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1. Einleitung

1. Einleitung

Die Leber ist aufgrund ihrer zentralen Rolle im Metabolismus, des gerichteten
Transports vom Blut in die Galle und ihrer komplexen Struktur, zu einem
Musterbeispiel fir zellbiologische-, metabolische- und Transportstudien geworden.
Sie ist ein wichtiger Bestandteil des Immunsystems, besitzt eine zweifache
Blutzufuhr und spielt eine entscheidende Rolle bei der Homdostase.

Die regenerative Kapazitdt der Leber erlaubt funktionell eine vollstandige
Wiederherstellung nach akuten Lasionen. Chronische Schaden dagegen heilen
nicht so effektiv und die Fibrose ist die am haufigsten auftretende Komplikation
vieler Lebererkrankungen. Das Endstadium ist die Leberzirrhose, an der jéhrlich
etwa 800.000 Menschen sterben (WHO, 2007). Daher fallt der Erforschung der
Ursachen und Pathogenese von Lebererkrankungen eine wichtige Rolle zu.

1.1. Leberfibrose

Die hepatische Fibrose tritt als pathophysiologische Konsequenz einer chronischen
Leberschadigung auf. BekanntermaBen ist die Fibrose Teil eines dynamischen
Prozesses bei dem die extrazellulare Matrix kontinuierlich umverteilt wird. Dies fihrt
zu einer Uberhéhten Akkumulation verschiedener extrazellularer Proteine,
Proteoglycane und Kohlenhydrate (Bataller & Brenner, 2005). Obwohl der Prozess
bisher nicht vollstdndig aufgeklart wurde, konnte gezeigt werden, dass hepatische
Sternzellen, ungeachtet der zugrundeliegenden Atiologie, eine bedeutende Rolle
bei der hepatischen Fibrogenese spielen (Friedman et al., 1985 und 1989;
Gressner & Bachem, 1990).

Die Identifikation der unterschiedlichen fibrogenen Zellpopulationen und die
Charakterisierung der Regulationsmechanismen des Matrixmetabolismus sind
Voraussetzung fir gezielte therapeutische Anséatze. Diese zielen darauf ab,
Inflammation und Synthese der extrazellularen Matrix zu hemmen, indem die
Aktivierung zu einem myofibroblastischen Phanotyp inhibiert bzw. Apoptose
induziert und die Degradation der extrazellularen Matrix erhéht wird.

Aus friheren Studien ist bekannt, dass es im Laufe der Fibrose zu einer Zunahme
der Expression von TIMP (tissue inhibitors of matrix metalloproteinases) kommt,
wohingegen die Expression der Matrixmetalloproteinasen (MMP) nur sehr langsam
ansteigt bzw. stagniert (Iredale et al., 1996). Eine Ausnahme ist die MMP2, deren

Expression wahrend der Fibrogenese stark ansteigt und beim Abbau von



1. Einleitung

extrazellularer Matrix eine Rolle spielt (Benyon & Arthur, 2001). TIMP-1 inhibiert die
Entwicklung einer Fibrose im Tiermodell, wobei wahrscheinlich eine gehemmte
Transformation von hepatischen Sternzellen und die Aktivitait der MMP2 eine
bedeutende Rolle spielt (Parsons et al., 2004).

Auch die selektive Induktion von Apoptose mit Hilfe des Todesliganden TRAIL
(Tumor-necrosis factor related apoptosis inducing ligand), wurde als anti-fibrotische
Behandlung diskutiert (Taimr et al., 2003).

Wright et al. konnten zeigen, dass die pharmakologische Induktion von Apoptose
hepatischer Sternzellen in vivo, eine verklirzte Regeneration der Leberfibrose zur
Folge hatte (Wright et al., 2001).

Diese und weitere Befunde flhrten in den letzten Jahren, hinsichtlich der
Behandlung der Leberfibrose, zu einem verstarkten Interesse an der Regulation der

Apoptose hepatischer Sternzellen.

1.2. Cholestase

Viele Stérungen des hepatobilidren Transports resultieren in der Cholestase, einer
Beeintrachtigung des Gallenflusses und Exkretion von Gallenbestandteilen.
Persistiert die Cholestase Uber einige Monate, so kommt es zur portalen
Hypertonie, Abnahme der Leberfunktion und zur bilidren Fibrose, die in einer
sekundaren bilidren Zirrhose minden kann.

Die Cholestase kann extra- oder intrahepatisch ausgelést werden. Die
extrahepatische Cholestase wird durch Blockade des Gallengangsystems
hervorgerufen, wohingegen die intrahepatische Cholestase durch eine gestérte
Gallensalzsekretion der Hepatozyten verursacht wird.

Ein Kennzeichen der chronisch cholestatischen Lebererkrankung ist die Aktivierung
und Proliferation hepatischer Sternzellen. Einige Gallensduren, wie die
Glycochenodesoxycholsaure (GCDC) kénnen Apoptose von Hepatozyten und
Cholangiozyten auslésen (Jones et al., 1997). Dagegen deuten mehrere Studien
an, dass hepatische Sternzellen resistent gegentber Gallensalz-induzierter
Apoptose sind (Yoon et al., 2002; Svegliati-Baroni et al., 2005; Kim et al., 2006).
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1.3. Die hepatische Sternzelle

Hepatische Sternzellen (HSZ), auch bekannt als Ito-Zellen, Fett-speichernde Zellen
oder perisinusoidale Lipozyten, bilden 5-8% aller Leberzellen und 1,4% des
Lebergewichts. Umgeben von den Endothelzellen der Leber, liegen die HSZ im
perisinusoidalen Disse'schen Raum (Geerts et al., 2001).

Parenchymzellen EE % }E E

Sinusendothelzellen

Kupfferzellen i

Sternzellen

Parenchymzellen | () () () \é O 0 Q ' O

Abbildung 1.1.: Organisation von Leberzellen

Die hepatischen Sternzellen der Leber liegen im Disse’'schen Raum, zwischen den
Endothel- und Parenchymzellen. Die Kupfferzellen gehéren zum retikuloendothelialen
System und adhérieren an die Wand der Sinusoide. Modifiziert nach Keitel.

Die Sternzellen der Leber wurden erstmals im Jahr 1876 von Carl Kupffer
beschrieben (Kupffer, 1876). Wahrend seiner Studien des hepatischen
Nervensystems, entdeckte Kupffer intralobulére sternférmige Zellen, die er mit einer
Gold-Chlorid-Methode anfarben konnte. Da Kupffer diese perisinusoidalen
sternférmigen Zellen als bestimmte Form einer phagozytotischen Endothelzelle
beschrieb, wurden sie erneut im Jahr 1952 von Ito und Menoto als unabhangige
nicht-phagozytierende Zellpopulation mit einzigartigen zytomorphologischen
Charakteristika entdeckt (lto & Nemoto, 1952). Erst 1971 folgerte Kenjiro Wake,
dass es sich bei diesen beiden Zelltypen um ein und dieselbe Zellart handelte
(Wake, 1971).

Das auffallendste strukturelle Merkmal der HSZ sind die Lipidtrépfchen im
Zytoplasma, die Retinoide, Triglyzeride, Cholesterin, und freie Fettsduren enthalten
(Voget et al., 1999). Uber 85% des gesamten Vitamin A-Gehalts im Kérper lagert in
der Leber und 90% der Retinoide der Leber werden in den Lipidtrépfchen der HSZ
gespeichert (Hendriks et al., 1985). Unter physiologischen Bedingungen haben die

Lipidtrépfchen einen Durchmesser von 8 um und tragen so zu fast 21% des
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gesamten HSZ-Volumen bei (Sztark et al., 1986). Struktur, Durchmesser und
Anzahl der Lipidtrépfchen sind abhéngig von der Spezies und der Vitamin A-
Aufnahme.

Durch die starke Expression verschiedener Mikrofilamentbindeln, einschlieBlich
Aktin ~ und Intermediarfilamenten, kénnen HSZ  mittels  spezifischer
Zytoskelettmarker identifiziert werden (Geerts et al., 1990). Hauptséachlich wird die
Expression von alpha smooth muscle actin (aSMA)-Fasern (Ramadori et al., 1990)
und intermedidren Filamenten wie Desmin (Yokoi et al., 1984) und Vimentin (De
Leeuw et al., 1984) zur immunzytochemischen Analyse genutzt. Interessanterweise
exprimieren HSZ eine Reihe von Proteinen neuronaler Herkunft, wie z.B. glial
fibrillary acidic protein (GFAP, Gard et al., 1985), nerve growth factor (NGF,
Cassiman 2001) Synaptophysin (Cassiman et al., 2001), RhoN (Nishi et al., 1999),
Glutaminsynthetase (Bode et al., 1998) und den peripheren Benzodiazepinrezeptor
(PBR, Fischer et al., 2001). Des Weiteren werden HSZ in der Rattenleber stark
innerviert (Shibazaki et al., 1996).

Es gibt Hinweise, dass HSZ vom ha@matopoietischen System abstammen, da sie
Merkmale von Progenitor-/Stammzellen aufweisen, sowie Elemente des
kanonischen Wnt-Signalwegs exprimieren. Darilber hinaus transformieren sie nicht
nur zu Myofibroblasten-artigen Zellen, sondern kénnen auch zu Hepatozyten- und
Endothelzell-artigen Zellen (Kordes et al., 2007 und 2008). Des Weiteren bilden
HSZ tubulédre Strukturen, die in ahnlicher Weise wahrend der Leberregeneration
auftreten (sog. duktuldre Reaktionen) (Kordes et al., 2007). Dies legt den Schluss
nahe, dass HSZ ein bislang unerkanntes Stamm-/Progenitorzellkompartiment der
Leber, mit wesentlicher Funktion bei der Leberregeneration, darstellen.



1. Einleitung

1.4. Transformation hepatischer Sternzellen

HSZ weisen zwei Phanotypen auf: Einen sogenannten ruhenden Phéanotyp, in der
normalen Leber oder wahrend der ersten 48 h nach Isolation in Kultur und den
sogenannten aktivierten Phanotyp, welcher wéhrend einer Leberentziindung und
Fibrose oder bei HSZ auftritt, die langer als 4 Tage auf einer unphysiologischen
Oberflache wie Glas oder Plastik kultiviert wurden (Abbildung 1.2.).

Hepatozyten

A \ ..gt
.n" Hepatische Sternzelle
Y ;
",." Sinusoidales Endothel

f. Kupfferzelle

Lumen mit normalem

o
normale Leber ‘; Blutstromwiderstand
o

chronische
Leberschadigung

eindringender Lymphozyt

abgelagerte Kollagene +
aktivierte hepatische
Sternzellen

apoptotischer Hepatozyt

aktivierte Kupfferzelle

Lumen mit erhdhtem

Fibrose im Blutstromwiderstand

fortgeschrittenem Stadium

Abbildung 1.2. Schematische Darstellung der pathologischen Vorgénge in der Leber
auf Zellebene

(A) Gesunde Leber: Ruhende hepatische Sternzellen (HSZ) enthalten Vitamin A-
Tropfchen. Die niedrige Dichte der Matrix erlaubt eine normale Leberfunktion.

(B) Fibrose: HSZ differenzieren zu Myofibroblasten-ahnlichen Zellen, proliferieren,
produzieren Komponenten der extrazelluldren Matrix (EZM) und verlieren Lipidtrépfchen.
Modifiziert nach Bataller, R. and D.A. Brenner, Liver fibrosis. The Journal of Clinical
Investigation, 2005. 115(2): p. 209-218.

Der ruhende Phénotyp ist charakterisiert durch eine hohe Zahl an Lipidtrépfchen
(Friedman et al., 1985), eine geringe Proliferationsrate, die Expression von GFAP
und das Fehlen von aSMA (Friedman et al., 1993). Im Vergleich dazu wird der
Myofibroblasten-ahnliche aktivierte Zelltyp durch den Verlust von Lipidirépfchen
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(Friedman et al., 1985), eine verstarkte Zellproliferation, die Produktion von
Komponenten der extrazellularen Matrix, den Mangel an GFAP und die Expression
von aSMA charakterisiert (Friedman et al., 1993).

Aktivierte HSZ sind kontraktil und tragen so zur Erhéhung des Portaldrucks bei der
Leberfibrose bei (Rockey et al., 1992). Sie exprimieren sowohl Endothelin-A-, als
auch Endothelin-B-Rezeptoren und werden als Hauptquelle der hepatischen
Endothelin-1-Sekretion in der zirrhotischen Leber angesehen. Endothelin-1 bewirkt
an aktivierten HSZ deren Kontraktion und tragt somit zum erhdhten sinusoidalen
Widerstand in der zirrhotischen Leber bei (Housset et al., 1993; Pinzani et al., 1996;
Reinehr et al., 1998).

HSZ weisen in frihen Kulturen ein migratorisches Potential auf, das durch den
platelet derived growth factor (PDGF) oder die Anwesenheit von Kupfferzellen
induziert wird (Ilkeda et al., 1999). AuBerdem exprimieren HSZ den hepatocyte
growth factor (HGF), TGF (transforming growth factor B), Insulin-like growth factor
1 (IGF 1) und andere Zytokine, um mit anderen benachbarten Zellen zu
kommunizieren. HGF ist mitogen und stimuliert die Proliferation von Hepatozyten
(Matsumoto & Nakamura, 1996). Der IGF 1 wird von beiden, parenchymalen- und
nicht-parenchymalen Zellen synthetisiert und reguliert die HGF-Sekretion von HSZ.
Zusétzlich sezernieren HSZ Komponenten des Plasminogen-Aktivierungs-Systems,
wie das Urokinase-Typ-I-Plasminogen oder den Plasminogen-Aktivator-Inhibitor |
(Leyland et al., 1996) und steuern so zur Blutgerinnung und Wundheilung in der
Leber bei.

1.5. Physiologie der Apoptose

Der Begriff Apoptose stammt aus dem Griechischen und umschreibt das
Herabfallen der Bléatter im Herbst. In der modernen Biologie dagegen steht der
Begriff Apoptose fur den programmierten Zelltod.

Die Apoptose ist fur die Aufrechterhaltung der Leberfunktion essentiell, da sie die
effiziente Entfernung Gberschissiger oder beschéadigter Zellen in einer kontrollierten
Art und Weise gewahrleistet. Gekennzeichnet ist die Apoptose durch bestimmte
Veranderungen der Zellen, wie die Chromatin-Kondensation, die DNS-
Fragmentierung und die Zellschrumpfung mit Ausbildung von membran-
umschlossenen Vesikeln, den so genannten apoptotic bodies. Die Bindung von

Liganden an Rezeptoren der Tumornekrosefaktor (TNF)-Superfamilie resultiert in
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der Initiation des extrinsischen Signalwegs (Typ ), einem der zwei Signalwege der
Apoptose (Ashkenazi & Dixit, 1999; Locksley et al., 2002). Verschiedene Stimuli
wie DNS-Schadigung und der Entzug von Wachstumsfaktoren I6sen den
intrinsischen Signalweg (Typ Il) Uber Aktivierung pro-apoptotischer Mitglieder der
Bcl-2-Familie von Proteinen (z.B. Bax, Bak) aus, die eine mitochondriale
Dysfunktion vermitteln (Green & Reed, 1998). Beide Mechanismen flhren zur
Aktivierung bestimmter Enzyme, den =zelluldaren Cystein-Aspartat-Proteasen
(Caspasen) und den Endonukleasen. Sie spalten Zellstrukturproteine und leiten die

DNS-Kondensation und damit die Fragmentierung des Zellkerns ein.

1.6. Charakterisierung des CD95-Rezeptors (CD95)

Rezeptoren der TNF-Superfamilie, sind in der Lage eine apoptotische
Signalkaskade nach Bindung ihrer Liganden oder spezifischen Antikérpern zu
initiieren (Ashkenazi et al., 1999; Locksley et al., 2001). Bis heute wurden 29
Mitglieder der TNF-Rezeptorfamilie identifiziert. Zu den bekanntesten z&hlen der
CD95-Rezeptor (Fas oder Apo1), der TNFa- und die TRAIL-Rezeptoren 1 und 2,
die sich durch die sogenannte Todesdomane (death domain, DD) auszeichnen. Die
Todesdoméane ist eine stark homologe Region innerhalb der extrazellularen
Domaéne, bestehend aus 1-5 Cystein-reichen Wiederholungen und einer 60-80
Aminosduren groBen zytoplasmatischen Sequenz, die fir die Initierung des
Todessignals notwendig ist.

Die Mitglieder der TNF-Rezeptorfamilie sind Typ [-Transmembranproteine mit
einem C-terminalen intrazellularen Teil, einer membrandurchspannenden Region
und einer extrazellularen N-terminalen Doméane (Abbildung 1.3.). Durch Interaktion
mit der N-terminalen Domé&ne bindet der Rezeptor seine sogenannten
Todesliganden, bei denen es sich hauptséchlich um Typ |lI-Transmembranproteine
der TNF-Familie handelt.

Zytokine aus der TNF-Familie spielen eine wichtige Rolle bei der
Leberregeneration, sind aber auch an der Apoptose von Leberzellen beteiligt (Gaur
& Aggarwal, 2003).

In unstimulierten Hepatozyten wird CD95 nur in geringen Mengen in der
Plasmamembran exprimiert (Bennett et al., 1998; Reinehr et al., 2002; Graf et al.,
2002), wohingegen der groBte Teil im Zytosol, besonders im Golgi-Komplex und im

Trans-Golgi-Netzwerk exprimiert wird (Bennett et al., 1998). Nach einem pro-
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apoptotischen Stimulus translozieren CD95-Vesikel zur Zelloberflache, erhéhen so
die CD95-Expression in der Plasmamembran und initiieren das apoptotische Signal
(Bennett et al., 1998; Sodeman et al., 2000; Reinehr et al., 2002).

Pocaspase-10

aktive Q]lm aktive
Caspase-8/-10 m Caspase-8/-10
Abbildung 1.3: Schematische Darstellung des CD95 death inducing signaling
complex (DISC)
Nach Bindung des CD95L interagiert die death domain (DD) des Adapterproteins FADD

mit der DD des CD95, wahrend die death effector domain (DED) die entsprechende Pro-
Doméne der Initiatorcaspase-8 und/oder-10 bindet.

Pocaspase-10

Pro-Caspase-8/ : Pro-Caspase-8/
|

1.7. Der CD95/CD95L-Signalweg

Die Bindung von agonistischen Antikérpern oder CD95L fuhrt zu einer
Trimerisierung des CD95-Rezeptors, gefolgt von der Rekrutierung des
Adaptermolekils FADD (Fas-associated death domain), einem zytosolischen
Protein mit einer C-terminalen Todesdoméane und einer Todeseffektordomane am
N-Terminus (Wallach et al., 1999). FADD assoziiert durch Interaktion der
Todesdomanen mit CD95, wahrend die Todeseffektordoméne an die
entsprechende Doméne der inaktiven Initiatorcaspasen Pro-Caspase-8 oder -10
bindet. Der so gebildete Komplex wird als death inducing signaling complex (DISC)
bezeichnet. Die Anlagerung und Akkumulation der Pro-Caspase-8 und/oder -10

resultiert durch autoproteolytische Spaltung in einer spontanen Aktivierung der
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Caspase und Initiation der proteolytischen Kaskade (Abbildung 1.3.). Die
Aktivierung der Effektorcaspasen, wie die Caspase-3, -6 und -7 kann auf zwei
verschiedenen Signalwegen erfolgen (Scaffidi et al., 1998; Faubion & Gores, 1999).
In Typ I-Zellen, z.B. Lymphozyten werden groBe Mengen an Caspase-8 am DISC
aktiviert, welche dann direkt, unter Umgehung der Mitochondrien, die Effektor-
Caspase-3 spaltet und damit aktiviert. In Typ lI-Zellen, z.B. Hepatozyten, dagegen
spaltet die Caspase-8 das Protein Bid, wobei das trunkierte Bid (iBid) zu den
Mitochondrien transloziert und dort zum Verlust des mitochondrialen
Membranpotentials und zur Cytochrom c-Freisetzung fiihrt. Diese Cytochrom c-
Freisetzung hat dann die Aktivierung von Effektor-Caspasen, wie Caspase-9 und
schlieBlich die Aktivierung der Caspase-3 zur Folge (Malhi et al., 2006).

1.8. Epidermal growth factor receptor (EGFR)

Die Rezeptoren der meisten Wachstumsfaktoren sind Transmembranproteine, die
eine Tyrosin-spezifische Proteinkinase-Aktivitat aufweisen (Schlessinger & Ullrich
1992).

Der Epidermal growth factor receptor (EGFR) gehért zur Familie der ErbB-
Transmembranrezeptoren, einer Unterfamilie von 4 eng verwandten Rezeptor-
Tyrosinkinasen: EGFR (ErbB-1), HER2/c-neu (ErbB-2), Her-3 (ErbB-3) und Her4
(ErbB-4). Er besteht aus einer extrazellularen Ligandenbindungsdoméne, der
konservierten intrazellularen Tyrosinkinase-Aktivitat und einer Transmembranregion

mit einer hydrophoben Ankersequenz (Abbildung 1.4.) (Schlessinger, 2002).
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Extrazellulardoméane Membran Intrazellulardoméne
Liganden-Bindungsdoméane Tyrosinkinasedomaéne

I | (712-979)

Y-845 Y-1045 Y-1173

Cysteinreiche Doméne

Abbildung 1.4.: Schematischer Aufbau des EGFR

Der EGFR besteht aus jeweils einer transmembranen und einer intrazytoplasmatischen
Tyrosinkinase-Doméane. Wichtige Tyrosinreste des EGFR sind: Y845 (Src-Kinasen
Zielstruktur), Y1045 (Cbl-Bindungsstelle (Internalisierungssignal)) und Y1173 (EGFR-
Autophosphorylierung (EGFR-Tyrosinkinase-Aktivitét)).

Die Bindung eines spezifischen Liganden, wie dem epidermal growth factor (EGF)
an den EGFR induziert innerhalb des Rezeptors Konformationsanderungen, welche
die katalytische Aktivitat der intrinsischen Tyrosinkinase erhéhen. Der EGFR kann
homodimerisieren oder bildet mit anderen Mitgliedern der Rezeptorfamilie
Heterodimere. Die Dimerisierung resultiert in der Autophosphorylierung der
spezifischen Tyrosinreste (1173, 1148, 1086, 1068 und 992) im C-terminalen Ende
der intrazellularen Region des EGFR. Diese Autophosphorylierung l6st dann eine
nachgeschaltete Aktivierung und Signaltransduktion durch andere Proteine aus, die
mit den phosphorylierten Tyrosinresten tber ihre Phosphotyrosin-bindenden src
homology (SH2)-Domaénen assoziieren. Diese Signalproteine initiieren dann weitere
Signaltransduktionselemente, wie den MAPK-Signalweg, und resultieren in DNS-
Synthese und Zellproliferation (Voldborg et al., 1997; Wells, 1999).
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1.9. Gallensauren

Die Gallenflissigkeit ist ein Sekretionsprodukt der Leber, zu dessen Funktionen vor
allem die Fettemulgierung durch Micellenbildung und die Eliminierung bestimmter
kérpereigener oder exogener Substanzen gehort.

Gallensauren gehéren zur Stoffklasse der Steroide und werden in den
Leberparenchymzellen synthetisiert. Aus dem Substrat Cholesterin entstehen die
primaren Gallenséduren Chenodesoxycholsdure und Cholsaure. Vor Exkretion in die
Galle werden unkonjugierte Derivate an der Carboxylgruppe der Seitenkette Uber
eine Amidbindung mit Glycin oder Taurin konjugiert, wodurch die Fahigkeit zur
Micellenbildung erhéht wird. Im Gegensatz zu den unkonjugierten Gallensduren,
die im Colon durch passiven Transport wieder aufgenommen werden, werden Uber
95% der konjugierten Gallensduren im terminalen lleum Uber passive und aktive
Mechanismen wieder rlickresorbiert.

Hydrophobe Gallensauren kénnen in der Leber sowohl nekrotischen als auch
apoptotischen Zelltod auslésen (Schmucker et al., 1990). Eine langfristige
Exposition gegenuber erhéhten Konzentrationen von hydrophoben Gallenséuren,
wie sie bei cholestatischen Leberkrankheiten auftreten, kann eine irreversible
Schadigung und den zirrhotischen Umbau der Leber nach sich ziehen. Hierbei wird
der Apoptose als wesentlicher Mechanismus des Zelluntergangs eine bedeutende
Rolle zugesprochen (Patel et al., 1998).

Zahlreiche in vitro-Untersuchungen haben bislang gezeigt, dass hydrophobe
Gallensalze wie Taurolithocholat-3-Sulfat (TLCS), Taurochenodesoxycholat
(TCDC) oder Glycochendesoxycholat (GCDC) in Hepatozyten Apoptose auslésen
kdnnen (Rodriguez et al., 1999; Graf et al., 2002; Yoon & Gores 2002; Reinehr et
al., 2003a). Dieser Mechanismus erfolgt sowohl CD95- (Faubion et al., 1999;
Reinehr et al., 2003a) als auch TRAIL-vermittelt (Higuchi & Gores, 2003). Das
Gallensalz Taurocholat (TC) hat dagegen keinen Einfluss auf die hepatozellulare
Apoptose (Chieco et al., 1997, Miyoshi et al., 1999; Reinehr et al., 2003a). Das
therapeutisch verwendete Gallensalz Ursodesoxycholat (UDCA), welches mit
Taurin zu Tauroursodesoxycholat (TUDC) konjugiert, hat anti-apoptotische
Eigenschaften (Rodriguez et al.,1998, Benz et al., 2000; Kurz et al., 2000; Reinehr
et al., 2003a).

Bisher ist nicht viel Uber die Wirkung von Gallensalzen auf HSZ bekannt. Im

Vergleich zu ihren Effekten auf Hepatozyten, aktivieren Gallensalze in HSZ
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wahrscheinlich Uber den Erk- und PKC-Signalweg den EGFR und bewirken somit
die Proliferation von HSZ (Svegliati-Baroni et al., 2005).

1.10. Apoptose von hepatischen Sternzellen

Hinsichtlich ihrer bedeutenden Rolle  wahrend der hepatischen
Wundheilungsantwort, sind HSZ zu einem vielversprechenden Angriffsziel
antifibrotischer Therapien geworden. Wéahrend der frhen Fibrose und nach dem
Entzug schadigender Agenzien verfugt die Leber Uber ein hohes
Regenerationspotential. Es ist bis heute aber nicht vollstandig aufgeklart, ob die
Redifferenzierung vom aktivierten in den ruhenden Zustand der HSZ wéhrend der
hepatischen Wundheilung verlauft. Wahrscheinlich spielt der apoptotische Zelltod
eine wichtige Rolle. Die Apoptose von HSZ scheint mit einer verringerten
Expression von TIMP assoziiert zu sein. Daraus resultiert eine erhdhte
Kollagenaseaktivitat und die Resorption extrazellularer Matrix (Iredale et al., 1998).
Des Weiteren wurde beschrieben, dass Liganden des PBR (Fischer et al., 2001),
Gliotoxin (Wright et al., 2001), Cannabinoid-Rezeptor-Agonisten (Siegmund et al.,
2007) und Rapamycin (Elsharkawy et al., 2005) potente Ausléser der Apoptose in
aktivierten HSZ sind. Zusatzlich kdnnen Lipopolysaccharid (LPS)-behandelte
Kupfferzellen bei einer Ko-Kultivierung eine TRAIL- und Caspase-9-abhangige
Apoptose aktivierter HSZ auslésen (Fischer et al., 2002). Eine Apoptose-Induktion
in ruhenden HSZ dagegen wurde noch nicht beschrieben.

Aus verschiedenen Publikationen ist bekannt, dass ruhende und aktivierte HSZ den
CD95-Rezeptor, sowie CD95L exprimieren (Gressner et al., 1998; Gong et al.,
1998; Cariers et al., 2002). Die CD95L-vermittelte Apoptose findet parallel mit der
Aktivierung der HSZ statt. In Kultur-transformierten HSZ tritt die CD95L-vermittelte
Apoptose nur in Anwesenheit von Cycloheximid (CHX) ein (Sato et al., 1995).
Cycloheximid ist ein fungizides Antibiotikum, das als Translationshemmer wirkt
(Bennett et al., 1965). Die Transformation von HSZ zu MFB erhéht die Sensitivitat
gegenuber der CD95L-vermittelten Apoptose, und fihrt zu einem starken Verlust
der Bcl-2 und Bcl-X-Expression (Fischer et al., 2002). Das Verhéaltnis anti-
apoptotischer (Bcl-2, Bcl-X;, Bcl-w, mcl-1) und pro-apoptotischer Proteine (Bax,
Bac, Bcl-Xs, Bad, Bid) der Bcl-2- Familie entscheidet, wie die Zelle auf ein
apoptotisches Signal reagiert. Die CHX-Abhéangigkeit der CD95L-induzierten
Apoptose in transformierten HSZ wird durch die Aktivierung der c-Jun-N-
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terminalen-Kinase (JNK) (Gong et al., 1998) und durch eine Herunterregulation
anti-apoptotischer Proteine, wie z.B. FLIP (FLICE (Caspase-8) inhibitorisches
Protein) (Fulda et al., 2000), erklart.

Obwohl bisher mehrere Mechanismen des Zelltods in aktivierten HSZ identifiziert
wurden, ist wenig Uber die Apoptose-Induktion in ruhenden HSZ bekannt. Diese
Zellen sind auch in Anwesenheit von CHX nahezu resistent gegenlber einer
CD95L-induzierten Apoptose (Gong et al., 1998; Cariers et al., 2002), werden nicht
von LPS-behandelten Kupfferzellen aktiviert (Siegmund et al., 2007) und
durchlaufen keine PBR-Liganden-abhangige Apoptose (Fischer et al., 2001). Im
Gegensatz zu aktivierten HSZ, exprimieren ruhende HSZ nur in geringen Mengen
den PBR (Fischer et al., 2001) und die TRAIL-Rezeptoren 1 und 2 (Fischer et al.,
2002; Taimr et al., 2003), das dem Schutz der ruhenden HSZ vor PBR-Ligand-,
TRAIL-, und LPS-behandelten Kupfferzell-induzierten Zelltod dient.

Eine Gallensaure-bedingte Aktivierung des EGFR konnte in verschiedenen
Zelltypen der Leber, z.B. in Hepatozyten (Qiao et al., 2001; Reinehr et al., 2003a) in
Cholangiozyten (Werneburg et al., 2003) und auch in Kultur-aktivierten HSZ gezeigt
werden (Svegliati-Baroni et al., 2005), wobei aber die zugrundeliegenden
Signalelemente zwischen den Zelltypen variieren. In Hepatozyten induzieren
hydrophobe Gallensalze (TLCS, TCDC, GCDC) iber Aktivierung der sauren
Sphingomyelinase (acidic sphingomyelinase, ASM), Ceramid-Bildung und einer
Aktivierung der NADPH-Oxidase-Untereinheit p47°™* eine schnelle Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) (Fang et al., 2004; Reinehr et al., 2005). ROS-
bedingt kommt es auf der einen Seite zur EGFR-Transaktivierung durch die
Tyrosinkinase Yes, einem Mitglied der Src-Kinase-Familie, und auf der anderen
Seite zur Aktivierung der JNK, welche die Assoziation des EGFR mit dem CD95
vermittelt, der ein Substrat fiur die EGFR-Tyrosinkinase-Aktivitdt ist. Die

232 21 st eine

Phosphorylierung des CD95 an den Positionen Tyr und Tyr
Voraussetzung fir die Translokation des CD95 an die Membran, die DISC-Bildung
(also die Assoziation von FADD und Caspase-8 an den CD95) und die Apoptose in
Hepatozyten (Reinehr et al., 2003b). In Cholangiozyten dagegen induzieren
hydrophobe Gallensalze durch eine c-Src-vermittelte  Aktivierung  der
Matrixmetalloproteinasen (MMP) eine Abspaltung von TGFa, das dann zu einer
Liganden-abhangigen Aktivierung des EGFR fihrt (Werneburg et al., 2003).

Wahrend in Hepatozyten Gallensalze Apoptose auslésen, induzieren Gallensalze in
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aktivierten HSZ Zellproliferation Uber Aktivierung des EGFR (Svegliati-Baroni et al.,
2005). Der detaillierte Mechanismus der Gallensalz-induzierten EGFR-Aktivierung

in HSZ ist bis heute aber noch nicht aufgeklart.
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1.11. Fragestellung und Zielsetzung

Die Proliferation hepatischer Sternzellen (HSZ) ist ein Schllsselereignis in der
Entwicklung der Leberfibrose. Bei vielen Erkrankungen der Leber sind HSZ
inflammatorischen Zytokinen, reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und Gallensalzen
ausgesetzt. Wenngleich bekannt ist, dass inflammatorische Zytokine und ROS die
Proliferation von HSZ beglnstigen, ist wenig Uber die Wirkung von CD95 (Fas)-
Ligand und Gallensalze auf die Proliferation und Apoptose in ruhenden HSZ
bekannt.

Ziel dieser Arbeit war es daher,
(1) die molekularen Mechanismen der CD95-Aktivierung in hepatischen
Sternzellen aufzuklaren,
(2) die zugrundeliegenden Mechanismen der Gallensalz-induzierten EGFR-
Aktivierung zu identifizieren
(3) und eine mdogliche Verbindung der Signalelemente zwischen
Zellproliferation und Zelltod in ruhenden HSZ aufzuzeigen.

Als Modellsysteme wurde die CD95 Ligand-induzierte Apoptose und die Stimulation
mit den pro-apoptotischen Gallensalzen TLCS, TCDC und GCDC, sowie dem
neutralen Gallensalz TC und dem anti-apoptotischen Gallensalz TUDC in isolierten
und kultivierten HSZ und Parenchymzellen der Ratte gewahlt.
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2. Materialien und Methoden

2.1. Zellpraparationen

2.1.1. Isolierung und Kultivierung hepatischer Sternzellen der Leber
Hepatische Sternzellen (HSZ) von 14-18 Monate alten mannlichen Wistar-Ratten
(Gewicht >500 g) wurden mit Hilfe der Pronase-Kollagenase-Perfusionsmethode
unter Verwendung einer Dichtegradientenzentrifugation isoliert (Knook et al., 1982,
Schéfer et al., 1987).

Die Reinheit lag bei >98%, die Ausbeute bei 20-50 x 10° Zellen/Leber. Die Zellen
wurden bei 37°C, 5% CO, und 90% relativer Luftfeuchtigkeit auf
Plastikkulturschalen (@ 6 cm, Greiner, Heidelberg, Deutschland) in einer Dichte von
2x10° Zellen/Kulturschale kultiviert, um eine Transformation in Myofibroblasten-
artige Zellen zu ermdglichen. Dulbeccos's Modified Eagle's Medium (DMEM)
(13 mmol/l Glukose, 4 mmol/l Glutamin) angereichert mit 10% FCS, 100 U/ml
Penicillin und 0,1 mg/ml Streptomycin wurde fir die Kultivierung verwendet. Der
erste Mediumwechsel erfolgte am Tag 1 (1. Tag nach Isolierung und Aussaat) und
darauffolgend alle 2-3 Tage. Vor Stimulationen wurden die Zellen Gber Nacht in
Serum-armen Medium (1% FCS) kultiviert.

2.1.2. Isolierung und Kultivierung von Leberparenchymzellen

Parenchymzellen (Hepatozyten) der Leber wurden aus 4-6 Wochen alten
mannlichen Wistar-Ratten mittels Kollagenase-Perfusion isoliert (Meijer et al.,
1975).

1x10° Zellen wurden auf Kollagen-beschichteten Zellkulturschalen (& 6 cm)
ausplattiert und zunachst 3 h bei 37°C, 5% CO, und 90% relativer Luftfeuchtigkeit
in Krebs-Henseleit-Puffer mit 6 mmol/l Glukose kultiviert. AnschlieBend wurden die
Zellen gewaschen und mit Williams E Medium (2 mmol/l Glutamin, 100 U/ml
Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin, 0,1 umol/I Insulin, 0,1 umol/l Dexamethason und
5% FCS) fur 24 h kultiviert. Die Vitalitdt wurde durch Trypanblau-Farbung bestimmt
und betrug stets mehr als 95%. Versuche wurden im Anschluss an die 24-stiindige

Kultivierung durchgefahrt.
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2.1.3. Medien und Lésungen in der Zellkultur
Dulbecco s modified Eagle’s Medium
4 mmol/I Glutamin
13 mmol/I Glukose
10% FCS
100 U/ml Penicillin / 0,1 mg/ml Streptomycin

Williams E Medium
2 mmol/L Glutamin
100 U/ml Penicillin / 0,1 mg/ml Streptomycin
0,1 umol/L Dexamethason
0,1 umol/L Insulin
5% FCS

Nycodenz (pH 7,3)
287 g/L Nycodenz

370 mg/ml KCI

210 mg/ml MgCl; - 6 H20

70 mg/ml MgSQy, - 7 H20

150 mg/ml NazHPO4 - 2 H,O

30 mg/ml KH2PO4

1090 mg/ml Glukose

227 mg/ml NaHCOg3

225 mg/ml CaCl, - 2 H20 gelést nach pH-Einstellung zugeben

Krebs-Henseleit-Puffer
92 mM NaCl
20 mM NaHCO3;
4,72 mM KCI
0,944 mM MgCl; - 6 H.0O
0,984 mM NayPO4 - HO
0,96 mM NaxSO4
1 mM CaCl, - 2 H>O
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2.2. Proteinanalytische Methoden

2.2.1. Aufarbeitung der Zellen

Zellen fir die Proteinanalytik wurden nach Abschluss der Stimulationen vorsichtig
mit eisgeklhltem PBS-Puffer gewaschen und mit Lysis-Puffer auf Eis lysiert. Nach
Sedimentation (Eppendorf Tischzentrifuge, 8000 rpm, 5 min, 4°C) wurden die
Uberstande bis zur Analyse bei —20°C gelagert.

2.2.2. Proteinmengenbestimmung

Die Bestimmung des Proteingehaltes erfolgte nach der Methode von Bradford
(Bradford, 1976). Der Nachweis beruht auf einer Reaktion des Trimethylmethan-
Farbstoffes Coomassie Brilliant Blau G-250 mit basischen Aminos&uren, wodurch
sich das Absorptionsmaximum von 465 nm auf 595 nm verschiebt.

Die Proteinprobe wurde im Verhaltnis 1:100 mit Bradford Reagenz (Bio-Rad-
Protein-Assay, Bio-Rad, Minchen, Deutschland) vermischt und der Proteingehalt
bei einer Wellenlange von 595 nm mit Hilfe eines ELISA-Reader bestimmt.

2.2.3. Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Proteinproben wurden mit 2x Auftragspuffer versetzt, 3 min bei 95°C
denaturiert und dann in Anwesenheit von Natriumdodecylsulfat (SDS) nach ihrem
Molekulargewicht elektrophoretisch aufgetrennt. Dies erfolgte in einem
diskontinuierlichen Puffersystem nach dem Prinzip von Laemmli (Laemmli, 1970)
und wurde mit Hilfe eines 8-12%igen Acrylamidgels durchgefihrt. Die
Elektrophorese erfolgte bei 240 mA bis zu 3,5 h.

2.2.4. Protein-Transfer

Nach Abschluss der Polyacrylamidgelelektrophorese wurden die aufgetrennten
Proteine durch einen Elektronentransfer auf eine Nitrozellulose-Transfer-Membran
Ubertragen. Der Proteintransfer erfolgte mittels einer ,Hofer semi dry transfer
Kammer® (Amersham Biotech, GroBbritannien) fir bis zu 2,5 h bei einer
Stromstarke von 1,25 mA/cm? Membranflache. Zur Kontrolle der Transferqualitat
wurden die Membranen mit Ponceau-Rot-Farbelésung inkubiert und anschlieBend
mit TBS-T gewaschen.
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2.2.5. Western Blot-Hybridisierung und Detektion

Nach dem Proteintransfer wurde die Membran unter Schitteln fir 1 h bei RT in 5%
BSA oder Milchpulver abgeséattigt und anschlieBend mit dem in BSA oder
Milchpulver verdlinnten primaren Antikdrper Uber Nacht bei 4°C unter Schutteln
inkubiert. Nach wiederholtem Waschen der Membran mit TBS-T wurde sie mit
einem Meerrettich-Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikérper (1:10.000) far 2 h
bei RT inkubiert. Die nicht gebundenen Antikérper wurden danach durch
mehrmaliges Waschen mit TBS-T entfernt. Die Detektion der Antikérperkonjugate
erfolgte mit Hilfe des ECL-Systems (Amersham Biotech, GroBbritannien). Eine
quantitative densitometrische Auswertung erfolgte mittels Lablmage Software auf
einem Standard-PC-System.

2.2.6. Imnmunprazipitation

Die Immunprazipitation ist eine Methode zur Isolation von distinkten Proteinen aus
dem Zelllysat mittels im Uberschuss eingesetzter spezifischer Antikdrper. Auch der
Nachweis geringer Konzentrationen eines Proteins ist so mdéglich und stérende
Signale anderer Proteine kénnen dadurch reduziert werden. Um das an den
Antikérper gebundene Zielprotein zu selektieren macht man sich den Eigenschaften
von Protein A und G zu Nutze. Diese sind Bestandteil der Zellwand von
Staphylococcus aureus bzw. Streptococcus und binden mit hoher Affinitat an die
Fc-Region der Immunglobuline durch Interaktion mit der schweren Kette. Fir die
Immunprazipitation sind Protein A und G jeweils an Sepharose-Kigelchen
gebunden, so dass sie mit den spezifisch gebundenen Proteinen durch
Zentrifugation abgetrennt werden kénnen.

Die Herstellung des Zelllysats wurde wie unter 2.2.1. beschrieben durchgefihrt.
Gleiche Proteinmengen wurden auf identische Probenvolumina erganzt, mit den
entsprechenden Antikérpern und Agarose A/G+ vesetzt und dann Uber Nacht bei
4°C auf einem Drehrad inkubiert. Das ausgefallte Protein wurde anschlieBend
durch mehrmaliges vorsichtiges Waschen mit Lysispuffer und anschlieBender
Zentrifugation fur 3 min bei 5.000 g aufgereinigt. Das gewonnene Prazipitat wurde
daraufhin mit Auftragspuffer versetzt und fir 3 min bei 95°C erhitzt. Die Detektion
erfolgte mit Hilfe der Western Blot-Analyse.
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2.2.7. Antikorper und Lésungen zur Proteinanalytik

Tab. 2.1. Antikorper zur Proteinanalytik

rabbit anti-p47°"

Santa Cruz Biotechnology, CA, USA
Upstate Biotechnology, CA, USA

rabbit anti-gp91" (Nox 2)

Santa Cruz Biotechnology, CA, USA

mouse anti-a-SMA

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

mouse anti-Caspase-8

Santa Cruz Biotechnology, CA, USA

rabbit anti-DUOX1/2

Prof. Dr. C. Dupuy, INSERM, Fakultat fur
Pharmazie, Universitat Paris, Frankreich

rabbit anti-CD95

Santa Cruz Biotechnology, CA, USA

rabbit anti-EGFR

Upstate Biotechnology, CA, USA

rabbit anti-Phospho-EGFR-Y%*

BioSource Int., Camarillo, CA, USA

rabbit anti-Phospho-EGFR-Y'**

Cell Signalling, Beverly, MA, USA

rabbit anti-Phospho-EGFR-Y''"

BioSource Int., Camarillo, CA, USA

rabbit anti-Erk-1/-2

Cell Signalling, Beverly, MA, USA

mouse anti-Phospho-Erk-1/-2

Cell Signalling, Beverly, MA, USA

rabbit anti-FADD

Santa Cruz Biotechnology, CA, USA

rabbit anti-Fyn

Upstate Biotechnology, CA, USA

mouse anti-GAPDH

BD Pharmingen, San Diego, CA, USA

mouse anti-GFAP

Chemicon, Hampshire, UK

mouse anti-JNK-1/2

Cell Signalling, Beverly, MA, USA

rabbit anti-Phosho-dNK-1/2

BioSource Int., Camarillo, CA, USA

rabbit anti-MMP2

Santa Cruz Biotechnology, CA, USA

rabbit anti-MMP9

Santa Cruz Biotechnology, CA, USA

mouse anti-MMP13

Chemicon, Hampshire, UK

mouse anti-3"-Nitrotyrosin (Klon 1A6)

Calbiochem, Darmstadt, Deutschland

rabbit anti-p38"F*

Santa Cruz Biotechnology, CA, USA

rabbit anti-Phosho-p38"7¥

BioSource Int., Camarillo, CA, USA

mouse anti-Phospho-Src-Y*'®

Calbiochem, Darmstadt, Deutschland

rabbit anti-Phospho-Src family-Y*'®

Cell Signalling, Beverly, MA, USA

mouse anti-Phospho-Serin (Klon 16B4)

Biomol, Hamburg, Deutschland

mouse anti-Phospho-Tyrosin

Upstate Biotechnology, CA, USA

rabbit anti-Yes

Upstate Biotechnology, CA, USA

mouse anti-y-Tubulin

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Meerettich-konj. Mouse IgG

Bio-Rad, Herkules, USA

Meerettich-konj. rabbit IgG

Bio-Rad, Herkules, USA
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Lysispuffer
20 mM Tris pH 7,4
140 mM Natriumchlorid
10 mM Natriumfluorid
10 mM Natrium-Pyrophosphat
1% Triton X-100
1 mM EDTA
1 mMEGTA
1 mM Natrium-Vanadat
20 mM B-Glycerolphosphat
20 Tabl./L Proteaseinhibitor (CompleteTM, Boehringer)

Auftragspuffer (2x)
220 mM Tris/HCI pH 6,8
9% SDS
40% Glyzerin
0,125% Bromphenolblau
1 MDTT

Sammelgelpuffer
1 M Tris/HCI pH 6,8

Trenngelpuffer
1,5 M Tris/HCI pH 8,8

Polyacrylamid/SDS Sammelgel (5 ml)
3,4 ml H.O
0,83 ml 30% Acrylamid/Bisacrylamid 29:1
0,63 ml Sammelgelpuffer
0,05 ml 10% SDS
0,05 ml 10% Ammoniumpersulfat
0,005 ml TEMED
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10% Polyacrylamid/SDS Trenngel (25 ml)
9,9 ml H>O
8,3 ml 30% Acrylamid/Bisacrylamid 29:1
6,3 ml Trenngelpuffer
0,25 ml 10% SDS
0,25 ml 10% Ammoniumpersulfat
0,01 ml TEMED

Elektrophoresepuffer
5 g/L SDS
15,1 g/L Tris
95 g/L Glyzin

Transferpuffer
40 mM SDS
10 mM Gilyzin
10 mM Tris
25% Methanol

Tris buffered saline with Tween (TBS-T)
20 mM Tris pH 7,4
150 mM Natriumchlorid
0,1% Tween 20

Als Lésungsmittel diente vollentsalztes oder destilliertes Wasser (NANOPure).
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2.3. Molekularbiologische Methoden

2.3.1. Nachweis der mRNA-Expression mittels RT-PCR

Die semiquantitative RT-PCR (reverse transcription polymerase chain reaction)
erlaubt den Nachweis der Genexpression auf mRNA Ebene. Gesamt-RNA wurde
mittels peqGold TriFast Kit (pegLab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland)
nach einmaligem Waschen der Zellen mit PBS isoliert. Eine Quantifizierung erfolgte
durch UV-Spekiroskopie (Eppendorf Biophotometer, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland). Die cDNS konnte aus 1 ug Gesamt-mRNA pro Reaktionsansatz mit
Hilfe des RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas GmbH,
St. Leon-Rot, Deutschland) umgewandelt werden.

Alle Primer wurden in einer Endkonzentration von 200 nmol/L bei 5 ul Template-
cDNS fir ein Gesamtreaktionsvolumen von 25 pl verwendet. Die Amplifikation der
DNS erfolgte in einem Thermocycler nach einem Standard-PCR-Programm. Nach
Amplifikation wurden die PCR-Produkte mit Hilfe eines 2%igen Agarosegels durch
Elektrophorese und anschlieBender Ethidiumbromidfarbung analysiert. Die PCR
Produkte wurden dann aus dem Gel isoliert (Wizard SV Gel and PCR Clean-Up
System, Promega, Madison, WI, USA) und ansequenziert (GATC-Biotech,
Konstanz, Deutschland).

2.3.2. Verwendete Primer und Losungen fiir molekularbiologische Methoden
Tab. 2.2.: Primer

MMP2 sense-5"-GGACAGTGACACCACGTGAC-3’
antisense-5-GTATCCTCGCTCCAGAGTGC-3’
MMP9 sense-5-AAATGTGGGTGTACACAGGC-3’
antisense-5-TTCACCCGGTTGTGGAAACT-3’
MMP13 sense-5-GCCATTACTAGTCTCCGAGGA-3’
antisense-5"-GGAATTTGTTGGCATGACTCTCAC-3’
B-Aktin sense-5-GCCCTAGACTTCGAGCAAGA-3’
antisense-5-CAGTGAGGCCAGGATAGAGC-3’

TBE-Puffer (5x)
54 g/L Tris bas.
27,5 g/L Borsaure
3,72 g/L EDTA
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2.4. Immunzytochemische Methoden

2.4.1. Farbeprotokoll

Fir die Immunzytochemie wurden HSZ auf Glas-Cover Slips (d 12 mm, Menzel-
Glaser, Braunschweig, Deutschland) in einer Dichte von 0,025x10° Zellen/Cover
Slip ausgesat. Nach einem Waschschritt mit PBS wurde die Zellen mit
Paraformaldehyd oder Zamboni fir 10 min bei RT (CD95, GFAP, aSMA) oder mit
Methanol 2 min bei -20°C (MMP2, MMP9, MMP13, DUOX1/2, gp91°"* p47°"*)
fixiert. Mit Paraformaldehyd fixierte Zellen wurden darauffolgend 2 min bei 4°C mit
0,1% Triton X-100 in PBS permeabilisiert. Nach erneutem Waschen wurden
unspezifische Bindungen durch Blockierung mittels 1% BSA (w/v) in PBS
abgesattigt. Es folgte die Inkubation mit den jeweiligen Priméarantikérpern (1:100-
1:500 in PBS) fur 2 h bei RT. Nach mehrmaligem Waschen der Zellen wurden
diese mit einem FITC- bzw. Cy-3-gekoppelten Sekundarantikérper (1:100 bzw.
1:500) fur weitere 60 min inkubiert. Nach einem erneuten Waschschritt wurden die
Zellen in Vectashield Mounting Medium mit DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol,
Vector Laboratories, Burlingame, USA), zur Anférbung der Zellkerne, eingedeckt.
Die mikroskopischen Untersuchungen wurden mit Hilfe eines Laserscanning-
Mikroskops (LSM 510, Zeiss, Jena, Deutschland) und der Software LSM 5 Image
der Firma Zeiss durchgefihrt.
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2.4.2. Antikorper und Lésungen fiir die Inmunzytochemie

Tab. 2.3.: Antikérper fir die Inmunzytochemie

rabbit anti-p47°"

Santa Cruz Biotechnology, CA, USA

rabbit anti-gp91P"* (Nox 2)

Santa Cruz Biotechnology, CA, USA

mouse anti-a-SMA

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

rabbit anti-DUOX-1/2

Prof. Dr. C. Dupuy, INSERM, Fakult&t

fur Pharmazie, Universitat Paris, Frankreich

rabbit anti-CD95

Santa Cruz Biotechnology, CA, USA

mouse anti-GFAP

Chemicon, Hampshire, UK

rabbit anti-MMP2

Santa Cruz Biotechnology, CA, USA

rabbit anti-MMP9

Santa Cruz Biotechnology, CA, USA

mouse anti-MMP13

Chemicon, Hampshire, UK

Cy-3 konj. goat anti-rabbit

Dianova, Hamburg, Deutschland

FITC konj. rabbit anti-mouse

Dako, Hamburg, Deutschland

Phosphat buffered saline (PBS)
137 mM Natriumchlorid

2,7 mM Kaliumchlorid

10 mM NaH2P04
1,8 mM KH2P04

Paraformaldehyd 4% (w/v)
45 ml H>O auf 60 °C erhitzen
2 g PFA + 1 Tropfen NaOH (1 M) zugeben, filtrieren

5ml 10 x PBS

mit H>O auf 50 ml auffillen

Zamboni

4% Paraformaldehyd

15% gesattigte Pikrinsédure

in0,1 M PBS
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2.5. Proliferationstest mittels BrdU-ELISA

Der BrdU-ELISA ist ein nichtradioaktiver Test, bei dem die Proliferation der Zellen
Uber den Einbau von 5-Bromo-2’-desoxy-Uridin (BrdU) in die zelluldare DNS
bestimmt wird. Die Zellen wurden nach Inkubation mit BrdU lysiert und fixiert. Uber
Antikdrperbindung an BrdU und anschlieBendem Tetramethylbenzidin (TMB)-
Substratumsatz wurde die Menge an eingebautem BrdU im ELISA-Reader bei
450 nm ermittelt. Die Durchfihrung erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers

(Roche, Mannheim, Deutschland).

2.6. Apoptosequantifizierung mittels TUNEL-Markierung

Ein Kennzeichen der Apoptose ist die DNS-Fragmentierung. Durch DNS-Spaltung
in der internukleosomalen  DNS-Linker-Region entstehen einzel- und
doppelstrangige DNS-Briiche. Beide Typen von DNS-Briichen kdnnen durch
Bindung von modifizierten Nukleotiden (z.B. Fluorescein-dUTP) an die freien 3’-OH-
Gruppen in einer enzymatischen Reaktion markiert werden. Die terminale
Desoxynukleotidyl-Transferase (TdT) katalysiert die Template-unabhangige
Polymerisation der Desoxyribonukleotide der 3’-Enden der DNS. Diese Methode
wird als TUNEL (TdT-mediated dUTP-X nick end labeling) bezeichnet. Die
Durchftihrung erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers (Roche, Mannheim,
Deutschland).

Der Anteil an apoptotischen Zellen wurde unter einem Laserscanning-Mikroskop
(LSM 510, Zeiss, Jena, Deutschland) ermittelt, indem TUNEL-positive Zellen ins
Verhéltnis zur Gesamtzahl der Zellen gesetzt wurden. Es wurden jeweils
mindestens 100 Zellen pro Ansatz ausgezahilt.

2.7. EGF-ELISA

Uber Antikérperbindung an EGF und anschlieBendem TMB-Substratumsatz wurde
die Menge an abgegebenen EGF mit Hilfe eines ELISA-Readers bei einer
Wellenldange von 450 nm ermittelt. Die Durchfiihrung erfolgte nach dem Protokoll

des Herstellers (R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland).
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2.8. Messung reaktiver Sauerstoffspezies mittels CM-H.DCFDA
5’-(und-6")-Chlormethyl-2',7'-dichlordihydrofluorescein-diacetat (CM-H.DCFDA) ist
ein zellmembran-permeabler Indikator flir reaktive Sauerstoffspezies (ROS). Da
Acetylesterderivate von Fluoreszenzfarbstoffen lipophile Moleklle darstellen,
kénnen diese die Zellwand passieren. Innerhalb der Zelle wird CM-H.DCFDA durch
zelleigene Esterasen hydrolysiert, so dass ein geladenes MolekUl entsteht, welches
nicht mehr in der Lage ist, die Zellwand erneut zu permeieren. Durch Oxidation
innerhalb der Zelle wird das stark fluoreszierende Oxidationsprodukt DCF gebildet,
dessen Fluoreszenzemission bei Anregung unter Licht der Wellenldnge 488 nm
zwischen 515 und 565 nm gemessen werden kann.

Die Zellen wurden mit 5 umol/L CM-H,DCFDA in PBS 30 min bei 37°C inkubiert.
Nach der Stimulation der CM-H.DCFDA-beladenen Zellen wurden sie mit
eisgeklhltem PBS gewaschen und in 0,1% Triton X-100 lysiert. Das Lysat wurde
daraufhin bei 10.000 g und 4°C fir 1 min zentrifugiert und die Emission des
Uberstand nach Anregung bei 488 nm mittels eines Lumineszensspektrometers
(LS-5B, Perkin-Elmer, Wellesley, MA, USA) bestimmt.

2.9. Statistische Methoden

Die Daten sind als Mittelwerte = SEM (Standardabweichung des Mittelwerts)
angegeben. Jedes Experiment wurde mit mindestens 3 verschiedenen
unabhéngigen Ansatzen durchgefliihrt (n = Anzahl der Anséatze). Die Signifikanz
wurde mittels Student t-Test berechnet. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von o = 5 %

mit p<0.05 wurde als statistisch signifikant angenommen.
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2.10. Inhibitoren

3-Amino-1,2,4-Triazol

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

6-Propyl-2-Thiouracil

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

AG1478 Calbiochem, Darmstadt, Deutschland
Apozynin Calbiochem, Darmstadt, Deutschland
AY9944 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Chelerythrin Calbiochem, Darmstadt, Deutschland
Cycloheximid Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Desipramin Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Diphenyliodonium (DPI)

Biomol, Hamburg, Deutschland

GM6001 (Galardin)

Calbiochem, Darmstadt, Deutschland

L-JNKI-1 Alexis, Griinberg, Deutschland
L-NMMA Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Methimazol Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

MMP2-Inhibitor

(Cis-9-Octadecenoyl-N-Hydroxylamid)

Calbiochem, Darmstadt, Deutschland

MMP2/9-Inhibitor

(2R-2[(4-Biphenylylsufonyl)-amino]-3-

Phenylpropionséure)

Calbiochem, Darmstadt, Deutschland

N-Acetylcystein (NAC)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

PD090859 Calbiochem, Darmstadt, Deutschland
PKCC-Pseudosubstrat Calbiochem, Darmstadt, Deutschland
PP-2 Calbiochem, Darmstadt, Deutschland
SU6656 Calbiochem, Darmstadt, Deutschland

2.11. Reagenzien

30% Acrylamid/Bisacrylamid 29:1
Agarose

All Blue Protein Marker
Bradford-Assay

Bio-Rad Protein Assay
Bromphenolblau

Cell proliferation ELISA, BrdU
CD95L

CM-H,DCFDA

AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Biozym, Oldendorf, Deutschland
Bio-Rad, Muinchen, Deutschland
Bio-Rad, Miinchen, Deutschland
Bio-Rad, Minchen, Deutschland
Bio-Rad, Minchen, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Alexis, Grlinberg, Deutschland
Molecular Probes, Eugene, USA
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Complete Proteaseinhibitor Cocktail

Dulbecco’s modified Eagle’s medium

EGF-ELISA
Enhanced Chemiluminescent Substrate

Ethidiumbromid
Fotales Kalberserum (FCS)

Heparin
Hyperfilm ECL

Insulin
Ketavet
Kollagenase H

L-Glutamin

Low Range DNA Ladder
Nycodenz
Paraformaldehyd

2x PCR Master Mix
Penicillin / Streptomycin
peqGold TriFast Kit

Pronase

RevertAid H Minus First Strand cDNA
Synthesis Kit

Rinderserumalbumin (BSA)

RNEasy RNA Extraction Kit

Rompun

TLCS

TUNEL Kit

Vectashield Mounting Medium mit DAPI
William’s E Medium

Nicht aufgefiihrte Chemikalien

Roche, Mannheim, Deutschland

Gibco Life Technologies, Karlsruhe,
Deutschland

R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland
GE Healthcare, Braunschweig,
Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Gibco Life Technologies, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
GE Healthcare, Braunschweig,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Pharmacia, Erlangen, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland

Gibco Life Technologies, Karlsruhe,
Deutschland

Fermentas, St Leon-Roth, Deutschland
Axis-Shield, Oslo, Norwegen

Merck, Darmstadt, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Roth, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland

peglLab Biotechnologie, Erlangen,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Roth, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Bayer, Leverkusen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA
Gibco Life Technologies, Karlsruhe,

Deutschland

wurden von Sigma-Aldrich, Taufkirchen,

Deutschland, in der jeweils h6chst méglichen Qualitét bezogen.
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3. Ergebnisse
3.1. CD9Y5 Ligand-abhéangige Signaltransduktion
Der erste Teil dieser Dissertation beschaftigt sich mit den durch CD95L induzierten

Signalwegen in ruhenden, sowie aktivierten Sternzellen der Ratte.

3.1.1. Charakterisierung hepatischer Sternzellen

HSZ wurden aus der Leber ménnlicher Ratten isoliert und 1-2 Tage kultiviert.
Unter diesen Bedingungen waren noch Vitamin A-speichernde Fetttropfchen
sichtbar und die Zellen exprimierten GFAP (Abbildung 3.1.) und Desmin (nicht
gezeigt) (Yokoi et al., 1984), jedoch kein aSMA (Abbildung 3.1.) (Friedman et al.,
1993). Dies entsprach dem ruhenden Phanotyp. Nach 7-14 Tagen Kultivierung
konnte ein Verlust an Lipidtrdpfchen und eine starke Expression von aSMA
beobachtet werden (Abbildung 3.1.), das den aktivierten Phanotyp der HSZ
entsprechend ihrer Transformation zu Myofibroblasten anzeigte (Rockey et al.,

1993; Reinehr et al., 1998; Friedman 2000).

A Kultivierungsdauer
2 Tage 7 Tage

GFAP

aSMA

Abbildung 3.1.: Expression von aSMA und
GFAP in kultivierten HSZ

HSZ wurden entsprechend des im Methodenteil

B Kultivierungsdauer erlauterten Protokolls isoliert und kultiviert. Die
1 2 4 7 14 Tage Expression von aSMA nahm wahrend der
— GEAP Kultivierungsdauer zu, wohingegen die Expression

von GFAP im Laufe der Transformation abnahm.
v ——  SMA (A; ICC, n=3; MaBstabsbalken 10 pM, n=3; B;
Western Blot, n=3, GAPDH diente als

- asewesew CAPDH Beladungskontrolle).
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3.1.2. CD95L-induzierte Aktivierung des EGFR in ruhenden HSZ

Mit Hilfe immunzytochemischer Farbungen an permeabilisierten HSZ konnte in
ruhenden, sowie aktivierten HSZ eine starke Expression von CD95 detektiert
werden (Abbildung 3.2.) (Gressner et al., 1998; Gong et al., 1998; Cariers et al.,
2002). Immunzytochemische Farbungen an nicht-permeabilisierten Zellen zeigten
hingegen keine Expression von CD95 (nicht gezeigt) (Cariers et al., 2002), sodass
eine eindeutige Lokalisation des Rezeptors in der Membran ausgeschlossen
werden konnte. Wahrend der Aktivierung zu einem Myofibroblasten-artigen
Phanotyp kam es zu einer deutlichen Zunahme der CD95-Expression (Abbildung
3.2.).

A B

Kultivierungsdauer
1 2 4 7 9 11 14 Tage

" T e e e =y wy  CD95

5 SEEaEe>  GAPDH

Abbildung 3.2.: CD95-Expression in
kultivierten HSZ (Reinehr et al., 2008)
Bereits ruhende HSZ exprimieren CD95,

HSZ 2 Tage

wobei die Expression wahrend der
Kultivierung zunimmt (A; ICC, n=3;
MaBstabsbalken 10 pM; B; WB, n=3,
GAPDH diente als Beladungskontrolle).

HSZ 14 Tage

In Anwesenheit von Cycloheximid, einem Translationshemmer, I6ste CD95L in 7
und 14 Tage alten kultivierten HSZ, nicht jedoch in ruhenden HSZ,
konzentrationsabhangig, Apoptose aus. (Abbildung 3.3.) (Gong et al., 1998;
Cariers et al., 2002).
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Abbildung 3.3.: Apoptose-Induktion in kultivierten HSZ (Reinehr et al., 2008)
In Anwesenheit von Cycloheximid (CHX, 0,5 umol/L) I6ste CD95L in 7 (A) und 14 Tage (m)
alten kultivierten HSZ, nicht jedoch in ruhenden HSZ (e), Apoptose aus (n=3).

Interessanterweise l6ste CD95L in ruhenden HSZ auch innerhalb von 5 min eine
Aktivierung des EGFR aus (Abbildung 3.4.).

Tyr®*® des EGFR ist bekannt als Src-Phosphorylierungs-Seite (Biscardi et al.,
1999), wohingegen Tyr''”® die Autophosphorylierung (Poppleton et al., 1999) und
Aktivierung des EGFR anzeigt. Durch Stimulation mit CD95L konnte auch in
ruhenden HSZ gezeigt werden, dass der EGFR durch Phosphorylierung am
Tyrosinrest 845 eine Tyrosinkinase-Aktivitat erhélt und sich selbst phosphorylieren
kann. Dies konnte durch die Zunahme der Tyr''"*-Phosphorylierung am
C-Terminus des EGFR gemessen werden. Gleichzeitig kam es zu einer
Phosphorylierung des Tyrosinrest 1045 (Abbildung 3.4.). Diese ist bekannt als Cbl-
Bindungsstelle, welche die EGFR-Internalisierung nach EGF-Stimulation vermittelt
(Levkowitz et al, 1998; De Melker et al., 2001; Soubeyran et al. 2002).
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Abbildung 3.4.: Phosphorylierung des EGFR in ruhenden HSZ durch Todesrezeptor-
Liganden (Reinehr et al., 2008)

HSZ wurden 48 h kultiviert und dann 30 min mit CD95L (100 ng/ml), TNFa (10 ng/ml oder
1 pg/ml), TRAIL (100 ng/ml) oder EGF (50 ng/ml) stimuliert. GM6001 (25 umol/L), ein
Inhibitor der Matrixmetalloproteinasen und der neutralisierende anti-EGF-Antikdrper (10
pg/ml) wurden 16 h bzw. 2 h, vor CD95L-Stimulation zugegeben. Die Phosphorylierung
der EGFR-Tyrosinreste Y**, Y'* und Y''”® wurde mittels Western Blot analysiert (A; n=3,
B; n=3). Gesamt-EGFR diente als Beladungskontrolle. CD95L, TNFa und TRAIL
der

induzierten eine EGFR-Tyrosinphosphorylierung, welche sensitiv gegenlber

Hemmung der MMP und EGF-neutralisierenden Antikérpern war.
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3.1.3. Mechanismus der EGFR-Aktivierung durch CD95L in ruhenden Zellen
Zur naheren Charakterisierung der CD95L-induzierten EGFR-Aktivierung wurde

untersucht, durch welche Inhibitoren die Aktivierung gehemmt werden konnte.
Die CD95L-induzierte EGFR-Aktivierung wurde in Gegenwart von GM6001, einem
Inhibitor der Matrixmetalloproteasen (MMP) (Werneburg et al., 2003) und in

Gegenwart des EGF-neutralisierenden Antikérper fast ganzlich aufgehoben
(Abbildung 3.4. und 3.5.). Diese Befunde legten nahe, dass CD95L in ruhenden
HSZ die Abspaltung von EGF induziert, was wiederum zu einer autokrinen EGFR-

Aktivierung fahrt. Auch andere Todesrezeptor-Liganden, wie TNFa und TRAIL
induzierten eine EGFR-Aktivierung (Abbildung 3.5.).

Kontrolle
CD95L
TNFa
TRAIL

WP EGFR-Y-P
Kontrolle
W - EGPR

— EGFR-Y-P
GM6001

W - EGFR

-—— EGFR-Y-P
EGF-AK
- e W EGFR

W CGFR-Y-P
s e e @ CGFR

NAC

Abbildung 3.5.: Todesrezeptor-
Liganden induzierte EGFR-
Phosphorylierung (Reinehr et al., 2008)
HSZ wurden 48 h kultiviert und dann
30 min mit CD95L (100 ng/ml), TNFa
(10 ng/ml) oder TRAIL (100 ng/ml)
stimuliert. GM6001 (25 pmol/L), anti-EGF-
Antikdrper (10 pg/ml), und N-Acetylcystein
(NAC, 30 mmol/L) wurden 16 h, 2 h, oder
30 min vor CD95L-Gabe zugegeben. Die
Phosphorylierung der EGFR-Tyrosinreste
Y¥, Y19 und Y''”® wurde mittels EGFR-
Immunprazipitation und anschlieBender
Detektion analysiert. Gesamt-EGFR diente
als Beladungskontrolle (n=3).

Matrixmetalloproteinasen  (MMP) spielen eine wichtige Rolle in
Pathophysiologie der HSZ (Iredale, 1997). Wie in Abbildung 3.6. gezeigt,
exprimieren ruhende HSZ MMP2, MMP9 und MMP13 auf RNA- und Protein-Ebene.

Die Matrixmetalloproteasen 2 und 9 werden im Laufe der HSZ-Aktivierung weniger

exprimiert, wohingegen die MMP13-Expression zunimmt.
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Abbildung 3.6.: Expression von Matrixmetalloproteinasen in kultivierten HSZ

(Reinehr et al., 2008)
HSZ wurden laut Protokoll 1-14 Tage kultiviert. Die Expression von MMP2, MMP9 und

MMP13 wurde auf mMRNA-Ebene mittels PCR (A; n=3) und auf Protein-Ebene mit Hilfe der
Western Blot-Analyse (B; n=3) und Immunzytochemie (C; n=3, MaBstabsbalken 10 um)

detektiert.
Die EGFR-Aktivierung durch CD95L, TNFa und TRAIL wurde durch einen Inhibitor
der Matrixmetalloproteinasen 2 und 9 unterdrickt, wohingegen der spezifische
MMP2-Inhibitor inaktiv war (Abbildung 3.7.A). Diese Ergebnisse zeigten, dass
MMP9 ein Proteinase-Kandidat flrr die Abspaltung von EGF nach Stimulation mit

Mitgliedern der TNF-Rezeptorfamilie sein kénnte.
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Abbildung 3.7: Charakterisierung der EGFR-Phosphorylierung in ruhenden HSZ
(Reinehr et al., 2008)

HSZ wurden 48 h kultiviert und danach 30 min mit CD95L (100 ng/ml), TNFa (1 pg/ml) und
TRAIL (100 ng/ml) stimuliert. Die Inhibitoren MMP2/9 (10 pmol/L) und MMP2 (10 pmol/L)
wurden 3 h, die Src-Kinase-Inhibitoren PP-2 (10 pmol/L) und SU6656 (10 pmol/L) 30 min
vorinkubiert. Die EGFR-Phosphorylierung wurde durch EGFR-Immunprazipitation und
darauffolgender EGFR-Tyrosinphosphorylierung ermittelt. Gesamt-EGFR diente als
Beladungskontrolle. Die CD95L-, TNFa-, und TRAIL-induzierte EGFR-
Tyrosinphosphorylierung war sensitiv gegentiber der Hemmung von MMP2/9, wohingegen
die selektive MMP2-Inhibierung keinen Effekt zeigte (A; n=3).

Die Src-Aktivierung wurde mittels eines Phospho-Src-Y‘”S-Spezifischen Antikdrpers
bestimmt, wohingegen die Aktivierung von Fyn und Yes, mittels Immunprazipation ermittelt
wurde. Gesamt-Src, -Fyn und -Yes dienten als Beladungskontrollen. CD95L, TNFa und
TRAIL induzierten eine Phosphorylierung von Src, hatten aber keinen Effekt auf Fyn und
Yes. TLCS flihrte dagegen zu einer starken Yes-Phosphorylierung (B; n=3).

Um die Abspaltung von EGF nach CD95L-Stimulation zu zeigen, wurde die Menge
an EGF im Uberstand der Zellen gemessen. In ruhenden HSZ fiihrte die
Stimulation mit CD95L innerhalb von 3 h zu einer Abgabe von 390+32 pg EGF/ug
Protein ins Medium (p<0.05; n=3), wobei nur 209+4 pg EGF/ug Potein im

Uberstand der Kontrollzellen messbar waren.
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Aus der Literatur ist bekannt, dass die Src-Kinase-Familienmitglieder c-Src, Fyn
und Yes vorgeschaltete oder nachgeschaltete Elemente der EGFR-
Signaltransduktion sind (Werneburg et al., 2003; Carpenter et al., 1192). Mit Hilfe
von Immunprazipitationsstudien und nachfolgender Detektion mit
phosphospezifischen Antikdrpern sollte geprift werden, inwiefern die Src-Kinasen
eine Rolle bei der EGFR-Aktivierung in HSZ spielen.

Die Stimulation von ruhenden HSZ mit CD95L, TNFa oder TRAIL resultierte in
einer Aktivierung von c-Src, welche mit GM6001 und AG1478, Inhibitoren der
EGFR-Tyrosinkinase-Aktivitat, nicht hemmbar war. Die Todesrezeptor-Liganden
hatten dagegen in Abhangigkeit von CD95L keinen Effekt auf die Fyn- und nur
einen geringen Effekt auf die Yes-Aktivierung (Abbildung 3.7.). Ko-
Immunprazipitationsstudien zeigten, dass weder c-Src noch Yes mit EGFR in
Abhéangigkeit von CD95L, TNFa oder TRAIL assoziierten (nicht gezeigt). In
Leberparenchymzellen dagegen konnte gezeigt werden, dass es nach Stimulation

418

mit CD95L innerhalb von 1 min zur aktivierenden Tyr" ®-Phosphorylierung der Yes-

Kinase kommt, gefolgt von einer Assoziation des EGFR und Yes (Reinehr et al.,
2004). Das Tyrosinmotiv Tyr*'® der Kinasen der Src-Familie entspricht dem Tyr®*
des EGFR (Biscardi et al., 1999). Die Inhibitoren der Src-Kinasen PP-2 und
SU6656 jedoch konnten die EGFR-Aktivierung in HSZ in Abh&ngigkeit von CD95L,
TNFa und TRAIL verhindern (Abbildung 3.7.). Die inhibitorischen Effekte von PP-2
und SU6656 weisen darauf hin, dass es sich bei den Src-Kinasen um wichtige

vorgeschaltete Elemente der EGFR-Phosphorylierung handelt.
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3.1.4. CD95L stimuliert die Proliferation von ruhenden HSZ
Wachstumsfaktoren, die das Zellwachstum und -differenzierung stimulieren,
Ubermitteln ihre Signale Uber die extracellular-signal regulated kinases (Erk). Der
MAPK-Signalweg wird von Adapter- und G-Proteinen aktiviert, welcher in der
Aktivierung und Dimerisierung der Erk mindet. Nach Translokation in den Zellkern
kénnen die Erk-Dimere Transkriptionsfaktoren aktivieren und dadurch die
Genexpression regulieren (Lewis et al., 1998).

Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, induziert CD95L in ruhenden HSZ
innerhalb von 60 min eine Aktivierung der Erk, wohingegen keine Effekte auf die c-
Jun-N-terminale Kinasen (JNK) und Protein-Kinase B beobachtet wurden
(Abbildung 3.8.). Aus der Literatur ist bekannt, dass JNK durch zellularen Stress,
Zytokine und Wachstumsfaktoren aktiviert werden kénnen, was haufig zu einer
Hemmung des Zellwachstums und zur Induktion von Apoptose fihrt (Guo et al.,
1998). Mitglieder der TNF-Rezeptorfamilie wie TNFo oder CD95 kénnen JNK-
vermittelt Apoptose auslésen. Auch der Proteinkinase B, einer wichtige Serin- und
Threoninkinase, wird eine Beteiligung bei der Induktion von Apoptose
zugesprochen.

TNFa und TRAIL Iésten, wie EGF und PDGF eine Phosphorylierung von Erk-1/-2 in
ruhenden HSZ aus. Das CD95L-induzierte Erk-Signal wurde in Anwesenheit von
GM6001 oder EGF-neutralisierenden Antikdrpern unterdriickt, was darauf
hindeutet, dass das Erk-Signal durch eine Liganden-abhangige EGFR-Aktivierung
induziert wurde (Abbildung 3.8.).
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Abbildung 3.8.: CD95L-, EGF- und PDGF-induzierte Erk-Phosphorylierung in

ruhenden HSZ (Reinehr et al., 2008)

HSZ wurden isoliert, 48 h kultiviert und dann entweder mit CD95L (100 ng/ml), EGF (50
ng/ml) oder PDGF (10 ng/ml) stimuliert. Der Inhibitor GM6001 (25 pmol/L) bzw. der anti-
EGF-Antikdrper (10 pug/ml) wurden 16 h bzw. 2 h vorgegeben. Eine Erk-Phosphorylierung
wurde mittels phosphospezifischer Antikérper und Western Blot-Analyse bestimmt.
Gesamt-Erk-1/-2 diente als Beladungskontrolle. Die Stimulation mit CD95L, EGF oder
TRAIL fUhrte zu einem starken Anstieg der Erk-1/-2-Phosphorylierung (B; n=3), wobei die
CD95L-induzierte Erk-Phosphorylierung mit Hilfe des MMP-Inhibitors GM6001 bzw. EGF-
neutralisierenden Antikérpern unterdriickt werden konnte (A; n=3).

Ubereinstimmend mit der EGFR-abhangigen mitogenen Signalkaskade, war auch
der Einbau von BrdU durch CD95L in HSZ signifikant erhdht. Dieser Effekt konnte
durch GM6001 und EGF-neutralisierenden Antikdrpern unterdriickt werden, was
darauf hindeutet, dass CD95L Uber Aktivierung des EGFR, die Proliferation férdert
(Abbildung 3.9.B). Der mitogene Effekt ging jedoch in HSZ, die 7-14 Tage kultiviert
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wurden, verloren, obwohl auch diese Zellen auf CD95L mit einer Aktivierung des
EGFR reagierten (Abbildung 3.9.B).
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Abbildung 3.9.: CD95-, TNFa- und TRAIL-induzierter BrdU-Einbau in (Reinehr et al.,
2008)

HSZ wurden isoliert, 48 h kultiviert und dann mit CD95L (100 ng/ml), TNFa (10 ng/ml,
1 pg/ml), TRAIL (10 ng/ml), EGF (50 ng/ml) oder PDGF (10 ng/ml) stimuliert. Der Inhibitor
GM6001 (25 pmol/L) wurde 16 h und der anti-EGF-Antikorper (10 pg/ml) 2 h vorgegeben.
(A) CD95L fihrte im Vergleich zu unbehandelten Zellen (gleich 1 gesetzt) zu einer
signifikanten Zunahme der BrdU-Aufnahme (*p<0.05, n=6), die durch GM6001 und anti-
EGF-Antikdrper gehemmt werden konnte (*p<0.05, n=3). Auch TNFa (n=6), TRAIL (n=5),
EGF (n=3) und PDGF (n=3) fiihrten zu einem erhohten BrdU-Einbau (*p<0.05). (B)
Abnahme des CD95L-induzierten BrdU-Einbaus im Verlauf der HSZ-Transformation
(*p<0.05, Tag 1, n=6; Tag 7, n=3; Tag 14, n=3).
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Des Weiteren flhrte die Stimulation mit CD95L (50 ng/ml) in ruhenden HSZ
innerhalb von 48 h zu einem 1,52 + 0,03-fachen Anstieg der Zellzahl (p<0.05, n=3).
Dies deutet auf eine erhdhte Zellproliferation hin. CD95L hatte dagegen keinen
Effekt auf die HSZ-Transdifferenzierung in einen Myofibroblasten-&hnlichen
Phanotyp, gemessen an der oSMA-Expression wahrend der Kultivierung
(Abbildung 3.10.).

Kontrolle CD95L
1 2 4 7 9 11 14 1 2 4 7 9 11 14 Tage
——— — e s  OSMA
——— — . S — — - - w— o — y-TubuIin

Abbildung 3.10.: CD95L hat keine Wirkung auf die Transdifferenzierung von HSZ
(Reinehr et al., 2008)

HSZ wurden 12 h kultiviert und dann entweder mit Kontrolimedium oder CD95L (50 ng/ml)
far die angezeigten Zeitpunkte inkubiert. Die Expression von aSMA wurde mittels Western
Blot-Analyse bestimmt. y-Tubulin diente als Beladungskontrolle. CD95L hatte in Bezug auf
die aSMA-Expression Uber einen Zeitraum von 14 Tagen keine Wirkung auf die
Transdifferenzierung in einen Myofibroblasten-&hnlichen Phanotyp (n=3).

3.1.5. Todesrezeptor-Liganden-induzierte CD95-Tyrosinnitrierung in ruhenden
HSZ

Wie in Hepatozyten gezeigt (Reinehr et al., 2003), bendtigt die Apoptose-Induktion
Uber das CD95-System, als Voraussetzung fur die CD95-Aktivierung und Bildung
des DISC, eine EGFR-katalysierte CD95-Tyrosinphosphorylierung. Dieser Prozess
der CD95-Aktivierung wird nach CD95-Tyrosinnitrierung gehemmt, da CD95 nicht
langer phosphoryliert werden kann und dadurch resistent gegen die CD95-
abhangige Apoptose wird (Reinehr el al., 2004). Interessanterweise loste die
Zugabe von CD95L in ruhenden HSZ innerhalb von 15 min eine Tyrosinnitrierung
des CD95 aus (Abbildung 3.11.A).

Schon CD95L-Konzentrationen geringer von 10 ng/ml waren ausreichend, um eine
deutliche CD95-Tyrosinnitrierung auszulésen (Abbildung 3.11.B). Im Laufe der
HSZ-Aktivierung zu Myofibroblasten dagegen kam es zu einem Verlust der
Tyrosinnitrierung von CD95 (Abbildung 3.11.).
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Abbildung 3.11.: CD95L-induzierte CD95-Tyrosinnitrierung (Reinehr et al., 2008)

HSZ wurden isoliert, 2, 7 oder 14 Tage kultiviert und dann fir die angegebenen
Zeitpunkten mit CD95L (100 ng/ml) stimuliert. CD95 wurde immunprazipitiert und die
CD95-Tyrosinnitrierung  detektiert. Gesamt-CD95 diente als Beladungskontrolle. (A,
Zeitreihe) Innerhalb von 15 min induzierte CD95L in ruhenden HSZ, nicht jedoch in
aktivierten HSZ eine Tyrosinnitrierung von CD95 (n=5). (B, Konzentrationsreihe) HSZ
wurden 3 h mit CD95L mit den angegebenen Konzentrationen stimuliert (n=5).

Auch TNFa wund TRAIL induzierten eine Tyrosinnitrierung des CD95-
Todesrezeptors (Abbildung 3.12.B-C). Abgesehen von CD95 wurden auch andere
Proteine als Reaktion auf CD95L und TRAIL Tyrosin-nitriert. Nur wenige
spezifische Banden Tyrosin-nitrierter Proteine, hauptséchlich bei ca. 50 und ca. 28
kD, konnten in Abhangigkeit von CD95L detektiert werden. Die etwa 50 kD schwere
Proteinbande spiegelt wahrscheinlich den CD95 wieder, das Protein der 28 kD
schweren  Bande dagegen ist nicht bekannt. Eine  unselektive
Proteintyrosinnitrierung durch die Gabe von Peroxynitrit konnte, wie schon in
anderen Zelltypen gezeigt (Ramezanian et al., 1996; Goldstein et al., 2000; Klotz et
al., 2000), auch in HSZ erzielt werden (Abbildung 3.12.A).
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Abbildung 3.12.: CD95L-, TNFa- und TRAIL-induzierte CD95-Tyrosinnitrierung
(Reinehr et al., 2008)

HSZ wurden isoliert, 24 h kultiviert und dann 60 min mit CD95L (100 ng/ml), TNFa
(10 ng/ml oder 1pg/ml), TRAIL (100 ng/ml) oder Peroxynitrit (ONOQO’, 500 pumol/L fir 15
min) stimuliert. (A) Die Gesamt-Protein-Tyrosinnitrierung wurde mittels Western Blot-
Analyse ermittelt. (n=6). (B) CD95 wurde immunprazipitiert und die CD95-Tyrosinnitrierung
3 h nach Stimulation detektiert. Gesamt-CD95 diente als Beladungskontrolle (n=6). Das
Balkendiagramm (C) zeigt die densitometrische Analyse der CD95-Tyrosinnitrierung im
Vergleich zu Kontrollexperimenten (gleich 1 gesetzt). CD95L, TNFa und TRAIL induzierten
eine signifikante Zunahme der CD95-Tyrosinnitrierung (#p<0.05, n=6).

Interessanterweise induzierten auch TNFa und TRAIL eine CD95-Tyrosinnitrierung.
Dies deutet daraufhin, dass eine Verbindung zwischen den verschiedenen
Todesrezeptorsystemen besteht (Abbildung 3.12.B-C).
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3.1.6. Mechanismus der CD95-induzierten CD95-Tyrosinnitrierung

Eine Tyrosinnitrierung von Proteinen kann in Peroxynitrit-abhangigen und
unabhangigen Wegen ablaufen (Bian et al., 2006). Da sich das Superoxidanion-
Radikal O% und NO zu Peroxynitrit verbinden kénnen und CD95L eine O?-Bildung
Uber die NADPH-Oxidase-Aktivierung in Hepatozyten der Ratte induzieren kann,
wurde der Effekt von CD95L auf die p47°"*Phosphorylierung und die ROS-
Produktion untersucht. Wie schon zuvor beschrieben (Reinehr el al., 2005),
exprimieren ruhende HSZ die mRNA der NADPH-Oxidase-Untereinheiten Nox
1 und 2 (gp91P"*), genauso wie die mRNA der DUOX-Enzyme 1 und 2. Wie in
Abbildung 3.13. gezeigt, werden die Untereinheiten gp91P"%*, p47°" und DUOX

auch auf Proteinebene exprimiert.

A HSZ2Tage

DUOX1/2 gp91Phox p47Phox
(0]
B - % %®
s
g c:;) g) Abbildung 3.13.: Expression von NADPH-
I I T Oxidase-Untereinheiten in kultivierten HSZ
W . “= DUOX1/2 (Reinehr et al., 2008)
HSZ wurden fir 1-2, 7 und 14 Tage kultiviert
#dbes GAPDH und die Expression von DUOX1/2, gp91°"*
(Nox 2) und p47™™* auf Proteinebene durch
e — — gp91ph0x .
ICC (A) oder Western Blot (B) detektiert
& GAPDH (MaBstabsbalken 10 um). DUOX1/2 wird
S hauptsachlich in jungen HSZ exprimiert,
wohingegen die Expression von gp91”" und
&Saas GAPDH

p47°" in aktivierten HSZ héher war (n=3).

DUOX-Enzyme sind bifunktional und beinhalten neben einer NADPH-Oxidase-
auch eine Peroxidase-Domane. Der vorliegende anti-DUOX-Antikérper detektierte
beide Isoformen (DUOX 1 und 2). Im Vergleich zu aktivierten HSZ war die
DUOX1/2-Expression auf Proteinebene in ruhenden HSZ am stérksten (Abbildung
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3.13.), wahrend die DUOX-mRNA-Expression in aktivierten HSZ hoéher war
(Reinehr et al., 2005). Auf der anderen Seite erhdhte sich die Expression der
regulatorischen Untereinheit p47°"* mit der Kultivierungsdauer (Abbildung 3.13.B).
Obwohl ruhende HSZ die fir die Funktion der NADPH-Oxidase nétigen
Untereinheiten exprimieren, reagierten diese Zellen in Abhangigkeit von CD95L
nicht mit der Bildung von ROS (angezeigt durch den Anstieg an DCFDA-
Fluoreszenz). In Hepatozyten dagegen wurde eine signifikante ROS-Antwort
beobachtet (Abbildung 3.14.).
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Abbildung 3.14.: CD95L induziert die Bildung von ROS in Parenchymzellen (Reinehr
et al., 2008)

HSZ wurden isoliert, 1-2 oder 14 Tage kultiviert und mit 24 h-kultivierten Parenchymzellen
(PZ) verglichen. Die Stimulation mit CD95L (100 ng/m) flihrte in PZ zu einer verstérkten
Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), angezeigt durch die DCFDA-Fluoreszenz.
In HSZ dagegen konnte keine signifikante ROS-Antwort beobachten werden. Die DCFDA-
Fluoreszenz von Kontrollzellen wurde gleich 1 gesetzt (*p<0.05, n=3).

Entsprechend dieser Ergebnisse, blieb eine Serinphosphorylierung von p47°"
nach Stimulation mit CD95L in ruhenden HSZ aus. In Hepatozyten dagegen fand
die Serinphosphorylierung binnen einer Minute statt (Abbildung 3.15.). Dies kdnnte
ein Hinweis auf die Aktivierung der NADPH-Oxidase und der Bildung von ROS
sein, da aus der Literatur bekannt ist, dass der Aktivierung der NADPH-Oxidase
eine Aktivierung der regulatorischen Untereinheit p47ph°X vorausgeht (Pani et al.,
2001; Bokoch & Diebold, 2002).

45



3. Ergebnisse

HSZ 2 Tage HSZ 14 Tage PZ

— ]

T} 7o)

o2} o]
o S o 85 o
S » I S b 3 S B
c o X € o X e o
o [m)] T o [m] T o (]
¥ O O X O O X O

— — — p47phox_s_P

—— e g ey vy w4 70hox

Abbildung 3.15.: CD95L-induzierte p47°"°*-Serinphosphorylierung in Parenchym-
zellen der Leber (Reinehr et al., 2008)

HSZ wurden isoliert, 2 oder 14 Tage kultiviert und mit 24 h-kultivierten Parenchymzellen
(PZ) verglichen. Die Stimulation mit CD95L (100 ng/ml) fihrte innerhalb einer Minute zu

einer starken p47°"°*-Serinphosphorylierung in PZ, nicht jedoch in ruhenden HSZ. Dagegen

phox

wurde ein geringe p47°""-Phosphorylierung in transformierten HSZ beobachtet. Gesamt-

p47°"* diente als Beladungskontrolle (n=3).

Ferner konnte gezeigt werden, dass weder L-NMMA noch Harns&ure, ein potenter
Peroxynitrit-Radikalfanger (Whiteman & Halliwell, 1996) oder Apozynin, ein
Hemmstoff der NADPH-Oxidase vor einer CD95L-induzierten CD95-
Tyrosinnitrierung in ruhenden HSZ schiitzen (Abbildung 3.16.A). Diese Befunde
zeigten, dass p47°"™-abhangige NADPH-Oxidasen, NO und Peroxynitrit eine
unbedeutende Rolle bei der CD95L-induzierten Tyrosinnitrierung spielen. Eine
geringe, aber signifikante Inhibierung der CD95L-induzierten  CD95-
Tyrosinnitrierung wurde in Anwesenheit von Katalase beobachtet. In Anwesenheit
von Methimazol, Thiouracil und Aminotriazol dagegen war eine signifikante
Hemmung zu beobachten (Abbildung 3.16.B). Methimazol, Thiouracil und
Aminotriazol wurden auch als Inhibitoren der DUOX-Enzyme beschrieben
(Nagasaka & Hidaka, 1976; Ha et al., 2005), obgleich die Spezifitat dieser

Hemmstoffe sehr fraglich ist.
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Abbildung 3.16.: Charakterisierung der CD95L-induzierten CD95-Tyrosinnitrierung
(Reinehr et al., 2008)

HSZ wurden isoliert und 48 h kultiviert. CD95 wurde immunprazipitiert, die CD95-
Tyrosinnitrierung per Western Blot analysiert und anschlieBend densitometrisch
ausgewertet, wobei die Nitrierung unter Kontrollbedingungen gleich 1 gesetzt wurde.
Gesamt-CD95 diente als Beladungskontrolle. (A) HSZ wurden 3 h mit CD95L (50 ng/ml)
stimuliert. Harnsaure (200 pmol/L), Apozynin (300 umol/L), L-NMMA (1 mmol/L), BAPTA
(20 pmol/L) oder Katalase (8000 U/ml) wurden 30 min vorinkubiert. Die geringe, aber
signifikante CD95L-induzierte Tyrosinnitrierung, konnte im Gegensatz zu Harnséure,
Apozynin, L-NMMA und BAPTA durch Katalase inhibiert werden (*p<0.05, n=6). (B) HSZ
wurden 1 h mit CD95L (50 ng/ml) stimuliert, Thiouracil, Methimazol und Aminotriazol
(jeweils 1mmol/L) 30 min vorinkubiert. Alle drei Inhibitoren verringerten die CD95L-

induzierte Tyrosinnitrierung signifikant (*p<0.05, n=3).
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3.1.7. Cycloheximid sensibilisiert aktivierte, nicht jedoch ruhende HSZ,
gegeniiber der CD95L-induzierten Apoptose

Es konnte gezeigt werden, dass Cycloheximid (CHX), ein Hemmstoff der
Proteinbiosynthese auf Ebene der Peptidelongation, aktivierte HSZ gegeniber
CD95L-induzierter Apoptose, sensibilisiert (Gong et al., 1998; Cariers et al., 2002).
Diese pro-apoptotische Wirkung von CHX wurde in anderen Zelltypen auf eine
Hemmung der Synthese Kkurzlebiger anti-apoptotischer Proteine wie FLIP
zuriickgefuhrt (Fulda et al., 2000). Die Herunterregulation von FLIP durch CHX
wurde auch in aktivierten HSZ beobachtet, jedoch trat der Effekt erst nach 6 h
(nicht gezeigt), also viel spater als die CD95L-induzierte DISC-Bildung in
Hepatozyten ein (Reinehr et al., 2003).

Um weitere Erkenntnisse der CD95-Aktivierung durch CD95L zu erhalten, wurden
die bekannten Schritte die zur CD95-Aktivierung in Hepatozyten (Malhi et al., 2006)
fihren mit den CD95L-Reaktionen in ruhenden und aktivierten HSZ verglichen
(Abbildung 3.17.A). Wie schon zuvor im Detail gezeigt, induzierte CD95L in
Leberparenchymzellen eine schnelle p47°"**-Serinphosphorylierung. Das daraus
entstandene NADPH-Oxidase-abhéngige ROS-Signal l6ste eine Yes-Aktivierung,
gefolgt von einer Yes-abhangigen EGFR-Aktivierung aus. Auch in ruhenden und
aktivierten HSZ induzierte CD95L eine EGFR-Aktivierung, welche aber im Vergleich
zur Antwort in Hepatozyten Liganden-abhangig war.

CD95L produziert in Parenchymzellen ein JNK-Signal, welches die EGFR/CD95-
Assoziation und somit die EGFR-katalysierte CD95-Tyrosinphosphorylierung und
DISC-Bildung auslést, das heiBt, die Rekrutierung von FADD und der Caspase-8
an den CD95 (Reinehr et al., 2003; Eberle et al., 2005 und 2007). Keine dieser
Reaktionen konnte in ruhenden oder aktivierten HSZ beobachtet werden. Nach
simultaner Stimulation mit CHX, konnte jedoch in ruhenden sowie aktivierten HSZ
gezeigt werden, dass es JNK-vermittelt zu einer Assoziation des EGFR mit dem
CD95 kommt (Abbildung 3.17.B).

Eine EGFR-katalysierte CD95-Tyrosinphosphorylierung mit nachfolgender DISC-
Bildung (Reinehr et al., 2003) wurde dagegen nur in aktivierten HSZ beobachtet, da
es selbst in Anwesenheit von CHX zu einer Tyrosinnitrierung des CD95 in
ruhenden HSZ kam und somit zur Unterdriickung der apoptotischen Signalkaskade.
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Abbildung 3.17.: CD95L-induzierte Aktivierung des CD95-Systems und JNK-
Phosphorylierung in HSZ (Reinehr et al., 2008)

HSZ wurden 2 bzw. 14 Tage, PZ 24 h kultiviert und dann mit 100 ng/ml CD95L und CHX
(0,5 umol/L) stimuliert. (A) Yes, EGFR und CD95 wurden immunprazipitiert und per
Western  Blot  analysiert.  Eine  Yes-Y*'®-Phosphorylierung  und  EGFR-
Tyrosinphosphorylierung (EGFR-Y-P) konnte 1 min nach CD95L-Stimulation detektiert
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werden. Die EGFR/CD95-Assoziation und CD95-Tyrosinphosphorylierung (CD95-Y-P)
wurde 60 min nach CD95L-Exposition beobachtet, wohingegen die DISC-Bildung, also die
Caspase-8/CD95- und FADD/CD95-Assoziation erst 3 h nach CD95L-Stimulation detektiert
werden konnte. In PZ konnte im Gegensatz zu HSZ eine CD95L-induzierte Yes-
Phosphorylierung beobachtet werden. Eine EGFR-Phosphorylierung trat in beiden
Zelltypen ein, wobei die EGFR/CD95-Assoziation die Zugabe von CHX benétigte. Allein in
ruhenden HSZ I6ste CD95L eine CD95-Tyrosinnitrierung aus. CD95L induzierte in PZ eine
CD95-Tyrosinphosphorylierung, welche auch nach simultaner Stimulation mit CHX in
aktivierten HSZ beobachtet werden konnte. Nur wenn CD95 Tyrosin-phosphoryliert wurde,
konnte der DISC gebildet werden. (B) Die JNK-1/-2-Phosphorylierung wurde mittels
spezifischer Antikdrper in ruhenden und aktivierten HSZ bestimmt. Gesamt-JNK diente als
Beladungskontrolle. CD95L/CHX, nicht jedoch CD95L allein induzierten eine JNK-1/-2-
Phosphorylierung (n=3).
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3.2. CD95 Ligand-unabhéngige Signaltransduktion
Der zweite Teil der Arbeit beschaftigt sich mit den Mechanismen der durch
Gallensauren hervorgerufenen Reaktionen in  ruhenden, sowie aktivierten

Sternzellen der Ratte.

3.2.1. Gallensalz-induzierte Phosphorylierung des EGFR in ruhenden HSZ
HSZ wurden 48 h kultiviert und dann mit dem Gallensalz Taurolithocholsaure-3-
Sulfat (TLCS) stimuliert. TLCS léste innerhalb von 30 min eine Phosphorylierung
der Tyrosinreste 845 und 1173 des EGFR in ruhenden HSZ aus, wobei die
Phosphorylierung am  Tyrosinrest 1045 ausblieb (Abbildung 3.18.). Die
Phosphorylierung am Tyrosinrest 845 konnte durch Hemmestoffe der Src-Kinasen
unterdriickt werden. Durch Inhibierung der EGFR-Tyrosinkinase-Aktivitat wurde
auch die EGFR-Autophosphorylierung an Position Y''”®, nicht jedoch an Position
Y83 unterdriickt. In Ubereinstimmung mit zuvor gezeigten Ergebnissen (Abbildung
3.4.) induzierten CD95L und EGF eine starke Phosphorylierung der EGFR-
Tyrosinreste 845, 1045 und 1173 (Abbildung 3.18.).
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Abbildung 3.18.: TLCS-induzierte Phosphorylierung des EGFR

HSZ wurden 48 h kultiviert und dann mit TLCS (100 pumol/L), CD95L (100 ng/ml) oder EGF
(50 ng/ml) stimuliert. SU6656 (10 pmol/L), ein Inhibitor der Src-Kinasen und AG1478 (5
umol/L), ein EGFR-Tyrosinkinase-Inhibitor wurden 30 min vor CD95L-Stimulation
zugegeben. Die Phosphorylierung der EGFR-Tyrosinreste Y3 Y und Y''® wurde
mittels Western Blot analysiert. Gesamt-EGFR diente als Beladungskontrolle (n=3). Wie
schon in Abbildung 3.4. gezeigt, induzierten CD95L und EGF eine EGFR-
Tyrosinphosphorylierung an den Positionen Y3*°, Y'%° und Y3, Im Gegensatz dazu I6ste
TLCS nur an den Positionen Y**® und Y''” eine Tyrosinphosphorylierung des EGFR aus,
welche sensitiv gegeniber Inhibierung der Src-Kinasen war. Dagegen konnte durch
Inhibierung der EGFR-Tyrosinkinase-Aktivitat die EGFR-Autophosphorylierung an Position
Y''”® nicht jedoch an Position Y3*°, unterdriickt werden.

Da TLCS keine Phosphorylierung am Tyrosinrest 1045 auslésen konnte, war eine
Liganden-abhangige EGFR-Aktivierung durch EGF, transforming growth factor
(TGF)-a oder heparin-binding EGF-like growth factor (HB-EGF) sehr
unwahrscheinlich.

Da die EGFR-Tyrosinkinase-Doméne (z.B. EGFR-Y®*°) ein Substrat der Src-Kinasen
ist und Yes eine Gallensalz-induzierte EGFR-Aktivierung in Hepatozyten vermittelt
(Reinehr et al., 2004), wurde getestet, ob Gallensalze eine Src-Kinase-vermittelte
EGFR-Aktivierung in ruhenden HSZ induzieren kénnen. Wie in Abbildung 3.19.A
gezeigt, fUhrte die Stimulation mit den hydrophoben Gallensalzen TLCS,
Taurochenodesoxycholat (TCDC) und Glycochenodesoxycholat (GCDC) innerhalb
30 min zu einer starken Yes-Phosphorylierung, wahrend nur eine schwache
Phosphorylierung von c-Src und keine Fyn-Phosphorylierung beobachtet werden
konnte. Das hydrophobe Gallensalz Tauroursodesoxycholat (TUDC) induzierte eine
c-Src-Phosphorylierung, wahrend die Phosphorylierung von Yes nur sehr schwach

auszumachen war (Abbildung 3.19.A).
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Abbildung 3.19.: Gallensalz-induzierte Src-Kinase-Aktivierung und Assoziation des
EGFR mit Yes

HSZ wurden 48 h kultiviert und dann 30 min mit TLCS, TCDC, TC, TUDC oder GCDC (alle
100 pmol/L) stimuliert. (A) Eine Yes-, Src- und Fyn-Phosphorylierung wurde mittels
phosphospezifischer Antikérper bestimmt. Gesamt-Yes, -Src und -Fyn dienten als
Beladungskontrollen. Die hydrophoben Gallensalze TLCS, TCDC und GCDC induzierten
eine starke Yes-Phosphorylierung, wohingegen nur eine geringe Src-Phosphorylierung
sichtbar war. Das Gallensalz TUDC dagegen léste nur eine geringe Yes-Phosphorylierung
aus und fihrte zusatzlich zu einer Phosphorylierung von Src (n=3). (B) Eine mdgliche
Assoziation des EGFR mit Yes, Src oder Fyn wurde mit Hilfe der EGFR-
Immunprazipitation und nachfolgender Western Blot-Analyse sichtbar gemacht. Gesamt-
EGFR diente als Beladungskontrolle. TLCS, TCDC und GCDC induzierten im Gegensatz
zu TUDC und TC eine starke Yes/EGFR-Assoziation (n=3).

Da die Src-Kinase-vermittelte EGFR-Transaktivierung eine physikalische
Assoziation der beiden Proteine bendtigt, wurde eine mégliche Assoziation zwischen
dem EGFR und den Mitgliedern der Src-Kinase-Familie Yes, c-Src und Fyn
untersucht. Wie in Abbildung 3.19.B konnte durch Immunprazipitation und
nachfolgender Detektion im Western Blot mit Hilfe phosphospezifischer Antikérper
eine Assoziation zwischen Yes und EGFR, dagegen aber nicht zwischen dem EGFR
und c-Src oder Fyn beobachtet werden. Wahrend TLCS, TCDC und GCDC eine
starke EGFR/Yes-Assoziation induzierten, war das durch TUDC ausgel6ste Signal
nur sehr schwach (Abbildung 3.19.B). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass
TLCS, TCDC und GCDC die Src-Kinase Yes aktivieren, gefolgt von einer
Assoziation von Yes und EGFR und einer Yes-vermittelten EGFR-Aktivierung.
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3.2.2. Die Gallensalz-induzierte Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies fiihrt
zu einer Yes-vermittelten Phosphorylierung des EGFR in ruhenden HSZ

Es stellte sich nun die Frage, ob hydrophobe Gallensalze, also TLCS, TCDC und
GCDC zu einer NADPH-Oxidase-abhéngigen Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS), wie in Hepatozyten beobachtet (Reinehr et al., 2005),
fuhren.

Die Serinphosphorylierung der zytosolisch lokalisierten regulatorischen Untereinheit
p47°"°* der NADPH-Oxidase ist ein wichtiges Element bei der Gallensalz-induzierten
ROS-Bildung. Wie in Abbildung 3.20. zu erkennen, lésten TLCS, TCDC und GCDC

Phox aus. Die Serin-Reste der

in ruhenden HSZ eine Serinphosphorylierung der p47
p47°"°*_Untereinheit, die durch Phosphorylierung ihre Konformation &ndert (Bokoch
& Diebold, 2002), sind ein Substrat der Proteinkinase C (PKC)C (Dang et al., 2001;
Fontayne et al., 2002), einer Serin/Threonin-Kinase, die an einer Vielzahl von
Regulationsvorgangen wie der Steuerung von Proliferation und Apoptose beteiligt
ist. Es konnte gezeigt werden, dass Inhibitoren der Proteinkinase C¢ (PKCCZ-Inhibitor,
Chelerythrin)  und der ASM (AY9933, Desipramin) die aktivierende

Serinphosphorylierung hemmen (Abbildung 3.20.).
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Abbildung 3.20.: Charakterisierung der Gallensalz-bedingten EGFR-
Phosphorylierung in ruhenden HSZ

HSZ wurden 48 h kultiviert und dann 30 min mit TLCS, TCDC, TC, TUDC oder GCDC (alle
100 pmol/L) stimuliert. Die Inhibitoren AY9933 (5 umol/L), Desipramin (5 umol/L), PKCC-
Inhibitor (100 pmol/L), Chelerythrin (20 pmol/L), Apozynin (300 pmol/L),
Diphenyleniodonium (DPI, 10 pmol/L), SU6656 (10 umol/L), PP-2 (10 umol/L) und AG1478
(5 umol/L) wurden 30 min, GM6001 (25 umol/L) 16 h zuvor hinzugegeben. p47°"™, Yes
and EGFR wurden immunprézipitert und dann hinsichtlich einer p47°"
Serinphosphorylierung, Yes-Y*'®-Phosphorylierung und EGFR-Tyrosinphosphorylierung
analysiert. Geamt-p47°"™, -Yes und -EGFR dienten als Beladungskontrollen (n=3). Die
TLCS-induzierte Aktivierung von p47°"™ war sensitiv gegentiber Inhibierung der sauren
Sphingomyelinase und der Proteinkinase C. Zusatzlich war die TLCS-induzierte Yes-
Phosphorylierung gegeniber der Hemmung der NADPH-Oxidase sensitiv. Die
Phosphorylierung des EGFR konnte auch durch die Inhibitoren, die sowohl die NADPH-
Oxidase als auch die Yes-Aktivierung hemmten, unterdriickt werden. TLCS, TCDC und

GCDC I8sten eine Phosphorylierung der p47°™, Yes und des EGFR aus.
Um die These, Gallensalze induzieren eine NADPH-Oxidase-getriebene ROS-
Bildung, zu untermauern, wurden HSZ 48 h kultiviert und die ROS-Bildung mittels
DCFDA-Fluoreszenz gemessen. TLCS, TCDC und GCDC lésten innerhalb von 5
min eine signifikante Zunahme der DCFDA-Fluoreszenz aus, die eine erhdhte
intrazellulare ROS-Bildung andeutet (Abbildung 3.21.A). Dagegen, war nur eine
leichte, nicht signifikante Zunahme der DCFDA-Fluoreszenz nach Stimulation mit TC
und TUDC zu beobachten (Abbildung 3.21.A). Die TLCS-induzierte ROS-Bildung in
ruhenden HSZ konnte durch Hemmstoffe der sauren Sphingomyelinase (AY9933)
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und der Proteinkinase CC (PKCC-Inhibitor) (Abbildung 3.21.B) unterdriickt werden.
Zusétzlich wurde die TLCS-induzierte ROS-Bildung in ruhenden HSZ durch die
Inhibitoren Apozynin und DPI der NADPH-Oxidase gehemmt (Abbildung 3.21.B).
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Abbildung 3.21.: Gallensalz-induzierte Bildung von ROS in ruhenden HSZ

HSZ wurden 48 h kultiviert und dann 5 min mit TLCS, TCDC, TC, TUDC oder GCDC (alle
100 pmol/L) behandelt. AY9933 (5 umol/L), PKCZ-Inhibitor (100 pmol/L), Apozynin (300
pmol/L) oder Diphenyleniodonium (DPI, 10 umol/L) wurden 30 min vorinkubiert. Die
Bildung von ROS wurde mittels Veranderungen der DCFDA-Fluoreszenz, verglichen mit
Kontrollzellen (gleich 1 gesetzt), ermittelt. (A) TLCS, TCDC und GCDC induzierten,
verglichen mit TC und TUDC, eine starke ROS-Bildung (*p<0.05, n=3). (B) Die TLCS-
induzierte Bildung von ROS wurde durch Inhibitoren der sauren Sphingomyelinase, PKCC
und NADPH-Oxidase unterdriickt (p<0.05, n=3).

In Hepatozyten induziert die Gallensalz-bedingte ROS-Bildung eine Aktivierung von
Yes wahrscheinlich durch Inhibierung der Yes-Kinase-regulierenden Phosphatasen
(Reinehr et al., 2004). Daher wurde auch in ruhenden HSZ getestet, ob die saure
Sphingomyelinase (acidic sphingomyelinase, ASM), PKC¢ und die NADPH-Oxidase
vorgeschaltete Enzyme der Gallensalz-vermittelten Yes-Aktivierung sind. Die durch
TLCS, TCDC und GCDC ausgeléste Yes-Phosphorylierung war nicht nur sensitiv
gegenuber Inhibitoren der NADPH-Oxidase (Apozynin, DPI), sondern auch
gegentber der ASM (AY9933, Desipramin) und PKC{ (PKCCZ-Inhibitor,
Chelerythrin). Dies deutet darauf hin, dass die Aktivierung der ASM, PKCC und der
NADPH-Oxidase der Gallensalz-induzierten Yes-Phosphorylierung vorgeschaltet
ist. In Ubereinstimmung mit der Literatur (Reinehr et al., 2004), konnte die Yes-
Aktivierung mit dem Inhibitor SU6656 gehemmt werden. Dagegen hatte der Src-
Kinase-Inhibitor PP-2 keinen Effekt auf die Yes-Kinase-Aktivitat (Abbildung 3.20.).
Auch der EGFR-Tyrosinkinase-Inhibitor AG1478 hatte keinen Effekt auf die
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Gallensalz-bedingte Yes-Phosphorylierung, was darauf hindeutete, dass die EGFR-
Phosphorylierung downstream der Yes-Aktivierung lokalisiert ist. Alle Inhibitoren,
die eine Yes- und p47°"“Aktivierung verhinderten, unterdriickten auch eine
Gallensalz-induzierte EGFR-Phosphorylierung (Abbildung 3.20.).
Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass hydrophobe Gallensalze in
ruhenden HSZ zu einer ASM- und PKC--abh&ngigen und NADPH-Oxidase-
getriebenen ROS-Bildung fihren, die ferner zu einer Aktivierung von Yes mit
nachfolgender EGFR/Yes-Assoziation und Yes-Tyrosinkinase-vermittelten EGFR-
Phosphorylierung am Tyrosinrest 845, gefolgt von einer EGFR-Phosphorylierung
am Tyr-Y''® fiihrt.

3.2.3. Gallensalze stimulieren die Proliferation von ruhenden HSZ

Wahrend die Gallensalz-induzierte EGFR-Aktivierung in Hepatozyten mit einer
Aktivierung des CD95-Systems und anschlieBendem apoptotischen Zelltod
assoziiert ist (Reinehr et al., 2003a), konnte in aktivierten HSZ eine Gallensalz-
bedingte HSZ-Proliferation beobachtet werden. Daher wurden die méglichen Effekte
der Gallensalze auf die MAP-Kinasen (Abbildung 3.22.), Mitogenese (Abbildung
3.24.A), Proliferation (Abbildung 3.24.B), Transformation (Abbildung 3.24.) und
Apoptose (Abbildung 3.25.) in ruhenden HSZ untersucht. Wie in Abbildung 3.22.
gezeigt, fuhrte die Stimulation mit TLCS in ruhenden HSZ zu einer starken
Aktivierung von Erk-1/-2, wohingegen keine wesentliche Aktivierung von p38MAPK
und JNK-1/-2 beobachtet werden konnte. Da beschrieben wurde, dass CHX
aktivierte HSZ gegentber der CD95L-vermittelten Apoptose sensibilisiert (Cariers et
al., 2002), wurden die Zellen simultan mit TLCS und CHX stimuliert. Wahrend eine
starke JNK-1/-2- und p38“A"X-Phosphorylierung zu beobachten war, nahm die
Aktivierung von Erk-1/-2 im Vergleich zur Stimulation ohne CHX ab.
Interessanterweise konnte in Hepatozyten gezeigt werden, dass eine anhaltende
JNK-1/-2-Phosphorylierung eine Voraussetzung fur die CD95L-vermittelte Apoptose
ist (Reinehr et al., 2003 und 2008).
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Abbildung 3.22.: Gallensalz-induzierte Aktivierung der MAP-Kinasen in ruhenden HSZ

HSZ wurden 48 h kultiviert und dann mit TLCS (100 pmol/L) und CHX (0,5 pmol/L) stimuliert.
Mit Hilfe phosphospezifischer Antikérper wurde die Phosphorylierung der Erk-1/-2, p38MAPK
und JNK-1/-2 im Western Blot analysiert. Gesamt-Erk-1/-2, -p38"*" und -JNK-1/-2 dienten
als Beladungskontrollen. TLCS induzierte innerhalb von 30 min eine starke Erk-1/-2-
Phosphorylierung, wohingegen keine Aktivierung der p38MAPK und JNK-1/-2 sichtbar war.
Nach Zugabe von CHX dagegen, war nur noch eine leichte Erk-1/-2-Phosphorylierung,

dagegen aber eine starke Aktivitat der p38"™ und JNK-1/-2 nach 30 min zu erkennen

(n=6).

Ubereinstimmend mit frilheren Beobachtungen in Kultur-aktivierten HSZ (Svegliati-
Baroni et al., 2005), bedingte TLCS einen gesteigerten BrdU-Einbau (Abbildung
3.24.A) und eine erhohte Zellzahl (Abbildung 3.24.B). Die Kinase-Inhibitoren
Apozynin, SU6656, AG1478 und PD098059 konnten den TLCS-bedingten Einbau
von BrdU signifikant hemmen (Abbildung 3.24.C). Der JNK-Inhibitor L-JNKI-1
dagegen hatte keinen Einfluss auf die TLCS-induzierte BrdU-Aufnahme. Diese
Ergebnisse deuten an, dass TLCS als Mitogen wirkt und unter diesen Bedingungen
eine Proliferation der HSZ bewirkt. Im Gegensatz dazu, kam es nach Stimulation mit
TLCS, hinsichtlich der Expression von aSMA, nicht zu einer beschleunigten HSZ-

Transformation in MFB-ahnliche Zellen (Abbildung 3.25.).
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Abbildung 3.24.: Gallensalz-bedingt den Einbau von BrdU und HSZ Proliferation

HSZ wurden isoliert, 24 h kultiviert und dann mit TLCS (100 pmol/L) und/oder CHX
(0,5 pmol/L) stimuliert. Die Inhibitoren Apozynin (300 pmol/L), SU6656 (10 umol/L),
AG1478 (5 pmol/L), PD098059 (5 pmol/L) und L-JNKI-1 (5 pmol/L) wurden 30 min vor
Stimulation hinzugegeben (A) TLCS bedingte innerhalb 48 h eine statistisch signifikante
Zunahme des BrdU-Einbaus in ruhenden HSZ (*p<0.05, n=3). (B) Auch die Gesamtzahl
der Zellen erhdhte sich nach Stimulation mit TLCS, wohingegen die Zellzahl nach Ko-
Stimulation mit TLCS und CHX deutlich abnahm (*p<0.05, n=3). (C) Die Zugabe der
Inhibitoren Apozynin, SU6656, AG1478 und PD098059 hemmte den BrdU-Einbau
signifikant. Der JNK-Inhibitor L-JNKI-1 dagegen hatte keinen Einfluss auf die TLCS-
induzierte Aufnahme von BrdU. Die simultane Stimulation von TLCS und CHX fihrte
dagegen zu einem erniedrigten BrdU-Einbau. Die Zugabe des JNK-Inhibitor L-JNKI-1
bedingte hier eine erhdhte BrdU-Aufnahme (*p<0.05, n=3).

Uberraschenderweise I6ste die simultane Stimulation mit TLCS und CHX eine starke
Abnahme der Zellzahl (Abbildung 3.24.B), und einen erniedrigten BrdU-Einbau
(Abbildung 3.24.A/C) aus, die durch Zugabe eines JNK-Inhibitors gehemmt werden
konnte (Abbildung 3.24.C).
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Abbildung 3.25.: TLCS hat keine Wirkung auf die Transdifferenzierung von HSZ

HSZ wurden 12 h kultiviert und dann entweder mit Kontrollmedium oder TLCS
(100 umol/L) fur die angegebenen Zeitpunkte inkubiert. Die Expression von aSMA wurde
mittels Western Blot-Analyse bestimmt. y-Tubulin diente als Beladungskontrolle. TLCS
hatte in Bezug auf die aSMA-Expression keine Wirkung auf die Transdifferenzierung in

einen Myofibroblasten-ahnlichen Phanotyp (n=3).

3.2.4. Cycloheximid sensibilisiert ruhende HSZ gegeniber Gallensalz-
induzierte Apoptose

Hydrophobe Gallensalze sind in Hepatozyten in der Lage, Liganden-unabhéangig in
vitro sowie in vivo CD95-vermittelt Apoptose zu induzieren (Rodriguez et al., 1998;
Faubion et al., 1999; Yoon & Gores, 2002; Reinehr et al., 2003a). HSZ jedoch sind
resistent gegen eine Gallensalz-induzierte Apoptose (Kim et al., 2006; Svegliati-
Baroni et al., 2005).

Wie in Abbildung 3.26.A gezeigt, sensibilisiert CHX ruhende HSZ gegenuber der

TLCS-induzierten Apoptose, wohingegen die Exposition mit TLCS oder CHX allein

keinen apoptotischen Zelltod ausléste. Die durch TLCS und CHX induzierte

Zunahme an TUNEL-positiven Zellen, konnte durch Zugabe, von Apozynin,

SU6656 und AG1478, sowie dem JNK-Inhibitor L-JNKI-1 gehemmt werden. Der

Erk-1/-2 Inhibitor PD098059 dagegen hatte keinen Einfluss auf die Apoptoserate

(Abbildung 3.26.B).
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Abbildung 3.26.: Die Ko-Stimulation von TLCS und CHX fihrt zu einer erhéhten
Apoptoserate in ruhenden HSZ

HSZ wurden 24 h kultiviert und dann 18 h mit TLCS (100 pmol/L) und/oder CHX
(0,5 pmol/L) inkubiert. Die Inhibitoren Apozynin (300 pmol/L), SU6656 (10 umol/L),
AG1478 (5 pumol/L), PD098059 (5 pumol/L) und L-JNKI-1 (5 pmol/L) wurden 30 min vor
Stimulation hinzugegeben. (A) Die simultane Stimulation mit CHX flhrte zu einer
signifikanten Zunahme der TUNEL-positiven Zellen, wohingegen TLCS und CHX allein
keinen Effekt auf die Apoptoserate hatten (*p<0.05, n=6). (B) Die durch TLCS und CHX
induzierte Zunahme an TUNEL-positiven Zellen, konnte durch Zugabe des JNK-Inhibitors
L-JNKI-1, sowie Apozynin, SU6656 und AG1478 gehemmt werden. Der Erk-1/-2 Inhibitor
PD098059 dagegen hatte keinen Einfluss auf die Apoptoserate (*p<0.05, n=3).

Um die zugrunde liegenden Mechanismen der Signaltransduktion aufzuklaren,
wurden die entscheidenden Schritte der Aktivierung des CD95-Systems in
ruhenden HSZ nach Behandlung mit TLCS und CHX untersucht (Abbildung 3.27.).
TLCS allein oder nach simultaner Stimulation mit CHX induzierte eine Aktivierung
des EGFR, welche durch das Antioxidans NAC und dem Src-Inhibitor SU6656
inhibiert werden konnte. TLCS und CHX gemeinsam lésten zusatzlich, wie schon in
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Abbildung 3.22. gezeigt, eine starke JNK-1/-2-Phosphorylierung aus, welche mit L-
JNKI1, einem JNK-1/-2-inhibitorischen Peptid (Abbildung 3.27.) gehemmt werden
konnte. Eine physikalische Assoziation zwischen dem EGFR und CD95 konnte nur
nach simultaner Stimulation mit TLCS und CHX, jedoch nicht nach alleiniger
Stimulation mit TLCS oder CHX beobachtet werden. Wahrend CD95L ruhende HSZ
vor einer CD95-vermittelten Apoptose durch Tyrosinnitrierung des CD95 schitzt
(Abbildung 3.17.A), konnte keine Tyrosinnitrierung nach Stimulation mit TLCS und
CHX, dagegen aber eine CD95-Tyrosinphosphorylierung, gezeigt werden
(Abbildung 3.27.). Diese CD95-Tyrosinphosphorylierung erlaubte die Assoziation
von FADD und Caspase-8 mit CD95 (DISC-Bildung, Abbildung 3.27.).
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Gallensalze in ruhenden HSZ als
mitogenes und proliferatives Signal unter Einbindung des EGFR wirken. Wird
jedoch ein Ko-Stimulus, z.B. CHX, der zu einer Aktivierung von JNK-1/-2 fiihrt,
zugeflgt, so kommt es zur Assoziation von EGFR und CD95, wodurch die
apoptotische Signalkaskade aktiviert wird.
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Abbildung 3.27.: Gallensalz-induzierte Aktivierung des CD95-Systems

2 Tage alte HSZ wurden mit TLCS (100 pmol/L), CHX (0,5 pmol/L) oder CD95L
(100 ng/ml) Uber einen Zeitraum von 3 h stimuliert. Die Inhibitoren N-Acetylcystein (NAC,
30 mmol/L), SU6656 (10 pmol/L), JNK-Inhibitor (L-JNKI-1, 5 pmol/L) oder AG1478
(5 pmol/L) wurden 30 min vorgegeben. EGFR und CD95 wurden immunprézipitiert und
dann hinsichtlich der Tyrosinphosphorylierung und -nitrierung, sowie der DISC-Bildung mit
spezifischen Antikérpern mittels Westen Blot analysiert. Eine Aktivierung von JNK-1/-2
konnte mit Hilfe von phophospezifischen Antikérpern detektiert werden. Die EGFR-Tyrosin-
und JNK-1/-2-Phosphorylierung wurde nach 30 min, die CD95/EGFR-Assoziation, CD95-
Tyrosinphosphorylierung (CD95-Y-P) und CD95-Tyrosinnitrierung (CD95-Y-NO,) nach
60 min und die DISC-Bildung nach 3 h detektiert. Gesamt-EGFR, -CD95 und -JNK-1/-2
dienten als Beladungskontrollen. TLCS und CD95 induzierten eine Phosphorylierung des
EGFR, lésten dagegen aber keine JNK-1/-2-Aktivierung, eine Voraussetzung flr die
CD95/EGFR-Assoziation und CD95-Tyrosinphosphorylierung, aus. Zusatzlich bedingte
CD95 eine CD95-Tyrosinnitrierung, wohingegen keine Nitrierung nach Stimulation mit
TLCS erfolgte. Wurden TLCS und CHX simultan verabreicht, so kam es zu einer starken
JNK-1/-2-Phosphorylierung, mit nachfolgender CD95/EGFR-Assoziation, welche durch
Zugabe des  JNK-Inhibitors  L-JNKI-1 gehemmt  werden  konnte  (n=3).
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4. Diskussion

4.1. CD95L-induzierte EGFR-Aktivierung in hepatischen Sternzellen

Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, flhrt die Stimulation mit CD95L zu
einer schnellen Aktivierung des EGFR in HSZ. Diese Aktivierung ist scheinbar
Liganden-abhangig und bedingt eine Proteinase-vermittelte Ablésung von EGF, die
wiederum den EGFR in einem auto- und parakrinem Weg aktiviert. Ein &hnlicher
Mechanismus flir die EGFR-Aktivierung in Abhangigkeit von pro-apoptotischen
Gallensalzen wurde kurzlich in Cholangiozyten beschrieben (Werneburg et al.,
2003). Auch in dieser Arbeit konnte eine EGFR-Tyrosinphosphorylierung an den
Positionen 845, 1045 und 1173 gezeigt werden. Diese Tyrosinreste werden auch in
Ratten-Hepatozyten nach Zugabe von exogenem EGF phosphoryliert (Reinehr et
al., 2004).

Im Gegensatz zu den HSZ, aktiviert CD95L in Hepatozyten den EGFR (ber einen
Liganden-unabhingigen Weg. CD95L aktiviert die p47°", eine regulatorische
Untereinheit der NADPH-Oxidase und das so entstandene oxidative Stresssignal
aktiviert die Src-Kinase Yes (Reinehr et al., 2005). Yes leitet dann die

845

Phosphorylierung des EGFR am Tyr™™ ein, gefolgt von dessen Aktivierung der

Autophosphorylierung an Tyr''”3. Unter diesen Bedingungen wird der EGFR nicht
am Tyr'®®

Hepatozyten unter dem Einfluss von CD95L aus (Eberle et al., 2005 und 2007).

phosphoryliert und die EGFR-Internalisierung bleibt in Ratten-

Das schnelle CD95L-induzierte oxidative Stresssignal leitet auch die Aktivierung
der JNKs ein, welche fir die Apoptose-Induktion in Hepatozyten bendtigt werden
(Reinehr et al., 2003b und 2005; Malhi et al., 2006). Interessanterweise konnte
keine dieser Antworten, also die Induktion der p47°"°*-Serinphosphorylierung, das
oxidative Stresssignal und die Yes- und JNK-Aktivierung in Abhangigkeit von
CD95L in ruhenden und aktivierten HSZ beobachtet werden. Dass CD95L kein
JNK-Signal in HSZ auslést, konnte erklaren, warum die EGFR-Aktivierung nicht von
einer EGFR/CD95-Assoziation und nachfolgender CD95-Tyrosinphosphorylierung,
wie man es in Hepatozyten beobachten kann, begleitet wird (Reinehr et al., 2005;
Malhi et al., 2006). Auch in Mesangialzellen der Ratte wurde beschrieben, dass
eine Phosphorylierung der JNK Zellen gegenuber einer TNFa-induzierten Apoptose
sensibilisieren kann (Guo et al., 1998a). Eine anhaltende JNK-Aktivierung wurde
als wichtiger Ausldser flir Apoptose durch verschiedene Stimuli beschrieben (Guo
et al., 1998a/b; Chen et al., 2001; Reinehr et al., 2003b, 2004 und 2005) und hat
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wahrscheinlich Einfluss auf die Genexpression und die Mitochondrien (Leppa et al.,
1999; Kharbanda et al., 2000).

Entsprechend der Inhibitorstudien ist die Matrixmetalloproteinase (MMP) 9
wahrscheinlich in die Vermittlung der EGF-Abspaltung als Antwort auf CD95L in
ruhenden HSZ involviert. c¢-Src wurde upstream der EGFR-Aktivierung
nachgewiesen. Schon in verschiedenen Tumorzelllinien konnte eine Src-abhangige
MMP9-Sekretion und -Aktivierung gezeigt werden (Razandi et al., 2003; Segarra et
al., 2005).

4.2. CD95L als mitogenes, anti-apoptotisches Signal in ruhenden HSZ

Es konnte gezeigt werden, dass CD95L in ruhenden, nicht jedoch in aktivierten
HSZ als mitogenes Signal wirkt. Auch die Stimulation mit anderen Liganden der
TNF-Rezeptorfamilie resultierte in ruhenden HSZ in einer Phosphorylierung des
EGFR, einer Erk-Phosphorylierung und einem erhdéhten Einbau von BrdU. Diese
unerwartete Antwort auf die Todesrezeptor-Liganden muss in dem Kontext kirzlich
verodffentlichter Ergebnisse betrachtet werden. Es wurde beschrieben, dass sich
HSZ in Myofibroblasten, Endothelzellen und Hepatozyten differenzieren kénnen
und wahrscheinlich ein Progenitor-/Stammzellkompartiment in der Leber darstellen
(Kordes et al., 2007). Demnach kénnten HSZ eine groBe Rolle bei der
Leberregeneration in Folge einer Leberverletzung, die von der Abgabe
verschiedener Zytokine, einschlieBlich Todesrezeptor-Liganden begleitet wird,
spielen. Aus teleologischer Sicht, sollten Progenitor-/Stammzellen, wenn sie solch
einem Zytokinmilieu ausgesetzt sind, proliferieren und nicht sterben.
Dementsprechend wirkt CD95L in ruhenden HSZ nicht nur proliferationsférdernd,
sondern inaktiviert gleichzeitig auch CD95 durch Tyrosinnitrierung. Jedoch ist das
mitogene Potential von CD95L im Vergleich zu EGF oder PDGF sehr gering und
die physiologische Relevanz dieses Befundes muss weiter untersucht werden.
Ebenso ist unklar, in welchem Umfang sich EGF in Abhangigkeit von CD95L aus
HSZ |6st, und eine regenerative Antwort in benachbarten Hepatozyten auslésen

kann.

232 291
)

Der CD95 besitzt 3 Tyrosinreste. Zwei von diesen (Tyr™ und Tyr®”") sind in der
sogenannten Todesdomane des Rezeptors lokalisiert und wie durch mehrere
Studien gezeigt werden konnte, ist ihre Phosphorylierung fiir die Ubertragung des

CD95-Todessignals essentiell (Eberle et al., 2005 und 2007). Eine Nitrierung dieser
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Tyrosinreste erlaubt keine weitere Phosphorylierung und inhibiert dadurch die pro-
apoptotische CD95-Signalkaskade (Reinehr et al., 2004). Interessanterweise
induziert nicht nur CD95L, sondern auch TNFa und TRAIL eine Tyrosinnitrierung in
ruhenden HSZ, was auf eine Wechselbeziehung zwischen den verschiedenen
Todesrezeptorsystemen schlieBen lasst. Die Inaktivierung des CD95-
Todesrezeptors in ruhenden, aber nicht in aktivierten HSZ erklart auch, warum CHX
aktivierte und nicht ruhende HSZ gegen den CD95L-induzierten Zelltod
sensibilisieren kann. CHX erzeugt in beiden Fallen das fehlende JNK-Signal,
welches fir die Assoziation des EGFR mit CD95 benétigt wird. Eine CD95-
Tyrosinphosphorylierung und Apoptose wird aber nur in aktivierten HSZ eingeleitet.
Aus der Literatur ist bekannt, dass CHX als Translationshemmer wirkt und die
Resistenz gegeniber der CD95-induzierten Apoptose in aktivierten HSZ abhangig
von der Proteinsynthese ist (Gong et al., 1998). Eine Sensibilisierung von Zellen
gegentber der CD95-induzierten Apoptose durch Inhibitoren der Translation,
Transkription oder Proteinkinase C wurde auch in Hepatozyten (Roquet et al.,
1996; Tanaka et al., 1998) und einigen nicht-hepatischen Zelltypen (Ogasawara et
al., 1993; Itoh & Nagata, 1993) beschrieben.

Schema 4.1. fasst die aktuelle Sicht der Wirkung von CD95L in ruhenden und

aktivierten HSZ, sowie Hepatozyten der Rattenleber zusammen.

66



'8002 “'|e 18 Jysuiay yoeu LLIziyIpoy\ "uuey uspiam 1sgiebsne asoidody pun 1epjigeb DS Jep ‘Ualfioydsoyd Gego ‘Ustalizosse Y453 pun 6D
ssepos ‘sne Bunuaijfioydsoyd-yNr apusiys; alp 1sQ| XHD uoA agebnz aiq ‘ponipiaiun speyseyeubls syosnoidode-oid aip pam ‘pam 16nazie [eubiS-MNr
uiey eq ‘BuniauluuIS0IA] -GEQD SpuUBIBIAINEUI BUIBY Jage uababep ‘Buniainpy-H493 abibueyge-uspuebi] auld G600 MaIznpul ‘ZSH uapuayni ul SIp\
:d4IN/ZSH SMSIAINY uoinpsuelleubiS-GeQD ayosiolidode-oid aip Lapuiylan BuniauiuuisolA] -GeaD dMdIznpul UBYNWIS dulg 1SQ|sne uonpsuelleubis
auaboyw aIp Jop ‘snwsiueyosy usbibueyge-dNIN Pun -0IS usuld Jagn Bunisinpy-449H3 abibueyge-uspuebi] aule waiznpul 16600 :ZSH apuayny

4. Diskussion

asojdody

aso)dody

Zuajsisay
-osojdody

uoneJayljoid

ualAzojedaH 8IMOS ‘ZSH UaMBIAINE pun uapuayni ul abamjeubis auLIZNpuI-1S6aD L'y Bunpgqy

% cozﬁm,___ohn_

D

| 4
%% o %% o o

¢ Xonda a

493/6dININ 493/6dININ
t t

15600 XHO 156A0 15600
uajAzojedoy ZSH @puaynu

g4IN/ZSH 3ualnpe

67



4. Diskussion

4.3. Mechanismus der CD95L-induzierten CD95-Tyrosinnitrierung

Die Mechanismen, die der CD95L-induzierten Inaktivierung von CD95 durch die
Tyrosinnitrierung zu Grunde liegen sind unklar. Die Inhibitorstudien suggerieren,
dass p47°"°*-abhangige NADPH-Oxidase-(Nox)-Isoformen, NO und Peroxynitrit
nicht am Prozess der CD95L-induzierten Tyrosinnitrierung beteiligt sind. Neben
Peroxynitrit, ist Nitrogendioxidradikal (NO;) ein anderes nitrierendes Intermediat,
das durch eine Peroxidase-katalysierte Oxidation von Nitrit generiert werden kann.
Eine enzymatische Oxidation von Tyrosin durch Wasserstoffperoxid erlaubt die
Bildung von Tyrosylradikalen, welche sich zusammen mit NO»-Radikal zu
Nitrotyrosin verbinden kénnen. Ubereinstimmend mit der erforderlichen Préasenz
von Hydrogenperoxid fir die CD95L-induzierte CD95-Tyrosinnitrierung, konnte eine
Inhibierung der CD95L-induzierten CD95-Tyrosinnitrierung in Anwesenheit von
Katalase in ruhenden HSZ beobachtet werden. Im Gegensatz zu aktivierten HSZ,
exprimieren ruhende HSZ starker bifunktionale DUOX-Enzyme. Diese weisen
neben der NADPH-Untereinheit auch einen Peroxidaserest auf (Lambeth, 2002). In
der Schilddrise ist DUOX als prinzipieller H>O»-Bilder, der fir die
Schilddriisenhormonsynthese bendtigt wird, etabliert (Ris-Stalpers, 2006). Jedoch
werden DUOX-Enzyme in fast allen Geweben exprimiert und ihre Funktion in nicht-
thyroidalen Geweben ist weitgehend unklar. Ob DUOX-Enzyme in die CD95L-
induizierte Tyrosinnitrierung involviert sind, ist lediglich eine Spekulation, da
Thiouracil, Methimazol und Aminotriazol in der Lage waren, die CD95-
Tyrosinnitrierung signifikant zu inhibieren. Obwohl eine DUOX-Hemmung dieser
Verbindungen schon publiziert wurde (Nagasaka & Hidaka, 1976; Ha et al., 2006),
sollte bemerkt werden, dass die Inhibitoren eine Vielzahl anderer Effekte haben.
Letztlich Iasst sich sagen, das Todesrezeptor-Liganden wie CD95L in HSZ als
Mitogene agieren und simultan die CD95-abhédngige Signaltransduktion
inaktivieren. Dies kdénnte die Zellen dahingehend unterstitzen, ihre Rolle als
Progenitor-/Stammzellkompartiment in der regenerierenden Leber nach einer

Leberverletzung wahrzunehmen.
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4.4. Gallensalz-induzierte EGFR-Phosphorylierung in ruhenden HSZ

Im zweiten Teil der Arbeit wurden die Mechanismen der Gallensalz-induzierten
Wirkung auf hepatische Sternzellen und deren Antagonisierung durch exogene
Stimuli untersucht.

Durch mehrere Arbeitsgruppen konnte gezeigt werden, dass Gallensalze Zelltyp-
abhéngig eine Liganden-abhangige, sowie Liganden-unabhangige Aktivierung des
EGFR in Hepatozyten wund Cholangiozyten auslésen koénnen. Diese
Phosphorylierung ist mit einer Aktivierung der intrazelluldaren Signalkaskaden und
mit einer Resistenz gegenliber Apoptose assoziiert (Qiao et al., 2001; Rao et al.,
2002; Werneburg et al., 2003; Reinehr et al., 2003 und 2004; Rust et al., 2002).

In ruhenden HSZ konnte beobachtet werden, dass das hydrophobe pro-
apoptotische Gallensalz TLCS eine schnelle Aktivierung des EGFR induziert. Diese
Aktivierung ist im Vergleich zur CD95L-induzierten EGFR-Phosphorylierung
Liganden-unabhangig, da TLCS keine Phosphorylierung am Tyrosinrest 1045, der
die EGFR-Internalisierung nach Stimulation mit EGF oder TGFa induziert, ausldst.
In Cholangiozyten dagegen, lésen pro-apoptotische Gallensalze wie TLCS eine
Liganden-abhangige EGFR-Aktivierung aus (Werneburg et al., 2003).

Da die EGFR-Tyrosinkinase-Doméne (z.B. EGFR-Y®**) ein Substrat der Src-
Kinasen ist und Yes eine Gallensalz-induzierte EGFR-Aktivierung in Hepatozyten
vermittelt (Reinehr et al., 2004), wurde getestet, ob Gallensalze eine Src-Kinase-
vermittelte EGFR-Aktivierung in ruhenden HSZ induzieren. Wie in dieser Arbeit
gezeigt werden konnte, aktivieren hydrophobe Gallensalze die Src-Kinase Yes,
wohingegen andere Src-Kinasen, wie Fyn und c-Src nur sehr schwach aktiviert
wurden. Die unterschiedlichen Gallensalze scheinen sich in ihrer Fahigkeit Src-
Kinasen zu aktivieren zu unterscheiden, da sowohl TC als auch TUDC keine Yes-
Aktivierung auslésen konnten. Der Befund der Src-vermittelten-EGFR-Aktivierung
wurde durch eine schnelle Assoziation von Yes mit dem EGFR und eine SU6656-
sensitive Phosphorylierung des EGFR unterstitzt. Ferner unterdriickten alle
weiteren Inhibitoren, welche die Gallensalz-induzierte Yes-Aktivierung oder
Yes/EGFR-Assoziation hemmten, die Gallensalz-induzierte EGFR-Assoziation.
Dies lasst schlussfolgern, dass Yes als vorgeschaltete Kinase der EGFR-
Phosphorylierung agiert. Dementsprechend konnte keine Interaktion der TLCS-
induzierten Yes-Aktivierung mit AG1478 beobachtet werden. Gefolgt von einer

direkten Phosphorylierung des EGFR-Y''® induziert TLCS eine EGFR-
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Phosphorylierung am Tyrosinrest 845. Demnach kénnte EGFR-Y®* das primare
Ziel der Yes-Kinase-Aktivitat sein. Die Phosphorylierung an dieser Stelle kénnte die

Y7 auslosen. Ubereinstimmend hiermit,

Autophosphorylierung des EGFR-
unterdrlickte die Inhibierung von Yes durch SU6656 die TLCS-induzierte EGFR-
Phosphorylierung, wohingegen AG1478, ein Hemmestoff der Tyrosinkinase-Aktivitat,
nur einen geringen Effekt auf die EGFR-Phosphorylierung hatte.

Da Gallensalze in Hepatozyten eine schnelle oxidative Stressantwort induzieren
(Yerushalmi et al., 2001; Sokol et al., 1995), kénnte diese die Yes-Aktivierung
auslésen. Ubereinstimmend hiermit konnten Antioxidantien die TLCS-induzierte
Zunahme der DCFDA-Fluoreszenz und die Yes-Aktivierung hemmen.

In den letzten Jahren wurden verschiedene Organellen der Gallensalz-induzierten
ROS-Bildung, wie Mitochondrien oder das endoplasmatische Retikulum identifiziert
(Rodriguez et al., 1998; Reinehr et al., 2003). Wie in dieser Arbeit gezeigt, ist die
schnelle  ROS-Antwort durch NADPH-Isoformen  getriggert, welche in
verschiedenen Zelltypen einschlieBlich HSZ und Hepatozyten (Reinehr et al., 2005)
nachgewiesen worden sind, und demnach eine wichtige Stelle der zellularen
Signaltransduktionsmechanismen ist. Entsprechend dieser Ergebnisse, induzierten
die hydrophoben Gallensalze TLCS, TCDC und GCDC eine Aktivierung der sauren
Sphingomyelinase, der PKCC und darauffolgend eine schnelle
Serinphosphorylierung der regulatorischen Untereinheit p47°"*. Diese TLCS-
induzierte ROS-Antwort konnte durch Inhibitoren der NADPH-Oxidasen unterdrickt

werden.

4.5. Gallensalze als proliferatives Signal in ruhenden HSZ

Im Rahmen dieser Arbeit konnten mehrere Gallensalze in ruhenden HSZ als
Proliferations-auslésende Faktoren identifiziert werden. Entsprechend der Studie
von Svegliati-Baroni (2005) in aktivierten HSZ, konnte gezeigt werden, dass
Gallensalze den Eintritt der Zelle in die S-Phase des Zellzyklus erhéhen und die
Steigerung des Zellzyklus (Einbau von BrdU) von einer Zunahme der Gesamtzahl
an Zellen begleitet wurde.

In Einklang mit Gallensalz-stimulierten Hepatozyten (Qiao et a., 2002; Reinehr et
al., 2004) konnte auch in ruhenden HSZ eine starke Erk-1/-2-Phosphorylierung
beobachtet werden (Brady et al., 1996; Svegliati-Baroni et al., 2005). Die MAP-
Kinasen Erk-1/-2 sind wichtige Elemente in der Ubertragung von mitogenen
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extrazellularen Stimuli in HSZ (Friedman et al., 2000). Dieser Effekt konnte durch
simultane Stimulation mit CHX gehemmt werden. Im Gegensatz zur Erk-1/-2-

8MAPK nach Inkubation

Phosphorylierung konnte keine Aktivierung der JNK und p3
mit den Gallensalzen beobachtet werden. Dies deutet darauf hin, dass nur ein
spezifisches Mitglied der MAPK unter diesen experimentellen Bedingungen

induziert werden konnte.

4.6. Cycloheximid sensibilisiert ruhende HSZ gegeniiber der Gallensalz-
induzierten CD95-Aktivierung und Apoptose

Gallensalze allein I6sten in runenden HSZ keine Apoptose aus. Ein Grund far die
Resistenz gegen diese Gallensalz-induzierte Apoptose kdnnte im Vergleich zu
Hepatozyten die geringere Gallensalz-Aufnahme sein. Im Gegensatz zu
Hepatozyten kdénnen HSZ keine fluoreszierenden Gallensalze aufnehmen und
verfigen nicht Uber den wichtigen Gallensalz-Transporter Ntcp. Kdirzlich konnte
gezeigt werden, dass die Gallensalz-induzierte Apoptose in primaren Hepatozyten
und HepG2-Hepatoma-Zellen von der Ntcp-vermittelten Aufnahme abhéngig ist
(Schoemaker et al., 2004). Die Aufnahme von Gallensalzen tber Oatp-Transporter-
Isoformen ist auch unwahrscheinlich, da HSZ den Oatp1 und 2 nicht exprimieren
und die Expression von Oatp3 sehr gering ist.

In den letzten Jahren wurde gezeigt, dass COX-2 und Mcl-1 wichtig fur die
Uberlebensfahigkeit von Cholangiozyten ist (Yoon et al., 2002a/b). Auch in
aktivierten HSZ konnte nachgewiesen werden, dass eine erhdhte COX-2 und Mcl-1
Expression durch Gallensalze das Uberleben wéhrend einer Cholestase férdern
kann (Kim et al., 2006).

4.7. JNK-Aktivierung als entscheidender Ausloser fiir die Apoptose

Ruhende HSZ benétigen CHX als Ko-Stimulus zur Induktion von Apoptose durch
das hydrophobe Gallensalz TLCS. Eine anhaltende JNK-Aktivierung konnte als
entscheidender Ausloser fir die Apoptose in ruhenden HSZ identifiziert werden.
Nur wenn TLCS und CHX als Ko-Stimulus gleichzeitig verabreicht wurden, konnte
JNK-1/-2  phosphoryliert, der CD95 mit dem EGFR assoziieren und die
Apoptosekaskade eingeleitet werden. Abbildung 4.2. fasst die aktuelle Sicht der
Wirkung von TLCS in ruhenden HSZ der Rattenleber zusammen.
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Eine JNK-Aktivierung wurde auch bei vielen anderen Stimuli als wichtiger Ausléser
ermittelt (Chen et al., 2001; Guo et al., 1998) und kdénnte Effekte auf die
Genexpression und Mitochondrien ausiiben (Leppa & Bohmann, 2001; Kharbanda
et al., 2000). Bislang ist nicht bekannt, warum eine anhaltende, nicht jedoch
transiente JNK-Aktivierung zum Zelltod fuhrt. Es ist méglich, dass entscheidende
Effektoren des JNK-Signalwegs erst einige Zeit nach der Stimulation in der Zelle
verflgbar sind, oder dass solche Effektoren erst akkumulieren missen, um
Apoptose zu induzieren. Eine andere Moglichkeit ware, dass der apoptotische JNK-
Signalweg zeitweise durch eine gleichzeitige Aktivierung von anti-apoptotischen
Signalwegen gehemmt wird, wie z.B. dem Erk- und Akt/PKB-Signalweg (Davis
2000; Lei et al., 2002). Neuere Ergebnisse der Arbeitsgruppe um G. Franzoso
zeigten eine Beteiligung des Proteins GADD4583 (growth arrest and DNA damage)
an der JNK-induzierten Apoptose. GADD453 wird nach Stimulation mit TNFaq,
durch einen Mechanismus der NF-kB benétigt, induziert. Seine ektope Expression
blockiert die MAP-Kinase-Kinase 7, die selektiv JNK-1/-2 phosphoryliert. RNA- oder
Proteinsynthesehemmer wie Actinomycin D oder CHX jedoch blockieren
GADDA458, sodass JNK-1/-2 phosphoryliert und Apoptose induziert werden kann
(Papa et al., 2004a/b und 2007). Inwieweit auch GADD45p bei der Gallensalz- und
CD95L-induzierten Apoptose in HSZ eine Rolle spielt, muss weiter untersucht

werden.
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Abbildung 4.2. TLCS-induzierte Signalwege in ruhenden HSZ

TLCS, TCDC oder GCDC verursachen in ruhenden HSZ oxidativen Stress, der eine
EGFR-Tyrosinphosphorylierung induziert. Nur mit CHX als Ko-Stimulus kommt es zu einer
Aktivierung der JNK-1/-2. Das anhaltende JNK-Signal erlaubt die Assoziation von CD95
und EGFR mit einer darauffolgenden DISC-Bildung an der Zellmembran und Induktion der
Apoptose. Fehlt CHX als Ko-Stimulus, so kommt es zur Aktivierung der MAP-Kinasen Erk-
1/-2 und zur Proliferationssteigerung.

Letztlich lasst sich sagen, dass pro-apototische Gallensalze wie TLCS, TCDC und
GCDC die Proliferation von ruhenden HSZ Uber eine Aktivierung des EGFR
auslésen kénnen. HSZ scheinen, sofern CHX als Ko-Stimulus fehlt, vor einer
Gallensalz-induzierten Apoptose geschitzt zu sein. Diese Ergebnisse suggerieren,
dass es sich bei den erhéhten Gallensalz-Konzentrationen wahrend der Cholestase

um einen unabhangigen pro-fibrogenetischer Faktor handelt.
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5. Zusammenfassung

Die Proliferation hepatischer Sternzellen (HSZ) ist ein Schllsselereignis bei der
Entwicklung der Leberfibrose. Bei vielen Lebererkrankungen sind HSZ
inflammatorischen Zytokinen, reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und Gallensalzen
ausgesetzt. Obwohl bekannt ist, dass inflammatorische Zytokine und ROS die
Proliferation von HSZ begunstigen, ist nichts Uber die Effekte von CD95 (Fas)-
Ligand und Gallensalzen auf die Proliferation und Apoptose in ruhenden HSZ
bekannt. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten wichtige molekulare
Signaltransduktionsmechanismen der CD95-Aktivierung in hepatischen Sternzellen
aufgeklart werden.

CD95 Ligand (CD95L) und andere Todesrezeptoren induzieren in ruhenden HSZ
eine Liganden-abh&ngige Phosphorylierung des epidermal growth factor receptor
(EGFR) Uber einen Src- und Matrixmetalloproteinase 9-abhangigen Mechanismus.
Dieser l6st eine mitogene Signalkaskade Uber Aktivierung des Erk-Signalwegs aus.
Eine simultan induzierte CD95-Tyrosinnitrierung unterdriickt dagegen die pro-
apoptotische Signalkaskade. Als auslésendes Signaltransduktionselement kommt
die DUOX, eine Untereinheit der Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphatoxidase
(NADPH), in Frage.

In aktivierten HSZ, induziert CD95L wie in ruhenden HSZ eine Phosphorylierung
des EGFR, dagegen aber keine inaktivierende CD95-Tyrosinnitrierung. Da kein
Apoptose-auslésendes c-Jun-N-terminale Kinase (JNK)-Signal erzeugt wird, kann
auch die pro-apoptotische Signalkaskade nicht aktiviert werden. Die Zugabe von
Cycloheximid (CHX) jedoch, ein Inhibitor der Proteinbiosynthese, induziert die
notwendige JNK-Phosphorylierung, die die Assoziation des EGFR mit dem CD95
erméglicht. Der EGFR phosphoryliert sodann den CD95 innerhalb der
Todesdomane, als Bedingung fir die Translokation des EGFR/CD95-
Proteinkomplexes an die Membran. Durch Anlagerung der Fas-associated death
domain (FADD) und der Pro-Caspase-8, wird der death inducing signaling complex
(DISC) gebildet. Die dadurch aktivierte Initiator-Caspase-8 aktiviert ihrerseits die
Effektor-Caspase-3, sodass der apoptotische Zelltod induziert wird.

Einige Gallensalze wie Taurochenocholat-3-Sulfat (TLCS) und
Glycochenodesoxycholat (GCDC) sind wirksame Induktoren der Apoptose in
Hepatozyten und Cholangiozyten, und l6sen Proliferation tber die Aktivierung des

EGFR von aktivieten HSZ aus. Die Aufklarung der beteiligten
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Signaltransduktionselemente an der Gallensalz-induzierten EGFR-Aktivierung in
HSZ war ein weiteres Ziel dieser Arbeit.

Durch Stimulation mit den pro-apoptotischen Gallensalzen TLCS, GCDC und
Taurochenodesoxycholat nicht jedoch mit dem neutralen Gallensalz Taurocholat
und dem anti-apoptotischen Tauroursodesoxycholat kommt es zu einer schnellen
Aktivierung der sauren Sphingomyelinase (ASM). Die nachfolgend aktivierte
Proteinkinase C{ (PKCC) phosphoryliert die regulatorische Untereinheit p47phox der
NADPH-Oxidase an ihren Serinresten. Durch Aktivierung der NADPH-Oxidase
kommt es zur Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). ROS-vermittelt wird
dann die Src-Kinase Yes aktiviert, welche mit dem EGFR assoziiert und dessen
Phosphorylierung auslést. Erk-vermittelt kommt es zur Initiation der Proliferation.
Stimuliert man ruhende HSZ dagegen simultan mit TLCS und dem
Translationshemmer CHX, so wird neben der ROS-vermittelten Yes/EGFR-
Assoziation, JNK aktiviert. Das anhaltende JNK-Signal erlaubt daraufhin die
Assoziation von CD95 und EGFR und die Phosphorylierung des CD95 mit
folgender DISC-Bildung an der Zellmembran und Induktion von Apoptose.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten demnach wichtige Signaltransduktionselemente
der CD95L- und Gallensalz-induzierten Apoptose und Proliferation in ruhenden und
aktivierten HSZ identifiziert und eine Verbindung der Signalkaskaden zwischen

Zellproliferation und Zelltod in ruhenden HSZ aufgezeigt werden.
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6. Abstract

The proliferation of hepatic stellate cells (HSC) is a key event in the development of
hepatic fibrosis. In many liver diseases HSC are exposed to inflammatory
cytokines, reactive oxygen species (ROS) and bile salts. It is well established that
inflammatory cytokines and ROS promote the proliferation of HSC. But nothing is
known about the effects of CD95 (Fas) ligand and bile salts on proliferation and
apoptosis in quiescent HSC. Within these work crucial molecular signal
transduction mechanisms of the CD95 activation in HSC could be elucidated.
Despite expression of CD95 (Fas)-receptor, HSC are fairly resistant towards CD95-
ligand (CD95L)-induced cell death. The underlying mechanisms and the function of
the CD95-system in quiescent HSC, however, are unknown.

In quiescent HSC (2 days of culture), CD95L and other death receptor ligands led
to a rapid phosphorylation of the epidermal growth factor-receptor (EGFR),
extracellular signal regulated kinases (Erk) and of c-Src, but not of c-Jun-N-terminal
kinases (JNK) and p47°" an activating subunit of nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate (NADPH) oxidase. In quiescent HSC, CD95L did not induce
apoptotic cell death but stimulated HSC proliferation and triggered a rapid
inactivating CD95 tyrosine nitration, which was not detected in activated HSC (10-
14 days of culture). In quiescent HSC, CD95L and other death receptor-ligands act
as mitogens through a ligand-dependent EGFR phosphorylation. Simultaneously,
an antiapoptotic signaling is triggered by CD95L-induced CD95 tyrosine nitration.
This unusual response to death receptor ligands may help quiescent HSC to
participate in liver regeneration following liver injury.

Like in quiescent HSC, CD95L induces ligand-dependent EGFR-activation, but no
inactivating CD95-tyrosine nitration. No proapoptotic signaling occurs, because the
failure to produce a JNK-signal prevents CD95/EGFR-association and
consequently CD95-tyrosine phosphorylation. The missing JNK-signal is introduced
by further addition of CHX and under these conditions, CD95/EGFR-association
occurs, which allows for EGFR-catalyzed CD95-tyrosine phosphorylation within the
death domain and subsequent translocation of the EGFR/CD95 protein complex to
the membrane and triggers the DISC formation, i.e. the recruitment of FADD and
caspase 8 to CD95 and apoptosis-induction.

Some bile salts like taurolithocholate-3-sulfate (TLCS) and glycochenodeoxycholate

(GCDC) are potent inducers of apoptosis in hepatocytes and cholangiocytes and
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induced proliferation in activated HSC. However, nothing is known about the effect
of bile acids on quiescent HSC.

The proapoptotic bile salts TLCS, GCDC and taurochenodeoxycholate but not the
neutral bile salt taurocholate and the anti-apoptotic tauroursodeoxycholate induced
a rapid oxidative stress formation in quiescent HSC, inhibited by
diphenyleneiodonium and apocynin, suggestive for the involvement of NADPH.
TLCS induced a rapid serine phosphorylation of the regulatory subunit p47ph°x,
which was sensitive to the inhibition of protein kinasel (PKC(). These ligand-
independent EGFR activation stimulated HSC proliferation. Only when CHX was
coadministrated the JNK was activated, followed by EGFR-catalyzed CD95-tyrosine
phosphorylation, formation of the death inducing complex (DISC), and execution of
apoptosis.

These data suggest that hydrophobic bile salts induce HSC proliferation via the
activation of EGFR, whereas HSC are protected against bile acid-induced
apoptosis unless CHX is coadministrated as a sensitizer.
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EGFR
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Erk
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GADD45p
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1,2-bis(o-Aminophenoxy)ethan-N,N,N’ . N’-Tetraessigsaure
Bromodesoxyuridin

Cystein-Aspartat-spezifische Protease

CD95 Rezeptor

CD95 Ligand
Chloromethyl-2’,7’-dichlorodihydrid-Fluoreszein Diazetat
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Cyclooxygenase-2

4',6-Diamidino-2-phenylindol

death domain

death effector domain

death-inducing signaling complex

Dulbecco’s modified Eagle's medium
Diphenyleniodoniumchlorid

duale Oxidase

Dithiothreitol

Ethylendiamintetraacetat

epidermal growth factor receptor
Ethylenglycol-bis(2-Aminoethylether)-N,N,N’,N’-Tetraacetat
Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Extracellular-signal regulated kinase

Fas associated death domain
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Fluoresceinisothiocyanat

FLICE (Caspase-8)-inhibitorisches Protein

growth arrest and DNA-damage-inducible gene 45 3
Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase
Glycochendesoxycholat

glial fibrillary acidic protein

hepatocyte growth factor
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PDGF
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PKC
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RT-PCR
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TEMED

horseraddish peroxidase

Hepatische Sternzellen

insulin growth factor
c-Jun-N-terminale Kinase
c-Jun-N-terminale-Kinase-Inhibitor-1
N(G)-Monomethyl-L-Arginin
Lipopolysaccharid

mitogen activated protein kinase
Myofibroblasten
Matrixmetalloproteinase
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nerve growth factor
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phosphate buffered saline
polymerase chain reaction

plateled derived growth factor
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phagocyte oxidase

Proteinkinase C

zellpermeables myristoyltiertes PKC{-Pseudosubstrat
Leberparenchymzellen (Hepatozyten)
reactive oxygen species

reverse transcription-polymerase chain reaction
Natriumdodecylsulfat

standard error of mean

src homology

a-smooth muscle actin
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Tris-buffered saline with Tween
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TLCS
TIMP
TMB
TNF
TRAIL

TUDC
TUNEL

transforming growth factor

Taurolithocholsaure-3-Sulfat

tissue inhibitor of matrix metalloproteinases
Tetramethylbenzidin

Tumornekrosefaktor

Tumornekrosefaktor-assoziierter Apoptose-induzierender
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Tauroursodesoxycholat

TdT-mediating X-dUTP nick end labelling
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