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1. Einleitung

1 Einleitung

Idiosynkratische Arzneimittelreaktionen (idiosyncratic drug reactions = IDRs) sind eine
seltene, aber erhebliche Komplikation im Rahmen der Arzneimittelentwicklung und -therapie.
Diese Form der Arzneistofftoxizitat tritt zwar nur bei einer Minderheit der Patienten auf, stellt
aber aufgrund der groRen Zahl an Arzneistoffen, die in der Lage sind IDRs auszulésen, und
der Vielzahl an Verschreibungen ein ernstzunehmendes Risiko dar (Adkinson et al., 2002).

Ein wesentliches Merkmal idiosynkratischer Toxizitat ist die Schwierigkeit, sie durch pra-
klinische Studien vorherzusagen (Peters, 2005). Ein Grund hierfir ist die sehr begrenzte
Anzahl der in préklinischen Studien eingesetzten Labortiere. Darliber hinaus bestehen
Spezies-Spezies Unterschiede, da sich Labortiere hinsichtlich ihrer Toxikokinetik und Toxiko-
dynamik vom Menschen unterscheiden und somit eine veranderte Empfindlichkeit
gegenuber toxischen Effekten zeigen konnen (Li, 2004). Besonders zur Vorhersage von
IDRs sind die in praklinischen Studien verwendeten Labortiere nur ein sehr unzureichendes
Modell, da sie keine Krankheiten oder genetische Variabilitdt aufweisen. Es gibt jedoch
Hinweise, dass eben diese Faktoren, wie Krankheit, Co-Medikation, seltene genetische
Varianten oder eine spezielle Ernahrung, zu der ausgepragten inter-individuellen

Suszeptibilitat von Patienten bei der Entwicklung idiosynkratischer Toxizitét beitragen.

Doch selbst in klinischen Studien werden Substanzen, die toxische Effekte im Menschen
auslosen konnen, oft nicht detektiert. Dies liegt u.a. darin begrindet, dass neue
Medikamente nur in relativ kleinen Gruppen mit Ublicherweise gesunden Patienten getestet
werden. Diese geringe Anzahl ist jedoch keinesfalls reprasentativ flir den oft Millionen von
Individuen umfassenden Bevolkerungsquerschnitt, der nach der Zulassung mit dem
Arzneistoff behandelt wird. Darlber hinaus sind klinische Studien auf nicht-invasive

Endpunkte beschrankt, wodurch friihe toxische Effekte tibersehen werden kdnnen (Li, 2004).

Daher besteht ein dringender Bedarf, geeignete Modelle zu entwickeln, die sowohl bei der
Identifizierung kritischer Arzneistoffkandidaten als auch bei der Vorhersage unerwarteter
toxischer Reaktionen helfen kénnen. Die Voraussetzung hierfir ist jedoch ein besseres und
detaillierteres Verstdndnis der Mechanismen, welche der Entstehung idiosynkratischer

Arzneimittelreaktionen zugrunde liegen.






2. Kenntnisstand

2 Kenntnisstand
2.1 Idiosynkratische Arzneimittelreaktionen

2.1.1 Allgemeines

Daten der letzten Jahre zeigen, dass negative Auswirkungen von Arzneimitteltherapien fir
etwa 6% aller Krankenhauseinweisungen verantwortlich sind (Einarson, 1993; Pirmohamed
et al., 2004). Etwa 0,3% hiervon enden fatal, wodurch in den USA ca. 100.000 und in
England ca. 10.000 Patienten jahrlich an adversen Arzneimittelreaktionen versterben
(Lazarou et al., 1998; Pirmohamed et al., 2004).

Fir einen Anteil von 6-10% dieser adversen Reaktionen sind sogenannte idiosynkratische
Arzneimittelreaktionen verantwortlich (Adkinson et al., 2002). Idiosynkrasie, abgeleitet von
den griechischen Wértern fir ,eigen, selbst® (idios), ,zusammen® (syn) und ,Mischung*
(crasis), war die Bezeichnung der alten Griechen fur die hippokratische Vorstellung, die
individuelle Mischung der vier Kdrpersafte bestimme den Charakter eines Menschen (Senior,
2008). Heute wird unter Idiosynkrasie im Allgemeinen ein Merkmal verstanden, das hoch
spezifisch fir ein Individuum oder eine Gruppe ist, wie beispielsweise das Vorliegen
individueller Unterschiede in der Reaktion auf einen Stimulus (Senior, 2008). Tatsachlich
treten idiosynkratische Arzneimittelreaktionen sehr selten auf - bei etwa einem von 1.000 bis
100.000 Patienten (Lee, 2003). Aufgrund der groRen Anzahl an Arzneistoffen, die in der
Lage sind, diese Reaktionen auszuldsen kombiniert mit der Vielzahl an Verschreibungen,
stellen sie dennoch ein ernstzunehmendes Risiko dar (Adkinson et al, 2002).
Idiosynkratische Reaktionen sind dadurch gekennzeichnet, dass es nicht mdglich ist, sie
durch die Pharmakologie des Arzneistoffes oder praklinische bzw. Kklinische Studien
vorherzusagen. Diese unzureichende Prognostizierbarkeit liegt darin begrindet, dass IDRs
nur sehr schwer im Tiermodell reproduzierbar sind, weshalb bislang kaum mechanistische
Studien durchgefihrt werden konnten (Li, 2002; Li, 2004).

Daruber hinaus sind IDRs sehr schwer kalkulierbar. Zum einen treten sie in Dosen auf, die
bei der Mehrzahl der Patienten keinerlei toxische Wirkung austiben. Zum anderen ist die
Zeitspanne vom Beginn der Therapie bis zum Eintreten der adversen Wirkung extrem
variabel und kann von mehreren Tagen bis hin zu einigen Monaten reichen (Kaplowitz, 2005;
Uetrecht, 2007; Uetrecht, 2008; Waring und Anderson, 2005). Wird die Therapie nach dem

Einsetzen einer adversen Reaktion fortgesetzt, sind IDRs oft fatal. Auch die erneute
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Exposition nach einer Behandlungspause ist oft mit schwereren Symptomen verbunden,
unabhangig davon, wie stark die Initialreaktion war (Lee, 2003).

Das Krankheitsbhild idiosynkratischer Arzneimittelreaktionen kann dementsprechend sehr
variabel sein, denn weder Art noch Ort der adversen Reaktion missen unmittelbar mit dem
therapeutischen Ziel oder der verabreichten Dosis zusammenhangen (Uetrecht, 2007).
Substanzen aus den verschiedensten Klassen, wie Antibiotika, Psychopharmaka, Anti-
arrhythmika oder Stoffe zur GefalRerweiterung, konnen zu Autoimmunreaktionen fihren
(Borchers et al., 2007). Diese sind durch Bildung von Autoantikdrpern charakterisiert und
auRBern sich beispielsweise in groRRflachigen Reaktionen der Haut, wie Nessel- oder
Blasensucht. Hierbei kann das Ausmall des immunvermittelten Hautausschlages sehr
variieren, von eher milden makulopapuldsen Symptomen, bis hin zur Toxischen epidermalen
Nekrolyse (Uetrecht, 2009). Neben der Haut stellen die Zellen des Blutes ein Ziel fir
immunvermittelte idiosynkratische Arzneistoffreaktionen dar. Durch eine Antikdrper-
vermittelte Aktivierung des Komplementsystems koénnen hierbei neben den roten
Blutkdrperchen (hamolytische Anamie) auch verstarkt Thrombozyten (Thrombozytopenie)
oder Granulozyten (Agranulozytose) zersttrt werden (Zhang et al., 2011). Besonders die
durch Arzneistoffe induzierte Schadigung der Leber ist jedoch flir mehr Ricknahmen von

Medikamenten vom Markt verantwortlich, als alle anderen Typen von IDRs.

2.1.2 Die Leber als Zielorgan

Angesichts ihrer zentralen Rolle bei der Biotransformation und Ausscheidung von
Fremdstoffen stellt die Leber eines der Hauptzielorgane fir adverse Arzneimittelreaktionen
dar. Die Angaben dariiber, wie haufig adverse Reaktionen der Leber nach Verabreichung
eines einzelnen Medikamentes auftreten, schwanken aufgrund des seltenen Vorkommens
von IDRs und der oft mangelhaften Berichterstattung sehr. Einerseits gibt es Schatzungen,
dass eine durch Arzneistoffe induzierte akute Leberschadigung bei etwa einem von 10.000
bis 100.000 Patienten auftritt (0,01 — 0,001%) (Tujios und Fontana, 2011; Zimmermann,
1999). Andererseits zeigen Daten aus den USA, dass von 4020 Patienten, die mit dem
Diabetes Medikament Troglitazon behandelt wurden, fiinf (0,12%) in die Klinik eingeliefert
werden mussten, vier (0,1%) eine Gelbsucht entwickelten und einer (0,024%) ein akutes
Leberversagen erlitt (Graham et al., 2003). Trotz dieser geringen Inzidenz ist durch
Arzneistoffe induzierte Leberschadigung (drug-induced liver injury = DILI) an etwa 50% aller
Falle akuten Leberversagens in den USA beteiligt. Uber 35% dieser Félle resultieren aus
einer Acetaminophen (Paracetamol) Uberdosierung, fur die restlichen 13-17% werden

jedoch idiosynkratische Arzneimittelreaktionen verantwortlich gemacht (Bjornsson und
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Olsson, 2006; Lee, 2003). Diese sind meist so schwer, dass in mehr als 75% der Félle eine
Lebertransplantation oder der Tod des Patienten die Folge ist (Ostapowicz et al., 2002).

Da idiosynkratische Arzneimittelreaktionen in praklinischen Studien nicht erfasst werden,
zahlt eine durch Arzneistoffe induzierte Leberschadigung zu den haufigsten Grinden fir das
Beenden klinischer Studien, das Scheitern bei der Freigabe durch die US-Arzneimittel-
zulassungsbehorde FDA und Beschrankungen in der Anwendung des Medikaments (Ballet,
1997). Daruber hinaus ist DILI der Hauptgrund fir die nachtragliche Ricknahme eines
Arzneistoffes vom Markt (Kaplowitz, 2001; Temple und Himmel, 2002), was fur die
pharmazeutische Industrie enorme Kosten zur Folge hat. In diesem Zusammenhang wurden
in den letzten Jahren bereits zugelassene Arzneistoffe, wie Bromfenac, Ebrotidin,
Benoxaprofen und Troglitazon, vom Markt genommen. Weitere hepatotoxische Arzneistoffe,
z.B. Clozapin, Halothan, Trovafloxacin und Nefazodon, wurden in ihrer Anwendung

eingeschrankt oder mit sogenannten ,Black Box“-Warnungen versehen (Holt und Ju, 2006).

2.2 Mechanismen idiosynkratischer Lebertoxizitat

Allgemein werden idiosynkratische Leberschadigungen als Folge einer Arzneimitteltherapie
in zwei Kategorien eingeteilt: Allergische und nicht-allergische Reaktionen. Allergische IDRs
sind durch einen Angriff des Immunsystems auf die Leber charakterisiert und beinhalten eine
adaptive Immunantwort, kurze Latenzzeiten, Hypersensitivitat und in vielen Fallen die
Bildung von Autoantikdrpern. Dem gegentber stehen nicht-allergische IDRs, die durch eine
variable, aber oft monatelange Latenzzeit und das Fehlen offensichtlicher Hypersensitivitat
gekennzeichnet sind (Kaplowitz, 2005; Seguin und Uetrecht, 2003). Die exakte Einteilung
eines Arzneistoffes in die eine oder die andere Kategorie ist jedoch oft nicht mdglich, da bei
vielen Stoffen adverse Reaktionen mit sowohl allergischen als auch nicht-allergischen
Charakteristika auftreten. Allgemein wird davon ausgegangen, dass das leberschadigende
Potential eines Arzneistoffes durch ein individuelles Zusammenspiel verschiedener

Risikofaktoren im Patienten bestimmt wird (Abbildung 1).

Zu diesen Risikofaktoren zahlt die Bildung reaktiver Metaboliten. Diese kdnnen sowohl
direkte Zytotoxizitat als auch Autoimmunreaktionen auslosen, indem sie kovalent an Proteine
binden. Dementsprechend belegen Daten, dass 25 der 33 wichtigsten IDR-auslosenden
Arzneistoffe zu reaktiven Metaboliten umgewandelt werden, die in der Lage sind
Proteinaddukte zu bilden (Li, 2002). Des Weiteren geht man davon aus, dass die individuelle

Empfindlichkeit des Patienten zusatzlich durch die jeweilige genetische Ausstattung bzw.
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durch Umweltfaktoren, wie Krankheiten und Co-Medikation, beeinflusst werden kann
(Gunawan und Kaplowitz, 2007). Die wichtigsten Risikofaktoren und mégliche Mechanismen,

wie diese zur Entstehung von IDRs beitragen kénnen, werden im Folgenden néher erlautert.

Arzneistoff-
unabhéangige
Stressfaktoren
Krankheit, Alkohol,
Arzneistoff- Entziindungen, . .
abhiingige Co-Medikation, Idiosynkratische

v/ .. .
Risikofaktoren ‘4/ Arzneimittelreaktion

Reaktive Metaboliten

ZVtOFOX(LZ(;té;r _ Abbildung 1 Zusammenspiel
Proteinaddukte Genetische verschiedener Arzneistoff-ab-
Risikofaktoren hangiger und —unabhangiger

Risikofaktoren bei der Ent-

stehung idiosynkratischer

Arzneimittelreaktionen.

2.2.1 Arzneistoff-abhangige Risikofaktoren

Eine der Voraussetzungen fur die Entwicklung idiosynkratischer Reaktionen scheint mit den
toxischen Eigenschaften des Arzneistoffmolekiils selbst zusammenhangen. Intrinsisches
toxisches Potential duBBert sich unter anderem in der Fahigkeit, reaktive Metaboliten zu
bilden oder oxidativen Stress auszuldsen. So flihrt die Tuberkulosetherapie mit Isoniazid bei
ca. 20% der Patienten nach der ersten Einnahme zu einer voriibergehenden Erhéhung der
Leberenzyme, auch wenn nur in sehr seltenen Fallen (0,1 -0,2%) tatsédchlich schwere

idiosynkratische Effekte ausgeldst werden (Nolan et al., 1999).

2.2.1.1 Bildung reaktiver Metabolite

Die Bildung reaktiver Metabolite im Zuge der hepatischen Arzneistoff-Biotransformation
gehdrt zu den wichtigsten Mechanismen in der Pathogenese idiosynkratischer Arzneistoff-
toxizitdt (Knowles et al., 2000; Zimmermann, 1999). Bei fast allen Substanzen, die IDRs

auslésen kdnnen, wurden reaktive Metaboliten identifiziert (Li, 2002).

Die Umwandlung eines Arzneistoffes in der Leber besteht aus mehreren Phasen mit jeweils
spezifischen Reaktionen. In der ersten Phase werden die Substanzen durch verschiedene
Cytochrom P450-abhéngige Monooxygenasen (Cyp450) oxidiert, reduziert oder hydrolysiert.
AnschlieBend werden in der zweiten Phase polare hydrophile Molekile, wie Glutathion,

Acetat, Sulfat oder Glucuronat, an die Metaboliten der Phase | konjugiert. Haufig sind die



2. Kenntnisstand

Produkte der Phase | zumeist kurzfristig sogar reaktiver als die Ausgangssubstanz und
tatsachlich werden die meisten IDR-auslosenden Arzneistoffe durch Cyp450-abhangige
Reaktionen zu toxischen Intermediaten metabolisiert (Li, 2002) (Tab. 1). Die schnelle
Entgiftung durch Phase llI-Reaktionen ist aus diesem Grund oft essentiell. Es gibt jedoch
Arzneistoffe, z.B. verschiedene Analgetika mit Carboxylsaure-Grundstruktur, die erst im
Zuge der Phase ll-Konjugationsreaktion in die Lage versetzt werden, kovalente Protein-
addukte zu bilden (Li, 2002) (Tab. 1). In einer dritten Phase werden die konjugierten Arznei-
stoffe in ihrer nun wasserléslichen Form mittels verschiedener Effluxtransporter biliar bzw.
renal ausgeschieden. Ebenso wie eine erhdhte Phase |-abhéngige Biotransformation, kann
somit auch eine reduzierte Phase Il- oder IlI-Entgiftung die Anreicherung radikalischer oder

toxischer Intermediarprodukte zur Folge haben.

Beispiele fir reaktive Metabolite von Arzneistoffen, die mit idiosynkratischer Toxizitat in

Verbindung gebracht werden, sind in Tab. 1 aufgeflhrt.

Tab. 1: Beispiele fur die Bildung reaktiver Metaboliten, die mit idiosynkratischer Toxizitat in Verbin-
dung gebracht werden. Tabelle basierend auf (Kemper und Lai, 2008).

Struktur Reaktiver Phase | Metabolit

Beispiel

Alkene Epoxide Cyp450 Carbamazepin,
' o Furosemid
N N )
Benzol, Heteroaromaten Carbamazepin Thalidomid
0 “NH, 0”7 “NH,
i Acetaminophen,
. Chinone, Diclofenac,
Michael-Akzeptor- Lo X .
Vorlauferstrukturen Cll L, SIS,
Chinonmethide Tacrin,
Acetammophen Troglidazon
Halogenierte Alkane, Acetylchloride, e e Halothan,
Aromatische Amine, Hydroxylamine, F/C\(‘;i: Cypa50 F/C\I;éo Misonidazol,
Nitroaromaten Nitrosoverbindungen  Halothan ¢ ' cl Sulfamethoxazol,
S, @ H\NH O Isoniazid
Hydrazine, kationen, 2 +o. X o Halothan,
Radikalbildner freie Ny NAC | N SNHp L TN Chi '
Radikale Preoniagd ° CH, inone
N~ Isoniazid N
Struktur Reaktiver Phase Il Metabolit Beispiel
. o R
Acylglucuronide N HOOC N
’ —— e} . .. .
Acyl-CoA- K HO~ 5 Nichtopioid-Analgetika
Thioester Carboxylsdure  Acylglucuronid OH (Benoxapmfen»
“ Acylmigration & Protein-NH, Bromfenac, Diclofenac,
Carboxylsauren HOOG Protein-NH, & R.ngoﬁnwg}/ R Tolmeti
OH Um\agerung HOOC oime |'n,
HO% % Zomepirac, ...)
R/< N/Prote\n A Protein”” TroVaﬂOXaCin
6]
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Durch direkte Veranderung zellularer Proteine, wie die Bildung kovalenter Addukte oder die
Oxidation Redox-sensitiver Thiol- bzw. Amino-Gruppen, welche fir die Funktion des Proteins
von Bedeutung sind, kdnnen die Produkte dieser metabolischen Aktivierung zu Gewebs-
schadigungen beitragen (Williams und Park, 2003). Die Mehrheit der IDR-auslésenden
Arzneistoffe wird zu reaktiven Intermediaten metabolisiert, die kovalent an Proteine binden
kénnen (Li, 2002; Tang et al., 1999). Dies stellt einen deutlichen Hinweis fur die Beteiligung

reaktiver Metaboliten am Mechanismus idiosynkratischer Toxizitat dar.

Des Weiteren l6sen einerseits viele der Arzneistoffe, die mit idiosynkratischer Leber-
schadigung in Verbindung gebracht werden, eine Induktion von Cyp450-Enzymen aus und
verursachen andererseits Arzneimittelinteraktionen mit anderen Medikamenten (Kovarik et
al., 1997). Es wird postuliert, dass die Induktion der Cyp450-Aktivitat durch das Arzneimittel
selbst oder durch die Co-Medikation zu htheren Konzentrationen reaktiver Metaboliten fuhrt,

wodurch die Entstehung von IDRs begiinstigt wird (Li, 2002).

Ein weiterer Punkt, der fur eine Beteiligung von reaktiven Metaboliten an IDRs spricht, ist die
Beobachtung, dass sehr potente Arzneistoffe, die in niedrigen Dosen unter 10 mg/Tag
verabreicht werden, nur &uf3erst selten mit IDRs in Verbindung gebracht werden. Umgekehrt
jedoch erhoht die Gabe hoher Dosen von 1 g oder mehr die Wahrscheinlichkeit adverser
Effekte (Uetrecht, 1999). In einer schwedischen Studie konnte gezeigt werden, dass bei
oralen Arzneistoffen, die in einer taglichen Dosis von mindestens 50 mg pro Tag verabreicht
wurden, eine signifikant héhere Inzidenz schwerer DILI-Féalle mit Leberversagen, Trans-
plantation oder Tod auftrat als bei Arzneistoffen mit geringeren Tagesdosen (Lammert et al.,
2008). Tatsachlich konnte fiir einzelne Arzneistoffe, wie Diclofenac, Amoxicillin-Clavulan-
saure und Flucloxacillin, ein Zusammenhang zwischen den beobachteten Leberschaden und

der verabreichten Dosis hergestellt werden (de Abajo et al., 2004).

2.2.1.2 Bildung kovalenter Proteinaddukte — Die ,,Hapten-Hypothese*

Bereits 1935 wurde das erste Mal berichtet, dass die Bindung kleiner Molekiile an Proteine
eine adverse Immunreaktion des Korpers auslosen kann (Landsteiner und Jacobs, 1935).
Wie in Tab. 1 aufgefuhrt, kdnnen viele Arzneistoffe, die mit idiosynkratischer Lebertoxizitat in
Verbindung gebracht werden, Addukte mit Proteinen bilden. Diese kdnnen als Neoantigene
fungieren und zu einer autoimmunvermittelten Toxizitat fuhren, da der Korper die Komplexe

aus Arzneistoff (Hapten) und Protein als ,fremd* ansieht (Li, 2002).

Doch obwohl einige Beispiele, wie die Halothan Hepatitis, fir diese Theorie sprechen,
scheint eine allergische Reaktion in der idiosynkratischen Toxizitat nicht die Regel zu sein.

Nur bei wenigen Patienten mit IDRs sind die typischen Symptome einer allergischen
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Reaktion (Fieber, Hautrotung, Eosinophilie, Autoantikdrper, kurze Latenzzeit, schnelles
Wiederauftreten der Symptome nach erneuter Gabe) zu beobachten (Uetrecht, 2008).

Dennoch wird in der Literatur die Fahigkeit zur Glutathion-Konjugat Bildung und allgemein
das kovalente Bindungspotential einer Substanz als Warnsignale fur potentiell IDR-
auslosende Arzneistoffe vorgeschlagen (Alden et al., 2003; Peters, 2005). Untersuchungen
zeigen zwar, dass es nicht ausreicht, nur die jeweilige Menge an gebildeten Proteinaddukten
zu vergleichen, um IDR-ausldsende von ungeféhrlichen Arzneistoffen zu unterscheiden (Usui
et al., 2009). Andere Studien legen jedoch nahe, dass beispielsweise die erhdhte Reaktivitat
des Benoxaprofen-Acylglucuronids (AG), Proteinaddukte zu bilden, im Vergleich zum
Strukturanalogon Flunoxaprofen-AG, zu der gesteigerten Toxizitdt von Benoxaprofen beitragt
(Dong et al., 2005). Ubereinstimmend damit zieht die pharmazeutische Industrie bereits in
der Praxis die Menge kovalenter Proteinaddukte, die ein Arzneistoff potentiell bilden kann,
als Kriterium in der Arzneistoffentwicklung heran. Bei der Firma Merck ist eine Obergrenze
von 50 pmol Arzneistoffaquivalent pro mg Leberprotein angesetzt. Bei Uberschreitung dieser
Grenze wird versucht, eine weniger reaktive Struktur zu synthetisieren, bzw. es muss eine

detaillierte Nutzen-Risiko-Analyse durchgefiihrt werden (Evans et al., 2004).

2.2.1.3 Die ,,Danger-Hypothese*

Obwohl offensichtlich ein Zusammenhang zwischen idiosynkratischer Toxizitat und der
Bildung reaktiver Metaboliten besteht, scheint die Bildung kovalenter Proteinaddukte jedoch
alleine keine ausreichende Erklarung fur die Entwicklung von IDRs zu sein. Nicht alle
Arzneistoffe, die kovalent an Protein binden, werden mit idiosynkratischen adversen Effekten
in Verbindung gebracht. So wird postuliert, dass die alleinige Antigenprasentation des
Arzneistoffes (Signal 1) nicht ausreicht, um eine Immunantwort auszulésen, da der Korper
eine Immuntoleranz entwickeln kann (Abbildung 2A) (Uetrecht, 1999). Erst die zuséatzliche
Co-Stimulation antigenprasentierender Zellen (APCs) (Signal 2) I|6st die Aktivierung
zytotoxischer T-Zellen und anderer Immunzellen (z.B. Neutrophile) aus, die zur Zerstérung

des Gewebes beitragen (Abbildung 2B).

Uber das genaue Zustandekommen und die Zusammensetzung des co-stimulatorischen

zweiten Signals wurden bereits verschiedene Hypothesen aufgestellt.

Einerseits besteht die Theorie, dass die Co-Stimulation durch Toll-like-Rezeptoren (TLRS)
vermittelt wird, die evolutiondr hoch-konservierte Oberflachenmolekile auf Pathogenen

erkennen (Medzhitov und Janeway, 1997). Matzingers ,Danger-Hypothese* hingegen basiert
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auf dem Konzept, dass Zellstress oder Zelltod zu einer Freisetzung von Alarmsignalen fuhrt

(Abbildung 2B), die dann fur das co-stimulatorische Signal 2 verantwortlich sind (Matzinger,

2002).
A| B
- &F € e &F .
. Reaktiver Kovalente . Reaktiver Kovalente
Arzneistoff Metabolit Bindung an Arzneistoff Metabolit Bindung an
Proteine Proteine
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! \
! v
‘ Zellstress oder Zelltod
5%2 ) (Zytotoxizitat, oxidativer Stress)
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. I
Antigen- <--- - Antigen- v
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Abbildung 2 Das Konzept von Matzingers Gefahrdungstheorie angewandt auf IDRs: Die alleinige
Antigen-Prasentation (Signal 1) reicht nicht aus, um eine Immunantwort auszulésen. Erst beim
Auftreten von Alarmsignalen, die Zellstress oder Zelltod anzeigen, kommt es zur Interaktion zwischen
Oberflachenmolekilen der APC und T-Zellen, was zu deren Aktivierung fuhrt. Abbildung basierend auf
(Kaplowitz, 2005; Park et al., 2000).

Ausgeldst durch den Arzneistoff bzw. seine reaktiven Metaboliten kdnnte eine Stdrung
zellularer Funktionen, Zytotoxizitat, oxidativer Stress oder die Aktivierung bestimmter Signal-
kaskaden zur Freisetzung von Alarmsignalen filhren. Ubersteigen diese co-stimulatorischen
Signale die Kapazitat der adaptiven Reparatur, konnten die Zellen deutlich empfindlicher
gegeniuber den eigenen Abwehrmechanismen des Immunsystems, wie zytotoxischen T-
Zellen, reagieren (Kaplowitz, 2005). Die wichtigsten, als Alarmsignal diskutierten Mediatoren

werden im Folgenden naher erlautert.
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2.2.1.4 Alarmsignale
High mobility group box 1 protein (HMGB1)

HMGB1 (High mobility group box 1 protein) ist ein nukleéres, hochkonserviertes Protein, das
in fast allen eukariotischen Zellen exprimiert wird. In seiner intrazellularen Form bt es unter
anderem die Funktionen der Stabilisierung der Nukleosombildung und die Regulation der
Expression verschiedener Gene aus (Reeves, 2010). Bisher ist bekannt, dass HMGB1 von
aktivierten Makrophagen, reifen dendritischen Zellen und natirlichen Killerzellen (NK) als
Reaktion auf Verletzungen, Infektionen oder andere Entziindungsreize aktiv ausgeschuttet
werden kann (Lotze und Tracey, 2005). Wahrend apoptotische Zellen HMGB1 durch
irreversible Bindung an Chromatin im Zellkern fixieren kénnen, geben nekrotische Zellen
HMGBL1 als l6sliches Protein passiv ab und stellen so ebenfalls eine Quelle fur extra-
zellulares HMGBL1 dar (Harris und Raucci, 2006; Shi et al., 2003). In dieser extrazellularen
Form wird HMGB1 neben den Hitzeschockproteinen (HSPs) als Prototyp der wachsenden
Gruppe an Alarmsignalen bzw. DAMPs (damage-associated molecular patterns) angesehen,
da es ein klares Signal fur vorliegenden Zellstress oder Schaden darstellt (Li und Uetrecht,
2010; Seong und Matzinger, 2004). Einmal in den extrazellularen Raum entlassen, nimmt
HMGB1 Adjuvans-ahnliche Funktionen ein und fihrt durch Bindung an Toll-like-Rezeptoren
und nachfolgender Aktivierung co-stimulatorischer Signalwege zu einer Verlangerung und

Verstarkung von Immunreaktionen (Andersson et al., 2000).

Hitzeschockproteine (HSPs)

Hitzeschockproteine werden aufgrund ihrer Molmasse in verschiedene Klassen, wie
HSP100, HSP90, HSP70 und HSP60 eingeteilt (Schlesinger, 1990). Im Zustand einer
massiv erhohten Proteinsynthese (z.B. wéhrend einer viralen Infektion) oder durch
verschiedene Stressfaktoren (u.a. Temperaturveranderungen) wird die Bildung der Hitze-
schockproteine induziert (Ben-Zvi und Goloubinoff, 2001). Intrazellular Utbernehmen
induzierbare HSPs, wie HSP70, vor allem protektive Aufgaben. Sie katalysieren die Ruck-
faltung von Proteinen in deren korrekte Konformation und verhindern so, dass durch fehl-
gefaltete Proteine Zellschaden entstehen (Agashe und Hartl, 2000; Ben-Zvi und Goloubinoff,
2001). Zusatzliche protektive Eigenschaften liegen moglicherweise in den immun-
modulatorischen Eigenschaften der HSPs. Forschungsergebnisse zeigen, dass der Hitze-
schock Transkriptionsfaktor HSF1 als Repressor der Transkription pro-inflammatorischer
Zytokine wirkt. Dies l&sst vermuten, dass die Induktion der Hitzeschockantwort Entzindungs-

prozessen entgegenwirkt (Cahill et al., 1996; Xie et al., 2002).
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Ahnlich wie bei HMGB1 stellt jedoch die Freisetzung von HSP70 in den extrazellularen
Raum ein deutliches Anzeichen fiur zellularen Stress oder Schaden dar (Harris und Raucci,
2006; Seong und Matzinger, 2004). Im Gegensatz zu intrazellularen HSPs, die eindeutig
anti-inflammatorische Funktionen dbernehmen, fungiert das nach Nekrose in extrazellulare
Kompartimente abgegebene HSP70 als Ligand fiir Toll-like-Rezeptoren. Durch Aktivierung
dendritischer Zellen und natirlicher Killerzellen kann das Hitzeschockprotein die Produktion
pro-inflammatorischer Zytokine induzieren und zur Entstehung von Gewebeschaden bei-
tragen (Asea et al., 2000; Asea et al., 2002; Elsner et al., 2010).

Zytokine & Chemokine (z.B. TNF-a, CINC-1)

Zytokine und Chemokine sind eine Gruppe l6slicher Botenproteine, die von nahezu allen
Kdrperzellen, besonders jedoch denen des Immunsystems, ausgeschittet werden. Die
Hauptfunktion der Zytokine ist die Regulation von Immun- und Entziindungsreaktionen,

wobei sie sowohl Intensitat als auch Art der Immunantwort steuern.

Die Ausschittung von Tumor-Nekrose-Faktor- (TNF-) a gehdrt zu den friihesten Vorgangen
wahrend einer akuten Entziindung. Das Protein wird unter anderem von Monozyten und
Kupffer-Zellen, den Makrophagen der Leber, ausgeschittet (Hewett und Roth, 1993;
Michalek et al., 1980). TNF-a kann zwei zellulare Rezeptoren aktivieren, TNFR1 und TNFR2,
Uber die es einerseits apoptotische Signale auslésen kann. Durch Foérderung der Freisetzung
anderer Zytokine, wie IL-1, IL-8 und IFN-y, wirkt TNF-a aber andererseits als starker
Promotor der Inflammation und kann zusatzlich die Expression der induzierbaren NO-
Synthase erhdhen (Hehlgans und Pfeffer, 2005; Vassalli, 1992).

Das Chemokin CINC-1 (Cytokine-induced neutrophil chemoattractant 1) in der Ratte
entspricht dem humanen IL-8 (Ohkubo et al., 1998) und lUbernimmt nach einer Verletzung
oder Infektion die Funktion eines akuten Phase-Proteins. Dementsprechend ist CINC-1 bei
Leberschadigungen in erhéhten Konzentrationen im Plasma zu finden (Seguin et al., 2005).
Es wird als Alarmsignal angesehen, da seine Freisetzung mit einer Rekrutierung von
Neutrophilen in betroffene Organe einhergeht. Wird diese Chemotaxis bei schweren
Entzindungen nicht bzw. nicht ausreichend begrenzt, so kann es zu einem Multiorgan-

versagen kommen (Campbell et al., 2003).

Neutrophil Gelatinase-associated Lipocalin 2 (NGAL)

Bei NGAL oder Lipocalin 2 handelt sich um ein Glykoprotein, das als bakteriostatisches
Abwehrsystem fungiert. Indem es Enterochelin bindet, ein eisenbindendes Siderophor von E.
coli und Salmonella, werden den Bakterien die Eisenvorréate entzogen (Goetz et al., 2002).

Dementsprechend wird NGAL von neutrophilen Granulozyten und verschiedenen
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Epithelzellen im Zuge von Entzindungsreaktionen oder Zellschaden ausgeschuttet (Bu et
al., 2006; Flo et al., 2004). Aus diesem Grund wurde die Bestimmung von NGAL
urspruinglich als Biomarker fiir Nierenschaden vorgeschlagen (Bennett et al., 2008; Mitsnefes
et al., 2007). Daruber hinaus sind erhohte NGAL-Konzentrationen aber auch im Plasma und
Lebergewebe von Ratten nach Gabe verschiedener hepatotoxischer Arzneistoffe detektiert
worden (Adler et al., 2010; Minami et al., 2005; Seguin et al., 2005).

Die Freisetzung von NGAL wird oft als Marker fir die Aktivierung von neutrophilen
Granulozyten angesehen (Elneihoum et al., 1997), weshalb es einerseits denkbar ware, dass
das Protein auch als Alarmsignal zur Verstarkung von Immunreaktionen beitragen kann. Die
Beobachtung, dass NGAL in empfindlichen Zellen Apoptose auslosen kann, wirde fir diese
Hypothese sprechen (Yousefi und Simon, 2002). Andererseits wird angenommen, dass die
Fahigkeit von NGAL, in neutrophilen Granulozyten spontane Apoptose auszuldsen, eine
protektive Eigenschaft ist, um unkontrolliertes Ausufern von Entziindungsreaktionen zu
verhindern (Yousefi und Simon, 2002). Es wurde beschrieben, dass Lipocalin 2 in Makro-
phagen die durch bakterielles Endotoxin induzierte Zytokinproduktion hemmt und so die
Effekte inflammatorischer Substanzen antagonisiert (Zhang et al., 2008). Des Weiteren gibt
es Hinweise dafir, dass NGAL durch Induktion von Hamoxygenase 1 (HO-1) und Superoxid-
dismutase (SOD) eine anti-oxidative Reaktion auslost (Bahmani et al., 2010) sowie durch
Bereitstellung von freiem Eisen vor reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) schiitzt (Hao et al.,
2011).

Plasminogen activator inhibitor-1 (Pai-1)

Das Enzym Plasminogen activator inhibitor-1 (Pai-1) ist maf3geblich fur die Hemmung der
Fibrinolyse verantwortlich. Enzyme, die fir die Aktivierung des Plasminogens zum fibrino-
lytischen Plasmin zustandig sind, wie gewebsspezifischer Plasminogenaktivator (tPA) und
Urokinase (UPA), werden durch Pai-1 gehemmt. Mindert Pai-1 den Abbau extrazellularer
Matrix, kann eine Fibrinablagerung in den Lebersinuoiden mit reduziertem Blutfluss die
Konsequenz sein. Die daraus resultierende Hypoxie konnte zu einer Depletion von
zellularem ATP fahren, die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies férdern und durch
Einflussnahme auf den intrazellularen pH und die Homéostase von Na*- und Ca?*-lonen zum
Zelltod beitragen (Carini et al., 2000; Lluis et al., 2007). Die Bildung von Pai-1 scheint unter
anderem zur Pathogenese akuter und chronischer Leberschaden beizutragen (Arteel, 2008;
Bergheim et al., 2006) und wird deshalb seit einiger Zeit ebenfalls als mdgliches Alarmsignal
diskutiert (Deng et al., 2009).
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2.2.2 Genetische Pradisposition

Es ist bekannt, dass Mutationen oder Polymorphismen in Genen, welche fir Arzneistoff-
metabolisierende Enzyme, die antioxidative Abwehr oder das Immunsystem codieren, die
Reaktion eines Individuums auf einen Arzneistoff maf3geblich verdndern kdnnen (Williams
und Park, 2003).

2.2.2.1 Arzneistoff-metabolisierende Enzyme und Transporter

Aufgrund der Fahigkeit zur Bildung reaktiver Metaboliten werden Polymorphismen in
Cyp450-codierenden Genen oft als moglicher Risikofaktor in der DILI-Pathogenese

diskutiert.

Einerseits wurden in Patienten mit idiosynkratischer Lebertoxizitat tatséchlich verstarkt
genetische Varianten in Cyp2E1- und Cyp2C8-Genen entdeckt, die z.B. fir die metabolische
Umwandlung der Arzneistoffe Isoniazid (Vuilleumier et al., 2006) und Diclofenac (Daly et al.,
2007) verantwortlich sind. Auch Polymorphismen im Cyp2D6 Gen wurden mit Fallen von
durch Arzneistoffe induzierter Hepatotoxizitat in Verbindung gebracht (Andrade et al., 2009).
Auf der anderen Seite war es nicht mdglich, bei einer Variante des Cyp2C9 Genotyps eine
erhdhte Empfindlichkeit fir IDRs gegentiber Diclofenac auszumachen, obwohl Diclofenac im
Menschen vorwiegend Uber dieses Enzym metabolisiert wird (Aithal et al., 2000). Auch in
einer spanischen Kohorte mit gut fundierter DILI-Diagnose konnte keine Assoziation
zwischen Leberschadigungen und funktionellen Cyp2C9- oder Cyp2C19-Polymorphismen
festgestellt werden (Pachkoria et al., 2007). In der Literatur wird zuséatzlich angemerkt, dass
Polymorphismen in Arzneistoff-metabolisierenden Enzymen flr die Entwicklung von IDRs
keine ausreichende Erklarung darstellen. Denn bei einer reinen Abhéangigkeit der adversen
Reaktionen von der Konzentration reaktiver Metaboliten mussten IDRs relativ einfach durch

Erhéhung der verabreichten Dosis im Tiermodell simulierbar sein (Uetrecht, 2008).

Fur die individuelle Empfindlichkeit gegeniiber IDRs kdnnten auch Defizite in Phase II-
Detoxifizierungsreaktionen verantwortlich sein, da sie zu einer erh6hten Exposition des
Patienten gegeniber reaktiven Metaboliten fihren kdnnen. Eine wichtige Phase II-Konjuga-
tionsreaktion ist die N-Acetylierung von Arzneistoffen mittels der N-Acetyltransferase 2
(NAT2). Schon vor einigen Jahrzenten fiel bei der Gabe des Tuberkulose-Mittels Isoniazid
auf, dass bei den behandelten Patienten ein schneller, intermediarer oder langsamer
Acetylierungstyp vorliegen kann. Besonders die genetische Variante der langsamen NAT2
wird in Patienten aufgrund der schlechteren Entgiftung reaktiver Metabolite mit einer

erhdhten Inzidenz flr DILI in Verbindung gebracht. Dies kann durch die Kombination mit
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einem Polymorphismus im Cyp2E1-Gen noch verstarkt werden (Huang et al., 2003; Huang
et al., 2002).

Auch die Glutathion-S-Transferase (GST) ist ein Phase II-Konjugationsenzym und katalysiert
die Entgiftung reaktiver Metaboliten durch Bildung von Glutathion-Konjugaten. Es wurde
berichtet, dass Individuen mit einem GST T1- und M1 Null-Genotyp ein signifikant hoheres
Risiko aufweisen, DILI zu entwickeln, als die Vergleichspersonen, die diese Enzyme normal
exprimierten. Dieser Zusammenhang konnte vor allem fir Antibiotika und Nichtopioid-
Analgetika (non steroidal anti inflammatory drugs = NSAIDs) nachgewiesen werden (Lucena
et al., 2008). Doch auch bei Troglitazon und dem Alzheimer-Medikament Tacrin wurde das
Auftreten des GST T1- und M1 Null-Genotyps als Risikofaktor fir adverse Lebereffekte
bestétigt (Simon et al., 2000; Watanabe et al., 2003).

Die in Phase Il mit Acetat, Glutathion, Sulfat oder Glucuronat konjugierten Arzneistoffe
werden anschlieRend zu Substraten fur Effluxtransporter der Leber, welche die Metaboliten
entweder in die Sinusoide (basolateral) oder die Gallengange (apikal) transportieren. Bei den
apikalen Effluxpumpen handelt es sich vor allem um Proteine der ABC-Transporter-Familie,
wie MDR- und MRP-Glykoproteine (multidrug resistance(-related) proteins) und Gallensalz-
Exportpumpen (bile salt export pumps = BSEPs). Vor allem im Zusammenhang mit einer
durch Sulindac, Flucloxacillin und Bosentan induzierten Hemmung der kanalikularen BSEP
kann es zu cholestatischen Leberschadden in Patienten kommen (Bolder et al., 1999;
Fattinger et al., 2001; Lakehal et al., 2001).

Neben den Effekten, die durch eine Arzneistoff-bedingte Hemmung auftreten, konnte aber
auch gezeigt werden, dass Patienten mit einer Mutation in BSEP- oder MRD3-codierenden
Genen ein 3-fach erhdhtes Risiko aufweisen, durch verschiedene Arzneistoffe cholestatische
Leberschaden zu entwickeln (Lang et al., 2007; Trauner et al., 2007). Als Grund hierfir wird
diskutiert, dass Gallensauren nach der Exkretion in die Galle normalerweise mit Cholesterin
und Phosphatidylcholin gemischte Mizellen bilden, um eine ,Giftung“ der Galle zu ver-
hindern. Kommt es aufgrund der mangelnden Transporterexpression zu einer Stérung in der
biliaren Exkretion von Phosphatidylcholin, so kdnnen die nicht mizellar vorliegenden
Gallensauren zu einer Schadigung von Gallengangsepithelzellen beitragen (Trauner et al.,
2007).
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2.2.2.2 Antioxidative Abwehr

Die Superoxiddismutase 2 (SOD2) ist ein mitochondriales Enzym, das reaktive
Sauerstoffspezies zur Entgiftung in Wasserstoffperoxid (H,O,) umwandelt, die dann mittels
Katalase (CAT) oder Glutathionperoxidase (GPX) weiter zu Wasser reduziert werden. SOD2
bildet somit einen wichtigen Abwehrmechanismus gegen oxidativen Stress in der Zelle und
eine Polymorphismus-abhangige Hemmung ihrer Aktivitat koénnte zur erhohten
Empfindlichkeit der Zellen fiihren. Uberraschenderweise wiesen aber ausgerechnet
Patienten mit einem SOD2-Genotyp, der zu einer 30-40%-igen Erhdéhung der Enzymaktivitét
fuhrte, ein groReres Risiko flr Arzneistoff-vermittelte Lebertoxizitat auf (Huang et al., 2007).
Fur diesen negativen Effekt konnte jedoch die mit der SOD2-Induktion einhergehende

erhdhte Produktion von H,O, verantwortlich sein.

2.2.2.3 Zytokine und Faktoren des Immunsystems

Man geht davon aus, dass genetische Unterschiede, die Einfluss darauf nehmen, wie die
Zelle auf Entzindungsprozesse anspricht, die individuelle Reaktion eines Patienten auf
Arzneimittel verandern kénnen (Pirmohamed und Park, 2001). Polymorphismen in Genen,
die Interleukin-4 (IL-4) und IL-10 kodieren, wurden beispielsweise in Patienten mit durch
Diclofenac induzierter Hepatotoxizitat signifikant h&ufiger detektiert als in der unbehandelten
Kontrollgruppe sowie in Patienten, bei denen Diclofenac keine Leberschadigung erzeugt
hatte (Aithal et al., 2004). Diese genetischen Unterschiede, die zu einer verminderten
Bildung des entziindungshemmenden Zytokins IL-10 und zu einer vermehrten Bildung von
IL-4 flUhren, kdnnten bei erneuter Gabe des Arzneistoffes eine T-Helfer (Th)-2-vermittelte
Immunantwort bevorzugen und somit zur erhéhten Empfindlichkeit des Patienten beitragen.
Darliber hinaus wurde eine eindeutige Verbindungen zwischen IDRs und spezifischen
Genotypen des humanen Haupthistokompatibilitatskomplexes (MHC bzw. humanes Leuko-
zytenantigen = HLA), der in die Antigenpréasentierung involviert ist, gezeigt. So ist beispiels-
weise die HIV-Therapie mit Abacavir an einen vorherigen Gentest gebunden, bei dem das
Vorhandensein des HLA-B*5701 Genotyps Uberprift wird. Bei Patienten mit diesem Allel
kommt es in bis zu 80% der Falle zu teilweise lebensbedrohlichen Uberempfindlichkeits-
reaktionen (Martin et al., 2004). Auch bei der Behandlung mit Antibiotika wie Flucloxacillin
(Daly et al., 2009) oder Amoxicillin-Clavulansaure (Hautekeete et al., 1999) wurde ein

erhdhtes Risiko fur Leberschadigung bei bestimmten HLA-Genotypen festgestellt.

Zusammenfassend lasst das sehr seltene Vorkommen von IDRs jedoch den Schluss zu,
dass Polymorphismen in einem einzigen Gen als Risikofaktor nicht fir die extreme

Empfindlichkeit der betroffenen Patienten allein verantwortlich sein kénnen. Es wird davon
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ausgegangen, dass erst das Zusammentreffen mehrerer betroffener Gene oder anderer
Risikofaktoren DILI auslost (Holt und Ju, 2006).

2.2.3 Umweltbedingte Risikofaktoren

Die Danger-Hypothese basiert auf dem Konzept, dass Zellstress oder Zelltod zu einer
Ausschittung von Alarmsignalen fuhren kann, welche dann co-stimulatorisch Immun-
reaktionen aktivieren (Matzinger, 2002). Interessant ist, dass der fir die Bildung von Alarm-
signalen bendgtigte Zellschaden nicht nur durch den chemischen Stress des Arzneimittels,
sondern auch nach Kontakt mit bestimmten Umweltfaktoren eintreten kann (Abbildung 2B).
Beispiele fir solche co-stimulatorischen Faktoren sind u.a. Molekule, die der Korper mit
Pathogenen in Verbindung bringt, wie bakterielles Lipopolysaccharid (LPS) oder Poly I:C
(PIC), das eine virale Infektion simuliert. Es kénnen also sowohl durch Alarmsignale, die
nach Schadigung von Zellen freigesetzt wurden (HMGB1 und HSPs) als auch durch Signale,
die mit dem Eindringen von Pathogenen oder anderen Umweltfaktoren einhergehen
(Pathogen-associated molecular patterns; PAMPS), nach Bindung an TLRs die gleichen
Signalkaskaden aktiviert werden (Abbildung 3).

Pathogene
Schaden LPS, Poly I:C
HMGB1, HSP70

o TLRs
W @@
g @ Abbildung 3 Aktivierung von NFkB und MAPK

TNFR \m Signalkaskaden durch Bindung von Pathogen-
oder Schaden-assoziierten molekularen
Strukturen an Toll-like-Rezeptoren mit nach-
folgender Expression verschiedener co-
stimulatorischer Molekile. Signalverstarkung

durch Bindung von TNF-a an den TNF-
Rezeptor.

TNF-a

IL-1b, TNF-a,, INF-y,
iNOS, COX-2, CINC-1

Diese Signalkaskaden werden insbesondere durch Faktoren wie NFkB (nuclear factor
'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells) und MAPK (mitogen activated protein
kinase) reguliert. Bei Aktivierung dieser Signalwege kann die Freisetzung einer Reihe pro-
und anti-inflammatorischer Mediatoren (z.B. COX-2, iINOS, TNF-q, IL-1 oder IFN-y) induziert
werden. Co-Stimulatorische Faktoren, wie TNF-a, kdnnten dann wiederum durch Bindung an

den TNF-Rezeptor zu einer Signalverstarkung fuhren.
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2.2.3.1 Krankheiten

Wahrend in einer ganzen Reihe von Studien im Tier-und Zellmodell gezeigt werden konnte,
dass die Kombination mit Entzindungsfaktoren, wie LPS, die hepatotoxische Wirkung
einiger Arzneistoffe potenziert (siehe Kapitel 2.3), existiert eine Kontroverse hinsichtlich der
Frage ob chronische Lebererkrankungen das Risiko fur DILI im Patienten erhéhen kdnnen.
So gibt es zwar Beispiele, in denen die Erkrankung mit viraler Hepatitis B und C einen
Risikofaktor fur Hepatotoxizitéat bei der Behandlung mit Tuberkulose Medikamenten darstellt
(Lee et al., 2005; Levy, 1997; Wong et al., 2000). Dies konnte jedoch in anderen Studien
nicht bestatigt werden (Hwang et al., 1997). Patienten mit viralem Pfeifferschem Driisen-
fieber oder HIV scheinen hingegen bei Behandlung mit Sulfonamiden und anderen
Antibiotika ein hoheres Risiko gegeniber der Entwicklung von IDRs aufzuweisen (Fischl et
al.,, 1988; Pullen et al., 1967). Klinisch-chemische Marker fiir Lebertoxizitat stellen
klassischerweise die Enzymaktivitditen von Alanin- (ALT) und Aspartat-Aminotransferase
(AST) im Plasma dar. Diese Enzyme liegen normalerweise intrazellular vor und werden bei
Schadigung der Leber vermehrt ins Blut abgegeben. Der Grund fir die erhdhten Leber-
enzymaktivitditen der mit Antibiotika behandelten Patienten konnte jedoch statt in einer
lebertoxischen Reaktion auch in der Virusreplikation liegen. So wurden in Patienten mit
chronischer Hepatitis C spontane Schwankungen der Enzymaktivitditen von ALT und AST
gemessen (Ito et al., 2004). Auch andere Studien dokumentieren Schwierigkeiten bei der
Interpretation ungewohnlicher Lebertestergebnisse in mit HIV und Hepatitis infizierten
Patienten (Ito et al., 2004; Jain et al., 2006).

Daruber hinaus kénnen auch andere krankheitsbedingte Faktoren fiur ein erhéhtes Risiko,
DILI zu entwickeln, verantwortlich sein. In Patienten mit Schuppenflechte erzeugte die
Behandlung mit Methotrexat ein deutlich héheres Risiko fir Leberschéden als in Patienten
mit rheumatoider Arthritis (Tilling et al., 2006). Selbst die Verletzungen, die wahrend
Operationen verursacht werden, scheinen das Risiko fiur die Entstehung von Hyper-
sensitivitatsreaktionen gegeniuber bestimmten Arzneistoffen um ein 10-faches zu erhdhen
(Ellrodt et al., 1984).

Vor allem aber mitochondrialer bzw. oxidativer Stress, der durch Krankheiten wie Diabetes,
Ubergewicht oder Fettleber tber einen langen Zeitraum hinweg entstehen kann, gilt als
moglicher Risikofaktor fur IDRs (Boelsterli und Lim, 2007). So kann eine gestdrte Funktion
der Mitochondrien zur erhdhten Bildung reaktiver Sauerstoffspezies fiihren, was mit Lipid-
peroxidation, Triglyceridakkumulation und Zelltod einhergehen kann (Berson et al., 1998;
Pessayre et al., 2001). Doch neben den zugrundeliegenden Risikofaktoren sind viele

Arzneistoffe, die mit IDRs in Verbindung gebracht werden, alleine schon in der Lage,
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mitochondriale Dysfunktionen auszulésen (Masubuchi, 2006). Die reine Stérung des Lipid-
und Energiemetabolismus der Zelle durch einen Arzneistoff reicht aber als Begriindung fir
die Entstehung von IDRs nicht aus (Zhang et al., 2011). Denn dann misste es durch
entsprechende Erhdhung der Dosis mdglich sein, IDRs im Tiermodell zu reproduzieren.
Daruber hinaus stellt ein gestorter Lipid- und Energiemetabolismus keine Erklarung fur das
meist verzogerte Einsetzen der adversen Reaktion dar. Die Hypothese, dass zusétzlich zum
oxidativen Stress, der durch den Arzneistoff induziert wird, noch ein weiterer Faktor
vorhanden sein muss, um eine Leberschadigung auszuldsen, wurde von Ong et al. in einem
Mausmodell getestet. Die Tiere wiesen eine partielle Defizienz in der anti-oxidativen
Superoxiddismutase 2 (SOD2*) auf, was chronischen mitochondrialen Stress erzeugte.
Nach taglicher Gabe von 30 mg/kg Troglitazon zeigte sich nach 4 Wochen nur bei den
SOD2" Mausen eine Erhdhung der ALT-Aktivitit und vereinzelte Bereiche mit hepato-
zellularer Nekrose, wahrend die Wildtyp-Kontrolle die Behandlung tolerierten ohne eine
Leberschadigung zu entwickeln (Ong et al.,, 2007). Diese Ergebnissen bestatigen die
Hypothese, dass bestimmte Krankheiten, wie Diabetes, Ubergewicht oder Fettleber, welche
zu chronischem oxidativem Stress oder mitochondrialer Dysfunktion fihren, die
Hepatotoxizitat nicht-toxischer Arzneistoffe erhéhen kdnnen.

2.2.3.2 Co-Medikation

Es wird davon ausgegangen, dass eine durch das Arzneimittel bzw. die Co-Medikation
bedingte Veranderung der Cytochrom P450-Aktivitéat zu einer vermehrten Bildung reaktiver
Metaboliten fihren kann und somit moglicherweise die Entstehung von IDRs beginstigt
(Kovarik et al., 1997; Li, 2002). Nekrotischer Zelltod in der zentrilobularen Zone der Leber,
also dort wo auf Grund der hohen Cyp450-Aktivitat die Bildung der meisten reaktiven
Metaboliten stattfindet, gehdrt zu den charakteristischen Merkmalen schwerer DILI
(Bjornsson et al., 2007).

Eine ganze Reihe von Arzneistoffen ist einerseits in der Lage, die Aktivitat verschiedener
Cyp450-Enzyme zu induzieren. Es gibt Hinweise, dass z.B. Rifampicin, ein Induktor
mikrosomaler Enzyme, das Risiko einer Leberschadigung durch das Antibiotikum Isoniazid
erhohen kann (Steele et al., 1991). Auf der anderen Seite gab es einen Fall, in dem das
Cyp2D6-inhibierende Neuroleptikum Thioridazin die Plasmakonzentration von Trazodon,
einem Antidepressivum, so erhghte, dass eine Kombination der beiden Arzneistoffe eine
schwere Leberschadigung ausldste (Hull et al., 1994). Allgemein wird davon ausgegangen,

dass die Kombination von einem oder mehrerer hepatotoxischer Arzneistoffe das Risiko,
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DILI zu entwickeln, um den Faktor 6 erhéht (de Abajo et al., 2004). Eine auswertende Studie
Uber 3695 Patienten, die auf Grund adverser Arzneimittelreaktionen in die Klinik eingewiesen
wurden, wies darauf hin, dass der einzige Wert, der offensichtlich Einfluss auf die Ausbildung
der adversen Effekte hatte, die Anzahl der jeweils eingenommenen Medikamente war
(Davies et al., 2009).

2.2.3.3 Alter und Geschlecht

Hohes Alter stellt keinen generellen Risikofaktor fur IDRs dar, kann aber durch eine
Veranderung der ADME Parameter (Adsorption, Distribution, Metabolismus und Elimination
des Arzneistoffes) die Empfindlichkeit fur die Entwicklung von DILI erhdhen. Bei der
kombinatorischen Behandlung mit Isoniazid und Rifampicin stellten einerseits &ltere Frauen
eine Risikogruppe dar (Gronhagen-Riska et al., 1978). Auf der anderen Seite gibt es vor
allem bei Kindern bekannte Uberempfindlichkeitsreaktionen gegen Aspirin und Valproinsaure
(Bell und Chalasani, 2009).

Auch das Geschlecht kann Einfluss auf die Unterschiede in der Empfindlichkeit der Leber
gegeniber verschiedenen Medikationen haben. Autoimmun-vermittelte DILI treten fast
ausschlieBlich bei Frauen auf (Zimmermann, 1999). Auch gegenuber Leberschaden, die mit
Halothan, Flucloxacillin, Isoniazid oder Chlorpromazin assoziiert sind, scheinen Frauen ein
hoheres Risiko aufzuweisen, wohingegen Manner empfindlicher auf Azathioprin reagieren
(Chalasani und Bjornsson, 2010). Selbst der Phanotyp des hepatotoxischen Schadens
scheint Geschlechter-typisch zu variieren. Wéahrend Frauen unter 60 Jahren deutlich 6fter
hepatozellulare Schaden aufwiesen als gleichalte Manner, so waren sie ab einem Alter von
Uber 60 signifikant weniger haufig von cholestatischen DILI betroffen als Manner gleichen
Alters (Chalasani et al., 2008). Der Grund fur diese Haufung ist nicht bekannt, dennoch
scheint es einen Zusammenhang zwischen dem weiblichen Geschlecht und der Schwere der
durch Arzneistoffe induzierten Leberschadigung zu geben. In einer Studie tber fulminantes
Leberversagen wurde berichtet, dass 90% der Patienten weiblich waren (Lucena et al.,
2009). Daruber hinaus bendtigen in den USA wesentlich mehr Frauen aufgrund von
schwerer DILI eine Lebertransplantation als Manner (Lucena et al., 2009; Russo et al.,
2004).
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2.3 ldiosynkratische Arzneimittelreaktionen im Tiermodell

2.3.1 Postulierte Mechanismen

Eines der gréRten Probleme im Zusammenhang mit idiosynkratischen Reaktionen ist die
mangelnde Pradiktivitat. Die Zeitspanne vom Beginn der Therapie des Patienten bis zum
Eintreten der adversen Wirkung ist extrem variabel und kann von mehreren Tagen bis hin zu
einigen Monaten reichen (Kaplowitz, 2005; Uetrecht, 2007; Uetrecht, 2008; Waring und
Anderson, 2005). Um diesen verzégerten Effekt zu erklaren, wurden in den letzten Jahren
vor allem zwei mdgliche Hypothesen diskutiert.

Auf der einen Seite geht die mitochondriale Hypothese davon aus, dass der Arzneistoff bzw.
dessen reaktive Metaboliten zu einer Schadigung der Mitochondrien fiihrt, die so gering ist,
dass sie keine sichtbaren adversen Effekte auslost. Akkumuliert jedoch der mitochondriale
oder oxidative Stress nach und nach in der Zelle, so kann sich nach Erreichen einer
kritischen Schwelle plotzlich Lebertoxizitat entwickeln. So soll erklart werden, warum die
adverse Reaktion oft mit erst wochenlanger Verzégerung eintritt und warum Krankheiten, wie
Diabetes, Ubergewicht oder Fettleber, die mit chronischem oxidativen Zellstress einher-
gehen, als zusétzliche Risikofaktoren gelten (Boelsterli und Lim, 2007).

Auf der anderen Seite wird in der Literatur diskutiert, dass bestimmte Umweltfaktoren, wie
Co-Medikation, Alkoholkonsum oder Krankheiten, potentiell zu einer erhéhten Konzentration
bakterieller Endotoxine (Lipopolysaccharid = LPS) im Plasma fuhren konnen (Abbildung 4).
Diese gesteigerten LPS-Konzentrationen konnen mit vorubergehenden Entziindungs-

reaktionen oder zellularem Stress einhergehen.
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Abbildung 4 Mdgliche Ausldser fur temporare Entziindungen oder zellularen Stress. Abbildung nach
Roth et al. (2003).

Darauf basierend entwickelte Roth et al. seine Hypothese, wonach Episoden von

Entzindungszustanden voriibergehend die Schwelle der Toxizitat eines Arzneistoffes
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herabsenken konnen (Roth et al.,, 2003). Ubereinstimmend mit der Danger-Hypothese
werden die Zellen durch Hochregulation co-stimulatorischer Faktoren oder Alarmsignale
moglicherweise so weit sensibilisiert, dass selbst eine therapeutische Arzneistoffdosis
toxische Auswirkungen haben kann (Abbildung 5) (Matzinger, 2002).
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Abbildung 5 Herabsenken der Schwelle fir Toxizitdt durch voribergehende Entziindungen.
Abbildung nach Roth et al. (2003).

Im Gegensatz zur mitochondrialen Hypothese wird hier nicht davon ausgegangen, dass eine
Akkumulation geringer ,Stressdosen” zur Senkung der Schwelle fir Toxizitat fuhrt, sondern
dass ein durch Umweltfaktoren ausgeltstes einmaliges Entziindungsgeschehen ebenfalls
daflir ausreicht. Diese unvorhersehbaren, temporaren Veranderungen der toxikokinetischen
und toxikodynamischen Eigenschaften eines Arzneimittels auf Grund verschiedenster
Umweltfaktoren kénnten jedoch auch erklaren, warum idiosynkratische Toxizitdt so selten

und unkalkulierbar auftritt.

2.3.2 Tiermodelle

2.3.2.1 Mitochondriale Stérungen

Basierend auf der mitochondrialen Hypothese wurde ein Mausmodell entwickelt, bei dem die
Tiere, ausgeldst durch partielle Defizienz der Superoxiddismutase (SOD2*), unter leichtem
mitochondrialem Stress leiden. Mit Hilfe dieses Modells sollte eine genetische Anomalie der
Mitochondrien simuliert werden. Diese Pradisposition kdnnte Individuen mdoglicherweise
empfindlicher gegeniiber Arzneistoffen machen, die in der Leber bioaktiviert werden und
Mitochondrien zusatzlichen Schaden zufligen. Es zeigte sich, dass die Gabe verschiedener
Arzneistoffe, wie Troglitazon, Flutamid und Nimesulid, nur in SOD2* Mausen und nicht in
Wildtyp Mausen nach einer mehrwochigen Latenzzeit nekrotische Leberzellschaden
induzierte (Kashimshetty et al., 2009; Ong et al., 2007; Ong et al., 2006). Dies wurde auf

erhéhten mitochondrialen Stress in den empfindlicheren Tieren zurlckgefuhrt, der u.a.
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anhand der vermehrten Bildung oxidierter Proteine und Superoxidanionen nachgewiesen
wurde (Ong et al., 2007).

In einem weiteren Modell wurde ebenfalls versucht, die Tiere durch erh6hten oxidativen
Stress empfindlicher gegentiber den toxischen Effekten eines Arzneimittels zu machen. Die
y-Glutamatcysteinligase (y-GCL) ist maRRgeblich an der Synthese von Glutathion, einem
wichtigen Faktor der korpereigenen anti-oxidativen Abwehr, beteiligt. In einem y-GCL-
knockdown Modell wurde die hepatische GSH-Konzentration auf etwa 20% herabgesenkt.
Dies sensibilisierte die Tiere gegenuber der akuten Toxizitat von Diclofenac und Nimesulid
und fuhrte im Gegensatz zu den Wildtieren zu einem signifikanten Anstieg der ALT-
Aktivitaten (Morita et al., 2009). Die hepatotoxische Wirkung wurde hier auf die mangelnde
Kapazitat der GSH-depletierten Tiere zur Entgiftung reaktiver Metaboliten zurtickgefiihrt.

Die genaue Bedeutung der reaktiven Metaboliten bei der Entstehung von Lebertoxizitat in
Tieren mit verminderter oxidativer Abwehr ist jedoch noch nicht geklart. In einem weiteren
Mausmodell wurde der Nrf2 Transkriptionsfaktor, der als Sensor fir elektrophilen oder
oxidativen Stress dienen kann und u.a. die Expression anti-oxidativer Gene wie SOD2 und
y-GCL vermittelt, ausgeschaltet. Es konnte zwar gezeigt werden, dass Nimesulid nach
Aktivierung Uber Cyp2C Enzyme reaktive Metaboliten bildet, die kovalent an Proteine binden
und auch eine Aktivierung des Nrf2 Transkriptionsfaktors bewirken. Dennoch fiihrte die
verminderte Fahigkeit der Nrf2” Mause, auf elektrophilen Stress der reaktiven Metaboliten zu

reagieren, bei Gabe von Nimesulid nicht zu einer erhdhten Toxizitat (Kale et al., 2010).

2.3.2.2 Temporéare Entziindungsreaktionen

Die Hypothese von Roth et al. geht davon aus, dass ein durch Umweltfaktoren induzierter
Anstieg der LPS-Konzentration im Plasma die individuelle Empfindlichkeit gegeniber
Arzneistoffen erhéhen kann (Roth et al., 2003).

Ausgehend von dieser Hypothese wurde ein Modell entwickelt in dem den Tieren zusatzlich
zu einem Arzneistoff zur Simulation einer bakteriellen Entziindung eine einmalige Dosis LPS
verabreicht wurde. In diesem Modell konnte fiir eine steigende Anzahl von Arzneistoffen, die
mit IDRs in Verbindung gebracht werden, gezeigt werden, dass die zusatzliche Endotoxin-
Gabe zu einer Potenzierung der Lebertoxizitat fihrt. Beispiele fur diese Arzneistoffe sind
Amiodaron (Lu et al., 2012), Chlorpromazin (Buchweitz et al., 2002), Diclofenac (Deng et al.,
2006), Monocrotalin (Yee et al., 2003), Ranitidin (Luyendyk et al., 2003; Tukov et al., 2007),
Sulindac (Zou et al., 2009) und Trovafloxacin (Waring et al., 2006).
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Es wird angenommen, dass die ausgeloste Entzindung durch Hochregulation pro-
inflammatorischer Zytokine, wie TNF-a, und einer durch Chemokine induzierten Migration
von Neutrophilen in die Leber die Versuchstiere wesentlich empfindlicher gegeniber einer
leberschadigenden Wirkung der Arzneimittel macht (Deng et al., 2009). Daruber hinaus wird
vermutet, dass auch eine Aktivierung der Hamostase und hypoxische Zustande aufgrund

von Fibrinablagerungen zur Pathogenese beitragen kénnen (Zou et al., 2009).

Neben der bakteriellen Entzindung gibt es den Ansatz, den Arzneistoff gemeinsam mit
Poly I:C (PIC) zur Simulation einer viralen Infektion zu verabreichen. Einerseits fihrte die
einmalige Gabe von PIC vor dem Anasthetikum Halothan aufgrund der durch PIC induzierten
Hemmung der Cyp450-abhéangigen Halothan Biotransformation zu einer verringerten
Leberschadigung (Cheng et al., 2009). Auf der anderen Seite erzeugte die kombinatorische
Behandlung mit PIC 6h nach Halothan verglichen mit Tieren, die nur Halothan oder nur PIC
erhielten, eine deutliche Verstarkung der Leberschadigung mit hepatozellularen Nekrosen
(Cheng et al., 2009). Ahnlich wie bei LPS scheint auch hier die Aktivierung von Immunzellen
mit Ausschiittung pro-inflammatorischer Faktoren, wie TNF-a, und pro-apoptotischer Signale,
wie FasLigand (FasL), eine wichtige Rolle in der Pathogenese und der erhéhten

Empfindlichkeit der Tiere zu spielen.
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2.4 Diclofenac als Modellsubstanz fir idiosynkratische

Arzneimittelreaktionen

Diclofenac (2-((2,6-Dichloranilino)phenyl)acetat) ist ein Arzneistoff aus der Gruppe der
Nichtopioid-Analgetika (non steroidal anti inflammatory drugs = NSAIDs) mit einer Phenyl-
essigsaure Grundstruktur. Aufgrund seiner antipyretischen, analgetischen, antiphlogistischen
und antirheumatischen Wirksamkeit wird Diclofenac (Dcl) bei leichten bis mittleren
Schmerzen und Entziindungen, wie z.B. bei Rheuma, Prellungen, Zerrungen und Arthrose,

eingesetzt.

2.4.1 Pharmakologische Wirkung und Toxizitat von Diclofenac

Seit der kommerziellen Einfihrung des Arzneistoffes wurde Diclofenac von mehr als einer
Milliarde Patienten genutzt und rangiert somit auf Platz 8 der am haufigsten verkauften
Arzneistoffe weltweit (Barden et al., 2004; Gottlieb, 1985). Der Mechanismus seiner
pharmakologischen Wirkung beruht auf einer Hemmung der Prostaglandinsynthase 1 und 2
(Griswold und Adams, 1996). Diese Enzyme, auch Cyclooxygenasen (COX) genannt,
katalysieren den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt in der Synthese von Prostaglan-
dinen und Thromboxanen aus Arachidonsaure und spielen aus diesem Grund eine zentrale
Rolle in der Regulation von Entziindungsgeschehen. Die beiden COX Isoformen kommen in
verschiedenen Zelltypen vor und sind durch Unterschiede in der Substratspezifitat pharma-
kologisch unterschiedlich beeinflussbar. Allgemein wird COX-1 konstitutiv in allen Zellen
exprimiert und ist u.a. durch Regulation der Magensaureproduktion fiir den Schutz der
Magen- und Darmschleimhaut zustandig. Die COX-2-Aktivitat hingegen kann im Zuge von
Entziindungsgeschehen u.a. in Makrophagen induziert werden und ist daher fir Schmerz-

signale und Schwellungen verantwortlich (DeWitt, 1999).

Diclofenac ist ein nicht-selektiver Inhibitor dieser Enzyme. Die gewiinschte entziindungs-
hemmende Wirkung wird auf die Hemmung der COX-2 zuriickgefuhrt, wahrend die
gleichzeitige Hemmung der COX-1 wahrscheinlich der Grund fir eine Reihe von Neben-
wirkungen, wie Schéadigungen des Magen-Darmtraktes bis hin zu Geschwirbildung und
Blutungen ist (DeWitt, 1999; Griswold und Adams, 1996).

Die Gabe von Diclofenac wird mit seltenen, aber schwerwiegenden Féllen idiosynkratischen
Leberversagens in Verbindung gebracht (Aithal, 2004; Banks et al., 1995; Dunk et al., 1982;
Helfgott et al., 1990; Scully et al., 1993; Walker, 1997). Es wird davon ausgegangen, dass
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etwa 3-4 von 100.000 Patienten nach der Einnahme von Diclofenac schwere Leberschaden
entwickeln, wobei die Letalitatsrate von diesen bei ca. 8% liegt (Banks et al., 1995; Iveson et
al., 1990). Interessanterweise weisen aber ca. 10-20% der Patienten nach regelméaRiger
Diclofenac-Gabe schon einen leichten Anstieg der Serumtransaminasen (ALT und AST) auf
(Ciccolunghi et al., 1978). Uber 3% der Patienten zeigen sogar einen ALT/AST-Anstieg der
den Referenzbereich der Leberenzyme um mehr als 3-fache Ubersteigt (Laine et al., 2009).
Dies spricht daftr, dass Diclofenac ein inharentes Potential besitzt, Leberschaden
auszulésen. Der Grund fur diese intrinsische Toxizitat konnte in der Bereitschaft zur Bildung
reaktiver Metaboliten liegen oder auch in der Induktion co-stimulatorischer Faktoren, die zu

einer adversen Reaktion beitragen (Li, 2002).

Daruber hinaus scheint auch das Immunsystem in die Pathogenese der durch Diclofenac
induzierten Leberschadigung involviert sein. Zuséatzlich zur erhéhten Empfindlichkeit in
Patienten mit Polymorphismen in Zytokin-codierenden Genen (Aithal et al., 2004) wurde in
einer Tierstudie mit akuter Diclofenac-Toxizitat gezeigt, dass IL-1 und IL-17 eine wichtige
Rolle spielen (Yano et al., 2012). Diese Zytokine kdnnen u.a. durch ihre pro-inflamma-
torischen Eigenschaften zur Aktivierung und Rekrutierung von Leukozyten, wie Neutrophilen,
in die Leber beitragen und Immunreaktionen verstarken. In einer Studie von Deng et al.
konnte gezeigt werden, dass eine vorlibergehende Entziindungsreaktion bei Ratten zu
einem deutlichen Anstieg der Serumtransaminasen nach einmaliger Diclofenac-Gabe flhrt
(Deng et al., 2006). Kritisch wird diese Erkenntnis, bedenkt man, dass gerade Patienten mit
entzindungsbedingten Krankheiten besonders haufig Diclofenac nehmen und allgemein
Nichtopioid-Analgetika heutzutage die am haufigsten verschriebenen Arzneimittel gegen

akute und chronische Entziindungssymptome sind.

Auch klinische Daten lassen die Vermutung zu, dass krankheitsbedingte Faktoren zum
Risiko der durch Diclofenac induzierten Leberschadigung beitragen (Boelsterli, 2003).
Besonders rheumatoide Arthritis kann im Patienten das Risiko, eine durch NSAID-Gabe
induzierte Leberschadigung zu entwickeln, um das 10-fache erhéhen (Garcia Rodriguez et
al., 1994). Auch Osteoarthritis scheint speziell fir die Gabe von Diclofenac einen Risikofaktor
darzustellen (Banks et al., 1995). Die genauen Mechanismen, welche die erhohte
Empfindlichkeit der betroffenen Patienten mit den jeweiligen Krankheiten in Verbindung
bringen, sind bisher noch nicht aufgeklart. Es wird spekuliert, dass beispielsweise eine
krankheitsbedingte Stérung mitochondrialer Funktionen dazu beitragen kann. Darlber
hinaus konnte Diclofenac in bereits bestehende Entziindungsvorgange negativ eingreifen,
indem es die komplexe Regulation im Netzwerk von pro- und anti-inflammatorischen
Zytokinen und Chemokinen stort (Boelsterli, 2003).
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2.4.2 Biotransformation von Diclofenac

Die Biotransformation von Diclofenac kann Uber zwei mdgliche Wege erfolgen, eine Acyl-

glucuronidierung und eine Arylhydroxylierung (Abbildung 6).

Zum einen wird der Arzneistoff durch UDP-Glucuronosyltransferasen (UGT), UGT2B1 in der
Ratte bzw. UGT2B7 im Menschen, an der Acetatgruppe mit Glucuronsaure konjugiert (King
et al.,, 2001). Glucuronidierung als Phase Il Reaktion dient normalerweise der Entgiftung

reaktiver Metaboliten, die nach Konjugation als Substrate der Gallentransporter erleichtert
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Abbildung 6 Metabolisierung von Diclofenac und potentielle Bildung reaktiver Metaboliten.

Diclofenac kann jedoch durch Bildung eines Acylglucuronids (Dcl-AG) bioaktiviert werden.
Mittels Transacylierung ist Dcl-AG in der Lage, entweder direkt Nukleophile wie Proteine zu
acylieren oder nach Umlagerung des Glucuronsaurerestes Schiffsche Basen-Addukte mit
Proteinen oder Lysinresten zu bilden (Hargus et al., 1995; Kretz-Rommel und Boelsterli,
1994; Masubuchi et al.,, 2001). Die Bildung Acylglucuronid-abhéngiger kovalenter Dcl-
Proteinaddukte kann einerseits Proteinaktivitaten veréndern, andererseits immunvermittelte
adverse Reaktionen gegen Protein-Hapten-Komplexe auslésen und so zur Hepatotoxizitat
beitragen (Pirmohamed et al., 1996; Srivastava et al., 2010; Usui et al., 2009).
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Auf der anderen Seite wird Diclofenac CytochromP450-abhéngig zum 4‘- und 5-Hydroxy-
Diclofenac aktiviert. Diese Reaktion wird in der Ratte tGiber Cyp3A, CYP2C, Cyp2C6 (Bruyere
et al., 2009), 2C7 und 2C11 (Masubuchi et al., 2001; Tang et al., 1999) und im Menschen
Uber Cyp3A4 und Cyp2C9 (Tang et al., 1999) katalysiert. Die Cyp450-abhéngigen
Metaboliten kdnnen weiter zu reaktiven Chinoniminen oxidiert werden (Boelsterli, 2003), die
durch ,Redox cycling“ oxidativen Stress auslésen oder ebenfalls kovalent an Protein- und
Nicht-Protein-SH-Gruppen, wie Glutathion, binden kénnen (Shen et al., 1999; Tang et al.,
1999).

Eine Moglichkeit die Entstehung dieser reaktiven Metaboliten nachzuweisen, ist die mit
Glutathion (GSH) gebildeten Addukte mittels LC-MS/MS zu quantifizieren. Auch die Dcl-GSH
Abbauprodukte, die Mercaptursauren, kénnen in Urin und Serum nachgewiesen werden und
einen Hinweis auf das Ausmald der Bioaktivierung von Diclofenac zu reaktiven Zwischen-

produkten geben.
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Abbildung 7 Aktivierung von Nrf2/KEAP1
und Transkription von Nrf2 gesteuerten
Genen als Reaktion auf elektrophilen oder
oxidativen Stress

Auch die Aktivierung des Nrf2-Signalweges kann als Indikator fur den mdglichen Anstieg
reaktiver Metaboliten verwendet werden (Leone et al., 2007). Die Aktivierung der Nrf2
Signalkaskade ist einer der wichtigsten Mechanismen der Zelle, auf oxidativen und/ oder
elektrophilen Stress zu reagieren (Klaassen und Reisman, 2010; Niture et al.,, 2010). Im
ungestressten Zustand wird der Nrf2 Transkriptionsfaktor durch Kopplung an KEAP1 in
seiner inaktiven Form im Zytoplasma gehalten. Bei Oxidation der Redox- bzw. Elektrophil-
sensitiven Cysteinreste, beispielsweise durch reaktive Metaboliten, I6st sich KEAP1 ab und
Nrf2 kann in den Zellkern wandern (Abbildung 7). Hier bindet Nrf2 an die DNA und induziert
die Expression von Genen der anti-oxidativen Abwehr. Die Expressionsverdnderungen
dieser Enzyme, wie Hamoxygenase 1 (HO-1), GCL oder SOD, kénnen als Hinweis auf

oxidativen bzw. elektrophilen Stress mittels gRT-PCR Analyse bestimmt werden.
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3 Zielsetzung der Arbeit

Idiosynkratische Arzneimittelreaktionen (IDRs) sind einer der Hauptgriinde fur das Scheitern
klinischer Studien oder die Ricknahme eines Arzneistoffes vom Markt. Aufgrund der
mangelnden Pradiktivitat stellen sie ein unkalkulierbares gesundheitliches Risiko fir den
Patienten und finanzielles Risiko fur die pharmazeutische Industrie dar. Aus diesem Grund
ist es noétig, angemessene Modelle zu entwickeln, die sowohl bei der Identifizierung kritischer
Arzneistoffkandidaten als auch bei der Vorhersage unerwarteter toxischer Reaktionen helfen
kénnen. Die Voraussetzung hierfir ist jedoch ein besseres und detaillierteres Verstandnis
der Mechanismen, welche der Entstehung idiosynkratischer Arzneimittelreaktionen zugrunde

liegen

Die Hypothese von Roth et al. besagt, dass Episoden von Entziindungszustanden, die u.a.
durch Arzneistoff-unabhangige Stressfaktoren hervorgerufen werden kénnen, vorlber-
gehend die Schwelle der Toxizitat eines Arzneistoffes herabsenken kdénnen (Roth et al.,
2003). Im Einklang mit der Danger-Hypothese sollen die Zellen durch Hochregulation co-
stimulatorischer Faktoren oder Alarmsignale mdglicherweise so weit sensibilisiert werden,
dass selbst eine therapeutische Arzneistoffdosis toxische Auswirkungen haben kann
(Abbildung 5) (Matzinger, 2002).

In den vorliegenden Untersuchungen wurde Diclofenac (Dcl) als Modellarzneistoff
verwendet, der mit seltenen aber schwerwiegenden Fallen idiosynkratischer Leber-
schadigung in Verbindung gebracht wird. Das erste Ziel dieser Studie war es, die Hypothese
Zu testen, ob neben einer bakteriellen Inflammation, simuliert durch LPS, auch die einmalige
Gabe anderer Stressfaktoren, wie die Simulation einer viralen Inflammation (Poly I:C) oder
Glutathiondepletion (BSO), den Schwellenwert der Dcl-Toxizitat herabsetzen kénnen. Hierzu
erhielten Ratten eine Woche lang orale, therapeutische Dosen Diclofenac und am letzten
Tag zusatzlich einen der Arzneistoff-unabhdngigen Stressfaktoren. Durch Analyse der
Leberenzymaktivitaten im Serum und histopathologische Untersuchungen der Lebern wurde

das Ausmal} der Hepatotoxizitat in den einzelnen Behandlungsgruppen bestimmt.

Als zweites Ziel sollte die Hypothese untersucht werden, ob diese Stresssituationen den
Metabolismus von Diclofenac mdglicherweise temporar negativ veradndern, da eine
reduzierte Entgiftung oder vermehrte Bildung toxischer Metaboliten, wie Chinonimine und
Acylglucuronide, bzw. die Bildung kovalenter Proteinaddukte, zu erhdhter Toxizitat fuhren

konnte (Abbildung 8). Hierzu wurden einerseits mittels LC-MS/MS die Konzentrationen von
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Diclofenac, den wichtigsten Dcl-Metaboliten und die Menge an kovalent gebundenem Dcl in
Leber und Plasma der Tiere quantifiziert. Darlber hinaus wurde mit Hilfe von gRT-PCR
Analysen Veranderungen in der Genexpression Diclofenac-metabolisierender Enzyme sowie

Nrf2-abhangiger Gene als Marker fuir oxidativen bzw. elektrophilen Stress bestimmt.
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Abbildung 8 Anderungen im Arzneistoffmetabolismus (Hypothese 2), sowie Erhohung der Empfind-
lichkeit fur Toxizitat (Hypothese 1) durch Bildung co-stimulatorischer Faktoren (Hypothese 3) aufgrund
verschiedener Umwelt- bzw. Stressfaktoren.

Als drittes Ziel sollte schlieBlich untersucht werden, ob der Einfluss der Stressfaktoren bzw.
der moglicherweise verénderte Zustand des Metabolismus eine Hochregulation co-stimula-
torischer Faktoren bewirkt. Pro-inflammatorische Zytokine, wie IL-18 und TNF-a, oder
DAMPs, wie extrazellulares HMGB1 und HSP70, kénnten als Alarmsignale fungieren und die
Empfindlichkeit des Organismus gegenlber den toxischen Effekten des Arzneistoffes
erhéhen. Dariber hinaus konnten die verabreichten Stressfaktoren aber auch durch
Beeintrachtigung schitzender Systeme, wie der Hitzeschockreaktion, zur erhdhten
Suszeptibilitat der mit Diclofenac behandelten Tiere beitragen. Hierzu wurden mittels gRT-
PCR Verénderungen in der Expression von Alarmsignalen sowie von NFkB- und MAPK/AP1-
abhangigen, co-stimulatorischen Genen untersucht. Dariber hinaus wurden die Protein-
konzentrationen verschiedener Zytokine und Alarmsignale im Plasma mittels ELISA
bestimmt. Die Konzentration weiterer Entziindungsmediatoren im Lebergewebe, wie Prosta-
glandine, Leukotriene und Thromboxane, wurde mit Hilfe von LC-MS/MS Messungen

guantifiziert.



4, Material und Methoden

4 Material und Methoden
4.1 Material

4.1.1 Technische Gerate

Tab. 2: Typ und Hersteller der verwendeten technischen Geréate

Gerate und Materialien

Hersteller

Autoklav

Melag Medical, Berlin, Deutschland

Brutschrank, HERA cell

Heraeus, Hanau, Deutschland

Glas/Teflon Potter zur Gewebehomogenisierung

VWR Intern., Darmstadt, Deutschland

Heizblock

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

LC-MS/MS: Autosampler Agilent Series 1100 LC
Pumpe Agilent Series 1100 LC

API 3000° Triple Quadrupole MS

Agilent, Waldbronn, Deutschland
Agilent, Waldbronn, Deutschland
Applied Biosyst., Concord, ON, Canada

Luminex 100® Platform zur Protein-Multiplex Messung

Luminex Corp., Austin, TX, USA

Luminex MultiScreenyrs Vacuum Absaugvorrichtung

Luminex Corp., Austin, TX, USA

Mikroskop Zellkultur TMS

Nikon, Dusseldorf, Deutschland

Mikroskop Immunhistochemie CH-2

Olympus, Hamburg, Deutschland

Mikroskopkamera E-330

Olympus, Hamburg, Deutschland

Mikrotom flir Paraffin-Schnitte RM 2165

Leica, Wetzlar, Deutschland

Neubauer-Zahlkammer

Hartenstein, Wirzburg, Deutschland

Nunc-Immuno® Washer 12

Nunc, Wiesbaden, Deutschland

Ofen (37°C/60°C) BKE-30

Memmert, Schwabach, Deutschland

pH-Meter ph 526

WTW GmbH, Weilheim, Deutschland

Photometer (96 well-Reader) Spectramax 190

Molecular Devices, Ismaning, Deutschland

Photometer (RNA-Konzentration) NanoDrop® 2000c

Thermo Scientific, Wilmington, USA

Real-time PCR LightCycler480

Roche, Mannheim, Deutschland

Sterilbank Antair BSK 6

Anthos, Siegburg, Deutschland

Thermocycler

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Ultra-Turrax T8 Homogenisator

IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland

Vortex

Bender & Hobein, Zirich, Switzerland

Waage PC 440

Mettler, Giel3en

Wasserbad

Julabo Labortechnik, Seelbach, Deutschl.

Zentrifugen:  Tischzentrifuge 5415 C
Kuhlzentrifuge (0,5-2 ml) 5402
Kuhlzentrifuge (15 ml) Universal 320R

96-well-Platten Labofuge GL

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Hettich, Tuttlingen, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland
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4.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tab. 3: Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien

Materialien

Hersteller

Deckglaser

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

ELISA 96-Well Platten, Nunc-Immuno® Maxisorp

Nunc-Immuno®, Kamstrup, Danemark

Festphasen Extraktions Saule (SPE)
(C18-E 500 mg, 6 ml)

Phenomenex, Macclesfield, UK

Filterpipettenspitzen

Peqglab GmbH, Erlangen, Deutschland

Filterplatte (96-Well)

Millipore GmbH, Schwalbach, Deutschland

Gefale: 0,5,1,5und 2 ml
10, 15 und 50 ml

Sarstedt AG, Nimbrecht, Deutschland
Greiner, Frickenhausen, Deutschland

HPLC Vorsaule: ReproSil-Pur C18 (5 um, 10 x 2 mm)
HPLC Trennsaule: ReproSil-Pur C18 (5 pum, 150 x
2 mm)

Dr. Maisch GmbH, Ammerbuch,
Deutschland

HPLC Vials, Inserts und Deckel

Brown, Wertheim, Deutschland

Kantlen Dispomed®

Dispomed oHG, Gelnhausen, Deutschland

Kryoréhrchen

Hartenstein, Wirzburg, Deutschland

Objekttrager Superfrost® Plus

Menzel, Braunschweig, Deutschland

PCR Microplatten (96-Well, weil3)

Roche, Mannheim, Deutschland

Probenbehélter aus PE (gefrorene Organe)

Hartenstein, Wirzburg, Deutschland

Probenbehélter aus Glas (Formalin-fixierte Organe)

neolLab, Heidelberg, Deutschland

Skalpelle

B. Braun, Melsungen, Deutschland

Spritzen Omnifix®

B. Braun, Melsungen, Deutschland

Zellkulturgefalle

Greiner, Frickenhausen, Deutschland

Zentrifugengefalle fur Tierversuch
Microtainer® zur Serumgewinnung (2 ml)
Monovetten® zur Serum- und Plasmagewinnung
(7,5 ml)

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Sarstedt AG, Nimbrecht, Deutschland

4.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Tab. 4: Liste der verwendeten Chemikalien und Reagenzien

Material

Hersteller

Ameisensaure

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Ameisensauremethylester

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Avidin & Biotin (IHC)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

DL-Buthionin-Sulfoximin (BSO)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Bovines Serumalbumin (BSA)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Cyclohexan

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland




4, Material und Methoden

Dako Pen®

Dako, Hamburg, Deutschland

Diclofenac (Dcl)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

D,-Diclofenac (D,-Dcl) (deuteriert, Interner Standard)

USBio, Swampscott, USA

Diclofenac-Acylglucuronid(Dcl-AG)

USBio, Swampscott, USA

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Dulbecco's modified eagle medium (DMEM),
low Glucose (1 g/l)

PAA Laboratories, Coélbe, Deutschland

Eindeckmittel Eukitt®

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Eosin G-Ldsung (0,5% wassrig)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ethanol (absolut)

J.T. Baker, Deventer, Niederlande

Ethylacetat

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Fetales Kéalberserum (FCS)

PAA Laboratories, Coélbe, Deutschland

Formaldehydl6sung (4%) Roti®-Histofix

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

L-Glutamin (100x)

PAA Laboratories, Coélbe, Deutschland

Hamalaunlésung (sauer nach Mayer)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Hexan

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

4‘-Hydroxy-Diclofenac (4‘-OH-Dcl)

USBio, Swampscott, USA

5-Hydroxy-Diclofenac (5-OH-Dcl)

USBio, Swampscott, USA

15-S-Hydroxy-57,82,117,13E-Eicosatetraensaure
(15(S)-HETE)

Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI, USA

Leukotrien B4 (LTB4)

Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI, USA

LPS (Lipopolysaccharid); Phenolextrakt E.coli Serotyp
055:B5; LOT 109K4075 mit 3 x 10° EU/mg

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Kochsalzlésung (0,9%)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

B-Merkaptoethanol

Serva GmbH, Heidelberg, Deutschland

NGAL (rekombinantes Protein, rattus)

R & D Systems, Minneapolis, USA

Penicillin/Streptomycin (100x)

PAA Laboratories, Coélbe, Deutschland

Polyinosin-Polycytidinséaure (Poly I:C bzw. PIC)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

RNase Away

Molecular BioProducts, San Diego, USA

Prostaglandin E2 (PGE2)

Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI, USA

D,-Prostaglandin E2 (D,-PGEZ2) (deuteriert, IS)

Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI, USA

Prostaglandin F2a (PGF2a)

Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI, USA

8-iso-Prostaglandin F2a (8-iso-PGF2a)

Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI, USA

Proteaseinhibitor Cocktail

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Roti®-Histol (Xylol-Ersatz)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Stop-Reagenz (ELISA)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Streptavidin-HRP-Konjugat (1 pg/ml) (ELISA)

Vector/Linaris, Wertheim, Deutschland

Thromboxan B2 (TXB2)

Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI, USA
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Tetramethylbenzidin (TMB) Substratldsung (ELISA) Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

TNF-a (rekombinantes Protein, human)

Biomol, Hamburg, Deutschland

Trypanblau (0,4%)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Trypsin-Tabletten (IHC)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Trypsin (Zellkultur)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Tween20 (Polysorbat20)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tween80 (Polysorbat80)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Wasserstoffperoxid (H,O,)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ziegenserum

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

4.1.4 Puffer und L6sungen

Tab. 5: Liste der verwendeten Puffer und Lésungen

Puffer oder L6sung

Reagenzien und Herstellung

ABC-Reagenz (IHC)

Vectastain-Elite ABC Reagenz:

5 ml Phosphat-gepufferte NaCl-Losung (PBS) + 2
Tropfen Reagenz A (Avidin DH) + 2 Tropfen
Reagenz B (biotinylierte Peroxidase H); sofort
mischen und 30 min bei RT stehen lassen

Blockier- und Verdinnungspuffer (NGAL
ELISA)

1% BSA in PBS (0,4 g BSA in 40 ml PBS)

Citratpuffer (IHC)

Einwaage von 2,1 g Citronensaure-Monohydrat (10
mM) mit 12 ml 2N NaOH I6sen und mit dest. H,O ad
1L auffillen (soll-pH= 6,0)

Coating-Puffer (NGAL ELISA)

Einwaage von 3,03 g Na,CO3 und 6,09 g NaHCO;
(100 mM), mit dest. H,O ad 1L auffullen (soll-pH=
9,6)

DAB-Reagenz (IHC)

DAB Peroxidase Substrat Kit:

5 ml bidest. H,O mit 2 Tropfen Puffer Stock Solution,
4 Tropfen DAB Stock Solution und 2 Tropfen H,0,
Solution mischen

MPA Reagenz (GSH Assay)

5 g Metaphosphorsaure (Sigma) in 50 ml Wasser
I6sen; maximal 4 h bei 25°C stabil

Neutralrotmedium

Stammlésung aus 40 mg Neutralrot (Sigma-Aldrich)
in 10 ml PBS; Verdinnung in DMEM Medium (1:100)
ergibt Behandlungslosung

10 x PBS (Phosphat-gepufferte
Kochsalzlésung)

2 g KCl +82gNaCl +5,72 g Na,HPO, x 2H,O + 2 ¢
KH,PO, ad 1L mit H,O

1 xPBS

100 ml 10 x PBS + 800 ml H,O pH auf 7,4 einstellen
ad 1L mit H,O

TEAM-Reagenz

531 pl Triethanolamin (Sigma) + 469 ul Wasser;
maximal 4 h bei 25°C stabil

Waschpuffer PBST (NGAL ELISA)

PBS + 0,05 % Tween20 (PBST)
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Zellkulturmedium fir HepG2-Zellen

500 ml DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s
Medium) mit niedrigem Glucosegehalt (0,1g/l) +
50 ml FCS (10%) + 5 ml L-Glutamin (2 mM) + 5 ml
Streptomycin/ Penicillin (PAA Laboratories, Cdlbe,
Deutschland)

4.1.5 Verwendete Kits

Tab. 6: Liste der verwendeten Kits

Bezeichnung

Hersteller

cDNA Synthese Kits
First Strand Kit®
Verso® cDNA Synthesis Kit

SA Bioscience, Frederick, MD, USA
ABgene, Hamburg, Deutschland

DAB Peroxidase Substrat Kit

Vector/Linaris, Wertheim, Deutschland

Glutathion Assay Kit

Cayman, Ann Arbor, USA

HMGBL1 ELISA Kits

IBL International, Hamburg, Deutschland
Uscn Life Science Inc., Wuhan, China

Mastermix
RT? RT PCR Master MIX SYBR Green®
Absolute QPCR SYBR Green Mix®

SA Bioscience, Frederick, MD, USA
ABgene, Hamburg, Deutschland

Milliplex® MAP Kit (Ratte Zytokine/Chemokine)

Millipore, Schwalbach, Deutschland

Rat Cytokine Multiplex Immunoassay Kit

Millipore GmbH, Schwalbach,
Deutschland

RNase-Free DNase Set®

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

RNeasy Mini Kit®

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Vectastain® Elite ABC Kit

Vector/Linaris, Wertheim, Deutschland

4.1.6 Antikorper

Tab. 7: Liste der verwendeten monoklonalen (m) oder polyklonalen (p) Antikdrper

Immunhistochemie Wirt Verd. Hersteller

Myeloperoxydase (MPO) |Kaninchen (p) |1:150 Labvision, Fremont, CA USA
Kaninchen 1gG (biotinyl.) |Ziege (p) 1:150 Vector/Linaris, Wertheim, Deutschland
ELISA

NGAL Maus (m) 1:400 AntibodyShop A/S, Gentofte, Danemark
NGAL (biotinyliert) Maus (m) 1:2000 AntibodyShop A/S, Gentofte, Danemark
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4.1.7 RT?Profiler PCR Array

Tab. 8: Liste der Gene des anwenderspezifisch hergestelten RT? Profiler PCR Arrays®
(SABioscience)

Gen Alias Offizieller Name NCBI Refseq
Zielgene
Illa IL-1 alpha Interleukin 1 alpha NM_017019
l11b - Interleukin 1 beta NM_031512
112 - Interleukin 2 NM_053836
114 14e12 Interleukin 4 NM_201270
116 ILg6/Ifnb2 Interleukin 6 NM_012589
1110 IL10X Interleukin 10 NM_012854
I112a - Interleukin 12a NM_053390
1117b - Interleukin 17B XM_341621
1118 IL-18 Interleukin 18 NM_019165
Ifng IFNG2 Interferon gamma NM_138880
Ifnal IFN-alphal Interferon-alpha 1 NM_001014786
Ifnb1 Ifnb Interferon beta 1, fibroblast NM_019127
Tnf TNF-alpha Tumor necrosis factor (TNF superfamily, member 2) [NM_012675
Tnfrsfla Tnfrl Tumor necrosis factor receptor, member 1a NM_013091
Lta Tnfb Lymphotoxin alpha (TNF superfamily, member 1) NM_080769
Cxcll CINC-1/Grol | Chemokine (C-X-C motif) ligand 1 NM_030845
Cxcl2 Mip-2/Scyb2 Chemokine (C-X-C motif) ligand 2 NM_053647
Ccl2 MCP-1/Scya2 |Chemokine (C-C maotif) ligand 2 NM_031530
Ccl3 MIP-1a/Scya3 |Chemokine (C-C motif) ligand 3 NM_013025
Icaml CD54/ICAM Intercellular adhesion molecule 1 NM_012967
Mif MGC72801 Macrophage migration inhibitory factor NM_031051
Csf2 Gm-cst Colony stimulating factor 2 (granulocyte- XM 340799

macrophage) -

Hmgbl Hmgl High mobility group box 1 NM_012963
Lcn2 NGAL Lipocalin 2 NM_130741
Dnajal Hsj2 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily A, member 1 NM_022934
Hspala I;|sp72/Hsp70- Heat shock 70kD protein 1A NM_031971
Hspbl Hsp25/Hsp27 |Heat shock protein 1 NM_031970
Hspdil Hsp60 Heat shock protein 1 (chaperonin) NM_022229
Hsp90aal Hsp90/Hspca |Heat shock protein 90, alpha (cytosolic), NM_175761
Hspa8 Hsc70 Heat shock protein 8 NM_024351
Hsfl - Heat shock transcription factor 1 XM_001061027
C3 - Complement component 3 NM_016994
Crp Ab1-341 C-reactive protein, pentraxin-related NM_017096
Faslg Fasl/Tnfsf6 Fas ligand (TNF superfamily, member 6) NM_012908
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Bax - Bcl2-associated X protein NM_017059
Bcl2l1 Bcl-xI Bcl2-like 1 NM_031535
Ppid Cyp-40/CypD | Peptidylprolyl isomerase D (cyclophilin D) NM_001004279
Caspl Ice Caspase 1 NM_012762
Casp8 - Caspase 8 NM_022277
Tradd - TNFRSF1A-associated via death domain XM_341671
Tir4 - Toll-like receptor 4 NM_019178
TIr3 - Toll-like receptor 3 NM_198791
Nfkb1 NF-KB Nuclear fa.ctor of kappa light polypeptide gene XM_342346
enhancer in B-cells 1

Nfkbia RL/IF-1 NFkappaB inhibitor, alpha XM_343065
Mapk3 ERKl/p44map Mitogen activated protein kinase 3 NM_017347
Mapk1 Erk2 Mitogen activated protein kinase 1 NM_053842
Jun - Jun oncogene NM_021835
Fos c-fos FBJ osteosarcoma oncogene NM_022197
Myc c-myc Myelocytomatosis oncogene NM_012603
Pparg - Peroxisome proliferator-activated receptor gamma |NM_013124
Ppara PPAR Peroxisome proliferator activated receptor alpha NM_013196
Cyp3al Cyp3a23 Cytochrome P450, fam. 3, subfam. a, polypept. 1 NM_013105
CYP2C11 - Cytochrome P450, subfam. IIC , polypeptide 11 X79081
Cyp2c6 PB1 Cytochrome P450, subfam. IIC6 XM_001066767
Cyp2c7 Cyp2c39 Cytochrome P450, fam. 2, subfam. c, polypept. 7 NM_017158
Cyp2c CYP2CII Cytochrome P450, subfam. IIC NM_019184
Nfe2l2 - Nuclear factor, erythroid derived 2, like 2 NM_031789
Prdx1 Hbp23 Peroxiredoxin 1 NM_057114
Txnl Txn Thioredoxin 1 NM_053800
Ptgsl Cox-3/Cox1 Prostaglandin-endoperoxide synthase 1 NM_017043
Ptgs2 COX-2 Prostaglandin-endoperoxide synthase 2 NM_017232
Alox15 12-LOX/Alox12 | Arachidonate 15-lipoxygenase NM_031010
Alox5 LOX5A Arachidonate 5-lipoxygenase NM_012822
Cat CS1/Casl Catalase NM_012520
Ugt2b17 Ugt2bl UDP glucuronosyltransferase 2 fam., polypept. B17 |NM_173295
Serpinel Pail Serine (or cysteine) peptidase inhibitor, member 1 |NM_012620
Ponl - Paraoxonase 1 NM_032077
Ngol Dia4 NAD(P)H dehydrogenase, quinone 1 NM_017000
Sodl CuznSOD Superoxide dismutase 1, soluble NM_017050
Sod2 - Superoxide dismutase 2, mitochondrial NM_017051
Nos2 iNos Nitric oxide synthase 2, inducible NM_012611
Hmox1 Ho-1/hsp32 Heme oxygenase (decycling) 1 NM_012580
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Hmox2 Ho-2 Heme oxygenase (decycling) 2 NM_024387
Ephx2 - Epoxide hydrolase 2, cytoplasmic NM_022936
Fmol RFMO1A Flavin containing monooxygenase 1 NM_012792
Fmo4 MGC93155 Flavin containing monooxygenase 4 NM_144562
Gpx1 GSHPx Glutathione peroxidase 1 NM_030826
Gpx4 Phgpx Glutathione peroxidase 4 NM_017165
Gsr - Glutathione reductase NM_053906
Gstml GSTA3 Glutathione S-transferase mu 1 NM_017014
Gclc Glclc Glutamate-cysteine ligase, catalytic subunit NM_012815
Es22 Cesl Esterase 22 NM_031565
Pla2gda cPLA2 Phospholipase A2, group IVA (cytosolic, calcium- NM_133551
dependent)
Pla2g2a SPLA2 :T:i(;jphollpase A2, group llA (platelets, synovial NM_031598
Housekeeping Gene
Arbp - Acidic ribosomal phosphoprotein PO NM_022402
Rplpl Ribosomal protein, large, P1 NM_001007604
Hprtl Hgprtase Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 NM_012583
Rpl13a - Ribosomal protein L13A NM_173340
Ldha Ldhl Lactate dehydrogenase A NM_017025
Actb Actx Actin, beta NM_031144
PCR Kontrollen
RGDC RGDC Rat Genomic DNA Contamination U26919
RTC RTC Reverse Transcription Control SA 00104
PPC PPC Positive PCR Control SA_00103

4.1.8 Oligonukleotide

Tab. 9: Sequenzen der Vorwarts- (forward = FW) und Rickwarts- (reverse = RV) Primer fir die gRT-
PCR. Alle Oligonukleotide wurden bei Biomers (UIm) bestellt.

Gen Name Oligonukleotidsequenz (5° — 3°) NCBI Refseq
Multidrug resistance- |FW: TGATCGGTTTCGTGAAGAGCT

MRP2 , ) NM_012833
associated protein 2 RV: ACGCACATTCCCAACACAAA -
Multidrug resistance- |FW: TCCCACTTCTCGGAGACAGTAACT

MRP3 _ . NM_080581
associated protein 3 |RV:CACCTTAGCATCACTGAGGACCTT -
Multidrug resistance- |FW: ATGAAGCTACAGCCGCTATGGA

MRP5 ) . NM_053924
associated protein 5 |RV:TCTCTTGGATCAGTAAGTCTGTCTCTG -
nuclear ribosomal FW: GTAACCCGTTGAACCCCATT

18s rRNA ) XR_086349
RNA small subunit RV: CCATCCAATCGGTAGTAGCG -
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4.2 Methoden

4.2.1 Tierexperimentelle Studien

4.2.1.1 Allgemeine Haltungsbedingungen, Tétung der Tiere und Probenentnahme

Fiur die vorliegenden Studien wurden maéannliche Sprague-Dawley (SD) Ratten (Harlan-
Winkelmann, Borchen, Deutschland) mit einem Gewicht von 220 bis 250 g verwendet. Die
Tiere wurden per Zufallsprinzip in 5er-Gruppen in Makrolon-IV Ké&fige (Bayer Makrolon,
Leverkusen, Deutschland) aufgeteilt und unter Standardbedingungen (Temperatur 21-23°C,
relative Luftfeuchtigkeit 45-55%, 12-stlindiger Tag-/Nach-Rhythmus) gehalten. Wasser und
Standardfutter (Ssniff, Soest, Deutschland) wurden ad libitum zur Verfigung gestellt. Die
Messung des Kdrpergewichts und die Beobachtung allgemeiner Toxizitdtsanzeichen wurden
taglich durchgeftihrt.

Die Behandlung der Tiere in den einzelnen Studien wird detailliert in einem jeweils eigenen
Kapitel besprochen. Wéahrend des Versuches wurden Blutproben durch Punktion des
retrobulbdren Venenplexus mittels einer Glaskapillare entnommen und das austretende Blut
in einem speziellen Zentrifugenréhrchen (Microtainer®, BD Biosciences) aufgefangen. Zur
Serumgewinnung wurde das Blut nach 30-minutigem Gerinnen bei RT mit 6.000 g fur
1,5 min zentrifugiert. Zum Zeitpunkt der Tétung wurden die Tiere mit CO, narkotisiert und
mittels  Herzpunktion getdtet. Blutproben wurden mittels zwei verschiedenen
Zentrifugenrdhrchen (Monovette®, Sarstedt) per Herzpunktion entnommen. Die Serum
Monovette® wurde nach 30-miniitigem Gerinnen bei RT mit 2.000 g fur 10 min zentrifugiert,
wahrend eine EDTA-enthaltende Monovette® das Gerinnen verhinderte und nach
Zentrifugation mit 2.500 g fir 10 min die Gewinnung von Plasma ermdéglichte. Serum und
Plasma wurden aliquotiert, ein frisches Serumaliquot zur Bestimmung der Leberparameter in
das Labor fir Klinische Chemie der Uniklinik Wirzburg geschickt und der Rest bei -20°C

gelagert.

Die Lebern wurden entnommen, mit 0,9%iger Kochsalzlésung von aul3en abgewaschen und
in die funf Leberlappen (links, mitte, rechts anterior, rechts posterior und caudatus) separiert.
Aliquote des linken und des caudatus Leberlappens wurden in 4% neutral gepufferter
Formaldehydldsung zur Herstellung von Paraffinschnitten fixiert. Der Rest wurde in fliissigem

Stickstoff eingefroren und fur spatere Analysen bei -80°C gelagert.
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4.2.1.2 Klinische Chemie

Die Parameter der klinischen Chemie wurden vom Zentrallabor des Universitatsklinikums
Wirzburg am Vitros 700XR (Ortho-Clinical Diagnostics, Neckarsgemuind, Deutschland) in
frischem Serum analysiert. Hierbei wurden Standardprotokolle nach den Anweisungen des
Herstellers verwendet. Folgende Parameter wurden bestimmt: Alanin-Aminotransferase
(ALT), Alkalische Phosphatase (ALP), Aspartat-Aminotransferase (AST), Bilirubin, Glutamat
Dehydrogenase (GLDH) und y-Glutamyltransferase (GGT).

Um das Eintreten, bzw. das Ausmaf} von Schaden im Lebergewebe ermitteln zu kénnen,
wird die Messung der sogenannten Leberenzyme noch immer als der Gold-Standard
angesehen (Ozer et al., 2008). Eine Erhéhung der ALT- und AST-Aktivitat im Serum deutet
auf hepatozellulare Leberschaden hin. GGT, Bilirubin und ALP sind Marker fir eine
Schadigung der Gallengangsepithelzellen und cholestatischer Stérungen. GLDH st
ausschlieBlich in Mitochondrien lokalisiert, gelangt daher erst bei vollstandiger Zerstérung
von Leberzellen vermehrt ins Blut und kann als Marker fur nekrotischen Zelltod verwendet
werden (Ozer et al., 2008).

4.2.1.3 Histopathologie

Das in Formaldehyd fixierte Lebergewebe wurde am Institut fur Pathologie der Universitat
Wirzburg in Paraffin-Blocke eingebettet. Fir die histopathologische Beurteilung und fir
immunhistochemische Analysen wurden reprdsentative Dinnschnitte (4-5um) am
Rotationsmikrotom (Leica) angefertigt, auf Objekttragern (25 x 75 x 1 mm) positioniert und

durch Trocknung Uber Nacht bei 40°C im Brutschrank auf dem Glas fixiert.

Zur Entparaffinisierung wurden die Schnitte in einer ansteigend hydrophilen Lésungs-
mittelreihe gewaschen: 3 x 4 min in Roti®-Histol, 3 x 2 min in 100% Ethanol, 1 x 2 min in 70%
Ethanol und 4 x 1 min in demineralisiertem Wasser. Anschlieend wurden die Schnitte auf
den Objekitragern fur 10 min in Hamalaun-Lésung und, nach 10-mindtigem Waschen unter
flieRendem Leitungswasser, fur 1 min in Eosinlésung gefarbt. Mit der Hamatoxylin- und
Eosin-Farbung (HE-Farbung) lassen sich acidophile und basophile Strukturen in
biologischen Geweben zur histopathologischen Beurteilung darstellen. Hierbei werden durch
Hamalaun die Zellkerne blauviolett und durch Eosin das Zytoplasma rosa angeféarbt.
AbschlieBend wurden die angefarbten Schnitte Uber eine aufsteigende Ethanolreihe
(1 x 1 min 70 % Ethanol, 4 x 2 min 100 % Ethanol, 2 x 3 min Roti®-HistoI) wieder entwassert

und mit Hilfe von Eukitt® unter Verwendung von Deckgléschen luftdicht eingebettet.
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4.2.1.4 Vorversuche zur Dosisfindung

4.2.1.4.1 Diclofenac

Um eine mdglichst hohe Ubereinstimmung mit der Art und Weise der therapeutischen
Verabreichung von Diclofenac in der Klinik zu erreichen, sollte fur die Untersuchungen eine
per orale (p.o.) Gabe von Dcl erfolgen. Zuséatzlich sollte Dcl in einer Dosis verabreicht
werden, die Uber einen Zeitraum von mindestens zwei Wochen zu keinerlei hepatotoxischen
Effekten fuhrt. Zur Ermittlung dieser nicht-lebertoxischen oralen Diclofenac-Dosis wurden
mannliche SD-Ratten in vier Gruppen eingeteilt und mittels Schlundsondierung funf Tage
lang mit 25, 50 oder 100 mg/kg KG Diclofenac oder Vehikel (1% Tween80 in VE-Wasser)
behandelt (Tab. 10).

Tab. 10: Behandlungsschema des Vorversuchs zur Ermittlung einer maximalen, nicht-toxischen
Diclofenac-Dosis

Gruppe Behandl_ung / Beh{:mdlungs— Route verabreichtes Blut- Tiere pro
Dosis zeitpunkte Volumen entnahme  Gruppe

A Vehikel Tag 0-4, Oh p.o. 1 ml/ kg KG Tag 0, 6h n=3

B 25 mg/kg KG Tag 0-4, Oh p.o. 1 ml/ kg KG Tag 0, 6h n=3

C 50 mg/kg KG Tag 0-4, Oh p.o. 1 ml/ kg KG Tag 0, 6h n=3

D 100 mg/kg KG Tag 0-4, Oh p.o. 1 ml/ kg KG Tag 0, 6h n=3

Die Behandlungslésungen wurden jeden Morgen frisch hergestellt. Die Herstellung der 4
Behandlungslésungen erfolgte durch Einwaage von 25, 50 und 100 mg Diclofenac und

anschlieRendes Lésen in je 1 ml Vehikel (ausreichend fir je 3 Tiere/ Gruppe).

Sechs Stunden nach der ersten Behandlung wurde retrobulbér Blut enthommen und das
Serum auf eventuelle Veranderungen in den Leberenzymaktivitditen hin untersucht. Auf
Grund massiver Anzeichen einer gastrointestinalen Toxizitat (hochbeiniger Gang, Lethargie,
Nahrungsverweigerung, Durchfall, deutliche Gewichtsabnahme) bei mehrmaliger Gabe von
Dosen > 25 mg/kg KG wurde der Vorversuch nach funf Verabreichungen an Tag 4

abgebrochen und die mit Diclofenac behandelten Tiere durch Herzpunktion getotet.

Die drei Kontrolltiere, die bisher nur Wasser mit 1% Tween80 erhalten hatten, wurden
daraufhin fur zweieinhalb Wochen mit einer deutlich niedrigeren Dosis Diclofenac (7,5 mg/kg
KG) per Schlundsondierung behandelt (Tab. 11), die sogar etwas unterhalb der empfohlenen
therapeutischen Dosis fur Ratten (10 mg/kg) lag (Liles und Flecknell, 1992). Die
Behandlungslésung wurden jeden Morgen frisch hergestellt. Die Herstellung erfolgte durch

Einwaage von 7,5 mg Diclofenac und anschlieRendes Loésen in 1 ml Vehikel (ausreichend fur
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3 Tiere). Nach der 5. und der 12. Dosis (Tag 4 und 15) wurde Blut entnommen und auf

eventuelle Veranderungen in den Leberenzymaktivitaten hin untersucht.

Tab. 11: Behandlungsschema des 2. Vorversuchs zur Findung einer nicht-toxischen Diclofenac-Dosis

Gruppe Behandlung/ Behandlungs- Route verabreichtes Blut- Tiere pro
PP Dosis zeitpunkte Volumen entnahme Gruppe
Tag 0-4, Oh
A 75mgkgKG  Tag 7-11, 0h p.o. 1 ml/ kg KG TTaagfé 66hh n=3
Tag 14-16, Oh g5

4.2.1.4.2 Lipopolysaccharid

Basierend auf einer Studie von Deng et al. (2006) wurde fir LPS eine intraventse (i.v.) Gabe
gewahlt und die Dosis von 29 x 10° Endotoxin Units (EU)/kg KG tibernommen, was bei der
verwendeten LPS-Charge einer Dosis von 9,6 mg/kg KG entsprach. Zur Bestéatigung, dass
diese Dosis nach einmaliger Gabe keine lebertoxische Wirkung austibt, wurden mannliche
SD-Ratten (n=10) in 2 Gruppen mit je 5 Tieren eingeteilt und einmalig mit LPS oder Vehikel
(0,9% Kochsalzlésung) behandelt (Tab. 12). Die Behandlungslésung wurde am Morgen
durch Einwaage von 9,6 mg LPS in 1 ml Vehikel frisch hergestellt und war ausreichend fir 3

Tiere.

Sechs Stunden nach der LPS-Behandlung wurde der Versuch mit der Totung der Tiere
durch Herzpunktion unter CO, Narkose beendet und das dabei enthommene Serum auf

eventuelle Veranderungen in den Leberenzymaktivitaten hin untersucht.

Tab. 12: Behandlungsschema des Vorversuchs zur LPS-Dosisfindung

Gruppe Behandlung / Behandl.- Route verabreichtes Blut- Tiere pro
PP Dosis zeitpunkte Volumen entnahme  Gruppe

A Vehikel (Saline) Tag 0, Oh [AY2 1ml/kgKG TagO0, 6h n=5

B 9,6 mg LPS/kg KG Tag 0, Oh [AY2 1ml/kgKG TagO0, 6h n=5

4.2.1.4.3 Poly I:C und Buthionin-Sulfoximin

Basierend auf den Verabreichungsarten von Standeven & Wetterhahn (1991) sowie Sayeh &
Uetrecht (2001) wurde fur BSO und PIC eine intraperitoneale (i.p.) Gabe gewahlt (Sayeh und
Uetrecht, 2001; Standeven und Wetterhahn, 1991). Die Dosis von 10 mg PIC/kg
Kdrpergewicht (KG) wurde von Sayeh & Uetrecht (2001) tUbernommen. Die Dosis von
4 mmol BSO/kg KG, von der gezeigt wurde, dass sie eine 80%-ige Glutathiondepletion
erzeugen kann, wurde von Suzuki & Cherian (1989) Ubernommen (Suzuki und Cherian,
1989). Zur Uberpriifung, ob diese Dosen nach einmaliger Gabe nicht bereits lebertoxische
Wirkung austben, wurden weibliche Wistar-Ratten (n=4) in zwei Gruppen mit je 2 Tieren
eingeteilt und einmalig mit BSO, PIC oder Vehikel (0,9% Kochsalzlésung) behandelt (Tab.
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13). Zur Minimierung der bendtigten Anzahl an Versuchstieren, wurden unbehandelte Tiere
aus einem anderen Versuch verwendet. Auch wurde keine zusatzliche Vehikel-
Kontrollgruppe in den Vorversuch integriert, da ein eventueller Anstieg der Leberparameter
anhand der Kontrolldaten der bereits durchgefiihrten Versuche beurteilt werden konnte. Die
Behandlungslésungen wurden am Morgen frisch hergestellt. Zur Herstellung einer fir 2 Tiere
ausreichenden Menge an BSO-Ldsung der Konzentration 4 mmol/8,5 ml Saline wurden
890 mg BSO eingewogen und in 8,5 ml Vehikel geldst. Zur Herstellung einer fir 2 Tiere
ausreichenden Menge an PIC-L6sung der Konzentration 10 mg/8,5 ml Saline wurden 10 mg

PIC eingewogen und in 8,5 ml Vehikel geltst.

Sechs Stunden nach der Behandlung wurde der Versuch mit der Tétung der Tiere durch
Herzpunktion unter CO, Narkose beendet und das dabei enthommene Serum auf eventuelle

Veranderungen in den Leberenzymaktivitaten hin untersucht.

Tab. 13: Behandlungsschema des Vorversuchs zur BSO- und PIC-Dosis

Gruppe Behandlung / Behandlungs- Route verabreichtes Blut- Tiere pro
PP Dosis zeitpunkte Volumen entnahme  Gruppe
A 4 mmol BSO/kg KG Tag 0, Oh i.p. 8,5ml/ kg KG TagO0, 6h n=2
B 10 mg PIC/kg KG Tag 0, Oh i.p. 8,5ml/ kg KG TagO0, 6h n=2

4.2.1.5 7-Tages-Studien mit Diclofenac und Stressfaktoren

Das allgemeine Studiendesign sah vor, dass die Tiere von Tag 0-7 taglich eine orale

therapeutische Dosis Diclofenac oder Vehikel erhielten (Abbildung 9).
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Zusatzlich wurde an Tag 7 eine einmalige Dosis eines der Stressfaktoren oder Vehikel
verabreicht. AnschlieRend erfolgte die letzte Diclofenac-Gabe und 4h spater wurden die
Tiere unter CO, Narkose mittels Herzpunktion getdtet. Als Proben fur die weiteren Analysen

wurden Leber und Plasma enthommen (Kapitel 4.2.1.1).

4.2.1.5.1 LPS und Diclofenac

Fur die erste Studie wurden mannliche SD-Ratten (n=20) zuféllig in 4 Gruppen mit je 5
Tieren eingeteilt und erhielten entweder nur Vehikel (-/-), nur Diclofenac (-/Dcl), nur LPS
(LPS/-) oder die kombinierte Behandlung mit LPS und Diclofenac (LPS/Dcl) (Tab. 14).

Nach einer Woche Akklimatisierung erhielten die Tiere eine Woche lang mit einem Volumen
von 1 ml/kg KG taglich eine therapeutische Dosis Diclofenac (7,5 mg/kg KG) per Schlund-
sondierung. Den Kontrolltieren wurde das gleiche Volumen an Vehikel (1% Tween80 in VE-
Wasser) verabreicht. An Tag 7 wurde den Tieren 2h vor der letzten Diclofenac-Dosis
zusétzlich eine einmalige Dosis von 22,5 x 10° EU LPS/kg KG bzw. 0,9% NaCl-Lésung
intraven®s injiziert (Tab. 14). Die Behandlungslosungen wurden jeden Morgen frisch
hergestellt. Zur Herstellung einer fir 10 Tiere ausreichenden Menge an Dcl-Lésung der
Konzentration 7,5 mg/ml Vehikel wurden 25 mg Dcl eingewogen und in 3,3 ml 1% Tween80
in dest. Wasser geldst. Zur Herstellung einer fir 10 Tiere ausreichenden Menge an LPS-
Lésung der Konzentration 22,5 x 10° EU/mI Saline wurden 25 mg LPS eingewogen und in
3,3 ml Saline gelost.

4h nach der letzten Diclofenac-Dosis wurden die Tiere unter CO, Narkose per Herzpunktion

getotet und die Lebern und Blut enthommen.

Tab. 14: Behandlungsschema der LPS + Diclofenac-Studie

Gruppe Behandlung / Behandl.- Route verabreichtes Blut- Tiere pro
PP Dosis zeitpunkte Volumen entnahme  Gruppe
A Vehikel (1% T-80 in H,O) Tag 0-7, 2h p.o. 1 ml/ kg KG Tag 7. 6h n=5
) Vehikel (0,9% NaCl) ~ Tag7,0h  iv.  1ml/kgKG g7 =

B Vehikel (1% T-80 in H,O) Tag 0-7, 2h p.o. 1 ml/ kg KG Tag 7, 6h n=5

(LPS/-) 7,5 mg LPS/kg KG Tag 7, Oh AV 1 ml/ kg KG
C 7,5 mg Dcl/kg KG Tag 0-7, 2h p.o. 1 ml/ kg KG Tag 7. 6h n=5
(/Dcl)  Vehikel (0,9% NaCl) ~ Tag7,0h  iv.  1mlkgKG g7 =
D 7,5 mg Dcl/kg KG Tag 0-7, 2h p.o. 1 ml/ kg KG Tag 7. 6h n=5
(LPS/Dcl) 7,5 mg LPS/kg KG Tag 7, Oh AV 1 ml/ kg KG g7 -

4.2.1.5.2 Poly I:C bzw. Buthionin-Sulfoximin und Diclofenac

Fur die zweite Studie wurden mannliche SD-Ratten (n=30) zufallig in 6 Gruppen mit je 5

Tieren eingeteilt und erhielten entweder nur Vehikel (-/-), nur Diclofenac (-/Dcl), nur Poly I:.C
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(PIC/-), eine kombinierte Behandlung mit PIC und Diclofenac (PIC/Dcl), nur BSO (BSO/-)
oder eine Kombination aus BSO und Diclofenac (BSO/Dcl) (Tab. 15).

Nach einer Woche Akklimatisierung erhielten die Tiere eine Woche lang mit einem Volumen
von 1ml/kg KG taglich eine therapeutische Dosis Diclofenac (7,5 mg/kg KG) per
Schlundsondierung. Den Kontrolltieren wurde das gleiche Volumen an Vehikel (1% Tween80
in VE-Wasser) verabreicht. An Tag 7 wurde den Tieren 4h vor der letzten Diclofenac-Dosis
zusatzlich einmalig intraperitoneal ein Stressfaktor in einem Volumen von 8,5 ml/kg KG
verabreicht. Die Tiere der (BSO/-) und (BSO/Dcl) Gruppen erhielten eine Dosis von 4 mmol
BSO/kg KG. Die Tiere der (PIC/-) und (PIC/Dcl) Gruppen erhielten 5 mg Poly I:C/kg KG und
den Tieren der (-/-) und (-/Dcl) Kontrollgruppen wurde 0,9% NaCl-Lésung mit dem gleichen

Volumen injiziert (Tab. 15).

Tab. 15: Behandlungsschema der PIC oder BSO + Diclofenac-Studie

Gruppe Behandlung / Behandlungs- Route verabreichtes Blut- Tiere pro
PP Dosis zeitpunkte Volumen entnahme Gruppe
A Vehikel (1% T-80 in H,O) Tag 0-7, 4h p.o. 1 ml/ kg KG Taq 7. 8h n=5
(-1-) Vehikel (0,9% NaCl) Tag 7, Oh i.p. 8,5 ml/ kg KG 97 B

B Vehikel (1% T-80 in H,O) Tag 0-7, 4h p.o. 1 ml/ kg KG

(PICI-) 5 mg PIC/kg KG Tag 7, Oh ip. 85mikgkc '297.80h N5

1 0, - I -
C Vehikel (1% T-80 in H,O) Tag 0-7, 4h p.o. 1 ml/ kg KG Tag 7, 8h n=5

(BSO/-) 4 mmol BSO/kg KG Tag 7, Oh i.p. 8,5 ml/ kg KG
D 7,5 mg Dcl/kg KG Tag 0-7, 4h p.o. 1 ml/ kg KG Taq 7. 8h n=5
(-/Dcl) Vehikel (0,9% NaCl) Tag 7, Oh i.p. 8,5 ml/ kg KG 97 B
E 7,5 mg Dcl/kg KG Tag 0-7, 4h p.o. 1 ml/ kg KG Taq 7. 8h n=5
(PIC/Dcl) 5 mg PIC/kg KG Tag 7, Oh i.p. 8,5 ml/ kg KG 97 B
F 7,5 mg Dcl/kg KG Tag 0-7, 4h p.o. 1 ml/ kg KG Taq 7. 8h n=5
(BSO/Dcl) 4 mmol BSO/kg KG Tag 7, Oh i.p. 8,5 ml/ kg KG 97 B

Die Behandlungslosungen wurden jeden Morgen frisch hergestellt. Zur Herstellung einer fiir
15 Tiere ausreichenden Menge an Dcl-Losung der Konzentration 7,5 mg/ml Vehikel wurden
40 mg Dcl eingewogen und in 5,3 ml 1% Tween80 in dest. Wasser gelost. Zur Herstellung
einer fur 10 Tiere ausreichenden Menge an PIC-Losung der Konzentration 5 mg/ml Saline
wurden 17,6 mg PIC eingewogen und in 30 ml Saline geldst. Zur Herstellung einer fur 10
Tiere ausreichenden Menge an BSO-L6sung der Konzentration 4 mmol/ml Saline wurden
3,14 g BSO eingewogen und in 30 ml Saline geltst. Im Falle einer intraperitonealen Injektion

wurden die Losungen vorher im Wasserbad auf mindestens 30°C vorgewarmt.

4h nach der letzten Diclofenac-Dosis wurden die Tiere unter CO, Narkose per Herzpunktion

getotet und die Lebern und Blut enthommen.
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4.2.2 Zellbiologische Methoden

4.2.2.1 Arbeiten mit Zellkulturen

Samtliche zellbiologischen Arbeiten wurden unter der Sterilbank und mit Handschuhen
durchgefuhrt, um das Einbringen unerwiinschter Keime (wie Hefen) zu verhindern. Vor
Arbeitsbeginn wurde die Arbeitsflache 15 min mit UV-Licht bestrahlt und anschliel3end
grundlich mit 70% Ethanol desinfiziert. Zur Abtdtung von Keimen auf Gebrauchsmaterialien
oder in Gebrauchslosungen wurden Glasgerate und Glaspipetten sterilisiert, hitzelabile
Losungen steril filtriert und hitzestabile Puffer, Pipettenspitzen und Plastikgefal3e
autoklaviert.

4.2.2.2 HepG2 Zelllinie

Bei der fir die in vitro Versuche verwendeten HepG2 Zelllinie (HB-8065; ATCC, Wesel,
Deutschland) handelt es sich um immortalisierte Leberkrebszellen eines 15-jahrigen
mannlichen kaukasischen Amerikaners. HepG2-Zellen werden als in vitro Modell fur
polarisierte humane Hepatozyten eingesetzt, da sie unter Kulturbedingungen apikale und
basolaterale Bereiche der Zelloberflache ausbilden (Chiu et al., 1990). Arzneistoff-
metabolisierende Phase | Enzyme, wie Cyp3A4, 2C9 und 2E1, werden im Vergleich zu
priméren Hepatozyten nur in einem sehr geringen Ausmalf3 exprimiert. Phase Il Enzyme wie
Glutathion-S-Transferase (GST) und UDP-Glucuronosyl Transferase (UGT) werden jedoch
vergleichsweise hoch und NAD(P)H: Chinon Oxidoreduktase (NQO1) sowie Sulfotransferase
(SULT) sogar auf einem hoheren basalen Level als in primaren Hepatozyten exprimiert
(Wilkening et al., 2003).

4.2.2.3 Kaultivierung von HepG2-Zellen

Zur Kultivierung wurden 3 x 10° Zellen in Zellkulturflaschen mit einer Bodenflache von 75 cm?
in 12 ml DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s Medium) ausgesat und bis zu einer Konfluenz
von ca. 80% bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank inkubiert. Zum Auftauen frischer Zellen
wurden diese aus dem fliissigen Stickstoff genommen, rasch bei 37°C aufgetaut und die
Suspension (Zellen in 40% Medium ohne Antibiotika, 40% fetales Kalberserum (FCS) und
20% Dimethylsulfoxid (DMSO)) sofort in 10 ml Kulturmedium gegeben, um eine zytotoxische
Wirkung der hohen DMSO-Konzentration zu verhindern. Die Zellen wurden abzentrifugiert, in
10 ml Medium resuspendiert und zur Kultivierung in eine Zellkultur-Flasche mit 75 cm?
Bodenflache gegeben. Nach mindestens eine weiteren Passage konnten die Zellen fur

Versuche genutzt werden.
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Zum Umsetzen wurden die Zellen mit 5ml PBS-Losung (37°C) gewaschen und
anschlieRend mit 2 ml Trypsin/EDTA (1:250) fir 1 min bei 37°C inkubiert. Danach wurden die
Zellen mit 5 ml Kulturmedium vom Boden abgesplilt und 5 min bei 1000 rpm abzentrifugiert.
Das Zellpellet wurde schlieRBlich mit 5-10 ml Medium resuspendiert, die Zellzahl pro ml
Suspension mit der Neubauer-Zahlkammer nach Anfarben mit Trypanblau bestimmt und die

gewinschte Zellzahl in eine neue Flasche mit 12 ml Medium Uberfihrt.

4.2.2.4 Behandlung der Zellen mit Diclofenac, Diclofenac-Metaboliten und

Stressfaktoren

Zur Behandlung wurden die Zellen mit einer Dichte von 3 x 10* Zellen pro Well in 96-well
Platten ausgesat und 24h wachsen gelassen.

4.2.2.4.1 Diclofenac
Die Zellen wurden fir 24h mit 100 ul der 0, 62,5, 125, 250, 500 und 1000 uM Diclofenac-

Inkubationslésungen behandelt.

Dazu wurden aus einer 20 mM Diclofenac Stammlésung (59,2 mg in 5 ml PBS (5% EtOH))
serielle Verdinnungen mit PBS (5% EtOH) auf 10, 5, 2,5, 1,25 und 0,62 mM hergestellt.
Diese Lésungen wurden am Behandlungstag mit Medium 1:10 verdiinnt um die Inkubations-
I6sungen zu erhalten. Fir die 0 uM Kontrollwells wurde nur PBS (5% EtOH) 1:10 mit Medium
verdinnt.

4.2.2.4.2 Diclofenac-Metaboliten
Die Zellen wurden fiir 24h mit 0, 62,5, 125, 250 und 500 uM 4‘-OH-Diclofenac behandelt.

Aufgrund der hoheren Zytotoxizitdt wurden fir 5-OH-Diclofenac und Dcl-Acylglucuronid
zusatzliche Konzentrationen eingefigt und die Zellen fur 24h mit 0, 62,5, 93,75, 125, 187,5,
250, 375 und 500 uM behandelt.

Zur Herstellung der 50 mM Stammldsungen von 4-OH-Dcl und 5-OH-Dcl wurden aus den
1 mg/ml EtOH Standardldsung jeweils 780 pul entnommen, mit N, abgeblasen und der
Ruckstand in 50 pl Ethanol gelést. Durch serielle Verdinnungen von 10 pl der Stamm-
I6sungen mit 10 pl EtOH wurden Verdinnungen von 25, 12,5 und 6,25 mM 4'-OH-Dcl und 5-
OH-Dcl hergestelit.

Zur Herstellung der 25 mM Stammldsungen von Dcl-Acylglucuronidwurden aus der 1 mg/ml

EtOH Standardlbésung 826 pl entnommen, mit N, abgeblasen und der Ruckstand in 50 pl
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Ethanol gel6st. Durch serielle Verdiinnungen von 10 pl der Stammlésungen mit 10 pl EtOH
wurden Verdinnungen von 12,5 und 6,25 mM Dcl-AG hergestellt.

Am Behandlungstag wurden die Verdinnungen der Stammlésungen durch Zugabe der in
Tab. 16 aufgefuhrten Volumina zu 100 pl Medium im Well hergestellt.

Tab. 16: Pipettierschema fiir die Behandlung von Zellen mit Diclofenac-Metaboliten

Konz.im DMEM 4‘-OH-Dcl 5-OH-Dcl Dcl-AG
Well Medium x ul von y mM Stammlésung
0 puM 100 pl 1 pl EtOH 1,5 pl EtOH 1,5 ul EtOH
62,5 uM 100 pl 1 plvon 6,25 mM 1 plvon 6,25 mM 1 pl von 6,25 mM
93,75 uM 100 pl - 1,5 plvon 6,25 mM 1,5 plvon 6,25 mM
125 uM 100 pl 1 plvon 12,5 mM 1 plvon 12,5 mM 1 ulvon 12,5 mM
187,5 uM 100 pl - 1,5pulvon 12,5 mM 1,5 plvon 12,5 mM
250 uM 100 pl 1 plvon 25 mM 1 plvon 25 mM 1 plvon 25 mM
375 uM 100 pl -- 1,5 plvon 25 mM 1,5 plvon 25 mM
500 uM 100 pl 1 pl von 50 mM 1 plvon 50 mM 2 plvon 25 mM

Bei Inkubation mit Metaboliten von Diclofenac wurde 100 pl Medium auf die Zellen gegeben
und jeweils 1 pl der jeweiligen Stammldsungen (Tab. 5) hinzupipettiert, was Konzentrationen
von 0-500 uM ergab. Zu den Kontrollwells wurde 1 pl Ethanol gegeben.

4.2.2.4.3 Lipopolysaccharid (LPS)

Die Zellen wurden fir 24h mit O, 1, 10, 100 und 1000 EU/mI| LPS mit und ohne Kombination
mit 0, 62,5, 125, 250, 500 und 1000 uM Diclofenac behandelt.

Dazu wurde eine 3 x 10° EU/mI Stammldsung (5 mg LPS in 5 ml PBS (5% EtOH)) zusétzlich
1:60 mit PBS auf 50.000 EU/mI verdiinnt. Durch serielle 1:10 Verdinnungen mit PBS wurden
Stammldsungen mit 5000, 500 und 50 EU/mI hergestellt. Am Behandlungstag wurden diese
Losungen 1:10 mit Medium verdiinnt. Fur die 0 EU/ml Kontrollwells wurde PBS 1:10 mit
Medium verdiinnt. 20 pl dieser Lésungen wurden mit 80 ul der Diclofenac-Inkubations-
I6sungen (0, 62,5, 125, 250, 500 und 1000 uM) pro Well co-inkubiert.

4.2.2.4.4 Poly I:C (PIC)

Die Zellen wurden fur 24h mit 0, 4, 20, 100 und 500 pg/ml PIC mit und ohne Kombination mit
0, 62,5, 125, 250, 500 und 1000 uM Diclofenac behandelt.

Dazu wurde eine 25 mg/ml Stammlésung (12,5 mg PIC in 0,5ml PBS (5% EtOH))
hergestellt. Durch serielle 1:5 Verdinnungen mit PBS wurden zusatzliche Stammldsungen
mit 5000, 1000 und 200 pg/ml hergestellt. Am Behandlungstag wurden diese Lésungen 1:10

mit Medium verdunnt. Fir die 0 pug/ml Kontrollwells wurde PBS 1:10 mit Medium verdunnt.
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20 pl dieser Losungen wurden mit 80 pl der Diclofenac-Inkubationslosungen (0, 62,5, 125,
250, 500 und 1000 uM) pro Well co-inkubiert.

4.2.2.4.5 Buthioninsulfoximin

Die Zellen wurden fur 24h mit 0, 10, 50, 100 und 500 uM BSO mit und ohne Kombination mit
0, 62,5, 125, 250, 500 und 1000 uM Diclofenac behandelt.

Dazu wurde eine 20 mM Stammlésung (22,3 mg BSO in 5ml PBS) hergestellt. Durch
Verdinnungen mit PBS wurden zuséatzliche Stammlésungen mit 10, 2, 1 und 0,2 mM herge-
stellt. Am Behandlungstag wurden diese Lésungen 1:10 mit Medium verdinnt. Fur die O uM
Kontrollwells wurde PBS 1:10 mit Medium verdiinnt. 50 pl dieser Lésungen wurden mit 50 pl
der Diclofenac-Inkubationslésungen (0, 125, 250, 500, 1000 und 2000 uM) je Well co-
inkubiert. Dabei wurde sowohl Diclofenac als auch BSO 1:2 auf die Soll-Konzentration

verdinnt.

4.2.2.4.6 Tumor-Nekrose-Faktor a (TNF-q)

Die Zellen wurden fir 24h mit 0, 0,1, 0,5, 1 und 5 ng/ml TNF-a mit und ochne Kombination mit
0, 62,5, 125, 250, 500 und 1000 uM Diclofenac behandelt.

Dazu wurde eine 100 pg/ml Stammldsung (10 pg TNF-a in 100 pl einer 0,1% BSA-Ldsung in
dest. Wasser) hergestellt und in 1 pg/10 ul Portionen aliquotiert. Durch Verdiinnungen eines
1 pg Aliguots in 990 pl Medium wurde eine 1000 ng/ml Stammlésung hergestellt, die am
Behandlungstag mit Medium weiter auf 10, 2, 1 und 0,2 ng/ml verdinnt wurde. 50 pl dieser
Lésungen wurden mit 50 pl der Diclofenac-Inkubationslésungen (0, 125, 250, 500, 1000 und
2000 puM) je Well co-inkubiert. Dabei wurde sowohl Diclofenac als auch TNF-a 1:2 auf die

jeweilige Soll-Konzentration verdinnt.

Bei Kombination mit Diclofenac-Metaboliten wurde 50 pl Medium zu den 50 pl TNF-a
Lésungen (0, 0,2, 1, 2 und 10 ng/ml) gegeben, um TNF-a 1:2 auf die entsprechenden Soll-
Konzentration zu verdinnen und ein Volumen von 100 ul im Well zu erhalten. Nach dem
Pipettierschema in Tab. 16 wurden die Stammldsungen der einzelnen Diclofenac-Metabo-
liten zu den vorgelegten TNF-a Losungen pipettiert, um Konzentrationen von 0 - 500 uM der

Dcl-Metaboliten zu erhalten.
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4.2.2.5 Zytotoxizitatsassay

Zur Bestimmung der Zytotoxizitat wurde nach 24-stindiger Inkubation mit den einzelnen
Behandlungslosungen die Aufnahmekapazitat von Neutralrot in die Lysosomen als Mal3 flr
die Viabilitat der Zellen bestimmt (Repetto et al., 2008).

Hierfir wurde das Behandlungsmedium abgenommen und die Zellen fur 1h mit 100 pl
Neutralrotmedium (Tab. 5) bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit 150 pl
PBS gewaschen und durch Zerstérung der Zellen mit 150 pul 50%igem Ethanol (mit 1%
Eisessig angesauert) der in den Lysosomen gespeicherte rote Farbstoff freigesetzt. Die
Absorption in den einzelnen Wells wurde bei einer Wellenlange von 450 nm am Photometer
vermessen und die Abnahme der Zellviabilitat bestimmt, indem die Absorption der

behandelten Wells ins Verhéltnis zu den Kontrollwells gesetzt wurde.

4.2.2.6 Bestimmung der Diclofenac-Metaboliten aus dem Uberstand

Um durch die Behandlung mit den Stressfaktoren verursachte Veranderungen im Diclofenac
Metabolismus in HepG2-Zellen festzustellen, wurden Zellen der Passagen 7-11 mit einer
Dichte von 3 x 10* Zellen pro Well in 96-well Platten ausgesét und 24h wachsen gelassen.

AnschlieRend wurden die Zellen in einem ersten Versuch fur 0-48h mit 250 uM Diclofenac -
mit oder ohne Zugabe von 5 ng/ml TNF-a - behandelt, da vorangegangenen Zytotoxizitats-
messungen ergeben hatten, dass bei dieser Kombination die Zytotoxizitat von Diclofenac
signifikant erh6ht wird. Zu den Zeitpunkten O, 4, 8, 12, 16, 24, 28, 32 und 48h wurde das
Medium abgenommen und bei -20°C gelagert.

In einem zweiten Versuch wurde fiir 0-48h mit 500 uM Diclofenac - mit oder ohne Zugabe
von 50 uM BSO - behandelt, da vorangegangenen Zytotoxizitatsmessungen ergeben hatten,
dass bei diesen Konzentrationen die Zytotoxizitat von Diclofenac signifikant erhéht wird. Zu
den Zeitpunkten 0, 4, 8, 12, 16, 20, 32 und 48h wurde das Medium abgenommen und bei
-20°C gelagert.

AnschlieRend wurden 25 pl des abgenommenen Zelliiberstandes mit 5 pl internem Standard
(5 pg/ml D,-Diclofenac) und 20 pl Acetonitril (ACN) versetzt, die gefallten Serumproteine fur
20 min bei 14.000 g abzentrifugiert und der Uberstand mittels LC-MS/MS auf die gebildeten
Metaboliten hin untersucht (siehe Kapitel 4.2.5.4).
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4.2.3 Molekularbiologische Methoden

4.2.3.1 Allgemeiner Umgang mit RNA

Beim Umgang und besonders bei der Isolierung von RNA muss beachtet werden, dass RNA
im Gegensatz zu DNA sehr instabil gegeniber dem Abbau durch RNasen ist. Um den
Kontakt der Probe mit RNasen zu vermeiden, wurden daher alle Losungen in RNase-freien
Glasgeraten angesetzt, die fur 3h auf 200°C erhitzt worden waren. Des Weiteren wurden
zum Pipettieren RNase-freie Filterspitzen verwendet und alle Oberflachen und Laborgerate
mittels RNase Away (Molecular BioProducts) gereinigt. Soweit nicht anders beschrieben
wurden alle Arbeitsschritte auf Eis durchgefihrt.

4.2.3.2 RNA-Isolierung und Quantifizierung

Zur Isolierung der RNA aus gefrorenem Lebergewebe wurde das RNeasy® Mini Kit (Qiagen)
nach Angaben des Herstellers verwendet. Durch Lyse und Homogenisierung der Zellen in
einem hoch-denaturierenden  Guanidinisothiocyanat-enthaltenden Puffer (RLT-Puffer)
wurden RNasen sofort inaktiviert. Die Aufreinigung der RNA erfolgte durch selektive Bindung
von RNA mit einer GroRe > 200 Basenpaare an die Silikamembran der S&ule. Nach
verschiedenen Waschschritten (RW1- und RPE-Puffer) wurde die gereinigte RNA mit

Wasser von der Saule eluiert.

Im Detail wurden ca. 100 mg des rechten (anterior) Leberlappens in 2 ml RTL Puffer (mit
10 pl/ml B-Merkaptoethanol) mittels eines Glas/Teflon Potters homogenisiert und 10 min bei
4°C und 5000 g abzentrifugiert. Zu 350 pl des Uberstandes wurden 350 pl 70%iger Ethanol
gegeben, die Mischung auf eine RNeasy Saule pipettiert und 15 s bei 8000 g abzentrifugiert.
Der Durchfluss wurde verworfen und die auf der Sédule gebundene RNA mit 350 pul RW1-
Puffer gewaschen, abzentrifugiert (15 s, 8000 g) und der Durchfluss abermals verworfen. Zur
Elimination genomischer DNA wurde das RNase-Free DNase Set® (Qiagen) verwendet.
Dazu wurden hieraus 80 pl des frisch hergestellten DNase I-Inkubationsmixes (10 pl DNase |
Stammldsung + 70 pl RDD-Puffer) auf die Séaule gegeben und 15 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschliel3end wurde die Saule mit 50 ul RW1-Puffer versetzt und abermals fur 15 s
bei 8000 g abzentrifugiert. Hierauf folgten zwei Waschschritte mit 500 pl RPE-Puffer, die eine
ein- und zweiminitige Zentrifugation bei 8000 g beinhalteten. Abschlie3end wurde die RNA
durch Zugabe von 30 pl RNase-freiem Wasser und einmindtiger Zentrifugation von der Saule

in ein 1,5 ml Reaktionsgefal} eluiert und bei -80°C gelagert.
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Zur Bestimmung von Konzentration und Reinheit wurde die UV-Absorption von 2 pl der
unverdiinnten isolierten RNA bei 260 und 280 nm am Photometer vermessen (Nanodrop®
2000c). Das Verhéltnis von 260 zu 280 nm kann zur Bestimmung des Reinheitsgrades der
RNA herangezogen werden und sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen, da niedrige Werte auf

Proteinverunreinigungen hinweisen.

Mittels des Lambert-Beerschen Gesetzes und einem Wellenléange-spezifischen Extiktions-

koeffizienten wurde die RNA-Konzentration wie folgt berechnet:

c=(A*¢g)/b mit ¢ = Nukleinsaurekonzentration [M]
A = Absorption [AU]
¢ = Extiktionskoeffizient (40 ng cm/uL fir RNA)
b= Schichtdicke in cm

4.2.3.3 cDNA-Synthese und qRT-PCR Array Analyse

cDNA-Synthese

Vor der eigentlichen quantitativen Echtzeit Polymerase Kettenreaktion (quantitative real-time
polymerase chain reaction = gRT-PCR) wurden die isolierten mRNA Strange mittels
Reverser Transkriptase (RT) in cDNA umgeschrieben. Hierbei synthetisiert die Reverse
Transkriptase nach Bindung eines Oligo-dT-Nukleotids (komplementar zum Poly-A-Schwanz
der eukaryotischen mRNA) oder eines random Hexamer-Primers an den RNA Strang aus

Desoxynukleosid-Triphosphaten (dNTPs) den komplementaren cDNA Strang.

Fur die Genexpressionsanalyse mit dem gRT-PCR Array von SA Bioscience wurde die
cDNA-Synthese mit dem First Strand Kit® (SA Bioscience) durchgefiihrt. Hierzu wurde 1 pg
der isolierten RNA mit 2 yl GE-Puffer (genomische DNA Eliminationspuffer) versetzt, mit
RNase-freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 10 pl gebracht und fur 5 min bei 42°C im
Thermo Cycler inkubiert. AnschlieBend wurden zu den 10 pl gDNA-Eliminationsmischung
10 pl des RT-Cocktails zugegeben (Tab. 17) und der Reaktionsansatz fir 15 min bei 42°C im

Thermo Cycler inkubiert.

Tab. 17: Herstellung des First Strand Kit® Mastermixes zur cDNA-Synthese

Reagenz Menge pro Probe
5x RT Puffer 3 4 pl
RNase-freies Wasser 3ul
Primer und externe Kontrolle 1l
RT Enzym Mix 3 2ul
Wasser (inkl. 1 ug RNA) + GE-Puffer 10 ul

AbschlieRend wurde das RT Enzym fir 5 min bei 95°C inaktiviert. Die cDNA wurde mit 91 pl

bidestilliertem Wasser verdiinnt und bei -20°C gelagert.
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Prinzip der PCR

Das generelle Prinzip der PCR basiert auf der exponentiellen Vervielfaltigung kurzer DNA-
Sequenzen. Hierzu werden Primer verwendet, die an eine fir das Zielgen spezifische
Sequenz binden und diese unter Verwendung von dNTPs komplementar verlangern. Durch
Fluoreszenzmessung des DNA-interkalierenden Farbstoffes SYBR® Green | wahrend der
Amplifikation kénnen die entstandenen Molekile des Zielgens detektiert werden. Der Punkt,
ab dem das Fluoreszenzsignal signifikant gegenliber dem Hintergrundwert ansteigt, wird Ct-
Wert (cycle threshold) genannt und markiert eine theoretische GroR3e, die den Anfang des
exponentiellen Wachstums des Fluoreszenzsignals beschreibt. Der C-Wert ist umgekehrt
proportional zum Expressionslevel des Zielgenes, d.h. je groBer die Ausgangsmenge an
cDNA in der Probe ist, desto friiher Ubersteigt die Fluoreszenz den Schwellenwert. Mittels
relativer Quantifizierung kann in der AAC; Methode der C-Wert des Zielgenes auf den C;-
Wert eines konstitutiv exprimierten ,Haushaltsgens® normalisiert werden und so die
Veranderung der Genexpression (fold change) im Vergleich zu einer Kontrolle wie folgt

berechnet werden:
AC, = C,(Zielgen) - C,(Haushaltsgen)
AAC,= AC, (behandelt) - AC, (Kontrolle)

2N-AAC,) = Veranderung der Genexpression (fold change)

Die Genexpression der behandelten Tiere ist bei einem fold change > 1 relativ zur Kontrolle
hochreguliert und herabreguliert wenn das Verhaltnis <1 ist. Die Verwendung dieser
Berechnungsmethode setzt jedoch voraus, dass die PCR Effizienz fur Ziel- und endogenes
Haushaltsgen gleich ist, da Unterschiede in den Amplifikationsraten zu falschen Gen-
expressionsdaten fihren kénnten. Mit einer Effizienz von 100% wird in einem optimalen PCR
Lauf die DNA Menge in jedem Zyklus verdoppelt. Um die Effizienz der PCR Messung zu
ermitteln, wird aus diesem Grund sowohl fur Ziel- als auch Haushaltsgene Ublicherweise eine
Standardkurve mitgemessen. Bei Verwendung des qRT-PCR Arrays von SA Bioscience ist
die Messung von Standardkuven auf Grund der Menge von 84 verschiedenen Genen jedoch
nicht moglich. Sie wird jedoch vom Hersteller garantiert und mit einer durchschnittlichen

Amplifikationseffizienz von 99% angegeben.
gRT-PCR Array Analyse

Durch Verwendung eines RT? Profiler PCR Arrays® (SA Bioscience) mit 96 designten
Primern war es moglich, die Expression von 84 ausgewahlten Genen zu untersuchen. Diese

Gene sind in NFkB, MAPK und Nrf2-abhangige Signalwege involviert oder betreffen den
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Arzneistoffmetabolismus, wie verschiedene Cytochrom P450 Enzyme, Gene des
Immunsystems, wie Zytokine und Chemokine, Gene der oxidativen Abwehr und apoptotische
Faktoren. Zusatzlich wurden sechs verschiedene Haushaltsgene und eine Reihe von

Kontrollen integriert. Eine vollstandige Liste der ausgewahlten Gene ist in Tab. 8 zu finden.

Der pro Array, also pro Probe, angesetzte Reaktionsmix bestand aus 1350 pl 2x PCR Master
MIX SYBR Green® (SA Bioscience), 102 ul verdiinnter cDNA und 1248 pl bidestilliertem
Wasser. In jedes der 96 Wells mit bereits vorbeschichteten Primern wurden 25 ul des

Reaktionsmixes pipettiert, die Platte mit Folie versiegelt und zentrifugiert.

Die Genexpression der einzelnen Gene wurde im LightCycler480 (Roche) unter Verwendung
der in Tab. 18 aufgefuhrten Bedingungen ermittelt. Unmittelbar nach der Amplifikation wurde
eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt. Hierbei konnte die Spezifitdt der gebildeten PCR
Produkte durch kontinuierliches Erhitzen bis auf 95°C uberprift werden, denn der
verwendete Farbstoff (SYBR® Green) interkaliert in alle doppelstrangige DNA und kann somit
auch Primerdimere oder DNA Kontaminationen falschlicherweise als Produkt anzeigen.
Wahrend des Erhitzungsprozesses erfolgt die Dissoziation der PCR Produkte zu einer
jeweils Produkt-spezifischen Schmelztemperatur, die von der Lange, Sequenz und dem
Guanin-Cytosin (GC) Gehalt abhéangt und somit eine Unterscheidung zwischen dem

gewiinschten und unspezifischen Amplifikationsprodukten méglich macht.

Tab. 18: PCR Bedingungen zur Amplifikation der RT2 Profiler PCR Array® Zielgene

Zyklen Dauer Temperatur Bedeutung
1 10 min 95°C Aktivierung der DNA-Polymerase
45 15s 95°C Amplifikation und Detektion der
1 min 60°C Fluoreszenz in jedem Well
1 15s 60°C Schmelzkurvenanalyse

kontinuierlich 95°C

Die Ci-Werte wurden gegen den Mittelwert von vier der sechs Haushaltsgene normalisiert
(Acidic ribosomal phosphoprotein PO (Arbp), ribosomal protein, large, P1 (Rplpl),
hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase (Hprtl) und lactate dehydrogenase A
(Ldha)). Da die restlichen zwei Haushaltsgene durch die Behandlung mit LPS ebenfalls
reguliert wurden, konnten ribosomal protein L13A (Rpl13a) und beta-Actin (Actb) nicht mehr
fur die Berechnung verwendet werden. Die Veranderung in der Genexpression wurde unter
Verwendung der AAC-Methode vorgenommen und die Daten als Mittelwert der

Veranderungen der Genexpression im Vergleich zu den Kontrolltieren (n = 5) angegeben.
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4.2.3.4 cDNA-Synthese und qRT-PCR von einzelnen Genen

Fur die Genexpressionsanalyse einzelner Gene wurde die cDNA-Synthese mit dem Verso
cDNA Kit® (Thermo Fisher) durchgefiihrt. Hierzu wurde 1 pg der isolierten RNA mit RNase-
freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 11 pl gebracht und mit 1 pl Primer (random
Hexamer:Oligo-dT = 3:1) fiir 5 min bei 70°C im Thermo Cycler inkubiert. AnschlieRend wurde
jeder Probe 8 ul Mastermix zugegeben (Tab. 19). Nach 50 minttiger Inkubation bei 47°C
wurde das RT Enzym durch 2 minltiges Erhitzen auf 95°C inaktiviert. Die fertige cDNA
wurde mit 89 ul DEPC-Wasser verdiinnt und bei -20°C gelagert.

Tab. 19: Herstellung des Verso cDNA-Synthese Kit® Mastermixes (Thermo-Fischer).

Reagenz Menge pro Probe
5x cDNA Puffer 4 ul
dNTP Mix 2ul
RT Verstarker 1l
Verso Enzym Mix 1l
Wasser (inkl. 1 ug RNA) + Primer 11+1

Als Kontrolle wurden Nicht-Amplifikations Kontrollen (NAC) durch Vereinigung von zehn RNA
Proben (je 1,1 pl) hergestellt. Diese Kontrollen wurden mit Mastermix ohne Zugabe von
Reverser Transkriptase versetzt und zeigten bei Entstehung eines PCR Produktes die

Verunreinigung der Probe mit genomischer DNA an.

Die umgeschriebene RNA wurde nun mittels gRT-PCR auf die Expression verschiedener
Multidrug Resistance-Related Proteine (MRP2, 3 und 5) untersucht. Hierzu wurden 2 pl von
jeder cDNA Probe in die 96-Well Platte pipettiert und 18 pl Mastermix (Tab. 20)
hinzugegeben.

Tab. 20: Herstellung des SYBR® Green Mastermixes (Thermo-Fischer).

Reagenz Menge pro Probe
2x Mastermix 10l
FW Primer 0,15 pl
RV Primer 0,15 pl
H,0 7,7 ul
cDNA 2 ul

Die Sequenzen der verwendeten Primer fur MRP2, 3 und 5 wurden aus der Literatur

Ubernommen und sind in Tab. 9 angegeben (Cassio et al., 2007; Donner et al., 2004;
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Serrano et al.,, 2003). Die Genexpressionsanalyse der drei Gene wurde mittels des
LightCycler480 (Roche) unter Verwendung der in Tab. 21 aufgeflihrten Bedingungen durch-
gefuhrt:

Tab. 21: PCR Bedingungen zur Amplifikation der MRPs

Zyklen Dauer Temperatur Bedeutung

1 10 min 95°C Aktivierung der DNA-Polymerase
15s 95°C Amplifikation und Detektion der

40 30s Sr°C Fluoreszenz in jedem Well
30s 72°C J
5s 95°C

1 1 min 52°C Schmelzkurvenanalyse

kontinuierlich 95°C

Alle Proben wurden in Doppelbestimmung vermessen und gegen 18S rRNA als
Haushaltsgen normalisiert. In jedem PCR Lauf wurden Nicht-Amplifikations Kontrollen (zur
Detektion genomischer DNA) und serielle 1:2 Verdinnungen einer Positivprobe fir die
Standardkurve zur Effizienzbestimmung von Zielgen und Haushaltsgen mitgemessen. Die
relative Quantifizierung der Genexpression wurde mit Hilfe der AAC,-Methode berechnet und
die Daten als Mittelwert der Veréanderungen der Genexpression im Vergleich zu den Kontroll-

tieren (n = 5) angegeben.

4.2.4 Proteinbiochemische Methoden

4.2.4.1 Immunhistochemische Detektion von Neutrophilen im Lebergewebe

Bei der Methode der Immunhistochemie (IHC) werden Proteine mit Hilfe von Antikérpern
sichtbar gemacht. So ist es moglich, zu bestimmen, ob bestimmte Proteine in einem Gewebe
vorhanden sind und in welchem Zellkompartiment sie lokalisiert sind. Hierbei wird die Affinitat
von Antikdrpern zu einem bestimmten Epitop eines Proteins (Antigen-Antikérper-Reaktion)
genutzt. Nach dem spezifischen Primarantikbrper wird ein mit Biotin gekoppelter Sekundéar-
antikorper, der gegen den Primarantikorper gerichtet ist, zugegeben. Anschlielend wird mit
einem Komplex aus Streptavidin (welches spezifisch an Biotin bindet) und einem Enzym
(meist Meerrettich-Peroxidase) inkubiert. Bei abschlielender Zugabe eines Substrates
kommt es durch die Enzym-Substrat-Reaktion an genau der Stelle im Gewebe zu einer Farb-

stoffbildung, an der das Zielprotein lokalisiert ist.
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Zur Detektion von neutrophilen Granulozyten wird ein Antikbrper gegen Myeloperoxidase
(MPO) verwendet. MPO ist ein Enzym, das in Neutrophilen exprimiert wird und bei der

Regulation von Entziindungsprozessen eine wichtige Rolle spielt.

Far die immunhistochemische Detektion von eingewanderten Neutrophilen in Lebergewebe
wurden die angefertigten Schnitte (siehe 4.2.1.3) eine Stunde lang bei 60°C im Trocken-
schrank auf Objekttragern fixiert. Zur Entparaffinisierung wurden die Schnitte in einer
ansteigend hydrophilen Lésungsmittelreihe gewaschen: 3 x 4 min in Roti®Histol, 3 x 2 min in
100% Ethanol, 1 x 2 min in 70% Ethanol und 3 x 5 min in 1 x PBS. Durch die Fixierung mit
Formaldehydldsung nach der Organentnahme kann es zu einer Quervernetzung von
Proteinen kommen, was den Zugang des Antikérpers zum Epitop erschweren oder sogar
verhindern kann. Aus diesem Grund wurde eine Demaskierung der Antigene durchgefihrt,
indem die Schnitte 4 min lang unter Druck in einem Schnellkochtopf in Citratpuffer (pH 6)
gekocht, anschlieBend abgekihlt und 3 x mit 1 x PBS gewaschen wurden. Um mittels
hydrophober Abgrenzung zu verhindern, dass sich die im Folgenden aufpipettierten
Lésungen auf dem ganzen Objekttrager verteilen, wurden die Gewebeschnitte eng mit einem
Fettstift (Dako Pen®) umrandet. Daraufhin wurden verschiedene Schritte durchgefiihrt, die
unspezifische Bindungen und Reaktionen der Antikdrper und Farbereagenzien verhindern
sollten, was ansonsten zu einer unerwinschten Hintergrundfarbung fiihren kdnnte. Als
erstes wurden die Schnitte 1 h lang bei Raumtemperatur mit 10%igem Ziegenserum in PBS
inkubiert, um unspezifische Bindungsreaktionen der Primar- und Sekundarantikdrper an
endogene Immunglobuline zu verhindern. Nach 3 x 3 min Waschen in 1 x PBS wurden die
Schnitte 15 min mit 3% H,O, in PBS inkubiert, um die endogene Peroxidaseaktivitat des
Gewebes zu inaktivieren. In einem dritten Schritt wurden die Praparate jeweils 15 min lang
mit einer Avidin- und anschlieRend mit einer Biotinldsung (0,001% in PBS) inkubiert, um
endogenes Avidin und Biotin zu blockieren. Nach 2 x 3 min Waschen in 1 x PBS wurden die
Schnitte tUber Nacht bei 4°C mit Primarantikorper (anti-Myeloperoxidase; 1:150 verdinnt in

5% Ziegenserum in PBS) inkubiert.

Am zweiten Tag wurden die Schnitte 3 x 5 min in 1 x PBS gewaschen. AbschlieRend erfolgte
fur 45 min bei RT die Inkubation mit biotinyliertem Sekundarantikorper (1:150 Verdinnung in
5% Ziegenserum in PBS). Die Schnitte wurden wieder 3 x 5 min in 1 x PBS gewaschen,
30 min lang bei RT mit Vectstain® Elite ABC Reagenz (Streptavidin-Meerrettichperoxidase-
Komplex) inkubiert und 2 x5 min in 1 x PBS gewaschen. Zur abschlieRenden Farbgebung
der markierten Myeloperoxidase wurden die Schnitte 90 s mit DAB (3,3‘-Diaminobenzidin

Tetrahydrochlorid) inkubiert. Die Oxidation des DAB durch die Meerrettichperoxidase fiihrte
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an den Stellen der Antikdrperbindung im Gewebe zu unléslichen braunen Prazipitaten. Diese
braun gefarbten Zellen kdnnen Lichtmikroskopisch detektiert werden und bleichen auch Uber

die Zeit nicht aus.

AnschlieRend wurden die Schnitte auf den Objekttragern fir 10 min in Hamalaun-Ldsung
sowie nach 10-mindtigem Waschen unter flieRendem Leitungswasser fur 1 min in Eosin-
[6sung gefarbt. Die Hamatoxylin- und Eosin-Farbung (HE-Férbung) dient in der IHC als
Gegenfarbung zur Erleichterung der histologischen Beurteilung. Hierbei werden durch
Hamalaun die Zellkerne blauviolett und durch Eosin das Zytoplasma rosa angefarbt.
AbschlieRend wurden die angefarbten Schnitte Uber eine aufsteigende Ethanolreihe
(1 x 1 min 70 % Ethanol, 4 x 2 min 100 % Ethanol, 2 x 3 min Roti®—HistoI) entwassert und mit

Hilfe von Eukitt® unter Verwendung von Deckglaschen luftdicht eingebettet.

Die Bestimmung der Menge an infiltrierten Neutrophilen wurde durch Z&hlen der braun-
gefarbten Zellen unter Verwendung eines Licht-Mikroskops mit einem Gitternetz-Okular
durchgefihrt. Hierzu wurden pro Schnitt bei 200-facher VergroRerung zuféllig 10 Bereiche
gewahlt und die Anzahl MPO-positiver Zellen gezahlt, die sich innerhalb des Gitters

befinden. Die Daten wurden als Mittelwert MPO-positiver Zellen pro Feld angegeben (n=5).

4.2.4.2 Multiplex Zytokin Assay

Wie die Immunhistochemie basiert das Prinzip des Multiplex Zytokin Assays (Millipore) auf
der Kombination einer spezifischen Antigen-Antikorper-Reaktion und einer Reaktion mit
einem gegen den Erstantikorper gerichteten, biotinylierten Antikdrper. Durch Bildung eines
Fluoreszenzfarbstoffes in Abhangigkeit des gebundenen Sekundéarantikdrpers, kann die
Konzentration des Analyten bestimmt werden. Um mehrere Analyten gleichzeitig messen zu
kénnen, wurde von Luminex ein System basierend auf 5,6 um kleinen Mikrospharen aus
Polystyrol entwickelt. Durch Fullung mit verschiedenen Farbstoffen konnen sie bis zu 100
voneinander unterscheidbare Farbungen annehmen. Eine Reihe mdglicher Antikdrper gegen
verschiedene Analyten kann ausgewéhlt und an diese Kiugelchen (Beads) gekoppelt werden
(Abbildung 10).

Nach Zugabe der Probe, z.B. Plasma, binden die Antikdrper spezifisch an die jeweiligen
Zielepitope und werden anschlieRend mit einem biotinylierten Zweitantikdrper gekoppelt. Als
Detektionsreagenz wird abschlieRend eine Streptavidin-Phycoerythrin-Lésung hinzu-
gegeben, die an das Biotin am Sekundarantikorper bindet. Nach dem Prinzip der Durchfluss-
zytometrie werden die Partikel vereinzelt und die Mikrosphéren der Reihe nach durch die
Detektionskammer geleitet. In dieser Analyseeinheit detektieren zwei Lichtquellen einerseits

qgualifizierend das spezifische Farbspektrum der Beads. Andererseits wird zur
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Quantifizierung die Menge des daran assoziierten Fluoreszenzfarbstoffes gemessen, was
eine parallele Bestimmung von mehreren Analyten in ein und derselben Probe ermdglicht.
Die Analysen wurden am Luminex 100 ® in der Abteilung fir Experimentelle Chirurgie der
Universitatsklinik Wirzburg durchgefihrt.

Antikorper- Zugabe der Zugabe des Zugabe des Messung

gekoppelte Plasmaprobe biotinylierten Streptavidin-
Beads Detektions-AK RPE-Komplexes

IFN-g

VN S

Assoziierte RPE
Fluoreszenz

Konzentration
des Analyten
Farbe der Beads

Abbildung 10 Prinzip der Multiplex Zytokin Messung

Die Analyse der elf ausgewahlten Zytokine (IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12a, IL-
17a, TNF-a, IFN-y und CINC-1) in EDTA-Plasma mittels Milliplex® MAP Kit (Millipore) wurde
nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Hierzu wurde eine 96-Well Filterplatte mit 200 pl
Assay Puffer pro Well versetzt, die Platte mit Klebefolie versiegelt, 10 min geschiittelt und
der Puffer mit der Vakuumapparatur abgesaugt. 19 ul der Plasmaproben wurden mit 76 pl
des mitgelieferten Proben-Verdinnungspuffers 1:5 verdiinnt. Die im Kit enthaltenen
Qualitatskontrollen (QC) wurden in destilliertem Wasser geltst. Die Standardldsung von
20.000 pg/ml wurde durch serielle Verdinnungen 1:4 mit Puffer bis auf den kleinsten
Kalibrierstandard von 4,88 pg/ml herunter verdiinnt. Nun wurden 25 pl von jedem Standard,
den beiden Qualitatskontrollen und Assay Puffer als Nullwert auf die Platte pipettiert. Um
aufgrund der geringen Plasmaverdiinnung gleiche Matrixbedingungen in allen Messlésungen
zu erhalten, wurden zu Standards, Nullwert und QCs je 25ul einer mitgelieferten
Matrixlosung pipettiert. Anschliel3end wurden 25 pl Assay Puffer in die Wells pipettiert, die fur
die unbekannten Plasmaproben vorgesehen waren. Von jeder Probe wurde in
Dreifachbestimmung 25ul auf die Platte gegeben. Die fur die elf einzelnen Zytokine
spezifischen Bead-Suspensionen wurden in einer Mischflasche vereinigt. Anschlie3end
wurden in jedes Well 25 ul der Beadmischung pipettiert. Die Platte wurde versiegelt und tber
Nacht (18-20 h) bei 4°C geschuttelt. Am nachsten Tag wurden die Proben abgesaugt und die
Platte 2 x mit 200 pl Waschpuffer pro Well gewaschen. AnschlieRend wurden in jedes Well
25 pl des Detektionsantikérpers pipettiert, die Platte abgedeckt und auf dem Schittler fir 2 h
bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 25 pl des Streptavidin-Phycoerythrin-Konjugats wurde die
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Platte auf dem Schuttler fir 30 min bei RT inkubiert. Nach einem vorsichtigen Absaugeschritt
wurde die Platte 2 x mit 200 pl Waschpuffer/ Well gewaschen und 150 pl eines speziellen
Gerate-Messpuffers (Sheath Fluid) in die Wells gegeben. Die Platte wurde fur 5 min
geschittelt, um die Beads vollstandig zu resuspendieren. Die Messung erfolgte am Luminex®
100 unter Verwendung der STarStation® 2.0 Software. Folgende Einstellungen wurden

hierbei verwendet:

Tab. 22: Einstellungen am Luminex® 100 zur Multiplex Zytokin Messung

Probenvolumen 100 pl
Messungen 50 pro Bead
Gate Einstellung 8.000 bis 15.000
Max. Messzeit 60 s
Verdunnungsfaktor 5

Mit Hilfe der STarStation® 2.0 Software wurden die Konzentrationen der Analyten in ng/ml
durch Einsetzen in eine 5-Parameter Ausgleichskurve (5-parameter logistic curve-fitting

method) bestimmt. Die Daten wurden als Mittelwert (n=5) + SD angegeben.

4.2.43 ELISA Messung von NGAL und HMGB1

4.2.4.3.1 NGAL Bestimmung mittels ELISA

Die ELISA Methode (Enzyme linked immunosorbent assay) beruht, wie die oben bereits
beschriebenen immunochemischen Methoden, auf spezifischen Antigen-Antikdrper-
Bindungen, die durch Enzym-Substrat-Reaktionen eine Farbbildung ausldsen, welche

proportional mit der jeweiligen Analytkonzentration zunimmt.

Das Protein Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL oder auch Lipocalin-2) wird
von neutrophilen Granulozyten ausgeschuttet und wird als Marker fur deren Aktivierung
diskutiert. Die Bestimmung von NGAL im Plasma wurde mit einer im Labor etablierten ELISA
Methode durchgefuhrt (Hoffmann et al., 2010; Sieber et al., 2009). Hierzu wurde eine 96-
Well Platte mit 50 pl pro Well einer 1:400 Verdinnung des NGAL Antikorpers (125 ng Maus-
anti-rNGAL (AntibodyShop A/S) pro Well) in Coating Puffer (Tab. 5) versetzt und tber Nacht
bei 4°C inkubiert. Am nachsten Morgen wurde der Coating Puffer entfernt, die Platte 2 x mit
300 pl Waschpuffer (0,05% Tween20 in PBS = PBST) gewaschen und zum Entfernen aller
Flissigkeitsreste auf Zellstoff ausgeklopft. Um unspezifische Bindungen zu verhindern,
wurden anschlieRend 200 pl eines Blockierungspuffers (1% BSA in PBS) in jedes Well
gegeben, die Platte fur 2 h bei RT inkubiert und 2 x mit PBST gewaschen. In Doppel-

bestimmung wurden 100 pl der einzelnen Plasmaproben (1:1000 verdiinnt in Puffer), sieben
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serielle 1:4 Verdunnungen (20 ng/ml-0,07813 ng/ml) eines rekombinanten Ratten NGAL
Proteins (R & D Systems) als Kalibrierlosungen, sowie Verduinnungspuffer als Nullwert auf
die Platte gegeben und bei RT fir 2 h inkubiert.

Nach viermaligem Waschen mit PBST wurden 100 pl einer 1:2000 Verdinnung des
biotinylierten Sekundarantikorpers (AntibodyShop A/S) in Verdinnungspuffer in die Wells
gegeben, die Platte abgedeckt und fir 90 min bei RT inkubiert. Anschlie3end wurde 4 x mit
PBST gewaschen, 50 ul eines Streptavidin-Meerrettichperoxidase-Konjugats (Vector) in
jedes Well pipettiert und fir 30 min bei RT inkubiert. Nach 4 x Waschen mit PBST wurden
dann 100 ul der Substratlésung (Sigma) auf die Platte gegeben und fir 30 min bei RT vor
Licht geschutzt inkubiert. Bei dem Substrat handelte es sich um die reduzierte Diamin-Form
des Tetramethylbenzidins (TMBH,), das durch die bei der Peroxidase-H,O, Reaktion
freiwerdenden Protonen, zu einem blaugefarbten Endprodukt (TMB) oxidiert wird. Nach
30 min wurde die Reaktion durch Zugabe von 100 pl 2 M Schwefelsdure (Stopp-Lésung,
Sigma) gestoppt. Die Absorption des stabilen gelben Farbkomplexes wurde am Photometer
(SpectraMax 190, Molecular Devices) innerhalb von 30 min bei 450 nm gemessen. Die
Daten wurden mit Hilfe der SOFTMax PRO Software erfasst. Durch Einsetzen in den
linearen Bereich einer 4-Parameter Regressionskurve wurden die NGAL-Konzentrationen in

ng/ml ermittelt und als Mittelwert (n=5) £ SD angegeben.

4.2.4.3.2 HMGB1 ELISA

High mobility group box Protein 1 (HMGB1) ist ein nukledres Protein, das u.a. bei nekro-
tischem Zelltod freigesetzt wird und physiologisch als kdrpereigener Alarmstoff dienen kann.
Zur Bestimmung von HMGB1 im Plasma wurden zwei verschiedene HMGB1 ELISA Kits

verwendet. Alle Arbeitsschritte wurden hierbei nach Angaben der Hersteller durchgefihrt.

Fir die Bestimmung von HMGB1 mittels des ELISA Kits von IBL-International (Hamburg,
Deutschland) wurden 100 pl Verdunnungspuffer in jedes Well pipettiert. Zusatzlich wurden
jeweils 10 pl der seriellen 1:4 Verdiinnungen des Standards (80 - 1,25 ng/ml), Verdinnungs-
puffer als Nullprobe und unverdinnte Plasmaproben hinzugegeben. Die Platte wurde mit
Klebefolie versiegelt, vorsichtig 30 s lang geschuttelt (200 U/min) und fir 23 h bei 37°C im
Trockenschrank inkubiert. AnschlieRend wurde die Platte 4 x mit je 400 ul Waschpuffer pro
Well grindlich gewaschen, 100 pl des Enzymkonjugats aufgegeben und fir 2 h bei RT
inkubiert. Nach erneutem Waschen (5 x mit 400 pl Waschpuffer) wurden 100 pl eines frisch
hergestellten Farbreagenz in jedes Well gegeben und 30 min bei RT inkubiert. Durch Zugabe

von 100 pl Stopreagenz wurde die Enzymreaktion gestoppt. Innerhalb von 60 min wurde die
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Absorption in den einzelnen Wells bei 450 nm am Photometer (SpectraMax 190, Molecular
Devices) vermessen. Die Daten wurden mit Hilfe der SOFTMax PRO Software erfasst. Durch
Einsetzen in den linearen Bereich einer 4-Parameter Regressionskurve wurden die HMGB1-

Konzentrationen in ng/ml ermittelt und als Mittelwert (n=5) + SD angegeben.

Die Durchfiihrung des HMGB1 ELISA Kits von Uscn Life Science Inc. (Wuhan, China)
erfolgte, indem je 100 pl der sieben seriellen 1:2 Verdinnungen des Standards (1000 -
7,8 pg/ml) bzw. reiner Verdinnungspuffer als Nullwert in die entsprechenden Wells pipettiert
wurden. Die 1:20 Verdinnung der Plasmaproben erfolgte direkt im Well, indem von jeder
Probe 5 pl zu 95 pl des vorgelegten Verdinnungspuffers pipettiert wurden. Die Platte wurde
mit Folie versiegelt, 5 min bei RT geschiittelt und 2 h bei 37°C im Trockenschrank inkubiert.
Nach Ausklopfen der Platte wurden 100 pl Detektions-Reagenz A (Sekundarantikdrper) in
jedes Well gegeben, die Platte versiegelt, 5 min bei RT geschittelt und 2 h bei 37°C im
Trockenschrank inkubiert. Anschlieend wurde die Platte 3 x mit je 350 ul Waschpuffer
gewaschen, 100 ul Detektions-Reagenz B (Enzymkonjugat) aufpipettiert, die Platte ver-
siegelt, 5 min bei RT geschuttelt und 30 min bei 37°C im Trockenschrank inkubiert. Dann
wurde die Platte 5x grindlich mit je 350 ul Waschpuffer pro Well gewaschen, 90 pl
Substratlésung in jedes Well gegeben, die Platte versiegelt und zum Schutz vor Licht in
Alufolie eingewickelt. Die Platte wurde 5 min bei RT geschiittelt und anschlieRend 20 min bei
37°C inkubiert. Um die Farbreaktion zu beenden, wurden abschlielRend 50 pl Stopp-Ldsung
in jedes Well pipettiert und die Absorption in den einzelnen Wells bei 450 nm am Photometer
(SpectraMax 190, Molecular Devices) vermessen. Die Daten wurden mit Hilfe der SOFTMax
PRO Software erfasst. Durch Einsetzen in den linearen Bereich einer 4-Parameter
Regressionskurve wurden die HMGB1-Konzentrationen in pg/ml ermittelt und als Mittelwert

(n=5) + SD angegeben.

4.2.4.4 Bestimmung der Glutathionkonzentration in Leber

Das Pseudotripeptid Glutathion (GSH), auch y-L-Glutamyl-L-cysteinylglycin, das sich aus den
drei Aminosauren Glutaminséure, Cystein und Glycin zusammensetzt, ist in fast allen Zellen
in hoher Konzentration enthalten und gehort zu den wichtigsten als Antioxidans wirkenden
Stoffen im Organismus. GSH kann dazu beitragen, zellulare Makromolekiile, wie etwa
Proteine und Membranlipide, vor reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) zu schitzen. Hierbei
werden die SH-Gruppen im Glutathion oxidiert, wodurch es von seiner monomeren GSH
Form in ein GSSG Dimer Ubergeht. Mit Hilfe des Cayman GSH Assay Kits wurde die Menge
an Gesamt-GSH, also die Summe aus GSH und GSSG, in Leberproben bestimmt, um zu
Uberprifen, ob die Behandlung mit BSO zu der erwarteten Glutathiondepletion im Gewebe

gefuhrt hat.
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Die Methode basiert auf einer Reaktion der GSH Thiolgruppe mit DTNB (5,5'-Dithio-bis-2-
Nitrobenzoesaure, Ellman’s Reagenz), die durch Umwandlung in 5-Thio-2-Nitrobenzoesaure
(TNB) einen gelben Farbstoff entstehen lasst. Durch Verwendung von Glutathion Reduktase
wird einerseits endogenes GSSG zu GSH reduziert. Zuséatzlich wird das als Zwischenprodukt
entstehende gemischte Disulfid aus GSH und TNB (GSTNB) zu GSH recycelt, wodurch
freies TNB entsteht (Abbildung 11). Das Ausmal3 an TNB Bildung ist direkt proportional zu

dieser Recycling-Reaktion, welche wiederum proportional zur GSH Menge in der Probe ist.

GSSG Glutathion-Reduktase > 2 GSH

TNB GSH DTNB

GlutathiontReduktase
Abbildung 11 Beteiligte Reaktionen
GSTNB TNB bei der Bestimmung des Gesamt-
GSH Gehalts in Leberproben.

Zur Durchfihrung der Messung wurden 200 mg Lebergewebe in 600 pl PBS homogenisiert
und fur 15 min bei 4°C und 10.000 g abzentrifugiert. Um die Proteine zu fallen, wurden
400 pl des Uberstandes 1:1 mit frisch hergestellter MPA Reagenz (Tab. 5) versetzt und
5 min bei 14.000 g zentrifugiert. 100 pl des deproteinisierten Uberstandes wurden mit 5 pl
TEAM Reagenz versetzt (Tab. 5). Mit 295 pl eines mitgelieferten MES Puffers, bestehend
aus 0,4 M 2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure, 0,1 M Phosphat und 2 mM EDTA (pH 6)
wurden 5 pl der Probe/TEAM-Mischung auf die bendtigte Messkonzentration verdinnt.
Zusatzlich wurden sieben Verdiinnungen des Standards von 0,5 bis 16 UM GSH hergestellt.

50 pl von jedem Standard bzw. Probe wurden in ein Well einer 96-Well Platte pipettiert und
jeweils 150 pl des frisch hergestellten Assay Cocktails (Tab. 23) hinzugegeben. Die Platte

wurde abgedeckt und unter Lichtausschluss 30 min lang unter Schutteln inkubiert.

Die Absorption in den einzelnen Wells wurde anschlieend am Photometer bei 405 nm
vermessen. Die Daten wurden mit Hilfe der SOFTMax PRO Software erfasst und die GSH-
Konzentrationen in pM durch Einsetzen in den linearen Bereich einer 4-Parameter
Regressionskurve ermittelt. Nach Division durch einen Verdinnungsfaktor der Aufarbeitung
(F = 0,475) und Einbeziehung des verwendeten Extraktionsvolumens von 0,6 ml, sowie der
Einwaage von 0,2 g Lebergewebe wurden die Daten als Mittelwert (n = 5) in umol/ g Leber

+ SD angegeben.
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Tab. 23: Herstellung und Zusammensetzung des Assay Cocktails

i
Assay Cocktail 100% 12,3 ml
MES 67,98% 8,36 ml
Co-Faktor Mix 2,72% 334,6 pl
DTNB 2,72% 334,6 pl
Enzym Mix 12,69% 1,65 ml
Wasser 13,90% 1,71 ml

4.2.5 Instrumentelle Analytik

Zur Bestimmung von durch Stressfaktoren induzierten Veranderungen im Metabolismus von
Diclofenac oder Arachidonséure wurden Analysen mittels HPLC-MS/MS durchgefiihrt. Die
Hochleistungs-Flissigkeits-Chromatographie (HPLC) ist ein chromatographisches Trenn-
verfahren, bei dem die Probe zusammen mit einem Laufmittel (mobile Phase) unter hohem
Druck durch eine gepackte Trennsaule (stationdre Phase) gepumpt wird. Bei Verwendung
von sogenannten Umkehrphasen (reversed phase = RP) wird die polare Oberflache der
Silicagel-Partikel mit einer unpolaren Schicht aus Alkanen (z.B.: Derivatisierung mit Octa-
decylsilan ergibt RP-C18 Material) Uberzogen. Der Zeitpunkt, wann eine Substanz von der
Saule eluiert (Retentionszeit), ist in diesem Fall von der Starke der Wechselwirkung des
Analyten mit dem unpolaren Lésungsmittelfilm um die Alkylketten des modifizierten Kiesel-
gels herum abhangig. Der geschwindigkeitshestimmende Schritt ist daher die Desorption des
Analyten zuriick in die polarere mobile Phase des FlieBmittels (meist gepufferte Mischungen

aus Wasser, Acetonitril oder Methanol).

Nach der Auftrennung der einzelnen Analyten wird zur Qualifizierung und Quantifizierung ein
Massenspektrometer (MS) Uber ein Interface an die HPLC gekoppelt. Die fur das MS
bendtigte Gasphase wird aus dem flissigen Losungsmittelgemisch beispielsweise mit Hilfe

der Elektrospray-lonisation (ESI) erzeugt.

Das Triple Quadrupol Massenspektrometer (Tandem MS) besteht aus drei in Serie
geschalteten Quadrupolen. Der erste Quadrupol (Q1) dient als Massenfilter zur Selektion der
ausgewahlten Precursor (Vorlaufer) lonen. Der mittlere Quadrupol (Q2) ist eine Kaollisions-
zelle, in der mittels eines inerten Gases wie Argon eine Dissoziation der selektierten
Precursor lonen stattfindet. Die dort entstandenen Fragmente werden anschlielend im

dritten Quadrupol (Q3) hinsichtlich Substanz-spezifischer Fragmentierungsmuster erneut
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gefiltert, wodurch die Methode des Multiple Reaction Monitoring (MRM) eine sehr spezifische

und vor allem sensitive Analyse der ausgewahlten Substanzen darstellt.

4.2.5.1 HPLC-MS/MS Anlage

Das zur Messung verwendete HPLC-MS/MS Gerat (Tab. 24) setzte sich aus einem
Autosampler mit HPLC Pumpe (beides 1100 Series; Agilent) zusammen, gekoppelt an ein
API 3000° Massenspektrometer (Applied Biosystems). Zur Trennung wurde eine 15 cm
lange Trennsaule mit Standard RP-C18 Saulenmaterial verwendet. Die Flussrate des
Losungsmittelgemisches wurde auf 200 pl pro Minute festgelegt, wodurch bei einem Druck
von 150 bar gemessen wurde.

Tab. 24: Gerate und allgemeine Messbedingungen fir die HPLC-ESI-MS/MS Analyse

Tandem Massenspektrometer

HPLC Pumpe
HPLC Autosampler
Injektionsvolumen

HPLC Séaulen

Flussrate

Temperatur (ESI lonenquelle)
Scan-Typ

Schutz- und Hilfsgas
Kollisionsgas
Datenaufnahme

API 3000° Triple Quadrupole Massenspektrometer (Applied
Biosystems)

Agilent Series 1100 LC quaterndre Pumpe (Agilent Technologies)
Agilent Series 1100 LC quaterndre Pumpe (Agilent Technologies)
10 ul

Vorsaule: ReproSil-Pur C18 (5um, 10 x 2mm) (Dr. Maisch
GmbH) Trennsaule: ReproSil-Pur C18 (5 ym, 150 x 2 mm) (Dr.
Maisch GmbH)

200 pl/min

400°C

MRM

Stickstoff

Argon

Analyst® Software 1.4.2 (Applied Biosystems)

Die ESI lonenquelle wurde auf 400°C vorgeheizt. Zur lonisierung wurde Stickstoff als
Schutzgas verwendet. Als Messmethode wurde das Multiple Reaction Monitoring (MRM)
verwendet. Die in Q1 selektierten Precursor lonen wurden mit Hilfe von Argon als
Kollisionsgas im zweiten Quadrupol fragmentiert. Die Aufnahme und Verarbeitung der Daten
zur Berechnung der einzelnen Peakflachen erfolgte mit Hilfe der Analyst® Software 1.4.2

(Applied Biosystems).
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4.2.5.2 Extraktion von Diclofenac und Diclofenac-Metaboliten aus Plasma und

Lebergewebe

Das Prinzip der Probenvorbereitung zur Extraktion von Diclofenac und den Metaboliten von
Diclofenac aus EDTA-Plasma basierte auf einer Methode aus der Literatur (Sparidans et al.,
2008) (Abbildung 12). Es wurden 15 pl Plasma mit 5 pl internem Standard (5 pg/ml D4-Dcl)
versetzt und 30 ul angesauertes Acetonitril (0,1% Ameisensaure) zur Proteinfallung
zugegeben (1:3,3 Verdinnung des Plasmas). Die Probe wurde gut gemischt und anschlie-
Rend fir 20 min bei 4°C mit 15.000 g abzentrifugiert. Vom klaren Uberstand wurden 45 pl
abgenommen und davon 10 ul in die HPLC-MS/MS injiziert.

Zur Extraktion von Diclofenac und Diclofenac-Metaboliten aus Lebergewebe wurden 250 mg
Lebergewebe mittels eines Ultra Turrax in 2 ml Phosphatpuffer (pH 4; 1,15% KCI)
homogenisiert. Zu 600 pl des Homogenats wurden 500 ul einer 20%igen NaCl-Kochsalz-
[6sung (w/v) (zur besseren Phasentrennung), 10 pl des internen Standards (5 pg/ml D4-Dcl)
und 5ml einer Mischung aus Cyclohexan und Ethylacetat (8:2) (v/v) hinzugegeben
(Abbildung 12). Diese Mischung wurde 10 min lang bei Raumtemperatur horizontal ge-
schattelt, damit die Analyten in die organische Phase Ubergehen, und anschlieBend fir
10 min bei 0°C mit 2.500 g abzentrifugiert. 4 ml des organischen Uberstands wurden
abgenommen und unter einem Stickstoffstrom verdampft. Der Rickstand wurde in 100 pl
einer mit 0,1% Ameisensaure (FA) angesauerten Mischung aus Wasser und Methanol
(70:30; v/v) aufgenommen, was den Anfangsbedingungen des HPLC FlieBmittel Gradienten
zur Diclofenac Messung entsprach (siehe Tab. 25) und 10 pl wurden in die HLPC-MS/MS

injiziert.

4.2.5.3 Extraktion von kovalent gebundenem Diclofenac aus Lebergewebe

Die Metabolisierung von Arzneistoffen zu Acylglucuroniden (AG) kann zu einer kovalenten
Bindung des Metaboliten an Proteine fiihren. Hierbei reagiert die elektrophile Acylglucuronid-
Gruppe mit nukleophilen Resten von Proteinen, wie Aminogruppen von Lysin oder Cystein
oder auch Imidazol- bzw. Phenol-Gruppen in Histidin und Tyrosin (Spahn-Langguth und
Benet, 1992).

Die Methode =zur Extraktion der Dcl-Acylglucuronid-abhéngigen Proteinaddukte aus
Lebergewebe basierte auf einer Methode fir Gemfibrozil Proteinaddukte (Hermening et al.,
2000).

Zur Homogenisierung des Gewebes wurden 250 mg Lebergewebe mittels eines Ultra Turrax
in 2 ml Phosphatpuffer (pH 4; 1,15% KCI) homogenisiert. 600 pl des Homogenats wurden in

einem 10 ml Roéhrchen mit 1 ml einer eiskalten Acetonitril : Ethanol Mischung (2 : 1; v/v)
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versetzt und gut gemischt, um eine vollstandige Proteinfallung zu erreichen (Abbildung 12).
Nach Abzentrifugation der Proteine fiir 5 min bei 0°C und 2.500 g wurde der Uberstand
verworfen und das Pellet 15-mal mit 1 ml Aliquoten einer Methanol : Ether Mischung (3:1;
viv) gewaschen, um ungebundenes bzw. reversibel gebundenes Diclofenac zu entfernen.
Das verbleibende Proteinpellet wurde mit 1 ml Kaliumhydroxid (0,25 M) versetzt und flr
30 min bei 80°C inkubiert, um die kovalenten Bindungen der Diclofenac Addukte zu
hydrolysieren. Durch Zugabe von 60 pl Phosphorsaure (42,5%) wurde die Lésung auf pH 3
eingestellt. AnschlieBend wurden 500 pl einer 20%igen NaCl-Kochsalzlésung (w/v), 10 ul
des internen Standards (5 pug/ml D4-Dcl) und 5 ml einer Mischung aus Cyclohexan und
Ethylacetat (8:2) (v/v) hinzugegeben (Abbildung 12).

Plasma Leber
Proteinfallung Homogenisierung

mit ACN & Proteinfallung mit ACN/EtOH . i S
> N & Vo~ edon
i Dcl-AG CE
- cl

/\ - - Proteinpellet l/ Protein-NH,

Uberstand Homogenat ? 15x waschen

o

(MeOH/Et20) o H,Pratein
= Del-Addukt @[
Cl

Extraktion der freien alkalische Hydrolyse

Metaboliten mit Cyclohex./EtAc KOH

LC-MS/MS Analyse < l/
Diclofenac / * o, Co0
Né

4'- und 5-OH-Dcl Extraktion des freigesetzten Del

DcI-AcngIucuroﬂnld - Diclofenac mit Cyclohex./EtAc cl
Dcl-Mercaptursaure

Abbildung 12 Ubersicht tiber die Extraktionsmethoden von Diclofenac, Diclofenac-Metaboliten und
kovalenten Diclofenac Proteinaddukten aus Plasma und Lebergewebe.

Diese Mischung wurde 10 min lang bei Raumtemperatur horizontal geschuttelt, damit die
Analyten in die organische Phase Ubergehen und anschlieBend fir 10 min bei 0°C mit
2.500 g abzentrifugiert. Das Lésungsmittel wurde abgenommen und unter N, verdampft. Der
Ruckstand wurde in 100 pl einer mit 0,1% Ameisensaure (FA) angesauerten Mischung aus
Wasser und Methanol (70:30; v/v) aufgenommen, was den Anfangsbedingungen des HPLC
FlieBmittel Gradienten zur Diclofenac Messung entsprach. In 10 pl dieser Losung wurde per

HLPC-MS/MS die Konzentration an Diclofenac quantifiziert.
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4254 LC-MS/MS Methode zur Bestimmung von Diclofenac und Diclofenac-
Metaboliten

LC-MS/MS Einstellungen

Zur Auftrennung der verschiedenen Diclofenac-Metaboliten auf der RP-C18 Saule wurde ein
Losungsmittelgradient verwendet (Tab. 25).

Tab. 25: Einstellungen fur die HPLC-ESI-MS/MS Analyse der Diclofenac-Metaboliten

Polaritat (lonisierungsmodus) positiv

Spannung (ESI lonenspray) 4200V

FlieBmittel A 0,1% (v/v) Ameisensaure (FA) in Wasser
FlieBmittel B 0,1% FA in Methanol

2 min isokratisch bei 30% B, dann linear innerhalb von 10 min bis
auf 75% B und weiter auf 95% B in den folgenden 3 min. 5 min

Gradient isokratisch bei 95% B, innerhalb von 2min zurick auf
Ausgangsbedingungen und die Saule 10 min bei 30% B gehalten.
Gesamtzeit pro Lauf 32 min.

Die spezifischen MRM Ubergange mit den jeweiligen idealen Potentialen wurden durch
Injektion der reinen Referenzldsungen (10 ng/ml) (Sigma, USBio) in das Massenspektro-
meter durch Software-gestutztes automatisches Tuning ermittelt (Tab. 26).

Tab. 26: MS/MS und HPLC Parameter der Messung von Diclofenac und Dcl-Metaboliten

Analyt m/z m/z Declus_tering Kolliéions Retgntio_ns-
Precursor lon Produkt lon Potential (eV) Energie (eV) zeit (min)
Dcl 296 215 31 29 22,8
D,-Dcl 300 219 61 29 22,8
4’-OH-Dcl 312 230 31 45 20,6
5-OH-Dcl 312 230 31 45 20,8
Dcl-AG 472 215 16 49 20,7
Dcl-MA1 473 324 25 40 19,5
Dcl-MA2 473 324 25 40 20,5
Dcl-Chinonimin 310 166 31 45 19,3

Bei Analyten, die nicht als Referenzsubstanz kauflich zu erwerben waren, wie die Diclofenac
Mercaptursauren (Dcl-MA) und das Dcl-Chinonimin, wurden spezifische MRM Ubergéange
aus der Literatur ibernommen (Miyamoto et al., 1997; Poon et al., 2001). Bei Dcl-Chinon-
iminen handelte es um Oxidationsprodukte von 4‘- oder 5-OH-Dcl. In den Proben konnte nur
ein Chinonimin detektiert werden, wobei nicht weiter bestimmt werden konnte, ob es sich

hierbei um Diclofenac-2,5-Chinonimin oder Dcl-1‘,4-Chinonimin handelt. Von den Abbau-
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produkten der Chinonimine nach Bindung an GSH, den Dcl Mercaptursauren, konnten zwei
Metaboliten detektiert werden. Bei den Dcl MAs 1 und 2 handelt es sich um 5-OH-4-N-
acetylcystein-Diclofenac und 4‘-OH-3‘-N-acetylcystein-Diclofenac, wobei nicht bestimmt

wurde, welcher Metabolit zu welchem Peak gehort.

Die bestmdglichen Potentiale wurden durch ,manuelles® Tuning (9 Injektionen derselben
Messlosung mit jeweils wechselnden DP und CE Einstellungen) ermittelt. Die verwendeten
Ubergange von Precursor zu fragmentiertem Produkt lon (Masse/Ladungs-Verhaltnis = m/z),

Potentiale und Retentionszeiten der einzelnen Analyten sind in Tab. 26 aufgefihrt.
Kalibriergeraden und Quantifizierung der Analyten in Plasma

Zur Quantifizierung der Analyten in Plasmaproben wurden Verdinnungen der Referenz-
substanzen mitgemessen, um Kalibriergeraden zu erstellen. Hierzu wurde ein Standardmix
mit jeweils 10 pg/ml Diclofenac, 4‘- und 5-OH-Dcl sowie Dcl-AG in 0,1% FA hergestellt.
Durch serielle 1:2 Verdinnungen mit 0,1% FA wurden Lésungen im Bereich von 8 pug/ml bis
40 ng/ml erhalten. Zuséatzlich wurde als interner Standard (IS) eine 5 pg/ml Lésung des
vierfach deuterierten Diclofenac (D4-Dcl) in 0,1% FA hergestellt. Auf 10 pl Plasma eines
unbehandelten Kontrolltieres wurden nun 10 pl jeder Standardverdiinnung und 5 pl des IS
aufgespiked. Nach Zugabe von 25 ul Acetonitril (0,1% FA) wurden die gefallten Proteine
20 min bei 4°C mit 15.000 g abzentrifugiert, 45 ul des Uberstandes in ein HPLC Insert
Uberfuhrt und 10 pl per LC-MS/MS vermessen.

Die Standardlésungen ergaben einen Kalibrierbereich von 2000 bis 4 ng/ml (ca. 6000 bis
8 nM). Kalibriergeraden wurden erstellt, indem in der Analyst® Software 1.4.2 die Verhalt-
nisse der Peakflachen von Referenz und IS gegen die Verhéltnisse der bekannten Konzen-
trationen von Referenz und IS in einem Diagramm aufgetragen wurden. Das Bestimmtheits-
mafd (R2) der einzelnen Geraden lag hierbei bei Gber 0,98. Die Konzentration der unbe-
kannten Analyten in ng/ml wurde durch Einsetzen des Peakflache/ IS Verhaltnisses in die
Kalibriergeraden ermittelt. Das Ergebnis wurde mit dem Verdinnungsfaktor von 3,33
multipliziert. Nach Einberechnung der jeweiligen molaren Masse der Analyten (M (Dcl) =
296 g/ml; M (OH-Dcl) = 312 g/mol; M (Dcl-AG) = 472 g/mol) wurden die Daten als Mittelwert
(n=5) in UM bzw. nM £ SD angegeben.

Zur absoluten Quantifizierung der Mercaptursauren und des Chinonimins waren keine
Referenzsubstanzen erhaltlich. Aus diesem Grund wurden die Verdnderungen in der Bildung
von Dcl-MAs und Dcl-Chinonimin relativ als das Verhaltnis der Peakflache des Analyten zum

internen Standard angegeben.
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Kalibriergeraden und Quantifizierung der Analyten in Leberextrakten

Zur Quantifizierung der Analyten in Leberextrakten wurden 20 pl der einzelnen
Standardlésungen direkt mit 10 pl IS (5 pg/ml Lésung) und 70 pl 0,1% FA versetzt, was
einen Konzentrationsbereich von 2000 bis 2 ng/ml ergab. Durch Aufpipettieren von 200 ng
Analyt auf 2 ml Leberhomogenat eines unbehandelten Kontrolltieres wurden Wieder-
findungen in Dreifachbestimmung ermittelt. Diese wurden wie die Proben extrahiert und
gemessen, um die Extraktionsmethode zu Uberprifen. Die ermittelten Wiederfindungen
langen zwischen 80 und 100% bei Extraktion der freien Metaboliten aus dem Uberstand.
Nach Hydrolyse und Extraktion der gewaschenen Proteinfraktion konnte jedoch kein
Diclofenac wiedergefunden werden, was bestatigte, dass die Waschschritte ausreichen, um
freies bzw. nicht kovalent an Proteine gebundenes Diclofenac aus dem Prazipitat zu

entfernen.

Durch Einberechnung der eingewogenen Lebermenge und der jeweiligen molaren Masse
der Analyten, wurde auf die Einheit von nmol/g Lebergewebe umgerechnet und die Daten als

Mittelwert (n=5) = SD angegeben.

4.2.5.5 Extraktion von Arachidonsauremetaboliten aus Lebergewebe

Die Extraktion von Prostaglandinen und anderen Arachidonséduremetaboliten aus Leber-
gewebe wurde basierend auf einer Methode von Masoodi et al. durchgefiihrt (Masoodi und
Nicolaou, 2006).

Mittels eines Ultra-Turrax wurden 500 mg Lebergewebe in 3 ml 15%igem Methanol
homogenisiert. Die 1 mg/ml Stammldsung des internen Standards D,-PGE2 (Cayman) wurde
mit EtOH 1:200 auf 5 pg/ml verdinnt. Nach Zugabe von 10 pul IS (5 pg/ml D,-PGEZ2) wurden
die Proben 30 min auf Eis inkubiert und bei 14.000 g fur 5 min abzentrifugiert, um
ausgefallene Proteine zu entfernen. Der klare Uberstand wurde mit 0,1 M Salzsaure auf
einen pH von 3,0 gebracht und sofort auf eine mit Methanol (10 ml) und Wasser (10 ml)
vorkonditionierte SPE-S&aule (Chromabond C18, Macherey Nagel) aufgebracht. Die S&ulen
wurden nacheinander mit 20 ml 15%igem Methanol, 20 ml Wasser und 10 ml Hexan
gewaschen und die Prostaglandine mit 15 ml Ameisensduremethylester von der Saule
eluiert. Das Losungsmittel wurde unter Stickstoffstrom verdampft, der Rickstand in 100 pl

Ethanol aufgenommen und 10 pl zur LC-MS/MS Analyse verwendet.
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4.2.5.6 LC-MS/MS Methode zur Bestimmung von Arachidonséduremetaboliten

LC-MS/MS Einstellungen

Die Methode zur Auftrennung der verschiedenen Arachidonséuremetaboliten beruhte auf
einer modifizierten Methode von Masoodi et al. (Tab. 27) (Masoodi und Nicolaou, 2006).

Tab. 27: Einstellungen fur die HPLC-ESI-MS/MS Analyse der Arachidonsdauremetaboliten

Polaritat (lonisierungsmodus)  negativ

Spannung (ESI lonenspray) - 4200 V
FlieBmittel A Acetonitril: Wasser: Eisessig (45:55:0,02) (v/v)
FlieBmittel B Acetonitril: Wasser: Eisessig (90:10:0,02) (v/v)

5 min isokratisch bei 100% A dann auf 70% B in 1 min. Nach
12 min isokratisch bei 70% B wurde die Séaule mit den
Anfangsbedingungen fur 7 min equilibriert. Gesamtdauer des
Laufes 25 min.

Gradient

Die Stammlosungen der Standards (Cayman) wurden in Ethanol hergestellt
(Konzentrationen siehe Tab. 29) und unter N,-Atmosphare bei -20°C gelagert. Die
spezifischen MRM Ubergange wurden durch Injektion der reinen Referenzldsungen
(10 ng/ml Verdinnungen in EtOH) in das Massenspektrometer durch Software-gestitztes
automatisches Tuning ermittelt. Die verwendeten Ubergange von Precursor zu fragmen-
tiertem Produkt lon (Masse/Ladungs-Verhaltnis = m/z), Potentiale und Retentionszeiten der

einzelnen Analyten sind in Tab. 28 aufgefihrt.

Tab. 28: MS/MS und HPLC Parameter der Messung von Arachidonsauremetaboliten

Analyt m/z m/z Declu§tering Kollisions Ret.entio-ns-
Precursor lon Produkt lon Potential (eV) Energie (eV) zeit (min)
PGE2 351 271 -51 -24 4,3
D,-PGE2 355 275 -41 -24 4,3
PGF2a 353 309 -61 -28 3,9
8-is0-PGF2a 353 309 -61 -28 34
TXB2 369 169 -46 -26 3,2
15(S)HETE 319 301 -81 -18 15,7

LTB4 335 195 -66 -24 11,7
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Kalibriergerade und Quantifizierung der Arachidonsauremetaboliten

Nach folgendem Pipettierschema wurden die Stammlésungen der Standards (Cayman) auf
5 pg/ml verdiinnt und ein Referenzmix in 1 ml Ethanol hergestellt.

Tab. 29: Herstellung einer 5 ug/ml Lésung aus den Stammldsungen der Standards

Konzentration der

Analyt Stammlésung Verdinnung Volumen
(in EtOH)

Prostaglandin E2 (PGE2) 1 mg/ml 1:200 5l
15(S)-Prostaglandin F2a (PGF2a) 1 mg/ml 1:200 5l
8-iso-Prostaglandin F2a (8-iso-PGF2a) 1 mg/ml 1:200 5l
Thromboxan B2 (TXB2) 1 mg/ml 1:200 5ul
Leukotrien B4 (LTB4) 100 pg/ml 1:20 50 ul
15-S-Hydroxy-Eicosatetraensaure (15(S)-HETE) 100 pg/ml 1:20 50 ul
Ethanol 880 pl

Zusatzlich zum 5 pg/ml Referenzmix wurden durch serielle Verdiinnungen mit Ethanol neun
Standardlésungen im Bereich von 1000 bis 1 ng/ml hergestellt. Durch Zugabe von 10 ul IS
(5 pg/ml) zu jeweils 90 pl der Standardldsungen wurden zehn Messlésungen im Bereich von
4500 bis 0,9 ng/ml hergestellit.

Zur Quantifizierung der Analyten in Leberextrakten wurden die Standardldsungen nicht auf
Leberaliguote aufgespiked, da es sich um endogene Substanzen handelt, bei denen keine
Analyt-freie Kontrollprobe existiert. Um die Extraktionsmethode zu Uberprifen, wurden 10 pl
der Standardl6sung (5 pug/ml) auf Leberhomogenat eines unbehandelten Tieres pipettiert und
analog zu den Proben extrahiert und gemessen. Die ermittelten Wiederfindungen lagen

zwischen 80 und 110% bei Extraktion der Arachidonsauremetaboliten.

Kalibriergeraden wurden erstellt, indem mit Hilfe der Software Analyst® 1.4.2 die Verhalt-
nisse der Peakflachen von Referenz und IS gegen die Verhéltnisse der bekannten
Konzentrationen von Referenz und IS in einem Diagramm aufgetragen wurden. Das
BestimmtheitsmaR (R?) der einzelnen Geraden lag hierbei iber 0,99. Die Konzentration der
unbekannten Analyten in ng/ml wurde durch Einsetzen des Peakflache/ IS Verhéltnisses in
die Kalibriergeraden ermittelt. Das Ergebnis wurde mit der jeweils eingewogenen Leber-
menge in g multipliziert. Nach Einberechnung der jeweiligen molaren Masse der Analyten
(M (PGE2) = 351 g/ml; M ((8-iso-)PGF2a) = 355 g/mol; M (TXB2) = 369 g/mol; M (LTB4) =
335 g/mol; M (15S-HETE) = 319 g/mol) wurden die Daten als Mittelwert (n=5) in nmol/g

Lebergewebe + SD angegeben.
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5 Ergebnisse
5.1 Vorversuche zur Dosisfindung

5.1.1 Ermittlung einer nicht-hepatotoxischen Diclofenac-Dosis

Um eine mdoglichst hohe Ubereinstimmung mit der Art und Weise der therapeutischen
Verabreichung von Diclofenac in der Klinik zu erreichen, sollte die Gabe von Diclofenac oral
(p.o.) erfolgen. Zu diesem Zweck sollte eine Dosis ermittelt werden, die Uber einen Zeitraum

von mindestens zwei Wochen zu keinerlei hepatotoxischen Effekten fuhrt.

Sechs Stunden nach der ersten Gabe von 25, 50 oder 100 mg/kg KG Diclofenac bzw.
Vehikel (1% Tween80 in VE-Wasser) wurde an Tag 1 Blut abgenommen. Die Analyse der
Leberparameter zeigte keine signifikante hepatozellulare Toxizitat, da die Aktivitdten von
ALT und AST im Plasma nicht erhoht waren (Abbildung 13). Lediglich nach der Hochdosis
von 100 mg/kg KG konnte ein signifikanter Anstieg in der Aktivitat der y-Glutamyltransferase
festgestellt werden (Abbildung 13).
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Abbildung 13 (A) Gewichtsverlauf nach Behandlung mit Diclofenac in Dosen Uber 25 mg/kg KG im
Vergleich zur Vehikel Kontrolle. (B,C) Messung der Leberenzyme ALT, AST, GGT und ALP am Tag O
nach der ersten Gabe von 0-100 mg Diclofenac/kg KG p.o. (Mittelwert + SD, n=3).

Die mehrmalige Behandlung der SD-Ratten fur 5 Tage fuhrte jedoch bei allen Dosen
>25 mg/kg KG zu einer deutlichen Gewichtsabnahme der Tiere (Abbildung 13). Diese ging
bei Tieren der 50 und 100 mg/kg Gruppe mit massiven Anzeichen einer gastrointestinalen
Toxizitat, wie hochbeiniger Gang, Lethargie, Nahrungsverweigerung und Durchfall einher.
Aus diesem Grund wurde der Vorversuch nach funf Behandlungen an Tag 4 abgebrochen.
Die mit Diclofenac behandelten Tiere wurden durch Herzpunktion getétet und die 3 Vehikel

Kontrolltiere fur die Folgestudie verwendet.
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Im Folgenden erhielten die Tiere 16 Tage lang (5 Tage/Woche) eine Dosis von
7,5 mg Diclofenac/kg KG per Schlundsondierung. Dies entspricht in etwa der empfohlenen
therapeutischen Dosis fir Ratten, die in der Literatur mit 10 mg/kg KG angegeben wird (Liles
und Flecknell, 1992). Die Tiere zeigten eine kontinuierliche Gewichtszunahme Uber den
gesamten Behandlungszeitraum hinweg (Abbildung 14). Bei der Analyse der Leber-
parameter zeigte sich nach 5 und auch nach 12 Diclofenac-Dosen keine signifikante
Erh6hung der Enzymaktivitaten (Abbildung 14).
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Abbildung 14 (A) Gewichtsverlauf nach Behandlung mit 7,5 mg Diclofenac/kg KG p.o. im Vergleich
zur Vehikel Kontrolle. (B,C) Messung der Leberenzyme ALT, AST, GGT und ALP am Tag 0, 5 und 12
nach taglicher Gabe von 7,5 mg Diclofenac/kg KG p.o. (Mittelwert £ SD, n=3).

Basierend auf diesen Untersuchungen wurde fir die 7-Tages-Studien 7,5 mg Diclofenac/kg

KG als nicht-hepatotoxische Dosis verwendet.

5.1.2 Ermittlung nicht-hepatotoxischer Dosen der Stressfaktoren

Neben einer nicht hepatotoxisch wirkenden Diclofenac-Dosis, sollten auch die drei Stress-
faktoren in einer Dosis verabreicht werden, die jeweils noch keine leberschadigende Wirkung

ausibt.

Zu diesem Zweck wurden mannliche SD-Ratten (n=10) in 2 Gruppen mit je 5 Tieren
eingeteilt und einmalig intravends mit 29 x 10° EU/kg KG LPS oder Vehikel (0,9% Koch-
salzldsung) behandelt. Die von Deng et al. Gbernommene LPS-Dosis (Deng et al., 2006)
zeigte nach einmaliger Gabe keine signifikante Erhéhung der Leberenzyme (Abbildung 15).
Die Tiere wiesen jedoch Anzeichen einer allgemeinen Toxizitat, wie Lethargie, halb-
geschlossene Augen und gestraubtes Fell, auf. Basierend auf dieser Untersuchung wurde
deshalb fir die 7-Tages-Studie eine niedrigere LPS-Dosis von 22,5 x 10° EU/kg KG als nicht-
hepatotoxische Dosis verwendet.

[unl reuamty 41v
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In einem zweiten Vorversuch wurden Ratten (n=4) in 2 Gruppen mit je 2 Tieren eingeteilt und
einmalig intraperitoneal mit 10 mg/kg KG PIC oder 4 mmol/kg KG BSO behandelt. Die aus
der Literatur ibernommene PIC-Dosis (Sayeh und Uetrecht, 2001) l6ste nach einmaliger
Gabe leichte Anzeichen allgemeiner Toxizitat, wie Lethargie, aus. Bei Vergleich der Leber-
parameter mit Normwerten mannlicher SD-Kontrolltiere der anderen Vorversuche (ALT: 50-
75 U/l; AST: 100-200 U/l) (Abbildung 14 und Abbildung 15) zeigte sich, dass die Behandlung
der weiblichen Wistar-Ratten mit PIC keine signifikante Erh6hung der Leberenzyme ausléste
(Abbildung 15B). Im Vergleich zu den zwei mit BSO-behandelten weiblichen Wistar-Ratten
waren die Enzymaktivitaten nach der PIC-Gabe jedoch leicht erhoht (Abbildung 15).
Basierend auf dieser Untersuchung wurde deshalb fir die 7-Tages-Studie eine niedrigere
PIC-Dosis von 5 mg/kg KG als nicht-hepatotoxische Dosis verwendet.
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Abbildung 15 (A) Leberenzyme nach einmaliger intravendser Gabe von 29x10° EU LPS/kg KG oder
0,9% Kochsalzlésung. (Mittelwert + SD, n=5); (B) Leberenzyme nach einmaliger intraperitonealer
Gabe von 10 mg Poly I:C/kg KG oder 4 mmol BSO/kg KG. (Mittelwert, = SD, n=2).

Die aus der Literatur ibernommenen BSO-Dosis (Suzuki und Cherian, 1989) léste nach
einmaliger Gabe keine Anzeichen allgemeiner Toxizitat oder eine signifikante Erhdhung der
Leberenzyme aus (Abbildung 15). Basierend auf dieser Untersuchung wurde deshalb die
Dosis von 4 mmol/kg KG fur die 7-Tages-Studie als nicht-hepatotoxische Dosis Uber-

nommen.
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5.2 Einfluss von Stressfaktoren auf die Toxizitat von

Diclofenac

Die Hypothese von Roth et al. zur Entstehung von IDRs geht davon aus, dass die Schwelle
fur die Toxizitat eines Arzneistoffes mdglicherweise durch voriibergehende Entziindungs-
zustande herabgesenkt werden kann (Roth et al., 2003). Das erste Ziel der vorliegenden
Arbeit war, die Hypothese zu testen, ob neben einer bakteriellen Inflammation, simuliert
durch LPS, auch andere Stressfaktoren, wie eine virale Inflammation (Poly I:C) oder Gluta-

thiondepletion (BSO), Einfluss auf die Toxizitat von Diclofenac nhehmen kénnen.

Zu diesem Zweck wurden in einer ersten Studie ménnliche SD-Ratten (n=20) in 4 Gruppen
mit je 5 Tieren eingeteilt. Die Tiere wurden 7 Tage lang entweder mit Vehikel (-/-) oder mit
7,5 mg/kg Diclofenac (-/Dcl) behandelt und erhielten am letzten Tag zusétzlich 22,5 x 10°
EU/kg LPS (LPS/-) oder eine Kombination aus LPS und Diclofenac (LPS/Dcl). In einer
zweiten Studie wurden die Ratten (n=30) in 6 Gruppen mit je 5 Tieren eingeteilt. Sie erhielten
7 Tage lang entweder Vehikel (-/-) oder 7,5 mg/kg Diclofenac (-/Dcl). Am letzten Tag wurden
sie zusatzlich mit 5 mg/kg Poly I:C (PIC/-) oder einer Kombination aus PIC und Diclofenac
(PIC/Dcl) behandelt bzw. erhielten 4 mmol/kg BSO (BSO/-) oder eine Kombination aus BSO
und Diclofenac (BSO/Dcl).

5.2.1 Anzeichen allgemeiner Toxizitat und Lebergewichte

Ubereinstimmend mit dem Vorversuch fiihrte die orale Gabe von 7,5 mg/kg Diclofenac auch
nach sieben Tagen zu keinen sichtbaren adversen Effekten, wie Nahrungsverweigerung
oder Durchfall, die auf gastrointestinale Schaden hingedeutet hatten. Der konstante
Gewichtsverlauf der Tiere war in beiden Studien unabhangig von der Diclofenac-Behandlung
(Abbildung 16).
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Abbildung 16 Gewichtsverlauf nach einwdchiger oraler Behandlung mit 7,5 mg/kg Diclofenac oder
Vehikel in (A) Studie 1 und (B) Studie 2. (Mittelwert + SD, n=5).
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Bei den mit LPS behandelten Tieren (LPS/-) zeigten sich jedoch zum Zeitpunkt der letzten
Diclofenac-Gabe, d.h. bereits 2h nach der LPS-Gabe, Anzeichen von allgemeiner Toxizitét,
wie gestraubtes Fell, halbgeschlossene Augen und hochbeiniger, schwankender Gang.
Diese Symptome waren zum Zeitpunkt der T6tung, d.h. 6 h nach LPS-Gabe, noch sichtbar
jedoch wieder etwas abgemildert. In den Tieren der kombinatorischen LPS/Dcl-Gruppe
waren die Anzeichen allgemeiner Toxizitat noch zuséatzlich verstarkt, was sich in einer
deutlichen Lethargie auflerte. Zwei Tiere dieser Gruppe (2/5), die scheinbar besonders

empfindlich reagierten, verstarben 4h nach der LPS-Gabe.

Bei Entnahme der Lebern zeigte sich, dass die Lebern der 2/5 besonders betroffenen Tiere
der kombinatorischen LPS/Dcl-Gruppe optisch stark vergréf3ert und von dunklerer rot-
brauner Farbe waren. Das relative Lebergewicht dieser Tiere war deutlich erhdht (Abbildung
17).
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Ahnlich wie bei LPS zeigten die Tiere, die mit PIC als Stressfaktor behandelt wurden leichte
Anzeichen allgemeiner Toxizitat. Unabhéngig davon, ob eine Vorbehandlung mit Diclofenac
vorlag oder nicht, prasentierten sich die Tiere etwa eine Stunde nach der PIC-Gabe leicht
lethargisch und hatten etwas gestraubtes Fell. Zum Toétungszeitpunkt, d.h. 8 h nach PIC,
hatten sich die Tiere jedoch wieder fast vollstandig erholt. Die gemessenen relativen Leber-

gewichte zeigten keinen Unterschied zur Kontrolle (Abbildung 17).

Bei einem Tier der kombinatorischen PIC/Dcl-Gruppe war jedoch makroskopisch eine
deutliche Veranderung des Lobus caudatus zu beobachten. Dies umfasste eine Verhértung

und Aufhellung des Gewebes, vor allem im Randbereich des Leberlappens.

Ubereinstimmend mit dem Vorversuch zeigten die Tiere nach einmaliger Verabreichung von
4 mmol BSO/kg KG keine Anzeichen allgemeiner Toxizitdt oder eine Erh6hung der relativen

Lebergewichte. Dies war unabhangig von der Diclofenac Co-Medikation.
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5.2.2 Einfluss von Diclofenac und Stressfaktoren auf klinisch-chemische

Parameter fir Lebertoxizitat

Ubereinstimmend mit dem Vorversuch fiihrte die orale Gabe von 7,5 mg/kg Diclofenac auch
nach sieben Tagen zu keiner Erhdhung der Leberparameter im Serum (Abbildung 18).
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Abbildung 18 Aktivitat der Leberenzyme ALT (A), AST (B), GLDH (C), GGT (D) und ALP (E) in Units
pro Liter Serum (U/L), sowie Konzentration an Gesamt-Bilirubin (F) in mg/dl Serum als Marker fur
Lebertoxizitat. Mittelwerte £ SD; n=5 (GLDH (LPS/Dcl) n=3). * = verschieden zu (-/-), # = verschieden
zu (Stressfaktor/-) und o = verschieden zu (-/Dcl). (ANOVA/Tukey's-Test; p < 0,05).

Die einmalige Gabe von 22,5 x 10° EU/kg KG LPS fiihrte zu einem leichten Anstieg der AST-
Aktivitat, sowie zu einem signifikanten Anstieg der GGT- und der GLDH-Aktivitat im Serum
der Tiere (LPS/-) (Abbildung 18). Die kombinatorische Behandlung mit LPS und Diclofenac
(LPS/Dcl) fuhrte zu einem drastischen Anstieg der Enzymaktivitat von ALT, AST und GGT im
Serum (Abbildung 18). Die 2/5 besonders empfindlichen Tiere wiesen hierbei innerhalb der
LPS/Dcl-Gruppe die hochsten Werte auf. Die GLDH-Aktivitat der zwei verstorbenen Tiere lag
trotz mehrfacher Verdiinnung so weit aufRerhalb des vom Zentrallabor der Universitatsklinik
Wirzburg verwendeten Kalibrierbereiches, dass sie nicht zweifelsfrei bestimmt werden

konnte.

Die Gabe von 5mg/kg KG PIC fuhrte zu keiner signifikanten Ver&nderung der Leber-
parameter im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 18). Das Einzeltier der PIC/Dcl-Gruppe mit
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makroskopischen Verdnderungen im Lobus caudatus, hatte als einzigen Hinweis auf

maogliche hepatotoxische Wirkung eine erhohte GLDH-Aktivitat im Serum.

Die einmalige Behandlung der Tiere mit BSO (BSO/-) zur Glutathiondepletion fiihrte zu
keinerlei Ver&nderungen in den Leberenzymen. Bei kombinatorischer Gabe von BSO und
Diclofenac war jedoch ein signifikanter Anstieg der GGT-Aktivitat in der BSO/Dcl-Gruppe zu
verzeichnen (Abbildung 18).

5.2.3 Histopathologische Beurteilung

Nach Fixierung in Formalin und Einbettung in Paraffin wurden Dunnschnitte der linken
Leberlappen angefertigt und nach HE-Farbung einer histopathologischen Beurteilung
unterzogen. In Abbildung 19 sind reprasentative Bilder aus dem Bereich der Zentralvene
(2V) und des Portalfeldes (PF) von jeweils einem Tier je Behandlungsgruppe dargestellt.

Nach einwdchiger Diclofenac-Gabe (-/Dcl) waren keine histopathologischen Veranderungen
im Vergleich zu den Kontrolltieren feststellbar (Abbildung 19). Nach Gabe von LPS (LPS/-)
zeigten sich in den Leberschnitten vereinzelt apoptotische Zellen und eine vermehrte Ein-
wanderung von Immunzellen. Bei Kombination mit Diclofenac erhthte sich die Anzahl
apoptotischer Zellen in den mit LPS und Dcl behandelten Tieren (LPS/Dcl) besonders in
periportalen und midzonalen, nicht aber in zentrilobuldren Bereichen der Leber (Abbildung
19).

In den PIC/- und PIC/Dcl-Gruppen konnte im Vergleich zu den Kontrolltieren (-/-) eine
vermehrte Einwanderung von Immunzellen sowohl zentrilobulér (ZV) als auch periportal (PF)

in &hnlichem Ausmalf beobachtet werden (Abbildung 19).

Die Behandlung mit BSO fihrte, unabhangig von der Dcl Co-Medikation, zu keinen
signifikanten Veradnderungen der Leberhistologie im Vergleich zu den Kontrolltieren
(Abbildung 19).
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.~ (LPS/Dcl)

Abbildung 19 HE-gefarbte Schnitte des linken Leberlappens (200 x). Kontrolle (-/-), Diclofenac (-/Dcl),
LPS (LPS/-), LPS und Diclofenac (LPS/Dcl), Poly I:C (PIC/-), PIC und Dcl (PIC/Dcl), BSO (BSO/-),
BSO und Dcl (BSO/Dcl). Zentralvene (ZV) und Portalfeld (PF), bestehend aus Arterie, Gallengang und
Portalvene. Apoptotische Hepatozyten (Pfeilspitze) und eingewanderte Immunzellen (Pfeil).
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Bei den 2/5 besonders betroffenen Tieren der LPS/Dcl-Gruppe war eine massive Zerstdrung
der Leberzellen im Bereich der Portalfelder zu sehen, die einerseits apoptotische
Hepatozyten umfasste und andererseits mit diffuser Zelldegeneration und flachigen Ein-

blutungen (parenchymale Hamorrhagie) einherging (Abbildung 20).
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Ein Tier der PIC/Dcl-Gruppe, welches durch makroskopisch sichtbare Leberveranderungen
und erhdhte GLDH-Aktivitat auffiel, zeigte periportal massive Einwanderungen von Immun-
zellen. In midzonalen und zentrilobuldren Bereichen des Lobus caudatus zeigte sich paren-
chymale Hamorrhagie (Abbildung 21)

Abbildung 21 HE-Schnitte des Lobus caudatus (50 x bzw. 100x im Ausschnitt) eines einzelnen mit
PIC und Dcl behandelten Tieres, welches makroskopisch sichtbare Leberveranderungen zeigte.
(a) Ubergang von Portalfeld (PF) zur Zentralvene (ZV) und (b) Randbereich.
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5.2.4 Einfluss von Stressfaktoren auf die Migration von Immunzellen in die
Leber

Neutrophile Granulozyten stellen mit einem Anteil von 50-65 % den grof3ten Anteil der
weilen Blutkorperchen (Leukozyten) dar. Sie sind Teil der angeborenen Immunabwehr, da
sie in betroffene Gewebe einwandern und dort zur Identifizierung und Zerstérung von Mikro-
organismen beitragen. Durch Freisetzung zytotoxischer Faktoren, wie reaktive Sauerstoff-
spezies, Proteasen und Peroxidasen, kbnnen Neutrophile aber auch fir die Zerstérung von
korpereigenen Zellen mitverantwortlich sein. Aus diesem Grund sollte die Anzahl der einge-
wanderten neutrophilen Granulozyten in den Lebern der behandelten Tiere bestimmt
werden. Hierzu wurden die Neutrophile mittels Myeloperoxidase-Farbung im Leber-

parenchym visualisiert und quantifiziert (Abbildung 22).

Abbildung 22 Immunhistochemische Farbung von eingewanderten Neutrophilen in Schnitten des
linken Leberlappens (100 x). a: Kontrolle (-/-), b: Diclofenac (-/Dcl), c: LPS (LPS/-), d: LPS und
Diclofenac (LPS/Dcl), e: Poly I:C (PIC/-), f: PIC und Dcl (PIC/Dcl), g: BSO (BSO/-) und h: BSO und Dcl
(BSO/Dcl). MPO-positive, braun geféarbte Neutrophile (Pfeil).

Tab. 30: Bestimmung der eingewanderten Neutrophilen ins Lebergewebe nach Behandlung mit
Diclofenac * Stressfaktoren in Zellen/Feld. Mittelwerte + SD; n =5. Signifikante Erhéhung der
Neutrophilzahlen sind rot markiert * = verschieden zu (-/-); # = verschieden zu (-/Dcl) (ANOVA/
Tukey's-Test; p < 0,05).

Behandlung — LPS — PIC BSO
— 126 +58 58.7 £33.2* 13 £11 366 £155* 0.8 x£0.3
Diclofenac 79 £51 556 +£345# 07 £04 372 x£55* 19 x15

Die Behandlung mit Diclofenac (-/Dcl) zeigte gegenliber der unbehandelten Kontrolle (-/-)
keine vermehrte Migration von Neutrophilen in die Leber.
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Es fiel jedoch auf, dass in der ersten Studie ein deutlich héheres Niveau an Leber-
neutrophilen in der unbehandelten (-/-) und der (-/Dcl) Kontrollgruppe vorlag als in der
zweiten Studie (Tab. 30).

Aus diesem Grund wurden zur Normalisierung zusétzlich die relativen Neutrophilzahlen, d.h.
die Verhaltnisse zwischen den behandelten Tieren und der unbehandelten (-/-) Kontroll-
gruppe, ermittelt (Abbildung 23). Hier zeigte sich, dass die Gabe von LPS (LPS/-) und PIC
(PIC/-) zu einem signifikanten Anstieg der Neutrophilmigration in die Leber fihrte. Dieser
Effekt wurde durch kombinatorische Dcl-Gabe in den LPS/Dcl- und PIC/Dcl-Gruppen nicht
gesteigert. Ganz im Gegenteil zeigten die 2/5 verstorbenen Tiere die geringsten Neutrophil-
zahlen innerhalb der LPS/Dcl-Gruppe (Abbildung 23), was mit den Plasmakonzentrationen

des von aktivierten Neutrophilen freigesetzten NGALs Ubereinstimmte (siehe Kapitel 5.6).

Die Behandlung mit PIC fiihrte in den PIC/- und PIC/Dcl-Gruppen zu einer hdheren relativen
Neutrophilmigration als mit LPS (Abbildung 23). Dies stimmte jedoch nicht mit den frei-
gesetzten NGAL-Konzentrationen Uberein, die nach LPS-Gabe deutlich hdher waren als
nach PIC (siehe Kapitel 5.6).
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und Mittelwert; n=5. Die 2/5 ver-
storbenen Tiere der LPS/Dcl-Gruppe in
rot. * = verschieden zu (-/-); (ANOVA/
N, & & Tukey's-Test; p < 0,05).

5.2.5 Glutathiondepletion

Die Dosis von 4 mmol BSO/kg KG lost laut Literaturangaben eine 80%-ige Glutathion-
depletion aus (Suzuki und Cherian, 1989). Um zu Uberprifen, ob in der vorliegenden Studie
die angestrebte GSH-Depletion in den mit BSO behandelten Tieren erfolgreich war bzw. ob
maoglicherweise auch die Behandlung mit den anderen Stressfaktoren zu einer Verringerung
des GSH Gehaltes gefuhrt hatte, wurde in Leberaliquoten der Gehalt an Gesamt-GSH

bestimmt.
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Die Behandlung mit BSO fuhrte, unabhéngig von der Diclofenac Co-Behandlung zu einer
signifikanten, etwa 60%igen Glutathiondepletion (Tab. 31).

Tab. 31: Bestimmung des Gesamt-Glutathiongehaltes in Lebergewebe (in pmol/g Leber) nach
Behandlung mit Diclofenac + Stressfaktoren. Mittelwerte = SD; n = 5. * = verschieden zu (-/-); # = ver-
schieden zu (-/Dcl) (ANOVA/Tukey's-Test; p < 0,05).

Behandlung — LPS — BSO PIC
— 47 055 55 +0,6 41 £05 1,7 +0,3* 6,0 +0,8*
Diclofenac 52 +1,0 48 £08 48 +05 1,9 +02*% 6,0 £0,5*

Die Gabe von LPS hatte keinen Einfluss auf die GSH-Level. Im Gegensatz dazu fuhrte die
Behandlung mit (PIC/-) und (PIC/Dcl) zu einem leichten jedoch signifikanten Anstieg des
GSH-Gehaltes in der Leber (Tab. 31).
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5.3 Einfluss Arzneistoff-unabhangiger Stressfaktoren auf

die Biotransformation von Diclofenac

Als zweites Ziel sollte die Hypothese untersucht werden, ob die voriibergehenden
Stresssituationen moglicherweise die Biotransformation von Diclofenac beeinflussen kénnen.
Eine vermehrte Bildung bzw. reduzierte Entgiftung toxischer Metaboliten kénnte zur

beobachteten Toxizitat in vivo und in vitro beitragen.

Zu den reaktiven Metaboliten zahlen einerseits UGT-abhangige Dcl-Acylglucuronide (AG),
die eine kovalente Bindung an Proteine, unter Bildung von Dcl-Proteinaddukten eingehen
konnen (Spahn-Langguth und Benet, 1992). Daruber hinaus wird Diclofenac Cyp450-
abhangig zu 4‘-und 5-OH-Dcl hydroxyliert. Durch weitere Oxidation kénnen hieraus reaktive
Chinonimine (Dcl-2,5-Chinonimin oder Dcl-1‘,4-Chinonimin) als Zwischenprodukte ent-
stehen, die ebenfalls kovalent an Protein- und Nicht-Protein-SH-Gruppen, wie Glutathion
binden kénnen oder durch ,Redox Cycling“ in der Lage sind, oxidativen Stress auszulésen
(Shen et al., 1999; Tang et al., 1999). Nach Kopplung an GSH kénnen die Chinonimine zu
den entsprechenden Dcl Mercaptursauren (5-OH-4-N-Acetylcystein-Dcl oder 4-OH-3‘-N-

Acetylcystein-Dcl) metabolisiert werden.

5.3.1 LC-MS/MS Analyse reaktiver Diclofenac-Metaboliten

Eine Mdoglichkeit, die Entstehung dieser reaktiven Metaboliten nachzuweisen, ist die
Quantifizierung mittels LC-MS/MS.

Durch Einsetzen in die jeweiligen Kalibriergeraden konnten, mit Hilfe von Referenz-
substanzen, die absoluten Konzentrationen von Diclofenac, Dcl-Acylglucuronidsowie von 4-
und 5-Hydroxy-Diclofenac in Lebergewebe und Plasma bestimmt werden. Dariiber hinaus
wurde die Menge der Dcl-Acylglucuronid-abhangigen kovalenten Diclofenac-Proteinaddukte

bestimmt.

In der Methode konnte mit Hilfe von MRM Ubergangen aus der Literatur zuséatzlich ein Dcl-
Chinonimin Peak detektiert werden (Miyamoto et al., 1997). Aufgrund fehlender Standards
wurde nicht bestimmt, ob es sich hierbei um Dcl-1,4-Chinonimin, d.h. das Oxidationsprodukt
von 4‘-OH-Dcl, oder um Dcl-2,5-Chinonimin, also das Produkt nach Oxidation von 5-OH-Dcl,
handelt. Mittels Literaturangaben zu den MRM Ubergangen wurden dartber hinaus zwei Dcl-
Mercaptursauren erfasst, die nach enzymatischem Abbau der Chinonimin-GSH-Konjugate
entstehen (Poon et al., 2001).
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Abbildung 24 Chromatogramme der spezifischen MRM Masseniibergange von Diclofenac (Dcl) und
D,4-Dcl als IS sowie der Dcl-Metaboliten (Dcl-AG, 4-& 5-OH-Dcl, Dcl-MA1 & 2, Dcl-Chinonimin) jeweils
in Referenzlésung (1000 ng/ml), im Plasma eines Kontrolltieres (-/-) sowie eines mit LPS und Dcl
behandelten Tieres. Bei den mit ? gekennzeichneten Peaks handelt es sich moglicherweise um
hydroxyliertes Dcl-AG.
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Aufgrund fehlender Referenzsubstanzen wurde jedoch auch hier nicht bestimmt, welches der
Dcl-MA 1 und Dcl-MA 2 Signale zu 5-OH-4-N-Acetylcystein-Dcl bzw. zu 4‘-OH-3'-N-Acetyl-
cystein-Dcl zugeordnet wird. Die relativen Veranderungen in der Bildung der Dcl-MAs und
des Dcl-Chinonimins wurden als das Verhéltnis der Peakflache der Analyten zum internen
Standard (IS) angegeben. Als interner Standard wurde vierfach deuteriertes Dy4-Diclofenac

verwendet.

Beispielchromatogramme der einzelnen Analyten in der Referenzlésung (1000 ng/ml je
Analyt), im Plasma eines Kontrolltieres (-/-) sowie eines mit LPS und Dcl behandelten Tieres
(LPS/Dcl) sind in Abbildung 24 dargestellt. Die Ergebnisse der absoluten Quantifizierung von
Diclofenac, Dcl-Acylglucuronidsowie von 4 -und 5-Hydroxy-Diclofenac in Lebergewebe und

Plasma sind in Abbildung 25 dargestellt.

Die absolute Quantifizierung der Diclofenac Muttersubstanz ergab Konzentrationen von 1-
5 uM Dcl in Plasma und 1-4 nmol/g Leber. Die zuséatzliche Behandlung der Tiere mit LPS,
PIC oder BSO ergab hierbei keine signifikante Anderung der Dcl-Konzentrationen (Abbildung
25). Nur eines der LPS/Dcl-Tiere, das besonders empfindlich reagiert hatte, zeigte mit
20,6 uM im Plasma und 9,2 nmol/g Leber deutlich erhéhte Dcl-Konzentrationen.

Die Quantifizierung der CytochromP450-abhdngigen Metaboliten in Plasma und Leber-
gewebe zeigte bei Kombination von LPS und Diclofenac (LPS/Dcl) eine leichte, allerdings
statistisch nicht signifikante Hemmung in der Bildung von 4‘- und 5-OH-Diclofenac in der
Leber (Abbildung 25). Im Gegensatz dazu fiihrte die Gabe von PIC (PIC/Dcl) und BSO
(BSO/Dcl) zu einem leichten, statistisch jedoch ebenfalls nicht signifikanten Anstieg der
Cytochrom-abhangigen 4‘- und 5-OH-Diclofenac-Metaboliten im Plasma (Abbildung 25). In
Lebergewebe erzeugte die Gabe von PIC und BSO einen signifikanten Anstieg in der
Konzentration von 5-OH-Dcl. Im Gegensatz dazu wurde aber die Bildung des 4‘-OH-Meta-

boliten in Leber signifikant durch BSO gehemmit.
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Abbildung 25 Einfluss der kombinatorischen Behandlung mit Dcl und LPS, PIC oder BSO auf die
Biotransformation von Diclofenac. LC-MS/MS Analyse der Konzentrationen von Dcl (A,B), 4- & 5-OH-
Dcl (C,D) sowie Dcl-AG (E,F) in Lebergewebe [nmol/g Leber] und Plasma [pM bzw. nM].
Konzentration des kovalent an Leberproteine gebundenen Diclofenacs (G) in [nmol/lg Leber].
Mittelwerte £ SD; n=5. * = verschieden zu (-/-), (ANOVA/Tukey's-Test; * p < 0,05; ** p < 0,01).

Obwohl nicht bestimmt wurde, ob es sich bei dem detektierten Dcl-Chinonimin um das
Oxidationsprodukt von 4‘- oder 5-OH-Dcl handelt, konnte durch die relative Quantifizierung
gezeigt werden, dass keiner der Stressfaktoren einen signifikanten Einfluss auf die Bildung
des Chinonimin-Metaboliten in der Leber hat (Abbildung 26).
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Auch die genaue ldentitat der detektierten Dcl Mercaptursduren 1 und 2 wurde nicht den
beiden méglichen Metaboliten (4-OH-3'- bzw. 5-OH-4-N-Acetylcystein-Dcl) zugeordnet. Die
Veranderungen der relativen Konzentrationen der beiden Mercaptursduren im Plasma waren
jedoch &hnlich. Durch die zusatzliche Behandlung mit LPS wurde die Konzentration der
Mercaptursauren signifikant reduziert (Abbildung 26), was mit der tendenziell verringerten

Konzentration der Cyp450-abhangigen Metaboliten Gbereinstimmt.
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Abbildung 26 Einfluss der kombinatorischen Behandlung mit Dcl und LPS, PIC oder BSO auf die
relativen Konzentrationen von Dcl-Chinonimin in Leber (A) sowie der Dcl-Mercaptursduren in Plasma
(B). Mittelwerte + SD; n=5. * = verschieden zu (-/-), (ANOVA/Tukey's-Test; * p < 0,05; ** p < 0,01).

Im Gegensatz dazu fuhrte die Kombination von (PIC/Dcl) zu einer signifikanten Erhéhung in
der Dcl-MA-Konzentration. Diese Beobachtung korreliert ebenfalls mit erhéhten OH-Dcl-

Konzentrationen im Plasma nach Gabe von PIC.

Nach Gabe von BSO und Dcl wurden tendenziell reduzierte Dcl-MA-Konzentrationen
detektiert (Abbildung 26), was mit der durch BSO induzierten GSH-Depletion vereinbar ware.

Die Bestimmung des UGT-abhangigen Dcl-Acylglucuronids im Plasma zeigte eine geringe,
jedoch statistisch nicht signifikante Zunahme der Dcl-AG-Konzentrationen nach Gabe von
LPS (Abbildung 25). Auch nach Gabe von PIC oder BSO war ein leichter, jedoch ebenfalls
nicht signifikanter Anstieg der Dcl-AG-Konzentrationen quantifizierbar (Abbildung 25). Die
Dcl-AG-Konzentrationen im Lebergewebe wiesen keinerlei Verdnderung nach Kombination
des Arzneistoffes mit den Stressfaktoren auf. Im Einklang mit diesen Untersuchungen hatte
die Behandlung mit Stressfaktoren keinen Einfluss auf die Bildung Dcl-AG-abhangiger
Proteinaddukte in der Leber (Abbildung 25).

In den spezifischen MRM Ubergangen der OH-Dcl-Metaboliten (m/z = 312 — 230) zeigten
sich bei allen Tieren, die Diclofenac erhalten hatten, zusatzliche Doppelpeaks (Abbildung
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24). Diese Substanzen waren auch im MRM Ubergang m/z = 488 — 312 zu sehen, was der
Abspaltung des Glucuronat-Restes (m/z = 176) vom OH-Dcl (m/z = 312) entspricht. Daher
handelt es sich hierbei hochstwahrscheinlich um gemischte OH-Dcl-AG-Metaboliten, was mit
Beobachtungen von Spardans et al. (2008) Ubereinstimmt (Sparidans et al., 2008). Analog
zu den Dcl-AG-Konzentrationen ergab die relative Quantifizierung dieser OH-Dcl-AG-
Metaboliten im Plasma eine leichte, jedoch nicht signifikante Erhéhung nach Gabe von LPS,
PIC und BSO (Daten nicht gezeigt).

5.3.2 Veranderungen in der Expression Nrf2-abhéangiger Gene

Neben der direkten Messung der Konzentration reaktiver Metaboliten kann auch die
Induktion Nrf2-abhangiger Gene als Indikator fir die Bildung reaktiver Metaboliten verwendet

werden (Leone et al., 2007).

Eine durch Stressfaktoren erhdhte Konzentration reaktiver Metaboliten kann eine kovalente
Bindung oder Oxidation Redox-sensitiver Cysteinreste des Nrf2-Inhibitors KEAP1 ausldsen,
was dazu fuhrt, dass KEAP1 nicht mehr an Nrf2 bindet. Wie in Abbildung 27 dargestellt kann
der Transkriptionsfaktor Nrf2 anschlief3end in den Zellkern wandern und an DNA Sequenzen
binden, woraufhin die Expression einer Reihe fremdstoffmetabolisierender Enzyme und anti-

oxidativer Proteine induziert wird.
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Abbildung 27 Aktivierung Nrf2-
abhangiger Gene durch oxidativen
oder elektrophilen Stress reaktiver
Metaboliten.
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Mittels gRT-PCR wurden Verénderungen in der Expression Nrf2-abhéngiger Gene bestimmt,

deren Hochregulation Rickschlisse auf die eventuelle Bildung reaktiver Metaboliten zuldsst.

Allgemein zeigten die Genexpressionsanalysen, dass die Behandlung mit therapeutischen
Diclofenac-Dosen keine Aktivierung Nrf2-regulierter Gene ausloste (Abbildung 28). Die Gabe
der jeweiligen Stressfaktoren LPS, PIC und BSO fihrte, unabhéngig von einer Dcl Co-

Behandlung, ebenfalls zu keiner Nrf2-Aktivierung.

Stattdessen zeigte sich durch die Behandlung mit den inflammatorischen Stressfaktoren LPS
und PIC eine deutliche Hemmung der Expression von Genen, die in die anti-oxidative
Abwehr und den Metabolismus von Diclofenac involviert sind. Nur Faktoren, wie
Hamoxygenase 1, SOD2 und HSP90, die zusatzlich noch tUber NFKB und MAPK-Signalwege

aktiviert werden konnen, wurden durch die Stressfaktoren induziert.
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5.3.2.1 Gene der anti-oxidativen Abwehr und Antwort auf Zellstress

Far die Abwehr von oxidativem Stress und als Antwort auf Zellstress sind u.a. Ham-
oxygenase 1 (HO-1), Superoxiddismutase 2 (SOD2), Peroxiredoxin 1 (PRDX1), Thio-
redoxin 1 (TXN1), Katalase (CAT) und NAD(P)H Chinon Oxidoreduktase 1 (NQO1) verant-
wortlich. Auch Bestandteile des Glutathion Metabolismus, wie Glutamatcysteinligase (GCL),
Glutathion Reduktase (GSR) und Glutathion-S-Transferase (GST) werden mal3geblich Uber

Nrf2 reguliert und tragen zum Erhalt der Redox-Homdoostase bei.

Die einwtchige Behandlung mit 7,5 mg/kg Diclofenac fuhrte zu keiner signifikanten Ver-

anderung der Expression dieser Nrf2-abhangigen Gene (Abbildung 28).

Die Behandlung mit LPS (LPS/-) resultierte nicht in einer Hochregulation, sondern einer
Hemmung der Expression Nrf2-abhangiger Gene (Abbildung 28). Im Vergleich zu (LPS/-)
wurde jedoch die hemmende Wirkung bei einigen Genen, wie GCL, GST, HO-1, CAT und
GSR durch die kombinatorische LPS- und Dcl-Gabe (LPS/Dcl) teilweise aufgehoben.
Faktoren, die noch zusatzlich unter regulatorischer Kontrolle von NFkB stehen, wie HO-1,
TXN1, SOD2 und Hitzeschockprotein 90 (HSP90), wurden durch die LPS-Gabe (LPS/-)
induziert, was mit der Induktion NFkB-abhangiger Gene durch LPS Ubereinstimmt (siehe
Kapitel 5.4). Doch hier erzeugte die Dcl Co-Behandlung (LPS/Dcl) eine weniger starke

Induktion der Genexpression im Vergleich zur reinen LPS-Gabe (Anhang — Tab. 1).

Die Behandlung mit Poly I:C erzeugte in den PIC/- und PIC/Dcl-Gruppen ein ahnliches
Genexpressionsmuster wie LPS. Die Simulation einer viralen Infektion resultierte dement-
sprechend nicht in einer Hochregulation, sondern einer Uberwiegenden Hemmung der
Expression Nrf2-abhéngiger Gene (Abbildung 28). Es zeigte sich, dass anti-oxidativ
wirkende Enzyme in der (PIC/-) Behandlungsgruppe lberwiegend herabreguliert wurden,
wahrend Gene, die zusatzlich unter regulatorischer Kontrolle von NFkB stehen, wie HO-1,
SOD2 und HSP90, signifikant induziert wurden (Anhang — Tab. 1). Die Kombination von PIC
und Dcl (PIC/Dcl) erhdhte signifikant die Genexpression von HO-1 im Vergleich zu (PIC/-)
und fiihrte dazu, dass die Hemmung von GST, CAT und GSR teilweise aufgehoben wurde.
Im Gegensatz zu LPS wurden in der kombinatorischen PIC/Dcl-Gruppe zusatzlich der Nrf2

Transkriptionsfaktor selbst, sowie das anti-oxidativ wirkende NQOL1 signifikant hochreguliert.

Die Glutathiondepletion mit BSO fiihrte zu keinen Genexpressionsveranderungen, die auf
eine Aktivierung des Nrf2 Transkriptionsfaktors hinweisen wiirden. Jedoch zeigte sich nach
BSO-Gabe eine signifikante Induktion von HO-1, unabhéangig von der Dcl Co-Behandlung
(Anhang — Tab. 1).
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5.3.2.2 Gene des Phase | und Il Metabolismus und Lebertransportes

Diclofenac-metabolisierende Enzyme

Neben den Faktoren der anti-oxidativen Abwehr werden auch die Phase | und Il Enzyme, die
fur den Metabolismus von Diclofenac verantwortlich sind, sowie die Effluxtransporter der
Leber abhangig vom Nrf2 Transkriptionsfaktor reguliert. Die Biotransformation von
Diclofenac erfolgt in der Ratte einerseits durch die UDP-Glucuronosyltransferase (UGT) 2B1
zum Dcl-Acylglucuronid (King et al., 2001). Andererseits wird Diclofenac CytochromP450-
abhangig zu 4‘- und 5-Hydroxy-Diclofenac metabolisiert. Dies erfolgt in der Ratte mit Hilfe
der Isoenzyme Cyp3A, Cyp2C, Cyp2C6 (Bruyere et al., 2009) sowie Cyp2C7 und 2C11
(Masubuchi et al., 2001; Tang et al., 1999).

Die gRT-PCR Analyse der Diclofenac metabolisierenden Gene zeigte, dass die einwochige
Behandlung mit Diclofenac alleine (-/Dcl) keinen Einfluss auf die Genexpression von
CytochromP450 Enzymen oder der UDP-Glucuronosyltransferase hatte (Abbildung 28).

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der anderen Nrf2-regulierten Gene fiihrte die Gabe
von LPS (LPS/-) zu einer signifikanten Hemmung aller gemessenen fremdstoffmetaboli-
sierenden Enzyme (Cyp3A, 2C, 2C6, 2C7, 2C11 und UGT2B1). Die Kombination von LPS
mit Diclofenac (LPS/Dcl) zeigte eine Hemmung der Cyp450-Enzyme im gleichen Ausmal
wie in der (LPS/-) Gruppe, was im Einklang mit der tendenziell verringerten Bildung von OH-
Dcl in der LPS/Dcl-Gruppe steht (siehe Kapitel 5.3.1). Nur bei UGT2B1 fihrte die
kombinatorische Behandlung mit LPS und Dcl (LPS/Dcl), im Vergleich zur Herabregulierung
bei (LPS/-), zu einer Aufhebung der Hemmung der UGT2B1-Genexpression (Anhang —
Tab. 1).

Ebenso wie LPS erzeugte die Gabe von Poly I:C eine Hemmung der Expression von
Cyp2C7 und Cyp2C9 in den PIC/- und PIC/Dcl-Gruppen, nicht aber eine verminderte
Genexpression von Cyp2C11 (Abbildung 28), welches in der Ratte mafRgeblich an der
Diclofenac Hydroxylierung beteiligt ist. Dies stimmt mit LC-MS/MS Ergebnissen uberein,
wonach die Konzentration der OH-Dcl-Metaboliten in der PIC/Dcl-Gruppe im Vergleich zur
reinen Dcl-Gabe tendenziell ansteigt (siehe Kapitel 5.3.1). Die mRNA-Expression von
UGT2B1 wurde in den mit PIC behandelten Tieren (PIC/-) ebenfalls herabreguliert. Anders
als bei LPS zeigte sich jedoch auch bei kombinatorischer PIC- und Dcl-Behandlung (PIC/Dcl)

eine verminderte Expression von UGT2B1.
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Abgesehen von einer leichten Induktion von Cyp2C11 zeigte die Gabe von BSO in den
BSO/- und BSO/Dcl-Gruppen keinen Einfluss auf die Genexpression der Diclofenac-

metabolisierenden Enzyme (Abbildung 28).

Lebertransporter

Die in Phase | und Il hydroxylierten oder konjugierten Dcl-Metabolite sind Substrate fir
hepatische Effluxtransporter, wie die Multidrug resistance-associated proteins (MRPs). Diese
sind apikal bzw. basolateral an der Membran lokalisiert und vermitteln den Transport
Richtung Galle (MRP2) bzw. Richtung Blut (MRP3, 5).

Die qRT-PCR Analyse zeigte, dass die kombinatorische Gabe von LPS und Diclofenac
(LPS/Dcl) im Vergleich zur (-/Dcl) Kontrolle eine signifikante Hemmung der Genexpression
von MRP2, 3 und 5 ausléste (Abbildung 29).

Auch die Kombination von Poly I:C und Diclofenac (PIC/Dcl) fihrte zu einer signifikanten
Hemmung des Gallentransporters MRP2, wahrend die Expression der MRP3 und 5 Efflux-
pumpen in Richtung Blut, verglichen mit der LPS/Dcl-Gruppe, kaum beeinflusst wurde
(Abbildung 29).

Hepatische Exportpumpen

2.0
O MRP2
E MRP3
1.5 Bl VRP5

Abbildung 29 Einfluss der
10 T T T Behandlung mit Diclofenac + LPS

oder PIC auf die Genexpression
der hepatischen apikalen (MRP2)

Genexpression [relativ zur Kontrolle]

0.5 T e und basolateralen (MRP3 & 5)
ok Exportpumpen im Vergleich zur

0.0 ‘ ‘ ‘ Diclofenac-Gabe. Mittelwert + SD;
oé\ ob\ ob\ ob\ n=5. * = verschieden zu (-/Dcl).

& @ NS (ANOVA/Tukey's-Test; * p < 0,05;

N **% 1y < 0,001).



5.4 Einfluss von Diclofenac und Arzneistoff-unabhangigen

Stressfaktoren auf die Aktivierung co-stimulatorischer

Signalwege

Neben der erhdhten Toxizitéat und Veranderungen in der Biotransformation von Diclofenac
sollte als drittes Ziel untersucht werden, ob die Gabe der Stressfaktoren eine Hoch-
regulierung NFkB- (Nuclear factor kappa B) oder MAPK- (Mitogen activated protein kinase)
abhangiger co-stimulatorischer Faktoren in der Leber der behandelten Tiere bewirkt. Wie in
Abbildung 30 gezeigt, konnen diese Faktoren durch Beeinflussung von Entzindungs-
reaktionen sowie der Antwort auf Zellstress als Alarmsignale fungieren und die Empfindlich-

5. Ergebnisse

keit der Tiere gegeniiber toxischen Effekten erhéhen.
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Neben den Nrf2-regulierten Genen als Marker fir elektrophilen Stress wurde aus diesem

Grund mittels qRT-PCR die Expression von Genen untersucht, die durch NFkB- oder

MAPK/AP1-Signalkaskaden aktiviert werden kénnen.

Abbildung 30 Aktivierung NFkB
oder MAPK/AP1-abhangiger
Signalkaskaden durch Pathogen-
(PAMPS) oder Schaden-
assoziierte Faktoren (DAMPS) mit
nachfolgender  Induktion  co-
stimulatorischer Faktoren.
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Die Vulkan Plots in Abbildung 31 zeigen die logarithmisch aufgetragenen Expressions-
veranderungen der 84 analysierten Gene nach Gabe von Diclofenac (-/Dcl), LPS (LPS/-)
bzw. nach kombinatorischer Gabe von Diclofenac und LPS (LPS/Dcl) und dienen als
Uberblick tiber das Ausmaf der Deregulation in den einzelnen Gruppen im Vergleich zur

unbehandelten Kontrollgruppe (-/-).
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Abbildung 31 Uberblick tber Veranderungen der Genexpression aus NFKB/MAPK- und Nrf2-
abhangigen Signalkaskaden nach Behandlung mannlicher SD-Ratten mit Diclofenac bzw. Vehikel und
LPS als Stressfaktor bzw. Vehikel. Daten sind als Vulkan Plot dargestellt und zeigen die
logarithmische Veranderung der Expression 84 untersuchter Gene in Relation zum jeweiligen p-Wert
(blaue Quadrate). Pinke Linien markieren den Grenzwert der Genexpression von = 1,5-facher
Veranderung im Vergleich zu den Kontrolltieren (-/-), die schwarze Linie zeigt Genexpression von 1,
also keine Veranderung zur Kontrolle. Der Grenzwert fur statistische Signifikanz von Veradnderungen
in der Genexpression wird durch eine blaue waagrechte Linie bei p-Werten < 0,05 dargestellt.

Nach einwodchiger Diclofenac-Gabe (-/Dcl) wurden nur zwei Gene (Lipoxygenase (LOX)-15
und NGAL) signifikant hochreguliert (Abbildung 31). Im Gegensatz dazu fihrte die
Behandlung mit dem bakteriellen Endotoxin (LPS/-) zu signifikanten Veranderungen in der
Expression von 75% der untersuchten Gene, wobei hiervon 38 um mehr als das 1,5-fache

hoch- und 25 herabreguliert wurden.

Die Kombination von LPS und Diclofenac (LPS/Dcl) erzeugte eine Deregulation von 66,7%
der analysierten Gene, von denen ebenfalls 38 hoch-, aber nur 18 herabreguliert wurden.
Durch die 2/5 verstorbenen Tiere kam es in der LPS/Dcl-Gruppe bei einer Reihe von Genen
zu sehr grofl3en Standardabweichungen, was zu einer Verringerung der Anzahl signifikant
deregulierter Gene fuhrte. Im Gegensatz dazu stieg aber in den mit LPS und Dcl
behandelten Tieren (LPS/Dcl), verglichen mit (LPS/-), die Anzahl der Gene, die um mehr als

das 16-fache (Log, >4) hochreguliert wurden, von 13 auf 17 an.

Die Vulkan Plots in Abbildung 32 zeigen die logarithmisch aufgetragenen Verénderungen in
der Expression 84 analysierter Gene nach Gabe von Diclofenac (-/Dcl), PIC (PIC/-), nach

kombinatorischer Gabe von Diclofenac und PIC (PIC/Dcl) sowie nach Behandlung mit BSO
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(BSO/-) und nach Kombination von Diclofenac und BSO (BSO/Dcl) im Vergleich zur un-
behandelten Kontrollgruppe (-/-).

In der zweiten Studie, bei der PIC und BSO als Stressfaktoren eingesetzt wurden, wies
bereits die Gruppe, die nur eine Woche Diclofenac (-/Dcl) erhalten hatte, mit 35,7% eine
weitaus hdhere Anzahl an signifikant deregulierten Genen auf (251 und 5)) als die (-/Dcl)
Kontrollgruppe der ersten Studie (Abbildung 32).

Ahnlich wie nach LPS-Gabe waren bei den Tieren der PIC/- Gruppe 72,6% (391 und 22])
und in der PIC/Dcl-Gruppe 79,7% (521 und 15]) der gemessenen Gene signifikant
dereguliert.
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Abbildung 32 Uberblick iiber Veranderungen der Genexpression aus NFKB/MAPK- und Nrf2-
abhangigen Signalkaskaden nach Behandlung mannlicher SD-Ratten mit Diclofenac bzw. Vehikel und
PIC oder BSO als Stressfaktor bzw. Vehikel. Daten sind als Vulkan Plot dargestellt und zeigen die
logarithmische Veranderung der Expression 84 untersuchter Gene in Relation zum jeweiligen p-Wert
(blaue Quadrate). Pinke Linien markieren den Grenzwert der Genexpression von + 1,5-facher
Veranderung im Vergleich zu den Kontrolltieren (-/-), die schwarze Linie zeigt Genexpression von 1,
also keine Veranderung zur Kontrolle. Der Grenzwert fir statistische Signifikanz von Verénderungen
in der Genexpression wird durch eine blaue waagrechte Linie bei p-Werten < 0,05 dargestellt.

Auch die mit BSO behandelten Gruppen zeigten in den RT-PCR Analysen eine hohe Anzahl
in ihrer Expression signifikant verdnderter Gene. In der BSO/- Gruppe waren 45,2% der
Gene dereguliert, darunter 32 hoch und 6 herab. Nach Gabe von BSO und Dcl (BSO/Dcl)

waren 41,7% dereguliert, darunter 28 hoch und 7 herab.
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Wie in Abbildung 33 dargestellt lassen sich die NFkB bzw. MAPK-abhéngigen Gene

funktionell in folgende Gruppen einteilen:

e Zytokine und Chemokine, die fur die Regulation von inflammatorischen Vorgangen

und Migration von Immunzellen verantwortlich sind,

e Mediatoren in der Antwort auf Zellstress wie Hitzeschockproteine,

e Gene der Abwehr von oxidativem Stress,

e Faktoren, die in die Regulation der Apoptose involviert sind,

e Gene, die als mogliche Alarmsignale diskutiert werden und

e Enzyme des Arachidonsaure-Metabolismus.
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Abbildung 33 Veranderungen in der Expression NFkB- oder MAPK-abhéngiger Gene in der Leber
mannlicher SD-Ratten nach Behandlung mit 7,5 mg/kg KG Diclofenac bzw. Vehikel fur 7 Tage
und/oder einer einmaligen Dosis LPS, PIC oder BSO bzw. Vehikel. Daten sind dargestellt fir
Einzeltiere. Erhdhung der Genexpression (von 1,5 bis 2500) in rot markiert, Hemmung der
Genexpression (von -1,5 bis -7) in griin markiert (siehe Farbskala).
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Allgemein zeigten die Genexpressionsanalysen, dass die Behandlung mit Diclofenac keine
Aktivierung NFkB bzw. MAPK-abhéngiger Gene auslost (Abbildung 33). Im Gegensatz zu
der beobachteten Hemmung Nrf2-regulierter Gene, zeigten die Genexpressionsanalysen
eine deutliche Induktion NFkB bzw. MAPK-abhangiger Signalkaskaden durch die Gabe von
LPS (LPS/-) und Poly I:C (PIC/-). Dieser Effekt wurde durch die kombinatorische Gabe von
Diclofenac in der LPS/Dcl- und PIC/Dcl-Gruppe bei einer Reihe von Genen, wie IL-6, ICAM1,
iINOS, PAI1 und HO-1, noch zusatzliche gesteigert (Abbildung 33). Die Gabe von BSO
fuhrte, abgesehen von wenigen Ausnahmen, wie HO-1, weder in der BSO/- noch in der

BSO/Dcl-Gruppe zu einer Aktivierung von NFkB oder MAPK-regulierten Genen.

5.4.1 NFkB/MAPK-regulierte Zytokine und Chemokine

Nach einwochiger Behandlung zeigten die mit Dcl behandelten Tiere (-/Dcl) keine Hoch-
regulation der Expression von NFkB und AP-1-Transkriptionsfaktoren oder inflammatorischer

Faktoren, wie Zytokine und Chemokine (Anhang — Tab. 1).

Im Gegensatz dazu erzeugte die Gabe von LPS (LPS/-) eine deutliche Aktivierung
inflammatorischer Signalwege. Dies zeigte sich in einer signifikanten Induktion von NFkB
und MAPK/AP1-abhangigen pro- und anti-inflammatorischen Genen (z.B.: Interleukin (IL)-1pB,
IL-6, IL-10, Tumornekrosefaktor (TNF)-a, Interferon (IFN)-y). Darliber hinaus wurden in der
(LPS/-) Gruppe Gene hochreguliert, welche in die Chemoattraktion und Migration von
Immunzellen, wie neutrophile Granulozyten (CINC-1), Monozyten (MCP-1) und Makro-
phagen (MIP-1a, MIP-2) involviert sind (Anhang — Tab. 1). Auch Faktoren, die das
Wachstum von Makrophagen fordern (GM-CSF) und die wahrend der Migration der Immun-
zellen die Adhasion ans Endothel sicherstellen (ICAM1) wurden durch die Gabe des

bakteriellen Endotoxins induziert.

Obwohl Diclofenac alleine (-/Dcl) keinen deregulierenden Einfluss auf diese Gene hatte,
wurden die durch LPS induzierten Effekte durch die Co-Behandlung mit Diclofenac in der
LPS/Dcl-Gruppe noch zusétzlich verstarkt. Besonders deutlich zeigte sich die synergistische
Verstarkung der NFkB- und MAPK/AP1-Aktivierung bei der signifikanten Hochregulation von
NFkB, c-Jun, c-Fos, c-Myc, IL-6, IL-10, IFN-y, TNF-a und ICAM1 durch LPS und Dcl im
Vergleich zur reinen LPS-Gabe (Anhang — Tab. 1). Die 2/5 verstorbenen Tiere wiesen inner-

halb der LPS/Dcl-Gruppe meist die hdchsten Veranderungen der Genexpression auf.

Die Behandlung mit PIC zeigte bei den NFkB und MAPK/AP1-abhéngigen inflammatorischen

Genen &ahnliche Expressionsveranderungen wie die Gabe von LPS. Dementsprechend
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waren Transkriptionsfaktoren, pro- und anti-inflammatorischer Zytokine und Chemokine in
der PIC/- Gruppe hochreguliert. Im Gegensatz zu LPS wurden aber nach PIC-Gabe
zusatzlich zu IFN-y auch IFN-a und 3 als Teil der anti-viralen Abwehr signifikant induziert.
Eine signifikante, synergistische Verstarkung der Genexpressionserhéhung durch die Co-
Behandlung mit Dcl, wenn auch nicht in demselben extremen Ausmaf wie nach LPS- und
Dcl-Gabe, zeigte sich in der PIC/Dcl-Gruppe bei NFkB, c-Jun, c-Fos, c-Myc, IL-1a, IL-18,
TNF-a, LTa, MIP-1a und ICAM1 im Vergleich zu (PIC/-). Auf der anderen Seite flhrte aber
die kombinatorische PIC- und Dcl-Gabe (PIC/Dcl), verglichen mit der reinen PIC-Behandlung
(PIC/-), zu einer weniger starken Induktion der Genexpression von IL-10 und IFN-B (Anhang
—Tab. 1).

Die Behandlung mit BSO flihrte zu einer geringen Hochregulation der IL-12a-Genexpression
in der BSO/- Gruppe und zu einer IL-10 Induktion bei kombinatorischer Gabe von BSO und
Dcl (BSO/Dcl). Dartber hinaus zeigte sich, unabhangig von der Dcl-Gabe, in beiden BSO
Gruppen eine leichte Hochregulation von TNF-a, MIP-1a und ICAM1 (Anhang — Tab. 1).

5.4.2 Stress- und Hitzeschockantwort

Weitere Faktoren, die NFkB und MAPK/AP1-abhéangig transkribiert werden, sind Gene der
Akuten Phase und Hitzeschockantwort, wie das C-reaktive Protein (CRP) oder die
Hitzeschockproteine (HSPs), sowie Gene die fir die anti-oxidative Antwort der Zelle auf
Stress zustandig sind, wie die induzierbare Stickstoffmonoxid Synthase (iNOS), HO-1,
SOD2, TXN1, Plasminogen-activator-inhibitor (Pai-1) und NGAL.

Abgesehen von einer 8,6-fachen (£ 6,3), jedoch statistisch nicht signifikanten Erhéhung der
NGAL-Genexpression zeigte die einwdchige Behandlung mit Diclofenac (-/Dcl) keinen Effekt
auf die Expression von Faktoren, die in Akute Phase und Hitzeschockantwort involviert sind
(Anhang — Tab. 1).

Die Gabe von LPS (LPS/-) fuhrte zu einem signifikantem Anstieg der Genexpression von
HO-1, SOD2, TXN1, Pai-1 und NGAL sowie der Hitzeschockproteine 70, 73 und 90. Wie bei
den inflammatorischen Faktoren, wurde durch die kombinatorische Dcl Co-Behandlung die
Genexpression von iNOS, HO-1 und Pai-1 in der LPS/Dcl-Gruppe, im Vergleich zur reinen
LPS-Behandlung (LPS/-), zusatzlich signifikant erhéht (Anhang — Tab. 1). Im Gegensatz
dazu erzeugte die zusatzliche LPS-Gabe (LPS/Dcl) im Vergleich zur (LPS/-) Kontrollgruppe
jedoch eine signifikant geringere Induktion der Genexpression von Faktoren, die der
oxidativen Abwehr (SOD2, TXN1) und dem Schutz vor fehlgefalteten Proteinen dienen
(HSP40, HSP70, HSP73, HSP90).
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Auch die Behandlung mit Poly I:C (PIC/-) zeigte eine Aktivierung der zellularen
Stressantwort, was mit einer signifikanten Erhéhung der Genexpression von HO-1, SOD2,
TXN1 und NGAL sowie der Hitzeschockproteine 27, 40, 70, 73 und 90 einherging (Anhang —
Tab. 1). Die kombinatorische Gabe von PIC und Dcl fihrte, wie bei LPS, jedoch in
geringerem Ausmal3, zu einer zusatzlichen Erhdéhung von iNOS, HO-1 und Pai-1 in der
PIC/Dcl-Gruppe. Dartber hinaus erzeugte die zusatzliche PIC-Gabe (PIC/Dcl) im Vergleich
zur (PIC/-) Kontrollgruppe, ebenfalls analog zu LPS, eine signifikant geringere Induktion der
Genexpression protektiver Faktoren, wie TXN1, HSP70 und HSP90 (Anhang — Tab. 1). Im
Gegensatz zur LPS und Diclofenac-Behandlung (LPS/Dcl) waren aber in der PIC/Dcl-Gruppe
das akute Phase Protein CRP sowie HSP60 signifikant hochreguliert.

Die Gabe von BSO (BSO/-) hatte, abgesehen von einer leichten Hochregulation von iNOS
und HO-1, keinen signifikanten Einfluss auf die Induktion der zellularen Stressantwort. Durch
die Kombination mit Diclofenac wurde die Expression von iNOS und HO-1 jedoch zusatzlich,
wenn auch nicht statistisch signifikant verstarkt. Dartber hinaus fihrte die Gabe von BSO
und Diclofenac (BSO/Dcl) zu einer signifikanten Induktion der NGAL-Genexpression
(Anhang — Tab. 1).

5.4.3 Regulation apoptotischer Faktoren

Von den Mediatoren, die in die Regulation apoptotischer Vorgange involviert sind und die
Uber NFkB oder MAPK/AP1 transkribiert werden, wurden u.a. der pro-apoptotische
FasLigand (FasL), Bcl2-assoziiertes X Protein (BAX) und verschiedene Caspasen bestimmt.
Darliber hinaus wurde die Genexpression des anti-apoptotischen Bcl-like 1 (Bcl-xl) sowie
von Teilen des TNF-a Rezeptorkomplexes, wie der TNF-Rezeptor (TNFR) und die TNFR-

assoziierte Todes Domaine (TRADD), untersucht.

Die orale Gabe von Diclofenac (-/Dcl) hatte keinen Einfluss auf die Expression apoptotischer
Faktoren. Die Behandlung mit LPS (LPS/-) fuhrte jedoch zu einer signifikanten Induktion der
Genexpression von TNFR, FasL, BAX, Bcl-xl und Caspl (Anhang — Tab. 1). Einerseits
wurde diese Erhohung bei FasL, wie bei TNF-a, durch die Kombination von LPS und Dcl
(LPS/Dcl) noch zusatzlich verstarkt. Auf der anderen Seite zeigte die LPS/Dcl-Gruppe im
Vergleich zu (LPS/-) eine weniger starke Induktion der Expression von TNFR, BAX und
TRADD.

Die Simulation einer viralen Infektion mit Poly I:C (PIC/-) fuhrte, wie bei (LPS/-), zu einer

signifikanten Induktion der Genexpression von FasL, BAX, Caspl und Casp8. Bei
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kombinatorischer Behandlung mit Dcl kam es aber in der PIC/Dcl-Gruppe im Vergleich zu
(PIC/-) nicht bei FasL, sondern bei TNFR, Bcl-xl, Cap8 und TRADD zu einer signifikanten

Potenzierung der Genexpression (Anhang — Tab. 1).

Bei Glutathiondepletion durch BSO zeigte sich, unabhangig davon ob es mit Dcl kombiniert
wurde oder nicht, eine signifikante Induktion von TNF-a und des dazugehorigen
Rezeptorkomplexes mit TNFR und TRADD (Anhang — Tab. 1).

5.5 Einfluss von Diclofenac und Arzneistoff-unabhangigen

Stressfaktoren auf den Arachidonsaure-Metabolismus

Diclofenac  greift als nicht-selektiver = COX-Inhibitor = pharmakologisch in die
Prostaglandinsynthese ein. Metaboliten der Arachidonsaure, wie Prostaglandine, Throm-
boxane und Leukotriene, sind wichtige Mediatoren inflammatorischer Prozesse und kdnnten
co-stimulatorisch das Ausmal3 von Entziindungsreaktionen beeinflussen. Aus diesem Grund
wurde einerseits ein moglicher Einfluss der Stressfaktoren auf die Genexpression der
verschiedenen Arachidonsdure metabolisierenden Enzyme, wie Phospholipasen (extra-
zellulare sPLA2 und intrazelluldare cPLA2), welche Arachidonsdure aus den Zellmembranen
freisetzen, Cyclooxygenasen (COX-1 und 2) und Lipoxygenasen (LOX-5 und 15) bestimmt.
Daruber hinaus wurde im Lebergewebe die Konzentration der gebildeten Arachidonséure-

metaboliten quantifiziert.

5.5.1 Genexpression von Arachidonséaure metabolisierenden Enzymen

Einerseits zeigte die einwochige Behandlung mit dem COX-Inhibitor Diclofenac keinen Effekt
auf die Genexpression der Phospholipasen, COX-Enzyme oder LOX-5. Auf der anderen
Seite konnte nach Diclofenac-Gabe (-/Dcl) eine Hochregulation von 15-Lipoxygenase gezeigt
werden (Abbildung 33).

Die Gabe von LPS fihrte zu einer signifikanten Herabregulation der konstitutiv exprimierten
COX-1 sowie der zytosolischen cPLA2. Darlber hinaus wurde jedoch die Genexpression
pro-inflammatorisch wirkender Gene wie sPLA2, COX-2 und LOX-5 in der (LPS/-) Gruppe
deutlich induziert. Bei Kombination mit Dcl wurde in der LPS/Dcl-Gruppe im Vergleich zur
LPS-Gabe (LPS/-) die COX-2-Genexpression signifikant potenziert. Obwohl LPS alleine
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(LPS/-) keinen Effekt auf die LOX-15-Expression zeigte, wurde dieses Gen nach
kombinatorischer LPS- und Dcl Behandlung (LPS/Dcl) deutlich induziert (Anhang — Tab. 1).

Die durch Behandlung mit PIC erzeugten Effekte &hnelten denen von LPS. So zeigte die
PIC-Gabe (PIC/-) eine leichte Hochregulation von sPLA2 und COX-2, was in der kombi-
natorischen PIC/Dcl-Gruppe im Vergleich zu (PIC/-) noch zusatzlich verstarkt wurde.
Darlber hinaus zeigten auch die mit PIC behandelten Tiere erst bei Kombination mit
Diclofenac (PIC/Dcl) eine signifikante Induktion von LOX 5 und 15 (Anhang — Tab. 1).

Bei der durch BSO-Gabe (BSO/-) induzierten GSH-Depletion konnte eine geringe, aber
signifikante Hochregulation der COX-2 gezeigt werden. Im Gegensatz zu den anderen
beiden Stressfaktoren wurde die Genexpression der COX-2 jedoch in der BSO/Dcl-Gruppe
nicht zusatzlich erhdéht (Anhang — Tab. 1). Die Kombination von BSO mit Diclofenac
(BSO/Dcl) fuhrte jedoch zu einer Induktion von sPLA2, LOX-5 und LOX-15.

5.5.2 Quantifizierung von Arachidonsduremetaboliten im Lebergewebe

Die Analyse der verschiedenen Arachidonsduremetaboliten aus Lebergewebe erfolgte
mittels LC-MS/MS. Mit Hilfe von Referenzsubstanzen wurden die Konzentrationen COX-
abhangiger Metaboliten, wie Prostaglandin E2 (PGE2), PGF2a und Thromboxan B2 (TXB2)
sowie LOX-abhangiger Metaboliten, wie Leukotrien B4 (LTB4) und 15(S)-Hydroxyeicosa-
tetraenséure (15(S)-HETE), bestimmt. Zusatzlich wurde die Konzentration von 8-iso-PGF2a
als vorwiegend nicht-enzymatisch gebildeter Marker fur oxidativen Stress gemessen. Als
interner Standard (1S) wurde vierfach deuteriertes D,-PGE2 verwendet und die Konzentration
der Analyten durch Einsetzen in die jeweiligen Kalibriergeraden berechnet.

Beispielchromatogramme der einzelnen Analyten in der Referenziésung (90 ng/ml je Analyt),
im Leberextrakt eines Tieres der LPS/- sowie der LPS/Dcl-Gruppe sind in Abbildung 34

dargestellt.
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Abbildung 34 Chromatogramme spezifischer MRM Massentbergange von D4-PGE?2 als IS, sowie der
Metaboliten PGE2, PGF2a, 8-is0-PGF2a, TXB2, 15(S)-HETE und LTB4 jeweils im einer Mischung der
Referenzsubstanzen (90 ng/ml), im Leberextrakt eines LPS Kontrolltieres ohne Dcl (LPS/-) sowie

eines mit LPS und Dcl behandelten Tieres.
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Die LC-MS/MS Messung zeigte, dass die einwodchige Behandlung mit Dcl alleine (-/Dcl)
einerseits zu einer leichten, jedoch statistisch nicht signifikanten Erh6hung des LOX-5-
abhangig gebildeten pro-inflammatorischen Leukotrien B4, sowie des durch LOX-15
regulierten 15(S)-HETE fiihrte (Abbildung 35). Auf der anderen Seite hatte die Diclofenac-
Gabe (-/Dcl) keinen Effekt auf die Konzentrationen der COX-abhéngigen Metaboliten PGEZ2,
PGF2a und TXB2.
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Abbildung 35 Effekt der Gabe von Diclofenac + LPS, PIC oder BSO auf die Bildung von
Arachidonsauremetaboliten im Lebergewebe mannlicher SD-Ratten. (A-C) Konzentrationen der COX-
2-abhéngigen Bildung von Prostaglandin E2 (PGE2), Prostaglandin F2a (PGF2a) und Thromboxan B2
(TXB2). (D) Konzentration des COX-unabhéngig durch oxidativen Stress gebildeten 8-iso-
Prostaglandin F2a (8-iso-PGF2a). (E-F) Konzentration der LOX-5-abhangigen Bildung von Leukotrien
B4 (LTB4) und der LOX-15-abhéngigen Bildung von 15(S)-Hydroxyeicosatetraensaure (15(S)-HETE)
in nmol/g Leber. Mittelwerte + SD (n=5). * = verschieden zu (-/-), # = verschieden zu (Stressfaktor/-).
(ANOVA/Tukey's-Test; p < 0,05).

Obwohl alle drei Stressfaktoren die Hochregulation der COX-2-Genexpression induzierten,
fuhrte nur die Gabe von LPS (LPS/-) zu einer signifikante Erhéhung der Konzentration von
PGE2, PGF2a und TXB2 im Lebergewebe (Abbildung 35). Dieser Effekt wurde durch die

Kombination mit dem COX-Hemmer Diclofenac (LPS/Dcl) signifikant gehemmt.

Die Konzentration des nicht-enzymatisch gebildeten 8-iso-PGF2a wurde analog zu den
COX-abhéangigen Metaboliten nur durch LPS-Gabe (LPS/-) signifikant erhoht, was bei

Kombination mit Diclofenac (LPS/Dcl) leicht vermindert wurde. Hierbei wiesen die 2/5
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besonders empfindlichen Tiere mit 94 und 84 nmol/g Leber die hochsten 8-iso-PGF2a
Gehalte innerhalb der LPS/Dcl-Gruppe auf.

Im Gegensatz zu Dcl (-/Dcl) war nach alleiniger Gabe von LPS, PIC oder BSO kein
signifikanter Anstieg der LOX-abhangigen Metaboliten im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle (-/-) detektierbar. Dennoch fihrte die Kombination mit Diclofenac zu einer
signifikanten Erhéhung der LTB4- und 15(S)-HETE-Konzentrationen in den Lebern der mit
LPS (LPS/Dcl) und BSO (BSO/Dcl) behandelten Tiere. Diese Konzentrationen waren héher
als bei reiner Diclofenac-Gabe. Die 2/5 verstorbenen Tiere zeigten innerhalb der LPS/Dcl-

Gruppe abermals die hdchsten Konzentrationen von LTB4 und 15(S)-HETE.

Die kombinatorische Gabe von Poly I:C und Diclofenac (PIC/Dcl) zeigte keine erhéhte
Bildung der pro-inflammatorischen, durch Lipoxygenase-regulierten Mediatoren im Vergleich
zur reinen PIC-Behandlung (PIC/-).
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5.6 Einfluss von Diclofenac und Arzneistoff-unabhangigen
Stressfaktoren auf die Ausschittung von Zytokinen,

Chemokinen und Alarmsignalen ins Plasma

Neben Anderungen in der Genexpression sollte auch der Einfluss von Stressfaktoren auf die
Synthese und Ausschittung co-stimulatorischer Proteine ins Plasma bestimmt werden.
Hierzu wurden eine Reihe von pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen, das Chemokin
CINC-1 sowie die als Alarmsignale diskutierten Faktoren NGAL und HMGB1 im Plasma der
Tiere mittels ELISA bestimmt.

Abbildung 36 zeigt eine Ubersicht tiber relative Konzentrationserhhungen der Proteine im
Plasma nach Behandlung mit Diclofenac und/ oder den verschiedenen Stressfaktoren, im

Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe (-/-).

= a [%3 = - [%] = s o

: Clxlelglclelglele Abbildung 36 Freisetzung von
Proteine g b=} g g & E g a g Zytokinen und Alarmsignalen ins
o = = — Plasma mannlicher SD-Ratten
. 1000— nach Behandlung mit 7,5 mg/kg
IL-18 Hn Diclofenac bzw. Vehikel fir 7
IL-2 Tage und/oder einer einmaligen
IL-4 Dosis LPS, PIC oder BSO. Daten
IL-6 100— sind Einzeltiere und als relative
IL-10 (1 [N Erhohung der Protein-konzen-
IL-12a tration im Verhéltnis zum Mittel-
IL-17a wert der unbehandelten (-/-)
TNE-ol 1— Kontrolltiere dargestellt. Erh6hung
der Konzentration (von 1,5 bis
cllFNNc-Y1 ‘-I I ' 1000) in rot markiert, Hemmung
der Konzentration (von -1,5 bis -
NGAL -100— 100) in grin markiert (siehe

HMGB1 Farbskala).

Die einw6chige Behandlung mit Diclofenac (-/Dcl) hatte keinen induzierenden Effekt auf die
Freisetzung der gemessenen Zytokine und Alarmsignale ins Plasma (Abbildung 36). Obwohl
in der -/Dcl-Gruppe auf Genexpressionsebene eine Induktion von NGAL zu beobachten war,

fuhrte dies nicht zu einer Erh6hung der NGAL-Konzentration im Plasma.

Ubereinstimmend mit der Aktivierung von NFkB und MAPK/AP1-abhangigen pro- und anti-
inflammatorischen Genen in der (LPS/-) Gruppe, zeigte sich nach reiner LPS-Gabe ein
Anstieg der Plasmakonzentrationen von IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-10, IL12q, IL-17a, IFN-y, CINC-
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1 und NGAL. Die Kombination mit Diclofenac (LPS/Dcl) fuhrte im Vergleich zu (LPS/-)
einerseits zu einem signifikanten Anstieg der jeweiligen Konzentration von IL-1(3, IL-10,
IL12a, IL-17a und IFN-y und andererseits zu signifikant niedrigeren NGAL-Konzentrationen.
Die 2/5 verstorbenen Tiere zeigten hierbei die niedrigsten NGAL-Konzentrationen innerhalb
der LPS/Dcl-Gruppe (Abbildung 37). Im Gegensatz dazu zeigten diese zwei Tiere aber
besonders bei IL-6, TNF-a, CINC-1 und HMGB1 die hochsten Konzentrationen innerhalb der
LPS/Dcl-Gruppe (Anhang — Tab. 2).

g
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¢ £ 100! K 2 Abbildung 37 NGAL Plasma-
B g konzentration im Verhaltnis zum
e L S Mittelwert der unbehandelten (-/-)
x 50 _@_% Kontrolle. Einzeltiere und Mittel-
wert; n =5. Die 2/5 verstorbenen
. IS Tiere der LPS/Dcl-Gruppe in rot.
N S & S &S & \QC\’ * = verschieden zu (-/-); # = ver-
T g €90 I8 schieden zu (LPS/-) (ANOVA/
Y g N Tukey's-Test; p < 0,05).

Die Behandlung mit PIC fuhrte in &hnlichem Ausmal wie LPS zu einer Hochregulation des
NFkB Transkriptionsfaktors sowie pro-inflammatorischen Zytokinen, wie TNF-a (Anhang —
Tab. 2). Dennoch zeigten die ELISA Messungen in der PIC/- Gruppe nur bei IL-10, IFN-y und
NGAL einen signifikanten Anstieg der Proteinkonzentrationen im Plasma (Abbildung 36). Die
Bildung von CINC-1 wurde leicht, jedoch statistisch nicht signifikant erhdht (Anhang —
Tab. 2). Dartber hinaus fiihrte die Co-Behandlung mit Diclofenac (PIC/Dcl) nicht wie bei
(LPS/Dcl) zu einer Potenzierung der Proteinfreisetzung, sondern zu geringeren Protein-
konzentrationen von IL-10, IFN-y und CINC-1 nach PIC- und Dcl-Gabe (PIC/Dcl) im
Vergleich zu (PIC/-) (Anhang — Tab. 2).

Die Glutathiondepletion mit BSO fuhrte, unabhangig von der Dcl Co-Behandlung, zu keiner
Freisetzung pro- oder anti-inflammatorischer Zytokine, Chemokine oder Alarmsignale, wie
NGAL und HMGBL1, ins Plasma (Anhang — Tab. 2).
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5.7 Einfluss von Stressfaktoren auf die Zytotoxizitat von
Diclofenac und Diclofenac-Metaboliten sowie auf die

Biotransformation von Diclofenac in HepG2-Zellen

Als Ergadnzung zu den beobachteten Effekten in den Tierstudien wurde der Einfluss der
Stressfaktoren auf die Zytotoxizitdat von Diclofenac in HepG2 Leberzellen untersucht.
Darlber hinaus wurde getestet, ob die Stressfaktoren in Zellkultur Einfluss auf die
Biotransformation von Diclofenac nehmen, um die in vivo erhaltenen Ergebnisse zu

bestétigen.

5.7.1 Zytotoxizitat von Diclofenac und Diclofenac-Metaboliten

Die Analyse der Zellviabilitdt nach Inkubation mit 0 — 500 uM Diclofenac, Dcl-AG, 4'-OH-Dcl
oder 5-OH-Dcl zeigte, dass Dcl und 4’'OH-Dcl bis zu einer Konzentration von 500 uM keine
signifikante Zytotoxizitat in HepG2-Zellen auslosen (Abbildung 38).

W
L Abbildung 38 Zellviabilitat relativ
zur unbehandelten Kontrolle (in

Zellviabilitat [%]
3

4041} Ddl %) nach Behandlung von HepG2-
<> 4-0H-Ddl - el ok Zellen mit 0-500 uM Diclofenac,
201¥- 5-OH-Dcl el Vel % 4'-OH-Dcl, 5-OH-Dcl oder Dcl-
0 ® DcAG | : % ~~~~~~ il Acylglucuronid. Mittelwerte + SD;
0 100 200 300 400 500 n=3. *= verschieden zu O uM
[uM] (ANOVA/ Tukey's-Test; p < 0,05).

Bei Behandlung mit 5-OH-Dcl nahm die Zellviabilitdt jedoch bereits ab 200 uM und bei Dcl-
AG schon ab 125 uM signifikant im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle ab. Einen
Uberblick tiber die jeweiligen EC50 Werte, d.h. die Konzentration bei der die Behandlung zu
einer Abnahme der Zellviabilitat auf 50% fihrte, zeigt Tab. 32.

5.7.2 Einfluss von LPS, Poly I:C, BSO und TNF-a auf die Zytotoxizitat von

Diclofenac

HepG2-Zellen wurden mit 0 — 500 uM Dcl und den verschiedenen Stressfaktoren, die auch in
den in vivo-Studien verwendet worden co-inkubiert. Die Co-Inkubation von 0 -1000 EU/mI

LPS bzw. 0-500 pg/ml PIC mit Diclofenac zeigte, dass die beiden pro-inflammatorischen
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Stressfaktoren keinen signifikanten Einfluss auf die durch Dcl induzierte Zytotoxizitat
austiben (Abbildung 39).
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Abbildung 39 Zellviabilitat relativ zur unbehandelten Kontrolle (in %) nach Behandlung von HepG2-
Zellen mit 0-500 uM Diclofenac in Kombination mit (A) 0-1000 EU LPS/ml oder (B) 0-500 mg PIC/ml.
Mittelwerte = SD; n=3. # = verschieden zu (-/Dcl) (ANOVA/ Tukey‘s-Test; p < 0,05).

Neben LPS und PIC wurde TNF-a als zusatzlicher Stressfaktor in den Zellkultur-
experimenten verwendet. Da HepG2-Zellen den TNF-Rezeptor exprimieren, nicht aber Toll-
like-Rezeptoren, die fur eine LPS-vermittelte Aktivierung nétig waren (Preiss et al., 2008),
wurde gezeigt, dass die Kombination von 5 ng/ml TNF-a zu einer signifikanten Erhéhung der
Diclofenac Zytotoxizitat ab Konzentrationen von 125 uM Dcl flhrte (Tab. 32; Abbildung 40).
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Abbildung 40 Zellviabilitat relativ zur unbehandelten Kontrolle (in %) nach Behandlung von HepG2-
Zellen mit 0-500 uM Diclofenac in Kombination mit (A) 0-5 ng TNF-a/ml oder (B) 0-500 uM BSO.
Mittelwerte + SD; n=3. # = verschieden zu (-/Dcl) (ANOVA/ Tukey‘s-Test; p < 0,05).

BSO-Konzentrationen > 100 uM wirkten auch ohne Diclofenac bereits zytotoxisch (Tab. 32).
Die Inkubation mit 10 und 50 uM BSO erhdhte signifikant die Zytotoxizitat von 500 uM Dcl
und reduzierten die EC50-Konzentrationen von 723 auf 381 uM Diclofenac (Tab. 32;
Abbildung 40).
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5.7.3 Einfluss von TNF-a auf die Zytotoxizitat von Diclofenac-Metaboliten

Bei Co-Inkubationen von 5 ng/ml TNF-a in Kombination mit Dcl-AG, 4°-OH-Dcl bzw. 5-OH-
Dcl konnte gezeigt werden, dass TNF-a die Toxizitdt von 4‘-OH-Dcl signifikant verstarkte
(Tab. 32; Abbildung 41), &hnlich wie bei Co-Inkubation von Dcl und TNF-a (Abbildung 40).
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Abbildung 41 Zellviabilitat relativ zur unbehandelten Kontrolle (in %) nach Behandlung von HepG2-
Zellen mit 5 ng TNF-a/ml in Kombination mit (A) 0-500 uM 4‘-OH-Diclofenac, (B) 0-500 uM 5-OH-
Diclofenac oder (C) 0-500 uM Dcl-Acylglucuronid. Mittelwerte £ SD; n=3. *= verschieden zu 0 uM Dcl
Metabolit, # = verschieden zu (-/Dcl Metabolit) (ANOVA/ Tukey's-Test; p < 0,05).

Dieser verstarkende Effekt trat hingegen bei Co-Inkubation von 5-OH-Dcl bzw. Dcl-AG mit
TNF-a nicht auf (Tab. 32; Abbildung 41). Wie die EC50 Werte zeigen (Tab. 32), fihrte die

Zugabe des Zytokins bei den beiden toxischen Metaboliten zu keiner weiteren Erhéhung der
Zytotoxizitat (Abbildung 41).

Tab. 32: Mittlere Effektkonzentrationen (EC50) in pM nach Behandlung mit Dcl, Dcl-AG, 4'-OH-Dcl
bzw. 5-OH-Dcl mit oder ohne Co-Inkubation mit 5 ng/ml TNF-a bzw. 50 uM BSO. Mittelwerte n=3.

Behandlung Dcl 4‘-OH-Dcl 5-OH-Dcl Dcl-AG
— 723 uM 742 uM 256 uM 216 uM
TNF-a (5 ng/ml) 402 uM 550 uM 254 uM 210 uM

BSO (50 uM) 381 pM — — —

5.7.4 Einfluss von TNF-a und BSO auf die Metabolisierung von Diclofenac

Da sowohl TNF-a als auch BSO in der Lage waren, die Zytotoxizitdt von Diclofenac in
HepG2-Zellen signifikant zu erhéhen, wurde zusétzlich Uberprift, ob diese verstarkte
Toxizitat mit einer durch die Stressfaktoren verursachten Veranderung des Dcl Metabolismus
einhergeht. Zu diesem Zweck wurden HepG2-Zellen fir O bis 48 h mit 250 uM Diclofenac +
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5ng TNF-a/ml bzw. mit 500 pM Diclofenac * 50 uM BSO inkubiert, da bei diesen
Konzentrationen eine signifikante Potenzierung der Zytotoxizitat ausgeldst wurde (Abbildung

40). Die gebildeten Metaboliten wurden aus dem Uberstand mittels LC-MS/MS quantifiziert.
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Abbildung 42 Einfluss der kombinatorischen Behandlung von HepG2-Zellen mit 250 uM Dcl und
5ng/ml LPS auf die Biotransformation von Diclofenac von 0 bis 48 h. LC-MS/MS Analyse der
Konzentrationen von 4‘-OH-Dcl (A), 5-OH-Dcl (B) sowie Dcl-AG (C) im Zelliberstand in [uM].
Mittelwerte £ SD; n=3. # = verschieden zu (-/Dcl), (ANOVA/Tukey's-Test; # p < 0,05).

Es zeigte sich, dass die Co-Inkubation mit TNF-a zu einer Hemmung der Cyp450- und UGT-
abhangigen Biotransformation filhrte. Dies zeigte sich an der signifikanten Abnahme der
Konzentrationen von 4‘- und 5-OH-Dcl sowie des Dcl-AG im Uberstand nach (TNF/Dcl)
Behandlung im Vergleich zur (-/Dcl) Kontrolle (Abbildung 42). Diese Ergebnisse stimmen
dahingehend mit den in vivo Ergebnissen (berein, dass es durch die Stressfaktoren zu
keiner erhdhten Bildung toxischer Metaboliten in den Tieren kam, sondern die Co-Behand-

lung mit LPS (LPS/Dcl) die Bildung der OH-Dcl-Metaboliten tendenziell hemmte (Abbildung
25).

Die Co-Inkubation von 50 uM BSO hatte keinen eindeutigen Effekt auf die Biotransformation
von 500 uM Diclofenac zu 4‘- und 5-OH-Dcl bzw. Dcl-AG in HepG2-Zellen (Abbildung 43),

was mit den Ergebnissen nach kombinatorischer BSO- und Dcl-Gabe in vivo Ubereinstimmt
(Abbildung 25).
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Abbildung 43 Einfluss der kombinatorischen Behandlung von HepG2-Zellen mit 500 uM Dcl und
50 uM BSO auf die Biotransformation von Diclofenac von 0 bis 48 h. LC-MS/MS Analyse der
Konzentrationen von 4‘-OH-Dcl (A), 5-OH-Dcl (B) sowie Dcl-AG (C) im Zelluberstand in [uM].
Mittelwerte £ SD; n=3. # = verschieden zu (-/Dcl), (ANOVA/Tukey's-Test; # p < 0,05).
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6 Diskussion

6.1 Einfluss Arzneistoff-unabhangiger Stressfaktoren auf

die Toxizitat von Diclofenac

6.1.1 Potenzierung der Lebertoxizitat in vivo

Das erste Ziel der vorliegenden Arbeit basiert auf der von Roth et al. (2003) aufgestellten
Hypothese, dass durch LPS hervorgerufene, leichte Entziindungszustande voriibergehend
die Schwelle der Toxizitdt eines Arzneistoffes herabsenken konnen. Zusatzlich zu der
bakteriellen Inflammation durch LPS wurde im Rahmen dieser Arbeit auch der Einfluss
anderer Stressfaktoren, wie die Simulation einer viralen Inflammation (Poly |:C) oder

Glutathiondepletion (BSO), auf die Toxizitat therapeutischer Diclofenac-Dosen untersucht.

In den durchgefiihrten Studien wurden SD-Ratten Uber eine Woche taglich mit einer oralen
Dosis von 7,5 mg/kg Diclofenac (Dcl) behandelt (empfohlene therapeutische Dosis 10 mg/kg
(Liles und Flecknell, 1992)). Dieser entzindungshemmende Arzneistoff wird im Allgemeinen
mit seltenen, aber schwerwiegenden Fallen idiosynkratischer Hepatotoxizitat in Verbindung
gebracht (Boelsterli, 2003). Im Zuge eigener histologischer Untersuchungen sowie der
Analyse der Leberparameter konnte nach einwdchiger Diclofenac-Behandlung kein Hinweis
auf Lebertoxizitat bei den mit Dcl behandelten Tieren (-/Dcl) festgestellt werden. Dies stimmt
mit Literaturdaten tberein, nach denen eine 7-tagige intraperitoneale Behandlung mit 5 oder
10 mg/kg Diclofenac ebenfalls keine Hepatotoxizitat bei Ratten ausldste (Morita et al., 2009).

Eigene LPS-Vorversuche bestatigten zunéchst die von Deng et al. (2006) verwendete LPS-
Dosis von 29 x 10° EU/kg als nicht-hepatotoxisch. Dennoch zeigten sich bei den mit LPS
behandelten Tieren (LPS/-) im Hauptversuch nach einmaliger Behandlung mit 22,5 x 10°
EU/kg Anzeichen einer hepatotoxischen Wirkung. Die leichte Leberschadigung war anhand
erhohter Enzymaktivitéat der ALP, GGT und GLDH erkennbar. Die in den Versuchen zutage
getretene Variabilitét der Toxizitat von LPS stimmt mit der in der Literatur beschriebenen, oft
mangelhaften Wiederholbarkeit durch LPS induzierter Effekte Uberein. Die sehr heterogenen
biologischen Aktivitdten unterschiedlicher LPS-Chargen wurden bereits von Liguori et al.
(2010) gezeigt. So ergab eine Hauptkomponentenanalyse (principal component analysis =
PCA) von ca. 5600 durch LPS-Gabe deregulierten Genen, dass zwei verschiedene LPS-
Chargen trotz gleicher Dosis getrennte Cluster in den ausgelosten Veranderungen der

Genexpression bildeten. Diese erwiesene mangelhafte Reproduzierbarkeit fihrte zu dem
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Vorschlag, TNF-a als alternativen pro-inflammatorischen Stressfaktor zu verwenden, da LPS
und TNF-a in der Lage sind, gleiche Signalkaskaden zur aktivieren (Liguori et al., 2010;
Preiss et al., 2008).

Die kombinatorische Gabe von LPS und Diclofenac (LPS/Dcl) erzeugte eine massive Poten-
zierung des Leberschadens mit deutlichem Anstieg der Leberparameter und Infiltration von
Immunzellen. Zwei Tiere der LPS/Dcl-Gruppe (2/5 Tiere) zeigten besonders ausgepragte
Suszeptibilitat gegeniber der Behandlung und verstarben 4h nach LPS-Gabe. Die
Leberschaden dieser Tiere waren tUberwiegend periportal lokalisiert und umfassten hepato-
zellulare Apoptose sowie starke Einblutungen (Hamorrhagie). Deng et al. (2006) dokumen-
tierte bei Ratten nach kombinatorischer Gabe von Diclofenac und 29 x 10° EU/kg LPS
ebenfalls ausgepragte Hepatotoxizitat mit signifikanter Erhdéhung der ALT Aktivitat,
hepatozellularer Apoptose, parenchymalen Odemen und Hamorrhagie. Die Effekte traten bei
Deng et al. (2006) jedoch nach intraperitonealer Gabe einer einmaligen, mit 20 mg/kg die
therapeutische Dosis deutlich tbersteigenden Diclofenac-Dosis auf. In unserer Studie konnte
hingegen erstmalig im Tiermodell gezeigt werden, dass die Potenzierung der Dcl-Toxizitat
durch LPS auch bei mehrfacher, oraler Gabe niedriger Dcl-Dosen erfolgt. Diese
Beobachtung weist darauf hin, dass der durch bakterielles Endotoxin erzeugte Zellstress
moglicherweise auch bei mit therapeutischen Dcl-Dosen behandelten Patienten die Schwelle

der Toxizitdt von Dcl herabsenken kann.

Die Dosis von 10 mg/kg Poly I:C (basierend auf Sayeh und Uetrecht, 2001) l6ste im
Vorversuch nach einmaliger Gabe Anzeichen allgemeiner Toxizitat (u.a. Lethargie) aus. Im
Rahmen der 7-Tages-Studie induzierte die Behandlung von SD-Ratten mit einer reduzierten
Dosis von 5 mg/kg PIC sowohl ohne, als auch mit Diclofenac (PIC/Dcl) eine Migration von
Immunzellen in die Leber. Im Gegensatz zu LPS wurde jedoch keine signifikante Leber-
schadigung mit erhéhter Aktivitat der Leberparameter hervorgerufen. Eine Reihe von Studien
zeigen, dass der Einfluss von Poly I:C auf Arzneistoff-vermittelte Toxizitat von verschiedenen
Faktoren abhangig ist.

Zu diesen z&hlen u.a. Zeitpunkt der PIC-Behandlung, verwendeter Rattenstamm, Dosis des

Arzneistoffs sowie Dosis von PIC:

Der Einfluss des Behandlungszeitpunktes konnte u.a. von Ghaffari et al. (2011) gezeigt
werden. So wurde bei kombinatorischer Behandlung von M&ausen mit 100 ug PIC 6h vor
einer toxischen Dosis Acetaminophen (Acetyl-para-aminophenol = APAP) die hepatotoxische
Wirkung des Arzneistoffes nicht potenziert. Stattdessen fuhrte die PIC-vermittelte Hemmung
der Cyp450-abhangigen Bildung reaktiver APAP-Metaboliten dazu, dass die Toxizitat des

Arzneistoffes verringert wurde. Wurde die gleiche PIC-Konzentration jedoch 1h vor APAP
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verabreicht, so hatte sie keinen Einfluss auf die Entwicklung der Hepatotoxizitat (Ghaffari et
al., 2011). Cheng et al. (2009) konnte bei Behandlung von Mausen mit 50 ug PIC 12h vor
einer Halothan-Gabe aufgrund der Hemmung einer Cyp450-abhangigen Giftung von
Halothan ebenfalls eine Abmilderung der ausgeldsten Hepatotoxizitat beobachten. Bei Ver-
abreichung der gleichen, nicht-hepatotoxischen Dosis PIC 6h nach Halothan-Gabe, wurde
hingegen eine signifikante Potenzierung der durch Halothan induzierten Leberschadigung
mit hepatozellularer Nekrose erzeugt. Eine durch PIC induzierte Aktivierung hepatischer
Kupfferzellen und NK-Zellen, einhergehend mit erhéhter Expression proapoptotischer
Faktoren (z.B. TNF-a und FasLigand), wurde als Grund fir die Verstarkung der Halothan-

Toxizitat angenommen (Cheng et al., 2009).

Auch der verwendete Rattenstamm scheint bei der Potenzierung Arzneistoffe-vermittelter
Toxizitéat durch PIC Relevanz zu besitzen. Die Gabe von 10 mg/kg PIC konnte nur bei
Brown-Norway-Ratten die Inzidenz Penicillamin-vermittelter Autoimmunreaktionen von 30%
auf 100% steigern, nicht aber bei SD- oder Lewis-Ratten (Sayeh und Uetrecht, 2001).

Zudem konnte von Sayeh und Uetrecht (2001) gezeigt werden, dass die Dosis des ver-
wendeten Arzneistoffs Einfluss auf die durch PIC potenzierbare Toxizitat hat. Bei
Reduzierung der Penicillamin-Dosis auf 5-10 mg/Tag wurde durch die kombinatorische
Behandlung mit PIC im Gegensatz zu 20 mg Penicillamin/Tag keine Autoimmunitat mehr

induziert.

Besonders die Dosis von PIC kann eine wichtige Rolle in der Potenzierung von Entzin-
dungsreaktionen spielen, da sie beispielsweise direkten Einfluss auf das Ausmafd der
Ausschittung pro-inflammatorischer Zytokine (u.a. TNF-a, IL-6, IFN-a und IFN-y) austibt
(Petrovic und Piguette-Miller, 2010; Sobel et al., 1994).

Der Behandlungszeitpunkt konnte ursachlich fir die von uns beobachteten Unterschiede in
der Toxizitat der PIC/Dcl- und LPS/Dcl-Gruppen sein. Wahrend LPS, analog zu Deng et al.
(2006) 2h vor der letzten Diclofenac-Dosis injiziert wurde, erfolgte die PIC-Gabe (parallel zu
BSO) bereits 4h vor Dcl. Die geringere Toxizitat in den mit PIC und Dcl behandelten Tieren
(PIC/Dcl) konnte auch durch die von uns verwendete PIC-Dosis bedingt sein, die mit 5 mg/ml
unter der von Sayeh und Uetrecht (2001) verabreichten Dosis von 10 mg/kg lag. Weitere
Studien konnten klaren, ob hohere PIC-Dosen oder andere Behandlungszeitpunkte zu einer

Verstarkung der Toxizitat von Dcl fuhren wirden.

Die Gabe von BSO erzeugte eine signifikante, etwa 60%-ige Glutathiondepletion. Eine

Entwicklung von Lebertoxizitat konnte jedoch sowohl ohne (BSO/-), als auch mit einwdchiger
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Dcl-Behandlung (BSO/Dcl) nicht beobachtet werden. Dieses Ergebnis scheint im Gegensatz
zu Literaturdaten zu stehen, nach denen Diclofenac in GSH-Depletionsmodellen akute
Hepatotoxizitat ausloste. Die Behandlung von y-Glutamatcysteinligase (y-GCL) - knock-out-
Ratten mit 100 mg/kg Diclofenac (Morita et al., 2009) fuhrte ebenso wie eine Co-Behandlung
von Mausen mit BSO und 150 mg/kg Dcl zu einer Erhdhung der Toxizitat von Dcl (Cantoni et
al.,, 2003). Basierend auf diesen Beobachtungen diskutierte Morita et al. (2009) eine
Beteiligung der GSH-Depletion (bzw. die dadurch verminderte Entgiftung Cyp450-abhang-
iger Dcl-Metaboliten) an der durch Diclofenac induzierten Leberschadigung. Hierbei muss
jedoch angemerkt werden, dass bei Morita et al. (2009) ausschlieB3lich eine einmalige,
intraperitoneale Behandlung mit hohen Dosen Diclofenac (100 mg/kg) zu einem signifikanten
Anstieg der AST- und ALT-Aktivitaten in y-GCL-knock-out-Tieren fuhrte. In unseren Vorver-
suchen erzeugte diese hohe Dcl-Dosis massive gastrointestinale Toxizitat und einen Anstieg
der y-Glutamyltransferase-Aktivitat. Ubereinstimmend mit den eigenen Beobachtungen nach
Behandlung mit BSO und Dcl (BSO/Dcl) fuihrte jedoch auch bei Morita et al. (2009) die
einwochige Gabe subakuter Dcl-Dosen (5 bzw. 10 mg/kg) in den y-GCL-knock-out-Tieren zu
keinerlei hepatotoxischen Effekten. Eine GSH-Depletion kann demnach méglicherweise zur
Toxizitat hoher Dcl-Dosen beizutragen. Die fehlenden hepatischen Schaden der Tiere bei
niedrigen Arzneistoff-Dosen deuten jedoch darauf hin, dass eine GSH-Depletion im Rahmen
einer therapeutischen Behandlung mit Diclofenac zu keiner vermehrten Entwicklung von

Leberschadigung bei Patienten fiihrt.

Zusammenfassend wurde in unseren Studien eine Leberschadigung nur bei kombi-
natorischer Behandlung von Dcl mit LPS induziert, nicht jedoch durch Kombination mit PIC
oder BSO. Dies unterstitzt die Hypothese, dass Entziindungszustande voriibergehend die
Schwelle der Toxizitat eines Arzneistoffes herabsenken kénnen (Deng et al., 2009). Daruber
hinaus konnten wir in vivo zeigen, dass LPS die Toxizitat von Dcl bereits bei mehrfacher,
oraler Gabe niedriger Dcl-Dosen potenziert. Im Hinblick auf die Entstehung von IDRs im
Patienten konnte somit bei der therapeutischen Behandlung mit Dcl durch bakterielles
Endotoxin erzeugter Zellstress durchaus Relevanz besitzen. Der Grund, warum durch den
ebenfalls pro-inflammatorischen Stressfaktor Poly I:C keine Hepatotoxizitat ausgeltst wurde,
kénnte in der geringen verabreichten Dosis liegen. Moglicherweise muss durch die pro-
inflammatorischen Stressfaktoren erst ein bestimmtes Ausmall an Entzindung erreicht
werden. Die dadurch ausgeldste Veranderung zellularer Signalwege und Aktivierung von
Immunzellen kénnte das initierende Signal der Leberschadigung bilden, wahrend die Gabe
des Arzneistoffes als verstarkender Faktor wirkt (Deng et al., 2009). Darlber hinaus scheint

es so, dass eine GSH-Depletion als Stressfaktor nur in Kombination mit sehr hohen, akut
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toxischen Arzneistoffdosen zur Entstehung von Hepatotoxizitéat fihrt. Eine durch die GSH-
Depletion verminderte Kapazitat zur Entgiftung reaktiver Metaboliten reicht demnach mag-
licherweise als Stressfaktor nicht aus, um im Patienten bei klinisch relevanten Arzneistoff-

dosen eine Leberschéadigung zu induzieren.

6.1.2 Einfluss von Stressfaktoren auf die Zytotoxizitat von Diclofenac in vitro

Als Ergénzung zu den Tierstudien wurde in humanen Leberzellen untersucht, ob auch in
vitro eine Erhéhung der durch Diclofenac induzierten Zytotoxizitat ausgeldst werden kann.
Hierzu wurden HepG2-Zellen mit dem Arzneistoff und den verschiedenen Stressfaktoren co-
inkubiert.

Bei 24-stiindiger Behandlung von HepG2-Zellen mit Diclofenac trat im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle erst bei hohen Konzentrationen von 500 uM Zytotoxizitdt mit
signifikanter Abnahme der Zellviabilitdt auf. Diese in HepG2-Zellen toxische Dcl-Konzen-
tration stimmt mit Literaturdaten Gberein (Fredriksson et al., 2011).

Im Gegensatz zu den in vivo-Studien hatte die Co-Inkubation von Dcl mit LPS oder PIC
keinen signifikanten Einfluss auf die Dosis-Wirkungs-Beziehung der Zytotoxizitat von Dcl in
HepG2-Zellen. Dies lasst sich damit erklaren, dass in der verwendeten HepG2-Kultur keine
immunkompetenten Zellen prasent sind. Bei diesen Immunzellen handelt es sich u.a. um
Makrophagen, beispielsweise die Kupfferzellen der Leber. Sie exprimieren Toll-like-Rezep-
toren (TLR3 und 4), um Pathogenstrukturen zu erkennen und eine entsprechende Immun-
antwort induzieren zu kdnnen. Die von uns verwendeten HepG2-Zellen sind hingegen Paren-
chymzellen, die nur Uber ein sehr geringes Expressionsniveau von TLRs verfiigen. Sie
exprimieren jedoch Rezeptoren fur TNF-a (TNFR), ein pro-inflammatorisches Zytokin, das
anstelle von LPS als Stressfaktor verwendet werden kann, da LPS und TNF-a zur Akti-

vierung gleicher Signalkaskaden in der Lage sind (Liguori et al., 2010; Preiss et al., 2008).

In unseren folgenden Untersuchungen zeigte die Behandlung von HepG2-Zellen mit 5 ng/ml
TNF-a keinen Einfluss auf die Zellviabilitat. Bei Co-Inkubation nicht-zytotoxischer Diclofenac-
Konzentrationen (250 pM) mit 5 ng/ml TNF-a wurde jedoch eine signifikante Erh6hung der
Zytotoxizitat des Arzneistoffes ausgeldst. Diese Beobachtung bestétigen Literaturdaten, nach

denen die kombinatorische Behandlung mit 250 pM Dcl und 10 mg/ml TNF-a in HepG2-
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Zellen eine signifikant potenzierte Freisetzung von Lactatdehydrogenase (= LDH, ein Marker
flr Zytotoxizitat) nach sich zieht (Fredriksson et al., 2011).

Um den Einfluss der Glutathiondepletion auf die Zytotoxizitéat von Diclofenac zu bestimmen,
wurden HepG2-Zellen in einem weiteren Versuch mit BSO inkubiert. Konzentrationen bis
100 uM BSO erzeugten keine signifikante Reduktion der Zellviabilitat. Auch in der Literatur
wird bestatigt, dass die 18-stiindige Inkubation mit 100 uyM BSO keinen Effekt auf die
Viabilitdt von HepG2-Zellen hatte (Raza und John, 2012). Die Behandlung mit 500 uM BSO
zeigte hingegen deutliche zytotoxische Effekte in HepG2-Zellen.

Die Co-Inkubation nicht-zytotoxischer BSO-Konzentrationen (50 uM) mit Diclofenac fuhrte zu
einer signifikanten Verstarkung der Dcl-Toxizitat in HepG2-Zellen. Diese Potenzierung der
Dcl-Toxizitat durch GSH-Depletion in vitro scheint im Gegensatz zu unserer in vivo-Studie zu
stehen, die bei den mit BSO und Dcl behandelten Tieren (BSO/Dcl) keinerlei Hepatotoxizitat
aufgezeigt hatte. Interessanterweise bildete sich in HepG2-Zellen dieser verstarkende Effekt
jedoch erst bei hohen Dcl-Konzentrationen von 500 uM aus, die in den Zellen bereits alleine
zytotoxisch wirkten. Dieses Ergebnis stimmt somit mit in vivo Beobachtungen dahingehend
Uberein, dass reduzierte GSH-Level nur in Kombination mit sehr hohen, bereits selbst akut

toxischen Diclofenac-Dosen zur Entstehung von Hepatotoxizitat fihren (Morita et al., 2009).

Zusammenfassend konnten die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten in vitro
Untersuchungen die in vivo Ergebnisse bestatigen. Zum einen potenzierten pro-inflamma-
torische Stressfaktoren (TNF-a) die Zytotoxizitat nicht-toxischer Diclofenac-Konzentrationen.
Zum anderen wurde die Empfindlichkeit von HepG2-Zellen gegeniiber der Toxizitat von Dcl
nur dann durch eine Co-Inkubation mit BSO erhoht, wenn hohe, an sich bereits zytotoxisch
wirkende Dcl-Konzentrationen verwendet wurden. Eine durch GSH-Depletion verminderte
Kapazitat zur Entgiftung reaktiver Metaboliten reicht demnach als Stressfaktor auch in vitro

nicht aus, um in Leberzellen erh6hte Zytotoxizitat bei Inkubation mit Dcl zu induzieren.
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6.2 Einfluss Arzneistoff-unabhangiger Stressfaktoren auf

die Biotransformation von Diclofenac

Im Rahmen der zweiten Zielsetzung wurde untersucht, ob die ausgeldsten Stresssituationen
den Metabolismus von Diclofenac mdoglicherweise negativ verdndern. Ein durch Stress-
faktoren induzierter Anstieg in der Bildung reaktiver Metaboliten sowie eine reduzierte
Entgiftung kénnte zur beobachteten Toxizitat in vivo und in vitro beitragen. Die aus Diclo-
fenac entstehenden reaktiven Metabolten umfassen zum einen das UGT-abhéngige Dcl-
Acylglucuronid. Zum anderen werden durch CytochromP450-Enzyme hydroxylierte Meta-
boliten gebildet und die daraus entstehenden reaktiven Chinonimine werden ebenfalls fur die

toxische Wirkung des Arzneistoffs verantwortlich gemacht.

6.2.1 Cyp450-abhéngige reaktive Metaboliten

Bei Inkubation von HepG2-Zellen mit den zwei hydroxylierten Cyp450-abhéangigen Diclo-
fenac-Metaboliten zeigte sich, dass 5-OH-Dcl (EC50 = 256 uM) deutlich zytotoxischer wirkte
als die Diclofenac-Muttersubstanz und als 4‘-OH-Dcl (EC50 =723 und 742 uM). Diese
Ergebnisse stimmen mit Literaturdaten Uberein, nach denen die Zytotoxizitat von Diclofenac
u.a. mit der Bildung von 5-OH-Dcl begriindet wird (Bort et al., 1999). Man geht davon aus,
dass 5-OH-Dcl ein weitaus hoheres Potential zur Autooxidation zu Chinoniminen und
anschliel3ender kovalenter Bindung an GSH besitzt als 4'-OH-Dcl (Madsen et al., 2008). Das
aus 5-OH-Dcl durch weitere Cyp450-abhangige Oxidation gebildete Dcl-Chinonimin gilt als
reaktiver Metabolit, da es mit der Bildung kovalenter Addukte mit GSH sowie mit
Thiolgruppen von Proteinen in Verbindung gebracht wird (Faber et al., 2012; Poon et al.,
2001; Shen et al., 1999). Daruber hinaus kénnen Chinonimine ein ,Redox-Cycling“ eingehen
(Boelsterli, 2003). Hierbei handelt es sich um einen zyklisch ablaufenden Vorgang, bei dem
ein Chinonimin enzymatisch unter NAD(P)H-Oxidation zu seinem korrespondierenden Semi-
chinon reduziert wird. Die darauffolgende Ruckbildung zum Chinon erfolgt durch Abgabe der
Uberschissigen Elektronen an Sauerstoff unter Bildung von Superoxidanionen. Da diese
zyklische Reaktion oft erst stoppt wenn der molekulare Sauerstoff in der Zelle verbraucht ist,
kann durch eine massive Bildung reaktiver Sauerstoffspezies die Entgiftungskapazitat fur
toxische Radikale Uberschritten und so die Zelle geschadigt werden (Gutierrez, 2000). In
diesem Zusammenhang konnte bereits gezeigt werden, dass reaktive Folgeprodukte von
5-OH-Dcl einen oxidativen Verbrauch von NAD(P)H auslésen (Bort et al., 1999). Cyp450-
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abhangige Dcl-Metaboliten kénnten demnach auf Grund ihrer Fahigkeit ein Redox-Cycling

einzugehen, an der Toxizitat von Dcl beteiligt sein.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten LC-MS/MS-Analysen zeigen, dass die jeweilige
Co-Behandlung von Diclofenac mit keinem der Stressfaktoren zu einer signifikanten
Erhohung der Konzentrationen von 4-OH-Dcl, 5-OH-Dcl oder Dcl-Chinonimin in Leber und
Plasma fuihrte. Ubereinstimmend mit diesen in vivo Ergebnissen erzeugte die Co-Inkubation
von Dcl mit dem pro-inflammatorischen Stressfaktor TNF-a in HepG2-Zellen keine erhdhte
Biotransformation von Diclofenac, sondern eine signifikante Abnahme Cyp450-abhangiger
Metaboliten, wie 4‘-OH-Dcl und 5-OH-Dcl.

Dies korreliert mit den Ergebnissen der gRT-PCR-Messungen, nach denen die fur die Bio-
transformation von Dcl zu reaktiven Metaboliten verantwortlichen Cyp450-Enzyme (z.B.
Cyp2C7, 2C9 und 2C11) durch die Gabe von pro-inflammatorischem LPS und PIC in ihrer
Genexpression nicht induziert, sondern signifikant gehemmt wurden. Die Cyp2C11-Isoform,
die mit 54% den groRten Anteil an der Cyp450-Aktivitat in der Ratte hat (Nedelcheva und
Gut, 1994) und maf3geblich am Metabolismus von Dcl beteiligt ist (Masubuchi et al., 2001),
wurde jedoch nur in der LPS/Dcl-Gruppe signifikant gehemmt. Diese Beobachtung steht im
Einklang mit einer durch die Gabe von LPS deutlich reduzierten Bildung der Dcl-Mercaptur-
sauren, die als Indikator fur die Bildung reaktiver, Cyp450-abhangiger Dcl-Intermediate

gelten.

Die Behandlung mit PIC und Diclofenac (PIC/Dcl) hatte hingegen keinen hemmenden
Einfluss auf die Genexpression von Cyp2C11 und fuhrte zu deutlich héheren Dcl-MA-
Konzentrationen im Plasma. Diese erhthten Mercaptursaure-Level kénnten auf eine
vermehrte Bildung reaktiver Cyp450-abhangiger Metaboliten in der PIC/Dcl-Gruppe hin-
deuten, die jedoch nicht mit erhéhter Hepatotoxizitat in diesen Tieren einherging. Die
Herabregulierung der Genexpression verschiedener Cyp450-Enzyme durch LPS und PIC
wird vermutlich Gber eine Ausschuttung pro-inflammatorischer Zytokine (z.B. TNF-a und IL-
18) oder Stickstoffmonoxid (NO) vermittelt (Chen et al.,, 1992; Ghaffari et al., 2011;
Khatsenko et al., 1993; Milosevic et al., 1999; Monshouwer et al., 1996; Wu et al., 2006).
Dies kdnnte eine Erklarung dafiur darstellen, warum die Cyp2C11-Expression nach PIC- und
Diclofenac-Gabe (PIC/Dcl) nicht herabreguliert war, da hier im Vergleich zur LPS/Dcl-Gruppe

kaum Zytokine ins Plasma freigesetzt wurden.

Die kombinatorische Gabe von BSO und Dcl (BSO/Dcl) zeigte geringere Dcl-MA-
Konzentrationen im Vergleich zur reinen Dcl-Behandlung (-/Dcl), was auf die 60%-ige

Depletion des zur Kopplung bendtigten Glutathions zuriickzufiihren ist. Aufgrund der
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verminderten Fahigkeit zur Entgiftung reaktiver, Cyp450-abhéngiger Dcl-Metaboliten zu
Mercaptursauren, konnten die mit BSO und Dcl behandelten Tiere (BSO/Dcl) ein erhdhtes
Risiko gegenlber einer durch Dcl induzierten Leberschadigung aufweisen. Die Behandlung
mit therapeutisch relevanten Dcl-Dosen erzeugte jedoch selbst wéhrend einer GSH-
Depletion keine Anzeichen von Hepatotoxizitdt in Ratten (Morita et al., 2009; eigene

Untersuchungen).

Unsere Analysen ergaben eine deutliche Potenzierung der Dcl-Toxizitat durch pro-inflamma-
torische Stressfaktoren, wie LPS in vivo und TNF-a in vitro. Dennoch konnte kein Zu-
sammenhang zwischen der durch die Stressfaktoren verstarkten Toxizitat und einer erhdhten
Bildung bzw. verminderten Entgiftung Cyp450-abhangiger Diclofenac-Metaboliten hergestellt
werden. Stattdessen fuhrte gerade die Co-Behandlung mit LPS (LPS/Dcl) zu einer
signifikanten Hemmung der Cyp450-Genexpression sowie einer tendenziell verringerten

Bildung hydroxylierter Metaboliten.

Dieses Ergebnis ist tUberraschend, da in der Literatur allgemein die Cyp450-vermittelte
Bildung reaktiver Metaboliten mit der Zytotoxizitat von Arzneistoffen in Verbindung gebracht
wird. Eine gehemmte Cyp450-abhéngige Bildung reaktiver Metaboliten (z.B. durch Vorbe-
handlung mit PIC) fuhrte zu einer verminderten Hepatotoxizitat von APAP und Halothan
(Cheng et al., 2009; Ghaffari et al., 2011). Dariliber hinaus verringerten Cyp450-Inhibitoren
(Sulfaphenazol und Ketoconazol) eine durch Diclofenac induzierte Freisetzung von Lactat-
dehydrogenase sowie Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) (Bort et al., 1999; Kretz-
Rommel und Boelsterli, 1993; Lim et al., 2006). Ubereinstimmend damit wurde in einem
Hefemodell gezeigt, dass sowohl Toxizitat als auch ROS-Freisetzung nach Diclofenac-Gabe
erhdht war, sobald der Hefestamm Uber Cyp450-Enzymaktivitat verfligte (van Leeuwen et
al., 2011). Eine Cyp450-abhangige Bildung der als toxisch diskutierten Dcl-Chinonimine
konnte in Hefen nach Inkubation mit Dcl nachgewiesen werden. In Gegensatz zu den
eigenen Untersuchungen, in denen besonders 5-OH-Dcl in HepG2-Zellen deutlich zyto-
toxischer wirkte als Dcl, erzeugte bei van Leeuwen et al. (2011) die Inkubation mit 5-OH-Dcl
zwar die Bildung von Dcl-Chinoniminen, es kam jedoch zu keiner erhdhten ROS-Freisetzung
oder Zytotoxizitat in Hefen. Daraufhin wurde die Hypothese aufgestellt, die Toxizitat von
Diclofenac sei zwar Cyp450-abhangig, hange jedoch nicht unmittelbar mit der Bildung
hydroxylierter Metaboliten zusammen (van Leeuwen et al., 2011). Alternativ kénnte die
Cyp450-vermittelte Oxidation von Diclofenac zum einen eine Bildung reaktiver Dcl-Epoxid-
Intermediate nach sich ziehen, die an GSH binden kénnen (Masubuchi et al., 2002; Yan et

al., 2005). Zum anderen kénnten nach oxidativer Decarboxylierung Dcl-Radikale entstehen,
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die ebenfalls kovalent an Thiolgruppen von Proteinen und GSH binden kénnen (Grillo et al.,
2003; Grillo et al., 2008). In den eigenen Untersuchungen wurden diese radikalischen Meta-
boliten aufgrund ihrer Kurzlebigkeit nicht quantifiziert. Dass diese reaktiven Produkte malf3-
geblich an der durch LPS induzierten Potenzierung der Dcl-Toxizitat beteiligt waren scheint
dennoch unwahrscheinlich, da sie ebenfalls Cyp450-abhéngig gebildet werden und die
kombinatorische LPS- und Dcl-Gabe zu einer signifikanten Hemmung der Cyp450-Enzyme
fuhrte.

Ferner gibt es Hinweise darauf, dass toxische Diclofenac Radikale auch Uber einen Cyp450-
unabhangigen Mechanismus entstehen kdnnten. Die Bildung dieser radikalischen Inter-
mediate wurde bereits nachgewiesen, bisher jedoch nur in einem zellfreien Modell unter
Verwendung von Meerrettichperoxidase und H,O, (Tafazoli et al., 2005). Aufgrund der durch
Stressfaktoren induzierten Entzindungsreaktion kann sich im Zuge der Migration von
Neutrophilen die Peroxidaseaktivitat im betroffenen Gewebe drastisch erhéhen. Besonders
bei gleichzeitig geringer Cyp450-Expression (wie es in unseren Tieren nach LPS-Gabe der
Fall war) kdnnten Peroxidasen die Bildung radikalischer Diclofenac-Kationen katalysierten
(Galati et al., 2002; Tafazoli et al., 2005). Der durch Radikale entstehende oxidative Stress
ist u.a. in der Lage, Stérungen in der Redox-Homoéostase und einen vermehrten Verbrauch
von GSH auslésen (Ong et al.,, 2007). Gerade bei der Co-Behandlung mit LPS und Dcl
(LPS/Dcl) zeigten unsere Untersuchungen jedoch keine Veranderung der GSH-Konzentra-
tionen im Lebergewebe. Dies wiirde gegen eine maf3gebliche Beteiligung toxischer Dcl-

Radikale am Mechanismus der durch LPS potenzierten Dcl-Toxizitat sprechen.

Aus unseren Daten kann die Schlussfolgerung gezogen werden, dass die durch Co-
Behandlung mit LPS und Diclofenac induzierte Hepatotoxizitat nicht durch eine erhohte
Bildung toxischer Cyp450-abhangiger Dcl-Metaboliten verursacht wurde. So scheinen
andere Faktoren in starkerem Ausmall an der Entstehung der beobachteten Leber-

schadigung beteiligt zu sein.

6.2.2 UGT-abhangige reaktive Metaboliten

Zusatzlich zu den Cyp450-abhangigen Metaboliten wird UGT-abhangig gebildetes Dcl-Acyl-
glucuronid in der Literatur als toxischer Metabolit diskutiert (Kretz-Rommel und Boelsterli,
1994; Pumford et al.,, 1993; Sallustio et al., 2000; Seitz und Boelsterli, 1998). Eigene
Inkubationen von HepG2-Zellen mit Diclofenac-Acylglucuronid (AG) bestatigten, dass der
UGT-abhangige Metabolit (EC50 = 216 uM) deutlich zytotoxischer wirkte als die Diclofenac-
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Muttersubstanz (EC50 = 723 uM). In Mausen konnte nach intraperitonealer Dcl-Gabe
gezeigt werden, dass die Akkumulation von Dcl-AG zu einer Erh6hung der ALT-Aktivitat als
Marker fur hepatische Schaden fuhrt (Lagas et al., 2010). Zuséatzlich wurden bei Ratten auch
ausgepragtere adverse gastrointestinale Effekte nach Gabe von Dcl-AG im Vergleich zur
Dcl-Muttersubstanz beobachtet (Seitz und Boelsterli, 1998). Man geht davon aus, dass die
Bildung AG-abhéangiger kovalenter Dcl-Proteinaddukte fir die Toxizitdt von Dcl-AG
verantwortlich ist. Diese konnen einerseits durch Veranderung der Proteinfunktion und
andererseits durch Ausldsen von immunvermittelten Reaktionen gegen die Protein-Hapten-

Komplexe zur Toxizitat von Dcl beitragen (Pirmohamed et al., 1996; Srivastava et al., 2010).

Eigene LC-MS/MS Ergebnisse zeigen, dass die Co-Behandlung von Ratten mit Diclofenac
und LPS, PIC oder BSO die Konzentration des reaktiven Dcl-Acylglucuronids im
Lebergewebe nicht beeinflusst. Ubereinstimmend damit konnte keine vermehrte Bildung
Dcl-AG-abhangiger Proteinaddukte detektiert werden. Im Plasma wurde die Konzentration
der Dcl-Acylglucuronide durch Gabe von LPS, PIC und BSO zwar leicht, jedoch statistisch
nicht signifikant erhéht. Diese leichte Konzentrationserh6hung im Plasma scheint jedoch
nicht im Zusammenhang mit einer Hochregulation des fur die AG-Konjugation bei Ratten
verantwortlichen UGT2B1-Enzyms zu stehen. Die qRT-PCR-Analysen konnten keine direkte
Korrelation zwischen den jeweiligen Veranderungen der UGT2B1-Genexpression und der
Dcl-AG Konzentration nachweisen. Auch die in vitro-Studien zeigen, dass die erhéhte
Zytotoxizitat von Dcl bei Co-Inkubation mit TNF-a nicht mit einer vermehrten Bildung von
Dcl-AG einhergeht.

Zusammenfassend zeigen unsere Analysen, dass die durch LPS und TNF-a in Ratten und
HepG2-Zellen potenzierte Toxizitat von Dcl nicht auf eine Erhdhung reaktiver Dcl-Acyl-
glucuronide sowie Dcl-AG-abhangiger Proteinaddukte zuriickzufiihren ist. Dieses Ergebnis
wird durch Literaturdaten unterstitzt, nach denen trotz gehemmter Bildung von Dcl-AG und
Dcl-Proteinaddukten in Prazisionsschnitten des Darms keine Verringerung der intestinalen

Toxizitat von Dcl zu beobachten war (Xiaoyu et al., 2012).

Allgemein wird in der Literatur die Fahigkeit zur Bildung kovalenter Addukte mit GSH oder
Proteinen als Warnsignal fir potentiell IDR auslésende Arzneistoffe vorgeschlagen (Alden et
al., 2003; Peters, 2005). Bei der Arzneistoffentwicklung wird in der pharmazeutischen
Industrie die Grenze von 50 pmol Arzneistoffaquivalent/mg Leberprotein bericksichtigt,
oberhalb derer versucht wird eine weniger reaktive Struktur zu synthetisieren (Evans et al.,

2004). Einige Studien weisen jedoch darauf hin, dass die Menge an gebildeten
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Proteinaddukten fur die Unterscheidung zwischen IDR-auslosenden und ungeféahrlichen
Arzneistoffen nicht ausschlaggebend ist (Usui et al., 2009). Die eigenen Untersuchungen
unterstiitzen diese Beobachtung, denn trotz gleichbleibender Konzentrationen an Dcl-Pro-
teinaddukten kam es in der LPS/Dcl-Gruppe im Vergleich zur reinen Dcl-Gabe (-/Dcl) zu
massiver Hepatotoxizitat. Dies lasst vermuten, dass die Menge kovalenter Dcl-Addukte in
den hier durchgefihrten Studien keine bzw. nur eine geringe Rolle in der Entwicklung der
Leberschadigung spielt. Es ware jedoch denkbar, dass das Vorliegen von Proteinaddukten
zu einer erhdhten Empfindlichkeit des Organismus gegenlber Arzneistoff-unabhangigen

Stressfaktoren beitragt.

6.2.3 Veradnderungen in der Genexpression von Lebereffluxpumpen

Bei Ratten wird Diclofenac zu 20-25% mit der Galle ausgeschieden, der grof3te Teil hiervon
als Dcl-AG (Bolder et al., 1999). Neben der Phase I- und lI-Biotransformation kdnnte also
auch die veranderte Expression von Phase lll-Effluxtransportern, welche die Metaboliten
entweder in die Sinusoide (basolateral) oder die Gallengdnge (apikal) transportieren, Einfluss
auf die Entstehung adverser Arzneistoffeffekte haben. Auf der einen Seite konnte die
Hemmung des durch die MRP2 (multidrug resistance-related protein 2) - Effluxpumpe
vermittelten apikalen Transports zu verringerter Toxizitat von Diclofenac filhren. So wurde
die biliare Konzentration des Dcl-Acylglucuronids, das vor allem mit Gallengangsproteinen
kovalente Addukte bildet (Seitz et al., 1998), durch den MRP2 knock-out in Mausen deutlich
vermindert (Lagas et al., 2010). Auf der anderen Seite weisen Literaturdaten darauf hin, dass
die generelle Hemmung der Exkretion reaktiver Metaboliten durch den parallelen knock-
down apikaler und basolateraler Exportpumpen, wie MRP2 und MRP3, mit einer Akkumu-
lation von Dcl-AG in Hepatozyten von Mausen und erhdhter Dcl-Toxizitét einhergeht (Lagas
et al., 2010).

Die Analyse der Genexpression ergab, dass sowohl die kombinatorische Behandlung von
Dcl mit LPS (LPS/Dcl) als auch mit PIC (PIC/Dcl) im Vergleich zur reinen Dcl-Gabe eine
signifikante Herabregulation der apikalen MRP2-Effluxpumpe ausloste. Dies stimmt mit
Literaturdaten Uberein, nach denen PIC und LPS die Proteinexpression des MRP2-Leber-
transporters hemmen (Petrovic und Piquette-Miller, 2010). Die Genexpressionen der baso-
lateralen Transporter Richtung Blut (MRP3 und 5) wurde in unserer Studie jedoch nur in der
LPS/Dcl-Gruppe signifikant herabreguliert. Ahnlich der Cyp450-Enzyme kann die transkrip-
tionelle Herabregulierung der Lebertransporter durch LPS bzw. durch die wéahrend der
Entzindungsreaktion freigesetzten Zytokine, wie TNF-a, IL-18 und IL-6, verursacht werden

(Hartmann et al., 2002; Lee und Piquette-Miller, 2003). Dies kdnnte wiederum erkléren,
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warum die Hemmung der MRP3 und 5 nach Gabe von Poly I:C und Diclofenac (PIC/Dcl)
nicht so ausgepragt war, da hier im Vergleich zu (LPS/Dcl) kaum Zytokine ins Plasma ab-

gegeben wurden.

Die drastische Herabregulation von MRP2, 3 und 5 in den mit LPS und Dcl behandelten
Tieren (LPS/Dcl) ging jedoch (im Gegensatz zu Literaturdaten (Lagas et al., 2010)) nicht mit
einer signifikanten Akkumulation von Diclofenac oder reaktiven Dcl-Metaboliten in der Leber
einher, obwohl in dieser Gruppe deutliche Hepatotoxizitdt beobachtet wurde. Wie bereits
dargelegt (siehe Kapitel 6.2.1), spielt demnach die vermehrte Bildung oder Akkumulation
reaktiver Dcl-Metaboliten in der durch LPS potenzierten Hepatotoxizitat keine maf3gebliche
Rolle. Moglicherweise ist die deutliche Hemmung der MRP2-vermittelten Exkretion von
Acylglucuroniden in die Galle sogar fur die leichte Erhéhung der Dcl-AG-Konzentrationen im
Plasma nach Gabe der Stressfaktoren verantwortlich. In diesem Fall hatte die Herab-
regulation der MRPs durch die Stressfaktoren sogar einen schiitzenden Effekt, da Dcl-Acyl-
glucuronid vor allem mit Proteinen der Gallengédnge kovalente Addukte bildet (Seitz et al.,
1998).

Neben reaktiven Arzneistoffmetaboliten kann eine Hemmung der Effluxpumpen jedoch auch
die Akkumulation zytotoxischer endogener Substanzen nach sich ziehen. Bei den Substraten
der MRP3 handelt es sich vor allem um Gallensalze oder Glutathion-, Sulfat- bzw.
Glucuronséaure-Konjugate (z.B. Bilirubin-Glucuronid). Der MRP2-Transporter weist ein
ahnliches Substratspektrum auf (Borst et al., 2007; Schinkel und Jonker, 2003).

Die Rolle der Lebereffluxpumpen bei hepatischen und vor allem bei cholestatischen Schéden
wird durch Literaturdaten bekréaftigt. Aufgrund der verminderten Fahigkeit zur Exkretion von
Bilirubin-Glucuroniden wird die Defizienz im MRP2-Gen bei Patienten mit dem Dubin-
Johnson-Syndrom fir das Krankheitshild einer Hyperbilirubinamie verantwortlich gemacht
(Schinkel und Jonker, 2003). Auch im Zusammenhang mit einer durch Sulindac,
Flucloxacillin und Bosentan induzierten Hemmung der kanalikularen Exportpumpe fir
Gallensalze (bile salt export pump = BSEP) kam es zu cholestatischen Leberschaden bei
Patienten (Bolder et al., 1999; Fattinger et al., 2001; Lakehal et al., 2001). Diese Schadigung
wurde u.a. auf eine Akkumulation zytotoxischer Gallensalze zurtickgefiihrt (Fattinger et al.,
2001). Des Weiteren wiesen Patienten mit einer Mutation in BSEP- oder MDR3- (multidrug
resistance protein) codierenden Genen ein 3-fach erhdhtes Risiko auf, durch verschiedene
Arzneistoffe cholestatische Lebertoxizitat zu entwickeln (Lang et al., 2007; Trauner et al.,

2007). Dies kdnnte u.a. darin begriundet liegen, dass Gallensauren nach der Exkretion in die

125



126

6. Diskussion

Galle in der Regel mit Cholesterin und Phosphatidylcholin gemischte Mizellen bilden, um
eine ,Giftung“ der Galle zu verhindern. Kommt es aufgrund der mangelnden Transporter-
expression zu einer Stérung der bilidren Exkretion von Phosphatidylcholin, so kénnen die
nicht mizellar vorliegenden Gallensauren zu einer Schadigung von Gallengangsepithelzellen
fuhren (Trauner et al., 2007).

Eine weitere Hypothese geht davon aus, dass die Hemmung von MRP2 als kompensa-
torischen Prozess eine Aktivierung von MRP3 und 5 hervorruft. So kénnte die Akkumulation
endogener zytotoxischer Verbindungen, wie Gallensalze und Bilirubin-Konjugate, verhindert
werden (Belinsky et al., 2005; Donner et al., 2004). Durch kombinatorische LPS- und Dcl-
Gabe (LPS/Dcl) wurde jedoch gleichzeitig sowohl der apikale Transport in die Galle, als auch
die alternative basolaterale Ausscheidungsroute Richtung Blut gehemmt. Die daraus
folgende, mogliche Akkumulation toxischer endogener Substanzen kodnnte zur erhéhten
Empfindlichkeit der mit LPS und Dcl behandelten Tiere (LPS/Dcl) (im Vergleich zu PIC/Dcl)

gegenlber Lebertoxizitat beitragen.

6.2.4 Hemmung Nrf2-abhéngiger Signalwege

Die F&higkeit eines Organismus, sich vor den toxischen Effekten von Fremdstoffen,
insbesondere reaktiver Metaboliten, zu schitzen, besteht darin, Einfluss auf das Gleich-
gewicht von Bioaktivierung und Entgiftung zu nehmen (Abbildung 44). Dies erfolgt u.a. mit

Hilfe des Nrf2/KEAP1-Systems, einem Sensor fur elektrophilen und oxidativen Stress.
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Abbildung 44 Protektive Effekte der durch Nrf2 regulierten Gene: Biotransformationsreaktionen
kénnen zur Bildung reaktiver Metaboliten fihren. Werden diese nicht entgiftet, kbnnen sie durch
Ausldsen von oxidativem Stress bzw. kovalenter Bindung an endogene Makromolekiile, wie DNA und
Proteine, zu Toxizitat fuhren. Durch Aktivierung Nrf2-abhangiger Signalwege wird die Expression
detoxifizierender und anti-oxidativer Enzyme hochreguliert und die Zelle vor den schadlichen Effekten
der toxischen Metaboliten geschiitzt (Abbildung nach (Copple et al., 2010)).
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Bei erhohtem Aufkommen reaktiver Metaboliten kénnen Zellen mit Hilfe des Transkriptions-
faktors Nrf2 die Hochregulation anti-oxidativer und detoxifizierender Enzyme induzieren
(Primiano et al., 1997). Allgemein wird davon ausgegangen, dass die Hemmung der Nrf2-
abhangigen Transkription zu einer erhéhten Empfindlichkeit gegeniiber Xenobiotika flhrt. So
wurde von Chan et al. (2001) nach Gabe von Acetaminophen an Nrf2-knockout-Mause eine
verstarkte Lebertoxizitat ausgemacht. Diese @uRerte sich in geringeren Uberlebensraten,
erhohter ALT-Aktivitat sowie verstérkter zentrilobuldrer Nekrose und wurde u.a. auf redu-
Zierte zellulare Thiolgehalte sowie eine verringerte Expression detoxifizierender Enzyme
zurlickgefihrt (Chan et al., 2001; Enomoto et al., 2001).

Es besteht also die Mdglichkeit, zusatzlich zu der direkten Quantifizierung mittels LC-MS/MS,
auch durch die Analyse Nrf2-regulierter Gene indirekt Hinweise auf eine vortbergehende

Bildung toxischer Metaboliten zu erhalten (Leone et al., 2007).

Unsere gRT-PCR-Analysen ergaben, dass die Behandlung mit therapeutischen Dosen von
Dcl (-/Dcl) keine Aktivierung Nrf2-abhangiger Gene ausloste. Allgemein ist jedoch bekannt,
dass Chinone und Chinonimine (z.B. der reaktive Metabolit von Acetaminophen) zu den
Klassen Nrf2-aktivierender Molekile gehoéren (Copple et al., 2008; Lee et al., 2001). In
diesem Zusammenhang gibt es Literaturangaben, nach denen Dcl in HepG2-Zellen zeit- und
dosisabhéngig eine Stabilisierung von Nrf2 auszuldsen vermag (Fredriksson et al., 2011).
Dies kann zu einer Hochregulation Nrf2-abhéngiger Gene, beispielsweise UGT1Al1 und
CES1, fuhren (Takakusa et al., 2008). Die mdgliche Aktivierung von Nrf2 ist jedoch stark von
der verwendeten Dosis von Dcl abhéangig. In Zellkulturexperimenten wurde die Nrf2-Induktion
mit Diclofenac-Konzentrationen >100 uM erreicht (Takakusa et al., 2008). In unseren
Untersuchungen betrugen die Dcl-Plasmakonzentrationen bei Ratten 4h nach Gabe von
7,5mg/kg KG lediglich 2-4 pM. Maximale Plasmalevel des Menschen nach therapeutischer
Dcl-Gabe (50-200 mg/Tag) liegen bei 5-11 pM (Lammert et al., 2008; Willis et al., 1979).
Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass bei Gabe therapeutisch relevanter Dcl-Dosen keine
Konzentrationen des Arzneistoffs bzw. seiner reaktiven Metaboliten im Plasma erreicht
werden, die eine Aktivierung Nrf2-abhangiger Gene auslésen wirden. Bestatigt wird diese
Hypothese durch Experimente, die zeigten, dass die Expression Nrf2-regulierter Gene (in
diesem Fall HO-1 und SOD2) bei Nagern nur durch Gabe hoher Diclofenac-Dosen
(100 mg/kg) hochreguliert wurde (Cantoni et al., 2003; Deng et al., 2008). Dariiber hinaus
wird die Induktion dieser Gene auch tber NFkB- und MAPK-Signalwege vermittelt, wodurch

sie zum einen keinen guten Marker fur eine Nrf2-Aktivierung darstellen (Klaassen und
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Reisman, 2010). Zum anderen ging die Erhéhung der HO-1-Expression bei Cantoni et al.
(2003) mit einem Anstieg der ALT-Aktivitat in Mausen einher, was vermuten lasst, dass

dieser Effekt durch Dcl-Dosen ausgelost wurde, die bereits selbst akut toxisch wirken.

Die Co-Behandlung von Dcl mit LPS, PIC oder BSO fihrte in unseren Studien ebenfalls zu
keiner Induktion Nrf2-abhangiger Gene. Lediglich HO-1, SOD2 und HSP90, die nicht
ausschlieBlich tber Nrf2, sondern auch tber NFkB- und MAPK-Signalwege reguliert werden,
wurden durch die pro-inflammatorischen Stressfaktoren hochreguliert. Diese Beobachtungen
bestétigen die Ergebnisse entsprechender LC-MS/MS-Analysen der Dcl-Metaboliten in Leber
und Plasma. Zusammen lassen die Daten den Schluss zu, dass die Gabe der Stressfaktoren
keine vermehrte Bildung reaktiver Metaboliten induziert. Stattdessen erzeugte v.a. die Gabe
von LPS sowohl mit als auch ohne Diclofenac eine signifikante Hemmung Nrf2-abhéngiger
Gene. Einerseits wird in Ratten der hemmende Effekt von LPS auf Nrf2-regulierte Gene (wie
Cyp2C11, Cyp3A2, Cyp2El) durch Literaturdaten bestatigt (Cheng et al., 2003). Weiter
wurde in Mausen eine Herabregulierung der Epoxidhydrolase (EPHx) nach LPS-Gabe
gezeigt (Fife et al., 2008). Andererseits gibt es aber auch Hinweise darauf, dass LPS in vitro
mit Konzentrationen von 10 bzw. 500 pg/ml als Induktor Nrf2-abhangiger Gene (z.B. GST,
NQO1 und HO-1) fungieren kann (Omata et al., 2008; Rushworth et al., 2008).

Die kombinatorische Gabe von PIC und Dcl (PIC/Dcl) fuhrte ebenfalls zur Herabregulierung
einiger Nrf2-abhéangiger Gene, wie Cyp3Al, Cyp2C7, EPHx und GCLc. Im Gegensatz zu
LPS erzeugte PIC gemeinsam mit Dcl (PIC/Dcl) eine leichte, jedoch statistisch signifikante
Induktion der Nrf2- und NQO1-Genexpression. Diese Hochregulation kénnte auf eine ver-
mehrte Bildung reaktiver Metaboliten hinweisen und stimmt mit den signifikant erhéhten Kon-
zentrationen von Dcl-Mercapturséuren in den mit PIC und Dcl behandelten Tieren (PIC/Dcl)
Uberein. Unabhangig davon zeigten diese Tiere jedoch keine Potenzierung der Leber-
toxizitat. Dies lasst vermuten, dass die moglicherweise verstarkte Bildung toxischer Metabo-

liten fur eine Entwicklung adverser hepatischer Effekte nicht ausreicht.

Unabhéngig von der Kombination mit Dcl zeigte auch die GSH-Depletion durch BSO in
unserer Studie keine Aktivierung Nrf2-regulierter Gene. Einzige Ausnahme stellte die
Hochregulation von HO-1 in den mit BSO behandelten Gruppen (BSO/-) und (BSO/Dcl) dar.
Diese Hochregulierung wird durch Daten aus der Literatur bestétigt, nach denen eine
intraperitoneale Dosis von 0,3 g/kg BSO (vgl. 0,9 g/kg i.p. in der eigenen Studie) 4h vor der
Behandlung mit Dcl zu einem deutlichen Anstieg von HO-1 in Mausen fuhrte (Cantoni et al.,
2003). Bei der von Cantoni et al. (2003) verwendeten Arzneistoff-Dosis handelte es sich
jedoch um extrem hohe Diclofenac-Dosen (150 mg/kg), die in der Studie bereits selbst zu

Leberschaden fihrten. Dies bestatigt die Hypothese, nach der die Kombination von Dcl und
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GSH-Depletion zwar in der Lage ist, die Expression Nrf2- bzw. NFkB-abh&ngiger anti-oxida-
tiver Gene (z.B. HO-1) zu induzieren, dartiber hinaus jedoch nur bei akut toxischen Dosen an

Dcl auch die Ausbildung von Hepatotoxizitat ausgeldst wird.

Aus unseren Daten kann insgesamt die Schlussfolgerung gezogen werden, dass die
Potenzierung der Toxizitat in den mit LPS und Dcl behandelten Tieren (LPS/Dcl) mit keiner
erhohten Bildung reaktiver Metaboliten einhergeht. Dies wurde sowohl durch die direkte
Quantifizierung der Dcl-Metaboliten in Leber und Plasma als auch durch den indirekten
Nachweis Uber eine mégliche Aktivierung Nrf2-abhangiger Gene belegt. Interessanterweise
fuhrte die Gabe von LPS stattdessen zu einer signifikanten Hemmung Nrf2-regulierter Gene.
Wie bereits erwahnt kann die Hemmung der Nrf2-abhdngigen Transkription zu einer
erhdéhten Empfindlichkeit gegentiber Xenobiotika beitragen, deren Toxizitdt mafigeblich von
der Bildung reaktiver Metaboliten abhangt (z.B. APAP) (Chan et al. (2001). Obwohl In
unseren Studien die Toxizitat nur in der LPS/Dcl-Gruppe potenziert wurde, regulierten jedoch
beide pro-inflammatorischen Stressfaktoren verschiedene Nrf2-abhangige Gene herab.
Demnach spielt eine durch den Stressfaktor verringerte Expression detoxifizierender Enzyme
mdoglicherweise keine Rolle in der Entwicklung von IDRs. In diesem Zusammenhang konnte
gezeigt werden, dass in Mausen der knock-out von Nrf2 zwar die Leberschadigung nach
Gabe von APAP verstarkte, nach 5-tagiger oraler Behandlung mit Nimesulid (ein COX-
Hemmer, der mit IDRs in Verbindung gebracht wird) wurde jedoch keine erhthte Hepato-
toxizitat hervorgerufen (Kale et al., 2010). Dies bekraftigt die Vermutung, dass auch in
unseren Studien die Nrf2-Hemmung durch die Stressfaktoren nicht entscheidend zur Leber-
schadigung in den mit LPS und Dcl behandelten Tieren beitrug.

6.2.5 Zusammenfassung

Basierend auf LC-MS/MS-Analysen der Diclofenac-Metaboliten und Dcl-AG-abhangiger
Proteinaddukte konnten wir zeigen, dass weder LPS noch BSO eine signifikant erhodhte
Bildung reaktiver Metaboliten in vivo oder in vitro ausldste. Im Einklang damit wurden
Enzyme, die fur die Bioaktivierung von Dcl zu reaktiven Metaboliten verantwortlich sind (z.B.
Cyp2C11, Cyp2C7 und UGT2B1), sowie die MRP-Effluxtransporter der Leber durch die Co-
Behandlung mit LPS in ihrer Genexpression gehemmt. Darlber hinaus konnte keine
Induktion Nrf2-abh&ngiger Gene nachgewiesen werden. Letzteres stellt einen zusatzlichen
Hinweis darauf dar, dass weder die alleinige Behandlung mit therapeutischen Dosen von

Diclofenac noch die Kombination mit LPS oder BSO zu einer vermehrten Produktion von
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oxidativem oder elektrophilem Stress fiihrte. Nur die Co-Behandlung vom Dcl mit PIC fihrte
zu keiner Hemmung der Cyp2C11-Genexpression sowie zu signifikant hheren Konzentra-
tionen an Dcl-Mercaptursauren, was gemeinsam mit einer Hochregulation der Genex-
pression von Nrf2 und NQO1 auf die erhéhte Bildung reaktiver Metaboliten hindeutet.
Dennoch wurden in den mit Dcl und PIC behandelten Tieren im Gegensatz zu LPS/Dcl keine

Anzeichen fur erhdhte Hepatotoxizitat beobachtet.

Bezlglich der Exposition gegeniber reaktiven Zwischenprodukten wurde bereits vermutet,
dass sie einen Faktor in der Entstehung idiosynkratischer Toxizitat darstellt, der zwar wichtig,
alleine aber nicht ausreichend ist (Kaplowitz, 2005). Die adversen Reaktionen missten sonst
relativ einfach durch Erhéhung der verabreichten Dosis und damit der gebildeten reaktiven
Metaboliten im Tiermodell simulierbar sein (Uetrecht, 2008). Analog zur Danger-Hypothese
wird also angenommen, dass noch andere Einflisse zu der Entwicklung von IDRs beitragen,
beispielsweise eine Aktivierung co-stimulatorischer Signalwege nach zellularem Stress oder

eine Schadigung von Geweben (Kaplowitz, 2005).

Wir konnten zeigen, dass die Potenzierung der Toxizitdt von Dcl bei Kombination mit den
pro-inflammatorischen Stressfaktoren (LPS in vivo und TNF-a in vitro) unabhangig von
reaktiven Metaboliten erfolgt. Dies korreliert mit Beobachtungen von Zou et al. (2009), nach
denen die kombinatorische Gabe von LPS (8,25 x 10° EU/kg) auf der einen Seite signifikant
die Toxizitat oraler Dosen Sulindac (>50 mg/kg) verstarkte. Auf der anderen Seite flhrte die
Co-Behandlung jedoch zu deutlich niedrigeren Konzentrationen des toxischen Sulidac-
Sulfids in Leber und Plasma. Als Grund hierflr wurde die durch LPS gehemmte intestinale
Bioverfugbarkeit von Sulindac angenommen, da bei kombinatorischer Gabe hdhere
Sulindac-Konzentrationen in Gastrointestinaltrakt und F&ézes gemessen werden konnten
(Zou et al., 2009). Statt einer Beteiligung reaktiver Metaboliten wurde vermutet, dass anderer
Faktoren, wie pro-inflammatorische Zytokine (z.B. TNF-a), Akkumulation von Neutrophilen,
Storungen in der Hdmostase und mitochondriale Schaden, an der Pathogenese der durch
Sulindac und LPS induzierten Leberschadigung beteiligt sind (Zou et al., 2009; Zou et al.,
2010; Zou et al., 2011). In diesem Zusammenhang wurde postuliert, dass eine intakte Nrf2-
Regulation einen malf3geblichen Faktor fur die optimale NFkB-Aktivierung darstellt und vor
Fehlregulationen in Entziindungsvorgangen schitzt (Rushworth et al., 2008; Thimmulappa et
al.,, 2006). Somit konnte die Hemmung Nrf2-abhéngiger Gene in der LPS/Dcl-Gruppe
schliel3lich zu der Potenzierung der Lebertoxizitat in diesen Tieren beitragen, indem verstarkt

co-stimulatorischer NFkB-Signalwege aktiviert wurden.
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6.3 Einfluss von Diclofenac und Arzneistoff-unabhangigen
Stressfaktoren auf die Aktivierung NFkB- und MAPK/
AP1l-abhangiger Signalwege

Als drittes Ziel sollte schlie3lich bestimmt werden, ob die kombinatorische Gabe von
Diclofenac und Arzneistoff-unabhangigen Stressfaktoren mit einer Aktivierung co-stimula-
torischer Signalwege einhergeht. Die Induktion von NFkB- und AP1-Transkriptionsfaktoren
kann die Expression und Ausschittung pro-inflammatorischer Faktoren und/oder Alarm-
signalen auslosen. Ein Eingriff in die Regulation dieser Signalwege kénnte deshalb zur
erhdhten Empfindlichkeit des Organismus gegenuber der Toxizitdt des Arzneistoffs

beitragen.

Unsere Genexpressionsanalysen zeigen, dass eine 7-tdgige orale Behandlung mit 7,5 mg/kg
Diclofenac (-/Dcl) zu keiner Aktivierung NFkB- und MAPK-abhéangiger Signalwege fihrt. Als
einzige Ausnahmen wurden die Genexpressionen von NGAL (Neutrophil Gelatinase-
assoziiertes Lipocalin) und LOX-15 (Lipoxygenase 15) durch die Gabe von Diclofenac (-/Dcl)
signifikant hochreguliert. Bei Behandlung mit den pro-inflammatorischen Stressfaktoren
(LPS/-) und (PIC/-) konnte hingegen eine massive Induktion NFkB- und MAPK/AP-1-
regulierter Gene beobachtet werden. Dariiber hinaus erfolgte eine deutliche Potenzierung
dieser Induktion bei einer Reihe von Genen (z.B. Zytokine, Chemokine und Faktoren der
Zellstressregulation), wenn die Stressfaktoren kombinatorisch mit Diclofenac verabreicht

wurden.

6.3.1 Entzindungsreaktionen und Migration von Immunzellen

Eine wichtige Gruppe der durch NFkB und MAPK/AP-1 regulierten Gene stellen Zytokine,
Chemokine und Adhasionsmolekile dar. Diese orchestrieren Art und Intensitat inflamma-
torischer Prozesse und sind fir die Migration von Immunzellen (z.B. Neutrophile und Makro-
phagen) an den Ort der Entziindung verantwortlich. Die Ausschittung dieser potenten
Botenstoffe unterliegt einer straffen Regulation (Masson et al., 2010). Schon eine geringe
Stérung des Gleichgewichts der Bildung pro- und anti-inflammatorischer Zytokine in der
Leber konnte die individuelle Préadisposition zur Ausbildung von IDRs beeinflussen
(Prandota, 2005). In idiosynkratischen Arzneimittelreaktionen kénnen Zytokine somit durch

Bevorzugung einer pathogenen (statt einer tolerogenen) adaptiven Immunantwort allergische
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Reaktionen gegen Proteinaddukte des Arzneistoffes auslosen. Bei nicht-allergischen
Mechanismen kdnnen leberschadigende Effekte dadurch potenziert werden, dass Zytokine
die Entzindungsreaktion hin zu einer Zell-vermittelten Immunantwort verschieben, die mit
einer Aktivierung von Phagozyten, NK-Zellen, zytotoxischen T-Lymphozyten und der Aus-

schittung pro-inflammatorischer Zytokine einhergeht.

6.3.1.1 Freisetzung von Zytokinen

Ubereinstimmend mit einer Aktivierung von NFkB- und MAPK/AP-1-Transkriptionsfaktoren
zeigte die gRT-PCR-Analyse, dass bereits die alleinige Gabe von LPS und Poly I:C zu einer
deutlichen Hochregulation pro- und anti-inflammatorischer Zytokine fiihrte. Obwohl Diclo-
fenac alleine (-/Dcl) keinen Einfluss ausibte, fihrte die kombinatorische Gabe von Dcl mit
LPS (LPS/Dcl) oder PIC (PIC/Dcl) zu einer signifikanten Potenzierung der Expression co-
stimulatorischer Gene, wie TNF-a und IL-13. Daruber hinaus erzeugte die Gabe von LPS
(LPS/-) auch eine massive Ausschittung von Zytokinen und Chemokinen (z.B. IL-1B, IL-6,
IL-17a, IFN-y, TNF-a und CINC-1) ins Plasma, was bei der kombinatorischen Behandlung
mit Dcl (LPS/Dcl) wiederum potenziert wurde. Zudem wiesen die 2/5 Tiere mit den
massivsten Leberschadigungen jeweils auch die héchsten Zytokin Plasmakonzentrationen

innerhalb der LPS/Dcl-Gruppe auf.

Im Gegensatz zu LPS wurde durch die Behandlung mit PIC trotz Hochregulation der
entsprechenden Genexpression keine Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine induziert.
Ein Grund fir diese Diskrepanz kénnte in der Abhangigkeit der Zytokin-Ausschittung von
der verwendeten PIC-Dosis und dem Zeitpunkt der Messung liegen. So korreliert das
Ausmald der Proteinfreisetzung von IL-6, IL-10 und IFN-y in Lungenzellen und Monozyten
laut Literaturdaten direkt mit der PIC-Konzentration (Ngoi et al., 2008; Stowell et al., 2009).
Auch bei Ratten konnte eine dosisabhangige Ausschittung von IFN-a 6h nach Gabe von
0,5- 10 mg/kg PIC beobachtet werden, die ab 5 mg/kg PIC signifikant im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle war (Sobel et al., 1994). Schliel3lich fihrte die Behandlung mit
5mg/kg PIC nach 24h in SD-Ratten zu einer signifikanten Erhéhung der Plasma-
konzentrationen von IFN-y, IL-6 und TNF-a (Petrovic und Piquette-Miller, 2010). Im
Gegensatz dazu konnten wir 8h nach Gabe einer gleichen PIC-Dosis (PIC/-), zwar eine
signifikante IFN-y-Freisetzung feststellen, diese war jedoch bei Kombination mit Dcl
(PIC/Dcl) nicht messbar. Eine Ausschittung von TNF-a oder IL-6 wurde durch PIC weder

alleine noch gemeinsam mit Dcl induziert.

Als eines der frhen pro-inflammatorischen Zytokine kénnte besonders Tumor-Nekrose-

Faktor-a (TNF-a) eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von Leberschaden spielen. Durch
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Gabe pro-inflammatorischer Faktoren (z.B. LPS) wird die Bildung von TNF-a in
Makrophagen, die auch die Kupfferzellen der Leber einschlieRen, induziert (Hewett und
Roth, 1993; Michalek et al., 1980). Eigene Daten sowie Studien in der Literatur zeigen auf,
dass bei Ratten sowohl die hepatische Expression der TNF-a mRNA, als auch die
Konzentration des Zytokins im Plasma durch die systemische LPS-Behandlung ansteigt
(Hewett und Roth, 1993). TNF-a kann durch Aktivierung seiner zellularen Rezeptoren
(TNFR1 und TNFR2) einerseits apoptotische Signale auslosen, andererseits als starker
Promotor inflammatorischer Prozesse wirken (Hehlgans und Pfeffer, 2005; Vassalli, 1992).
Dies liegt u.a. darin begrindet, dass TNF-a die Freisetzung anderer Zytokine, beispielsweise
IL-1, IL-8 und IFN-y, sowie die Expression der induzierbaren NO-Synthase (iNOS) erhoht.
Besonders bei den 2/5 verstorbenen Tieren konnten diese ErhOhungen in unseren

Untersuchungen ebenfalls beobachtet werden.

TNF-a (10 ng/ml) kann laut Literaturdaten HepG2-Zellen gegeniiber der durch Diclofenac
induzierten Zytotoxizitat sensibilisieren (Fredriksson et al., 2011). Eigene Zellkulturanalysen,
in denen die Co-Inkubation mit 5 ng/ml TNF-a signifikant die Zytotoxizitat von Diclofenac
erhdhte, konnten dies bestatigen. Auch fir andere IDR-auslésende Arzneistoffe wurde in
vivo beschrieben, dass die Ausschittung von TNF-a mal3geblich zu Leberschaden, die durch
eine Co-Behandlung mit LPS induziert wurden, beitragt (Lu et al., 2012; Tukov et al., 2007).
Die Inaktivierung des freigesetzten TNF-a mit Hilfe eines Ioslichen TNF-Rezeptors konnte
den hepatotoxischen Effekt von kombinatorischer Amiodaron- und LPS-Gabe deutlich ab-
mildern (Lu et al.,, 2012). Dies stellt einen Hinweis auf eine maRgebliche Rolle des pro-
inflammatorischen Zytokins bei der Entwicklung der Leberschadigung dar. Bei Co-
Behandlung von Ranitidin und LPS fihrte die Hemmung der TNF-a-Synthese mittels des
anti-inflammatorischen Pentoxifyllins ebenfalls zu weniger Leberschaden sowie reduzierten
Plasmakonzentrationen pro-inflammatorischer Zytokine, wie IL-13, IL-6 und MIP-2 (Tukov et
al., 2007).

Unsere Untersuchungen bestatigen in der kombinatorischen LPS/Dcl-Gruppe den
Zusammenhang zwischen der Freisetzung von TNF-a und einer massiven Hepatotoxizitat.
Des Weiteren sind die durch TNF-a in ihrer Expression induzierten Zytokine und Chemokine
(z.B. IL-1B, IL-6, CINC-1 und MIP-2) selbst, bzw. gemeinsam mit TNF-a in der Lage, die
Leber zu schadigen (Aggarwal und Natarajan, 1996; Locksley et al., 2001).

Besonders auffallig waren die extrem hohen Interleukin-6 (IL-6)-Konzentrationen im Plasma
der mit LPS und Dcl behandelten Tiere (LPS/Dcl) im Vergleich zur reinen LPS Gabe. Man

geht davon aus, dass LPS die IL-6-Produktion in Hepatozyten stimuliert. Hierbei scheint es
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synergistische Effekte zu geben, denn die gleichzeitige Verabreichung von LPS, TNF-a und
IL-1 erhohte die freigesetzte IL-6-Menge (Panesar et al., 1999). In Meerschweinchen flhrte
dariiber hinaus die Kombination von LPS mit einer therapeutischen Dcl-Dosis (5 mg/kg) zu
hoheren systemischen IL-6-Konzentrationen, als die jeweiligen Einzelbehandlungen (Roth et
al., 2002). Diese Beobachtung stimmt mit unseren Untersuchungsergebnissen tberein, nach
denen sowohl auf Gen- als auch auf Proteinebene die IL-6-Expression durch LPS (LPS/-)
stimuliert wurde und die Kombination mit Dcl (LPS/Dcl) darlber hinaus zu einer syner-
gistischen Verstarkung fihrte. Bei PIC hingegen konnte keine IL-6-Freisetzung ins Plasma
detektiert werden. Zusatzlich zeigte die Co-Behandlung mit Dcl (PIC/Dcl) keine Potenzierung
der IL-6-Genexpression im Vergleich zu PIC alleine (PIC/-). Durch Aktivierung von T-Zellen
und Produktion von Akute-Phase-Proteinen kann IL-6 eine Entziindungsreaktion verstarken
(Gao, 2005) sowie als B-Zell-Aktivierungsfaktor die Antikorperproduktion stimulieren (Lotz et
al., 1988).

Des Weiteren wird durch IL-6 die Art und Anzahl der CD4"-T-Helferzellen maRgeblich
mitbestimmt, wodurch das Zytokin Einfluss auf Art und Ausmafd der Immunreaktion nimmt.
Ein von IL-6 bevorzugter CD4"-Zelltypus ist die Th17-Zelle (Hirano, 2010), die fur die Aus-
schittung von Interleukin-17 (IL-17) verantwortlich ist. Dieses Zytokin wird u.a. mit
chronischen Entziindungen und Autoimmunkrankheiten in Verbindung gebracht (Park et al.,
2005). In unserer Studie wurde die IL-17a-Freisetzung ins Plasma durch die Co-Behandlung
von Diclofenac und dem Endotoxin (LPS/Dcl) im Vergleich zu den Einzelbehandlungen
signifikant erhéht. Auf Grund seiner immunmodulatorischen Eigenschaften kdnnte IL-17a in
den Mechanismus der Diclofenac-Toxizitat involviert sein. So konnte die Vorbehandlung mit
IL-17-neutralisierenden Antikorpern in Mausen eine durch 80 mg/kg Diclofenac induzierte
Leberschadigung deutlich reduzieren (Yano et al., 2012). Ungeklart bleibt jedoch, ob und in
welchem Ausmal’ die IL-17-Freisetzung fur die Mechanismen der idiosynkratischen Hepato-

toxizitat von Bedeutung ist (Hammond et al., 2010).

Ein weiteres pro-inflammatorisches Zytokin mit starkem Einfluss auf Art und Ausmaf3 von
Immunreaktionen, ist Interferon-Gamma (IFN-y). Das Protein wird von Typl-T-Helferzellen,
die eine zellvermittelte Immunabwehr férdern, nach Kontakt mit Makrophagen gebildet. Im
Gegenzug hat IFN-y eine aktivierende Wirkung auf Makrophagen, indem es die Produktion
des bakteriziden Stickstoffmonoxids (NO) und reaktiver Sauerstoffradikale férdert. Weiterhin
aktiviert IFN-y durch Hochregulierung der MHC |- und II-Expression auch Antigen-
prasentierende Zellen sowie NK-Zellen. In der Leber fiihren hohe IFN-y-Konzentrationen zu
Schéden, da die Produktion anderer pro-inflammatorischer Zytokine und Chemokine erhoht
wird, inflammatorische Zellen in die Leber rekrutiert werden und die Regeneration unter-
driickt wird (Jaruga et al., 2004). Ahnlich wie LPS steht IFN-y im Verdacht, die Empfind-
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lichkeit gegenliber Leberschadigung zu erhdhen, da es durch seine pro-inflammatorischen
Eigenschaften toxische Effekte potenzieren kann (Review von (Masson et al., 2010)). In
unseren Untersuchungen zeigten die Tiere nach LPS- und Dcl-Co-Behandlung (LPS/Dcl)
hohe IFN-y-Konzentrationen im Plasma. Diese IFN-y-Freisetzung konnte die Entziindungs-
reaktion bei der LPS/Dcl-Gruppe hin zu einer Typl Zell-vermittelten Immunantwort
verschieben. Kennzeichnend fiir eine Typl-Reaktion ist die Aktivierung von Phagozyten, NK-
Zellen, Granulozyten, zytotoxischen T-Lymphozyten und die Ausschittung pro-inflammato-
rischer Zytokine. Besonders in den mit LPS und Dcl behandelten Tieren konnten wir neben
einer massiven Ausschittung von Zytokinen auch eine Akkumulation neutrophiler Granulo-
zyten beobachten. Interessanterweise wurde die Freisetzung von IFN-y als eine der wenigen
Ausnahmen auch durch die Gabe von PIC (PIC/-) induziert. Anders als bei LPS fihrte die
Kombination mit Dcl (PIC/Dcl) jedoch zu einer Aufhebung der IFN-y-Induktion. Dies stimmte
mit dem Fehlen pro-inflammatorischer Zytokine und dem Ausbleiben von Leberschédigung in
den mit PIC und Dcl behandelten Tieren tberein, ging jedoch trotzdem mit einer erhdhten
Migration neutrophiler Granulozyten einher.

Zusammenfassend konnten wir in unseren Untersuchungen zeigen, dass die Hepatotoxizitat
nach kombinatorischer LPS/Dcl-Gabe durch eine massive Freisetzung pro-inflammatorischer
Zytokine (wie IL-1B, IL-6, IFN-y und TNF-a) gekennzeichnet war. Im Gegensatz zum bak-
teriellen Endotoxin zeigten die mit PIC behandelten Tiere (PIC/Dcl) zwar eine Erhéhung der
Genexpression dieser Faktoren, jedoch keine Freisetzung der Zytokine ins Plasma, was das
Ausbleiben von Leberschadigung erklaren kénnte. Somit bestatigen die Ergebnisse unserer
7-Tages-Studien die Hypothese, dass die Ausschiittung co-stimulatorischer Faktoren (z.B.
TNF-a) maf3geblich zur erhéhten Suszeptibilitat gegentiber Hepatotoxizitat, bei Kombination
IDR-auslésender Arzneistoffe mit LPS beitragt (Deng et al.,, 2009). Unsere Beobachtung,
dass in HepG2-Zellen die Co-Inkubation von TNF-a erst ab einer Konzentration von 5 ng/ml
zu einer Potenzierung der Zytotoxizitdt von Dcl fihrte, legt einen dosisabhangigen Effekt
nahe. Durch den Stressfaktor muss moglicherweise erst ein bestimmter Schwellenwert im
Ausmal} der Entzindung erreicht werden, um synergistisch durch die Arzneistoff-Co-
Behandlung eine Verstarkung der zytotoxischen, zellvermittelten Immunreaktion auszuldsen.
Weitere Studien kénnten kléaren, ob héhere PIC-Dosen, die eine Freisetzung von TNF-a oder

anderer Zytokin bewirken, zu einer Verstarkung der Dcl-Toxizitat fihren wirden.
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6.3.1.2 Chemokine und Migration von Neutrophilen

Eine Reihe chemotaktischer Faktoren sind dafiir verantwortlich, Art, Ausmafd und Richtung
der Immunzellmigration zu orchestrieren. Durch GM-CSF (granulocyte macrophage colony-
stimulating factor) wird die Differenzierung von Vorlauferzellen des Knochenmarks in
Granulozyten und Makrophagen stimuliert. Zur erleichterten Transmigration ins Gewebe
sorgen Adhasionsmolekile, z.B. ICAM1 (intercellular adhesion molecule), fir eine Bindung
der Immunzellen an das vaskuldre Endothel. Je nach freigesetztem Chemokin werden
verschiedene Populationen von Immunzellen angelockt, beispielsweise neutrophile Granulo-
zyten (CINC-1), Monozyten (MCP-1) oder Makrophagen (MIP-1a, MIP-2).

In unserer Studie zeigte sich bei den Chemokinen und den ebenfalls tiber NFkB- und AP1-
Signalwege regulierten Zytokinen ein dhnliches Bild: Die alleinige Behandlung mit 7,5 mg/kg
Diclofenac (-/Dcl) erzeugte keinen Effekt. Durch Gabe von LPS (LPS/-) und Poly I:.C (PIC/-)
wurde die Genexpression von CINC-1, MIP-1a, MIP-2, MCP-1, GM-CSF und ICAM1
signifikant hochreguliert. Nur die Kombination von Diclofenac mit LPS (LPS/Dcl) flhrte
jedoch zu einer Potenzierung dieser Induktion, wéhrend die Co-Behandlung mit PIC
(PIC/Dcl) keine weitere Verstarkung der chemotaktischen Signale nach sich zog. Von den
zwei pro-inflammatorischen Stressfaktoren erhohte auch auf Proteinebene ebenfalls nur die
Gabe von LPS (LPS/-) die CINC-1-Konzentration im Plasma, potenziert durch die Co-Medi-
kation mit Dcl (LPS/Dcl).

Diese Ergebnisse stimmen mit Beobachtungen von Deng et al. (2006) Uberein, nach der LPS
in Kombination mit 20 mg/kg Diclofenac bei Ratten zu einer deutlichen Verstarkung der
Lebertoxizitat fuhrte. In dieser Studie wurden in der Co-Behandlung, im Vergleich zu den
Einzelbehandlungen, vor allem chemoattraktiv wirkende Faktoren (z.B. MIP-2, MIP-1a und
ICAM1) signifikant hochreguliert. Weitere Literaturdaten zeigen, dass bei Leberschadigung

erhdhte CINC-1-Konzentrationen im Plasma zu finden sind (Seguin et al., 2005).

Die durch den CINC-1 Gradienten angelockten neutrophilen Granulozyten gehéren zu den
ersten Zelltypen, die am Entziindungsort ankommen. Diese bek&dmpfen zum einen die
Infektionen durch Freisetzung zytotoxischer Faktoren, wie reaktive Sauerstoffspezies,
Proteasen oder Peroxidasen. Zum anderen fiuhrt die durch Neutrophile vermittelte
Freisetzung von Zytokinen sowie Chemokinen zur Rekrutierung nachfolgender Immun-
zellpopulationen (z.B. Makrophagen), die bei der Beseitigung des infektiésen Stimulus helfen
und eine adaptive Immunantwort einleiten (Malcolm et al., 2003). In einigen Modellen der
durch LPS potenzierten Hepatotoxizitat (beispielsweise in Kombination mit Aflatoxin B1,
Monocrotalin und Trovafloxacin) werden Neutrophile als kritische Mediatoren im Rahmen der

Leberschadigung diskutiert (Deng et al, 2009). In diesem Zusammenhang wird
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angenommen, dass eine nicht ausreichend begrenzte Chemotaxis durch die von Neutro-
philen ausgeschiitteten zytotoxischen Faktoren zur erhdhten Hepatotoxizitat bis hin zum
Organversagen beitragen kann (Campbell et al., 2003; Deng et al., 2006; Ganey et al., 1994;
Jaeschke et al., 2002). Zuséatzlich konnte die Bedeutung der Neutrophilen in der
Pathogenese der Leberschadigung dadurch gezeigt werden, dass die Depletion
zirkulierender Neutrophile 16h vor Gabe von LPS und Diclofenac zu einer deutlichen

Verringerung der Hepatotoxizitat in Ratten flhrte (Deng et al., 2006).

Unsere Untersuchungen zeigten, dass die Gabe der pro-inflammatorischen Stressfaktoren
LPS und Poly I:C eine vergleichbar hohe Akkumulation von Neutrophilen ausloste. Darliber
hinaus zeigte auch die jeweilige Kombination mit Dcl keinen entscheidenden Einfluss auf die
Neutrophilzahl. Dessen ungeachtet erhéhte sich jedoch das Ausmald der Leberschadigung,
der chemotaktischen Signale (z.B. die Genexpression von CINC-1, MIP-2, MCP-1 und
ICAM1) sowie die CINC-1-Plasmakonzentration bei kombinatorischer LPS- und Dcl-Gabe
(LPS/Dcl) im Vergleich zu LPS (LPS/-). Diese Beobachtungen lassen die Vermutung zu,
dass die reine Anzahl der akkumulierten Neutrophile keinen Rickschluss auf das Ausmal3

des Leberschadens zulasst.

Bestéatigt wird diese Annahme durch Deng et al. (2006). Auch in dieser Studie kam es nach
Co-Behandlung mit LPS und Diclofenac im Vergleich zu LPS alleine zu keiner erhdhten
Migration neutrophiler Granulozyten, trotz einer Potenzierung chemotaktischer Signale und
der Leberschadigung. Von Luyendyk et al. (2005) erhobene Daten zeigen sogar, dass
ungeachtet der erh6hten Hepatotoxizitat bei der Co-Behandlung mit Ranitidin und LPS eine
signifikant niedrigere Neutrophilzahl vorlag als bei reiner Endotoxin-Gabe (Luyendyk et al.,
2005).

Einen weiteren Beleg dafiir, dass die Anzahl der Neutrophilen nicht unmittelbar mit der
Schwere der Hepatotoxizitat korreliert, lieferten die Auffélligkeiten bei den 2/5 Tieren der
LPS/Dcl-Gruppe. Obwohl deren Lebern die massivsten Schaden und auch die hdchsten
chemotaktischen Signale aufwiesen, waren bei den 2/5 mit LPS und Dcl behandelten Tieren

nur so wenig Neutrophile wie in den Kontrolltieren (-/-) vorhanden.

Eine mogliche Begrindung fur diese scheinbar drastische Abnahme der Neutrophilen in den
beiden betroffenen Tieren im Gegensatz zum Rest der Gruppe kdnnte u.a. im Ausmald des
beobachteten Leberschadens zum Zeitpunkt der Probennahme liegen. So ware es
vorstellbar, dass die exzessive Freisetzung zytotoxischer Mediatoren und ROS neben den

Parenchymzellen auch auf die eingewanderten Neutrophile toxisch wirkte.
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Als denkbare Ursache fiir die geringen Neutrophilzahlen sind auch die inhibierenden
Eigenschaften von NSAIDs auf die Neutrophilen- und Lymphozytenmigration in Betracht zu
ziehen. Diese hemmende Fahigkeit wurde in vivo und in vitro bereits flr Aspirin, Ketoprofen
und Diclofenac festgestellt (Bizzarri et al., 2001; Morris et al., 2009; Paskauskas et al., 2011).
Es wird angenommen, dass sie durch agonistische Ligandeneffekte von Diclofenac am
PPAR-y-Transkriptionsfaktor zustande kommt, da die Aktivierung von PPAR-y (u.a. durch
Arachidonsauremetaboliten wie 15d-PGJ2) dosisabhéngig die Chemotaxis von Neutrophilen
hemmte (Reddy et al., 2008).

SchlieBlich kénnte als weiterer Grund fir die geringe Akkumulation von Neutrophilen eine zu
exzessive systemische Freisetzung von IL-8, TNF-a und iNOS beeintrachtigend auf die
gerichtete Wanderung von Immunzellen wirken (Cunha und Tamashiro, 1992; Hechtman et
al., 1991; Lokuta und Huttenlocher, 2005; Tavares-Murta et al., 2001; Torres-Duenas et al.,
2007). Die extrem hohen Zytokin- und Chemokin-Konzentrationen in den 2/5 verstorbenen
Tieren der LPS/Dcl-Gruppe konnten demnach eine Storung des chemotaktischen Gradienten
mit geringerer Migration von Neutrophilen ausgeldst haben.

Neben der reinen Anzahl der Neutrophilen spielt vor allem die Aktivierung dieser Granulo-
zyten eine grof3e Rolle. Ihre zytotoxischen Eigenschaften, zu denen u.a. die Freisetzung von
ROS und Proteasen zahlt, erhalten diese Immunzellen erst in ihrer aktivierten, degranulierten
Form. Das Ausmal der eigewanderten Neutrophilen kann folglich von der Anzahl aktivierter
Immunzellen abweichen. Deng et al. (2009) nimmt in seiner Studie an, dass die ausschliel3-
lich mit LPS behandelten Tieren deshalb keine Leberschadigung aufwiesen, da die
akkumulierten Neutrophile weder aktiviert, noch aus den Blutgefal3en ins Lebergewebe
eingetreten sind. Als Beleg hierfir wurden Addukte aus Proteinen und hypochloriger Séaure
als Marker fur aktivierte Neutrophile nicht nach reiner LPS-Behandlung, sondern nur nach
kombinatorischer LPS- und Dcl-Gabe detektiert (Deng et al., 2007).

In diesem Zusammenhang besteht die Hypothese, dass Neutrophile ein zweites Signal
(z.B. die Co-Behandlung mit einem Arzneistoff) benttigen, um nach LPS-Gabe aktiviert zu
werden. Studien zeigten, dass die Prainkubation mit LPS in humanen Neutrophilen eine
Hyper-Responsivitat gegentber einem zweiten Stimulus erzeugt, die auf einer deutlich
erhdhten Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies (wie radikalische Dioxidanionen (O,) und
Wasserstoffperoxid (H»O,)) basierte (Guthrie et al., 1984).

Als mogliche co-stimulatorische Mediatoren im Rahmen der Aktivierung von Neutrophilen
sind u.a. Chemokine (z.B. CINC-1 und MIP-1) oder hdmostatische Faktoren (wie PAI-1)
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denkbar (Kwak et al., 2006; Lentsch et al., 1998; Maher et al., 1997). Diesbeztiglich zeigen
sowohl die eigenen Ergebnisse, als auch Literaturdaten, dass die Expression von
Chemokinen und PAI-1 durch die Co-Behandlung von LPS mit Ranitidin oder Diclofenac
signifikant potenziert wird (Deng et al., 2006; Luyendyk et al., 2006). Als weiterer Faktor
kénnte auch Leukotrien B4 (LTB4) zur Aktivierung von Neutrophilen beitragen, da es die
Adhasion am Endothel und die Transmigration beeinflusst. Aufgrund seiner COX-
hemmenden Eigenschaften ist Dcl in der Lage, eine verstarkte Bildung Lipoxygenase-
abhangiger Metaboliten (wie LTB4) auszuldésen. Ubereinstimmend damit konnten wir eine
LTB4-Freisetzung nur bei Co-Behandlung mit LPS und Dcl (LPS/Dcl) detektieren. Ein
wichtiger Indikator fur die Aktivierung von Neutrophilen ist NGAL (Neutrophil Gelatinase-
associated Lipocalin 2). Das Protein kann von neutrophilen Granulozyten und verschiedenen
Epithelzellen im Zuge von Entziindungsreaktionen oder Zellschaden ausgeschuttet werden
und fungiert als bakteriostatisches Abwehrsystem (Bu et al., 2006; Flo et al., 2004; Goetz et
al., 2002). Unsere Untersuchungen zeigen, dass die einwtchige Behandlung mit Dcl (-/Dcl)
eine Hochregulation der Genexpression von NGAL (Neutrophil Gelatinase-associated
Lipocalin 2) auslost. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass Dcl in Kombination mit LPS
synergistisch die Aktivierung von Neutrophilen verstarkt.

Die jeweilige NGAL-Konzentration im Plasma als Indikator einer Aktivierung von
Neutrophilen lie3 jedoch nur bedingt Rulckschlisse auf das Ausmald der erzeugten
Leberschadigung zu. Unsere Untersuchungen ergaben eine massive NGAL-Freisetzung
nach Gabe von LPS, die vermutlich Gber eine TLR 4 ausgeldste Aktivierung von NFkB
erfolgte (Sunil et al., 2007). Die Co-Behandlung mit LPS und Dcl fuihrte jedoch im Vergleich
zu LPS alleine zu keiner Potenzierung der NGAL-Konzentrationen im Plasma. Stattdessen
zeigte sich, dass die NGAL-Ausschiuttung nach Kombination von LPS und Dcl (LPS/Dcl)
verglichen mit LPS alleine (LPS/-) signifikant gehemmt wurde. Diese geringen NGAL-
Konzentrationen fielen besonders in den 2/5 verstorbenen Tieren auf und korrelierten mit

den hier ebenfalls sehr niedrigen Neutrophilzahlen.

Gerade die niedrigen NGAL-Level der 2/5 Tiere kdnnten aber moglicherweise einen Hinweis
auf eine erhdhte Empfindlichkeit gegenlber inflammatorisch-bedingten Schéaden liefern. Es
wurde beschrieben, dass NGAL in Makrophagen die durch LPS induzierte Zytokinproduktion
hemmt und in Entzindungsreaktionen antagonistisch gegen Effekte inflammatorischer
Substanzen wirkt (Zhang et al., 2008). Des Weiteren gibt es Hinweise dafiir, dass NGAL
durch Induktion von HO-1 und SOD antioxidative Wirkung zeigt (Bahmani et al., 2010). Noch

einen Schritt weiter gehen Vermutungen, NGAL konnte unkontrolliertes Ausufern von
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Entziindungsreaktionen dadurch verhindern, dass es in eingewanderten Neutrophilen

Apoptose ausldst (Yousefi und Simon, 2002).

Zusammenfassend zeigen unsere Ergebnisse, dass die erhdhte Genexpression der
Chemokine CINC-1 und MIP-2 sowie die Freisetzung von CINC-1 ins Plasma mit dem
jeweiligen Leberschaden in den einzelnen Gruppen korrelieren. Im Gegensatz dazu konnte
die Bedeutung der Neutrophilen in unseren Untersuchungen nicht eindeutig geklart werden.
Weder die Anzahl der akkumulierten Neutrophile in der Leber, noch die Genexpression bzw.
Proteinkonzentration von NGAL als Marker fur aktivierte Neutrophile lieBen direkte RUck-
schlisse auf das tatsdchliche Ausmal® der Leberschadigung zu. Zweifel an der mal3geb-
lichen Beteiligung von Neutrophilen an der Entstehung von DILI wurden bereits von Adams
et al. (2010) geauliert, da die Behandlung von Mausen mit einem Neutrophil-depletierenden
Antikérper 2h nach der APAP-Gabe keinen Schutz vor Leberschadigung bot (Adams et al.,
2010; Cover et al., 2006). Wesentlich fur die Entwicklung der Leberschadigung konnte
jedoch die Beobachtung sein, dass nur die Gabe von LPS in Kombination mit Dcl (LPS/Dcl)
zu einer signifikanten Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine und Chemokine (wie

TNF-a und CINC-1) sowie co-stimulatorischer Alarmsignale ins Plasma flihrte.

6.3.2 Bildung von Alarmsignalen und Antwort auf Zellstress

Neben den bereits als Alarmsignal diskutierten Proteinen (z.B. TNF-a und CINC-1) werden
im folgenden Kapitel weitere Faktoren, wie HMGB1, PAI-1 und iNOS, besprochen, die co-

stimulatorisch zu einer Erh6hung der Lebertoxizitat beitragen kdnnen.

6.3.2.1 Induktion co-stimulatorisch wirkender Alarmsignale

High mobility group box 1 protein (HMGB1)

HMGB1 (high mobility group box 1 protein) ist ein nukle&res Protein, das seit einigen Jahren
als Zytokin und Alarmsignal diskutiert wird, da es zum einen wahrend inflammatorischer
Prozesse aktiv von Makrophagen, dendritischen und NK-Zellen freigesetzt werden kann.
Zum anderen wird HMGBL1 bei nekrotischem Zelltod aber auch passiv abgegeben (Harris
und Raucci, 2006; Lotze und Tracey, 2005; Shi et al., 2003; Yang et al., 2010).

Unsere ELISA Messungen zeigen, dass HMGB1 fast ausschlie3lich nach kombinatorischer
Behandlung mit LPS und Dcl ins Plasma abgegeben wird. Hierbei wiesen die 2/5 Tiere mit

den deutlichsten Leberschaden wiederum die héchsten HMGB1-Konzentrationen auf. Die
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enge Korrelation der HMGB1-Plasmakonzentrationen mit den erhdhten Aktivitdten der
Leberenzyme lasst den Schluss zu, dass HMGB1 im Zuge des massiven Zelltodes sekundar
freigesetzt wurde, anstatt aktiv sezerniert zu werden. Diese Annahme wird durch die
Ergebnisse der HMGB1-Genexpression unterstiitzt, die zum Zeitpunkt der Probennahme (8h
nach Stressfaktor-Gabe) nicht hoch-, sondern nach LPS- bzw. PIC-Gabe signifikant herab-
reguliert wurde. Ein Grund fir diese Hemmung kénnte die Zuordnung von HMGB1 zu den
spaten Zytokinen sein, wodurch es erst 12-24 h nach Stimulation mit LPS signifikant
induziert wird. Im Gegensatz dazu erreicht die Genexpression von TNF-a und IL-1p schon
1-2 h nach LPS-Gabe ihr Maximum (Lang et al., 2003).

Gleichwohl kénnten die sehr hohen HMGB1-Konzentrationen im Plasma zur Potenzierung
pathogener Effekte bei den 2/5 verstorbenen Tieren beigetragen haben. Daten aus der
Literatur belegen die Rolle von HMGBL1 in der Verstarkung von Leberschadigung. Zum einen
wurde die Hepatotoxizitat von Acetaminophen durch die Gabe eines HMGB1-neutrali-
sierenden Antikorpers deutlich abgemildert (Chen et al., 2009). Zum anderen konnte auch
eine durch LPS induzierte akute Leberschadigung in Mausen nach Behandlung mit einem
kompetitiven HMGB1-Antagonisten (HMGB1 A Box Protein) deutlich verringert werden, ein
Effekt der mit reduzierten TNF-a- und IL-1B-Plasmakonzentrationen einherging (Liu und He,
2010). In der Beeinflussung dieser Zytokine liegt vermutlich auch der Mechanismus, wie
HMGB1 zur erhodhten Toxizitat beitragt. Das Protein besitzt in extrazellularer Form
Adjuvants-ahnliche Fahigkeiten, durch die es Immunantworten sowohl verstarken als auch
verlangern kann (Andersson et al., 2000; Scaffidi et al., 2002). In diesem Zusammenhang
erleichtert HMGB1 die Aktivierung der NFkB- und MAPK/AP1-Transkriptionsfaktoren
(Riedemann et al., 2003; Wang et al., 1999) und fiuhrt dadurch in verschiedenen Zelltypen
(z.B. Makrophagen, dendritischen Zellen und Neutrophilen) zu einer erhéhten Expression
und Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine und Chemokine. Zusatzlich werden mit oxida-
tivem Stress in Verbindung stehende Faktoren (ROS, HO-1, CAT, COX-2 und LOX-15)
sowie gerinnungshemmende Molekile (PAI-1) durch HMGB1 vermehrt gebildet (Andersson
et al., 2000; Dragomir et al., 2011; Fiuza et al., 2003). Dartber hinaus wurde beschrieben,
dass die Freisetzung von HMGB1 einen Anstieg der LPS-Konzentrationen im Organismus
nach sich ziehen kann, da HMGB1 die iINOS-Aktivitat steigert und die NO-Bildung zu einer
erhdhten Darmpermeabilitat fihrt (Sappington et al., 2002).

Zusammenfassend konnte auch in unseren Studien extrazellulares HMGB1 die Leber-
toxizitat potenziert haben. Die hohen HMGB1-Plasmakonzentrationen in den 2/5 Tieren nach

Gabe von LPS und Dcl gingen mit Leberschaden, einer massiven Freisetzung pro-
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inflammatorischer Zytokine (wie TNF-a und IL-18) sowie einer Erh6hung der Genexpression
von COX-2, LOX-15, iINOS und PAI-1 einher.

Plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1)

Die Blutgerinnung wird in Modellen einer Stressfaktor-Arzneistoff-Interaktion zunehmend als
wichtiger Faktor in der Pathogenese von Leberschaden diskutiert (Luyendyk et al., 2005). Im
Rahmen der Hamostase ist das Enzym Plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) maR3geblich
fur die Hemmung des Fibrinabbaus verantwortlich. Mindert PAI-1 den Abbau extrazellularer
Matrix, kann eine Fibrinablagerung in den Lebersinuoiden mit reduziertem Blutfluss die Folge
sein. Die daraus resultierende Hypoxie konnte zu einer Depletion von zellularem ATP flhren,
die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies fordern und durch Einflussnahme auf den
intrazellularen pH und die Homdostase von Na'- und Ca?-lonen zum Zelltod beitragen
(Carini et al., 2000; Lluis et al., 2007). Besonders im Zusammenhang mit Entzindungs-
reaktionen wirkt Hypoxie als verstarkender Faktor. Luyendyk et al. (2005) konnte bei
Exposition isolierter Hepatozyten gegenliber Proteasen aus aktivierten Neutrophilen zeigen,
dass eine Schadigung der Zellen deutlich friher in einem hypoxischen als in einer mit
Sauerstoff angereicherten Milieu auftrat. Diese bei der Entwicklung von Leberschaden
potenzierende Wirkung des Proteins, pradestiniert PAI-1 als mdgliches Alarmsignal.

Die eigenen Analysen zeigen, dass die NFkB- und AP1l-abhéngige PAI-1-Genexpression im
Vergleich zur reinen Gabe der pro-inflammatorischen Stressfaktor durch die Co-Behandlung
mit Dcl signifikant hochreguliert wurde. Dies war jedoch bei LPS (LPS/Dcl) mit einer fast
viermal héheren Veranderung der Genexpression (939 + 169) in weit gréRerem Ausmald der
Fall als bei PIC (PIC/Dcl) (260 + 172). Selbst die Behandlung mit BSO flhrte, sowohl mit als
auch ohne Dcl, zu einer leichten Induktion der PAI-1-Genexpression, was darauf hindeuten

kénnte, dass PAI-1 einer sehr empfindlichen Regulation unterliegt.

Andere IDR-Modelle bestéatigen die selektive Hochregulation von PAI-1 sowie TNF-a bei
einer durch LPS und Ranitidin induzierten Leberschadigung bereits vor Einsetzen des
Schadens (Tukov et al., 2007). Die Hemmung der TNF-a-Synthese fiihrte sowohl zu einer
Verringerung des Leberschadens als auch zu reduzierten PAI-1-Plasmakonzentration.
Basierend auf diesen Beobachtungen wurde eine Beteiligung des hamostatischen Systems
an der Pathogenese der durch Ranitidin und LPS induzierten Leberschadigung in Betracht
gezogen (Tukov et al., 2007). Als Begleiterscheinung der Leberschadigung konnte in einer
Co-Behandlung von Ratten mit Ranitidin und LPS eine Aktivierung des Gerinnungssystems,

erhdhte PAI-1-Expression, hepatische Fibrinablagerung und Hypoxie in der Leber
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nachgewiesen werden. Die Behandlung mit Heparin zur Antikoagulation konnte die hepato-
toxischen Effekte deutlich reduzieren (Luyendyk et al., 2005).

Als weiterer IDR-auslosender Arzneistoff zeigte auch Sulindac bei Kombination mit LPS eine
leberschadigende Wirkung in Ratten, die mit der Aktivierung des hamostatischen Systems
einherging und durch Gabe von Heparin verhindert werden konnte (Zou et al., 2009). Sowohl
Fibrinablagerungen, als auch Hypoxie waren schon vor Einsetzen der Hepatotoxizitat
messbar und bekréftigten somit die Bedeutung von PAI-1 und Stérungen des Gerinnungs-
systems in der Pathogenese von IDRs.

SchlieB8lich erzeugte auch die Kombination von Trovafloxacin mit LPS eine signifikante
Leberschadigung in Mausen, verbunden mit erhdhten PAI-1-Konzentrationen im Plasma.
Wurde in den Mausen jedoch die PAI-1-Bildung durch PAI-1-knock-out verhindert, fihrte die
gleiche kombinatorische Behandlung zu deutlich geringerer Hepatotoxizitat. Dieser Effekt
wurde auf die verminderte Ausschiittung pro-inflammatorischer Zytokine (z.B. IL-18, IL-6, IL-
10 und IFN-y) sowie eine geringere Aktivierung von Thrombin in PAI-1"-Tieren zuriickgefiihrt
(Shaw et al., 2009). Studien belegen, dass PAI-1 zusétzlich zu seiner hemmenden Funktion
in der Fibrinolyse pro-inflammatorische Eigenschaften besitzt, indem es die Expression von
IL-6 erhdhen und die durch LPS induzierte Aktivierung von Neutrophilen verstarken kann
(Kwak et al., 2006; Renckens et al., 2005).

Die in unseren Studien gezeigte Diclofenac-abhangige Amplifikation der durch LPS
induzierten PAI-1-Genexpression ging ebenfalls mit einer deutlichen Ausschittung pro-
inflammatorischer Zytokine einher und kodnnte so zur beobachteten Lebertoxizitat nach
LPS/Dcl-Behandlung beigetragen haben. Besonders die massive nekrotische Zelldegen-
eration und die parenchymale Hamorrhagie in periportalen Leberarealen der 2/5
verstorbenen Tiere konnten einen Hinweis auf hypoxische Zustdnde liefern. Zusatzliche
immunhistochemische Untersuchungen, in denen Fibrin und Fibrinogen angefarbt wird,
kénnten klaren ob in diesen 2 Tieren Fibrinablagerungen bzw. Stérungen in der Hamostase

vorliegen.
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6.3.2.2 Effekt auf Faktoren der zellularen Stressantwort

Induzierbare NO-Synthase (iNOS)

Auch die induzierbare Stickstoffmonoxid Synthase (INOS) konnte als co-stimulatorisch
wirkender Faktor in Frage kommen. Dieses Enzym ist vor allem fir die Bildung von
Stickstoffmonoxid-Radikalen (NO) verantwortlich. Die Toxizitat von NO an sich ist jedoch
eher gering, da NO-Radikale durch Diffusion schnell vom Ort der Bildung entfernt werden
(Beckman und Koppenol, 1996). Durch Reaktion von NO mit Superoxid-Radikalen kdénnen
allerdings sehr reaktionsfreudige Peroxynitrite (ONO,") entstehen, die aufgrund ihrer
oxidierenden sowie nitrierenden Eigenschaften 3-Nitrotyrosin bilden und oxidative Schaden

an Proteinen, DNA und Lipiden auslésen kénnen (Squadrito und Pryor, 1998).

Unsere Untersuchungen ergaben, dass im Vergleich zur reinen Stressfaktorgabe die
Genexpression von iNOS bei Kombination von Dcl mit LPS bzw. PIC signifikant hochreguliert
wurde. Die Hochregulation war jedoch in den mit LPS und Dcl behandelten Tieren (LPS/Dcl)
doppelt so hoch (1538 £919) verglichen mit der PIC- und Dcl-Behandlung (PIC/Dcl)
(715 = 496). Selbst die Gabe von BSO mit und ohne Dcl fuhrte zu einer leichten Induktion
der INOS-Genexpression. Dies konnte darauf hindeuten, dass dieses Gen einer sehr
empfindlichen Regulation unterliegt und die iINOS-Expression moglicherweise Rickschlisse

auf das Ausmalf an Zellstress zulasst.

Literaturdaten bestatigen, dass LPS und TNF-a in vitro dosisabhangig einen Anstieg der
iINOS-Expression und der NO-Produktion auslésen (Gharavi und El-Kadi, 2007). Darlber
hinaus konnte in Astrozyten die Bildung von iNOS und NO durch Co-Inkubation von Diclo-
fenac mit pro-inflammatorischen Zytokinen (z.B. IL-13, TNF-a und IFN-y) potenziert werden
(Kakita et al., 2009).

Die Expression der iNOS ist von grofRer Bedeutung, da das gebildete NO zu einer Hemmung
von Cyp450-Enzymen und anderen Nrf2-regulierten, protektiven Faktoren (wie NQO1)
fuhren kann. Dies stimmt mit der signifikanten Hemmung Nrf2-abhangiger Gene nach Gabe
von LPS und Dcl (LPS/Dcl) in unseren Analysen iberein. Eine Erh6hung der iNOS-Aktivitat
wird dementsprechend mit einer Amplifikation von oxidativem Stress in Bezug gesetzt
(Gharavi und El-Kadi, 2007).

Zusatzlich scheint vor allem das aus NO und Superoxid gebildete Peroxynitrit zytotoxische
Wirkung auszuiben. Zum einen wird Peroxynitrit mit der Pathogenese des durch LPS
induzierten Organversagens in Verbindung gebracht (Cuzzocrea et al., 2006). Auch in der
Entstehung der APAP-Hepatotoxizitat stellt die Bildung von NO und Peroxynitrit einen
wichtigen Faktor dar (Gardner et al., 1998; Hinson et al., 1998; Michael et al., 1999).
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In diesem Zusammenhang konnte in Mausen eine Reduktion der Leberschadigung nach
Gabe von APAP sowohl durch Behandlung mit einem iNOS Inhibitor, als auch durch iINOS-
knock-out beobachtet werden (Gardner et al., 1998; Gardner et al., 2002). Im Vergleich zu
Wildtyp-Mausen ging in einem Sod2"-Mausmodell mit erhéhten basalen Leveln an
Superoxid die Toxizitdt von Trovafloxacin mit einer Stérung mitochondrialer Enzyme und der
erhdhten Bildung von Peroxynitrit einher (Hsiao et al., 2010). Schlie3lich konnte ein iINOS-
Inhibitor bei Ratten die Entstehung Penicillamin-bedingter Autoimmunitat verhindern,
weshalb NO als mdglicher wichtiger Mediator in der Pathogenese von IDRs diskutiert wird
(Sayeh und Uetrecht, 2001).

Stickstoffmonoxid ist dartber hinaus in der Lage, die Migration von Immunzellen
(beispielsweise Neutrophilen) zu hemmen (Liu et al.,, 1998; Tavares-Murta et al., 2001).
Diese hemmende Fahigkeit steht im Einklang mit unseren Ergebnissen, nach denen die
massive Induktion der INOS-Genexpression bei den 2/5 Tieren der LPS/Dcl-Gruppe mit einer

signifikant geringeren Anzahl an Neutrophilen einherging.

Zusammenfassend zeigen unsere Untersuchungen, dass im Vergleich zu LPS alleine oder
der Behandlung mit Poly I:C die signifikante Induktion der iINOS-Genexpression zu der
erhdhten Leberschadigung bei den mit LPS und Dcl behandelten Tieren beigetragen haben
konnte. Die massive NO-Freisetzung in Kombination mit reaktiven Sauerstoffspezies aus
eingewanderten Neutrophilen kénnte zur Bildung zytotoxischen Peroxynitrits fuhren. In
weiterfuhrenden Western-Blot-Analysen konnte die Menge von 3-Nitrotyrosin in der
hepatischen Proteinfraktion Aufschluss Uber die gebildete Konzentration an Peroxynitrit in

unseren Tieren geben.

Superoxiddismutase 2 (SOD2)

Bei der Superoxiddismutase 2 (SOD2) handelt es sich um ein mitochondriales, anti-
oxidatives Enzym, das u.a. von Neutrophilen gebildet wird. Durch die Umsetzung reaktiver
Superoxidanionen zu Wasserstoffperoxid tragt SOD2 zum Schutz vor oxidativen Zellschaden
bei und hilft zudem bei der intrazellularen Beseitigung von Mikroorganismen (Elsakka et al.,
2007).

Die Genexpression dieses protektiven Enzyms wurde in unseren Untersuchungen durch die
LPS- (LPS/-) und PIC-Gabe (PIC/-) induziert. Dies stimmt mit Studien Uberein, nach denen

die Inkubation mit LPS in humanen Neutrophilen zu einer NFkB-abhéngigen Hochregulation
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von SOD2 fuhrte (Olsson et al., 2011). In der kombinatorischen LPS/Dcl-Gruppe wurde die
SOD2-Hochregulation jedoch verglichen mit LPS alleine (LPS/-) wieder teilweise riickgangig
gemacht. Die durch PIC (PIC/-) ausgeloste SOD2-Induktion hingegen blieb auch nach Dcl-

Co-Behandlung bestehen.

Eine weniger ausgepragte SOD2-Genexpression nach LPS-Stimulation wird u.a. fur die
erhohte Empfindlichkeit von Patienten mit chronischen Nierenschaden gegentiber Infektions-
krankheiten verantwortlich gemacht (Olsson et al., 2011). Zudem tragt SOD2 zur Hemmung
des mitochondrialen und des Fas-vermittelten Apoptosewegs nach TNF-a-Behandlung bei
(Cecere et al., 2010). In einem Mausmodell mit leichtem, durch partielle SOD2-Defizienz
ausgelostem, mitochondrialen Stress, zeigten jene Tiere eine empfindlichere Reaktion auf
Troglitazon als die Wildtiere (Ong et al., 2007).

Der Einfluss von Dcl auf das protektive SOD2 konnte u.a. in Zellkulturexperimenten
herausgestellt werden, in denen Diclofenac die Proteinkonzentrationen und Enzymaktivitaten
von SOD2 hemmte und folglich die Zellen empfindlicher gegeniiber Apoptose machte
(Cecere et al., 2010). Auch bei Ratten waren durch Gabe von 50 mg/kg Diclofenac induzierte
Magenschleimhautschaden mit einer Hemmung der SOD2-Aktivitat verknipft (Sanchez et
al., 2002).

In unserer Studie konnte also die hemmende Wirkung von Dcl auf die SOD2-Expression in
der LPS/Dcl-Gruppe verglichen mit LPS alleine zu der erhdéhten Suszeptibilitat der Tiere

gegenlber Leberschadigung beigetragen haben.

6.3.3 Veradnderungen im Arachidonsaure-Metabolismus und Einfluss von
Diclofenac und Stressfaktoren auf die Hitzeschockantwort

6.3.3.1 Induktion Lipoxygenase-abhangiger Metaboliten

Nichtopioid-Analgetika wie Diclofenac sind im Zuge ihres pharmakologischen
Wirkmechanismus in der Lage, Cyclooxygenasen (COX) zu hemmen. Infolgedessen wird die
Bildung von Prostaglandinen und Thromboxanen, die u.a. eine wichtige Rolle in Mecha-
nismen der Schmerzibertragung, der Blutgerinnung und von Entziindungsgeschehen

spielen, aus der Vorlaufersubstanz Arachidonséure unterdrickt.

Eine Hemmung von COX-Enzymen kann das Spektrum der gebildeten Arachidonséure-

metaboliten verschieben, wodurch vermehrt Produkte entstehen kdnnen, die durch
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Lipoxygenasen (LOX) oder Cyp450-Enzyme gebildet werden. Ubereinstimmend damit
wurden in Patienten nach Behandlung mit Diclofenac erhdéhte Konzentrationen der Cyp450-
abhangigen 20-Hydroxyeicosatetraensaure (20-HETE) detektiert (van Erk et al., 2011). Auch
die Synthese LOX-abhangiger Metaboliten, wie Leukotrien B4 (LTB4), verstérkte sich bei
Patienten nach Gabe von NSAIDs (Hudson et al., 1993).

Unsere Studien bestétigen eine Verschiebung zu LOX-abhéngigen Metaboliten. Nach
einwochiger Behandlung mit Diclofenac (-/Dcl) sowie in den kombinatorischen LPS/Dcl- und
BSO/Dcl-Gruppen konnten erhthte LTB4- und 15(S)-HETE-Konzentrationen in den Lebern
der Tiere festgestellt werden, ohne dass die Stressfaktoren alleine eine signifikante Induktion
bewirkt hatten. Auch die gRT-PCR-Analysen brachten Ubereinstimmende Ergebnisse. Die
Genexpression des fur die LTB4-Bildung verantwortlichen LOX-5-Enzyms sowie des LOX-
15-Enzyms (15(S)-HETE-Bildung) war jeweils in den kombinatorischen Gruppen mit

Diclofenac hoher als nach reiner Stressfaktor-Gabe.

Diese Verschiebung im Spektrum der Arachidonsaure-Metaboliten zu LOX-abhangigen
Mediatoren kénnte zu schadigenden Effekten beitragen. Es gibt in vitro Daten, nach denen
die Inkubation mit 15(S)-HETE eine Induktion von Matrixmetalloproteinasen (MMP), die in
die Pathogenese inflammatorischer Krankheiten wie Arthritis involviert sind, erzeugt (Wu et
al., 2012). Interessanterweise konnte die durch 15(S)-HETE induzierte MMP-Hochregulation
zwar durch anti-inflammatorische Glucocorticoide, nicht aber durch NSAIDs (z.B. Indo-
methacin und Sulindac) verhindert werden (Wu et al., 2012). Dartber hinaus fihrte die
Behandlung mit 15(S)-HETE zu einer Aktivierung der NFkB-Translokation in den Zellkern,
woraus sich eine Potenzierung entzindlicher Prozesse durch den LOX-15-abh&ngigen
Mediator ergeben konnte. Auch LTB4 aktiviert (u.a. Uber MAPK-Signalwege) die erhéhte
Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine und kann so die Akkumulation von Immunzellen
fordern (Gaudreault und Gosselin, 2009; Sultana et al., 1996).

Zusammenfassend fuhrte in unseren Untersuchungen die Kombination von PIC und Dcl
(PIC/Dcl) weder zu einer erhdéhten Freisetzung der beiden LOX-abhangigen Metaboliten
noch zu einer Leberschadigung. Im Gegensatz dazu konnte die erhdhte Expression von
Lipoxygenasen sowie die potenzierten Konzentrationen von 15(S)-HETE und LTB4 co-
stimulatorisch einen Beitrag zur beobachteten Toxizitat in der LPS/Dcl-Gruppe geleistet

haben.
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6.3.3.2 Hemmung Cyclooxygenase-abhangiger Metaboliten

Die Aktivierung der COX-2-Genexpression kann situationsbedingt sowohl pro-, als auch anti-
inflammatorische Auswirkungen haben (Serhan et al., 2007). Dieser scheinbar paradoxe
Effekt grindet auf einer mdglichen Profilanderung der gebildeten Arachidonsduremetaboliten
im Verlauf einer Entziindungsreaktion (Gilroy et al., 1999). Beispielsweise werden in der
frihen Phase die Entziindungsreaktion verstarkende Leukotriene und Prostaglandin E2
(PGE2) gebildet, wahrend PGD2, PGJ2 und Lipoxine, die als lokale Antagonisten pro-

inflammatorischer Signalen gelten, erst spater produziert werden (Levy et al., 2001).

Eigene gRT-PCR Analysen zeigten, dass die alleinige Gabe der drei Stressfaktoren (analog
zu anderen NFkB- und MAPK-regulierten Genen) eine Induktion der COX-2-Genexpression
ausldoste, die durch Kombination mit Dcl potenziert wurde. Die COX-Hochregulation nach
Gabe des Endotoxins (LPS/-) ging mit einer erhéhten Bildung COX-abhangiger Metaboliten
(PGE2, PGF2a und TXB2) einher. Ein Anstieg der Prostaglandin-Konzentrationen konnte
hingegen, trotz induzierter Genexpression, weder durch Behandlung mit PIC (PIC/-), noch
mit BSO (BSO/-) beobachtet werden. Dariiber hinaus verhinderte die Diclofenac-abhangige
Hemmung der COX-Aktivitat in den mit Dcl und LPS (LPS/Dcl) bzw. PIC (PIC/Dcl)
behandelten Tieren eine erhdhte Bildung der Prostaglandine.

Die COX-2 Enzymaktivitat ist fur die friihe pro-inflammatorische Phase, aber besonders auch
beim Rickgang von Entziindungsreaktionen von grof3er Bedeutung (Lawrence et al., 2002).
Folglich kann eine Hemmung der COX-Aktivitat zu einem falschen Zeitpunkt sogar zur

Verlangerung bzw. Verstarkung inflammatorischer Prozesse beitragen.

Welchen Einfluss eine Inhibierung der COX-Aktivitdt im Rahmen der Entstehung von
Lebertoxizitdt haben kann, wurde bereits in verschiedenen Studien thematisiert. So wurde
spekuliert, dass die COX-hemmende Eigenschaft zur Fahigkeit von Diclofenac, adverse
Arzneistoffreaktionen erzeugen zu kdnnen, beitragt (Ganey et al., 2004). Grund fir diese
Vermutung ist die Beobachtung, dass COX-defiziente Tiere empfindlicher gegentber den
u.a. durch LPS oder Dextran-Natriumsulfat induzierten Organschéaden reagieren (Morham et
al., 1995; Morteau et al., 2000; Staehr et al., 2011).

Eine Schlisselrolle scheinen hierbei die in ihrer Bildung gehemmten Prostaglandine
einzunehmen. Verglichen mit der Wildtyp-Kontrolle fiihrte eine komplette Blockade der
COX-2 und die damit einhergehende PGE2-Defizienz zu einer erhéhten Anzahl kranker und
toter Mause nach APAP-Gabe (Reilly et al., 2001). Die Bedeutung von COX-2-Metaboliten
beim Schutz vor Lebertoxizitat konnte zusétzlich dadurch bekraftigt werden, dass durch

Concanavalin A (ConA) ausgeltste Toxizitdt in COX-2-knock-out-Mausen durch nach-
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tragliche Gabe von PGE2 und PGJ2 abgemildert wurde (Yin et al., 2007). Auch die durch
Penicillamin und PIC ausgeldste Autoimmunitat bei Ratten wurde durch Gabe eines PGE2-

Analogons abgemildert (Sayeh und Uetrecht, 2001).

Ein moglicher Grund fur die protektiven Eigenschaften COX-abhéngiger Prostaglandine in
Entziindungsreaktionen kénnte in den Eigenschaften der Cyclopentenon-Prostaglandine (wie
PGJ2, PGA2 und PGAL1) liegen, die durch Dehydrogenierung jeweils aus PGD2, PGE2 und
PGEL1 spontan entstehen (Lawrence et al., 2002). Diese Cyclopentenon-Metaboliten sind in
der Lage, die IkB-Phosphorylierung und folglich die Translokation von NFkB in den Zellkern
zu hemmen (Rossi et al., 1997). Dies kdnnte anschlieend zu einer verminderten Expression
pro-inflammatorischer Zytokine und Chemokine fuhren. Tatsachlich konnte gezeigt werden,
dass PGE2 zytoprotektiv gegen hepatotoxische Faktoren, wie LPS und Acetaminophen,
wirken kann, indem es durch negative Ruckkopplung die TNF-a Produktion hemmt (Kunkel
et al., 1986). Zusatzlich kann die COX-Hemmung in inflammatorischen Modellen zu einer
erhdhten Produktion von MCP-1- und MIP-2-Chemokinen filhren (Kyrkanides et al., 2002).
Die Verstarkung des chemotaktischen Gradienten kann eine erhdhte Migration von
Neutrophilen in die Leber nach sich ziehen und so die Ausschiittung zytotoxischer Faktoren
(z.B. ROS, Peroxidasen und Proteasen) potenzieren.

Diese Beobachtungen lassen darauf schliel3en, dass Prostaglandine zu einer Begrenzung
exzessiver Immunantworten beitragen konnen (Roth et al., 2002), wahrend die Hemmung
der COX-Aktivitat mit erhohter Toxizitat einhergeht. Bezugnehmend auf unsere Unter-
suchungen konnte demnach die durch Dcl verhinderte Bildung von PGE2 in den mit LPS
behandelten Tieren (LPS/Dcl) zu der massiven Freisetzung von pro-inflammatorischem TNF-

a sowie zu der deutlichen Leberschadigung beitragen.

6.3.3.3 Hemmung der Hitzeschockantwort

Neben der PGEZ2-Defizienz in COX-knock-out-Tieren scheint zudem eine damit einher-
gehende Hemmung der Hitzeschockantwort zu der erhdhten Empfindlichkeit der Tiere

gegenuber Leberschadigung beizutragen (Reilly et al., 2001).

Die Hitzeschockreaktion bt im Allgemeinen protektive Funktionen aus, die mdglicherweise
in den immunmodulatorischen Eigenschaften der Hitzeschockproteine (HSPs) begriindet

liegen. Forschungsergebnisse belegen, dass der Hitzeschock Transkriptionsfaktor HSF1 als
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Repressor der Transkription pro-inflammatorischer Zytokine wirkt. Dies fihrte zu der
Vermutung, er stelle einen Gegenspieler zu Entzindungsprozessen dar (Cahill et al., 1996;
Xie et al.,, 2002). In diesem Zusammenhang konnte nachgewiesen werden, dass die
Hitzeschockreaktion eine IL-6-Freisetzung aus Fibroblasten hemmt (Simon et al., 1995). Des
Weiteren wurde die Produktion von TNF-a und IL-18 in Monozyten sowohl auf
transkriptioneller Ebene (Schmidt und Abdulla, 1988; Snyder et al., 1992), als auch
posttranslational durch HSPs inhibiert (Ribeiro et al., 1994). Zudem konnten Studien zeigen,
dass die Hitzeschockantwort die Genexpression der durch Zytokine oder LPS induzierbaren
NO-Synthase (iINOS) hemmt. Dies geschieht vermutlich durch Blockade der IkB-
Degradierung bzw. Hemmung der NFkB-Translokation (de Vera et al., 1996; Feinstein et al.,
1996; Scarim et al., 1998; Wong et al., 1995). Bestatigt wird die NFkB-hemmende
Eigenschaft der Hitzeschockproteine durch Ergebnisse, nach denen auch die durch LPS
induzierte COX-2-Genexpression wahrend einer Hitzeschockreaktion deutlich reduziert wird
(lalenti et al., 2005).

Aus unseren Genexpressionsanalysen geht hervor, dass die reine Behandlung mit den pro-
inflammatorischen Stressfaktoren (LPS und Poly I:C) zu einer signifikanten Hochregulation
des Hitzeschockfaktors (HSF1) sowie der Hitzeschockproteine (HSP70, 73 und 90) fuhrt.
Bei Kombination von Diclofenac mit LPS (LPS/Dcl) und PIC (PIC/Dcl) wurde jedoch nur die
Expression des HSF1-Transkriptionsfaktors potenziert. Im Gegensatz dazu wurde die
Hochregulation schiitzender Hitzeschockproteine (z.B. HSP70) durch die Co-Behandlung mit

Dcl wieder verringert.

Ein moglicher Mechanismus fir diese gehemmte Hitzeschockreaktion kdonnte in der durch
Diclofenac gehemmten Bildung COX-abhéngiger Cyclopentenon-Prostaglandine (PGA und
PGJ) liegen (Abbildung 45). Fur diese Arachidonsauremetaboliten wurde in vitro belegt, dass
sie zum einen konzentrationsabhangig HSF1 transkriptionell aktivieren (Hamel et al., 2000;
Rossi et al., 1996) und zum anderen die Synthese von HSP70 auslésen kénnen (Amici et al.,
1992). Des Weiteren Uben selbst exogen zugefiihrte Prostaglandine zytoprotektive Wirkung
aus, indem sie die HSP-Synthese induzieren (Matsuo et al., 2005). Diese schitzende
Wirkung einer zusatzlichen Behandlung mit Prostaglandinen wurde in der Literatur u.a. fur
hepatotoxische Substanzen, wie LPS, D-Galactosamin, Tetrachlorkohlenstoff und Acet-

aminophen, gezeigt (Quiroga und Prieto, 1993).

Die Umwandlung der HSF1 Monomere zum aktiven Transkriptionsfaktor ist ein mehrstufiger
Prozess, der aus den drei Stufen Trimerisierung, induzierbarer Phosphorylierung und
Erlangung der transkriptionellen Aktivitat besteht. Diese Stufen kdnnen beispielsweise durch

Hitzeschock, Schwermetalle und Arachidonsaure induziert werden (Cotto et al., 1996).



6. Diskussion

Ebenso ist allerding auch eine Hemmung maoglich. Dokumentiert ist hierzu, dass HSF1 durch
die Phosphorylierung mit Hilfe der Ribosomalen S6 Proteinkinase (RSK2) in einem inaktiven
Zustand gehalten wird (Wang et al., 2000). Die Gabe von NSAIDs kann die RSK2-Aktivitat
hemmen und so zu einer erhéhten HSF1-Bindung an die DNA fuhren (Housby et al., 1999;
Stevenson et al., 1999). Diese DNA Bindung geht jedoch nicht zwangslaufig auch mit einer
Transkription zytoprotektiver HSPs einher (Winegarden et al., 1996). Dementsprechend
konnte fur einige NSAIDs (Natriumsalicylat und Indomethacin) nachgewiesen werden, dass
die COX-hemmenden Arzneistoffe HSF1 nur bis zu einer Zwischenstufe aktivieren, bei jener
der Transkriptionsfaktor zwar an die DNA gebunden, aber transkriptionell inert ist (Jurivich et
al., 1992; Schett et al., 1998). Erst eine zusatzliche Hitzebehandlung aktiviert HSF1 so, dass
auch HSP70 gebildet wird (Cotto et al., 1996).

In unserer Studie kdnnte demnach eine unvollstandige Aktivierung von HSF1 die Ursache
daflr sein, dass die Tiere der kombinatorischen LPS- und PIC-Gruppen trotz Hochregulation

von HSF1 eine signifikante Hemmung der HSP-Expression zeigten (Abbildung 45).

Pathogene Pathogene
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HMGB1, HSP70 / / TNF-a HMGB1, HSP70 / / TNF-a

@ TNFR @ TNFR
A B TLRS \ \
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/ W /
NFkB IkB 5 FkB IkB keine HSP Bildung
HSPs = - HSF transkrlptlonell inaktiv
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Trimerisierung Trimerisierung

IL- 1[3 IL-6, TNF-a., iNOS, COX-2 IL -1, IL-6, TNF-a., iNOS, COX-2
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Abbildung 45 Hypothese zum Einfluss der Hitzeschockantwort auf Entziindungsreaktionen. A: Die
Aktivierung von HSF1 (1) mit nachfolgender Ausschittung von Hitzeschockproteinen (2) wirkt als
Repressor von Entziindungsreaktionen durch Blockade der IkB Degradierung und Hemmung der
NFkB Translokation (3). B: Die Gabe von Diclofenac kénnte aufgrund der COX-Hemmung (1) dazu
fuhren, dass HSF1 transkriptionell nicht aktiviert wird (2). Die mangelnde HSP Bildung (3) und das
fehlende negative Feedback kdnnte eine erhéhte Bildung NFkB-abhangiger co-stimulativer Faktoren,
wie IL-18 und TNF-a, auslésen (4) und zu einer Potenzierung von Entziindungsreaktionen mit
Gewebsschéadigung fuhren (5).
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Ein mdglicher Grund fir die Beeinflussung der Hitzeschockreaktion durch Dcl kdnnte sein,
dass die Aktivierung von HSF1 und NFkB invers miteinander verknlpft sind. Dieser
Zusammenhang wird dadurch deutlich, dass COX-abhangige Cyclopentenon-Prostaglandine
sowohl HSF1 aktivieren, als auch die NFkB Translokation inhibieren kénnen (Rossi et al.,
1997). Dies wird dartber hinaus durch Literaturdaten belegt, nach denen die anti-inflamma-
torischen Effekte der Hitzeschockreaktion auf eine Stabilisierung des NFkB-Inhibitors IkB
zurlckgefuhrt wurden (Yoo et al., 2000). In COX-knock-out-Tieren scheint bei APAP-Gabe
schlie3lich besonders die Hemmung der Hitzeschockantwort zu der erhéhten Empfindlichkeit

gegenlber Leberschadigung beizutragen (Reilly et al., 2001).

Zusammenfassend konnte die Verknupfung von HSF1 und NFkB auch durch unsere
Ergebnisse gestiitzt werden. Die zuséatzliche Gabe von COX-hemmendem Diclofenac
verhinderte einerseits die durch LPS und PIC induzierte Erhéhung der HSP-Genexpression.
Auf der anderen Seite wurde durch die kombinatorische Gabe eine massive Amplifizierung
NFkB-abhéngiger Gene mit hyper-reaktiver inflammatorischer Antwort ausgeltst, einher-
gehend mit einer Hochregulation pro-inflammatorischer Zytokine und Chemokine. Somit
kénnte die Kombination aus beeintrachtigter, schitzenden Hitzeschockantwort und
potenzierter Entziindung zu der erhéhten Lebertoxizitat bei Gabe von LPS und Dcl (LPS/Dcl)
beigetragen haben.
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6.4 Schlussfolgerung

Im Rahmen unserer ersten Zielsetzung wurde der Einfluss Arzneistoff-unabhangiger Stress-
faktoren auf die Toxizitdt von Diclofenac untersucht. Die durchgeflhrten Analysen zeigten
eine massive Hepatotoxizitat nur bei der kombinatorischen Gabe von Diclofenac (7-tagig,
oral, therapeutische Dosen) und LPS (einmalig, zur Simulation einer bakteriellen Infektion).
Ahnliche Effekte sind bisher in der Literatur nur nach einmaliger, intraperitonealer Gabe weit
hoherer Dcl-Dosen beschrieben worden (Deng et al., 2006). Bei Simulation einer viralen
Infektion mit Poly I:C blieb in Kombination mit Diclofenac eine Schadigung der Leber aus.
Hierbei kann eine zu niedrigen Poly I:C-Dosis als mdgliche Ursache nicht ausgeschlossen
werden. Auch der dritte Stressfaktor, eine durch BSO induzierte GSH-Depletion, war nicht in
der Lage, die Toxizitat von Diclofenac in vivo zu potenzieren. Signifikante Leberschadigung
im Zustand eines GSH-Mangels konnte auch in der Literatur erst bei Gabe akut toxischer
Dcl-Dosen dokumentiert werden (Morita et al., 2009). Eine durch BSO-Gabe hervorgerufene
mangelnde Entgiftung scheint also bei Behandlung mit klinisch relevanten Dcl-Dosen im
Gegensatz zu bakteriellem Endotoxin keinen IDR-auslésenden Stressfaktor darzustellen.

Die zweite Fragestellung umfasste den Einfluss Arzneistoff-unabhangiger Stressfaktoren auf
die Biotransformation von Diclofenac, da die Bildung reaktiver Arzneistoffmetaboliten zu den
wichtigsten Mechanismen in der Pathogenese idiosynkratischer Toxizitat zahlt (Knowles et
al., 2000; Zimmermann, 1999). Unsere Untersuchungen ergaben, dass keiner der Stress-
faktoren zu einer signifikanten Erhdhung der Konzentration toxischer Metaboliten oder Dcl-
Proteinaddukte in vivo oder in vitro fuhrte. Stattdessen wurden v.a. durch LPS Dcl-metaboli-
sierende Enzyme und MRP-Effluxtransporter der Leber gehemmt. Ubereinstimmend damit
waren in diesen Tieren (LPS/Dcl) keine Hinweise auf eine vermehrte Produktion von
oxidativem oder elektrophilem Stress detektierbar. Unsere Ergebnisse legen somit nahe,
dass die beobachtete Toxizitat in den mit LPS und Dcl behandelten Tieren nicht mit einem
Anstieg reaktiver Metaboliten einhergeht. Eine Beobachtung, die auch fir eine Co-
Behandlung von Sulindac und LPS bereits beschrieben wurde (Zou et al., 2009). Andere
Einflisse konnten demnach maligeblicher zu der Entwicklung von Hepatotoxizitat bei-

getragen haben.

Im Rahmen unserer dritten Zielsetzung wurde schliel3lich untersucht, ob die Arzneistoff-
unabhangigen Stressfaktoren eine Induktion co-stimulatorischer Faktoren auslésen und so

an einer Verstarkung der Dcl-Toxizitat mitwirken kénnen.
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Zu diesen moglichen potenzierenden Faktoren gehdren u.a. die Aktivierung NFkB- und
MAPK-abhangiger Signalkaskaden, die Freisetzung von Zytokinen, Chemokinen und Alarm-
signalen, die Akkumulation von Neutrophilen, die Induktion der zellularen Stressantwort

sowie die Stérung des hamostatischen Systems.

Unsere Analysen ergaben, dass die Behandlung mit LPS sowie mit Poly I:C alleine und in
Kombination mit Dcl zu einer &hnlich ausgepragten Migration von Neutrophilen in die Leber
fuhrte. Da jedoch nur in der LPS/Dcl-Gruppe massive Hepatotoxizitat auftrat, korrelierte die
Anzahl an Immunzellen nicht mit dem jeweiligen Ausmaf3 der Schadigung. Dessen unge-
achtet konnten die Neutrophilen (ibereinstimmend mit Deng et al. (2006)) durch Freisetzung
von ROS und Proteasen jedoch die Empfindlichkeit der Tiere gegeniber toxischen Effekten
verstarken (Abbildung 46).

-
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Abbildung 46 Hypothese der Pathogenese einer durch LPS und Diclofenac induzierten
Leberschadigung. Durch das Zusammenspiel von co-stimulativen Faktoren, wie TNF-a, CINC-1 und
PAI-1, wird einerseits eine Migration und Aktivierung von Neutrophilen mit Freisetzung zytotoxischer
Faktoren induziert. Andererseits kdnnen Fibrinablagerung und hypoxische Zustande zur
Hepatotoxizitdt beitragen. Zusétzlich kénnen durch Diclofenac verursachte Veranderungen im
Arachidonsaure-Metabolismus sowohl die Akkumulation von Neutrophilen verstéarken als auch
aufgrund beeintrachtigter Hitzeschockreaktion die Entziindung potenzieren. Abbildung basierend auf
(Luyendyk et al., 2005; Tukov et al., 2007).

Darlber hinaus erhohte die Gabe beider pro-inflammatorischen Stressfaktoren die NFkB-
abhangige Expression von Genen, die Teil der Entziindungsreaktion und der Chemotaxis
von Immunzellen sind. In Kombination mit Dcl erzeugte jedoch nur LPS eine signifikante
Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine und Chemokine (z.B. TNF-a und CINC-1) sowie

co-stimulatorischer Alarmsignale (HMGBL1) ins Plasma.

Einen zusatzlichen Beitrag zur Lebertoxizitat konnte auch eine Storungen der Blutgerinnung

(Hamostase) liefern, indem sie zu Fibrinablagerungen und hypoxischen Zusténden fihrt
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(Abbildung 46). Ein Indiz dafir, dass unsere Behandlung mit LPS und Dcl zu einer
Aktivierung der Hamostase flhrte, stellte die signifikant induzierte PAI-1-Genexpression dar.
Sowohl die neutrophilen Granulozyten als auch die pro-inflammatorischen Zytokine (TNF-a)
kénnten diese Aktivierung in der LPS/Dcl-Gruppe potenzieren. Eine Reihe von Studien
bestétigt den Zusammenhang zwischen erhdhter PAI-1-Expression und Leberschadigung,
wie etwa bei der Co-Behandlung von LPS- und IDR-ausldsenden Arzneistoffen, z.B.
Ranitidin, Trovafloxacin oder Sulindac (Luyendyk et al., 2005; Shaw et al., 2009; Tukov et al.,
2007; Zou et al., 2009).

Daruber hinaus konnte Diclofenac aufgrund seiner pharmakologischen Wirkung einen
Beitrag zur Entstehung von IDRs leisten, da es das Spektrum gebildeter Eicosanoide von
COX- zu LOX-abhéngigen Metaboliten verschieben kann. So wurden hohe Konzentrationen
von Leukotrien B4 besonders bei den mit LPS und Dcl behandelten Tieren freigesetzt.
Dieser Mediator kann co-stimulatorisch zur Aktivierung von Neutrophilen mit nachfolgender
Freisetzung zytotoxischer ROS, Proteasen und Peroxidasen beitragen. Zusatzlich kann eine
gehemmte Bildung COX-abhéangiger Prostaglandine (z.B. PGE2) eine Beeintrachtigung der
zytoprotektiven Hitzeschockantwort zur Folge haben. Mangelt es jedoch, durch fehlende
HSPs, an negativem Feedback, kdnnte dies zu der hyperreaktiven inflammatorischen
Reaktion nach Gabe von LPS und Dcl (LPS/Dcl) beitragen.

Zusatzlich ist denkbar, dass eine Bildung von zytotoxischem Peroxynitrit Leberschaden in
der LPS/Dcl-Gruppe potenziert. Ein Indiz fir die mdgliche Entstehung dieser reaktiven
Stickstoffspezies liefert die erhdhte Expression von iNOS nach kombinatorischer Gabe von
LPS und Dcl, da eine massive Freisetzung von NO in Verbindung mit ROS aus

akkumulierten Neutrophilen die Bildung von Peroxynitrit hervorrufen kann.

SchlieBlich konnten wir die Hypothese unterstiitzen, dass eine metabolische Aktivierung
bzw. eine Akkumulation reaktiver Metaboliten an der Entwicklung idiosynkratischer
Leberschadigung nicht ausschlaggebend beteiligt sein muss. Vielmehr kénnen sowohl
Arzneimittel-unabhangige Stressfaktoren, als auch der Arzneistoff selbst co-stimulatorische
Signalwege aktivieren sowie protektive Systeme hemmen (Roth und Ganey, 2011; Zou et al.,
2009). Durch dieses Zusammenspiel ist es mdglich, dass die Toxizitat des Arzneistoffes

selbst bei Gabe therapeutischer Dosen gesteigert wird.
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7 Zusammenfassung

Idiosynkratische Leberschadigung durch Arzneimittel (z.B. Diclofenac) stellt trotz ihres
seltenen Auftretens eine erhebliche Komplikation in der Arzneimittelentwicklung und -
therapie dar. Die zu idiosynkratischen Reaktionen fiihrenden, komplexen chemischen und
biologischen Ablaufe sind noch weitgehend unklar. Inzwischen wird jedoch vermutet, dass
die Toxizitat eines Arzneimittels durch Arzneistoff-unabhangige Risikofaktoren, wie
Krankheiten, Entziindungsreaktionen, Co-Medikation oder Alkohol, erhéht werden kann.
Maogliche Mechanismen kdnnten hierbei eine vermehrte Bildung reaktiver Metaboliten bzw.

eine veranderte zellulare Stress- und Immunantwort sein.

Um tiefere Einblicke in die Bedeutung moglicher Arzneistoff-unabhangiger Risikofaktoren zu
erhalten, wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss drei verschiedener Stressfaktoren auf
die Toxizitat von Diclofenac (Dcl) untersucht. Bei diesen Stressfaktoren handelte es sich um
Lipopolysaccharid (LPS) und Poly I:C (PIC) zur Simulation einer bakteriellen bzw. viralen
Entziindung sowie um Buthionin-Sulfoximin (BSO) zur Depletion zellularen Glutathions.
Zusatzlich wurde getestet, ob eine durch Stressfaktoren ausgeldste Erhéhung der Toxizitat
von Dcl in Ratten mit Veranderungen in der Biotransformation bzw. mit einer Hochregulation

co-stimulatorischer Faktoren (z.B. Zytokine oder Alarmsignale) einhergeht.

Die Kombination einer einwochigen therapeutisch dosierten Dcl-Behandlung mit einer
einmaligen LPS-Dosis erzeugte in den Tieren eine ausgepragte Hepatotoxizitdt, die mit
erhdhten Aktivitdten der Aminotransferasen im Serum einherging. Diese adversen Effekte
konnten jedoch nicht durch LPS oder Dcl alleine, bzw. in Kombination mit PIC oder BSO

erzeugt werden.

Es besteht die Annahme, dass die Bioaktivierung von Diclofenac zu 5-OH-Dcl oder Dcl-
Acylglucuronid (AG) sowie die folgende Bildung kovalenter Proteinaddukte zur Entwicklung
von Lebertoxizitat beitragt. Mittels LC-MS/MS-Messungen konnten wir jedoch nachweisen,
dass die Gabe von LPS + Dcl keine erhohte Bildung reaktiver Metaboliten oder Dcl-AG-
abhangiger Proteinaddukte auslost. Im Einklang damit wurden Enzyme, die fur die Bio-
aktivierung von Dcl zu reaktiven Metaboliten verantwortlich sind (z.B. Cyp2C11, Cyp2C7 und
UGT2B1), sowie die MRP-Effluxtransporter der Leber durch die Co-Behandlung mit LPS in
ihrer Genexpression gehemmt. Zuséatzliche qRT-PCR-Analysen Nrf2-abhéngiger Gene, als

Sensor fir elektrophilen oder oxidativen Stress, zeigten keine Hochregulation zytoprotektiver
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Faktoren und unterstitzen die Schlussfolgerung, dass Arzneistoff-unabhangige Stress-

faktoren keine erhdhte Bildung toxischer Dcl-Metaboliten auslésen.

Schliel3lich ergaben unsere Analysen, dass eine Aktivierung co-stimulatorischer NFkB- und
MAPK-Signalwege mit Hochregulation co-stimulatorischer Faktoren (z.B. IL-18, TNF-q,
CINC-1, iINOS) und Akkumulation neutrophiler Granulozyten in der Leber sowohl durch
Behandlung mit LPS + Dcl als auch mit PIC + Dcl induziert wurde. Nur die Kombination von
LPS und Diclofenac bewirkte jedoch dariiber hinaus eine massive Freisetzung pro-
inflammatorischer Zytokine, Chemokine sowie toxizitatsfordernder Alarmsignale (z.B. IL-1p,
TNF-a, CINC-1, HMGB1, LTB4) ins Plasma. Zusatzlich waren schiitzende negative Feed-
back-Mechanismen, wie die Hitzeschockreaktion, in den mit LPS und Dcl behandelten Tieren

gehemmt.

Zusammenfassend zeigen unsere Ergebnisse, dass eine metabolische Aktivierung von Dcl
bzw. eine Akkumulation reaktiver Dcl-Metaboliten an der Entwicklung idiosynkratischer
Leberschadigung nicht ausschlaggebend beteiligt ist. Im Gegensatz zu PIC oder BSO filhrte
in den verabreichten Dosen nur die Gabe von LPS als Stressfaktor zu einer Aktivierung co-
stimulatorischer Signalwege sowie zu einer Hemmung protektiver Systeme, wodurch die

leberschadigende Wirkung von Dcl potenziert wurde.
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8 Summary

Idiosyncratic drug reactions (IDRs) are rare but major complications of drug therapy and
development. A basic understanding of the chemical and biological events leading to IDRs is
still lacking. However, it appears that drug-independent risk factors may be critical
determinants in the response to an otherwise non-toxic drug. It has been speculated that
stress factors like an underlying disease, inflammation, co-medication or alcohol may

increase reactive metabolite formation and/or alter cellular stress and immune response.

Thus, we were interested to determine the impact of various drug-independent stress factors
on the toxicity of diclofenac (Dcl), a model drug associated with rare but significant cases of
serious hepatotoxicity. We tested the hypothesis that co-treatment with various drug-
independent risk factors may enhance Dcl toxicity. These included lipopolysaccharide (LPS)
and poly I:C (PIC) simulating bacterial and viral inflammation, respectively, and buthionine
sulfoximine (BSO) as a model for cellular glutathione depletion. Additionally, we were
interested to understand if stress factor-induced modulation of Dcl toxicity involves
alterations in drug metabolism and/or up-regulation of co-stimulatory molecules thought to

constitute “danger signals”.

Co-treatment of rats repeatedly given therapeutic doses of Dcl for 7 days with a single dose
of LPS resulted in severe liver toxicity accompanied by elevated serum aminotransferase
activity. Neither LPS nor diclofenac alone or in combination with PIC or BSO had such an
effect.

It is thought that bioactivation to reactive 5-OH-Dcl or Dcl acyl glucuronides (AG) with
subsequent protein adduct formation contribute to Dcl induced liver injury. However,
LC-MS/MS analyses did not reveal increased formation of reactive metabolites or Dcl-AG-
dependent protein adducts in animals treated with LPS + Dcl. Consistent with this, co-
treatment with LPS induced down-regulation of enzymes responsible for Dcl bioactivation to
reactive metabolites (e.g. Cyp2C1l1l, Cyp2C7 and UGT2B1), as well as liver MRP efflux
transporters. Furthermore, gRT-PCR analyses of Nrf2-dependent genes, as a sensor of
electrophilic or oxidative stress, showed no up-regulation of cytoprotective factors, supporting
the conclusion that drug-independent stress factors do not enhance formation of toxic Dcl

metabolites.
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Hepatic gene expression analyses revealed activation of NFkB and MAPK pathways with up-
regulation of co-stimulatory molecules (IL-1B, TNF-a, CINC-1, iINOS) and accumulation of
neutrophil granulocytes in liver tissue by LPS + Dcl as well as by PIC + Dcl. However, only
LPS + Dcl lead to extensive release of pro-inflammatory cytokines, chemokines and cytotoxic
danger signals (IL-1B, TNF-a, CINC-1, HMGB1, LTB4) into plasma. Furthermore, down-
regulation of protective factors (SOD2, HSPs, PGE2) suggested an impairment of negative

feedback mechanisms in animals treated with LPS + Dcl.

In summary our results show no major role of metabolic Dcl bioactivation or accumulation of
reactive Dcl metabolites in the pathogenesis of idiosyncratic hepatotoxicity. In contrast to PIC
or BSO only administration of LPS as stress factor lead to activation of co-stimulatory
pathways as well as impairment of protective systems, resulting in potentiation of liver toxicity

of therapeutic Dcl doses.
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