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Afa Aphanizomenon flos-aquae

AP-1 Aktivatorprotein-1

APAF-1 apoptosis protease activating factor-1

ASK1/2 apoptosis signal-regulating kinase 1/2

ATP Adenosintriphosphat

bidest. bidestilliert

CaMKiIl Calcium/Calmodulin-abhangige Proteinkinase Il

cAMP cyclic adenosine monophosphate

cGMP cyclic guanosine monophosphate

D-Ala D-Alanin

D-Asp D-Asparat

DEN Diethylnitrosamin

D-Glu D-Glutamat

dm desmethyliert

D-MeAsp D-erythro-B-methylasparaginsaure

DSP dual-specifity phosphatase

ECso Mittlere effektive Konzentration

EGF epidermal growth factor

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

ERK1/2 extracellular signal regulated kinases 1/2

FADD fas-associated death domain

FAK focal adhesion kinase

Gab Grb-associated binder

GLUT4 insulin regulated glucose transporter 4

GRB2 growth factor receptor bound protein 2

GS Gewebekulturschale

GSH Glutathion

GSK3 Glykogensynthasekinase 3

HePTP haemopoietic tyrosine phosphatase

HGF hepatocyte growth factor

HMG-CoA 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A

IARC International Agency of Research on Cancer

-1 Inhibitor-1



IL-1

ILK

i.p.
IRS-1
i.v.

Jak1
JNK1/2/3
KG
KSR
LCso
LDso
LDH
L-Ala
L-Arg
L-Har
L-Leu
L-Met
LOAEL
L-Phe
LPS
L-Tyr
L-Val
MAPK
MC
MDRs
Mdha
MEK1/2
MEKK1-4
MLK2/3
MG
MKK
MKP1
MMP
MRP
MSK1/2
MRP

mSOS

Interleukin-1

integrin-linked kinases
intraperitoneal

insulin receptor substrate 1
intravenous

Janus family of tyrosine kinases 1
c-Jun amino (N)-terminal kinases 1/2/3
Korpergewicht

kinase suppressor of ras

Mittlere letale Konzentration
Mittlere letale Dosis
Laktat-Dehydrogenase

L-Alanin

L-Arginin

L-Homoarginin

L-Leucin

L-Methionin

low observable adverse effect level
L-Phenylalanin

Lipopolysaccharid

L-Tyrosin

L-Valin

mitogen activated protein kinase
Microcystin

multidrug resistance transporter
N-Methyl-dehydroalanin

MAPK extracellular signal requlated kinases 1/2
MAPK kinase kinases 1-4

mixed lineage kinases 2/3
Massengewicht

MAPK kinase

MAPK phosphatase 1
Mitochondriales Membranpotential
multidrug resistance related protein
mitogen- and stress-activated protein kinases 1/2

multidrug resistance related protein

mammalian son-of-sevenless
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mTOR
MUACcetat
MUP
NGF
NOAEL
NOD
NRPS
OATP
PDGF
PDK1
PH

PI3K
PIP2
PIP3
PKA
PKB
PKC
PKS-1
PP1
PP2A
PP2B
PPIA
PTDI
PTEN
PTP1
PTP-SL
p38MAPK
p90RSK
p70RSK
Raf

Ras
rpS6
RTK

RG
ROS
RSK1-4
SAPK

mammalian target of rapamyecin
Methylumbelliferylacetat
Methylumbelliferylphosphat

nerve growth factor

no observable adverse effect level
Nodularin

nicht ribosomale Peptidsynthasen
organic anion transporting polypeptide
platelet-derived growth factor
3-phosphoinositide dependent protein kinase-1
Pleckstrin-homologe Domane
Phosphoinositid-3-Kinase
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
Phosphatidylinositol-3, 4, 5-triphosphat
cAMP-abhangige Kinase
Proteinkinase B

Proteinkinase C

Polyketidsynthase Typ 1
Proteinphosphatase 1
Proteinphosphatase 2A
Proteinphosphatase 2B (Calcineurin)
Proteinphosphatase-Inhibitions-Assay
provisional tolerable daily intake
phosphatase and tensin homolog
Proteintyrosinphosphatase 1
Proteintyrosinphosphatase SL

p38 mitogen-activated protein kinase
p90 kDa ribosomal S6 kinase

p70 kDa ribosomal S6 kinase

rapidly growing fibrosarcoma or rat fibrosarcoma
rat sarcoma
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1. Einleitung

Die Verwendung von Algen allgemein, aber auch von Cyanobakterien, hat in der asiatischen
Klche eine lange Tradition. Auerdem wurden Cyanobakterien bereits bei den Azteken in
Mexiko zu einer Art Brot, dem Tacuitlatl, verarbeitet (Hoeger, et al., 2005; Belay, et al.,
1993).

Uber Vergiftungen von Menschen und Tieren durch cyanobakterielle Toxine wird
jahrhundertelang berichtet. Der alteste Fall sei aber moglicherweise schon Jahrtausende her:
... und da wurde alles Wasser im Nil in Blut verwandelt. Und die Fische im Nil starben und
der Nil wurde stinkend, so dal3 die Agypter das Nilwasser nicht trinken konnten; ...“ (Exodus
7: 20-21). Die damalige Rotfarbung des Nils kann vermutlich auf das Cyanobakterium
Oscillatoria zuriickgefuhrt werden. Auch gegenwartige Untersuchungen des Nilwassers, das
in Agypten zur Trinkwasserversorgung und auch zur Fischerei genutzt wird, zeigen das
Vorhandensein von Oscillatoria tenuis (Brittain, et al., 2000).

Die meisten Falle von Vergiftungen von Mensch und Tier durch SUuR- und Brackwasser
werden durch Cyanotoxine verursacht (Pitois, et al., 2001). Die ersten tédlichen Vergiftungen
von Menschen wurden 1996 in Caruaru, Brasilien festgestellt. Wahrend einer
Dialysebehandlung starben 60 Patienten in einem Krankenhaus an Leberversagen. Sowohl
in dem verwendeten Wasser des Krankenhauses, das aus einer Quelle auf3erhalb von
Caruaru stammte, als auch in dem Blut der Patienten wurden hepatotoxische Cyanotoxine,
in diesem Fall das Microcystin MC-LR, nachgewiesen (Dunn, 1996; Jochimsen, et al., 1998;
Pouria, et al., 1998).

Die Hepatotoxine Microcystine und Nodularine werden von Cyanobakterien produziert und
kommen weltweit vor allem in aquatischen aber auch terrestrischen Biotopen vor (Chorus, et
al., 1999). Die toxische Wirkung beruht auf einem hemmenden Effekt von
Proteinphosphatase-Enzymen, was mit verschiedenen Gastrointestinalerkrankungen
einhergent und in hohen Dosen zum Tode fuhrt (Falconer, et al., 2005). Die
Langzeitexposition mit Microcystinen und Nodularinen in geringeren Dosen wird mit

Krebsentstehung in Verbindung gebracht (Yu, 1995).
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2. Grundlagen

21. Mitogen aktivierter Proteinkinase (MAPK)-Signalweg

Die intrazellulare Signalweiterleitung von extrazellularen Signalmolekilen wie Hormonen und
Wachstumsfaktoren durch Rezeptoren an ihr intrazellulares Ziel, wird durch ein komplexes
Netzwerk miteinander gekoppelter Proteine vermittelt, was zur Regulierung zahlreicher
zellularer Prozesse fihrt. Mehrere Untersuchungen klarten einen dieser Mechanismen auf,
der Uber eine Aktivierung membranstandiger Rezeptoren einen Signalweg mit mehreren
hintereinander geschalteten zytoplasmatischen und nukledren Effektorenzymen in Gang
setzt (Seger, et al., 1995; Graves, et al., 1995; Pearson, et al., 2001; Cohen, 1992). Diese
mehrstufige Kaskade wird als mitogen-activated protein kinase (MAPK)-Weg bezeichnet,
kommt in allen Eukaryonten vor und ist an Proliferation, Differenzierung, Embryogenese und
Apoptose beteiligt (Cobb, et al., 1996).

Der Signalweg (Abbildung 1) beginnt mit der Bindung eines Wachstumsfaktors wie EGF
(epidermal growth factor) an einen membranstandigen Rezeptor aus der Familie der
Rezeptor Tyrosin Kinasen (RTK), wodurch Uber das Adaptermolekil GRB2 (growth factor
receptor bound protein 2) und einen Guaninnukleotid Austauschfaktor (mSOS: mammalian
son-of-sevenless) eine Aktivierung von Ras (rat sarcoma, GTP-Bindungsprotein) verursacht
wird. Aktiviertes Ras bewirkt seinerseits die Bindung der Proteinkinase Raf (rapidly growing
fibrosarcoma or rat fibrosarcoma) an die Zytoplasmamembran. Als Folge kommt es zu einer
Stimulierung zytoplasmatischer Proteinkinasen, die in einer Phosphorylierungskaskade
Transkriptionsfaktoren wie jun und fos aus der Familie des Aktivatorproteins-1 (AP-1)
aktivieren. Diese wiederum binden als Heterodimer im Zellkern an die DNS und verursachen
dadurch die Expression zahlreicher Gene zum Beispiel von Wachstumsfaktoren, Cyclinen
und Zytokinen (Blumer, et al., 1994; Egan, et al., 1993; Ahn, 1993). Die Vielfalt an Signalen,
die den MAPK-Weg aktivieren, deutet jedoch auch auf zahlreiche andere Ziele hin (Cobb, et
al., 1996).
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Wachstumsfaktoren,
Mitogene, UV-Bestrahlung

Zytoplasma

Zellwachstum, Differentation, Proliferation

Abbildung 1: MAPK-Signalweg

rot: Kinasen, griin: Phosphatasen,—> Stimulation,—| Inhibierung,- - - = Translokation,

—> —> Stimulation iliber Zwischenschritte

RTK: Rezeptor Tyrosin Kinasen;, GRB2: growth factor receptor bound protein 2; mSOS: mammalian son-of-
sevenless; Ras: rat sarcoma; PP2A/PP1: Proteinphosphatase 2A/1; c-Raf: rapidly growing fibrosarcoma or rat
fibrosarcoma; MEK1/2: MAPK extracellular signal regulated kinase; ERK1/2: extracellular signal regulated
kinases 1/2; TSC2: tuberous sclerosis protein 2; p90RSK: p90 kDa ribosomal S6 kinase; rPS6: ribosomal
protein S6; GSK-3: Glykogensynthasekinase 3; MSK1/2: mitogen- and stress-activated protein kinase

Klassische MAPK erfassen ERK1/2 (extracellular signal regulated kinases 1/2), JNK1/2/3 (c-
Jun N-terminal kinases 1/2/3), p38-Isoformen (a, B, y, 8) und ERK5 (Chen Z, et al., 2001;
Pearson, et al.,, 2001). Jede dieser Gruppen besteht aus drei miteinander verschalteten
Serin/Threonin Proteinkinasen: MAPK, MAPK Kinase (MAPKK) und MAPK Kinase Kinase
(MAPKKK). Die MAPKKK-Aktivierung fuhrt zu einer Phosphorylierung von MAPKK, welches

wiederum durch duale Phosphorylierung an der Thr-X-Tyr-Sequenz im aktiven Zentrum der
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katalytischen Untereinheit der MAPK deren Aktivierung stimuliert (Abbildung 2) (Kyriakis, et
al., 2001; Seger, et al., 1992; Crews, et al., 1992; Kosako, et al., 1992).

P P

ATP | |
(Thr-X-TyP) (Thr-X-Tyr)

'
——
inaktiviert \ aktiviert
PP2A/PP1

PTP1
MKP1

Abbildung 2: Duale Phosphorylierung der MAPK-Enzyme

Die Phosphorylierung nur einer dieser zwei Positionen (Thr oder Tyr) der MAPK férdert
lediglich die zweite Phosphorylierung, fihrt jedoch nicht zur Aktivierung dieser Kinase. Einige
Proteinphosphatasen wie PP2A (Proteinphosphatase 2A), PTP1 (Proteintyrosinphosphatase
1) und MKP1 (MAPK Phosphatase 1) sind durch Dephosphorylierung eines oder beider
phosphorylierten Reste an der Herabregulierung der Kinasen beteiligt (Cargnello, et al.,
2011; Cobb, et al., 1996). So dephosphoryliert und inaktiviert PP2A und PP1 in vitro Raf-1
(c-Raf), MAPKK, MAPK und p90RSK (p90 kDa ribosomal S6 kinase) (Kyriakis, et al., 1992;
Dent, et al., 1992; Howe, et al., 1992; Force, et al., 1994; Fischer, et al., 1990). Bekannt ist
auch, dass ein Anstieg des PKA (cAMP-dependent protein kinase)-vermittelten cAMP (cyclic
adenosine monophosphate)-Gehalts den durch verschiedene Faktoren stimulierten MAPK-

Signalweg inhibiert (Graves, et al., 1993; Burgering, et al., 1993).

2.1.1. Extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2)

ERK1 (extracellular signal-requlated kinase 1) und ERK2 stimmen zu 83 % in ihrer
Aminosauresequenz Uberein, werden in allen Geweben, mit besonders hohem Gehalt in
Gehirn, Skelettmuskulatur, Thymus, Herz und Leber exprimiert und kommen in der ganzen
Zelle vor. Die Aktivierung kann durch Wachstumsfaktoren wie PDGF (platelet-derived growth
factor), EGF (epidermal growth factor), NGF (nerve growth factor) und HGF (hepatocyte

growth factor) erfolgen. Weitere Stimulantien sind Insulin, Zytokine, osmotischer Stress und
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mikrotubulare Desorganisation (Boulton, et al., 1990; Raman, et al., 2007). Studien belegen,
dass durch Wachstumsfaktoren und andere Liganden aktiviertes ERK1/2 in den Zellkern
transloziert und die Expression zahlreicher Gene hervorgerufen wird (Adachi, et al., 2000).
Die durch Raf (MAPKKK) mittels dualer Phoshorylierung an Serin und Threonin aktivierte
MAPKK MEK1/2 (MAPK extracellular signal regulated kinase) (Ashworth, et al., 1992)
phosphoryliert ERK1/2 in der Aktivierungsschleife an Thr-Glu-Tyr (Wu, et al., 1993), welches
wiederum zahlreiche Substrate unter anderem RSK1-4 (p90 kDa ribosomal S6 kinase 1-4)
und MSK1/2 (mitogen- and stress-activated protein kinase) phosphoryliert (Frédin, et al.,
1999) (Abbildung 1). Die Aktivierung von ERK1/2 ist beteiligt an zahlreichen Zellantworten
wie Zellmotilitat, Proliferation, Differenzierung und Uberleben der Zellen (Raman, et al.,
2007).

Die Regulierung der ERK1/2 MAPK Kaskade kann durch verschiedene Faktoren wie cAMP,
KSR (kinase suppressor of Ras) und Proteinphosphatasen beeinflusst werden (Morrison, et
al., 2003; Pearson, et al., 2006; Raman, et al., 2007). Alle drei Stufen MAPKs, MAPKKs und
MAPKKKs des Signalwegs werden positiv oder negativ durch Phosphorylierung beeinflusst.
Eine Dephosphorylierung des Threonin- oder Tyrosin-Rests in der Aktivierungsschleife von
ERK1/2 fuhrt zu einer erheblichen Aktivitdtsabnahme dieser Kinase. Dieser Effekt kann z. B.
durch DSPs (dual-specifity phosphatase), einer so genannten MAPK Phosphatase, PP2A
und Calcineurin (PP2B) hervorgerufen werden (Zhang, et al., 2003; Zhou, et al., 2006;
Dougherty, et al., 2005; Raman, et al., 2007). PP2A bindet auf Wachstumsfaktor-abhangige
Weise an das KSR-Gerlst und dephosphoryliert an der Inhibierungsseite sowohl KSR als

auch Raf1, wobei Raf1 durch Ras wieder aktiviert werden kann (Dougherty, et al., 2005).

2.1.2. p38 MAPK

Eine Zellantwort via p38 MAPK (Abbildung 3) erfolgt auf extrazelluldren Stress wie UV-
Bestrahlung, osmotischer Schock, Hypoxie, pro-inflammatorische Zytokine, LPS
(Lipopolysaccharid), oxidativer Stress, Ischemia, Interleukin-1 (IL-1), Tumornekrosefaktor
alpha (TNF-a) und weniger oft auf Wachstumsfaktoren (Cuadrado, et al., 2010). Die
Aktivierung wird von MKK3/6 (MAPKK) durch duale Phosphorylierung im Thr-Glu-Tyr-Motiv
in deren Aktivierungsschleife hervorgerufen. Weiterhin kann eine Phosphorylierung durch
MKK4 erfolgen. MKK3/6 werden von einer Fllle MAPKKKs wie MEKK1-4, MLK2/3, ASK1/2,
Tpl2, TAK1 und TAO1/2 aktiviert (Cuadrado, et al., 2010). Die meisten Reize, die die
p38 MAPK-Kaskade aktivieren, stimulieren ebenfalls den JNK/SAPK-Signalweg (Cargnello,
et al., 2011; Enslen, et al., 1998; Doza, et al., 1995; Alonso, et al., 2000; Brancho, et al.,
2003).
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In nicht angeregten Zellen befinden sich die p38 Isoformen (a, B, y, 6) im Zellkern und
Zytoplasma und akkumulieren bei Stresseinwirkung im Zellkern (Raingeaud, et al., 1995).
Aktivierte p38 Isoformen phosphorylieren wiederum eine gro3e Menge an Substraten in
zahlreichen Zellkompartimenten, einschlieBlich Zytoplasma (unter anderem Bax) und
Zellkern (unter anderem p53 und MSK1/2) (Cuadrado, et al., 2010; Yuan, et al., 2003).

Die p38 MAPK spielt eine kritische Rolle in Zellproliferation und —tberleben. Obwohl einige
Studien p38 in Verbindung mit Funktionen fir das Zelliberleben zeigen (Engel, et al., 2005;
Nishida, et al., 2004; Yu, et al., 2007), assoziieren andere Untersuchungen p38 mit durch
zellularen Stress verursachter Apoptose (Hanahan, et al., 2000; Dolado, et al., 2007; Wang,
et al, 1998; Liao, et al., 2001). Diese Effekte kdnnen durch transkriptionale und
posttranskriptionale Mechanismen, welche Todesrezeptoren und pro- und antiapoptotische
Proteine der Bcl-2-Familie beeinflussen, vermittelt werden (Cuenda, et al., 2007; Nebreda, et
al., 2000; Shi, et al., 2002).

Eine Herabregulierung des p38-Signalwegs kann mittels einer Dephosphorylierung von
Serin/Threonin-Resten durch PP2A, Calcineurin (PP2B) und PP2C oder von Tyrosin-Resten
durch STEP (sterial enriched tyrosine phophatase), HePTP (haemopoietic tyrosine
phosphatase) und PTP-SL (Proteintyrosinphosphatase SL) und DSPs erfolgen (Zhang, et al.,
2008; Zuluaga, et al., 2007).

Die aktivierte p38 MAPK ist in der Lage, einen Cross-Talk zwischen anderen Signalwegen
herzustellen. So bewirkt p38 in gesunden Zellen eine Inaktivierung des ERK1/2-Wegs, indem
es PP2A stimuliert und dieses wiederum MEK1/2 dephosphoryliert (Abbildung 3) (Cuadrado,
et al., 2010; Junttila, et al., 2008).
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Abbildung 3: p38 MAPK- Signalweg

rot: Kinasen, griin: Phosphatasen,—> Stimulation,—| Inhibierung,- - - = Translokation,

—> —> Stimulation iliber Zwischenschritte

TAO1/2: thousand-and-one amino acid kinase 1/2; MEKK1-4: MAPK kinase kinase 1-4; MLK2/3: mixed
lineage kinase 2/3; ASK1/2: apoptosis signal-regulating kinase 1/2; Tpl2: tumour progression loci 2; TAK1:
TGF (transforming growth factor) (B-activated kinase 1; MKK3/6 und 4: MAPK kinase 3/6 und 4; p38MAPK:
p38 mitogen activated protein kinase; MSK1/2: mitogen- and stress-activated protein kinase; PP2A/PP1:
Proteinphosphatase 2A/1; ERK1/2: extracellular signal requlated kinases 1/2
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2.1.3. JNK/SAPK

JNK, auch bekannt als SAPK (stress-activated protein kinase), ist eine MAPKK, die wie die
p38 MAPK durch zellularen Stress z. B. Hitzeschock, Ultraschal, oxidativen Stress, DNS-
schadigende Agentien, Zytokine, UV-Bestrahlung, DNS- und Proteinsynthese Inhibitoren und
weniger stark durch Wachstumsfaktoren und Serum aktiviert wird (Bogoyevitch, et al., 2010).
Die Aktivierung von JNK erfolgt durch die MAPKKs MKK4 und MKK7 Uber eine duale
Phosphorylierung von Thr und Tyr in der Aktivierungsschleife. Der JNK-Weg ist an der
Zytokinproduktion, Stress-induzierten Apoptose, Aktinreorganisation, Zelltransformation und

-metabolismus beteiligt (Cargnello, et al., 2011).
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2.2, AKT (Proteinkinase B)-Weg

Der Serin/Threonin Kinase Akt-Signalweg, auch bekannt als Proteinkinase B (PKB)-
Signalweg, besitzt einen starken Einfluss auf die Homdostase der Zelle und ist an der
Regulation von Uberleben der Zellen, Apoptose, Proliferation und Stoffwechsel beteiligt
(Manning, et al., 2007; Bellacosa, et al., 2005; Engelman, et al., 2006).

Es gibt drei Isoformen des Proto-Onkoproteins Akts Akt1/PKBa, Akt2/PKB und Akt3/PKBYy,
welche auf Grund ihrer Homologie zu den Kinasedomanen der Proteinkinasen A, G und C zu
der AGC Kinasefamilie zahlen, welche ebenfalls die mitogenstimulierenden Kinasen RSK
und p70/p85S6K beinhaltet. (Cross, et al., 1995; Hers, et al., 2011).

Die Aktivierung der Kaskade an zwei kritischen Resten (Thr308 und Ser473) von Akt kann
Uber RTK, Integrin, B- und T-Zellrezeptoren, Zytokinrezeptoren, G-Protein gekoppelte
Rezeptoren (Ras) und andere Stimuli, die eine Produktion von Phosphatidylinositol-3, 4, 5-
triphosphat (PIP3) durch Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) induzieren, erfolgen (Abbildung 4).
Dabei bindet PI3K an die Pleckstrin-homologe Domane (PH) des membranstéandigen
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) und phosphoryliert es zum PIP3, welches
wiederum durch die Bindung an PH AKT und PDK1 (3-phosphoinositide dependent protein
kinase-1) aktiviert (Meier, et al., 1999; Burgering, et al., 1995; Kohn, et al., 1995; Andjelkovic,
et al., 1996; Walker, et al., 1998). PDK1 aktiviert durch Phosphorylierung in Anwesenheit von
PIP2 und PIP3 PKB an Thr308 (Alessi, et al., 1997) und spielt eine wichtige Rolle bei
Kinaseregulationen, da es ebenfalls p70/p85S6k phosphoryliert (Pullen, et al., 1998).

Eine Schlisselrolle spielt Akt in der Regulierung der Glukoseaufnahme in Insulin
gesteuertem Gewebe, indem es die Translokation von GLUT4 (insulin regulated glucose
transporter 4) aus vesikular intrazellularen Kompartimenten in die Plasmamembran vermittelt
(Hers, et al., 2011).
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Abbildung 4: Akt- Signalweg

rot: Kinasen, griin: Phosphatasen,—> Stimulation,—] Inhibierung,- - - = Translokation,

—> —> Stimulation liber Zwischenschritte

RTK: Rezeptor Tyrosin Kinasen; PI3K: Phosphoinositid-3-Kinase; Gab: Grb-associated binder, IRS-1: insulin
receptor substrate 1; FAK: focal adhesion kinase ; ILK: integrin-linked kinases; Jak1: janus family of tyrosine
kinases 1; PTEN: phospatase and tensin homolog; PDK1: 3-phosphoinositide dependent protein kinase-1;
PP2A: Proteinphosphatase 2; Akt: Proteinkinase B; GSK-3: Glykogensynthasekinase 3; TSC: tuberous
sclerosis protein; p70/85S6K: p70/85 kDa ribosomal S6 kinase; rPS6: ribosomal protein S6; mTORC:
mammalian target of rapamycin complex

Bekannt ist Akt auch fur seinen groRen Einfluss auf das Zelliberleben, indem pro-
apoptotische Marker wie Bax, Bad und die Forkhead-Box-Proteine direkt inhibiert werden
(Abbildung 4). Zum Beispiel phosphoryliert Akt Bad, welches die Dissoziation von
Bcl-2/Bcl-xL  begunstigt und durch die Aufrechterhaltung der Membranintegritat von
Mitochondrien der Aktivierung der Caspasekaskade entgegengewirkt wird (Franke, et al.,
1997; Datta, et al, 1997; Basu, et al, 2003). Eine indirekte Hemmung durch
Phosphorylierung der Pro-Caspase 9 und die damit resultierende Inhibierung der

Freisetzung von Cytochrom c wirkt ebenfalls antiapoptotisch (Hers, et al., 2011). Ein weiteres
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Substrat von Akt ist die Glykogensynthasekinase 3 (GSK3), welche nach Insulinstimulation
durch Akt phosphoryliert und dadurch inaktiviert wird, was in einer Aktivierung der
Glykogensynthese resultiert. Weitere Inhibitoren von GSK3 stellen p90RSK (eine MAP
kinase-activated protein kinase-1) und p70/p85S6K dar (Cross, et al., 1995; Alessi, et al.,
1996b). Auch die Regulierung des Zellwachstums durch Akt kann z. B. mittels Effekt auf
mTOR (mammalian target of rapamycin) und den p70p85S6-Kinaseweg beeinflusst werden
(Manning, et al., 2007; Vander Haar, et al., 2007; Zhang, et al., 2006).

Die Inaktivierung des Akt-Signalwegs wird durch den Gegenspieler von PI3K PTEN
(Phospatase and Tensin homolog), einem Tumorsuppressor, der PIP3 zu PIP2
dephosphoryliert und somit die Phosphorylierung an Ser473 inhibiert, vermittelt (Kong, et al.,
2009). PTEN ist eine Lipid- und Proteinphosphatase, welche ebenfalls eine hemmende
Wirkung auf den MAPK-Signalweg ausubt, indem sie die Ras-Aktivierung inhibiert
(Hlobilkova, et al., 2003). Auch die Proteinphosphatasen PP1 und PP2A sind in der Lage
den Akt-Signalweg zu inhibieren, indem sie an Ser473 und Thr308 dephosphorylieren
(Brazil, et al., 2004; Chen, et al., 2010; Millward, et al., 1999). Eine Dysregulierung des Akt-
Signalwegs wird mit Erkrankungen wie Krebs, Diabetes mellitus, kardiovaskularen und

neurologischen Erkrankungen in Verbindung gebracht (Hers, et al., 2011).

2.3. Serin/Threonin Proteinphosphatasen

Die reversible Phosphorylierung von Proteinen ist in Eukaryonten einer der wichtigsten
Kontrollmechanismen intrazellularer  Signallibertragung (Cohen, 1989). Bei der
enzymatischen Phosphorylierung von Proteinen wird reversibel eine Phosphatgruppe von
ATP  (Adenosintriphosphat) auf Hydroxygruppen von Serin-, Threonin- und
Tyrosinseitenketten von Proteinen Ubertragen, wodurch ein Phosphorsdureester entsteht.
Das bewirkt eine Konformationsanderung und eine damit einhergehende Aktivierung oder
Inaktivierung von Proteinen. Eine Dephosphorylierung macht die Anderung riickgangig, das
Protein ist somit wieder renaturiert (Burnett, et al., 1954; Barford, 1996).

Dabei gibt es unzahlige Kinasen, welche durch second messenger wie cAMP (cAMP-
abhangige Proteinkinasen), cGMP (cGMP-abhangige Proteinkinasen), Ca**
(Calcium/Calmodulin-abhangige Proteinkinasen) und Diacylglycerol (PKC: Proteinkinase C)
beeinflusst werden (Hunter, 1987).

Im Gegensatz dazu werden die vier wichtigsten Serin/Threonin Proteinphosphatasen PP1,
PP2A, PP2B und PP2C in ihrer Wirkung auf Proteinkinasen und ihrer Sensitivitat auf

Aktivatoren und Inhibitoren unterschieden. Typ 1 Phosphatasen werden durch thermostabile
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Proteininhibitoren 1 und 2 gehemmt und dephosphorylieren die (-Untereinheit von
Phosphorylase Kinasen, wohingegen Typ 2 Phosphatasen sich den Inhibitoren 1 und 2
unwirksam zeigen und die a-Untereinheit bevorzugen (Ingebritsen, et al., 1983; Cohen,
1989; Cohen, et al., 1989b). Die Typ 2 Phosphatasen werden weiterhin eingeteilt in spontan
aktive (PP2A), Ca?*-abhangige (PP2B) und Mg?*-abhangige (PP2C) (Wera, et al., 1995).

Der Tumorpromotor Okadasaure und das Lebertoxin MC-LR sind spezifische Inhibitoren von
PP1 und PP2A und erleichtern so die Unterscheidung der einzelnen Klassen. Die
katalytische Untereinheit von PP1 (PP1c) und PP2A (PP2Ac) stammt aus einer Genfamilie
(PPP Genfamilie) (Bialojan, et al., 1988; Cohen, 1989; Cohen, et al., 1989b; Cohen, et al.,
1990; MacKintoshl, et al., 1990).

Es gibt unzahlige physiologische Prozesse wie Glykogenmetabolismus, Muskelkontraktilitat,
Proteinsynthese, Apoptose, hepatische Metabolisierung, Cholesterolsynthese,
Fettsduresynthese, Kontrolle des Zellzyklus und der Genexpression, welche durch die
PPP-Genfamilie Phosphatasen reguliert werden. So kann eine Inhibierung von
Phosphatasen gravierende systemische Effekte hervorrufen (Cohen, 1989; Dawson, et al.,
1999; Garcia, et al., 2003).

2.3.1. PP1

Die Serin/Threonin Protein Phosphatase 1 (PP1) ist sowohl in seiner Struktur als auch
Funktion ein konserviertes eukaryontisches Protein und beschreibt drei Isoformen (a, y, p/d).
Der Komplex besteht aus einer katalytischen PP1c und einer Vielzahl regulatorischer
Untereinheiten, wobei PP1c aus zehn a-Helices und drei B-Faltblattern zusammengesetzt ist
(Abbildung 5). Die aktive Seite liegt an einer Verzweigung der drei Substratbindungsstellen,
der hydrophoben, der C-terminalen und der ,sauren” Bindungsstelle (Wang, et al., 2008).

Die katalytische Untereinheit PP1c kann an verschiedene Targetproteine binden, was eine
grofRe Rolle in der Regulierung der Aktivitat des Enzyms spielt (Cohen, 1989; Hubbard, et al.,
1989; Khatra, 1986; Chisholm, et al., 1988; Pato, et al., 1983; Yoshida, et al., 1986). Zum
Beispiel liegt PP1 gebunden in der Skelettmuskulatur an Glykogen, im sarcoplasmatischen
Retikulum an der Membran, in der glatten Muskulatur an Myosin vor, ist aber auch im
Zellkern tierischer Zellen lokalisiert (Walter, et al., 1993). Diese groRe Vielfalt an
Targetproteinen erklart die Verteilung von PP1 im ganzen Koérper und die regulatorische
Rolle in zahlreichen zellularen Prozessen wie Zellzyklusprogression, Proteinsynthese,
Muskelkontraktion, Kohlenhydratstoffwechsel, Transkription und neuronalem Signalweg
(Kelker, et al., 2009).
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Abbildung 5: Struktur von PP1c (Cohen, 2002)

Die Aktivierung wird durch Hormone und Wachstumsfaktoren mittels endogener Inhibitoren
und teilweise mittels regulatorischer Untereinheiten reguliert (Brautigan, et al., 1990).

PP1 wird durch Interaktion der katalytischen Untereinheit mit Inhibitor-1 (I-1) gehemmt
(Endo, et al., 1996). Dadurch wird z. B. durch das Hormon Adrenalin in einem PKA-
abhangigen Weg PP1 inhibiert und die Glykogensynthase auf Grund erhéhter
Phosphorylierung inaktiviert (Poulter, et al., 1988; Nakielny, et al., 1991).

Weitere Inhibitoren von PP1 sind Okadasaure (Dounay, et al., 2002; Bialojan, et al., 1988),
Microcystin-LR (Yoshizawa, et al., 1990) und Calyculin A (Swingle, et al., 2007), weniger
stark untersucht sind bisher Nodularin (Ufelmann, et al., 2012), Tautomycin (Cheng, et al.,
1987), Fostriecin (Walsh, et al., 1997) und Cantharidin (Honkanen, 1993). Eine Inhibierung
von PP1 greift in verschiedene Signalwege ein. So stellen z. B. Raf, p70S6K und 90RSK
Substrate von PP1 dar, welche Einfluss auf die MAPK-Kaskade ausuben (Walter, et al.,
1993; Howe, et al., 1992; Morrison, 1990; Morrison, et al., 1989; Sturgill, et al., 1988).

2.3.2. PP2A

Die Serin/Threonin Proteinphosphatase 2A (PP2A) ist ein Trimer-Holoenzymkomplex mit
verschiedenen regulatorischen B-Untereinheiten und einem Kerndimer. Der Kern des
Enzyms besteht aus einer katalytischen Untereinheit PP2Ac komplexiert mit der
regulatorischen Untereinheit PP2a/PR65 (Mayer-Jaekel, et al., 1994; Mumby, et al., 1993).
Die katalytische Untereinheit kann in vitro an Tyr307 am C-Terminus durch Tyrosinkinasen,
epidermale Wachstumsfaktorrezeptoren und Insulinrezeptoren reversibel phosphoryliert und

dadurch zu 90 % inhibiert werden (Chen, et al.). Interessanterweise konnte in vivo eine
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Phosphorylierung der katalytischen Untereinheit keine eindeutige Aktivitatsanderung
verursachen. Untersuchungen in vitro mit Wachstumsfaktoren und Insulin jedoch deuten auf
eine transiente Inaktivierung von PP2A und dadurch hervorgerufene
Proteinkinaseaktivierung hin (Strack, et al., 2004; Hartley, et al., 2002; Hupfeld, et al., 2005).
Eine Untersuchung von Sontag et al. zeigte z. B., dass eine Inhibierung von PP2A durch
SV40 small tumor antigen (small t) eine rezeptorunabhangige Aktivierung von ERK und MEK
und dadurch die Zellproliferation ohne Raf Kinase Aktivierung verursacht (Sontag, et al.,
1993). Die Zellzyklusregulation kann durch PP2A und PP1 negativ beeinflusst werden,
indem der Ubergang von der Entwicklung der G2-Phase in die Mitose-Phase verhindert wird
(Goris, et al., 1989; Félix, et al., 1990). Der direkte Einfluss von PP2A und PP1 auf die pro-
und anti-apoptotischen Bcl-2-Familie Proteine fuhrt durch Dephosphorylierung zu
regulatorischen Eigenschaften auf das Zelliberleben (Ruvolo, et al., 2001). Die wichtigsten
anti-apoptotischen Mitglieder Bcl-2 und Bcl-xL schitzen als Homodimer die mitochondriale
Membranintegritat. Diese Aktivitdt kann jedoch durch eine Heterodimerisierung mit pro-
apoptotischen Mitgliedern wie Bax oder Bad inhibiert werden (Perez, et al., 2000; Garcia, et
al., 2003).

24. Cyanobakterien

Fossile Funde aus dem Prakambrium belegen, dass Cyanobakterien zu den altesten
bekannten Organismen gehéren (Schopf, et al., 1987). Sie sind gramnegative, oxygen
photothrophe Prokaryonten, d.h. ohne membranumhiliten Zellkern oder andere
Zellorganellen wie Chloroplasten und Mitochondrien. Cyanobakterien oder auch
Cyanophyceen genannt besitzen das Pigment Chlorophyll a, sowie die Phycobiline
Phycocyanin (blau) und Phycoerythrin (rot), wodurch charakteristische Farbungen auftreten
(Palinska, et al., 2006; Henson, et al., 2004). Viele Cyanobakterien kénnen Stickstoff fixieren,
weshalb sie einen der grofiten Stockstofflieferanten der Umwelt darstellen. AuRerdem gehen
einige stickstofffixierende Cyanobakterien mit Pflanzen Symbiosen ein und liefern diesen aus
den Heterozysten direkt reduzierten Stickstoff (Stal, et al., 2010; Berman-Frank, et al., 2003).
Cyanobakterien zeigen eine breite dkologische Diversitat. Sie wachsen auf der ganzen Welt
in terrestrischen, aber vor allem in aquatischen Biotopen, sowohl in Brackwasser als auch in
Salz- und SuRwasser wie Seen, Flissen und Teichen. Sogar in Gebieten mit extremen
Bedingungen, wie Thermalquellen, Erdkrusten in der Wiste und Gletscherspalten sind sie
anzutreffen (Briand, et al., 2003; Msagati, et al., 2006; Helm, et al., 2000; Paerl, 1996).
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Das Wachstum von Cyanobakterien wird durch hohe Temperaturen, einen hohen
Nahrstoffgehalt und intensive Sonnenbestrahlung geférdert, wodurch sich Algenteppiche

bilden und sich das Wasser grin farben (siehe Abbildung 6) (van Apeldoorn, et al., 2007).

Abbildung 6: Wannsee (Berlin, 2005)
(Dittmann, et al., 2006)

Die Blutezeit der Cyanobakterien hangt von den klimatischen Bedingungen der Region ab. In
gemaligten Zonen liegt die Blutezeit zwischen Spatsommer und Anfang Herbst und kann
zwei bis vier Monate andauern. In mediterranen und subtropischen Regionen fangt die
Blitezeit friiher an und endet spater. In den tropischen und subtropischen Zonen von China,
Brasilien und Australien kann die Blitezeit bei Trockenperioden sogar das ganze Jahr
andauern (Chorus, et al., 1999).

In der Blutezeit produzieren Cyanobakterien Substanzen mit stark toxischer Wirkung. Diese
Toxine kénnen bezliglich ihrer chemischen Eigenschaften in drei Gruppen unterteilt werden:
zyklische Peptide, die die Hepatotoxine Microcystine und Nodularine beinhalten, Alkaloide,
zu denen das Hepatotoxin Cylindrospermopsin gehort, die Neurotoxine Anatoxin-A und
Saxitoxin und die Reiztoxine Lyngbyatoxin a, Aplysiatoxine und Lipopolysaccharide (Chorus,
et al., 1999; Duy, et al., 2000).

Die meisten Falle von Vergiftungen von Mensch und Tier durch SifR- und Brackwasser
werden durch Cyanotoxine verursacht. Seit dem ersten Bericht tiber Viehtod in Stidaustralien
1878 wurden Vergiftungen von Rindern, Schweinen, Hunden und Fischen durch
Cyanotoxine weltweit festgehalten (Pitois, et al., 2001). Die ersten tédlichen Vergiftungen
von Menschen wurden 1996 in Caruaru, Brasilien festgestellt. Wahrend einer
Dialysebehandlung starben 60 Patienten in einem Krankenhaus an Leberversagen. (Dunn,
1996; Jochimsen, et al., 1998; Pouria, et al.,, 1998). In Europa wird das Trinkwasser
regelmaBig auf Cyanotoxine Uberprift und eine effiziente Eliminierung von Microcystinen
mittels Ozonbehandlung des Rohwassers erzielt (Liu, et al., 2010; Hoeger, et al., 2005;
Hoeger, et al., 2002).
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2.4.1. Exposition

Cyanobakterien werden laut World Health Organisation (WHO) (1999) vor allem Uber das
Trinkwasser aufgenommen. Algenprodukte als Nahrungserganzungsmittel, Schwimmen in
belasteten Gewassern, Konsum von Gemuse von bewésserten Feldern und von Fisch und
Muscheln stellen zusatzliche Expositionsquellen flir den Menschen dar (Stewart, et al., 2009;
Gilroy, et al., 2000; Schaeffer, et al., 1999; Hoeger, et al., 2005; Hoeger, 2003).

Die WHO empfiehlt einen Trinkwasser-Richtwert von 1 ug MC-LR/l, wobei MC-LR
stellvertretend fur alle Microcystine und Nodularine steht (Chorus, et al., 1999). In einer
Zusammenstellung weltweit gemessener MC-Konzentrationen in Trinkwasser lagen die
Werte mit wenigen Ausnahmen bei 0,01-0,4 ug/l. Wie Tabelle 1 zu entnehmen ist, wurden
auch deutlich héhere Werte ermittelt (Engli, 2005).

Tabelle 1: Toxingehalte in verschiedenen Produkten
(Engeli, 2005; Hoeger, et al., 2005; Ibelings, et al., 2007)

Produkt Toxingehalt
Trinkwasser (Fluss und Quellen) China, Haimen City 1,9 ug MC/I
Trinkwasser Tschechien 7,8 ug MClI
Trinkwasser USA, Florida 90 g MC/I
AFA (Aphanizomenon flos-aquae )-Algenprodukt bis zu 33 uyg MC-LR bzw. MC-LA/g
Fisch bis zu 0,102 ug MC-LR/g
Muscheln bis zu 2,5 yg MC-LR/g
Krebsfleisch 0,103 pg MC-LR/g
Shrimps bis zu 0,205 ug MC-LR/g

Besonders der weltweite Konsum von Aphanizomenon flos-aquae (AFA)-Algen, die auch
griine Spanalgen genannt werden, stellt eine Gefahrdung der Gesundheit dar. Beim Konsum
einer empfohlenen Menge von 2 g AFA-Algen/Tag, die 1 yg MC-LR/g enthalten, durch eine
60 kg schwere Person wird der PTDI (Provisional Tolerable Daily Intake) der WHO von
0,04 pg/kg KG/Tag, basierend auf dem NOAEL (No Observed Adverse Effect Level) von
40 ug/kg KG/Tag aus der subchronischen oralen 13 Wochen Studie bei Mausen, gerade
ausgeschopft (Fawell, et al., 1999). Da wie in Tabelle 1 dargestellt der MC-Gehalt viel héher

sein kann und die Hersteller teilweise héhere Tagesdosen empfehlen, kann ein Konsum der
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Nahrungserganzungsmittel Uber einen langeren Zeitraum eine schadliche Wirkung auf den
Menschen besitzen. Besonders Kinder sind wegen der héheren Aufnahme/kg KG gefahrdet
(Engeli, 2005).

Die restlichen Expositionswege wie Schwimmen in Badegewassern, Verzehr von Fisch,
Meeresfriichten und Gemise von bewasserten Feldern spielen nach bisherigem
Kenntnisstand keine nennenswerte Rolle bei der chronischen Microcystinaufnahme (Engeli,
2005).

2.5. Microcystine und Nodularin

Microcystine (MCs) sind zyklische Peptide, die von Cyanobakterien der Gattungen
Microcystis, Planktothrix (Oscillatoria), Anabaena, Nostoc, Anabaenopsis und Hapalosiphon
produziert werden (Msagati, et al., 2006; Sivonen, et al., 1992). Nodularin (NOD) ist ebenfalls
ein zyklisches Peptid und wurde aus Nodularia spumigena, einem Brackwasser-
Cyanobakterium, isoliert und nach diesem benannt (Sivonen, et al., 1989). Die Morphologie
der Cyanobakterien ist sehr vielseitig, sie kdnnen spharische, ovale und zylindrische
Einzellspezien, multizellulare Kolonien und filamentése Formen einnehmen (siehe Abbildung
7 und Abbildung 8) (Briand, et al., 2003; Dittmann, et al., 2006).

- ~—

Abbildung 7: Morphologie von Microcystinen
(Briand, et al., 2003)
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Abbildung 8: Nodularia spumigena in der Ostsee

2.5.1. Produktion und Regulation

Studien an Cyanobakterienstdmmen haben gezeigt, dass Umweltfaktoren sowohl Einfluss
auf die Toxinkonzentration als auch auf den Grad der Toxizitdt haben, jedoch nur in
begrenztem Umfang. Dabei sind bei einer Charge das Alter der Kultur und die Temperatur
die am haufigsten untersuchten Parameter, gefolgt von Licht, Nahrstoffen, Salzgehalt,
pH-Wert und der Konzentration an Spurenelementen. Bei gunstigen
Wachstumsbedingungen flr die Cyanobakterien verbleiben MCs in den Zellen und es kommt
zu einer vermehrten Produktion von Toxinen. Dabei nimmt die Konzentration der MCs
wahrend der logarithmischen Wachstumsphase der Bakterien zu und ist zur spaten
logarithmischen Phase wahrend des verzoégerten Wachstums am hdéchsten (Watanabe, et
al., 1985; Chorus, et al., 1999; Rapala, et al., 1997; Krlger, et al., 2012).

Ein bestimmter Bakterienstamm produziert in einem relativ konstanten Bereich bestimmte
Varianten verschiedener MCs, wobei sich die Verhaltnisse zwischen den MCs mit der Zeit
oder unter bestimmten Bedingungen wie unterschiedlicher Temperatur und Lichteinwirkung
andern kénnen. So zeigt sich, dass die Gattung Planktothrix eine geringe Lichtintensitat
bevorzugt, wahrend Anabaena fir ein optimales Wachstum eher eine gemaRigte
Lichtintensitat bendétigt. Das Temperaturoptimum liegt bei 18-25°C (Rapala, et al., 1998).

In einer Studie wurde der Einfluss des pH-Werts auf die Toxinproduktion mittels eines Maus-
Bioassays untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass die Toxizitat der Extrakte zunahm,
wenn die Cyanobakterien bei einem hohen oder niedrigem pH-Wert kultiviert wurden
(Chorus, et al., 1999). Der Nahrstoffgehalt spielt fur das Wachstum von Cyanobakterien und
die Toxinbildung eine entscheidende Rolle. Eine hohe Phosphatkonzentration fiihrt zu einem
Anstieg der Produktion von hepatotoxischen Toxinen. Dabei variiert der Unterschied in der
Toxinproduktion bei einer Erniedrigung oder Erhéhung der Phosphatkonzentration um den

Faktor zwei bis vier. Diese Korrelation zwischen Phosphatgehalt und Hepatotoxinen wurde



Seite |19

anhand von MC-LR aus Microcystis aeruginosa belegt (Rapala, et al., 1997; Rapala, et al.,
1998; Figueiredo, et al., 2004). Nicht-nitrifizierende Spezies wie Microcystis und Oscillatoria
produzieren unter stickstoffreichen Bedingungen mehr Toxine, wohingegen die
Toxinproduktion der nitrifizierenden Gattungen unabhangig vom Stickstoffgehalt ablauft
(Chorus, et al., 1999; Rapala, et al., 1998; Figueiredo, et al., 2004).

Als Hauptfaktor fur die unterschiedliche Toxizitatsstarke einer Blite derselben Spezies wird
die Vielfalt des Genotyps zwischen den Bakterienstammen verantwortlich gemacht. So sind
einige Spezies besser an bestimmte Umweltbedingungen angepasst. Die Genotypen kénnen
sich durch ihr Wachstumsverhalten, ihre Plasmidmenge, ihr Verhalten zu Zooplankton, in
ihrer  Microcystinkonzentration und durch den Microcystin-Synthase-Genkomplex
unterscheiden, wodurch unterschiedliche Toxinvarianten mit verschiedener Toxizitat
entstehen kdnnen (Rohrlack, et al., 2001; Kurmayer, et al., 2002; Mikalsen, et al., 2003).

Die intrazelluldare Nodularinkonzentration wird durch Erhéhung der Temperatur, der
Phosphatkonzentration und der Bestrahlungsstarke gefdrdert. Eine Herabregulierung der
Nodularinproduktion wird durch hohen und niedrigen Salzgehalt und einen unnatirlich hohen

Nitratgehalt erreicht (Karjalainen, et al., 2007; Neilan, et al., 2012).

2.5.2. Chemische Eigenschaften

Microcystine sind monozyklische Heptapeptide, deren Massengewicht (MG) zwischen 500
und 4000 Da variiert. Sie bestehen aus funf festen Aminosauren D-Alanin (D-Ala), D-erythro-
B-methylasparaginsaure (D-MeAsp), der B-Aminosaure 3-Amino-9-methoxy-2,6,8-trimethyl-
10-phenyl-4,6-decadiensaure (Adda), D-Glutaminsaure (D-Glu) und N-Methyl-dehydroalanin
(Mdha) und an den Positionen zwei und vier aus variablen L-Aminosauren (L-X, L-Z)
(Abbildung 9). Bis heute sind bis zu 80 Varianten bekannt, die sich durch die zwei variablen
L-Aminosauren und durch Methylierung/Desmethylierung von D-MeAsp, Mdha und Adda
unterscheiden (Carmichael, et al., 1988; Dawson, 1998).

Die C20-Aminosaure Adda ist eine ungewohnliche B-Aminosdure. Sie besitzt eine lange
hydrophobe Seitenkette mit vier Stereozentren, zwei konjugierte Doppelbindungen, einen
Phenylring und eine Methoxygruppe. Da die Seitenkette hydrophob ist, tragt sie mafigeblich
zur Polaritat bei. Weiterhin besitzt die Seitenkette ein Chromophor und gibt so die
Maglichkeit zur UV-Detektion (238 nm) (Rinehart, et al., 1988).
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Abbildung 9: Grundstruktur von Microcystinen

Zur Kennzeichnung der variablen L-Aminosauren der Positionen zwei und vier wurde ein
Zweibuchstabencode, bestehend aus dem Einbuchstabencode fir Aminosauren (Tabelle 2),
an die Bezeichnung MC fur Microcystin angehangt. MC-LR, eins der bekanntesten

Microcystine, enthalt folglich L-Leucin (L) und L-Arginin (R) (Carmichael, et al., 1988).

Tabelle 2: Einbuchstabencode fiir Aminosduren (Carmichael, et al., 1988)

L-Aminosaure Einbuchstabencode Dreibuchstabencode

L-Leucin L L-Leu
L-Arginin R L-Arg
L-Alanin A L-Ala
L-Tyrosin Y L-Tyr
L-Homotyrosin Hty L-Htyr
L-Methionin M L-Met
L-Phenylalanin F L-Phe
L-Trytophan w L-Trp

MCs sind in Wasser, Methanol und Ethanol I6slich, in Chloroform, Aceton, Ether und Benzol
dagegen unldslich. Sie sind sowohl gegen chemische Hydrolyse, mehrstiindiges Kochen als
auch Oxidation bei niedrigen pH-Wert sehr stabil. MCs kdnnen nur von starken

Oxidationsmitteln oxidiert werden. Eine effiziente Elimination aus Trinkwasser erreicht man
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durch eine Ozonbehandlung des Rohwassers. Unter normaler Sonneneinstrahlung sind sie
stabil, wohingegen UV-Licht um das Absorptionsmaximum von 238 nm von MC-LR und
MC-RR zu einem raschen Abbau von MCs fihrt (Hitzfeld, et al., 2000; Tsuji, et al., 1995;
Robinson, et al., 1989; Liu, et al., 2010).

NOD ist ein monozyklisches Pentapeptid (Abbildung 10) mit einem Massengewicht von
824 Da (van Apeldoorn, et al., 2006). Von den finf Aminosauren in NOD sind Adda, D-Glu
und D-MeAsp identisch zu den Microcystinen, wohingegen Mdha durch N-Methyl-
Dehydrobuttersaure (MeDhb) ersetzt ist. Die flinfte Aminosaure ist L-Arginin (Karlsson, et al.,
2003).

(4) D-Glu

3) Adda O O"

) Q (5) Mdhb
N CH;
H e} o

: NH
CH; CH
3 3 o)

NH
H
N
° O
HO (1) D-MeAsp
NH

"

NH,
(2) L-Arg

Abbildung 10: Struktur von Nodularin

Bisher sind acht NOD-Varianten bekannt, darunter zwei desmethylierte, eine mit D-Asp statt
D-MeAsp und die andere mit dmAdda anstelle von Adda. Eine nicht toxische Variante
beinhaltet das 6Z-Stereoisomer von Adda. Das Aquivalent 6Z-Adda-Stereoisomer von MCs
ist ebenso nicht toxisch (Chorus, et al., 1999). Eine neue NOD-Variante NOD-Har wurde aus
Nodularia von Saito et al. isoliert und identifiziert. Der Unterschied zu NOD ist, dass anstelle
von L-Arg L-Homoarginin (L-Har) vorhanden ist (Saito, et al., 2001). Motuporin, ein NOD-
Analog, wurde im marinen Schwamm Theonella swinhoei gefunden und stellt vermutlich ein
cyanobakterielles Toxin darstellt, da der Schwamm eine Symbiose mit Cyanobakterien
eingeht. Motuporin besitzt anstelle des polaren L-Arg das hydrophobe L-Valin (L-Val)
(deSilva, et al., 1992).
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2.5.3. Biosynthese

Die Biosynthese von MCs wurde anhand zweier Microcystinstamme aufgeklart. Der
mcy-Gencluster (eine Gruppe aus zwei oder mehr Genen, die zur gleichen Genfamilie
gehoren) in MCs verschlusselt sechs Multienzyme, welche zur Familie der nichtribosomalen
Peptidsynthasen (NRPS) beziehungsweise Typ 1 Polyketidsynthase (PKS-1) zugeordnet
werden koénnen. Die Synthese erfolgt unter ATP-Verbrauch (Kaebernick, et al., 2000;
Figueiredo, et al., 2004; Tillett, et al., 2000). Die vielfaltigen Strukturen der MCs werden
durch NRPS/PKS-1-Templates, welche aus mehreren Modulen aufgebaut sind, erreicht. Ein
Modul enthalt mehrere Domanen, die in der Lage sind, eine Aminosaure oder eine
Kohlenstoffeinheit zu aktivieren, zu modifizieren und zu verlangern. NRPS- und PKS-
Enzyme akzeptieren eine breite Auswahl an Substraten, wodurch die Vielfalt der MCs in
demselben Bakterienstamm erklart werden kann. Bis heute sind bis zu 80 Isoformen von
MCs bekannt, die sich in ihrer Toxizitat unterscheiden. Die Identifizierung und Aufklarung der
Biosynthese von MCs in den Gattungen Planktothrix und Anabaena durch die Enzyme flihrte
ebenfalls zur Entdeckung der Nodularinbiosynthese in Nodularia. Wie erwartet spiegelt sich
die Ahnlichkeit der Struktur zwischen MCs und NOD in einem vergleichbaren Mechanismus
der Biosynthese wieder (siehe Abbildung 11) (Dittmann, et al., 1997; Tillett, et al., 2000;
Nishizawa, et al., 2000; Tanabe, et al., 2004; Moffitt, et al., 2004).
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Abbildung 11: Modell der an der Biosynthese von Microcystinen und Nodularin beteiligten Doméanen der
Multienzyme
(Dittmann, et al., 2006)

KS: B-Ketoacylsynthase; AT: Acyltransferase; ACP: Acylcarrierprotein; KR: Ketoacylreduktase; DH:
Dehydratase; CM: C-Methyltransferase; OM: O-Methyltransferase; NMT: N-Methyltransferase; AMT:
Aminotransferase; RAC: Racemase; A: Aminoacyl-Adenylation; C: Kondensation; PCP:
Peptidylcarrierprotein; PKS: Polyketidsynthase (blau); NRPS: nonribosomale Peptidsynthetase (grin);
Tailorproteine (grau); Die rot gestrichelten Linien grenzen die zwei Aminosaurereste ab, die in NOD
fehlen.

Der Ursprung der Kohlenstoffatome in MCs (Moore, et al., 1991) und NOD wurde mittels
BC-NMR bestimmt. Die Kohlenstoffatome C1-C8 von Adda in NOD stammen von Acetat, die
restlichen C-Atome vermutlich von Phenylalanin. Die Methylgruppen an C2, C4, C6, C8 und
die O-Methylgruppe an der Adda-Seitenkette kommen von Methionin (Abbildung 12). Die
Kohlenstoffatome C4 und C5 von D-Glu und L-Arg sind Acetat-Derivate, C1 und C2
stammen von Glutamat. Methyldehydroalanin ist moglicherweise von Threonin abgeleitet,
wobei dessen Methylgruppe von Methionin kommt. Die C-Atome drei und vier von
B-Methylasparaginsadure entstehen aus der Kondensation von Brenztraubensdure und C1
und C2 aus der Kondensation von Acetyl-CoA (Choi, et al., 1993). Die Strukturstudien an
NOD uberschneiden sich mit geringen Abweichungen mit den Strukturuntersuchungen
mittels "*C-NMR durch Moore et al. an MC-LR, wie in Abbildung 12 zu sehen ist. In ihrer
Studie zeigten sie, dass die zwei Aminosauren L-Leu und D-Ala, die in der Nodularinstruktur
fehlen, von Acetat stammen (Moore, et al., 1991). Eine weitere Abweichung wurde an den
Dehydroaminosauren festgestellt. In den MCs stammen sie wahrscheinlicher von Serin als
von Threonin (Rinehart, et al., 1994; Moffitt, et al., 2004).
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Abbildung 12: Biosynthese von MC-LR
(Moore, et al., 1991)

2.5.4. Absorption, Verteilung, Metabolismus und Exkretion

Nach einer oralen Aufnahme von MC-LR oder NOD werden diese in Sdugetieren vorwiegend
im Dunndarm resorbiert und Uber den Blutkreislauf in die Zellen transportiert (lto, et al.,
1997a; Runnegar, et al., 1991). Da die meisten MCs und NODs hydrophil sind, kénnen sie
die Zellmembran von Saugetierzellen kaum passieren, weshalb spezifische Transporter
erforderlich sind. Die Transportern sind Gallensauretransporter (multispezifische organische
Anionentransporter) oder auch OATPs (organic anion transporting polypeptide) (Lu, et al.,
2008; Klaassen, et al., 2008).
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Abbildung 13: Transport in Hepatozyten

OATP: organic anion transporting polypeptide; MRP: multidrug resistance related protein;, MDR: multidrug
resistance transporter

Das Hauptzielorgan der MCs und der NODs ist die Leber, weshalb sie auch als Hepatotoxine
bezeichnet werden. Andere betroffene Organe sind Niere, Lunge, Darm und Gehirn (Blut-
Hirnschranke), wobei sich die Organspezifitat hauptsachlich Gber die Expression der OATPs
erklart (Herfindal, et al., 2011; Fischer, et al., 2005). So konnte der Transport des
®H-markierten MC-LR durch Proteine der Superfamilie OATP (Abbildung 13) in der
basolateralen Membran von Hepatozyten und in der Endothelzellmembran der Blut-
Hirnschranke gezeigt werden (Fischer, et al., 2005; Eriksson, et al., 1990).

Im Allgemeinen vermitteln OATPs einen Na'-unabhangigen Transport amphiphiler,
organischer Molekiile wie Gallensalze, organische Anionen, Steroidkonjugate,
Schilddrisenhormone, zahlreiche Peptide und Toxine. Weiterhin nutzen viele Medikamente
unter anderen HMG-CoA (3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A)-Reduktase-Hemmer,
Digitoxin und Rifampicin den Transport Uber OATPs (Seithel, et al., 2007; Hagenbuch, et al.,
2004). Uber MRPs (multidrug resistance related protein) und MDRs (multidrug resistance
transporter) gelangen die MCs und NODs aus den Hepatozyten in den Gallengang und tber
MRPs in die Blutbahn (Roelofsen, et al., 1997).

Die Leber stellt nicht nur das Hauptorgan zur Aufnahme von MCs und NODs sondern auch
zur Exkretion dar (lto, et al., 2000; Falconer, et al., 1986; Robinson, et al., 1991). Nach einer
intravendsen (i.v.) oder intraperitonealen (i.p.) Gabe von MC-LR an Maus und Ratte kommt
es zu einer Verteilung von 50-70 % in der Leber, 7-10 % im Darm und 1-5 % in der Niere,
der Rest ist Uber den ganzen Korper verteilt (Robinson, et al., 1991; Runnegar, et al., 1986;
Ito, et al., 2000; Svirceyv, et al., 2010).

MCs und NODs sind resistent gegen enzymatische Hydrolyse und besitzen keinen
Spaltungspunkt fir eine Verdauung, somit sind sie stabil. Zum einen liegt dies an der
zyklischen Struktur der Peptide und folglich dem Fehlen von N- oder C-terminalen

Aminosauren und zum anderen am Vorhandensein der nicht proteinogenen Aminosauren
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Adda, D-MeAsp, Mdha und Mdhb. Die Ausscheidung erfolgt Uber die Galle in ihrer
Ausgangsform oder konjugiert. Die Metabolisierungsprodukte sind Glutathion- und
Cysteinkonjugate an Mdha oder Konjugate mit oxidierter Dien-Bindung von Adda (Bourne, et
al., 1996; Pflugmacher, et al., 2001; Pflugmacher, et al., 1988; Kondo, et al., 1996;
Takenaka, 2001).

Bei der Elimination der MCs spielen sowohl Struktur, Darreichungsform als auch die Spezies
eine Rolle. Wahrend in einer Studie die Halbwertszeit fiir '*I-MC-YM im Blutplasma nach
einer i.v.-Applikation an Ratten 42 min betrug, wurde fiir *H-MC-LR eine Halbwertszeit von
70 min detektiert. Im Gegensatz dazu wurde an Mausen fiir ®H-MC-LR eine Halbwertszeit
von 6,9 min beobachtet (Falconer, et al., 1986; Robinson, et al., 1989; Robinson, et al.,
1991). Dabei lief die Elimination aus dem Plasma nach einer i.v. Applikation in zwei Phasen
ab, mit einer ersten Halbwertszeit von 0,8 min und einer zweiten von 6,9 min. Innerhalb von
sechs Tagen nach Verabreichung wurden 9,2 % der Dosis Uber den Urin und 14,5 % Uber

die Fazes ausgeschieden (Robinson, et al., 1991).

2.5.5. Wirkmechanismus

Als moglicher Wirkmechanismus der Toxizitdt der Hepatotoxine MCs und NODs wurde
sowohl in vivo an Ratten und Mausen (Runnegar, et al., 1995; Solter, et al., 1998) als auch in
vitro (Honkanen, et al., 1994; MacKintoshl, et al., 1990) die Hemmung der isolierten
Serin/Threonin Proteinphosphatasen 1 (PP1), 2A (PP2A), 2B (PP2B) verschiedener Spezies
und moglicherweise weiterer Proteinphosphatasen (PP) identifiziert. Dabei binden Cys273 in
PP1 bzw. Cys266 in PP2A in einer Michael-Addition kovalent durch einen nukleophilen
Angriff an die Doppelbindung von Mdha der Toxine im Zytosol und im Zellkern der
Hepatozyten (Abbildung 14). Es kommt zu Wechselwirkung des Toxins mit der aktiven Seite
und dem B12-B13-Loop des Enzyms (Blom, et al., 2005; MacKintosh, et al., 1995; Runnegar,
et al., 1995).
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Abbildung 14: Bindung von MC-LR an PP1

Nodularin bindet durch Wasserstoffbriicken und nicht kovalent an die Enzyme, obwohl der
Mdhb-Rest mit Cys273 eine Michael-Reaktion eingehen kénnte (Maynes, et al., 2006).
Weiterhin wird berichtet, dass die Adda-Seitenkette, die Carboxylgruppe von D-Glu und
madglicherweise das planare Ringsystem der MCs in der Lage sind, die Proteinphosphatasen
zu binden (Rudolph-Béhner, et al., 1994; Namikoshi, et al., 1989).

Folgende Interaktion zwischen Toxin und PP kann in allen Untersuchungen festgestellt
werden. Der Adda-Rest bindet mit der hydrophoben Seite an PP. Dadurch kommt es zur
Konformationséanderung des Enzyms. Der variable Rest L-Arg weist keinen Kontakt zu PP
auf (Kelker, et al., 2009; MacKintosh, et al., 1995).

Die Affinitat von MC-LR zu PP2B ist um den Faktor 1000 geringer als zu PP1, wahrend zu
PP2C, PKC und PKA in vitro keinerlei Interaktion festzustellen ist (Dawson, 1998; Gehringer,
2004).

MC-LR und MC-LA sollen weiterhin in der Lage sein, in vitro die aus Rinderhirn isolierte PP3
in ahnlicher Potenz wie PP1 und PP2A zu inhibieren (Honkanen, et al., 1994). Mikhailov et
al. beschreiben in ihrer Studie, dass MC-LR durch Bindung an die B-Untereinheit der ATP-
Synthase deren Enzymaktivitat hemmt, was zu Apoptoseinduzierung fuhrt (Mikhailov, et al.,
2003).
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Mit dieser Inhibition kommt es zu einer Hyperphosphorylierung von Zytoskelettproteinen mit
der eine Auflésung der Struktur der Hepatozyten, Schadigung der Sinusoide, Apoptose,
Lebernekrose und Blutung der Leber einhergeht, was zum Tod durch hamorrhagischen
Schock fuhrt (Dittmann, et al., 2006; Batista, et al., 2003; Ding, et al., 2000a).

Die meisten Strukturvarianten von MC und NOD sind stark toxisch. Es sind nur wenige nicht
toxische Varianten bekannt. Eine Modifikation der Adda-Glutamat-Region flhrt zu einem
Verlust der Wirkung von MCs und NODs. Zu diesen Modifikationen zahlen die
Isomerisierung von 6E-Dien zu 6Z-Dien von Adda und die Alkylierung von D-Glu. Lineare
MCs und NODs besitzen im Vergleich zu ihren zyklischen Verbindungen eine um etwa
100-mal schwachere Toxizitat. Die linearen MCs sind vermutlich MC-Vorlaufer oder
bakterielle Abbauprodukte (Chorus, et al., 1999).

2.5.6. Auswirkung auf das Zytoskelett

Das Zytoskelett besteht aus drei Proteinkomponenten, den Mikrotubuli, Intermediar- und
Mikrofilamenten. MC-LR ruft ab einer Konzentration von 1 uM zeit- und dosisabhangig eine
Hyperphosphorylierung von Keratin 8 und 18, welche als Heterodimer die Grundstruktur der
Keratin-Intermediarfilamente bilden, hervor. AufRerdem kommt es in primaren
Rattenhepatozyten zu einer Schadigungen von Desmoplakin | und Il durch 1 yM MC-LR.
Dies fuhrt wiederum zum Zerfall von Desmosomen, welche die Verbindung zwischen
benachbarten Zellen herstellen und Uber Desmoplakin | und Il mit Keratinfilamenten in
Epithelzellen verbunden sind, gefolgt von einer Umorganisierung von Mikro- und
Intermediarfilamenten, wobei sich die letzteren um einen Kern aus Aktin konzentrieren.
Ursache dafir ist moglicherweise die Hemmung von PP1 und PP2A (Gehringer, 2004; Ohta,
et al.,, 1992; Toivola, et al., 1997). Fur die Hyperphosphorylierung von Keratin 8 und 18 in
vivo kdnnen die Proteinkinasen PKC, PKA und Calcium/Calmodulin-abhangige Proteinkinase
Il (CaMKIl) verantwortlich sein (Toivola, et al., 1997).

Eine erhdhte Phosphorylierung des zytoplasmatischen Dyneins in Hepatozyten resultiert in
einer Beeintrachtigung der motorischen Funktion, begleitet von einer reduzierten Bildung von
endosomalen und lysosomalen Membranen durch Mikrotubuli (Runnegar, et al., 1999).
Weiterhin wird in Rattenhepatozyten zeit- und dosisabhangig durch ein Microcystinextrakt
noch vor der Laktat-Dehydrogenase (LDH)-Leakage eine charakteristische Desorganisation
der Mikrotubuli und Mikrofilamente erreicht, gefolgt von ihrer Aggregation in der Nahe des
Zellzentrums und einem verstarkten Verlust an Mikrotubuli in einigen Zellen (Ding, et al.,
2000a).
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2.5.7. Apoptose

Der programmierte Zelltod, auch Apoptose genannt, ist ein fundamentaler biologischer
Prozess fur die Entwicklung und Aufrechterhaltung multizellularer Organismen. So spielt sie
eine wichtige Rolle bei Embryogenese, Erkrankungen und im Immunsystem (Dasch, 2008).
Dabei sterben Zellen kontrolliert durch eine Reihe verschiedener miteinander verschalteter
Stimuli ab. Dies unterscheidet Apoptose von der Nekrose, bei der der Zelltod unkontrolliert
ablauft und mit inflammatorischen Prozessen einhergeht (Majno, et al., 1995; Trump, et al.,
1997).

Die Morphologie der untergehenden Zelle gibt Aufschluss Uber den Unterschied zwischen
Apoptose und Nekrose (Abbildung 15). Bei der Nekrose bedingt der Ausfall von
lonenpumpen den Einstrom von Kalzium und Natrium, was zu einem Verlust der
Membranintegritdt und durch Osmose zum Platzen der Zelle fihrt. Das Auslaufen des
Zellinhalts in die Peripherie 16st dabei Entziindungsreaktionen aus (Vanlangenakker, et al.,
2012). Dagegen kommt es bei der Apoptose zum Wasserverlust der Zelle, der damit
einhergehenden Kondensation des Zytoplasmas und Schrumpfen der Zelle. Weiterhin
kondensiert das Chromatin, Endonukleasen fragmentieren die DNS und es kommt zur
Zerlegung des Zellkerns und Organellen. Diese werden in sogenannten apoptotischen
Koérperchen vom Rest der Zelle abgeschnirt und mit Phosphatidylserin, welches
Makrophagen als Marker dient, auf der Zelloberflache markiert (Budihardjo, et al., 1999;
Elmore, 2007; Zhang, et al., 2000).
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Abbildung 15: Nekrose vs. Apoptose (Kumar, 2012)
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An der Auslésung der Apoptose sind Cystein-Proteinasen, sogenannte Caspasen, welche
spezifisch nach Aspartat-Resten spalten, beteiligt. Dabei gibt es zwei Caspase-abhangige
Wege, den intrinsischen ber Mitochondrien, und den extrinsischen Uber Todesrezeptoren
vermittelten Signalweg. Uber beide Signalwege werden spezifische Initiator-Caspasen wie
Procaspase 8 und 9 aktiviert, die wiederum Effektor-Caspasen, z.B. 3 und 7, durch
proteolytische Spaltung aktivieren (Budihardjo, et al., 1999).

Beim intrinsischen Weg (Abbildung 16) spielt die Integritdt der &uReren
Mitochondrienmembran eine entscheidende Rolle fir die Regulierung pro- und anti-
apoptotischer Vertreter der Bcl-2-Proteinfamilie wie Bcl-2, Bad, Bax oder Bid. Nach
Auslosung des Apoptosesignals wird das Gleichgewicht auf die Seite pro-apoptotischer
Vertreter verlagert, was zu Porenbildung der Mitochondrienmembran und dadurch zur
Freisetzung pro-apoptotischer Faktoren wie Cytochrom c ins Zytosol fuhrt. Dieses wiederum
bildet zusammen mit ATP, Procaspase 9 und apoptosis protease activating factor-1 (Apaf-1)
das Apoptosom, welches wiederum Procaspase 9 proteolytisch aktiviert (Narita, et al., 1998;
Solary, et al., 2000; Zhou, et al., 2010).

Der extrinsische Signalweg (Abbildung 16) verlauft Uber Todesrezeptoren, wie Fas (CD95)-
oder TNF (Tumor-Nekrose-Faktor)-Rezeptor. Diese werden durch den Fas-Ligand oder TNF-
a induziert und aktivieren Uber das ,Vermittlerprotein“ fas-associated death domain (FADD)
die proteolytische Spaltung von Procaspase 8 (Vanlangenakker, et al., 2012; Budihardjo, et
al., 1999). Untersuchungen in HepG2-Zellen zeigen, dass NOD (2,5-10 uM) und MC-LR (5-
30 uM) in der Lage sind konzentrations- und zeitabhangig (6, 12, 24, 48 h) auf Protein- und
mMRNA-Ebene sowohl den Fas-Rezeptor als auch Fas-Liganden zu induzieren und somit
Apoptose Uber den extrinsischen Weg hervorzurufen (Feng, et al.,, 2011; Feng, et al.,
2011b).

Eine gestorte Proteinphosphorylierung durch Aktivierung von Proteinkinasen oder
Proteinphosphatasen besitzt einen Einfluss auf Apoptoseinduktion (Anderson, 1997;
Gjertsen, et al., 1995). Verschiedene Studien zeigen, dass eine Inhibierung von PP2A und
PP1 in unterschiedlichen Zellen Apoptose induzieren (Bge, et al., 1991; Kiguchi, et al., 1994;
Yan, et al., 1997). Dabei kann NOD Caspase 3 sowohl durch proteolytische Spaltung als

auch reversibel ohne Spaltung aktivieren (Buckley, et al., 1999).
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Abbildung 16: Apoptose-Wege
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TNF: Tumor-Nekrose-Faktor; FADD: fas-associated death domain; Casp: Caspase; Apaf-1: apoptosis
protease activating factor-1; Cyto c: Cytochrom ¢

Hohe Dosen im Bereich von 20-100 pg/kg KG bei i.p. Behandlung mit MCs und NOD
induzieren in vivo an Mausen und Ratten und in vitro in Rattenhepatozyten im
Konzentrationsbereich zwischen 0,5 und 10 uM, in humanen Lymphozyten und anderen
Saugerzellen innerhalb weniger Minuten Apoptosen (Fladmark, et al., 1999; Fladmark, et al.,
2002; Krakstad, et al., 2006). Bei verschiedenen in vivo Studien wurden in der Leber, in
denen Addukte von MC-LR mit PP1 und PP2A charakterisiert wurden, ebenfalls
Hamorrhagien und apoptotische Zellen festgestellt (Guzman, et al., 1999).

Zahlreiche in vitro Untersuchungen belegen typische apoptotische Effekte mit Knospung der
Zelloberflache, Zellschrumpfung, Organellenumverteilung, Kondensation von Chromatin im
Zellkern und teilweise Fragmentierung des Zellkerns, intakte Mitochondrien in apoptotischen
Blaschen bzw. an einem Pol der Zelle und Abrundung der Zellen. Dabei ist die Wirkung der
MCs und des NODs auf die verschiedenen Zellen unterschiedlich stark. So reicht fur

Rattenhepatozyten bereits eine Konzentration von 0,8 uM MC-LR, um Effekte innerhalb von
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weniger als 15 min aufzuzeigen. Nicht-Leberzellen wie humane Fibroblasten, Endothelzellen
und Promyelozyten, die keinen aktiven Aufnahmemechanismus fiir Microcystine aufweisen,
bendtigen fir Effekte 100 uM MC-LR und sechs bis acht Stunden (Fladmark, et al., 1999;
McDermott, et al., 1998). Die Apoptose wird dabei durch die Inhibierung von PP1 und PP2A
in einem CaMKIl-abhangigen Prozess ausgeldst, was zu vermehrter Phosphorylierung von
Proteinen fuhrt (Fladmark, et al., 2002).

Fir primdre humane Hepatozyten wurde nach einer sechsstindigen Exposition ein
ECso-Wert (effective concentration) auf die Zellvitalitat von 25 nM und fur Rattenhepatozyten
von 50 nM ermittelt (Batista, et al., 2003).

2.5.8. Akute und subakute Toxizitat

Der LDs-Wert nach i.p. Verabreichung variiert fir Mause zwischen 25-150 yg MC-LR/kg
KG/Tag. Andere MCs wie MC-LA, MC-YR und MC-YM besitzen einen &hnlichen i.p.
LDso-Wert, wohingegen MC-RR einen zehnmal héheren Wert aufweist (Chorus, et al., 1999).
Bei Ratten betragt der ip. LDs-Wert eines Microcystis aeruginosa-Extrakts 15800 pug
lyophilisierte Algenzellen/kg KG. Die Tiere starben innerhalb von zwei bis sechs Stunden
nach einer Verabreichung der ein- oder zweifachen LDsy-Dosis. Davor zeigten sie Anzeichen
von Sedation, Bewegungsstérungen, Spasmen, Spreizung der Hinterextremitaten und starke
Krampfe, auRerdem war die Leber vergrofiert und mit Blut gefillt (Engeli, 2005; Rao, et al.,
1995).

Fir NOD wurde ein i.p. LDso-Wert von 30-50 ug/kg KG und fir NOD-Har von 70 pg/kg KG flr
Mause ermittelt (Chorus, et al., 2000; Saito, et al., 2001).

Nach oraler Verabreichung liegt der LDsg-Wert fir MC-LR bei Mausen Stamm-abhangig bei
5000-10900 pg/kg KG und bei Ratten bei Gber 5000 pg/kg (Fawell, et al., 1999).

Weiterhin wurde in einer Studie von Ito et al. gezeigt, dass MCs eine altersabhangige
Toxizitat aufweisen. In der Studie wurden bei 5 und 32 Wochen alten Mausen 2-19 Stunden
nach einmaliger oraler Verabreichung von 500 ug MC-LR/kg KG Leberbiopsien histologisch
untersucht. Wahrend bei jungen Mausen kein Effekt festzustellen war, zeigten 62 % der
alteren Mause Leberveranderungen wie Blutung und Auflésung vieler Hepatozyten Uber die
ganze Leber verteilt und in der zentrilobularen Region und Nekrosen in der zentrilobularen
Region. Der vermutete Grund fir diese altersabhangige Toxizitdt war die mit steigendem
Alter zunehmende Degeneration von Zellen der Darmmukosa und des Dunndarmepithels.
Dies flihrt bei alteren Tieren mdglicherweise zu einer erhéhten Microcystinaufnahme aus
dem Darm und zu einer entsprechend ausgepragten Lebertoxizitat (lto, et al., 1997a).
Basierend auf dem akuten LDso-Wert nach i.p. Gabe an Mause haben Wolf und Franks einen
Toxic Equivalency Factor (TEF)-Wert fur MCs abgeleitet. Dabei soll MC-LR als
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Referenzsubstanz dienen und der TEFyc.r somit 1 betragen. Die anderen TEF-Werte
werden wie folgt berechnet:

TEFroxinx = LDSO(MC—LR)/ LD5o(roxin x)
So ergibt sich fur MC-LA, MC-YR und MC-YM ein TEF-Wert von 1, flr
[Asp®, Dhb’IMC-RR von 0,2 und fiir MC-RR von 0,1 (Wolf, et al., 2002).

2.5.9. Subchronische und chronische Toxizitat

Um mdgliche chronische Effekte auf den Menschen abschatzen zu kénnen, werden Studien
an Tieren herangezogen, die eine wiederholte orale Verabreichung der Substanzen
verschiedener Konzentrationen beinhalten.

Guzman und Solter behandelten in einer Studie wahrend 28 Tagen drei mannliche Sprague-
Dawley-Ratten/Dosisgruppe ip. mit 0, 16, 32 oder 48 ug MC-LR/kg KG/Tag. Ab der
Konzentration 32 ug MC-LR/kg KG/Tag konnten dosisabhangige Leberentzindungen mit
Infiltration von Lymphozyten, Makrophagen und Neutrophilen, zentrilobulare Fibrose,
Apoptose und Leberverfettung beobachtet werden. Aus den histologischen und
biochemischen Befunden wurde gefolgert, dass oxidativer Stress eine signifikante Rolle bei
der chronischen Toxizitat von MC-LR spielen konnte (Guzman, et al., 1999).

In einer anderen Studie wurden flinf mannliche Schweine/Dosisgruppe Uber das Trinkwasser
44 Tage mit Microcystis aeruginosa-Extrakt behandelt. Mittels i.p. Maus-Bioassay wurden
vorher fir die Untersuchung Dosen von 280, 800 und 1310 uyg MC/kg KG/Tag abgeschatzt.
Der Extrakt enthielt dabei mindestens sieben verschiedene MCs, wobei als
Hauptkomponente MC-YR vermutet wurde. Ab der Dosis 800 pg/kg KG/Tag wurden
dosisabhangige histopathologische Leberveranderungen wie zytoplasmatische
Degeneration, Nekrosen einzelner Hepatozyten, periazinare Degeneration, verstopfte
Gallengange und Kupferzell-Proliferation beobachtet. Aulerdem war bei dieser Dosis im
Serum die Albuminkonzentration erniedrigt und die Aktivitdten der y-Glutamyl-
Transpeptidase, der alkalischen Phosphatase und der Bilirubingehalt erhéht. Ein LOAEL von
280 ug/kg KG/Tag wurde ermittelt. Schatzungen der Autoren zufolge entspricht das einem
LOAEL von 100 ug MC-LR-Aquivalenten/kg KG/Tag (Falconer, et al., 1994).
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2.5.10. Tumorpromotion und Kanzerogenitat

Durch einen mehrstufigen Prozess bestehend aus Tumorinitiation, Tumorpromotion und
Tumorprogression transformieren normale Zellen Gber neoplastische Zellen zu Tumorzellen
(Farber, 1968). Bei der Initiation kommt es zu einer DNS-Schadigung, welche im Normalfall
durch Reparaturenzyme erkannt und behoben wird. Nicht reparierte Zellen geben diese
Mutation vor allem von Proto-Onkogenen und Tumorsuppressor-Genen, welche Wachstums-
und Differenzierungsprozesse kontrollieren, bei der Zellteilung weiter. Wahrend der
Tumorpromotion wird die Vermehrung neoplastischer Zellen geférdert. Diese Zellen sind
meist dedifferenziert, proliferieren unkontrolliert und unterscheiden sich in ihrer Morphologie
und Funktion von den Nachbarzellen des betroffenen Gewebes. Die Tumorzellen entwickeln
sich wahrend der Tumorprogression zu einem makroskopisch sichtbaren Tumor. Dabei
wachsen Tumore autonom, weisen Angiogenese auf und sind resistent gegeniber
Apoptose. Durch Kollagenasen wird das umliegende Gewebe aufgelockert und es kommt zur
Bildung von Metastasen (Pitot, et al., 1989; Pitot, et al., 1996; Dragan, et al., 1993).

MCs und NOD gelten in vivo und in vitro als starke Protein-Phosphatase (PP)-Inhibitoren.
Eine PP-Inhibierung resultiert in einer erhéhten Phosphorylierung von Targetproteinen wie
Tumorsupressoren, was zu Zellproliferation, Zelltransformation und Tumorpromotion fiihren
kann (Chorus, et al., 1999).

Eine tumorpromovierende Wirkung durch MCs und NODs wird durch zahlreiche Studien
belegt (Hu, et al., 2002; Nishiwaki-Matsushima, et al., 1992; Carmichael, 1992; IARC, 2006).
AulRerdem gibt es Hinweise, dass MCs und NODs auch tumorinitierende Effekte aufweisen
(Yu, et al., 2001; lto, et al., 1997b; Ding, et al., 1999; Abdel-Hamid, 2009; Zegura, et al.,
2008).

So zeigte eine Studie an Mausen, dass nach einer Behandlung mit MC-LR neoplastische
Knotchen von bis zu 5 mm Durchmesser in der Leber auftraten. Dabei wurde den Tieren i.p.
20 ug MC-LR/kg KG 100-mal tber 28 Tage verabreicht. Die Neoplasien bildeten sich ohne
vorherige Gabe eines Tumorinitiators und waren noch zwei Monate nach der letzten
Behandlung vorhanden. In der gleichen Studie wurde nach Verabreichung von 80 ug
MC-LR/kg KG Uber eine Schlundsonde 100-mal wahrend 28 Tagen bei den Mausen weder
eine Knétchenbildung noch Leberschadigungen beobachtet. Das weist mdglicherweise auf
eine schlechte Aufnahme von MCs Uber den Gastrointestinaltrakt hin (lto, et al., 1997b).
Untersuchungen auf Hepatokanzerogenese mit Diethylnitrosamin (DEN), einem
Lebertumorinitiator, zeigten in vivo mit Ratten, dass sich NOD eindeutig als Tumorpromotor
erweist (Song, et al., 1999; Lim, et al., 1999; Lim, 2002).
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Gleiche Ergebnisse lieferten Nishiwaki-Matsushima et al. fir MC-LR. Sie behandelten Ratten
ebenfalls i.p. mit DEN gleicher Konzentration und mit 10 ug MC-LR/kg KG zweimal pro
Woche acht Wochen lang und stellten ab der dritten Woche eine starke tumorpromovierende
Wirkung auf die Leber fest. Der i.p. NOAEL lag dabei bei 1 ug/kg KG (Nishiwaki-Matsushima,
et al., 1992). Weiterhin war NOD in der Lage, einige Proto-Onkogene der fos- und jun-
Familie und den TNF-a zu aktivieren, von welchen vermutet wird, dass sie in der
Tumorpromotion eine Rolle spielen (Ohta, et al., 1992; Ohta, et al., 1994).

Auch Ohta et al. zeigten, dass sowohl MC-LR als auch NOD eine tumorpromovierende
Wirkung auf die Leber aufweisen. Bei ihrer Studie wurde Ratten wahrend zehn Wochen
zweimal pro Woche i.p. 25 pyg MC-LR oder NOD/kg KG verabreicht. Bei den Tieren, die
vorher einmalig i.p. mit 200 mg DEN behandelt wurden, waren Flachen und Anzahl der
Leberzellfoci (Glutathion S-Transferase placental-form positive liver cell foci) bei NOD 20 %
starker erhéht als bei MC-LR. NOD allein zeigte die gleiche Zunahme der Foci wie die Gabe
von DEN allein. MC-LR hingegen induzierte ohne Tumorinitiation durch DEN keine
Leberzellfoci. Daraus schlossen die Autoren, dass MC-LR ein Tumorpromotor sei und NOD
als ein komplettes Kanzerogen angesehen werden kann.

Weiterhin wird einen Zusammenhang zwischen mit MCs belastetem Wasser und HCC
(Hepatocellular carcinoma) in China festgestellt (Yu, 1995). Dabei werden vor allem die
Uberaktivierung des MAPK-Signalwegs und eine Desregulierung der Apoptose als Ursache
gesehen (Min, et al., 2011; Fabregat, 2009). Die IARC (/nternational Agency of Research on
Cancer) hat MC-LR als méglich karzinogen fir Menschen (Gruppe 2B) eingestuft (Grosse, et
al., 2006).

2.5.11. Analytik

Zur  Erfassung der  hohen Diversitat  von MCs  und NODs  stehen
flussigkeitschromatographische Verfahren wie LC und HPLC, mit oder ohne zusatzliche
Kopplung an nachgeschaltete Detektoren wie MS bzw. MS/MS und UV-Vis zur Verfligung
(Sangolkar, et al., 2006).

Kruger et al. entwickelten eine Methode zur Auftrennung und exakten Strukturaufklarung
verschiedener MCs und desmethylierter MCs (dmMCs). Eine Trennung zweier Varianten von
dmNOD, sowie der Microcystine MC-LR, MC-RR und MC-YR und ihrer einfach
desmethylierten Kongenere kann durch stationdre perfluorierter Phenylphasen
(Pentafluorphenyl- und Pentafluorphenylpropyl-Phasen) erreicht werden. Ein Formiat-
Puffer/Wasser-Acetonitril-Gemisch dient als mobile Phase, wobei ein Massendetektor

nachgeschaltet wird. Zur Bestimmung der chemischen Struktur konnten nach einer
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Peptidhydrolyse mittels semipraparativer HPLC die Aminosauren und daraus resultierende
Ketosauren stereospezifisch detektiert (Krlger, et al., 2009; Hoeger, et al., 2007).

Als Beispiel fiir MCs sind fiir dmMC-RR die Strukturvarianten [?Asp]MC-RR, ['Dha]MC-RR,
[’Asp, ‘Dhb]MC-RR und [*dmAdda]MC-RR méglich. Nach einer Peptidhydrolyse kann bei
einer Desmethylierung an Position drei anstelle von D-erythro-B-Methylasparaginsaure
(D-MeAsp) die D-Asparaginsaure (D-Asp) erfasst werden, an Position sieben ist statt
N-Methyldehydroalanin (Mdha) und Dehydrobutyrin (Dhb) Dehydroalanin zu detektieren. Bei
einer Desmethylierung an Adda an Position funf liegt 3-Amino-9-oxy-2,6,8-trimethyl-10-
phenyl-4,6-decadienséure (°dmAdda) vor. Beim desmethylierten Kongener von NOD sind
['Asp]NOD, [*dmAdda] und [°Dhb]JNOD méglich. Bei einer Desmethylierung an Position eins
ist D-MeAsp durch D-Asp, an Position drei dmAdda anstelle von Adda und an Position funf
Dhb statt Methyldehydrobutyrin (Mdhb) substituiert (Krlger, et al., 2010; Yu, et al., 2009).
Alternative Methoden zur Erfassung, jedoch nicht zur Auftrennung, von MCs sind Bioassays
wie Mouse Bioassay, Enzym-linked immunosorbent Assay (ELISA) und Protein-
Phosphatase-Inhibitions-Assay (PPIA) (McElhiney, et al., 2005; Msagati, et al., 2006;
Sangolkar, et al., 2006)
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3. Aufgabenstellung

Kontaminationen von Wasser, Nahrungsmitteln und Nahrungserganzungsmitteln durch
verschiedene Gattungen von Cyanobakterien stellen weltweit ein ernstes gesundheitliches
Problem flr Mensch und Tier dar. Vor allem die zyklischen Hepatotoxine Microcystine (MCs)
und Nodularine (NODs) werden fir die toxischen Effekte verantwortlich gemacht. Bis heute
sind bis zu 90 MC- und acht NOD-Varianten bekannt, die sich durch strukturelle
Modifikationen unterscheiden (Chorus, et al., 1999). Bislang erfolgt die Uberwachung von
Gewassern auf die rechtlich relevanten Microcystine MC-LR, MC-RR und MC-YR mit einer
HPLC-UV-Vis-Messmethode gemal der Norm ISO 20179. Jedoch werden hierbei die
anderen MCs, NODs und die entsprechenden Desmethyl-Varianten, Uber deren Struktur-
Wirkungsbeziehung wenig bekannt ist, nicht voneinander getrennt und gemeinsam miterfasst
(1ISO 20179, 2005).

Im Rahmen dieses Projektes sollten deshalb Zusammenhange zwischen chemischer
Struktur und toxikologischer Relevanz der hepatotoxischen MCs und NOD sowie ihrer
desmethylierten  Strukturvarianten aufgeklart werden. Die Basis hierfir bildeten
toxikologische Testungen der reinen Substanzen aus Kulturen von Microcystis aeruginosa
und Nodularia spumigena.

Es sollten vergleichende Untersuchungen zur Zytotoxizitat und zu Wirkmechanismen der
Toxizitdt von Microcystinen und Nodularin sowie ihrer desmethylierten Kongenere
durchgefiihrt werden, um auf der Grundlage toxikologischer Daten eine Einschatzung der
Gefahrdung flr Mensch und Tier mit diesen Toxinen vornehmen zu kénnen. MCs wie MC-LR
zeigen ihre Wirkung durch Hemmung von Proteinphosphatasen (PP) 1 und 2A, was zu einer
Hyperphosphorylierung von zellularen Proteinen flhrt. Dieser Wirkmechanismus durch MCs
und NOD konnte flr die Langzeit Tumorpromotion in der Leber in vivo verantwortlich sein.
Zunachst sollte die Zytotoxizitat verschiedener MCs, NOD und desmethylierter Kongenere in
Ratten- und Humanhepatozyten in Primarkultur quantitativ erfasst und mit der Hemmwirkung
auf die Proteinphosphatasen (PP) 1 und 2 humanem und tierischen Ursprungs verglichen
werden.

Da die Auslésung von Apoptose einen relevanten Wirkmechanismus von MCs und NOD
darstellt, wurde mit Hilfe verschiedener molekularbiologischer Methoden auf apoptotische
Merkmale analysiert.

AbschlieRend wurde zeit- und konzentrationsabhangig die Wirkung der Hemmung von PPs
auf deren zelluldaren Regulationsmechanismen untersucht, wodurch ein mdglicher
Zusammenhang zwischen veranderter zelluldrer Signalkette und Tumorpromotion in der

Leber gewonnen werden soll.
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4. Materialien und Methoden

4.1. Materialien und Chemikalien

Die verwendteten Chemikalien und Reagenzien stammen von gangigen Firmen wie
Applichem (Darmstadt), Sigma-Aldrich (Steinheim), Merck, (Darmstadt) und Roth (Karsruhe),
die Nahrmedien von PAA (Coélbe) und alle Verbrauchsmaterialien von Greiner
(Frickenhausen), sofern nicht anders angegeben.

Alle Testsubstanzen zur Behandlung der Zellen stammen von der Firma Enzo Life Sciences
(Plymouth Meeting, PA, USA) und Alexis Biochemicals (Lausen, Schweiz). Alle nicht
kommerziel erhaltlichen Microcystine und Nodularine wurden durch die Arbeitsgruppe der
Universitat Jena aus Cyanobakterienbliten aus Microcystis aeruginosa (Senftenberger See,
Brandenburg 2005) und aus Nodularia spumigena (Ostsee) gewonnen (Ufelmann, et al.,

2012). Die Testsubstanzen wurden in DMSO als Losungsmittel aufgenommen.

4.2. Arbeiten mit primaren Hepatozyten

4.2.1. Isolierung primarer Rattenhepatozyten

Die verwendete Wistar-Linie Crl:WI ist ein Auszucht-Rattenstamm, das vom Wistar-Institut in
Philadelphia, USA 1947 an die Scientific Products Farm abgegeben wurde. 1975 kam die
Rattenlinie von CRUK (Charles River United Kingdom) zu Charles River.

Zur Gewinnung primarer Hepatozyten mannlicher Wistar-Ratten (Abbildung 17) mit einem
Gewicht von 150-220 g wird eine zweistufige in situ Perfusion nach einer von Seglen
entwickelten Methode (Seglen, 1976), welche von Vetter und Schmitz modifiziert wurde
(Schmitz, 1994), unter sterilen Bedingungen durchgefihrt.

Abbildung 17: Primare Hepatozyten ménnlicher Wistar-Ratten
(VergroBerung 100x)
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Um diese sterilen Bedingungen einzuhalten, werden die verwendeten Glasgerate, das
Praparierbesteck, sowie die Silikonschlauche autoklaviert und die verwendeten Ldsungen
einer Sterilfiltration unterzogen. Die Perfusionslésungen 1 und 2 werden in einem
Wasserbad auf 42 °C, der Waschpuffer auf 37 °C temperiert. Nachdem die Ratte mit 300 pl
Pentobarbitalldsung/100 g Kdérpergewicht (entspricht 100 mg/kg KG) i.p. anasthesiert wurde,
erfolgt die Leberperfusion (Tabelle 3). Die Narkose wird mit dem Bauchmuskelreflextest
Uberprift. Dabei wird die Schwanzwurzel zusammengedrickt. Wenn die Bauchmuskulatur
kontrahiert, ist die Narkose noch nicht wirksam.

Nach vollstéandiger Narkotisierung wird durch Offnen des Abdomens bis zum Sternum die
Leber freigelegt. Danach werden zwei lose Ligaturen gelegt, eine etwa 1 cm unterhalb der
Leberpforte und der Vena porta und die zweite um die Vena cava inferior oberhalb des
Abgangs der rechten Vena renalis. Nun wird in die untere Hohlvene (vena cava inferior) das
Antikoagulans  Heparin injiziert, um eine Blutgerinnung zu vermeiden. Die
Perfusionslosungen werden in eine Kanlle eingeleitet, mit welcher der Einstich in die
Pfortader erfolgt. Danach wird die Ligatur festgezogen und fixiert. Die anschlieliende
Durchtrennung der Hohlvene ermdglicht das Abflieien des Perfusats aus der Leber in den
Bauchraum. Dann wird die EGTA-haltige Perfusionsldsung 1 mit einer Durchflussrate von
3,6 ml/min hindurchgeleitet, wodurch die Leber entblutet. Anschlieliend wird noch 10 min mit
einer Durchflussrate von 40 ml/min gesplilt, wodurch dem Gewebe Calciumionen entzogen
werden, was zum Auflosen der Desmosomen fiihrt. Eine weitere Venenkantle, die durch
eine zusatzliche Ligatur fixiert wird, wird in das Atrium eingeflihrt, wodurch nun der Austrag
nicht mehr Uber die Vena cava inferior, sondern Uber die Vena cava superior erfolgt. So kann
das Perfusat recycelt werden. Wahrend des Perfusionsschrittes wird das Zwerchfell gedffnet,
wodurch die Lunge kollabiert und das Tier stirbt.

Danach wird die entblutete Leber mit Perfusionslésung 2 mit Collagenase, welche das
Auflésen der extrazellularen Matrix bewirkt, 10 min mit einer Durchflussrate von 20 ml/min
gespult. Nun wird die Leber, die eine netzartige Struktur aufweist, herausgenommen, die
Leberkapsel unter sterilen Bedingungen Uber einem Nylontuch der Maschenweite 250 um
mit Hilfe einer Pinzette gedffnet und in ein Becherglas unter Zugabe von 200 ml Waschpuffer
filtriert. Der Vorgang wird mit einem feinmaschigen Nylonnetz der Maschenweite 100 ym
wiederholt, die erhaltenen Primarhepatozyten werden auf vier 50 ml Falcons verteilt und ca.
5 min bei 21 g und Raumtemperatur (RT) zentrifugiert. Danach wird die Waschlésung
vorsichtig abgesaugt, das Zellpellet in 20-25 ml frischem Waschpuffer resuspendiert und
nochmals zentrifugiert. Nach erneutem Absaugen der Waschlésung werden die Zellen mit je

7-8 ml Waschpuffer resuspendiert und in einem Falcon vereinigt (Tabelle 3).
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Perfusionslosung 1

NaCl (0,1 mM)

KCI (4 mM)

MgSO,x 7H,0 (1 mM)
KH,PO, x H,O (1 mM)
NaHCO; (20 mM)
HEPES (15 mM)
Glucose (8 mM)
EGTA (0,1 mM)
bidest. H,O

pH 7,4

Sterilfiltration und Sterilkontrolle

Lagerung bei 4 °C

31,59
1,649

1,35¢
0,75¢g
9,05¢
1799
759

0,19¢g
ad 5|

Perfusionsléosung 2

HEPES (10 mM)

DMEM/Ham’s F12 (1:1)
Lagerung bei 4 °C,
Sterilkontrolle
Kollagenase 100 CDU

kurz vor Gebrauch zufliigen

5 ml einer 1 mM-L&ésung
(pPH 7,4)
ad 500 ml

Einwaage ist fur jede

Charge zu berechnen

Waschpuffer 1

20 % FKS
HEPES (10 mM)

100 U Penicillin/0,1 mg/l

Streptomycin

DMEM/Ham’s F12 (1:1)
Lagerung bei 4 °C,

Sterilkontrolle

100 ml

5 ml einer 1 mM-L&sung
(pH 7,4)

5 ml einer 10000 U
Penicillin/10 mg/I
Streptomycin-Lésung

ad 500 ml

Heparin

1000 U/mlin 0,9 % NaCl

Lagerung bei 4 °C, Sterilfiltration
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Pentobarbitallésung Pentobarbital 33 mg
bidest. H,O ad 1 ml

kurz vor Gebrauch ansetzen

HEPES HEPES (1 M) 23,83 ¢
bidest. H,O ad 100 ml
pH 7,4; Sterilfiltration

4.2.1.1. Bestimmung der Zellzahl und Vitalitat

Die Zellzahl der Primarhepatozyten wird lichtmikroskopisch in einer Fuchs-Rosenthal-
Zahlkammer bei einer VergroRerung von 10x bestimmt. Die Zahlkammer besteht aus 4x4
Grolquadraten, von denen jedes einen Flacheninhalt von 1 mm? besitzt. Die Kammer hat
eine Tiefe von 0,2 mm, wodurch sich das Einschlussvolumen von 0,2 ul fir jedes der
GroRRquadrate ergibt.

Es werden 10 ul Zellsuspension mit 990 ul Waschpuffer versetzt (1:100 Verdiinnung) und die
Kammer bestlckt. Unter dem Mikroskop werden drei GroRquadrate ausgezahlt. Der
Mittelwert wird mit dem Verdinnungsfaktor 100 und mit dem Kammerfaktor 8000, der vom
Einschlussvolumen auf 1 ml umrechnet, multipliziert und durch den Kammerfaktor 16

dividiert. Das Ergebnis ist die Zellzahl pro ml.

Z * 8000 %100

Zellzahl/ml = 16

Z: Gesamtzahl der ausgezahlten Zellen
8000; 16: Kammerfaktoren
100: Verdunnungsfaktor

Um die Vitalitat zu bestimmen, wird die Kammer mit einer Losung beflllt, die aus 150 pl
Zellsuspension der 1:100-Verdunnung und 150 pl Trypanblau besteht. Das Trypanblau dringt
in die Zellen mit geschadigter Membran ein und farbt sie an. Das Verhaltnis von lebenden zu
toten Zellen gibt Auskunft Gber die Vitalitat. Die Anzahl der lebenden Zellen wird durch die
Gesamtzahl dividiert und mit 100 multipliziert, da die Vitalitat in Prozent angegeben wird.

Bei den Versuchen betrug die Vitalitdt mindestens 86%.
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4.2.2. Kultivierung und Behandlung primérer Rattenhepatozyten

Um ein optimales Anwachsen primarer Hepatozyten zu gewahrleisten, werden die
verwendeten Kulturgefalle mit einer dinnen Kollagenschicht tberzogen. Dabei wird der
Boden der KulturgefaRe mit einer Kollagenlésung (0,5 mg/ml) versetzt und wieder
abgenommen, so dass eine hauchdiinne Schicht entsteht. Diese KulturgefalRe werden Uber

Nacht in der Sterilbank unter Einwirkung von UV-Licht sowohl getrocknet als auch sterilisiert.

Herstellung einer Kollagenlésung: Um etwa 2 g Kollagenfasern zu erhalten, werden 20
Rattenschwanze gebraucht. Diese werden mit 70 %-igem Ethanol desinfiziert und unter der
Sterilbank gehautet. Die von der Schwanzspitze her herausgezogenen Kollagenfasern
werden Uber Nacht unter Einfluss von UV-Licht getrocknet. Danach werden sie in kleine
Stlicke geschnitten, durch Reiben zwischen den Fingern aufgespalten und Uber Nacht in
vorgewogenen 90 mm Gewebekulturschalen (GS) unter UV-Licht getrocknet. In diesem
Zustand kénnen die Kollagenfasern gut verschlossen bei -20 °C gelagert werden.

Um 500 ml Stocklésung zu erhalten, werden ca. 2 g Kollagenfasern unter sterilen
Bedingungen in einen Erlenmeyerkolben Uberfiihrt und mit bidest. H,O etwa eine Stunde
unter Rihren gewaschen. Die gereinigten Fasern werden flr 24 h in 500 ml steril filtrierter
0,1 %-iger Essigsaure unter Rihren gelost und danach durch eine Zentrifugation bei
3700 rpm fir drei Stunden von den nicht gelésten Fasern abgetrennt. Zum Schluss wird der
Proteingehalt bestimmt, wobei ungefahr 3 mg/ml zu erwarten sind, und die Arbeitslésung auf
einen Proteingehalt von 0,5 mg/ml mit steril filtrierter 0,1 %-iger Essigsaure eingestellt. Die

Lésungen werden bei 4 °C gelagert und sind fiir mindestens sechs Monaten haltbar.

Die Rattenhepatozyten werden entweder in 24-well Platten, 60 mm oder 90 mm GS in
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Low glucose (1 g/I) mit L-Glutamin unter Zusatz
von 10 % fetalem Kalberserum und 1 % Penicillin/Streptomycin im Brutschrank bei 37 °C,
95 % relativer Luftfeuchtigkeit und 5 % CO, kultiviert (Tabelle 4). Fur die 24 well Platten
werden 1 ml/well, fir die 60 mm GS 5 ml/GS und fir die 90 mm GS 8 ml/GS Zellsuspension
mit 0,1 Mio./cm? ausgesat. Um die Menge an benétigter Suspension pro Platte zu erhalten,
wird die Anzahl der wells bzw. GS mit der gewiinschten Zellzahl/well bzw. GS multipliziert

und durch die Zellzahl/ml dividiert.

1 x gewlinschte Zellzahl

ml/well bzw.PS = vitale Zellzahl/ml
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Tabelle 4: Nahrmedium fiir Rattenhepatozyten

Primarhepatozyten der Ratte FKS 10 %
Penicillin/Streptomycin 1%
DMEM low glucose 89 %

Lagerung bei 4 °C

Nach 2-3 h wird das Medium abgesaugt und durch 1 ml fur die 24-well Platten und 2 bzw.
6 ml fur die GS frisches Medium ersetzt.

Jeder Versuchsansatz enthalt Blankwerte sowie eine Positiv-, Negativ- und Mediumkontrolle
und wird unter gleichen Bedingungen durchgefihrt. Weiterhin werden die Zellen mit
Applikationssubstanzen verschiedener Konzentrationen versetzt, wobei die
Endkonzentration des DMSO im Medium bei 0,1 % (V/V) gehalten wird (Tabelle 5).

Die behandelten Zellen werden fir 24 h im Brutschrank bei 95 % relativer Luftfeuchtigkeit,
37 °C und 5 % CO, inkubiert.

Tabelle 5: Substanzendkonzentrationen fiir Rattenhepatozyten

Substanz [nM]

MC-LR 0,1; 1; 10; 50; 100; 150; 200
*Asp]MC-LR 0,1; 1; 5; 10; 30; 50; 100
['Dha]MC-LR 0,1; 1; 10; 50; 100

MC-RR 0,1;1; 10; 100
[PAsp]MC-RR 0,1; 1; 5; 10; 30; 50; 100
['Dha]MC-RR 0,1; 1; 10; 100

MC-YR 0,1; 1; 10; 50; 100
dmMC-YR 0,1; 1; 10; 50; 100
MC-HtyR 0,1;1; 5; 10; 30; 50; 100
MC-LW 0,1;1; 5; 10; 30; 50; 100
MC-WR 0,1;1; 5; 10; 30; 50; 100
MC.LY 0,1; 1; 5; 10; 30; 50; 100
MC-LA 0,1;1; 5;10; 100

MC-LF 0,1;1; 5; 10

NOD 0,1; 1; 10; 50; 100; 150; 200
['Asp]NOD:[°Dhb]JNOD>10:1 0,1; 1; 10; 50; 100

['Asp]NOD 0,1; 1; 5; 10; 50; 100; 150; 200
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4.2.3. Kultivierung und Behandlung primarer humaner Hepatozyten

Primare humane Hepatozyten in kollagenbeschichteten 96-well Platten wurden von Lonza
(K6In) bezogen. Die Zellen werden aus herausgeschnittenen Leberstiicken von Patienten,
die via PCR negativ auf HIV 1, HCV und HBV getestet wurden, isoliert. Die Vitalitat sollte
nach Angaben der Firma 80-90% betragen. Die genauen Spenderdaten und
Produktbeschreibung wurden mit jeder Lieferung dokumentiert.

Nach der Lieferung werden frische humane Hepatozyten bei 37 °C, 95 % relativer
Luftfeuchte und 5 % CO, in mitgeliefertem phenolrothaltigem Medium inkubiert. Nach 2-3 h
wird das Medium abgesaugt und durch 200 pl mit HCM Bullet Kit supplementiertem HBM

Basal Medium mit Applikationssubstanzen ersetzt (Tabelle 6 und Tabelle 7).

Tabelle 6: Ndhrmedium fiir humane Primarhepatozyten

Humane Primirhepatozyten HCM™ BulletKit
bestehend aus HBM™
und HCM™ SingleQuots
Lagerung bei 4 °C

HBM™ Medium Basalmedium ohne
Wachstumsfaktoren

HCM™ SingleQuots Zusétze und
Wachstumsfaktoren

(Ascorbinsaure, BSA-FAF,
Transferin, Insulin, hEGF,
GA-1000)

Lagerung bei 4 °C

Jeder Versuchsansatz enthalt eine Positiv-, Negativ- und Mediumkontrolle und wird unter
gleichen Bedingungen in einer Viererbestimmung durchgefihrt. Zur Positivkontrolle wird
Saponin mit einer Endkonzentration von 0,1 % verwendet. Als Negativkontrolle dienen
Zellen, die anstelle von Saponin mit DMSO 0,1; 0,3 und 0,5 % (V/V) behandelt werden.
Weiterhin werden die Zellen mit Applikationssubstanzen verschiedener Konzentrationen
versetzt, wobei die Endkonzentration des DMSO im Medium bei 0,1; 0,3 und 0,5 % (V/V)
gehalten wird (Tabelle 7).

Die behandelten Zellen werden fir 24 h im Brutschrank bei 95 % relativer Luftfeuchtigkeit,
37 °C und 5 % CO, inkubiert.
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Tabelle 7: Substanzendkonzentrationen fiir humane Hepatozyten

Substanz [nM]

MC-LR 0,1; 1; 5; 10; 50; 100; 200; 400; 600
[3Asp]MC-LR 0,1; 1; 5; 10; 50; 100; 200; 400; 600
[7Dha]MC-LR 0,1; 1; 5; 10; 50; 100; 200; 400; 600
MC-HtyR 0,1; 1; 5; 10; 50; 100; 200; 300; 500

MC-LW 0,1; 1; 5; 10; 50; 100; 200; 300; 500
MC-WR 0,1; 1; 5; 10; 50; 100; 200; 300; 500
MC.LY 0,1; 1; 5; 10; 50; 100; 200; 300; 500
MC-LA 0,1; 1; 5; 10; 50; 100; 200; 400; 600
NOD 0,1; 1; 5; 10; 50; 100; 200; 400; 600

['Asp]NOD 0,1; 1; 5; 10; 50; 100; 200; 400; 600

4.2 4. Resazurinreduktionstest

Mit dem Resazurinreduktionstest kann die Zellvitalitdt bestimmt werden. Die grundlegende
Reaktion, die in Abbildung 18 2zu sehen ist, beruht auf der Umwandlung von
nichtfluoreszierendem Resazurin zu fluoreszierendem Resorufin, die in lebenden Zellen in

den Mitochondrien und im Zytoplasma unter NADH-Verbrauch stattfindet.

?@
N N
/©:®j;\:\L NADH/H' NAD', H,0 /@i \:@
HO 0 0 —~ . 0 o o
Resazurin Resorufin

Abbildung 18: Umwandlung von Resazurin zu Resorufin unter NADH-Verbrauch

Zur Messung des Resorufins, das ein Exzitationsmaximum bei 544 nm und ein
Emissionsmaximum bei 590 nm besitzt, wurde ein Fluoroscan Ascent Plattenreader
(Labsystem) benutzt (O'Brien, et al., 2000).

Unmittelbar vor Gebrauch wird die Resazurin-Arbeitsldsung lichtgeschitzt hergestellt
(Tabelle 8). Das Inkubationsmedium der behandelten primdren Human- und
Rattenhepatozyten wird nach 24 h abgesaugt und der Zellrasen mit vorgewarmtem PBS™
(Tabelle 9) gewaschen. Dann wird 1 ml in 24-well Platten (primare Rattenhepatozyten) bzw.

200 pl/well in 96-well Platten (primdare Humanhepatozyten) Resazurin-Arbeitslésung
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hinzugegeben und fur 90 min bei 95 % relativer Luftfeuchtigkeit, 37 °C und 5 % CO,
inkubiert. Zum Schluss werden die 24- bzw. 96-well Platten in den Plattenreader gestellt und
bei einer Anregungswellenlange von 544 nm und einer Emissionswellenlange von 590 nm
bei 37 °C vermessen.

Die Vitalitat der Zellen wird nach folgender Formel berechnet:

My_
Vitalitat [%] = MB L+ 100

K-L

Mz..: Messwert der behandelten Zellen minus den Blankwert

Mk..: Messwert der Losungsmittelkontrolle minus den Blankwert

Tabelle 8: Losungen fiir Resazurinreduktionstest

PBS™ (phosphate buffered NaCl (137 mM) 8,006 g
saline) calcium and

magnesium free

KCI (2,7 mM) 0,201 g
NaH,PO, (6,5 mM) 0,923 g
KH,PO, (1,5 mM) 0,204 g
bidest. H,O ad 1l
pH 7,4

Lagerung bei RT bzw. 4 °C

Resazurin-Stammlésung Resazurin 110,5 mg

Dimethylformamid 1 ml

Lagerung bei 4 °C; 7 Tage; dunkel

NaCl/Pi-Puffer KH,PO, 144 mg
NacCl 9¢
Na,HPO, 528 mg
bidest. H,O ad 1l

Lagerung bei 4 °C

Resazurin-NaCl/Pi-Lésung Resazurin-Stammlésung
NaCl/Pi-Puffer 1:1000
Lagerung bei 4 °C; 4 Wochen;

dunkel
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Resazurin-Arbeitslosung
Primare Rattenhepatozyten Resazurin-NaCl/Pi-Lésung
DMEM low glucose 1:10

unmittelbar vor Gebrauch; dunkel

Resazurin-Arbeitslosung
Primare Humanhepatozyten Resazurin-NaCl/Pi-Lésung
HBM™ Medium 1:10

unmittelbar vor Gebrauch; dunkel

4.2.5. LDH-Leakage-Test

Die Abgabe des Enzyms Laktat-Dehydrogenase (LDH) durch Zellen aus ihrem Zytoplasma
ist eine sichere Methode zur Bestimmung einer gestorten Membranintegritat. Der LDH-Assay
wurde 1963 von Bergmeyer und Bernt entwickelt. Die grundlegende Reaktion beruht auf der
Oxidation von B-NADH zu B-NAD" bei der Reduktion von Pyruvat zu Laktat durch das Enzym
LDH. Der Ruckgang an B-NADH kann durch die Abnahme der Absorption bei 340 nm
gemessen werden und steht fur die Abgabe an LDH durch die Zellen. Der prozentuale
Zelltod berechnet sich durch die LDH-Aktivitat im Medium in Bezug auf die Aktivitat in allen
Zellen. Die Messung erfolgt am Fluoroscan Ascent (Labsystem) bei einer
Anregungswellenlange von 355 nm und einer Emissionswellenlange von 460 nm (Moran, et
al., 1996).

LDH
Pyruvat + B NADH = Laktat + B NAD*

Die Zellernte der primaren Rattenhepatozyten erfolgt nach 24 h. Dabei wird 1 ml des
Inkubationsmediums in ein vorgeklihltes Reaktionsgefal (RG) Uberfihrt und auf Eis gestellt.
Das Inkubationsmedium enthalt die Menge an LDH, die durch tote Zellen abgesondert
wurde. Das Medium wird bei 1000 g und 4 °C flr 5 min zentrifugiert, der Mediumuiberstand in
ein vorgekihltes RG Uberfihrt und bei -20°C zwischengelagert. Das restliche
Inkubationsmedium wird von den GS abgegossen und dreimal mit 4 °C kaltem
PBS™ gewaschen. Danach werden 800 pl eiskaltes PBS™ auf den Zellrasen gegeben, die
Zellen mit einem Zellschaber abgelést und in ein vorgekihltes RG Uberfihrt. Die Zellen

werden fir 10 min bei 1000 g und 4 °C zentrifugiert, der Uberstand wird verworfen, das
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Pellet in 400 pl eiskaltem PBS™ aufgenommen und fir 3-5 Sekunden mit einer
Ultraschallsonde (Labsonic, Braun) homogenisiert. Zum Schluss wird bei 4 °C und 9000 g flr
10 min zentrifugiert und der Uberstand, der nun die Gesamtmenge an LDH der Zellen
aufweist, in ein vorgekihltes RG (berfiihrt. Beim Uberstand handelt es sich um die S9-
Fraktion. Alle Proben kénnen bis zur Messung bei -80 °C gelagert werden.

Die bei -80 °C gelagerten Proben werden auf Eis aufgetaut, die bendtigten Mengen an
B-NADH-L6sung und Pyruvat-Lésung kurz vor Gebrauch hergestellt, die B-NADH-L&sung
lichtgeschltzt auf Eis gestellt und die Pyruvat-Lésung lichtgeschitzt bei RT belassen
(Tabelle 9). Von jeder aufgetauten und geschittelten Probe wird eine Doppelbestimmung
durchgefiihrt. Sowohl von den Mediumiberstanden (MU) als auch den S9-Fraktionen
werden 40 ul/well in eine auf Eis gestellte 96-well Platte pipettiert. Zu den Proben werden
140 pl/well Pyruvat-LDH-Phosphat-Lésung dispensiert, dann wird die Platte geschdttelt und
20 ul/well B-NADH-L6sung dispensiert. Die Messung erfolgt bei einer Anregungswellenlange
von 355 nm und einer Emissionswellenlange von 460 nm Uber einen Zeitraum von 3 min im
Abstand von 20 Sekunden.

Fir jedes well werden zehn Messpunkte generiert, die in einer negativen Steigung die
Abnahme an [B-NADH beschreiben. Die Steigung wird mit den entsprechenden
Verdunnungsfaktoren multipliziert und die LDH-Leakage [%] anhand folgender Formel

berechnet. Die Verdiinnungsfaktoren betragen fiir den MU 250 und fiir die S9-Fraktion 50.

LDH(MU)
LDH — Leakage [%] = * 100

LDH(MU) + LDH(S9)

Aus der LDH-Leakage wird die \Vitalitit bezogen auf die Negativkontrolle
(Lésungsmittelkontrolle DMSO 0,1 % V/V) berechnet und in Prozent angegeben.

Tabelle 9: Lésungen fiir LDH-Assay

LDH-Phosphat-Puffer K;HPO, (50 mM) 4,355 g
KH.PO, (8 mM) 0,544 g
bidest. H,O ad 500 ml
pH 7,4

Lagerung bei 4 °C; 1 Monat

Pyruvat-Lésung Pyruvat (48 mM) 52,8 mg
LDH-Pi-Puffer ad 10 ml

unmittelbar vor Gebrauch; auf Eis
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B-NADH-L6sung B-NADH (3 mM) 21,27 mg
LDH-Pi-Puffer ad 10 ml

unmittelbar vor Gebrauch; auf Eis; dunkel

Pyruvat-LDH-Pi-Lésung LDH-Pi-Puffer
Pyruvat-Lésung 8:6

unmittelbar vor Gebrauch; auf Eis

PBS™ (phosphate buffered NaCl (137 mM) 8,006 g
saline) calcium and

magnesium free

KCI (2,7 mM) 0,201 g
NaH,PO, (6,5 mM) 0,923 g
KH,PO, (1,5 mM) 0,204 g
bidest. H,O ad 11
pH 7,4

Lagerung bei RT bzw. 4 °C

4.2.6. Proteinisolierung-Zelllysat

Die Zellernte primarer Rattenhepatozyten mit Inkubationsmedium in 60 mm GS erfolgt nach
24 h inkubation. Dabei werden die Zellen bei 1000 g und 4 °C fir 5 min zentrifugiert und
anschlielend zweimal mit eiskaltem PBS "gewaschen. Das Pellet wird mit 200 ul Lysispuffer
versetzt (Tabelle 10), resuspendiert, an einer Ultraschallsonde lysiert und fir 10 min bei 4 °C
und 20000 g zentrifugiert. Der Uberstand wird zur Proteinbestimmung nach Bradford

eingesetzt.
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Tabelle 10: Lysispuffer fiir Western Blot

Lysispuffer Tris/HCI (50 mM) 606 mg
EDTA (15 mM) 558 mg
NaCl (150 mM) 876 mg
Triton X-100 100 pl

kurz vor Gebrauch PMSF (1 mM) 17,4 mg
NaszVO, 18,4 mg
Protease Inhibitions Cocktail (PIC: 0,5 %) 500 ul
bidest. H,O ad 100 ml
pH 8,0

Lagerung bei 4 °C

4.2.7. Proteinkonzentrationbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung erfolgt mittels unspezifischer Komplexbindung kationischer und
nichtpolarer, hydrophober Seitenketten von Proteinen an den Farbstoff Coomassie-
Brillantblau G 250. Dies bewirkt im sauren Milieu eine Verschiebung des

Absorptionsmaximums des Farbstoffs von 465 nm zu 595 nm (Bradford, 1976).

Zur Quantifizierung des Proteingehalts wird in einer 96-well Platte eine Kalibriergerade mit je
20 ul BSA (Bovine Serum Albumin) in Triplikaten pipettiert (Tabelle 11).

Tabelle 11: Kalibriergerade mit BSA

Well pg BSA/well BSA [mg/ml]

A 10 0,5
B 8 0,4
C 6 0,3
D 4 0,2
E 2 0,1
F 1 0,05
G 0 0

Die Zelllysate werden mit bidest. H,O 1:20 verdinnt und in Triplikaten je 20 ul/well in eine
96-well Platte pipettiert. Weiterhin wird in jedes well 200 ul einer 1:5 mit bidest. H,O

verdinnten Protein Dye-Lésung (Bio-Rad, Minchen) zupipettiert. Nach 10 min
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Inkubationszeit wird die Platte bei 595 nm photometrisch in einem Plattenlesegerat
vermessen. Durch die Kalibriergerade mittels Erstellung einer Geradengleichung kann der

Proteingehalt errechnet werden.

4.2.8. Fluorometrische Bestimmung der Caspase-Aktivitat

Die Enzymaktivitat von Caspasen kann als Marker fir Apoptose herangezogen werden
(siehe 2.5.7). Dabei wird die Aktivitat mittels Spaltung spezifischer Peptidsubstrate, an deren
C-terminalen Aspartat-Rest ein Fluorophor gekoppelt ist, analysiert. Die verwendeten
Caspasen (Tabelle 12) spalten spezifisch in primaren Rattenhepatozyten das Fluorophor 7-
Amido-4-trifluormethylcoumarin (AFC) ab (Wudtiwai, et al., 2011; Kottke, et al., 2002). Die
erfasste Fluoreszenz der Probe bei einer Anregungswellenlange von 400 nm und einer
Emissionswellenlange von 505 nm ist somit proportional zur Caspaseaktivitat, welche in
pmol AFC/min*mg Protein angegeben wird. Der Proteingehalt wird nach der Methode von
Bradford (Bradford, 1976) bestimmt.

Tabelle 12: Caspasen

Substrat Caspase

Ac-IETD-AFC  Caspase 8 (extrinsischer Signalweg; Biomol, Hamburg)
Ac-LEHD-AFC Caspase 9 (intrinsischer Signalweg; Biomol, Hamburg)
Ac-DEVD-AFC Caspase 3/7 (Effektor-Caspase; Enzo Life Sciences, Lorrach)

Primare Rattenhepatozyten in 90 mm GS werden nach 24 h Inkubation mit dem
Inkubationsmedium geerntet und fiir 5 min bei 400 g und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wird in
eiskaltem PBS resuspendiert und erneut zentrifugiert. Zur Aufbereitung werden die Zellen in
500 ul Lysis Puffer (Tabelle 13) aufgenommen, gut gevortext und vier Gefrier-Auftau-Zyklen
mit flissigem Stickstoff und 37 °C warmen Wasser unterzogen. Danach erfolgt eine
Zentrifugation fir 30 min bei 14000 g und 4 °C. Das Zelllysat wird zu je 80 pl aliquotiert und
bei -80 °C gelagert, wobei eines zur Proteinbestimmung verwendet wird. Unter Anwesenheit
entsprechender Caspasen in Caspase Reaktionspuffer (Tabelle 13) wird in 96-well Platten
bei Em=510-540, Ex=390-400 nm eine Kinetik tber 90 min in Intervallen von 5 min bei 37 °C

aufgenommen.



Tabelle 13: Capase Lysis- und Reaktionspuffer
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Lysispuffer HEPES (10 mM) 119,2 mg
CHAPS (0,1 %) 5mg
EDTA (5 mM) 29,2 mg
bidest. H,O ad 50 ml
pH 7,4
sterilfiltriert; Lagerung bei -20 °C
kurz vor Gebrauch DTT (5 mM) 77 mg/100 mi
PIC 0,1 %
10x Caspase PIPES (250 nM) 1,512 g
Reaktionspuffer
CHAPS (2,5 %) 500 mg
EDTA (50 mM) 292 mg
bidest. H,O ad 50 ml
pH 7,4
sterilfiltriert; Lagerung bei -20 °C
kurz vor Gebrauch DTT (50 mM) 770 mg/100 ml

Es wird eine AFC-Kalibriergerade mitvermessen, auf die die Caspaseaktivitat bezogen wird.

Die Substrate werden in einer Konzentration von 1 mM eingesetzt und ein Blank mitgefiihrt.

Tabelle 14: Pipettierschema fiir Caspase-Assay

Blank bidest. H,O 170 pl
10x Caspase Reaktionspuffer 20 ul
Substrat in DMSO (1 mM) 10 pl

Probe bidest. H,O 140 pl
10x Caspase Reaktionspuffer 20 ul
Substrat in DMSO (1 mM) 10 ul
Lysat 30 ul

Kalibriergerade bidest. H,O 170 pl
10x Caspase Reaktionspuffer 20 ul

AFC Sandard

10 pl
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4.2.9. Chromatinfarbung mit 4°,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)

Bei der Apoptose kondensiert das Chromatin und wird fragmentiert. Mit dem
Fluoreszenzfarbstoff DAPI, welches sich in doppelstrangige DNS einlagert, lassen sich
Zellkerne fixierter Zellen selektiv anfarben. Apoptotische Zellkerne erscheinen stark

kondensiert, halbmond-férmig oder fragmentiert (Hotz, et al., 1994).

Primare Rattenhepatozyten werden in 60 mm GS ausgesat, nach 24h das
Inkubationsmedium abgekippt und der Zellrasen zweimal mit eiskaltem PBS™ gewaschen.
Die Fixierung der Zellen erfolgt mit Methanol flir 15 min bei RT. Nach Abkippen des
Methanols werden die Zellen mit DAPI-Farbeldsung (Tabelle 15) fir 5 min inkubiert. Dabei
dient Triton-X 100 der Permeabilisierung der Zellmembran, wodurch der Farbstoff in die Zelle
gelangt. Im Anschluss wird zweimal fir 5 min mit Methanol gewaschen, an der Luft
getrocknet und bis zur Auszahlung an einem Fluoreszenzmikroskop im Dunkeln gelagert. Es
erfolgt fir jede Behandlung eine Doppelbestimmung, es werden 1000 Kerne ausgezahlt und

der Prozentsatz apoptotischer Zellen als apoptotic index berechnet.

Tabelle 15: DAPI-Féarbel6sung

DAPI-Farbelésung PBS™ (50 %) 50 ml
Methanol (50 %) 50 mi
DAPI 5 pg/ml
Triton-X 100 (0,1 %) 100 pl

Lagerung bei 4 °C

4.2.10. DNS-Fragmentierungs-Analyse (,,DNA-laddering*)

DNS-Fragmentierung, die wahrend der Apoptose zur Spaltung des Chromatins zwischen
den Nukleosomen durch spezifische Nukleasen fiihrt, kann im Agarose-Gel elektrophoretisch
aufgetrennt werden. Dabei entsteht ein charakteristisches Banden-Muster (DNA-/addering)
mit Banden von jeweils 200 bp Abstand. Zur Sichtbarmachung der DNS-Leiter wird dem
Agarose-Gel Ethidiumbromid, welches mit heteroaromatischen Ringen der Nukleobasen in
Wechselwirkung tritt, zugefuhrt (Zhang, et al., 2000; Huang, et al., 1992).

Zur Isolierung der DNS werden primare Rattenhepatozyten in 90 mm GS ausgesat und fir
24 h inkubiert. Als Positivkontrolle dienen Zellen, die mit UVC-Licht (50 J/m?) bestrahlt



Seite |54

wurden, und als Negativkontrolle wurden mit dem Ld&sungsmittel DMSO (0,1 % V/V)
behandelte Zellen verwendet.

Das Zellpellet wird in 400 ul TTE Puffer mit 8 yl RNase A-Lésung (50 mg/ml in TTE Puffer)
und 8 ul Proteinase K-Loésung (50 mg/ml in TTE Puffer) aufgenommen und gevortext
(Tabelle 16). Die Zellsuspension wird flr 2-3 h im Wasserbad bei 55°C gestellt, wodurch
Proteine und RNS verdaut werden und die DNS vom Chromatin geldst wird.

Nachdem das Lysat klar ist, wird die DNS einmal mit Phenol:Chloroform:lIsoamylalkohol
(25:24:1) und einmal mit Chloroform:Isoamylalkohol (24:1) extrahiert. Dabei wird das Lysat
mit 400 pl Extraktionslésung versetzt, grindlich gevortext, bei RT fir 15 min und 12000 g
zentrifugiert und die obere wassrige Phase ohne Interphase in ein RG uberfuhrt. Nach
Beenden der Extraktion wird die wassrige Phase mit 1 ml -20 °C kaltem 100 %igem Ethanol
versetzt und das RG solange Uber Kopf geschwenkt, bis die DNS ausfallt. Daraufhin wird fir
15 min bei 12000 g und 4 °C zentrifugiert, der Uberstand verworfen, das Pellet mit 500 pl
70 %igem Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert. Nach dem Waschschritt wird das

Ethanol restlos entfernt und die DNS an der Luft getrocknet.

Tabelle 16: TTE Puffer

TTE Puffer Tris (10 mM) 121,1 mg
Na,EDTA (10 mM) 186 mg
NaCl (25 mM) 73 mg
Triton-X 100 (0,2 %) 200 pl
SDS (20 %ig; 1 %) 5ml
bidest. H,O ad 100 ml
pH 8,0

Die DNS wird in 30 ul bidest. H,O Uber Nacht bei 4 °C gel6st, mit Hilfe des NanoDrops (ND-
1000, Peqlab) wird der DNS-Gehalt bestimmt und mit bidest. H,O auf 500 ng/ul DNS
verdunnt. Es werden 10 pl der Lésung mit 5 pl Ladepuffer versetzt und in einem 1,5 %igen
Agarose-Gel in TAE-Puffer mit 0,02 % Ethidiumbromid fur 2 h bei 90 V elektrophoretisch
aufgetrennt (Tabelle 17). Die Detektion der Gele erfolgt durch Anregung mit UV-Licht am
Strategene-Eagle-Eye.
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Tabelle 17:TE-, Lade- und TAE-Puffer

TE Puffer Tris (10 mM) 121,1 mg
Na,EDTA (10 mM) 186 mg
NaCl (25 mM) 73 mg
bidest. H,O ad 100 ml
pH 8,0

Ladepuffer Glycerol (30 %) in TE Puffer

TAE Puffer Tris (40 mM) 4,844 g
Na,EDTA (1 mM) 186 mg
Essigsaure (20 mM) 1,144 mi
bidest. H,O ad 11
pH 8,3

4.2.11. Natrium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE)

Bei der Gelelektrophorese erfolgt eine Auftrennung geladener Teilchen (hier von Proteinen)
im elektrischen Feld. Dabei liegen multimere Proteine durch reduktive Aufspaltung der
Disulfidbindungen mit dem Thiolalkohol 3-Mercaptoethanol als Monomere vor. Durch das
Zufigen des anionischen Detergenz SDS wird durch die Bildung von SDS-Polypeptid-
Mizellen die Eigenladung der Proteine maskiert, wodurch ein konstantes
Masse/Ladeverhaltnis ensteht und die Proteine dadurch nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt werden. Durch das Mitfiihren von Markerproteinen kann das Molekulargewicht
der unbekannten Proteine zugeordnet werden.

Die Verwendung einer diskontinuierlichen Gelelektrophorese ermdglicht im Vergleich zu
einer kontinuierlichen Elektrophorese eine hoéhere Bandenscharfe. Dabei wird die
Diskontinuitat durch unterschiedliche pH-Werte sowie Porengrélle zwischen Sammel- und
Trenngel erreicht. Das weitporige Sammelgel weist einen pH-Wert von 6,8 auf, wodurch das
vorhandene Glycin als ungeladenes Zwitterion vorliegt. Dieses wandert im Gegensatz zu
vorhandenen Chlorid-lonen langsamer, wodurch sich zwischen den beiden Lauffronten eine
Potentialdifferenz bildet. Es entstehen Proteinstapel, die mit gleicher Geschwindigkeit
wandern. Erreicht Glycin das engporige Trenngel mit einem pH-Wert von 8,8 bekommt es

eine negative Ladung und wandert deshalb schneller. Die engen Poren des Trenngels
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bewirken ein  Verdichten der Proteinstapel, wodurch diese nach ihrem

Masse/Ladungsverhaltnis aufgetrennt werden.

Die Loésung flr dasTrenngel (Tabelle 18) wird zusammenpipettiert und rasch zwischen zwei
Glasplatten in einer vertikalen Gieflstandvorrichtung gegossen. Das Trenngel wird mit
70 %igem Isopropanol beschichtet, um eine glatte Oberflache zu erhalten. Nach
Auspolymerisieren des Gels (ca. 30 min) wird das Isopropanol mit Filterpapier entfernt. Das
Trenngel wird mit dem Sammelgel (Tabelle 18) beschichtet und mit einem 10er
Probenkamm, welcher die Geltaschen formt, versehen. Nach einem erneuten
Auspolymerisieren (ca. 30 min) wir der Kamm wieder entfernt.

Die Proteinproben werden mit bidest. H,O so verdiinnt, dass ein konstanter Proteingehalt
vorliegt. Dabei werden 100 pl Probe mit 50 pl 6x Ladepuffer (Tabelle 19) versetzt, fir 5 min
bei 95 °C denaturiert, auf Eis abgekuhlt und abzentrifugiert.



Tabelle 18: Trenn- und Sammelgel fiir SDS-PAGE
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Trenngel 12 %

bidest. H,O

Tris/HCI (1,5 M; pH 8,8)

Acrylamid (30 %)

SDS (10 %)
Ammoniumperoxiddisulfat (APS)
(10 %)

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

1,75 mi
1,25 mi
2 ml
50 ul
50 ul

2,5yl

Trenngel 10 %

bidest. H,O

Tris/HCI (1,5 M; pH 8,8)

Acrylamid (30 %)

SDS (10 %)
Ammoniumperoxiddisulfat (APS)
(10 %)

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

2 mi
1,25 ml
1,65 ml
50 ul
50 ul

2,5yl

Sammelgel 5 %

bidest. H,O

Tris/HCI (1 M; pH 6,8)

Acrylamid (30 %)

SDS (10 %)
Ammoniumperoxiddisulfat (APS)
(10 %)

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

1,09 mi
0,5 ml
0,333 ml
20 pl

20 pl

2 ul

Sammelgel 4 %

bidest. H,O

Tris/HCI (0,5 M; pH 6,8)

Acrylamid (30 %)

SDS (10 %)
Ammoniumperoxiddisulfat (APS)
(10 %)

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

1,2 ml
0,5 ml
0,25 ml
20 pl
20 pl
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Tabelle 19: 6x Ladepuffer fir SDS-PAGE

6x Ladepuffer Tris/HCI (0,5 M; pH 6,8) 50 ml

SDS 1,244 g
Glycerin 40 ml
Bromphenolblau 0,16 g
B-Mercaptoethanol 5ml
bidest. H,O ad 100 ml

Lagerung bei -20 °C

Je zwei Gele werden in eine vertikale Kammervorrichtung (Mini Protean Il Apparatus,
Bio-Rad) eingespannt und mit 1x SDS-Elektrophoresepuffer (Tabelle 20) Uberschichtet. Es
werden 18 ul Probe/Tasche und 5 ul Molekulargewichtsmarker in eine Tasche (Bio-Rad)
pipettiert. Zunachst wird eine konstante Spannung von 80 V eingestellt. Nachdem die
Lauffront das Trenngel erreicht (ca. 15 min), wird die Spannung auf 100 V erhéht. Nach ca.
2 h, wenn die Lauffront am unteren Ende des Gels ankommt, kann die Elektrophorese

beendet werden.

Tabelle 20: 10x Elektrophorese-Puffer

10x Elektrophoresepuffer Glycin (2 M) 720 g
Tris (250 mM) 150 g
SDS (20 %-Loésung) 1 % (V/V) (250 ml)
bidest. H,O ad 5|

Lagerung bei RT

4.2.12. Western Blot und Immunoblot

Im Anschluss an die SDS-PAGE erfolgt der Western Blot. Dabei werden die aufgetrennten
Proteine in einem elektrischen Feld vom Gel auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran
in einer Semi-Dry-Apparatur (Hoefer, San Francisco, CA, USA) Ubertragen.

Die hydrophobe PVDF-Membran (Bio-Rad) mit einer Gréf3e von 6,5 x 9 cm wird in Methanol
aktiviert und zuerst in bidest. H,O und danach in Anodenpuffer Il (Tabelle 21) equilibriert. Die
Gele werden fur 15 min in Kathodenpuffer (Tabelle 21) equilibriert. Weiterhin werden
Filterpapiere der GréRRe 7 x 9,5 cm in entsprechenden Puffern getrankt und nach Abbildung
19 eine Semi-Dry-Blot bestehend aus Filterpapieren, Gel, Membran aufgebaut. Der Blot

erfolgt bei einer konstanten Stromstérke von 0,8 mA/cm? (45 mA/Membran) fir 75 min.
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Tabelle 21: Blotting Puffer

Anodenpuffer | Tris (300 mM) 36,39
Methanol 100 ml
bidest. H,O ad. 11
pH-Wert 10,4

Lagerung bei RT

Anodenpuffer Il Tris (25 mM) 39
Methanol 100 ml
bidest. H,O ad. 11
pH-Wert 10,4
Lagerung bei RT

Kathodenpuffer Glycin (40 mM) 39
Tris (25 mM) 39
Methanol 200 ml
SDS (20 %-Lésung) 250 pl
bidest. H,O ad. 11

pH-Wert 9,4
Lagerung bei RT

Kathode mit 5 kg Gewicht

3 Filtterpappiere in Kathodenpuffer

Gel
PVDF-Membran

2 Filterpapiere in Anodenpuffer Il
1 Filterpapier in Anodenpuffer |

Anode

Abbildung 19: Aufbau einer Semi-Dry-Blotting-Apparatur

Die Membran wird nach dem Blotvorgang fiir 1 h bei RT oder Uber Nacht bei 4 °C in einem

Blocking Puffer (Tabelle 22) inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu besetzen. Im
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Anschluss erfolgt ein Immunoblot. Dabei wird zunachst die Membran in ein 50 ml Réhrchen
uberfihrt und dreimal 5 min mit TBS-T (tris buffered saline mit 0,1 % Tween20) gewaschen
(Tabelle 23). Danach wird mit einer Primarantikorperlésung (Tabelle 24) fir 1 h bei RT oder
Uber Nacht bei 4 °C inkubiert, erneut dreimal 5 min mit TBS-T gewaschen und mit einer
Sekundarantikérperlésung (goat-anti-rabbit-Meerrettich-Peroxidase (horse radish peroxidase
(HRP)) oder goat-anti-mouse-HRP 1:5000 in 0,1 % TBS-T) fur 1 h bei RT inkubiert. Nach
drei weiteren Waschvorgangen mit TBS-T wird mit TBS (Tabelle 23) gewaschen und in TBS

bis zur Chemilumineszenz-Detektion aufbewahrt.

Tabelle 22: Blocking Puffer

Blocking Puffer TBS 100 ml
Tween-20 100 pl
Milchpulver 5g

Tabelle 23: TBS und TBS-T

20x TBS NaCl (2,6 M) 304 g
Tris (0,4 M) 97g¢g
bidest. H,LO ad 2|
pH 7,4 (HCI)

0,1 % TBS-T 1xTBS 21

Tween-20 2ml

Tabelle 24: Priméarantikorper (Cell Signaling Technologies)

Primarantikorper Konzentration Losung Dauer
rabbit-anti-p-Aktin 1:1000 0,1 % TBS-T uber Nacht
rabbit-anti-p44/42 1:1000 0,1 % TBS-T ber Nacht
rabbit-anti-P-p44/42 (Thr202/Tyr204) 1:1000 0,1 % TBS-T Uber Nacht
rabbit-anti-MEK1/2 1:1000 0,1 % TBS-T uber Nacht
rabbit-anti-P-MEK1/2 (Ser221) 1:1000 0,1 % TBS-T uber Nacht
rabbit-anti-PathScan Multiplex Western 1:200

Cocktail I

P-p90RSK (Ser380), P-p53 (Ser15), P-p38
(Thr180/Tyr182), P-S6 rP (Ser235/236), elFAE
rabbit-anti-p38 1:1000 0,1 % TBS-T uber Nacht
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Primarantikorper Konzentration Loésung Dauer
rabbit-anti-P-MSK1 (Ser376) 1:1000 0,1 % TBS-T Uber Nacht
rabbit-anti-P-MSK1 (Ser360) (abcam) 1:5000 0,1 % TBS-T Uber Nacht
rabbit-anti-P-p70 S6 (Thr389) 1:1000 0,1 % TBS-T Uber Nacht
rabbit-anti-P-p90RSK Sampler Kit 1:1000 0,1 % TBS-T Uber Nacht
P-p90RSK (Ser380), P-p90RSK

(Thr359/Ser363)

P-p90RSK (Thr573), RSK1/2/3

rabbit-anti-Bax 1:1000 0,1 % TBS-T Uber Nacht
rabbit-anti-Bcl-2 1:1000 0,1 % TBS-T Uber Nacht
rabbit-anti-Bcl-xL 1:1000 0,1 % TBS-T Uber Nacht
rabbit-anti-P-c-Raf (Ser259) 1:1000 0,1 % TBS-T Uber Nacht
rabbit-anti-P-Akt (Ser473) 1:1000 0,1 % TBS-T 2h
rabbit-anti-P-PDK1 (Ser241) 1:1000 0,1 % TBS-T uber Nacht
rabbit-anti-P-PTEN (Ser380) 1:1000 0,1 % TBS-T Uber Nacht

Die Membran wird fir ca. 1 min in der Detektionsldsung inkubiert (Tabelle 25). Dabei besitzt

der Sekundarantikorper das Enzym HRP, welches die Reaktion zwischen Luminol und

Wasserstoffperoxid katalysiert. Es entsteht angeregtes 3-Aminophthalat, welches beim

Zurickfallen in den Grundzustand Licht emitiert. Dieses Licht kann von einer CCD-Kamera

im Lumi-Imager (Roche) registriert werden. Idealerweise werden nur Banden aufgenommen,

wo sich ein Protein befindet. Mittels Lumi Analyst von Roche wird eine densitometrische

Auswertung maoglich.

Tabelle 25: Chemilumineszenz-Detektionslosungen

0,1 M Tris/HCI Tris (0,1 M) 2,428 g
bidest. H,O ad 200 ml
pH 8,6

Solution A Luminol 50 mg
Tris 0,1 M 200 ml
Lagerung dunkel bei 4 °C

Solution B p-Coumarinsaure 22 mg
DMSO 20 ml

Lagerung dunkel bei RT
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kurz vor Gebrauch 10 ml Solution A mit 1 ml Solution B
und 100 ul (1,5 %) H,O,

Nach einer Detektion kdnnen die vorhandenen Antikérper im Stripping Puffer (Tabelle 26) flr
20 min bei 50 °C im Wasserbad abgewaschen werden, wodurch weitere Proteine auf
derselben Membran erfasst werden kdnnen. Danach wird die Membran sechsmal 5 min mit
0,1 % TBS-T gewaschen, die unspezifischen Bindungsstellen mit Blocking Puffer geblockt

und ein weiterer Immunoblot durchgefihrt.

Tabelle 26: Stripping Puffer

Stripping Puffer Tris (62,5 mM) 757 mg
SDS (20 %tige Lsg.) 2% (10 ml)
B-Mercaptoethanol (100 mM) 700 ul
bidest. H,O 100 ml
pH 6,7
4.2.13. Fluoroszensmikroskopische Untersuchung mittels

konfokaler Laser Scanning Mikroskopie (LSM)

Mit der konfokalen Laser Scanning Mikroskopie (LSM) ist es mdglich, dass von einer Probe
reflektierte oder emittierte Licht aus einer einzigen Ebene zu sammeln. Dabei sorgt eine zur
Fokusebene konjugiert angeordnete konfokale Lochblende (Pinhole) dafiir, dass samtliches
nicht aus der gewunschten Ebene stammende Licht ausgeblendet wird und somit vom
Detektor nicht erfasst wird (Abbildung 20). Dadurch ist die Untersuchung “dicker” Praparate
wie biologische Zellen in ihrem Gewebeverbund erméglicht. Weiterhin gelingt bei
Mehrfachfarbungen eine simultane Aufnahme und Darstellung der einzelnen Kanale bei
hinreichender Kanaltrennung. Durch punkt- und zeilenweise Abtasten mit einem Laserstrahl
in x-, y- und z-Richtung ensteht ein hochaufgeldstes Abbild der Probe. So lassen sich durch
schrittweises Abtasten der Fokusebenen die aufgenommenen Bilder zu einem
dreidimensionalen Bildstapel zusammensetzen und anschlieBend digital verarbeiten
(Wilhelm, et al., 2012).
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Mit Hilfe der Fluoreszenzfarbstoffe Rhodamin-Phalloidin (565 nm; rot), welches das
Aktinnetzwerk anfarbt, und AlexaFluor 488 (488 nm, grlin), der als sekundarer Antikdrper an

primare Antikérper bindet, wurde eine simultane Erfassung maoglich.

Detektor (PMT)
_Konfokale Blende

Strahl-
aufweitung

Mikroskap Objektiv

Farbteller

Hintagrund/ >;L Fokusebene

Detektionsvolumen

Abbildung 20: Strahlengang in einem konfokalen LSM
(Wilhelm, et al., 2012)

Primare Rattenhepatozyten werden auf kollagenierten Deckglaschen in 24-well Platten
ausgesat und fur 24 h behandelt. Das Inkubationsmedium wird abgenommen, die Zellen
werden mit para-Formaldehyd (4 %ig) fur 10 min fixiert und anschlieBend zweimal mit PBS™
gewaschen. Die folgenden Arbeiten werden unter Lichtausschluss durchgefiihrt. Die Zellen
werden zunachst in Blocking Puffer fur 1 h und danach mit primarem Antikérper in Carrier
Puffer Gber Nacht bei 4 °C inkubiert (Tabelle 27). Nach dreimaligem Waschen mit PBS™ fir je
5 min erfolgen die Behandlung mit sekundarem Antikérper (Tabelle 27) und eine
Gegenfarbung des F-Aktins mit Rhodamin-Phalloidin (Invitrogen, 1:1000) in Carrier Puffer fir
1 h bei RT. Nach weiteren drei Waschschritten mit PBS™ werden die Deckglaschen mit Hilfe
einer Kanule und Pinzette aus den wells herausgehoben und mit selbsthartendem
Eindeckmedium (mit DABCO) auf Objekttrager eingedeckelt. Nach einer Stunde bei 4 °C

werden die Deckglaschen mit klarem Nagellack am Rand fixiert und bei 4 °C dunkel gelagert.

Tabelle 27: Blocker, Carrier, Antikorper

Blocker BSA (2,5 % W/V) 25¢g
NGS (normal goat serum, 10,5 %) 10,5 ml
Triton-X 100 (0,3 %) 300 pl

PBS™ ad. 100 ml
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Carrier BSA (1 % W/V) 19
NGS (1 %) 1 ml
Triton-X 100 (0,3 %) 300 pl
PBS™ ad. 100 ml
Primére Antikorper anti-rabbit-P-p44/42 (Erk1/2) 1:200
(Cell Signaling)
anti-rabbit-Bcl-xL 1:200
Sekundarer Antikorper anti-rabbit-AlexaFluor488 1:1000

(Cell Signaling)

4.3.Fluorometrische Bestimmung der Proteinphosphatase-Inhibierung

Die Hepatotoxine Microcystine und Nodularine und die DSP (diarrhetic shellfish poisoning)-
Toxine wie Okadasaure entfalten ihre toxische Wirkung Uber die Hemmung der
eukaryontischen Proteinphosphatasen, wie PP2A und PP1. Das Prinzip dieses Tests beruht
darauf, dass PP2A oder PP1 die Phosphatgruppe eines nichtfluoreszierenden Substrats, in
diesem Fall Methylumbelliferylphosphat (MUP), entfernt. Dadurch entsteht das
fluoreszierende  Methylumbelliferylacetet = (MUAcetat), welches nun bei einer
Anregungswellenlange von 355 nm und einer Emissionswellenlange von 460 nm gemessen
werden kann (Mountfort, et al., 1999).

Alle Arbeiten erfolgen lichtgeschitzt. In einer 96-well Platte wird eine Kalibriergerade in

Triplikaten, wie in Tabelle 28 dargestellt, pipettiert.
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Tabelle 28: Kalibriergerade mit MUAcetat

Well [uM] (1]
A 100 200
B 80 200
C 50 200
D 30 200
E 10 200
F 200
G 200
H 0 200 Substratpuffer

Die Wells A4-H12 stehen fir die Proben zur Verfligung, wobei eine Aktivitdtskontrolle, die
20 pl Enzym und 180 pl Substrat (1 mM) enthalt und ein Blank mit 20 yl Enzympuffer und
180 pl Substrat (1 mM) mitzufiihren sind (Tabelle 29). Es werden 1 pl/well Okadasaure (OA
0,4 uM) als Positivkontrolle bzw. 1 ul Applikationssubstanz (Tabelle 30 und Tabelle 31)
verschiedener Konzentrationen mit 20 yl Enzym (0,05 U/well) fur 5 min und 30 °C unter
Lichtausschluss prainkubiert. Danach werden 179 pl/well Substrat (1 mM) hinzugefltgt, fir
1,5 h bei 30 °C lichtgeschitzt inkubiert und das entstandene MUAcetat gemessen.

Die Protein-Phosphatase-Aktivitat wird in pmol MUAcetat/(mg Protein*min) angegeben.

pmol MUAcetat/well
mg Protein * 90 min

Protein Phosphatase Aktivitit [pmol/mg * min] =

Tabelle 29: Lésungen fiir PPIA

Substratpuffer Tris/HCI (50 mM) 606 mg
MnCl,* 4 H,O (0,2 mM) 3,9 mg
MgCl,* 6H,0 (20 mM) 406 mg
bidest. H,O ad 100 ml
pH 8,1

Lagerung 1 Woche bei 4 °C

Enzympuffer Tris/HCI (50 mM) 606 mg
B-Mercaptoethanol (14 mM) 10 pl
Benzamidin-Hydrochlorid 22,8 mg

(1 mM)
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PMSF (0,1 mM) 1,7 mg
EDTA (1 mM) 29,2 mg
Glycerin 50 % (V/V)

bidest. H,O ad 100 ml
pH 7

Lagerung bei 4 °C

Methylumbelliferylphosphat MUP* 3H,0O 2,1mg
(MUP, 6 mM)
Substratpuffer ad 1 ml
Lagerung lichtgeschutzt und
auf Eis

kurz vor Gebrauch

Methylumbelliferylacetat MUAcetat (1 mM) 2,6 mg
(MUAcetat)
Substratpuffer ad 12 ml
Lagerung lichtgeschuitzt und
auf Eis

kurz vor Gebrauch

PP2A (Rinderniere) 0,05 U/well Biozol (Eching)

PP2A (humane 0,05 U/well Millipore (Schwalbach)
Erythrozyten)

PP1a (Kaninchenmuskel) 0,05 U/well Calbiochem (Darmstadt)
PP1a (human, 0,05 U/well Millipore (Schwalbach)

rekombinant)




Tabelle 30: Substanzendkonzentrationen fiir mammalian PP

Substanz [nM]

MC-LR 0,001; 0,01; 0,1; 0,5; 1; 5; 10
['Dha]MC-LR 0,001; 0,01; 0,1; 0,5; 1; 5; 10

MC-RR 0,001; 0,01; 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 50; 100
['Dha]MC-RR 0,001; 0,01; 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 50; 100
MC-YR 0,001; 0,01; 0,1; 0,5; 1; 5; 10
dmMC-YR 0,001; 0,01; 0,1; 0,5; 1; 5; 10

NOD 0,001; 0,01; 0,1; 0,5; 1; 5; 10

['Asp]NOD:[°Dhb]JNOD 0,001; 0,01; 0,1; 0,5; 1; 5; 10

>10:1

Tabelle 31: Substanzendkonzentrationen fiir human PP
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Substanz

[nM]

MC-LR
[PAsp]MC-LR
['Dha]MC-LR
MC-RR
[PAsp]MC-RR
['Dha]MC-RR
MC-YR
dmMC-YR
MC-HtyR
MC-LW
MC-WR
MC.LY

NOD

['Asp]NOD:[°Dhb]JNOD

>10:1

0,001; 0,01; 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 50; 100
0,001; 0,01; 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 50; 100; 200
0,001; 0,01; 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 50; 100
0,001; 0,01; 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 50; 100; 200
0,001; 0,01; 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 50; 100; 200
0,001; 0,01; 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 50; 100; 200
0,001; 0,01; 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 50

0,001; 0,01; 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 50; 100
0,001; 0,01; 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 50; 100; 200
0,001; 0,01; 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 50; 100; 200
0,001; 0,01; 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 50; 100; 200
0,001, 0,01; 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 50; 100; 200
0,001; 0,01; 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 50; 100

0,001; 0,01; 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 50; 100
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4.4, Statistik

Die Ergebnisse werden mit dem Test nach Nalimov auf Ausreil3er untersucht (Gottwald,
2001). Weiterhin wird mit dem GraphPad InStat Programm 3.0 (GraphPad Software, San
Diego, USA) die statistische Auswertung durchgefuihrt. Es wurden jeweils mindestens drei
unabhangige Messreihen durchgefihrt und die Ergebnisse als Mittelwert +
Standardabweichung dargestellt. Die Signifikanzen der Assays werden mittels one-way
ANOVA (analysis of variance) gefolgt von einem Dunnett’s post Test berechnet. Die
Ergebnisse, die signifikant von der Kontrolle abweichen (p<0,05), sind mit einem Stern (*),
diejenigen, die stark abweichen (p<0,01), mit zwei Sternen (**) gekennzeichnet. Die one-way
ANOVA kann ab drei Gruppen herangezogen werden und eignet sich zur statistischen
Berechnung einer Signifikanz bei konzentrations- und zeitabhangigen Messungen. Bei der
Verwendung des Dunnett’'s post Tests werden die behandelten Gruppen auf eine
Kontrollgruppe bezogen. Lineare und sigmoidale Kurven aus mindestens drei unabhangigen
Messreihen werden mit Origin 7.5 Software (OriginLab, Northampton, MA, USA) gefittet. Die
ECso- und ICs-Werte £ 95 % Konfidenzintervalle werden aus sigmoidalen Kurvenfitts

ermittelt.
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5. Ergebnisse

Microcystine und Nodularin vermitteln ihre Toxizitat sowohl in vitro als auch in vivo durch
eine Hemmung von Serin/Threonin Proteinphosphatasen (PP), indem sie eine kovalente
Bindung mit dem aktiven Zentrum des Enzyms eingehen. Eine PP-Inhibierung resultiert in
einer erhéhten Phosphorylierung von Targetproteinen, was letztendlich zur Tumorpromotion
fuhren kann (Chorus, et al., 1999).

Zur Bestimmung der strukturabhangigen Zytotoxizitat verschiedener MCs, NOD und deren
desmethylierter Varianten wurden zwei verschiedene Zytotoxizitatstests herangezogen.
Weiterhin wurden Messmethoden durchgefiihrt, die die Auslésung apoptotischer Merkmale
zeigen.

Mit Hilfe des Proteinphosphatase-Inhibitions-Aassays konnte die Hemmwirkung
verschiedener MCs, NOD und der desmethylierten Kongenere auf PP1 und PP2A humanem
und tierischen Ursprungs untersucht und in Korrelation zu den Zytotoxizitatsdaten gesetzt
werden.

AbschlieRend wurde fur MC-LR und NOD konzentrations- und zeitabhangig die
Hyperphosphorylierung zellularer Proteine untersucht, welche auf der Hemmung von PPs
beruht. Dadurch soll ein modglicher Zusammenhang zwischen veranderter zellularer

Signalkette und Tumorpromotion in der Leber verdeutlicht werden.

5.1. Zytotoxizitat

Um die konzentrationsabhangige zytotoxische Struktur-Wirkungs-Beziehung verschiedener
MCs, NOD und der Desmethyl-Varianten auf primare Rattenhepatozyten zu untersuchen,
wurden der Resazurinreduktionstest und der LDH-Leakagetest, die auf unterschiedlichen
Wirkmechanismen beruhen, durchgefuhrt. Weitere Untersuchungen mittels
Resazurinreduktionstest an primaren humanen Hepatozyten sollten Aufschluss Uber die
Speziesabhangigkeit geben. Lichtbildaufnahmen der Zellen verdeutlichen die erhaltenen

Ergebnisse.
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5.1.1. Resazurinreduktionstest und LDH-Leakage-Test in primaren

Rattenhepatozyten

Priméare Hepatozyten mannlicher Wistar-Ratten wurden mit unterschiedlichen
Konzentrationen verschiedener MCs, NOD und der desmethylierten Kongenere fir 24 h

inkubiert und auf Zytotoxizitat gepruft.

Abbildung 21 zeigt in primaren Rattenhepatozyten eine statistisch hoch signifikante
zytotoxische Wirkung (Tabelle 32) von MC-LR ab 10 nM und [*Asp]MC-LR ab 1 nM und
einen statistisch signifikanten Effekt von [‘Dha]MC-LR ab 10nM bezogen auf die
Lésungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 %; im Diagramm nicht gezeigt). Eine Inkubation mit 0,1 %
Saponin diente fir beide Zytotoxizitatstests als Positivkontrolle flr eine vollstandige
zytotoxische Wirkung.

Im Resazurinreduktionstest (A) zeigt die Desmethyl-Variante ['Dha]MC-LR mit einem
ECso.Wert von 18,9 + 4,8 nM eine etwa dreifach hohere und [3Asp]MC-LR mit einem
ECso.Wert von 2,7 £ 0,4 nM eine mindestens zwanzigfach héhere zytotoxische Wirkung als
MC-LR mit einem ECs-Wert von 53,6 £ 11,7 nM (Tabelle 32). Das gleiche Bild ist im LDH-
Leakage-Test (B) zu sehen. [°Asp]MC-LR weist mit einem ECs,-Wert von 6,8 + 0,5 nM im
Vergleich zu seinen zwei Strukturvarianten die zytotoxischste Wirkung auf. Das Kongener
['Dha]MC-LR mit einem ECs,-Wert von 36,3 + 13,2 nM wirkt stérker als MC-LR mit einem
ECso-Wert von 90,3 + 6,3 nM (Tabelle 33). Zusammenfassend betrachtet zeigt sich der
Resazurinreduktionstest auf Grund der niedrigeren ECso-Werte sensitiver als der LDH-
Leakage-Test (Tabelle 32 und Tabelle 33).
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Abbildung 21: Zytotoxizitat fiir MC-LR-Varianten
Rattenhepatozyten von MC-LR, [3Asp]MC-LR und [7Dha]MC-LR
verschiedener Konzentrationen nach 24 h bezogen auf die Léosungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 % V/V)
im Resazurinreduktionstest (A) und LDH-Leakage-Test (B). MW £ SD; n 2 3.

priméren
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Tabelle 32: ECso-Werte (MW % SD aus n 2 3) von MC- und NOD-Kongeneren aus dem
Resazurinreduktionstest in primaren Rattenhepatozyten nach 24 h.

Behandlung ECs, (nM) £95 % Konzentrationsabhangige
Konfidenzintervall statistisch signifikante
Effekte’
MC-LR 53,6 + 11,7 **210 nM
[*Asp]MC-LR 27+04 *21nM
['Dha]MC-LR 18,9+4,8 *1 nM; **2 10 nM
MC-RR > 100 keine Signifikanz
[PAsp]MC-RR > 100 keine Signifikanz
['Dha]MC-RR > 100 keine Signifikanz
MC-YR 10,1+ 3,8 **210 nM
dmMC-YR 10,2+0,8 **210 nM
MC-HtyR 372+5 **2 30 nM
MC-LW 1,8+0,3 **20,1 nM
MC-WR 144 +24 *1 nM; **2 30 nM
MC-LY 92+1,4 **210 nM
MC-LA 3,3+0,1 *21 nM
MC-LF >5 **25nM
NOD 31,2273 **2 50 nM
['Asp]NOD: [°Dhb]NOD 19,2+ 9,1 *1 und 5 nM; **= 10 nM
>10:1
['Asp]NOD > 50 **>10 nM

"one-way ANOVA und Dunnett’s post test,
*signifikant (p < 0,05), **hoch signifikant (p < 0,01)
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Tabelle 33: ECso-Werte (MW % SD aus n 2 3) von MC- und NOD-Kongeneren aus dem LDH-Leakage-Test in
primaren Rattenhepatozyten nach 24 h.

Behandlung ECs, (nM) £95 % Konzentrationsabhangige
Konfidenzintervall statistisch signifikante
Effekte’
MC-LR 90,3+6,3 **2 50 nM
[*Asp]MC-LR 6,8+0,5 **>10 nM
['Dha]MC-LR 36,3+ 13,2 **> 50 nM
MC-RR > 100 keine Signifikanz
[PAsp]MC-RR > 100 keine Signifikanz
['Dha]MC-RR > 100 keine Signifikanz
MC-YR 9,7+29 *10 nM; **2 50 nM
dmMC-YR 21,4+0,7 **2 50 nM
MC-HtyR > 100 **100 nM
MC-LW 1,6 £ 0,07 **25nM
MC-WR 29,8 +2,.2 **2 30 nM
MC-LY 30,1+ 4,1 **2 30 nM
MC-LA 7,3+2,1 **100 nM
MC-LF >10 keine Signifikanz
NOD 67,5+2,9 **2 50 nM
['Asp]NOD: [°Dhb]NOD 40,6 +1,2 **> 50 nM
>10:1
['Asp]NOD 130,4 £ 69,4 **2 50 nM

'one-way ANOVA und Dunnett’s post test,
*signifikant (p < 0,05), **hoch signifikant (p < 0,01)

Betrachtet man in Abbildung 22 das Microcystin MC-RR, kann festgestellt werden, dass
weder im Resazurinreduktionstest (A), noch im LDH-Leakage-Test (B) nach 24-stiindiger
Inkubation mit allen drei MC-RR-Kongeneren MC-RR, [?Asp]MC-RR und ['Dha]MC-RR ein
zytotoxischer Effekt auf primare Rattenhepatozyten zu sehen ist.

Die Microcystine MC-YR, dmMC-YR, bei welchem die Position der Desmethylierung nicht
festgestellt werden konnte (Kriger, et al., 2009; Kriger, et al., 2010), und MC-HtyR besitzen
in primaren Rattenhepatozyten im Gegensatz zu MC-RR eine zytotoxische Wirkung
(Abbildung 23).
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Abbildung 22: Zytotoxizitat fiir MC- RR-Varlanten
Zytotoxizitat in primdren Rattenhepatozyten von MC-RR, [ Asp]MC -RR und
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['Dha]MC-RR

verschiedener Konzentrationen nach 24 h bezogen auf die Lé6sungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 % V/V)
im Resazurinreduktionstest (A) und LDH-Leakage-Test (B). MW * SD; n 2 3.
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Abbildung 23: Zytotoxizitat fiur MC-YR-Varianten und MC-HtyR
Zytotoxizitat in primdren Rattenhepatozyten von MC-YR, dmMC-YR und MC-HtyR verschiedener

Konzentrationen nach 24 h bezogen auf die Losungsmittelkontrolle (DMSO 0,1

Resazurinreduktionstest (A) und LDH-Leakage-Test (B). MW + SD; n 2 3.
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% VIV) im
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Dabei zeigt MC-YR, welches an der zweiten variablen Stelle einer Microcystinstruktur
L-Tyrosin aufweist, im Resazurinreduktionstest (A) mit einem ECs,-Wert von 10,1 + 3,8 nM
eine flnffach héhere Toxizitat auf als MC-LR (53,6 £ 11,7 nM) (Tabelle 32). Der LDH-
Leakage-Test (B) liefert Ergebnisse, die in die gleiche Richtung gehen. Auch hier erweist
sich MC-YR bereits ab einer Konzentration von 10 nM als statistisch signifikant und ab
50 nM als statistisch hoch signifikant zytotoxisch (Tabelle 33). Die Desmethylvariante
dmMC-YR, welche [’Asp]MC-YR, ['Dha]MC-YR oder [*Asp, 'Dhb]MC-YR sein kann (Kriiger,
et al., 2010; Kruger, et al., 2009), besitzt im Resazurinreduktiontest (A) einen dhnlichen ECs,-
Wert (10,2 £ 0,8 nM) wie MC-YR (10,1 = 3,8 nM), im LDH-Leakage-Test (B) weicht dieser
leicht ab (21,4 £ 0,7 nM) (Tabelle 32 und Tabelle 33). Bei MC-HtyR steht an der zweiten
Position im Microcystinmolekul anstelle von L-Tyrosin L-Homotyrosin. Dieser Austausch der
L-Aminosaure fihrt im Vergleich zu MC-YR zu einer mindestens dreifachen Abnahme der

zytotoxischen Wirkung auf primare Rattenhepatozyten (Tabelle 32 und Tabelle 33).

Betrachtet man in Abbildung 24 weitere Microcystine MC-LW, MC-LY, MC-LA und MC-LF,
die an zweiter Position L-Leucin aufweisen und sich durch die L-Aminosauren an vierter
Position unterscheiden, stellt man auch hier unterschiedliche zytotoxische Effekte fest.
Sowohl aus den ermittelten ECs-Werten im Resazurinreduktiontest (A) als auch LDH-
Leakage-Test (B) kann die Rangfolge MC-LW > MC-LA > MC-LF > MC-LY > MC-LR fir die

zytotoxische Potenz abgeleitet werden (Tabelle 32 und Tabelle 33).

Die letzte Microcystin-Variante MC-WR (Abbildung 24), welche an zweiter Position im
Vergleich zu MC-LR statt L-Leucin und zu MC-RR statt L-Arginin L-Tryptophan aufweist,
zeigt im Resazurinreduktionstest (A) bereits ab einer Konzentration von 1 nM einen
statistisch signifikanten und bei beiden Tests (A und B) ab 30 nM einen statistisch hoch
signifikanten toxischen Effekt auf. Alle in Abbildung 24 getesteten Microcystine sind
hinsichtlich der ermittelten EC 5,-Werte zytotoxischer als MC-LR (Tabelle 32 und Tabelle 33).
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Abbildung 24: Zytotoxizitat fiir MC-LW, -WR, -LY, -LA, -LF
Zytotoxizitat in primaren Rattenhepatozyten von MC-LW, MC-WR, MC-LY, MC-LA und MC-LF
verschiedener Konzentrationen nach 24 h bezogen auf die Léosungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 % V/V)
im Resazurinreduktionstest (A) und LDH-Leakage-Test (B). MW * SD; n 2 3.
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Abbildung 25 zeigt die Zytotoxizitdt von NOD und der desmethylierten Varianten

['Asp]NOD : [°PDhb]NOD > 1 : 10, welches als Gemisch anfanglich auf Zytotoxizitat getestet
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wurde, und ['"Asp]NOD, das nach dessen Isolierung (AG Luckas, T. Kriiger, Jena) fiir weitere
Versuche diente.
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Abbildung 25:Zytotoxizitat flir NOD-Varianten
Zytotoxizitat in primaren Rattenhepatozyten von NOD, [1Asp]NOD : [5Dhb]N0D >1:10 und
['Asp]NOD verschiedener Konzentrationen nach 24 h bezogen auf die Lésungsmittelkontrolle
(DMSO 0,1 % V/V) im Resazurinreduktionstest (A) und LDH-Leakage-Test (B). MW £ SD; n 2 3.

Dabei erweist sich das Gemisch ['Asp]NOD :[°Dhb]NOD >1:10 sowohl im
Resazurinreduktionstest (A) mit einem ECs-Wert von 19,2 + 9,1 nM als auch im LDH-
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Leakage-Test (B) mit einem ECs-Wert von 40,6 + 1,2 nM als zytotoxischste NOD-Variante.
Interessanterweise wirkte das rein isolierte Kongener ['Asp]NOD mit einem ECs,-Wert von
>50 nM (A) und 130,4 + 69,4 nM (B) auf die Vitalitdt der primaren Rattenhepatozyten am
schwachsten. Vergleicht man NOD mit MC-LR, zeigen beide ab einer Konzentration von
50 nM eine statistisch hoch signifikante toxische Wirkung auf primare Rattenhepatozyten,
NOD verhélt sich aber anhand der ermittelten ECsp-Werte in beiden Zytotoxizitatstests (A

und B) marginal wirksamer (Tabelle 32 undTabelle 33).

In Abbildung 26 ist eine lineare Korrelationsanalyse zwischen ECso-Werten aus dem LDH-
Leakage-Test und Resazurinreduktionstest in primaren Rattenhepatozyten dargestellt.

Dadurch kann die zytotoxische Wirkung anhand zwei unabhangiger Tests gezeigt werden.
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Abbildung 26: Linearer Fit der ECso-Werte in primaren Rattenhepatozyten
Lineare Korrelationsanalyse zwischen ECso-Werten aus dem LDH-Test und Resazurinreduktionstest

mit 95 % Konfidenzlimit.

Dabei zeigt ein Vergleich der ECs,-Werte beider Zytotoxizitatstests (Abbildung 26) fir nahezu
alle getesteten MCs eine lineare Abhangigkeit mit einem schmalen Konfidenzintervall. Eine
leichte Abweichung zeigen MC-YR, MC-LR und NOD. Da MC-HtyR und ['Asp]NOD im
Resazurinreduktionstest mit ECso-Werten von 37,2 + 5 nM und > 50 nM in hohem Maf}

zytotoxischer wirken als im LDH-Leakagetest mit ECs,-Werten von > 100nM und
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130,4 + 69,4 nM weichen diese sehr stark vom linearen Bereich ab. Eine eindeutige Aussage
beziiglich der Zytotoxizitdst von MC-HtyR und ['Asp]NOD bis zu einer getesteten
Konzentration von 200 nM kann demnach nicht getroffen werden.

5.1.2. Resazurinreduktionstest in primaren Humanhepatozyten

In primaren Humanhepatozyten konnen ahnliche Schllisse in Bezug auf die Verteilung der
zytotoxischen Wirkung durch MC-LR-Varianten gezogen werden. Abbildung 27 zeigt, dass
die desmethylierte Variante [PAsp]MC-LR, die bei den Konzentrationen 5 und 10 nM
statistisch signifikant und ab einer Konzentration von 50 nM statistisch hoch signifikant die
Vitalitat der Humanhepatozyten verringert, mindestens 50fach zytotoxischer ist als MC-LR
(Tabelle 34). Dagegen erweist sich ['Dha]MC-LR mit einem ECs,-Wert von 159,8 + 11,9 nM
als etwas geringer toxisch als MC-LR mit einem ECs,-Wert von 119,1 £14,6 nM.

m MC-LR e [Asp]MC-LR A [Dha]MC-LR

120

100 l

_ ‘ [

50 1 | T 4
(6)D-Glu (7) Mdha

O\l_ol B O; OH
£ 604 .
_‘_._E ", o HZC
S ]
404 ()Adda © MM
ﬁ)j\ (2) L-Leu
o OH3C CHg
20
4) L-Arg HN (3) MeAsp
PR
HNZ NH,
0 e ——
0,1 1 10 100

Konzentration [nM]

Abbildung 27: Zytotoxizitat fur MC- LR-Varlanten
Zytotoxizitat in primaren humanen Hepatozyten von MC-LR, [ Asp]MC-LR und [ Dha]MC-LR
verschiedener Konzentrationen nach 24 h bezogen auf die L6sungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 % V/V)
im Resazurinreduktionstest, MW = SD; n 2 3.
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Tabelle 34: ECsp-Werte (MW * SD aus n 2 3) aus Resazurinreduktionstest in primdren humanen
Hepatozyten nach 24 h.

Behandlung ECs, (nM) £95 % Konzentrationsabhangige

Konfidenzintervall statistisch signifikante
Effekte’

MC-LR 119,1 + 14,6 *100 nM; **= 200 nM

[*Asp]MC-LR 20,1+4,2 *5 und 10 nM; **= 50 nM

['Dha]MC-LR 159,8 + 11,9 **> 200 nM

MC-LW 53+0,6 *21nM

MC-LY 106,2 £ 9,6 **2 50 nM

MC-LA 16,8 +2,2 *1 nM; **2 5 nM

MC-WR > 500 **2100 nM

MC-HtyR > 500 **2 200 nM

NOD 772+22 **2 50 nM

['Asp]NOD > 600 **> 600 nM

'one-way ANOVA und Dunnett’s post test,
*signifikant (p < 0,05), **hoch signifikant (p < 0,01)

In Abbildung 28 sind drei Microcystin-Kongenere, die sich in der variablen L-Aminosare an
Position vier unterscheiden, dargestellt (Abbildung 9) Dabei kann auf Grund der ermittelten
ECs-Werte die gleiche Rangfolge des zytotoxischen Effekts fir MC-LW > MC-LA > MC-LY 2=
MC-LR auf Humanhepatozyten wie auf Rattenhepatozyten im Resazurinreduktionstest
abgeleitet werden (Tabelle 34).
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Abbildung 28: Zytotoxizitat fiir MC-LW, -LY, -LA
Zytotoxizitat in primaren humanen Hepatozyten von MC-LW, MC-LY und MC-LA verschiedener
Konzentrationen nach 24 h bezogen auf die Loésungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 % V/V) im
Resazurinreduktionstest, MW * SD; n 2 3.

Far die zwei Microcystine MC-WR und MC-HtyR (Abbildung 29), welche sich von MC-LR
durch die variablen L-Aminosauren an Position zwei unterscheiden, konnten fur die
Behandlung primarer Humanhepatozyten im Resazurinreduktionstest wegen fehlenden
hohen Konzentrationen kein ECs-Werte abgeleitet werden, weshalb dieser als
> 500 nM angezeigt wird. Eine statistisch hoch signifikante Minderung der Vitalitat wurde fir
MC-WR ab 100 nM und fir MC-HtyR ab 200 nM erreicht (Tabelle 34).
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Abbildung 29: Zytotoxizitat fir MC-WR und MC-HtyR

Zytotoxizitat in primaren humanen Hepatozyten von MC-WR und MC-HtyR verschiedener
Konzentrationen nach 24 h bezogen auf die Losungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 % V/V) im
Resazurinreduktionstest, MW * SD; n 2 3.

In Abbildung 30 ist fir primare humane Hepatozyten im Resazurinreduktionstest NOD und
die desmethylierte Variante ['Asp]NOD dargestellt. Das Gemisch
['Asp]NOD : ["[DhbJNOD > 1:10 war in den benétigten Konzentrationen nicht mehr
vorhanden, weshalb es bei den Testungen in humanen Hepatozyten wegfiel. Fir NOD wurde
ein ECs-Wert von 77,2 £ 2,2 nM und eine statistisch hohe Signifikanz der Vitalitatsabnahme
ab 50 nM ermittelt. ['Asp]NOD zeigte erst in der hdchst getesteten Konzentration von
600 nM einen statistisch hoch signifikanten Effekt, weshalb auch der ECs,-Wert auf > 600 nM
festgesetzt wurde (Tabelle 34).
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Abbildung 30: Zytotoxizitat fir NOD-Varianten
Zytotoxizitat in primaren humanen Hepatozyten von NOD und [1Asp]NOD verschiedener
Konzentrationen nach 24 h bezogen auf die Losungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 % V/V) im
Resazurinreduktionstest, MW * SD; n 2 3.

In primaren humanen Hepatozyten ist die Zytotoxizitdt im Resazurinreduktionstest
hinsichtlich der héheren ECs-Werte geringer als in primaren Rattenhepatozyten. Wahrend
MC-LR in Humanhepatozyten einen ECs-Wert von 119,1 = 14,6 nM aufweist, hat es in
Rattenhepatozyten einen ECso-Wert von 53,6 = 11,7 nM. Trotzdem zeigt MC-LR einen
statistisch signifikanten zytotoxischen Effekt bei einer Konzentration von 100 nM und eine
statistisch hoch signifikante Wirkung ab 200 nM (Tabelle 34). Diese Feststellung der
geringeren Sensitivitdt der Humanhepatozyten bleibt fiir alle getesteten MCs und NODs
konsistent (Tabelle 35).

Tragt man die ECso-Werte flir primare Human- und Rattenhepatozyten aus dem
Resazurinreduktionstest linear auf (Abbildung 31), zeigt sich ein relativ breites
Konfidenzintervall. Dabei liegen [PAsp]MC-LR, ['Dha]MC-LR, MC-LA, MC-LW und MC-LY
nahe dem linearen Bereich und wirken demnach im Resazurinreduktionstest konsistent
zytotoxisch. Eine starke Abweichung zeigen MC-HtyR, ['Asp]NOD und MC-WR, da diese in
Rattenhepatozyten in Relation starker zytotoxisch wirken als in humanen Hepatozyten.
MC-LR und NOD weichen ebenfalls stark vom linearen Bereich ab, interessanterweise

zeigen diese in Relation einen starkeren zytotoxischen Effekt in humanen Hepatozyten.
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Tabelle 35: ECso-Werte (MW = SD aus n 2 3) aus Resazurinreduktionstest in primdren Human- und
Rattenhepatozyten nach 24 h im Vergleich.

Behandlung ECs, (nM) £95 % ECs (nM) £95 %
Konfidenzintervall in Konfidenzintervall in
primdren humanen priméren
Hepatozyten Rattenhepatozyten
MC-LR 119,1 + 14,6 53,6 + 11,7
[PAsp]MC-LR 20,1+ 4,2 27+04
['Dha]MC-LR 159,8 + 11,9 18,9+4,8
MC-LW 53+0,6 1,8+0,3
MC-LY 106,2 + 9,6 92+14
MC-LA 16,8 £ 2,2 3,3+0,1
MC-WR 58 + 15,7 144+24
MC-HtyR > 500 37,25
NOD 98,2+ 1,2 31,2+7,3
['Asp]NOD > 600 > 50
------ Linearer Fit
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Abbildung 31: Linearer Fit der ECso-Werte in primdren Human- und Rattenhepatozyten
Lineare Korrelationsanalyse zwischen ECso-Werten aus dem Resazurinreduktionstest mit 95 %

Konfidenzlimit.
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5.2 Caspase-Aktivitaten und Nukleare Apoptose

Die Auslésung von Apoptosen durch MCs und NOD ist ein relevanter Wirkmechanismus.
Durch die Inhibierung von Proteinphosphatasen 1 und 2A in einem CaMKIIl- abhangigen
Prozess kommt es zu vermehrter Phosphorylierung von Proteinen und dadurch zu
Apoptosen (Fladmark, et al., 1999). Wahrend der Apoptose werden so genannte Caspasen,
Cystein-abhangigen Proteasen, proteolytisch aktiviert und 16sen so Caspase-Kaskaden aus,
die zum Untergang der Zelle fihren. Dabei gibt es zwei Wege: Der Extrinsische fuhrt tUber
Aktivierung von Todesrezeptoren zur Aktivierung von Caspase 8, der Intrinsische beruht auf
einer Stérung der Integritat der dulReren Mitochondrienmembran und damit verbundenen
Freisetzung von Cytochrom c¢, wodurch die Caspase 9 aktiviert wird. Diese Initiator-
Caspasen aktivieren wiederum proteolytisch die Effektor-Caspasen 3 und 7 (Budihardjo, et
al., 1999). Durch Auslésung der Apoptose kommt es letztendlich zur Aktivierung
verschiedener Nukleasen, welche zunachst zu typischen Merkmalen wie Zellschrumpfung,
Verlust an Zell-Zell-Kontakt, Knospung der Zelloberflache und Kondensation des Chromatins
fuhrt. Danach wird die nukleare DNS in mono- und oligonukleosomale DNS-Fragmente der
GroRRe 200 bp und Vielfaches davon gespalten (Kanzler, et al., 2000; Zhang, et al., 2000).

Um in primaren Rattenhepatozyten durch MC-LR und NOD konzentrationsabhangig nach
24 h ausgeldste Apoptosen zu verdeutlichen, wurden drei Untersuchungen herangezogen.
Die Aktivitat der Caspasen 9, 8 und 3/7 wurde dabei fluorometrisch bestimmt. Zelllysate
wurden mit flr die unterschiedlichen Caspasen spezifischen Tetrapeptid-Substraten
inkubiert, an denen ein Fluorophor (AFC) gekoppelt ist, welches proteolytisch durch aktivierte
Caspasen abgespalten wird. Die Menge an freigesetztem AFC ist ein Mal} fur die Aktivitat
der entsprechenden Caspasen. Fir Caspase 8 wurde das Substrat Ac-IETD-AFC, flr
Caspase 9 Ac-LEHD-AFC und fir die Effektor-Caspasen 3/7 Ac-DEVD-AFC verwendet.
Nukleare Apoptose wurde zum einen mit einer Chromatinfarbung mittels DAPI untersucht,
zum anderen wurde ein sogenanntes DNA-laddering gezeigt. Als Positivkontrolle diente
50 J/m? UVC-Licht (100-259 nm), da es in verschiedenen Zelltypen Uber verschiedene
Signalwege dosisabhangig Apoptose induziert. DNS weist ein Absorptionsmaximum von
260 nm auf und liegt somit im Bereich der UVC-Strahlung. Aus diesem Grund dient UVC-
Strahlung als Mittel fir Untersuchungen von zelluldaren Antworten auf DNS-Schadigung
(Batista, et al., 2009).
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5.2.1. Caspase-Assay

Primare Rattenhepatozyten wurden mit MC- und NOD-Varianten in den Konzentrationen
0,1-200 nM fir 24 h behandelt und im Anschluss die Caspase-Aktivitaten fluorometrisch
bestimmt. Als Negativkontrolle wurde fir 24 h mit DMSO 0,1 % und als Positivkontrolle (in
Abbildungen nicht dargestellt) mit UVC-Licht (50 J/m?) inkubiert. Dabei wurden fir die UVC-
Bestrahlung fur Caspase 9 ein Wert von ca. 40 pmol AFC/min*mg Protein, fur Caspase 8 ein
Wert von ca. 20 pmol AFC/min*mg Protein und fir Caspase 3/7 ein Wert von ca. 300 pmol
AFC/min*mg Protein erreicht (in Abbildungen nicht dargestellt).

In Abbildung 32 ist fiur alle drei untersuchten Caspasen eine konzentrationsabhangige
Erhéhung der Aktivitdten bezogen auf die Losungsmittelkontrolle DMSO (0,1 %) zu sehen.
MC-LR (A) bewirkt bei der Initiator-Caspase 9 eine statistisch hoch signifikante oder
signifikante Aktivitatssteigerung um etwa das Dreifache ab einer Konzentration von 50 nM,
auch die Caspase 8 zeigt einen gleichen Trend, der jedoch keine statistische Signifikanz
aufweist. Die ausfiuihrenden Caspasen 3 und 7 weisen eine etwa zehnfach hdhere basale
Aktivitat auf als die Initiator-Caspasen und fir MC-LR (A) eine Erhéhung ab 10 nM auf,
welche bei 200 nM statistisch signifikant ist. Fiir die desmethylierte Variante ['[Dha]MC-LR
(B) ist ein ahnlicher Trend festzustellen, der jedoch nicht so ausgepragt ist wie bei MC-LR.

Die Untersuchung zweier weiterer desmethylierter MC-Varianten (Abbildung 33)
['Dha]MC-RR (A) und dmMC-YR (B) zeigte keine statistisch signifikanten Anstieg der
Caspase-Aktivitaten, wobei fur dmMC-YR ein schwacher Aktivitatsanstieg der Caspasen 8
und 3/7 zu beobachten ist, der bei einer Konzentration von 50 nM ausgepragter wird. Die
Untersuchung hdherer Konzentrationen konnte auf Grund mangelnder Substanzmenge nicht

durchgeflihrt werden.
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Abbildung 32: Caspase-Aktivitat fiir MC-LR-Varianten
Relative Caspase-Aktivitaten in primaren Rattenhepatozyten von MC-LR (A) und [ Dha]MC-LR (B)

verschiedener Konzentrationen nach 24 h bezogen auf die Losungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 %
VIV). MW % SD aus n=4. DMSO vs. Behandlung, one-way ANOVA und Dunnett’s post test, * < 0,05,
**<0,01.
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Abbildung 33: Caspase-Aktivitat fiir MC-Varianten
Relative Caspase-Aktivititen in primiren Rattenhepatozyten von ['Dha]MC-RR (A) und dm]MC-YR
(B) verschiedener Konzentrationen nach 24 h bezogen auf die Losungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 %
VIV). MW £ SD aus n=4. DMSO vs. Behandlung, one-way ANOVA und Dunnett’'s post test.
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Weiterhin wurde der  Versuch mit NOD (A) und dem Gemisch
[1Asp]NOD : [5Dhb]JNOD > 10 : 1 (B) durchgefiihrt (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Caspase-Aktivitat fir NOD-Varianten
Relative Caspase-Aktivititen in priméaren Rattenhepatozyten von NOD (A) und
[1Asp]N0D : [5Dhb]N0D> 10 : 1 (B) verschiedener Konzentrationen nach 24 h bezogen auf die
Losungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 % V/V). MW * SD aus n=4. DMSO vs. Behandlung, one-way
ANOVA und Dunnett’s post test, * < 0,05, ** < 0,01.

Beide Substanzen zeigen zu MC-LR eine ahnlich starke Wirkung auf die Induktion der
Caspasen. Fir alle drei Caspasen wird eine Erh6hung der Aktivitaten beobachtet, wobei in

diesem Fall Caspase 8 die schwachste Induktion erfahrt, die ab 100 nM statistisch signifikant
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(A) oder hoch signifikant (B) ist. Die Caspase 9-Aktivitat, die um das Drei- bis Vierfache
héher ist als die der Caspase 8, zeigt fir beide untersuchten NODs eine fiinf- bis sechsfache
statistisch signifikante Erhéhung bei 50 nM und eine statistisch hoch signifikante bei 100 nM.
Der Anstieg der Effektor-Caspasen 3 und 7 kann bereits ab einer Konzentration von 1 nM

verdeutlicht werden, wobei dieser ab 100 nM statistisch hoch signifikant wird.

Vergleicht man die Potenz von MC-LR (Abbildung 32, A) mit NOD (Abbildung 34, B), kann
festgehalten werden, dass flir die Effektor-Caspasen 3 und 7 in Bezug auf die jeweilige
Lésungsmittelkontrolle DMSO (0,1 %) eine etwa gleich hohe Induktion zu sehen ist. Der
Unterschied liegt in den Aktivitdten der Caspase 8 und 9. Wahrend fir MC-LR bezogen auf
DMSO (0,1 %) beide Caspasen ahnlich stark auf das Doppelte induziert werden, kommt es
bei NOD zu einer Verdreifachung der Aktivitat von Caspase 8 und einer zehnfach héheren

Induktion fur Caspase 9.

5.2.2. DAPI-Farbetest

Der Einfluss auf die durch MC-LR und NOD induzierte Apoptose in primaren
Rattenhepatozyten nach 24 h wurde anhand einer Chromatinfarbung mittels DAPI
untersucht, bei der der Prozentsatz apoptotischer, d. h. stark kondensierter, fragmentierter
oder halbmondférmiger, Zellkerne erfasst wird. Im ersten Bild in Abbildung 35 sind runde
Zellkerne der Lésungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 %) mit Eu- und Heterochromatin zu sehen.
Die Apoptoserate lag dabei um 1 %. Im zweiten Bild nach Bestrahlung der primaren
Rattenhepatozyten mit UVC-Licht (50 J/m?) zeigen rote Pfeile mehrere charakteristische

apoptotische Zellkerne.

DMSO 0,1 % UV 50 J/m?

Abbildung 35: DAPI-Farbung von Kontrollen
Fluoreszensmikroskopische Aufnahmen der Chromatinfarbung unbehandelter Zellen (DMSO 0,1 %

VIV) und mit UVC-Licht (50 J/m?) bestrahlter Zellen nach 24 h. Rote Pfeile zeigen apoptotische
Zellkerne. (400x).
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Die 24-stindige Behandlung primarer Rattenhepatozyten mit MC-LR zeigt eine
konzentrationsabhangige Zunahme einer nukledren Apoptose (Abbildung 36 und Abbildung

37), welche ab einer Konzentration von 100 nM statistisch signifikant wird.

MC-LR 0,1 nM MC-LR 1 nM

MC-LR 10 nM MC-LR 50 nM

MC-LR 100 nM MC-LR 200 nM

Abbildung 36: DAPI-Farbung mit MC-LR
Fluoreszensmikroskopische Aufnahmen der Chromatinfairbung von mt MC-LR verschiedener

Konzentrationen inkubierter Zellen nach 24 h. Rote Pfeile zeigen apoptotische Zellkerne. (400x).
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Abbildung 37: Nukleare Apoptose durch MC-LR
Prozentuale Anzahl apoptotischer Zellkerne in primdren Rattenhepatozyten von MC-LR

verschiedener Konzentrationen nach 24 h bezogen auf die Losungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 %
VIV). MW * SD aus n=3. DMSO vs. Behandlung, one-way ANOVA und Dunnett’'s post test, * < 0,05, **
<0,01.

Eine Behandlung primarer Rattenhepatozyten mit NOD verschiedener Konzentrationen zeigt
im DAPI-Farbetest (Abbildung 38 undAbbildung 39) bereits ab 10 nM eine ausgepragte
nukledre Apoptose, die ab 100 nM statistisch hoch signifikant ist. Bei 200 nM NOD werden
nahezu nur apoptotische Zellkerne ausgezahlt. Im Vergleich zu MC-LR ist NOD ein

vergleichbarer Apoptoseinduktor, was bereits beim Caspase-Aktivitatstest festgestellt
werden konnte.
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NOD 0,1 nM NOD 1 nM

NOD 10 nM NOD 50 nM

NOD 100 nM NOD 200 nM

Abbildung 38: DAPI-Farbung mit NOD
Fluoreszensmikroskopische Aufnahmen der Chromatinfarbung von mit NOD verschiedener

Konzentrationen inkubierter Zellen nach 24 h. Rote Pfeile zeigen apoptotische Kerne. (400x).



Seite |95

[ Kontrollen I NOD

100 =
o@‘ 80 -
(0]
c
(0]
X 60-
(]
N
> ]
e
[&)
2 40—
k)
Q.
g ]
Q.
m *

20 -

0 : i :
DMSO UV 0,1 1 10 50 100 200
(0,1%) (50J/m®) Konzentration [nM]

Abbildung 39: Nukledre Apoptose durch NOD
Prozentuale Anzahl apoptotischer Zellen in primdren Rattenhepatozyten von NOD verschiedener
Konzentrationen nach 24 h bezogen auf die L6sungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 % V/V). MW * SD aus
n=3. DMSO vs. Behandlung, one-way ANOVA und Dunnett’'s post test, * < 0,05, ** < 0,01.

5.2.3. DNA-laddering

Zur weiteren Veranschaulichung nuklearer Apoptose wurden 5 ug DNS apoptotischer Zellen
fur die DNS-Fragmentierung im Agarose-Gel in Anwesenheit von Ethidiumbromid
elektrophoretisch aufgetrennt, wobei ein sogenanntes DNA-laddering mit Banden im Abstand
von 200 bp charakteristisch ist, welches mit UV-Licht sichtbar gemacht werden kann. In
Abbildung 40 kénnen die Beobachtungen der DAPI-Farbung bestatigt werden. Es zeigt sich
fur eine 24 h Behandlung keine DNS-Fragmentierung fir die Lésungsmittelkontrolle, eine
ausgepragte fur die Zellen, die mit UVC-Licht bestrahlt wurden, und ein eindeutiges DNA-
laddering fir eine Inkubation mit MC-LR mit den Konzentrationen 100 und 200 nM. Die
Behandlung von primaren Rattenhepatozyten mit NOD verschiedener Konzentrationen fir
24 h zeigt ebenfalls eine eindeutige DNS-Fragmentierung bei 100 und 200 nM (Abbildung
40).



Seite |96

DMSOUV 01 1 10 50 100 200 [nM)
0,1 % 50 Vim® MC-LR

100

DMSOUV 01 1 10 50 100 200 [nM)
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Abbildung 40: Nukleadre Apoptose durch MC-LR und NOD
Agarose-Gel fiir DNS-Fragmentierung einer Inkubation von primaren Rattenhepatozyten mit DMSO

0,1 % VIV (Lésungsmittelkontrolle), UVC-Licht 50 J/m? MC-LR (A) und NOD (B) verschiedener
Konzentrationen nach 24 h.
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5.3. Hemmung von Proteinphosphatasen

Wie das DSP (diarrhetic shellfish poisoning)-Toxin Okadasaure zeigen MCs und NODs
ebenfalls ihre toxische Wirkung Uber eine Hemmung durch eine kovalente Bindung
eukaryontischer  Proteinphosphatasen (PP) wie PP1 und PP2A, was zu
Hyperphosphorylierung von Proteinen flihrt und so verschiedene Signalwege beeinflusst
(Mountfort, et al.,, 1999). In einem fluorometrischen PP-Inhibierungstest wurde die
konzentrationsabhangige Struktur-Hemmwirkung verschiedener MCs, NOD und der
desmethylierten Kongenere auf PP1 und PP2A humanen und tierischen Ursprungs
untersucht und in Korrelation zu den Zytotoxizitatsdaten gesetzt.

Zunachst wurden isolierte Proteinphosphatasen PP1 und PP2A tierischen Ursprungs mit
MCs oder NOD fir 1,5 h inkubiert und die Menge des aus Methylumbelliferylphosphat (MUP)
entstandenen fluoreszierenden Methylumbelliferylacetats (MUAcetat) gemessen. Dabei
entsteht umso mehr MUAcetat, je schwacher die Hemmung der PPs ist. Als
Aktivitatskontrollen dienten pure PPs und DMSO (0,5 %, V/V) und als Positivkontrolle
Okadasaure (0,4 uM).

In Tabelle 36 sind die ermittelten 1Csp-Werte flir PP2A aus Rinderniere und PP1a aus
Kaninchenmuskel dargestellt. Alle getesteten Microcystine und Nodularine mit Ausnahme
von MC-RR-Varianten zeigten sich mit ICs-Werten zwischen 0,1 und 1,6 nM untereinander

als ahnlich starke Inhibitoren der PPs.



Tabelle 36: ICs-Werte (MW %

Ursprungs im Vergleich.

Behandlung

MC-LR

[*Asp]MC-LR
['Dha]MC-LR
MC-RR
[PAsp]MC-RR
['Dha]MC-RR
MC-YR

dmMC-YR

MC-LA

MC-LF

NOD

['Asp]NOD: [°Dhb]NOD
>10: 1

n.d. = nicht detektiert
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SD aus n 2 3) aus PP-Inhibierungstest fiir PP2A und PP1a tierischen

ICs0 (NM) £ 95 %
Konfidenzintervall

in PP2A aus Rinderniere

0,21+£0,12
n.d.
0,11 £ 0,04
10,3+ 2,0
n.d.
3,7+1.3
0,09 + 0,02
0,15+ 0,03
0,02 + 0,0007
0,09 + 0,02
0,61+0,42
0,29 + 0,08

ICs0 (NM) £95 %
Konfidenzintervall in PP1a

aus Kaninchenmuskel

1,1+0,4
n.d.
0,54 + 0,12
7,7+1,2
n.d.
8,3+0,8
0,10 £ 0,01
0,19+ 0,09
n.d.
n.d.
0,97 £ 0,18
1,6+0,9

Setzt man die IC5-Werte von PP1a (Kaninchen) und PP2A (Rind) in Korrelation (Abbildung
41), so entsteht eine lineare Abhangigkeit mit einem schmalen Vertrauensbereich fur alle
untersuchten MC- und NOD-Varianten, auRer fir MC-RR und ['Dha]MC-RR. Das bedeutet,

dass die MCs und NODs zwar PP-abhangig, jedoch in Relation gesehen konsistent

hemmen.
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------ Linearer Fit
—— Oberes 95 % Konfidenzlimit
127 — Unteres 95 % Konfidenzlimit
11
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()]
|

MC-YR— AT ['Asp]NOD : ["Dhb]NOD > 10:1

3 4 5 6 7 8 9

Abbildung 41: Linearer Fit der ICso-Werte von tierischen PPs
Lineare Korrelationsanalyse zwischen ICso-Werten aus dem PP-Inhibierungstest fiir PP2A

(Rinderniere) und PP1a (Kaninchenmuskel) mit 95 % Konfidenzlimit.

Weiterhin wurde die hemmende Wirkung der MCs und NODs auf humane PPs untersucht.
Es zeigte sich kein Unterschied in der Hemmstarke, da sowohl fur PP1a als auch fur PP2A
ICs0-Werte in gleicher GroRenordnung ermittelt wurden (Tabelle 37). Dabei waren die

MC-RR-Kongenere wiederum die schwachsten Inhibitoren.
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Tabelle 37: ICso-Werte (MW £ SD aus n 2 3) aus PP-Inhibierungstest fiir PP2A und PP1a humanen
Ursprungs im Vergleich.

Behandlung ICs0 (NM) £ 95 % ICs0 (NM) £ 95 %
Konfidenzintervall in PP2A Konfidenzintervall in
humaner Erythrozyten humaner PP1a
(rekombinant)
MC-LR 0,03 £ 0,01 0,04 £+ 0,01
[PAsp]MC-LR 0,07 + 0,01 0,11+ 0,02
['Dha]MC-LR 0,09 + 0,01 0,25 + 0,01
MC-RR 59+1,2 3,2+0,8
[PAsp]MC-RR 11,5+2,6 54+25
['Dha]MC-RR 6,6+24 0,8 +0,08
MC-YR 0,30 £ 0,02 0,13 £ 0,01
dmMC-YR 24104 29+0,1
MC-HtyR 0,48 £ 0,09 1,3+0,2
MC-LW 0,06 £+ 0,006 0,14 £ 0,03
MC-WR 0,42 + 0,05 0,22 £ 0,03
MC-LY 0,37 £ 0,06 1,2+ 0,01
NOD 0,17 £ 0,04 0,37 £ 0,04
['Asp]NOD: [°Dhb]NOD 0,48 £ 0,09 0,87 £ 0,16

>10:1

Werden die 1C5o-Werte von humanem PP1a und PP2A in Korrelation gesetzt (Abbildung 42),
kann eine konsistente lineare Abhangigkeit mit einem schmalen Konfidenzintervall fiir die
untersuchten MCs und NODs abgelesen werden. Ausnahme bilden dabei dmMC-YR,
MC-HtyR und MC-LY, die unterhalb des Vertrauensbereichs liegen, und ['Dha]MC-RR,

welches oberhalb liegt.
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----- Linearer Fit
— Oberes 95 % Konfidenzlimit
— Unteres 95 % Konfidenzlimit

124 [’Asp]MC-RR
®

10

IC509 Werte PP2A (human) [nM]

3

>
&
S,
<
Q
=
Ar

MC-LW™,
['Dha]MC-LR
IC509 Werte PP1a. (human) [nM]

Abbildung 42: Linearer Fit der ICso-Werte von humanen PPs
Lineare Korrelationsanalyse zwischen ICso-Werten aus dem PP-Inhibierungstest fiir humane PP2A

und PP1a mit 95 % Konfidenzlimit.

Betrachtet man in Abbildung 43 die ICso-Werte fir PP2A (A) aus Rinderniere und humaner
Erythrozyten, so kann keine ausgepragte Speziesabhangigkeit festgestellt werden. Die
untersuchten MC- und NOD-Varianten hemmen PP2A im gleichen Malle. Ausnahme bilden
dabei dmMMC-YR, welches mit einem ICsp-Wert von 0,15 + 0,03 nM die tierische PP2A starker
hemmt als die humane PP2A mit einem I1Cs,-Wert von 2,4 + 0,4 nM und MC-RR, welches
eine zweifach starkere Inhibierung der humanen PP2A bewirkt (Tabelle 36 undTabelle 37).
Beide MCs liegen aul3erhalb des ermittelten Vertrauensbereichs.

Eine ahnliche Beobachtung (Abbildung 43) kann fir PP1a (B) gemacht werden. Zwar liegt
eine leichte Tendenz in Richtung der starkeren Hemmwirkung der humanen PP1a vor,
jedoch ist diese nicht fur alle untersuchten MC- und NOD-Kongenere konsistent. Es kann
demnach auch flr PP1a nicht von einer Speziesabhangigkeit ausgegangen werden. Das
breite Konfidenzintervall ist darauf zurtickzufuhren, dass die MCs dmMC-YR, MC-RR und
['Dha]MC-RR wieder stark vom linearen Bereich abweichen.

Festzuhalten ist, dass weder ein ausgepragter Unterschied in der Inhibierungspotenz der
MC- und NOD-Varianten auf PP2A und PP1a besteht noch eine Speziesabhangigkeit

beobachtet werden konnte.
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Abbildung 43: Linearer Fit der ICs,-Werte von PP

» MC-RR

Lineare Korrelationsanalyse zwischen ICso-Werten aus dem PP-Inhibierungstest fiir tierische und

humane PP2A (A) und PP1a (B) mit 95 % Konfidenzlimit.
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Eine lineare Korrelationsanalyse zwischen dem zytotoxischen Effekt verschiedener MCs und
NODs auf primare Humanhepatozyten und der Hemmwirkung auf PP2A und PP1a humanen
Ursprungs ist in Abbildung 44 dargestellt. Dabei zeigt die lineare Abhangigkeit der PP2A-
Inhibierung (A) von der Zytotoxizitat einen schmaleren Vertrauensbereich an als die der
PP1a-Hemmung (B). In beiden Auftragungen weicht MC-LY stark vom linearen Fit ab,
weshalb keine eindeutige Aussage beziglich Zytotoxizitat, PP-Hemmung und somit auch
Struktur-Wirkungsbeziehung gezogen werden kann. Die MCs MC-HtyR und MC-WR liegen
in Graph A sehr nahe dem linearen Bereich, wohingegen in Graph B sie sich gerade so im
Konfidenzintervall befinden, welches jedoch sehr breit ist. MC-LR und die desmethylierte
Variante ['Dha]MC-LR zeigen interessanterweise sowohl fiir PP2A (A) als auch PP1a (B)
eine hohere Inhibierungsstarke als einen zytotoxischen Effekt. Da das Konvidenzintervall fur
die ICs-Werte von PP2A (A) einen schmaleren Vertrauensbereich aufweist als fur die 1Cs,-
Werte von PP1a (B) und fir die meisten untersuchten MCs und NODs eine lineare
Abhangigkeit vorliegt, korreliert die Hemmung von PP2A besser mit dem zytotoxischen
Effekt als die von PP1a.
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Abbildung 44: Linearer Fit der ICso- und ECso-Werte aus humanen Untersuchungen
Lineare Korrelationsanalyse zwischen ICso-Werten aus den PP-Inhibierungstests fiir humane PP2A

(A) und PP1a (B) und ECso-Werten aus Resazurinreduktionstest fiir primare Humanhepatozyten mit
95 % Konfidenzlimit.
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5.4. AKT (Proteinkinase B)-Signalweg

Proteinkinase B (Akt), welches PI3K (Phosphoinositid-3-Kinase) nachgeschaltet ist, spielt
eine kritische Rolle bei Zellproliferation durch Unterdriickung von Apoptose. Diese
Inhibierung erfolgt durch Phosphorylierung und Inaktivierung verschiedener Targets, wie
Bad, c-Raf und Caspase-9 (Zimmermann, 1999). Eine durch MC-LR und NOD verursachte
Hemmung der Serin/Threonin Proteinphosphatasen PP2A und PP1 kann eine Aktivierung
der Akt-Kaskade hervorrufen, welche einen mdglichen Signalweg der Leberschadigung
darstellt (Franke, et al.,, 1997; Zhu, et al., 2005). Eine Aktivierung von Akt erfolgt durch
Phosphorylierung an Ser473 und Thr308 durch PDK1/2 (Alessi, et al., 1996). Dies wiederum
fuhrt durch Phosphorylierung zu Inaktivierung von GSK-3B und Uber einen TSC2 (tuberous
sclerosis protein 2) und mMTOR-Weg zur Aktivierung von p70S6, wodurch die
Proteinsynthese in Gang gesetzt wird (Manning, et al., 2007; Manning, et al., 2002).

Um den konzentrations- und zeitabhangigen Einfluss von MC-LR und NOD auf den Akt-
Signalweg in primaren Rattenhepatozyten zu untersuchen, wurde mittels Western Blot ein
Phospho-Akt Pathway Sampler Kit verwendet. Dieser beinhaltet Antikbrper gegen P-Akt
(Ser473), P-Akt (Thr308), Akt (pan), P-c-Raf (Ser259), P-GSK-3B (Ser9), P-PTEN (Ser380)
und P-PDK 1 (Ser241). Bei allen Untersuchungen dient B-Aktin als Ladungskontrolle. In
Abbildung 45 ist fur die Losungsmittelkontrolle (DMSO), UVC-Bestrahlung und MC-LR 10,
50, 100 nM der Phosphorylierungsstatus von P-c-Raf (Ser259) iber einen Zeitraum von 1,5,
3, 6, 9 und 24 h dargestellt. Dabei zeigen die mit DMSO behandelten Zellen bis 9 h einen
konstanten P-Proteingehalt an, welcher bei 24 h abfallt. Nach einer UVC-Bestrahlung zeigt
sich dagegen Uber den gesamten Untersuchungszeitraum ein gleichmaRiger P-
Proteingehalt. Die Behandlung mit MC-LR weist keinen Einfluss auf den P-c-Raf (Ser259)-
Status auf und verhalt sich nahezu wie die Losungsmittelkontrolle. Um zu erfassen, ob eine
Phosphorylierung fir c-Raf zu einem friheren Zeitpunkt erfolgt, wurden primare
Rattenhepatozyten mit Insulin 60 nM (eine weitere Positivkontrolle) und MC-LR 50 nM fir 20,
40, 60, 90, 120 min behandelt (Abbildung 46). Jedoch konnte wiederum bezogen auf die
Losungsmittelkontrolle kein deutlicher Effekt gezeigt werden. Gleichzeitig wurde der
Phosphorylierungsstatus fur P-Akt (Ser473) erfasst, wobei eine deutliche jedoch
zeitunabhangige Erhdhung durch Insulin 60 nM zu sehen ist (Abbildung 46). Die Behandlung
mit NOD 10nM weist bei den Zeitpunkten 3, 4, 6 und 7h eine Erhéhung des
P-c-Raf (Ser259) auf, NOD 50 nM bei 1 und 2 h und NOD 100 nM eine leichte Erhéhung bei
8 h. Bezogen auf die Ldsungsmittelkontrolle kann von keiner konsistenten zeit- oder
konzentrationsabhangigen Wirkung auf P-c-Raf (Ser259) ausgegangen werden (Abbildung
47). Der Proteinstatus der Ladungskontrolle B-Aktin bleibt in allen Untersuchungen konstant
(Abbildung 45 und Abbildung 46).
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Abbildung 45: Western Blot P-c-Raf fiir MC-LR.
Status an P-c-Raf (Ser259) in primdren Rattenhepatozyten von DMSO (0,1 %), UVC-Licht (50 J/m?)

und MC-LR 10, 50, 100 nM nach 1, 3, 5, 6, 9, 24 h. Reprasentative Western Blots.

MW (kDa) LK | 50 /1 50/1 50/LK | 50/LK | 50

e s e ——— — P-c-Raf (Ser259)
2‘3 e — — P-Akt (Ser473)
45 B-Aktin

0/20 / 40 / 60 / 90 / 120 [min]

Abbildung 46: Western Blot P-c-Raf und P-Akt fir MC-LR.
Status an P-c-Raf (Ser259) und P-Akt (Ser437) in primaren Rattenhepatozyten von LK (DMSO 0,1 %), |

(Insulin 60 nM), und 50 (MC-LR 50 nM) nach 20, 40, 60, 90 und 120 min. Reprasentativer Western
Blot.

In Abbildung 48 ist der Status an P-PDK1 (Ser241) und P-PTEN (Ser380) fur eine
zeitabhangige Inkubation mit DMSO 0,1 %, UVC-Licht 50 J/m? und NOD 10, 50, 100 nM
dargestellt. Dabei bleiben fir die Losungsmittelkontrolle beide Gehalte konstant, fir UVC
kann eine zeitabhangige Erhdhung fur P-PDK1 (Ser241) festgestellt werden und eine
unveranderte Menge an P-PTEN (Ser380). NOD zeigt fur alle Konzentrationen keinen
Einfluss auf P-PDK1 (Ser241) und P-PTEN (Ser380). Auch weitere Untersuchungen

bezlglich des Akt-Signalweges ergaben keine verwendbaren Resultate.
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Abbildung 47: Western Blot P-c-Raf fiir NOD.
Status an P-c-Raf (Ser259) in primaren Rattenhepatozyten von DMSO (0,1 %) und NOD 10, 50,

100 nM nach 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8, 24 h. Reprdasentative Western Blots.
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Abbildung 48: Western Blot P-PDK1 und P-PTEN fiir NOD.
Status an P-PDK1 (Ser259) und P-PTEN (Ser380) in primaren Rattenhepatozyten von DMSO (0,1 %),
UVC (50 J/m?) und NOD 10, 50, 100 nM nach 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8, 24 h. Reprdasentative Western Blots.

Zusammenfassend konnte weder durch MC-LR noch NOD eine Wirkung auf den Akt-
Signalweg festgestellt werden, was auf eine Gegenregulation durch PI3K, PTEN

zuruickzufihrt werden konnte.
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5.5. MAPKinase-Signalweg

Durch die Hemmung der Serin/Threonin Proteinphosphatasen PP2A und PP1 wird das
Gleichgewicht zwischen zellularer Protein-Phosphorylierung und -Dephosphorylierung
gestort. Dadurch verursachen MCs und NOD Leberschadigungen und wirken als
Tumorpromotoren in der Leber. Dabei sind der molekulare Wirkmechanismus der
Leberschadigung und die Art des stérenden Einflusses auf die Balance zwischen Zelltod und
Uberleben unklar (Komatsu, et al., 2007). Einen mdglichen Signalweg stellt der mehrstufige
MAP (mitogen-activated protein) Kinase-Weg dar, welcher an der Regulation der
Embryogenese, der Zelldifferenzierung, der Zellproliferation und der Apoptose beteiligt ist.
Diese Kaskade besteht aus drei Kinasen (MAPKKK, MAPKK, MAPK), die sich durch
Phosphorylierungen an Serin/Threonin- und Tyrosin-Resten gegenseitig aktivieren und
letztendlich im Zellkern die Transkription von Zielgenen regulieren. Die Aktivierung der
MAPK durch MCs und NODs kann Uber verschiedene Signalwege erfolgen (siehe Kapitel
2.1.) Eine Hemmung von PP2A/PP1 kann zur Hyperphosphorylierung von MEK1/2 (MAPK
extracellular signal regulated kinase) und dadurch zu deren Aktivierung flhren, welche im
nachsten Schritt ERK1/2 (extracellular signal regulated kinases) phosphoryliert. Dadurch
kommt es Uber eine Aktivierung von p90RSK (p90 ribosomal S6 kinases) und p70RSK (p70
ribosomal S6 kinase) zur Phosphorylierung von rpS6 (ribosomal protein S6). Die Kinase
p90RSK ist weiterhin beteiligt an der Regulierung von Apoptosemarkern wie Bad, Bcl2, Bcl-
xL und Bax. Ein zweiter MAPK-Signalweg wird durch Stress und Tumornekrosefaktoren
ausgeldst und flhrt zu einer Aktivierung von p38 und dadurch von MSK1/2 (RSK-related
kinases) (Pearson, et al., 2001; Seger, et al., 1995) (siehe Kapitel 2.1.2). Fir die
Untersuchungen dient UVC-Bestrahlung als Positivkontrolle, da diese ein Stimulus fir eine
Aktivierung der MAPK-Signalwege darstellt (Bode, et al., 2003; Matsuda, et al., 2000; Adler,
et al., 1996)

5.5.1. Status an Phospho-MEK1/2 und Phospho-ERK1/2

Die Aktivierung von MEK1/2 erfolgt Raf-vermittelt Gber Phosphorylierung zweier Serin-Reste
an Position 217 und 221. Diese Kinase wiederum phosphoryliert ERK1/2 (p44 und p42) an
Threonin 202 und Tyrosin 204. PP2A und PP1 kdnnen unter anderem die MAPK MEK1/2
und ERK1/2 am Serin- oder Threonin-Rest dephosphorylieren und dadurch eine
Inaktivierung dieser Enzyme bewirken. Eine Inhibierung von PP2A/PP1 flhrt zu einer

Stérung dieser Balance, wodurch der Schwerpunkt Richtung Aktivierung verlagert wird und
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es zu Veranderungen in der Genexpression kommen kann (Svircev, et al., 2010; Roberts, et
al., 2007).

Um zu untersuchen inwiefern MC-LR und NOD konzentrations- und zeitabhangig in der Lage
sind den Phosphorylierungsstatus von MEK1/2 zu verandern, wurden primare
Rattenhepatozyten mit MC-LR und NOD in den Konzentrationen 10, 50 und 100 nM fir 1, 2,
3, 4,6, 7, 8und 21 h inkubiert. Mittels Western Blot wurde auf Proteinebene der Gehalt an
endogenem P-MEK1/2 (Ser221) erfasst und auf die Gesamtmenge an MEK1/2 bezogen.
Dabei diente B-Aktin als Ladungskontrolle. Die ermittelten Daten wurden weiterhin auf den
jeweiligen Zeitpunkt der Lésungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 % V/V) bezogen. Zur Darstellung
wurde auf 1 h der jeweiligen Behandlung der Bezug genommen. Fir die Aktivierung der
MAPK-Kaskade wurde UVC-Licht 50 J/m? verwendet. In Abbildung 49 (A) sind funf
reprasentative Western Blots und (B) die densitometrische Auswertung aller Versuche fur
DMSO, UVC und NOD 10, 50, 100 nM dargestellt. Der Zeitpunkt 21 h ist nicht zu sehen, da
dieser zwar einen stark erhohten Phosphorylierungsstatus zeigt, jedoch auf Grund
zytotoxischer Effekte nicht reprasentativ ist. Uber die Zeit von 8h nimmt der
Phosphorylierungsgehalt von P-MEK1/2 (A) fur DMSO (0,1 %) ab, wahrend die
Gesamtmenge an MEK1/2 und B-Aktin gleich bleibt. Die Bestrahlung mit UVC-Licht 50 J/m?
und die Behandlung mit NOD 10 nM verursacht in Bezug auf DMSO (0,1 %) und 1 h einen
zwei- bis dreifach erhdhten Status an P-MEK1/2. Dieser Effekt ist fir UVC ab einem
Zeitpunkt von 6 h (B) statistisch signifikant und zeigt einen dreifachen Anstieg an
phosporylietem MEK1/2. Fir NOD 10 nM ist die Tendenz eines Anstiegs des MEK1/2-
Gehalts nicht statistisch signifikant (B). Die Behandlung mit 50 nM zeigt einen statistisch
signifikanten mehr als zweifachen Anstieg bis 6 h, welcher dann wieder abnimmt. Ein
gleicher Effekt kann fir NOD 100 nM beobachtet werden. Ab dem Zeitpunkt von 6 h kommt
es zu einer statistisch signifikanten Erhdhung des Gehalts an P-MEK1/2, welcher bis 8 h
konstant bleibt. Zusammenfassend wurde flir NOD eine konzentrations- und zeitabhangige
Zunahme an P-MEK1/2 (Ser221) auf Proteinebene beobachtet.
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Abbildung 49: Western Blot P-MEK1/2 fiir NOD.
Status an P-MEK1/2 in primaren Rattenhepatozyten von UVC-Licht (50 J/m?) und NOD 10, 50, 100 nM

nach 1, 2, 3, 4, 6, 7 und 8 h. Reprasentativer Western Blot (A) und densitometrische Auswertung (B)
aus MW*SD; n23. 1 h vs. Zeitpunkte, one-way ANOVA und Dunnett’s post test, * < 0,05, ** < 0,01.



Seite |11

MEK1/2 aktiviert ERK1/2 durch Phosphorylierung an Thr202/Tyr204 und Thr185/Tyr187. Die
Untersuchung von P-ERK1/2 ist auf Grund seines Einflusses auf die Regulierung der
Proliferation und des Uberlebens von Zellen notwendig. Weiterhin beeinflusst ERK1/2 die
Kinasen p90RSK und MSK1/2 (Roberts, et al., 2007). Da ERK1/2 in der Lage ist durch
Rickkopplungen zeitabhangig den Raf-vermittelten MAPK-Weg hemmend oder aktivierend
zu beeinflussen, ist diese Kinase als Aktivierungsmarker fir die MAPK-Kaskade
reprasentativ (Kholodenko, et al., 2010).

Um den zeit- und konzentrationsabhangigen Einfluss von MC-LR, MC-RR und NOD auf den
Phosphorylierungsstatus von ERK1/2 in primaren Rattenhepatozyten zu verdeutlichen,
wurden zwei Experimente auf Proteinebene durchgefiihrt. Zum einen wurden mittels
Western Blot die Menge an endogenem P-ERK1/2 (zweifach phosphoryliert an
Thr202/Tyr204 und Thr185/Tyr187 oder einfach phosphoryliert an Thr202) bestimmt, welche
auf den Gesamtgehalt an ERK1/2 bezogen wurde. Dabei diente (-Aktin als
Ladungskontrolle. Die ermittelten Daten wurden weiterhin als Summe aus ERK1 und 2 auf
den jeweiligen Zeitpunkt der Losungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 % V/V) bezogen. Fur die
Positivkontrolle der MAPK-Kaskade wurde UVC-Licht 50 J/m? verwendet. Weiterhin wurden
fluoroszensmikroskopische Bilder mittels konfokaler Laser Scanning Mikroskopie von
P-ERK1/2-markierten primaren Rattenhepatozyten nach 1, 6 und 8 h aufgenommen. Durch
ein Labeling von Aktinfilamenten konnte ebenfalls der zeitabhangige Einfluss der
Lésungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 % V/V), Positivkontrolle (UVC-Licht 50 J/m?) und den
Behandlungen mit MC-LR und NOD der Konzentrationen 10, 50 und 100 nM auf das
Aktinnetzwerk gezeigt werden.

In Abbildung 50 (A) sind funf reprasentative Western Blots und (B) die densitometrische
Auswertung der ermittelten Daten fir DMSO, UVC und MC-LR 10, 50, 100 nM gezeigt. Die
Gesamtgehalte fur ERK1/2 und B-Aktin sind durchgehend fir alle Untersuchungen
unverandert. Der Phosphorylierungsstatus von P-ERK1 (P-p44) nimmt far die
Lésungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 % V/V) Uber den Zeitraum von 8 h leicht ab, wahrend
dieser fiur P-ERK2 (P-p42) konstant bleibt. Die Bestrahlung mit UVC-Licht 50 J/m? erhoht
bezogen auf 1 h ab 6 h statistisch signifikant vor allem die Menge an P-ERK2 (A, B).
Interessanterweise zeigt die Behandlung mit MC-LR 10, 50 und 100 nM keinen statistisch
signifikanten Einfluss auf den Gehalt von P-ERK1/2 (Abbildung 50). Da MC-RR kein starker
Inhibitor der PP ist, ist erwartungsgemal keine Auswirkung von MC-RR 200 nM auf den
Gehalt an P-ERK1/2 zu beobachten (Abbildung 50, A, B).
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Abbildung 50: Western Blot P-ERK1/2 fiir MC-LR.
Status an P-ERK1/2 in primédren Rattenhepatozyten von UVC-Licht (50 J/m?) und MC-LR 10, 50,

100 nM nach 1, 2, 3, 4, 6, 7 und 8 h. Reprasentativer Western Blot (A) und densitometrische
Auswertung (B) aus MW%SD; n23. 1 h vs. Zeitpunkte, one-way ANOVA und Dunnett’s post test,
*<0,05.
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Die konfokalen Immunfluoreszenz-Analysen zeigen in Abbildung 51 (A) fir die
Lésungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 % V/V) ein hochorganisiertes dichtes Aktinnetzwerk,
welches durch Ausbreitung in benachbarte Zellen fur hohe Stabilitdt des Monolayers der
Hepatozyten sorgt. Uber den Zeitraum von 8 h kann keine Veranderung der Aktinfilamente
beobachtet werden. Der Gehalt an P-ERK1/2 zeigt ein schwaches Signal, das konstant
bleibt. Anders verhalt es sich fur die Zellen, die mit UVC-Licht 50 J/m? (Abbildung 51, B)
bestrahlt wurden. Bereits ab einer Stunde kann ein Einfluss auf das Aktinnetz (rot)
festgestellt werden. Die Zellen sind stark abgerundet und die Aktinfilamente sind vor allem in
den auleren Schichten der Hepatozyten zu sehen. Der normalerweise stark ausgepragte
Zell-Zell-Kontakt nimmt ab dem Zeitpunkt 8 h ab. Weiterhin kann nach einer 8 h Behandlung
das Kollabieren und Aggregieren der Aktinfilamente in der Zellmitte oder an einem Pol der
Zelle (B, weile Pfeile) beobachtet werden. Die Menge an P-ERK1/2 (griin) nimmt von 1 h

auf 6 h zu und ist bei 8 h im gesamten Zytoplasma stark vertreten.

DMSO 0,1 %
A

6 h

UVC 50 J/im?

1h 6 h 8h

Abbildung 51: Konfokale Immunfluoreszens-Analyse von DMSO und UVC-Licht.
Status an P-ERK1/2 (griin) in primdren Rattenhepatozyten von DMSO (0,1% V/V) (A) und UVC-Licht
(50 J/m?) (B) nach 1, 6 und 8 h. Markierung der Aktinfilamente mit Alexa Fluor Phalloidin (rot),

Vergroferung 630x Immmersionsol.



Seite |114

Eine Behandlung primarer Rattenhepatozyten mit MC-LR 10 nM (Abbildung 52, A) nach
einer und sechs Stunden zeigt keine eindeutige Veranderung des Aktins, jedoch einen
Anstieg an P-ERK1/2. Ab dem Zeitpunkt 8 h aggregiert und kollabiert Aktin und die
Zellmembran wird pords (Abbildung 52, A, weille Pfeile). Bei einer 8 h-Behandlung mit
MC-LR 50 nM kann eine leichte Erhéhung des P-ERK1/2-Gehalts festgestellt werden
(Abbildung 52, B). Das Aktinnetzwerk bleibt bis 6 h unverandert, ist jedoch nach 8 h
kollabiert und kondensiert um die Zelle und in der Zellmitte (B, weile Pfeile). Eine
Vernetzung zwischen den Zellen kann nicht mehr beobachtet werden und die Zellen sind
stark geschrumpft. Dieser charakteristische und ausgepragte Einfluss von MC-LR 100 nM
auf das Aktinnetz ist in bereits ab 1 h zu sehen (Abbildung 52, C, weilte Pfeile). Der hohe
Status an P-ERK1/2 bei 6 und 8 h steht zu den Ergebnissen des Western Blots im
Widerspruch.
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Abbildung 52: Konfokale Inmunfluoreszens-Analyse von MC-LR.
Status an P-ERK1/2 (griin) in primaren Rattenhepatozyten von MC-LR 10 nM (A), 50 nM (B) und
100 nM (C) nach 1, 6 und 8 h. Markierung der Aktinfilamente mit Alexa Fluor Phalloidin (rot),
Vergrosserung 630x Immmersionsol.
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Die zeit- und konzentrationsabhangige Beeinflussung von NOD auf den P-ERK1/2-Gehalt in
primaren Rattenhepatozyten zeigt im Vergleich zu MC-LR ein etwas anderes konsistentes
Bild. Die Lésungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 % V/V) weist (Abbildung 53 A, B) Uber 8 h keine
Veranderung der P-ERK1/2-Menge auf. Die UVC-Bestrahlung und NOD 10 nM - Behandlung
bewirkt bezogen auf 1 h eine zeitabhangige Erhéhung des phosphorylierten ERK1/2. Dieser
Effekt ist fir UVC bei 6 h und fir NOD 10 nM bei 8 h statistisch signifikant und fir UVC bei
7 h hoch signifikant. Ein starkerer Einfluss ist bei Inkubation mit NOD 50 und 100 nM
(Abbildung 53) festzustellen. NOD 50 nM bewirkt bezogen auf 1 h ab dem Zeitpunkt von 6 h
einen deutlichen Anstieg an P-ERK1/2 (Abbildung 53 A), welcher bei 7 h statistisch
signifikant ist (Abbildung 53 B), wahrend der Gehalt an ERK1/2 konstant bleibt (Abbildung 53
A). Fur NOD 100 nM kann eine Erhéhung von P-ERK1/2 bereits ab 4 h festgestellt werden
(Abbildung 53 A), welche bei 6 und 7 h statistisch hoch signifikant ist und bezogen auf 1 h
um das Zweifache ansteigt (Abbildung 53 B). Die konfokalen Immunofluoreszens-Analysen
bestatigen die ermittelten Daten des Western Blots. Fir NOD 10, 50 und 100 nM kdnnen bei
1 h weder flr das Aktinnetz noch fiir P-ERK1/2 Auswirkungen beobachtet werden (Abbildung
54 A, B, C). Bei 6 und 8 h jedoch werden eine Erhéhung des P-ERK1/2-Gehalts und die
typischen stark ausgepragten Veranderungen der Zellen, wie Zellschrumpfung, porése
Membran, kollabierte und kondensierte Aktinfilamente und Verlust des Zell-Zell-Kontakts
festgestellt (weilte Pfeile).

Zusammenfassend wurde fir NOD eine konzentrations- und zeitabhangige Zunahme an
P-ERK1/2 und der starkere Einfluss als MC-LR auf die Zelle festgestellt. Die
Untersuchungen mit MC-LR liefern widersprichliche Ergebnisse. Wahrend die Daten der
Western Blots keinen Effekt auf den Phosphorylierungsstatus von ERK1/2 zeigen, kann bei
konfokalen Immunofluoreszens-Analysen eine konzentrations- und zeitabhangige Erhéhung
des P-ERK1/2-Gehalts beobachtet werden. Die Feststellung kann auf die niedrige

Sensitivitat des Western Blots zurtickgefuhrt werde.
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Abbildung 53: Western Blot P-ERK1/2 fiir NOD.
Status an P-ERK1/2 in primaren Rattenhepatozyten von UVC-Licht (50 J/m?) und NOD 10, 50 und
100 nM nach 1, 2, 3, 4, 6, 7 und 8 h. Reprasentativer Western Blot (A) und densitometrische
Auswertung (B) aus MW%SD; n23. 1 h vs. Zeitpunkte, one-way ANOVA und Dunnett’s post test,
*<0,05, **<0,01.
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Abbildung 54: Konfokale Inmunfluoreszens-Analyse von NOD.
Status an P-ERK1/2 (griin) in primaren Rattenhepatozyten von NOD 10, 50 und 100 nM nach 1, 6 und
8 h. Markierung der Aktinfilamente mit Alexa Fluor Phalloidin (rot), Vergrosserung 630x
Immmersionsol.
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5.5.2. Status an Phospho-p90RSK

Ein direktes Substrat von ERK1/2 stellt die p90kDa ribosomale S6 Serin/Threonin-Kinasen
(RSK1-4)-Familie dar, welche wiederum S6 Proteine phosphorylieren. Fur die Aktivierung
der Kinasen ist die Phosphorylierung an Ser380, Thr359, Ser363 und Thr573 entscheidend.
Dies kann durch Autophosphorylierung, MAPK und PI3K (Phosphoinositid-3-Kinase) erfolgen
(Frodin, et al., 1999).

Der Einfluss von MC-LR und NOD auf den Phosphorylierungsstatus von p90RSK wurde in
primaren Rattenhepatozyten auf Protein-Ebene mittels Western Blot untersucht. Dabei
wurde zeit- und konzentrationsabhangig der P-p90RSK (Ser380)- und
P-p90RSK (Thr359/Ser363)-Status betrachtet, welche auf den Gehalt der Ladungskontrolle
B-Aktin und Gesamtproteinmenge an RSK1-3 bezogen wurden. Die ermittelten Daten der
jeweiligen Konzentration von MC-LR oder NOD wurden auf den Zeitpunkt 1h in
Abhangigkeit gesetzt. In Abbildung 55 sind reprasentative Western Blots der
Lésungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 % V/V) und Positivkontrolle (UVC-Licht 50 J/m?) fir den
Gehalt an P-p90RSK (Ser380) (Abbildung 55 A), P-p90 (Thr359/Ser363) (Abbildung 55 B)
und die Gesamtmenge von RSK1-3 dargestellt. Dabei kann kein Effekt fur die
Lésungsmittelkontrolle DMSO (0,1 %, V/V) und eine zeitabhangige leichte Erhéhung fur die
Bestrahlung mit UVC-Licht sowohl von P-p90RSK (Ser380) als auch von P-p90
(Thr359/Ser363) festgestellt werden. Der RSK1-3- und [-Aktin-Gehalt bleibt fur alle

Untersuchungen konstant.
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Abbildung 55: Western Blot P-p90RSK fiir Kontrollen.
Status an P-p90RSK in primaren Rattenhepatozyten von DMSO (0,1% V/V) und UVC-Licht (50 J/m?)

nach 1, 2, 3, 4, 6, 7 und 8 h. Reprasentative Western Blots fiir P-p90RSK (Ser380) (A) und
P-p90RSK (Thr359/Ser363) (B).

Die Versuche mit MC-LR der Konzentrationen 10 und 50 nM und MC-RR 200 nM ergaben
keine zeitabhangige Wirkung auf den Phosphoryllierungsstatus von p90RSK (Abbildung 56
und Abbildung 57). MC-LR 100 nM zeigt dagegen ab 4 h eine drei- bis funffache Zunahme
an P-p90RSK (Ser380) bezogen auf 1 h (Abbildung 56 A, B), welche bei 7 und 8 h statistisch
hoch signifikant wird.
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Abbildung 56: Western Blot P-p90RSK fiir MC-LR und MC-RR.
Status an P-p90RSK (Ser380) in primdren Rattenhepatozyten von MC-LR 10, 50 und 100 nM und

MC-RR 200 nM nach 1, 2, 3, 4, 6, 7 und 8 h. Reprasentative Western Blots (A) und densitometrische
Auswertung (B) aus MWxSD; n23. 1 h vs. Zeitpunkte, one-way ANOVA und Dunnett’s post test,
**<0,01.

Ein ahnliches Bild ergibt sich fur P-p90RSK (Thr359/Ser363) (Abbildung 57, A), der Effekt ist
jedoch weniger stark ausgepragt als fur P-p90RSK (Ser380). Die Behandlung mit MC-LR

100 nM bewirkt eine zwei- bis dreifache statistisch signifikante Erhéhung des
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P-p90RSK (Thr359/Ser363)-Gehalts zum Zeitpunkt von 7 h und eine statistisch hoch
signifikante bei 8 h (Abbildung 57, B).
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Abbildung 57: Western Blot P-p90RSK fiir MC-LR und MC-RR.
Status an P-p90RSK (Thr359/Ser363) in primaren Rattenhepatozyten von MC-LR 10, 50 und 100 nM

und MC-RR 200 nM nach 1, 2, 3, 4, 6, 7 und 8 h. Reprasentative Western Blots (A) und
densitometrische Auswertung (B) aus MW%SD; n=4. 1 h vs. Zeitpunkte, one-way ANOVA und
Dunnett’'s post test, * < 0,05, ** < 0,01.
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Der Einfluss auf den Phosphorylierungsstatus von p90RSK in primaren Rattenhepatozyten
durch NOD ist ausgepragter als der durch MC-LR. Eine konsistente konzentrations- und
zeitabhangige Zunahme an P-p90RSK (Ser380) und P-p90RSK (Thr359/Ser363) ist in den
Abbildung 58 undAbbildung 59 zu sehen. Fir NOD 10 nM wurde bereits ab einem Zeitpunkt
von 3 h der Gehalt an P-p90RSK (Ser380) und ab 6 h fur P-p90RSK (Thr359/Ser363)
statistisch signifikante erhéht. Mit zunehmender Konzentration von NOD wurde ein héherer
Anstieg beobachtet, der bezogen auf 1 h fiinf- bis sechsfach zunimmt. Dabei ist fir NOD 50
und 100 nM die statistische Signifikanz zu spateren Zeitpunkten als fir NOD 10 nM zu

sehen, was jedoch auf die Fehlerbalken zurlickzufiihren ist.
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Abbildung 58: Western Blot P-p90RSK fiir NOD.
Status an P-p90RSK (Ser380) in primdren Rattenhepatozyten von NOD 10, 50 und 100 nM nach 1, 2,

3, 4, 6, 7 und 8 h. Reprasentative Western Blots (A) und densitometrische Auswertung (B) aus
MWz=SD; n23. 1 h vs. Zeitpunkte, one-way ANOVA und Dunnett’'s post test, * < 0,05, ** < 0,01.
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Abbildung 59: Western Blot P-p90RSK fiir NOD.
Status an P-p90RSK (Thr359/Ser363) in primaren Rattenhepatozyten von NOD 10, 50 und 100 nM

nach 1, 2, 3, 4, 6, 7 und 8 h. Reprasentative Western Blots (A) und densitometrische Auswertung (B)
aus MW%SD; n23. 1 h vs. Zeitpunkte, one-way ANOVA und Dunnett’s post test, * < 0,05, ** < 0,01.

Zusammenfassend wurde eine konzentrations- und zeitabhangige Aktivierung des RSK-
Signalwegs beobachtet, welcher durch NOD deutlich starker beeinflusst wurde als durch
MC-LR. Interessanterweise konnte festgestellt werden, dass eine zweifache Zunahme von
phosphoryliertem p90RSK durch NOD bereits bei einem friihen Zeitpunkt von 3 h erfolgt,

wahrend fir P-ERK1/2 ein zweifacher Anstieg erst ab 6 h zu sehen ist.
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5.5.3. Status an Phospho-p85/p70 und Phospho-S6rP

Weitere Kinasen, die in der Lage sind S6 Proteine zu phosphorylieren und somit
Zellwachstum, -proliferation und —differenzierung zu beeinflussen, stellen die p85 S6- und
p70 S6-Kinase dar. Diese phosphorylieren S6 Proteine an der 40S ribosomalen Untereinheit,
was zu einer erhdhten Translation von mRNA mit einer Oligopyrimidinsequenz in der 5°
untranslatierten Region fuhrt. Diese Gruppe von mRNA (5" TOP) verschlusselten Proteinen
sind an der Zellzyklusprogression beteiligt und Teil der Translation, wie ribosomale Proteine
und Elongationsfaktoren (Peterson, 1998; Jefferies, et al., 1997). PP2A/PP1 kdnnen
p85/70 S6-Kinasen sowohl direkt als auch Uber eine Inhibierung von PDK1
(3-hosphoinositide dependent protein kinase-1) und PI3K (Phosphoinositid-3-Kinasen)
hemmen (Peterson, 1998; Basu, 2011; Eichhorn, et al., 2009; Kim, et al., 2007).

Der Einfluss auf den Phosphorylierungsstatus von p85 S6, p70 S6 und S6rP (ribosomales
Protein) durch MC-LR, MC-RR und NOD wurde in primaren Rattenhepatozyten auf Protein-
Ebene mittels Western Blot festgestellt. Dabei wurde auf P-p85 (Thr412) und P-p70 (Thr389)
zeit- und konzentrationsabhangig untersucht, welche auf die Ladungskontrolle B-Aktin
bezogen wurden. Die Durchfiihrung eines PathScan Multiplex Western Cocktails lieferte den
Phosphorylierungsstatus fur P-S6rP (Ser235/236), wobei das von der Phosphorylierung
unabhangige Protein elF4E (eukariotischer Initiationsfaktor 4E) als Ladungskontrolle
gegeben war. Die ermittelten Daten der jeweiligen Konzentration von MC-LR oder NOD
wurden auf den Zeitpunkt 1 h bezogen. In Abbildung 60 sind reprasentative Western Blots
(A) und die densitometrische Auswertung (B) der Lésungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 % V/V),
Positivkontrolle (UVC-Licht 50 J/m?), MC-LR 10, 50, 100 nM und MC-RR 200 nM fir den
Gehalt an P-p85/p70 S6 (Thr412)/(Thr389) dargestellt. Dabei kann durch die
Lésungsmittelkontrolle kein Einfluss und durch UVC-Behandlung eine zeitabhangige
Erhéhung sowohl von P-p85 S6 (Thr412) als auch von P-p70 S6 (Thr389) beobachtet
werden. Die Untersuchungen mit MC-LR in den Konzentrationen 10 und 50 nM sowie
MC-RR 200 nM ergeben keine konzentrations- und zeitabhangige Wirkung auf den
Phosphoryllierungsstatus von P-p85/p70 S6 (Thr412)/(Thr389). MC-LR 100 nM zeigt eine
leichte erhdhende Tendenz fir P-p70 S6 (Thr389) (A), welche jedoch statistisch nicht
signifikant ist (Abbildung 60, B).



Seite |127

A DMSO 0,1 % UVC-Licht 50 J/m?

P-p85 (Thr412)/
P-p70 (Thr389)

B-Aktin e N —— o —
45 1 2 3 4 6 7 8Ih 1 2 3 4 6 7 8Ih
MW (kDa) MC-LR 10 nM MC-LR 50 nM
[ e ; P-p85 (Thr412)/ [
85/70 T ——— — — — P-p70 (Thr3g9) © . — —_———— —
45 e T VIR B'Akhn o _-_--—-
1 2 3 4 6 7 8Ih 1. 2 3 4 6 7 8Ih
MW (kDa) MC-LR 100 nM MC-RR 200 nM
B570 fom , o s S P-p85 (Thrd12)/ e T S S e . e
T ————— P-p70 (Thr389) s B
45 | ' .
T ——
BN B-Aktin e TR —
1 2 3 4 6 7 8Ih 1.2 3 4 6 7 8I]h
B [IMC-LR10nM EEEMC-LR50nM [ MC-LR 100 nM

[ MC-RR 200 nM

relative Bandenintensitat

1 2 3 4 6 7 8
Zeit [n]

Abbildung 60: Western Blot P-p70S6 fiir MC-LR und MC-RR.
Status an P-p70S6 (Thr389) in primaren Rattenhepatozyten von MC-LR 10, 50, 100 nM und MC-RR

200 nM nach 1, 2, 3, 4, 6, 7 und 8 h. Reprdsentative Western Blots (A) und densitometrische
Auswertung (B) aus MWxSD; n=4. 1 h vs. Zeitpunkte, one-way ANOVA und Dunnett’s post test.
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Ein anderes Bild zeigen dagegen die Versuche mit NOD. In Abbildung 61 kann eine
konsistente statistisch signifikante konzentrations- und zeitabhangige Erhdhung von
P-p85 (Thr412) und P-p70 S6 (Thr389) beobachtet werden. Dabei wird der Status an
P-p70 S6 (Thr389) bei einem friheren Zeitpunkt erhéht als der an P-p85 S6 (Thr412), jedoch
weniger stark ausgepragt. Besonders deutlich ist dies fir die Konzentration 10 nM gezeigt
(Abbildung 61 A). Eine statistisch signifikante Zunahme an P-p85 S6 (Thr412) erfolgt bei 7 h
und erreicht ein Maximum fur diese Konzentration bei einer vierfachen Erhéhung (Abbildung
61 A, B), wobei die Menge an P-p70 S6 (Thr389) bereits ab 3 h (Abbildung 61 A) zunimmt.
Diese ist jedoch erst bei 8 h statistisch hoch signifikant und ebenfalls um das Vierfache
erhéht (Abbildung 61 C). Fir die Konzentrationen 50 und 100 nM kann eine entsprechend
verstarkte Wirkung, die zu einem friiheren Zeitpunkt eintritt, gezeigt werden (Abbildung 61
A). Dabei werden bezogen auf 1 h eine elffache Zunahme fir P-p85 S6 (Thr412) und eine
vierfache fir P-p70 S6 (Thr389) (Abbildung 61 B, C) festgestellt.

Die Erhéhung des Phosphorylierungsstatus flir pP9ORSK und p85/70 S6 durch NOD sollte
folglich eine klare Auswirkung auf P-S6 ribosomales Protein zeigen. Betrachtet man aber
Abbildung 62, kann bis auf eine leichte Tendenz einer Erhdhung keine deutliche Zunahme
beobachtet werden. Nur die Konzentration 100 nM liefert einen statistisch signifikanten
Anstieg an P-S6rP (Ser235/236) bei 8 h (Abbildung 62 B). Vergleicht man den basalen
Status bei der Losungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 %) mit dem der jeweiligen Behandlungen,
kann eine allgemeine zeitunabhangige Zunahme an P-S6rP (Ser235/236) (Abbildung 62, A)

festgestellt werden.
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Abbildung 61: Western Blot P-p85/p70S6 fiir NOD.
Status an P-p85/p70S6 (Thr412)/(Thr389) in primaren Rattenhepatozyten von NOD 10, 50, 100 nM

nach 1, 2, 3, 4, 6, 7 und 8 h. Reprasentative Western Blots (A) und densitometrische Auswertung fiir
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P-p85S6 (Thr412) (B) und P-p70S6 (Thr389) (C) aus MW+SD; n=3. 1 h vs. Zeitpunkte, one-way
ANOVA und Dunnett’'s post test, * < 0,05, ** < 0,01.
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Abbildung 62: Western Blot P-S6rP fiir NOD.
Status an P-S6 ribosomales Protein (Ser235/236) in primdaren Rattenhepatozyten von NOD 10, 50,

100 nM nach 1, 2, 3, 4, 6, 7 und 8 h. Reprasentative Western Blots (A) und densitometrische
Auswertung fiir P-S6 ribosomales Protein (Ser235/236) (B) aus MW*SD; n=3. 1 h vs. Zeitpunkte, one-
way ANOVA und Dunnett’'s post test, ** < 0,01.
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5.5.4. Status an Phospho-p38 MAPK und Phospho-MSK1/2

Zellularer Stress wie osmotischer Schock, Zytokine, LPS (Lipopolysaccharide), UV-Licht-
Bestrahlung und Wachstumsfaktoren fuhrt zu Auslésung des p38-Signalwegs. Die
Aktivierung der MAPKinase p38 erfolgt durch MKK3, MKK6 und SEK mittels
Phosphorylierung von Thr180 und Tyr182. MSK1/2 kann wiederum durch p38 und ERK1/2
aktiviert werden, indem eine Phosphorylierung an Ser360 und Ser376 stattfindet (Pearson, et
al., 2001).

Primare Rattenhepatozyten wurden mit NOD 10, 50 und 100 nM inkubiert und nach 1, 2, 3,
4, 6, 7 und 8 h auf Proteinebene mittels Western Blot auf den P-p38 (Thr180/Tyr182)-,
MSK1/2 (Ser360)- und MSK1/2 (Ser376)-Status untersucht. Fur die Ermittlung des
Phosphorylierungsstatus von P-p38 (Thr180/Tyr182) wurde ein PathScan Multiplex Western
Cocktail verwendet, in dem die Ladungskontrolle elF4E vorgegeben war. Es wurde auf die
Lésungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 %) bezogen und fur die jeweiligen Konzentrationen in
Abhangigkeit zu 1 h gesetzt. Um sicher zu stellen, dass kein Einfluss durch NOD auf den
Gesamtproteingehalt von p38 vorliegt, wurde ebenfalls mittels Western Blot die
Proteinmenge ermittelt (siehe Anhang Abbildung 93). Die Verwendung zweier unabhangiger
MSK1/2-Antikérper konnte keine Daten beziglich des Phosphorylierungsstatus liefern, da flr
keine Behandlung Banden detektiert werden konnten.

Abbildung 63 zeigt fur die Lésungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 % V/V) keinen und fir UVC-
Bestrahlung einen erhéhenden Einfluss auf den P-p38 (Thr180/Tyr182)-Status (Abbildung 63
A). Die Behandlung mit NOD 10 nM ergibt bezogen auf 1 h im untersuchten Zeitintervall von
8 h eine zeitabhangige dreifache Zunahme von P-p38 (Thr180/Tyr182) (Abbildung 63 A, B),
die bereits ab 4 h eine Tendenz der Zunahme aufweist. Mit héheren Konzentrationen (50
und 100 nM) kommt es zu einem verstarkten Einfluss auf den P-p38 (Thr180/Tyr182)-Status,
der einen vierfachen Anstieg hervorruft und zu einem friheren Zeitpunkt eintritt. So kann
eine Erhohung des Phosphorylierungsgehalts von p38 (Thr180/Tyr182) bereits ab 2 h
(Abbildung 63 A) beobachtet werden, die fir NOD 50 nM bei 8 h statistisch signifikant und flr
NOD 100 nM ab 6 h statistisch hoch signifikant ist.

Da sowohl der ERK1/2- als auch p38-Signalweg durch NOD ab 10 nM ab 4 bis 6 h eindeutig
aktiviert wurde und beide einen Einfluss auf MSK1/2 haben, sollte eine Erhéhung des
Phosphorylierungsgehalts von MSK1 (Ser360) und MSK1(Ser376) zu erwarten sein. Da
keine Banden und somit Daten ermittelt werden konnten, kann keine klare Aussage getroffen

werden.
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Abbildung 63: Western Blot P-p38MAPK fiir NOD.
Status an P-p38MAPK (Thr180/Tyr182) in primaren Rattenhepatozyten von NOD 10, 50, 100 nM nach

1, 2, 3, 4, 6, 7 und 8 h. Reprasentative Western Blots (A) und densitometrische Auswertung fir
P-p38MAPK (Thr180/Tyr182) (B) aus MW%SD; n=3. 1 h vs. Zeitpunkte, one-way ANOVA und
Dunnett’s post test, * < 0,05, ** < 0,01.
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5.5.5. Status an Bax, Bcl2 und Bcl-xL

Da MCs und NODs durch Hemmung von PP2A und PP1 in der Lage sind Apoptosen
auszulésen und der Signalweg Uber MAPKinasen an der Regulierung von Apoptosemarkern
beteiligt ist (Svircev, et al., 2010), wurde der mdgliche Einfluss auf das Gleichgewicht
zwischen pro- und antiapoptotischer Proteine untersucht. Bax spielt eine entscheidende
Rolle in der durch mitochondrialen Stress verursachten Apoptose. Dabei erhoht Bax die
Membranpermeabilitdt von Mitochondrien, wodurch Cytochrom c freigesetzt und Caspase 9
aktiviert wird (Narita, et al., 1998). Bcl-2 stellt als antiapoptotisches Protein einen
Gegenspieler von Bax dar, indem es die Freisetzung von Cytochrom c inhibiert. Ein weiteres
Mitglied der Bcl-2-Familie ist Bcl-xL, welches ebenfalls antiapoptotisch wirkt. Durch die
Bildung eines Heterodimers mit Bax, welches porenbildende Eigenschaften aufweist, wird
die Aufrechterhaltung der Membranintegritdt von Mitochondrien gewahrleistet und somit
apoptotische Effekte gehemmt (Zhou, et al., 2010).

In primaren Rattenhepatozyten wurde die Wirkung durch MC-LR und NOD auf Bax (pro-
apoptotisch), Bcl2 und Bcl-xL (anti-apoptotisch) auf Proteinebene mittels Western Blot und
fur Bcl-xL zusatzlich mittels konfokalen Immunfluoreszens-Analysen untersucht. Fir die
densitometrische Auswertung wurden die Gehalte fur Bax, Bcl-2 und Bcl-xL auf die
Ladungskontrolle  (B-Aktin), dann auf die entsprechenden Zeitpunkte der
Lésungsmittelkontrolle (DMSO) und zum Schluss auf den Zeitpunkt 1 h der jeweiligen
Konzentration bezogen.

In Abbildung 64 sind fir primare Rattenhepatozyten reprasentative Western Blots (Abbildung
64 A) und eine densitometrische Auswertung (Abbildung 64 B) fir MC-LR und MC-RR
dargestellt. Dabei kommt es erwartungsgemal in einem Zeitraum von 24 h zu keiner
Regulierung des Bax-Gehalts durch die Lésungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 % V/V) und zu
einer Hochregulierung durch UVC-Bestrahlung (Abbildung 64 A). MC-LR 100 nM ist in der
Lage bei den Zeizpunkten 8 und 24 h einen schwachen Anstieg des Bax-Gehalts
hervorzurufen (Abbildung 64 A), wobei keine statistische Signifikanz gegeben ist (Abbildung
64 B). MC-RR besitzt keinen Einfluss auf Bax (Abbildung 64 A, B).

Die Behandlung mit NOD zeigt eine zeitabhangige zweifache Induktion von Bax (Abbildung
65). Dabei steigt die Proteinmenge an Bax flir NOD 10 nM bis 8 h und fallt bei 24 h leicht ab
(Abbildung 65 A, B). Auch die héheren Konzentrationen (50 und 100 nM) fihren zu einer
zweifachen Induktion von Bax, wobei eine eindeutige Konzentrationsabhangigkeit nicht zu

erkennen ist.
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Abbildung 64: Western Blot Bax fiir MC-LR und MC-RR.
Status an Bax in primaren Rattenhepatozyten von MC-LR 10, 50, 100 nM und MC-RR 200 nM nach 1,

2,3,4,6,7, 8 und 24 h. Reprasentative Western Blots (A) und densitometrische Auswertung fiir Bax
(B) aus MW%SD; n=4. 1 h vs. Zeitpunkte, one-way ANOVA und Dunnett’'s post test.
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Abbildung 65: Western Blot Bax fiir NOD.
Status an Bax in primaren Rattenhepatozyten von NOD 10, 50, 100 nM nach 1, 2, 3, 4, 6, 7 und 8 h.

Reprasentative Western Blots (A) und densitometrische Auswertung fiir Bax (B) aus MW+SD; n=5.
1 h vs. Zeitpunkte, one-way ANOVA und Dunnett’'s post test, * < 0,05, ** < 0,01.

Weder die Behandlung mit MC-LR noch mit MC-RR oder NOD haben Einfluss auf die Bcl-2-
Induktion in primaren Hepatozyten der Ratte. In den Abbildung 66 undAbbildung 67 kann in
den reprasentativen Blots (A) und der densitometrischen Auswertung (B) Uber einen
Zeitraum von 24 h keine Veranderung bezlglich des Proteingehalts an Bcl-2 im Vergleich

zum basalen Status der Lésungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 % V/V) beobachtet werden.
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Abbildung 66: Western Blot Bcl-2 fiir MC-LR und MC-RR.
Status an Bcl-2 in primédren Rattenhepatozyten von MC-LR 10, 50, 100 nM und MC-RR 200 nM nach

1,2, 3,4, 6,7 und 8 h. Reprasentative Western Blots (A) und densitometrische Auswertung fiir Bcl-2
(B) aus MW%SD; n=3. 1 h vs. Zeitpunkte, one-way ANOVA und Dunnett’'s post test.



Seite |137

A

MW (kDa) NOD 10 nM NOD 50 nM

2l | ] 3
B e ——— B-Aktin [ S S —
123 4 67 8 241[h] 123 4 67 8 24[h]
MW (kDa) NOD 100 nM
B-Aktin
4 6 7 8 24[h
B [—INOD 10 nM I NOD 50 nM I NOD 100 nM

relative Bandenintensitat

Zeit [h]

Abbildung 67: Western Blot Bcl-2 fiir NOD.
Status an Bcl-2 in primaren Rattenhepatozyten von NOD 10, 50, 100 nM nach 1, 2, 3, 4, 6, 7 und 8 h.

Reprasentative Western Blots (A) und densitometrische Auswertung fiir Bcl-2 (B) aus MWxSD; n=3.
1 h vs. Zeitpunkte, one-way ANOVA und Dunnett’s post test.

Die Untersuchungen primarer Rattenhepatozyten mittels Western Blot zeigen fir MC-LR 10,
50 und 100 nM und MC-RR 200 nM keine Veranderung fiir die Proteinmenge an Bcl-xL
(Abbildung 68, A, B). In Abbildung 69 sind konfokale Immunofloureszens-Analysen flr die
Lésungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 % V/V) und UVC-Bestrahlung dargestellt. Dabei ist fur
DMSO bei allen Zeitpunkten (1, 6 und 8 h) ein gleichbleibendes starkes Signal fur Bcl-xL zu
sehen. Die UVC-Bestrahlung zeigt eine leichte Abnahme des Bcl-xL-Gehalts (Abbildung 69).
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Die Behandlung mit MC-LR 10, 50 und 100 nM liefern keinen Einfluss auf Bcl-xL, obwonhl

bereits apoptotische Merkmale zu erkennen sind (wei3e Pfeile) (Abbildung 70).
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Abbildung 68: Western Blot Bcl-xL fiir MC-LR und MC-RR.
Status an Bcl-xL in primdren Rattenhepatozyten von MC-LR 10, 50, 100 nM und MC-RR 200 nM nach

1, 2, 3, 4, 6, 7 und 8 h. Reprasentative Western Blots (A) und densitometrische Auswertung fiir Bcl-
xL (B) aus MW%SD; n=3. 1 h vs. Zeitpunkte, one-way ANOVA und Dunnett’s post test.
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DMSO 0,1 %
6h 8h
UVC 50 J/im?
1h 6 h 8h

Abbildung 69: Konfokale Immunfluoreszens-Analyse von Kontrollen.
Status an Bcl-xL (griin) in primaren Rattenhepatozyten von DMSO (0,1 %, V/V) und UVC-Licht
(50 J/m?) nach 1, 6 und 8 h. Markierung der Aktinfilamente mit Alexa Fluor Phalloidin (rot),
Vergrosserung 630x Immmersionsol.
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Abbildung 70: Konfokale Inmunfluoreszens-Analyse von MC-LR.
Status an Bcl-xL (griin) in primaren Rattenhepatozyten von MC-LR 10, 50 und 100 nM nach 1, 6 und
8 h. Markierung der Aktinfilamente mit Alexa Fluor Phalloidin (rot), Vergrosserung 630x
Immmersionsol.
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Auf Grund zytotoxischer Wirkung durch MC-LR und NOD wurden keine Immunofloureszens-
Analysen fir 24 h durchgefuhrt.

Im Gegensatz zu MC-LR liefern Untersuchungen mit NOD eine klare Aussage bezlglich des
Einflusses auf Bcl-xL. Im Western Blot (Abbildung 71, A) kann bis auf leichte Schwankungen
im Bcl-xL-Gehalt eine induzierende Wirkung beobachtet werden. Die densitometrische
Auswertung (Abbildung 71 B) verdeutlicht diesen Befund, da konzentrationsabhangig eine
zwei- bis flnffache statistisch signifikante bzw. hoch signifikante Erhéhung des
Bcl-xL-Gehalts bei 24 h vorliegt. Interessanterweise kann flr alle drei Konzentrationen bis
3 h (Abbildung 71, B) ein leichter Abwartstrend der Bcl-xL-Menge, welche ab 4 h wieder
konsistent zunimmt, beobachtet werden (Abbildung 71, B). In den konfokalen
Immunofluoreszens-Analysen kann kein eindeutiger Einfluss durch NOD auf Bcl-xL im

untersuchten Zeitraum beobachtet werden (Abbildung 71 und Abbildung 72).



MW (kDa) NOD 10 nM
Bcl-xL
B-Aktin
123 4 67 8 24[h]
MW (kDa) NOD 100 nM

—— B ———

45

123 4 67 8 24[h]

B [TINOD 10 nM

relative Bandenintensitat

I NOD 50 nM

4
Zeit [h]

o e ———

6

Seite |142

NOD 50 nM

——----_-
T — ———

123 4 67 8 24[h]

Bcl-xL

B-Aktin

I NOD 100 nM

*k

24

Abbildung 71: Western Blot Bcl-xL fiir NOD.
Status an Bcl-xL in primdren Rattenhepatozyten von NOD 10, 50, 100 nM nach 1, 2, 3, 4,6, 7 und 8 h.

Reprasentative Western Blots (A) und densitometrische Auswertung fiir Becl-xL (B) aus MW%SD;

n=3. 1 h vs. Zeitpunkte, one-way ANOVA und Dunnett’'s post test.
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Abbildung 72: Konfokale Inmunfluoreszens-Analyse von NOD.
Status an Bcl-xL (gruin) in primaren Rattenhepatozyten von NOD 10, 50 und 100 nM nach 1, 6 und
8 h. Markierung der Aktinfilamente mit Alexa Fluor Phalloidin (rot), Vergrosserung 630x
Immmersionsol.
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Zusammenfassend konnte in primaren Rattenhepatozyten durch Inkubation mit MC-LR oder
NOD eine konzentrations- und zeitabhangige Zunahme von Bax, jedoch kein Einfluss auf
Bcl-2 festgestellt werden. Der Gehalt an Bcl-xL wurde durch MC-LR und MC-RR nicht
beeinflusst, wobei NOD nach 24 h im zytotoxischen Bereich eine deutliche Induktion
bewirkte. Somit spielen Bax und Bcl-xL eine entscheidende Rolle in der durch MC-LR und
NOD induzierten Apoptose und als Marker fir einen MAPK-vermittelten Signalweg. Da
Bcl-xL durch p90RSK und p85/70 Uber eine hemmende Wirkung auf Bad (pro-apoptotisch)
aktiviert werden kann, koénnen anti-apoptotische Effekte die Folge sein. Auf Grund des
gestorten Gleichgewichts von Bax und Bcl-2 kann die Reaktion aber auch in Richtung

Apoptoseinduktion gelenkt werden.
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6. Diskussion

Die Toxine der Cyanobakterien, vor allem die zyklischen Hepatotoxine Microcystine (MCs)
und Nodularine (NODs), stellen weltweit ein ernstes gesundheitliches Problem flir Mensch
und Tier dar. Nach der Blitezeit setzen Cyanobakterien diese Toxine ins Wasser frei,
wodurch es zu Kontamination von Gewassern, Trinkwasser und Nahrungsmitteln kommt und
dadurch Menschen, Haustiere und Vieh mit den Toxinen in Kontakt treten kénnen (Ibelings,
et al., 2007; Schaeffer, et al., 1999; Pearson, et al., 2010). AuRerdem hat die Verwendung
von Algen allgemein, aber auch von Cyanobakterien, in der asiatischen Kiche eine lange
Tradition. Die Gattung Spirulina wurde bereits bei den Azteken in Mexiko zu einer Art Brot,
dem Tacuitlatl, verarbeitet und wird heute als Nahrungserganzungsmittel in den Handel
gebracht (Hoeger, et al., 2005; Belay, et al., 1993; Engeli, 2005).

Vornehmlich die Familien der zyklischen Heptapeptide MCs mit Gber 90 Strukturvarianten
und der zyklischen Pentapeptide NODs mit acht Strukturkongeneren werden fir die
toxischen Effekte verantwortlich gemacht (Carmichael, et al., 1988; Dawson, 1998; Chorus,
et al., 1999; Saito, et al., 2001; deSilva, et al., 1992).

Als moglicher Wirkmechanismus wurde sowohl in vivo als auch in vitro die Hemmung der
Serin/Threonin Proteinphosphatasen (PP) identifiziert, welche mit einer
Hyperphosphorylierung zellularer Proteine einhergeht (Runnegar, et al., 1995; Solter, et al.,
1998; Honkanen, et al., 1994; MacKintoshl, et al., 1990; MacKintosh, et al., 1995). Eine
relevante Aufnahme dieser Toxine wird flir Leberschadigung und Lebertumorpromotion als
mogliche akute und Langzeit Auswirkungen in Erwagung gezogen (Hu, et al., 2002;
Nishiwaki-Matsushima, et al., 1992; Carmichael, 1992; IARC, 2006).

Bei der Uberwachung von Gewassern werden die Proben auf die wenigen rechtlich
relevanten MCs MC-LR, MC-RR und MC-YR mit einer HPLC-UV-Vis-Messmethode gemaf}
der Norm ISO 20179 untersucht. Jedoch werden ebenfalls in beachtlichen Mengen
vorkommenden toxikologisch relevanten MCs, NODs und die entsprechenden Desmethyl-
Varianten, uber deren Struktur-Wirkungsbeziehung wenig bekannt ist, nicht voneinander
getrennt oder klassifiziert sondern gemeinsam miterfasst (Hoeger, 2003; Kriger, et al., 2009;
Hoeger, et al., 2007; ISO 20179, 2005; Mazur-Marzec, et al., 2006).

In der vorliegenden Arbeit sollten deshalb Zusammenhange zwischen chemischer Struktur
und toxikologischer Relevanz hepatotoxischer MCs und NOD, sowie desmethylierter

Strukturvarianten aufgeklart werden.
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Es sollten vergleichende Untersuchungen zur Zytotoxizitdt und zu Wirkmechanismen der
Toxizitat von MCs und NOD, sowie ihrer desmethylierten Kongenere durchgefihrt werden.

Zunachst sollten deren zytotoxischen Eigenschaften in Ratten- und Humanhepatozyten in
Primarkultur erfasst und mit der Hemmwirkung auf die Proteinphosphatasen (PP) 1 und 2

humanen und tierischen Ursprungs verglichen werden.

AuRerdem sollte die Frage geklart werden, in wieweit die Auslésung von Apoptose einen
relevanten Wirkmechanismus von MCs und NOD darstellt. Abschlielend sollte zeit- und
konzentrationsabhangig die Wirkung der Hemmung von PPs auf deren zellularen
Regulationsmechanismen untersucht werden, um einen moglichen Zusammenhang
zwischen veranderter zellularer Signalkette und Tumorpromotion in der Leber zu knupfen.

Die Aufklarung der toxikologischen Relevanz von MCs, NOD und ihrer desmethylierten
Kongenere soll auf der Grundlage toxikologischer Daten eine bessere Einschatzung der

Gefahrdung flr Mensch und Tier gewahrleisten.

6.1. Zytotoxizitat und Hemmung von Proteinphosphatasen

durch Microcystine und Nodularine

Die Zytotoxizitat in Korrelation mit Modifikationen der Struktur verschiedener MCs, NOD und
desmethylierter Varianten wurde in primaren Ratten- und Humanhepatozyten untersucht.
Aufgrund struktureller Eigenschaften von MCs und NODs werden spezielle Transporter
bendtigt, da eine Diffusion wegen chemischer Beschaffenheit wie GréRe und Hydrophilie
sehr erschwert ist. Hepatozyten besitzen die nétigen Transportproteine der Superfamilie
OATP, weshalb die Leber das Hauptzielorgan zur Aufnahme von MCs und NODs darstellt
(Runnegar, et al., 1991; Eriksson, et al., 1990; Fischer, et al., 2005). Weitere Organe, die
diese Transportproteine exprimieren, sind Niere, Lunge, Darm und Gehirn (Herfindal, et al.,
2011; Fischer, et al., 2005). Aber nicht nur Aufnahme und Transport von MCs und NODs
spielen eine entscheidende Rolle bei der zytotoxischen Wirkung, sondern auch die
Detoxifizierung, wobei Metabolisierungsprodukte wie Glutathion- und Cysteinkonjugate an
Mdha oder Konjugate mit oxidierter Dien-Bindung von Adda enstehen (Bourne, et al., 1996;
Pflugmacher, et al., 2001; Pflugmacher, et al., 1988; Kondo, et al., 1996; Takenaka, 2001).
Vorallem aber der inhibitorische Effekt auf die Proteinphosphatasen wie PP1 und PP2A,
welcher durch strukturelle Modifikationen verstarkt oder abgeschwacht werden kann, ist
ausschlaggebend fir die Zytotoxizitdt durch MCs und NODs (Blom, et al., 2005;
MacKintoshl, et al., 1990; Runnegar, et al., 1995).
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Die Unterschiede in der konzentrationsabhangigen zytotoxischen Wirkung bezogen auf
strukturelle Eigenschaften kénnen durch die in dieser Arbeit erzielten Daten belegt werden.
So wird in primaren Rattenhepatozyten sowohl im LDH-Leakage-Assay (ECs-Wert:
1,6 £ 0,07 nM) als auch im Resazurinreduktionstest (ECso-Wert: 1,8 + 0,3 nM) gezeigt, dass
MC-LW mit L-Leu und L-Trp an den zwei variablen Stellen nach einer 24-stiindigen
Behandlung das hochste zytotoxische Potential aufweist (Tabelle 38). In primaren
Humanhepatozyten zeigt sich MC-LW (ECs-Wert: 5,3 +£0,6 nM) ebenfalls als
zytotoxischstes Microcystin, ist aber im Vergleich zu primaren Rattenhepatozyten im
Resazurinreduktionstest in seiner Wirkung weniger sensitiv (ECs-Wert: 1,8 £ 0,3 nM)
(Tabelle 38).

Die Zytotoxizitatsdaten werden im PPI-Assay fur MC-LW mit einer hohen Bindungsaffinitat
sowohl zu humanem PP2A (ICs-Wert: 0,06 + 0,006 nM) als auch zu humanem PP1a
(ICso-Wert: 0,14 £ 0,03 nM) bestatigt (Tabelle 39).



Tabelle 38: ECso-Werte (MW * SD aus n

3) von MC-
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und NOD-Kongeneren aus dem

Resazurinreduktionstest und LDH-Leakage-Test in primadren Ratten- und Humanhepatozyten nach 24 h.

Behandlung ECso (nM) £ 95 % ECso (nM) £95 % ECso (nM) £ 95 %
Konfidenzintervall in Konfidenzintervall in Konfidenzintervall in
primaren primaren priméren
Rattenhepatozyten aus Rattenhepatozyten Humanhepatozyten aus
Resazurinreduktionstest aus LDH-Assay Resazurinreduktionstest

MC-LR 53,6 £ 11,7 90,3+6,3 119,1 £ 14,6

[’Asp]MC-LR 27+04 6,8+0,5 20,1+ 4,2

['Dha]MC-LR 18,9+4,8 36,3+ 13,2 159,8 + 11,9

MC-RR > 100 > 100 n.d.

[’Asp]MC-RR > 100 > 100 n.d.

['Dha]MC-RR > 100 > 100 n.d.

MC-YR 10,1+ 3,8 9,7+29 n.d.

dmMC-YR 10,2+0,8 21,4+0,7 n.d.

MC-HtyR 372+5 > 100 > 500

MC-LW 1,8+0,3 1,6 £ 0,07 5,3+0,6

MC-WR 144 +24 29,8+2,2 > 500

MC-LY 92+14 30,1+ 4,1 106,2+ 9,6

MC-LA 3,3+0,1 7,321 16,8+ 2,2

MC-LF >5 >10 n. d.

NOD 31,2+7,3 67,5+29 772+22

['Asp]NOD: 19,2+ 9,1 40,6 +1,2 n.d.

[°Dhb]NOD

>10:1

['Asp]NOD > 50 130,4 + 69,4 > 600

n.d.: nicht detektiert
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Tabelle 39: ICso-Werte (MW * SD aus n 2 3) aus PP-Inhibierungstest fir PP2A und PP1a tierischem und
humanem Ursprung im Vergleich

Behandlung ICs0 (NM) £ 95 % ICs50 (NM) £95 % ICs50 (NM) £95 % ICs0 (NM) £ 95 %

Konfidenzintervall Konfidenzintervall Konfidenzintervall Konfidenzintervall

in PP2A aus in PP1a aus in PP2A humaner in humaner PP1a

Rinderniere Kaninchenmuskel Erythrozyten (rekombinant)
MC-LR 0,21 £0,12 1,1+0,4 0,03 £ 0,01 0,04 £ 0,01
[’Asp]MC-LR n.d. n.d. 0,07 £ 0,01 0,11 £ 0,02
['Dha]MC-LR 0,11 £ 0,04 0,54 +0,12 0,09 £ 0,01 0,25 £ 0,01
MC-RR 10,3+ 2,0 7,7+12 59+1,2 32+0,8
[’Asp]MC-RR n.d. n.d. 11,5+£2,6 54+25
['Dha]MC-RR 3,7+1,3 8,3+0,8 6,6 +2,4 0,8 +0,08
MC-YR 0,09 £ 0,02 0,10 £ 0,01 0,30 £ 0,02 0,13 £ 0,01
dmMC-YR 0,15+ 0,03 0,19 £ 0,09 24+04 2,9+0,1
MC-HtyR n.d. n.d. 0,48 £ 0,09 1,3+0,2
MC-LW nd n.d 0,06 + 0,006 0,14 £ 0,03
MC-WR n.d n.d 0,42 £ 0,05 0,22 £ 0,03
MC-LY n.d n.d 0,37 + 0,06 1,2+ 0,01
MC-LA 0,02 + 0,0007 n.d. n.d n.d
MC-LF 0,09 + 0,02 n.d. nd n.d
NOD 0,61+ 0,42 0,97 £ 0,18 0,17 £ 0,04 0,37 £ 0,04
['Asp]NOD: 0,29 £ 0,08 1,6+0,9 0,48 £ 0,09 0,87 £ 0,16
[°Dhb]NOD
>10:1

n.d.: nicht detektiert

Das Microcystin MC-LA mit L-Leu und L-Ala (Abbildung 73) an den zwei variablen Stellen ist
in seiner Zytotoxizitat etwas schwacher als MC-LW, gehort aber wie auch MC-LF (L-Leu und
L-Phe) und MC-LY (L-Leu und L-Tyr) zu den stark wirksamen MCs. So zeigt MC-LA in
primaren Rattenhepatozyten in beiden Zytotoxizitatstests (ECs-Werte: 3,3 = 0,1 nM und
7,3+£2,1nM) und in Humanhepatozyten im Resazurinreduktionstest (ECs-Wert:
16,8 + 2,2 nM) ein starkes zytotoxisches Potential (Tabelle 38). Die Untersuchung mittels
PPI-Assay fur MC-LA mit einem [ICso-Wert von 0,02 nM flr PP2A (Rinderniere) bestatigt die
Zytotoxizitat (Tabelle 39). In einer Studie wurde bei der Untersuchung des hemmenden
Effekts von MC-LA auf PP2A (Kaninchenmuskel) ein etwa gleich starker Einfluss mit einem
ICso-Wert von 0,04 nM festgestellt. Weiterhin wurden auch 1Cso-Werte fir MC-LR ebenfalls
von 0,04 nM und ftr NOD von 0,03 nM ermittelt (Honkanen, et al., 1994).
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Abbildung 73: Grundstruktur der MCs

In dieser Arbeit kann, bezogen auf das hemmende Potential von PP2A (Rinderniere), eine
abweichende Beobachtung gemacht werden. So zeigen MC-LR und NOD mit einem
ICso-Wert von 0,2 nM und 0,6 nM eine mindestens zehnfach schwachere Wirkung auf die
PP2A-Aktivitdt (Rinderniere) als MC-LA. Das bedeutet, dass der Austausch der variablen
Aminosaure L-Arg durch L-Ala an Position vier (Abbildung 73) fir die PP2A-Inhibierung
wegen der veranderten Bindungsstarke an PP2A eine Rolle spielt. NOD, dessen Struktur
zwei Aminosauren weniger enthalt als MC-LR oder MC-LA, zeigt eine leichte Abschwachung
in der Bindungsstarke zu PP2A (Rinderniere) (Tabelle 39).

Der Vergleich der weiteren getesteten PPs zeigt, dass die Inhibierung von PP1a
(Kaninchenmuskel) durch MC-LR mit einem ICso-Wert von 1,1 nM gleich stark ausgepragt ist
wie die Inhibierung durch NOD (ICso-Wert: 0,97 nM) (Abbildung 74). Anders sieht es fir die
Hemmung der PPs humanen Ursprungs aus. Hier liegt verglichen mit MC-LR (ICso-Werte:
0,03 nM (PP2A) und 0,04 nM (PP1a) eine um den Faktor 10 schwachere Wirkung durch
NOD (ICso-Werte: 0,17 nM (PP2A) und 0,04 nM (PP1a) sowohl flir PP2A als auch fir PP1a
vor (Tabelle 39). Interessanterweise weist NOD in den Untersuchungen auf Zytotoxizitat in
primaren Ratten- und Humanhepatozyten einen leicht starkeren Effekt auf als MC-LR
(Tabelle 38). Wiederum ist die zytotoxische Wirkung auf Humanhepatozyten im Vergleich zu
Rattenhepatozyten leicht abgeschwacht (ECso-Wert fir MC-LR: 119 nM und fir NOD:
77,2 nM). Bouaicha und Maatouk haben in einer Studie in primaren Rattenhepatozyten

ahnliche zytotoxische Potenz fir NOD und MC-LR im Konzentrationsbereich von 0-150 nM



Seite | 151

fur oxidative Zellschadigung ermittelt (Bouaicha, et al., 2004). In einer Studie von Batista et
al. wurde fur primare humane Hepatozyten nach einer sechsstiindigen Exposition fir MC-LR
ein ECs-Wert von 25 nM und fir Rattenhepatozyten von 50 nM abgeleitet (Batista, et al.,
2003).
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Abbildung 74:Grundstruktur von NOD

Die inhibierende Potenz auf die untersuchten PPs im Vergleich zur Zytotoxizitat ist
gesteigert. Daraus kann geschlossen werden, dass eine zytotoxische Wirkung nicht nur
durch die Inhibierung von PPs allein, sondern auch strukturbedingt durch eine mdgliche
schnellere Aufnahme von NOD hervorgerufen wird. Diese Feststellung kann ebenfalls durch
die Tatsache, dass MC-LR eine andere Interaktion mit den PPs eingeht als NOD,

untermauert werden (Dawson, et al., 1999; Maynes, et al., 2006; Kelker, et al., 2009).

Wie stark eine Modifikation der MCs, NODs und PPs die hemmende Wirkung auf die PPs
und die zytotoxischen Effekte beeinflusst, wird im Folgenden erlautert.

In einer Studie von Dawson und Holmes wurde am Beispiel von PP1 dargestellt, wie MC-LR
mit Enzymen interagiert (Abbildung 75). So bindet MC-LR an PP1 durch Interaktion mit drei
Regionen der Phosphatase. Die Carboxylgruppe von Glutamat und die angrenzende
Carbonylgruppe koordinieren tber die Wassermolekule an die zwei Metallatome im aktiven
Zentrum des Enzyms. Weiterhin kommt es zu einer Wechselwirkung der Carboxylgruppe von
MeAsp mit Arg-96 und Tyr-134, was zur Folge hat, dass Arg-96 nicht mehr mit der
Phosphatgruppe von Phosphatase-Substraten interagieren kann. Dadurch blockiert MC-LR
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den Zugang zum aktiven Zentrum des Enzyms. Auch L-Leu von MC-LR ist an einer
Wechselwirkung mit PP1 Uber Tyr-272 beteiligt. So fuhrt eine Mutation von Tyr-272 zur
Abschwachung der toxischen Wirkung von MC-LR. Der Austausch von L-Leu durch andere
hydrophobe Aminosauren hat nur einen geringflugigen Effekt auf die Toxizitat, wohingegen
Aminosauren mit polaren Gruppen zu einer leichten Herabregulierung der Wirkung flhren.
Ein Austausch der variablen Aminosaure L-Arg in MC-LR durch L-Ala (unpolar), L-Met
(unpolar), L-Phe (unpolar) oder L-Leu (unpolar) zeigt keine nennenswerte Veranderung in
der Toxizitat. Das kommt daher, dass L-Arg vom katalytischen Zentrum sterisch wegsteht
und somit an keiner Interaktion mit der Phosphatase beteiligt ist. Aber nicht nur
Modifikationen der Toxine, sondern auch Mutationen der Phosphatasen selbst flihren zu
starken Veranderungen der Wechselwirkungen und somit der Toxizitat von MCs (Dawson, et
al., 1999).

A l'gqfl ? N H2 H
NH

Tyri34 NH;—( HN

Tyr272 @
e}
=

Michael-Addition

HN

Cys273 Hsu/

Substrat mit
Phosphatgruppe @
Mn2+

Abbildung 75: Interaktion zwischen MC-LR und PP1
(Dawson, et al., 1999)

NOD dagegen bindet Uber Wasserstoffbriicken und nicht kovalent an die Enzyme, obwohl
der Arg- und Mdhb-Rest mit Cys273 eine Michael-Reaktion eingehen kdnnten, sind beide zu
weit entfernt und deshalb kann der fiir ein PP-MC-Komplex entscheidende (12-B13-Loop
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des Enzyms nicht beobachtet werden. Weiterhin kommt es zu einer Bindung des
hydrophoben Adda-Rests an PP (Maynes, et al., 2006; Kelker, et al., 2009).

Bei einem direkten Vergleich der getesteten vollmethylierten MCs untereinander kann ein
Unterschied sowohl in der zytotoxischen Wirkung als auch in dem hemmenden Effekt auf die
untersuchten PPs festgestellt werden. Bezuglich der Zytotoxizitat in primaren Ratten- und

Humanhepatozyten kann folgende Rangfolge aufgestellt werden (Abbildung 76).
MC-LA | = | MC-LF

MC-LY MC-YR

<l

:
<z

NOD

U

MC-LR

U

MC-HtyR

U

MC-RR

Abbildung 76: Zytotoxizitit

von rot nach griin: abnehmende zytotoxische Wirkung in priméren Hepatozyten
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Die ermittelten Daten aus den humanen PPIl-Assays zeigen ein etwas anderes Bild
(Abbildung 77).

NOD | =|MC-YR | =/ MC-LY | =| MC-WR

U

MC-WR

U

MC-HtyR

U

MC-RR

Abbildung 77: PP-Inhibierung

von rot nach griin: abnehmende PP-Hemmwirkung

Hier erweisen sich MC-LR und MC-LW als starke Inhibitoren, MC-RR besitzt dagegen das
schwachste hemmende Potential und die restlichen volimethylierten MCs inhibieren in einem
Bereich der 1Cs-Werte von 0,17 — 0,48 nM fir PP2A (human) und 0,13 - 1,3 nM fir PP1a
(human). Dabei korrelieren die 1Cso-Werte besser fur PP2A als PP1a (human) sehr gut mit
den ECsp-Werten (human) fir die untersuchten MCs, bis auf MC-LY und MC-LR (5.3:
Abbildung 44). In einer Studie von Chen et al. wurde ebenfalls festgestellt, dass die
MC-induzierte Toxizitat im Tierversuch starker mit den Ergebnissen aus der Hemmung von
PP2A korreliert als mit den Daten aus der PP1-Inhibition und somit PP2A besser geeignet
ist, um die toxische Wirkung durch MCs abzuschatzen. Es ist unklar, warum eine
Desmethylierung Einfluss auf den inhibitorischen Effekt hat. Moéglicherweise sind die
Methylgruppen an der Wechselwirkung oder sogar an der kovalenten Bindung zwischen
Enzym und MC beteiligt (Chen, et al., 2006).

Da jedoch die meisten MCs ein ahnlich starkes Hemmpotential aufweisen und MC-LR nicht
das zytotoxischste Kongener, jedoch eines der starksten Inhibitoren von PPs darstellt,
bekraftigt diese die Vermutung, dass moglicherweise die Aufnahmefahigkeit der Hepatozyten

entscheidend ist fir die zytotoxische Wirkung.
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Dass der Transport fir MCs und NODs ein ausschlaggebender Faktor fiir die toxische
Wirkung ist, wird durch zahlreiche Studien belegt. Das Hauptzielorgan der MCs und der
NODs ist aufgrund der Expression der benétigten OATP-Transporter die Leber, weshalb die
Toxine auch am besten durch Hepatozyten aufgenommen werden (Eriksson, et al., 1990).
Da aber auch andere Organe betroffen sind, gibt es einige Zellen, die MCs und NODs
ebenfalls teilweise durch OATP-Transporter oder etwas langsamer durch einfache Diffusion
aufnehmen und so zytotoxische Wirkung erfahren. In einer Studie wurden verschiedene
Zelltypen mit MC-LR im Konzentrationsbereich von 0,6-75 pug/ml (ca. 0,6-75 uM) far 48, 72
und 96 h inkubiert. Vier dieser Zelllinien waren H4IIE- (Hepatomzelllinie der Ratte), HepG2-
(humane Hepatomzelllinie), KB- (humane orale Epidermoidkarzinomzellen) und CaCo2-
Zellen (humane Kolonkarzinomzelllinie), welche mittels eines MTT-Tests auf Zytotoxizitat
untersucht wurden. MC-LR zeigte einen relativ geringen Effekt auf alle Zelllinien. Erst eine
hohe Toxinkonzentration von 37,5 ug/ml (ca. 37,5 pM) und eine Inkubation von 96 h
reduzierte stark die prozentuale Absorption von H4lIE-Zellen und weniger stark von KB-
Zellen, was auf die Aufnahmefahigkeit von MC-LR durch die Zellen Uber verschiedene
Transportsysteme zuriickzufiihren ist (Chong, et al., 2000). Eine weitere Studie untersuchte
zusatzlich zu CaCo2-Zellen MCF-7-Zellen (humane Brustkarzinomzelllinie) auf zytotoxische
Effekte durch MC-LR und NOD. Die Zellen wurden mit 50 uM MC-LR oder NOD fir 24 h
inkubiert. Dabei zeigten beide Zelllinien beim MTT-Test einen starken Rickgang der
Zellvitalitat, eine hohere LDH-Leakage wurde jedoch nur durch differenzierte CaCo2-Zellen
erreicht (Botha, et al., 2004).

Auch andere Zelltypen wie humane Endothelialzellen, Hautfibroblasten, Epithelzellen und
Rattenpromyelozyten wurden mit MC-LR im Konzentrationsbereich 0,8-100 uM getestet. Um
morphologische Zellveranderungen zu induzieren, wurde fur Hepatozyten eine 100-fach
geringere Konzentration bendtigt als fir die restlichen Zellen (1 gegen 100 uM). Es wurde
gezeigt, dass der Transport von MCs in Hepatozyten Uber OATPs erfolgt. Der Transport in
Zellen, die solche Transportproteine nicht exprimieren, lauft deshalb oft durch eine Diffusion
viel langsamer ab. Das erklart auch, warum fur nicht-Leber Zellen eine viel grofiere
Konzentration bendtigt wird, um einen Effekt auszulésen (McDermott, et al., 1998).
Aulerdem werden in der Literatur fir OATPs Speziesunterschiede zwischen Mensch und
Nagern beschrieben (Sekine, et al., 2006; Tamai, et al., 2008)

Anhand der ermittelten ECs-Werte in dieser Arbeit, die flr primare Rattenhepatozyten um
ein Vielfaches geringer sind als flir primare Humanhepatozyten, ist eine eindeutige

Speziesabhangigkeit gezeigt.
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Betrachtet man die Strukturunterschiede der in dieser Arbeit untersuchten MCs, so kann
festgestellt werden, dass bei MC-LR ein Austausch der zweiten variablen L-Aminosaure
L-Arg (polar) durch L-Trp (unpolar) (MC-LW) zu einer erhéhten zytotoxischen Wirkung flhrt.
Der unpolare Rest L-Trp macht das MC hydrophober, wodurch es von der Zelle besser
aufgenommen werden kann. Die gleiche Beobachtung wird fir MC-LA, wo L-Arg durch die
unpolare und kleine L-Aminosdure L-Ala ausgetauscht ist, gemacht. Auch hier wird
moglicherweise der Transport in die Zelle erleichtert. Mehrere Studien bestatigen, dass der
Transport von MCs mit unpolaren Resten rascher in die Zelle Gber OATPs erfolgt. Dadurch
wird schneller eine hohe intrazelluldare Konzentration erreicht und deshalb findet eine PP-
Inhibierung zu einem friheren Zeitpunkt statt (Fischer, et al., 2010; Feurstein, et al., 2009;
Feurstein, et al., 2010; Monks, et al., 2007).

Studien belegen, dass verschiedene MC-Kongenere eine vergleichbare toxikodynamische
Eigenschaft (PP-Inhibierung) aufweisen, jedoch aufgrund ihrer Aufnahme (Toxikokinetik)
unterschiedlich starke Zytotoxizitat hervorrufen. So werden fir MC-LR, MC-LF,
MC-YR und MC-LW ahnlich hohe ICso-Werte fur PP2A und PP1 ermittelt (Monks, et al.,
2007), jedoch unterschiedliches zytotoxisches Potential. Dabei wurde in Transportstudien
MC-LF als zytotoxischstes Kongener eingestuft, gefolgt von MC-LW, MC-YR und MC-LR,
was auf den effizienteren Transport in die Zelle zuriickgefihrt wurde. MC-RR erwies sich,
vergleichbar zu dieser Arbeit, als schwacher PP-Inhibitor und zeigte schwaches
zytotoxisches Potential (Feurstein, et al., 2009; Feurstein, et al., 2010; Fischer, et al., 2010).
Auch in anderen Studien wurde festgestellt, dass die toxische Starke nicht direkt mit dem
inhibitorischen Effekt auf PP wie PP1 und PP2A Ubereinstimmt (Tabelle 40).

Tabelle 40: ICs5o-Werte aus PP-Inhibierungstest fiir PP2A und PP1a (Blom, et al., 2005).

Behandlung ICs5 (NM) ICs5o (NM)
PP2A aus Kaninchenmuskel PP1a aus Kaninchenmuskel
MC-LR 0,05 0,25
[’Asp]MC-LR 0,09 n.d.
MC-RR 0,1 0,68
[’Asp, ‘Dhb]MC-RR 2,4 1,8
MC-YR 0,26 1,0
NOD 0,16 0,28

n.d. = not determined

Die Daten zeigen, dass [?Asp ‘Dhb]MC-RR ein viel schwicherer Inhibitor von PP2A ist als
NOD und die MCs, die Mdha (N-Methyl-dehydroalanin) in ihrer Struktur enthalten. Alle MCs
und NOD auRer [Asp’Dhb’]MC-RR inhibierten PP1 schwicher als PP2A. In einer
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Strukturuntersuchung von MC-LR/PP1 wurde gezeigt, dass die hydrophobe Seitenkette von
Adda, die Carboxyl- und die benachbarte Carbonylgruppe von D-Glu und der Leucinrest von
MCs fur eine Bindung an die aktive Seite von PP1 essentiell sind. MC-LR erwies sich in den
Bindungsuntersuchungen als starkstes Kongener. Eine Veranderung der variablen
Aminosaure L-Leu zu L-Arg oder L-Tyr zeigte einen leichten Verlust der inhibitorischen
Wirkung auf PP1 oder PP2A. Ein Austausch von MeAsp durch Asp an Position drei bei
MC-LR zeigte nur eine geringfigige Abschwachung des hemmenden Effekts auf PPs,
wahrend der Austausch von Mdha durch Dhb an Position sieben bei MC-RR dagegen einen
starken Unterschied aufwies (Tabelle 40). Die Doppelbindung von Mdha ist essentiell fur die
kovalente Bindung an PP1 und PP2A, die Methylgruppe von Dhb dagegen erschwert den
nukleophilen Angriff an die Doppelbindung. Obwohl [Asp®,Dhb’IMC-RR die schwachste
inhibitorische Wirkung auf PP1 und PP2A zeigte, besal? es die hdchste Toxizitat im
Tierversuch an Krebstieren. Das deutet darauf hin, dass andere Mechanismen wie die
Aufnahme, der Transport, die Detoxifizierung und andere mdégliche Angriffspunkte bei der
Toxizitdt eine entscheidende Rolle spielen und den inhibitorischen Effekt auf die PP

maoglicherweise stéren (Blom, et al., 2005).

Aber nicht nur strukturelle Unterschiede an den variablen Stellen der MCs spielen eine
ausschlaggebende Rolle, sondern auch mogliche Desmethylierungen. Als Beispiel fir MCs
sind fir dmMC-LR die Strukturvarianten [?Asp]MC-LR, ['Dha]MC-LR, [*Asp, ‘Dhb]MC-LR und
[*[dmAdda]MC-LR méglich. In dieser Arbeit wurden fiir MC-LR und MC-RR die Kongenere
[PAsp]MC-XR und ['Dha]MC-XR untersucht. Dabei bewirkte eine Desmethylierung von
MC-LR an Position ['Dha] in primédren Rattenhepatozyten eine dreifach héhere zytotoxische
Wirkung im Vergleich zu MC-LR. In primaren Humanhepatozyten dagegen zeigte sich
MC-LR (ECs-Wert: 119,1 = 14,6 nM) etwa gleich zytotoxisch wie ['[Dha]MC-LR (ECsp-Wert:
159,8 + 11,9 nM) (Tabelle 38). Bemerkenswert ist auch, dass ['Dha]MC-LR mit gleicher
Potenz tierische PPs hemmt wie MC-LR, jedoch einen dreifach schwacheren Inhibitor fur
humane PP2A und einen sechsfach schwacheren fir humane PP1a darstellt (Tabelle 39).
Diese Tatsache lasst wiederum vermuten, dass die Inhibierung der PPs nicht alleine
entscheidend ist fur die toxische Wirkung der MC-Varianten, sondern auch eine schnellere
Aufnahme (iber OATPs. Die desmethylierte Variante [*Asp]MC-LR verdeutlicht diese
Vermutung. Wahrend das hemmende Potential auf humane PP halb so hoch ist wie das von
MC-LR und nur etwas héher ist als das von ['Dha]MC-LR (Tabelle 39), zeigt [?’Asp]MC-LR in
primaren Rattenhepatozyten eine 20-fach hohere Zytotoxizitdt als MC-LR und eine
sechsfach hoéhere als [‘Dha]MC-LR. Gleiche Tendenz kann auch fir primére
Humanhepatozyten beobachtet werden, denn auch hier liegt ein sechsfach hoéherer
zytotoxischer Effekt zu MC-LR und ['Dha]MC-LR vor (Tabelle 38).
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Auch weitere Modifikationen in der Struktur der MCs und des NOD spielen eine wichtige
Rolle fir ihre Toxizitat. So fuhren eine Veranderung der Adda-Seitenkette von einer 6E-Dien-
zu 6Z-Dien-Isomerisierung und eine Alkylierung der Carboxylgruppe von D-Glu zu einem
Verlust der toxischen Wirkung. In einer Untersuchung des inhibitorischen Effekts
verschiedener MCs und des NOD auf PP1 (human) wurde gezeigt, dass Abwandlungen der
Struktur einen groRen Einfluss auf die Toxizitat ausiben. MC-LR wies einen ICs-Wert von
0,3 nM, [°7dmAdda]MC-LR von 1,5 nM, ['Dha]MC-LR von 5 nM auf und die Varianten
[6(Z)°Adda]MC-LR und [Glu-°OCH;]MC-LR bis zu einer Konzentration von 0,1 uyM keinen
inhibitorischen Effekt auf. NOD verhielt sich ahnlich, denn [6(Z) Adda]NOD zeigte ebenfalls
bis 0,1 yM keine Wirkung und [3dmAdda]NOD hatte einen 1Cs-Wert von 5 nM (An, et al.,
1994).

Das Microcystin MC-RR, welches sich durch Austausch der variablen Aminosaure L-Leu
durch L-Arg an der Position vier von MC-LR unterscheidet, und seine Desmethylkongenere
[PAsp]MC-RR und ['Dha]MC-RR zeigten in primdren Rattenhepatozyten im untersuchten
Konzentrationsbereich kein zytotoxisches Potential auf. Im PPI-Assay erwiesen sich die
MC-RR-Varianten mit ICso-Werten im Bereich von 3,2-11,5 nM als schwache PP-Inhibitoren.
Untersuchungen des inhibitorischen Potentials auf PPs von MC-LR und MC-RR durch
Hoeger, et al. zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Kongeneren. Es
wurden ICs-Werte fiir MC-LR, MC-RR und [°Asp]MC-RR fiir PP1 und PP2A abgeleitet. Alle
lagen in einem Bereich von 1,9-3,8 nM fir PP1 und 0,45-0,75 nM flr PP2A, und somit flr
MC-RR-Varianten niedriger und fir MC-LR hoéher als die in dieser Arbeit ermittelten Werte.
[*Asp, 'Dhb]MC-RR benétigte hingegen eine 50-fach hdhere Konzentration (29,8 nM) als die
restlichen getesteten Varianten, um die PP2A-Aktivitat um 50 % und eine 20-fach héhere
Konzentration (56,4 nM), um die PP1-Aktivitdt um 50 % zu reduzieren. Diese
Beobachtungen kdonnen auf strukturelle Eigenschaften der MCs zurtickgefihrt werden. So
wurde gezeigt, dass [*Asp, 'Dhb]MC-RR an PP1 nicht kovalent bindet. Trotzdem zeigt
[*Asp, 'Dhb]MC-RR in vivo einen vergleichbaren LDs,-Wert wie MC-RR. Das deutet darauf
hin, dass toxikodynamische und toxikokinetische Charakteristika eine entscheidende Rolle
bei der toxischen Wirkung spielen (Hoeger, et al., 2007). Eine ebenfalls schwache
zytotoxische Wirkung durch die desmethylierte Variante ['Dha]MC-RR konnte in einer Studie
belegt werden. Obwohl die Membrandurchdringungskapazitat sowohl bei MC-LR (3 %) als
auch bei ['Dha]MC-RR (6 %) sehr gering war, konnte ['Dha]MC-RR durch einfache Diffusion
etwas leichter in Hepatozyten aufgenommen werden als MC-LR. Trotzdem war
['Dha]MC-RR sowohl in vivo als auch in vitro weniger toxisch, was wiederum auf die
schwachere Bindungsaffinitat von MC-RR zu den PPs zurlickgefiihrt werden kann (Eriksson,
et al., 1990).
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In einer Untersuchung der Inhibierung von PP1 und PP2A durch verschiedene MCs wurde
gezeigt, dass eine Desmethylierung von MC-RR an [*Asp] oder an ['Dha] nur zu einer
geringfligigen Abschwachung der inhibierenden Wirkung fihrt. Es wurden ICso-Werte von
0,4 nM fur PP2A (Kaninchenmuskel) und von 0,3 nM fir PP1 (Kaninchenmuskel) fir
MC-LR, 58 nM (PP2A) und 1,7 nM (PP1) fir MC-RR, 86 nM (PP2A) und 2,2 nM (PP1) fur
[Dha’]MC-RR und 59 nM (PP2A) und 4,8 nM (PP1) fiir [’Asp]MC-RR abgeleitet (Chen, et al.,
2006). Auch diese Arbeit zeigt, dass eine Desmethylierung von MC-RR sowohl auf die
Inhibierung von PPs als auch auf die zytotoxische Wirkung keinen Einfluss besitzt. Da
MC-RR zwei unpolare Reste an den variablen Stellen aufweist, wird die Aufnahme in die
Zelle erschwert. Weiterhin war das hemmende Potential, sowohl fur die vollmethylierten als
auch desmethylierten Kongeneren, auf die getesteten PPs niedrig. Daraus kann geschlossen

werden, dass in diesem Fall eine Desmethylierung keine ausschlaggebende Rolle spielt.

Die MC-Varianten MC-YR und dmMC-YR, wobei die Stelle der Desmethylierung unbekannt
ist und somit die Varianten [*Asp]MC-YR, [‘Dha]MC-YR, [*Asp, 'Dhb]MC-YR und
[P[dmAdda]MC-YR méglich sind (Kriiger, et al., 2009; Kriiger, et al., 2010), zeigen eine
ahnliche zytotoxische Wirkung auf primare Rattenhepatozyten wie MC-LY. Im Vergleich zu
den anderen getesteten MCs gehdren sie in gleicher Weise wie auch MC-WR zu den stark
zytotoxischen Kongeneren. Der Unterschied zu MC-LR liegt hier nicht wie bereits diskutiert
im Austausch der variablen L-Aminosaure an der zweiten Position, sondern an der Ersten.
So weist MC-YR L-Tyr und MC-WR L-Trp anstelle von L-Leu auf. Da beide Reste unpolar
sind, sollte erwartungsgemal kein nennenswerter Unterschied in der Zytotoxizitat vorhanden
sein. Die in primadren Rattenhepatozyten ermittelten Daten jedoch zeigen die MC-YR-
Varianten mit ECso-Werten von 10 nM (Resazurinreduktionstest) als zytotoxischere MCs. Der
Austausch der L-Aminosdure an Position zwei bewirkt zwar eine Abnahme der
Bindungsaffinitat zu den untersuchten PPs, jedoch keine Reduzierung der Zytotoxizitat. Vor
allem weist dmMC-YR mit ICso-Werten von 2,3 nM fur PP2A (human) und 2,9 nM fir PP1a
(human) einen viel schwacheren hemmenden Effekt, jedoch eine gleich starke zytotoxische
Wirkung wie die vollmethylierte Variante MC-YR auf. Interessanterweise ist MC-HtyR mit
L-Hty statt L-Tyr an der ersten variablen Stelle in seiner Wirkung schwéacher als die zwei
MC-YR-Varianten und weist ein ahnlich starkes zytotoxisches Potential auf wie MC-LR
(Tabelle 38). Bei der Desmethylvariante dmMC-YR steht vermutlich die schnellere Aufnahme
in die Hepatozyten im Vordergrund, da im Bezug auf MC-YR eine abgeschwachte PP-
Inhibierung beobachtet wurde, aber eine gleich starke Zytotoxizitat. Beim Kongener
MC-HtyR verhalt es sich genau umgekehrt. Da im Vergleich mit MC-YR eine ahnlich starke

PP-Inhibierung ermittelt, aber schwachere zytotoxische Wirkung erfasst wurde, kann auf
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Grund sterischer Effekte von einer abgeschwachteren Aufnahme in die Hepatozyten
ausgegangen werden.

NOD und das Gemisch ['Asp]NOD : [°Dhb]NOD > 10 : 1 weisen im PPI-Assay eine ahnlich
starke Hemmwirkung auf PP2A (ICso-Werte zwischen 0,2 und 0,6 nM) und PP1a (ICs-Werte
zwischen 0,4 und 1,6 nM) auf, wobei kein nennenswerter Unterschied im Ursprung der PPs
vorlag, jedoch PP2A starker inhibiert wurde als PP1a. Somit zeigen beide NODs ein hohes
hemmendes Potential auf und es kommt zu keiner Abschwachung der Inhibierung durch die
vorliegenden Desmethylierungen. In den Zytotoxizitatstests erwiesen sich die NOD-
Varianten mit ECso-Werten zwischen 19 und 77,2 nM leicht zytotoxischer als MC-LR (ECso-
Werte zwischen 54 und 120 nM). Dieser Befund lasst sich wiederum durch die bessere
Aufnahme der NODs in die Hepatozyten erklaren. Die desmethylierte Variante ['Asp]NOD
zeigt im Vergleich zu NOD und MC-LR eine abgeschwachte zytotoxische Wirkung sowohl

auf primare Ratten- als auch Humanhepatozyten.

In einer Studie wurde fiir NOD ein ahnlicher 1Cso-Wert auf PP1 und PP2A wie fir MC-LR und
MC-RR ermittelt, zeigte aber fir NOD eine starkere hepatotoxische Wirkung. Dies kann auf
die kleinere MolekiilgréRe von NOD zurlckgefihrt werden, wodurch zusatzlich zum
Transport eine leichtere Aufnahme durch Diffusion in die Hepatozyten erfolgen kann und
somit grofliere zellulare Effekte erzielt werden (Ohta, et al., 1994). Eine weitere Studie belegt
durch eine Behandlung primarer Hepatozyten der Ratte, dass NOD ein starkeres
zytotoxisches Potential aufweist als MC-LR. Um nach einer Stunde Membranblaschen zu
induzieren, reichten bereits 100 nM NOD, aber erst 250 nM MC-LR (Herfindal, et al., 2005).
Ein dem widersprechendes Ergebnis liefert eine Untersuchung von primaren
Rattenhepatozyten auf die Zytotoxizitat von MC-LR und NOD im Konzentrationsbereich von
0-150 ng/ml nach 24 h Inkubation. Diese ergab, dass MC-LR zytotoxischer ist als NOD.
Dabei wurde der MTT-Test verwendet, welcher auf der mitochondrialen
Succinatdehydrogenase-Aktivitat basiert. MC-LR besal der Studie zufolge einen ECso-Wert
von 48 ng/ml (ca. 48 nM), welcher mit dem in dieser Arbeit ermittelten ECso-Wert von 54 nM
ubereinstimmt. Der ECs-Wert von NOD von 62 ng/ml (ca. 75 nM) weicht dagegen von dem
durch diese Arbeit herausgefundenen ECs,-Wert von 31 nM ab (Bouaicha, et al., 2004). Eine
andere Studie zeigte ebenfalls in primaren Rattenhepatozyten mittels MTT-Tests fir MC-LR
nach einer 24-stiindigen Inkubation einen ECs-Wert von 8 ng/ml (ca. 8 nM), welcher weit
unter dem durch diese Arbeit ermittelten ECso-Wert liegt (Chong, et al., 2002).

In einer Untersuchung des inhibitorischen Effekts von MC-LR, MC-RR, MC-YR und NOD auf
humane PP2A wurden ICso-Werte von Mountfort et al. ermittelt. Dabei zeigte NOD mit einem
ICso-Wert von 1,8 nM die starkste Wirkung, dicht gefolgt von MC-LR (2,2 nM). Einen etwas
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schwacheren Einfluss zeigte MC-YR (9 nM) und eine sehr schwache Wirkung wurde von
MC-RR mit einem ICso-Wert von 175 nM erreicht (Mountfort, et al., 2005). Eine ahnliche
Tendenz kann, mit allerdings abweichenden ICso-Werten (0,03 nM fir MC-LR, 0,17 nM fir
NOD, 0,3 nM fir MC-YR und 5,9 nM fir MC-RR), auch in dieser Arbeit gezeigt werden. Eine
etwas andere Rangfolge liefern die zwei folgenden Studien. In der ersten wurden EDso-Werte
von einem PP-Extrakt aus einer Mauseleber fir MC-LR, MC-RR, MC-YR und NOD ermittelt.
Dabei inhibierte NOD (0,7 nM) am starksten, MC-YR wies einen Wert von 1,4 nM auf und
inhibierte etwa gleich stark wie MC-LR (1,6 nM), die schwachste Wirkung zeigte wiederum
MC-RR mit einem Wert von 3,4 nM (Yoshizawa, et al., 1990). Da aber in dieser
Untersuchung ein PP-Extrakt benutzt wurde und damit die Inhibierung mehrerer PPs maglich
war, kann kein direkter Bezug zu den in dieser Arbeit gemessenen Daten genommen
werden. Ein besserer Vergleich kann mit der zweiten Studie gezogen werden. Hier wurden
ICs0-Werte fir PP2A (human) von 0,05 nM fur MC-LR, 0,07 nM fur MC-RR, 0,15 nM fir
MC-YR, 0,1 nM fir MC-LF und von 0,5 nM fir NOD ermittelt (Ikehara, et al., 2008). Alle
Werte, bis auf den von MC-RR, befinden sich im gleichen Bereich wie die in dieser Arbeit

erhaltenen ICso-Werte.

Bei einer toxischen Wirkung durch verschiedene MCs und NOD spielen viele Faktoren eine
Rolle, die bericksichtigt werden missen. So kann von der Inhibierung eines Enzyms wie
PP2A noch nicht auf ein zytotoxisches Potential geschlossen werden. Auch weitere PPs wie
PP1 und PP3 werden durch die Hepatotoxine gehemmt, wodurch es zu einer
Hyperphosphorylierung verschiedener zellularer Proteine kommt und dadurch Apoptose und
Nekrose ausgeldst werden (Honkanen, et al., 1994). Bei der Inhibierung kommt es vor allem
auf die Bindungsstarke zwischen MCs und NODs und Enzymen an. Je fester die Bindung,
desto starker ist die Hemmung. Leichte Modifikationen sowohl der MCs und NODs z.B.
Austausch von Aminosauren und Desmethylierungen als auch der Enzyme konnen die
toxische Wirkung mindern oder sogar vollkommen aufheben (Blom, et al., 2005). Besonders
aber der Transport der MCs und der NODs ist ein entscheidender Faktor fir die Toxizitat. So
werden vor allem kleinere Molekule wie NOD, aber vermutlich auch MCs, die statt polaren
unpolare Aminosauren tragen, leichter in die Zellen aufgenommen und erzielen dadurch
groRere zellulare Effekte (Ohta, et al., 1994).
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6.2. Apoptose durch Microcystine und Nodularine

Durch eine Hemmung der PPs wie PP1 und PP2A kommt es zur Hyperphosphorylierung von
Proteinen und dadurch zu Apoptosen. Verschiedene Studien bestatigen, dass eine
Inhibierung von PP2A und PP1 in unterschiedlichen Zellen Apoptose induziert (Boe, et al.,
1991; Kiguchi, et al., 1994; Yan, et al., 1997).

Durch diese Arbeit konnte in primaren Rattenhepatozyten durch MC-LR und NOD eine
konzentrationsabhangige Auslésung von Apoptosen festgestellt werden. Dabei wurde eine
Aktivierung von Procaspasen 8 und 9 und der Initiatorcaspasen 3 und 7 beobachtet
(Abbildung 78), wobei flir MC-LR die Aktivitat der Procaspasen 8 und 9 in gleichem Mal} ab
einer Konzentration von 50 nM um das Dreifache erhéht wurde. Die ausfiihrenden Caspasen
3 und 7 wiesen eine zehnfach hohere basale Aktivitat auf, welche ab einer Konzentration von
50 nM um das Doppelte anstieg. Die gleichen Untersuchungen mit der desmethylierten
Variante ['Dha]MC-LR zeigten keinen Unterschied im Vergleich zu MC-LR. So konnte ein
ahnlicher Trend, der jedoch nicht so stark ausgepréagt war, beobachtet werden. Eine
schwache, nicht statistisch signifikante Caspaseaktivierung von Caspase 8 und 3/7 wurde
durch dmMC-YR bei einer Konzentration von 50 nM erzielt. Aus der Datenlage kann
geschlossen werden, dass Uber beide Wege (intrinsisch und extrinsisch) Apoptose ausgeldst
wird (Abbildung 78).

Die Versuche mit NOD und dem Gemisch ['Asp]NOD : [°Dhb]JNOD > 10 : 1 ergaben, dass
beide eine ahnliches Potential wie MC-LR aufweisen die Apoptosewege zu induzieren. Beim
Vergleich der Potenz von MC-LR mit NOD konnte eine etwa gleich hohe Induktion der
Aktivitat der Effektor-Caspasen 3 und 7 beobachtet werden. Der Unterschied lag in den
Aktivitdten der Caspasen 8 und 9. Wahrend fir MC-LR bezogen auf DMSO (0,1 %) die
Aktivitat fur beide Caspasen ahnlich stark auf das Doppelte induziert wurde, erhéhte NOD
die Aktivitat von Caspase 8 um das Dreifache und die von Caspase 9 um das Zehnfache.
Eine Erklarung des starkeren Anstiegs von Caspase 9 ist, dass diese zusatzlich Calpain-
vermittelt (Ca**-abhéngig) liber Caspase 12 aktiviert werden kann. In einer Studie von
Solstad et al. wurde die Hypothese aufgestellt, dass NOD durch eine Inhibierung von PPs
(wie PP1A und PP2A) eine Calpain-vermittelte Apoptose hervorruft (Solstad, et al., 2008).

Fladmark et al. zeigten in primaren Rattenhepatozyten ebenfalls, dass MC-LR mit der
maximalen effektiven Konzentration von 16 yM und NOD mit einer Konzentration von 5 uM,
welche innerhalb von 2 min 50 % apoptotische Zellen verursacht, eine Caspase-3 abhangige

Apoptose auslésen (Fladmark, et al., 1999).
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TNF: Tumor-Nekrose-Faktor; FADD: fas-associated death domain; Casp: Caspase; Apaf-1: apoptosis
protease activating factor-1; Cyto c: Cytochrom ¢

Eine genauere Betrachtung der Zellen im Mikroskop nach sechsstundiger Inkubation zeigte,
dass die Zellen ab einer Konzentration von 50 nM NOD Anzeichen der apoptotischen
Wirkung aufwiesen. Sie I6sten sich voneinander ab und es konnten eindeutige
Deformierungen wie Abrundung und Schrumpfen der Zellen sowie Apoptoseblaschen
beobachtet werden (Abbildung 94 im Anhang). In der héchsten Konzentration von 200 nM
NOD waren nach 24 h die meisten Zellen abgestorben, und diejenigen, die noch am
Kulturgefall angewachsen waren, zeigten alle Anzeichen einer Degeneration. Die DAPI-
Farbetests bestatigen die Apoptoseinduktion durch MC-LR und NOD in primaren
Rattenhepatozyten. Es konnte eine konzentrationsabhangige Zunahme stark kondensierter,
fragmentierter und halbmondférmiger Zellkerne beobachtet werden. Weitere flr die
Apoptose kennzeichnende Effekte wie internukleosomale DNS-Fragmentierung konnte

ebenfalls fir MC-LR und NOD konzentrationsabhangig festgestellt werden.
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Bei den konfokalen Immunfluoreszenz-Analysen wies die Ldsungsmittelkontrolle (DMSO
0,1 % V/V) ein hochorganisiertes dichtes Aktinnetzwerk auf, welches durch Ausbreitung in
benachbarte Zellen flr hohe Stabilitit des Monolayers der Hepatozyten sorgt. Die
Behandlungen primarer Rattenhepatozyten mit MC-LR und NOD zeigten
konzentrationsabhangig einen Einfluss auf das Aktinnetzwerk. Die Zellen waren stark
abgerundet und die Aktinflamente waren vor allem in den auferen Schichten der
Hepatozyten zu sehen. Der normalerweise stark ausgepragte Zell-Zell-Kontakt nahm ab.
Weiterhin konnte ab 6 h das Kollabieren und Aggregieren der Aktinfilamente in der Zellmitte

oder an einem Pol der Zelle beobachtet werden (siehe Kapitel 5.5).

Auch zahlreiche in vitro Untersuchungen an primdren Ratten- und Humanhepatozyten
belegen typische apoptotische Effekte mit Knospung der Zelloberflache, Zellschrumpfung,
Organellenumverteilung, Kondensation von Chromatin im Zellkern und teilweise
Fragmentierung des Zellkerns, intakte Mitochondrien in apoptotischen Blaschen bzw. an
einem Pol der Zelle, Abrundung der Zellen und Kollabieren des Aktinnetzwerks (Batista, et
al., 2003; Boe, et al.,, 1991; Krakstad, et al., 2006; Fladmark, et al., 1999). Dabei ist die
Wirkung der MCs und des NOD auf die verschiedenen Zellen unterschiedlich stark. So reicht
fur Hepatozyten bereits eine Konzentration von 0,8 yM MC-LR, um Effekte innerhalb von
weniger als 15 min aufzuzeigen. Andere Zellsysteme wie humane Fibroblasten,
Endothelzellen und Promyelozyten, die keinen Aufnahmemechanismus fir MCs aufweisen,
bendtigen fiir apoptotische Effekte 100 yM MC-LR und sechs bis acht Stunden (Fladmark, et
al., 1999; McDermott, et al., 1998). Die Apoptose wird dabei allgemein durch die Inhibierung
von PP1 und PP2A in einem CaMKII-abhangigen Prozess ausgeldst, was zu vermehrter
Phosphorylierung von Proteinen fuhrt (Fladmark, et al., 2002; Solstad, et al., 2008). Auch
wurde beobachtet, dass MCs in der Lage sind, die B-Einheit der ATP-Synthase zu binden

und auf diesem Weg Apoptose auszulésen (Mikhailov, et al., 2003).

Dabei kdnnen apoptotische Merkmale bereits vor einer zytotoxischen Wirkung beobachtet
werden. So wurde in einer Studie im LDH-Leakage-Assay nach einer sechsstundigen
Behandlung keine aussagekraftige Erhéhung der Abgabe von LDH durch die Hepatozyten
gezeigt. Bei einer genaueren Betrachtung der Zellen im Mikroskop jedoch konnten fir NOD
(10 nM) und fir MC-LR im Konzentrationsbereich von 10-50 nM erste Anzeichen einer
Zellschadigung beobachtet werden. Eine weitere Studie belegt diese Feststellung. Dort
zeigte sich nach einer Behandlung von Rattenprimarhepatozyten mit MC-LR im
Konzentrationsbereich von 10-80 nM in Bezug auf die Kontrolle nach 0,25-6 h keine

signifikante  Veranderung der Vitalitit, obwohl Membranblaschen und andere
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morphologische charakteristische Apoptosemerkmale bereits zu sehen waren (McDermott,
et al., 1998).

Andere Studien zeigten bei einer relativ hohen Konzentration von 1 uM MC-LR bereits nach
50 min eine erhdhte LDH-Leakage. Bereits nach 30 min war Apoptose der
Rattenhepatozyten, die sich durch  Zellschrumpfung, @ Membranblaschen  und
Kernkondensation aullerte, zu erkennen (Ding, et al., 2000a; Ding, et al., 2001). Auch bei
diesen Studien waren zuerst Zellschadigungen zu sehen, bevor eine Erhéhung der LDH-
Leakage festzustellen war. Auch weitere Untersuchungen von Ding, et al. belegten, dass
Apoptose bereits vor der Erhéhung der LDH-Leakage induziert wird. So wurde gezeigt, dass
MC-LR das mitochondriale Membranpotential (MMP) schon vor der Erhéhung der LDH-
Leakage erniedrigt. Das deutet darauf hin, dass eine MMP-Depolarisierung ein friherer
Effekt der MC-induzierten Hepatotoxizitat ist (Ding, et al., 2003).

Auch das starke hepatotoxische Potential von NOD wird in Studien belegt. So wurde gezeigt,
dass NOD der Konzentration 200 nM schon nach einer Exposition von 10 min bei 50 % der
Rattenprimarhepatozyten und nach 20 min bereits bei 90 % Apoptose ausloste. Aullerdem
wurde beschrieben, auf welchem Weg NOD den Zelltod induzierte. Eine Inhibierung der PPs
(wie PP1 und PP2A) flhrt, wie auch durch diese Arbeit festgestellt, zu einer
Hyperphosphorylierung von zellularen Proteinen, wobei eins dieser Proteine das Acyl-CoA
Bindungsprotein ist, das wiederum Calpain aktiviert, was schliel3lich zu Apoptose flhrt
(Solstad, et al., 2008).

Frihere in vitro- und in vivo-Studien untermauern das Apoptose auslosende Potential wie
Chromatinkondensation, DNS-Fragmentierung und -Abbau, Senkung des mitochondrialen
Membranpotentials und erhdhte Expression von Caspasen 3, 8 und 9 von MC-LR und NOD,
wobei die Inhibierung der PPs verantwortlich gemacht wird (Boe, et al., 1991; Kiguchi, et al.,
1994; Boudreau, et al., 2007; McDermott, et al., 1998; Rao, et al., 1996; Zezschwitz, et al.,
1997; Li, et al., 2012; Kujbida, et al., 2008).

Zusammenfassend konnte in primaren Rattenhepatozyten sowohl mittels Caspase-
Aktivitatstests, als auch  mikroskopischen  Untersuchungen eine zeit- und
konzentrationsabhangige Auslésung der Apoptose festgestellt werden. Dabei erwiesen sich

NOD und MC-LR als etwa gleich starke Apoptose auslésende Kongenere.
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6.3. Wirkmechanismus: MAPK-Signalweg

Die Inhibierung von PP fihrt zu einer Stérung des Gleichgewichts zwischen zellularer
Protein-Phosphorylierung und —Dephosphorylierung. MCs und NODs verursachen dadurch
eine Leberschadigung und wirken tumorpromovierend. Der molekulare Wirkmechanismus
dieser Leberschadigung und die Art des stérenden Einflusses auf die Balance zwischen
Zelltod und Zelliberleben sind unklar (Komatsu, et al., 2007; Hu, et al., 2002; Nishiwaki-
Matsushima, et al., 1992). Die Stérung des MAPK-Signalwegs durch Hemmung von PPs
fuhrt zu einer Hyperphosphorylierung der Kinasen, einer damit einhergehenden
Uberaktivierung der Kaskade und letztendlich zu einer Veranderung in der Genexpression
(Cargnello, et al., 2011). So besitzen PP2A und PP1 einen direkten Einfluss auf die MAPK
MEK1/2 und ERK1/2, indem sie am Serin- oder Threonin-Rest dephosphorylieren und
dadurch die Enzyme deaktivieren. Die Inhibierung von PP2A und PP1 fihrt folglich zu einer
Aktivierung von MEK1/2 und ERK1/2 (

Abbildung 79) (Svircev, et al., 2010; Roberts, et al., 2007).

Die Untersuchungen des Phosphorylierungsstatus von MEK1/2 in  primaren
Rattenhepatozyten ergaben fir NOD konzentrations- (10, 50 und 100 nM) und zeitabhangig
(1, 2, 3, 4, 6, 7 und 8h) eine zwei- bis dreifache Erhéhung des Gehalts an
P-MEK1/2 (Ser221) bezogen auf die L&sungsmittelkontrolle (DMSO 0,1% V/V).
Phosphoryliertes MEK1/2 aktiviert durch eine Phosphorylierung an Thr202/Tyr204 und
Thr185/Tyr187 im nachsten Schritt ERK1/2. Diese Kinase ist als Aktivierungsmarker des
MAPK-Signalwegs reprasentativ, da sie in der Lage ist durch Rickkopplung zeitabhangig
den Raf-vermittelten MAPK-Weg hemmend oder aktivierend zu beeinflussen (Kholodenko, et
al., 2010). Weiterhin beeinflusst ERK1/2 die Kinasen p90RSK und MSK1/2 (

Abbildung 79) (Roberts, et al., 2007).

Eine zeit- und konzentrationsabhangige Behandlung primarer Rattenhepatozyten zeigte fir
MC-LR und MC-RR keine statistisch signifikante Veranderung des P-ERK1/2-Gehalts. Da
MC-RR kein starker Inhibitor von PPs ist, wurde auch erwartungsgemaf keine Auswirkung
auf den Gehalt an P-ERK1/2 beobachtet. Anders verhielt es sich fir MC-LR. Da dieses MC
einen der starksten PP-Inhibitoren darstellt, sollte erwartungsgemaf eine starke Zunahme an
hyperphosphorylierten Proteinen zu beobachten sein. Interessanterweise konnte zwar in den
Western Blot- Untersuchungen keine Wirkung auf P-ERK1/2 festgestellt werden, jedoch
zeigten die fluoroszenzmikroskopische Versuche eine leichte konzentrations-
(10, 50 und 100 nM) und zeitabhangige (1, 6 und 8 h) Zunahme an markiertem P-ERK1/2,

was auf die Sensitivitat der Methoden zurlickzuflhren ist.
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Abbildung 79: MAPK-Signalweg
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RTK: Rezeptor Tyrosin Kinasen; GRB2: growth factor receptor bound protein 2; mSOS: mammalian son-of-
sevenless; Ras: rat sarcoma; PP2A/PP1: Proteinphosphatase 2A/1; c-Raf: rapidly growing fibrosarcoma or rat
fibrosarcoma; MEK1/2: MAPK extracellular signal regulated kinase; ERK1/2: extracellular signal regulated
kinases 1/2; TSC2: tuberous sclerosis protein 2; p90RSK: p90 kDa ribosomal S6 kinase; rPS6: ribosomal
protein S6; GSK-3: Glykogensynthasekinase 3; MSK1/2: mitogen- and stress-activated protein kinase

Ein weiterer Ansatz, warum keine erhéhte Phosphorylierung von ERK1/2 durch MC-LR
erfolgte, ist, dass andere Kinasen wie p38 MAPK die Proteinphosphatase PP2A stimulieren
und dieses wiederum MEK1/2 dephosphoryliert und im weiteren Schritt ERK1/2 durch
MEK1/2 inaktiviert (Cuadrado, et al., 2010; Junttila, et al., 2008).
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Betrachtet man verschiedene Studien, ist der Einfluss durch MC-LR auf ERK1/2 unklar und
sogar kontrovers. So stellten Komatsu et al. in HEK293- (human embryonic kidney 293) und
HelLa-Zellen (menschliche Epithelzellen eines Zervixkarzinoms) einen Zusammenhang
zwischen hyperphosphoryliertem ERK1/2 und der Induzierung einer MC-LR-vermittelten
Apoptose fest (Komatsu, et al., 2007). In der Zelllinie Vero-E6 (monkey kidney cell line)
dagegen wurde mittels Phosphorylierung die Aktivierung von ERK1/2 durch MC-LR mit einer
vermehrten Proliferation der Zellen in Verbindung gebracht (Dias, et al., 2010). Eine andere
Untersuchung wies fir MC-LR in WB-F344 (rat liver epithel cell line) keine Hochregulierung
von P-ERK1/2 auf (Blaha, et al., 2010). Auch in dieser Arbeit konnte durch eine Behandlung
primarer Rattenhepatozyten mit MC-LR kein Einfluss auf den P-ERK1/2-Gehalt festgestellt
werden. Moglicherweise kann fir die Rickkopplung durch ERK1/2 sowohl c-Raf als auch
MEK1/2 verantwortlich gemacht werden. AuRerdem ist auf Grund des Transports in die Zelle
vermutlich nicht ausreichend MC-LR vorhanden, um den MAPK-Signalweg signifikant zu

beeinflussen.

Im Gegensatz zu MC-LR lieferte NOD ein eindeutigeres Ergebnis. Bei der zeit-
(1,2,3,4,6und 8 h) und konzentrationsabhangigen (10, 50, und 100 nM) Behandlung
primarer Rattenhepatozyten mit NOD konnte im Western Blot ein zweifacher Anstieg an
P-ERK1/2 beobachtet werden. Die konfokalen fluoroszenzmikroskopischen Analysen
bestatigten die ermittelten Daten. Ab dem Behandlungszeitpunkt von 6 h wurde eine
Erhéhung des phosphorylierten ERK1/2 festgestellt. Da NOD einen potenten Tumorpromotor
(Hu, et al., 2002; Nishiwaki-Matsushima, et al., 1992; Carmichael, 1992; IARC, 2006) und ein
Leberkanzerogen (Yu, et al., 2001; lto, et al., 1997b; Ding, et al., 1999; Abdel-Hamid, 2009;
Zegura, et al.,, 2008; Ohta, et al., 1994) darstellt, liegt die Hypothese nahe, dass der

Wirkmechanismus MAPK-vermittelt ablauft.

Ein direktes Substrat von ERK1/2 stellt p90RSK dar, welches wiederum S6 Proteine
phosphoryliert (Abbildung 80). Der Einfluss von MC-LR, MC-RR und NOD in primaren
Rattenhepatozyten auf den P-p90RSK (Ser380)- und P-p90RSK (Thr359/Ser363)-Status
wurde fur die Konzentrationen 10, 50 und 100 bzw. 200nM zeitabhangig
(1,2,3,4,6und 8 h) untersucht. Da MC-RR ein schwacher PP-Inhibitor ist, konnte
erwartungsgemaf fir MC-RR keine Wirkung auf phosphorylierte p90RSK beobachtet
werden. MC-LR (100 nM) dagegen bewirkte eine funffache Zunahme an P-p90RSK (Ser380)
und eine zwei- bis dreifache Erhéhung von P-p90RSK (Thr359/Ser363), obwohl kein starker
Einfluss auf P-ERK1/2 zu sehen war. Diese Beobachtung kann dadurch erklart werden, dass
p90RSK sowohl durch ERK1/2 als auch direkt durch PP2A/PP1 beeinflusst wird und somit
Uber zwei Wege aktiviert werden kann. So dephosphoryliert und inaktiviert PP2A und PP1 in
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vitro Raf-1 (c-Raf), MAPKK, MAPK und p90RSK (Kyriakis, et al., 1992; Dent, et al., 1992;
Howe, et al., 1992; Force, et al., 1994; Fischer, et al., 1990). Die aktivierte Kinase ERK1/2 ist
dagegen in der Lage mittels Rickkopplung zeitabhangig einen hemmenden Effekt auf den
Raf-vermittelten MAPK-Weg auszuliben (Abbildung 80) (Kholodenko, et al., 2010).
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Abbildung 80: MAPK-, Akt- und Apoptose-Signalwege.
Theoretisch mogliche Wirkung durch MCs und NODs. rot: Kinasen, griin: Phosphatasen, gelb: anti-
apoptotisch, orange: pro-apoptotisch,—> Stimulation,— Inhibierung; - - = Translokation,
—> —> Stimulation Giber Zwischenschritte.
RTK: Rezeptor Tyrosin Kinasen; GRB2: growth factor receptor bound protein 2; mSOS: mammalian son-of-
sevenless; Ras: rat sarcoma; PP2A/PP1: Proteinphosphatase 2A/1; c-Raf: rapidly growing fibrosarcoma or rat
fibrosarcoma; MEK1/2: MAPK extracellular signal regulated kinase; ERK1/2: extracellular signal regulated
kinases 1/2; TSC: tuberous sclerosis protei ; mTORC: mammalian target of rapamycin complex; p90RSK: p90
kDa ribosomal S6 kinase; rPS6: ribosomal protein S6; GSK-3: Glykogensynthasekinase 3; MSK1/2: mitogen-
and stress-activated protein kinase; p38MAPK: p38 mitogen activated protein kinase; PI3K: Phosphoinositid-
3-Kinase; PTEN: phospatase and tensin homolog; PDK1: 3-phosphoinositide dependent protein kinase-1; Akt:
Proteinkinase B; p70/85S6K: p70/85 kDa ribosomal S6 kinase; FADD: fas-associated death domain; Casp:
Caspase; Apaf-1: apoptosis protease activating factor-1; Cyto c: Cytochrom c;
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NOD ist ein schwacherer Hemmer von PPs, besitzt jedoch groRRen Einfluss auf den
Phosphorylierungsstatus von Proteinen, was auf die bessere Verflgbarkeit in der Zelle durch
schnellere Aufnahme zurlickzuflihren ist. So wies die Behandlung mit NOD eine
konzentrations- und zeitabhangige sechsfache Zunahme an P-p90RSK (Ser380) und
P-p90RSK (Thr359/Ser363) auf. Dabei war ein zweifacher Anstieg von phosphoryliertem
p90RSK durch NOD bereits ab einem frihen Zeitpunkt von 3 h zu sehen, wahrend fur
P-ERK1/2 eine zweifache Zunahme erst ab 6 h zu beobachten war. Diese Feststellung
bestatigt wiederum den bilateralen Einfluss auf p9ORSK sowohl durch ERK1/2 als auch
durch PP2A/PP1, wodurch eine starkere Wirkung auf den P-p90RSK-Gehalt als auf den

P-ERK1/2-Status zu erwarten war.

Die Kinasen p85 S6 und p70 S6 sind ebenfalls in der Lage S6 Proteine zu phosphorylieren,
wodurch Zellwachstum, -proliferation und —differenzierung beeinflusst werden (Abbildung
80). PP2A und PP1 kénnen p85/70 S6-Kinasen sowohl direkt als auch Uber eine Inhibierung
von PDK1 und PI3K hemmen (Westphal, et al., 1999; Tsai, et al., 1993). Aul’erdem ist der
c-Raf/MEK/ERK-Signalweg in der Lage p70 S6 zu aktivieren (lijima, et al., 2002; Wang, et
al., 2001).

Die Untersuchung der Phosphorylierungsstatus von p85 S6, p70 S6 und S6rP durch MC-LR,
MC-RR und NOD in primaren Rattenhepatozyten ergab fir MC-RR und fir MC-LR (10 und
50 nM) keine Wirkung auf den Phosphorylierungsstatus von P-p85/p70 S6 (Thr412)/(Thr389)
Uber einen Behandlungszeitraum von 24 h. MC-LR der Konzentration 100 nM zeigte eine
leichte, jedoch statistisch nicht signifikante Tendenz einer Erhéhung fir P-p70 S6 (Thr389).
Wie bereits bei p90RSK beschrieben, wurde auch der Gehalt an P-p85 (Thr412) und
P-p70 S6 (Thr389) durch eine Behandlung mit NOD (10, 50 und 100 nM) konzentrations-
und zeitabhangig erhéht. Dabei wurde der Status an P-p70 S6 (Thr389) bei einem friiheren
Zeitpunkt erhéht als der an P-p85 S6 (Thr412), jedoch weniger stark ausgepragt. So konnte
bei einer Konzentration von 10 nM NOD eine vierfache Zunahme fur P-p85 (Thr412) und
P-p70 S6 (Thr389) festgestellt werden, wobei der P-p70 S6 (Thr389)-Gehalt ab einem
Zeitpunkt von 3 h zunahm und der von P-p85 (Thr412) erst ab 6 h. Fir die Konzentrationen
50 und 100 nM konnte eine entsprechend starkere Wirkung, die zu einem friheren Zeitpunkt
eintrat, gezeigt werden. Dabei wurde eine elffache Zunahme flir P-p85 S6 (Thr412) und eine
vierfache fur P-p70 S6 (Thr389) festgestellt.

Die Erhéhung des Phosphorylierungsstatus flir pP9ORSK und p85/70 S6 durch NOD sollte
folglich eine klare Auswirkung auf das ribosomales Protein P-S6 zeigen (Abbildung 80). Bis
auf eine leichte Tendenz einer Erhéhung des P-S6rP (Ser235/236)-Gehalts konnte keine
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deutliche Zunahme beobachtet werden. Nur die Konzentration 100 nM (NOD) lieferte einen
statistisch hoch signifikanten Anstieg an P-S6rP (Ser235/236) bei 8 h. Beim Vergleich des
basalen Gehalts bei der Ldsungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 %) mit den jeweiligen
Behandlungen mit NOD zeigte eine allgemeine zeitunabhangige Zunahme an
P-S6rP (Ser235/236). Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass die Erhéhung von
P-S6rP (Ser235/236) in einem anderen Zeitfenster erfolgt und/oder eine Gegenregulation
stattfindet.

Eine Zellantwort via p38 MAPK erfolgt durch extrazellularen Stress, wobei die Aktivierung
Uber eine duale Phosphorylierung durch MKK3/6 (MAPKK) verursacht wird (Abbildung 80).
Weiterhin ist die aktivierte p38 MAPK in der Lage einen Cross-Talk zum ERK1/2-Weg
herzustellen, indem es PP2A stimuliert und dieses wiederum MEK1/2 dephosphoryliert und
im weiteren Schritt ERK1/2 durch MEK1/2 inaktiviert wird (Cuadrado, et al., 2010; Junttila, et
al.,, 2008). PP2A kann eine Herabregulierung des p38-Signalwegs mittels einer
Dephosphorylierung von Serin/Threonin-Resten hervorrufen (Zhang, et al., 2008; Zuluaga, et
al., 2007).

Eine Behandlung primarer Rattenhepatozyten mit NOD der Konzentrationen 10, 50 und
100 nM Uber einen Zeitraum von 8h zeigte eine eindeutige zeit- und
konzentrationsabhangige Zunahme des P-p38 (Thr180/Tyr182)-Gehalts. Dabei verursacht
NOD bereits bei der Konzentration von 10 nM Uber 8 h einen dreifachen Anstieg an
P-p38 (Thr180/Tyr182), der ab dem Zeitpunkt von 4 h eine Tendenz der Zunahme aufwies.
Mit hoheren Konzentrationen kam es zu einem verstarkten Einfluss auf den
P-p38 (Thr180/Tyr182)-Gehalt, welcher tber 8 h um das Vierfache erhéht wurde und die

Zunahme bereits ab 2 h erfolgte.

Dass PP-Inhibitoren ihre Wirkung MAPK-vermittelt du3ern, wird durch mehrere Studien
belegt. So verursacht Okadasaure, ein starker PP-Hemmer, in Jurkat- und CCRF-CEM
(human caucasian acute lymphoblastic leukemia)-Zellen eine erhdhte Phosphorylierung der
p38MAPK (Boudreau, et al., 2007). In einer anderen Untersuchung mit MC-LR wurde in
NCC-Zellen (non-specific cytotoxic cells) ebenfalls eine gesteigerte Aktivierung des p38-
MAPK-Signalwegs gezeigt, was mit der moglichen tumorpromovierenden Eigenschaft von
MC-LR in Verbindung gebracht wurde (Zhu, et al., 2005). In der Zelllinie Vero-E6 (monkey
kidney cell line) wurde die Aktivierung von p38 durch MC-LR beobachtet, was mit einer
vermehrten Proliferation der Zellen einherging (Dias, et al., 2010). Zwar wurde in dieser
Arbeit ein Zellsystem (Primarhepatozyten) verwendet, das keine proliferierenden

Eigenschaften aufweist, jedoch konnte eine Aktivierung des ERK- und p38-Signalwegs
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beobachtet werden. Dadurch kann man vermuten, dass die in vivo beobachteten

tumorpromovierenden Effekte MAPK-vermittelt hervorgerufen werden.

Da eine Aktivierung sowohl des ERK1/2- als auch p38-Signalwegs durch NOD ab 10 nM bei
einem Zeitpunkraum von 4 bis 6 h eindeutig festgestellt wurde und beide einen Einfluss auf
MSK1/2 haben (Yuan, et al., 2003; Cuadrado, et al., 2010; Frodin, et al., 1999), sollte eine
Erhéhung des Phosphorylierungsgehalts von MSK1 (Ser360) und MSK1 (Ser376) zu
erwarten sein. Da mit den verwendeten Antikérpern kein Signal erfasst werden konnte,
konnten keine verwertbaren Daten ermittelt werden und somit keine klare Aussage bezlglich

MSK-Aktivierung getroffen werden.

Die Weise, auf die aktivierte p38 MAPK wirkt, ist unklar. Frihere Untersuchungen belegen,
dass die p38 MAPK eine kritische Rolle in Zellproliferation und —uberleben spielt. Obwohl
einige Studien p38 in Verbindung mit Funktionen flr das Zelliberleben zeigen (Engel, et al.,
2005; Nishida, et al., 2004; Yu, et al., 2007), assoziieren andere Untersuchungen p38 mit
durch zellularen Stress verursachter Apoptose (Hanahan, et al., 2000; Dolado, et al., 2007;
Wang, et al.,, 1998; Liao, et al.,, 2001). Diese Effekte kénnen durch transkriptionale und
posttranskriptionale Mechanismen, welche Todesrezeptoren und pro- und antiapoptotische
Proteine der Bcl-2-Familie beeinflussen, vermittelt werden (Cuenda, et al., 2007; Nebreda, et
al., 2000; Shi, et al., 2002).

Durch die Hemmung von PP2A und PP1 sind MCs und NODs in der Lage Apoptosen
auszulésen. Da weiterhin der Signalweg Uber MAPKinasen an der Regulierung von
Apoptosemarkern beteiligt ist (Svircev, et al., 2010), wurde der mogliche Einfluss auf das
Gleichgewicht zwischen pro- und antiapoptotischen Proteinen untersucht (Abbildung 80).

Durch die Fahigkeit von Bax die Membranpermeabilitdt von Mitochondrien zu erhdhen,
wodurch Cytochrom c freigesetzt wird und Caspase 9 aktiviert wird (Narita, et al., 1998),

stellt dieses pro-apoptotische Protein einen wichtigen Apoptosemarker dar.

Die Versuche mit MC-RR der Konzentration von 200 nM zeigten erwartungsgemal Gber eine
Zeitspanne von 24 h im Western Blot keinen Einfluss auf Bax. MC-LR 100 nM war in der
Lage ab einem Zeitpunkt von 8 h einen schwachen (einfachen) Anstieg des Bax-Gehalts zu
verursachen. MC-LR wirkt als Tumorpromotor und ist ebenfalls in der Lage in verschiedenen
Zellsystemen, unter anderem in primaren Maushepatozyten und in HepG2, Apoptosen zu
induzieren (Clark, et al., 2008; Zegura, et al., 2008; Fu, et al., 2005; Tachi, et al., 2007). So
zeigt eine frihere Studie, dass MC-LR in Rattenhepatozyten (BRL-3A) die Expression von

Bax erhoht und gleichzeitig die von Bcl-2 senkt (Fu, et al.,, 2005). In einer in vivo
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Untersuchung an Mausen verursachten 50 uyg MC-LR/kg KG Bid-Bax-Bcl-2 abhangige
Apoptosen in der Leber, wobei eine hdhere Dosis von 70 ug/kg KG MC-LR Apoptose Uber
ROS-Bildung verursachte (Chen, et al., 2005).

Die Behandlung primarer Rattenhepatozyten mit NOD 10 nM zeigte Uber einen Zeitraum von
8 h eine zeitabhangige Erhéhung des Bax-Proteingehalts um das Zweifache an, welcher bei
24 h wieder abfiel, was auf zytotoxische Effekte zurlckzufihren ist. Bei hdheren
Konzentrationen (50 und 100 nM) stieg die Proteinmenge an Bax ebenfalls zweifach an,

weshalb eine eindeutige Konzentrationsabhangigkeit nicht festgestellt werden konnte.

Einen Gegenspieler von Bax stellt Bcl-2 als anti-apoptotisches Protein dar, indem es die
Freisetzung von Cytochrom c inhibiert (Zhou, et al., 2010). In dieser Arbeit konnte in
primaren Hepatozyten der Ratte Uber einen Behandlungszeitraum von 24 h weder fur
MC-RR noch fir MC-LR oder NOD ein Einfluss auf den Bcl-2-Proteingehalt festgestellt
werden. Bei einer Untersuchung von Boudreau et al. konnte in Jurkat- und CCRF-CEM
(human caucasian acute lymphoblastic leukemia)-Zellen, die mit 100 nM Okadasaure
verschiedener Konzentrationen behandelt wurden, kein Einfluss auf die Bcl-2-Expression
beobachtet werden. Sie schlossen daraus, dass die durch PP2A-Inhibierung verursachte
Apoptose nicht tber eine Uberexpression von Bcl-2 vermittelt ist (Boudreau, et al., 2007).
Eine andere Studie konnte ebenfalls in verschiedenen Zelllinien flr eine hohe Konzentration
von 5 yM NOD keine Bcl-2-abhangige Induktion von Apoptose feststellen (Fladmark, et al.,
1999).

Ein weiteres Mitglied der Bcl-2-Familie ist Bcl-xL, welches ebenfalls anti-apoptotisch wirkt.
Durch die Bildung eines Heterodimers mit Bax wird die Aufrechterhaltung der
Membranintegritat von Mitochondrien gewahrleistet und somit die apoptotische Wirkung von
Bax gehemmt (Zhou, et al., 2010). Die Menge an Bcl-xL blieb durch MC-RR und MC-LR uber
einen Zeitraum von 24 h in den Western Blot- und den konfokalen Immunofluoroszenz-
Analysen konstant, obwohl apoptotische Merkmale zu erkennen waren. Dagegen lieferten
die Untersuchungen mit NOD eine eindeutige Aussage. Im Western Blot wurde eine
konzentrations- und zeitabhangige zwei- bis fiinffache Erhdhung des Bcl-xL-Gehalts durch
NOD verursacht. Interessanterweise konnte zu den friheren Zeitpunkten ein Abwartstrend
der Proteinmenge beobachtet werden, welcher jedoch ab 4 h wieder konsistent zunahm.
Erstaunlicherweise konnte in den konfokalen Immunofluoreszens-Analysen kein eindeutiger
Einfluss durch NOD auf Bcl-xL im untersuchten Zeitraum beobachtet werden. Eine in vivo
Untersuchung an F344 Ratten mit NOD (25 pg/kg KG) in Kombination mit Diethylnitrosamin
(200 mg/kg KG) i.p. zeigte im Western Blot ebenfalls eine Induktion der Bcl-xL-Expression
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(Lim, et al., 2001). Da sich primare Hepatozyten nicht mehr im Zellverband befinden, ist es
nicht verwunderlich, dass in vitro die Kontrollmechanismen fiir ein Zelliiberleben nicht effektiv

genug wie in einem in vivo- System greifen.

Da die Proteine Bax und Bcl-xL durch NOD und MC-LR beeinflusst wurden, spielen diese
eine entscheidende Rolle in der durch MCs und NODs induzierten Apoptose und dienen als
Marker fur einen MAPK-vermittelten Signalweg. Die Kinasen p90ORSK und p85/70 kdnnen
Uber eine hemmende Wirkung auf Bad (pro-apoptotisch) Bcl-xL aktivieren, weshalb
anti-apoptotische Effekte die Folge sein kdnnen. Aufgrund des gestérten Gleichgewichts von
Bax und Bcl-2 kann die Reaktion aber auch in Richtung der Apoptoseinduktion gelenkt

werden.

Zusammendfassend konnte durch die MC- und NOD- vermittelte PP-Hemmung der Einfluss
auf den Phosphorylierungsstatus von Proteinen und damit auf das Gleichgewicht zwischen
zellularer Protein-Phosphorylierung und —Dephosphorylierung gezeigt werden. MC-LR und
NOD waren in der Lage zeit- und konzentrationsabhangig Apoptosemarker wie Bax und
Bcl-xL zu beeinflussen und die MAPK-Signalkette zu aktivieren. Dabei wies NOD eine
starkere Wirkung auf als MC-LR.
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6.4. Wirkmechanismus: AKT-Signalweg

Der Serin/Threonin Kinase Akt-Signalweg, auch bekannt als Proteinkinase B (PKB)-
Signalweg, spielt eine kritische Rolle bei der Zellproliferation durch eine Unterdriickung von
Apoptose (Manning, et al., 2007; Bellacosa, et al., 2005; Engelman, et al., 2006). Aullerdem
ist Akt in der Lage einen Einfluss auf das Zelliiberleben auszuiben, indem pro-apoptotische
Marker wie Bax direkt inhibiert werden (Franke, et al., 1997). Eine indirekte Hemmung durch
Phosphorylierung der Procaspase 9 und die daraus resultierende Inhibierung der
Freisetzung von Cytochrom c wirkt ebenfalls anti-apoptotisch (Hers, et al., 2011).

Durch eine Hemmung von PP1 und PP2A durch MCs und NOD kénnte theoretisch der Akt-
Signalweg aktiviert werden, indem durch Dephosphorylierung an Ser473 und Thr308 keine
Inhibierung stattfindet (Abbildung 81) (Brazil, et al., 2004; Chen, et al., 2010; Millward, et al.,
1999).

Bei der Erfassung der Phosphorylierungsstatus von P-Akt (Ser473), P-Akt (Thr308), P-c-Raf
(Ser259), P-GSK-3B (Ser9), P-PTEN (Ser380) und P-PDK 1 (Ser241) konnte fir MC-LR
keine Wirkung auf den Akt-Signalweg festgestellt werden (Daten nicht dargestellt). NOD
10 nM zeigte bei der Behandlung von primaren Rattenhepatozyten bei den Zeitpunkten 3, 4,
6 und 7 h eine Erhdhung von P-c-Raf (Ser259) auf, NOD 50 nM bei 1 und 2 h und NOD
100 nM eine leichte Erhdhung bei 8 h. Bezogen auf die Losungsmittelkontrolle konnte jedoch
von keiner konsistenten zeit- oder konzentrationsabhangigen Wirkung auf P-c-Raf (Ser259)
ausgegangen werden. Fir P-PDK1 (Ser241) und P-PTEN (Ser380) wies NOD in allen
Konzentrationen keinen Einfluss auf. Auch weitere Untersuchungen beziglich des Akt-

Signalweges ergaben keine aufschlussreichen Erkenntnisse.
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Abbildung 81: Akt- Signalweg

rot: Kinasen, griin: Phosphatasen,—> Stimulation,—| Inhibierung,- - - = Translokation,

—> —> Stimulation uiber Zwischenschritte

RTK: Rezeptor Tyrosin Kinasen; PI3K: Phosphoinositid-3-Kinase; Gab: Grb-associated binder; IRS-1: insulin
receptor substrate 1; FAK: focal adhesion kinase ; ILK: integrin-linked kinases; Jak1: janus family of tyrosine
kinases 1; PTEN: phospatase and tensin homolog; PDK1: 3-phosphoinositide dependent protein kinase-1,;
PP2A: Proteinphosphatase 2; Akt: Proteinkinase B; GSK-3: Glykogensynthasekinase 3; TSC: tuberous
sclerosis protein; p70/85S6K: p70/85 kDa ribosomal S6 kinase; rPS6: ribosomal protein S6

Zusammenfassend konnte weder durch MC-LR noch durch NOD eine Wirkung auf den Akt-
Signalweg festgestellt werden, was womdglich auf eine Gegenregulation durch PTEN
zurtickgefiihrt werden kann. PTEN stellt einen Gegenspieler von PI3K dar, welcher die

Inaktivierung des Akt-Signalwegs hervorruft (Kong, et al., 2009).

Aulerdem sind p90RSK und p70/p85S6K, welche durch MC-LR und insbesondere durch
NOD aktiviert wurden, in der Lage GSK-3f zu inhibieren (Cross, et al., 1995; Alessi, et al.,
1996b). Weiterhin ist der aktivierte MAPK-Signalweg in der Lage TSC1/2 (tuberous sclerosis

factor) zu hemmen, was in einer Aktivierung von p70RSK und aufgrund einer Feedback-
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Inhibierung von PI3K/Akt in einer verminderten Aktivitat des Akt-Wegs resultiert (Magnuson,
et al., 2012). Durch diese Tatsachen kann die Hypothese, das der Wirkmechanismus von
MCs und NODs nicht Akt-vermittelt ablauft, aufgestellt werden, warum keine Wirkung auf

den Akt-Signalweg zu beobachten war.

Im Widerspruch zu den ermittelten Ergebnissen dieser Arbeit steht eine Studie von Takumi
et al.. Nach einer Behandlung von HEK293-OATP1B3-Zellen (human embryonic kidney cells
stably transfected with SLCO1B3) mit 50 nM MC-LR fir 24 h wurde eine Hochregulierung
von P-Akt und P-GSK-3B beobachtet, was letztendlich zu Zellproliferation fuhrt (Takumi, et
al., 2010). Eine weitere in vitro Studie mit NCC-Zellen macht fir die Kanzerogenese von
kolorektalem Krebs, verursacht durch MC-LR, ebenfalls den Akt-, aber auch den p38-MAPK-
Signalweg verantwortlich (Zhu, et al., 2005).
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7. Zusammenfassende Diskussion

Durch die Untersuchung an Leberzellsystemen in Primarhepatozyten mannlicher Wistar
Ratten und Humanhepatozyten konnten Zusammenhange zwischen chemischer Struktur
und toxikologischer Relevanz von MCs, NODs und deren Strukturvarianten untersucht
werden. Der Vergleich von Zytotoxizitat und Inhibierung von PPs (PP2A und PP1) lieferte
weitere aufschlussreiche Erkenntnisse tUber Wirkmechanismus und letztendlichen Einfluss
auf die Zellsysteme. Mittels abschlieBender Aufdeckung madglicher zellularer
Regulationsmechanismen, Uber welche MCs und NODs eine Schadigung und Langzeit
Tumorpromotion in der Leber induzieren, konnte mehr Klarheit gewonnen werden Uber

welche Signalwege deren Wirkung erfolgen kénnte.

Es konnte gezeigt werden, dass die zytotoxische Wirkung von MCs und NODs
strukturabhangig ist. So wurde bezlglich der Zytotoxizitdt in primaren Ratten- und

Humanhepatozyten folgende Rangfolge ermittelt (Abbildung 82).
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Abbildung 82: Rangfolge der Zytotoxizitat

von rot nach griin: abnehmende zytotoxische Wirkung in priméren Hepatozyten
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Jedoch konnte durch die erhaltenen Daten keine exakte Korrelation zwischen PP-Hemmung
und Zytotoxizitat abgeleitet werden. So ergab der PPI-Assay fir humane PP1 und PP2A
folgende Rangfolge (Abbildung 83).
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U
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U
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Abbildung 83: PP-Inhibierung (human)

von rot nach griin: abnehmende PP-Hemmwirkung

Dabei wurde PP2A insgesamt starker gehemmt als PP1. Besonders hervorzuheben ist, dass
die Leitsubstanz MC-LR zwar die getesteten PPs am starksten hemmte, jedoch im Vergleich
nicht am zytotoxischsten wirkte. Beim Vergleich von MC-LR und der desmethylierten
Kongonere [’Asp]MC-LR und ['Dha]MC-LR konnte ebenfalls festgestellt werden, dass die
PP-Inhibierung nicht direkt mit der Zytotoxizitat korreliert. So zeigte [?Asp]MC-LR zwar ein
halb so hohes hemmendes Potential auf humane PPs als MC-LR und ein etwas
ausgepragteres als das von ['Dha]MC-LR, jedoch wirkte es in primaren Rattenhepatozyten
20-fach hoher zytotoxisch als MC-LR und sechsfach héher als ['Dha]MC-LR. Auch in
primaren Humanhepatozyten konnte die gleiche Tendenz beobachtet werden, denn
[PAsp]MC-LR war sechsfach stirker zytotoxisch als MC-LR und ['Dha]MC-LR.
Erwahnenswert ist auch die Tatsache, dass MC-RR, welches bei der Uberwachung von
Gewassern rechtlich relevanten ist, und seine Desmethylvarianten sowohl in den PPI-Assays

als auch den Zytotoxizitatstests keine Wirkungen zeigten.
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In den Untersuchungen erwiesen sich die NOD-Varianten NOD, ['Asp]NOD und das
Gemisch ['Asp]NOD : [°PDhb]NOD > 10 : 1 als ungeféhr gleich starke PP-Inhibitoren, wobei
auch hier PP2A starker gehemmt wurde als PP1. Im direkten Vergleich untereinander zeigte
das Gemisch ['Asp]NOD : [°PDhb]NOD > 10: 1 das hdchste zytotoxische Potential. Alle

getesteten Varianten waren leicht zytotoxischer als MC-LR.

Diese Befunde deuten darauf hin, dass nicht ausschlieBlich die PP-Hemmung
ausschlaggebend ist, sondern auch die Aufnahme in die Zelle Uber Transporter (OATP),
abhangig von der Hydrophilie und GréRRe der MCs und NODs, einen grof3en Einfluss auf die
toxische Wirkung ausubt. Dieser Tatbestand wird durch unterschiedliche Transportstudien
belegt (Feurstein, et al., 2009; Feurstein, et al., 2010; Fischer, et al., 2010; Eriksson, et al.,
1990).

Weiterhin hat sich anhand der ermittelten ECs,-Werte herausgestellt, dass diese flr primare
Rattenhepatozyten (2,7 — 100 nM) um ein Vielfaches geringer waren als diejenigen flr
humane Hepatozyten (5,3 —600 nM) und deshalb eine eindeutige Speziesabhangigkeit

vorliegt.

Die Hemmung der PPs wie PP1 und PP2A hat einen starken Einfluss auf den
Phosphorylierungsstatus von Proteinen und damit auf das Gleichgewicht zwischen zellularer
Protein-Phosphorylierung und -Dephosphorylierung. So kann eine PP-Inhibierung einerseits
Apoptose (Bae, et al., 1991; Kiguchi, et al., 1994; Yan, et al., 1997) andererseits aber auch
Zellproliferation induzieren (Engel, et al., 2005; Nishida, et al., 2004; Yu, et al., 2007; Raman,
et al., 2007).

Bei der Behandlung primarer Rattenhepatozyten mit verschiedenen MCs und NODs fiir 24 h
konnte in dieser Arbeit Uber mehrere Wege eine konzentrationsabhangige Auslésung von
Apoptose festgestellt werden. So wurden die Aktivitat der Initiator-Caspasen 8 und 9 und die
Effektor-Caspasen 3 und 7 induziert (Abbildung 84). Dabei zeigte NOD eine eher Caspase 9-
abhangige Apoptoseinduktion (intrinsisch), wohingegen fir MCs der intrinsische und
extrinsische Weg gleich stark beeinflusst wurden. Auch die mikroskopischen
Untersuchungen untermauerten die apoptotischen Effekte auf primare Rattenhepatozyten.
Es konnten eindeutige Deformierungen wie Abrundung und Schrumpfen der Zellen,
Abnahme des ausgepragten Zell-Zell-Kontakts, Apoptoseblaschen, Kollabieren und
Aggregieren des Aktinnetzwerks in der Zellmitte oder an einem Pol der Zelle, Kondensation
von Chromatin im Zellkern und Fragmentierung von DNS beobachtet werden. Gleiche
Feststellung bezliglich der apoptotischen Wirkung von MCs und NODs wird durch zahlreiche

in vitro und in vivo Studien belegt (Solstad, et al., 2008; Fladmark, et al., 1999; Batista, et al.,
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2003; Boe, et al., 1991; Krakstad, et al., 2006; McDermott, et al., 1998; Kiguchi, et al., 1994;
Zezschwitz, et al., 1997; Li, et al., 2012).
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Abbildung 84 MAPK- und Apoptose-Signalwege.
Beobachtete Wirkung durch MCs und NODs. rot: Kinasen, griin: Phosphatasen, rosa: Caspasen,

gelb: anti-apoptotisch, orange: pro-apoptotisch,—> Stimulation,—] Inhibierung,

- - - > Translokation.

PP2A/PP1: Proteinphosphatase 2A/1; MEK1/2: MAPK extracellular signal regulated kinase; ERK1/2:
extracellular signal regulated kinases 1/2; p70/85S6K: p70/85 kDa ribosomal S6 kinase; p90RSK: p90 kDa
ribosomal S6 kinase; rPS6: ribosomal protein S6; p38MAPK: p38 mitogen activated protein kinase; FADD:
fas-associated death domain; Casp: Caspase; Apaf-1: apoptosis protease activating factor-1; Cyto c:
Cytochrom ¢

Bei der Untersuchung von Apoptosemarkern konnte festgestellt werden, dass MC-RR keinen

Einfluss auf Bax, Bcl-2 und Bcl-xL aufwies. Obwohl MC-LR in der Lage war Apoptosen
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auszuldésen, konnte flir Bax (pro-apoptotisch) erst ab einer hohen Konzentration von 100 nM
ab einem Zeitpunkt von 8 h ein einfacher Anstieg beobachtet werden. Die Gegenspieler
Bcl-2 und Bcl-xL (anti-apoptotisch) wurden durch MC-LR Uber 24 h nicht beeinflusst.

Fir NOD konnte dagegen Uber einen Zeitraum von 24 h konzentrations- und zeitabhangig
eine um das Vielfache ausgepragtere Wirkung gezeigt werden. Fir Bcl-2 konnte keine
Beeinflussung auf den Gehalt, fir Bax konnte ein zweifacher Anstieg und fir Bcl-xL eine
zwei- bis funfache Erhéhung der Proteinmenge festgestellt werden (Abbildung 84).

Da MC-LR und NOD eine Wirkung auf das Gleichgewicht zwischen den Apoptosemarkern
Bax (pro-apoptotisch) und Bcl-xL (anti-apoptotisch) zeigten, spielen diese sowohl in der
durch MCs und NODs induzierten Apoptose als auch im MAPK-vermittelten Signalweg eine

entscheidende Rolle.

Bei der Betrachtung, auf welche Weise die Leberschadigung und tumorpromovierende
Eigenschaften von MCs und NODs zu Stande kommen, wurden zwei fir die Zellproliferation
und Apoptose wichtige Signalkaskaden (Manning, et al., 2007; Bellacosa, et al., 2005;
Engelman, et al., 2006; Cargnello, et al., 2011; Roberts, et al., 2007; Svircev, et al., 2010),
der Akt- und MAPK-Signalweg untersucht. Beide werden mittels Phosphorylierung und
Dephosphorylierung durch Kinasen und Proteinphosphatasen reguliert. So flihrt eine
Inhibierung von PP2A und PP1 zur Hyperphosphorylierung der Kinasen, einer damit
einhergehenden Uberaktivierung der Kaskaden und folglich zu einer Verénderung in der

Genexpression (Cargnello, et al., 2011; Manning, et al., 2007).

Bei den Untersuchungen des Akt-Signalwegs konnte flir P-Akt (Ser473), P-Akt (Thr308),
P-c-Raf (Ser259), P-GSK-33 (Ser9), P-PTEN (Ser380) und P-PDK 1 (Ser241) durch die
Behandlung primarer Rattenhepatozyten mit MC-LR und NOD verschiedener
Konzentrationen zeitabhangig kein Einfluss auf den Phosphorylierungsstatus beobachtet

werden. Deshalb lag der Fokus im nachsten Schritt auf dem MAPK-Weg.

MC-RR wies erwartungsgemal keine Wirkung auf die MAPK-Kaskade auf, da dieses MC
kein potenter Inhibitor von PP2A und PP1 ist und auch keinen zytotoxischen Einfluss auf

primare Human- und Rattenhepatozyten zeigte.

Fir NOD (10, 50 und 100 nM) konnte bei der zeitabhangigen (1, 2, 3,4, 6, 7 und 8 h)
Behandlung priméarer Rattenhepatozyten eine zwei- bis dreifache Erhéhung des Gehalts an
P-MEK1/2 (Ser221) und ein zweifacher Anstieg des direkten Substrats P-ERK1/2
(Thr202/Tyr204) beobachtet werden (Abbildung 84).
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Interessanterweise zeigte der starke PP-Hemmer MC-LR keinen eindeutigen Einfluss auf
P-MEK1/2 (Ser221) und P-ERK1/2 (Thr202/Tyr204). Bei einem direkten Vergleich mit
anderen Studien kann ebenfalls kein konsistenter Einfluss auf ERK1/2 beobachtet werden
(Dias, et al., 2010; Komatsu, et al., 2007; Blaha, et al., 2010). Bei der Betrachtung des
P-p90RSK (Ser380)- und P-p90RSK (Thr359/Ser363)-Gehalts konnte jedoch sowohl fir
NOD als auch fur MC-LR eine konzentrations- und zeitabhangige starke Zunahme
festgestellt werden. Diese Tatsache kann dadurch erklart werden, dass p90RSK bilateral
beeinflusst wird. Es ist ein direktes Substrat von ERK1/2, wird aber in gesunden Zellen auch
durch PP2A und PP1 dephosphoryliert und damit inaktiviert. Im Falle einer PP-Inhibierung
durch MCs und NODs wird die Deaktivierung von p90RSK vermindert (Kyriakis, et al., 1992;
Dent, et al., 1992; Howe, et al., 1992; Force, et al., 1994; Fischer, et al., 1990).

Auch die Untersuchung der Kinasen p85 S6 und p70 S6, welche wie auch p90RSK in der
Lage sind S6 Proteine zu phosphorylieren und somit Zellwachstum, -proliferation und
-differenzierung zu beeinflussen, ergab flir MC-LR einen leicht und fir NOD einen stark
erhdéhten Phosphorylierungsstatus (Abbildung 84). Auch diese Kinasen werden Uber zwei
Wege beeinflusst, sowohl ber den c-Raf/MEK/ERK-Signalweg als auch durch PP2A und
PP1 (lijima, et al., 2002; Wang, et al., 2001; Westphal, et al., 1999; Tsai, et al., 1993).

Die Beobachtung, dass der P-MEK1/2-Gehalt im Vergleich zu P-ERK1/2 und den
nachgeschalteten Kinasen weniger stark erhéht wurde, kann auf eine zeitabhangige,
hemmende Rickkopplung auf den Raf-vermittelten MAPK-Weg durch aktivierte ERK1/2
erklart werden (Kholodenko, et al., 2010). AuRerdem stimuliert die aktivierte p38 MAPK
PP2A, welche wiederum MEK1/2 dephosphoryliert. MEK1/2 inaktiviert im weiteren Schritt
ERK1/2 (Cuadrado, et al., 2010; Junttila, et al., 2008; Zhang, et al., 2008).

Die  Untersuchungen des p38MAPK-Signalwegs ergaben einen zeit- und
konzentrationsabhangigen vierfachen Anstieg des P-p38 (Thr180/Tyr182)-Gehalts durch die
Behandlung primarer Rattenhepatozyten mit NOD. Die Literatur bestatigt in vitro (HCC-,
Vero-E6- und Jurkat-Zellen) die aktivierenden Eigenschaften von MCs auf die p38 MAPK-
Kaskade (Boudreau, et al., 2007; Zhu, et al., 2005; Dias, et al., 2010).

Da NOD einen potenten Tumorpromotor (Hu, et al., 2002; Carmichael, 1992; IARC, 2006)
und ein Leberkanzerogen (Yu, et al., 2001; Ito, et al., 1997b; Ding, et al., 1999; Abdel-Hamid,
2009; Zegura, et al., 2008; Ohta, et al., 1994) darstellt und auch MC-LR beschrieben ist

tumorpromovierend zu wirken (Ito, et al., 1997b; Nishiwaki-Matsushima, et al., 1992; Yu,
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1995; Min, et al.,, 2011; Fabregat, 2009), liegt nach den in dieser Arbeit ermittelten

Ergebnissen die Hypothese nahe, dass der Wirkmechanismus MAPK-vermittelt ablauft.

Die Tatsache, dass die untersuchten MCs und NODs einerseits Apoptosen ausldsen,
andererseits den MAPK-Signalweg induzieren, was mit Zellproliferation im Zusammenhang
steht, kann durch Zeit- und Konzentrationsabhangigkeit erklart werden. Hohe
Konzentrationen flhren akut zu Induktion apoptotischer Merkmale, DNS-Schadigung und
letztendlich Zelltod, wohingegen geringere Konzentrationen Uber langeren Zeitraum
zellproliferierend wirken. Verschiedene in vivo und in vitro Studien bestatigen diese
Hypothese, dass einerseits durch MC-LR Zelltod andererseits Zellproliferation hervorgerufen
werden kann (Gehringer, 2004; Fladmark, et al., 1999; Solstad, et al., 2008; Mikhailov, et al.,
2003; Svircey, et al., 2010; Ohta, et al., 1992; Ohta, et al., 1994).

Zusammenfassend konnte fiur die untersuchten MC- und NOD-Kongenere keine direkte
Abhangigkeit einer PP-Inhibierung und Zytotoxizitat festgestellt werden. Diese Tatsache
kann auf die Toxikokinetik wie die Aufnahme Uber OATPs in die Leber und die
Detoxifizierung Uber den Glutathion-Detoxifizierungsweg zurtickgefihrt werden. Weiterhin
stellten sich primare humane Hepatozyten im Vergleich zu primaren Rattenhepatozyten als
sensitiver heraus.

Die Hemmung der PPs durch MCs und NODs zeigte einen Einfluss auf den
Phosphorylierungsstatus von Proteinen und damit auf das Gleichgewicht zwischen zellularer
Protein-Phosphorylierung und —Dephosphorylierung. So konnte ein zeit- und
konzentrationsabhangiges Auslosen der Apoptose die Beeinflussung der Apoptosemarker
Bax und Bcl-xL und die Aktivierung der MAPK-Signalkette beobachtet werden. Der ebenfalls
untersuchte Akt-Signalweg zeigte interessanterweise keine Veranderung in der Kaskade,
was auf eine mogliche Gegenregulation zurickgefihrt werden kann. Diese in vitro Daten
weisen auf die Moglichkeit hin, dass die Exposition mit hohen Konzentrationen an MCs und
NODs in vivo akut starke Leberschdden bis hin zum Tod verursachen. Geringere
Konzentrationen dagegen bei einer Langzeitexposition MAPK-vermittelt tumorpromovierend
und kanzerogen wirken konnen.

Eine Uberwachung von Lebensmitteln und Gewéassern sollte sich deshalb nicht nur auf die
rechtlich relevanten MCs MC-LR, MC-RR und MC-YR fokussieren, sondern ebenfalls die

zytotisch relevanten MCs und NODs und deren desmethylierten Kongenere miteinbeziehen.
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8. Zusammenfassung und Ausblick

Microcystine (MCs) und Nodularine (NODs) sind zyklische Hepatotoxine, die wegen ihrer
strukturellen Modifikationen eine hohe Diversitat aufweisen. Da Cyanobakterien, die diese
Toxine produzieren, an vielen Standorten wachsen kénnen, stellt eine Vergiftung durch MCs
und NODs weltweit ein ernstes gesundheitliches Problem flir Mensch und Tier dar (Chorus,
et al., 1999).

Die Uberwachung von Gewassern erfolgt bislang auf die rechtlich relevanten MCs MC-LR,
MC-RR und MC-YR mit Hilfe einer HPLC-UV-Vis-Messmethode gemal der Norm ISO
20179. Dabei werden aber die ebenfalls vorkommenden MCs, NOD und die entsprechenden
Desmethyl-Varianten, Uber deren Struktur-Wirkungsbeziehung wenig bekannt ist, nicht

voneinander getrennt und gemeinsam miterfasst (ISO 20179, 2005).

NOD wird als potenter Tumorpromotor und Leberkanzerogen eingestuft und auch MC-LR
wird als tumorpromovierend beschrieben. Die Auslésung von Apoptose soll ebenfalls einen
relevanten Wirkmechanismus von MCs und NODs darstellen. Weltweit wird die Exposition
mit MCs mit der Entstehung von HCC (Hepatocellular carcinoma) in Verbindung gebracht.

Auflerdem wurde festgestellt, dass die Entwicklung von HCC MAPK-vermittelt ablauft.

Durch diese Arbeit sollte die Auswirkung einer Hemmung von Proteinphosphatasen (PP1
und PP2A), lber welche MCs und NODs in vivo und in vitro auf Hepatozyten Einfluss
nehmen, in primaren Ratten- und Humanhepatozyten untersucht werden. Aulierdem sollte
der Zusammenhang zwischen chemischer Struktur und toxikologischer Relevanz von MCs

und NODs und ihrer Desmethyl-Varianten aufgeklart werden.

Sowohl in primaren Ratten- als auch in Humanhepatozyten konnte bestatigt werden, dass
nicht nur die rechtlich relevanten MCs MC-LR, MC-RR und MC-YR fiir eine Uberwachung
von Lebensmitteln und Gewassern entscheidend sind, sondern alle getesteten MCs und
NODs und deren desmethylierten Kongenere ein hohes zytotoxisches Potential aufweisen.
Dabei kann aber keine direkte Abhangigkeit einer PP-Inhibierung und Zytotoxizitat gesetzt
werden. Vielmehr spielt die Toxikokinetik wie die Aufnahme der Toxine Uber spezifische
Transporter (OATP) in die Leber und die Entgiftung Uber den Glutathion-Detoxifizierungsweg
eine wichtige Rolle. Weiterhin konnte festgestellt werden, dass die zytotoxische Wirkung auf
primare humane Hepatozyten um ein Vielfaches geringer war als auf primare
Rattenhepatozyten, weshalb von einer Speziesabhangigkeit gesprochen werden kann.

Durch zahlreiche Studien ist belegt, dass die Hemmung von PPs wie PP1 und PP2A einen

sehr groRen Einfluss auf den Phosphorylierungsstatus von Proteinen und damit auf das
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Gleichgewicht zwischen zellularer Protein-Phosphorylierung und —-Dephosphorylierung
aufweist. So kann eine PP-Inhibierung einerseits Apoptose andererseits aber auch
Zellproliferation induzieren. Auch diese Arbeit belegt, dass die MC- und NOD-vermittelte PP-
Hemmung zeit- und konzentrationsabhangig sowohl Apoptosen ausldst und als auch in der
Lage ist Apoptosemarker wie Bax und Bcl-xL zu beeinflussen und die MAPK-Signalkette
aktiviert, was mit Zellproliferation in Verbindung steht. Dabei wies NOD eine starkere
Wirkung auf als MC-LR. Der ebenfalls untersuchte Akt-Signalweg zeigte interessanterweise
keine Veranderung in der Kaskade, was auf eine mogliche Gegenregulation zuriickgefuhrt

werden kann.

Die in vitro Daten weisen darauf hin, dass die Exposition mit hohen Konzentrationen an MCs
und NODs in vivo akut starke Leberschaden bis hin zum Tod verursachen. Geringere
Konzentrationen dagegen bei einer Langzeitexposition mit kontaminiertem Wasser,
Nahrungserganzungsmitteln und Lebensmittein MAPK-vermittelt tumorpromovierend und

kanzerogen wirken kdénnen.

Um den Mechanismus, Gber den MCs und NODs in der Lage sind tumorpromovierend und
kanzerogen zu wirken, komplett aufzudecken, missen weitere Untersuchungen erfolgen. So
kénnten weitere Versuche hinsichtlich PP-Inhibierungs-abhangigen Markern wie p53, p21
und zahlreichen Transkriptionsfaktoren auf Protein- und RNS-Ebene das Verstandnis
férdern. Die Betrachtung, welche Auswirkung die PP-Inhibierung auf den Zellzyklus
eukaryontischer Zellen besitzt, wirde ein klareres Bild Gber die Zellproliferation geben. Auch
die Rolle von TNFa und die Freisetzung von Ca** ins Zytoplasma, die durch MC-LR induziert

wird, sollte genauer betrachtet werden.

Weitere Studien, die sich damit beschéaftigen, unter welchen Bedingungen toxische MCs
gebildet werden, kdnnten Aufschluss darlber geben, ob es moglich ist Cyanobakterien frei
von zytotoxischen Toxinen zu zichten, um Cyanobakterienbliten als Nahrungsquelle zu

nutzen.
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Abbildung 85: PP-Aktivitat fir MC-LR- und NOD-Varianten
Hemmung von PP1a (A) und PP2A (B) durch MC-LR, [7Dha]MC-LR, NOD und
[1Asp]N0D : [5Dhb]N0D >1:10 verschiedener Konzentrationen nach 1,5 h bezogen auf die
Losungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 % V/V) MW % SD; n 2 3.
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Abbildung 86: PP-Aktivitat fir MC-Varianten
Hemmung von PP1a (A) und PP2A (B) durch MC-RR, [‘Dha]MC-RR, MC-YR und dmMC-YR
verschiedener Konzentrationen nach 1,5 h bezogen auf die Losungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 %
VIV) MW * SD; n 2 3.



Seite |

» MC-LA © MC-LF

100

80+

60

40

20+

PP2A-Aktivitét [%] (Rind)

1E-3 0,01 0,1 1
Konzentration [nM]

Abbildung 87: PP2A-Aktivitat fir MC-LA und MC-LF
Hemmung von PP2A durch MC-LA und MC-LF verschiedener Konzentrationen nach 1,5 h bezogen
auf die L6sungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 % V/V) MW % SD; n 2 3.
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Abbildung 88: PP1a-Aktivitat fiir MC-LW, MC-WR und MC-LY
Hemmung von PP1a durch MC-LW, MC-WR und MC-LY verschiedener Konzentrationen nach 1,5 h
bezogen auf die Losungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 % V/V) MW * SD; n 2 3.
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Abbildung 89: PP-Aktivitat fur MC-LR-Varianten
Hemmung von PP1a (A) und PP2A (B) durch MC-LR, [3Asp]MC-LR und ['Dha]MC-LR verschiedener
Konzentrationen nach 1,5 h bezogen auf die Lésungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 % V/V) MW * SD; n 2
3.
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Abbildung 90: PP-Aktivitat fiir MC-RR-Varianten
Hemmung von PP1a (A) und PP2A (B) durch MC-RR, [3Asp]MC-RR und [7Dha]MC-RR verschiedener
Konzentrationen nach 1,5 h bezogen auf die Lésungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 % V/V) MW * SD; n 2
3.
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Abbildung 91: PP-Aktivitat fiir MC-YR-Varianten
Hemmung von PP1a (A) und PP2A (B) durch MC-YR, dmMC-YR und MC-HtyR verschiedener
Konzentrationen nach 1,5 h bezogen auf die Lésungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 % V/V) MW * SD; n 2
3.
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Abbildung 92: PP-Aktivitat fiir NOD-Varianten
Hemmung von PP1a (A) und PP2A (B) durch NOD und ['Asp]NOD :[°Dhb]NOD > 1 : 10
verschiedener Konzentrationen nach 1,5 h bezogen auf die Losungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 %
VIV) MW * SD; n 2 3.
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Abbildung 93: Western Blot p38MAPK fiir NOD.
Level an p38MAPK in primadren Rattenhepatozyten mit NOD 10, 50, 100 nM nach 1, 2, 3, 4, 6, 7 und
8 h. Densitometrische Auswertung fir p38MAPK aus MW%SD; n=3. 1 h vs. Zeitpunkte, one-way
ANOVA und Dunnett’s post test.

Abbildung 94: Primére Rattenhepatozyten nach 6 h Inkubation mit NOD
A: 50 nM (VergroBRerung 200x); B: 50 nM (VergroBerung 400x)
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