Aus der Klinik fiir Anésthesiologie, Intensivmedizin und Schmerztherapie
Universititsklinikum des Saarlandes, Homburg / Saar

Direktor: Prof. Dr. med. R. Larsen

Einfluss des Ca®*-Signalsystems auf die Stressgenexpression
von Hamoxygenase-1/Hitzeschockprotein 32 und
Hitzeschockprotein 70 im oxidativen Stressmodell in
Isolierten Ratten-Hepatozyten

Dissertation zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
der Medizinischen Fakultat
der UNIVERSITAT DES SAARLANDES

2006

vorgelegt von:  Julia Nolting
geb. am: 03. Juli 1976 in Biinde



Meinen Eltern

Angela und Friedrich



Inhaltsverzeichnis

1. Zusammenfassung, Summary

1.1 Zusammenfassung

1.2 Summary

2. Einleitung

3. Material und Methodik
3.1 Chemikalien

3.2 Versuchsvorbereitung

3.2.1
322

Kollagenbeschichtung von Petrischalen

Zellisolierung

3.3 Versuchsablauf

3.4 Versuchsgruppen

34.1
342
343
3.44
3.4.5
3.4.6
3.4.7
3.4.8

Glutathiondepletion durch Phorone und BSO
Inkubation mit Thapsigargin

Inkubation mit lonophor A23187

Inkubation mit EDTA

Inkubation mit BAPTA-AM

Inkubation mit Diltiazem

Inkubation mit Verapamil

DMSO-Kontrollen

3.5 Ribonukleinsdure (RNA)- Isolierung und Northern Blot Analyse

4. Ergebnisse

4.1 Abhéngigkeit der Induktion der Himoxygenase-1 Genexpression vom

zelluldren Ca**-Signalsystem in Hepatozyten

4.1.1

Einfluss des extrazelluldren Ca*" auf die Phorone/BSO-
abhingige HO-1 Induktion

Einfluss der intrazelluldren Ca**-Homdostase auf die
Phorone/BSO-abhédngige HO-1 Genexpression

4.1.2.1 Modulation der zytosolischen Ca*"-Homdostase

Seite

32
32
32
32
32
34
35
35
36
36
37
38
39
39
40
40

42
42

42

44

44



durch BAPTA-AM
4.1.2.2 Modulation der zytosolischen Ca*-Homéostase
durch Thapsigargin
4.1.2.3 Kombination von BAPTA-AM und Thapsigargin
4.1.2.4 Modulation der zytosolischen Ca**-Homdostase durch
Ca*"-Ionophor A23187
4.1.3 Einfluss der Kalziumkanalblockade mit Diltiazem und
Verapamil auf die Phorone/BSO-abhingige HO-1 Induktion
4.2 Abhéngigkeit der Induktion der Hitzeschockprotein-70 Genexpression
vom zelluldren Ca®"-Signalsystem in Hepatozyten
42.1 Einfluss von intra- und extrazellulirer Ca®*-Depletion durch
EDTA oder BAPTA-AM auf die Phorone/BSO-abhéngige
hsp70 Induktion
422 Einfluss des intrazelluliren Ca*" auf die Phorone/BSO-
abhéngige hsp70 Induktion
42.2.1 Modulation der zytosolischen Ca*"-Homdostase durch
Thapsigargin
4.2.2.2 Modulation der zytosolischen Ca**-Homdostase durch
Ionophor A23187
4.2.3 Einfluss der Kalziumkanalblockade mit Diltiazem und
Verapamil auf die Phorone/BSO-abhingige hsp70 Induktion

. Diskussion

5.1 Oxidativer Stress
5.2 Héamoxygenase-1

5.3 Hitzeschockprotein-70

. Literaturverzeichnis

. Danksagung

. Lebenslauf

. Anhang: Abkiirzungen

45

46
47

48

49

49

51

51

52

53

54

54

58

67

77

93

94

96



1. Zusammenfassung, Summary

1.1 Zusammenfassung

Hitzeschockproteine (hsp) wie Himoxygenase-1/hsp32 und hsp70 werden in Sdugetierzellen
durch eine Vielzahl pathophysiologischer Stressereignisse (Hitzeschock, Schwermetalle,
Infektion, Entziindung, etc.) induziert und spielen eine wichtige Rolle in der Zellprotektion
in vitro und in vivo. Auch wenn die genauen zelluliren Mechanismen der Induktion dieser
Hitzeschockproteine noch nicht vollstdndig charakterisiert sind, kann die Expression dieser
Gene durch Modulation der intrazelluldren Signaltransduktionsmechanismen wie
intrazellulirer pH, cAMP, Na’, Inositoltriphosphat, Proteinkinase C und Proteinphosphatasen
induziert werden. Die freie zytosolische Kalziumkonzentration ([Ca®]), ein bekannter
potenter Regulator der Genexpression, scheint eine signifikante Rolle in der Induktion der
hsp Genexpression zu spielen. Die genauen Regulationsmechanismen der Stressgenexpression
in Abhingigkeit von der zytosolischen Ca*"-Homdostase sind noch nicht vollstindig
charakterisiert und scheinen zelltypspezifische Unterschiede aufzuweisen.

Die funktionelle Bedeutung des intrazelluliren Ca**-Signalsystems fiir die Aktivierung von
hsp in Leberparenchymzellen ist bislang nicht untersucht. In in vivo Untersuchungen wurde
bereits gezeigt, dass HO-1 und hsp70 in Ratten-Hepatozyten nach hdmorrhagischem Schock
und Volumentherapie induziert werden. Fiir die HO-1 Genexpression konnte -eine
Abhingigkeit von der Sauerstoffradikal-induzierten Aktivator-Protein-1 (AP-1)-Aktivierung
gezeigt werden. Im gleichen tierexperimentellen Modell wurde eine Stérung der
hepatozelluliren Ca*’-Homdostase beobachtet. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher,
einen moglichen Zusammenhang zwischen der Stressgenexpression am Beispiel von HO-1
und hsp70 und der zelluliren Ca**-Regulation in vitro an isolierten Ratten-Hepatozyten zu
untersuchen.

Zur systematischen Kliarung dieser Fragestellung wurden Versuche an isolierten, kultivierten
Hepatozyten von minnlichen Sprague-Dawley-Ratten durchgefiihrt. Als oxidatives
Stressmodell wurde eine Glutathiondepletion mittels Phorone-Buthioninsulfoximin
(Phorone/BSO) verwandt. Die Depletion der intra- und extrazelluliren Ca®’-Konzentration
erfolgte  durch  Vorinkubation der  Hepatozyten mit den  Ca®"-Chelatoren

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) (extrazelluldre Ca2+-Depletion) und



1,2-bis(o-Aminophenoxy)ethan-N,N,N",N"-tetra  (acetoxymethyl) ester (BAPTA-AM)
(zytosolische Ca®"-Depletion). Der Effekt der zytosolischen Ca’’-Homdostase auf die
Genexpression wurde durch Verwendung des Ca®"-Tonophors A23187 sowie mittels einer
Depletion der Ca**-Speicher des endoplasmatischen Retikulums (ER) durch Thapsigargin,
jeweils mit und ohne zytosolische Ca*"-Chelatierung durch BAPTA-AM untersucht. Um die
Rolle des FEinstroms von Kalziumionen aus dem  Extrazellulirraum via
,receptor-operated calcium channels* (ROCC) zu erfassen, wurden die Zellen mit den
Kalziumkanal-Blockern Diltiazem und Verapamil, mit und ohne Glutathiondepletion,
inkubiert. Jeweils 6 Stunden nach Versuchsbeginn wurde die mRNA der Hepatozyten isoliert.
Die semiquantitative Analyse der HO-1 und hsp70 Genexpression erfolgte mittels
Northern-Blot Analyse.

Oxidativer Stress durch Glutathiondepletion fiihrte zu einer deutlichen Expression beider
Gene, welche nach Vorinkubation mit dem zytosolischen Ca®"-Chelator BAPTA-AM
vollstindig supprimiert wurde. Wihrend eine extrazellulire Ca®"-Chelatierung durch EDTA
ebenfalls zur Inhibition der hsp70 Expression nach oxidativem Stress fiihrte, hatte diese auf
die HO-1 Expression keinen inhibierenden Einfluss.

Durch Thapsigargin allein, einem Hemmer der endoplasmatischen Ca*"-ATPase, konnte eine
dosisabhiangige HO-1 Expression induziert werden, welche nach Vorinkubation mit
BAPTA-AM vollstindig supprimiert wurde. In Kombination mit Phorone/BSO zeigte sich
eine liberadditive Induktion der Genexpression. Eine hsp70 Expression nach Thapsigargin
wurde nicht beobachtet.

Die Inkubation mit Ionophor A23187, welches die Plasmamembran permeabilisiert und so
einen Ca”"-Einstrom aus dem Extrazelluldrraum zur Folge hat, fiihrte zu einer geringen HO-1
(2fach) sowie zeit- und dosisabhéngigen hsp70 (5,2fach) mRNA Expression.

Nach Blockade der ROCC mit Verapamil und Diltiazem wurde eine geringe, nach simultaner
Glutathiondepletion eine potenzierte HO-1 Genexpression beobachtet (Anstieg um 46-55%
durch Diltiazem, 29-68% durch Verapamil) im Vergleich zur mRNA Expression nach
Glutathiondepletion allein. Im Gegensatz dazu hatten beide Kalziumkanalblocker keinen
Einfluss auf die Induktion der hsp70 Genexpression mit und ohne oxidativen Stress.

Die Ergebnisse legen eine unterschiedliche Regulation der beiden Stressgene in isolierten
Hepatozyten in Abhingigkeit von der zelluliren Ca*-Homéostase nahe. Die Phorone/BSO-
induzierte Expression beider Gene scheint dabei abhédngig von einem, durch den zytosolisch
wirksamen Ca’’-Chelator BAPTA-AM supprimierbaren, Anstieg der zytosolischen Ca®'-

. . . . . 2+ . .
Konzentration zu sein. Dabei scheint die Quelle der Ca™-lonen, die zu diesem



Konzentrationsanstieg fithren, eine bedeutende Rolle zu spielen. Wihrend der Ca**-Fluss aus
intrazelluliren Ca®"-speichernden Kompartimenten ein Hauptmechanismus fiir die Induktion
der HO-1 Genexpression nach oxidativem Stress zu sein scheint, spielt im Gegensatz dazu der
Ca’"-Einstrom aus dem Extrazellulirraum offensichtlich eine signifikante Rolle in der
Induktion der hsp70 Genexpression. Durch welche zytosolischen und nukleédren
Mechanismen der Anstieg der zytosolischen Ca®’-Konzentration die Expression der beiden
Stressgene in isolierten Hepatozyten vermittelt und welche weiteren Aktivierungsprozesse

moglicherweise involviert sind, bleibt zu untersuchen.

1.2 Summary

Heat shock proteins (hsp) are induced in mammalian cells under a variety of
pathophysiological conditions (e.g. heat shock, heavy metalls, infection) and play an
important role in cellular protection in vitro and in vivo. Although the exact mechanisms how
hsp confer protection are not clearly understood, their gene expression can be modulated by
cell signal transducers, such as changes in intracellular pH, cyclic AMP, Na', inositol
triphosphate, protein kinase C, and protein phosphatases. Free intracellular Ca®* concentration
([Ca*'];) is known to be a potent regulator of gene expression and appears to play a significant
role in the induction of hsp gene expression, although the pathways leading to induction of a
certain hsp seem to be cell type specific. The mechanisms of regulation of stress gene
expression by changes in [Ca®"]; are not fully understood.

At present, no data are available assessing the role of the intracellular Ca®” messenger system
in the activation of hsp in liver parenchymal cells. Previous studies could demonstrate an
induction of hsp32/ HO-1 and hsp70 in hepatocytes in a rat model of hemorrhagic shock and
resuscitation. It was further demonstrated that induction of HO-1 is mediated by oxygen free
radical dependent activation of the transcription factor activator protein-1 (AP-1). In the same
animal model a substantial disturbance of hepatocellular Ca®" regulation was observed.

The present study investigated the role of calcium signaling in the induction of two important
stress response genes, heme oxygenase-1 (HO-1)/hsp32 and hsp70, in isolated rat hepatocytes
in a model of oxidative stress.

Therefore, in the present study we used an in vitro oxidative stress model with cellular
glutathione depletion by incubating the cells with a combination of phorone

(2,6 dimethyl-2,5 heptadien-4-on) and buthionine sulfoxime (BSO). Extracellular and



cytosolic [Ca®"] of isolated hepatocytes from male Sprague-Dawley rats were depleted by
preincubation of the hepatocytes with the Ca®" chelators ethylene-diamine-tetraacetic-acid
(EDTA) and 1,2-bis(o-Aminophenoxy)ethane-N,N,N",N"-tetra  (acetoxymethyl)esther
(BAPTA-AM), respectively. Furthermore, we studied the effect of cellular Ca*"-homeostasis
on hsp gene expression by using the calcium ionophor A23187 and an experimental depletion
of ER calcium stores by thapsigargin, with and without depletion of the cytoplasmic
Ca’"- pool by BAPTA-AM. To further investigate the influx of calcium ions from
extracellular via “receptor-operated calcium channels” (ROCC) cells were incubated with the
calcium channel blockers verapamil and diltiazem with and without glutathione depletion.

6 hours after begin of each experiment RNA was extracted from hepatocytes. Northern blot
analysis was performed using a radiolabeled hsp32/ HO-1 and hsp70 cDNA probe. Both
genes were induced following oxidative stress by cellular glutathione depletion. This
induction could be prevented by preloading the cells with the cytoplasmic Ca*"-chelator
BAPTA-AM. Culturing of hepatocytes in calcium-free medium prevented induction of hsp70
gene expression after glutathione depletion without affecting HO-1 gene expression.
Thapsigargin (Tg), an inhibitor of the endoplasmic Ca**-ATP-ase, increased hsp32/ HO-1 but
not hsp70 gene expression. Tg-induced hsp32/ HO-1 induction was completely inhibited by
preloading the cells with BAPTA-AM. Incubation with the Ca*"-ionophor A23187, that
permeabilizes the plasma membrane and induces a leakage of Ca®" with a subsequent increase
of the cytoplasmic Ca®* concentration, augmented hsp32/ HO-1 (two fold) and hsp70
(5.2 fold) transcript steady state concentrations. Inhibiting receptor-operated calcium channels
(ROCC) by verapamil and diltiazem led only to a slight induction of hsp32/ HO-1, whereas a
simultaneous glutathione depletion resulted in a potentiated gene expression (increase of
46-55% by diltiazem, 29-68% by verapamil) compared to glutathione depletion alone. In
contrast both calcium channel blockers did not influence hsp 70 gene expression under normal
conditions and after oxidative stress. In summary, we could identify different Ca*" dependent
signaling mechanisms in the induction of the two stress genes hsp32/ HO-1 and hsp70 in
isolated rat hepatocytes. An increase in cytoplasmic calcium activity seems to play a key role
in the signaling cascade leading to induction of both genes. However, the source of the
calcium ions which flux into the cytoplasm are different. Our data provide evidence, that for
induction of hsp32/ HO-1 gene expression Ca’" flux from intracellular stores (e.g.
endoplasmic reticulum) and for hsp70 gene expression Ca®" flux from the extracellular

medium seems to be a main mechanism in a complex cascade of cellular signaling events.



2. Einleitung

Nach Trauma, Verbrennungen, Sepsis oder Schock haben die Patienten durch rasche
Primirstabilisierung der Kreislauffunktion zunichst eine gute Uberlebenschance. Wihrend
der weiteren intensivmedizinischen Betreuung folgt jedoch einem solchen Stressereignis oft
das Versagen einzelner oder mehrerer primér nicht geschidigter Organe im Sinne eines
Multiorganversagens. Dieses schockassoziierte Organversagen ist derzeit noch immer die
hiufigste Ursache fiir die hohe Spitletalitit polytraumatisierter Patienten. Die Pathogenese
dieses Syndroms ist bisher nicht vollstindig geklart. Ursdchlich wird eine komplexe
Kombination = von  Mikrozirkulationsstorung,  Ischdmie-Reperfusionssyndrom  und
Dysregulation der Immunantwort diskutiert (Cryer et al., 1999). In retrospektiven Studien
wurde festgestellt, dass sich in der Mehrheit der Fille das Multiorganversagen bereits in den
ersten 24 Stunden nach dem Trauma entwickelt (Cryer et al., 1999; Waydhas et al., 1992).
Betrachtet man das Versagen der Organe im Einzelnen, so konnte gezeigt werden, dass das
Leberversagen die hochste Letalitit aufweist (64%). Noch vor einigen Jahren stand das akute
Nierenversagen (Inzidenz 67%, Letalidt 60%) sowie das posttraumatische Lungenversagen,
das sog. ,,Adult respiratory distress syndrome® (ARDS) (Inzidenz 100%, Letalitit 55%), im
Vordergrund (Faist et al., 1983). Durch verbesserte Volumensubstitution, Dialyse und
Hémofiltrationsverfahren sowie neue Erkenntnisse in der Beatmungstherapie konnte die
posttraumatische Spiitletalitit erheblich gesenkt und die Uberlebenszeit von durchschnittlich
7,5 auf 16,8 Tage verlingert werden. Mit der Uberwindung dieser posttraumatischen
Komplikationen wurde jedoch zunehmend eine Beeintrichtigung der Leberfunktion im
Spétverlauf beobachtet (Seekamp et al., 1991). Aufgrund der hier nach wie vor weitgehend
fehlenden klinisch etablierten therapeutischen Moglichkeiten zum Ersatz der vielféltigen
Leberfunktionen {liberrascht die hohe Letalitit des Leberversagens nicht.

Einen hdmorrhagischen Schock erleiden nicht nur traumatisierte Patienten. Bei Operationen
wie der eines rupturierten Bauchaortenaneurysmas oder aber auch bei der téglichen
chirurgischen Versorgung von Patienten treten immer wieder schwerwiegende intraoperative
Blutungskomplikationen auf. Nach primér erfolgreicher Kreislaufstabilisierung entwickeln
diese Patienten hidufig eine systemische Entziindungsreaktion (,,Systemic Inflammatory
Response Syndrome*, SIRS), die dann, wie bereits beschrieben, in eine Organdysfunktion bis

hin zum Organversagen filhren kann. Eine klinisch evidente Prophylaxe dieses



Organversagens durch eine spezifische Beeinflussung der inflammatorischen Reaktion in der
Frithphase nach einem solchen Ereignis ist derzeit noch nicht etabliert (Baue et al., 1998). Der
Schock als pradisponierender Faktor fiir ein spiteres Organversagen ist per definitionem ein
Zirkulationsversagen mit einem Missverhdltnis von Sauerstoffangebot und Sauerstoffbedarf
an die Zellen der verschiedenen Gewebe (Larsen, 1999; Marzi, 1996). Der empfindlichste
Gefaflabschnitt ist dabei das Kapillarbett, in dem Substratzufuhr und Abtransport der
Metabolite zu und von den Zellen stattfindet. Im Schockzustand kommt es zu einer
Verlangsamung des Blutflusses bis hin zum vollstindigen Stillstand der Blutzufuhr im
Endstromgebiet. Nach therapeutischer = Volumentherapie erfolgt zunichst eine
Wiederherstellung der Makrohdmodynamik, wobei die Mikrozirkulationsstorung persistiert.
Trotz Normalisierung der systemhdmodynamischen Parameter konnte in Organen wie der
Muskulatur, aber eben auch der Leber eine Perfusionsheterogenitdt in der Mikrostrombahn
mit Koexistenz von minder- und normalperfundierten Arealen oder sogar hyperdmischen
Arealen gezeigt werden (Bauer et al., 1995; Clemens et al., 1985; Vollmar et al., 1994).
Diesen nach Ischdmie und Reperfusion verbleibenden regionalen Perfusionsunterschieden
wird eine herausragende Bedeutung in der Entwicklung eines Organversagens beigemessen.
Es konnte gezeigt werden, dass das Versagen der Mikrozirkulation in der Leber ein
determinierender Faktor in der Entwicklung des Leberzellschadens bis zum Zelltod ist. Der
Verlust des sinusoidalen Blutflusses korrelierte hierbei in hohem Mafle mit dem Verlust der
Vitalitdit der Hepatozyten (Chun et al., 1994). Drugas veranschaulichte diese
Perfusionsheterogenitdt in Form von Héaufigkeitsverteilungen (Abb.1). In einem Ischédmie-
Reperfusionsmodell an Rattenlebern wurde den Tieren am Ende der Reperfusion
Fluorescein-Isothiozyanat injiziert und an mehreren Leberschnitten intravitalmikroskopisch
die Anzahl der perfundierten Sinusoide pro Untersuchungsfeld bestimmt. Diese wurden gegen
die Hiufigkeit der Beobachtungen in einem Diagramm aufgetragen und ergaben eine
unimodale GauBlsche Verteilungskurve. Versuchsgruppen mit Ischimie/Reperfusion wiesen
eine deutliche Linksverschiebung der Kurve gegeniiber den scheinoperierten Kontrollgruppen

auf (Drugas et al., 1991).

10



235~

° / SHAM

154

104

o ISCHEMIA /
7 REPERFUSION

404

20 4

g 1t 2 3 4 35 6 7 8 9 10111213

Abb.1:  Effekt von Ischdmie/Reperfusion auf die Anzahl der perfundierten Sinusoide i.V. zur
Kontrollgruppe. (Drugas et al., 1991)

Sham: scheinoperierte Kontrollgruppe

Abszisse: Anzahl der perfundierten Sinusoide/Untersuchungsfeld

Ordinate: Anzahl der Beobachtungen

Die  Ursachen und  verantwortlichen = Mechanismen  dieser  persistierenden
Mikrozirkulationsstérung bei normalisierter Makrohdmodynamik sind bisher noch nicht
vollstindig aufgekldrt. Die Verdnderung des Gefdfistatus wird dabei als Ergebnis eines
komplexen Zusammenspiels von stressinduzierten vaskuldren Mediatoren wie Endothelin,
Stickstoffmonoxidsynthetase ~ (NOS), Hémoxygenase (HO), der Bildung freier
Sauerstoffradikale (,,Oxygen Free Radicals, OFR) und einer Verdnderung der
Rezeptorenexpression angesehen (Clemens et al., 1997). Solange die Balance zwischen
antagonistisch wirkenden Vasokonstriktoren und -dilatatoren aufrechterhalten wird, hat dies
einen protektiven Effekt auf die Organperfusion. Eine lokale Imbalance resultiert in einer
fokalen Ischdmie mit nachfolgendem Zell- und Organschaden. Die hepatische mikrovaskuldre
Reaktion nach Ischdmie und Reperfusion kann moglicherweise als Paradigma bei der
Betrachtung der Verdnderungen des Gesamtorganismus nach hamorrhagischem Schock

dienen (Bauer et al., 1996; Clemens et al., 1997).
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Aus klinischer Sicht ist die Volumentherapie mit Reperfusion der im Schock ischdmischen
Gewebe obligat. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass gerade diese notwendige Reperfusion
eines zuvor ischdmischen Organs zu einer Aggravierung des Gewebeschadens fiihrt. Erste
Daten fiir diesen Sachverhalt lieferten Granger et al. 1986 anhand eines
Ischdamie/Reperfusionsmodells am Katzendarm. Bei Betrachtung der intestinalen vaskuléren
Permeabilitéit zeigte sich eine signifikante Exazerbation der Darmwandschiddigung wéhrend
der Reperfusion nach einer begrenzten Zeit der Ischimie, welche selbst nur eine moderate
Permeabilitétsteigerung verursachte. Aufgrund der klinisch und morphologisch unméglichen
Abgrenzbarkeit zwischen ischdmischen und reperfusionsbedingten Gewebeschidden wurde der
Begriff des Ischdmie-Reperfusionssyndroms (I/R-Syndrom) gepriagt (Granger et al., 1986;
Parks et al., 1983). Dabei handelt es sich um eine Subsummierung pathophysiologischer
Vorgénge, die bei einer Vielzahl tiglicher klinischer Ereignisse wie beim Myokardinfarkt,
Apoplex, hdmorrhagischen Schock oder bei Transplantationen ablaufen. Verschiedene
Mechanismen werden als Ursache fiir eine zellulire Dysfunktion nach I/R-Ereignissen
angesehen.

Die Arbeitsgruppe um Granger zeigte in experimentellen Untersuchungen, dass die Bildung
freier Sauerstoffradikale moglicherweise eine Schliisselrolle in der Pathogenese der
Parenchymschidigung nach I/R-Ereignissen spielt. Sie entwickelten ein Schema, das den
pathophysiologischen Mechanismus unter Wirkung freier Sauerstoffradikale im I/R-Syndrom
darstellt (Abb.2). Dieses Schema, basierend auf vielen experimentellen Untersuchungen, hat
inzwischen weitgehende Akzeptanz gefunden und wird herangezogen, um I/R-Schédden in

einer Vielzahl von Organen, wie z.B. der Leber, zu erkldren (Granger et al., 1986).
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Abb.2: Mechanismen der Sauerstoffradikalproduktion wahrend der Reperfusion im ischdmischen
Dinndarm.

(Granger et al., 1986)

In der ischdmischen Periode wird das energiereiche Adenosintriphosphat (ATP) zu
Hypoxanthin katabolisiert, welches sich im Gewebe anreichert. Aufgrund des
Energieverlustes der Zelle kommt es zum Kalziumeinstrom, welcher iiber eine Aktivierung
der Protease Calpain die Sauerstoffradikal-produzierende Xanthinoxidase (XO) aus der
NAD -reduzierenden Xanthindehydrogenase (XD) konvertiert. In der Reperfusionsphase
gelangt molekularer Sauerstoff in das Gewebe und reagiert unter Katalyse der Xanthinoxidase
mit Hypoxanthin zu Superoxidradikalen und Wasserstoffperoxid. Aus diesen Produkten
entsteht iiber die eisenabhéngige Fenton- bzw. Haber-Weil-Reaktion das hochreaktive und

zytotoxische Hydroxylradikal (OH") (Halliwell et al., 1984).
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Der am besten untersuchte Mechanismus der radikal-vermittelten Gewebeschiadigung ist die
Lipidperoxidation von Zellmembranen (Haglund et al., 1991). Dabei kommt es zu einer
Strukturdnderung der Phospholipiddoppelschicht mit einer verminderten Viskositit der
Zellmembran, einem Effekt, der profunde Auswirkungen auf Zellfunktionen wie
Verformbarkeit, Rezeptorexpression, etc. hat. Eine Degradation von Hyaluronsdure und
Kollagen, beides Bestandteile von Basalmembranen, durch Hydroxylradikale wurde bereits
1978 beschrieben (Fridovich, 1978). Die Inaktivierung des von GefdBendothelzellen
freigesetzten ,,endothelium derived relaxing factor (EDRF) durch Superoxidradikale fiihrt
iber Mikrozirkulationsstorungen zu einer fokalen Ischdmie des Parenchyms
(Gryglewski et al., 1986; Rubanyi et al., 1986). Die Hauptursache fiir Zelldysfunktionen wird
jedoch nicht mehr nur in der direkten morphologischen Schéddigung gesehen. Vielmehr
scheinen OFR eine Signalfunktion auszuiiben und dariiber Entziindungsreaktionen zu
initiieren sowie die Expression bestimmter Gene (Stressgene) zu aktivieren. Uber welchen
Mechanismus OFR diese Eigenschaften entfalten, ist noch nicht vollstindig geklért. Im
Organismus existieren viele Quellen fiir OFR, im Kontext mit I/R werden jedoch besonders
dem Xanthinoxidase-System des Endothels und dem NADPH-Oxidase-System der
Leukozyten eine wichtige Rolle zugesprochen. Die dabei entstehenden Superoxidanione und
Wasserstoffperoxide reagieren iiber die metall-katalysierte Fenton-Reaktion zum
hochtoxischen Hydroxylradikal. Einen solchen Katalysator stellt das Eisen dar. Durch Gabe
des spezifischen Fe’*-Chelators Desferoxamin vor Beginn der Reperfusion beobachteten
Drugas et al. 1991 im I/R-Modell an Rattenlebern eine deutliche Zunahme der perfundierten
Sinusoide pro Untersuchungsfeld, was sich in einer Rechtsverschiebung der
Frequenzverteilungskurve auf nahezu Kontrollniveau zeigte. Ebenso konnte eine Reduktion
des hepatozelluldren Schadens festgestellt werden, so dass die Hypothese aufgestellt wurde,
dass das mikrovaskuldre Versagen mit resultierendem Zelltod zumindest teilweise durch
Fe’"-abhingige Mechanismen wihrend der Reperfusion entsteht. Durch Aufrechterhalten der
Mikrozirkulation kann mit Desferoxamin der Parenchymdefekt vermindert werden, indem die
Komponente inhibiert wird, die zur Fe’’- bzw. Hydroxylradikal- vermittelten
Lipidperoxidation fiihrt (Drugas et al., 1991).

Auch aktuellere Studien (Rensing et al., 1999) belegen eine signifikante Rolle von OFR als
Vermittler des hepatozelluldaren Schadens nach I/R-Ereignissen. Sauerstoffradikale entstehen
in geringen Mengen auch im normalen Zellmetabolismus. Daher sind suffiziente endogene
antioxidative Verteidigungssysteme Grundvoraussetzung des endogenen Schutzes der Zellen.

Zu den enzymatischen Verteidigungssystemen gehort die Superoxiddismutase (SOD). Dieses
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Enzym befindet sich iiberwiegend im Intrazelluldrraum, wo sie das Superoxidanion zu
Wasserstoffperoxid und Sauerstoff dismutiert und so die intrazelluldre O,- Konzentration
niedrig hélt (Haglund et al., 1991). Besonders hohe Konzentrationen des Enzyms sind in
Erythrozyten und Hepatozyten zu finden (Winterbourn, 1985). Das anfallende
Wasserstoffperoxid wird durch Katalase oder Glutathionperoxidase zu Wasser und Sauerstoff
detoxifiziert. Katalase findet sich in den Peroxisomen und metabolisiert ausschlie3lich H,O,,
wohingegen die Glutathionperoxidase auch organische Hydroperoxide
(z.B. Lipidhydroperoxid) entgiftet. Bei dieser Reaktion entsteht aus zwei Molekiilen
Glutathion (GSH) die oxidierte Form Glutathiondisulfid (GSSG), die durch Reaktion der
Glutathionreduktase unter Verbrauch von NAD(P)H wieder in GSH {iberfiihrt werden kann
(Jones et al., 1981).

Unter pathophysiologischen Bedingungen, wie zum Beispiel im I/R-Syndrom, reicht die
Kapazitit der endogenen Mechanismen zur Entgiftung freier Sauerstoffradikale nicht aus.
Durch den massiven Anfall von OFR in der friihen Reperfusionsphase kommt es zum
zelluldren Verbrauch von GSH. Die Reaktion der Glutathionreduktase ist jedoch aufgrund des
zelluldren Mangels an Energietrdgern (z.B. ATP) deutlich vermindert. In der Folge fiihren die
Radikale iiber bereits genannte Mechanismen zur zelluliren Dysfunktion und im
Makroorganismus schlieBlich bis hin zum irreversiblen Organversagen. Jennische beobachtete
am I/R-Modell von Lebern, dass ein Mangel an Glutathion, pharmakologisch oder diétetisch
induziert, in einem weitaus intensiveren hepatozelluldren Schaden nach I/R miindet als in
Lebern mit normalem GSH-Gehalt (Jennische, 1984). Marubayashi et al. infundierten Ratten
exogenes Glutathion vor Beginn der Ischdmiephase. Es zeigte sich eine gesteigerte
Resynthese von ATP sowie eine deutlich verminderte Bildung von Lipidperoxiden nach
Reperfusion (Marubayashi et al., 1985). Daraus wird deutlich, dass dem Glutathionsystem
eine herausragende Rolle in der Entgiftung freier Sauerstoffradikale im I/R-Syndrom
zukommt.

Die Parenchymschiddigung der Leber nach Ischimie-Reperfusionsereignissen beginnt, wenn
auch meist noch reversibel, in der ischdmischen Periode. Diese Periode ist nicht nur durch ein
Versagen der hidmodynamischen Kreislauffunktion, sondern auch durch lokale
gefaBregulatorische Storungen im Bereich der Mikrozirkulation gekennzeichnet. So richtet
sich in letzter Zeit die wissenschaftliche Aufmerksamkeit auf das Phdnomen der aktiven
Konstriktion der Sinusoide als Mechanismus zur Perfusionsregulation in der Leber. Die
Sinusoide konnen sich reversibel durch Mediatoren wie zum Beispiel Endotheline verengen.

Goto et al. untersuchten die Rolle von Endothelin-1 (ET-1), einem hochpotenten
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Vasokonstriktor, in der Mikrozirkulationsstérung nach einem I/R-Ereignis der Leber. Die
ET-1-Konzentration stieg sofort nach Beginn der Reperfusion auf das 5-6fache an und blieb
wihrend der gesamten Reperfusionsdauer konstant auf dem hohen Niveau. Die Oxygenierung
sowie der Blutfluss im regionalen Lebergewebe waren hierbei, trotz guter
Systemhdmodynamik, deutlich vermindert (Goto et al., 1994). In weiteren experimentellen
Untersuchungen zeigten sich neben der sinusoidalen Konstriktion auf ET-1-Gabe auch
Verianderungen des présinusoidalen Widerstandes. Die maximale Abnahme des sinusoidalen
Durchmessers in der periportalen Region wurde mit niedrigeren Konzentrationen als in der
perizentralen Ausflussregion erreicht, weshalb auf eine Clearance durch Bindung oder Abbau
im Blutfluss im Verlauf der Lebersinusoide geschlossen wurde. Im Gegensatz zur Infusion in
die Portalvene konnte bei systemischer Applikation des Vasokonstriktors kein bleibender
Effekt auf die hepatische Mikrozirkulation nachgewiesen werden
(Bauer et al., 1994 a, 1994 b). Das Ausmal} der lokalen Vasokonstriktion wird moduliert
durch die Wirkung endogener Vasodilatatoren wie Stickstoffmonoxid (NO) und
Kohlenmonoxid (CO), welche unter anderem in den sinusoidalen Randzellen gebildet werden.
Die Lebersinusoide nehmen somit eine wichtige lokale Rolle in der Regulation der
Leberperfusion ein (Clemens et al., 1999). Ein Missverhéltnis in der stressinduzierten
Expression von Vasokonstriktoren und —dilatatoren fiihrt somit zu einer lokalen
Perfusionsheterogenitit, welche zur Entwicklung fokaler Ischdmien und daraus folgender
Progression eines Leberschadens beitragen kann. Die Rolle der Vasodilatatoren NO und CO
in der intrinsischen Kontrolle der sinusoidalen Perfusion wurde 1998 von Pannen et al. an
isolierten Rattenlebern untersucht. Wahrend CO zu einer gesteigerten Perfusion fiihrte, konnte
bei NO kein Effekt auf die Lebersinusoide nachgewiesen werden. Da das endogen gebildete
Kohlenmonoxid die sinusoidale Perfusion nach hdmorrhagischem Schock aufrechterhielt,
sahen Pannen et al. hierin einen Mechanismus, ein schockinduziertes Leberversagen

moglicherweise zu begrenzen (Pannen et al., 1998).

Die Wirkung von NO wird iiber die Aktivierung der 16slichen Guanylatzyklase gesteuert.
Uber einen Anstieg des zyklischen Guanosinmonophosphat (¢cGMP) wird die intrazellulire
Ca®'-Freisetzung gehemmt, was eine Muskelrelaxation zur Folge hat. Unter physiologischen
Bedingungen wird das NO durch Aktivitdt der konstitutiven Isoformen der NO-Synthetase
(NOS-I und NOS-III) freigesetzt. Stressereignisse wie z.B. Endotoxinschock fiihren zur
Expression der induzierbaren Isoform NOS-II in der Leber und Produktion groer Mengen

des NO (Billiar et al., 1990; Geller et al., 1994; Rensing et al., 1999). Es existieren Hinweise
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fiir zytotoxische (Szabo, 1996) und zytoprotektive Effekte der NOS-II wie z.B. der Erhalt der
Leberperfusion in Modellen der Leberinflammation (Nishida et al., 1994; Wang et al., 1995).
Obwohl die gefdBdilatierende Wirkung von NO in diesen Modellen unumstritten ist, wird die

Rolle als Modulator von Gewebeschidden nach Ischdmie/Reperfusion kontrovers diskutiert.

Auch die vasodilatatorische Wirkung von CO erfolgt liber eine Aktivierung der 16slichen
Guanylatzyklase (Briine et al., 1990). Die dominierende endogene Quelle des CO ist die
Hamoxygenase. Die Himoxygenase liegt in 3 Isoformen vor, von denen die Himoxygenase-1
(HO-1), auch als Hitzeschockprotein 32 (hsp32) bekannt, durch oxidativen Stress und auch
hdamorrhagischen Schock/Volumentherapie induzierbar ist (Bauer et al.,, 1996;
Bauer et al., 1998). Die Himoxygenase, ein mikrosomales Enzym, katalysiert den
Katabolismus von Hdm zu dquimolaren Mengen von Bilirubin (einem potenten Antioxidans),

Eisen und Kohlenmonoxid (einem potenten Vasodilatator) (Abb.3).
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Abb.3: Hamoxygenasestoffwechsel.
Die Hamoxygenase katalysiert die sauerstoff- und NADPH-abhéngige Spaltung des Himmolekiils unter Bildung
von Biliverdin, das weiter zu Bilirubin reduziert wird. (Tenhunen et al., 1968)
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In Geweben wie der Milz und der Leber, die an der Elimination zerstorter roter Blutzellen und
Héamoglobin aus der Blutzirkulation beteiligt sind, sind grole Mengen dieses Enzyms zu
finden (Maines, 1988). Wihrend die physiologische Exposition zu Hamoglobin zu keiner
Genexpression der Isoform HO-1 fiihrt, induzieren verschiedene Stressmodelle differenzierte
zelltypspezifische und sublobuldre HO-1-Expressionsmuster (Bauer et al., 1998). So wird
z.B. nach Endotoxinschock die HO-1 vermehrt in sinusoidalen Randzellen exprimiert,
wihrend nach himorrhagischem Schock/Volumentherapie oder Glutathiondepletion die HO-1
in perizentralen Hepatozyten induziert wird. Letzteres spiegelt moglicherweise die azinusnahe
Wirkung der OFR wieder. Wahrend die hochsten Glutathionspiegel in periportalen Arealen zu
finden sind, werden die Sauerstoffradikale hauptsichlich in der perizentralen Zone gebildet.
Der perizentrale Verlust antioxidativer Verteidigungsmechanismen nach Glutathiondepletion
und der frithe Anstieg der OFR in dieser Zone wéhrend Reperfusion sind mdglicherweise ein
Triggerfaktor fiir die perizentrale HO-1 Expression. Obwohl die funktionelle Bedeutung der
HO-1 nach Stressereignissen (hdmorrhagischer und septischer Schock, Trauma, Verbrennung,
etc.) nicht vollstindig geklart ist, scheint zumindest die Induktion von HO-1 in der Leber nach
hdmorrhagischem Schock einen protektiven Effekt zu entfalten. So konnte an der Ratte
gezeigt werden, dass eine Blockade von HO-1 nach hémorrhagischem Schock und
Volumentherapie eine Verschlechterung der portalen Perfusion sowie eine Aggravierung des
Leberzellschadens durch reaktive Sauerstoffspezies nach sich zieht (Rensing et al., 1999). Des
Weiteren konnte durch die einmalige Zufuhr des unspezifischen zellgdngigen Antioxidans
Trolox eine signifikante Reduktion der HO-1 Induktion und der Leberzellschddigung erzielt
werden. Interessanterweise war dieser Effekt nur in den Parenchymzellen nachweisbar, auf
die HO-1 Induktion in nichtparenchymatdsen Zellen (Endothelzellen, Kupfferzellen) hatte
Trolox keinen Einfluss, so dass in diesen Zelltypen die Induktion anderweitig erfolgen muss.
Nath et al. lieferten 1992 Hinweise durch in vivo Versuche, welche die protektive Rolle der
HO-1 gegen OFR-vermittelte Rhabdomyolyse mit nachfolgendem Nierenversagen
untermauerten (Nath et al., 1992).

Neben oxidativem Stress kann auch die, den ,heat shock proteins namengebende
Hyperthermie zu einer starken Induktion der HO-1/hsp32 Genexpression fiihren,
moglicherweise iiber eine Aktivierung des Hitzeschockfaktors (Shibahara et al., 1987).
Obwohl I/R ein bekannter starker Induktor der Hitzeschockantwort ist
(Schoeniger et al., 1992) und neben der HO-1 auch andere Hitzeschockproteine wie z. B. das

hsp70 verstirkt exprimiert werden, scheint die Induktion der HO-1 Expression in diesem
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Modell doch komplexer zu sein als die klassische Hitzeschockantwort. Nach Vorbehandlung
mit Cycloheximid, einem Hemmer der Proteintranslation, beobachteten Bauer et al. eine
Reduktion der HO-1 mRNA-Expression um 65% nach I/R, wihrend kein Effekt auf die
Akkumulation der hsp70 mRNA auftrat. Actinomycin D, ein Hemmer der DNA-abhidngigen
RNA-Synthase, verhinderte die = mRNA-Expression beider Hitzeschockproteine
(Bauer et al., 1998). Diese Tatsache ldsst vermuten, dass die Akkumulation beider Transkripte
abhingig ist von einer de novo RNA Synthese. Wahrend fiir die vollstindige HO-1 mRNA
Induktion die de novo Synthese eines Proteins, z.B. eines Transkriptionsfaktors, benotigt
wird, handelt es sich bei hsp70 um ein typisches ,,primary response gene™ nach I/R. Diese
Gene werden per definitionem nach Aktivierung eines latenten Transkriptionsfaktors
exprimiert, wie z.B. des Hitzeschockfaktors, ohne eine de novo Proteinsynthese. Ein weiteres
Regulationselement des HO-1-Gens ist der redoxsensitive Transkriptionsfaktor AP-1. Zur
Bildung dieses aktiven Transkriptionsfaktors wird eine Proteinsynthese benétigt. Da das
Glukokortikoid Dexamethason, ein bekannter Inhibitor des AP-1, die HO-1 Genexpression
hemmt, wird dem AP-1 eine Regulatorrolle in der durch Schock und Volumentherapie
induzierten hepatischen HO-1 Genexpression zugesprochen (Rensing et al., 2001; Yang-Yen
et al., 1990).

Von Chu et al. konnte 1997 erstmalig nachgewiesen werden, dass eine dem schidigenden
Ereignis vorausgehende Expression der Hitzeschockproteine fiir deren protektiven Effekt
nicht erforderlich ist. Ratten wurden zunichst einem letalen Endotoxinstress und direkt
danach einem Hitzeschock ausgesetzt. Damit wurde ein ,,molekulares Rennen* zwischen zwei
verschiedenen Programmen der Genexpression gestartet. Die Akutphase-Antwort, getriggert
durch die Endotoxine, aktiviert die Genexpression und Synthese von inflammatorischen
Zytokinen (Tumornekrosefaktor-a, Interleukin-18), wofiir unter Normalbedingungen
mindestens 1-2 Stunden bendtigt werden. Die wesentlich schnellere Hitzeschockantwort
erfolgt tiber eine direkte Transkription der Gene und folgende Translation ohne ein Splicing
der mRNA. Es konnte beobachtet werden, dass die Hitzeschockantwort einen deutlich
protektiven Effekt auf den sonst letalen Endotoxinstress hatte (Chu et al., 1997). Damit stellt
sich nur noch die Frage, wie weit das zeitliche Fenster sein darf, in welchem die
Hitzeschockproteine die Zytokinsynthese noch stoppen konnen. Neu iiberdacht werden muss
daher die moglicherweise protektive Rolle des Fiebers bei Patienten nach Stressexposition.
Eine eher skeptische Betrachtung der medizinischen Fiebersenkung einerseits und der
potentiellen Konsequenzen der Schaffung eines kiinstlichen Fiebers andererseits wéren die

Folge (Buchman, 1997). Uber welchen Mechanismus entfalten nun die hsp ihre protektive

19



Wirkung? Su et al. zeigten an Herzmuskelzellen, dass Zellen mit einem hohen
konstitutionellen Gehalt an hsp70 nach Wasserstoffperoxidexposition (H,O;) eine deutlich
geringere Lipidperoxidation aufwiesen als Zellen von entsprechenden Kontrollgruppen. Die
durch H,O, induzierte ATP- und GSH-Depletion erfolgte jedoch in beiden Zellgruppen
gleichermaflen. Der zellulire Laktatdehydrogenase (LDH)-Verlust als Zeichen eines
irreversiblen Schadens an den Kardiomyozyten war in den hsp70-Zellen vermindert. Ebenso
wurde der durch H,O, induzierte Kalziumioneneinstrom in diesen Zellen nicht beobachtet
(Su et al., 1999). Durch welchen Wirkmechanismus das hsp70 seine Lipidprotektion erreicht,
ist weiterhin unklar. Eine Modulation von Ca®"-Speichern des ER mit Erhalt der
Ca”**-Homodostase und daraus folgender Hemmung der mitochondrialen Ca®’-Aufnahme, der
Bildung von OFR und der Membranperoxidation wurde z.B. in Bezug auf hsp78 und hsp9%4
(Schutz der renalen Epithelzellen vor Lipidperoxidation) diskutiert (Liu et al., 1997). Fiir
hsp27 wird ein Anstieg des intrazellulairen GSH-Levels vermutet (Mehlen et al., 1996). Hsp70
scheint die Toxizitdt der OFR im Bereich der Zellmembran abzufangen, da bei zelluldrem
Stress der membrangebundene Anteil ansteigt (Gudi et al., 1993). Des Weiteren wird eine
Hemmung der Phospholipase A, durch hsp70 vermutet, so dass weniger freie Fettsduren mit
den OFR reagieren konnen und dadurch moglicherweise die Lipidperoxidation reduziert
wiirde (Jaattela, 1993; Su et al., 1999).

Da Hitzeschock neben der Induktion der hsp zu einer Abnahme des intrazellularen pH-Wertes
sowie einem Anstieg der cAMP- und Ca’’-Konzentration fiihrt, scheint der
Regulationsmechanismus der hsp70-Expression zumindest teilweise dariiber zu erfolgen.
Beispielhaft wurde die hsp70-Synthese an menschlichen Epidermoidzellen untersucht
(Kiang et al., 1994). Ein Anstieg der zelluldren Ca**-Konzentration oder die Aktivierung von
G-Proteinen filihrten zu einer verstirkten Induktion der Genexpression, wihrend der
intrazelluldre pH-Wert und die cAMP-Konzentration keinen Einfluss hatten. Da eine
Hemmung der durch Hitzeschock gesteigerten Ca®’-Konzentration lediglich zu einer
verminderten statt einer vollstindig blockierten Genexpression fiihrte, wurden
kalziumabhdngige und —unabhdngige Prozesse bei der hsp70-Synthese diskutiert
(Kiang et al., 1994). Der Hitzeschock verursachte zundchst einen gesteigerten
Kalziumioneneinstrom gefolgt von einer Mobilisation der Kalziumionen aus intrazelluldren
Speichern. Dieser Anstieg der intrazelluliren Ca’-Konzentration war abhingig von der
extrazelluldren Kalziumkonzentration. Die Kalziumabhingigkeit der Genexpression wurde
durch drei Beobachtungen unterstiitzt: 1. Bei Inkubation der Zellen in einem stark

Ca’"-haltigen Medium war ein deutlich stirkerer Anstieg der hsp70mRNA nach Hitzeschock
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zu verzeichnen als in Ca*’-freien Medium. 2. Behandlung mit BAPTA-AM, einem
zytosolischen Kalziumchelator, fiihrte zu einer stark reduzierten Genexpression nach
Hitzeschock. 3. Behandlung mit TMB-8 (lonomycin-8-(diethylamino)octyl-3,4,5,
trimethoxybenzoate), welches die Mobilisation des intrazelluliren Ca®" hemmt, fiihrte
ebenfalls zu einer verminderten Genexpression. Die genaue Rolle der intrazelluldren
Ca”*-Konzentration als Regulationsmechanismus scheint weiterhin unklar, da ein Anstieg der
Ca®"-Konzentration ohne Hitzeschock zu keiner Induktion der Genexpression fiihrte.
Moglicherweise erfolgt nur eine Potenzierung der hsp70 Expression durch den
Ca”*-Konzentrationsanstieg, der eigentliche Triggerfaktor wie z.B. Hitzeschock setzt jedoch

an anderer Stelle an.

Das zelluldre Kalzium ist neben zyklischen Nukleotiden (zyklisches Adenosinmonophosphat,
cAMP) das wichtigste zelluldre Signalmolekiil in parenchymatdsen Organen wie z.B. der
Leber (Rasmussen et al., 1984). Das Kalziumion (Ca®") ist ein nahezu universelles
Signalmolekiil in Sdugetierzellen, iiber dessen zellulire Konzentrationsinderungen eine
Vielzahl von Zellfunktionen wie z.B. Zellproliferation und Differenzierung,
Glukosestoffwechsel, Proteinsynthese oder enzymatische Reaktionen gesteuert werden. Diese
Signalfunktion wird sowohl iiber direkte Enzymaktivierung (zB. Ca®"-aktivierte
Proteinkinase C) als auch iiber zytosolische oder membrangebundene Rezeptorproteine wie
das Calmodulin oder Troponin C in Herz- und Skelettmuskelzellen erfiillt
(Rasmussen et al., 1984). Aufgrund der im Intrazelluldrraum vorherrschenden niedrigen
Ca*"-Konzentration von 0,1uM gegeniiber 1000pM im Extrazellulirraum wird das Ca®" auch
als ,,zelluldres Toxin“ bezeichnet, da ein Konzentrations-Exzess dieses quantitativ kleinen
Signalmolekiils zum Zelltod fiihrt. Die Aufrechterhaltung der niedrigen intrazelluldren
Ca®"-Konzentration erfolgt normalerweise durch aktiven Ca**-Transport aus der Zelle iiber
2Na’/Ca®*-Austauscher bzw. Ca®"/H'-ATPasen in der Zellmembran (Rasmussen et al., 1984).
Weiterhin wird zur Aufrechterhaltung der zytosolischen Ca**-Konzentration Ca*" durch einen
energieverbrauchenden Prozess (z.B. 2Na'/Ca*"-Antiporter) in intrazellulire Kompartimente
(wie z.B. Mitochondrien, Kalzisomen, endoplasmatisches/sarkoplasmatisches Retikulum)
verschoben. Die Mitochondrien haben dabei eine Reservoir- und Pufferfunktion zur
Stabilisierung  der niedrigen zytosolischen Ca*"-Konzentration bei intrazellulérer
Ca’"-Akkumulation. Im Mitochondrienmatrixraum steht ein groBer Pool von nichtionischem
Kalzium im Austausch mit einem kleinen Pool freier Ca2+-Ionen, dessen Konzentration

dhnlich der zytosolischen Ca*"-Konzentration ist und in permanentem Austausch damit steht.
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Das endoplasmatische Retikulum stellt dagegen in vielen Zellen die Ca®"-Quelle fiir die
Initialphase der Aktivierung des zelluldren Ca**-Signals dar. Fiir einen geringen Anstieg der
zytosolischen Ca*"-Konzentration ist ein groBer Bolus von Ca”" erforderlich, da erstens die
Plasmamembranpumpe {iber Calmodulin aktiviert wird, was einen gesteigerten
Ca”**-Ausstrom zur Folge hat und zweitens ein GroBteil als nichtionisiertes Kalzium im

Mitochondrienpool eingelagert wird (Abb.4).
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Abb.4: Schematische Darstellung von Ca®*-Pools einer Saugetierzelle.

CaP: Plasmamembran-Pool; CaZ: Pool des ER; CaX: nichtionischer mitochondrialer Pool
Ca-Y: nichtionischer Pool im Zytosol; Ca*": freie Ca®*-Ionen in Zytosol und Mitochondrien
Schraffierte Flache: links Plasmamembran, rechts Mitochondrienmembran; ~: aktiver Transport
(Rasmussen et al., 1984)

Im Rahmen der Zellaktivierung erfolgt nach Stimulation durch einen extrazelluldren
,messenger“ (z.B. Hormone) eine Erhohung der zytosolischen Ca®"-Konzentration

(0,65-1,5uM), welche aufgrund der o.g. Mechanismen schnell wieder auf Werte unter 0,5uM
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sinkt. (z.B. TRH-vermittelte TSH-Sekretion, ANGII-vermittelte Gefalkonstriktion)
(Rasmussen et al., 1984). Die Influx- und Efflux-Raten pendeln sich dabei auf einem erhohten

Level ein (Abb.5).
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Abb. 5: Schematische Darstellung der zelluldren Ca®* Bewegungen nach Zellaktivierung durch Bindung
eines Hormons — hypothetisch (schraffierter Balken)

Oben: Verinderung der zytosolischen [Ca®']

Mitte: Ca®" -Ein- und Ausstrom iiber die Plasmamembran

Unten: Verinderungen der freien [Ca*'] und des Gesamt-Ca®" in Mitochondrien als Ergebnis der 0.g. Prozesse
Abszisse: Zeit in Minuten

Ordinate: Einheiten gemi3 Angabe im Diagramm

(Rasmussen et al., 1984)

Die Interaktion des Hormon-Rezeptor-Komplexes mit der membrangebundenen
Phospholipase C fiihrt zur Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat zu
Diacylglycerol (DG) und Inositoltriphosphat (IPs), welches die Freisetzung von Ca®' aus

intrazelluldren Speichern (z.B. dem ER) vermittelt. Gleichzeitig kommt es zum gesteigerten
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Ca**-Einstrom durch Ca’"-Kanile der Plasmamembran. Mboglicherweise ist diese
Ca” -Permeabilitit Folge einer verinderten Membranstruktur nach Hydrolyse des
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (Rasmussen et al., 1984). DG dient als Substrat fiir die
Bildung der Arachidonsdure, woraus in einer durch die Cyclooxygenase katalysierten
Reaktion Leukotriene, Prostaglandine und Thromboxane synthetisiert werden konnen.

Dartiber hinaus aktiviert DG die Proteinkinase C (Abb.6).

Abb.6: Schematische Illustration einer Zellaktivierung nach Hormon-Rezeptor-Bindung

R: Rezeptor; PLC: Phospholipase C; Pin4,5Pi: Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat; DG: Diacylglycerol;

InP;: Inositoltriphosphat; InP,: Inositolbisphosphat; InP: Inositolmonophosphat; In: freies Inositol;

PA,: Phosphorsdure; Pin: Phosphatidylinositol; MG: Monoglyceride; AA: Arachidonsdure; LT: Leukotriene;
PG:Prostaglandine; TX: Thromboxane

(Rasmussen et al., 1984)

Wie erkliart sich nun eine anhaltende Zellantwort aus dem nur kurzen Anstieg der
zytosolischen Ca®"-Konzentration? Kaibuchi und Kawahara untersuchten dieses Phinomen an
Thrombozyten. Nach Stimulation durch Thrombin stieg zundchst die zytosolische
Ca*"-Konzentration an und aktivierte die Ca*"-Calmodulin-abhingige
Myosin-leichte-Ketten-Kinase. Daneben erfolgte eine weitere Proteinphosphorylierung durch
die Proteinkinase C, welche durch DG aktiviert wurde. Wenn nun einer dieser beiden Wege
der Zellaktivierung gehemmt wurde, resultierte nur eine submaximale Freisetzungsreaktion
(Kaibuchi et al., 1983; Kawahara et al., 1980). Daraus ergab sich die Hypothese, dass die zwei

verschiedenen Wege der Zellaktivierung jeweils eine eigene Rolle in der zeitlichen Abfolge
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der Ca®**-Signaltransduktion haben. Die Ca”’-Calmodulin-Aktivierung, welche iiber eine
groBe Ca*"-Amplitude moduliert wird, ist fiir die initiale schnelle Zellantwort verantwortlich,
wihrend die Proteinkinase C, sensitiviert auf einem niedrigeren ,steady-state der

zytosolischen Ca®*-Konzentration, zu einer lang anhaltenden Zellantwort fiihrt (Abb.7).

(Sustained Response)

Pry /Pfru\ M RE|

A B D C
(Initial Response)

|—-/: ( Integrated )

Response

Abb.7: Schematische Prasentation des Informationsflusses im Ca**-Signalsystem

Die zwei verschiedenen Wege der Zellaktivierung haben jeweils eine eigene Rolle in der zeitlichen Abfolge der
Ca’'-Signaltransduktion. Eine zeitliche Integration fiihrt zu einer gesteigerten und anhaltenden Zellantwort
(unten rechts).

H: Hormon; R: Rezeptor; gestrichelte Flache: Plasmamembran; PLC: Phospholipase C; 4,5Pin: Phosphoinositol
4,5- bisphosphat; [Ca®"].: zytosolische Kalziumkonzentration; REs: Response elements;

CM: Calmodulin; PK: Proteinkinase; Pr,: zelluldre Proteine; DG: Diacylglycerol; C-K: C-Kinase; Ca-Z: Ca'-
Aktivator-Pool; In-P5: Inositol 1,3,4-triphosphat

(Rasmussen et al., 1984)

25



Nach oxidativem Stress ist die Ca®"-Sequestration iiber die Membranpumpen von Plasma-,
Mitochondrien- und Mikrosomenmembran gestort. Letztere besitzt einen groflen Stellenwert
im Erhalt der intrazelluldren Ca2+—Hom60stase, da bis zu 50% des zelluldren Ca*" im ER,
welches den groBten Teil des extramitochondrialen Ca®-Pools einnimmt, aufgenommen
werden (Murphy et al., 1980). In Versuchen an isolierten hepatozytiren Mikrosomen konnten
Jones et al. 1983 zeigen, dass oxidativer Stress in Form von tert-Butylhydroperoxid (t-BOOH)
zu einem Verlust der Ca*"-Sequestration trotz Anwesenheit von ATP fiihrte. Die
Metabolisierung von t-BOOH durch die Glutathionperoxidase resultierte in einer Oxidation
von Glutathion und Pyridinnukleotiden. Die gleichzeitige Gabe von Dithiothreitol bzw.
Glutathion hatte eine vollstindige Protektion gegen den Sequestrationsverlust zur Folge.
Daraus wurde geschlossen, dass dieser protektive Effekt auf einer Verhinderung der
Oxidation der fir die Ca’’-ATPasen essentiellen Sulfhydrylgruppen im Enzym beruht
(Jones et al, 1983). Im Gegensatz dazu hatte eine selektive Inaktivierung der
Glutathionreduktase mit folgendem Anstieg der reduzierten Form des NADPH den gleichen
protektiven Effekt auf die mitochondriale Ca®-Sequestration bei weiterhin bestehendem
Funktionsverlust der extramitochondrialen Ca**-ATPasen (Bellomo et al., 1982;
Richter et al., 1988). Daraus ergab sich die Hypothese, dass die intrazellulire Ca'-
Sequestration iiber die Mitochondrienmembran Pyridinnukleotid-abhédngig und iiber die

Mikrosomenmembran Sulthydrylgruppen-abhéngig erfolgt (Bellomo et al., 1982) (Abb.8).
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Abb. 8: Oxidation und Hydrolyse von intramitochondrialen Pyridinnukleotiden
(Richter et al., 1988)

Die im oxidativen Stress auftretende Glutathiondepletion fiihrt daher zum Anstieg des
Oxidationsproduktes  Glutathiondisulfid (GSSG) und Oxidation des fiir die
Glutathionreduktase benétigten NAD(P)H mit einer Abnahme des NAD(P)H/NAD(P)'-
Quotienten (Moore et al., 1990). Der Anstieg der zytosolischen Ca’*"-Konzentration kann
kurzzeitig liber die Plasmamembranpumpe kompensiert werden. Auf Dauer reagiert jedoch
auch diese sensibel auf Oxidation, Alkylierung oder Komplexierung von Sulfhydrylgruppen
mit einer Hemmung des Ausstroms (Bellomo et al., 1983). Als zusitzlicher Mechanismus
geht der Inaktivierung der Ca’’-ATPasen offensichtlich eine erhdhte Permeabilitit der
Membranen fiir Ca®" durch oxidativen Stress mit einem konsekutiven Einstrom von Ca®*
entlang des Konzentrationsgefilles voraus. Untersuchungen von Silomon et al. an
Rattenhepatozyten bestitigten die bedeutende Rolle von OFR in der schockinduzierten Ca*"-
Dysregulation. Durch in vivo Gabe von sog. Radikalfangern wie Superoxiddismutase (SOD)

oder Katalase konnte sowohl die Lipidperoxidation als auch ein Anstieg der zytosolischen
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Ca’"-Konzentration verhindert bzw. vermindert werden. Allerdings spielte die
Xanthinoxidase, die als Hauptquelle der schockinduzierten Freisetzung von OFR in diesem
Modell diskutiert wird, nur eine untergeordnete Rolle im Rahmen der I/R-induzierten
Ca2+-Dysregulati0n (Silomon et al., 1999). Der resultierende intrazellulire zytosolische
Ca”*-Konzentrationsanstieg ist ein spiter Mediator in der Entwicklung des oxidativen
Zellschadens und fiihrt zu einer abnormen Stimulation von normalerweise physiologischen
Funktionen wie z.B. einer vermehrten Aktivierung von Phospholipasen. Die dadurch abnorm
gesteigerte Phospholipidhydrolyse endet letztendlich im irreversiblen Zellschaden. Des
Weiteren erfolgt eine intrazelluldre Proteindegradation von Rezeptoren, Proteinkinasen und
des Zytoskeletts durch Proteasen sowie die Aktivierung von Endonukleasen, welche sonst nur
im Rahmen des physiologischen Zelltodes agieren. Trotz der verschiedenen Moglichkeiten
zelluldren, oxidativen Stress auszuldsen ist das Kalziumion ein gemeinsamer Endpunkt in

deren ,,Zelltodmechanismus® (Abb.9).

Oxidativer Stress

Amung O

. . B Ca -Translokasen
Stérung derintrazellulidren Veranderung der intrazelluldren

Schwefelgruppen-Homdostase Ca*"-Homdostase

-

Unphyvsiologische Erhdhung der
zytosolischen Ca®-Konzentration

L J
Aktivierung Ca‘’-abhingiger
katabolischer Prozesse

Stdrung des zyto- Prntein— Alktivierung Ca‘"-abhéngiger Phospholipid-
skeletalen Gefige degradation Endonukleasen hydrolyse

~_ 1

Verlust der
Zellschwellung M em branintegritat

\/

Zelltod

Abb.9: Schematische Darstellung eines ,,Zelltodmechanismus* durch Depletion von Sulfhydrylgruppen
und Stérung der Ca?*-Homéostase.

(Moore et al., 1990)
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Nach hé@morrhagischem Schock zeigten Maitra et al. eine profunde Storung der
hepatozelluliren Ca’’-Regulation an der Ratte mit einer signifikanten Erhdhung der
zytosolischen ~Ca*"-Konzentration —gegeniiber ~scheinoperierten Kontrolltieren. Diese
Veridnderungen der Ca”*’-Regulation waren dabei gekoppelt an eine Stérung des
Laktatmetabolismus und der hepatischen Glukoseproduktion. Aus den erhobenen Daten
wurde ein moglicher Zusammenhang zwischen einer veranderten zelluliren Ca**-Homéostase
und einer Storung der Glukoseproduktion postuliert (Maitra et al., 1992). Des Weiteren
konnte nach hidmorrhagischem Schock und Volumentherapie eine Abnahme der aktiven
Leberzellfunktion anhand der Indocyaningriin-Clearance nachgewiesen werden (Wang et al.,
1991). Gegen diese zelluldre Funktionseinschrankung wirkte eine Behandlung der Tiere mit
dem Kalziumkanalblocker Diltiazem weitgehend protektiv. Wang vermutete daher einen
moglichen Zusammenhang von zellulirer Funktionsstérung und Ca2+-Dysregu1ati0n.

Der protektive Effekt von Diltiazem wurde von Rose et al. 1997 in Bezug auf die
hepatozelluldre Ca*"-Regulation nach himorrhagischem Schock und Reperfusion néher
untersucht. Dabei wurde der nach Schock und Volumentherapie beobachtete gesteigerte,
zellulire Ca*"-Austausch und membrandse Ca**-Fluss durch Diltiazem bis auf Kontrollniveau
gehemmt. Des Weiteren wurde die Lipidperoxidation sowie der Verlust von Glutathion
vermindert. Aus den Daten wurde von den Autoren die gesteigerte Ca* -Aufnahme als ein
moglicher Mechanismus fiir die Entwicklung des oxidativen hepatozelluldren Schadens nach

hidmorrhagischem Schock postuliert (Rose et al., 1997).

Aufgrund der vielfachen Beteiligung des Ca®’-Signals an den grundlegenden zelluliren
Funktionen ist eine Stérung der Zellfunktion sowie eine Modulation der Stressgenantwort auf
dem Boden der gestorten zelluliren Ca*’-Homdostase z.B. nach Hitzeschock denkbar
(Maitra et al., 1992). So flihren Stressereignisse neben einer Verdnderung der intrazelluldren
Ca’’-Hombostase auch zur Induktion der Synthese von so genannten Akutphase-Proteinen.
Nachdem Rose et al. 1994 am Modell einer gramnegativen Sepsis an der Ratte eine
Suppression der Akutphase-Antwort in der Leber durch Behandlung mit den
Ca’"-Kanalblockern Diltiazem und Verapamil nachweisen konnte, legen diese Ergebnisse
eine Abhingigkeit der Akutphase-Antwort von der zelluliren Ca®’-Regulation nahe
(Rose et al., 1994). Eine weitere Gruppe von Genen, die durch verschiedene Stressoren in der
Leberzelle induziert werden kdnnen, sind die zuvor erlduterten Hitzeschockproteine. Zur
Abhingigkeit der Induktion der Stressgenexpression von der zelluliren Ca*-Homdostase

liegen bisher nur vereinzelte Untersuchungen an verschiedenen Zellspezies vor. In einer
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Studie von Koleva et al. konnte eine signifikante Reduktion der Himoxygenase-Aktivitit in
der Leber durch dreiwdchige Fiitterung mit den Ca’"-Antagonisten Nifedipin, Verapamil und
Diltiazem erzielt werden (Koleva et al., 1993). In isolierten neuronalen Kortexzellen von
Ratten konnte mit Thapsigargin, einem irreversiblen Inhibitor der Ca*’-ATPase des ER, der
zu einer zytoplasmatischen Ca**-Konzentrationssteigerung fiihrt, eine 21-fache Steigerung der
HO-1 mRNA-Konzentration erzielt werden. Da sich nach Vorbehandlung der Zellen mit dem
zytoplasmatisch wirksamen Ca®*-Chelator BAPTA-AM die Konzentrationssteigerung der
mRNA kaum supprimieren lieB, wurde auf einen direkten Effekt der Ca**-Depletion im ER
geschlossen, der Anstieg der zytoplasmatischen Ca**-Konzentration schien dabei kaum eine
Rolle zu spielen (Linden et al., 1998). Im Gegensatz dazu konnte in humanen diploiden
Fibroblasten eine  Suppression der  Stressgenantwort (HO-1, hsp70) nach
Prostaglandin A2-Zufuhr durch BAPTA-AM sowie eine direkte Induktion dieser
Genexpression durch das Ca**-Ionophor A23187 gezeigt werden. Es bestand daher eine
direkte Korrelation zwischen der gesteigerten zytosolischen Ca”*-Konzentration und der
Stressgenexpression (Choi et al.,, 1994). In einer Studie von Yamamoto et al. an
Tubulusepithelzellen der Ratte konnte die Hitzeschock-abhingige Induktion der
hsp70 Expression sowohl durch intrazelluldre als auch durch extrazellulédre Ca2+-Chelatierung
gehemmt werden. Die direkte Beziehung zwischen der Stressgenexpression und der
zytoplasmatischen Ca”"-Konzentrationssteigerung zeigte daher eine Abhingigkeit von der
extrazelluldren Ca2+—K0nzentrati0n, so dass auf einen Ca®'-Einstrom aus dem EZR
geschlossen wurde (Yamamoto et al., 1994). Des Weiteren wurde die hsp70-Expression durch
Proteinkinase-Inhibitoren gehemmt, so dass der weiterfilhrende Regulationsmechanismus in
der Signaltransduktionskaskade vermutet wurde. Ein anderer Aspekt in der Regulation der
Stressgenantwort zeigte sich in Versuchen an menschlichen Erythroleukdmiezellen von
Elia et al. 1996. Die durch Hitzeschock induzierte hsp70-Expression wurde durch
gleichzeitige Gabe von lonophor A23187 vollstindig gehemmt, wéahrend die Inkubation mit
Thapsigargin keinen Effekt auf die stressinduzierte Genexpression zeigte. Daher konnte die
Zellantwort auf Ionophor A23187 weder auf einer Ca*’-Depletion von intrazelluliren
Speichern noch auf einer Induktion von ,,glukose-regulated-proteins“ (grp), welche sowohl
von lonophor als auch von Thapsigargin induziert werden, beruhen. Dariiber hinaus wurde
der Effekt des Kalzium- Ionophors nur beobachtet, wenn es gleichzeitig mit dem Hitzeschock
auf die Zellen wirkte, so dass die Initiierung der Signaltransduktionskaskade bereits zu einem
friithen Zeitpunkt stattzufinden schien. Vermutet wurde eine Hemmung des

Hitzeschocktranskriptionsfaktors, dessen Aktivierung normalerweise iiber eine mehrstufige
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Phosphorylierung verlduft (multi-step-Vorgang), wovon durch lonophor A23187 einige dieser
Schritte gechemmt wurden (Elia et al., 1996). Ahnlich konnte an glatten Muskelzellen gezeigt
werden, dass eine 2-stiindige Inkubation der Zellen mit einem Kalzium-lonophor oder dem
Ca2+-Agonist Arginin/Vasopression zu einer Abnahme der HO-1 mRNA Konzentration
fihrte. In diesem Modell wurde deshalb eine Steigerung der intrazelluldren
Ca**-Konzentration fir die Suppression der Genexpression verantwortlich gemacht
(Ishizaka et al., 1997). Die ganz unterschiedliche Regulation der Stressgenantwort, die anhand
dieser verschiedenen Studien gezeigt werden konnte, legt eine zellspezifische Regulation der
Expression der Hitzeschockproteine in Abhingigkeit von der zelluldren Ca*-Homdostase

nahe.

Eine systematische Untersuchung der Ca®’-Abhingigkeit der zelluliren Stressgenantwort in
Hepatozyten nach oxidativem Stress liegt bislang noch nicht vor. In der vorliegenden Arbeit
wurde daher in vitro die Induktion der Genexpression zweier verschiedener Stressgene am
Beispiel von HO-1 und hsp70 nach Modulation des zelluliren Ca*"-Metabolismus untersucht,
um mogliche Riickschliisse auf die Rolle des Ca*'-Signalsystems im Hinblick auf die
Entwicklung eines hepatozelluldren Schadens bzw. eines protektiven Effektes nach

oxidativem Stress in vivo ziehen zu konnen.
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3. Material und Methodik

3.1 Chemikalien

Sofern nicht anders angegeben, wurden die verwendeten Chemikalien von Sigma
(Deisenhofen) oder Roth (Karlsruhe) bezogen und waren von der jeweils hochsten

erhiltlichen Reinheit.

3.2 Versuchsvorbereitung

3.21  Kollagenbeschichtung von Petrischalen

Zum Beschichten der Zellkulturschalen (60mm @ Sarstedt, Numbrecht) wurde eine
Kollagenstammlosung (10mg Kollagen in 10ml 0,1% Essigsdure gelost) auf 40pg/ml
verdiinnt und davon 1ml pro Schale verwandt. Diese trockneten dann offen unter der sterilen
Werkbank (Laminar Air Flow, Biohit), wurden anschlieend verschlossen und {iber Nacht mit
einer UV-Lampe bestrahlt. Dieser Vorgang erfolgte vollstindig unter der Air Flow, um die

Schalen fiir den Zellversuch so steril wie moglich zu halten.

3.2.2 Zellisolierung

Zur Isolierung der Leberzellen wurden nach Genehmigung durch die =zustindige
Landesbehorde (Landratsamt des Saarpfalzkreises, Homburg) minnliche Sprague-Dawley
Ratten (Charles River, Sulzfeld, Deutschland) mit einem Korpergewicht von 250-350g
verwendet. Es wurden nur Tiere in die Versuchsserien aufgenommen, die keine Anzeichen
von Erkrankungen sowie ein normales Fress- und Putzverhalten zeigten. Die Narkose erfolgte
durch eine intraperitoneale Injektion von Pentobarbital (50mg/kg KG).

Als Protokoll fiir die Leberzellisolierung wurde ein modifiziertes Protokoll der von

Alpini et al. beschriebenen Kollagenase-Perfusionstechnik angewandt (Alpini et al., 1994).

32



Nach medianer Laparatomie und Heparanisierung (1U/g KG) erfolgte die Kaniilierung der
Vena portae. Uber diese wurde die Leber mit kalziumfreiem, Ethylendiamintetraessigsiure
(EDTA)-haltigem Krebs-Henseleit-Puffer (Zusammensetzung: 6,96 g/l Natriumchlorid;
0,35 g/1 Kaliumchlorid; 0,165 g/l Kaliumdihydrogenphosphat; 0,029 g/l EDTA; 2,1 g/l
Natriumhydrogencarbonat), der permanent mit Carbogen (95% O,, 5% CO,) bei 37°C begast
wurde, in Situ mit einer Flussrate von 10-15ml/min fiir 10-12 min im nicht rezirkulierenden
System perfundiert. Wahrenddessen wurde die Vena cava inferior distal der Leber eroffnet,
um den Abfluss der Pufferlosung zu ermdglichen. Diese Préperfusion diente dem Ausspiilen
von Blut aus dem GefaBBsystem sowie einer Verminderung der Zelladhdrenz, wodurch die
Effektivitit der folgenden Kollagenaseverdauung erhoht wurde. Wihrend der Perfusion
erfolgte die Freipriparation der Leber und die Uberfiihrung an der Kaniile hingend in ein auf
konstant 37°C erwdrmtes Doppelwandglas. In dieses folgte die Zugabe von
0,05% Kollagenaselosung (25mg Kollagenase (collagenase-hepatocyte-qualified, hergestellt
aus  Clostridium histolyticum, Life Technologies, Grand Island, NY) und
0,5ml Kalziumchlorid (250uM Stocklosung) in 50ml EDTA-freiem Krebs-Henseleit-Puffer).
Durch die anschlieBende rezirkulierende Perfusion der Leber ex situ fiir 10-15 min bei 37°C
und einer Flussgeschwindigkeit von 14,5ml/min sowie unter konstanter Begasung der
Perfusionslosung mit Carbogen erfolgte der Verdau der bindegewebigen Organstrukturen. Die
Leber wurde dann mit ca. 10ml der Perfusionslosung in eine Petrischale iiberfiihrt, die
Organkapsel eroffnet und das angedaute Gewebe mit einem Metallkamm vorsichtig
abgestrichen. Dabei entstand eine Suspension aus Parenchymzellen (Hepatozyten; HC), nicht-
parenchymatdsen Zellen (Endothel-, Kupffer-, hepatische Sternzellen) und unverdautem
Bindegewebe. Diese wurde in ein 250ml-Gefidss gegeben und mit Iml Kalziumchlorid
(250uM) und PBS (phosphat buffered saline) auf 100ml aufgefiillt. Bei den weiteren Schritten
wurden die Zellsuspensionen immer auf Eis autbewahrt, um die Aktivitdt der Kollagenase zu
stoppen. Aufgeteilt in 5 Portionen a 20ml wurden diese mit PBS auf 50ml aufgefiillt und bei
100g und 4°C 3 min zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes und Resuspendieren des
Pellets wurde erneut mit PBS auf ein Volumen von 50ml aufgefiillt und mit 50g 3 min bei
4°C zentrifugiert. Das so entstandene Hepatozytenpellet wurde mit ca. 15ml komplettiertem
Williams E-Medium (500ml Williams E-Medium + 50ml Kélberserum + 50mg Gentamycin,
GIBCO, BRL, Life Technologies, Scotland) resuspendiert und eine Probe davon zur
Bestimmung der Zellzahl und Vitalitit mit Trypanblauldsung (0,4%) gefdrbt. Die Auszdhlung
erfolgte in einer Neubauer Zdhlkammer (Improved, Brightline, Assistent) unter einem

binokularen Mikroskop bei 40facher VergroBerung. Die weitere Verwendung der Zellen

33



erfolgte lediglich bei einer Vitalititsrate >90%. Schliellich wurde die gesamte Zellsuspension

mit Williams E-Medium auf die Endkonzentration von 10° Zellen/ml Medium verdiinnt.

3.3 Versuchsablauf

Der gesamte Zellversuch fand unter der Laminar Air Flow statt, um eine bakterielle
Kontamination der Hepatozytenkultur zu vermeiden.

Zunichst wurde auf die mit Kollagen beschichteten Zellkulturschalen je 3ml der Zell-
Medium-Suspension der Konzentration 10° Zellen/ml Medium pipettiert. Diese wurden fiir
6 Stunden im Brutschrank (5% CO; Inkubator, Sanyo) bei konstant 37°C und angefeuchteter
Atmosphére inkubiert. Anschliefend erfolgte ein Mediumwechsel, bei dem das komplettierte
Medium zunéchst abgesaugt wurde. Wie unter dem Mikroskop zu sehen war, bildeten die
Zellen mittlerweile einen dichten Zellrasen mit guter Adhdrenz auf dem Kollagen. Zum
Entfernen nicht adhdrenter Zellen wurden diese mit Iml PBS vorsichtig gewaschen und
anschlieBend mit 3ml serumfreiem Williams E-Medium (Williams E-Medium + 50mg
Gentamycin) pro Schale {iber Nacht inkubiert. Am néichsten Morgen erfolgte vor
Versuchsbeginn erneut ein Mediumwechsel. Die Deckel der Schalen wurden entsprechend der
verschiedenen Versuchsgruppen beschriftet, wobei jeweils 3 Schalen (bzw. 6 Schalen der
EDTA- und BAPTA-Gruppen) angesetzt wurden. AnschlieBend wurden die einzelnen
Substanzen nach einem genauen Pipettierschema und Zeitplan zugegeben. Aufgrund von
Voruntersuchungen zum zeitlichen Verlauf der Stressgenexpression in diesem Modell folgte
nun eine Inkubation von 6 Stunden. Diese Zeit war erforderlich um den Einfluss der
unterschiedlichen Interventionen auf die Genexpression nachweisen zu konnen. Da bei
einigen Versuchsgruppen verschiedene Substanzen zugegeben wurden und Zeiten zur
Vorinkubation eingehalten werden mussten, wurden alle anderen Gruppen, die mit diesen
verglichen werden sollten, ebenfalls zeitgleich inkubiert, um den moglichen, systematischen
Fehler einer unterschiedlich langen Inkubationszeit zu vermeiden. Die Inkubation der Zellen
in Anwesenheit von Phorone und BSO erfolgte jeweils fiir 75 min. Das Medium wurde
anschlielend abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen und neues Medium mit oder ohne
einer weiteren Substanz wieder zugegeben. Es erfolgte eine Inkubation fiir weitere 6 Stunden.
Um die Umgebungstemperatur moglichst konstant zu halten, wurden die Zellkulturen nur fiir
die einzelnen Pipettierschritte, Medienwechsel, etc. kurz dem Brutschrank entnommen.

Ebenso wurden die Deckel der Zellkulturschalen nur unter der sterilen Werkbank moglichst
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kurz fir die Pipettiervorgiinge gedffnet, um Verunreinigungen sowie das Austrocknen der
Zellen zu vermeiden. Nach Ende der Inkubationszeit wurde das Medium abgesaugt, die
Zellen mit Iml PBS gewaschen, 0,5ml Guanidinisothiocyanat-Puffer
(4M Guanidinisothiocyanat, 20mM Natriumcitrat, 0,5% N-laurylsarkosin,
0,IM 2-Mercaptoethanol) zupipettiert und die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers
(cell scraper, 23cm, Radiation sterilized, NUNC) von den Schalen geerntet. Die Lyse der
Zellen erfolgte durch eine mehrfache Aspiration mit einer 22G-Nadel. Die Suspension wurde

bis zur Isolierung der RNA bei —20°C gelagert.

3.4 Versuchsgruppen

Im Folgenden wurden Stressmodelle, denen eine Erzeugung von oxidativem Stress sowie
Eingriffe in den Ca*"-Metabolismus der Zellen zugrunde liegen, auf ihren Einfluss beziiglich
einer Induktion der Hadmoxygenase-1 (HO-1) und des Hitzeschockproteins 70 (hsp70)

untersucht.

3.4.1  Glutathiondepletion durch Phorone und BSO

Durch die Kombination von 1ul/3ml Phorone (2,6 Dimethyl-2,5 heptadien-4-on,
(Fluka, Neu-Ulm)), welches iiber eine Aktivititssteigerung der Glutathiontransferase
Glutathion depletiert (Traber et al., 1992), und 2mM Buthioninsulfoximin (BSO), einem
irreversiblen ~ Gammaglutamatcysteinsynthetase-Hemmer  (Arrick et al,  1981;
Griffith et al., 1979) wurde eine Glutathiondepletion hervorgerufen. Die Inkubationszeit mit
Phorone/BSO betrug 75 min, da Voruntersuchungen zeigten, dass diese Inkubationszeit
bereits zu einer maximalen Induktion der Genexpression in isolierten Hepatozyten fiihrt. Die
beiden Substanzen wurden nach dieser Zeit wie bereits beschrieben heruntergewaschen und
die Zellen mit neuem Medium fiir weitere 6 Stunden bei 37°C inkubiert.

Die Kontrollgruppe wurde mit 3ml Medium zeitgleich mit den anderen Versuchsgruppen im

Brutschrank inkubiert.
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1) Kontrolle (n=3)
2) Phorone/BSO (n=3)

n= Anzahl der Versuchsansitze

34.2 Inkubation mit Thapsigargin

Thapsigargin fithrt zu einem Anstieg der zytosolischen Ca®’-Konzentration sowie einem
Abfall der Ca®"-Konzentration des endoplasmatischen Retikulums (ER), da es die
Ca”*-ATPase des ER irreversibel hemmt (Thastrup et al., 1990). Es erfolgt also eine
Erhohung der zytosolischen Ca®’-Konzentration durch einen Shift von Ca®" aus
intrazelluldren Speichern. Es wurde eine 100uM Stammldsung (0,5mg in 7,682ml
Dimethylsulfoxid (DMSO), bei —20°C gelagert) verwendet, von der durch Zugabe
verschiedener Volumina auf die Zellkulturschalen die entsprechenden Endkonzentrationen

erreicht wurden:

1) 0,1uM Thapsigargin (n=3)

2) 0,25 uM Thapsigargin (n=3)

3) 1uM Thapsigargin (n=3)

4) 5uM Thapsigargin (n=3)

5) 1uM Thapsigargin + Phorone/BSO (n=3)

Bei der letztgenannten Versuchsgruppe wurde nach 30-miniitiger Vorinkubation mit
Thapsigargin fiir 75 min Phorone/BSO zupipettiert, die Zellen danach gewaschen und mit
1uM Thapsigargin weitere 6 Stunden inkubiert.

3.4.3 Inkubation mit lonophor A23187

Ahnlich wie Thapsigargin bewirkt Ionophor einen Anstieg der zytosolischen
Ca’*-Konzentration. ~Allerdings permeabilisiert es die Plasmamembran fir Ca®'
(Pressman, 1976), so dass hier die Erhohung der zytosolischen Ca®’-Konzentration durch
Verschiebung von Ca®" aus dem EZR zustande kommt. In dieser Versuchsreihe wurde neben

einem dosisabhédngigen Effekt auch der zeitliche Verlauf der Inkubation mit Ionophor auf die
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Stressgenexpression untersucht. Ionophor A23187 wurde in einer 500uM Stammlosung
(1mg in 3,92 ml DMSO, lichtgeschiitzt bei —20°C gelagert) verwendet. Die Zellen wurden fiir
1, 2, 4, und 6 Stunden mit SuM Ionophor inkubiert, gewaschen und bis zum Ende einer

6-stiindigen Gesamtinkubationszeit mit neuem Medium ohne Ionophor weiterinkubiert.

Dosis-Wirkungs-Beziehung:
1) 0,2uM Ionophor (n=3)

2) 1uM Ionophor (n=3)

3) 5uM Ionophor (n=3)

4) 25uM Ionophor (n=3)

Zeitlicher Verlauf:

5) 5uM Ionophor 1h (n=3)
6) SuM Ionophor 2h (n=3)
7) 5uM Ionophor 4h (n=3)
8) SuM Ionophor 6h (n=3)

3.4.4 Inkubation mit EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)

Bei EDTA handelt es sich um einen extrazellularen Ca2+—Chelator, der durch die
Komplexbildung die Ca*"-Konzentration im Extrazellulirraum (EZR) senkt. Es wurden
jeweils n=6 Zellkulturschalen angesetzt, da unter EDTA-Inkubation die Zelladhidrenz auf dem
Kollagen nachldsst und so zu wenig Material fiir die spitere RNA-Isolierung vorhanden
gewesen wire. Trotz des Adhdrenzverlustes konnte in Vorversuchen eine normale Vitalitit
der Hepatozyten nachgewiesen werden. Die Endkonzentration fiir EDTA in den Schalen
betrug 10mM (Stammldsung: 1,1167g/10ml H,O auf pH 7,2-7,4 titriert, im Kiihlschrank
gelagert).

1) EDTA 10mM (n=06)
2) EDTA 10mM + Phorone/BSO (n=6)
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Bei der Kombination mit Phorone/BSO wurde 30 min mit EDTA vorinkubiert, fiir 75 min
Phorone/BSO zupipettiert, die Zellen danach gewaschen und mit 10mM EDTA weitere
6 Stunden inkubiert.

Die Kombination sollte zeigen, ob der Effekt von Phorone/BSO auf die Genexpression in

Abhingigkeit der extrazelluliren Ca®’-Konzentration steht.

3.45 Inkubation mit BAPTA-AM

Im Gegensatz zu EDTA ist BAPTA-AM (1,2-bis (o-Aminophenoxy) ethan-N;N;N;N-tetra
(acetoxymethyl) ester) ein zytosolisch wirksamer Ca**-Chelator, der somit die
Ca’"-Konzentration im IZR (Intrazellulirraum) senkt (Gissel et al., 1997). Aufgrund der
gleichen Problematik der Zelladhdrenz wie bei EDTA wurden auch hier jeweils 6 Schalen
angesetzt. Die 6-stiindige Inkubation erfolgte bei 33,3uM (Stammldsung: 25mg/19,11ml
DMSO, bei —20°C gelagert).

1) BAPTA-AM 33,3uM (n=6)
2) BAPTA-AM 33,3uM + 1uM Thapsigargin (n=6)
3) BAPTA-AM 33,3uM + Phorone/BSO (n=6)

Bei den Gruppen mit Kombinationsbehandlungen wurde wie in 3.3 beschrieben 30 min mit
BAPTA-AM vorinkubiert. BAPTA-AM senkt die zytosolische Ca*"-Konzentration durch die
Komplexbildung mit Ca**-Ionen, so dass diese durch die folgende Substanz nicht mehr erhéht
werden kann. Es kommt so zu einer Ca*"-Depletion der verschiedenen Zellkompartimente
ohne den sonst resulticrenden Anstieg der zytosolischen Ca*"-Konzentration. Die
Kombination von BAPTA-AM und Thapsigargin sollte folglich zeigen, ob ein mdglicher
Thapsigargin-Effekt durch Depletion der Ca®’-Konzentration im endoplasmatischen
Retikulum oder durch den gleichzeitigen Anstieg der Ca®’-Konzentration im Zytosol
hervorgerufen wird. Die Kombination BAPTA-AM und Phorone/BSO sollte Aufschluss
dariiber geben, ob der Effekt von Phorone/BSO auf die Genexpression mit der zytosolischen

Ca®"-Konzentration in Zusammenhang steht.
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3.4.6 Inkubation mit Diltiazem

Bei Diltiazem handelt es sich um ein Benzothiapinderivat. Als Kalziumkanalblocker
vermindert es den Einstrom von Ca’" in die Zelle. Die Ca®"-Konzentration im IZR sinkt, da
der passive Ca*"-Einstrom entlang des Konzentrationsgradienten entfillt (Mauger et al., 1988;
Striggow et al., 1993; Wu et al., 1995).

Die Auswirkungen auf die HO-1- und hsp70-Genexpression wurde bei folgenden
Konzentrationen (Stammlosung: 13,5mg/10ml Aqua bidest steril, gelagert im Kiihlschrank)

sowie unter zusitzlicher Phorone/BSO-Inkubation getestet.

1) 50uM Diltiazem (n=3)

2) 50uM Diltiazem + Phorone/BSO (n=3)
3) 100uM Diltiazem (n=3)

4) 100uM Diltiazem + Phorone/BSO (n=3)
5) 200uM Diltiazem (n=3)

5) 200uM Diltiazem + Phorone/BSO (n=3)

347 Inkubation mit Verapamil

Verapamil gehort zu den Phenylalkylaminderivaten. Als Kalziumkanalblocker senkt es
ebenso wie Diltiazem die Ca*"-Konzentration im IZR (Hughes et al., 1986). Zum Vergleich
wurden die gleichen Konzentrationen (Stammldsung: 14,73mg/10ml Aqua bidest steril,

gelagert im Kiihlschrank) sowie die Phorone/BSO-Inkubation angesetzt.

1) 50uM Verapamil (n=3)

2) 50uM Verapamil + Phorone/BSO (n=3)
3) 100uM Verapamil (n=3)

4) 100uM Verapamil + Phorone/BSO (n=3)
5) 200uM Verapamil (n=3)

6) 200uM Verapamil + Phorone/BSO(n=3)
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3.4.8 DMSO-Kontrollen

Als Losungsmittel fiir Thapsigargin, BAPTA-AM und Ionophor A23187 diente DMSO.
Daher wurden 2 Gruppen mit jeweils einer hohen und niedrigen DMSO-Menge als

Vehikelkontrollen fiir 6h inkubiert.

1) 3ul/3ml DMSO (n=3)
2) 150p1/3ml DMSO (n=3)

3.5  Ribonukleinsaure (RNA)-Isolierung und Northern Blot Analyse

Die Gesamt-RNA wurde nach der von Chomczynski und Sacchi (Chomczynski et al., 1987)
beschriebenen Methode aus Hepatozyten isoliert. Um die RNA vor RNasen zu schiitzen,
wurden in den folgenden Versuchsschritten nur RNase-freie Materialien und Losungsmittel
verwendet. Nach Homogenisieren der Leberzellen in Guanidinisothiocyanat-Puffer erfolgte
eine Phenol-Chloroform-Extraktion (wassergesittigtes Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol:
250:49:1). Nach 30-miniitiger Inkubation auf Eis und Zentrifugation (9500 x g; 30 min)
wurde die wissrige, RNA-enthaltende Oberphase abgenommen. Durch Zugabe von 70%igem
Isopropylalkohol wurde die RNA bei —20°C gefillt. Konzentration und Reinheit der in mit
Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandeltem H,O gelosten RNA wurden durch Messung der
optischen Dichte bei 260 und 280 nm bestimmt. Gleiche Mengen an RNA wurden in
Probenpuffer (50%  Formamid, 2,2M  Formaldehyd, 50mM  3-(N-morpholino)
propansulfonsdaure  (pH  7,0), 2,72mg  Sacharose, 34pg  Bromphenolblau,
0,55ug Ethidiumbromid) geldst und die jeweils 3 bzw. 6 Versuchsansétze gepoolt. 10pug bzw.
8ug der so erhaltenen RNA-Probe wurde dann 30 min im Wasserbad bei 65°C inkubiert und
mittels Elektrophorese (1,5 h, 120V) in einem 1,2%igen Agarose-Formaldehyd-Gel der GroBBe
nach aufgetrennt. Fiir den Transfer der RNA auf eine positiv geladene Nylonmembran
(Boehringer =~ Mannheim,  Mannheim)  durch  Kapillarkrifte  diente 10xSSC
(0,15M Natriumcitrat, 1,5M Natriumchlorid, pH 7,0) als Transferpuffer. AnschlieBend wurde
die RNA durch UV-Bestrahlung (Stratalinker 1800, Stratagene, La Jolla, CA) auf der
Membran fixiert. Diese wurde dann mit Methylenblaulosung (0,03% Methylenblau in
3M Natriumacetat, pH 5,2) gefdrbt und die Signale der 18S Ribosomenbande densitometrisch
(Bio-Rad GS-700 Imaging Densitometer, BioRad, Hercules CA, USA) zur Korrektur
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unterschiedlicher RNA-Beladung gemessen. In einigen Versuchsansdtzen wurde das Signal
der ATP-Synthase nach Hybridisierung mit radioaktiv markierter cDNA zur Normierung

verwendet.

Die Detektion der mRNA-Transkripte erfolgte durch Hybridisierung mit radioaktiv
markierten komplementdren DNA (cDNA)-Fragmenten.

Die HO-1 cDNA bestand aus einem EcoR I/Hind III Restriktionsfragment von 0,9 kb Linge
einer Ratten HO-1 DNA, die von Dr. S. Shibahara (Department of Applied Physiology and
Molecular Biology, Tohoku University School of Medicine, Sendai, Japan) zur Verfiigung
gestellt wurde. Die hsp70 ¢cDNA (humane hsp70 cDNA, ATCC#57494, BamH I/Hind III
Restriktionsfragment von 2,3kb Linge) und die ATP-Synthetase cDNA (ATCC#59119,
Plasmid von 4,7kb Lénge) waren kommerziell erhiltlich (ATCC, Bethesda, MD, USA).
Zunichst wurden die cDNA-Fragmente mit Hilfe der ,,random primer labeling* Methode mit
alpha(**P)-dCTP (50uCi) (Feinberg et al., 1983) markiert und iiberschiissige, nicht eingebaute
Nukleotide durch Aufreinigung iiber eine kommerzielle Sdule aus dem Ansatz entfernt
(Qiaquick PCR purification Kit, Qiagen, Hilden). Die Membranen wurden fiir mindestens
zwel Stunden in Hybridisierungslosung (Rapid Hyb; Amersham, Braunschweig) bei 65°C
prahybridisiert, die Hybridisierung mit markierter cDNA erfolgte in der gleichen
Hybridisierungslosung fiir mindestens 16 Stunden bei ebenfalls 65°C. AnschlieBend wurden
die Membranen fiir 20 min bei Raumtemperatur in 2xSSC und 0,1% SDS sowie 2 x 15 min
bei 65°C in 0,1xSSC und 0,1% SDS (Natriumdodecylsulfat) gewaschen. In einer Filmkassette
wurde ein Rontgenfilm (Kodak Xomat XARS5, Eastman Kodak Co., Rochester, NY) mit
Verstérkerfolie belichtet. Die autoradiographische Detektion der gebundenen DNA erfolgte
fiir 1-12 Stunden bei —72°C. Die Signale der interessierenden mRNA wurden mit Hilfe eines
Densitometers ausgewertet. Zur Korrektur ungleich geladener RNA-Mengen wurden diese
Werte durch Division durch das densitometrische Signal der ATP-Syntethase cDNA bzw. der
Methylenblaufirbung normiert.

41



4. Ergebnisse

4.1 Abhéangigkeit der Induktion der Hamoxygenase-1 Genexpression vom zelluléren

Ca”" Signalsystem im Hepatozyten

Die Effekte der Modulation der leberzelluliren Ca**-Homdostase auf die Genexpression der

Hamoxygenase-1 wurden auf der mRNA-Ebene untersucht.

4.1.1 Einfluss des extrazelluldren Ca®* auf die Phorone/BSO- abhangige
HO-1 Induktion

Die Inkubation mit Phorone/BSO fiihrte zu einer 6,5fach erhohten Genexpression im
Vergleich zur Kontrolle. Die extrazellulire Ca*"-Depletion durch EDTA bewirkte eine
Steigerung der HO-1 mRNA Expression auf ca. das 3fache des Kontrollwertes. Die
Kombination von Phorone/BSO mit EDTA ergab einen iiberadditiven Effekt der
Genexpression gegeniiber der Inkubation mit den einzelnen Substanzen alleine. Die
Ergebnisse sind in Abb.10 zusammengefasst. Im Folgenden zeigen die Abb. A jeweils die
repriasentativen Northern blots, die Abb. B die densitometrischen Analysen der HO-1 mRNA-

Konzentrationen.
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Abb. 10: Effekt von EDTA auf die Phorone/BSO induzierte HO-1 mRNA Expression:

Gesamt RNA wurde aus Hepatozyten von unmanipulierten Kontrollen bzw. 6h nach Beginn des jeweils letzten
Stressereignisses isoliert: Glutathiondepletion (Phorone/BSO; Phorone: 1ul/Schale, BSO: 2mM), extrazellulére
Ca’"-Chelatierung (EDTA 10mM). 10ug gepoolte RNA aus 3 parallelen Ansitzen wurden aufgetragen, mit
[**P]-dCTP markierten HO-1 cDNA-Fragmenten hybridisiert und das densitometrische Signal auf das Signal der
ATP-Synthase normiert.
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4.1.2 Einfluss der intrazellularen Ca**-Homoostase auf die Phorone/BSO-abhangige

HO-1 Genexpression

4.1.2.1 Modulation der zytosolischen Ca®**-Homéostase durch BAPTA-AM

Die Untersuchung der Expression von HO-1 mRNA nach Glutathiondepletion mit
Phorone/BSO zeigte eine 5,8fache HO-1 Induktion im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle. Die zytosolische Ca**-Depletion mit BAPTA-AM fiihrte zu einer Hemmung dieser
durch Phorone/BSO induzierten HO-1 Genexpression bis auf nahezu Kontrollniveau. Nach
alleiniger Inkubation der Zellen mit BAPTA-AM war keine Beeinflussung der
HO-1 Genexpression im Vergleich zur Kontrolle zu beobachten (Abb.11).
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Abb. 11: Effekt von BAPTA-AM auf die Phorone/BSO induzierte HO-1 mRNA Expression:

Gesamt RNA wurde aus Hepatozyten von unmanipulierten Kontrollen bzw. 6h nach Beginn des jeweils letzten
Stressereignisses isoliert: Glutathiondepletion (Phorone/BSO; Phorone: 1ul/Schale, BSO: 2mM), zytosolische
Ca*'-Chelatierung (BAPTA-AM 33,3uM). 8ug gepoolte RNA aus 3 parallelen Ansitzen wurden aufgetragen,
mit [**P]-dCTP markierten HO-1 ¢cDNA-Fragmenten hybridisiert und das densitometrische Signal auf das 18S
Ribosomenband (Methylenblaufarbung) normiert.
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4.1.2.2 Modulation der zytosolischen Ca**-Homdostase durch Thapsigargin

Die irreversible Hemmung der Ca’’-ATPase des endoplasmatischen Retikulums durch
Thapsigargin fiihrte zu einer bis zu 3fachen Steigerung der HO-1 mRNA Expression im
Vergleich zur Kontrolle. Dabei war eine dosisabhingige Induktion der HO-1 Genexpression
zu verzeichnen. Nach Inkubation der Zellen mit der Kombination von Phorone/BSO und
Thapsigargin zeigte sich ein iiberadditiver Effekt in der HO-1 Induktion gegeniiber der
Genexpression nach Inkubation mit den Einzelsubstanzen. Die volumenangepasste Kontrolle

mit dem Losungsmittel DMSO zeigte keine Induktion (Abb.12).
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Abb. 12: Effekt der Thapsigargin-Modulation auf die HO-1mRNA Expression:

Gesamt RNA wurde aus Hepatozyten von unmanipulierten Kontrollen bzw. 6h nach Beginn des jeweils letzten
Stressereignisses isoliert: Thapsigargin (Thapsigargin  0,1uM; 0,25uM; 1uM), Glutathiondepletion
(Phorone/BSO; Phorone: 1ul/Schale, BSO:2mM). 10 pg gepoolte RNA aus 3 parallelen Ansdtzen wurden
aufgetragen, mit [°P]-dCTP markierten HO-1 ¢cDNA-Fragmenten hybridisiert und das densitometrische Signal
auf das Signal der ATP-Synthase normiert.
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4.1.2.3 Kombination von BAPTA-AM und Thapsigargin

Durch gezielte Eingriffe in den zytosolischen Ca’*’-Metabolismus von Hepatozyten mit den
zuvor genannten Substanzen BAPTA-AM und Thapsigargin wurde hier die zytosolische
Komponente des Ca*’-Signalsystems beziiglich ihrer Auswirkungen auf die HO-1 Induktion
untersucht. Wie zuvor gezeigt (4.1.2.1) erfolgte nach zytosolischer Ca®"-Chelatierung durch
BAPTA-AM keine HO-ImRNA Expression, welche jedoch nach Erhéhung der zytosolischen
Ca®*-Konzentration durch Thapsigargin deutlich zu beobachten war. Die gleichzeitige
Inkubation der Hepatozyten mit beiden Substanzen fiihrte zu einer vollstdndigen Suppression

der durch Thapsigargin ausgeldsten HO-1 Induktion (Abb.13).
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Abb. 13: Effekt der Kombination von BAPTA-AM und Thapsigargin auf die HO-ImRNA Expression:
Gesamt RNA wurde aus Hepatozyten von unmanipulierten Kontrollen bzw. 6h nach Beginn des jeweils letzten
Stressereignisses isoliert: Zytosolische Ca**-Chelatierung (BAPTA-AM 33,3uM), Thapsigargin (Thapsigargin
1uM). 8pg gepoolte RNA aus 3 parallelen Ansitzen wurden aufgetragen, mit [*°P]-dCTP markierten HO-1
cDNA-Fragmenten hybridisiert und das densitometrische Signal auf das 18S Ribosomenband
(Methylenblaufdrbung) normiert.
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4.1.2.4 Modulation der zytosolischen Ca**-Homéostase durch Ca®*-lonphor A23187

Durch Permeabilisierung der Plasmamembran fiir Ca*"-Ionen mit Ionophor A23187 erfolgte
eine Steigerung der HO-1 Genexpresion im Vergleich zur Kontrolle um den Faktor 2. Die
DMSO-Kontrolle zeigte keinen Effekt (Abb.14). In Vorversuchen konnte nach Inkubation mit
Ionophor weder eine Zeit- noch eine Konzentrationsabhéngigkeit in der HO-1mRNA

Expression nachgewiesen werden (Daten nicht dargestellt).
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Abb. 14: Auswirkungen der Ca**-lonophor Modulation auf die HO-1 mRNA Expression:

Gesamt RNA wurde aus Hepatozyten von unmanipulierten Kontrollen bzw. nach 6-stiindiger Inkubation mit
Tonophor A23187 isoliert: Ionophor 5SuM, DMSO 150ul/Schale. 10ug gepoolte RNA aus 3 parallelen Ansétzen
wurden aufgetragen, mit [**P]-dCTP markierten HO-1 ¢cDNA-Fragmenten hybridisiert und das densitometrische
Signal auf das Signal der ATP-Synthase normiert.
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4.1.3 Einfluss der Kalziumkanalblockade mit Diltiazem und Verapamil auf die

Phorone/BSO-abhéangige HO-1 Genexpression

Die Glutathiondepletion mit Phorone/BSO fiihrte, wie zuvor beschrieben, zu einer deutlichen
Zunahme der HO-1 Genexpression im Vergleich zur Kontrolle. Eine extrazelluldre
Kalziumkanalblockade bei gleichzeitiger Glutathiondepletion fiihrte zu einer Zunahme der
HO-1 Genexpression um 46-55% bei Diltiazem und 29-68% bei Verapamil und zeigte damit
einen liberadditiven Effekt im Vergleich zur Inkubation mit den Einzelsubstanzen. Es konnte
jedoch keine Korrelation zur Hohe der Konzentrationen der Kalziumkanalblocker festgestellt

werden (Abb. 15).
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Abb. 152 Einfluss der extrazellularen Kalziumkanalblockade auf die P/BSO-abhéngige HO-1 mRNA
Expression:

Gesamt RNA wurde aus Hepatozyten von unmanipulierten Kontrollen bzw. 6h nach Beginn des jeweils letzten

Stressereignisses isoliert:  Glutathiondepletion (Phorone/BSO; Phorone: 1ul/Schale, BSO: 2mM),

Kalziumkanalblocker (DZ bzw. VP: 10uM, 50uM, 200uM), Phorone/BSO plus Kalziumkanalblocker. 10ug

gepoolte RNA aus 3 parallelen Ansitzen wurden aufgetragen, mit [°P]-dCTP markierten HO-1 cDNA-

Fragmenten hybridisiert und das densitometrische Signal auf das Signal der ATP-Synthase normiert.
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4.2  Abhangigkeit der Induktion der Hitzeschockprotein 70 Genexpression vom

zellularen Ca**-Signalsystem in Hepatozyten

Wie schon fiir die Himoxygenase-1 beschrieben, wurden die Effekte der unterschiedlichen
Eingriffe in die Ca’’-Zellhomdostase von Hepatozyten auf die Genexpression des
Hitzeschockproteins 70 auf der mRNA-Ebene der Zellen untersucht. Die Zellen wurden, wie
bereits dargestellt, 6 Stunden nach Beginn der letzten Modulation geerntet und die

mRNA-Konzentrationen mittels Northern blot Analyse bestimmt.

4.2.1 Einfluss von intra- und extrazellularer Ca*-Depletion durch EDTA oder
BAPTA-AM auf die Phorone/BSO- abhéngige hsp70 Induktion

Die Untersuchung der hsp70 Expression nach Glutathiondepletion mit Phorone/BSO zeigte
eine Steigerung der Genexpression um fast das 3fache des Kontrollwertes. Durch Inkubation
der Hepatozyten mit BAPTA-AM oder EDTA allein erfolgte keine Induktion (Daten nicht
dargelegt). Allerdings fiihrten beide Formen der Ca®’-Depletion bei gleichzeitiger
Glutathiondepletion zu einer vollstindigen Hemmung der durch Phorone/BSO ausgeldsten
hsp70 Genexpression auf Kontrollniveau. Die Ergebnisse sind in Abb. 16 zusammengefasst.
Im Folgenden zeigen die Abb. A jeweils die reprisentativen Northern blots, die Abb. B die

densitometrischen Analysen der hsp70 mRNA-Konzentrationen.
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Abb. 16: Einfluss von intra- und extrazellularer Ca®*-Depletion auf die P/BSO- abhangige hsp70 mRNA

Expression:
Gesamt RNA wurde aus Hepatozyten von unmanipulierten Kontrollen bzw. 6h nach Beginn des jeweils letzten
Stressereignisses isoliert: Glutathiondepletion (Phorone/BSO; Phorone: 1ul/Schale, BSO: 2mM), extrazelluldre
Ca*'-Chelatierung (EDTA 10mM), zytosolische Ca*'-Chelatierung (BAPTA-AM 33,3uM). 8ug gepoolte RNA
aus 3 parallelen Ansitzen wurden aufgetragen, mit [**P]-dCTP markierten hsp70 cDNA-Fragmenten hybridisiert
und das densitometrische Signal auf das 18S Ribosomenband (Methylenblaufiarbung) normiert.
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4.2.2 Einfluss des intrazelluldren Ca®* auf die Phorone/BSO-abhéngige
hsp70 Induktion

4.2.2.1 Modulation der zytosolischen Ca**-Homdostase durch Thapsigargin
Nach irreversibler Hemmung der Ca’"-ATPase des endoplasmatischen Retikulums durch

Thapsigargin erfolgte im Gegensatz zu HO-1 (4.1.2.2) keine hsp70 Induktion. Der Zusatz von
DMSO fiihrte zu keiner Genexpression (Abb. 17).
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Abb. 17: Effekt von Thapsigargin auf die hsp70 mRNA Induktion

Gesamt RNA wurde aus Hepatozyten von unmanipulierten Kontrollen bzw. nach 6-stiindiger Inkubation mit
Thapsigargin isoliert: Thapsigargin 1uM, DMSO 3ul/3ml. 10pg gepoolte RNA aus 3 parallelen Ansétzen
wurden aufgetragen, mit [*’P]-dCTP markierten hsp70 cDNA-Fragmenten hybridisiert und das densitometrische
Signal auf das Signal der ATP-Synthase normiert.
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4.2.2.2 Modulation der zytosolischen Ca**-Homdostase durch lonophor A23187

Durch die Permeabilisierung der Plasmamembran fiir Ca*"-Ionen aus dem Extrazelluldrraum
mit Ionophor A23187 konnte eine Zunahme der hsp70 mRNA-Konzentration bis auf das
Sfache des Kontrollwertes beobachtet werden. Die Induktion der Genexpression war hier im
Gegensatz zu HO-1 abhidngig von der Konzentration und Expositionsdauer des

Kalziumionophors (Abb.18).
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Abb. 18: Effekt von lonophor auf die hsp70 mRNA Expression:
Gesamt RNA wurde aus Hepatozyten von unmanipulierten Kontrollen bzw. nach unterschiedlicher Inkubation
mit Tonophor A23187 (Zeit und Dosis) isoliert: Ionophor (0,2uM, 1uM, 5uM). 10pg gepoolte RNA aus 3
parallelen Ansitzen wurden aufgetragen, mit [**P]-dCTP markierten hsp70 cDNA-Fragmenten hybridisiert und
das densitometrische Signal auf Signal der ATP-Synthase normiert.
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4.2.3 Einfluss der Kalziumkanalblockade mit Diltiazem und Verapamil auf die
Phorone/BSO-abhéangige hsp70 Induktion

Wie zuvor beschrieben, erfolgte nach Glutathiondepletion mit Phorone/BSO eine Induktion
der hsp70 Genexpression. Dagegen war nach extrazelluldrer Kalziumkanalblockade durch
Diltiazem bzw. Verapamil in aufsteigenden Konzentrationen keine Induktion der
hsp70 Genexpression zu erkennen. Ebenso blieben bei gleichzeitiger Inkubation mit
Phorone/BSO und einem Kalziumkanalblocker die hsp70 mRNA-Konzentrationen auf dem
nach Glutathiondepletion erreichten Niveau und damit von den Kalziumkanalblockern

unbeeinflusst (Abb. 19).
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Abb. 19: Einfluss der Kalziumkanalblockade auf die Phorone/BSO-abhéngige hsp70 mRNA Expression:
Gesamt RNA wurde aus Hepatozyten von unmanipulierten Kontrollen bzw. 6h nach Beginn des jeweils letzten
Stressereignisses  isoliert:  Glutathiondepletion (Phorone/BSO; Phorone: 1ul/Schale, BSO: 2mM),
Kalziumkanalblocker (DZ bzw. VP: 10uM, 50uM, 200uM), Phorone/BSO plus Kalziumkanalblocker. 10ug
gepoolte RNA aus 3 parallelen Ansitzen wurden aufgetragen, mit [**P]-dCTP markierten hsp70
cDNA-Fragmenten hybridisiert und das densitometrische Signal auf das Signal der ATP-Synthase normiert.
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5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Ca2+-Abhéingigkeit der zelluldren Stressgenexpression
am Beispiel von HO-1 und hsp70 nach oxidativem Stress an isolierten Ratten-Hepatozyten
in vitro untersucht. Obwohl Arbeiten iiber eine Vielzahl von Stressereignissen existieren, die
zur Induktion der Expression beider Gene fiithren, ist bisher wenig bekannt {iber die
intrazelluldre Signaltransduktion, die zur Regulation der Genexpression fiihrt. Die hier
erhobenen Daten legen eine signifikante Rolle der zelluliren Ca*’-Homdostase in der
Regulation der Expression der beiden Stressgene nahe. Diese Beobachtung zeigt den
Stellenwert des zelluldren Ca**-Signalsystems, dessen Modulation sowohl in der Entwicklung
eines hepatozelluldren Schadens als auch in der Entwicklung zelluldrer protektiver

Mechanismen nach oxidativem Stress beteiligt ist.

5.1 Oxidativer Stress

Die Hitzeschockantwort wird durch eine Vielzahl verschiedener Stressereignisse wie
Hyperthermie, Inflammation, Hormonstimulation, Wachstumsfaktoren und auch oxidativen
Stress induziert. In vorausgegangenen Arbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass eine
Glutathiondepletion mittels Phorone-Buthioninsulfoximin (Phorone/BSO) ein suffizientes
oxidatives Stressmodell darstellt, welches zu einer ausgepragten HO-1 und hsp70 mRNA
Expression nach vier bis sechs Stunden fiihrt (Bauer et al., 1998; Bauer et al., 2003). Die
vorliegenden Untersuchungen zeigen eine 6fache Steigerung der HO-1 mRNA Expression
bzw. eine 3fache hsp70 mRNA-Expression nach Phorone/BSO-Zufuhr im Vergleich zu
zeitgleich  inkubierten  Kontrollzellen.  Phorone  bewirkt als  Substrat  der
Glutathion-S-Transferase sowohl eine Glutathiondepletion im Zytosol als auch in den
Mitochondrien von Rattenhepatozyten (Traber et al., 1992). Glutathion ist ein wichtiges
zelluldres Antioxidans. Als Co-Substrat der Glutathionperoxidase schiitzt es aerobe
Organismen vor der Toxizitdt freier Sauerstoffradikale, welche besonders die Mitochondrien
und die DNA betrifft. Der Glutathion-Pool der Mitochondrien wird durch GSH-Aufnahme

aus dem Zytosol aufgefiillt, da diese selbst kein neues Glutathion generieren
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(Martensson et al., 1990). Gerade fiir die vielfiltigen mitochondrialen Funktionen ist ein
intakter Glutathionhaushalt zur Abwendung von Schiden wie z.B. Oxidation von
Pyridinnukleotiden mit nachfolgender Ca*"-Freisetzung erforderlich. Untersuchungen von
Strubelt et al. zeigten eine Verstirkung des Ethanol-induzierten hepatozelluldren Schadens
durch Glutathiondepletion (Strubelt et al., 1987). Der Leberzellschaden, gemessen anhand
eines Enzymanstieges von Alaninaminotransferase (ALT), Sorbitoldehydrogenase (SDH) und
einer Zunahme des Gesamt-Ca®"-Gehaltes in isolierten Rattenlebern, wurde nach vorheriger
Phoronebehandlung verstérkt. Allerdings konnten nach Phoronegabe allein sowohl in vitro als
auch in vivo diese Zeichen der Hepatotoxizitit nicht festgestellt werden. Im Gegensatz dazu
zeigen die hier vorliegenden Ergebnisse nach Phorone/BSO-induzierter Glutathiondepletion
eine deutliche Induktion der Genexpression beider Hitzeschockproteine als Zeichen einer
hepatozelluldren Reaktion zur Protektion.

Somit scheint die Kombination von Phorone und BSO einen aus der Glutathiondepletion
resultierenden Stress der gesunden, isolierten Hepatozyten zu verursachen. Wéhrend die
Phorone-induzierte Aktivierung der Glutathion-S-Transferase keinen Einfluss auf die
Neusynthese von Glutathion hat, wird diese durch Buthioninsulfoximin, einem potenten und
spezifischen, irreversiblen Inhibitor der y-Glutamatcysteinsynthethase, vollstindig blockiert
(Griffith et al., 1979). Genutzt wurde diese Eigenschaft von BSO unter anderem in der
Onkologie, da die starke Glutathiondepletion (< 20% des Kontrolllevels in Nierenzellen) das
Tumorgewebe fiir Chemotherapeutika (Meister et al, 1979) wund Radiatio
(Dethmers et al., 1981) sensibilisiert. Allerdings erfolgt diese Abnahme des zelluldren GSH-
Gehaltes ebenso in gesundem Gewebe. Die Auswirkungen eines chronischen zelluldren GSH-
Mangels wurden von Thanislass et al. durch in vivo Versuche an Ratten-Lungen untersucht.
Dabei konnte ein deutlicher Verlust zelluldrer antioxidativer Verteidigungsmechanismen
aufgezeigt werden. Neben der verminderten Aktivitit der y-Glutamatcysteinsynthethase fiel
ebenso ein signifikanter Abfall von SOD, Katalase und Glutathionperoxidase auf. Neben
diesem Verlust enzymatischer Verteidigungsmechanismen war auch die Konzentration
nichtenzymatischer Antioxidantien wie Ascorbinsdure und a-Tocopherol reduziert. Der
relative Verlust dieser unspezifischen antioxidativen Abwehrsysteme und die verminderte
Aktivitit der Glutathionperoxidase steigerten wiederum das Substrat fiir SOD und Katalase.
Anhand dieser von Thanislass et al. untersuchten Auswirkungen eines Glutathionmangels auf
die verschiedenen Mechanismen des gesamten antioxidativen Systems wurde die
Schliisselrolle des Glutathion in diesem System deutlich. Eine Abnahme der antioxidativen

Kapazitit dieses Systems fiihrte schlieBlich zur gesteigerten Lipidperoxidation
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(Thanislass et al., 1995). Der Zusammenhang von Glutathiondepletion, Lipidperoxidation,
Verlust von Proteinsulfhydrylgruppen und Ca**-Homgostase wurde 1987 von Casini et al.
anhand des Brombenzen-induzierten Leberschadens dargestellt. Dem friih auftretenden
GSH-Mangel nach Brombenzen-Gabe folgte ein  signifikanter Verlust von
Proteinsulfhydrylgruppen sowohl im gesamten Lebergewebe wie auch in den Mikrosomen
und Mitochondrien, welcher wiederum mit der ebenfalls schon frith detektierbaren
Lipidperoxidation einherging. Dabei konnte eine strikte Korrelation zwischen
Lipidperoxidation und dem AusmaBl der Lebernekrose, gemessen anhand der
ALT-Serumaktivitit, gezeigt werden. Eine ebenso deutliche inverse Korrelation wurde
zwischen der Lipidperoxidation und der Ca’'-Sequestrationsaktivitit der Mikrosomen und
Mitochondrien festgestellt (Casini et al., 1987). Diese Beobachtungen unterstiitzen die
Hypothese, dass der Verlust der Ca*"-Retention in engem Zusammenhang mit dem zelluliren
Verlust von Glutathion und anderen reduzierenden Aquivalenten bzw. molekularen
Antioxidantien steht. Daraus konnte geschlossen werden, dass diese, der Glutathiondepletion
folgende, gestorte Ca’’-Homdostase den BSO-induzierten Zellschaden unter anderem
vermittelte (Thanislass et al., 1995). Welche molekularen Mechanismen nun diese
intrazellulire Ca*'-Sequestrationsstorung hervorrufen, war Gegenstand der Untersuchungen
von Bellomo an isolierten Rattenhepatozyten. Nach Gabe von tert-Butylhydroperoxid
(t-BOOH) wurde zundchst eine Ca’’-Freisetzung von mitochondrialen und
extramitochondrialen Kompartimenten, einhergehend mit einer Oxidation des zelluldren
Glutathion und NADPH, beobachtet. Zur weiteren Differenzierung wurde die
NADPH-Oxidation durch selektive Inaktivierung der Glutathionreduktase aufgehoben,
woraufhin sich kein Effekt auf den mitochondrialen Ca”*"-Pool zeigte, wihrend der
Ca®"-Verlust des extramitochondrialen Pools akzelerierte. Diese Ergebnisse implizierten eine
unterschiedliche = Regulation  der  mitochondrialen =~ (NADPH-abhingigen)  und
extramitochondrialen (Glutathion/Sulfhydrylgruppen-abhingigen) Ca”*-Sequestration
(Bellomo et al., 1982). Letztere wurde in weiteren Versuchen derselben Arbeitsgruppe an
isolierten Plasmamembranfraktionen von Hepatozyten untersucht. Der inhibitorische Effekt
von oxidierenden Substanzen wie z.B. t-BOOH auf die ATP-abhingige Ca®'-Pumpe konnte
durch die Prisenz von Sulthydrylgruppen abgewendet werden. Daraus wurde geschlossen,
dass freie Sulfthydrylgruppen essentiell fiir die Aktivitdt der hepatischen Plasmamembran-
Ca®"-Translokase sind und dass eine Inhibition dieses Enzyms infolge einer Oxidation solcher
Proteinanteile zur gestorten Ca’’-Homdostase im  oxidativen  Stress  beitrigt

(Bellomo et al., 1983). 1985 fanden Thor et al. heraus, dass auch die ATP-abhingige
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Ca’"-Aufnahme der hepatozelluliren Mikrosomen durch Alkylierung oder Oxidierung von
Protein-Sulfhydrylgruppen inhibiert wird und damit auch die mikrosomale Ca*"-Sequestration
durch den gleichen Schidigungsmechanismus an dem verdnderten hepatozelluldren
Ca®*-Metabolismus mit zytosolischer Ca**-Uberladung im oxidativen Stress beteiligt ist
(Thor et al., 1985).

Dass oxidativer Stress nicht nur in einer Blockade der Ca*-ATPasen-Aktivitit mit
konsekutiver zytosolischer Ca*'-Uberladung endet, sondern auch Einfluss auf die
Ca2+-Signaltransdukti0n in aktivierten Zellen hat, machten Versuche von Elliott et al. an
Endothelzellen deutlich. Dabei wurde sowohl der mittels Bradykinin stimulierte Ca®'-
Einstrom aus dem EZR als auch die Ca’"-Freisetzung aus intrazelluliren Speichern durch
t-BOOH gehemmt. Eine Glutathiondepletion durch zusitzliche Vorinkubation mit BSO zeigte
die Rolle des intrazelluliren Glutathion in der Modulation der Ca**-Signaltransduktion. Dabei
wurde die zuvor beobachtete Inhibition des Bradykinin-stimulierten Ca**-Einstroms nach
t-BOOH-Zufuhr durch BSO noch potenziert. Diese Ergebnisse zeigten, dass ein verminderter
zellularer Gehalt an Glutathion die Effekte von oxidativem Stress, wie z.B. durch
Hydrogenperoxide, auf den Rezeptor-vermittelten transmembraniren Ca*"-Einstrom und die
Ca®"-Freisetzung aus intrazelluldren Speichern noch weiter potenziert (Elliott et al., 1995).
Glutathion in seinem reduzierten Zustand ist somit in aktivierten Zellen ein wichtiger Schutz

vor der Funktionseinschrinkung der Ca*"-abhingigen Signaltransduktion.

Die in der vorliegenden Untersuchung erhobenen Daten zeigen eine deutliche hepatozelluldre
Stressgenexpression von HO-1 und hsp70 nach Phorone-BSO-Inkubation. Die zuvor
genannten Studien zeigten, dass diese Exposition sowohl in Hepatozyten als auch in anderen
Zelltypen zur Glutathiondepletion fiihrt. Diese wiederum induziert neben einer
Lipidperoxidation den Verlust essentieller Sulthydrylgruppen der mitochondrialen und
extramitochondrialen Ca’’-ATPasen sowie die Oxidation von Pyridinnukleotiden mit
folgender gestorter zelluldrer Ca”-Homéostase bis hin zur Leberzellnekrose. Aufgrund der
hier vorliegenden Ergebnisse und unter Einschluss der bereits diskutierten Arbeiten kdnnte
somit eine Abhéngigkeit der hepatozelluliren Stressgenexpression vom zelluldren
Ca®’-Metabolismus nach oxidativem Stress vermutet werden. Diese Hypothese wurde in der
vorliegenden Arbeit untersucht und wird im Folgenden fiir die beiden untersuchten Stressgene

diskutiert.
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5.2 Hamoxygenase-1

Die Phorone/BSO-induzierte HO-1 Genexpression wurde durch den zytosolisch wirksamen
Ca”*-Chelator BAPTA-AM bis auf Kontrollniveau gehemmt. Im Gegensatz dazu war die
HO-1 Induktion durch den extrazelluldr wirksamen Ca**-Chelator EDTA nicht supprimierbar.
Die Genexpression scheint daher abhdngig von einem Anstieg der zytosolischen
Ca’’-Konzentration zu sein, wobei Ca®" aus dem extrazelluliren Pool hierbei offensichtlich
keine signifikante Rolle zu spielen scheint. Diese Hypothese wird unterstiitzt durch die
Tatsache, dass Thapsigargin eine bis zu 3fache, dosisabhidngige HO-1 Induktion in isolierten

Hepatozyten verursacht.

Die Inkubation mit Thapsigargin fiihrt zu einer Verschiebung von Ca’" aus dem
endoplasmatischen Retikulum (ER) in das zytosolische Kompartiment. Dieser intrazelluldre
Ca2+-Speicher spielt eine wichtige Rolle in der Regulation der zytosolischen
Ca’"-Konzentration. Die Ca*"-Aufnahme in das ER entgegen des Konzentrationsgradienten
erfolgt als aktiver Transport iiber membrangebundene ATPasen.

Gemdll der Assoziation mit dem sarko- und endoplasmatischen Retikulum und ihrer
Ca’"-Abhingigkeit werden diese Enzyme auch als SERCA-ATPasen bezeichnet. Den
spezifischsten und potentesten Inhibitor dieser Enzymgruppe stellt das Thapsigargin dar
(Christensen et al., 1993; Rasmussen et al., 1978). Wéhrend verschiedene Autoren
postulierten, dass Thapsigargin alle Isoformen dieser SERCA-ATPasen hemmt
(Inesi et al., 1994; Lytton et al., 1991; Sagara et al., 1991), zeigten Versuche von
Thastrup et al. an Ratten, dass Thapsigargin die ATPasen des sarkoplasmatischen Retikulums
von Herz- und Skelettmuskelzellen nicht beeinflusst (Thastrup et al., 1990). Ursachen dieser
unterschiedlichen Ergebnisse sind bisher nicht geklart. Moglicherweise spielen spezies- bzw.
zelltypspezifische Unterschiede eine Rolle. Allerdings konnte in allen Arbeiten, darunter auch
in den Versuchen an Rattenhepatozyten von Thastrup, einheitlich gezeigt werden, dass die
ATPasen des ER hochspezifisch und irreversibel gehemmt werden, indem Thapsigargin mit
dem Ca”'-freien Enzym einen sog. ,dead-end-complex“ bildet. Dies fiihrt zu einer
Ca®"-Depletion des ER (Jackson et al., 1988) mit einem resultierenden dosisabhingigen
Anstieg der zytosolischen Ca’"-Konzentration (Thastrup et al., 1987; Thastrup et al., 1990).
Andere Kation-ATPasen wie z.B. die Na“, K, und Ca*’-ATPasen der Plasmamembran

werden von Thapsigargin nicht beeinflusst (Lytton et al., 1991).
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Bei BAPTA-AM  handelt es sich um ein verestertes EGTA-Analogon
(Ethylenglycoltetraessigsdure), welches die Zellmembran passiert und im Zytosol in der
unveresterten Form Ca?" und andere Kationen bindet (Strayer et al., 1999; Tsien, 1980).
Messungen der zytosolischen Ca®’-Konzentration von Gissel et al. an Rattenneuronen
belegten eine vollstindige Suppression der Thapsigargin-induzierten zytosolischen
Ca”"-Aktivititssteigerung bis auf Kontrollniveau (Gissel et al., 1997).

In der vorliegenden Arbeit konnte die durch das oxidative Stressmodell mit Phorone/BSO
ausgeloste Induktion der HO-1 Genexpression ebenfalls durch alleinige Inkubation mit
Thapsigargin erzeugt werden. Da die Vorinkubation mit BAPTA-AM sowohl die
Phorone/BSO- als auch die Thapsigargin-induzierte HO-1 mRNA Expression vollstindig
supprimierte, scheint folglich ein Anstieg der zytosolischen Ca’"-Aktivitit, und nicht die
Ca®"-Depletion des ER, fiir die HO-1 Genexpression verantwortlich zu sein.

Im Gegensatz dazu beobachtete die Arbeitsgruppe um Linden eine Thapsigargin-induzierte
HO-1 Genexpression an Rattenneuronen, welche durch Vorinkubation mit BAPTA-AM nicht
supprimierbar war. Daher wurde in diesen Zellen die Ca*-Depletion des ER und nicht die
korrespondierende Steigerung der zytoplasmatischen Ca®"-Aktivitit als Triggerfaktor der
Stressgenexpression angesehen (Linden et al.,, 1998). Choi et al. zeigten 1994 an
menschlichen Fibroblasten eine Suppression der durch Prostaglandin A2-Stimulus induzierten
HO-1 Expression durch BAPTA-AM (Choi et al., 1994). Ebenso prisentierte Terry 1999 eine
HO-1 Genexpression in menschlichen Gefdendothelzellen nach Exposition mit den
Zytokinen Tumornekrosefaktor-oo und Interleukin-la, welche durch Inkubation mit
BAPTA-AM ebenfalls inhibiert werden konnte (Terry et al., 1999). Die Daten dieser zwei
Studien korrelieren eng mit den hier vorliegenden Ergebnissen und stiitzen die Hypothese,
dass die Steigerung der zytoplasmatischen Ca’"-Aktivitit eine bedeutende Rolle in der
Induktion der HO-1 Genexpression nach Stressereignissen zu spielen scheint.

Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass die gleichzeitige Inkubation von Phorone/BSO
mit Thapsigargin einen iiberadditiven Effekt in der HO-1 Genexpression zur Folge hatte. Der
Effekt der Glutathiondepletion auf die HO-1 mRNA Induktion scheint somit nicht
ausschlieBlich iiber Ca*"-Verschiebungen aus dem ER in das zytosolische Kompartiment
vermittelt zu werden, sondern iiber weitere signifikante Mechanismen in der Kaskade der
Signaltransduktion zur Induktion der HO-1 Genexpression. Wihrend Thapsigargin
hochselektiv die Ca®*-ATPase des ER inhibiert, werden durch die Folgen der
Glutathiondepletion die Ca®’-Sequestrationsaktivitit sowohl von Plasmamembran,

Mikrosomen als auch Mitochondrien gehemmt. Somit wire der iiberadditive Effekt in der
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Stressgenexpression nach Kombination von Thapsigargin mit Phorone/BSO zumindest im
Ansatz erklarbar.

Nach Inkubation der Hepatozyten mit dem Kalzium-Ionophor A23187 erfolgte im Vergleich
zu Thapsigargin lediglich eine geringe HO-1 mRNA Induktion auf das 2fache des
Kontrollwertes. Ahnliche Ergebnisse zeigten die zuvor bereits angefiihrten Versuche von
Terry et al. an menschlichen Gefdllendothelzellen, die nach Inkubation mit Ionophor allein
eine nicht signifikante Induktion der HO-1 Expression aufwiesen. Eine gleichzeitige
Exposition von Zytokinen und Ionophor zeigte sogar eine um 90% geringere
Stressgenexpression als die Inkubation von TNF-a und IL-1a allein (Terry et al., 1999). Das
Kalzium-lonophor A23187 fiihrt, wie Thapsigargin und Phorone/BSO, zum Anstieg der
zytoplasmatischen Ca®"-Konzentration. Allerdings permeabilisiert das Ionophor die
Zellmembran flir Kalziumionen aus dem Extrazelluldrraum (Burgess et al., 1979). Ionophor
A23187 bildet lipidlésliche Komplexe mit Kalziumionen und transportiert diese hochselektiv
{iber biologische Membranen. Des Weiteren fiihrt es zur Freisetzung von Ca*’-Ionen aus
zytosolischen Vesikeln.

Eine zunichst erwartete Steigerung der stressinduzierten HO-1 Genexpression nach Ionophor-
Zufuhr konnte in der zuvor genannten Arbeit von Terry nicht bestitigt werden.
Interessanterweise wurde nach Inkubation von Ionophor mit einem Aktivator der
Proteinkinase-C (PK-C) eine kaum verminderte Stressgenexpression im Vergleich zur
Zytokinexposition allein beobachtetet (Terry et al., 1999). Daraus ldsst sich vermuten, dass
eine Aktivierung der PK-C eine Protein-Kinase-Kaskade (MAP-Kinasen (mitogen-aktivierte
Protein-Kinasen)) auslost, welche in die Induktion der HO-1 Expression involviert ist. Eine
deutliche HO-1 Expression nach Gabe eines Phosphataschemmers untermauerte diese
Vermutung (Terry et al., 1999). Moglicherweise war der lonophor-Effekt auf die Zytokin-
induzierte HO-1 Expression durch einen Angriffspunkt vor der PK-C-Aktivierung in der
Ca**-Signalkaskade zu erkliren. Aufgrund der dhnlichen Versuchsresultate wire eine solche
Genregulation in Hepatozyten ebenfalls denkbar. Demnach spielt dieser extrazelluldre
Ca”*-Pool eine untergeordnete Rolle in der HO-1 mRNA Induktion. Scheinbar ist nicht nur
eine Steigerung der zytosolischen Ca”"-Aktivitit, sondern auch die Quelle der Kalziumionen
bzw. die Balance der feinregulierten, im FlieBgleichgewicht stehenden unterschiedlichen
Kalziumkonzentrationen von Intra- und Extrazelluldrraum einerseits sowie der intrazelluldren

Kompartimente andererseits entscheidend.
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In weiteren Versuchen erfolgte eine Modulation dieses extrazelluldren Ca®"-Pools. Nach
Inkubation mit dem extrazelluldren Ca®"-Chelator EDTA, welcher im Gegensatz zu allen
vorhergehenden Substanzen zundchst zu keiner direkten Erhohung der zytosolischen
Kalziumkonzentration fiihrt, wurde eine deutliche HO-1 Induktion bis zum 3,5fachen des
Kontrollwertes beobachtet. Bei gleichzeitiger Exposition mit Phorone/BSO zeigte sich sogar
ein additiver Effekt der Stressgenexpression, woraus sich schlieBen ldsst, dass beide
Substanzen iiber verschiedene Mechanismen zur Induktion der Genexpression fiihren. Die
hier beobachtete Stressgenexpression nach EDTA- und Phorone/BSO-Inkubation war von der
Auspragung vergleichbar mit der nach Thapsigargin- und Phorone/BSO-Inkubation.
Maoglicherweise findet durch die EDTA—induzierte extrazelluldre Ca**-Chelatierung ein Ca”*-
Shift entlang des neuen Konzentrationsgradienten vom Intra- zum Extrazelluldrraum statt. Die
zytosolische Kalziumkonzentration kdnnte kompensatorisch durch eine Freisetzung von
Kalziumionen aus intrazelluliren Speichern wie den Mitochondrien, dem ER, etc.
aufrechterhalten werden, so dass schlieBlich ein Thapsigargin-dhnlicher Effekt resultieren
wiirde. Eine solche Erkldrung der deutlichen HO-1 Genexpression nach EDTA-Zufuhr wére
prinzipiell denkbar, 14sst sich aber anhand der hier vorliegenden Untersuchungen nicht sicher
belegen.

Ahnliche Uberlegungen stellte Beales 1985 an, als Versuchsergebnisse zeigten, dass ein
Ca’"-Einstrom aus dem EZR keine Rolle im Paracetamol-induzierten Leberzellschaden
spielte. Dabei konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die Inkubation im Ca*"-freien Medium
auch bei Kontrollzellen einen zelluliren Stressfaktor darstellte und in einem deutlich
messbaren hepatozelluldiren Schaden resultierte, welcher durch Anreicherung des Mediums
mit Ca®" vermindert werden konnte. Paradoxerweise wies die Gabe von EDTA wiederum
einen zytoprotektiven Effekt sowohl auf Kontroll- als auch auf Paracetamol-gestresste Zellen
mit einer Zunahme der Zellvitalitdt bis fast auf Kontrollniveau auf (Beales et al., 1985). Nach
Modulation der extrazelluliren Kalziumkonzentration konnten diese Auswirkungen auf die
Vitalitdt von Hepatozyten sowohl von Reed et al. 1990 als auch von Thomas et al. 1988
bestitigt werden. Diese Studien zeigten, dass Verdnderungen der extrazelluldren
Kalziumkonzentration ebenfalls Auswirkungen auf die intrazellulire Ca**-Balance hatten und
so zum oxidativen Zellschaden fithrten. In Abwesenheit von extrazellulirem Ca*" konnte eine
gesteigerte Bildung von Malondialdehyd (MDA), Oxidation von Proteinsulthydrylgruppen
sowie zellulire Freisetzung von K’ und Laktatdehydrogenase (LDH) als Zeichen eines
Zellunterganges beobachtet werden (Reed et al., 1990; Thomas et al., 1988). Der Zusatz von

Ca’" in das extrazellulire Medium zeigte einen dosisabhingigen Riickgang dieser
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Stressparameter. Die inverse Beziehung von extrazellulirer Ca’’-Konzentration und
MDA-Bildung sowie der protektive Effekt verschiedener Antioxidantien und Fe-Chelatoren
lieBen vermuten, dass die Bildung von Sauerstoffradikalen zum oxidativen hepatozelluldren
Schaden fiihrte. Der zytoprotektive Effekt von EGTA (Ethylenglycoltetraessigsdure) nach
Zusatz in ein Ca’'-freies Medium war ein weiterer Hinweis dafiir, dass intrazellulire
Kalziumionen eine Rolle in der Induktion des Zellschadens spielen.

Aufgrund der zentralen Rolle der Mitochondrien in der zelluldren Ca**-Homdostase wire es
denkbar, dass eine Abnahme der extrazelluldren Kalziumkonzentration Auswirkungen auf die
Mitochondrienfunktion hat. Unterstiitzt wird diese Hypothese durch den schnellen und fast
vollstindigen Verlust des mitochondrialen Glutathions im Ca®'-freien Medium. Ubertragen
auf die hier beobachtete deutliche Induktion der HO-1 Genexpression nach EDTA-Inkubation
ist es vom Mechanismus daher auch denkbar, dass die Abnahme der extrazelluldren
Kalziumkonzentration iiber eine Storung der gesamten intrazelluldren Ca*-Homdostase zum
oxidativen Zellschaden mit nachfolgender &dhnlicher Stressgenexpression wie durch

Glutathiondepletion nach Phorone/BSO-Gabe fiihrt.

Weitere Untersuchungen zur Rolle des Ca**-Flusses aus dem extrazelluldren Ca**-Pool in das
zytosolische Kompartiment erfolgten durch Zusatz von Kalziumkanal-Blockern. Verwendet
wurden Diltiazem und Verapamil als klassische Vertreter der Phenylalkylamine bzw.
Benzothiapine - zwei Hauptklassen der Kalziumkanal-Blocker. Dabei zeigte sich bei beiden
Substanzen eine geringe, dosisunabhingige HO-1 Genexpression. Nach Glutathiondepletion
mit Phorone/BSO, welche in diesen Zellen eine 30fache HO-1 Expression verursachte, konnte
unter gleichzeitiger Zufuhr eines Ca’’-Antagonisten eine iiberadditive Steigerung dieser
Stressgenexpression um 46-55% bei Diltiazem sowie um 29-68% bei Verapamil beobachtet
werden, welche nicht mit der Konzentration korrelierte. Aufgrund des potenzierenden
Effektes muss es sich hierbei um verschiedene, jedoch abhidngige Mechanismen von
Phorone/BSO und den Ca’"-Antagonisten handeln. Die Kalziumkanal-Blockade fiihrt nach
pathophysiologischem und pharmakologischem Verstindnis weder zu einem Anstieg der
zytosolischen Kalziumkonzentration noch zu einem verdnderten Konzentrationsgradienten
zwischen Extra- und Intrazellularraum, was einen Teil des zelluldiren Mechanismus darstellen
konnte, der zur Genexpression fiihrt.

In zahlreichen vorausgehenden Arbeiten wurde in verschiedenen in vivo und in vitro
Stressmodellen ein deutlicher hepatoprotektiver Effekt der Kalziumkanal-Blocker beschrieben
(Farghali et al., 2000; Wu et al., 1995). Im Modell der gramnegativen Sepsis konnte nach
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Gabe von Diltiazem eine Reduktion der Akut-Phase Reaktion mit Verminderung von
Laktatfreisetzung, Akut-Phase Proteinen, Fieber und Letalitit beobachtet werden
(Rose et al., 1994). Ahnliche Ergebnisse zeigten Versuche von Maitra und Wang an
Rattenlebern am Modell des hdmorrhagischen Schocks. Die Perfusion mit Diltiazem fiihrte
zur Normalisierung von Herzfrequenz und kardialer Auswurfleistung, des Blutzuckerspiegels,
des effektiven hepatischen Blutflusses sowie der hepatischen Mikrozirkulation, zu erhohter
Zellvitalitit bei reduzierter LDH-Freisetzung (Thurman et al., 1988) und verbesserter
Uberlebensrate (Maitra et al., 1991; Wang et al., 1991). Da es sich hierbei um in vivo
Versuche handelte, blieb unklar, welche Zellen iiberhaupt Effektzellen der Ca®'-Antagonisten
waren:  Kupfferzellen, Endothelzellen, Parenchymzellen, hepatische Sternzellen.
Moglicherweise wird der in den verschiedenen Untersuchungen beobachtete hepatoprotektive
Effekt der Kalziumkanal-Blocker zumindest teilweise durch die in dieser Studie in vitro
gezeigte HO-1 Expression der Hepatozyten vermittelt.

Wie zuvor beschrieben hat die Hidmoxygenase-1 iiber ihre Reaktionsprodukte sowohl
vasodilatierende (CO) als auch antioxidative (Bilirubin) und damit organprotektive
Eigenschaften. Des Weiteren wirken die Kalziumkanal-Blocker selbst vasodilatierend, worauf
sich ihre Indikation z.B. in der Therapie der arteriellen Hypertonie griindet, und damit {iber
eine Verbesserung der zelluldren Energie- und Sauerstoffversorgung aufgrund eines
gesteigerten regionalen Blutflusses hepatoprotektiv.

Auf zelluldrer Ebene kann die in der vorliegenden Arbeit aufgezeigte Zellreaktion in Form
einer Induktion der Stressgenexpression einerseits als Zeichen einer hepatozelluldren
Schéadigung durch die Kalziumkanal-Blocker andererseits als direkte Aktivierung eines
protektiven Mechanismus interpretiert werden. Der genaue Wirkmechanismus der
Ca®"-Antagonisten in Hepatozyten ist bislang unklar. Die zuvor beschriebenen protektiven
Effekte, welche sich iiberwiegend auf den Reperfusionsschaden bezogen, konnten von
Gasbarrini et al. fiir die Anoxie-Phase in einem I/R-Modell an isolierten Hepatozyten nicht
bestitigt werden. Die Gabe von Verapamil, Nifedipin oder Diltiazem wéhrend der
Ischdmie-Phase konnte weder den massiven Anstieg der zytosolischen Kalziumkonzentration
noch den zelluldren LDH-Verlust verhindern (Gasbarrini et al., 1992; Gasbarrini et al., 1993).
Es konnte weiter gezeigt werden, dass der zytosolische Ca*"-Konzentrationsanstieg in
Hepatozyten sowohl nach Ischdmie (Gasbarrini et al., 1992) als auch nach Hormoninduktion
(Mauger et al., 1988) einen biphasischen Verlauf aufweist. Dabei wird der initiale Ca*"-peak
durch eine Freisetzung aus intrazelluldren Speichern hervorgerufen, wihrend die zweite

anhaltende Phase durch Ca*'-Einstrom aus dem Extrazellulirraum zustande kommt. Diese
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zweite Phase der zytosolischen Ca”*-Konzentrationssteigerung konnte nur durch wesentlich
hohere Dosen der Kalziumkanal-Blocker gehemmt werden, als zur Inhibition von
,»voltage-operated-calcium-channels* (VOCC) erforderlich sind. Die VOCC werden
hochspezifisch von Ca2+-Antagonisten blockiert und sind normalerweise in exzitatorischen
Zellen von Herz- und Skelettmuskel zu finden. Daher muss davon ausgegangen werden, dass
diese Kalziumkandle in Hepatozyten wahrscheinlich nicht exponiert sind und die
Ca®"-Antagonisten in hoherer Dosierung unspezifisch sowohl an ,,receptor-operated-calcium-
channels* (ROCC) als auch an anderen Kalziumkanilen wirken. Die Offnung von ROCC
erfolgt nach einer Hormon-Rezeptor-Bindung und G-Protein-stimulierter Freisetzung der
»second-messenger* Diacylglycerin (DG) und Inositoltriphosphat (IP3) (Mauger et al., 1988).
Der zunichst von Wu et al. 1995 postulierte protektive Effekt der Ca*"-Antagonisten auf die
Brombenzen-induzierte Toxizitdt in Hepatozyten wies ebenfalls eine deutliche
Dosisabhingigkeit auf. Die Inhibition der ROCC durch Verapamil, Nifedipin und Diltiazem
erfolgte in wesentlich hoheren Konzentrationen (100-200uM) als fiir den zytoprotektiven
Effekt erforderlich (15-45uM). Eine Steigerung der Diltiazem-Konzentration auf 45uM nach
Brombenzen-Exposition zeigte schon eine Abnahme des protektiven Effektes und sogar eine
hohere LDH-Freisetzung als nach Brombenzen allein (Wu et al., 1995).

Eine hepatotoxische Wirkung von Diltiazem wurde ebenfalls von Yamamoto et al. 1992
beobachtet (Yamamoto et al., 1992). Die Diskrepanz der Konzentrationen, welche fiir die
Zellprotektion einerseits und fiir die Blockade von ROCC andererseits erforderlich sind,
impliziert, dass andere Mechanismen als die Kalziumkanalblockade fiir den protektiven
Effekt nach oxidativem Stress verantwortlich sind. Dazu gehdren vielfiltige unspezifische
zelluldre Effekte wie Antagonismus an a-adrenergen Rezeptoren (Godfraind et al., 1986),
Hemmung des Na+/Ca2+—Antip0rters (Erdreich et al., 1983; Takeo et al., 1985), Stimulation
der ATP-abhingigen Ca**-Pumpe sowie der Na'/K -ATPase (David-Dufilho et al., 1984;
Pan et al, 1984), Hemmung der Ca’’-Freisetzung aus intrazelluliren Speichern
(Wang et al, 1984) sowie Inhibition der Bildung von Sauerstoffradikalen
(Simchowitz et al., 1979), iiber welche die Ca>’-Antagonisten moglicherweise protektiv
wirken.

Die Arbeitsgruppe um Gasbarrini konnte im I/R-Modell an isolierten Hepatozyten eine
direkte Korrelation zwischen Anstieg der zytosolischen Kalziumkonzentration und
Zellschaden, gemessen anhand der LDH-Freisetzung, aufzeigen. Der Zusatz von
Ca’"-Antagonisten im Konzentrationsbereich von 100nM-10puM wihrend des oxidativen

Stresses hatte keine Auswirkungen auf den biphasischen Verlauf der intrazelluldren
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Kalziumkonzentration. Daher musste der Kalziumioneneinstrom aus dem Extrazelluldrraum
iiber Mechanismen erfolgen, die nicht durch Ca”"-Antagonisten inhibierbar waren. Welche
Kanile bzw. Transporter dabei involviert sind, ist bislang unklar. Moglicherweise ist eine
vermehrte Aktivitit des Na+/Ca2+-Antiporters im ,reversed mode” im oxidativen Stress
beteiligt. Wihrend nach Verapamil-Gabe neben der unverinderten Ca®’-Konzentration auch
eine gleich bleibende LDH-Freisetzung beobachtet wurde, fiihrte die Exposition mit
1uM-10uM Diltiazem und Nifedipin zu einer doppelten bis dreifachen LDH-Freisetzung
(Gasbarrini et al., 1993). Daher muss hier sogar noch ein weiterer zellschiddigender
Mechanismus neben der Erhéhung der zytosolischen Kalziumkonzentration vorliegen.
Dariiber hinaus wurden bei allen drei Ca’’-Antagonisten bisher klinisch hepatotoxische
Effekte beim Menschen beschrieben: Verapamil kann zur Hepatitis (Burgunder et al., 1988;
Kumar et al., 1994), Nifedipin zur zentrilobuldiren Nekrose (Kaesemeyer et al., 1994) und

Diltiazem zur granulomatdsen Hepatitis (Toft et al., 1991; Traverse et al., 1994) fiihren.

In der vorliegenden Arbeit wurde nach Inkubation mit den Kalziumkanal-Blockern Verapamil
und Diltiazem allein eine geringe Steigerung der HO-1 Genexpression beobachtet. Die
tiberadditive HO-1 mRNA Expression nach Kombination von oxidativem Stress und
Kalziumkanal-Blockade lédsst, analog der Ergebnisse von Gasbarrini et al., auf einen
zusitzlichen Stressor auf die Hepatozyten durch Verapamil und Diltiazem schlieBen. Da diese
Substanzen, zumindest im Konzentrationsbereich von 10uM-50uM, die zytosolische
Kalziumkonzentration nicht beeinflussen, mag hier ein weiterer zellschddigender
Mechanismus vorliegen. Ob die hoher dosierte Gabe von 200uM Verapamil bzw. Diltiazem
iiber eine Blockade von ROCC oder unspezifischen Kalziumkanélen zu einer Abnahme der
intrazelluldren Kalziumkonzentration fithrte, wurde in dieser Arbeit nicht untersucht. Da
jedoch kein signifikanter Unterschied der Stressgenexpression in Abhdngigkeit der
Konzentrationen der Ca2+-Antagonisten beobachtet wurde, ldsst sich vermuten, dass die
Kalziumkanal-Blocker in allen drei verwendeten Konzentrationen gleichsam wirken. Eine
Hemmung des Na“/Ca**-Antiporters oder eine direkt toxische Wirkung der Ca**-Antagonisten
auf Hepatozyten, welche dann im Phorone/BSO-Modell zur Potenzierung der

Stressgenexpression fiithrt, wire denkbar.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die durch Glutathiondepletion induzierte
HO-1 Genexpression abhingig von einem, durch den zytosolisch wirksamen Ca**-Chelator

BAPTA-AM supprimierbaren, Anstieg der zytosolischen Kalziumkonzentration zu sein
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scheint. Da durch den extrazellulir wirksamen Ca*"-Chelator EDTA keine Suppression der
HO-1 Induktion erfolgt, scheint vor allem eine Erhohung der zytosolischen
Kalziumkonzentration aus intrazelluldren Ca*"-speichernden Kompartimenten
(ER, Calcisomen) verantwortlich zu sein. Diese Annahme wird durch die dosisabhéngige
Induktion der HO-1 Genexpression durch Thapsigargin und eine nur geringe, nicht
dosisabhingige Induktion durch Ionophor unterstiitzt. Die iiberadditive HO-1 Genexpression
nach Kombination von Glutathiondepletion und Thapsigargin lidsst darauf schlieen, dass die
hochselektive Hemmung der Ca**-ATPase des ER durch Thapsigargin sowie die Inhibition
der Ca®"-Sequestrationsaktivitit nach Phorone/BSO eine potenzierende Wirkung haben und
somit durch verschiedene Mechanismen Einfluss auf die zytosolische Ca®"-Regulation und
folgende Stressgenexpression haben. Aufgrund der fehlenden Hemmung der HO-1 Induktion
sowohl durch EDTA als auch durch die Kalziumkanal-Blocker Verapamil und Diltiazem
scheint eine Erhohung der zytosolischen Kalziumkonzentration aus dem extrazelluldren
Medium keine Rolle zu spielen. Die sogar gesteigerte Genexpression weist auf zusétzliche
Mechanismen hin, die hier involviert sein miissen. Diese Mechanismen konnen sowohl
Ca’-abhingig als auch Ca’’-unabhingig sein. Eine Stérung der gesamten zelluliren
Ca**-Homdostase mit folgendem oxidativem Zellschaden und Auswirkungen auf die normale
Mitochondrienfunktion, eine Aktivierung des Na'/Ca*'-Austauschers im ,,reversed mode mit
zytosolischer Ca”"-Uberladung oder eine Potenzierung des zelluliren Na'-overloads nach
zusitzlichem oxidativen Stress als Folge eines verminderten Ca**-vermittelten Na'-Ausstroms
bei extrazellulirer Ca**-Depletion werden diskutiert. Ebenso wird der hier aufgrund der
Stressgenexpression als zellschddigend interpretierte Effekt der Kalziumkanal-Blocker auf die
Hepatozyten in der Literatur von zytoprotektiv bis zytotoxisch kontrovers diskutiert. Da fiir
den zuvor erlduterten biphasischen Verlauf der zytosolischen Kalziumkonzentration nach
oxidativem Stress, Hyperthermie oder Hormon-Rezeptor-Aktivierung die zweite Phase durch
Ca’"-Einstrom aus dem Extrazellulirraum zustande kommt, ist es denkbar, dass fiir die
Induktion der HO-1 Genexpression nur der initiale kurze Ca*"-peak, hervorgerufen durch
zytosolischen Einstrom aus intrazelluldren Ca**-Speichern, eine signifikante Rolle spielt und
damit den eigentlichen Triggermechanismus fiir die nachfolgende Signaltransduktionskaskade

darstellt.
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5.3  Hitzeschockprotein 70

Das hier verwendete oxidative Stressmodell durch Phorone/BSO fiihrte zu einer 3fachen
Steigerung der hsp70 mRNA Konzentration im Vergleich zu Kontrollversuchen. Wie auch fiir
das HO-1 Gen gezeigt, wurde diese Genexpression durch Vorinkubation mit dem
zytosolischen Ca®*-Chelator BAPTA-AM vollstindig inhibiert. Im Gegensatz zu HO-1 wurde
die hsp70 Genexpression in diesem Stressmodell nach extrazelluldrer Ca**-Depletion durch
EDTA ebenfalls bis auf Kontrollniveau gehemmt. Diese Daten legen, wie auch fiir die
Himoxygenase-1, eine signifikante Rolle der zytoplasmatischen Ca**-Aktivititssteigerung in
der hsp70 Genexpression in diesem oxidativen Stressmodell nahe. Dariliber hinaus scheint
allerdings, im Gegensatz zur HO-1 Genregulation, der extrazellulire Ca**-Pool eine wichtige
Rolle bei der zelluldren Signaltransduktion zu spielen.

Die Arbeitsgruppe um Kiang zeigte 1994 in Versuchen an menschlichen Epidermoidzellen
nach Hitzeschock eine eindeutige Abhdngigkeit der Genexpression von einem Anstieg der
zytosolischen Kalziumkonzentration. Diese wiederum wies eine Abhingigkeit von der
extrazelluliren Ca**-Konzentration auf, da sowohl die Vorinkubation mit BAPTA-AM als
auch mit EGTA zu einer vollstindigen Depletion der zytosolischen Ca®*-Konzentration bis
unter Kontrollniveau fiihrte (Kiang et al., 1994). Im Gegensatz zu den hier vorliegenden
Ergebnissen konnte jedoch sowohl nach intra- als auch nach extrazellulirer Ca**-Chelatierung
noch eine geringe (3fach versus Hitzeschock-Zellen 13fach) hsp70 mRNA Expression
aufgezeigt werden. Aufgrund der fehlenden vollstdndigen Inhibition der Hitzeschockantwort
wurden parallele Ca*"-abhingige und —unabhingige Regulationsmechanismen diskutiert. Im
gleichen Versuchsmodell an Mammatumorzellen (Kiang et al., 1998) hatte Hitzeschock
cbenfalls eine Steigerung der zytosolischen Ca’"-Konzentration durch Einstrom der
Kalziumionen aus dem Extrazelluldirraum zur Folge. Wéhrend die Vorinkubation mit
BAPTA-AM hier zu einer fast vollstindigen Inhibition der hsp70 Genexpression fiihrte,
wurde nach EGTA-Zufuhr, im Gegensatz zu der zuvor genannten Arbeit, iiberhaupt kein
hemmender Effekt auf die Stressgenexpression beobachtet. Daher wurde angenommen, dass
der extrazellulire Ca®"-Pool zwar die Quelle der Kalziumionen zur ErhShung der
zytosolischen Kalziumkonzentration nach Hitzeschock war, an der hsp70 Induktion jedoch
noch Ca*'-unabhingige Signaltransduktionswege beteiligt gewesen sein miissen. Des

Weiteren muss auch fiir dieses Gen von zelltypspezifischen unterschiedlichen
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Signaltransduktionsmechanismen beziiglich der Ca®’-abhingigen hsp70 Expression
ausgegangen werden.

Ein weiteres Beispiel fiir diese interzelluldr unterschiedlichen Wege der Induktion der
Stressgenexpression sind Versuche von Drummond et al. 1988 an Drosophila melanogaster-
Zellen. Hitzeschock fiihrte in Speichelzellen zu einem 10fachen, in embryonalen Zellen zu
einem 3fachen Anstieg der zytosolischen Kalziumkonzentration. Da eine wihrend des
Hitzeschocks durchgefiihrte extrazelluldre Ca®*-Depletion durch EDTA keinen Einfluss auf
die Steigerung der zytosolischen Ca’’-Konzentration hatte und eine extrazellulire
Ca”*-Chelatierung vor Beginn der Hyperthermie diese auch nicht inhibieren, sondern nur
vermindern konnte, wurde angenommen, dass der im Hitzeschock auftretende zytosolische
Kalziumkonzentrationsanstieg durch Freisetzung der Ionen aus intrazelluliren Speichern
erfolgte. Dariiber hinaus hatte sowohl die extra- als auch intrazellulire Ca®"-Chelatierung
keinen inhibitorischen Effekt auf die Genexpression von hsp70 und einer weiteren Reihe von
Hitzeschockproteinen. Daher wurde, im Gegensatz zu den hier vorliegenden Ergebnissen, von
Drummond et al. postuliert, dass die Induktion der hsp-Synthese, zumindest in diesem
Zelltyp, vollkommen unabhingig von einer zytosolischen Ca®’-Aktivititssteigerung sei
(Drummond et al., 1988).

Die zuvor zitierte Arbeit von Choi et al. an menschlichen Fibroblasten zeigte, im Gegensatz
dazu, nach PGA2-induziertem Wachstumsstillstand neben HO-1 ebenfalls eine deutliche
hsp70 Expression. Analog zu den hier dargestellten Resultaten konnte nach Vorinkubation
mit BAPTA-AM eine vollstindige Suppression beider Stressgenexpressionen beobachtet
werden. Ein PGA2-induzierter Wachstumsstillstand resultierte in einem kurzen, schnellen
Anstieg der zytoplasmatischen Ca®"-Konzentration, einem sog. Ca**-Spike, welche dann iiber
ein niedrigeres Plateau-Level langsam zum Kontrollniveau abnahm. In nicht proliferierenden
Zellen wurde dieser Ca*'-spike nach PGA2-Zufuhr, einhergehend mit einer fast fehlenden
Stressgenantwort, nicht beobachtet. Von den Autoren wurde dieser frithe Ca**-spike daher als
moglicher Triggerfaktor in der PGA2-induzierten hsp-Synthese angesehen (Choi et al., 1994).
Ebenso présentierten Yamamoto et al. eine hsp70 Genexpression in proximalen
Tubulusepithelzellen von Ratten nach Hitzeschock. Der stressinduzierte Anstieg der
zytosolischen Ca*"-Konzentration erfolgte dabei durch Einstrom der Ionen aus dem
Extrazellulairraum. Wéhrend nach Vorinkubation der Zellen mit EGTA, trotz vollstindiger
Hemmung des intrazelluliren Ca®"-Konzentrationsanstieges, nur eine Reduktion der
hsp70 Genexpression auf ca. 60% erfolgte, konnte nach zytosolischer Ca**-Chelatierung mit

Quin2 eine vollstindige Inhibition der hsp70 mRNA-Synthese bis auf Kontrollniveau
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beobachtet werden (Yamamoto et al., 1994). Die Autoren postulierten daher, dass die
verbleibende Stressgenexpression nach EGTA-Zufuhr moglicherweise durch einen
zusitzlichen EGTA-induzierten Zellschaden hervorgerufen wurde, wie bereits fiir das
HO-1 Gen diskutiert, oder dass die zytosolische Ca*-Konzentration durch Chelatierung mit
Quin2 in groBerem Ausmal erniedrigt wird als nach EGTA.

Im Einklang mit den hier erhobenen Daten zeigten Lamarche et al. 1985, dass eine
extrazellulire Ca®"-Chelatierung durch EGTA die hsp-Synthese, darunter auch hsp70, in
Rattenleberzellen nach Hitzeschock inhibierte. Allerdings konnte dieser Effekt nur beobachtet
werden, wenn eine Inkubation mit EGTA vor dem eigentlichen Stressereignis erfolgte. Die
Zufuhr von EGTA wihrend oder nach Hitzeschock hatte hingegen keinen Einfluss mehr auf
die stressinduzierte hsp70 mRNA Expression, so dass von einem frithen Ca®"-abhingigen
Ereignis in der durch den Hitzeschock induzierten Signalkaskade ausgegangen werden muss.
Obwohl im EGTA-haltigen Medium die hsp-Synthese blockiert wurde, konnte in einem
prolongierten, 4-stiindigen Hitzeschock eine um 10 fach gesteigerte Zellvitalitit im Vergleich
zum Ca’-haltigen Medium beobachtet werden. Nach anschlieBender Gabe in ein normales,
Ca’"-haltiges Wachstumsmedium zeigten die Hepatozyten wieder eine normale
Thermosensitivitdt mit fast vollstindigem Vitalitétsverlust der Zellen. Daher muss hier dem
EGTA eine auch den Hitzeschockproteinen zugeschriebene protektive Wirkung auf die
Zellvitalitdit im Hitzeschock zugesprochen werden (Lamarche et al., 1985). Moglicherweise
ist eine Hemmung des zum Zelltod fithrenden zelluldren ,,Ca2+—over10ad“ als Ursache
anzusehen. Allerdings bezieht sich diese protektive Wirkung wahrscheinlich nur auf die
isolierten Hepatozyten selbst, da die dort synthetisierten hsp ihre protektive Wirkung primér
auf andere Zellen des Organs ausiiben. Die aufgefiihrten Ergebnisse der verschiedenen
Studien lassen letztendlich auf sehr komplexe, unterschiedliche, zelltypspezifische wie auch
Stressfaktor-bedingte, sowohl Ca*"-abhingige als auch Ca*"-unabhingige,

Regulationsmechanismen der hsp70 Genexpression schlielen.

Die zuvor aufgestellte Hypothese, dass die in dieser Arbeit durch Phorone/BSO erzeugte
Induktion der hsp70 Genexpression vor allem durch eine Erhéhung der zytosolischen
Kalziumkonzentration aus dem extrazellulairen Medium bedingt ist, wird durch die gesteigerte
hsp70 mRNA Transkription durch Ionophor A23187 sowie die fehlende mRNA-Synthese
durch Thapsigargin unterstiitzt. Nach Erhéhung der zytosolischen Ca*"-Konzentration aus
intrazelluldren Speichern mit Thapsigargin (Inesi et al., 1994; Jackson et al., 1988;

Thastrup et al., 1987; Thastrup et al., 1990) konnte, im Gegensatz zur deutlichen Induktion
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der HO-1-Antwort, tiberhaupt keine hsp70 Genexpression beobachtet werden. Dagegen fiihrte
die Permeabilisierung der Zellmembran fiir Ca®"-Ionen aus dem Extrazelluldrraum durch
Ionophor (Burgess et al, 1979; Pressman, 1976) zu einer deutlichen dosis- und
zeitabhingigen hsp70 Induktion bis auf das Sfache des Kontrollwertes, wéahrend hier fiir HO-1
nur eine geringe mRNA Expression beobachtet wurde.

Gegensitzliche Ergebnisse dazu zeigte eine Studie von Elia et al. 1996 anhand einer
Hitzeschock-induzierten hsp70 Genexpression in menschlichen Leukdmiezellen. Die
zusitzliche Inkubation der Zellen mit Ionophor A23187 fiihrte neben einer
»glucose-regulated protein™ (grp)-78 Induktion zu einer fast vollstindigen Inhibition der
hsp70 mRNA-Synthese. Dieser Effekt trat jedoch nur auf, wenn Ionophor wéhrend des
Hitzeschocks zugefiihrt wurde. Eine Inkubation vor oder nach dem Hitzeschock hatte keinen
hemmenden Effekt auf die hsp70 Induktion. Daher schien dieser blockierende Effekt nicht auf
einem durch das Ca®"-Ionophor verursachten generalisierten irreversiblen Zellschaden,
sondern eher auf einem frithen Ereignis in der Signaltransduktion der hsp70-Genexpression zu
beruhen. Die durch Ionophor induzierte Hemmung der hsp70 mRNA-Synthese konnte nicht
durch Thapsigargin, welches ebenfalls eine grp78 Synthese induzierte, imitiert werden, so
dass weder die grp78 mRNA Expression noch die Depletion der intrazelluldren Ca**-Speicher
diesen inhibitorischen Effekt vermittelten. Interessanterweise wurde dagegen nach
extrazellulirer Ca’"-Depletion durch EGTA die Ionophor-induzierte Blockade der
Hitzeschockantwort aufgehoben. Daher muss hier davon ausgegangen werden, dass der
Einstrom von Ca®"-Ionen aus dem Extrazellulirraum, entgegen der in dieser Arbeit
dargestellten Ergebnisse, eine inhibitorische Wirkung auf die hsp70 Genexpression nach
Hitzeschock hatte (Elia et al., 1996).

In der bereits zitierten Arbeit von Kiang et al., in der Hitzeschock in menschlichen
Epidermoidzellen zu einer Induktion der hsp70 Genexpression nach Anstieg der zytosolischen
Kalziumkonzentration in Abhingigkeit von der extrazelluliren Ca*’-Konzentration fiihrte,
konnte nach alleiniger Ionophor-Zufuhr keine hsp70 Genexpression nachgewiesen werden.
Die Autoren schlossen daraus, dass eine Aktivitdtssteigerung der zytosolischen
Ca’"-Konzentration zwar in den stressinduzierten Signalmechanismus der hsp-Synthese
involviert war und diese steigerte, der eigentliche Triggerfaktor jedoch das Stressereignis
(Hitzeschock) selbst war (Kiang et al., 1994).

Entgegen dieser Arbeiten wurden in der Studie von Choi et al. 1994 proliferierende wie
nichtproliferierende Zellen mit Ionophor A23187 ohne weiteres Stressereignis inkubiert,

woraus eine deutliche zytosolische Ca*'-Aktivititssteigerung unabhingig vom
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Wachstumszustand der Zellen resultierte. Analog zu den hier vorliegenden Ergebnissen wurde
auch ohne vorausgehendes Stressereignis, wie die in diesem Modell verwandte
PGA2-induzierte Wachstumshemmung, eine gesteigerte hsp70 mRNA Expression beobachtet
(Choi et al., 1994). Ubereinstimmend dazu konnte in der Studie von Yamamoto et al. 1994 die
zundchst durch Hitzeschock ausgeloste hsp70 Expression in Ratten-Tubulusepithelzellen
ebenfalls durch alleinige Ionophor-Gabe, wenn auch in geringerer Intensitit (3fach versus
18fach), imitiert werden. Die Daten dieser beiden Studien stehen somit in Einklang mit den
hier dargestellten Ergebnissen und stiitzen die Hypothese einer signifikanten Rolle der
zytoplasmatischen Ca®"-Aktivititssteigerung in der stressinduzierten hsp70 Genexpression in
Hepatozyten, wobei der extrazellulire Ca’"-Pool eine wichtige Rolle im

Signaltransduktionsmechanismus zu spielen scheint.

Diese Rolle sollte auch in dieser Versuchsserie durch Inkubation mit den zuvor erlduterten
Kalziumkanal-Blockern Verapamil und Diltiazem weiter untersucht werden. Beide
Substanzen fiihrten zunédchst zu keiner hsp70 Genexpression. Wihrend die gleichzeitige
Inkubation eines Ca’’-Antagonisten mit Phorone/BSO zu einer iiberadditiven HO-1
Genexpression fiihrte, blieb die durch Glutathiondepletion induzierte hsp70 Expression davon
unbeeinflusst. Allerdings konnte auch keine Inhibition der hsp70 Induktion durch die
Ca”"-Antagonisten beobachtet werden.

Wie in den Arbeiten von Gasbarrini et al. 1992 und 1993 gezeigt, hatte die Inkubation mit
Ca’"Antagonisten bis zu einer Konzentration von 10-50uM keine Auswirkungen auf den
biphasischen Verlauf der zytosolischen Kalziumkonzentration nach oxidativem Stress. Eine
solche  biphasische  Erhohung der zytosolischen  Kalziumkonzentration — wird
physiologischerweise im Rahmen einer Zellstimulation (z.B. Sekretion) beobachtet. Dabei
erfolgt nach G-Protein-vermittelter Aktivierung der Phospholipase C (PL-C) die Hydrolyse
von Phosphatidylinositol 4,5 bisphosphat (PIP,) zu Inositoltriphosphat (IP3) und
Diacylglycerol (DG), welches die Proteinkinase-C aktiviert. Als intrazelluldrer
»second messenger fithrt [P; zum biphasischen Anstieg der zytosolischen
Kalziumkonzentration (s. Abb.20). Nach IP;-Rezeptor-vermittelter Freisetzung von Ca®* aus
zytosolischen Speichern wie dem Endoplasmatischen Retikulum (ER) erfolgt ein kurzer
Ca”"-peak (1. Phase), gefolgt von einem anhaltenden Konzentrationsanstieg durch Einstrom
von Ca”" aus dem Extrazellulirraum (2. Phase) (Llopis et al., 1992; Mauger et al., 1988). Der
genaue Mechanismus dieses Ca’"-Transports durch biologische Membranen ist nur

unzureichend charakterisiert und Gegenstand vieler Untersuchungen. In exzitatorischen
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Zellen erfolgt dieser Ca*"-Einstrom aus dem EZR durch sog.
,voltage-operated calcium channels* (VOCC), welche durch Kalziumkanal-Blocker wie
Verapamil und Diltiazem bereits in niedrigen Konzentrationen von wenigen pM inhibierbar
sind (Meldolesi et al., 1987). In nicht-exzitatorischen Zellen wie z.B. Hepatozyten existieren
diese VOCC nicht, da der Ca*"-Einstrom weder durch die Ca’’-Antagonisten in diesen
niedrigen Konzentrationen geblockt noch durch eine Depolarisation stimuliert werden kann
(Joseph et al.,, 1985; Zhang et al, 1991). Die Hormon-induzierte Erh6éhung der
Ca®*-Permeabilitit erfolgt in  diesen  Zellen iiber  Kanile, die als

,receptor-operated calcium channels® (ROCC) bezeichnet werden (Mauger et al., 1988).

Abb.20 : Schematische Darstellung eines rezeptor-vermittelten Ca®*-Einstroms in das Zytosol-direkt oder
uber intrazellulare Kompartimente (Hallam et al., 1989)

Untersuchungen verschiedener Arbeitsgruppen an nicht-exzitatorischen Zellen konnten
zeigen, dass dieser Ca®"-Einstrom aus dem EZR iiber drei verschiedene Mechanismen erfolgt.
Einerseits wurde eine direkt G-Protein-vermittelte Aktivierung eines Ca®’-Kanals der
Plasmamembran nach Hormon-Rezeptor-Bindung beobachtet (Hughes et al., 1987). Des
Weiteren erfolgte eine Stimulation des Ca*"-Einstroms iiber ROCC durch den

»second messenger IP; an T-Lymphozyten und Hepatozyten (Hansen et al., 1990;
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Kuno et al., 1987). Der 3. Mechanismus wird in der Literatur als sog. ,,capacitative entry*
bezeichnet (Putney, 1986; Striggow et al., 1994). Dabei stimuliert derselbe
,second messenger* IP; einen weiteren Ca>"-Einstrom aus dem EZR iiber eine Depletion von
intrazelluliren Ca*’-Speichern. Dieser Effekt konnte durch Hemmung der Ca>*-ATPase des
ER mit Thapsigargin imitiert werden. Hierbei erfolgte die Ca*"-Depletion des ER jedoch
unabhéngig von dem ,,second messenger* IP3, so dass das Modell des ,,capacitative entry* nur
vom Ca®"-Gehalt des ER abhingig zu sein schien (Zhang et al., 1991). Wihrend
Mauger et al. 1988 und Striggow et al. 1994 die IPs-induzierte Aktivierung von ROCC als
priméren Mechanismus des Ca*"-Einstroms aus dem EZR in Hepatozyten ansahen, welcher
eine kontinuierliche Hormon-Rezeptor-Bindung erforderte, favorisierten Zhang et al. 1991
das Modell des ,capacitative entry“ als Hauptregulator des Hormon-stimulierten
Ca*"-Einstroms, wobei die Kalziumkonzentration des ER negativ mit dem Ca*"-Einstrom iiber
die Plasmamembran korrelierte. Eine kontinuierliche Hormon-Rezeptor-Bindung war hier

nicht erforderlich.

Die Existenz dieser zwei zuletzt genannten verschiedenen Mechanismen des Rezeptor-
vermittelten Ca*’-Einstroms in Hepatozyten wurde von Llopis et al. 1992 sowie von
Kass et al. 1994 bestétigt. Allerdings differieren die Ergebnisse beziiglich einer moglichen
Hemmung dieses Ca’’-Einstroms durch Ca’’-Antagonisten (Kass et al., 1994;
Llopis et al., 1992). Wéhrend sowohl Striggow et al. als auch Mauger et al. eine Inhibition
beider Wege durch Kalziumkanal-Blocker beobachteten, hatten diese in einer Konzentration
von 50uM bei Llopis et al. keinen hemmenden Effekt. Ebenso gegensitzliche Ergebnisse
zeigte die Arbeitsgruppe um Kass und Llopis in eigenen aufeinander folgenden Arbeiten.
Nachdem zunédchst 1990 und 1992 postuliert wurde, dass keine Verapamil- oder
Nifedipin-sensitiven Kanile in diese Signalmechanismen involviert waren, konnte 1994 eine
konzentrationsabhingige Blockade des Ca’"-Einstroms durch verschiedene andere
Kalziumkanal-Blocker beobachtet werden. Striggow et al. zeigten 1993 eine 60%ige
Hemmung des Vasopressin-induzierten zytosolischen Ca’’-Konzentrationsanstieges durch
Verapamil und Diltiazem in einer Konzentration von 200-400uM (Striggow et al., 1993). Von
anderen Autoren wurde wiederum eine verminderte Spezifitit der Kalziumkanal-Blocker fiir
ROCC in diesen hohen Dosierungen diskutiert. Daraus wird deutlich, wie kontrovers der
Einfluss von Kalziumkanal-Blockern auf den Ca**-Einstrom in Hepatozyten diskutiert wird.
Moglicherweise spielen die sehr unterschiedlich verwendeten Konzentrationen bzw.

Stressereignisse eine Rolle. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich weder eine Inhibition der
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Phorone/BSO-induzierten hsp70 Genexpression als Hinweis auf eine Hemmung des
Ca’*-Einstroms noch eine gesteigerte Genexpression als Zeichen einer zusitzlichen
Zellschidigung. Moglicherweise wurde in dieser Arbeit eine zu geringe Dosis der
Kalziumkanal-Blocker gewihlt oder der Ca*'-Einstrom aus dem Extrazellulirraum nach

Phorone/BSO-Gabe erfolgt iiber andere Mechanismen als ROCC.

Daher stellt sich nun die Frage, ob dieses Modell der Zellaktivierung mit
G-Protein-vermittelter, biphasisch verlaufender zytosolischer Ca**-Konzentrationssteigerung
nur durch Bindung eines Agonisten an einen extrazelluliren Rezeptor oder auch durch
Hitzeschock, oxidativen Stress, etc. ausgelost wird. Versuche an Hamsterfibroblasten zeigten
nach Hitzeschock einen Anstieg der zytosolischen IP3;-Konzentration mit folgendem
Ca*"-Einstrom aus dem EZR (Stevenson et al., 1986). Die Arbeitsgruppe um Kiang konnte
1994 einen Hitzeschock-induzierten, temperatur- und zeitabhéngigen IP;-Anstieg an
menschlichen Epidermoidzellen bestdtigen. Dieser konnte ebenso nach Gabe von
GTP-Analoga und G-stimulierendem Protein ohne Hitzeschock beobachtet werden. Da ein
zusitzlicher Hitzeschock zu keinem weiteren IPs;-Anstieg fithrte, wurde vermutet, dass in
beiden Fillen der gleiche Mechanismus ablduft und Hitzeschock ebenfalls {iber eine
Aktivierung der G-Protein-Kaskade wirkt (Kiang et al., 1994).

Korrelierend zu dem hier verwendeten Stressmodell wurde von Renard et al. 1992 nach
Glutathiondepletion in Hepatozyten eine Steigerung der Sensitivitdt der IP3- induzierten
Ca®*-Freisetzung beobachtet. Eine Verminderung von reduziertem Glutathion mit vermehrter
Bildung der oxidierten Form des Glutathions (GSSG) fiihrte =zur deutlichen
Linksverschiebung der Dosis-Antwort-Kurve von IP; zur Ca®*-Freisetzung aus intrazellulidren
Speichern. Dabei hatte das oxidierte Glutathion weder einen FEinfluss auf den
IP;-Metabolismus noch auf die ATP-abhingige Ca*’-Pumpe. Der IP;-sensitive Ca**-Pool
betrug dabei ca. 40% des maximal moglich freisetzbaren Ca®" aus zytosolischen Speichern.
Wihrend die Gabe von 100uM IP; zu einer ca. 20 %igen Freisetzung dieses sensitiven Pools
fiihrte, konnte durch gleichzeitige Gabe von IP; und GSSG eine Ausschiittung von ca. 75%
erreicht werden. Die maximal mogliche IPs-sensitive Ca®’-Freisetzung von 40% des
Gesamt-Ca”" blieb dabei unverindert (Renard et al., 1992). Aufgrund dieser Ergebnisse
wurde vermutet, dass das oxidierte Glutathion den IPs;-Rezeptor direkt modifiziert.
Moglicherweise war der Effekt des GSSG durch die Bildung von Disulfiden mit
Proteinkomponenten vermittelt, die in die IPs-getriggerte Ca®'-Freisetzung involviert sind.

Daher scheint der zytosolische Kalziumkonzentrationsanstieg nach oxidativem Stress
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einerseits IP;-Rezeptor-vermittelt zu sein, andererseits fithrt der Glutathionmangel, wie zuvor
erlutert, zu einer verminderten Ca’’-Sequestrationsaktivitit der Mikrosomen durch den
Verlust essentieller Sulfhydrylgruppen der Ca>*-ATPasen.

Dieses lieB zunidchst eine positive Korrelation zwischen IP;-Konzentration und
Hitzeschockproteinexpression vermuten, welche von Kiang et al. 1994 an menschlichen
Epidermoidzellen bestdtigt wurde. Wéhrend eine alleinige Erhohung der zytosolischen
IP;-Konzentration zu keiner hsp70 Genexpression fiihrte, resultierte ein gleichzeitiger
Hitzeschock in einer Potenzierung der Genexpression im Vergleich zum Hitzeschock allein.
Die Negativkontrolle durch Gabe eines PLC-Hemmers zum Hitzeschock bestétigte zwar eine
Rolle von IP; und/oder DG in der Genexpression (Kiang et al., 1994), der eigentliche
Triggerfaktor der hsp70 Induktion schien jedoch eher das Stressereignis (HS, oxidativer
Stress) selbst zu sein. Nach den Ergebnissen der hier genannten Studien ist es somit durchaus
denkbar, dass die in der vorliegenden Arbeit gezeigte Induktion der hsp70 Genexpression
nach Glutathiondepletion iiber eine IP;-sensitivierte, biphasische Erhohung der zytosolischen
Kalziumkonzentration durch Ca®’-Freisetzung aus intrazelluldren Speichern einerseits, sowie
einem moglicherweise IP;-Rezeptor-vermittelten Ca®*-Einstrom aus dem EZR andererseits,

vermittelt wird.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die durch Glutathiondepletion induzierte hsp70
Genexpression abhingig von einem, durch den zytosolisch wirksamen Ca®*-Chelator
BAPTA-AM supprimierbaren, Anstieg der zytosolischen Ca*"-Konzentration zu sein scheint.
Da durch den extrazellulir wirkenden Ca*"-Chelator EDTA ebenfalls eine Suppression der
hsp70 Induktion erfolgt, scheint in diesem Mechanismus vor allem eine Erhéhung der
zytosolischen Kalziumkonzentration aus dem extrazelluldren Medium verantwortlich zu sein.
Diese Annahme wird durch die dosisabhingige Induktion der Genexpression durch Ionophor
sowie die fehlende Induktion durch Thapsigargin unterstiitzt. Ein aus diesen Ergebnissen
postulierter inhibitorischer Effekt der Kalziumkanal-Blocker auf die Phorone/BSO induzierte
hsp70 Expression konnte nicht beobachtet werden. Dieser fehlende Einfluss der
Ca®"-Antagonisten auf die Stressgenexpression mag dadurch zu erkldren sein, dass der
verantwortliche Ca®>"-Einstrom durch andere Kanile als ROCCs erfolgt, da diese sowohl von
Verapamil als auch Diltiazem geblockt werden koénnen (Gasbarrini et al.,, 1993;
Llopis et al., 1992) oder dass die Kalziumkanal-Blocker in den verwendeten Konzentrationen

in den isolierten Hepatozyten die ROCCs nicht suffizient inhibiert haben.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit legen eine unterschiedliche Regulation von HO-1 und hsp70 in
isolierten Hepatozyten in Abhingigkeit von der zelluliren Ca’’-Homdostase nahe. Die
Phorone/BSO-induzierte Expression beider Stressgene scheint dabei abhingig von einem,
durch den zytosolisch wirksamen Ca®"-Chelator BAPTA-AM supprimierbaren, Anstieg der
zytosolischen Ca®'-Konzentration zu sein. Wihrend fiir die durch Glutathiondepletion
erzeugte HO-1 Induktion vor allem eine Erhéhung der Ca®’-Konzentration aus intrazelluliren
Ca®"-speichernden Kompartimenten (z.B. ER, Calcisomen) verantwortlich zu sein scheint,
spielt im Gegensatz dazu ein Ca*’-Einstrom aus dem extrazelluliren Medium eine
regulatorische Rolle in der hsp70 Induktion. Durch welche zytosolischen und nukleédren
Mechanismen der Anstieg der zytosolischen Kalziumkonzentration die Expression der beiden
Stressgene in isolierten Hepatozyten vermittelt und welche weiteren Aktivierungsprozesse

moglicherweise involviert sind, bleibt zu untersuchen.
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9. Abklirzungen

ALT Alaninaminotransferase

AP-1 Aktivator-Protein-1

ARDS Adult-respiratory-distress-syndrom

ATP Adenosintriphosphat

BAPTA-AM 1,2-bis(o-Aminophenoxy)ethan-N,N,N",N"-tetra
(acetoxymethyl) ester

BSO Buthioninsulfoximin

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat

cGMP zyklisches Guanosinmonophosphat

CO Kohlenmonoxid

DEPC Diethylpyrocarbonat

DG Diacylglycerol

DNA Desoxyribonukleinséure

EDTA Ethylendiamintetraessigsiure

EDRF endothelium-derived-relaxing-factor

EGTA Ethylenglykoltetraessigsdure

ER Endoplasmatisches Retikulum

EZR Extrazelluldrraum

ET-1 Endothelin-1

Grp glucose-related-protein

GSH Glutathion

GSSG Glutathiondisulfid

HO-1 Héamoxygenase-1

H>,O, Wasserstoffperoxid

Hsp Hitzeschockprotein

Hsp70 Hitzeschockprotein 70

IL-1a Interleukin-1a

IL-1B Interleukin-18

IP; Phospatidyl-Inositoltriphosphat

I/R-Syndrom Ischdmie/Reperfusions-Syndrom

IZR Intrazellularraum
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LDH
MDA
NADP"
NADPH
NO
NOS
OH
OH,
OFR
PBS
PGA2
Phorone
PIP,
PK-C
PL-A,
PL-C
RNA
ROCC
SDH
SDS
SIRS
SOD
t-BOOH
TMB-8

TNF-a
VOCC
XD
X0

Laktatdehydrogenase

Malondialdehyd
Nikotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat (oxidiert)
Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phophat (reduziert)
Stickstoffmonoxid
Stickstoffmonoxidsynthetase
Hydroxylradikal

Superoxidradikal

oxygen free radicals

Phosphat buffered saline

Prostaglandin-A2

2,6 Dimethyl-2,5 heptadien-4-on
Phosphatidyl-Inositolbisphosphat
Proteinkinase-C

Phopholipase-A;

Phopholipase-C

Ribonukleinsédure
Receptor-opperated-calcium-channels
Sorbitoldehydrogenase
Natriumdodecylsulfat

Systemic Inflammatory Response Syndrome
Superoxiddismutase

tert-Butylhydroxid
Ionomycin-8-(diethylamino)octyl-3,4,5.-
trimethoxybenzoate

Tumornekrosefaktor-o
Volatage-operated-calcium-channels
Xanthindehydrogenase

Xanthinoxidase
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