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Zusammenfassung 

Der nach Leberoperation und -transplantation auftretende Ischämie-/ 

Reperfusionsschaden (I/R) und die konsekutive Inflammation des Lebergewebes 

stellen ein bedeutendes klinisches Problem dar. In der vorliegenden Arbeit wurden 

Einflüsse der warmen und kalten Ischämie (100% N2 bei 37°C bzw. 4°C) sowie 

der Exposition inflammatorischer Zytokine und Endotoxin (IL-1β, 10 U/ml; IFN-γ, 

100 U/ml; TNF-α, 500 U/ml; LPS, 5 µg/ml) auf die Expression der Hämoxygenase-

1 (HO-1) mRNA und seines Proteins, einem Vertreter der Hitze-Schock-Proteine 

mit potentiell antioxidativer Wirkung, in humanen Hepatozytenprimärkulturen 

untersucht. Warme und kalte Ischämie stimulierten die HO-1 mRNA Expression in 

humanen Hepatozyten nach 0,5 bis 1h. Das HO-1 Protein wurde über 0,5-6h 

maximal exprimiert. Der Zellschaden, gemessen an der AST und LDH Freisetzung 

unter ischämischen Bedingungen wurde insbesondere nach 24 h beobachtet. 

Nach Zytokinexposition wurde die höchste Expressionsrate der mRNA durch IFN-γ 

hervorgerufen, gefolgt von TNF-α, LPS und IL-1β. Jedes einzelne Zytokin 

stimulierte die HO-1 mRNA Expression nach 0,5 h, erreichte ein Maximum nach 3 

h und fiel nach 6 h ab. Nach Stimulation mit einem Zytokinmix (CM; IFN-γ, TNF-α, 

IL-1β, LPS) trat ein Maximum der HO-1 mRNA Expression erst nach 6 h ein, 

wobei ein signifikanter Zellschaden nach 12 h beobachtet wurde. Die HO-1 mRNA 

und Proteinexpression war nach Exposition von 6 h des Sauerstoffperoxides 

(H2O2, 200-1000 µM) erhöht. Die HO-1 mRNA und Proteinexpression war nach S-

nitrosoacetylpenicillamin (0.5 mM) Exposition, einem NO Donator, für  3-12 h 

verstärkt. Nach Cobalt-protoporphyrin (CoPP, 1µM) Exposition, einem potenten 

HO-1 Induktor, wurde eine erhöhte mRNA- und Proteinexpression beobachtet. 

Dass CoPP die HO-1 mRNA- und Proteinneusynthese induziert, konnte durch die 

selektive Blockade mit Actinomycin D und Cycloheximide bewiesen werden. Die 

Neusynthese konnte ebenfalls unter warmer und kalter Ischämie gezeigt werden. 

Hemin (10 µM), ein weiterer Induktor der HO-1, induzierte die HO-1 mRNA nach 3 

h und das Protein nach 6 h. Die HO-1 Enzymaktivität wurde mittels Bilirubinbildung 

und Messung des Fe2+ Gehalts der Zellen bestimmt. Bei der Bilirubinbildung 

wurde die höchste Aktivität nach warmer Ischämie gemessen, gefolgt von kalter 

Ischämie, CM und der Kontrollgruppe. Die intrazelluläre Fe2+ Messung ergab 

ebenfalls die höchste Enzymaktivität nach warmer Ischämie. Die Vorbehandlung 

humaner Hepatozyten mit CoPP (1-50 µM) für 8 h, schützte die Zellen teilweise 
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vor einer warmen und kalten Ischämie. Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, 

dass die pharmakologische Induktion der HO-1 somit bei großen 

allgemeinchirurgischen Eingriffen, wie der Leberteilresektion oder der 

Transplantation, einen protektiven Effekt entfalten könnte.  

Schlagwörter: Hämoxygenase 1, Inflammation, Ischämie, humane Hepatozyten, 

Leberresektion, Lebertransplantation 
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Induction and Regulation of Heme Oxygenase-1 in Human Hepatocytes 

Hepatic injury induced by ischemia/ reperfusion (I/R) and inflammation following 

surgeries or transplantations creates important clinical problems. In this study, the 

effect of inflammatory conditions such as cytokine/ endotoxin exposure (IL-1β, 

IFN-γ, TNF-α, LPS), warm and cold ischemia on HO-1 mRNA and protein, a 

member of heat shock proteins, was investigated. It was observed that IFN-γ 

caused the highest HO-1 mRNA expression, followed by TNF-α, LPS and IL-1β. 

Each stimuli increased HO-1 mRNA expression after 0.5 h, peaked at 3 h and 

decreased after 6 h. Highest HO-1 protein expression was observed after 0.5 to 1 

h of stimulation with IFN-γ, which was followed by LPS, TNF-α and IL-1β. The 

peak of HO-1 expression using all four  stimuli (CM) was after 6 h. CM caused a 

significant increase in LDH and AST after 12 h. Warm and cold ischemia 

stimulated HO-1 mRNA expression in human hepatocytes at 0.5-1 h. HO-1 protein 

expression had its maximum between 0.5-6 h. Cellular damage measured as the 

release of LDH and AST was significant after 24 h. Mimicking oxydative stress, 

hepatocytes were exposed to 200-1000 µM H2O2 for 6 h which also showed an 

increased HO-1 mRNA and protein expression. HO-1 mRNA and protein 

expression revealed an increase after SNAP exposure at 3-12 h. Results with 

CoPP (10 µM), a potent inducer of HO-1, displayed an increase in HO-1 mRNA 

and protein expression. It was proved, that CoPP induced new synthesis of mRNA 

and protein by its blocking agents such as actinomycin D and cycloheximide, 

respectively. Hemin (10 µM), another inducer of HO-1, triggered HO-1 mRNA 

expression after 3 h and protein expression after 6 h. The HO-1 enzyme activity 

was measured by bilirubin production after exposure to CM, as well as warm and 

cold ischemia. The highest enzyme activity was found after warm ischemia, 

followed by cold ischemia, CM and then by the control group. Fe2+ content of the 

cells, used as another method to judge HO-1 activity, confirmed our findings. Pre-

treatment of human hepatocytes with different concentrations of CoPP (1-50 µM) 

protect cells against warm or cold ischemia. Therefore, we conclude that 

pharmacological induction of HO-1 may have therapeutic potential under 

inflammatory conditions such as seen during liver resection or liver transplantation. 

Keywords: Heme oxygenase 1, inflammation, ischemia, human hepatocytes, liver 

resection, liver transplantation 
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1 Einleitung 

1.1 Ischämie: Ätiologie und Pathogenese 

In der Transplantationsmedizin führt der Ischämie-/ Reperfusionsschaden 

häufig zu einer frühen Funktionsbeeinträchtigung oder sogar zu primären 

Versagen des Transplantates. Bei Leberresektionen kann es in Folge einer 

Ischämie/ Reperfusion (I/R) zu einer Enzündung mit transienter oder permanenter 

Zellschädigung kommen [24, 32]. Die Erfolgsaussichten von Leberresektionen und 

Transplantationen haben sich durch Fortschritte in der Operationstechnik, der 

Organkonservierung und durch die Entwicklung neuer immunsuppressiver 

Therapeutika verbessert. Dennoch stellt die Ischämie in der Chirurgie der Leber 

weiterhin ein wichtiges klinisches Problem dar [24]. Die I/R wurde in vielen Studien 

sowohl unter den Bedingungen der warmen Ischämie, wie sie bei 

Leberresektionen auftritt, als auch unter der kalten Ischämie, wie bei orthotopen 

Lebertransplantationen, untersucht [80]. Eine Ischämie von mehr als 12 h führt bei 

der Lebertransplantation durch zentrolobuläre Nekrosen zu primären 

Organversagen und ist mit einer erhöhten Inzidenz einer akuten und chronischen 

Transplantatabstoßungsreaktion verbunden [5]. Dabei werden verschiedene 

Formen der Zellschädigung beobachtet [54]. Bei der kalten Ischämie wurde eine 

protrahierte ATP Depletion [50, 68], gesteigerte Glykolyse [21, 68] und Kupffer-

Zellaktivierung [80] und bei der warmen Ischämie eine Schädigung der 

Mitochondrien [12] beschrieben. Es hat sich gezeigt, daß sinusoidale 

Endothelzellen empfindlicher auf die kalte Ischämie reagieren, während die warme 

Ischämie primär Hepatozyten schädigt [94, 95].  

1.2 Sepsis 

Der septische Schock ist eine gefürchtete Komplikation mit häufig letalem 

Ausgang. Er ist charakterisiert durch Hypotension, vaskuläre Hyporeaktivität durch 

die Freisetzungen vasoaktiver Substanzen, myokardiale Dysfunktion und Störung 

der Mikrozirkulation [100, 105]. Endotoxin, ein Kapselbestandteil gram negativer 

Bakterien, wurde hauptverantwortlich für die septischen Komplikationen gemacht 

[68, 85]. In den letzten Jahren hat es sich jedoch etabliert, dass auch gram 

positive Bakterien zu einer Sepsis führen können [113]. In der akuten Phase 

Reaktion, w.z.B. bei systemischer Entzündungsreaktion nach Gewebeschädigung 

wie Trauma und Infektionen, werden in der Leber spezifische Proteine 
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synthetisiert [97]. Die Leber gehört zu den entscheidenden Organen in der 

septischen Abwehrreaktion, da sie die meisten Makrophagen des Körpers (Kupffer 

Zellen) enthält [97]. Die Zytokine, wie Interleukin-1β (IL-1β) und Tumor Nekrose 

Faktor-α (TNF-α) gehören zu den bedeutendsten Mediatoren dieser Reaktion und 

werden von den Kupffer Zellen freigesetzt [96]. Ein Ausfall der Leberfunktion kann 

somit den Verlauf septischer Komplikationen dramatisch protrahieren. 

1.3 Zytokine und Endotoxin  

Die hepatische Schädigung bei der Ischämie oder Sepsis kann eine komplexe 

Kaskade inflammatorischer Mediatoren auslösen. Dabei haben Zytokine eine 

wichtige Rolle in der körpereigenen Abwehrreaktion. IFN-γ z.B. wird in 

Hepatozyten bei viralen und parasitären Infektionen synthetisiert und kontrolliert 

deren Proliferation [97]. Die Freisetzung von TNF-α aus den Makrophagen wird 

durch lebende oder tote gram negative Bakterien, Candida und durch Parasiten 

initiert [25, 88]. IL-1β hat dabei eine regulatorische Funktion auf Wachstum und 

Differenzierung von B-Lymphozyten [97]. Inflammatorische Zytokine und 

Endotoxin können nach exzessiver Freisetzung auch zu deletären Effekten führen. 

Die Aktivierung der Kupffer Zellen führt zu einer Überproduktion und Freisetzung 

proinflammatorischer Zytokine, einschließlich TNF-α und IL-1β [23, 25, 63]. Diese 

Zytokine induzieren die inflammatorische Antwort, einschließlich der Synthese 

Akuter Phase Proteine, verstärken die intra- und interzelluläre Permeabilität und 

steigern die Adhäsionsfähigkeit der neutrophilen Granulozyten an den Sinusoiden 

[68]. TNF-α triggert außerdem den programmierten Zelltod, die Apoptose [68]. 

Während des septischen Schocks bewirkt LPS die TNF-α Freisetzung aus 

Makrophagen. Dadurch kann eine Hypotension, durch eine NO/ CO vermittelte 

cGMP Stimulation, ausgelöst sowie eine dissemenierte intravasale Koagulation 

und ein multiples Organversagen hervorgerufen werden [88].  

1.4 Signaltransduktion 

Es hat sich gezeigt, daß während der I/R reaktive Sauerstoffspezies (ROS) 

gebildet werden und diese potentiell zwei Signaltransduktionswege über NF-κB 

und AP-1 regulieren können [124]. ROS sind an der unmittelbaren Reaktion der 

I/R Schädigung beteiligt [32, 63, 124] und haben eine große Bedeutung in der 

akuten Zellantwort auf die einsetzende Gewebeschädigung und die 
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Entzündungsreaktion [28, 124]. Die Konzentration und Typ der AP-1 Proteine 

sowie deren posttranslationaler Modifikationen können die Aktivität der DNA-

Bindung und Aktivierung verschiedener Gene verändern [124]. AP-1 wird durch 

die Anwesenheit von Endotoxin [16], Hyperoxie und freie Sauerstoffradikale [124] 

induziert. NF-κB kann durch verschiedene Einflüsse, w.z.B. Zytokine (IL-1β, TNF-

α), Endotoxin (LPS), Aktivatoren der Proteinkinase C, durch Viren und Oxidanzien 

stimulert werden [9, 124]. Im Rahmen der Zellaktivierung werden die IκB Proteine 

phosphoryliert und dissoziieren vom NF-κB, so daß der freie NF-κB Komplex in 

den Nukleus gelangt, an die DNA bindet und die Transkription der entsprechenden 

Gene initiiert [61]. 

1.5 Oxidative und antioxidative Mechanismen 

Bei der Reperfusion des postischämischen Gewebes nach warmer und kalter 

Ischämie werden ROS generiert. ROS entstehen z. B. in der mitochondrialen 

Elektronentransportkette [7], unter Beteiligung der Cycloxygenase sowie zellulärer 

Enzyme, w.z.B. der Zytochrom P450 Oxidase, der Xanthinoxidase und der 

NADPH Oxidase [26, 32, 68]. Die Xanthinoxidase wird hauptsächlich für die 

Entstehung der ROS in postischämischen Geweben verantwortlich gemacht [78, 

91]. Sie ist in Peroxysomen lokalisiert und in den Hepatozyten am höchsten 

konzentriert [6]. Sie generiert O2
-. und H2O2 während des Metabolismus von 

Xanthin oder Hypoxanthin zu Harnsäure. Die Cyclo- und Lipoxygenase erzeugen 

ebenfalls O2
-  und Singlet Sauerstoff bei der Synthese von Prostaglandinen und 

Leukotrienen. Andererseits führt die Fenton Reaktion zur Entstehung von 

Hydroxyl-Radikalen (OH ) [51]. ROS, einschließlich Superoxidradikale (O2
-.), 

Wasserstoffperoxid (H2O2) und Hydroxyradikale (OH ) können durch 

Lipidperoxidation, oxidative Modifikation von Proteinen und DNA zur 

Zellschädigung beitragen (siehe Abb. 1) [6, 51]. Zusätzlich schädigt die 

Akkumulation aktivierter neutrophiler Granulozyten im Leberparenchym das 

Gewebe durch Freisetzung von Oxidanzien und Proteasen [63]. Bei der Synthese 

der Oxidanzien in den Neutrophilen ist die NADPH Oxidase involviert. Neutrophile 

werden durch die Zytokin-induzierte Expression der Adhäsionsmoleküle von 

Endothelzellen und durch lebersynthetisierte Chemokine aktiviert [63]. Das aktive 

Enzym oxidiert NADPH wobei das freigesetzte Elektron molekularen Sauerstoff 

reduziert und O2
- bildet, welches weiter zu Wasserstoffperoxid (H2O2) und 

Hydroxyradikalen (OH ) oder Hypochloridsäure (HOCl), also zu potenten 
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Oxidanzien reagiert [63]. Neben den oben erwähnten I/R und 

Entzündungsreaktionen, verursachen auch exogene Agenzien, w.z.B. Stickoxide 

und UV-Strahlung oxidativen Streß [49]. Daher spielt die Leber mit ihren 

antioxidativen Abwehrmechanismen eine bedeutende Rolle [47, 49]. Zu den 

antioxidativen, zellprotektiven Enzymsystemen gehören die Katalase, 

Glutathionperoxidase, Glutathionereduktase und Superoxiddismutase [49, 58]. Die 

Superoxiddismutase baut das diffusible Radikal O2
-  zu H2O2 durch enzymatische 

Dismutation um. Glutathionperoxidase und Katalase hingegen bauen H2O2 zu 

Wasser ab. Es ist ferner bekannt, dass verschiedene Stressoren die Expression 

einer weiteren Gruppe von Proteinen, den sogenannten Hitze Schock Proteinen 

(HSPs) induzieren [55]. Ihre Expression wurde zuerst bei erhöhten Temperaturen 

nachgewiesen [55]. Hitze Schock ist jedoch nicht der einzige Stimulus für die 

Synthese von HSPs. Die Exposition von Zellen mit Aminosäurenanaloga, 

Schwermetallen, Proteinkinase C Stimulatoren, Ca2+-Konzentration erhöhende 

Agenzien, Ischämie, mikrobielle Infektionen, NO, Hormone und Antibiotika können 

die Expression von HSPs induzieren [34, 55, 76, 77]. 

1.6 Hämoxygenasen (HO) 

Bis heute sind drei Isoformen der HO identifiziert worden, die den Abbau von 

toxischem Häm im biologischen System koordinieren. Dazu gehören die durch 

oxidativen Stress induzierbare HO-1 aus der Familie der Hitze Schock Proteine 

[19], die konstitutive HO-2 [72] und die erst kürzlich identifizierte HO-3 [79]. Diese 

membrangebundenen Proteine sind Produkte unterschiedlicher Gene und sind in 

den Organen unterschiedlich verteilt [71, 72]. So wurde z.B. die höchste 

Konzentration an HO-1 in der Milz und der Leber gemessen, während HO-2 im 

Gehirn und im Testis am höchsten konzentriert ist [72]. Wie kein anderes Enzym, 

reagiert die HO-1 extrem empfindlich auf verschiedene Stresssoren, w.z.B. I/R, 

Hypoxie, Hyperoxie [110], inflammatorische Zytokine [5, 59, 96, 112], Endotoxin 

[5, 16, 92], Häm [111, 116], Metalle [43], Hypothermie, Hyperthermie [102] sowie 

die portale Hypertension [33] [Abb. 1]. Der HO-1 wird eine bedeutende Rolle in der 

Stressantwort zugeschrieben, da Sequenzen von NF-κB, AP-1 und AP-2 

Bindungen in der Promotorregion des humanen HO-1 Gens gefunden wurden [16, 

42, 61, 74, 101] [Abb. 1]. Die Unterschiedlichkeit der HO-1 Induktoren legt 

verschiedene Regulationslemente für dieses Gen nahe. Zwei weitere 

regulatorische Elemente, NF-κB und AP-2 werden als wichtige regulierende 



 

 

13

Faktoren der Antwort der HO-1 auf oxidativen Stress, Zellschaden, Wachstum 

und Differenzierungsprozess angesehen [61]. Andere Proteine, die in der 

Enzündungsreaktion eine zentrale Rolle spielen, benutzen ebenfalls diese 

transkriptionellen Faktoren, NF-κB, AP-1 und HIF-1 w.z.B. NOS-2, welches eine 

bedeutende Rolle unter Stressbedingungen spielt [66, 117]. Es wird angenommen, 

dass HO-1 z.B. mit NOS-2 in der Stressantwort auf Hypoxie und Sepsis 

miteinander interagieren [10, 17, 72].  

 

Abb. 1: Stimulatoren der HO-1 

Häm, das Substrat der HO-1, ist ein Eisenkomplex aus Protoporphyrin IX [35]. 

HO-1 katalysiert die Oxidation des Häms durch α-meso-Hyroxylierung, 

Fragmentation des α-meso-Hydroxyhäms zu Verdohäm und seine Oxidation zu 

Biliverdin [67]. HO-1 verbraucht dabei drei Moleküle O2  und fünf Elektronen, die 

von der Zytochrom P450 Reduktase für diese Reaktion zur Verfügung gestellt 

werden, um Häm in drei biologisch aktive Produkte, das Biliverdin, Eisen und 

Kohlenmonoxid abzubauen (CO) [14, 40, 67, 73] [Abb. 2]. CO spielt eine 

bedeutende Rolle in der neuronalen Signaltransduktion [123], in der Modulation 

des Gefäßtonus (Vasodilatation) [36, 39, 107, 114] und des Tonus glatter 

Muskelzellen [103] [Abb. 2]. CO (ein potentieller Signalüberträger wie das NO) 

reguliert das cGMP durch Bindung an der prostethischen Gruppe der 

Guanylatcyclase hoch und kann die Zellfunktion nach hämorrhagischer und 

oxidativer Zellschädigung modulieren [81]. Ferner ist gezeigt worden, dass CO die 

vasokonstriktiven Effekte des Hämoglobins und des Häms kompensieren kann [2]. 
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Abb. 2: Enzymreaktion der HO-1 

In Fibroblasten konnte die Überexpression der HO-1 die TNF-α induzierte und 

durch CO mediierte Apoptose verhindern [99]. CO besitzt aber auch einen anti-

inflammatorischen Effekt durch die mitogen-aktivierte Proteinkinase [89]. Dabei 

wird die LPS-induzierte Expression pro-inflammatorischer Zytokine wie TNF-α, IL-

1β, supprimiert und IL-10 stimuliert [89]. Biliverdin wird durch die 

Biliverdinreduktase weiter zu Bilirubin, einem weiteren potenten Antioxidanz, 

Antimutagen und Anti-Komplementagenz abgebaut [38, 67]. Es wurde gezeigt, 

dass Bilirubin effizient die Lipidperoxidation hemmt und seine antioxidative 

Wirkung wahrscheinlich auf einer Interaktion mit dem antioxidativen α-Tocopherol 

und Lipoprotein beruht [2, 22]. Der Zusatz von Bilirubin zum Kulturmedium konnte 

ebenfalls die Reduktion der Zytotoxizität durch verschiedene Oxidanzien 

hervorheben [22]. Aus geschädigten Erythrozyten freigesetztes Hämoglobin ist ein 

Proxidanz und eine potentielle Quelle freier Radikale. So wurde gezeigt, dass in 

Endothelzellen inkorporiertes Häm die zytotoxische Wirkung granulozytär 

freigesetzter Oxidanzien durch Freisetzung seines Eisens und Bildung freier 

Sauerstoffradikale verstärkt [8]. Es kann außerdem als Promotor für die LDL-

Oxidation dienen [8]. Andererseits kann Häm nach längerer Exposition einen 

Abwehrmechanismus gegenüber oxidativem Stress mittels Induktion der HO 

bewirken [56]. Die damit verbundene Eisenfreisetzung wird mit einem Anstieg der 

Ferritinsynthese begleitet. Ferritin, das eine potentiell antioxidative Wirkung 
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besitzt, bindet Eisen. Es wird daher vermutet, dass die Resistenz gegenüber 

oxidativen Stress zunehmen kann [8]. Es wurde ebenfalls an Fibroblasten gezeigt, 

dass die Zytoprotektion durch die HO-1 zusätzlich zur Zunahme des Eisenefflux, 

die intrazelluläre Eisenkonzentration moduliert und die Vitalität der Zellen reguliert 

[30]. Es hat sich gezeigt, dass die HO-1 eine protektive Rolle in den 

verschiedenen Geweben spielt [4, 72]. Wie dieses Protein aber in der humanen 

Leber funktioniert und reguliert wird, ist bislang unbekannt.  
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2 Zielsetzung der Arbeit 

Es existieren viele Mechanismen der Zellschädigung, die während einer 

Leberoperation, Transplantation sowie der Sepsis von Bedeutung sind. Zahlreiche 

Studien haben die pathophysiologischen Mechanismen der oxidativen 

Zellschädigung untersucht. Dabei wurde gezeigt, dass verschiedene Hitze Schock 

Proteine an zellprotektiven Mechanismen beteiligt sind. Wie oben bereits erwähnt, 

wurden die Funktions- und Regulationsmechanismen der Hämoxygenase, einem 

Mitglied aus der Familie der Hitze Schock Proteine, intensiv untersucht. 

Verschiedene Experimente an Tiermodellen und humanen Geweben wurde 

bislang durchgeführt, um die antioxidative Wirkung der HO-1 während des 

oxidativen Stress nachzuweisen. Bis dato liegen jedoch keine Untersuchungen zur 

Regulation der HO-1 an humanen Hepatozyten vor. Das Ziel dieser Arbeit bestand 

in der: 

• Charakterisierung der HO-1 auf dem Niveau der mRNA, des Proteins, der 

Messung der Aktivität in humanen Hepatozyten in der Zellkultur unter 

verschiedenen Stressbedingungen, w.z.B. warmer und kalter Ischämie, 

Exposition verschiedener Zytokine, Endotoxinexposition 

• Quantifizierung der Zellschädigung durch Messung der LDH und AST 

Konzentrationen im Überstand der primären Leberzellkulturen.  

• Untersuchung möglicher Mechanismen der Prästimulation dieses Gens, um 

Leberzellen vor den entsprechenden Schädigungsmustern zu schützen. 



 

 

17

3 Material und Methoden 

3.1 Verwendung humanen Gewebes 

Zur Gewinnung humaner Leberzellen wurde Lebergewebe aus reseziertem 

Gewebe von Patienten mit primären oder sekundären Lebertumoren verwendet. 

Die Verwendung des Gewebes für Forschungszwecke wurde von der zuständigen 

Ethikkommission für die speziellen Fragestellungen dieses Antrags genehmigt und 

geschah mit Einverständnis der Patienten. Lebergewebe von Patienten mit HIV, 

Hepatitis B oder C Infektionen wurde von den Untersuchungen ausgeschlossen.  

3.2 Isolation der humanen Hepatozyten 

Die Isolation humaner Hepatozyten erfolgte nach der von Dorko et al. 

beschriebenen in situ Kollagenase Perfusionstechnik [29].  

3.2.1 Humanes Lebergewebe 

Das humane Lebergewebe wurde aus Leberteilresektaten primärer und 

sekundärer Lebertumoren gewonnen. Unmittelbar nach der Resektion wurde unter 

sterilen Bedingungen, ein mittelgroßes Stück (ca. 6cm x 6cm x 4cm) vom Rand 

des makroskopisch normal erscheinenden Resektates entnommen. Das Gewebe 

wurde in einem Inkubationsmedium für Hepatozyten (siehe unten) gekühlt in das 

Labor transportiert. 

3.2.2 Leberperfusionstechnik 

Der erste Schritt der Leberperfusionstechnik beinhaltet die Entfernung des Blutes 

aus dem Gewebe und die Auftrennung der interzellulären Matrix, um eine Kultur 

isolierter Hepatozyten zu erhalten. 

Reagenzien: 
NaCl  #1.06404, Merck, Darmstadt, D 
KCl #4936, Merck, Darmstadt, D 
CaCl 2H2O #2382, Merck, Darmstadt, D 
Hepes pKa 7,5 #H-3375, Sigma, Deisenhofen, D 
Albumin, bovine (fettsäurenfrei) 0.5% #A6003, Sigma, Deisenhofen, D 
EGTA #03780, Sigma, Deisenhofen, D 
Kollagenase P #1213873, Boehringer Mannheim, D 
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Trypan Blau Lösung - 0.5% #L6323, Biochrom, Berlin, D 
PBS Dulbecco's w/o NaHCO3 1x #14200-059,LifeTech.,Karlsruhe, D 
Rattenschwanz Kollagen  
pH-Meter #CG84, Schott, Hofheim, D 
Filter-0,2 µm Falcon , Becton Dickinson, NJ, USA 
Zellschaber Costar Corning, NY, USA 
Zentrifugenröhrchen, 50 ml #420702, Falcon, Becton Dickinson, NJ, 

USA 
 

Perfusionsstammlösungen: 

Perfusionslösung I (10 fach konzentriert) 1 Liter  

NaCl  1,42 M 

KCl  67 mM 

Hepes pKa 7.5 100 mM 

 

Es wurde in 1000 ml Aqua dest. gelöst, ein pH von 7,4 eingestellt, steril filtriert und 

bei 4oC aufbewahrt. 

 

Perfusionslösung II 

a. Perfusionslösung II.1  

Albumin  0,5% 

KCl  6,7 mM 

NaCl 67 mM 

Hepes pKa 7.5 100 mM 

 

Es wurde in 800 ml Aqua dest. gelöst und ein pH von 7,4 eingestellt. 

b. Perfusionslösung II.2 

CaCl2 2H2O 4,8 mM 

 

CaCl2 wurde in 100 ml Aqua dest. gelöst.  

Perfusionslösung II.1 und II.2 wurden gemischt, auf einen Liter verdünnt, ein pH 

von 7,4 eingestellt, steril filtriert und bei 4°C aufbewahrt. Diese Lösung wird im 

folgenden nur noch Perfusionslösung II (Per II) genannt. 
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Perfusionslösung:  

Die Perfusionslösung wurde unmittelbar vor der Perfusion aus der Stammlösung 

hergestellt. 

 

1. Perfusionslösung I (Per I) ohne EGTA für 500 ml 

50 ml der Perfusionsstammlösung I wurden mit 450 ml Aqua dest. verdünnt und 

ein pH von 7,4 eingestellt. Diese Lösung wurde steril filtriert und bei 4oC 

aufbewahrt 

 

2.  Per I mit EGTA für 500 ml 

50 ml der Perfusionsstammlösung I wurden mit 450 ml Aqua dest. verdünnt und 

mit 0,475 g EGTA, einem Calcium Komplexbildner, versetzt. Der pH Wert wurde 

auf 7,4 eingestellt, steril filtriert und bei 4oC aufbewahrt 

 

3. Per II mit Kollagenase für 100 ml 

In 100 ml der Perfusionsstammlösung II wurden ca. 25 mg Kollagenase P gelöst, 

steril filtriert und in einem Wasserbad bei 37oC bis zur aktuellen Perfusion 

aufbewahrt. 

 

Geräte für die Leberperfusion: 

Wasserbad Memnert, D 

Buchner Sieb Bender & Hohlbein, D 

Silikonschläuche Tygon, S-50 HL, D 

Peristaltikpumpe Roth, D 

Laminarbox, Typ HS 18/2 Heraeus, D 

 

Leberperfusion: 

Die Flasche der Per I Lösung mit EGTA wurde in das Wasserbad bei 37°C 

gestellt. Das Silikonschlauchsystem wurde mit der Peristaltikpumpe verbunden 

und mit Per I gefüllt. Das Sieb wurde in einem Stativ über einer leeren, sterilen 

Flasche plaziert und das Lebergewebe eingesetzt. Danach wurde die 

Silikonschlauchspitze mit einem Lebergefäß verbunden und das Gewebe mit 150-

200 ml der Per I perfundiert, um das verbliebene Blut auszuwaschen. Danach 
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wurde das Gewebe auf die gleiche Weise mit Per II plus Kollagenase 

perfundiert, wobei die aufgefangene Perfusionslösung über das andere Ende des 

Schlauchsystems zirkulierte. Die Leber wurde ungefähr 30 min perfundiert, bis 

eine weiche Gewebekonsistenz und damit die Lösung der interzellulären 

Verbindungen erreicht war. 

Isolation der Hepatozyten 

Instrumente und Geräte 

Sterile Schere und Pinzette  

Trichter, Gaze  

Petrischale, 90 mm #135131, Falcon, Becton Dickinson, NJ, USA 

Percoll-Lösung #17-0891-01, Pharmacia Biotech AB, Uppsala 

Sweden 

Phasenkontrastmikroskop CK2-

TR 

Olympus, Japan 

Lichtmikroskop CHT Olympus, Japan 

Zentrifuge, Typ Labofuge 400R Heraeus, D 

Prozedur: 

Nach der Perfusion wurde das Lebergewebe in eine Petrischale mit Per I ohne 

EGTA (4°C) gelegt und die Kapsel des Lebergewebes entfernt. Danach wurde die 

Zellsuspension über sterile Gaze in ein 50 ml Zentrifugenröhrchen filtriert und mit 

50 g für 5 min bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde in Per I ohne EGTA 

resuspendiert. Um die Hepatozyten von nichtparenchymatösen und toten Zellen 

zu trennen, wurde die Hepatozytensuspension mit 1:10 in 0,9% NaCl verdünnter 

Percoll Lösung auf eine Endkonzentration von 75% verdünnt und erneut mit 50 g 

für 20 min bei 4°C zentrifugiert. Danach wurde das Pellet zweimal mit Per I ohne 

EGTA bei 50 g für 5 min bei 4°C gewaschen und am Ende im 

Hepatozytenkulturmedium resuspendiert. Eine Probe der Zellen wurden nach 

Färbung mit Trypan Blau in der Neubauer Kammer gezählt und ihre Vitalität 

bestimmt.  
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Trypan Blau Vitalfärbung: 

Die Vitalität der Hepatozyten wurde mit dieser Färbung eingeschätzt [13]. Trypan 

Blau Lösung 0.5% wurde 1:4 mit PBS verdünnt. Davon wurden 900 µl mit 100 µl 

der Zellsuspension gemischt. Die Zellen wurden in vier Feldern der Neubauer 

Kammer gezählt und wie folgt berechnet:  

 

)()(102500 MediummlaktorDilutionsfllzahlgezählteZezahlGesamtzell ×××=  

Kulturmedium: 

Williams' E Medium  500.00 ml #32551-020, Life Technologies, Karlsruhe, D 

Penicillin/Streptomycin  

100 U/100 µg/ml 

#15140-023, Life Technologies Karlsruhe, D 

Insulin 1 µM #I-5500, Sigma, Deisenhofen, D 

Hydrocortison 1,4 µM #H-4001, Sigma, Deisenhofen, D 

Hepes Puffer 15 mM #15630-056, Life Technologies, Karlsruhe, D 

Kälber Serum 10 %  #B15-004, PAA, Linz, Österreich 

 

3.2.3 Primäre Kultur der humanen Hepatozyten 

Die Petrischalen wurden mit 12 Anteilen PBS und 1 Anteil Vitrogen (Kollagen) 

beschichtet und der Überstand nach 30 Minuten entfernt. Die isolierten 

Hepatozyten wurden auf die Kollagen beschichteten Petrischalen mit einer 

Zelldichte von 5 x 106 ausgesät [29]. Die Zellen wurden bei 37°C unter 95% Luft 

und 5% CO2 inkubiert, bis sie an der Kollagenschicht adherierten. Das Medium 

wurde täglich gewechselt.  
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3.3 Elektrophorese und Western Blot 

3.3.1 Zytosol Isolation 

Proteinlysate: 

Reagenzien:  

Protease Inhibitor-Lyse Puffer [70]:  

TES  #T-0772, Sigma, Deisenhofen, D 

DTT #D-0623, Sigma, Deisenhofen, D 

20 mM TES, 2mM DL-dithiothreitol und 10 % Glyzerol wurden mit Protease 

Inhibitoren gemischt.  

Protease Inhibitoren:  

Antipain (25 µg/ml) #A-2671, Sigma, Deisenhofen, D 

Aprotinin (25 µg/ml) #10820, Fluka, Deisenhofen, D 

Leupeptin (25 µg/ml) #L2023, Sigma, Deisenhofen, D 

Cymostatin (25 µg/ml) #C-7268, Sigma, Deisenhofen, D 

Phenanthroline (50 µM) #131377, Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D 

Pepstatin (10 µg/ml)  #77170, Fluka, Deisenhofen, D 

PMSF (100µM) #P-7626Sigma, Deisenhofen, D 

 

Die Zellen wurden mit einem Zellschaber vom Boden der Petrischalen getrennt 

und zusammen mit dem Medium in ein Reagenzglas überführt und bei 4°C mit 

1500 g für 5 min zentrifugiert. Der Überstand wurde dekantiert, die Zellen zweimal 

mit PBS resuspendiert und wie oben beschrieben, zentrifugiert, bis der Überstand 

klar war. PMSF (Phenylmethyl-Sulfonylfluorid) wurde mit dem Proteaseinhibitor-

Lyse Puffer unmittelbar vor dem Gebrauch gemischt und das Pellet darin 

resuspendiert. Dann wurde die Probe in einem Eppendorf Röhrchen dreimal in 

flüssigen Stickstoff eingefroren und im Wasserbad wieder aufgetaut. Es ist darauf 

zu achten, dass die Proteinproben nicht zu warm werden, um die Denaturierung 

des Proteins zu vermeiden. Die Proben wurden dann bei -20°C aufbewahrt. 
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3.4 Messung der Proteinkonzentration 

Reagenzien und Geräte: 
Bovine Albumin #A6003, Sigma, Deisenhofen, D 

BCA Protein Assay Reagent A #23223, Pierce, IL, USA 

BCA Protein Assay Reagent B #23223, Pierce, IL, USA 

Fluostar Galaxy  BMG Labor Technologies, Offenburg, D 

 

Der Proteingehalt der Proben wurde mit Hilfe der Lowry-Methode [60, 69] (Biuret-

Reaktion) gemessen. Zur Erstellung einer Verdünnungsreihe wurde eine 

Proteinstandardlösung (Bovine Albumin) mit einer Konzentration von 2 mg/ml 1:2 

mit Aqua dest. Verdünnt, um die höchste Standardkonzentration von 1 mg/ml zu 

erhalten. Danach wurde der Standardansatz schrittweise 1:2 bis auf eine 

Endkonzentration von 62,5 µg/ml verdünnt. Es wurden jeweils 20 µl in zwei 

Vertiefungen der Mikrotiterplatte pipettiert. Zur Messung der Proteinkonzentration 

der Proben wurden jeweils 20 µl in die Mikrotiterplatte pipettiert. BCA Protein 

Assay Reagenz A und B wurden 50:1 gemischt und jeweils 300 µl dieser 

Mischung zu jeder Probe sowie der Standardreihe pipettiert. Nachdem die 

Mikrotiterplatte 30 Minuten bei 37°C inkubiert wurde, erfolgte die 

Extinktionbestimmung bei einer Wellenlänge von 544 nm.  

3.4.1 Elektrophorese und Western Blot 

Es wurden die Expression von Hämoxygenase 1 und ß-Aktin in der Zellkultur 

humaner Hepatozyten im Western Blot analysiert. Die SDS Page und Western 

Blot Analyse erfolgte nach einem standardisierten Protokoll [104].  

SDS Page und Western Blot: 

Reagenzien: 

Acrylamid Stammlösung 30% 

(Rotiphorese Gel 30) 

#3029, Roth, Karlsruhe, D 

Tris Puffer 0,5 M pH 6.8 #T1503, Sigma, Deisenhofen, D 

Tris Puffer 1,5 M pH 8,8 #T1503, Sigma, Deisenhofen, D 

SDS (sodium dodecyl sulfate) #80-1128-74,Pharmacia,LKB,Upsala, 

Schweden 
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APS (ammonium peroxydisulfate) #A-9164, Sigma, Deisenhofen, D 

TEMED #T-8133, Sigma, Deisenhofen, D 

Bromphenol Blue #B-6896, Sigma, Deisenhofen, D 

Butanol #59510, Merck, Darmstadt, D 

Glycin #G-7126, Sigma, Deisenhofen, D 

Glyzerol #G-7757, Sigma, Deisenhofen, D 

Aminohexansäure #800145, Merck, Darmstadt, D 

Methanol #1.06007, Merck, Darmstadt, D 

2-Mercaptoethanol #M-6250, Merck, Darmstadt, D 

Na2HPO4 #6586, Merck, Darmstadt, D 

NaH2PO4
.H2O #6345, Merck, Darmstadt, D 

NaCl #1.06404, Merck, Darmstadt, D 

Tween-20 #27,4348, Sigma, Deisenhofen, D 

 

Laemli Puffer: 

Tris Puffer 0,5 M pH 6.8 25 ml 

SDS 20% 10 ml 

Glyzerol 10 ml 

Bromphenol Blau 10% 50 µl  

Trenngel: 

In Abhängigkeit des Molekulargewichtes der zu analysierenden Proteine, wurden  

Gele mit einer Acrylamidkonzentration von 12,5% [32 kDa (HO-1) und 42 kDa (ß-

Actin)] verwendet. 

 12,5% 

Aqua dest. 3,4 ml 

Acrylamid Stamm 30% 4 ml 

Tris Puffer 1,5M pH 8,8 2,5 ml 

SDS 10%  0,1 ml 

APS   50 µl 

TEMED 5 µl 

 

Butanol wurde verwendet, um eine glatte Oberfläche des Gels zu erhalten. 
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Sammelgel: 

Aqua dest 3,2 ml 

Acrylamid Stamm 30% 0,5 ml 

Tris Puffer 0,5 M pH 6,8 1,25 ml 

SDS 10%  50 ml 

APS 100 µl 

TEMED 10 µl 

 

Elektrophorese Puffer 

(mit Aqua dest. auf 1000 ml auffüllen) 

Glycin 14,25 g 

SDS 10% 1 g 

Tris Puffer 3 g 

 

Blot Puffer: 

Katoden Puffer  

Tris 25 mM 

6-Aminohexansäure 40 mM 

Methanol 20% 

mit Aqua dest. auf 1000 ml auffüllen 

 

Anode-I Puffer 
Tris 30 mM 

Methanol 20% 

mit Aqua dest. auf 1000 ml auffüllen. 

Anode-II Puffer  

Tris 300 mM 

Methanol 20% 

mit Aqua dest. auf 1000 ml auffüllen. 
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Waschpuffer 

Die Stammlösung wurde auf 1:10 vor dem Gebrauch verdünnt. 

PBS-Stammlösung (10x):  

Na2HPO4 0,58 M 

NaH2PO4
.H2O 0,17 M 

NaCl  0,68 M 

 

Roti-PVDF Transfer Membran Roth, Karlsruhe, D 

Gel Blotting Paper GB002 Merck, Darmstadt, D 

femtoLUCENT Chemiluminescence Detection System Chemicon, Hofheim/TS, D

 

Geräte: 

Hitze Block: Blockthermostat BT 200 Kleinfeld, D 

Gel- Elektrophoresekammer,Mini-Trans-blot Bio-Rad, München, D 

Semi-Dry-Blotter Pegasus Phase, Lübeck, D 

Spanungsquelle: Bio Rad Power Pac 200  Bio-Rad, München, D 

Kodak Scientific Imaging Film Rochester, New York, USA 

Detektion: Entwickler Protec 45 Compact, D 

 

Methode: 

Nachdem das Trenngel polymerisierte, wurde das Sammelgel mit den 

Ladetaschen darüber gegossen. Es wurden Proteinproben gleicher Menge 

verwendet. Für HO-1 und ß-Aktin wurden jeweils 100 µg pro Gesamtprobe in ein 

Eppendorf Gefäß gegeben. Die Proteinproben wurden 1:1 mit Laemli Puffer 

verdünnt, das Protein 5 min. bei 90°C denaturiert und bis zum Gebrauch im 

Kühlschrank aufbewahrt. Die Gele wurden in den Elektrophoresepuffer plaziert 

und die Proben in die Geltaschen geladen. Die Elektrophorese erfolgte bei 140 

Volt für ca. 70 min. Die getrennten Proteine imTrenngel wurden dann mittels der 

Semi-dry Transfertechnik auf eine PVDF Membran für 40 min bei 0,05 A 

transferiert. Um unspezifischen Bindungen zu blockieren, wurden die Membranen 

in 5%iger Blot-QuickBlocker Lösung (Chemikon Kit) in PBS-Tween-20 bei 
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Raumtempratur für 20-30 min. inkubiert. Danach wurden die Membranen mit 

PBS und Tween-20 für 30 min. gewaschen.  

 

Primäre Antikörper Behandlung: 

Die primären Antikörper wurden in femto/ TBST Puffer verdünnt. Es wurden 

folgende Antikörper in den entsprechenden Verdünnungen verwendet:  

 

Hämoxygenase 1 Maus-monoklonaler 

Antikörper; Dilution: 1:2000 

#H59320, Transduction Laboratories 

Becton Dickinson, Heidelberg, D 

ß-Aktin Maus-monoklonaler Antikörper 

Dilution; 1:2000 

#A-5441, Sigma, Saint Louis, 

Missouri, USA 

 

Die Membranen wurden mit den primären Antikörpern für 90 min bei 

Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Membranen mit PBS und Tween-

20 Lösung für 45 min gewaschen.  

Sekundäre Antikörper (Ak) Behandlung:  

Meerrettich-Peroxidase-konjugierte  

anti-Maus Ak 

#164015, Amersham, Freiburg, D 

Meerrettich-Peroxidase-konjugierte  

anti-Kanninchen Ak 

#164014, Amersham, Freiburg, D 

 

 

Diese anti-Maus oder anti-Kanninchen Antikörper sind mit Meerrettich-Peroxidase 

konjugiert und binden an den Fc Teil der primären Antikörper. Die Membranen 

wurden mit den sekundären Antikörpern in einer Verdünnung von 1:2000 in femto/ 

TBST Puffer für 90 min bei Raumtemperatur inkubiert und danach für eine Stunde 

in femto/ TBST Puffer gewaschen. Die Membranen wurden mit einem 

Chemilumineszens-Detektionssystem entwickelt. 10 µl des Detektionsreagenz-1 

und 1 µl des Detektionsreagenz-2 wurden in 10 ml Detektionspuffer gemischt und 

darin die Membranen für ca. 3 min bei Raumtemperatur inkubiert.  
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Filmentwicklung: 

In einer Entwicklungskassette wurde dann der Film mit den 

chemilumineszierenden Proben für unterschiedliche Zeiträume (0,5-30 min) in der 

Dunkelkammer exponiert und entwickelt. 

Wiederverwendung der Membran:  

Die Membranen wurden in dem Trennpuffer bei 50°C für 60 min inkubiert. Es 

wurde auf 50 ml mit Aqua dest aufgefüllt. Die Membranen wurden danach mit 

PBS-Tween-20 Lösung für 30 min gewaschen 

Der Puffer enthält:  

2-Mercaptoethanol 100 mM 

SDS  2% 

Tris-HCl (pH 6,8) 62,5 mM 

3.5 Isolation der RNA, Reverse Transkription und Polymeraseketten-
Reaktion  

Es wurden die mRNA Expression von Hämoxygenase 1 und ß-Aktin in der 

Zellkultur humaner Hepatozyten nach einem standardisierten Protokoll analysiert 

[20]. 

Reagenzlösung:  

Guanidin-Thiocyanat 4 M #G-7028, Sigma, Deisenhofen, D 

Na-Citrat dihydrat, pH 7 25 mM #6586, Merck, Darmstadt, D 

N-Lauroyl-Sarcosin 0,5%  #L-9150, Sigma, Deisenhofen, D 

2-Mercaptoethanol 0,1M #M-6250, Merck, Darmstadt, D 

 

Vorbereitung der Stammlösung (100ml): 

Guanidin-Thiocyanat (47,48 g) und Na-Citrat (0,73 g) wurden gemischt und ein pH 

Wert von 7.0 eingestellt. Dann wurde N-Laroyl-Sarcosin (10%) 5 ml dazugegeben. 

Unmittelbar vor dem Gebrauch wurde in diese Stammlösung 50 ml 2-

Mercaptoethanol (0,36 ml) hinzugegeben. 
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DEPC Wasser: 

DEPC Konzentrat #D5758, Sigma, Deisenhofen, D 

 

1ml DEPC Konzentrat wurde mit 1000 ml aqua dest. versetzt, über Nacht 

gemischt und vor Gebrauch autoclaviert. Diese Lösung wurde verwendet, um die 

RNAase zu inaktivieren. 

Ladepuffer:  

Xylencyanol FF 0,25 g #X4126, Sigma, Deisenhofen, D 

Bromphenolblau 0,25 g #E6896, Sigma, Deisenhofen, D 

Glycerol 40%   #G2025, Sigma, Deisenhofen, D 

Der Puffer wurde verwendet, um die Proben in die Probetaschen zu plazieren und 

zu markieren.  

5* TBE Puffer : 

Tris Puffer 54 g #T1503, Sigma, Deisenhofen, D 

Borsäure 37,5 g #B6768, Sigma, Deisenhofen, D 

EDTA-Lösung 0,5M (pH 8) 3,722 g #E5134, Sigma, Deisenhofen, D 

 

wurden in 1 Liter aqua dest. gemischt, auf 1:10 mit aqua dest. verdünnt und 

autoklaviert. Dieser Puffer dient als Dielektrikum bei der RNA-Auftrennung. 

Basenpaarleiter: 

100 Basepaarleiter #27-4001-01, Amersham, Freiburg, D 

 

20 µl wurden mit 162 µl 0,5x TBE Puffer und 18 µl Ladepuffer versetzt. Die 

Basenpaarleiter wurde verwendet, um die Basenlänge der Proben zu ermitteln. 

Ethidiumbromid:  

#E7637, Sigma, Deisenhofen, D 

 

Ethidiumbromid wurde als Fluoreszenzfarbstoff für das Agarosegel verwendet. 1 g 

wurde in 100 ml H2O gelöst (Stammlösung 10 mg/ml) und lichtgeschützt bei 4°C 

aufbewahrt. 0,5 ml der Stammlösung wurde in 1 ml 0,5x TBE Puffer gelöst.  
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dNTP´s: 

100 mM dATP 
100 mM dCTP 

#10297-018, Life Technologies, Karlsruhe, D 

100 mm dGTP, 100 mM dTTP  

 

wurden gemischt und auf 25 mM verdünnt. Die Mischung wurde weiter mit DEPC 

Wasser  1:2,5 auf eine Stammkonzentration von 10 mM verdünnt. 

 

Na-Acetat #S2889, Sigma, Deisenhofen, D 

Phenol #P4682, Sigma, Deisenhofen, D 

Chloroform #C2432, Sigma, Deisenhofen, D 

Isoamylalkohol #I3643, Sigma, Deisenhofen, D 

Isopropanol #405-7, Sigma, Deisenhofen, D 

Ethanol #1.00986, Merck, Darmstadt, D 

Oligo (dt) #18418-012, Life Technologies, Karlsruhe, D 

RNAase out, Rnasin (2500 U) #N-2111, Promega, Mannheim, D 

RNAase out, Rnasin (2500 U) #N-2111, Promega, Mannheim, D 

10xPCR Puffer ohne Mg #Y02028, Life Technologies, Karlsruhe, D 

MgCl2 #Y02016, Life Technologies, Karlsruhe, D 

DTT  #Y0014, Life Technologies, Karlsruhe, D 

Superscript II RT  #18064, Life Technologies, Karlsruhe, D 

Primer antisense INTERACTIVA, Ulm, D 

Primer sense INTERACTIVA, Ulm, D 

Taq Polymerase #10342-020, Life Technologies, Karlsruhe, D 

Bromphenolblau #E6896, Sigma, Deisenhofen, D 

Zentrifugeröhrchen, 15 ml #420956, Falcon, Becton Dickinson,NJ, USA 

 

3.5.1 Isolation und Konzentrationsbestimmung der mRNA nach 
Chomczynski  

Die Zellen wurden von den Petrischalen mit dem Zellschaber getrennt, in sterile  

12 ml Röhrchen gefüllt, und mit 1500 g für 5 min bei 4°C zentrifugiert. Der 

Überstand wurde entfernt und das Pellet in 500 µl Reagenzlösung resuspendiert. 

Danach wurde die Lösung in sterile 2,2 ml Eppendorf Röhrchen pipettiert und 

folgende Reagenzien hinzugegeben:  
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Na-Acetat   50 µl 

Phenol 500 µl 

Chloroform 2 µl 

Isoamylalkohol  98 µl 

 

Die Lösung wurde vorsichtig gemischt, für 15 min im Eisbehälter aufbewahrt und  

bei 10.000 g für 20 min bei 4°C zentrifugiert. Der klare oberflächliche, RNA 

enthaltene Überstand wurde in sterile 2,2 ml Eppendorf Röhrchen mit 1 ml 

Isopropanol (30%) pipettiert, erneut inkubiert und zentrifugiert. Das Pellet wurde 

dann in 300 µl Reagenzlösung und 300 µl Isopropanol (30%) resuspendiert und 

wie oben beschrieben zentrifugiert. Das Pellet wurde zunächst mit 1 ml Ethanol 

(75%) resuspendiert und zentrifugiert, um die Präzipitation der Proben zu 

ermöglichen. Zuletzt wurde das Pellet mit DEPC Wasser gelöst und die RNA bei -

20° C gelagert. 

3.5.2 Reverse Transkription 

Die reverse Transkription der mRNA in cDNA wurde durchgeführt, um die 

Expression des HO-1 Genes und des ß-Aktin Genes im Rahmen der RNA-

Synthese nachzuweisen. In 0,2 ml PCR-Röhrchen wurden 2 µg (2 µl) je Gesamt 

RNA-Proben eingesetzt und mit folgenden Reagenzien versetzt: 

Oligo (dt)  1 µl 

RNAase out, Rnasin (2500 U) 1 µl 

und mit DEPC Wasser auf 12 µl aufgefüllt. Die Proben wurden im Thermocycler  

bei 70°C für 10 Minuten amplifiziert und dann bei 4°C für 10 Minuten aufbewahrt. 

Für den nächsten Schritt der reversen Transkription wurde zwischenzeitlich eine 

Lösung folgender Reagenzien vorbereitet und bei 4°C aufbewahrt. 

für eine Probe: 

10 x PCR Puffer ohne Mg 2 µl 

MgCl2 25 mM  2 µl 

dNTP 10 mM 1 µl 

DTT 0,1 M 2 µl 

 

7 µl dieser Lösung wurde zu den Proben pipettiert. Die Proben wurden für weitere 

5 min bei 42°C im Thermocycler inkubiert. Danach wurde jeweils 1 µl Superscript 
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II RT(10 000 U) zu den Proben gegeben. Daraufhin wurden die Proben für 50 

min bei 42°C und dann für 15 min bei 70°C im Thermocycler inkubiert. Die 

umgeschriebene cDNA wurde bei -20°C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.  

3.5.3 Polymerasekettenreaktion 

Es wurden 100 ng (2 µl) der cDNA-Probe mit den Reagenzien wie in der 

folgenden Tabelle angegeben gemischt, um HO-1 und ß-Aktin cDNA zu 

amplifizieren.  

Tab. 1: Schrittfolge der Polymerasekettenreaktion  

Reagenzien: HO-1 ß-Actin 

cDNA (100 ng) 2 µl 2 µl 

10x PCR Puffer ohne Mg   

dNTP (10 mM) 0,25 0,25 

Primer-antisense (5 µM) 0,25 0,25 

Primer-sense (5 µM) 0,25 0,25 

Taq Polymerase (500 U) 1,25 1,25 

MgCl2 (50 mM) 1 1,25 

DEPC Wasser bis auf 20 µl 

 
PCR: 
1. Denaturierung  der DNA-Stränge 96°C, 3 min  94°C, 1 min 

Amplifikationszyklen: 
2. Denaturierung 96°C, 30 sec 96°C, 30 sec 

3. Annealing 50°C, 30 sec 58°C, 1min 

4. Extension 72°C, 90 sec 72°C, 2 min 

Zyklen (2,3,4) 35 29 

Letzte  Inkubation  10 min 10 min 

Im folgenden werden die Primer der verwendeten PCR dargestellt.  

ß -Actin 

ß-Aktin ist Bestandteil des Zytoskeletts und wird in jeder Zelle expremiert. Der 

Nachweis einer gleichmäßigen Expression des ß-Aktins bedeutet, dass die mRNA 

Proben in gleichen Mengen vorhanden waren.  
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Antisense: 5’ ACC CAC ACT GTG CCC ATC TA 3’ 

Sense 5’ CGG AAC CGC TCA TTG CC  3’ 

 

Unter Verwendung dieser Primer wurde das ß-Aktin mit einer Größe von 289 

Basenpaaren synthetisiert.  

HO-1 

Antisense: 5' TGC GGT GCA GCT CTT CTG 3' 

Sense: 5’GCA ACC CGA CAG CAT GC 3' 

 

Unter Verwendung dieser Primer wurde das HO-1 Amplifikationsprodukt mit einer 

Größe von 244 Basepaaren synthetisiert. Als Positivkontrolle der HO-1 wurden 

humane Hepatozyten mit CoPP stimuliert [44].  

Agarosegel: 

Agarose NEEO Ultra-quality #2267.4, Roth, Karlsruhe, D 

 

Die Agarose wurde in einem Meßbecher mit einer Verdünnung von 1:100 in  0,5x 

TBE Puffer gelöst und bei 360°C für 4 min in der Mikrowelle erhitzt. Danach wurde 

3 µl vorbereitetes Ethidiumbromid in die Gellösung gemischt.  Das Gel wurde in 

die Gelkammer gegossen und ein Kamm für die entsprechenden Taschen plaziert.  

Einfüllen der Proben: 

Current Supply, Bio Rad Power Pac 200 Bio-Rad, München, D 

UV-Platte Biozym, Oldendorf, D 

Gel Caspase Biometra T13, Göttingen, D 

 

Das fertige Gel wurde in der Elektrophoresekammer plaziert und mit einem 

Laufpuffer (0,5x TBE Puffer) aufgefüllt. Dann wurde jede Probe (20 µl) mit 4 µl 

Ladepuffer (Bromphenolblau) gemischt. 3 µl von diesem Gemisch wurde in die 

entsprechenden Geltaschen pipettiert. Es wurden die Basepaarleiter in die erste 

und Positiv- und Negativkontrollen in die letzten Taschen pipettiert. Die 

Elektrophorese wurde bei 80 V für 1,5 h durchgeführt. Die Auswertung erfolgte 

unter der UV Lichtplatte.  
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3.6 Lactat-Dehydrogenase (LDH) und Aspartat Aminotransferase 
(AST)  Bestimmung: 

LDH Messung: 

LDH opt. EC 1.1.1.27 Test-UV #DG1340-K, Sigma, Deisenhofen, D 

Multi-enzym Lin-Trol #M-2266, Sigma, Deisenhofen, D 

Fluostar Galaxy,  BMG Labor Technologies Offenburg, D 

 

Ein Anstieg der LDH Aktivität wird unter vielen pathologischen Bedingungen 

beobachtet. Die Freisetzung dieses intrazytoplasmatischen Enzyms in das 

Zellkulturmedium gibt Aufschluß über die Zellschädigung, insbesondere des LDH-

5 Isoenzyms der Leber. Die LDH Aktivität wird photometrisch über den NADH-

Extinktionsabfall mit Hilfe eines kinetischen UV-Test Kits bestimmt [48]. 

Bestimmungsmethode: 

Pyruvat + NADH + H+ ⇔ L-Lactat + NAD+ 

 

Die Methode wurde für den Einsatz in Mikrotiterplatten modifiziert. Reagenz A 

wurde in 20 ml aqua dest. und Reagenz B in 5 ml aqua dest. verdünnt. 0,8 ml von 

Reagenz B wurde mit 20 ml Reagenz A kombiniert. Multi-enzym Lin-Trol diente als 

Standardkontrollserum. Es wurde in 3 ml aqua dest. gelöst mit Endaktivität von 

2000 U/l. Dann wurde es mit 0,9% NaCl (40 µl Standard + 600 µl 0,9% NaCl) 

verdünnt, um die höchste Standardkonzentration von 125 U/l zu erhalten. Der 

Ansatz für die Standardreihe (für die 96 Well-Mikrotiterplatte) wurde jeweils um 1:2 

verdünnt mit einer niedrigsten Aktivität von 1,95 U/l. Als Leerwert diente 0,9% 

NaCl. 20 µl der Proben und Standardansätze wurden jeweils mit 200 µl der 

Mischung aus Reagenz A und B in der Mikrotiterplatte gemischt. Die Messung 

wurde schrittweise durchgeführt, die ersten Messungen 30 s nach dem Start und 

die zweiten nach 10 min bei einer Extinktion von 340 nm bei 25°C mit dem 

Platten-Lese-Programm von BGM (Fluostar Galaxy). Die Aktivität wurde aus der 

Differenz zwischen beiden Messungen ermittelt. 

AST Messung: 

GOT opt. EC 2.6.1.1 UV-Test #DG158-K, Sigma, Deisenhofen, D 

Multi-enzym Lin-Trol #M-2266, Sigma, Deisenhofen, D 

Anthos Spektrophotometer #ht II, Salzburg, Au 
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AST kommt in Hepatozyten in den Mitochondrien und im Zytoplasma vor. Die 

Freisetzung dieses intrazytoplasmatischen Enzyms in das Zellkulturmedium gibt 

Aufschluß über die Zellschädigung der Leber. Die Aktivität der AST wird ebenfalls 

über den NADH-Extinktionsabfall der gekoppelten Reaktion mit 

Malatdehydrogenase photometrisch mit einem kommerziell erhältlichen Sigma 

Test Kit gemessen [48]. 

Bestimmungsmethode 

L-Aspartat + 2-Oxaloacetat  ⇔ Oxaloacetat + L-Glutamat 

Oxaloacetat + NADH    ⇔ L-Malat + NAD 

Diese Methode wurde ebenfalls für den Einsatz in Mikrotiterplatten modifiziert. 

Reagenz A wurde in einem Volumen von 20 ml aqua dest. und Reagenz B in 16 

ml aqua dest. verdünnt. 0,8 ml von der verdünnten Reagenz B Lösung wurde mit 

10 ml Reagenz A Lösung kombiniert. Multi-enzyme Lin-Trol diente als 

Standardkontrollserum. Es wurde in 3 ml aqua dest gelöst und hatte eine Aktivität 

von 1130 U/l. Dann wurde es mit 0,9% NaCl (40 µl Standard + 280 µl 0,9% NaCl) 

verdünnt, um die höchste Standardkonzentration von 141,25 U/l zu erhalten. Der 

Ansatz für die Standardreihe (für die 96 Well-Mikrotiterplatte) wurde jeweils um 1:2 

verdünnt mit der niedrigsten Aktivität von 2,207 U/l. Als Leerwert diente 0,9% 

NaCl. 50 µl der Proben und Standardansätze wurden jeweils mit 200 µl der 

Mischung aus Reagenz A und B in der Mikrotiterplatte gemischt. Die Messung 

wurde schrittweise durchgeführt, die ersten Messungen 30 s nach dem Start und 

die zweiten nach 10 min bei einer Extinktion von 340 nm bei 25°C mit dem 

Platten-Lese-Programm von BGM (Fluostar Galaxy). Die Aktivität wurde aus der 

Differenz zwischen beiden Messungen ermittelt. 

3.7 HO-1 Aktivität 

Die HO-1 Enzymaktivität wurde mit zwei verschiedenen Methoden aus der 

Messung der Endprodukte des Hämabbaus, Eisen-II und Bilirubinbildung, 

bestimmt.  
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3.7.1 Eisenbestimmung  

Eisen ist ein Endprodukt des Hämabbaus, der durch die HO-1 katalysiert wird. Aus 

der Messung der Eisenkonzentration kann auf die Aktivität der HO-1 geschlossen 

werden [53].  

Hepatozytenisolation für die Fe Messung:  

Die Zellen wurden von den Petrischalen mit einem Zellschaber gelöst und mit dem 

Medium in ein Falcon Röhrchen transferiert und bei 3500 g für 5 min bei 4°C 

zentrifugiert. Der Überstand wurde dekantiert und die Zellen zweimal mit PBS 

gewaschen. Danach wurde das Sediment in flüssigen Stickstoff gefroren und bei      

-20°C bis zur Messung aufbewahrt. 

Fe2+- und Gesamteisenbestimmung 

Reagenzien: 
Eisen(II)-sulfat (Hepthydrat) #44970, Fluka, Deisenhofen, D 

Na-Bathophenantholindisulfonat 510 µM #1375, Sigma, Deisenhofen, D 

L(+)-Ascorbinsäure 1,14 M  #127.0250, Merck, Darmstadt, D 

TCA (Trichlorsäure, 20%) 1,23 M #T4885, Sigma, Deisenhofen, D 

HCl 1 N #1.09057, Merck, Darmstadt, D 

H2SO4 0,01 N #K219577, Merck, Darmstadt, D 

Na-Acetat Puffer 1,2 M  #1.01539, Merck, Darmstadt, D 

 

Farbreagenz: 

Natrium-Bathophenanthrolindisulfonsäure (510 µM) wurde in Na-Acetat Puffer (1,2 

M) gelöst und der pH Wert auf 4,5 mit Essigsäure eingestellt. 

Standards: 

2,2 mg Fe2+-sulfat wurde in 10 ml H2SO4 auf eine Konzentration von 800 µM 

gelöst. Danach wurde der Ansatz mit H2O (100 µl Fe2+-sulfat/ H2SO4 + 900 µl H2O) 

verdünnt, um die höchste Standardkonzentration von 80 µM zu erhalten. Danach 

wurde der Standardansatz schrittweise 1:2 bis auf eine Endkonzentration von 1,25 

µM verdünnt. 
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Präparation der Standardkurve (Doppelbestimmung) 

Fe2+-standard 300 µl 

1N HCl 100 µl 

H2O 100 µl 

 

Die Reagenzien wurden gemischt und 200 µl davon in einen Mikrotiterplatte 

pipettiert. Das Farbreagenz wurde gemischt und mit dem Platten-Lese-Programm 

von Fluostar Galaxy bei 550 nm gemessen.  

Mikrosomenpräparation der Zellen 

Die Proben wurden bei 10000 g für 20 min zentrifugiert, der Überstand vollständig 

entfernt und mit 100 µl aqua dest. resuspendiert. 50 µl werden jeweils für die Fe2+ 

und für die Gesamteisenbestimmung in Eppendorfröhrchen pipettiert.  

Fe2+/Gesamteisenmessung 

Die 50 µl Probe wurde mit 50 µl HCl (1N) gemischt und bei Raumtemperatur für 20 

min inkubiert. Danach wurden 50 µl H2O (für Fe2+) oder 50 µl Ascorbinsäure (für 

Gesamteisen) hinzugefügt und für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach 

wurden 50 µl TCA hinzugegeben und zentrifugiert. 200 µl des Überstandes 

wurden mit 125 µl Farbreagenz in einer Mikrotiterplatte versetzt und bei 550 nm 

gemessen.  

Proteinmessung (siehe 3.3.2)  

Die Proteinkonzentration wurde aus dem verbleibenden Pellet der zentrifugierten 

Proben bestimmt.nach der Gleichung:  und der Eichgerade : 

)()()( IIIFeIIFeGesamtFe =−  

3.7.2 Bestimmung der HO-1 Aktivität: Bilirubin-Messung 

Reagenzien: 

Hemin #H-5533, Sigma, Deisenhofen, D 

MgCl2 #M-8266, Sigma, Deisenhofen, D 

Glucose-6-Phosphat Dehydrogenase #G-8404, Sigma, Deisenhofen, D 

Glucose-6-Phosphat #G-7879, Sigma, Deisenhofen, D 

Nicotinadenin-dinukleotid Phosphat (NADP+) #N-0505, Sigma, Deisenhofen, D 
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Kaliumphosphat Puffer (pH 7.4):  

KH2PO4 0,2 M #P-5379, Sigma, Deisenhofen, D 

K2HPO4 0,2 M #P-8281, Sigma, Deisenhofen, D 

 

Um 0,1 M Kaliumphosphatpuffer zu erhalten, wurden 0,2 M KH2PO4 und 0,2 M 

K2HPO4 1:1 gemischt und ein pH Wert von 7,4 eingestellt. Die HO-1 Aktivität 

wurde nach der Methode von Juckett et al. durch Bildung von Bilirubin gemessen 

[52]. Um die HO-1 Aktivität zu messen, wurden 6 x 106 Hepatozyten in 90 mm 

Petrischalen kultiviert. Die Zellen wurden mit einem Zellschaber gelöst, zweimal 

mit PBS Puffer gewaschen und bei 1200 g für 5 min bei 4°C zentrifugiert. Danach 

wurden die Proben in 100 µl Pi-Puffer gelöst und bei 100 000 g für 60 min bei 4°C 

zentrifugiert, um die Mikrosomen zu erhalten. Der Überstand wurde nach Messung 

der Proteinkonzentration bis zur Verwendung bei -80°C aufbewahrt. Für den HO-1 

Versuch wurden 100-300 µg des mikrosomalen Proteins mit folgenden 

Reagenzien inkubiert:  

 Volumen (total 0,5 ml) 

Heme (Hemin)   50 µM 10 µl 

humanes Leberzellzytosol (mikrosomale Fraktion 

des Überstands mit Biliverdin Reductase) 2 mg/ ml 

 

MgCl2 1 mM 20 µl 

Glucose-6-phosphat Dehydrogenase  3 U 0,9 µl 

Glucose-6-phosphat  1 mM 20 µl 

NADP+2 mM 50 µl 

 

Diese Reagenzien wurden mit 0,1 M Kaliumphosphat Puffer (pH 7,4) aufgefüllt 

und für 30 min bei 37°C lichtgeschützt inkubiert. Die Reaktion wurde gestoppt, 

indem die Proben auf Eis plaziert wurden. Das Endprodukt dieser Reaktion, 

Bilirubin, wurde mit dem Scanning Spektrophotometer aus der Differenz der 

Extinktionen zwischen 450 nm und 530 nm bestimmt. Die Konzentration wurde 

aus dem Extinktionsquotienten für Bilirubin (40 M/ cm) errechnet. Die Wellenlänge 

des Bilirubins hat sein Maximum bei 467 nm. Das Ergebnis wurde in pmol 

Bilirubin/ mg Protein/ min angegeben. 
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3.8 Experimentenübersicht: 

Serumfreies Medium:  

Vor jedem Experiment wurden die Zellen für 6 h mit serumfreiem Medium 

inkubiert. Zu Beginn des Experimentes wurde das Medium gegen serumfreies und 

mit den im Protokoll aufgeführten Reagenzien vorbereitetes Medium gewechselt.  

Dieses Medium wurde erwärmt, um eine Kältestimulation zu vermeiden. 

 

Williams' E Medium 500 ml #32551-020, Life Technologies, Karlsruhe, D 

Penicillin/Streptomycin  

100 U/ 100 µg/ml 

#15140-023, Life Technologies, Karlsruhe, D 

Insulin 1 µM #I-5500, Sigma, Deisenhofen, D 

Hepes Puffer 15 mM #15630-056, Life Technologies, Karlsruhe, D 

Reagenzien: 

IFN-γ 100 U/ml #I6507, Sigma, Deisenhofen, D 

TNF-α 500 U/ml #T1042, Sigma, Deisenhofen, D 

IL-1β 10 U/ml #I4638, Sigma, Deisenhofen, D 

LPS 5 µg/ml (E. coli 0111:B4) #L-3012, Sigma, Deisenhofen, D 

Hemin 10 µM #H-5533, Sigma, Deisenhofen, D 

CoPP 100 µM #C-1900, Sigma, Deisenhofen, D 

SNAP 0.5 mM #A-2509, Sigma, Deisenhofen, D 

H2O2 100-100 µM #H1009, Sigma, Deisenhofen, D 

Actinomycin D 1 µg/ml #A1410, Sigma, Deisenhofen, D 

Cycloheximid 10 µg/ml  #C7698, Sigma, Deisenhofen, D 

 

Es wurden die folgende Experimente durchgeführt und zu den im Protokoll 

angegebenen Zeitpunkten die Proben aufbereitet. 

3.8.1 Zytokin- und Endotoxinstimulation  

Um die Regulation der HO-1 bei der Sepsis oder bei der Inflammation während 

der Leberoperationen zu verstehen, haben wir diese Schädigungsmuster simuliert, 

und humane Hepatozyten mit verschiedenen Kombinationen von Zytokinen, IL-1β, 

IFN-γ, TNF-α und/ oder Endotoxin (LPS) behandelt [84, 85]. 
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Tab. 2: Zytokin- und Endotoxinstimulation 

Reagenzien: Methode Zeitabstände 

HO-1 mRNA 

 

0,5-1-3-6 h 

HO-1 Proteinnachweis 

 

0,5-1-3-6-12 h 

Einzelstimulation: 

IL-1β (10 U/ml) 

IFN-γ (100 U/ml) 

TNF-α (500 U/ml)   

LPS (5 µg/ml) LDH-AST 0,5-1-3-6-12 h 

Kombinierte Stimulation 

IL-1β + IFN-γ 

IL-1β + TNF-α 

IL-1β + LPS 

IFN-γ + TNF-α 

IFN-γ + LPS 

TNF-α + LPS 

IL-1β + IFN-γ + TNF-α 

IL-1β + IFN-γ + LPS 

IL-1β + TNF-α + LPS 

IFN-γ + TNF-α + LPS 

IL-1β + IFN-γ + TNF-α + LPS 

HO-1 mRNA 

 

 

 

 

HO-1 Proteinnachweis 

 

 

 

 

LDH-AST 

0,5-1-3-6 h 

HO-1 mRNA 

HO-1 Proteinnachweis 

LDH-AST 

0,5-1-3-6-12-24 h CM (Zytokinmix) 

IL-1β + IFN-γ + TNF-α + LPS 

HO-1 Aktivität 4 h 

3.8.2 Induktion von HO-1 durch warme und kalte Ischämie  

In diesen Experimenten wurden die Bedingungen für zwei typische 

Leberoperationen, die Leberresektion (warme Ischämie) und die 

Lebertransplantation (kalte Ischämie) an der Zellkultur simuliert. Dazu wurden die 

Kulturschalen in einer abgeschlossenen, luftdichten Kammer bei 37°C, 4°C bei 

kontinuierlichem Einstrom von 100% N2 (1,5 bar) inkubiert [62, 94]. 
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Tab. 3: Induktion von HO-1 durch warme und kalte Ischämie  

Experimentelle Bedingungen Methode Zeitabstände 

HO-1 mRNA 

HO-1 Proteinnachweis 

LDH-AST 

Fe Messung 

0,5-1-3-6-12-24 h 

 

37°C / 4°C 

100% N2 (1,5 bar) 

HO-1 Aktivität 4 h 

Prästimulation 0,5 h 

Actinomycin D (1 µM)  

+ 37°C / 4°C 100% N2 (1,5 bar)

HO-1 mRNA 0,5-1-3-6-12 h 

Prästimulation 0,5 h 

Cycloheximide (10 µM) + 37°C 

/  4°C 100% N2 (1,5 bar) 

HO-1 Proteinnachweis 0,5-1-3-6-12 h 

3.8.3 Einfluß der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) auf die HO-1 
Expression 

Um den Einfluß der ROS während der Reperfusionsphase nach Leberoperationen 

und Transplantationen zu untersuchen, wurden die Hepatozyten mit 

unterschiedlichen Konzentrationen von H2O2 (100-1000 µM) behandelt [41, 56, 57, 

95, 104]. 

Tab. 4: Einfluß reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) auf HO-1 Expression 

Reagenzien: Methode Zeitabstände 

HO-1 mRNA 

HO-1 Proteinnachweis 

H2O2 (100/ 200/ 500/ 1000 µM)

LDH-AST 

6 h 

 

3.8.4 Einfluß von NO auf die HO-1 Expression 

Zahlreiche Arbeiten weisen daraufhin, dass NO (ein wichtiger Signalüberträger) 

und HO-1 sich gegenseitig beeinflussen [3, 52, 64, 115]. Deshalb wurden in einem 

weiteren Experiment Hepatozyten mit SNAP (0,5 mM), einem NO-Spender, 

behandelt, um zu untersuchen, in wie weit die Anwesenheit von NO die 

Expression von HO-1 beeinflußt. 
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Tab. 5: Einfluß von NO auf die HO-1 Expression 

Reagenzien: Methode Zeitabstände 

HO-1 mRNA 

HO-1 Proteinnachweis 

SNAP (0,5 mM) 

LDH-AST 

0,5-1-3-6-12-24 h 

 

3.8.5 Einfluß von CoPP und Hemin auf die HO-1 Expression 

CoPP [65, 72, 101] und Hemin [75, 87, 119] wurden als Stimulatoren der HO-1 

Genexpression und Enzymaktivität verwendet. Um den Effekt von CoPP auf den 

verschiedenen Regulationsebenen zu untersuchen, wurden die Zellen mit 

Actinomycin D, das die mRNA Synthese blockiert, und mit Cycloheximide, das die 

Proteinsynthese blockiert, behandelt.  Weiterhin wurden die Zellen mit CoPP und 

Hemin stimuliert und die HO-1 mRNA und Proteinbestimmung zu verschiedenen 

Zeitpunkten durchgeführt.  

Tab. 6: Einfluß von CoPP und Hemin auf HO-1 Expression und Neusynthese 

der HO-1 

Reagenzien: Methode Zeitabstände 

CoPP (10 µM) 

Prästimulation 0,5 h 

Actinomycin D (1 µM) +  

CoPP (10 µM) 

Prästimulation 0,5 h 

Cycloheximide (10 µM) +  

CoPP (10 µM) 

HO-1 mRNA 

HO-1 Proteinnachweis 

LDH-AST 

0,5-1-3-6-12 h 

Hemin (10 µM) HO-1 mRNA 

HO-1 Proteinnachweis 

LDH-AST 

Fe Messung 

0,5-1-3-6-12-24 h 
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3.8.6 Pharmakologische Prästimulation der Hepatozyten zur Protektion 
des ischämischen Zellschadens  

Um die HO-1 zum Zeitpunkt des Eintretens des ischämischen Zellschadens als 

Schutzmechanismus bereits aktiviert zu haben, wurden die Hepatozyten vor der 

warmen und kalten Ischämie mit CoPP oder mit Hemin für 9 h, welche als 

maximale Expressionszeit angegeben wurde, prästimuliert [15, 106]. 

 

Tab. 7: Pharmakologische Prästimulation der Hepatozyten zur Protektion des 

ischämischen Zellschadens 

Reagenzien: Methode Zeitabstände 

Prästimulation CoPP (1-10-50 µM) -9 h

 +  37°C / 4°C 100% N2 (1,5 bar) 

LDH-AST 24 h 

Prästimulation Hemin (1-10 µM) -9 h 

 +  37°C / 4°C 100% N2 (1,5 bar) 

LDH-AST 24 h 

3.8.7 HO-1 Aktivität unter inflammatorischen und ischämischen 
Bedingungen 

In diesem Experiment wurde untersucht, ob die HO-1 mRNA- und 

Proteinexpression mit der HO-1 Aktivität unter verschiedenen inflammatorischen 

und ischämischen Bedingungen korreliert. 

Tab. 8: HO-1 Aktivität unter inflammatorischen und ischämischen Bedingungen 

Reagenzien: Methode Zeitabstände 

CM 

37°C 100% N2 (1,5 bar) 

4°C 100% N2 (1,5 bar) 

HO-1 Aktivität 4 h 

3.9 Statistische Analyse 

Mit einer Varianzanalyze ( „analysis of variance“ – ANOVA) kann eine Aussage 

über den Effekt mehrerer unabhängiger Variablen gegenüber einer 

kontinuierlichen abhängigen Variablen getroffen werden, wenn es sich um 

nominale (nicht kontinuierliche) Variablen handelt. Die geringe Fallzahl von 

nAnalyse= 5 Experimenten pro Gruppe oder Zeitpunkt, machte in dieser Studie eine 

ANOVA-Varianz-Analyse, die zur Auswertung vieler Experimente herangezogen 
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wird, sinnvoll. In einem faktoriellen Experiment mit einer oder mehreren 

nominalen Variablen, w.z.B. LDH Freisetzung in verschiedenen Zeitintervallen, 

und eine einzelne kontinuierliche Variable, w.z.B. abhängige Variable-warme 

Ischämie, wurde eine Varianzanalyse durchgeführt. Sie wurde vorgenommen 

(ANOVA), um herauszufinden, ob sich die visuellen Beobachtungen mit Zahlen 

untermauern lassen. Die Nullhypothese war, daß es keinen signifikanten 

Unterschied in z.B. LDH Freisetzungen der verschiedenen Zeitintervallen eines 

Experimentes gab und die Ergebnisse deuteten an, daß diese Hypothese 

zurückgewiesen werden konnte. Die Veränderungen der LDH und AST 

Freisetzungen sowie die Bildungen von Fe-II and Bilirubin nach Exposition von 

warmer und kalter Ischämie, Zytokinmix, sowie durch NO- oder H2O2 Zufuhr oder 

nach Exposition mit CoPP und Hemin wurden mit der unbehandelten 

Kontrollgruppe oder positiven Kontrollgruppen verglichen. Bei einem p-Wert < 0,05 

in der ANOVA-Analyse wurden anschließende faktorielle  Tests zum nominellen 

Niveau von 5% (95% Konfidenzintervall) durchgeführt. Für den paarweisen 

Vergleich der einzelnen Versuchsgruppen untereinander wurde der t-Test 

verwendet.Die Grafiken im folgenden Ergebnisteil zeigen den Mittelwert und die 

Standardabweichung der verschiedenen Gruppen. Signifikante Veränderungen, 

die sich im t-Test zeigten, wurden in den Diagrammen mit dem Symbol * für p < 

0,05 gekennzeichnet. Alle statistischen Tests wurden mit den statistischen 

Auswertungsprogramm StatView gerechnet [1].  
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4 Ergebnisse 

4.1 Einfluß von Zytokinen und Endotoxin auf die Expression der HO-1 
mRNA, des HO-1 Proteins und auf die zelluläre Schädigung 

In allen Kontrollgruppen war die HO-1 mRNA Expression auf basale Aktivität 

nachweisbar, die als Basisexpression angesehen wurde. Die Exposition der 

humanen Hepatozyten mit IFN-γ, TNF-α, IL-1β und LPS induzierte einen Anstieg 

der HO-1 mRNA Expression. Nach Einzelzytokin- und Endotoxinexposition war ein 

Anstieg bereits nach 0,5 h nachweisbar, erreichte nach 3 h ein Maximum und sank 

nach 6 h wieder ab. IFN-γ rief die stärkste HO-1 mRNA Expression hervor und 

wurde von TNF-α, LPS und IL-1β gefolgt (Abb. 3). Bei unterschiedlichen 

Zytokinkombinationen (Abb. 4) wurde ein Expressionsmaximum der HO-1 mRNA 

bereits nach 0,5 h beobachtet, das bis zu 6 h anhielt. Ein Anstieg der HO-1 mRNA 

Expression nach der Stimulation mit Zytokinen plus Endotoxin (Zytokinmix, CM) 

war auch nach 0,5 h nachweisbar mit einem Maximum nach 3-6 h und einem 

Abfall nach 24 h auf das Ausgangsniveau (Abb. 5). In allen Kontrollkulturen 

konnten wir eine basale HO-1 Protein Expression nachweisen. Nach Stimulation 

der humanen Hepatozyten mit den einzelnen Zytokinen (IFN-γ, TNF-α, IL-1β) oder 

LPS wurde nach 0,5 bis 1 h ein Anstieg der HO-1 Proteinexpression beobachtet, 

der bis zu 6 h anhielt (Abb. 3). CM induzierte einen Anstieg des HO-1 Proteins 

ebenfalls nach 1 h und hielt bis zu 24 h an (Abb. 5). Über den gesamten 

Zeitverlauf bestanden keine signifikanten Unterschiede der LDH und AST 

Konzentrationen zwischen den mit den einzelnen Zytokinen stimulierten Gruppen 

und der Kontrollgruppe. Im Gegensatz dazu führte CM zu einem signifikanten 

Anstieg der LDH und AST Konzentrationen im Kulturmedium nach 12 h (Abb. 5). 



 

 

46

 

Abb. 3: Die Expression der HO-1 mRNA (oben) und des HO-1 Proteins (unten) 

nach Stimulation mit einzelnen Zytokinen (IL-1β, TNF-α, IFN-γ) und Endotoxin 

über 6 h. (CT, Kontrolle; PC, Positivkontrolle) 
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Abb. 4: Die Expression der HO-1 mRNA nach Stimulation mit verschiedenen 

Zytokin- (IL-1β, TNF-α, IFN-γ) und Endotoxinkombinationen über 6 h. (CT, 

Kontrolle; PC, Positivkontrolle) 
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Abb. 5: Die Expression der HO-1 mRNA (oben), des HO-1 Proteins (mitte) und 

LDH und AST Freisetzungen (unten) nach Stimulation mit Zytokinmix (IL-1β, TNF-

α, IFN-γ und LPS) über 24 h. (CT, Kontrolle; PC, Positivkontrolle, Signifikanter 

Unterschied gegenüber CT *p<0,05) 
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4.1 Einfluß der warmen Ischämie auf die Expression der HO-1 mRNA 
und Proteinexpression sowie deren Effekte auf die zelluläre 
Schädigung 

Die humanen Hepatozyten wurden über 24 h einer warmen Ischämie ausgesetzt. 

Dabei wurde bereits nach 0,5 h ein signifikanter Anstieg der HO-1 mRNA 

Expression im Vergleich zur niedrigen Basisexpression in der Kontrollgruppe 

beobachtet (Abb. 6). Dieses Expressionsniveau blieb bis zu 12 h konstant, konnte 

aber nach 24 h nicht mehr nachgewiesen werden. Die HO-1 Proteinexpression 

stieg ebenfalls nach 0,5 h an und war bis zu 24 h konstant nachweisbar (Abb. 6). 

Die AST Konzentration stieg kontinuierlich bis zu einem Maximum nach 24 h 

(115,0±4,35 U/l vs. 53,5±2,5 U/l Kontrollgruppe) signifikant an. Eine signifikante 

LDH Freisetzung wurde jedoch erst nach 6 h warmer Ischämie beobachtet; mit 

einem Maximum nach 24 h (58,7±9.1 U/l vs.13,3±2,6 U/l Kontrollgruppe).  

4.2 Einfluß der kalten Ischämie auf die Expression der HO-1 mRNA und 
Proteinexpression sowie deren Effekte auf die zelluläre Schädigung   

Die humanen Hepatozyten wurden über 24 h einer kalten Ischämie ausgesetzt. 

Sie induzierte die HO-1 mRNA Expression nach 1 h, die bis zu 24 h konstant 

nachweisbar war (Abb. 7). Das HO-1 Protein war über den gesamten 

Versuchsverlauf einschließlich in der Kontrollgruppe nachweisbar. Es  wurde 

zwischen 0,5-3 h intensiver exprimiert (Abb. 7). Die kalte Ischämie führte zu einem 

Anstieg der AST Freisetzung aus den Hepatozyten mit einem Maximum nach 24 h 

(107,2±17,5 U/l vs. 53,5±2,5 U/l Kontrollgruppe). Die LDH Freisetzung stieg 

ebenfalls bei der kalten Ischämie an und erreichte ihr Maximum nach 24 h 

(47.2±8.9 U/l). 
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 Abb. 6: Zeitabhängige Expression der HO-1 mRNA (oben) und des Proteins 

(mitte) sowie der LDH und AST Freisetzungen (unten) nach warmer Ischämie 

über 24 h. (Signifikanter Unterschied gegenüber CT *p<0,05) 
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Abb. 7: Zeitabhängige Expression der HO-1 mRNA (oben) und des Proteins 

(mitte) sowie der LDH und AST Freisetzungen (unten) nach kalter Ischämie über 

24 h. (Signifikanter Unterschied gegenüber CT *p<0,05) 
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4.3 De novo Synthese der HO-1 mRNA und des Proteins bei warmer und 
kalter Ischämie 

Warme und kalte Ischämie führten nach 0,5 h bzw. 1 h zu einem Anstieg der HO-1 

mRNA- und Proteinsynthese. Daß es sich hierbei um eine Neusynthese des 

Enzyms handelte und nicht um die Aktivierung bereits intrazellulär vorhandener 

mRNA bzw. Proteine, konnte durch die Blockade der mRNA Synthese mittels 

Actinomycin D sowie die Blockade der Proteinsynthese nach Cycloheximidgabe 

bewiesen werden (Abb. 8). 

4.4 Anstieg der HO-1 Aktivität während einer Entzündungsreaktion 
sowie unter warmer und kalter Ischämie 

Eine Entzündungsreaktion sowie warme und kalte Ischämie über 4 h steigerten die 

HO-1 Aktivität im Vergleich zur basalen HO-1 Aktivität der Kontrollgruppe. Die 

höchste Aktivität wurde bei der warmen Ischämie (18.9 pmol Bilirubin/ mg Protein/ 

min) beobachtet, gefolgt von der kalten Ischämie und der Induktion durch 

inflammatorische Zytokine (Abb. 9). 

Die Eisen-II-Konzentration im Zytosol von Hepatozyten nach warmer Ischämie 

stieg von der Ausgangskonzentration in der Kontrollgruppe (41.7±16.2 µmol/ mg 

Protein) langsam an und erreichte ihr Maximum nach 12 h (155.1±51,7 µmol/ mg 

Protein) 

Die Eisen-II-Konzentrationen der Hepatozyten nach kalter Ischämie änderten sich 

nicht signifikant (Abb. 9). 
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Abb. 8: Induktion der Neusynthese der HO-1 mRNA (oben links) und des HO-1 

Proteins (unten links) während warmer (37°C N2) und kalter (4°C N2) Ischämie an 

humanen Hepatozyten, Blockade der mRNA Synthese mit Actinomycin D (oben 

rechts) und der Proteinsynthese mit Cycloheximid (unten rechts) während warmer 

und kalter Ischämie. 
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Abb. 9: HO-1 Aktivität: Bildung der durch HO-1 katalysierten 

Reaktionsprodukte, Bilirubin und Eisen-II nach Zytokinmix (CM, oben) und nach 

kalter (4°C N2) und warmer Ischämie (37°C N2, oben und unten) (Signifikanter 

Unterschied gegenüber CT *p<0,05). 
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4.5 Der Einfluß von H2O2 auf die Expression der HO-1 mRNA, des HO-
1 Proteins sowie auf die zelluläre Schädigung 

Hepatozyten wurden 6 h lang mit unterschiedlichen Konzentrationen von H2O2 

(100-1000 µM) behandelt. Dabei konnte ab einer Konzentration von 500 µM H2O2 

ein Anstieg der HO-1 mRNA Expression beobachtet werden. Ein Anstieg der HO-1 

Proteinexpression konnte parallel zu mRNA Expression ab einer Konzentration 

von 500 µM H2O2 nachgewiesen werden. Die Behandlung mit H2O2 über 6 h 

bewirkte einen signifikanten Anstieg der LDH Freisetzung gegenüber der 

Kontrollgruppe. Es wurde jedoch kein signifikanter Unterschied in der AST 

Freisetzung im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet (Abb. 10). 

 

Abb. 10: Die Expression der HO-1 mRNA (oben), des HO-1 Proteins (mitte) und 

LDH und AST Freisetzungen (unten) nach H2O2 Exposition in aufsteigenden 

Konzentrationen über 6 h. (Signifikanter Unterschied gegenüber CT *p<0,05) 
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4.6 Der Einfluß von SNAP auf die Expression der HO-1 mRNA und 
des HO-1 Proteins sowie auf die zelluläre Schädigung 

SNAP (0.5 mM) induzierte einen Anstieg der HO-1 mRNA Expression nach 3 h, 

der bis zu 12 h anhielt. Gleichzeitig war ein Anstieg des HO-1 Proteins nach 3 h 

mit einem Maximum nach 6 bis 12 h nachweisbar. Im Verlauf war ein langsamer 

aber nicht signifikanter Anstieg der AST Aktivität über 24 h  (65,3±6,4 U/l vs. 

53,5±2,5 U/l Kontrollgruppe) zu beobachten. Die LDH Aktivität unterschied sich 

jedoch nicht signifikant (Abb. 11). 

 

 

Abb. 11: Die Expression der HO-1 mRNA (oben), des HO-1 Proteins (mitte) und 

LDH und AST Freisetzungen (unten) nach SNAP Exposition über 24 h 

(Signifikanter Unterschied gegenüber CT *p<0,05). 
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4.7 Der pharmakologischer Einfluß von CoPP und Hemin auf die 
Expression der HO-1 mRNA, des  HO-1 Proteins und auf die 
zelluläre Schädigung  

4.7.1 CoPP Exposition 

Die CoPP (10 µM) induzierte HO-1 mRNA Synthese setzte bereits nach 1 h ein. 

Das Expressionsmaximum wurde zwischen 3 h und 12 h erreicht. Die Induktion 

der HO-1 mRNA Synthese durch CoPP konnte in der gleichen Versuchsreihe 

durch Prästimulation mit Actinomycin D blockiert werden. Die HO-1 

Proteinexpression nach der CoPP Stimulation war erst mit einer Verzögerung von 

3 h nachweisbar und nahm nach 12 h an Intensität zu. Auch hier wurde die CoPP-

induzierte Neusynthese des Proteins durch Prästimulation der Hepatozyten mit 

Cycloheximid  vollständig gehemmt. Durch die Hemmung der mRNA Synthese mit 

Actinomycin D und der Proteinbiosynthese mit Cycloheximid konnte der Nachweis 

für die de novo mRNA und Proteinsynthese der HO-1 erbracht werden. Die LDH 

und AST Konzentrationen unterschieden sich nicht signifikant in diesen Gruppen. 

Eine Zellschädigung durch CoPP wurde nicht beobachtet (Abb. 12).  

 

Abb. 12: Nachweis der Neusynthese der HO-1 mRNA (oben links) und des HO-1 

Proteins (unten links) durch CoPP an humanen Hepatozyten, sowie deren 

Blockade mit Actinomycin D (oben rechts) und Cycloheximid (unten rechts). 
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4.7.2 Hemin Exposition 

Hemin, ein bekanntes Substrat der HO-1, bewirkte ebenfalls einen Anstieg der 

HO-1 mRNA Synthese nach 3 h bis zu 12 h. Nach 24 h war das Ausgangsniveau 

wieder erreicht. Die HO-1 Proteinsynthese setzte erst nach 6 h ein und erreichte 

das Maximum nach 24 h. Die LDH Freisetzungen der kultivierten Hepatozyten 

unterschieden sich erst 24 h nach Hemin Exposition signifikant von der 

Kontrollgruppe. Die AST Konzentrationen unterschieden sich bei 6-24 h jedoch 

nicht signifikant. Um die Enzymaktivität der HO-1 einzuschätzen, wurde die 

Bildung von Fe2+ aus dem Fe3+ haltigen Hemin gemessen. Der Fe2+ Gehalt nahm 

bis zu 3 h zu (111.4±18.8 µmol/ mg vs. 49.1±23.5 µmol/ mg Protein Protein 

Kontrollgruppe) und fiel danach auf das Ausgangsniveau zurück (Abb. 14).  

 

Abb. 13: Die Expression der HO-1 mRNA (oben), des HO-1 Proteins (unten) 

nach Heminexposition über 24 h. 
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Abb. 14: Die LDH, AST, Eisen-II Freisetzungen nach Heminexposition über 24 h 

(Signifikanter Unterschied gegenüber CT *p<0,05). 
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Abb. 16: LDH und AST Freisetzungen nach 9 h Prästimulation mit Hemin in 

verschiedenen Konzentrationen und anschliessender 24 h warmer und kalter 

Ischämie. (signifikanter Unterschied p<0,05 in der Enzymfreisetzung zwischen 

prästimulierten und nichtprästimulierten Gruppen (schwarze Balken): ** Signifikanz 

p< 0,05 bei der warmen Ischämie) 
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4.9 HO-1 Aktivität unter inflammatorischen und ischämischen 
Bedingungen 

In diesem Experiment wurde untersucht, ob die HO-1 mRNA- und 

Proteinexpression mit der HO-1 Aktivität unter verschiedenen inflammatorischen 

und ischämischen Bedingungen korreliert ist. Die HO-1 Aktivität, bestimmt durch 

Bilirubinmessung, war nach Exposition der Zellen mit warmer, kalter Ischämie und 

CM über 4 h verglichen mit der Aktivität in der Kontrollgruppe bei allen 

Versuchsgruppen erhöht (Abb. 17). 

 

Abb. 17: HO-1 Aktivität nach 4 h Stimulation von warmer und kalter Ischämie 

sowie Zytokinmix (CM) 
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Endothelzellen wurde nach Exposition mit IL-1β und TNF-α eine Steigerung der 

HO-1 mRNA Expression beschrieben, die ihr Maximum nach 4 h erreichte und 

nach 6 h wieder absank [112]. In anderen Zellkulturmodellen oder Geweben, 

w.z.B. Pankreasinselzellen der Ratte [120], und in der Lunge der Ratte [16, 18], 

wurde die HO-1 mRNA durch die Gabe verschiedener Zytokine oder LPS nach 

unterschiedlichen Zeiten zwischen 4 und 12 h induziert. Die Induktion der HO-1 

Proteinexpression in humanen Hepatozyten verlief parallel zur mRNA Expression 

zwischen 0,5 und 1 h. Nach Stimulation mit IFN-γ wurde die höchste 

Proteinexpressionsrate beobachtet, gefolgt von LPS, TNF-α und IL-1β. Während 

die  Expression des Proteins bei der Einzelzytokinstimulation nach 3 h wieder 

sank, erreichte sie bei kombinierter Stimulation (CM) erst nach 6 h ihr Maximum. 

Unsere Ergebnisse unterscheiden sich von anderen Studien, bei denen die 

Expression erst nach längeren Inkubationszeiten beobachtet wurde [93, 112]. An 

humanen Endothelzellen wurde z. B. durch IL-1α und TNF-α eine maximale 

Proteinexpression nach 6 h gemessen, auf die ein Abfall folgte [112], während in 

murinen Makrophagen ein Anstieg der HO-1 Proteinexpression nach 24 h LPS 

Exposition beobachtet wurde [93]. In der vorliegenden Studie waren nach der 

Exposition der Hepatozyten mit den Einzelzytokinen und LPS oder deren 

Kombinationen keine signifikanten Unterschiede in den LDH- und AST-Aktivitäten 

im Vergleich zur Kontrollgruppe messbar. Inkubation der humanen Hepatozyten 

mit allen Zytokinen plus LPS führte nach 12 h zu einer signifikanten 

Zellschädigung.  

5.2 Modelle der warmen und kalten Ischämie 
Die klinische Organkonservierung für die Transplantation erfolgt bei 2-4°C [94]. 

Der Zeitraum zwischen der Organexplantation, des Transportes und der 

Implantation beträgt in der Regel 5 bis 24 h [94]. Dabei unterliegt das Organ 

sowohl hypothermen als auch ischämischen Einflüssen, die zu einer 

Gewebeschädigung beitragen [91, 95]. Im Gegensatz dazu treten während der 

Leberoperation Ischämien unter normothermen Bedingungen auf. Im Rahmen der 

vorliegenden Studie wurde beobachtet, dass unmittelbar nach Beginn (0,5 h bis 1 

h) der warmen und kalten Ischämie in humanen Hepatozytenkulturen die HO-1 

mRNA exprimiert wurde. Gleichzeitig konnte ein Anstieg der HO-1 

Proteinexpression über den gesamten Zeitraum nachgewiesen werden. Der 

Einfluss hypoxischer  Bedingungen (7% O2) für 0-2 h auf die HO-1 mRNA 

Expression wurde bereits an verschiedenen Geweben der Ratte untersucht [62]. 
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Ein Anstieg der HO-1 mRNA Expression wurde dabei an der Lunge, der Leber, 

am Herzen und an der Aorta nach 30 bis zu 60 min der Ischämie nachgewiesen. 

Die Leber und die Lunge waren die Organe mit der höchsten Induktionsrate. Die 

Induktion der HO-1 mRNA in der glatten Gefässmuskulatur wurde erst nach 4 h 

Exposition unter hypoxischen Bedingungen (1% O2) beschrieben. Das Maximum 

wurde nach 8 h erreicht und fiel nach 24 bis 48 h wieder ab. Die HO-1 

Proteinexpression in diesen Zellen war nach 24 h Hypoxie ebenfalls höher als in 

der Kontrollgruppe [62]. In bovinen Endothelzellen der Aorta wurde auch ein 

Anstieg der HO-1 Aktivität, mRNA und Proteinexpression nach Hypoxie 

beobachtet [82, 98]. Diese Ergebnisse zeigen, ähnlich der vorliegenden Studie, 

dass Hypoxie zu einem zeitabhängigen Anstieg der HO-1 mRNA- und 

Proteinexpression führt. Der Zeitraum bis zum Anstieg und die Dauer der 

Expression der HO-1 mRNA und des Proteins gegenüber der Hypoxie sind in den 

verschiedenen Zelltypen und Geweben jedoch unterschiedlich. In der vorliegenden 

Studie konnte gezeigt werden, dass warme und kalte Ischämie zu einer 

Schädigung der zellulären Integrität führt. Das Ausmaß der Ischämie-bedingten 

Zellschädigung wurde durch die AST- und LDH-Freisetzung aus den Zellen 

verifiziert. Während die AST Freisetzung über den gesamten Zeitraum der 

warmen als auch der kalten Ischämie kontinuierlich anstieg, wurde ein signifikanter 

Anstieg der LDH Freisetzung erst nach 6 bis 12 h beobachtet. Ein ähnlicher 

Verlauf war nach Hypothermie und Hypoxie an Rattenhepatozyten ebenfalls 

beschrieben worden, um das Auftreten der Apoptose zu untersuchen [94]. Dieser 

Verlauf wurde als kälteinduzierter Konservierungsschaden der Zellen interpretiert 

[94]. Die Änderung des intrazellulären Fe2+ Gehaltes könnte mit der HO-1 Aktivität, 

d.h. des Abbaus des Häms erklärt werden [67]. Der Fe2+ Gehalt der humanen 

Hepatozyten stieg nach warmer Ischämie bis zu 12 h langsam an. Bei der kalten 

Ischämie wurde ein Maximum nach 1 h und ein Abfall unter das Ausgangsniveau 

nach 6 h beobachtet. Die Reduktion der Fe2+ Konzentration unter das 

Ausgangsniveau könnte durch die Bindung an Ferritin erklärt werden. Es wird 

auch diskutiert, dass die HO-1 assozierte Eisenfreisetzung die intrazelluläre 

Ferritinsynthese moduliert [30, 37, 121]. 
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5.3 Wirkung von S- nitrosoacetylpenicillamin (SNAP) als NO-Derivat 
und H2O2 als reaktiver Sauerstoffmetabolit 

Reaktive Sauerstoffmetabolite (ROI) und Stickstoffmonoxid (NO) spielen im 

Verlauf  von vielen Entzündungsprozessen eine entscheidende Rolle [51, 100].  

5.3.1 Wirkung von SNAP 

In der vorliegenden Studie wurde die Induktion der HO-1 mRNA und 

Proteinexpression nach der Exposition mit SNAP für 3-12 h beobachtet. Nach 24 h 

folgte ein Abfall dieser Expression. Eine signifikante Zellschädigung wurde dabei 

nicht festgestellt. In einer Studie an Endothelzellen wurde nach SNAP Exposition 

ein 5 bis 9-facher Anstieg der HO-1 mRNA Expression über einen Zeitraum von 4-

10 h beobachtet. Nach 24 h fiel die Expressionsrate wieder auf das 

Ausgangsniveau zurück [121]. Von einer anderen Arbeitsgruppe wurde in renalen 

Tubulusepithelzellen ein direkter dosisabhängiger Anstieg der HO-1 Aktivität durch 

SNAP (0.1-1 µM) beschrieben [64]. Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen 

werden, dass SNAP, ein NO-Donor, die HO-1 induzieren kann. Dieses Ergebnis 

stimmt mit den Ergebnissen einer anderen Arbeitsgruppe über ein [27] und scheint 

beim Menschen nicht unterschiedlich von anderen Spezies zu sein. 

5.3.2 Wirkung von H2O2 

Um oxidativen Stress zu simulieren, wurden Hepatozyten mit H2O2, einem 

Sauerstoffderivat behandelt. HO-1 mRNA- und Proteinexpressionen wurden nach 

6 stündiger Inkubation mit H2O2 (100-1000 µM) induziert. Ein signifikanter 

Zellschaden konnte nicht nachgewiesen werden, obgleich eine relativ hohe 

Konzentration benutzt wurde. Die Induktion der HO-1 mRNA wurde ebenfalls in 

humanen Hautfibroblasten beschrieben [27]. So wurde auch gezeigt, dass H2O2 

die HO-1 mRNA in anderen Säugetierzelllinien induziert [109]. H2O2 bewirkte in 

Rattenhepatozyten nach 15-30 minütiger Inkubation keine zytotoxischen Effekte, 

während nach 1-24 h Inkubation die Hepatozyten eine dosisabhängige 

Schädigung aufwiesen (10-1000 µM) [41]. In der vorliegenden Arbeit konnte 

gezeigt werden, dass H2O2 die HO-1 mRNA und Protein in humanen Hepatozyten 

ohne nachweisbare Zellschäden induziert.  
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5.4 Pharmakologische Induktion der HO-1 

Cobalt gehört zu den potenten Induktoren der HO-1 [71]. In der vorliegenden 

Studie induzierte CoPP den Anstieg der HO-1 mRNA und Proteinexpression. Es 

wurde keine signifikante Zellschädigung durch LDH und AST Freisetzung 

gemessen. Dass es sich hierbei um eine Neusynthese der mRNA und des 

Proteins handelt, konnte durch die selektive Blockade der mRNA Synthese mit 

Actinomycin D und der Proteinsynthese mit Cycloheximid bewiesen werden. CoCl2 

und CoPP induzierten die HO-1 Aktivität und CoCl2 ebenfalls die 

Proteinexpression in Pankreasinselzellen [120]. In in vivo Experimenten der Maus 

wurde durch CoPP-Injektion ein Anstieg der HO-1 Proteinexpression nach 24 h in 

der Milz, in der Leber und in der Niere nachgewiesen [118]. Da die HO-1 durch 

CoPP mit einer Latenz induziert wurde, könnten auch andere Mechanismen bei 

diesem Effekt eine Rolle spielen [27]. So könnte CoPP über die Verschiebung des 

oxidativen Gleichgewichtes durch Reduktion der intrazellulären GSH 

Konzentration mit konsekutivem Anstieg der freien Peroxidkonzentration die HO-1 

mRNA Expression induzieren [27]. Während einer leichten Induktion der HO-1 

protektive Effekte zugerechnet werden, kann eine starke Induktion durch CoPP 

auch toxisch wirken [27]. Hemin, ein anderer Induktor der HO-1 Synthese, 

stimulierte in der vorliegenden Studie die HO-1 mRNA Expression nach 3 h und 

die Proteinexpression nach 6 h. Es war jedoch nach 24 h nicht mehr nachweisbar. 

Eine ähnliche Wirkung auf die HO-1 mRNA und Aktivität wurde an humanen 

Makrophagen und an humanen sowie an Rattengliomzellen beschrieben [122]. 

Dass Häm (10-20 µM) die HO-1 mRNA induzieren kann, wurde erst vor kurzem an 

Primärkulturen von Hepatozyten von Hühnerembryonen nach einer 

Expositionsdauer von 5-8 h gezeigt [15, 106]. Ähnlich zu der vorliegenden Studie, 

folgte ebenfalls ein Abfall der mRNA Expressionsrate nach 15 h [106]. Ein Anstieg 

des HO-1 Proteins wurde ebenfalls beobachtet [106]. An humanen Epithelzellen 

der Trachea bewirkte die Heminexposition eine maximale Expression der mRNA 

und des Proteins nach 8 h, die mit einem Anstieg der HO-1 Aktivität verbunden 

war [119]. An ko-kultuvierten humanen Endothel- und glatten Muskelzellen der 

Aorta war ebenfalls eine durch Häm stimulierbare HO-1 mRNA und Aktivität 

gefunden worden [46]. In diesen Studien konnte man von einem protektiven Effekt 

des Hemins durch Vorbehandlung der Zellen gegenüber verschiedenen 

Zellschädigungsmechanismen ausgehen [46, 87, 119]. In der hier vorliegenden 

Studie wurden erhöhte LDH und AST Konzentrationen gemessen, so dass 
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toxische Effekte nicht auszuschliessen sind, ähnlich wie es an glatten 

Muskelzellen berichtet wurde [75]. 

5.5 Der Einfluß der Vorbehandlung von HO-1 Induktoren auf die 
ischämische Zellschädigung 

Um die HO-1 wegen ihrer potentiell antioxidativen Wirkung zum Zeitpunkt des 

Eintretens des ischämischen Zellschadens bereits aktiviert zu haben, wurden 

humane Hepatozyten vor der warmen und kalten Ischämie mit verschiedenen 

Konzentrationen von CoPP 9 h vorstimuliert. Dabei wurde ein protektiver Effekt 

beobachtet. Der Einfluß der CoPP induzierten HO-1 Expression auf die zell-

mediierte Immunreaktion wurde an Mäusen bereits untersucht [118]. Unter 

anderem wurde eine ausgeprägte Suppression der Aktivität von T-Zellen und 

zytotoxischen Killerzellen beschrieben [118]. In vivo verlängerte CoPP das 

Überleben allogener, heterotoper Herztransplantate bei der Maus [118]. Die 

Hochregulation der HO-1 durch CoPP in der adipösen Zucker-Rattenleber hat zu 

einem Schutz vor dem kalten Ischämie-/ Reperfusionsschaden geführt [5]. Die 

AST Konzentrationen waren sowohl in der Reperfusionsphase als auch im 

weiteren Verlauf niedriger als in der Kontrollgruppe und mit einer höheren 

Überlebensrate der transplantierten Ratten verbunden. Dieser Effekt wurde auf die 

immunsupprimierende Wirkung von HO-1 zurückgeführt [5]. Nutter et al [86] hat 

dagegen in seinen Untersuchungen keinen protektiven Effekt an humanen Zellen 

nachweisen können. Dennoch kann man aus den Ergebnissen der vorliegenden 

Untersuchung ableiten, daß die Prästimulation der HO-1 zu einem gewissen Grad 

humane Hepatozyten gegenüber ischämischebedingter Zellschädigung bei 24 h 

schützen kann. In der vorliegenden Studie wurde die Prästimulation der HO-1 

auch mit Hemin über 9 h erreicht. Eine ähnliche Wirkung auf die HO-1 Aktivität 

wurde an humanen Makrophagen und an humanen sowie an Rattengliomzellen 

beschrieben [122]. An humanen Epithelzellen der Trachea bewirkte die 

Heminexposition eine maximale Expression der mRNA und des Proteins nach 8 h, 

die mit einem Anstieg der HO-1 Aktivität verbunden war [119]. An ko-kultuvierten 

humanen Endothel- und glatten Muskelzellen der Aorta war ebenfalls eine durch 

Häm stimulierbare HO-1 mRNA und Aktivität gefunden worden [46]. 
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5.6 HO-1 Aktivität unter inflammatorischen Bedingungen 

Die HO-1 Aktivität, bestimmt durch Bilirubinmessung, war nach Exposition der 

Zellen mit warmer, kalter Ischämie und CM für 4 h verglichen mit der Aktivität in 

der Kontrollgruppe bei allen Versuchsgruppen erhöht. Sie war ebenfalls durch LPS 

und IFN-γ Exposition für 6 h an Endothelzellen des Schweins induzierbar [83]. In 

bovinen Endothelzellen der Aorta wurde ebenfalls ein Anstieg der HO-1 Aktivität 

nach Hypoxie von 10-24 h beobachtet [82, 98].  

5.7 Zusammenfassende Bewertung 

Die Unterschiede in der Induktion der HO-1 mRNA oder des Proteins in den 

verschiedenen Geweben in vivo oder in vitro können von den Bedingungen des 

Experimentes und der Zellkultur abhängen. In einigen hier durchgeführten 

Experimenten konnte eine hohe konstitutive HO-1 Expression nachgewiesen 

werden. Die HO-1 Synthese in Zellen könnte durch verschiedene Manipulationen 

während der Operation, w.z.B. beim Abklemmen der Gefäße, oder während der 

Zellgewinnung durch die oben beschriebene Perfusionstechnik aktiviert werden. In 

der vorliegenden Studie wurde die Induktion der HO-1 mRNA und des Proteins in 

verschiedenen Schädigungsmodellen beobachtet. Die warme und kalte Ischämie 

und die Enzündungsreaktion führen während der Leberoperationen und -

transplantationen zu Gewebeschäden. Gleichzeitig wird ein hochkonserviertes 

zytoprotektives Enzymsystem, die HO-1, aktiviert. Es wurde gezeigt, dass dieses 

Enzymsystem eine protektive Rolle in humanen Hepatozyten durch eine 

pharmakologische Prästimulation, d.h. Aktivierung vor Einsetzen der Schädigung, 

spielen kann. Die pharmakologische Induktion der HO-1 Synthese und Aktivität 

könnte während der oben genannten ischämischen oder inflammatorischen 

Situationen von therapeutischer Bedeutung sein. 
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Ak Antikörper 

ANOVA Varianzanalyze - „analysis of variance“ 

APS Ammonium peroxydisulfate 

AP-1/ -2 Activator Protein-1/ -2 

Aqua dest Aqua destillata  

AST (GOT) Aspartat-Amino-Transferase 

ATP Adenosin-Triphoshat 

CDNA Copy-DNA, Komplementäre DNA 

CGMP Zykl. Guanosinemonophosphat 

CO Kohlenmonoxid 

CM Zytokinmix 

CoPP Cobalt Protoporphyrin 

CT Kontrollgruppe (negativ) 

D Deutschland 

DEPC-H2O Diethyl-Pyrocarbonat - H2O 

DANN Desoxyribonucleinsäure 

DTT DL-dithiotthreitol 

EGTA Ethylenglycol-bis(2-aminoethyl)-N,N,N’,N’-

tetraacetylsäure 

DATP Desoxyadenosintriphosphat 

DCTP Desoxycytidintriphosphat 

DGTP Desoxyguanosintriphosphat 

DNTP´s Desoxynucleinphosphats 

DTTP Desoxythymidintriphosphat 
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HIF-1 Hypoxia inducible factor-1 

HIV Human Immune deficiency virus 

HO-1/ -2/ -3 Hämoxygenase-1/ -2/ -3 

HSPs Hitze-Schock-Proteine 

IFN-γ  Interferon-γ 

IL-1β Interleukin-1 β  

I/ R Ischämie/ Reperfusion 

LDH Laktat Dehydrogenase 

LDL Low Density Lipoprotein 

LPS Lipopolysaccharide 

MRNA Messenger Ribonucleinsäure 

NADH Reduziertes Nicotinamid-adenindinucleotid+ (NAD+) 

NADPH Nicotinamid-adenindinucleotid-phosphat (reduziert) 

NFκB Nukleärer Faktor κB 

NO Nitric Oxide    - Stickstoffmonoxid - 

NOS NO-Synthase 

PBS Phosphatpuffer 

PC Positiv Kontrolle 

PCR Polymeraseketten-reaktion 

Per I/ II Perfusionslösung I/ II 

PMSF  Phenylmethyl-Sulfonylflourid 

PVDF Polyvenylidenedifluorid 

RNA Ribonucleinsäure 

ROI Reactive Oxygen Intermediates 
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TCA Trichlorsäure 
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