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Zusammenfassung

Hintergrund

Innerhalb der letzten Jahre mehrten sich die Berichte lber histomorphologische renale
Veranderungen bei cholestatischen Lebererkrankungen. Das Krankheitsbild der
choldamischen  Nephropathie (CN) rickt kompensatorisch renal eliminierte
Gallebestandteile in den Fokus der Pathogenese. Die Gallengangsligatur (CBDL) bei
Madusen stellt ein etabliertes Modell fiir CN dar (Fickert, Krones et al., Hepatology 2013).
Die CN kann durch Modifikation des Gallensdurepools verhindert werden (z.B. Fiitterung
der hydrophilen norUrsodeoxycholsaure, norUDCA), was die Bedeutung renal eliminierter
Gallensdauren in der Pathogenese der CN unterstreicht. Die zugrundeliegenden
Mechanismen sind aber unklar. Ziel dieser Arbeit war die Testung der Zytotoxizitat
verschiedener potentiell renal eliminierter Gallensauren auf Tubulus- und

Sammelrohrepithelzellen.

Methoden

Zwei renale Zelllinien (mIMCD3, murine Sammelrohrepithelzellen; MDCK,
Tubulusepithelzellen) wurden fir 3 bis 24 Stunden mit verschiedenen Gallensauren
(Cholsaure [CA], Chenodeoxycholsadure [CDCA], Taurocholsdure [TCA],
Taurochenodeoxycholsdure [TCDCA], norUrsodeoxycholsdure [norUDCA]) in
aufsteigenden Konzentrationen (50 uM-3 mM) oder Serum von ikterischen CBDL Mausen
inkubiert. Der Zytotoxizitdtsnachweis wurde mittels 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazoliumbromid (MTT) Assay erbracht.

Ergebnisse

Flr TCDCA und CDCA wurde auf beiden Zelllinien eine konzentrationsabhangige Toxizitat
gegenilber der Negativkontrolle (Medium) gefunden. Bei Inkubation der Zellen mit CA
und norUDCA wurden auch bei Dosiseskalationen bis zu 3 mM keine zytotoxischen Effekte
detektiert. TCA zeigte in der Mehrzahl der Versuche keinerlei Zytotoxizitat, sodass auch
hier eine fehlende zytotoxische Wirkung angenommen werden kann. Auch die
Behandlung der Zellen mit Serum von cholestatischen CBDL Mausen zeigte keine

signifikanten zytotoxischen Effekte.




Diskussion

Potentiell toxische und bei Cholestase renal eliminierte Gallensduren wie TCDCA und
CDCA fihren konzentrationsabhdngig zum Zelltod von Epithelzellen des distalen
Nephrons. Fir norUDCA, eine hydrophile Gallensadure, die im Mausmodell der CN zu einer
Verbesserung des Phanotyps in der Niere fiihrte und deren klinischer Einsatz bei primar
sklerosierender Cholangitis (PSC) derzeit intensiv beforscht wird, wurden keine
zytotoxischen Effekte gefunden. Aufgrund der zentralen Rolle von Gallensdauren in der
Entstehung eines akuten Nierenversagens bei cholestatischen Lebererkrankungen, kénnte

norUDCA kiinftig eine Therapieoption bei pradisponierten Patientinnen darstellen.
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Abstract

Background

Cholemic nephropathy (CN) is an umbrella term describing renal dysfunction and typical
histological changes in patients with jaundice. Central pathogenetic concepts include
renal elimination of potentially toxic bile acids (BAs). Common bile duct ligation (CBDL) in
mice represents an established in vivo model for studying CN (Fickert, Krones et al.,
Hepatology 2013). The renal phenotype in CN can be ameliorated by modification of the
bile acid pool (e.g. prefeeding of hydrophilic norUrsodeoxycholic acid, norUDCA), which
emphasizes the role of alternative urinary elimination of potentially toxic bile acids in the
pathogenesis of CN. The underlying mechanisms are, however, not fully unterstood. The
aim of this study was to test the cytotoxicity of different bile acids on renal tubular

epithelial cells.

Methods

Two renal cell lines (mIMCD-3, murine collecting duct cells; MDCK, renal tubular epithelial
cells) were incubated for 3 to 24 hours with different BAs (cholic acid [CA],
chenodeoxycholic acid [CDCA], taurocholic acid [TCA], taurochenodeoxycholic acid
[TCDCA], norUrsodeoxycholic acid [norUDCA] at incremental concentrations (50 uM-3
mM) or serum from jaundiced CBDL mice. Cytotoxicity was assessed by 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay.

Results

For CDCA and TCDCA we observed a concentration-dependent cytotoxic effect compared
to control in both cell lines. Incubation with CA or norUDCA, even at concentrations up to
3 mM, did not show any significant cytotoxic effects. TCA did not show any cytotoxic
effect in the majority of the experiments. Furthermore no cytotoxic effect was detected

with incubation with serum from jaundiced mice.

Discussion
Potentially toxic BAs, which are alternatively eliminated in urine under cholestatic

conditions caused concentration-dependent cell death of renal epithelial cells. NorUDCA,




a hydrophilic BA, which is currently being investigated for cholestatic liver disease in
clinical studies, did not show any cytotoxic effects. Due to the pivotal role of BAs in the
pathogenesis of cholemic nephropathy, norUDCA could represent a future treatment

option.
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Lithocholic acid (Lithocholsaure)
Lebertransplantation

Modification of Diet in Renal Disease

Madin-Darby canine kidney
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1 Einleitung

1.1 Die Niere bei Lebererkrankungen

Storungen der Nierenfunktion sind kritische Komplikationen bei Patientinnen mit akuten
und chronischen Lebererkrankungen, die einhergehen mit einer signifikant erhéhten
Morbiditdt und Mortalitdit (1-3). Die zentrale prognostische Bedeutung der
Nierenfunktion bei Lebererkrankungen wird reflektiert durch das Einbeziehen des Serum-
Kreatinins als Kriterium in den Model of End Stage Liver Disease Score (MELD-Score),
welcher als guter Pradiktor fir die 3-Monats-Mortalitat gilt, und derzeit fur die

Priorisierung von Lebertransplantationen (LTX) herangezogen wird (2,4).

1.1.1 Prdvalenz und Ursachen

Bei ca. 20 % der hospitalisierten Patientinnen mit Leberzirrhose wird das Auftreten eines
akuten Nierenversagens (ANV)! beschrieben. Darunter entfillt die Mehrheit mit 68 % auf

prarenale Ursachen, ausgeldst durch:

* Infektion und Sepsis (6,7)

* Hypovoldamie (Varizenblutungen, Flissigkeitsverlust aufgrund Erbrechen,
Durchfall, Diuretikatherapie) (8,9)

* Vasodilatoren (2,9)

* Renale Hypoperfusion (aufgrund NSAR-Therapie) (2,9)

Das hepatorenale Syndrom (HRS) Typ | nimmt hierbei eine Sonderposition ein.

! Das akute Nierenversagen wird vom Acute Kidney Injury Network (AKIN-Definition) definiert als eine
plotzlich (innerhalb von 48 Stunden) einsetzende Nierenfunktionsstérung mit
* einer absoluten Zunahme des Serum-Kreatinins
um 20,3 mg/dL (= 26,4 pumol/L)
*  bzw. einer prozentuellen Zunahme des Serum-Kreatinins > 50% oder
* einer Urinausscheidung von < 0,5 ml/kg Kérpergewicht
pro Stunde Uber 2 6 Stunden (5).




Renale Ursachen, zum Grofteil aufgrund einer akuten Tubulusnekrose, gelten mit
etwa 1/3 der Félle als zweithaufigste Ursache des ANV bei Lebererkrankungen. Eine akute
Tubulusnekrose ist meistens die Folge eines ischamischen Ereignisses, ausgeldst durch
Hypovolamie bei Sepsis oder Blutung und kann daher theoretisch durch jede prarenale
Ursache bedingt sein (2). Zusatzlich konnen der Einsatz von Rontgen-Kontrastmittel und
die Applikation von Aminoglykosidantibiotika infolge einer direkten Tubulotoxizitat zur
akuten Tubulusnekrose fihren (9).

Postrenale Ursachen stellen mit einer Haufigkeit von weniger als 1 % eine Seltenheit

dar (2).

e Infektion, Sepsis, ¢ akute Tubulusnekrose e Obstruktion
Hypovolamie (66 %) e Glomerulonephritis
¢ HRS Typ 1/2 (34 %)

Tabelle 1: Ursachen und Haufigkeiten des ANV bei Lebererkrankungen (2)

1.1.2 Das hepatorenale Syndrom (HRS) Typ |

Mit einem Auftreten von bis zu 40 % bei Patientinnen mit Leberzirrhose ist vor allem das
hepatorenale Syndrom als Ursache des ANV bei Lebererkrankungen klinisch von
Bedeutung (10). Es wird beschrieben als eine progrediente und progressive, aber generell
reversible Abnahme der Nierenfunktion in Verbindung mit einer schweren
Leberschadigung (11). Typischerweise spricht es nicht auf Volumensubstitution an (2). Die
Pathophysiologie ist komplex und multifaktoriell. Eine zentrale Rolle spielt die
Vasodilatation im  Splanchnikusgebiet, hervorgerufen durch Substrate wie
Stickstoffmonoxid, Kohlenmonoxid und endogene Cannabinoide, die in Folge der portalen
Hypertension freigesetzt werden und somit den Reiz zur renalen Vasokonstriktion
darstellen (11). Des Weiteren scheinen eine gesteigerte bakterielle Translokation, eine
gesteigerte mesenterielle Angiogenese und ein vermindertes Ansprechen des
Splanchnikusgebietes  auf  Vasokonstriktoren zusatzlich zur  Vasodilatation

beizutragen (12-14).




Da dem HRS Typ | ein funktionelles Problem zugrunde liegt, kommt es per definitionem zu

keinen strukturellen Nierenveranderungen (2,15).

Nun aber hadufen sich in der Literatur die Beschreibungen von strukturellen
Nierenveranderungen bei Patientinnen mit Leberzirrhose (16). In diesem Zusammenhang
von besonderem Interesse ist, dass bei bis zu 85 % der Patientinnen mit der Diagnose HRS
eine  Ansammlung von abgeschilferten Epithelzellen in den Tubuluslichtungen,
sogenannte bile casts, und somit entgegen der Definition des HRS, strukturelle
Veranderungen nachgewiesen werden konnten (17). Aufgrund der Annahme, dass dem
HRS hamodynamische Ursachen zugrunde liegen, stellt die Therapie der Wahl die
Behandlung mit einem Vasokonstriktor, Terlipressin, dar. Diese Behandlung zeigt aber nur
in 24-58 % an Effektivitat (18-22). GemaR der aktuellen Konzeption zur Pathogenese des
HRS, welches als potentiell reversibel gilt, sollte sich die Nierenfunktion bei einem/r
Patienten/Patientin mit HRS nach Lebertransplantation (LTX) wieder verbessern. In bis zu
21 % der Falle kommt es jedoch 30 Tage nach der Transplantation zu keiner Verbesserung

(23,24).

1.1.3  Evaluierung der Nierenfunktion bei Lebererkrankungen

Die Evaluierung der Nierenfunktion bei Lebererkrankungen ist hinsichtlich Therapie und
Prognose von groBer Wichtigkeit, gestaltet sich aber schwierig.

Kreatinin entsteht aus Kreatin und wird fiir die Energieversorgung der Muskulatur
bendtigt. Die Menge an produziertem Kreatinin ist abhdngig von individueller
Muskelmasse, korperlicher Aktivitdat, Geschlecht und Alter (25). Die Creatinin-Clearance
und die auf Kreatinin basierenden Naherungsformeln (Cockcroft-Gault, MDRD
[Modification of Diet in Renal Disease], CKD-EPI [Chronic Kidney Disease Epidemiology
Collaboration]) sind daher keine idealen Parameter, da deren Verwendung aufgrund von
Muskeldystrophie, eingeschrankter Leberfunktion, Malnutrition und vermehrter
tubularer Sekretion dazu tendieren lasst, die Nierenfunktion zu tGberschatzen (26-28).
Cystatin C (CystC), ein Protein, das in konstanter Menge von allen kernhaltigen Zellen
produziert und fast ausschlieBlich glomerular filtriert wird (29), gilt im Vergleich zu

Kreatinin als unabhdngig von Muskelmasse, Geschlecht und Alter. Daher ist die Messung




der CystC-Clearance in der Evaluierung der Nierenfunktion bei Lebererkrankungen der
Messung von Kreatinin zwar etwas Uberlegen, weist aber dennoch Limitationen auf
(25,30), da die Hohe des CystC von Faktoren wie Infektionen, diversen Medikamenten
(Kortikosteroide, ACE-Hemmer, Calcineurininhibitoren) und niedrigem Serum-Albumin
beeinflusst werden kann (31). Die direkte Messung der glomeruldren Filtrationsrate (GFR)
mittels exogenen Markern wie z.B. Inulin oder lohexol gilt als Goldstandard. Diese ist aber
aufwandig und teuer und daher im klinischen Alltag, vor allem bei wiederholten

Messungen, nicht geeignet (14,32).

Die Diagnostik struktureller Nierenverdnderungen erweist sich als besondere
Herausforderung, da diese mangels Alternativen eine Biopsie verlangt. Aufgrund der
gestorten Blutgerinnung und der Komorbiditaten bei Hepatopathien gilt eine

standardmaRige Biopsie allerdings als riskant (26).

Das gehdufte Auftreten von strukturellen Nierenveranderungen bei Patientinnen mit der
Diagnose HRS, das fehlende Ansprechen von Terlipressin bei der Behandlung eines HRS
und das Ausbleiben einer Besserung der Nierenfunktion nach LTX, flihren zur Vermutung,
dass die aktuellen Pathogenesekonzepte zum Nierenversagen bei Lebererkrankungen
nicht vollstandig sind. Zusatzlich bestehen die Problematik des akkuraten Erhebens der
Nierenfunktion und die Tatsache, dass strukturelle Nierenveranderungen aufgrund
mangelnder diagnostischer Alternativen zu einer Biopsie nicht routinemaRig erfasst

werden kdénnen (28,33).

1.2 Die Niere bei Cholestase — Cholamische Nephropathie

Es ist ein lange bekanntes klinisches Phdanomen, dass Patientinnen mit cholestatischen
Erkrankungen ein erhdhtes Risiko haben, ein ANV zu entwickeln (33-36). Nun h&ufen sich
die Beschreibungen von strukturellen Nierenveranderungen bei Patientinnen mit lkterus.
In einer klinisch-pathologischen Studie wurden Gewebeproben von 44 Patientinnen mit
Cholestase histomorphologisch untersucht. Insgesamt konnten in Gber 50 % der Proben

bile casts nachgewiesen werden (17).




Die cholamische Nephropathie (CN) beschreibt dieses in Vergessenheit geratene
Krankheitsbild, bei dem es bei Patientinnen mit cholestatischen Lebererkrankungen zum
Auftreten typischer histomorphologischer Veranderungen mit Einschrankung der

Nierenfunktion und/oder akutem Nierenversagen kommt (33).

1.2.1 Was bedeutet Cholestase?

Cholestase bedeutet wortlich ,Gallestauung”. Hierbei kommt es zum Riickstau und
Akkumulation von Gallensauren, Bilirubin und anderen Bestandteilen der Galle; entweder
durch einen funktionellen Defekt bei der Gallensdauresynthese auf Ebene der Hepatozyten
oder durch einen verminderten Abfluss der Galle in die Gallengédnge (siehe Abbildung 1)

(37).
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Abbildung 1: Mechanismen der Entstehung einer Cholestase, adaptiert nach (37). Der Defekt kann auf
Hohe der Hepatozyten oder auf Héhe der Gallengédnge liegen. Auf Hohe der Hepatozyten kann zwischen
nicht inflammatorischen (ausgeldst durch Hormone und Medikamente) und inflammatorischen (ausgelost
durch Sepsis, Alkohol, Drogen, Hepatitis) Geschehen unterschieden werden. Auf Hohe der Gallengdnge
kann die Beeintrachtigung entweder durch eine Obstruktion (aufgrund von Tumoren, Steinen, PSC) oder
durch eine Zerstorung der Gallengange (bei PBC) hervorgerufen werden.




Auf Ebene der Hepatozyten unterscheidet man zwischen nicht-entziindlicher Genese,
ausgeldst durch Hormone oder Medikamente und entzlindlicher Cholestase aufgrund von
proinflammatorischen Zytokinen, welche bei Sepsis, viraler Hepatitis, exzessivem Alkohol-
oder Drogenabusus freigesetzt werden.

Auf Hohe der Gallengdnge kann die Stoérung entweder durch eine Zerstérung der
Gallengange (z.B. bei primar bilidarer Cholangitis [PBC]) oder durch eine Obstruktion (z.B.
bei primar sklerosierender Cholangitis [PSC], Steinen, Tumoren) bedingt sein.

Von Kupfferzellen oder vom Epithel der Gallengdange produzierte proinflammatorische
Zytokine konnen die Expression von cholangiozellularen und hepatozellularen
Transportern beeintrachtigen. Des Weiteren existieren eine Reihe von seltenen,

genetischen Defekten, die zu Cholestase flihren kdnnen (siehe Abbildung 1) (37).

1.2.2  Historisches zur choldamischen Nephropathie

Obwohl schon lange ein Zusammenhang zwischen cholestatischen Lebererkrankungen
und der Entwicklung eines Nierenversagens vermutet wird, wird die CN von der
modernen Literatur vernachlassigt (35,38).

Bereits 1911 beobachteten Clairmont und Von Haberer einen direkten Zusammenhang
zwischen Cholestase und dem Auftreten eines ANV. Sie beschrieben finf ikterische, aber
ansonsten gesunde Patientlnnen, bei denen aufgrund von Gallensteinen eine
Cholezystektomie durchgefiihrt wurde. Alle starben postoperativ an einem oligurischen
Nierenversagen. Dawson et al. postulierten, dass diese Falle nichts mit dem HRS zu tun
hatten (35). Weitere dhnliche Fallberichte erschienen und schon damals wurde direkte
Toxizitdat von Gallensduren auf die Niere als mogliche Ursache diskutiert (35). In
experimentellen Studien aus den 1980er-Jahren an gallengangsligierten Hunden konnten
charakteristische histomorphologische Veranderungen auf Ebene der proximalen Tubuli
nachgewiesen werden (36). In den 80er- und 90er-Jahren hauften sich die Fallberichte
Uber Kinder mit cholestatischen Lebererkrankungen und dem Auftreten von
tubulointerstitiellen Veranderungen mit histologischen Ahnlichkeiten. Alle zeigten eine
interstitielle Fibrose, Atrophie und Dilatation der Tubuli. Da diese Konstellation an
klinischen und pathologischen Merkmalen auf keine geldufige Diagnose passte,

vermutete man dahinter eine neue Entitat oder eine seltene Form des HRS (39-42).




1.2.3 Pathogenesekonzepte

Die Hypothesen zur Pathogenese in der Literatur sind vielfdltig. Die Erklarungsversuche
reichen von oxidativem Stress, aufgrund von durch GS ausgeldste Stimulation der
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), Gber hamodynamische Ursachen bis hin zu direkter
Toxizitat (35,38,43-46). Obwohl es experimentelle Studien zur antioxidativen und
nephroprotektiven Wirkung von Bilirubin auf die Niere gibt (47-50), verdachtigen etliche
Autoren immer wieder Bilirubin als moglichen Trigger fur Tubulusepithelschadigungen bei
CN (43,46,51).

Auch eine systemische Endotoxamie, verursacht durch eine gesteigerte Translokation von
Darmbakterien aufgrund des intestinalen Mangels an Gallensdauren und in weiterer Folge
eine Toll-like Rezeptoren mediierte Entziindungsreaktion, stand als Ursache zur

Diskussion (52,53).

Neuere Pathogenesekonzepte riicken kompensatorisch renal ausgeschiedene
Gallensduren in den Fokus der Pathogenese (33,54). Bei cholestatischen
Lebererkrankungen werden alternative Exkretionswege Uber die basolaterale Membran
der Hepatozyten in den systemischen Kreislauf eroffnet. Die Gallensdauren werden in der
Folge zu einem groBen Teil glomerular filtriert aber auch aktiv tubuldr sezerniert und
schlieBlich Gber den Urin eliminiert. Dies schiitzt zwar die Hepatozyten vor Akkumulation
potentiell toxischer Gallensdauren, konnte aber eine Bedrohung fir die

Nierenepithelzellen darstellen.

Im Tiermodell der gallengangsligierten Maus (common bile-duct ligated; CBDL), welches
die extremste Form der Cholestase darstellt, konnte unlangst die zentrale
pathogenetische Bedeutung der kompensatorisch renalen Elimination von Gallensduren
aufgezeigt werden (54). CBDL-Md&use zeigten eine initiale Schadigung im Bereich der
Sammelrohre nach bereits drei Tagen, gefolgt von interstitiellen nephritischen
Veranderungen und tubulointerstitieller Fibrose nach 6-8-wdchiger Gallengangsligatur.
Durch Modifikation des Gallensdurepools durch Fltterung der hydrophilen und renal
eliminierten norUrsodeoxycholsdure (norUDCA) oder Verwendung von Farnesoid X
Rezeptor-Knockout-Mausen (FRX-/-), welche einen hydrophileren GS-Pool aufweisen,
konnte der Entstehung dieser strukturellen Verdanderungen entgegengewirkt werden (54).
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Dies unterstreicht die Hypothese, dass Gallensauren als Trigger in der Pathogenese der
CN fungieren. Aufgrund der Schadigung scheint es zu einer interstitiellen
Entziindungsreaktion mit nachfolgender Entstehung von interstitieller Nephritis und
tubulointerstitieller Fibrose zu kommen (54,55).

Moglicherweise fiihrt die Formation von bile casts, ahnlich der Genese bei Schadigungen
der Niere beim multiplen Myelom (Myeloma Cast Nephropathie), zur Obstruktion im
Tubulussystem, was die Entzlindungsreaktion verstiarken und somit zusatzlich zur
Entstehung von interstitieller Nephritis und tubulointerstitieller Fibrose beitragen kdnnte
(56,57).

Der detaillierte Pathomechanismus ist ungeklart.
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Abbildung 2: Cholamische Nephropathie, adaptiert nach (54). (A) Im Vergleich zu den Nieren einer
scheinoperierten Maus (links) erscheinen die Nieren einer 8 Wochen CBDL Maus in ihrer GréRe deutlich
verkleinert, die Oberfliche unregelmaRig und das Colorit griinlich. (B) Siriusrot-Farbung eines
Nierenpradparates einer scheinoperierten Maus (links) und einer 8-Wochen CBDL Maus (rechts). Das
Préparat rechts zeigt betont tubulointerstitielle Nephritis und Fibrose mit dilatierten Tubuli (schwarze

Sternchen). G = Glomeruli. VergroRerung x 200.




1.2.4  Histologische Verdanderungen bei CN

Die histomorphologischen Veranderungen treten insbesondere auf Hohe der Tubuli der
distalen Nephronsegmente auf. Der Grad der Schadigung reicht von milden Schadigungen
bis hin zur akuten Tubulusnekrose (17,33,58,59). Relativ konstant wird das Auftreten von
sogenannten bile casts, welche aus Gallebestandteilen, abgeschilferten Epithelzellen und
Zelldetritus zu bestehen scheinen, beschrieben (17,33,43,59-61). Es werden auch Schaden
auf Hohe der Glomeruli im Sinne einer Glomerulonephritis oder Glomerulosklerose

beschrieben (62).

Abbildung 3: Typische histomorphologische Verdnderungen, adaptiert nach (55). Himatoxylin und Eosin
(HE), PAS und Siriusrot-Farbung von Gewebeproben einer 8 Wochen CBDL-Maus. Es zeigen sich dilatierte
Tubuli (schwarze Sternchen) und intraluminale Cast-Formationen. G = Glomeruli

1.2.5 Klinische Manifestation

Das Spektrum der klinischen Manifestation der CN zeigt sich ebenso variabel wie die
histomorphologischen Verdanderungen. Es reicht von milden Veranderungen ohne
Einschrankung der Nierenfunktion bis hin zu extensiver akuter Tubulusnekrose und

akutem Nierenversagen (38,43,59).




1.3 Die Galle

Die Galle besteht mit tGber 80 % zum grofiten Teil aus Wasser. Die funktionell wichtigsten
Bestandteile der Galle sind Gallensduren (Gallensalze), Cholesterin, Phospholipide

(Lezithin) und Gallenfarbstoffe (Himoglobinabbauprodukte, vor allem Bilirubin).

1.3.1 Die Gallensduren

Gallensauren werden von den Hepatozyten aus Cholesterin synthetisiert und stellen
wasserlosliche, amphiphatische2 Endprodukte des Cholesterinstoffwechsels dar (63). Das
Grundgeriist einer GS besteht aus einer Carboxyl*-Seitenkette, die entweder konjugiert
oder unkonjugiert sein kann und aus einem Steroidgertst, bestehend aus 24 C-Atomen.
Die verschiedenen GS unterscheiden sich hinsichtlich Anzahl, Position und Konfiguration

der am Steroidgerist gebundenen Hydroxylgruppen (63).

1.3.2 Die physiologische Funktion von Gallensduren

Aufgrund ihres chemischen Charakters besitzen Gallensdauren die Fahigkeit Mizellen
auszubilden und sind so im Stande lipophile Substanzen zu emulgieren. Dies ist zum einen
unabdingbar bei der Aufnahme von Nahrungsfetten und den fettléslichen Vitaminen A, D,
E und K aus dem Dinndarm und zum anderen bei der Elimination von Cholesterol und
anderen lipophilen Substanzen wie Medikamente und Bilirubin aus dem Organismus.

Die Umwandlung von Cholesterol in Gallensdauren tragt mal3geblich zur Elimination von
Cholesterol bei.

Ferner fungieren Gallensdauren als negativer Feedbackmechanismus auf die Gallensaure-
und Cholesterolbiosynthese. Ist die Konzentration von GS in den Hepatozyten hoch, so

wird die de-novo-Synthese reduziert und vice versa (63).

2 Amphiphatisch bedeutet, dass Molekiile einen hydrophilen und einen hydrophoben Anteil besitzen.
Dadurch sind sie sowohl in unpolaren als auch in polaren Lésungsmitteln 16slich.

3 Carboxylgruppen sind chemische Gruppen in organischen Verbindungen, die aus einem Kohlenstoff-, zwei
Sauerstoff- und einem Wasserstoffatom bestehen (-COOH).
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Innerhalb der letzten Dekade wurde bekannt, dass Gallensduren Liganden an speziellen
Kernrezeptoren (z.B. Farnesoid X Rezeptor siehe 1.3.11.) sind und daher eine zentrale
Rolle bei diversen Signaltransduktionsvorgangen in der Zelle einnehmen. Somit sind sie
maRgeblich an der Regulation des Lipid- und Glukosehaushaltes, sowie an der Regulation
der Thermogenese und der Regeneration der Leber beteiligt. Des Weiteren verhindern sie
durch ihre antimikrobielle Wirkung ein UberschieRendes bakterielles Wachstum im

Dinndarm (64-70).

1.3.3  Synthese von GS

1.3.3.1 Primdre Gallensdiuren

Die primaren GS CA und CDCA entstehen in den Hepatozyten durch Hydroxylierung aus
Cholesterol. Katalysiert wird dieser Vorgang durch die 7a-Hydroxylase (CYP7A1), welche
das Schrittmacherenzym darstellt. CA besitzt drei OH-Gruppen (C-3, C-7, C-12), CDCA
besitzt zwei OH-Gruppen (C-3, C-7) (siehe Abbildung 4).
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Abbildung 4: Strukturformel der primaren GS. Durch Hydroxylierung entstehen aus Cholesterol die
primaren GS Cholsdure (CA) und Chenodeoxycholsaure (CDCA).
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Unter physiologischen Bedingungen werden Gallensdauren mit 75 % Uberwiegend Uber
diesen Weg synthetisiert. Die Leber verflgt als einziges Organ Uber alle notwendigen
Enzyme zur Synthese der primaren GS CA und CDCA (69).

Ein alternativer Weg gewinnt vor allem bei Hepatopathien an Bedeutung. Er beginnt mit
dem Enzym Sterol-27-Hydroxylase (CYP27A1), welches zusatzlich zu der Leber in
Makrophagen und den meisten anderen Geweben exprimiert wird und fihrt Gber die
mitochondriale 25-Hydroxycholesterol-7a-Hydroxylase (CYP7B1) zur Bildung von CDCA
(siehe Abbildung 5) (69,71,72).
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Abbildung 5: Gallensduresynthese. In der Leber erfolgt die Synthese in die zwei primdren Gallensduren CA
und CDCA. Die 7a-Hydroxylase leitet den klassischen Weg der Gallensduresynthese in der Leber ein, die
Sterol-27-Hydroxylase leitet den alternativen Weg in der Leber und den Makrophagen ein. CA und CDCA
werden mit Glycin und Taurin konjugiert. Im Darmtrakt kommt es zur Dekonjugation der konjugierten
Gallensduren G/T-CA und G/T-CDCA und danach zur Dehydroxylierung an C7, wodurch schlieRlich die
sekundaren Gallensduren DCA und LCA entstehen.

Vor der Sekretion in die Galle werden die primdaren GS CA und CDCA mit Glycin oder
Taurin konjugiert (N-Acetyl-Amidierung). Es entstehen somit Glykocholsaure (GCA) und
Taurocholsadure (TCA) bzw. Glykochenodeoxycholsaure (GCDCA) und
Taurochenodeoxycholsdure (TCDCA) (69,71,73).
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1.3.3.2 Sekundiire Gallenséuren

Durch Anaerobier im Darmlumen kommt es zu Dekonjugation und Dehydroxylierung an
C7. Es entstehen die um jeweils eine Hydroxylgruppe gekiirzten, sekundaren Gallensauren
Deoxycholsdure (DCA) und Lithocholsdure (LCA) (69). DCA verfigt nun Uber zwei
Hydroxylgruppen an den Positionen C-3 und C-12 und LCA verfligt nur mehr Gber eine

Hydroxylgruppe an der Position C-3 (siehe Abbildung 6) (63).
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Abbildung 6: Strukturformel sekundarer GS

Die sekunddren GS werden im Darm groRBtenteils in den enterohepatischen Kreislauf
eingeschleust und gelangen somit zuriick in die Leber. DCA wird erneut konjugiert und
sezerniert und zirkuliert im enterohepatischen Kreislauf weiter.

LCA wird konjugiert und zusatzlich an der Position C-3 sulfatiert. Im Gegensatz zu den
Konjugaten von DCA, werden die Konjugate von LCA im Dinndarm nicht mehr
aufgenommen und somit direkt aus dem Korper ausgeschieden. Dies ist auch

winschenswert, da LCA eine hydrophobe und daher zytotoxische GS ist (74).

GS kommen hauptsachlich in ihrer konjugierten Form vor. Beim Menschen werden die
Gallensdauren mehrheitlich mit Glycin (75 %) konjugiert, wahrenddessen bei der Maus
mehrheitlich Taurinkonjugate vorliegen (70). Durch die Konjugation werden die
Gallensauren polarer und dadurch wasserloslicher. Sie besitzen somit eine verminderte
Permeabilitdt durch Zellmembranen und daher eine verminderte Zytotoxizitat (69,70,74).
Die konjugierte Form ist Uberdies widerstandsfahiger gegen Ausfallung der GS in saurem
Milieu (75). Bei physiologischen pH-Werten liegen sie in der anionischen Salzform vor und

werden daher auch als Gallensalze bezeichnet (69,71).
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1.3.4 Der GS-Pool des Menschen und der Maus

Der GS-Pool des Menschen unterscheidet sich grundsatzlich von dem der Maus. Beim
Menschen kommen Grol3teils die primaren GS CA, CDCA und DCA vor, wahrenddessen bei
Mausen CA und B-Muricholsaure tGberwiegen (76).

Die Gallensaure Ursodeoxycholsdaure (UDCA) kommt in beiden Organismen nur in Spuren
vor. Diese GS ist der GS CDCA bis auf eine Hydroxylgruppe an der Position C-7 ident (63).
Insgesamt besteht der GS-Pool der Maus hauptsachlich aus hydrophilen GS und
unterscheidet sich somit erheblich vom hydrophoberen GS-Pool des Menschen,

hauptsachlich bestehend aus CDCA, CA und DCA (siehe Abbildung 7) (69).

GS-Pool des Menschen GS-Pool der Maus

Chenodeoxy-
cholsaure

B-Murichol-
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Lithocholsdu Deoxycholsaure w-Muricholséure Deoxycholsdure

Ursodeoxycholsdure Chenodeoxycholsaure
Hyodeoxycholsdure

Abbildung 7: Gallensdurepool des Menschen und der Maus, adaptiert nach (76). Gallensdurepool beim
Menschen (links) und bei der Maus (rechts). Beim Menschen kommen gréRtenteils Cholsdure (CA) und
Chenodeoxycholsdure (CDCA) vor, wdhrenddessen bei der Maus hauptsdchlich B-Muricholsdure und
Cholsdure vorkommen.

1.3.5 Der GS-Pool bei Cholestase

Der GS-Pool des Menschen und der Maus unterliegt bei Cholestase starken
Verdnderungen in der Zusammensetzung und andert sich abhangig von der Dauer der
Cholestase (77,78).

Im Tiermodell an gallengangsligierten Mdusen machen TCA und TB-MCA mengenmalRig
den weitaus grofSten Anteil im Serum aus und bleiben Uber die gesamte Dauer der
Gallengangsligatur (in diesem Versuch 14 Tage) signifikant erhoht. Die Konzentration der
hydrophoben GS TCDCA steigt zwar nach drei Tagen an, hat aber insgesamt nur einen

geringen Anteil am gesamten GS-Pool. CA und CDCA steigen unmittelbar nach
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Gallengangsligatur an, fallen aber nach einem Tag wieder auf das Niveau von
scheinoperierten Méausen (siehe Abbildung 8). Insgesamt entsteht ein hydrophilerer Pool

mit polyhydroxilierten GS (77).
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Abbildung 8: Zeitabhangige Veranderung der GS-Konzentrationen (77)

Beim Menschen steigen vor allem TCDCA, GCDCA, TCA und GCA im Serum sehr stark an,
wahrend es bei CA und CDCA, welche bei physiologischen Bedingungen die dominanten
GS darstellen, sogar zu einer Abnahme der Konzentration kommt (78). Im Urin kommt es
ebenfalls zum Anstieg der Konjugate von CDCA und CA. Das AusmaR des Anstiegs ist aber
geringer als im Serum. Beim Menschen entsteht unter cholestatischen Bedingungen zwar
insgesamt auch ein hydrophilerer GS-Pool, es bleibt aber dennoch ein signifikanter

Anstieg der Konjugate von CDCA nachweisbar (78).

1.3.6 Intra- und extrazelluldre Toxizitat

Gallensauren wirken in unphysiologischen Mengen sowohl intra- als auch extrazellular
toxisch auf Hepatozyten und Cholangiozyten. Die Wasserldslichkeit und analog dazu die
Zytotoxizitdit werden durch die Anzahl und die Position der Hydroxylgruppen am

Steroidgeriist bestimmt. Daraus ergibt sich: je hydrophiler die jeweilige GS ist, desto
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weniger toxisch wirkt sie. Uberdies bewirkt die Konjugation mit Taurin oder Glycin
zusatzlich eine Erhéhung der Hydrophilitat. Unkonjugierte, hydrophobe GS gelten daher

als toxischer, da sie ungehindert in Zellen diffundieren kénnen (70,76,79).

Die Wasserloslichkeit und damit deren Toxizitat in aufsteigender Reihenfolge lautet wie
folgt:
hydrophil - UDCA > CA > CDCA > DCA > LCA — hydrophob (70,76).

Mittels Transporter in Hepatozyten aufgenommene konjugierte GS werden durch
Proteine aus dem Zytosol gebunden und kénnen canalicular ausgeschieden werden.
Ubersteigt die Konzentration an GS die Bindungsfihigkeit der zytosolischen Proteine,
kommt es in den Hepatozyten zur Zerstérung der Mitochondrien. Dies fiihrt zu Nekrose
oder Apoptose. Unkonjugierte GS sind in in vitro Modellen stark toxisch, da sie die

Zellmembran leicht penetrieren und akkumulieren kénnen (63).

Fehlen entsprechende Transporter zur Aufnahme von GS, sind diese erst toxisch, wenn
ihre Konzentration die Fahigkeit zur Mizellenbildung Ubersteigt. Dies erklart die bei
physiologischen Bedingungen fehlende Toxizitdt von GS auf das Gallengangssystem und
den Diinndarm. In Mdr2 (Abcb4)-Knockout Mausen, bei denen die Phospholipidsekretion
in die Galle gehemmt und somit die Fahigkeit zur Mizellenbildung eingeschrankt ist,
fihren GS zum Losen der Lipidkomponenten aus den Zellmembranen von Leber- und

Gallengangsepithelzellen und damit zu deren Destruktion (63,70,80).

1.3.7 Enterohepatischer Kreislauf

Der weitaus grofSte Anteil an Gallensauren durchlauft den enterohepatischen Kreislauf.
Dabei werden die Gallensdauren nach der Synthese in den Hepatozyten in die
Gallenkanalikuli abgegeben und gelangen vorerst tUber die Gallengange in die Gallenblase
(64,81). Bei Bedarf werden diese in das Duodenum sezerniert. GroRtenteils (>90 %)
werden diese im terminalen lleum aufgenommen und gelangen liber die portalvendse

Zirkulation zurilick zur Leber, wo sie von den Hepatozyten erneut aufgenommen und
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sezerniert werden. Sie fungieren als negative Rickkoppelungshemmung auf die Aktivitat
der 7a-Hydroxylase, dem Schrittmacherenzym der Gallensdure-Biosynthese (81).

Der Gallensdurepool eines Erwachsenen betragt ca. 2-4 g. Unter physiologischen
Bedingungen zirkuliert der Pool 5- bis 10-mal pro Tag im enterohepatischen Kreislauf, was
einer taglichen Gallensdureexkretion von 20-40 g entspricht. Da der enterohepatische
Kreislauf hocheffizient funktioniert, muss nur der tagliche Verlust tGber den Stuhl von

0,3 - 0,6 g durch die de-novo-Synthese der Leber ausgeglichen werden (82).

1.3.8 Alternative Zirkulationswege

Gallensduren, die dem enterohepatischen Kreislauf entkommen, werden glomerular
filtriert, im proximalen Tubulus reabsorbiert und zuriick zur Leber transportiert
(hepatorenaler Zyklus). Demnach ist der Verlust an Gallensduren bei physiologischen
Bedingungen liber den Urin ebenfalls gering.

Unter physiologischen Bedingungen ist der Anteil an GS, der diesen alternativen Kreislauf
durchlauft, vernachlassigbar gering. Erst wenn die Zirkulation im enterohepatischen

Kreislauf gestort ist, gewinnt dieser alternative Eliminationsweg an Bedeutung (83).
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Abbildung 9: Zirkulationswege der Gallensduren
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1.3.9 Hepatobilidre Transportsysteme

GS kommen hauptsachlich in ihrer konjugierten Form vor, was zwar eine unkontrollierte
Diffusion verhindert, aber spezielle Transporter zur Aufnahme notwendig macht (84).
Unter physiologischen Bedingungen werden die Gallensauren von den Transportern NTCP
(Na+-Taurocholat-Co-Transporter) und OATP2/OATP1B1 (organic anion transporting
proteins) an der basolateralen Membran der Hepatozyten aufgenommen und tber BSEP
(canalicular bile salt export pump; ABCC2) und MRP2 in die Gallengénge abgegeben. Uber
MDR2/3 werden Phospholipide transportiert, welche zusammen mit Gallensduren und
Cholesterol Mizellen in der Galle bilden. Im terminalen lleum werden die Gallensduren
hauptsachlich sekundar-aktiv Gber den ASBT (apical sodium-dependent bile acid
transporter) in die Enterozyten aufgenommen, gelangen Uber die Transporter OSTa/B
und MRP3 in die portalvendse Zirkulation und gelangen so schlieBlich wieder in die Leber.
Transporter flir GS werden auch an extrahepatischen Geweben wie Cholangiozyten und
proximalen Nierentubulusepithelzellen exprimiert, wodurch bei cholestatischen

Bedingungen alternative Exkretionswege eréffnet werden kdnnen (85,86).
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Abbildung 10: Hepatobilidre Transportsysteme. Pfeile in griin stellen den enterohepatischen Kreislauf dar,
gestrichelter Pfeil: Elimination der GS Uiber den Stuhl.
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1.3.10 Alternative Exkretionswege

Um die Hepatozyten bei Cholestase vor Akkumulation von potentiell toxischen
Gallensdauren zu schitzen, kommt es zur Aktivierung einer komplexen Maschinerie an
koordinierten Mechanismen. Zum einen wird die basolaterale Aufnahme Uber die
Transporter NTCP und OATP2 gehemmt, gleichzeitig gewinnt ein alternativer Weg
basolateral Uber das Pfortaderblut an Bedeutung. Mediiert wird dieser Weg hauptsachlich
durch die Transporter MRP3, MRP4 (multidrug resistance-associated protein) und
OSTa/B. Zusatzlich werden der Gallensduremetabolismus und deren Entgiftung

gesteigert, wahrend die Synthese gehemmt wird (37,64,87).

Unter physiologischen Bedingungen sind diese alternativen Transportsysteme nur
schwach ausgebildet, konnen aber bei Bedarf vermehrt exprimiert werden (77,88,89).

Damit die GS bei Cholestase lber die Niere ausgeschieden werden kénnen, wird
einerseits die ASBT-vermittelte Riickresorption der GS gehemmt, damit diese nicht wieder
in die Tubuluszellen aufgenommen werden und andererseits wird der Transport der GS
Uber MRP2/4 aus den Zellen in das Tubuluslumen geférdert (37,64,87,90). Insgesamt
fUhrt dies bei cholestatischen Bedingungen zu einer kompensatorisch erhéhten renalen
Elimination von GS, um so die Leberzellen vor der potentiellen Toxizitdt dieser zu

schitzen. Aber geschieht dies auf Kosten der Nierenepithelzellen (siehe Abbildung 11)?
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Abbildung 11: Kompensatorisch renale Elimination. Bei cholestatischen Bedingungen kommt es zu einer
kompensatorisch renalen Elimination von GS. Dies geschieht zum einen indem die Aufnahme von GS in die
Hepatozyten durch die Transporter NTCP und OATP gehemmt wird und zum anderen indem der Transport
basolateral iber MRP3 und OSTa/B in die systemische Zirkulation geférdert wird. Damit die GS nicht wieder
von den Tubuluszellen riickresorpiert werden, wird der Transporter ASBT blockiert und gleichzeitig werden
die aufgenommen GS tUber MRP2/4 aus der Tubuluszelle ausgeschleust. Insgesamt stellt dieser alternative
Exkretionsweg einen Schutzmechanismus fiir die Leber und Gallengdnge vor potentiell toxischen GS bei
Cholestase dar.

1.3.11 Kernrezeptoren

Damit das Gleichgewicht zwischen Synthese, Aufnahme und Exkretion aufrechterhalten
werden kann, bedarf es einer koordinierten Regulation der hepatobilidgren Transporter.
Kernrezeptoren spielen in diesem Zusammenhang eine zentrale Rolle. Bei cholestatischen
Bedingungen hemmen sie mittels positiver und negativer Feedback-Mechanismen die
Gallensauresynthese und induzieren alternative Exkretionswege. Ihre Aktivierung erfolgt
durch Bindung eines Liganden (z.B. Bilirubin, Gallensduren). Nach Aktivierung kommt es
zu einer Konformationsanderung des Kernrezeptors, somit ist dieser in der Lage, an DNA

zu binden und eine Transkription eines Gens zu hemmen oder zu induzieren (37).
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Im Zusammenhang mit Cholestase ist vor allem der durch GS aktivierte Kernrezeptor und
Transkriptionsfaktor Farnesoid X (FXR) zu erwdhnen. Er flhrt einerseits Uber einen
negativen Feedbackmechanismus zur Suppression des Enzyms 7a-Hydroxylase, dem
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Gallensdauresynthese, und zur Hemmung von
NTCP, einem Gallensdure-Importer. Andrerseits induziert er Uber die kanalikuldren
Transporter BSEP, MRP2 und MDR3 die apikale Sekretion der Gallensdauren und
alternative Exkretionswege basolateral iUber OSTo/B werden eroffnet (76,85). Bei
Wiederaufnahme der Gallensduren im Dinndarm aktiviert FXR den Fibroblasten-
Wachstumsfaktor 15 (19 beim Menschen; FGF 15/19), welcher wiederrum zu einer

Hemmung der Gallensduresynthese fiihrt (91).

Weitere Transkriptionsfaktoren wie CAR (constitutive androstane receptor), PXR
(pregnane X receptor), VDR (vitamin D receptor) und PPARa (peroxisome proliferated-
activated receptor alpha) sind vor allem beim Vorgang der Detoxifikation von GS,
Medikamenten und Xenobiotika von grofRer Wichtigkeit (69,85).

An dieser Stelle sei erwahnt, dass nur hydrophobe GS, nicht aber hydrophile, die Fahigkeit
besitzen, als Liganden zu fungieren. Da der GS-Pool der Maus aber hauptsachlich aus
hydrophilen GS besteht, haben Ergebnisse aus Tiermodellen nicht automatisch dieselbe

Relevanz fur den Menschen (69).
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1.4 Fragestellung, Hypothese und Ziele

Eine kiirzlich publizierte Arbeit von Fickert, Krones et al. lieferte in einer experimentellen
Studie an CBDL Mausen wegweisende Hinweise, dass renal ausgeschiedene Gallensauren,
die eine zentrale pathophysiologische Rolle in der Entstehung der CN zu spielen scheinen,
potentiell toxisch auf Sammelrohr- und Tubuluszellen wirken. Umgekehrt scheinen
hydrophile Gallensduren wie z.B. norUDCA zu einer Verbesserung des Phanotyps bei CN
zu spielen (55). Bis dato wurde jedoch die Auswirkung von Gallensduren auf die Viabilitat
renaler Sammelrohr- und Tubuluszellen in vitro nicht systematisch untersucht. Eine solche
Untersuchung wirde maligeblich zur Entschliisselung der pathogenetischen Schritte in
der Entstehung der CN beitragen. Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Effekte

von GS auf Tubulus- und Sammelrohrepithelzellen.

Die Hypothesen lauteten wie folgt:

-GS stellen einen zentralen Trigger in der Pathogenese von strukurellen
Nierenveranderungen bei fortgeschrittener Lebererkrankung dar. Die in vitro
Inkubation von Tubulus- und Sammelrohrepithelzellen mit potentiell toxischen GS
flhrt zu einer konzentrationsabhangigen Abnahme der Viabilitat.

- Die hydrophile GS norUDCA fihrt in vitro zu keiner Abnahme der Viabilitat von

Tubulus- und Sammelrohrepithelzellen.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellkultur - Aligemeines

Unter Zellkultur versteht man das Zlchten von tierischen oder pflanzlichen Zellen in
einem Nadhrmedium auBerhalb des Organismus. Zellkulturen lassen sich anhand
verschiedener Merkmale unterscheiden. Grundsatzlich unterscheidet man zwischen der
Primarkultur, bei der das Ausgangsmaterial Organe oder Gewebe verschiedener
Spenderorganismen darstellt und der permanenten Zellkultur, bei der es sich um
transformierte Zellen handelt. Diese Zellen kénnen entweder direkt aus einem Tumor
stammen oder aber es wurde ihr Phanotyp durch einen gentechnischen Eingriff in vitro
erzeugt.

Wichtigstes Unterscheidungsmerkmal ist die Lebensdauer. Primdrkulturen weisen noch
viele Merkmale zu ihrem Ausgangsmaterial auf, sind aber nur begrenzt kultivierbar.
Dauerkulturen hingegen kodnnen aufgrund eines transformierten Phdnotyps nahezu
unbegrenzt kultiviert werden, besitzen jedoch nur mehr wenige ihrer
in vivo Charakteristika (92). Fir unsere Versuche wurden ausschlieBlich permanente

Zellkulturen verwendet.

2.1.1 MDCK-Zelllinie

MDCK (Madin-Darby canine kidney)-Zellen (ATCC® CCL-34™) wurden im Jahr 1958 von
S.H. Madin und N.B. Darby aus der Niere eines gesunden, weiblichen Cockerspaniels
isoliert. Sie entstammen hochstwahrscheinlich dem distalen Tubulussystem (93). Diese
Zelllinie gilt als etabliertes Modell fiir Versuche mit Epithelzellen, da sie eine klare apikal-
basolaterale Zellpolaritat, ein schnelles Zellwachstum und gut abgrenzbare tight-junctions

aufweisen (94).

2.1.2 mIMCD-3-Zelllinie

Die mIMCD-3 (mouse inner medullary connecting duct)-Zelllinie (ATCC® CRL-2123™) ist
eine mit dem Simian-Virus-40 (SV-40) transfizierte Zelllinie. Die Zellen wurden 1991 von

Rauchman M. aus einem Sammelrohr der inneren Markregion einer transgenen Maus
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isoliert. Es handelt sich dabei um polarisierte Zellen, welche viele Eigenschaften von
Sammelrohrzellen aufweisen. Sie sind u.a. in der Lage Endothelin zu sezernieren, bilden

tight-junctions aus und formen Tubuli (95).

2.1.3  Kultivierung der Zellen

Die Zellen wurden in Kulturflaschen (75 cm2-Bodenflache, Corning incorporated, New
York, USA) im Kulturmedium mit 10 % FBS (fetal bovine serum/fotales Kalberserum;
Gibco, Karlsruhe, Deutschland) und 5 % Penicillin/Streptamycin (Gibco, Karlsruhe,
Deutschland) im Brutschrank (RS Biotech Galaxy R) bei 37°C, 5 % CO2-Gehalt und 95 %

Luftfeuchte kultiviert.

Alle Arbeitsschritte wurden in einer sterilen Werkbank (Herasafe Kendro, Deutschland)
durchgefiihrt. Alle Materialien und Gerdte wurden, bevor sie zum Einsatz kamen,
gereinigt bzw. desinfiziert, sterilisiert und autoklaviert. Die Raumwerkbank wurde
wahrend der Ruhezeit mit UV-Licht bestrahlt. Wachstum und Morphologie der Zellen

wurden mit einem Auflichtmikroskop (Olympus TH4-200) regelmaRig beobachtet.

Abbildung 12: Reinraumwerkbank (links) und Inkubator (rechts)
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2.1.3.1 Zellerhalt

Unter sterilen Bedingungen wurde das Medium je nach Zelldichte regelmaRig alle
2-3 Tage gewechselt. Der richtige Zeitpunkt wurde einerseits durch die Begutachtung der
Zellen unter dem Mikroskop und andererseits anhand der Farbe des Mediums bestimmt.
Je nach Verbrauchszustand hatte das Medium die Farbe dunkelrot bis gelb, wobei gelb
stark verbrauchtes Medium anzeigte. Das verbrauchte Medium wurde mit einer 15 ml
Stripette abgesaugt und in einem Glasbehdlter aufgefangen und nach Autoklavierung
entsorgt. Um die Zellen vor Austrocknung zu schiitzen, wurde etwas Medium
zuriickgelassen. Mit einer neuen 15 ml Stripette wurden die mIMCD3-Zellen mit PBS
(Apotheke LKH — Univ.-Klinikum Graz, Osterreich) gespiilt, MDCK-Zellen wurden nicht
gespllt. Anschliefend wurde das PBS abgesaugt und 14 ml frisches Medium, welches

vorher im Wasserbad auf 37°C erwarmt wurde, hinzugefigt.

Als Zellkulturmedien wurden EMEM und DMEM verwendet.

EMEM (Gibco, Karlsruhe, Deutschland): Dieses fiir die MDCK-Zelllinie verwendete
Medium ist ein standardisiertes Nahrmedium fir die Zellkultur mit breiter
Verwendbarkeit fir humane und verschiedene tierische Zellen. Es stellt eine Modifikation

des BME (engl.= basal medium Eagle), dem Mutter aller Basalmedien, dar.

Es enthdlt: 2 mM L-Glutamin
1 mM Natriumpyruvat

1500 mg/L Natriumbikarbonat

DMEM (Gibco, Karlsruhe, Deutschland): Dieses fiir die mIMCD3-Zelllinie verwendete
Medium leitet sich ebenso vom BME (engl.= basal medium Eagle) ab. Zum EMEM
unterscheidet es sich durch eine vielfach erhohte Konzentration an Vitaminen und

Aminosaduren. Es enthalt als Grundlage Dulbeccos’s modified Eagle’s Medium.

Es enthdlt: 4500 mg/L Glukose
4 mM L-Glutamin
1 mM Natriumpyruvat

1500 mg/L Natriumbikarbonat
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Die Grundmedien wurden supplementiert mit

10 % FBS (Fetales Kalberserum, aliquotiert gelagert bei -20°C)

5 % Penicillin/Streptamycin
Die Medien wurden steril filtriert (Corning incorporated, New York, USA) und dunkel im
Kihlschrank bei 2-8°C gelagert. Vor Verwendung wurden sie im Wasserbad auf 37°C

erwarmt.

Da es bei erhohter Zelldichte zum Absterben der Zellen kommen kann, war eine

regelmalige Subkultivierung der Zellen notwendig.

Subkultivierung von mIMCD3-Zellen

Nach ca. 7 Tagen zeigten die Zellen ein konfluentes Wachstum und wurden passagiert.
Nach Absaugen des Mediums aus der Flask wurden 5 ml PBS zum Spiilen der Zellen
hinzugefligt, welches nach 2 Minuten Einwirkzeit wieder abgesaugt werden konnte.
Danach wurden die Zellen mit 10-15 Tropfen Trypsin/EDTA (0,05% Trypsin/0,02% EDTA
[Gibco, Karlsruhe, Deutschland]) 5 Minuten bei 37°C inkubiert. Durch das Trypsin wurden
die Zellverbande geldst und die Zellen lagen nun als Zellsuspension vor. Um die Reaktion
zu stoppen wurden 4 ml Medium in die Flask mit den Zellen und dem Trypsin gegeben
und anschlieRend wurden mittels einer Stripette nach wiederholtem Aufziehen und
Ablassen die geldsten Zellen aufgenommen. 2-3 ml dieser Zellsuspension wurde in eine
mit 14 ml Medium vorgelegte Flask ausgesat. Unter dem Mikroskop wurde Uberprift, ob

genligend Zellen vorlagen.

Subkultivierung von MDCK-Zellen

Nach ca. 7 Tagen waren die MDCK-Zellen bereit, passagiert zu werden.

MDCK-Zellen wurden nicht mit PBS behandelt. Nach dem Absaugen des Mediums wurden
4 ml frisches Medium hinzugefiigt und die Zellen wurden mit einem Zellschaber vom
Flaskboden abgetragen. Danach konnten die Zellen mit einer Stripette aufgenommen
werden und in eine neue Flask mit 14 ml Medium uberfihrt werden. Unter dem

Mikroskop wurde Uberprift, ob geniigend Zellen vorlagen.
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2.1.3.2 Kryokonservierung der Zellen

Um die Zellen fir spatere Einsdtze zu konservieren, wurden diese kryokonserviert. Hierfiir
wurden die Zellen nach Entfernen des Mediums mit PBS gewaschen (MDCK-Zellen
wurden nicht mit PBS gewaschen). AnschlieBend wurden 10-15 Tropfen Trypsin
hinzugefiigt und bei 37°C fir maximal 5 Minuten inkubiert. Danach wurden die Zellen in
4 ml Medium aufgenommen und in ein Falcon mit 10 ml Medium Uberfihrt und
3 Minuten bei 800 rpm (rounds per minute) zentrifugiert (Heraeus Multifuge 3). Der
Uberstand wurde dekantiert und das Ubriggebliebene Zellpellet wurde mit 10 ml eines
Medium-Dimethylsulfoxid-Gemisches suspendiert (9 ml Medium + 1 ml DSMO).
Dimethylsulfoxid (DSMO [Merck KGAa, Darmstadt, Deutschland]) wirkt als
Frostschutzmittel, da es die Bildung von Eiskristallen und somit die Zerstérung der
Zellmembran durch Eiskristalle verhindert. Die Zellen wurden in Portionen von 1 ml in
vorher beschriftete Kryorohrchen tberfiihrt. Diese wurden fir anschlieBend mindestens
24 Stunden bei -80°C in einem Freezing Container zwischengekihlt bevor sie in fliissigem
Stickstoff bei -196°C dauerkonserviert werden konnten.

Beim Prozess der Kryokonservierung ist die Abkihlgeschwindigkeit von groRer
Wichtigkeit. Zu schnelles Abkuhlen fiihrt zu Schdaden aufgrund intrazellularer
Eiskristallbildung und zu langsames Abkuhlen fihrt zu Schaden aufgrund von zu stark

konzentrierten Elektrolyten (92).

2.1.3.3 Auftauen der Zellen

Die kryokonservierten Zellen aus dem Stickstofftank wurden im Wasserbad unter
Schwenken aufgetaut und anschliefend in ein Reagenzréhrchen mit 10 ml Medium
tiberfiihrt und 3 Minuten bei 800 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und
das Zellpellet mit Kulturmedium resuspendiert. Anschlieend wurden die Zellen in ein
KulturgefaB mit 10 ml Medium Uberfiihrt. Der gesamte Prozess des Auftauens erfolgte
moglichst rasch, da die kryoprotektive Substanz DSMO bei héheren Temperaturen eine

zellschadigende Wirkung entwickelt.
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2.2 Versuchsaufbau

2.2.1 Kultivierung der Zellen in 24-Well-Platten

Fir die Versuche wurden die Zellen in 24-Well-Platten (Cellstar®, Greiner Bio-One,
Frickenhausen, Deutschland) ausgesat. Eine Kammer der 24-Well-Platte wurde mit 900 ul
Medium und 100 pl Zellsuspension befillt. Die Platten wurden ca. 48 Stunden im
Brutschrank gehalten bis die Zellen ein konfluentes Wachstum aufwiesen und bereit flr
einen Versuch waren.

Die Zellen wurden mit den Gallensduren CA, CDCA, TCA, TCDCA, norUDCA in
Konzentrationen von 50 uM-3 mM und Serum von CBDL-Mausen (common-bile duct
ligation, Gallengangsligatur) Gber 3-24 Stunden behandelt.

Das Serum war kryokonserviert und stammte von 6 Wochen gallengangsligierten Madusen
(C57BL/6, Tierzucht Himberg, Wien). Im Rahmen dieser Diplomarbeit waren keine

weiteren Tierversuche notwendig.

Bezeichnung Molekulargewicht Produktnr. | Hersteller
Cholsaure 430,55 g/mol C1254
Taurocholsdure 537,70 g/mol T9034

Sigma-Aldrich,
Chenodeoxycholsaure 414,55 g/mol C8261-1G

Saint Louis, USA
Taurochenodeoxycholsdure 521,69 g/mol T6260
norUrsodeoxycholsdure 416,64 g/mol 10702991

Tabelle 2: Verwendete Gallensduren

2.2.2  Herstellung der Stocks

Die Gallensauren wurden in sterilem Wasser (Aqua bidest, Fresenius) gelost, aliquotiert
und im Tiefkihlschrank bei -20°C gelagert. Vor Gebrauch wurden diese im Wasserbad

erwarmt.

28




2.2.3  Herstellung der Verdiinnungsreihen

Um spatere Verwechslungen der Gallensduren in den verschiedenen Konzentrationen zu
vermeiden, wurden vorab die bendétigten Falcontubes genau beschriftet. Je nach
gewlinschtem Verhdltnis wurde der entsprechende Anteil an Kulturmedium und
Stocksolution in ein Falcontube pipettiert (genauer Mengenanteil siehe Anhang). Um eine
homogene Vermengung zwischen Medium und Stocksolution zu gewahrleisten, wurden

alle Falcontubes geschiittelt.

Abbildung 13: Verdiinnungsreihe

2.2.4 Treatment der Zellen mit Gallensduren und ikterischem Serum

Das Medium wurde vorsichtig aus allen Kammern mit einer Pipette abgesaugt.
AnschlieBend wurden die Zellen mit PBS gewaschen.

Danach wurde jeweils 1 ml der jeweiligen Testsubstanz in die gewlinschte Kammer
pipettiert. Um die Zellen nicht zu verletzten, war es beim Pipettieren wichtig, die
Pipettenspitze vorsichtig am Rand der Kammern anzusetzen und den Inhalt der Pipette
nicht zu fest abzulassen. Pro Gallensdure und pro Konzentration wurde eine
Dreifachbestimmung angefertigt.

Fiir jede Testsubstanz wurde eine frische Pipettenspitze verwendet. Zu Gunsten spaterer
Rekonstruierbarkeit und um Fehler wahrend der Durchfiihrung der Experimente zu
vermeiden, wurden vorab Plane angefertigt, nach deren Reihenfolge die Behandlung der
Zellen erfolgte. Die Zellen wurden je nach Versuchsaufbau 3 bis 24 Stunden im

Brutschrank inkubiert. Die Negativkontrolle wurde mit Medium ohne Gallensduren
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durchgeflihrt. Die Positivkontrolle mittels Ethanol 70 % wurde erst nach Ablauf der
Inkubationszeit durchgefiihrt um eine falsch niedrige Viabilitdit der Zellen durch

eventuelles Vaporisieren des Ethanols innerhalb der Well-Platten auszuschlief3en.

2.3 Vitalitatstest

Die Viabilitat stellte die HauptzielgrofSe dar und wurde mittels des MTT-Assays erbracht.
Das Prinzip beruht darauf, dass nur in Zellen mit aktiver Stoffwechselaktivitat, also grob
nur in lebenden Zellen, das wasserl6sliche, schwach gelbliche 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyl tetrazoliumbromid (MTT) aufgenommen werden und zum dunkelblauen,
wasserunloslichen Formazan umgewandelt werden kann (siehe Abbildung 14).

Der genaue zellullare Mechanismus der Reduktion von MTT zu Formazan ist nicht gut
verstanden. Hingegen der weitldufigen Annahme, mitochondriale Succinat-
Dehydrogenasen seien flir die Reaktion verantwortlich, scheinen jedoch vielmehr die
pyridinhaltigen Reduktionsaquivalente Nikotin-Adenin-Dinukleotid-Hydrat (NADH) und
NADPH eine Schliisselposition dabei einzunehmen und Succinat scheint nur in geringem

Ausmal’ dafiir verantwortlich zu sein (96,97).
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Abbildung 14: Reaktion von Tetrazoliumbromid zu Formazan (97). Tetrazoliumbromid wird zu Formazan
reduziert, welches in einem stark blauen Farbstoff erscheint.

Die Umwandlung von MTT in Formazan spiegelt daher nicht die Zellatmung, sondern
vielmehr die Glykolyserate wider und wird nicht, wie urspriinglich angenommen, durch
die Aktivitat der mitochondrialen Succinat-Dehydrogenasen beeinflusst, sondern

groRtenteils durch Enzyme des Endoplasmatischen Retikulums (98).
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Die Menge an gebildeten Formazan wird Uber die optische Dichte bei 550 nm gemessen

und somit kann auf die Viabilitat der Zellen riickgeschlossen werden.

Die Starke der Umwandlung von MTT in Formazan ist von folgenden Faktoren abhangig:

¢ Konzentration an MTT

Inkubationszeit

Anzahl an lebenden Zellen

metabolische Aktivitat der Zellen (92)

Abbildung 15: 24-Well Platten nach Inkubation mit MTT-L6sung. Je starker der Farbumschlag d.h. desto
dunkelblauer die Farbung, desto hoher die Viabilitat. Sehr gut erkennbar ist dies am Beispiel von Ethanol
(re. im Bild; roter Rahmen), welcher sehr toxisch auf die Zellen wirkt. Erwartungsgemal kommt es hier zu
keinerlei Anfarbung der Zellen.

2.3.1  Durchfiihrung des MTT-Assays

Das MTT (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) wurde in Medium ohne Phenolrot (Gibco,
Karlsruhe, Deutschland) geldst und mit einem 0,2 L Filter steril filtriert.

Nach Absaugen des Mediums aus allen Kammern der 24-Well-Platten und zweimaligem
Spillen mit PBS wurden die Zellen mit 300 pl der MTT-Lésung fiir 3 Stunden bei 37°C
inkubiert. Der Uberstand wurde danach vorsichtig abpipettiert. Fiir die photometrische
Messung musste nun der blaue Farbstoff mittels eines 10:1 Gemisches aus
Isopropanol/Salzsdure (400 ul pro Well) aus den Zellen gelést werden. Nach einer 10-
minltigen Schittelphase wurde der Inhalt eines Wells auf 3 Wells einer 96-Well-

Mikrotiterplatte (Nunc, Wiesbaden, Deutschland) aufgeteilt und mit einem Spektrometer
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(SPECTROstar Omega) photometrisch bei 550 nm vermessen. Die Kontrollgruppe wurde

mit Isopropanol durchgefihrt.

2.4 Immunzytochemie

Die Immunzytochemie benitzt die Spezifitdit und Affinitdit immunologischer Reaktionen
zur prazisen Lokalisation von Epitopen gesuchter Antigene. Dabei wird ein spezifischer
Antikérper dem zu untersuchenden Gewebe/Zellen eingesetzt. Dieser Antikorper bindet
nun spezifisch am Epitop eines zu untersuchenden Antigens. Der Antikorper ist mit einem
Detektionssystem gekoppelt um diese Antigen-Antikérper-Bindung sichtbar zu machen.
Dies geschieht entweder direkt, indem der primdre Antikérper mit einem sogenannten
Markermolekil (z.B. fluoreszierender Farbstoff, Enzym, kolloidales Gold) gekoppelt ist
oder indirekt, indem ein gegen den primdren Antikérper gerichteter sekundarer
Antikorper eingesetzt wird, welcher dieses Markermolekiil tragt. Mittels der indirekten

Methode kann ein schwaches primares Signal verstarkt werden.

2.4.1 Caspase-3 Nachweis

Caspasen (Cysteinyl Aspartat-spezifische Proteasen) sind eine Familie von wichtigen
Signalmolekilen, welche maRgeblich am Prozess der Apoptose (programmierter Zelltod)
beteiligt sind.

Sie werden in 3 Subtypen mit verschiedenen Aufgaben eingeteilt:

* Proinflammatorische Caspasen
* |Initiator-Caspasen

* Effektor-Caspasen

Caspase 3 zdhlt zu den Effektorcaspasen, welche von Initiatorcaspasen (Caspase 2,8,9 und
10) in ihre aktive Form geschnitten wird.
Mittels des Caspase-3-Nachweises kénnen apoptotische Zellen immunhistochemisch

dargestellt werden.
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2.4.1.1 Methodenprinzip

Nachdem die Zellen gemdalR dem Protokoll kultiviert wurden und ein konfluentes
Wachstum zeigten, konnten Sie fiir die Immunfluoreszenz verwendet werden. 2 ml
Zellsuspension wurde auf Chamberslides in einer Verdinnung von 1:20 (mit PBS)
aufgetragen und fiir ca. 72 Stunden kultiviert. GemaB dem Protokoll wurden die Zellen

dann mit CDCA in unterschiedlichen Konzentrationen inkubiert.

Die nachfolgende Immunfluoreszenz erfolgte gemal einem festgelegten Protokoll.
Nach Absaugen des Mediums und nach 3-maligem Spilen mit PBS wurde zum Fixieren
der Zellen Aceton bei -20°C verwendet. Die Reihenfolge der Inkubation mit den

Antikorpern wurde wie folgt durchgefiihrt:

1) Nach erneutem 3-maligen Spiilen erfolgte die Inkubation mit dem
Primdrantikorper

2) 3-maliges Spilen mit PBS

3) Inkubation mit dem Sekundarantikorper. Von nun an mussten die Slides vor Licht
geschiitzt werden

4) 3-maliges Splilen mit PBS, 1-maliges Spulen mit destilliertem Wasser

5) Eindecken mit Mounting-Medium (Dako, Agilent Technologies, Santa Clara, USA)

Die Auswertung der Proben erfolgte fluoreszenzmikroskopisch (Olympus Invers IX51).

Primarantikorper Firma, Bestellnummer Verdinnung Inkubationszeit
Anti-Caspase 3 R&D Systems, AF835 1:20 60 min.
Sekundarantikorper  Firma, Bestellnummer Verdiinnung Inkubationszeit
Anti rabbit Alexa Thermo Fisher, A11006 1:100 30 min.

Fluor™ 488 griin

Anti-mouse Alexa Thermo Fisher, A11037 1:50 30 min.

Fluor™ 594 rot

Tabelle 3: Verwendete Antikérper
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2.5 Auswertung der durchgefiihrten Experimente

HauptzielgroRe dieser Arbeit stellte die Viabilitdt dar, welche mittels des MTT-Assays
erhoben wurde. Die Viabilitat spiegelt die Vitalitat der Zellen wider und leitet sich von der
metabolischen Aktivitat der Zellen ab. Grob gesagt gilt, je hoher der Anteil an lebenden
Zellen ist, desto ausgepragter ist deren metabolische Aktivitat ergo Viabilitat.

Die aus dem MTT-Assay gewonnenen Daten wurden computergestiitzt in Microsoft Excel
verwertet. Die Ergebnisse wurden als arithmetischer Mittelwert (MW) +
Standardabweichung (STABWA) dargestellt. Alle getesteten Substanzen wurden in
Relation zur Positivkontrolle (Viabilitat 100 %) gesetzt.

Die statistische Auswertung erfolgte mittels der Statistik- und Analysesoftware IBM SPSS
(Version 22). Die Gruppen wurden untereinander auf ihre Signifikanz mittels
einfaktorieller ANOVA und der Post-hoc-Tests nach Bonferroni und Scheffé getestet. Ein

p-Wert von < 0,05 wurde als signifikant und einer < 0,001 als hoch signifikant erachtet.
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3 Ergebnisse

3.1 Ubersicht

Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse aus den MTT-Assays vorgestellt, grafisch
dargestellt und erldutert.

Die verschiedenen Testsubstanzen beziehen sich immer auf die Negativkontrolle mit
Medium, welche mit 100 % Viabilitdit angenommen wurde.

Fir den Signifikanzwert p gilt: signifikant (*) wenn p < 0,05 und hoch signifikant (**) wenn

p < 0,001. Diese Erlauterung gilt fiir alle nachfolgenden Abbildungen und Diagramme.

3.2 Wirkung von CA auf mIMCD-3-Zellen

Nach Kultivierung und anschlieRender Inkubation fir 3, 6, 12 und 24 Stunden mit der
Gallensaure CA wurde die Viabilitat der mIMCD-3-Zellen mit dem 3-(4,5-Dimethylthiazol-

2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium-Bromid (MTT) Assay erhoben.

Insgesamt wurden 3 voneinander unabhdngige Versuchsreihen Uber 24 Stunden und
jeweils eine Uber 3, 6 und 12 Stunden mit Konzentrationen von 100 puM, 500 uM,
1000 pM, 2000 uM und 3000 uM durchgefihrt.

Bei der 24-stiindigen Inkubation der mIMCD-3-Zellen mit den Konzentrationen 500 uM,
1000 puM, 2000 uM und 3000 uM ergab sich folgendes Bild (siehe Abbildung 16). Es kam
in keinem der Durchgidnge zu einer statistisch signifikanten Abnahme der Viabilitdt. Auch
bei Dosiseskalationen von bis zu 3000 uM konnte keine Abnahme der Viabilitat detektiert

werden.
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Abbildung 16 — Diagramm: Wirkung von CA auf mIMCD-3-Zellen nach 24h. Nach Kultivierung und
anschlieBend 24-stiindiger Inkubation mit unterschiedlichen Konzentrationen an CA wurde die Viabilitat der
Zellen mittels des MTT-Assays erbracht. Auch bei Dosiseskalationen von bis zu 3000 uM kam es zu keiner
statistisch signifikanten Abnahme der Viabilitat.

33 Wirkung von CA auf MDCK-Zellen

Bei der Inkubation der MDCK-Zellen Uber 24 Stunden mit CA in den Konzentrationen
100 pM, 500 pM, 1000 uM und 2000 puM zeigte sich keine Abnahme der Viabilitdt; im

Gegenteil, die Viabilitat zeigte sogar die Tendenz zur Zunahme (siehe Abbildung 17).
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Abbildung 17 — Diagramm: Wirkung von CA auf MDCK-Zellen nach 24h. Es kam bei keiner Konzentration zu
einer signifikanten Abnahme der Viabilitat.
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3.4 Wirkung von TCA auf mIMCD-3-Zellen

Die Zellen der mIMCD-3-Zelllinie wurden in jeweils einem Durchgang fir 3, 6 und 12
Stunden und in insgesamt 5 voneinander unabhangigen Durchgdngen fir 24 Stunden mit
den Konzentrationen 100 uM, 500 pM, 1000 puM, 2000 uM und 3000 pM inkubiert. Bei
Inkubation lber 3, 6 und 12 Stunden konnte keine Verdanderung der Viabilitdat beobachtet
werden. In der Mehrzahl der Durchgange Uber 24 Stunden (3 von 5) kam es, auch bei

Dosiseskalationen von bis zu 3 mM, zu keiner signifikanten Abnahme der Viabilitat (siehe

Abbildung 18).
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Abbildung 18 — Diagramm: Wirkung von TCA auf mIMCD-3-Zellen nach 24h. Auch Dosiseskalationen von
3 mM fiihrten zu keiner nachweisbaren Abnahme der Viabilitat.

35 Wirkung von TCA auf MDCK-Zellen

Bei der Inkubation der MDCK-Zellen mit TCA lber 24 Stunden zeigte sich eine leichte

Abnahme der Viabilitat (p < 0,05); allerdings erst bei einer sehr hohen Konzentration von

2000 uM (siehe Abbildung 19).
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Abbildung 19 - Diagramm: Wirkung von TCA auf MDCK-Zellen nach 24h. Erst ab einer Konzentration von
2000 uM zeigte sich eine statistisch signifikante Abnahme der Viabilitat (p < 0,05).

3.6 Wirkung von TCDCA auf mIMCD-3-Zellen

Nach Kultivierung wurden die mIMCD-3-Zellen mit der Gallensdaure TCDCA in folgenden
Konzentrationen inkubiert: 100 uM, 500 uM, 1000 uM, 2000 uM. Untersucht wurde die
Viabilitat nach 3, 6, 12 Stunden (jeweils 1 Versuch) und 24 Stunden (3 voneinander

unabhangige Versuchsreihen).
Bei der 3-stlindigen bzw. 6-stiindigen Inkubation mit den Konzentrationen 100 uM,

500 uM und 1000 puM kam es zu keiner statistisch signifikanten Abnahme der Viabilitat
(siehe Abbildung 20).
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Abbildung 20 — Diagramm: Wirkung von TCDCA auf mIMCD-3-Zellen nach 6h: Nach 6-stiindiger Inkubation
mit TCDCA in Konzentrationen von 100 uM bis 1000 uM kam zu keiner Abnahme der metabolischen
Aktivitat der Zellen.

Bei einer Inkubationsdauer von 12 Stunden und einer Konzentration von 1000 uM zeigte
sich eine erste signifikante Abnahme der Viabilitdt (siehe Abbildung 21). Der Messwert
der Viabilitait bei 1000 pM unterschied sich signifikant von dem Messwert der

Negativkontrolle mittels Medium (p < 0,001).
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Abbildung 21 — Diagramm: Wirkung von TCDCA auf mIMCD-3-Zellen nach 12h. Bei der Inkubation der
mIMDC-3-Zelllinie Giber 12 Stunden kam es zu einer statistisch signifikanten Abnahme der Viabilitat
(p <0,001).
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Der konzentrationsabhangige Effekt nahm bei einer Inkubationszeit von 24 Stunden
weiter signifikant zu. TCDCA 100 uM, 500 uM und 1000 pM unterschieden sich hoch
signifikant von der Negativkontrolle (p < 0,001) (siehe Abbildung 22).

140
120
i e
-
a n
= 1 |
=
T
I
e
= = .t
5

"-\.r-i'-'r. 1.':?'"' ﬁ_l.'.ﬂl:'

Abbildung 22 — Diagramm: Wirkung von TCDCA auf mIMCD-3-Zellen nach 24h. Eine statistisch signifikante
konzentrationsabhangige Abnahme der Viabilitdit konnte bei Inkubation der Zellen mit TCDCA in den
Konzentrationen 100 uM (p < 0,001), 500 uM (p < 0,001) und 1000 uM (p < 0,001) nachgewiesen werden.

3.7 Wirkung von TCDCA auf MDCK-Zellen

Bei der Inkubation von MDCK-Zellen mit TCDCA Uber 24 Stunden zeigte sich in beiden
durchgefliihrten Versuchsdurchgangen ein dhnliches Bild wie schon bei den mIMCD-3-
Zellen beobachtet wurde. Es konnte bei beiden Versuchen eine statistisch signifikante
konzentrationsabhdngige Abnahme der Viabilitit beobachtet werden (siehe

Abbildung 23).

40




1237

Ty 7

TS, [BTRP™

oL B A
.._!_n"';“v iﬁq.'\'\ﬂrl o G:lﬂ.p'h . I‘:FFY,;} o -.F‘-‘"'
-:C:’I:'? ,_-L'E"-‘P nel

Abbildung 23 — Diagramm: Wirkung von TCDCA auf MDCK-Zellen nach 24h. Bei den Konzentrationen
500 uM (p £ 0,05), 1000 uM (p < 0,001) und 2000 (p < 0,001) konnte jeweils eine signifikante Abnahme der
Viabilitat im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden.

3.8 Wirkung von CDCA auf mIMCD3-Zellen

CDCA wurde fir 3, 6, 12, und 24 Stunden in Konzentrationen von 100 uM bis 2000 uM auf
mIMCD-3-Zellen getestet. Eine Abnahme der Viabilitdit konnte bereits bei einer
Inkubationszeit von 3 Stunden und einer Konzentration von 500 bzw. 1000 uM

beobachtet werden (siehe Abbildung 24).
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Abbildung 24 - Diagramm: Wirkung von CDCA auf mIMCD-3-Zellen nach 3h. Schon nach einer
Inkubationsdauer von 3 Stunden konnte bei einer Konzentration von 500 uM (p < 0,001) und 1000 uM
(p £0,001) eine signifikante Abnahme der Viabilitat beobachtet werden.

Ab einer Konzentration von 500 uM bis 1000 uM und einer Inkubationsdauer von
24 Stunden wurde regelmaRig eine signifikante Abnahme der Viabilitdt beobachtet (siehe
Abbildung 25). Fir CDCA kann somit ein eindeutiger zeit- und konzentrationsabhéngiger

zytotoxischer Effekt nachgewiesen werden.
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Abbildung 25 — Diagramm: Wirkung von CDCA auf mIMCD-3-Zellen nach 24h. Eine signifikante Abnahme
der Viabilitat war ab einer Konzentration von 500 uM (p < 0,001) nachweisbar.
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3.9 Wirkung von CDCA auf MDCK-Zellen

Die MDCK-Zellen zeigten bei einer Konzentration von 1000 uM bereits nach 3 Stunden

eine erniedrigte Viabilitdt (p < 0,001) (siehe Abbildung 26).
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Abbildung 26 — Diagramm: Wirkung von CDCA auf MDCK-Zellen nach 3h. Erste statistisch signifikante
zytotoxische Effekte zeigten sich bereits nach 3 Stunden bei einer Konzentraiton von 1000 uM (p < 0,001).

Die Viabilitat nahm erwartungsgemaR konzentrations —und zeitabhdngig noch weiter ab.
Bei einer Konzentration von 2000 uM lag die metabolische Aktivitat der Zellen sogar unter

der Viabilitat der Positivkontrolle mit Ethanol (siehe Abbildung 27).
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Abbildung 27 - Diagramm: Wirkung von CDCA auf MDCK nach 24h. Ein statistisch signifikanter
konzentrationsabhangiger Effekt war ab einer Konzentration von 500 uM (p < 0,05) nachweisbar.

3.10

Wirkung von norUDCA auf mIMCD-3-Zellen

Die Inkubation der mIMCD-3-Zelllinie mit norUDCA Uber 24 Stunden mit Konzentrationen

von bis zu 3000 uM fiihrte zu keinerlei Abnahme der Viabilitat der Zellen (siehe Abbildung

28).
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Abbildung 28 - Diagramm: Wirkung von norUDCA auf mIMCD-3-Zellen nach 24h. Fiir norUDCA wurde auch
bei sehr hohen Dosen von 3 mM keine Abnahme der Viabilitdt beobachtet.
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3.11  Wirkung von norUDCA auf MDCK-Zellen

Auch bei Behandlung der MDCK-Zelllinie mit norUDCA Uber 24 Stunden zeigte sich keine
signifikante Abnahme der Viabilitat (siehe Abbildung 29).
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Abbildung 29 - Diagramm: Wirkung von norUDCA auf MDCK-Zellen nach 24h. Auch die Behandlung der
MDCK-Zellen mit norUDCA zeigte keinerlei Abnahme der Viabilitat.

3.12  Wirkung von ikterischem Serum auf mIMCD-3-Zellen

Die Inkubation von MDCK-Zellen mit ikterischem Serum von 6 Wochen CBDL-Mdusen in
den Verhaltnissen 1:5, 1:10, 1:20 und 1:40 zeigte weder nach 12 Stunden noch nach 24
Stunden Inkubationsdauer eine Abnahme der metabolischen Aktivitat der Zellen, weder
im Vergleich zum Serum von scheinoperierten (Sham) Mausen, noch zur Negativkontrolle

mittels Medium (siehe Abbildung 30).
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Abbildung 30 - Diagramm: Wirkung von ikterischem Serum auf MDCK-Zellen nach 12h und 24h. Es zeigten
sich weder nach 12 Stunden noch nach 24 Stunden zytotoxische Effekte bei der Behandlung der Zellen mit
ikterischem Serum von 6 Wochen CBDL Mdusen.

3.13 Caspase-3-Nachweis

Der Nachweis der Aktivierung der Apoptosekaskade erfolgte mittels eines Caspase-3
Antikorpers. Unter fluoreszensmikroskopischer Betrachtung erschienen Zellkerne blau
und Caspase-3 in fluoreszierendem Grin.

Die Beurteilung erfolgte allerdings nur rein durch optisches Vergleichen der Objekttrager
untereinander unter dem Fluoreszenzmikroskop und wurde nicht quantitativ erfasst. Rein
optisch konnte kein signifikanter Unterschied zwischen Kontrolle (siehe Abbildung 31,
Reihe oben) und der Zellen nach der Behandlung mit CDCA (siehe Abbildung 31, Reihe
unten) nachgewiesen werden. Aufgrund der fehlenden quantitativen Auswertung und
aufgrund fehlender Wiederholungen, kann bezlglich Caspase-3 Aktivitat keine

verlassliche Aussage getroffen werden.
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Abbildung 31: Caspase-3 Nachweis. Zellkerne in blau fluoreszierend, Caspase-3 in grin fluoreszierend.
Zwischen der Kontrolle (oben) und der Behandlung mit CDCA (unten) konnte rein visuell kein eindeutig
erfassbarer Unterschied detektiert werden.
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Auswirkungen von diversen Gallensdauren auf
Sammelrohr- und Tubulusepithelzellen hinsichtlich deren Viabilitat zu untersuchen. Dies
ist insofern von Relevanz, da eine von Fickert, Krones et al. veroffentlichte Studie,
Gallensdauren in den Fokus der Pathogenese von Tubulusepithelschaden bei schweren
cholestatischen Lebererkrankungen riickt. Bisher wurden noch keine Studien
veroffentlicht, in denen der Effekt von verschiedenen Gallensduren im Zellversuch auf
Nierenepithelzellen untersucht wurde.

Obwohl es eindeutige Hinweise auf das Vorkommen der CN gibt, und diese im Verdacht
steht, bei pradisponierten Patientinnen eine renale Dysfunktion auszulésen
(17,24,33,54,59), wird die CN dennoch von der modernen Literatur vernachlassigt
behandelt. Es besteht daher ein dringender Anlass zur Klarung der Rolle von GS in der

Pathogenese von strukturellen Nierenschadigungen bei cholestatischen Erkrankungen.

Bei der Behandlung der Zellen mit CA konnte bei keinem einzigen Versuchsdurchgang
eine Abnahme der Viabilitdt, weder bei der MDCK- noch bei der mIMCD-3-Zelllinie,
beobachtet werden. Aufgrund dieser eindeutigen Ergebnisse kann eine fehlende
zytotoxische Wirkung von CA in vitro auf Sammelrohr- und Tubulusepithelzellen
angenommen werden. Obwohl unkonjugierte GS allgemein als toxischer gelten, weil sie
ungehindert in Zellen diffundieren kénnen und keinen entsprechenden Transporter
bendtigen, blieb im Falle von CA eine zytotoxische Wirkung aufgrund ihrer hydrophilen
chemischen Struktur aus (63,69). Testungen von CA auf Hepatozyten und

Gallengangsepithelzellen, jeweils von Ratten, bestatigen diese Ergebnisse (99,100).

Bei der Behandlung der Zellen mit CDCA kam es hingegen schon bei einer Inkubationszeit
von drei Stunden und einer Konzentration von 500 puM zu einer statistisch signifikanten
Abnahme der Viabilitdit. Bei ldngeren Inkubationszeiten bewirkte bereits eine
Konzentration von 100 uM eine Abnahme der metabolischen Aktivitat der Zellen. Die

Inkubation der Zellen mit CDCA filihrte zu den am starksten ausgepragten Abnahmen der
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Viabilitat der Zellen. Die ausgepragte zytotoxische Wirkung ist auf die chemische Struktur
von CDCA zurickzufiihren. Sie zahlt zu den unkonjugierten GS, und verfiigt im Vergleich
zu CA nur Uber zwei OH-Gruppen. Damit weist sie einen weitaus hydrophoberen

Charakter auf als CA.

Die Behandlung der Zellen mit dem Taurinkonjugat von CDCA zeigte zwar eine eindeutige
zytotoxische Wirkung, aber aufgrund der Konjugation mit Taurin war die Zytotoxizitat
nicht so stark ausgepragt wie bei der unkonjugierten GS CDCA. Testungen an Heptozyten
von Ratten bestatigen die Abhdngigkeit der Zytotoxizitat vom Konjugationszustand der GS

(101).

Die Ergebnisse der Behandlung der Zellen mit TCA waren nicht ganz eindeutig, was die
Interpretation erschwert. Bei der Inkubation von mIMCD-3-Zellen mit einer sehr hohen
Konzentration von 3 mM war keine Abnahme der Viabilitat erkennbar. Es konnte aber in
einigen Durchgdngen eine signifikante Abnahme der Viabilitat sowohl bei MDCK- also
auch bei mIMCD-3-Zellen nachgewiesen werden. Diese Beobachtungen traten aber nur
bei der Behandlung mit sehr hohen Konzentrationen von mindestens 2 mM auf.

Grundsatzlich gilt TCA im Zellversuch an Hepatozyten als nicht zytotoxisch (101).

Bei Inkubation der Zellen mit Serum von CBDL-Mausen konnte mittels des MTT-Assays
keine zytotoxische Wirkung auf die Zellen festgestellt werden. Unter cholestatischen
Bedingungen entsteht bei Mausen ein wesentlich hydrophilerer GS-Pool (77).
Moglicherweise war die Inkubationszeit zu gering, da im Tierversuch an CBDL Mausen
auch erst nach drei Tagen Gallengangsligatur erste strukturelle Verdanderungen
nachweisbar waren (102).

Hydrophile GS bendtigen um in die Zelle zu gelangen einen Transporter (103). Eine
weitere Hypothese widre daher, dass die von uns verwendeten Zelllinien nicht Gber
entsprechende Transporter zur Aufnahme der GS in die Zelle verfligten und so gar nicht
erst im Stande waren, einen moglicherweise intrazellularen Mechanismus zu triggern, der

in vivo zu den strukturellen Schadigungen fihren wirde.
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GemaR der Annahme, dass in den von uns verwendeten Zelllinien entsprechende
Transporter zur intrazelluldren Aufnahme der GS nicht ausgebildet waren, wie kann man

sich die zytotoxischen Effekte von CDCA und TCDCA im Zellversuch erklaren?

CDCA und TCDCA sind dulRerst hydrophobe GS und haben moglicherweise aufgrund ihres
chemischen Charakters eine direkte Wirkung auf Lipidkomponenten der Zellmembran
und sind daher in der Lage, die Zellintegritdat zu zerstéren und dadurch in die Zelle
einzudringen (70). Dies konnte in weiterer Folge zu Apoptose bzw. Nekrose und damit zu
der in unseren Versuchen nachgewiesenen Abnahme der Viabilitat gefihrt haben. Dieser
direkt zytotoxische Effekt wurde allerdings nur bei entsprechend hohen Konzentrationen
von hydrophoben GS ausgelost. Da aber die Konzentrationen bei Cholestase dafir
unzureichend hoch sind, und zudem ein hydrophilerer GS-Pool entsteht, ist ein direkt
zytotoxischer Effekt von GS eher unwahrscheinlich (77). Wahrscheinlicher hingegen ist,
dass GS als Entziindungsmediatoren wirken und dadurch im Stande sind, einen
zellzerstorenden Mechanismus wie Apoptose oder Nekrose auslésen zu kénnen. Denkbar
wadre auch, dass GS durch Bindung am Todesrezeptor den extrinsischen Weg der
Apoptose einleiten kdonnen oder durch Auslésen von intrazelluldarem Stress an
Mitochondrien oder Endoplasmatischen Retikulum es vermoégen, den intrinsischen Weg

der Apoptose zu initiieren (103).

Bei cholestatischen Bedingungen entsteht beim Menschen grundsatzlich zwar auch ein
hydrophilerer GS-Pool, aber im Vergleich zu dem GS-Pool der Maus kommt es zu einem
signifikanten Anstieg der hydrophoben GS TCDCA und GCDCA (78). Dennoch ist die
Konzentration von TCDCA und GCDCA im Vergleich zu den von uns verwendeten
Konzentrationen gering. Inwieweit der Nachweis lber die Zytotoxizitat der hydrophoben
GS an MDCK- und mIMCD-3-Zellen in exzessiv hohen Dosen nun von Relevanz fir den
Menschen ist, muss in weiterfihrenden Studien an humanen Zelllinien untersucht

werden.
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4.2 Ergebnisse des Caspase-3-Assays

Aufgrund der rein optischen fluoreszenzmikroskopischen Beurteilung kann keine
eindeutige Zunahme der Caspase-3-Aktivitat bei Inkubation der Zellen mit CDCA im
Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden. Aber diese Ergebnisse weisen erhebliche
Einschrankungen auf, denn es wurde weder eine Wiederholung der Testung gemacht,
noch wurden die Ergebnisse quantitativ ausgewertet. Alleinig aufgrund dieser Ergebnisse
kann daher keine Aussage getroffen werden. Durch welchen Mechanismus die
Sammelrohr- und Tubulusepithelzellen durch GS geschadigt werden, gilt es in Zukunft zu

klaren.

4.3 Fehlerquellen und Limitationen

Beil allen Experimenten wurde stets nach demselben Protokoll vorgegangen, aber
dennoch kam es hin und wieder zu kontroversen Ergebnissen. Dies kann eine Reihe von
Grinden haben, denn das Arbeiten mit Zellkulturen birgt einige Fehlerquellen und weist

daher Limitationen bei der Interpretation der Ergebnisse auf.

Passagieren

Wartet man mit dem Passagieren zu lange, sinkt der Nahrstoffgehalt und der pH-Wert im
Medium, es bestehen also keine optimalen Bedingungen mehr. Durch den Wechsel von
stark verbrauchtem Medium mit frischem Medium kommt es fiir die Zellen Uberdies zu
einer schlagartigen Veranderung ihrer Umgebung.

Fir jene Zellen, die auch mit unglnstigeren Bedingungen zurechtkommen, kann dies
einen Selektionsvorteil bedeuten. Lasst man die Zellen zu konfluent wachsen, setzen sich
diese Uberlebenskiinstler durch und kénnen so die Zellpopulation auf Dauer verindern.
Diese Zellen kdnnten folglich in Versuchen widerstandsfahiger gegeniiber der Inkubation

mit GS reagieren (92,104).

Fetales Kalberserum
Das von ungeborenen Kélberfeten gewonnene fetale Kalberserum (FBS) ist reich an fir

die Zellkultur wichtigen Nadhrstoffen und Wachstumsfaktoren. Da es ein natirliches
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Produkt darstellt, unterliegt es einer hohen Chargenvariabilitdt, was das standardisierte
Arbeiten in der Zellkultur problematisch macht.

Uberdies fiihren die im FBS enthaltenen Wachstumsfaktoren zu einer stark
beschleunigten Proliferation, was auch gewiinscht wird, aber mit der Folge, dass in den

Zellen nicht alle Funktionen einer reifen Zelle vollstandig ausgebildet werden (92).

Zellzahl bei den Versuchen

Die Zellen wurden beim Aussden nicht gezdhlt. Dies stellt eine erhebliche Fehlerquelle
dar, da die Starke der Umwandlung von MTT in Formazan u.a. von der Anzahl an
lebenden Zellen und deren metabolischen Aktivitat abhangig ist (97). Befinden sich in den
Wells also unterschiedlich viele Zellen, kann dies zu einer starken Streuung der Ergebnisse

fuhren.

Tumorzellen als Ersatz fiir Primarzellen

Tumorzellen sind stark mutierte Zellen und kdnnen eine drastisch reduzierte Expression
von organtypischen Funktionen aufweisen, was dazu fihrt, dass Zellwachstum und
Zellteilung anderen Zellfunktionen vorgezogen werden. Die Zellen verhalten sich somit

nicht gleich wir ihr Ursprungsgewebe (104).

Unphysiologische Umgebungsbedingungen

Die Standardbedingungen fiir Zellkultur sind nicht automatisch auch die physiologischen
Bedingungen fir die jeweilige Zelllinie. Wahrenddessen z.B. die Temperatur in der
Zellkultur auf 37°C gehalten wird und damit der menschliche Organismus imitiert wird,
brauchten Zellen von Nagern eigentlich ein paar Grad warmer. Ahnliches gilt fiir den pH-
Wert. Wahrend es im menschlichen Organismus nur zu sehr geringen Schwankungen des
pH-Werts kommt, unterliegen die Zellen in der Zellkultur viel groBeren Schwankungen
z.B. beim Austausch von verbrauchtem mit frischem Medium kommt es schlagartig zu
erheblichen pH-Wertveranderungen. Aufgrund des Mangels an Sauerstoff kommt es
zusatzlich zur Ansduerung des Medium, da der Stoffwechsel auf anaerob mit folglicher
Laktatansammlung umstellt (104).

Insgesamt gilt, dass Zellen in der Zellkultur haufig sensibler als Zellen im Organismus

reagieren. Daher muss man bei der Interpretation der aus unseren Versuchen

52




gewonnenen Ergebnisse vorsichtig sein und sich Uber die eingeschrankte Aussagekraft

und die Relevanz fiir den Menschen bewusst sein.

4.4 Moglichkeiten zur Verbesserung

Um verlasslichere und homogenere Ergebnisse zu gewahrleisten, sollte man vor weiteren
Versuchen die Zellzahl (Zellkammer mit oder ohne Trypanblaufarbung, Zellcounter oder
Durchflusszytometrie) ermitteln. Bei kontroversen Ergebnissen z.B. bei den Versuchen mit
TCA auf MDCK-Zellen, ware es sicherlich wiinschenswert gewesen, diese Versuche ein
weiteres Mal zu wiederholen um die Aussagekraft zu erhéhen. Des Weiteren ware
anzudenken, zusatzlich zur Viabilitatsbestimmung mittels MTT-Assays ein anderes
Verfahren, welches nicht auf dem gleichen Funktionsprinzip basiert (z.B. fluorescence
activated cell sorting” [FACS-Messung] oder Trypanblau-Exklusion-Test mittels
Cellometer), zu verwenden und die Ergebnisse beider Verfahren zu vergleichen.

Bei weiteren Versuchen wiare es interessant, die Umgebungsbedingungen zu
modifizieren. Man koénnte z.B. die Wirkungen der GS bei pH-Wertanderungen
untersuchen, da entziindetes Gewebe beispielsweise einen viel niedrigeren pH-Wert als
gesundes aufweist. Auch Urin weist einen niedrigeren pH-Wert auf.

Da unsere Versuche mit kurzen Inkubationszeiten, aber sehr hohen, auch in hochgradig
ikterischen Patientinnen/Md&usen nicht physiologischen Konzentrationen durchgefiihrt
wurden, ware das Verhalten von GS in niedrigeren Konzentrationen aber Uber langere
Inkubationszeitrdume von Interesse. Vor Verwendung einer Zelllinie ware es Uberdies
duBerst ratsam, diese zuerst auf die Expression verschiedener Transporter zu testen. Es
ist namlich sinnlos, das Verhalten von Zellen bei Inkubation mit einer Substanz zu
untersuchen, wenn diese erst gar nicht in das Zellinnere gelangen kann, weil

entsprechende Transporter fehlen.

4.4.1 norUDCA - eine mogliche Therapieoption bei CN?

Die hydrophile GS norUDCA ist ein um eine Seitenkette gekirztes Derivat von UDCA (105).
Diese kleine chemische Verdanderung fuhrt zum Ausbleiben der Konjugation mit Taurin

oder Gylcin. Infolgedessen durchlauft norUDCA nicht den enterohepatischen Kreislauf,
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sondern es kommt zum cholehepatischen shunting. NorUDCA gelangt dabei vom Lumen
der Gallengdnge Uber das periduktale Kapillarsystem zurlick in die Hepatozyten. Somit
kommt es zu einer Anreicherung der hydrophilen - und damit weniger toxischen
norUDCA - in der Leber. Aufgrund der besonderen chemischen Struktur ist norUDCA
auBerdem in der Lage, die Sekretion von Bikarbonat in die Galle zu erhdhen.
Zusammengefasst entsteht ein zirkulierender hydrophilerer GS-Pool, welcher der
Zytotoxizitat der hydrophoben GS entgegenwirkt (102,105,106). Dariiber hinaus wird ein
direkter antiinflammatorischer, antifibrotischer und antiproliferativer Effekt von norUDCA

auf geschadigte Gallengange vermutet (107).

An der Mdr2-Knockout Maus (Mdr2-/-), welche ein etabliertes Modell fiir primar
sklerosierende Cholangitis (PSC) darstellt, konnte gezeigt werden, dass die Flitterung von
norUDCA das Krankheitsbild der PSC wesentlich verbesserte (102). Aufgrund diesen und
anderen praklinischen Ergebnissen stellt norUDCA eine sehr vielversprechende
Therapieoption bei Gallenganserkrankung dar und deren Einsatz wird bereits in klinischen

Studien getestet (108).

In unseren Versuchen zeigte sich, dass auch Dosiseskalationen von bis zu 3000 uM, weder
bei MDCK- noch bei den mIMCD-3-Zellen, zu einer signifikanten Abnahme der Viabilitat
flhrte. Im Tierversuch an CBDL-Mausen konnte beobachtet werden, dass jene Tiere, die
vor der Gallengangsligatur mit norUDCA geflttert wurden, keine oder nur geringe
Schadigungen am Tubulussystem aufwiesen. Dies und die in dieser Arbeit nachgewiesene
fehlende Zytotoxizitat in vitro bekraftigen die Hypothese, dass norUDCA eine mdogliche

Therapieoption bei CN darstellen kénnte.

Doch bevor der/die Kliniker/in mit der Entscheidung lber die addquate Therapie einer CN
konfrontiert wird, wird er/sie vor das Problem der adaquaten Diagnostik gestellt. In der
klinischen Praxis erweist sich der Nachweis von strukturellen Nierenveranderungen
namlich als schwierig, da es derzeit kein Routineverfahren dafiir gibt. Eine Biopsie stellt
bis dato die einzige Nachweismethode mit akzeptabler Sensitivitat dar. Bei multimorbiden
Lebererkrankten mit eingeschrankter Gerinnungsfunktion ist dies sicherlich nicht als

Screeningmethode zu empfehlen. Es gibt Anstrengungen, GS im Urin nachzuweisen. Dies
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ist moglich, aber derzeit im Zuge der klinischen Routine noch zu aufwandig und
kostspielig und hat zudem eine eingeschrankte Aussagekraft in Bezug auf eine mogliche
strukturelle Schadigung. Es werden lediglich die bei Cholestase kompensatorisch renal
ausgeschiedenen GS nachgewiesen, was aber noch kein Indiz fiir eine strukturelle
Schadigung darstellt. Neue Biomarker im Urin wie z.B. Neutrophilengelatinase-assoziierte
Lipocalin (NGAL) wurden in kleinen Studien bereits mit vielversprechendem Ergebnis
getestet (109,110). Es scheint so, als kdnne man aufgrund verschiedener NGAL-Spiegel
auf die Atiologie des Nierenversagens schlieBen (111-113). Tubuldre Schadigungen
bedingen demnach die hochsten Werte fiir NGAL, wahrenddessen das HRS nur zu einem
moderaten Anstieg fihrt (113). Ob sie tatsidchlich eine akzeptable Sensitivitat in der
Diagnostik der CN aufweisen, muss in groBangelegten Studien noch getestet werden.
Aufgrund der Tatsache, dass die CN derzeit nur durch eine Biopsie nachgewiesen werden
kann, besteht die Gefahr, dass dadurch Patientlnnen lbersehen werden und allgemein

das Krankheitsbild hinsichtlich Inzidenz und Pravalenz unterschatzt wird.

Gerade aufgrund der derzeit noch fehlenden diagnostischen Mdglichkeiten ist es umso
wichtiger, Klinikerlnnen flr dieses Krankheitsbild zu sensibilisieren und fehlendes
Bewusstsein zu schaffen um das Outcome einer Nierenbeteiligung bei Lebererkrankung
nicht unnétig aufgrund diagnostischer Verzogerung bzw. Fehldiagnose zu verschlechtern.
Zwar ist die genaue Pathogenese noch nicht bekannt und auch unabhangig davon, ob nun
GS in diesem Zusammenhang eine zentrale Rolle spielen oder nicht, kann das gehaufte
Auftreten von typischen histomorphologischen Nierenverdanderungen bei Patientlnnen
mit Lebererkrankungen nicht einfach ignoriert werden. Es besteht ein dringender Anlass,

die derzeitigen Konzepte zur Entstehung des ANV bei Cholestase zu liberarbeiten.
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4.5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit kann ein signifikanter zeit- und konzentrationsabhangiger
zytotoxischer Effekt der hydrophoben GS CDCA und TCDCA, sowohl auf MDCK- als auch
auf mIMCD-3-Zellen bestatigt werden. Aufgrund dieser Ergebnisse kann angenommen
werden, dass sich die Zytotoxizitat der jeweiligen GS auf Tubulus- und
Sammelrohrepithelzellen analog zu deren Hydrophilitat verhdlt. Demnach wirkt CA am
wenigsten zytotoxisch im Zellversuch, gefolgt von ihrem Taurinkonjugat TCA.

CDCA ist unter den getesteten GS die am starksten hydrophobe, und daher
erwartungsgemaR auch die toxischste. Fir ihr Taurinkonjugat TCDCA, konnte ebenso eine
signifikante konzentrationsabhdngige Zytotoxizitat, wenn auch nicht so ausgepragt wie
bei CDCA, beobachtet werden. Fir norUDCA, welche zukiinftig eine Therapieoption bei
der Behandlung der CN darstellen kdnnte, und bei deren Einsatz aufgrund der
nachgewiesenen exzessiven renalen Elimination mdglicherweise hohe Konzentrationen
im Tubulussystem zustande kommen kdnnten, wurde keine zytotoxische Wirkung auf

MDCK- oder mIMCD-3-Zellen beobachtet.

Aufgrund der fehlenden Abnahme der Viabilitdt bei Inkubation der Zellen mit ikterischem
Serum kann angenommen werden, dass es bei niedrigeren GS-Konzentrationen nicht zu
direkter Zytotoxizitdit kommt, sondern wahrscheinlich, so wie dies auch bei Behandlung
von Hepatozyten mit GS gezeigt werden konnte, zum intrazellularem Angriff der

Zellorganellen, was in weiterer Folge z.B. oxidativen Stress verursachen kdnnte (101).
Die Liste der moglichen Pathomechanismen ist lang. In Zukunft gilt es, ein besseres

Verstandnis fir die Entstehung der CN zu erlangen um in weiterer Folge praventiv und

therapeutisch eingreifen zu kénnen.
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6 Anhang

Genauer Mengenanteil von Stocksolution und Medium

Menge an Menge
Verdinnung Stocksolution an Medium
CA 100mM Stock
100 uM 10 ul 3990 pl
500 uM 50 ul 3950 ul
1000 um 40 pl 3960 pl
2000 uM 80 ul 3879 ul
CDCA 33mM Stock
50 uM 6,06 pl 3994 ul
100 uMm 12 pl 3988 ul
500 uM 60,6 pl 3940 pl
1000 uM 121,2 pl 3879 ul
TCA 18mM Stock
500 uM 111 pl 3889 ul
1000 uM 222 pl 3778 ul
2000 uMm 444 pl 3556 pl
TCDCA 25mM Stock
500 uM 80ul 3920 ul
1000 uM 160 pl 3840 pl
2000 uM 320 pl 3680 pl
NorUrso 25mM Stock
500 uM 80 ul 3920 pl
1000 uM 160 pl 3840 pl
2000 uM 320 pl 3680 pl
3000 uM 480 pl 3520 pl
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