pramedikation des Patienten beeinflusst werden konnen, hatte eine groRRere
Spenderzahl von humanen Hepatozyten eine starkere Aussagekraft beziglich der
Vorhersage. Daher ist in unserer Arbeitsgruppe die Untersuchung des Einflusses von DPO
alpha auf die Biotransformation humaner Hepatozyten mit einer erheblich groReren

Spenderzahl geplant.
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