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1 Einleitung

1.1 Die Leber

Die Leber (lat. iecur) ist das zentrale Stoffwechselorgan des menschlichen Kérpers, das
eine Vielzahl wichtiger Funktionen erfiillt: die Synthese, Transformation, Entgiftung und
Speicherung von Stoffen. Wichtige Plasmaproteine wie Albumin sowie Gerinnungsfaktoren,
Wachstumsfaktoren und Lipide werden hier gebildet. Als exokrine Driise produziert und
sezerniert sie aulerdem die Gallenfliissigkeit. Die Metabolisierung von Lipiden, Proteinen
und Kohlenhydraten nach deren Resorption im Darm findet in der Leber statt, um eine
konstante Stoffkonzentration fiir die Versorgung peripherer Gewebe sicherzustellen. Endpro-
dukte des Stoffwechsels, wie z. B. Ammoniak, oder auch Medikamente und aufgenommene
Fremdstoffe (Xenobiotika) werden hier durch Biotransformation entgiftet, so dass sie iiber
die Niere oder Galle ausgeschieden werden kénnen. Als wichtiges Speicherorgan werden
Vitamine, Glukose in Form von Glykogen, Eisen und Kupfer eingelagert (Kmiec, 2001).
Dartiber hinaus besitzt die Leber eine hohe Regenerationsfahigkeit. Werden bis zu 80 %
geschidigt oder operativ entfernt, kann das betroffene Gewebe neu gebildet werden (Court
et al., 2002).

Die gesunde, menschliche Leber besitzt eine rotbraune Farbe, sitzt im rechten Oberbauch
unter dem Rippenbogen und wiegt 1,5 bis 2kg (Bley et al., 2015). Sie untergliedert sich
in vier Leberlappen, zwei groBe (Lobus dexter und Lobus sinister) und zwei kleine (Lobus
quadratus und Lobus caudatus). Uber die Pfortader wird sie mit Nihrstoffen versorgt,
wahrend die Leberarterien die Sauerstoffversorgung sicherstellen. Beide treten iiber die
Leberpforte ein, die gleichzeitig als Austrittsportal fiir die Gallengéinge dient. Uber diese
wird die in der Leber produzierte Galle aus der Leber weggeleitet. Die Leberlappen kann
man in struktur- und funktionsgleiche Leberlappchen von 1 bis 2 mm Durchmesser einteilen.
Sie bestehen hauptséchlich aus Hepatozyten, die abgeleitet von einer Zentralvene entlang
der sogenannten Leberzellbalken in Stringen angeordnet sind. Benachbarte Leberldppchen
bilden an den Eckpunkten die sogenannten Portalfelder, in denen eine Arterie, eine Vene
sowie ein Gallengang verlaufen. Diese histologisch sehr gut erkennbare Struktur wird auch

als Glisson-Trias bzw. Glissonsches Dreieck bezeichnet. Zwischen den Hepatozyten kleidet
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ein diskontinuierliches Endothel mit fehlender Basallamina die Kapillaren, Lebersinusoide
genannt, aus. Der dabei entstehende Spalt zwischen Hepatozyt und Endothelzellen ist nach
seinem Entdecker als Disse-Raum benannt (Haubrich, 2004). In diesem mit Blutplasma
gefiillten Raum findet der Stoffaustausch zwischen Blut und Hepatozyten statt. Hier sitzen
auch die Ito-Zellen, die Vitamin A speichern, intralobuldre Bindegewebsfasern produzieren
und pathophysiologisch an der Entstehung der Leberzirrhose beteiligt sind. Durch die
Lebersinusoide werden das Pfortaderblut sowie das Blut aus der Leberarterie durch die
Leberlappchen Richtung Lappchen-Zentrum transportiert, wo es von einer Zentralvene

aufgenommen wird. Diese miinden schliefilich in den Lebervenen (Tanaka et al., 2011).

Statt dieser histologischen Klassifizierung kann auch eine funktionelle Einteilung der Leber
in Azini erfolgen. Hierbei bilden die Gefifle des Glisson-Trias die mittlere Achse eines
Azinus, so dass beriicksichtigt wird, dass das Blut beide benachbarten Lippchen versorgen
kann. Dabei kann man drei Zonen einteilen, wobei die Hepatozyten, die am néchsten zu den
versorgenden Geféaflen liegen, am besten mit Sauerstoff und Néhrstoffen versorgt werden
und daher in Zone 1 liegen. Gradienten entlang des Azinus beeinflussen den Metabolismus
und die Genexpression der Hepatozyten (Gebhardt, 1992).

Die Leber besteht zu ca. 60 % aus parenchymalen Hepatozyten und zu ca. 40 % aus
nicht-parenchymalen Zellen (Godoy et al., 2013). Dazu gehoren 15 % Kupfler-Zellen (die
leberspezifischen Makrophagen), 20 % sinusoidale Endothelzellen sowie 5% der bereits
genannten Ito-Zellen. Der Grofiteil der metabolischen Leistung der Leber wird von den
Hepatozyten durchgefiihrt. Ihre polare Morphologie ermdoglicht die Gallenbildung an der
apikalen Seite und gleichzeitig den Stoffaustausch mit dem Blut an der basolateralen
Seite.

Die Kupffer-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der Immunantwort, da sie als Makrophagen
schnell durch die Sekretion von Zytokinen auf entziindliche Signale reagieren koénnen.
Hauptséchlich endozytieren sie Fremdpartikel und bakterielle Endotoxine, die zu ihrer
Aktivierung und so zur Produktion von Signalmolekiilen und Signalwegsmodulatoren fithren.
Dazu gehoren reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und Zytokine, z. B. Tumornekrosefaktor-
alpha (TNF-«) und Interleukin-1 (Rose et al., 2016).

In der Leber als dem zentralen Organ der Biotransformation werden aufgenommene Xenobio-
tika chemisch so modifiziert, dass sie ausgeschieden werden kénnen. In zwei Phasen werden
zunichst bestehende funktionelle Gruppen verédndert oder funktionelle Gruppen eingefiigt,
iiber die anschlieflend eine Konjugation mit endogenen, stark wasserloslichen Substanzen
stattfinden kann. Schliellich kénnen die modifizierten Xenobiotika abtransportiert und
ausgeschieden werden. In PhaseI finden Oxidations-, Reduktions- und Hydrolysereaktionen
durch Vertreter der wichtigen Enzymklasse Cytochrom-P450 (CYP450) statt, wodurch
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stark reaktive Intermediate entstehen. Wenn diese nicht in einer schnellen Phase II-Reaktion
entgiftet werden, ist die Leber aufgrund ihrer zentralen Rolle bei der Biotransformation

besonders anfillig fiir Schadigungen.

1.2 Chemikalien-induzierte Leberschadigung — DILI

Die Chemikalien-induzierte Leberschiadigung, im angloamerikanischen Raum als Drug-
induced Liver Injury (DILI) bekannt, ist die haufigste Ursache fiir die Marktriicknahme
bereits zugelassener Medikamente, fiir einen frithen Abbruch klinischer Studien (Holt &
Ju, 2006) sowie fiir akutes Leberversagen in Europa und den USA (Reuben et al., 2010;
Wei et al., 2007). Héufig ist ein Metabolit fiir die schidigende Wirkung verantwortlich,
weshalb die Leber als Hauptorgan des Fremdstoffmetabolismus als solches auch ein wichtiger

Angriffspunkt fiir eine Substanz-induzierte Schédigung ist.

DILI wird in zwei Formen unterschieden: intrinsisch und idiosynkratisch. Bei der intrinsi-
schen DILI handelt es sich um einen dosisabhéngigen und damit vorhersagbaren Prozess.
Das am besten bekannte Beispiel ist Paracetamol, dessen therapeutische Dosis bis 4 g pro
Tag bei Erwachsenen reicht, das allerdings ab 7,5 bis 10 g hepatotoxisch wirkt (Jaeschke,
2015). Davon unterschieden wird die idiosynkratische DILI, die dosisunabhéngig und damit
nicht vorhersagbar auftritt. Ein Beispiel ist das Inhalationsanésthetikum Halothan. Die
Uberlebensrate fiir Patienten, die an der intrinsischen Form erkrankt sind, betrigt 80 %
und ist damit deutlich besser als fiir jene mit der idiosynkratischen Form, die nur eine Uber-
lebensrate von 28 % haben (Chun et al., 2009). In Tierstudien werden DILI-verursachende
Medikamente meist nicht erkannt, da die Ausstattung an Phase I- und Phase II-Enzymen
zwischen Mensch und Tier nur begrenzt vergleichbar ist. Dariiber hinaus treten DILI-Falle
mit einer Inzidenz von 1:10000 bis 1:100 000 extrem selten auf (Stirnimann et al., 2010),
wodurch sie auch in klinischen Studien mit einer Teilnehmerzahl von 2000 Patienten meist
unerkannt bleiben (FDA, 2009). Dennoch stellen sie aufgrund der Vielzahl DILI-auslésender
Arzneistoffe sowie der hdufigen Verschreibung bestimmter Stoffe ein ernstzunehmendes
Risiko dar. Symptome treten bei subtoxischen Dosen auf, teilweise auch erst nach mehr-
wochiger Einnahme eines Medikaments. Die molekularen Mechanismen sind bislang nur
unzureichend verstanden und untersucht worden. Fest steht, dass die Metabolisierung
des Medikaments sowie die Aktivierung des Immunsystems an der Entstehung von DILI

beteiligt sind.

Inzwischen konnten eine Reihe von Risikofaktoren identifiziert werden. Zu den nicht-
genetischen Faktoren gehort u.a. das Alter, da Verdnderungen der ADME-Parameter

(Adsorption, Distribution, Metabolisierung und Elimination des Stoffs) zu einer gesteigerten
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DILI-Empfindlichkeit fiihren. Weiterhin besitzen Frauen ein héheres Risiko, idiosynkratische
DILI zu entwickeln als Méanner, wie durch eine héhere Pravalenz in publizierten DILI-
Studien gezeigt worden ist (Lucena et al., 2009). Die Tagesdosis hat einen Einfluss, so dass
bei Uberschreiten einer bestimmten Schwellendosis das DILI-Risiko steigt (Reese et al.,
2011). Eine Langzeitstudie, die zwischen 1990 und 2002 durchgefiihrt wurde, zeigte, dass
81 % der Lebertransplantationen auf Substanzen mit einer Aufnahmemenge von 50 mg
oder mehr pro Tag zuriickzufiihren waren (Lammert et al., 2008; de Abajo et al., 2004).
Patienten, die 10 mg oder weniger eines Medikaments téglich nahmen, zeigten weniger
oft idiosynkratische Leberschiden (Uetrecht, 1999). Zu den genetischen Risikofaktoren
gehoren die Ausstattung an antioxidativer Stressabwehr, an Zytokinen und Komponenten
des Immunsystems sowie an Phase I- und II-Enzymen. Diese kénnen interindividuell
stark schwanken und beeinflussen die Entstehung reaktiver Metabolite. Der Beitrag von
Polymorphismen in CYP450-kodierenden Genen als Risikofaktor wird dabei kontrovers
diskutiert (Khoury et al., 2015). Einerseits wurde fiir einzelne CYP450-Enzyme eine
Korrelation mit Leberversagen gezeigt, z. B. fiir CYP2D6 bei Hepatotoxizitit verschiedener
pharmazeutischer Mittel, u.a. Antidepressiva (Maurer et al., 2004), oder fiir CYP2C8 bei
Diclofenac-induzierter Lebertoxizitét (Daly et al., 2007). Andererseits wurde in einer groflen,
spanischen Studie kein Zusammenhang festgestellt (Pachkoria et al., 2007). Liegt bereits
eine andere Krankheit vor, kann auch diese das Entstehen eines Leberschadens beeinflussen.
Patienten mit chronischen Leberkrankheiten entwickeln nicht zwangslaufig DILI, besitzen
allerdings ein hoheres Risiko fiir komplizierte und negative Verldaufe. Die Ursache dafiir
liegt u. a. in dem Einfluss weiterer Medikamente auf die Expression von metabolisierenden
Enzymen und Transportern (Chen et al., 2015). Auch der humane Leukozyten-Antigen
(HLA)-Phénotyp korreliert mit der Wahrscheinlichkeit, DILI zu entwickeln (Daly et al.,
2009).

Bis heute ist DILI eine Ausschlussdiagnose, da es keinen spezifischen Test gibt und Pati-
enten eine grofe Bandbreite an Symptomen zeigen (Licata, 2016). Sowohl im klinischen
Erscheinungsbild als auch laborchemisch und histologisch kénnen die Symptome einer
akuten oder chronischen Lebererkrankung imitiert werden, u. a. Gelbsucht, akutes Leberver-
sagen oder Hepatitis (Fontana, 2008). Die erhohten Serumkonzentrationen der klassischen
Leberenzyme wie Alanin-Aminotransferase (ALT), Aspartat-Aminotransferase (AST) so-
wie alkalische Phosphatase (ALP) um das Drei- bis Fiinffache sind weitere grundlegende
Indikatoren fiir eine allgemeine Leberschiadigung (Bjornsson et al., 2013). Fiir eine korrekte
DILI-Diagnose sind daher sowohl eine ausfiihrliche Anamnese sowie gezielte Untersuchun-
gen entscheidend. Als Therapiemafinahmen sollte die auslosende Substanz sofort abgesetzt
werden und Substanz-abhingig ggf. N-Acetylcystein zur Aufstockung des detoxifizierenden

Glutathions intravends injiziert werden (Lee et al., 2011).



1 Einleitung

Die molekularen Mechanismen sind bis heute nur unzureichend verstanden. Ein vorgeschla-
gener Mechanismus ist in Abbildung 1 dargestellt, bei dem die Zellen geschiadigt werden und
es schliefflich zur Aktivierung des Immunsystems kommt. Die bei der Biotransformation in
der Leber entstehenden, reaktiven Intermediate kénnen auf verschiedenen Wege hepatoto-
xisch wirken. Sie sind oft elektrophil und binden an DNA, Proteine oder Lipide (Tailor
et al., 2015; Park et al., 2011). Diese kovalenten Addukte kénnen Autoimmunreaktionen
auslosen, indem sie als Haptene zur Bildung von Autoantikérpern oder zur Aktivierung von
zytotoxischen Immunzellen fithren (Shaw et al., 2010; Roth & Ganey, 2011). Als weiterer
moglicher Mechanismus kann Zellstress direkt durch die reaktiven Metabolite verursacht
werden, indem wichtige Entgiftungsfaktoren (z.B. Glutathion) oder ATP durch Entkopp-
lung der Elektronentransportkette in den Mitochondrien aufgebraucht werden (Uetrecht,
2010). Dies fithrt zur Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), die intrazelluldr an der
Zellmembran, den Mitochondrien, den Peroxisomen und dem endoplasmatischen Retikulum
gebildet werden kénnen. Die Bildung von ROS ist ein wichtiger Mechanismus bei der
Entstehung von DILI und fithrt zur Aktivierung mehrerer Signalkaskaden (Pessayre et al.,
2012). Der Hepatozyt wird geschidigt und setzt Signalmolekiile frei, sogenannte Damage-
Associated Molecular Patterns (DAMPs), zu denen u.a. DNA, ATP, High-Mobility Group
Box-1 Protein (HMGB1) und Hitzeschockproteine (HSPs) zdhlen (Martin-Murphy et al.,
2010). Diese werden auch von nicht-parenchymalen Zellen, u. a. den Kupffer-Zellen, tiber
Pattern Recognition Receptors erkannt, aktivieren diese, induzieren die Transkription von
Zytokinen und die Rekrutierung weiterer zytotoxischer Zellen, z. B. neutrophiler Granulozy-
ten und Monozyten. Diese Beteiligung der Immunzellen fiihrt zu einer sogenannten sterilen
Entziindung, wodurch sich der urspriingliche Schaden ausbreitet (Jaeschke et al., 2012b).
Die Porenéffnung in der inneren Mitochondrienmembran erméglicht einen unkontrollierten
Strom kleiner (<1,5kDa) Molekiile, den mitochondrialen Permeabilitétsiibergang (MPT)
(Russmann et al., 2009; Halestrap, 2009). Es kommt zur ATP-Depletion und schlielich zur
Nekrose (Jaeschke et al., 2012a).

Mausstudien haben gezeigt, dass ein Chemikalien-induzierter Leberschaden nach vorheriger
Depletion der Makrophagen deutlich geringer ausfillt (Michael et al., 1999). Die Zellscha-
den und l6slichen Stressmediatoren aktivieren die Kupffer-Zellen ahnlich wie sonst z. B.
bakterielle Endotoxine, was schliefllich zum apoptotischen Zelltod der Hepatozyten und
nicht-parenchymalen Zellen fithrt (Rose et al., 2016). Die Faktoren, die an diesen interzel-

luldren Signalprozessen beteiligt sind, sind jedoch noch immer weitgehend ungeklért.



1 Einleitung
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Abb. 1: Postulierter DILI-Mechanismus.

Nach Aufnahme wird die Substanz in den Hepatozyten metabolisiert. Die dabei entstehen-
den reaktiven Intermediate konnen durch unterschiedliche Mechanismen den Hepatozyten
schidigen, u.a. durch oxidativen Stress. Die geschéddigten Hepatozyten setzen Signal-
molekiile frei, die weitere Zellen in der Leber aktivieren, auch die nicht-parenchymalen
Kupffer-Zellen. Dadurch werden sowohl hepatotoxische als auch hepatoprotektive Zytokine
sekretiert und weitere Immunzellen wie neutrophile Granulozyten und Monozyten in
die Leber rekrutiert. Die Aktivierung der angeborenen Immunantwort fithrt zu einer
sterilen Entziindung, die den urspriinglichen Schaden vergréflert und schlielich eine sich
ausbreitende Nekrose verursachen kann (nach Holt & Ju, 2006, modifiziert).
Abkiirzungen:  CXC-Motiv-Chemokin 8 (CXCL8), Cytochrom-P450 Enzyme
(CYPs), Damage-Associated Molecular Pattern (DAMP), Interleukin-10 (IL-10),
Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-«).

Seit 2012 werden Informationen {iber mogliche Chemikalien-induzierte Leberschiden, die
zugrunde liegenden Mechanismen (falls bekannt), ihre Folgen sowie belegte Fallbeispiele
auf der Website LiverTox® (http://livertox.nlm.nih.gov) gesammelt und sind damit als hilf-
reiches Nachschlagewerk zugénglich. Inzwischen sind dort iiber 850 Substanzen aufgefiihrt,
wobei zu den DILI-auslésenden Substanzen neben Medikamenten, meist Antibiotika, Anal-
getika oder nicht-steroidalen Antirheumatika (NSAID), auch Nahrungsergénzungsmittel
oder Heilkrauter zéhlen (Navarro et al., 2014).


http://livertox.nlm.nih.gov
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1.2.1 Ketoconazol

Fiir den Aufbau des hepatischen Kokulturmodells wurde Ketoconazol als bekannte DILI-
auslosende Substanz gewéhlt (Gupta et al., 2015). Ketoconazol wurde 1977 von Janssen
Pharmaceutica als erstes Azol-Antimykotikum zur Behandlung von Pilzinfektionen vorge-
stellt und 1981 nach Genehmigung durch die US Food and Drug Administration (FDA)
auf den Markt gebracht (Gupta et al., 2015). Aufgrund seiner sehr guten Effizienz und
oralen Absorption stellte es eine Alternative zu dem bis dahin verwendten Amphoteri-
cin B gegen systemische Pilzinfektionen dar. Der Wirkmechanismus von Azolen basiert
auf der Inhibition der Lanosterol-14-a-Demethylase, wodurch die Synthese des fungalen
Zellwandbestandteils Ergosterol unterbrochen wird. Die Zellwandstruktur &ndert sich, sie
wird durchldssig und folglich werden sowohl Wachstum als auch Replikation des Pilzes

gestort.

In der Leber wird Ketoconazol durch verschiedene Enzyme, u.a. CYP450-Enzyme und
Flavin-abhéngige Monooxygenasen, zu dem reaktiven N-Deacetyl-Ketoconazol (DAK)
metabolisiert, das akkumuliert (Rodriguez & Miranda, 2000). Die auftretende Toxizitat
wird vermutlich durch Bindung an hepatische Proteine sowie durch Depletion des detoxifi-
zierenden Glutathions initiiert. Auch aufgrund der sehr guten Regenerationsfiahigkeit der
Leber sind die lebertoxischen Effekte oft, aber nicht immer, reversibel. Aus diesem Grund
sowie der geringen Exposition gegeniiber oralem Ketoconazol (die FDA schétzt 609 000
Verschreibungen in den USA in 2013 (FDA, 2013)) und der daraus resultierenden geringen
Inzidenz blieb Ketoconazol in Studien zur Lebertoxizitat lange unerwiahnt (Greenblatt,
2014). In den vergangenen Jahren vermehrten sich jedoch die Hinweise auf eine lebertoxische
Wirkung (Garcia Rodriguez et al., 1999), so dass die Européische Arzneimittel-Agentur
(European Medicines Agency, EMA) 2013 eine Empfehlung verdffentlichte, in der das
Nutzen-Risiko-Verhéltnis bei oraler Gabe von Ketoconazol negativ bewertet wird (EMA,
2013). Auch die FDA warnt vor der Verabreichung von Ketoconazol und empfiehlt, auf
Alternativen zuriickzugreifen (FDA, 2013).

1.2.2 Ortho-Anisidin

Als weitere Substanz wurde ortho-Anisidin (o-Anisidin) untersucht, ein kanzerogenes,
aromatisches Amin. Als chemisches Intermediat ist es ein Grundstoff in der Farbindus-
trie fiir die Herstellung von Azopigmenten, die in Kleidung, Kosmetika und Haarfarben
verwendet werden. Der Nachweis von o-Anisidin im Urin bayerischer Kinder sowie als
Hémoglobinaddukt im Blut zeigt die weite Verbreitung in der Bevolkerung (Branner et al.,

1998; Richter et al., 2001). Der Pigmentabbau durch Bakterien kann zur Freisetzung von
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o-Anisidin fiithren, das so iiber die Haut absorbiert werden kann (Platzek et al., 2005). Eine
orale Exposition ist durch die Einfarbung von Lebensmittelverpackungen moglich (McCall
et al., 2012) und als Bestandteil von Zigarettenrauch kann es eingeatmet werden (Stabbert
et al., 2003). Zusétzlich kann die Kontamination in Tattoofarben zu einer systemischen
Exposition fihren (Laux et al., 2016). o-Anisidin wird in der Leber verstoffwechselt, bevor
es als Karzinogen Tumore in der Blase auslost. Wahrend der Metabolisierung verbleibt es
bei konstant hoher Dosis fiir mindestens 24 h in der Leber, bevor es langsam abtransportiert
wird (Sapota et al., 2003).

Die internationale Agentur fiir Krebsforschung (Internationl Agency for Research on Can-
cer, IARC) hat o-Anisidin in Kategorie 2B eingestuft (possible human carcinogen), es ist
also moglicherweise karzinogen fiir Menschen (IARC, 1999). Innerhalb der européischen
Verordnung (EG) Nr. 1907/2006 fiir die Registrierung, Bewertung, Zulassung und Be-
schrankung von Chemikalien (Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of
Chemicals, REACH) wurde o-Anisidin als Karzinogen 1B (kann Krebs auslosen) und Mu-
tagen 2 (steht unter Verdacht, genetische Defekte zu verursachen) und daher als besonders
besorgniserregender Stoff (Substance of Very High Concern, SVHC) eingestuft. In den ver-
gangenen Jahren zeigten mehrere epidemiologische Studien einen Zusammenhang zwischen
der Entstehung von Blasenkrebs bei Friséren sowie Chemiearbeitern und einem héufigen
Kontakt mit Azofarbstoffen (Gago-Dominguez et al., 2001). Dabei besitzen Chemiearbeiter,
die langsame Acetylierer sind, das ausgeprigteste Risiko fiir Blasenkrebs (Golka et al.,
2002). Die Acetylierung durch das Schliisselenzym N-Acetyltransferase 2 (NAT2) ist der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt wihrend der Biotransformation aromatischer Amine

und damit wihrend ihrer Detoxifizierung (d’Errico et al., 1996).

In der Leber wird o-Anisidin von CYP450-Enzymen durch N-Hydroxylierung zu N-(2-
methoxyphenyl)-hydroxylamin metabolisiert. Wéahrend der folgenden Phase II-Reaktionen
konnen die Hydroxylamine durch Acetylierung, N-Glukuronidierung oder O-Sulfatierung
detoxifiziert werden (Naiman et al., 2012; d’Errico et al., 1996). Aus den Metaboliten kénnen
hochreaktive Nitrenium- sowie Carbeniumionen entstehen, die in der Niere und Blase zur
Bildung von ROS sowie von Addukten mit Deoxyguanosin und Proteinen fithren kénnen
(Naiman et al., 2012; Hobbs et al., 2015; Vohr, 2012). In-vitro-Analysen haben gezeigt, dass
o-Anisidin intrachromosomale Rekombinationen und Mutationen in Hefe, Bakterien und
Zelllinien (aus den Eierstocken von Hamstern und Mauslymphomen) induziert (Brennan
& Schiestl, 1999; Zeiger, 1987; Galloway et al., 1987; Garberg et al., 1988; Wangenheim
& Bolesfoldi, 1988). Tierversuche zeigten einen Gewichtsverlust bei Mausen und Ratten,
DNA-Schéden in der Blase und einen fritheren Tod (IARC, 1982, 1999; Sasaki et al.,
1998; National Toxicology Program, 1978a). Eine Korrelation zwischen der Entstehung

idiosynkratischer DILI und Substanzen, die ein priméres aromatisches Amin enthalten,
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wird vermutet (Ng & Uetrecht, 2013). Der genaue Mechanismus ist jedoch noch immer

unklar und sollte daher fiir o-Anisidin genauer untersucht werden.

1.3 In-vitro-Testsysteme zur Detektion von hepatotoxischen

Substanzen

Die préklinische Beurteilung der Sicherheitspharmakologie umfasst derzeit die Untersu-
chungen des kardiovaskuldren Systems, der Atemwege und des zentralen Nervensystems,
die in der internationalen regulatorischen Guideline ICH S7A/S7B (International Confe-
rence on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals
for Human Use) verankert sind (ICH Harmonized Tripartite Guideline, 2000, 2005). Eine
explizite Betrachtung der Hepatotoxizidt ist derzeit nicht regulatorisch vorgeschrieben,
sondern wird von der EMA seit 2008 in einer Guideline empfohlen (EMA, 2008). Mit
deren Hilfe sollen nicht-klinische Anzeichen fiir Hepatotoxizitat identifiziert werden, um
so die klinische Relevanz friithzeitig im Entwicklungsprozess einschétzen zu kénnen. Fiir
die Bewertung des DILI-Potentials einer neuen Substanz werden bis heute hauptséchlich
Tierstudien durchgefiihrt, in denen histologische Analysen und die Bestimmung bestimmter
Enzymkonzentrationen als Indikatoren fiir ein leberschiadigendes Potential herangezogen
werden. ,Hy’s Law® (nach Hyman Zimmermann) entsprechend miissen die ALT-, AST-
und Gesamtbilirubin-Konzentrationen im Blut bei Leberschddigung um ein Vielfaches {iber-
schritten sein (Temple, 2006). Die Konzentrationen weiterer leberrelevanter Proteine, z. B.
Albumin, Triglyceride oder Prothrombin, kénnen als zusétzliche Indikatoren hinzugezogen

werden.

Die in Tierstudien erhobenen Daten geben jedoch keine zuverlédssige Information iiber ein
mogliches DILI-Potential, da es deutliche Speziesunterschiede zum Menschen in Bezug auf
die Metabolisierung und die Pharmakokinetik von Substanzen gibt. Aus diesem Grund und
in Anlehnung an das 3R-Prinzip von Russell und Burch — Reduce (Reduzieren), Replace (Er-
setzen), Refine (Verfeinern) -, das Mafinahmen zur Reduktion von Tierversuchen beschreibt

(Russell & Burch, 1959), werden derzeit verschiedene in-vitro-Ansétze entwickelt.

In der frithen Entwicklungsphase neuer Medikamente wird die Entstehung reaktiver Meta-
bolite und damit die Adduktbildung mit in-silico- und in-vitro-Assays untersucht (Prakash
et al., 2008; Valerio & Long, 2010). Meist wird die kovalente Bindung der reaktiven Inter-
mediate an Leberproteine gemessen, ihre chemische Struktur analysiert oder eine mogliche
CYP450-Inaktivierung betrachtet. So kénnen auffillige Substanzen frith im Entwicklungs-

prozess ausgeschlossen werden und Analoga mit geringerer Neigung zur Bioaktivierung
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generiert werden. Anschliefend soll anhand von Einzelkulturen humaner primérer Hepato-
zyten oder anhand von Leberschnitten, sogenannten precision-cut liver slices, ein mogliches
leberschédigendes Potential identifiziert werden. Der Vorteil ist die sehr gute Metabolisie-
rung, da alle Phase I- und II-Enzyme vorhanden sind. Allerdings ist priméres Lebergewebe
eine begrenzte Ressource, deren Eigenschaften stark spenderabhéiingig sind (Gémez-Lechon
et al., 2015). Daher wird auf immortalisierte, humane Zelllinien zuriickgegriffen, die un-
begrenzt verfiigbar sind und bestimmte leberspezifische Enzyme exprimieren. Allerdings
besitzen diese Zelllinien, auch die am weitesten verbreiteten HepG2-Zellen, eine sehr unter-
schiedliche CYP450-Enzymausstattung (Hewitt & Hewitt, 2004). Einige haben den Grofiteil
der metabolisierenden Enzyme verloren, weshalb sie fiir eine erfolgreiche Substanzumset-
zung zum Teil mit den bendtigten Enzymen transfiziert oder mit Mikrosomen bzw. S9-Mix
kombiniert werden (Choi et al., 2015; Vignati et al., 2005). Auch die Differenzierung von
Hepatozyten aus Stammzellen, embryonalen oder induzierten pluripotenten, wird verfolgt
und koénnte eines Tages eine verléssliche Quelle fiir Zellen mit hepatischen Eigenschaften
sein (Kondo et al., 2014; Si-Tayeb et al., 2010). Diese Einzelkulturen beriicksichtigen
allerdings nicht die Wechselwirkungen mit anderen Zelltypen, besonders Immunzellen, die

oft zu einer VergroBerung des urspriinglichen Leberschadens fiihren.

Fir DILI konnte gezeigt werden, dass die von Kupffer-Zellen freigesetzten Zytokine und
Chemokine die Metabolisierung durch die Hepatozyten beeinflussen und die Expression
Akuter-Phase-Proteine induzieren, z. B. des C-reaktiven Proteins. Gleichzeitig unterdriicken
sie Enzyme, die zur Ausscheidung von Xenobiotika und deren Metaboliten nétig sind, u. a.
Uridin-5-Diphospho-Glucuronosyl-Transferase-Systeme sowie Aufnahme- und Effluxtrans-
porter (Hoebe et al., 2001; Morgan, 2009).

Diese dynamischen und komplexen zelluldren Wechselwirkungen werden in Einzelkulturen
nicht abgebildet. Daher werden neue Testsysteme bendétigt, die die derzeit genutzten reinen
Hepatozytenkulturen bei der Identifizierung der méglichen Hepatotoxizitdt einer neuen
Substanz so frith wie moglich ergénzen. In dem hier entwickelten Kokulturmodell wird der
gegenseitige Kinfluss durch den Austausch von l6slichen Faktoren von Hepatozyten und

Immunzellen untersucht und dadurch die in-vivo-Bedingungen besser nachgestellt.
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2 Zielstellung der Arbeit

Die Chemikalien-induzierte Leberschiadigung (DILI) ist aufgrund ihrer geringen Pradiktivi-
tdt und des schweren Verlaufs eine der hdufigsten Ursachen fiir den Abbruch klinischer
Studien und die Marktriicknahme bereits zugelassener Wirkstoffe. Daher werden dringend
neue Testsysteme benétigt, anhand derer potentiell hepatotoxische Substanzen identifiziert
und lebertoxische Reaktionen vorhergesagt werden kénnen. Die vermehrten Hinweise in
den letzten Jahren zeigen, dass die Aktivierung des Immunsystems auch bei nicht akut
toxischen Konzentrationen zu schweren Leberschidigungen bis hin zum Leberversagen
fithren kann. Die bei dieser sterilen Entziindung wichtige Wechselwirkung der verschiede-
nen Zellpopulationen in der Leber ist derzeit noch unzureichend untersucht und wird in

aktuellen Testsystemen nicht berticksichtigt.

Ziel dieser Arbeit war es daher, ein indirektes in-vitro-Kokultursystem unter Verwendung
humaner Leberzelllinien sowie einer humanen Monozytenzelllinie, die in einen Makrophagen-
dghnlichen Phénotyp differenziert wurde, zu entwickeln. Anhand dieses Modells sollte getestet
werden, ob die Zellkommunikation von Leber- und Immunzellen durch den Austausch
l6slicher Faktoren zu einer verbesserten Pradiktion von Hepatotoxizitéit fithrt. Es sollten
spezifische Endpunkte zur Erfassung der Toxizitdt untersucht und erfasst werden. Dafiir
wurde die fiir seltene, schwere Leberschdden bekannte Testsubstanz Ketoconazol verwendet
sowie als negative Kontrollsubstanz Koffein. Zunéchst sollte eine erfolgreiche Metabo-
lisierung sicher gestellt werden, bevor mithilfe proteomischer Analysen Verdnderungen
wichtiger Signalwege in kokultivierten Zellen analysiert und mit Einzelkulturen verglichen
werden sollten. In gezielten Ansétzen sollten die verdnderten Signalwege genauer untersucht
werden. Aus der Literatur bekannte, in vivo relevante Zytokine sollten anschliefend auf ihre
Expression und Sekretion in Einzel- und Kokulturen getestet werden, um prognostische
Marker fiir adverse Effekte zu identifizieren. Die identifizierten Endpunkte sollten fiir das
verbraucherrelevante, aromatische Amin o-Anisidin, das u.a. in Tattoofarben enthalten

sein kann, getestet werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Characterization of chemical-induced sterile inflammation in
vitro: application of the model compound ketoconazole in a

human hepatic co-culture system

Franziska Wewering, Florent Jouy, Dirk K. Wissenbach, Scarlett Gebauer, Matthias Bliiher,
Rolf Gebhardt, Ralph Pirow, Martin von Bergen, Stefan Kalkhof, Andreas Luch, Sebastian

Zellmer

Archives of Toxicology, 2017, 91:799-810. Epub 2016 Mar 10.
DOI:10.1007/s00204-016-1686-y.
Link: http://dx.doi.org/10.1007/s00204-016-1686-y

In dieser Publikation wurde das neu etablierte in-vitro-Kokulturmodell vorgestellt und
anhand dieses Modells die Auswirkungen einer Ketoconazol-Behandlung untersucht. Hierfiir
wurden HepG2-Zellen mit THP-1-Zellen, die in einen Makrophagen-ahnlichen Phanotyp
differenziert wurden, indirekt kombiniert, so dass ein Austausch léslicher Faktoren erfolgte.
Dabei konnte eine Metabolisierung von Ketoconazol durch die hepatische Zelllinie gezeigt
und sieben Metabolite detektiert werden. In globalen Proteom-Analysen wurden neben dem
bereits beschriebenen Cholesterol-Signalweg auch eine Aktivierung der Nrf2-vermittelten
oxidativen Stressantwort sowie des CXCL8-Signalwegs (CXC-Motiv-Chemokine 8, friither
auch Interleukin-8) nach Ketoconazol-Behandlung in Kokulturen identifziert. In gezielten
Ansétzen konnte gezeigt werden, dass Ketoconazol durch Schidigung der Mitochondrien
zur Freisetzung von ROS fithrt. Auf Zytokinebene konnten sowohl die hochregulierte FEx-
pression wichtiger proinflammatorischer Zytokine, u.a. TNF-« und IL-15, als auch ihre
gesteigerte Sekretion in behandelten Ko-, aber nicht in Einzelkulturen nachgewiesen werden.
In Kontrollversuchen einzel- und kokultivierter HepG2-Zellen mit und ohne Ketoconazol
setzten behandelte, kokultivierte Zellen konzentrationsabhéngig signifikant mehr CXCLS8

frei als einzelkultivierte.
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Anteil des Autors an dieser Publikation: Projektplanung (70 %), Projektdurchfiihrung
(80 %), Datenanalyse (90 %), Schreiben des Manuskripts (70 %)

Das Zusatzmaterial zu der auf den folgenden Seiten eingebundenen Publikation ist in

Appendix A enthalten.
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3.2 Hepatic co-cultures in vitro reveal suitable to detect
Nrf2-mediated oxidative stress responses on the bladder

carcinogen o-anisidine

Franziska Wewering, Florent Jouy, Martin von Bergen, Stefan Kalkhof, Andreas Luch,

Sebastian Zellmer

Toxicology in Vitro, 2017, 40:153-160.
DOI:10.1016/j.tiv.2017.01.006.
Link: http://dx.doi.org/10.1016/j.tiv.2017.01.006

In dieser Publikation wurde in dem neu etablierten Kokulturmodell das verbraucher-
relevante, aromatische Amin o-Anisidin untersucht und mit seinem Strukturisomer p-
Anisidin verglichen. Zusétzlich wurde die hepatische Zelllinie Huh-7 als mégliche Alternative
zu den HepG2-Zellen in dem Kokulturmodell getestet. Mithilfe globaler Proteom-Analysen
wurde die Aktivierung antioxidativer Stressantworten nach o-Anisidin-Behandlung detek-
tiert. Dies wurde in gezielten Experimenten durch eine gesteigerte ROS-Freisetzung durch o-,
aber nicht p-Anisidin bestatigt. Als zugrunde liegender Mechanismus wurde eine Abnahme
des mitochondrialen Membranpotentials bereits nach dreistiindiger o-Anisidin-Inkubation
gezeigt, die nach 24 h zu einer Abnahme der intrazellulliren ATP-Konzentration fiihrte.
Wiéhrend o-Anisidin in kokultivierten HepG2-Zellen keine verdnderte Zytokinexpression
induzierte, fithrte es bereits in einzelkultivierten Huh-7-Zellen zu einer deutlich gesteigerten
Expression proinflammatorischer Zytokine. Die Sekretion des Damage-Associated Molecular
Patterns (DAMPs) HMGB1 war nach o-Anisidin Behandlung in HepG2- und Huh-7-Zellen
deutlich erhoht. Hier zeigte sich, dass o-Anisidin in der Leber iiber oxidativen Stress
zu Schadigungen fiihrt, die allerdings nicht auf einem immunvermittelten Mechanismus

beruhen.

Anteil des Autors an dieser Publikation: Projektplanung (80 %), Projektdurchfiihrung
(80 %), Datenanalyse (80 %), Schreiben des Manuskripts (85 %)

Das Zusatzmaterial zu der auf den folgenden Seiten eingebundenen Publikation ist in

Appendix B enthalten.
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4 Diskussion

4.1 Etablierung des Kokulturmodells fiir die Detektion von DILI

in vitro

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, inwieweit ein in-vitro-Kokulturmodell
eine verbesserte Vorhersage von in-vivo-Lebertoxizitdat ermoglicht. In einem ersten Schritt
sollte daher dieses Modell mithilfe einer bekannten, leberschidigenden Substanz, dem
Antimykotikum Ketoconazol, etabliert und charakterisiert werden. Anhand dieses Modells
sollten die Zytokinfreisetzung und mogliche zugrunde liegende Signalwege identifiziert
und néher untersucht werden. Nach erfolgreicher Identifizierung von Endpunkten sollten
in einem zweiten Schritt weitere Substanzen auf ihre mogliche Lebertoxizitdt und deren

Mechanismus untersucht werden.

Fiir die Entstehung von DILI gibt es vermehrt Hinweise auf eine Beteiligung des Immun-
systems (Holt & Ju, 2006; Jaeschke et al., 2012b). Dennoch wird die Lebertoxizitéat bis
heute hauptséichlich an reinen Hepatozytenkulturen oder in Tierstudien untersucht. Dabei
werden jedoch die komplexen Wechselwirkungen verschiedener Zelltypen in der Leber
miteinander nicht beriicksichtigt. Oft verwendete humane Zelllinien sind hierbei HepG2-
und Huh-7-Zellen, die aus hepatozellularen Karzinomen isoliert wurden (Aden et al., 1979;
Nakabayashi et al., 1982). In der vorliegenden Arbeit wurden daher die bekannten Le-
berzelllinien mit einer humanen Immunzelllinie kombiniert. Dafiir wurde die aus einem
Leukamiepatienten isolierte Monozytenzellinie THP-1 in einen Makrophagen-ahnlichen
Phénotyp differenziert. Sie reprasentiert daher sowohl die Kupffer-Zellen (die leberstandigen
Makrophagen) als auch einwandernde Makrophagen in der Leber. Zelllinien haben den
Vorteil einer leichteren Handhabung, woraus eine bessere Ubertragbarkeit des Modells in

weitere Labore resultiert.

Am Beispiel des bekannten leberschddigenden Antimykotikums Ketoconazol wurde das Ko-
kultursystem aufgebaut und neue Endpunkte identifiziert. So konnten in vivo beschriebene
Mechanismen nachvollzogen und wichtige Signalmolekiile auch in vitro in der Kokultur

detektiert werden. Der Marker HMGB1 wurde als wichtiges Signalmolekiil und mogli-
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cher neuer prognostischer Biomarker in behandelten in-vitro-Kokulturen detektiert. Im
Anschluss wurden weitere Substanzen in diesem Kokultursystem auf ihr hepatotoxisches

Potential untersucht — o- und p-Anisidin sowie Koffein.

4.1.1 Untersuchung des DILI-induzierenden Antimykotikums Ketoconazol

Nachdem die leberschidigende Wirkung des Antimykotikums Ketoconazol in mehreren
epidemiologischen Studien erkannt worden war (Garcia Rodriguez et al., 1999), wurde es

in den letzten Jahren stéarker gezielt in wvitro und in vivo untersucht.

Ketoconazol wurde durch die hepatische HepG2-Zelllinie auch in vitro erfolgreich ver-
stoffwechselt. Dabei konnten im Mediumiiberstand und in den Zellen sieben Metabolite
identifiziert werden. Bei einem handelte es sich um den bereits beschriebenen reaktiven
Metabolit N-Deacetyl-Ketoconazol (DAK) (Fitch et al., 2009; Rodriguez & Acosta, 1997a),
wahrend die Metabolite DAK-OH, DAK-CyHy und KTZ-O-N-O bisher noch nicht in
der Literatur beschrieben worden sind. Ein vorgeschlagener metabolischer Abbauweg in
HepG2-Zellen ist in Abbildung S2 in Anhang A dargestellt (Seite 84). In der Leber wird
Ketoconazol durch Oxidation, Spaltung der Imidazol- und Piperazinringe, O-Dealkylierung
und aromatische Hydroxylierung verstoffwechselt. Die Reaktionen werden von Cytochrom-
P450 (CYP450)-Enzymen und Flavin-abhéngigen Monooxygenasen (FMO) katalysiert
(Rodriguez et al., 1999). Der durch Abspaltung der Acetylgruppe entstehende Hauptmeta-
bolit DAK akkumuliert in der Leber und ist hauptséchlich fiir die toxische Wirkung von
Ketoconazol verantwortlich (Rodriguez & Acosta, 1997a). Er kann durch FMOs zu weiteren
reaktiven Metaboliten oxidiert werden (Rodriguez & Miranda, 2000). Hinsichtlich der Zyto-
toxizitdt lag der EC5p-Wert fiir DAK auch in den hier verwendeten humanen HepG2-Zellen
weitaus niedriger als der fiir Ketoconazol, was auch an primiren Rattenhepatozyten gezeigt
worden ist (Rodriguez & Acosta, 1997b).

Ketoconazol und seine Metabolite induzierten die Bildung von reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS) und fiihrten in der Kokultur zu Verdnderungen von mehreren Signalwegen, u.a. des
Nrf2-, CXCLS8- und NFxB-Wegs. Deren Aktivierung fithrte in Folge zu einer induzierten

Expression und Sekretion mehrerer Zytokine.

Als Teil der antioxidativen Stressantwort soll der aktivierte Nrf2-Signalweg die Zelle vor
Schéden durch ROS schiitzen. Nrf2 (Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2) reguliert
die Expression von Genen, die an der Metabolisierung, dem Transport sowie der Immunant-
wort beteiligt sind (Reese et al., 2011). Die Deletion von Nrf2 fiihrt im Mausmodell nach
Behandlung mit DILI-induzierenden Substanzen zu einer gesteigerten Sensitivitdt (Liu

et al., 2013, 2010). Dariiber hinaus wurde die starke Aktivierung des Nrf2-Signalwegs in

36



priméren humanen Hepatozyten in einer Untersuchung von 90 leberschidigenden Substan-
zen gezeigt, darunter auch Ketoconazol (Herpers et al., 2016). Eine Korrelation zwischen
einer aktivierten Nrf2-Genexpression und einer moéglichen Hepatotoxizitat wird derzeit
diskutiert (Reese et al., 2011).
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Abb. 2: Der Nrf2-Signalweg.

Der Transkriptionsfaktor Nrf2 spielt eine zentrale Rolle bei der induzierbaren Expression
zytoprotektiver Gene als Antwort auf oxidativen und elektrophilen Stress. Unter stressfreien
Bedingungen liegt Nrf2 im Zytoplasma gebunden an das ubiquitinylierende Protein Keapl
vor und wird konstant iiber den Ubiquitin-Proteasom-Weg abgebaut. Bei oxidativem oder
elektrophilem Stress wird Keapl inaktiviert und Nrf2 stabilisiert. Nrf2 translokiert in den
Zellkern, bindet an spezifische DNA-Motive (ARE) und fiihrt so zur Transkription von
Zielgenen. Diese konnen u. a. an der Glutathionsynthese, ROS-Eliminierung, Detoxifizierung
und dem Substanztransport beteiligt sein (nach Taguchi et al., 2011, modifiziert).
Abkiirzungen: Antioxidative Response Elements (ARE), kelchdhnliches ECH-assoziiertes
Protein 1 (Keapl), Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 (Nrf2).
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Normalerweise liegt Nrf2 im Zytoplasma gebunden an sein ubiquitinylierendes kelchdhnliches
ECH-assoziiertes Protein 1 (Keapl) inaktiv vor (siehe Abbildung 2). Bei Aktivierung der
antioxidativen Stressantwort dissoziiert Nrf2 von Keapl, translokiert in den Zellkern, bindet
dort an spezifische DNA-Motive (sogenannte Antioxidative Response Elements, ARE) und
aktiviert die Transkription antioxidativer Enzyme (Tsuji et al., 2012). In dem etablierten
Modell waren mehrere Proteine, die Teil dieses Signalwegs sind, signifikant erhéht, u. a. die
mitochondriale Superoxid-Dismutase 2 (SOD2). SOD2 katalysiert die Umwandlung des
Superoxidanions (O2”) in Sauerstoff und Wasserstoffperoxid (H202). Das Wasserstoffperoxid
wird mithilfe des Enzyms Katalase weiter zu Sauerstoff und Wasser umgesetzt. Daher fithrt
SOD2 zum Abbau reaktiver Sauerstoffspezies und schiitzt die Zelle vor direkten oxidativen
Schéden. In gezielten Experimenten konnte eine konzentrationsabhéngige Ketoconazol-
induzierte ROS-Entstehung nachgewiesen werden. Diese ist ein zentraler Schritt bei der
Entstehung von DILI.

Neben Nrf2- war der CXCL8-Signalweg ein weiterer, nach Behandlung aktivierter Signal-
weg in dem Kokulturmodell. Als Bestandteil der Entziindungsantwort induziert er die
Chemotaxis von Immunzellen, z. B. Makrophagen und Neutrophilen, und lockt diese zum
Ort des Entziindungsgeschehens (Baggiolini & Clark-Lewis, 1992). In gezielten gPCR- und
ELISA-Versuchen konnte gezeigt werden, dass in kokultivierten, behandelten HepG2-Zellen
CXCLS8 verstéarkt exprimiert und auch sezerniert wird. In vivo wurden im Serum von
Patienten mit chronischer Leberentziindung und in DILI-Patienten signifikant erhéhte
CXCLS8-Level nachgewiesen (Zimmermann et al., 2011; Steuerwald et al., 2013). Auch
Hepatozyten sind eine wichtige Quelle fiir Chemokine wie CXCLS, was u.a. von Wanninger
et al. (2009) nach Adiponectin-Behandlung an priméren humanen Hepatozyten gezeigt
wurde. In gesunden Patienten wird die CXCL8-Konzentration bei zellularem Stress oder
durch proinflammatorische Zytokine wie TNF-a oder IL-1 schnell um das 10- bis 100-fache
erhoht (Hoffmann et al., 2002). Diese Zytokine induzieren auch CD54 (auch als Intercellular
Adhesion Molecule 1, ICAM-1, bezeichnet), das Teil des CXCLS8-Signalwegs ist (Mickelson
et al., 1995; Roebuck & Finnegan, 1999). CD54 war in dem Kokulturmodell nach Behand-
lung mit 10 1M Ketoconazol signifikant erhoht, wie die Auswertung der proteomischen
Daten und der Zytokinarrays zeigte. Dieses Glykoprotein wird als Ligand von endothelialen
Zellen oder Zellen des Immunsystems exprimiert und ermoglicht die Transmigration von
Zellen in das Gewebe. Die von CXCL8 chemotaktisch angelockten Immunzellen infiltrie-
ren den Entziindungsort und kénnen zu einer Ausweitung des urspriinglichen Schadens
fithren. Die Transkription von CXCLS8 wird u. a. von dem NFxB-Signalweg gesteuert, der
in den behandelten Kokulturen eine verdnderte Proteinexpression im Vergleich mit den

Einzelkulturen aufwies.
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Der NFxB-Signalweg umfasst mehrere Transkriptionsfaktoren, die fiir die Ubertragung von
Signalen, wie etwa Zytokinen, oxidativem Stress und bestimmten chemischen Substanzen,
entscheidend sind. Dadurch werden Prozesse wie die Immun- und Entziindungsantwort,
aber auch Apoptose, reguliert. Die in der Proteom-Analyse detektierten Verdnderungen in
den mit 10 ptM Ketocoanzol inkubierten Kokulturen wurden in gezielten qPCR Versuchen
néher untersucht. Mehrere Proteine des Signalwegs waren hochreguliert, z. B. der Toll-
ahnliche Rezeptor 4 (Toll-like receptor 4, TLR4), der TNF Rezeptor-assoziierte Faktor 1
(Trafl) und der Colony Stimulating Factor 2 (CSF2). Der TLR4-Rezeptor wird u. a. durch
Bindung von Damage-Associated Molecular Patterns (DAMPs) aktiviert und 16st so eine
inflammatorische Immunantwort aus (Hoque et al., 2013). In Kombination mit TLR6 fithrt
TLR4 zur Freisetzung der Zytokine CXCL1, CXCL2 und CCL9 (Estruch et al., 2013), die

Zellen des Immunsystems zum Entziindungsort anlocken.

Dariiber hinaus induziert das hochregulierte Zytokin CSF2 die Produktion, Differenzierung
und Aktivierung von Granulozyten und Makrophagen und ist als solches ebenfalls an einer
inflammatorischen Antwort beteiligt. Andere Proteine des NFxB-Signalwegs zeigten in der
behandelten Kokultur jedoch eine verringerte Konzentration, u. a. die Stickstoffmonoxid-
Synthase 2 (Nitric Oxide Synthase 2, NOS2), TLR2 und Aktl. NOS2 ist als Synthase an der
Produktion von Stickstoffmonoxid (NO) beteiligt, einem Signalmolekiil im Korper fiir eine
Vielzahl von Prozessen, z. B. der Gefdafidilatation, Neurotransmission oder antimikrobieller
Aktivitdten (Guo et al., 1995). In der Leber kann es sowohl zytotoxisch als auch zytopro-
tektiv wirken: bei Redoxstress verstarkt NO den hepatischen Schaden, wihrend es unter
akuten inflammatorischen Bedingungen die Apoptose in der Leber verhindert (Culotta &
Koshland, 1992; Li & Billiar, 1999). Diese liegen im Kokulturmodell vor, allerdings deutet
die verminderte Konzentration von NOS2 auf das Fehlen des vor dem Zelltod schiitzenden
Faktors NO hin. Der urspriingliche Leberschaden kann dadurch vergréfiert werden (Min
Hon et al., 2002). Darauf weist auch die verminderte Konzentration des zweiten Proteins,
Akt1, hin. Dabei handelt es sich um eine Serin-Threonin-Kinase, die am Uberleben der
Zelle, am Insulin-Signalweg und der Angiogenese beteiligt ist (Gonzalez & McGraw, 2009).
Fir den NFxB-Signalweg wurde im Zusammenhang mit DILI allerdings auch eine negative
Korrelation in Bezug auf den Nrf2-Signalweg gezeigt. Ketoconazol fithrte in priméren hu-
manen Hepatozyten zu einer Nrf2-Aktivierung und einer NFxB-Inhibition (Herpers et al.,
2016). Umgekehrt beeinflusste die NFxB-Aktivierung jedoch nicht den Nrf2-Signalweg.

Als Folge der aktivierten Signalwege verdnderte sich die Genexpression und Sekretion
mehrerer Zytokine nach Behandlung mit Ketoconazol in dem Kokulturmodell, wie mithilfe
von qPCR und ELISAs nachgewiesen werden konnte. So waren CXCL8, TNF-«, IL-10,
CDb54, IL-1, IL-12A, TL-15, CCL3 (auch: Macrophage Inflammatory Protein-1c, MIP-1)

und CCL5 hochreguliert, wihrend IL-5 runterreguliert wurde. Mithilfe eines Proteome
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Profiler Arrays konnte im Mediumiiberstand die gesteigerte Sekretion von CXCL8, TNF-«,
CCL3 und CDb54 bestétigt und dariiber hinaus ein Anstieg bei MIF, GM-CSF, IL-1ra
und Serpin E1 gezeigt werden. Die Wechselwirkungen der wichtigsten Zytokine und ihre
Hauptfunktion sind zur besseren Veranschaulichung in Abbildung 3 dargestellt.

MIF

— 7

CCL5 CXCL8 <— TNF-a — IL-1B IL-12 IL-10 GM-CSF

Aktivierung
von STAT4
CD54 CCL3
Wdung L
an CCR1 \ L
Chemotaxis Sensibilisierung Zellmigration Zytotoxizitdit Neutrophilen- Immun-
Zellproliferation von einwanderung modulation
natirlichen
Killerzellen

Abb. 3: Wechselwirkungen und Funktionen der in der Kokultur induzierten Zytokine.

In den mit Ketoconazol behandelten Kokulturen konnte mit qPCR~ und ELISA-Analysen
die veranderte Expression mehrerer Zytokine nachgewiesen werden. MIF induziert die
Expression der drei wichtigen proinflammatorischen Zytokine CXCLS8, TNF-a und IL-15.
CXCLS8 und CCLS5 sind wichtige chemotaktische Faktoren, wihrend TNF-a weitere Zy-
tokine induziert, z. B. CXCLS8 und, genau wie IL-15, CD54. Dieses kann, genau wie das
ebenfalls durch IL-13 induzierte CCL3, zur Migration von Immunzellen in entziindetes
Gewebe fiithren. Das ebenfalls detektierte IL-12 fiihrt nach Aktivierung von STAT4 zur
Zytotoxizitdt von natiirlichen Killerzellen. IL-10 ist ein antiinflammatorisches Zytokin und
induziert die Neutrophilen-Einwanderung. Das nachgewiesene GM-CSF ist ein Immunmo-
dulator.

Abkiirzungen: CC-Chemokin Ligand 5 (CCL5), CC-Chemokin Rezeptor Typ 1 (CCR1),
CXC-Motiv-Chemokin 8 (CXCL8), Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierender Fak-
tor (GM-CSF), Interleukin-10/12/18 (IL-10/12/13), Makrophagen-migrationsinhibierender
Faktor (MIF), Signal Transducer and Activator of Transcription 4 (STAT4),
Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-«).

Beziiglich der in-vivo-Relevanz der nachgewiesenen Zytokine gibt es eine Vielzahl von
Patienten- und Tierstudien in der Literatur. Die Konzentration des wichtigen Chemokins
CXCLS ist nach Acetaminophen (APAP)-Behandlung genauso erhoht wie die der weiteren
proinflammatorischen Zytokine TNF-o und IL-15 (Blazka et al., 1995). Die erhohte
Expression dieser drei Zytokine kann durch den in behandelten Kokulturen verstérkt

freigesetzten Makrophagen-migrationsinhibierenden Faktor (MIF) induziert werden, der
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auch zu den proinflammatorischen Zytokinen gehort (Masson et al., 2010; Baugh &
Bucala, 2002; Lue et al., 2002). Seine genaue Rolle bei DILI ist noch unklar, aber MIF
war in Mausversuchen nach APAP- und Halothan-Behandlung erhoht (Barnes et al.,
2013). MIF-Knockout-Méause zeigten hingegen geringere Leberschiden und eine verbesserte
Uberlebensrate nach APAP-Behandlung im Vergleich mit Wildtyp-Miusen (Bourdi et al.,
2002). Daher scheint MIF ein wichtiger und frither Marker fiir Leberschiden zu sein (Barnes
et al., 2013).

Die TNF-a- und IL-13-Freisetzung findet sehr frith bei Leberschadigung statt (Duque &
Descoteaux, 2014; Masson et al., 2010). In Mausen konnte ihre Sekretion nach APAP-
Behandlung bereits nach 1h nachgewiesen werden (Martin-Murphy et al., 2010; Blazka
et al., 1996). Der Beitrag von TNF-a zu DILI wird allerdings kontrovers diskutiert. In
Méusen fithrte TNF-a bei der Tetrachlormethan (CCly)-induzierten Leberschidigung
einerseits zu einer Steigerung der Suszeptibilitdt (Morio et al., 2001), unterstiitzte laut einer
anderen Studie von Yamada und Fausto aber die Leberregeneration und besafl daher eine
protektive Rolle (1998). Daher férdert TNF-« auf der einen Seite die Zellproliferation und
damit die Reparatur von Zellschdden. Auf der anderen Seite ist es ein proinflammatorisches
Zytokin, das direkt zytotoxisch auf Hepatozyten wirken kann (Diehl & Rai, 1996). Zusétzlich
sensibilisiert es Leberzellen fiir DILI sowohl in vitro als auch in vivo (Cosgrove et al., 2009;
Herpers et al., 2016) und induziert die Freisetzung anderer Zytokine, u. a. IL-1, CXCL8 oder
CDb54 (Diehl, 2000; Kaplowitz & Tsukamoto, 1996). CD54 wird auch durch das ebenfalls
verstarkt exprimierte IL-18 induziert. Die erhéhte 1L-15-Expression kann zu mehreren
Downstream-Effekten fithren, z. B. einer verstarkten Expression von CCL3 (Lu et al., 2003).
Dieses induziert durch Bindung an den CCR1-Rezeptor die Zellmigration, die eine wichtige
Voraussetzung fiir die Einwanderung von Monozyten bei DILI ist (Yuan et al., 2010). IL-15s
verstirkte Expression wurde gemeinsam mit dem in behandelten Kokulturen ebenfalls
erhoht exprimierten Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierenden Faktor (GM-CSF)
nach Behandlung mit Ketoconazol bereits an Leberschnitten aus der Maus gezeigt (Hadi
et al., 2012).

GM-CSF ist ein Immunmodulator, der zirkulierende Leukozyten auf unterschiedliche Art
und Weise beeinflussen kann (Shi et al., 2006). Uber den parakrinen Sekretionsmechanismus
kann GM-CSF direkt auf Zellen in der Umgebung wirken, um so zirkulierenden Neutrophilen,
Monozyten und Lymphozyten den Weg zum Entziindungsgeschehen zu weisen. Dariiber

hinaus fiihrt es zur Reifung und Aktivierung von dendritischen Zellen und Makrophagen.

Das in der Kokultur hochregulierte CCL5 induziert, genau wie CXCLS8, ebenfalls die
Chemotaxis, allerdings von T-Zellen, eosinophilen und basophilen Granulozyten (Sahin

et al., 2010). Zusatzlich wird die Zytotoxizitdt von natiirlichen Killerzellen durch das,
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auch in der Kokultur verstirkt exprimierte, Zytokin IL-12 gesteigert (Wang et al., 2015).
Es wird in vivo von aktivierten Hepatozyten freigesetzt und fiihrt zur Aktivierung von
STAT4 (Signal Transducer and Activator of Transcription 4) (Wurster et al., 2000). Als
Transkriptionsfaktor ist STAT4 an Entziindungen und Fibrogenese beteiligt. Fiir 11.-12
wurde gezeigt, dass es ein prognostischer Marker fiir das Uberleben von DILI-Patienten ist
(Steuerwald et al., 2013).

Doch nicht nur die Expression pro-inflammatorischer Zytokine war erhéht, auch das anti-
inflammatorische Zytokin IL-10 war nach Ketoconazol-Behandlung in kokultivierten HepG2-
Zellen starker exprimiert. Die Freisetzung von IL-10 kann zur Neutrophilen-Einwanderung
und hepatischen Proliferation fithren. In Mausen waren die IL-10-Serumlevel nach APAP-
Behandlung erhéht (Bourdi et al., 2002). Daher entspricht die erhohte IL-10-Expression in

der in-vitro-Kokultur der in-vivo-Situation.

Der erst kiirzlich in Zusammenhang mit DILI untersuchte, mogliche Biomarker fiir sterile
Entziindung High-Mobility Group Box-1 Protein (HMGB1) zeigte in behandelten Ko-
kulturen einen konzentrationsabhéngigen Anstieg. In vivo wird HMGB1 als DAMP von
nekrotischen Hepatozyten freigesetzt, bindet an den RAGE-Rezeptor (Receptor for Advan-
ced Glycation Endproducts) und aktiviert so weitere Zellpopulationen (Dragomir et al.,
2011; Wang et al., 2013). Die Produktion von proinflammatorischen und zytotoxischen
Mediatoren, z. B. Chemokinen und ROS, fithrt zum Voranschreiten der Leberschiadigung
(Dragomir et al., 2011; Scaffidi et al., 2002). In humanen Plasmaproben von Patienten mit
APAP-Uberdosis konnte gezeigt werden, dass die Freisetzung von HMGB1 ein frithes Er-
eignis bei einer akuten Leberschddigung darstellt (Antoine et al., 2009). Daher ist HMGB1

ein vielversprechender moglicher neuer Biomarker fiir DILI.

Anhand des Kokultursystems von HepG2-Zellen mit differenzierten THP-1-Zellen konn-
ten eine Vielzahl von in vivo beschriebenen Effekten auch in witro detektiert werden.
Dabei konnte die Wechselwirkung zwischen hepatischen Zellen und Immunzellen nach-
vollzogen werden. Im Gegensatz dazu gelang in Einzelkulturen die Detektion der zu
DILI-fithrenden Mechanismen nicht. Der konzentrationsabhéingige Anstieg von HMGB1
wurde nach Ketoconazol-Behandlung noch nicht beschrieben. Er ist jedoch ein weiteres Indiz
dafiir, dass HMGB1 zukiinftig als Biomarker zur frithzeitigen Entdeckung von DILI dienen
kénnte. Die Kombination der analysierten Endpunkte — ROS-Produktion, Aktivierung von
Signalwegen, Zytokinexpression und -freisetzung — erscheint daher vielversprechend fiir

eine frithe Identifikation von hepatotoxischen Substanzen im Entwicklungsprozess.
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4.1.2 Untersuchung des leberschadigenden aromatischen Amins o-Anisidin
und Vergleich mit p-Anisidin

Nachdem das Kokulturmodell etabliert und mehrere Endpunkte identifiziert worden sind,
wurde das aromatische Amin o-Anisidin, das in Tattoofarben vorkommen kann (Laux
et al., 2016), untersucht. Vergleichend wurden sein para-Isomer — p-Anisidin — sowie als
Negativsubstanz Koffein analysiert. Nach Metabolisierung, die hauptséchlich in der Le-
ber stattfindet, bilden auch primére aromatische Amine reaktive Zwischenprodukte, u. a.
Nitrenium- und Carbeniumionen (Naiman et al., 2012). Dabei zeigten sich im Kokulturmo-
dell 4hnliche Wirkungen wie mit Ketoconazol: auch o-Anisidin induzierte die ROS-Bildung,
bekannt von DILI-induzierenden Substanzen. Es fiihrte zu einer Abnahme des mitochon-
drialen Membranpotentials und zur Reduktion der intrazelluliren ATP-Konzentration. Die
Proteom-Untersuchungen zeigten die Aktivierung von dhnlichen Signalkaskaden wie nach
Ketoconazol-Behandlung, z. B. des elF2-Signalwegs und der Nrf2-vermittelten oxidativen
Stressantwort. Dartiber hinaus war die Sekretion des frithen Indikators fiir Lebertoxizitét,
HMGBI, in behandelten Kokulturen, aber nicht in Einzelkulturen, signfikant erhéht. Al-
lerdings unterschied sich die Zytokinexpression zu der von DILI-auslésenden Substanzen:
proinflammatorische Zytokine wurden in kokultivierten HepG2-Zellen nach Inkubation mit

o-Anisidin nicht hochreguliert.

Als mogliche Ursache der ROS-Entstehung wurden Verdnderungen der Mitochondrien
untersucht, die auch bei Leberschiddigungen eine wichtige Rolle spielen (Pessayre et al.
2012). Die konzentrationsabhéingige Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials
sowie die daraus resultierende Abnahme der ATP-Konzentration sind frithe Indikatoren
fiir Zelltod (Green & Reed, 1998) und mit einer Leberschidigung korreliert, z. B. nach
APAP-Behandlung (Hanawa et al., 2008). Die Inhibition der ATP-Synthese wurde bereits
nach der Diclofenac-Behandlung von isolierten Rattenleber-Mitochondrien beschrieben
(Syed et al., 2016), wahrend eine vermehrte mitochondriale ROS-Freisetzung nach APAP-
Behandlung von Mausmitochondrien gezeigt worden ist (Hanawa et al., 2008). Genau wie
nach Ketoconazol-Behandlung wird nach Inkubation mit o-Anisidin als Schutzmechanismus
gegen ROS die Nrf2-vermitteltete oxidative Stressantwort aktiviert. Dies konnte anhand ei-
ner erhohten Expression der Glutathion-S-Transferase (GST) und der Glutathion-Reduktase
(GSR) gezeigt werden. Eine erhohte GST-Expression wurde in in-vivo-Studien an Ratten
und M&usen mit den priméren aromatischen Aminen Dapson und Aminoglutethimid gezeigt
(Ng & Uetrecht, 2013). In der gleichen Studie verdnderte sich zusétzlich die Expression von
Proteinen des Keapl-Nrf2-ARE-Signalwegs. Dieser Signalweg war in behandelten Kokultu-
ren stark aktiviert, wahrend er in Einzelkulturen nicht reguliert war. Als wichtiger Signalweg

der antoxidativen Stressantwort kann Nrf2 die Transkription von Proteinen induzieren, die
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an der Zellredox-Homoostase beteiligt sind, z. B. GSTk-1 (Dinkova-Kostova et al., 2015),
GSR und Peroxiredoxin1 (PRDX1) (Malik & Storey, 2009; Schmidt, 2015) (siehe auch
Abbildung 2). Diese drei Enzyme waren in kokultivierten HepG2-Zellen stark hochreguliert,
was die Nrf2-Aktivierung als Antwort auf den oxidativen Stress bestétigte. GSTk-1 ist ein
mitochondriales Enzym, so dass dessen Hochregulation gemeinsam mit der Abnahme des
mitochondrialen Membranpotentials sowie der intrazellularen ATP-Konzentration auf eine

wichtige Rolle dieser Organelle bei der o-Anisidin-induzierten Hepatotoxizitdt hindeutet.

Im Gegensatz zu Ketoconazol hatte o-Anisidin nur wenig Einfluss auf die Zytokinexpression
und -sekretion. Daher wird die o-Anisidin-Toxizitdt vermutlich nicht iiber einen immunver-
mittelten Mechanismus induziert, sondern basiert auf oxidativen Schiaden. Die Analyse des
zusdtzlichen Endpunktes HMGBI1 zeigte dessen konzentrationsabhéngigen Anstieg in der
Kokultur. Seine Freisetzung ist ein Anzeichen fiir eine Leberschadigung, ausgelost durch

oxidativen Stress nach der o-Anisidin-Behandlung.

Im Gegensatz zu o-Anisidin induziert sein Konstitutionsisomer p-Anisidin kein ROS. In in-
vivo-Studien an Méusen konnte die nicht-toxische Wirkung von p-Anisidin im Vergleich mit
o-Anisidin gezeigt werden (National Toxicology Program, 1978a,b). Der Mechanismus ist
jedoch bis heute ungeklart und beruht vermutlich auf einem unterschiedlichen Metabolismus

der Isomere.

Zusammengefasst zeigten die im in-vitro-Kokulturmodell erhobenen Daten die in wvivo
beschriebenen Effekte. Der hepatotoxische Effekt in vivo wird dabei durch oxidativen Stress
und den daraus folgenden Schiaden der hepatischen Zellen, jedoch nicht durch Entziindungs-
prozesse verursacht. Mit der Identifizierung beteiligter Signalwege, u. a. des elF2-Signalwegs
und der Nrf2-vermittelten oxidativen Stressantwort, konnten dariiber hinaus zugrunde
liegende Mechanismen aufgedeckt werden. Die nachgewiesene Sekretion von HMGB1 impli-
ziert die schidigende Wirkung von o-Anisidin in der Leber und kann gleichzeitig als frither
Biomarker dienen. Dariiber hinaus bestatigte sich die hohere Sensitivitiat der Kokultur

gegeniiber den beobachteten Effekten in Einzelkulturen.

4.2 Vergleich des Kokulturmodells mit anderen

in-vitro-Ansatzen

Eine moglichst frithe, zuverlédssige Vorhersage von Hepatotoxizitit ist eines der Ziele in
der Wirkstoffforschung. Dadurch kénnte nicht nur die Zahl der Tierversuche vermindert,
sondern auch plotzliches, schweres Leberversagen nach Markteinfiihrung verhindert werden.

Der derzeitige Goldstandard sind humane priméare Hepatozyten, gefolgt von Tierversuchen,
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meist an Mausen oder Ratten. Aufgrund der komplexen Wechselwirkungen in der Leber
sowie der Speziesspezifitit sind beide Modelle jedoch nur unzureichend in ihrer Aussagekraft
(Mazzoleni & Steimberg, 2012).

Fine 2008 von der EMA veroffentlichte Richtlinie definiert fiir die Untersuchung der
Hepatotoxizitat drei Ziele (EMA, 2008):

1. die Verdnderungen und ihre Auspridgung identifizieren, u. a. hinsichtlich ihrer klini-

schen Pathologie und Histopathologie

2. einen NOAEL (No Observed Adverse Effect Level) und einen sicheren Konzentra-

tionsbereich bestimmen, entsprechend der Dosis oder der systemischen Exposition

3. einen Mechanismus bzw. die Pathogenese bestimmen, wenn dadurch die Vorhersage

klinischer Sicherheit verbessert werden kann

Auf der Suche nach verbesserten Modellen riickte die Bedeutung von inflammatorischen Me-
diatoren zur Vorhersage der Hepatotoxizitéit von Substanzen in den Fokus. Die Beteiligung
von Immunzellen an der Entstehung von Leberschidden wurde stéarker erforscht (Shaw et al.,
2010). Als in-vitro-Ansatz wurden Kokulturen in mehreren Studien untersucht. Dabei muss
unterschieden werden zwischen direkten Kokulturmodellen, in denen zwei verschiedene
Zelltypen direkten Kontakt miteinander haben, und indirekten Kokulturmodellen, zu dem
das in der vorliegenden Arbeit etablierte zahlt. Dabei sind die Zellen entweder mit Inserts
voneinander getrennt oder der Mediumiiberstand der einen Zellen wird auf die anderen
iibertragen. In indirekten Kokulturen wird die Kommunikation tiber 16sliche Faktoren
zwischen den Zelllinien untersucht, die im Anschluss separat analysiert werden kénnen.

Desweiteren gibt es Modelle mit priméren Zellen oder Zelllinien.

Die Kokulturen mit priméren Zellen bieten den Vorteil einer sehr guten Metabolisierung
der Substanzen. Jedoch sind die Ergebnisse mit priméren humanen Hepatoyzten (PHH)
stark spenderabhéngig und weisen eine hdéhere Variation auf. Abhingig von moglichen
Vorerkrankungen konnen die Zellen bereits stimuliert und damit aktiviert worden sein (Li,
2007). Dariiber hinaus sind PHHs eine sehr begrenzte Ressource. Die Verfiigbarkeit primérer
Maus- oder Rattenzellen ist grofler, allerdings besitzen sie eine andere Enzymausstattung
als humane Zellen, so dass die Metabolisierung und die Entstehung reaktiver Metabolite
verdndert sein konnen. Dariiber hinaus besteht weiterhin das Problem, dass die Tiere fiir
die Gewinnung der Zellen getotet werden. Dies widerspricht dem 3R-Prinzip von Russell
und Burch, nach dem Tierversuche reduziert (reduce), ersetzt (replace) und fiir die Tiere
eine geringe Belastung sowie eine bestmogliche Lebenssituation geschaffen werden sollen
(refine) (Russell & Burch, 1959).
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Zelllinien bieten gegeniiber Primérzellen den Vorteil einer unendlichen Proliferation, so
dass sie jederzeit und in groflen Zahlen verfigbar sind. Zusétzlich besitzen sie einen
vergleichsweise stabilen, donorunabhéngigen Phénotyp (Gémez-Lechén et al., 2015). Daher
besteht eine sehr gute experimentelle Reproduzierbarkeit und auch die Moglichkeit von
Hochdurchsatz-Screenings (High-Troughput). Aulerdem sind die Modellsysteme einfach
unter Laboren austauschbar (Gomez-Lechon et al., 2014). HepG2-Zellen, die aus dem
Hepatoblastom eines 15-jahrigen Kaukasiers isoliert wurden (Aden et al., 1979), sind eine
stark differenzierte Zelllinie mit vielen genotypischen Eigenschaften von Leberzellen (Sassa
et al., 1987). Die bereits Ende der 1970er Jahre isolierten Zellen sind bis heute sehr gut
charakterisiert und weit verbreitet. Als Vergleich wurde die Huh-7-Zelllinie herangezogen,
die 1982 aus dem hepatozelluldren Karzinom eines 57-jahrigen Japaners gewonnen wurde
(Nakabayashi et al., 1982). Auch sie ist weit verbreitet und sehr gut charakterisiert. Da
sich die Enzymexpression von Zelllinien jedoch von priméren Zellen unterscheidet (Lin
et al., 2012) und auch abhéngig von der Bezugsquelle schwanken kann (Hewitt & Hewitt,
2004), wurden die verwendeten Zellen zu Beginn der Versuche charakterisiert. Dabei zeigte
sich, dass HepG2- und Huh-7-Zellen CyplA1, Cyp2C9 sowie Cyp2E1l exprimierten (siehe
Abbildung S8 in Anhang B). Huh-7 exprimierte zusitzlich noch Cyp2B6. Auf funktionaler
Ebene konnte aktives CyplAl-Enzym durch Umsetzung des Substrats Ethoxyresorufin
im EROD-Assay nachgewiesen werden. CYP1A1 metabolisiert Ketoconazol, aber auch o-
und p-Anisidin. Dieses Ergebnis wurde durch den Nachweis der erfolgreichen Ketoconazol-
Metabolisierung bestétigt (Wewering et al., 2017). Entgegen der Publikation von Lin et al.
dhnelte das Expressionsprofil metabolisierender Enzyme der Huh-7-Zellinie nicht dem von
primédren humanen Hepatozyten (2012). Auch unterschieden sich Huh-7- und HepG2-Zellen
nur geringfiigig. Die ECgo-Werte fiir o-Anisidin lagen bei 14.3 mM in HepG2-, 6.9 mM in
Huh-7-Zellen und 13.0 mM in priméren murinen Hepatozyten. Neben der Bezugsquelle
spielen auch die Kultivierungsbedingungen sowie die Anzahl der Passagen eine Rolle. Die
Enzymexpression kann dabei durch Zugabe von stimulierenden Faktoren, z. B. Ethanol,
Phenobarbital oder Dexamethason, induziert werden (Corcos & Weiss, 1988; Pelkonen
et al., 2008; Prescott, 2000).

Fiir die Untersuchung von Substanzen, die von anderen als den nachgewiesenen CYP-
Enzymen umgesetzt werden, miissten die HepG2-Zellen entweder mit dem bendtigten
Enzym transfiziert werden oder es miisste auf eine andere Zelllinie zuriickgegriffen werden
(Gomez-Lechoén et al., 2015). Eine mogliche Alternative stellt die erst 2002 beschriebene
HepaRG-Zelllinie dar, die mehrere Leberenzyme in aktiver Form exprimiert (Gripon et al.,
2002; Turpeinen et al., 2009). Derzeit wird sie hinsichtlich ihrer Stressantworten noch
erforscht, so dass noch unklar ist, ob sich in-vivo-Effekte wiahrend einer sterilen Entziindung
anhand von HepaRG-Zellen nachvollziehen lassen. Fest steht, dass die HepaRG-Zellen zuvor

differenziert werden miissen und dabei hohere Kultivierungsanspriiche besitzen als HepG2-
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oder Huh-7-Zellen. Auch die Kombination mit einer weiteren Zelllinie fiir die Kokultur,

z. B. differenzierten THP-1-Zellen, gestaltet sich dadurch besonders schwierig.

Da die Substanz-induzierte Leberschadigung in vivo oft die Beteiligung von Makrophagen
einschlieft (Michael et al., 1999; Muriel & Escobar, 2003), wurde fiir das Kokulturmodell die
humane Monozyten-Zelllinie THP-1 in einen Makrophagen-ahnlichen Phéanotyp differenziert.
Dies erwies sich als unerlédsslich fiir ein aussagekréftiges Kokulturmodell. Versuche mit
undifferenzierten THP-1-Zellen in Kokultur mit HepG2-Zellen zeigten nach Ketoconazol-
Behandlung keinen Unterschied zu Einzelkulturen. Bei der Differenzierung wird durch
Zugabe von Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) zunéchst die THP-1 Zellproliferation
in der G1-Phase inhibiert (Traore et al., 2005). Anschlieflend fithrt die Induktion der
Proteinkinase C zur Aktivierung einer Vielzahl weiterer Kinasen (sieche Abbildung 4). Dabei
scheint der PI3K/AKT-Signalweg nach aktuellen Erkenntnissen wihrend der Differenzierung
signifikant aktiviert zu sein (Zeng et al., 2015).

THP-1

Makrophage

O Akt|V|erung weiterer Kinasen ©

Zytosol P|3K/AKT Proteine W\
/Tr;nslatlon

RNA

Transkription

Nukleus @

Abb. 4: Vorgeschlagener Mechanismus der PMA-induzierten Differenzierung der THP-1-
Zellen.

Nach Inhibition der Zellproliferation der THP-1-Zellen induziert PMA die Proteinkinase C.
Diese ist ein zentrales Schliisselenzym in mehreren Signalwegen und aktiviert insbesondere
den PI3K/AKT-Signalweg (nach Chen et al., 2013, modifiziert).

Abkiirzungen: messenger RNA (mRNA), Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA), Protein-
kinase C (PKC).

Durch den so aktivierten Signalweg adhérieren die THP-1-Zellen, bilden Zellfortséitze
aus, ihre Proliferation wird deutlich verlangsamt und sie entwickeln eine ausgeprigte
Phagozytosefiahigkeit (Qin, 2012; Traore et al., 2005). Die beschriebene erhéhte Expression
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des Oberflichenmarkers CD40 konnte auch fiir die in der vorliegenden Arbeit differenzierten
THP-1-Zellen bereits nach 24 h gezeigt werden (siehe Abbildung 5) (Mittar et al., 2011).

A

[ llsotyp
I CD40

Count

Abb. 5: FACS-Analyse der CD40-Expression auf THP-1-Zellen.

A Die Oberflachenfédrbung und anschlieende FACS-Analyse zeigten, dass undifferenzierte
THP-1-Zellen CD40 nur schwach exprimieren. B Nach 24-stiindiger Behandlung mit PMA
ist die CD40-Expression deutlich erhoht.

Allein diese Differenzierung bewirkte eine erhohte Freisetzung von Zytokinen durch die THP-
1-Zellen. Dadurch wird eine inflammatorische Umgebung geschaffen, in der die Schidigung
der hepatischen Zelllinie zur Auslésung einer Immunreaktion fithrt. Die Bedeutung des
Austauschs interzelluldrer Faktoren wurde bereits an anderen Kokulturmodellen gezeigt.
So fithrte die Kombination von primédren Rattenhepatozyten mit Kupffer-Zellen zu einer
erhohten NO-Konzentration in den Kupffer-Zellen und einer herunterregulierten Albumin-
Expression in den Hepatozyten nach Behandlung mit Blei (Milosevic & Maier, 2000). Auch
fiir Troglitazon konnte die Toxizitat in Kokulturen gezeigt werden, wiahrend die Ergebnisse
fiir das nicht-hepatotoxische Rosiglitazon erwartungsgeméfl negativ waren (Edling et al.,
2009).

Wichtig bei der Entwicklung von Modellsystemen ist eine Verbesserung der Vorhersage-
kraft gegeniiber den bisher genutzten Ansétzen, ohne falsch positive oder falsch negative
Ergebnisse zu zeigen. In dem gezeigten Modell konnten fiir Ketoconazol, o- und p-Anisidin
beschriebene in-vivo-Effekte nachvollzogen werden. Fiir ein valides Modell miissen zukiinftig
natiirlich noch eine Vielzahl weiterer Substanzen getestet werden. Die Ergebnisse zeigen
aber, dass die Wechselwirkung verschiedener Zellarten zu einer verbesserten Aussage-
kraft hinsichtlich der Entstehung von sterilen Entziindungen fithren als ein vergleichbares

Einzelkulturmodell.
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, ein neues in-vitro-Testsystem zur besseren Charakterisierung
der Substanz-induzierten Leberschiddigung (DILI) zu etablieren. Nach einer initialen Sché-
digung der Hepatozyten kann die Aktivierung des Immunsystems den urspriinglichen
Schaden vergroflern und so zu schwerem Leberversagen fithren. Dieser wichtige Einfluss
der Immunantwort sollte durch die Berticksichtigung in einem Kokulturmodell zu einer
verbesserten Vorhersage von DILI sowie zur Aufkldrung der zugrunde liegenden molekularen
Mechanismen fiithren. Dafiir wurde eine Leberzelllinie mit einer in einen Makrophagen-
dhnlichen Phénotyp differenzierten Immunzelllinie in einem indirekten Kokultursystem
kombiniert, das den zelluldren Austausch von Signalmolekiilen erlaubte. Dadurch konnten
in vivo beschriebene molekulare Ereignisse abgebildet werden, die zur Entstehung von

Leberschaden fiithren.

Im ersten Teil der vorliegenden Dissertation wurde daher ein Kokulturmodell mit HepG2-
Zellen als hepatische Zelllinie und differenzierten THP-1-Zellen als Makrophagen-dhnliche
Immunzelllinie etabliert. Zur Uberpriifung des Modells wurde die Metabolisierung des
leberschadigenden Antimyotikums Ketoconazol mittels Flissigchromatographie-Massen-
spektrometrie (LC-MS/MS) untersucht. Sieben reaktive Zwischenprodukte konnten nachge-
wiesen werden, darunter das stark toxische N-Deacetyl-Ketoconazol. Anschlieffend wurden
Verénderungen in Signalwegen in proteomischen Analysen mittels LC-MS/MS bestimmt. Da-
bei konnten die Inhibition der Sterol-Synthese sowie die Aktivierung des CXCL8-Signalwegs
und der Nrf2-vermittelten oxidativen Stressantwort in kokultivierten HepG2-Zellen in vitro
nachgewiesen werden. Diese Verdnderungen fithrten wiederum zur Aktivierung der Zytoki-
nexpression und -sekretion, die in PCR~ und ELISA-Analysen gezielt analysiert wurden.
Die Hinweise auf die Aktivierung des CXCL8-Signalwegs wurden durch den Nachweis der
Expression und Sekretion mehrerer proinflammatorischer Zytokine, darunter neben CXCLS8
auch TNF-a und IL-183, bekraftigt. Zusétzlich konnte in der behandelten Kokultur eine
konzentrationsabhédngige Zunahme des erst seit kurzem im Zusammenhang mit steriler

Entziindung gefundenen méglichen Biomarkers HMGB1 nachgewiesen werden.

In dem neu entwickelten Kokulturmodell wurde im zweiten Teil der Arbeit das aroma-

tische Amin o-Anisidin, das u.a. in Tattoofarben enthalten sein kann, hinsichtlich einer
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Leberschiadigung sowie deren Wirkmechanismus untersucht. Als Kontrolle dienten das
para-Isomer p-Anisidin sowie Koffein. Die Untersuchung des Proteoms zeigte nach o-
Anisidin-Behandlung eine Aktivierung des elF2-Signalwegs sowie der Nrf2-vermittelten
oxidativen Stressantwort. Dariiber hinaus konnte in anschliefenden Analysen eine konzen-
trationsabhéngige Zunahme von reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) nachgewiesen werden.
Auffillig war die Depolarisation des mitochondrialen Membranpotentials durch o-Anisidin-
Behandlung. Diese korrelierte mit der Abnahme der intrazelluldren ATP-Konzentration. Da
in den o-Anisidin-behandelten Kokulturen keine erhohte Expression proinflammatorischer
Zytokine gezeigt werden konnte, ist eine Leberschidigung iiber einen immunvermittel-
ten Mechanismus unwahrscheinlich. Allerdings konnte eine erhdhte HMGB1-Freisetzung
nach o-Anisidin-Behandlung nachgewiesen werden. Dies unterstreicht die Bedeutung von
HMGBI als einen frithen Indikator fiir eine hepatische Schidigung. Im Gegensatz dazu
induzierten weder p-Anisidin noch Koffein die Bildung von ROS. Koffein fiihrte ebenfalls
nicht zu Anderungen der Expression proinflammatorischer Zytokine. Die Verwendung der
Huh-7-Zelllinie als mégliche Alternative zu den HepG2-Zellen zeigte bereits in Einzelkultur
eine hohe Freisetzung von Zytokinen. Diese entspricht nicht beschriebenen in-vivo-Befunden.

Die Huh-7-Zelllinie schien daher fiir den hier verfolgten Ansatz ungeeignet.

Diese Ergebnisse zeigen, dass mit diesem in-vitro-Kokultursystem die Vorhersage toxischer
Substanzen verbessert werden kann, da die Wechselwirkungen mit dem Immunsystem
beriicksichtigt werden konnen. HMGBI1 scheint dabei ein neuer, moglicher Biomarker fiir
geschidigte Hepatozyten und damit ein frither Indikator fiir eine Leberschiadigung zu
sein. Das in dieser Dissertation etablierte Kokulturmodell kann zukiinftig fiir eine frithe
Vorhersage der Hepatotoxizitit von Substanzen dienen und so gleichzeitig zur Reduktion

von Tierversuchen fiithren.
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6 Summary

The aim of the presented PhD thesis was the development of a new in vitro test system
which allows for a better characterization and prediction of drug-induced liver injuries
(DILI). After the initial damage of hepatocytes, the activation of the immune system can
aggravate this damage and lead to severe liver failure. This important interaction should
be included in a co-culture system and thus lead to an improved prediction of DILI as well
as reveal the underlying mechanisms. Therefore a liver cell line and an immune cell line
with a macrophage-like phenotype were combined to develop an indirect co-culture system.
In this system soluble signalling molecules can be exchanged and thus molecular events

which have been described in vivo can be analyzed in detail.

In the first part of this work, a co-culture model with HepG2 cells as hepatic cell line and
differentiated THP-1 cells as immune cell line was established. For the validation of the
model system, the metabolism of the antifungal drug ketoconazole was analyzed by liquid
chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). Seven reactive metabolites
were detected, including the highly toxic N-deacetyl ketoconazole. Afterwards changes in
signalling pathways were investigated by proteome analyses via LC-MS/MS. They revealed
the inhibition of the sterol synthesis and the activation of the CXCL8 pathway and the
Nrf2-mediated oxidative stress response in HepG2 cells in vitro. These changes lead to an
increase in cytokine expression and secretion which was validated in targeted PCR and
ELISA analyses. The activation of the CXCLS signalling pathway could be verified by
the detection of several proinflammatory cytokines including CXCL8, TNF-a and IL-13.
In addition, a concentration dependent increase of HMGB1 protein could be detected in

treated co-cultures which is an only recently described possible new biomarker.

In the newly established co-culture model, the aromatic amine o-anisidine was tested
regarding its mode of action. It was compared with its para-isomer p-anisidine and caffeine.
The proteome analysis showed the activation of the elF2 signalling pathway and the
Nrf2-mediated oxidative stress response. Targeted approaches revealed the concentration
dependent generation of reactive oxygen species (ROS) in o-anisidine treated cell cultures.
Strikingly the mitochondrial membrane became depolarized by o-anisidine treatment. This

correlated with the observed ATP decrease. As no increased expression of proinflammatory
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cytokines could be shown in treated co-cultures, a liver injury through an immune-mediated
mechanism seems unlikely. The increased release of HMGB1 points towards its role as an
early indicator of liver injury. In contrast to that neither p-anisidine nor caffeine induced
the ROS generation. Caffeine did not change the expression of proinflammatory cytokines,
either. Experiments using the Huh-7 cell line as a possible alternative to HepG2 showed
already in single cultures the release of cytokines at high concentrations. This does not
correlate with the described in vivo effects. Therefore the Huh-7 cell line is not suitable for

the approach taken here.

These results show that the use of this in vitro co-culture systems can lead to an improved
prediction of toxic substances. They take the interactions with the immune system into
account. HMGBI1 seems to be a new, possible biomarker for damaged hepatocytes and thus
an early indicator of a liver injury. The co-culture model established in this PhD thesis can
lead to an early prediction of a drug’s hepatotoxicity and thus to a reduction of animal

experiments.
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7 Ausblick

Das hier vorgestellte Kokulturmodell stellt einen wichtigen Schritt in Richtung Reduzierung

von Tierversuchen durch die gesteigerte in-vivo-Relevanz dar.

Die Proteom-Analysen zeigten nach Ketoconazol-Inkubation die Aktivierung mehrerer
Signalwege. Der verdnderte NFxB-Signalweg miisste in gezielten Ansétzen weiter untersucht
und die Rolle einzelner Proteine genauer geklart werden. Zusétzlich sollte eine mogliche
Bedeutung der c-Jun N-terminalen Proteinkinase (JNK) ndher untersucht werden, da
in mehreren Studien ihre zentrale Rolle nach oxidativ entstandenen Leberschiden in
vivo beschrieben worden ist (Hanawa et al., 2008). Weitere mogliche, zu untersuchende
Endpunkte sind die microRNA-122 (miR-122) und das Kaspase-gespaltene Keratin-18
(caspase-cleaved keratin-18, K18). In einer kleinen Patientenstudie konnte gezeigt werden,
dass die Plasmakonzentrationen von HMGBI1 sowie von miR-122 und K18 eine sehr
gute Prognose fiir den weiteren Verlauf einer Paracetamol-induzierten Leberschidigung
ermoglichten (Antoine et al., 2013). Diese zwei zusétzlichen Marker sollten daher in dem
etablierten Kokulturmodell auf ihre Sekretion getestet werden, um die Vorhersagekraft so

moglicherweise weiter zu erhohen.

Neben Makrophagen mehren sich die Hinweise auf die Beteiligung weiterer Immunzellen.
Auch das nach Ketoconazol-Inkubation in der Kokultur erhéhte CXCL8 induziert die
Chemotaxis von neutrophilen Granulozyten. Daher wiirde die Etablierung eines Kokul-
turmodells mit Neutrophilen weitere Moglichkeiten der in-vitro-Untersuchung von DILI
ermoglichen. Derzeit gibt es jedoch keine geeigneten Zelllinien, so dass die Isolation von
Primérzellen aus Blut notwendig wire und damit auch sofort eine Spenderabhéngigkeit der
Ergebnisse besteht. Diese wére allerdings geringer als bei priméren humanen Hepatozyten,

da eine Blutspende von gesunden Menschen problemlos moglich ist.

Die inflammatorische Umgebung wurde insbesondere durch die von der differenzierten
THP-1-Zelllinie freigesetzten Zytokine geschaffen. Ob neben den bereits identifizierten
Zytokinen noch weitere freigesetzt werden und in welcher Konzentration, die mit der
Inkubationszeit sicher variiert, muss in weiteren Versuchen untersucht werden. Anschlieflend

sollte analysiert werden, ob der unmittelbare Austausch mittels Kokultur iiber Inserts
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notwendig ist oder bereits ein Zytokin-Cocktail fiir eine erhéhte sensitive Reaktion der
hepatischen Zelllinie ausreicht. Neben HepG2- und Huh-7-Zellen gilt die 2002 beschriebene
HepaRG-Zelllinie als vielversprechend hinsichtlich ihrer metabolischen Aktivitdt (Gripon
et al., 2002). Sie ist eine stabile Zelllinie mit unbegrenzter Teilungsfahigkeit, die in vitro
gezielt in einen Hepatozyten-dhnlichen Phénotyp differenziert werden kann und einen
Grofiteil der von humanen Hepatozyten bekannten CYP450-Enzyme in aktiver Form
exprimiert. Die Umwandlung in reaktive Metabolite ist jedoch nur der erste Schritt der
DILI-Entstehung. Ob sich diese Zelllinie auch fiir ein Kokulturmodell eignet, miisste weiter

erforscht werden.

Es gibt also mehrere Ansatzpunkte, um das bestehende Kokulturmodell weiter fiir die
Charakterisierung hepatotoxischer Mechanismen zu nutzen. Das so gewonnene Wissen

kann in den Aufbau weiterer Modelle mit anderen beteiligten Zellarten einflieSen.
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8 Abkiirzungsverzeichnis

ALP
ALT
APAP
ARE
AST
ATP
CCL
CCR
CSF2
CXCL1/2/8
CYP450
DAK
DAMP
DILI

DNA
ECso
elF2

EMA

EROD
FDA
FMO
GM-CSF

GSR
GST
HLA
HMGBI1
HSP

Alkalische Phosphatase

Alanin-Aminotransferase

Acetaminophen, auch: Paracetamol

Antioxidative Response Elements
Aspartat-Aminotransferase

Adenosintriposphat

CC-Chemokin Ligand

CC-Chemokin Rezeptor

Colony Stimulating Factor 2

C-X-C Motif Ligand 1/2/8

Cytochrom-P450

N-Deacetyl-Ketoconazol

Damage-Associated Molecular Patterns
Medikamenten-induzierte Leberschiddigung (Drug-induced Liver
Injury)

Desoxyribonukleinsdure

mittlere effektive Konzentration

eukaryotischer Initiationsfaktor-2 (eukaryotic initiation factor-2)
Européische Arzneimittel-Agentur (European Medicines
Agency)

7-Ethoxyresorufin O-Deethylierung

US Food and Drug Administration

Flavin-abhéngige Monooxygenasen
Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor
(Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor)
Glutathion-Reduktase

Glutathion-S-Transferase

humanes Leukozytenantigen

High-Mobility Group Box-1 Protein

Hitzeschockproteine
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TARC

ICAM-1
ICH

1L-
JNK
Keapl

K18
MIF

miR-122
MPT

mRNA
NOAEL
NOS 2
Nrf2
PHH
PMA
PRDX1
RAGE
REACH

ROS
Serpin E1
SOD2
SVHC

TLR4
TNF-a
TRAF1

Internationale Agentur fir Krebsforschung (International Agen-
cy for Research on Cancer)

Intercellular Adhesion Molecule-1, auch: CD54

Internationale Konferenz zur Harmonisierung technischer Anfor-
derungen fiir die Zulassung von Humanarzneimitteln (Interna-
tional Conference on Harmonisation of Technical Requirements
for Registration of Pharmaceuticals for Human Use)
Interleukin-

c-Jun N-terminale Proteinkinase

kelchdhnliches ECH-assoziiertes Protein 1 (Kelch-like ECH-
associated protein 1)

Kaspase-gespaltenes Keratin-18 (caspase-cleaved keratin-18)
Makrophagen-migrationsinhibierender Faktor (Macrophage
Migration Inhibitory Factor)

microRNA-122

mitochondrialer Permeabilitatsiibergang (Mitochondrial Per-
meability Transition)

Boten-RNA (messenger RNA)

No Observed Adverse Effect Level

Stickstoffmonoxid-Synthase 2 (Nitric Oxide Synthase 2)
Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2

primére humane Hepatozyten

Phorbol-12-Myristat-13-Acetat

Peroxiredoxin 1

Receptor for Advanced Glycation Endproducts

Registrierung, Bewertung, Zulassung und Beschrankung von
Chemikalien (Registration, Evaluation, Authorisation and
Restriction of Chemicals)

Reaktive Sauerstoffspezies (Reactive Oxygen Species)
Serinproteinase-Inhibitor E1

Superoxid-Dismutase 2

besonders besorgniserregender Stoff (Substance of Very High
Concern)

Toll-dhnlicher Rezeptor 4 (Toll-like receptor 4)
Tumornekrosefaktor-alpha

TNF Rezeptor-assoziierter Faktor 1
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