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Referat

Die Leberzirrhose ist der Endzustand vieler Lebererkrankungen. Sie ist charakterisiert
durch einen fibrotischen Umbau des Lebergewebes und die Bildung von
Regeneratknoten. Pathomechanismen in der Leberfibrose beinhalten die
Fibroseinduktion durch Hypoxie und Inflammation, verbunden mit Wachstumsfaktoren
und Angiogenese. Auf zellularer Ebene spielt die hepatische Sternzelle eine zentrale
Rolle in der Fibrose- und Zirrhoseentstehung. Sie produziert im aktivierten Zustand
pro-angiogenetische, pro-fibrotische und pro-inflammatorische Faktoren, die auf der
einen Seite parakrin ihre eigene Aktivitat erhohen und andererseits das umgebende
Milieu aus immunologischen Zellen und Endothelzellen in ihrer Funktion verandern und
so das Voranschreiten der Fibrose zur Zirrhose verursachen.

Die Proteinkinase D, eine Seronin-/Threoninkinase der CaMK-Gruppe mit 3 Isoformen
in Saugetieren, konnte in den letzten Jahren als neuer Mediator in vielen wichtigen
Zellfunktionen identifiziert werden. Es konnte gezeigt werden, dass die PKD-Familie
eine Rolle in der Zellproliferation, dem Zelliiberleben, der Zellmigration, Zellpolaritat,
dem Vesikeltransport vom Golgiapparat zur Zellmembran, in der immunologischen

Regulation, sowie in der Angiogenese spielt.

Viele dieser Funktionen der PKD-Familie spielen eine zentrale Rolle in der Entstehung
der Leberfibrose und Zirrhose. Die Bedeutung der PKD ist allerdings bisher im
Zusammenhang mit der Entstehung einer Leberzirrhose nicht untersucht. Diese Arbeit
zeigt zum ersten Mal mittels Western Blot, dass die Proteinkinase D 1,2 und 3 in
Lebervolllysaten, sowie in primaren Sternzellen der Ratte exprimiert und bei
unterschiedlichen Zirrhosegraden in ihrer Expression moduliert werden. Besonders in
der hepatischen Sternzelle konnten wir eine erhohte Aktivitat von PKD2 bei vermehrter
Fibrose feststellen und konnten mit Hilfe einer Zelllinie und primaren

Rattensternzellen Hypoxie als moglichen auslosenden Faktor identifizieren.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die PKD-Familie und besonders PKD2 ein Element in der

Zirrhoseentstehung und Voranschreiten der Fibrose darstellt.

Brunner, Franziska: Die Rolle der Proteinkinase D in der Leberzirrhose, Halle (Saale),
Univ., Med. Fak., Diss., 72 Seiten, 2020
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1 Einleitung

1.1 Leberzirrhose
1.1.1 Die Bedeutung der Leberzirrhose

Im Jahr 2013 verstarben 15 von 100.000 Einwohnern in Deutschland an einer
Erkrankung der Leber, davon allein 7808 an den Folgen und Komplikationen einer
athyltoxischen Leberzirrhose. In der Gesamttodesstatistik der Bundesrepublik gehort
die Fibrose und die Zirrhose der Leber zu den Top 40 Todesursachen seit mehreren
Jahren (Gesundheitsberichterstattung des Bundes 25.03.2015 26.11.2014). Leider gibt
es bis heute mit Ausnahme der Lebertransplantation keine kausale Therapie fur
Patienten mit einer chronischen Lebererkrankung im Endstadium, die das Uberleben
der Patienten langfristig verbessert (D’Amico et al. 2006; Merion et al. 2005). Daher ist
ein weiteres Verstehen der molekularbiologischen Mechanismen fiir diese Erkrankung
von grofRer Bedeutung und Dringlichkeit. Als Leberzirrhose wird der Endzustand der
Leberfibrose von chronisch hepatischen Erkrankungen unterschiedlicher Atiologie
zusammengefasst. Sie ist charakterisiert durch die Bildung sogenannter
Regeneratknoten im Parenchym mit Bildung von fibrotischen Septen, welche die
physiologische Organ- und GefaBstruktur zerstoren und die Funktionsfahigkeit der
Leber einschranken (Novo et al. 2014). Als haufigste Ursachen fir eine Leberzirrhose
kommen neben dem Alkoholmissbrauch und chronisch viralen Hepatitiden, auch
autoimmune Lebererkrankungen, metabolische Storungen (Diabetes mellitus,
Adipositas) und genetische Erkrankungen (Hamochromatose, M.Wilson) in Frage
(Mormone et al. 2011).

Akute oder chronische toxische Stimuli auf das Lebergewebe fiihren zunachst zu einer
inflammatorischen Reaktion, bei der es zu einem nekrotischen und apoptotischen
Verlust der Hepatozyten kommt. Die damit verbundene Lyse der Zellen bedingt die
Freisetzung von Mediatoren, welche fur die Infiltration von Immunzellen (v.a.
Monozyten) und die Aktivierung der hepatischen Sternzelle zu einer myofibroblasten-
ahnlichen Zelle sorgen. Zusatzlich kommt es auch zu Kklassischen
Wundheilungsreaktionen mit  aktivierten Thrombozyten und neutrophilen
Granulozyten, welche wiederum die Einwanderung von T-Lymphozyten und Monozyten
und somit das klassische Bild einer akuten Entziindung bedingen (Heymann und
Christian Trautwein and Frank Tacke 2009). Bei fortschreitendem toxischem Reiz
werden kontinuierlich Entziindungszellen rekrutiert. Es kommt zu einem Untergang der

Hepatozyten und einer vermehrten Kollagenablagerung (Tacke und Weiskirchen 2010).
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1.1.2 Molekulare Mechanismen der Entstehung

Als Fibrose versteht man die Vernarbung der Leber als Wundheilungsreaktion. Dabei ist
eine Vielzahl von Zellen und Zytokinen beteiligt (Friedman 2008). Durch den Untergang
der Hepatozyten oder die Einwanderung von inflammatorischen Zellen werden die
etablierten Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakte zerstort und neue, die Fibrose
unterstiitzende bilden sich aus (Mormone et al. 2011). Es kommt vor allem zu
Veranderungen im Bereich der extrazellularen Matrix und im Raum von Disse. Im
Rahmen der Fibrose setzt sich die extrazellulare Matrix vor allem aus fibrillarem
Kollagen | und lll, sowie Proteoglykanen, Fibronektin und Hyaloronsaure zusammen
(George et al. 2004). Ein wichtiger Triggerfaktor zur Ausbildung der Fibrose ist die
Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). Diese bedingen im Lebergewebe
uber die Aktivierung von Signaltransduktionskaskaden und Transkriptionsfaktoren wie
JNK und NFkB die erhohte Regulation von fibrose-aktivierenden Genen wie COL1A1,
COL1A2, MCP1, TIMP1 (Bataller und Brenner 2005). Eine weitere wichtige Rolle in der
Entstehung der Fibrose ist das Ungleichgewicht aus Matrix-Metalloproteinasen und
Metallopeptidase-Inhibitoren (Mormone et al. 2011). Der Mediator mit dem hochsten
pro-fribrogenetischem Potential ist TGF-B8 mit vielseitigen Wirkungsmoglichkeiten.
Neben der Aktivierung und Transdifferenzierung von hepatischen Sternzellen zu
Myofibroblasten, steigert es die Expression der extrazellularen Matrix und hemmt
gleichzeitig den Abbau durch Matrixmetalloproteinasen. AuBerdem befeuert es die
Apoptose der Hepatozyten und hemmt die Leberzellproliferation (Tacke und
Weiskirchen 2010). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass TGF-B8 auch in der
epithelialen-mesenchymalen Transformation von Hepatozyten zu Fibroblasten eine
Rolle zu spielen scheint (Zeisberg et al. 2007). Ein anderer wichtiger Wachstumsfaktor
im Rahmen der Fibrose ist der Plated-derived Growth-Factor (PDGF). Er stimuliert die
Proliferation aktivierter hepatischer Sternzellen und erhoht damit die zur Sekretion

von extrazellularer Matrix befahigten Zellen (Tacke und Weiskirchen 2010).

Die Angiogenese ist ein durch Hypoxie stimulierter und durch Wachstumsfaktoren
abhangiger Prozess. Er bedingt die Bildung von neuen BlutgefaBen aus bereits vor
bestehenden Blutgefalen. Dieser Prozess tritt auch bei chronischen Leberschaden auf
und ist eng mit der Fibrogenese und Inflammation verknupft (Fernandez et al. 2009).
Die Angiogenese ist einerseits durch die massive Uberexpression von einzelnen
Wachstumsfaktoren (PDGF, VEGF, FGF, TGF-B), Zytokinen und Metalloproteinasen im
Rahmen der chronischen Wundheilung (Pinzani und Marra 2001; Shackel et al. 2002)

und andererseits durch das zunehmende hypoxischen Milieu im Lebergewebe bedingt.



Klassischerweise beginnen durch die Expression von VEGF-A und die folgende
Stimulation des VEGFR-2 die Angiogenese und Vaskulogenese. Es kommt uber die
Aktivierung der eNOS zu einer Vasodilation mittels erhohter Freisetzung von
Stickstoffmonoxid (Kroll und Waltenberger 2000). Des Weiteren vermittelt der VEGF-A
die Expression von anti-apoptotischen Proteinen Uber die Aktivierung des
Phosphatidylinositol-3-Kinase-Signaltransduktionswegs und vermittelt ein langeres
Zelluberleben der Endothelzelle (Coulon et al. 2011). Auch in Sternzellen und
Hepatozyten konnte der Plazentawachstumsfaktor (PLGF) nachgewiesen werden. Er
stimuliert am ehesten die Angiogenese auf einen indirekten Weg. Er sattigt den Decoy-
Rezeptor VEGFR-1 ab, welcher keine weiteren Signale ins Zellinnere weiterleitet, und
ermoglicht somit, dass mehr VEGF-A an den VEGFR-2 binden kann. Der PLGF und auch
der VEGFR-1 sind beides Schlusselmediatoren der Angiogenese im pathologischen
Milieu (van Steenkiste et al. 2009; Carmeliet et al. 2001). Typisch fur die Angiogenese
der chronischen Lebererkrankung, die schlussendlich in einer Zirrhose miindet, ist ein
prolongierter Prozess der Fibrose und Inflammation im Lebergewebe. Durch die
vermehrte Fibrose mit Bildung von Narbengewebe und fibrotischen Septen kommt es
zu einem erhohten vaskularen intrahepatischen Widerstand, welcher die Blut-, sowie
Sauerstoffversorgung stort. Dies bedingt Hypoxie und die Freisetzung des Hypoxie
inducible Faktors (HIF). Des Weiteren kommt es zu einer Umverteilung des
Mischblutverhaltnisses in der Leber. Der arterielle Anteil nimmt durch den erhohten
vaskularen Widerstand zu und es kommt zu einer Adaptation der Hepatozyten an einen
erhohten Sauerstoffgehalt (Le Couteur et al. 1999). Im weiteren Verlauf der Fibrose
verliert die lebereigene Endothelzelle ihren charakteristischen fenestrierten Phanotyp
und es kommt zur Ausbildung einer organisierten Basalmembran durch die aktivierten
Sternzellen. Dies fuhrt trotz des sauerstoffreichen arteriellen Blutes zu einer
Verteilungsstorung des Sauerstoffs und folglich Hypoxie (DeLeve et al. 2006). Der
mikrovaskulare Blutfluss wird einerseits durch die mit Kollagen verengten Sinusoide,
sowie durch die in kleinen Zwischenraumen “gefangenen” oder am Endothel
gebundene Leukozyten, im Rahmen der Entzlindungsreaktion, behindert. Es kommt zu
einer Ausschuttung von VEGF und Angiopoetin, welche auf der einen Seite die
Angiogenese weiter vorantreiben, aber andererseits auch die inflammatorische
Antwort durch Aussenden von Chemokinen und Adhasionsmolekulen weitere

Immunzellen anlocken (Coulon et al. 2011).



1.2 Die hepatische Sternzelle
1.2.1 Rolle in der Zirrhoseentstehung

Die hepatische Sternzelle ist ein lebereigener Perizyt und befindet sich zwischen dem
fenestrierten Endothelzellen und dem

palisadenartig angeordneten Hepatozyten in dem

Hepatocytes

sogenannten Raum von Disse. Auf Grund ihrer
Lage mit gleichzeitigem Kontakt zu den
Hepatozyten und dem Endothel der Sinusoide wird
den Sternzellen die parakrine Regulation von
verschiedenen hepatischen Funktionen, sowie die

lokale Neurotransmitter-Kapazitat zugeschrieben

(Kawada 1997). In ihrer physiologischen Funktion

Quiescent
Stellate Cell

ist sie vor allem fiir die Homoostase der Retinoide Endothelial

Cell
verantwortlich  und  speichert  80%  des R e ’
epatic Sinusol
korpereigenen Vitamins A (Weiskirchen und Tacke

2014b). Des Weiteren ist bekannt, dass sie Abbildung 1.1 Mikorarchitektur im
Raum von Disse einer gesunden

eine Rolle in der intrahepatischen Prasentation Leber (Friedman 2000)

von Antigenen und der apoptotischen Elimination

von Parenchymzellen spielt

(Winau et al. 2007; Bomble et al. 2010). Weiterhin wird ihr die Sekretion von wichtigen
Apolipoproteinen und Wachstumsfaktoren zugeschrieben (Tacke und Weiskirchen
2010). AuBerdem ist sie fur den Metabolismus der

extrazellularen Matrix verantwortlich und reguliert Loss of

. . . Hepatocyte
durch ihre kontraktilen und sekretorischen Microvilli
Eigenschaften den Durchmesser des fenestrierten . :‘V Ay

Endothels und somit auch den sinusoidalen
Blutfluss (Sato et al. 2003; Marrone et al. 2016).

Wahrend eines akuten oder chronischen

Leberschadens verandert sich die Morphologie und

Physiologie der hepatischen Sternzelle Asthna::d Deposition  Loss of
Cells of Scar  Fenestrae

grundlegend. Sie  verliert ihre typisch Matrix Kupffer Cell
Activation

sternformigen  Auslaufer, exprimiert typische

Abbildung 1.2 Mikroarchitektur
im Raum von Disse einer
und entwickelt sich zu einer myofibroblasten- fibrotischen Leber (Friedman

2000)

Aktivierungsmarker (z.B. a-Smooth-muscle-Aktin)

ahnlichen Zelle ohne fetthaltige Vesikel (Sato et al.
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2003). Sie beginnt Kollagen | und Ill zu produzieren und verandert bzw. vermehrt die
extrazellulare Matrix des Lebergewebes (Brown B, Lindberg K, Reing J, et al. 2006).
AuBerdem sezerniert  sie pro-fibrogenetische, pro-angiogentische und
proinflammatorische Mediatoren, die auf der einen Seite parakrin die Endothelzellen
und Immunzellen stimulieren und verandern, auf der anderen Seite die eigene Aktivitat
befeuert (Brandao 2006). Des Weiteren gewinnt sie kontraktile Eigenschaften und
erhoht den Widerstand im portalen GefaBbett. Die aktivierte hepatische Sternzelle gilt
als die Zellart mit dem groBten fibrotischem Potenzial und treibt den Prozess der

Fibrose stetig voran (Lee und Friedman 2011).

1.2.2 Molekulare Pathogenese

Im Rahmen eines Leberschadens unabhangig seiner Genese wird die hepatische
Sternzelle durch den Untergang von Hepatozyten und benachbarten Endothel- und
Kupferzellen mit reaktiven Sauerstoffspezies, inflammatorischen Zytokinen und
Wachstumsfaktoren exponiert. Als Antwort kommt es zu einer so genannten

»Aktivierung der ,,stillen“ Sternzelle zu einer myofibroblasten-ahnlichen Zelle.

Leberschaden ’ Initiierung Perpetuation=Verfestigung
\ < :
< 2\ * Schnelle Genregulierung *  Vermehrte Cytokinsekretion
LB L i e ine Stimulati Y
( \ LI + Parakrine Stimulation * Up-Regulierung von Tyrosinkinasenrezeptoren
. * Frithe Verdnderungen der ECM « Beschleunigtes ECM Remodelling

Proliferation
Kontraktion

> ROS W
» Wachstumsfaktoren PDGF
# Inflammatorische Cytokine VEGF P ET-1P
FGF NO |, .
Fibrogenese
S0 5 ey T
\ Matrix Degradation

/ MMP-2
Inflammatorische PDGF 1 MMP-3 4 TIMP-1
Modulation MCP-1

Chemotaxis

Verlust von Retinoiden

Abbildung 1.3 Signalwege der aktivierten Sternzelle (Abbildung nach Friedman 2000
und Friedman 2008)

Die zu Beginn ablaufenden Prozesse in dieser pleiotropen und programmierten Antwort

werden unter der Phase der Initiierung zusammengefasst.



Es erfolgt eine schnelle Anderung der Genexpression und des Phanotyps, welche die
Antwort der Zelle auf die parakrinen Zytokine und lokalen Stimuli durch die beginnend
veranderte extrazellulare Matrix umsetzen. Dazu werden Transkriptionsfaktoren
aktiviert oder unterdriickt, die Regulierung der Epigenetik oder der

posttrankriptionellen Kontrolle verandert (Friedman 2000).

Zu der zweiten Phase, der sogenannten Verfestigung der Aktivierung ,,Perpetuation®,
gehort die Vermehrung der aktivierten Zellen durch eine verstarkte Expression von und
Antwort auf Zytokinen durch eine parakrine und autokrine Stimulation, sowie die
beschleunigte Veranderung der Beschaffenheit der extrazellularen Matrix von einer
lockeren Struktur von geringer Dichte zu einer Matrix mit einem sehr hohen Anteil von
Fibrillen bildenden Kollagen | (Friedman 2000). In dieser Phase kommt es zu
spezifischen Veranderungen in den Eigenschaften der Sternzelle. Sie verliert einerseits
ihre retionoidhaltigen Vesikel, andererseits erfolgt eine Steigerung der
Proliferationsrate. Diese wird parakrin und autokrin vor allem durch PDGF stimuliert
(Pinzani und Marra 2001). Neben der vermehrten Produktion der Tyrosinkinase erfolgt
auch eine vermehrte Expression des Rezeptors auf der Membranoberflache der
Sternzelle (Ankoma-Sey et al. 1998). Uber den aktivierten Tyrosinkinaserezeptor
mittels PDGF kommt es Uber Ras zu einer Aktivierung der Mitogen-activated protein
kinase (MAP-Kinase)-Signaltransduktion. Durch die vermehrte Produktion von PDGF
wird die Sternzelle zu den zerstorten Gewebeanteilen geleitet. Es bildet sich eine
durch Chemotaxis zur Migration befahigte Zelle, die auBerdem durch das Monocyte
Chemoattractant Protein-1 (MCP-1) (Marra et al. 1999) und CXCR-3 Liganden (Bonacchi
et al. 2001) zur Fortbewegung angeregt wird. Desweitern verandert sich die
Bereitschaft zur Kontraktilitat. Es werden kontraktile Filamente wie Myosin und a-
Smooth-muscle-Aktin exprimiert, die kalziumabhangig wie auch unabhangig die
Kontraktion der Zelle bedingen. Die erhohte Kontraktilitat ist ein wichtiger Faktor fur
die Entstehung der portalen Hypertension. Die intrazellularen kalziumunabhangigen
Signaltransduktionswege laufen dabei entweder uber die Rho-Kinase oder uber einen
PLC/PKC-Pathway ab. Haupttrigger fur die erhohte Kontraktilitat der aktivierten
Sternzelle ist Endothelin-1 (H Reynaert 2002). Innerhalb dieser Veranderungen steigert
sich auch die parakrine und autokrine Expression von TGFB-1. Dieses Zytokin hat das
starkste fibrotische Potential und bedingt tiber SMAD-Proteine, sowie SMAD-unabhangig
die vermehrte Gentranskription und folglich Bildung von Kollagen | in Sternzellen.
Desweitern ist TGFB-1 fur die Regulation von Matrixmetallproteinasen in aktivierten
Sternzellen verantwortlich (Inagaki und Okazaki 2007). Unter anderem steigert sich die

Bildung von der Matrixmetalloproteinase-2. Diese Protease tragt zum Abbau des
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lebertypischen Kollagen IV bei, welches folglich zum Abbau der Basalmembran der
Endothelzellen fuhrt. Klassisch werden von den aktivierten Sternzellen neben MMP-2
und MMP-9, auch Stromelysin (MMP-3) und die interstitielle Kollagenase MMP-13
sezerniert (Benyon und Arthur 2001). Durch den vermehrten Abbau der lebereigenen
extrazellularen Matrix und Narbenbildung kommt es mittels eines positiven Feedback-
Mechanismus zur weiteren Produktion von degradierenden Matrixmetallproteinasen
und Aktivierung der Sternzelle (Théret et al. 1999). Weiterhin kommt es in diesen
aktivierten Zellen zu einer vermehrten Expression von TIMPs (tissue inhibitor of
metalloproteinasen), vor allem TIMP-1. Dies fiihrt zu einer Inhibierung von
interstitiellen Kollagenasen und begiinstigt weiterhin die Bildung einer Fibrose (Arthur
1995). Die Eigenschaften der hepatischen Sternzelle werden von verschiedenen
immunmodulatorischen Zellen wie Makrophagen, T-Zellen, Monozyten und
dendritischen Zellen wahrend eines chronischen Leberschadens beeinflusst.
Umgekehrt kann sie auch ihre Effektoren mittels Ausschuttung von einer Vielzahl von
Cytokinen und Chemokinen in ihrer Funktion befeuern (Weiskirchen und Tacke 2014a).
Daher hat sich die aktivierte Sternzelle zu einem zentralen Modulator in der Immunitat
und der hepatischen Inflammation in den letzten Jahren entwickelt (Friedman 2008).
Sie stellen einen essentiellen Schnittpunkt an der Kreuzung zwischen Inflammation,

Angiogenese und Fibrogenese dar (Paternostro 2010).



1.3 Proteinkinase D

1.3.1 Aufbau

Die Proteinkinase D (PKD) gehort zur

PKD1

. . . PKD/PKC

Gruppe der Seronin-/Threoninkinasen “ ,
AP CYS1 CYS2 AC PH Kinase

und wird der Kalzium-/Calmodulin- 13O 8 B
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unterschieden,  PKD1/PKCpu, PKD2, M
PKD3/PKCv (Hayashi et al. 1999). Allen @~ &g 8L & & & & &
drei Isoformen ist eine ahnliche TSR
Proteinstruktur und primare Abbildung 1.4 molekulare Architektur der

Mitglieder der Proteinkinase D-Familie
aus ,Protein kinase D: an intracellular
am  N-Terminus reichlich  apolare traffic regulator on the move” - van Lint
2002-
Abkurzungen: AP, Alanin- and Prolin-
Prolin. Darauf folgen zwei Cystein- reiche Domane; P, Prolinreiche Doméne;
reiche-Doménen (C1a und C1b oder CYs1 o, Serinreiche Domane; CYS1 and 2,
Cysteinreiche Zinkfinger Domane 1 and 2,
und CYSZ) mit Zinkﬁnger ahnlichen auch C1a and Ci1b genannt; AC, saure

Aminosauresequenz gemein. Sie besitzen

Aminosauren, vor allem Alanin und

Motiven. Diese stellen eine Region mit Domane;  PH, Pleckstrin-homology
o _ Domane; Kinase: katalytische Domane.
reichlich negativ geladenen 7Zahlen zeigen die Aminosaurenummer

Aminosauren dar, welche von Phorbolestern und Diacylglycerol (DAG) besetzt werden
konnen und die katalytische Aktivitat regulieren. Es folgt eine Pleckstrin-Homology
Domane zur Regulation der katalytischen Domane fiir Seronin-/Threoninkinasen am C-
Terminus (Valverde 1994; van Lint 2002).

Im Vergleich zur PKD1 besitzt die PKD2 eine rein Prolin-reiche Region am N-Terminus
und enthalt einen Serin-reichen Verbinder zwischen den beiden Zinkfinger-Domanen.
Es wird angenommen, dass eine Phosphorilierung in dieser Region, am Ser244, die
Lokalisation von PKD2 am Zellkern steuert (Blume et al. 2007). Anders stellt sich die
Struktur bei der PKD3 dar. Diese besitzt keine zusatzliche oder besondere weitere
strukturelle Untereinheit. Weiterhin fehlt ihr eine Autophosphorilierungsstelle, die am
C-Terminus der PKD1 und 2 bekannt ist (Ser-916 oder Ser-876) (Evans und Zachary
2011; Matthews et al. 1999).

Die Proteinkinase D kann auf verschiedenen Wegen aktiviert werden. Als erstes kann
eine Aktivierung Uber die Stimulation mit Diacylglycerol erfolgen. Des Weiteren
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besteht die Moglichkeit der Aktivierung via der Zinkfinger-ahnlichen Domane. Auch als
direktes Substrat der Proteinkinase C oder auch nach der Spaltung durch Caspasen ist
eine Aktivierung bekannt (Vantus et al. 2004). AuBerdem ist durch B8 und y
Untereinheiten von G-Proteinen eine Aktivierung von PKD1 am Golgiapparat maoglich
(van Lint 2002). Im Rahmen der raschen Aktivierung uber die Proteinkinase C kommt
es zu einer Phosphorilierung im Bereich der katalytischen Domane bei der PKD1 bei
Ser738 und Ser742, in der PKD2 bei Ser706 und Ser710, und in der PKD3 Ser731 and
Ser735 (Iglesias et al. 1998; Durand et al. 2016). Diese Phase wird von einer spateren
Aktivierungsphase gefolgt, welche unabhangig von PKC Uber G-Protein gekoppelte
Rezeptoragonisten eine Aktivierung der Proteinkinase ermoglicht (Sinnett-Smith et al.
2009). AuBerdem ist eine Aktivierung bei oxidativem Stress durch die Tyrosinkinase Abl
an der PH-Domane Tyr463 bekannt (Storz et al. 2005).

Die Protein-Familie kommt sowohl membranstandig, in Mitochondrien, dem
Golgiapparat (Prestle et al 1998), im Zytoplasma als auch im Zellkern vor. Die
Lokalisation ist abhangig vom Zelltyp, als auch vom Phosphorilierungszustand und
unterliegt einer Steuerung, welche unter anderem auch PKC-abhangig zu seien scheint
(Storz et al. 2000; van Lint 2002). Besonders entscheidend scheinen die N-terminale
Domane und speziell die Zink-Finger Motive flir die Steuerung der subzellularen
Lokalisation zu sein (Jaggi 2007). Im Gegensatz zu PKD1 und PKD2, welche in
unstimulierten Zellen besonders im Zytoplasma nachzuweisen sind, befindet sich PKD3
in unstimulierten Zellen vor allem im Zytoplasma und Nukleus. Mittels fluorescence
loss in photobleaching (FLIP) stellten Rey et al in Pankreasadenotumorzelllinien (Panc-
1) die Vermutung auf, dass ein kontinuierlicher Fluss zwischen Nukleus und Zytoplasma
fur die PKD3 besteht. Fur diesen sei ein Kernimportrezeptor und ein ausgefeilter CRM1-
Kernexport-Pathway notwendig (Rey et al. 2003). Alle 3 Isoformen besitzen fir sich
typische Substrate. Fiir PKD 3 konnte Huck et al z.B. das G-Protein-coupled Rezeptor

kinase-interacting Protein 1 (GIT1) identifizieren (Huck et al. 2012).



1.3.2 Funktion
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Abbildung 1.5 Hauptsignaltransduktionswege der Proteinkinase D

Abbildung angelehnt an “PKD at the crossroads of DAG and PKC signaling” -Wang 2006
Je nach gewinschter Funktion kann die PKD in unterschiedliche subzellulare Einheiten
mobilisiert werden und dort unterschiedliche Aufgaben ausuben. Durch Aktivierung
von Rezeptoren (z.B. GPCR) auf der Zelloberflache wird PKD zu dieser befordert und
aktiviert. Die aktivierte PKD kehrt ins Zytosol zurick und moduliert
Hauptsignaltransduktionswege: z.B. kommt es zu einer Aktivierung im RAS-RAF-MEK-
ERK-Signalweg durch die Phosphorilierung von RIN1 und der folgenden Blockierung
seiner Interaktion mit RAS, sowie zu einer Verminderung der JNK-Aktivitat auf Grund
der Phosphorilierung von c-Jun durch PKD. Die aktivierte PKD kann auch zum Nukleus
wandern und phosphoriliert dort Histondeacytylasen (HDAC) der Klasse lla. Diese sind
Repressoren des MEF2 (myocyten enhancer factor 2) Transkriptionsfaktors. Die
phosphorilierten HDAC Molekiile bedingen eine 14-3-3 Bindung und dessen Export aus
dem Nukleus, welches die Expression von MEF2-abhangigen Genen ermoglicht.
Oxidativer Stress verursacht eine Aktivierung der PKD durch die koordinierte, Src-Abl
beeinflusste Tyrosinphosphorilierung und die durch PKC beeinflusste Phophorilierung
der Aktivierungsschleife der PKD. Das phosphorilierte PKD aktiviert dann uber den IKK
-Komplex die Transkription von NFkB und ermoglicht die Regulation von NFkB
abhangigen Genen. AuBerdem fungiert PKD auch als Signalgeber aus den Mitochondrien
zum Nukleus. Als Reaktion auf erhohte reaktive Sauerstoffspezies in den Mitochondrien
wird PKD aktiviert und als Reaktion erfolgt die Expression von MnSOD (mitochondria-
detoxifying Enzym). PKD wird auch im Transgolginetzwerk (TGN) uber PKC und durch
den erhohten Anteil an DAG durch die B und y Untereinheiten des G-Proteins rekrutiert
und aktiviert. Aktiviertes PKD reguliert die Aufspaltung von Transportcarriern, welche
vom TGN gebildet wurden und fir die Zelloberflache bestimmt sind. PI4K llIb ist ein
direktes Substrat der PKD und einer der direkten Stellschrauben in diesem Prozess.
(Wang 2006)
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Wie in vielen Studien bisher gezeigt, spielt die Proteinkinase D-Familie sowohl in vivo
als auch in vitro eine wichtige Rolle in Saugetieren. Sie stellt eine Schlusselfunktion in
der Zellproliferation, Zellmigration, Zelldifferenzierung, dem Vesikeltransport uber
den Golgiapparat, dem Zelluberleben, der Genexpression und Genregulierung, der

Angiogenese, sowie der immunologischen Regulation dar (Guha et al. 2010).

Als wichtige physiologische Funktionen in Saugetieren konnte unter anderem die
Koordination der Insulinsekretion in Pankreaszellen, Steigerung der Kontraktilitat in
Kardiomyozyten, sowie die Regulierung des angeborenen Immunsystem beschrieben
werden (Durand et al. 2015). Des Weiteren werden die 3-Isoformen der Protein-Familie
auch unterschiedlich in verschiedenen Zellarten exprimiert. So ist in Prostatakarzinom-
Zelllinien eine erhohte Konzentration von PKD 3 anzutreffen und die angetroffene
nukleare Menge an PKD3 korreliert positive mit der Aggressivitat der Tumorerkrankung
(Chen et al. 2008). In gastrointestinalen epithelialen Tumoren wird vor allem PKD2
exprimiert (Azoitei et al. 2010). Wie Hao et al zeigen konnten, ist es auch moglich,
dass 2 Isoformen der PKD an einem Prozess jedoch auf unterschiedlichen Wegen
teilnehmen konnen. So zeigte die Arbeitsgruppe, dass Uber den Signaltransduktionsweg
VEGF->VEGFR2->PKD1 die Expression von Interleukin 6 gesteuert wird, wohingegen
PKD2 an diesem Mechanismus am ehesten uber die Modulation der Expression des
VEGFR2 nur distinkt beteiligt ist (Hao et al. 2009b). Unter anderem konnen tumor-
fordernde Phorbolester, Diacylglycerolanaloga (van Lint 1995), Neuropeptide (Jose " L.
Zugazat et al. 1997), der platelet-derived growth factor (PDGF) (van Lint 1998),
Bryostatin (Matthews et al. 1997) oder oxidativer Stress (Waldron 2000) die
Proteinkinase D aktivieren. Andere Stimuli sind z.B. die Aktivierung uber B-Zell
Rezeptor (BCR) crosslinking, T-Zell Rezeptor (TCR) crosslinking (Sidorenko et al. 1996)
und IgE Ausschiittung (Csonga 1998) von Mastzellen. PKD1 kann auch durch den Tumor
necrosis factor alpha (TNF-a) und genotoxische Chemotherapeutika aktiviert werden
(Endo et al. 2000). Je nach Zelltyp, Lokalisation der Proteinkinase in der Zelle und
benotigter Funktion, dem sogenannten Zellkontext werden unterschiedliche Anteile
der Isoformen vermehrt oder vermindert exprimiert bzw. aktiviert oder in der Zelle zu
verschiedenen Organen transportiert (M.Yu. Shabelnik 2011; van Lint 2002; Marklund
et al. 2003).

Im Folgenden werden einige Funktionen der Familie vorgestellt und Besonderheiten

der einzelnen Mitglieder herausgearbeitet.
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Die PKD-Familie gilt als Messenger zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren. Zu lhnen
gehoren unter anderem NFkB und CREB, (Evans & Zachary 2011; Chen et al. 2011), wie
in verschiedenen Zellarten und Tiermodellen gezeigt werden konnte. Beispielsweise
wurde von Yuan & Pandol in einem Modell zur Pankreatitis die PKD abhangige
Aktivierung von NFkB dargestellt. Zur Freisetzung dieser Transkriptionsfaktoren, wie
unter anderem auch MEF-2, spielt die Phosphorilierung und Export von Klasse lla
Histondeacytylasen (HDAC) aus dem Nucleus eine entscheidende Rolle. So konnte z.B.
in T-Zellen gezeigt werden, dass es nach Aktivierung des T-Zellrezeptors uber PKD1 zu
einer Phosphorilierung und zum Export der HDAC7 kommt. Damit wird der
Transkriptionsfaktor MEF2 freigesetzt. Es kommt zur Expression des Orphan steroid
nuclear Rezeptor nur77, welcher Mechanismen der Apoptose beeinflusst. Dies scheint
unter anderem bei der Negativ-Selektierung im Thymus eine Rolle zu spielen (Parra et
al. 2005; Dequiedt et al. 2005). Auch an Kardiomyozyten konnte gezeigt werden, dass
PKD1 die Phosphorilierung und den Export aus dem Nucleus der HDAC5 bedingt und
daruber die Hypertrophie der Zellen in Folge von zellularem Stress steuert (Vega et al.
2004). PKD2 hingegen scheint besonders beteiligt an der Differenzierung von

Muskelzellen aus Stammzellen zu sein (Kleger et al. 2011).

Song et al konnten bei intestinalen Epithelzellen zeigen, dass die PKD durch oxidativen
Stress PKC-abhangig und Uber den Rho/ROCK Pathway aktiviert wird.
Interessanterweise kam es bei der Exposition einer small-interfering RNA (siRNA) fir
die PKD zu einer Zunahme der durch oxidativen Stress induzierten Apoptose. Dies lasst
vermuten, dass die PKD die Zelle in einen ungezielten Zelluntergang fuhrt (Song 2006).
Auch in Untersuchungen zur akuten Pankreatitis wurde beschrieben, dass eine
vermehrte Expression von PKD durch Inhibierung des Caspasesystems zu einer
vermehrten Nekrosebildung fuhrt (Yuan et al. 2012; Yuan und Pandol 2016). Weiterhin
wird die PKD auch durch reaktive Sauerstoffspezies von Mitochondrien aktiviert und
bedingt eine Aktivierung von NFkB und folglich eine Induktion des SOD2-Gens mit einer
verstarkten Expression der manganase-abhangigen Superoxiddismutase (MnSOD). Dies
tragt zu einer erfolgreichen Detoxifikation und einem langeren Zelluberleben bei
oxidativem Stress bei (Storz et al. 2005). In einer anderen Arbeitsgruppe konnte auch
gezeigt werden, dass unter oxidativem Stress PKD auch zur Phosphorilierung von Vps34
fuhrt und somit eine entscheidende Rolle in der Bildung von Autophagosomen spielt

(Eisenberg-Lerner und Kimchi 2012).
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Nach der Entdeckung der neuen Protein-Familie konnten vielfaltige Substanzen
gefunden werden, die die Proteinkinase D aktivieren konnen. Besondere Beteiligung
an wichtigen intra- und interzellularen Funktionen wird der PKD-Familie Uber die
Aktivierung von G-Protein gekoppelten transmembranstandigen Rezeptoren zuteil.
Dazu gehoren unter anderem die Wachstumsfaktoren PDGF und VEGF (Wong und Jin
2005), sowie Angiotensin Il (Abedi et al. 1998). Diese spielen vor allem in der

Angiogenese eine besondere Rolle.

Azoitei et al konnten in Tumorzellen des Pankreas zeigen, dass PKD2 die Hypoxie-
induzierte Expression und Sekretion von VEGF-A in den Tumorzellen, sowie die durch
VEGF-A stimulierte Bildung von BlutgefaBen der tumorbegleitenden Endothelzellen
reguliert. Somit spielt sie nicht nur in der Induktion durch epitheliale Zellen, sondern
auch in der Angiogenese selbst durch Endothelzellen eine entscheidende Rolle (Azoitei
et al. 2010). VEGF-A aktiviert Uber den VEGFR2 mittels der Proteinlipase C und
Proteinkinase C die PKD2 (Wong und Jin 2005). Die daraus folgende Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren (CREB/HDAC5/NR4A1/TR3) ist elementar fur die Proliferation
und Migration der Endothelzelle und der darauf induzierten Angiogenese (Hao et al.
2009a; Azoitei et al. 2010; Evans und Zachary 2011). Hao et al. konnte in
Endothelzellen zeigen, dass die Expression des VEGFR2 und FGFR1 von PKD2 abhangig
ist. Interessanterweise brachte im Rahmen dieser Arbeit die Verwendung einer
silencing RNA nur fiir PKD2, jedoch nicht fiir PKD1, das Wachstum und die Migration
der verwendeten HUVECs zum Erliegen. AuBerdem belegten Zheng et al, dass unter
Stimulation von VEGF die PKD2 fiur die Ubiquitinierung, Down-Regulierung und
Degradierung des Interferon 1 Rezeptors (IFNAR1) verantwortlich ist. Der IFNAR 1 wird
durch Interferon a/B aktiviert und in seinen nachgeschalteten Pathways fungiert er als
Gegenspieler zur Angiogenese. Somit sorgt PKD2 fur eine effiziente VEGF-stimulierte
Angiogenese (Zheng et al. 2011). In Anbetracht dieser Ergebnisse ist davon auszugehen,
dass PKD2 ein entscheidender Faktor in der Angiogenese und Biologie der Endothelzelle
ist (Hao et al. 2009a).

PKD1 und 2 spielen eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der Zellpolaritat. Sie
regulieren die Produktion spezieller Carrier, bevorzugt fiir die basolaterale Membran
der Zelle des Transgolgi-Netzwerks. PKD3 scheint in diesem Prozess keinen Einfluss zu
haben (Guha et al. 2010). Als direktes Substrat der PKD wurde RIN1 identifiziert.
Ziegler et al konnten zeigen, dass die PKD den RIN1 an Ser-351 in vitro phosphoriliert
und es zu einer Ansammlung beider Proteine an der migrierenden Seite der Zelle

kommt (Ziegler et al. 2011). Des Weiteren konnen alle 3 Isoformen Rhotekin als
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direktes Substrat phosphorilieren. In Fibroblasten fuhrte dies zu einer Aktivierung der
Rho A und der konsekutiven Anderung des Zytoskeletts mit Bildung von Stressfasern
(Pusapati et al. 2012). AuBerdem scheint die PKD1 eine wichtige Rolle in der Migration
von intestinalen Epithelzellen zu haben. Young et al konnten in Zellreihen mittels
Woundhealing-Assays zeigen, dass es an der unterbrochenen Zellschicht zu einer
Anreicherung und schnellen Aktivierung von PKD1 kommt. AuBerdem kam es zu einer
verlangsamten Migration der Zellen, um die Zellschicht wieder zu schlieBen, wenn
small-interfering RNA (siRNA) in die Zellkultur eingebracht wurde. Einen ahnlichen
Effekt konnte die Arbeitsgruppe auch in genetisch veranderten Mausen mit einer PKD1-
Uberexpression in intestinalen Epithelzellen nachweisen. Im Vergleich zu ihren
unveranderten Artgenossen kam es bei den PKD1-uberexprimierenden Mausen zu einer

schnelleren Wanderung der Epithelzellen aus den Krypten (Young et al. 2012).

Eine interessante Rolle nimmt die Protein-Familie im Rahmen des Prozesses der
Epithelialen-Mesenchymalen Transition ein. Wahrend PKD1 die Transformation von
epithelialen Zellen zu mesenchymalen blockt, fordern PKD2 und 3 diesen (Durand et
al. 2016). Ahnliches wurde auch in Bezug auf Motilitat und invasives Wachstum beim
duktalen Pankreaskarzinom beschrieben (Wille et al. 2014a). Wahrend PKD1 eher eine
protektive Rolle Uber die Regulation der actin-regulatory Cofilin-phosphatase
Slingshot1L einnimmt (Peterburs et al. 2009), fordert PKD2 die Invasion und
Angiogenese im duktalen Pankreaskarzinom durch Expression von Metalloproteinasen
7 und 9 (Wille et al. 2014b).

Besonders im Transgolginetzwerk (TGN) und folglich im Transport von Vesikeln zur
Zellmembran konnte der PKD ein groBes Aufgabenfeld zugeschrieben werden. Uber die
C1a-Domane der Proteinkinase kommt es zur Bindung am TGN (Maeda et al. 2001).
Pusapati et al konnten jedoch zeigen, dass auch die C1b-Domane essenziell fur diesen
Prozess ist. Die Domane wird bei der PKD2 von ADP-Ribosylations Faktor 1 (ARF-1) an
das TGN rekrutiert. Nur durch beide Mechanismen kommt es zu einem gelungenen
Vesikeltransport (Pusapati et al. 2010). Besonders entscheidend fir die Funktion und
Lokalisation in diesem Bereich ist die Hohe des DAG-Spiegels (Baron und Malhotra
2002). Die aktivierte PKD fiuihrt am TGN zur direkten Phosphorilierung von PI4KIIB
(Hausser et al. 2005), CERT und auch OSPB. Sie spielt damit eine wichtige Rolle in dem

Transport von Cholesterol und Sphingomyelin zur Zellmembran (Fu und Rubin 2011).
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Die PKD-Familie beeinflusst unter anderem auch die Sekretion von
proinflammatorischen Interleukinen und spielt eine Rolle in entziindlichen Prozessen.
So konnte in humanen Kolonepithelzelllinien nach Exposition von Lysophosphatidyl-
Saure eine durch PKD2 stimulierte NFkB-abhangige Sekretion von Interleukin 8
nachgewiesen werden (Chiu et al. 2006). AuBerdem konnten Song et al an Nervenzellen
zeigen, dass es nach Zugabe von Lipopoylsacchariden zu einer PKC-abhangigen
Aktivierung der PKD kommt. Im gleichen Versuch wurde ebenfalls beschrieben, dass
diese Aktivierung ebenso abhangig von Interleukin 1 ist (Song et al. 2007). Auch in
einem Modell zur akuten Pankreatitis wurde die wichtige Rolle der PKD in der
immunologischen Antwort erkannt. Auch hier wurde PKD als wichtiger Faktor zur
Aktivierung des Schlusseltranskriptionsfaktors fur die Inflammation NFKB beschrieben
(Yuan und Pandol 2016).

Ebenso in der erworbenen Immunantwort scheint die PKD in verschiedene Pathways
einzugreifen. In humanen und von Mausen stammenden T-Zellen konnte gezeigt
werden, dass vor allem PKD2 exprimiert wird. AuBerdem werde abhangig von der
Menge des aktivierten PKD2 die Aktivitat des Interleukin 2 Promotors in Jurkat-Zellen
beeinflusst. Uber die Aktivierung des T-Zell-Rezeptors tragt PKD2 somit zur Steuerung

des Zelluntergangs bei (Irie et al. 2006).
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1.4 Zielstellung

In den nachgewiesenen Signaltransduktionswegen der PKD in anderen Organgeweben
besteht eine hohe Konkordanz zu molekularpathologischen Mechanismen des
Lebergewebes. Daher untersucht diese Arbeit die Bedeutung der PKD-Familie bzw.

ihrer einzelnen Isoformen in der Pathogenese der Leberzirrhose.
Um diese zu beantworten, wurden mehrere Teilfragestellungen bearbeitet:

o Sind die Isoformen der PKD, sowie die aktivierten Formen der PKD1 und PKD2
im gesunden und zirrhotischen Lebergewebe nachweisbar?

o Gibt es Unterschiede in der Expression bzw. in der Aktivitat der PKD im
zirrhotischen Lebergewebe?

o Sind Isoformen der PKD und ihre aktivierten Formen der PKD1 und PKD2 in
hepatischen Sternzellen nachweisbar?

o Gibt es Unterschiede in der Expression bzw. Aktivitat der PKD in zirrhotischen
Sternzellen?

o Beeinflusst ein hypoxisches Milieu die Expression bzw. Aktivitat der PKD in einer
humanen Sternzelllinie?

o Beeinflusst ein hypoxisches Milieu die Expression bzw. Aktivitat der PKD in

primar gewonnenen Sternzellen aus gesunden Rattenlebern?
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2 Material und Methoden
2.1 Material

Eine ausfuhrliche Auflistung aller verwendeten Materialien, sowie eine kurze
Beschreibung zur Herstellung der verwendeten Puffer, Losungen und Antikorper
befindet sich im Anhang ab Tabelle 6.1 Medien und Zusatze. Ebenso sind alle

verwendeten Gerate und Chemikalien in Tabelle 6.17 bis Tabelle 6.19 aufgelistet.
2.2 Methoden
2.2.1 Induktion der Zirrhose und Organentnahme

Zur Induktion einer Leberzirrhose im Tiermodell inhalierten mannliche Wistar-Ratten
aus der universitaren internen Zucht ab einem Gewicht von ca. 100-150g tber 12-15
Wochen mit Tetrachlormethan drei Mal wochentlich. Dem Trinkwasser wurden 0,35g/1
Phenobarbital zur Enzyminduktion zugesetzt. Die Genehmigung des Antrages durch das
Landesverwaltungsamt Sachsen-Anhalt, Referat Verbraucherschutz,
Veterinarangelegenheiten (TV-Nr.: 3-629) lag vor. Es wurden Organentnahmen und
Separationen von primaren Sternzellen bei gesunden Tieren (0 Wochen), Tieren mit
Fibrose (5 Wochen Inhalation), kompensierter Zirrhose (8 Wochen Inhalation) und
Tieren mit dem Vollbild einer Leberzirrhose (12 Wochen Inhalation) durchgefiihrt.
Zuvor wurde die Inhalation eine Woche vor dem geplanten Versuch gestoppt
(Reichenbach et al. 2012; Moeller et al. 2015).

Der Tod der Tiere wurde nach adaquater Anasthesie mittels Isofluran und Narcoren
durch Ausbluten herbeigefiihrt. Die Leber wurde entnommen und entweder fur die
weitere histologische Aufarbeitung vorbereitet oder zur Herstellung von

Lebervolllysaten genutzt.

Die Gewinnung primarer Sternzellen aus der Rattenleber erfolgte wie in 2.2.3
beschrieben. Sie wurden fiur 24 Stunden in vier 10er Platten in IMDM mit 10% FKS und
1% Penicillin/Streptomycin bei 5% CO; in einem separaten Brutschrank in Kultur

genommen.
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2.2.2 Zelllinien

Neben den primaren Zellen kultivierten wir die immortalisierte humane Sternzelllinie
HSC-B, die uns freundlicher Weise durch die Universitat Regensburg AG Herr Prof.
Hellerbrand bereitgestellt wurde (Schnabl et al. 2002). Die Zellen wurden in DMEM mit
4,5g/1 Glucose, 1% Penicillin/Streptomycin und 10% FKS bei 10% CO, und 37°C in Kultur

gehalten. Zum Versuch wurden je 250.000 Zellen auf vier 10er Platten ausplattiert.

Als Positiv-Kontrolle fur die Antikorper der PKD-Familie kultivierten wir 3T3-Zellen in
DMEM mit 4,5g/l Glucose, 1% Penicillin/Streptomycin und 10% FKS bei 10% CO, und
37°C. Um auch fir die phosphorilierten Isoformen eine Kontrolle generieren zu konnen,

wurden die 3T3 mit einem Phorbolester versetzt.

Tabelle 2.1 PMA -Losung

Vor der Stimulation wurden die Zellen 2 Stunden
ohne FKS kultiviert und danach fur 30 Minuten

0,2 mM in
PIMA Stock DMSO gelst ne ' _
Der Stock wurde im Verhaltnis Mit einer 0,2 pM  PMA  Losung, einem

1:1000 mit PBS verdinnt zu einer  phorbolester (Zugaza et al. 1996; Azoitei et al.
0,2 uM PMA-Losung. . )
2010), inkubiert.

Die Ernte und Lagerung bis zur weiteren Verwendung erfolgte wie unter 2.2.4

beschrieben.

Die Hela-Lysate erhielten wir durch eine Kooperation mit den Arbeitsgruppen des

Julius-Bernstein Instituts fur Physiologie.
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2.2.3 Sternzellseparation

Es wurden mannliche Wistar-Ratten unterschiedlicher Zirrhosegrade einer

Sternzellseparation unterzogen.

Die Zellseparation erfolgte wie bereits durch die hepatologische Arbeitsgruppe der
57 TN

Universitat von Barcelona beschrieben
(Graupera 2005).

Die Tiere wurden mit Isofloran betaubt
und erhielten intraperitoneal Heparin,

sowie gewichtsadaptiert Narcoren (1- Hepar

2,5ml/kg Korpergewicht) zur

Aufrechterhaltung der Narkose. V. portae

. V. cava inf.
Nach der Anasthesie wurden der

Bauchraum eroffnet und die Vena
portae, sowie Vena cava inferior frei
prapariert. Es erfolgte die Punktion der

Vena portae mit anschlieBender Spilung

und Verdau der Leber mit GBSS (Grey’s Abbildung 2.1 Wistar-Ratte wahrend der
) Sternzellseparation
balanced salt solution) unter Zugabe von

Thorax und Abdomen sind eroffnet.
Ligaturen liegen um die V.portae und
Zirrhose-Tier=35mg), DNAse (10mg) und V.cava inferior. Die Pfortader ist punktiert
und Puffer wird daruber perfundiert. Der
einsetzende Verdau durch die im GBBS
Leber entfernt und zum weiteren Verdau geloste Kollagenase, Pronase und DNAse

oo s ) . zeigt sich durch die beginnende
bei 37°C in GBSS-Puffer mit Kollagenase Entfirbung der Leber.
(normales  Tier=  10mg;  Zirrhose-

Kollagenase (normales Tier= 30mg;

Pronase (300mg). Danach wurde die

Tier=15mg), DNAse (10mg) und Pronase (10mg) enthommen.

Das Zellgemisch wurde durch eine Mullkompresse und anschlieBend durch ein
Nylonnetz (100um) steril filtriert. Es folgte die Zentrifugation bei 50 x g fur 4 Minuten
bei 4°C zum Absetzen der Hepatozyten. Das Pellet wurde verworfen und der Uberstand
erneut bei 800 x g fur 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Das nun entstandene Pellet
wurde in einem Medium aus IMD, 10% FKS und 1% Penicillin/Streptomycin resuspendiert
und der Uberstand verworfen. Die Zellsuspension wurde auf vier 10er Petrischalen
gleichmahfig verteilt und fur 24 Stunden zum Anwachsen der primaren Sternzellen bei
5% CO; kultiviert.

-19 -



2.2.4 Hypoxieversuch

Pro Versuchsansatz wurden vier 10er Petrischalen benotigt. Circa 250.000 Zellen der
Zelllinien HSC-B wurden pro Schale ausplattiert. Bei den primaren Sternzellen wurde

das in Medium suspendierte Pellet gleichmalRig auf 4 Schalen verteilt.

Nach 24 Stunden unter normalen Kulturbedingungen erfolgte bei den primaren
Sternzellen und den HSC-B ein Mediumwechsel ohne FKS. Die Zelllinie wurde fur 12
Stunden serumfrei belassen, die primaren Zellen hingegen fiir 4 Stunden. Dann erfolgte
die Ernte von zwei Kontrollplatten als 0 Stunden - Wert. Eine Platte wurde danach fir
48 Stunden unter Raumsauerstoffgehalt (21% O;) weiter kultiviert. Die andere wurde

in einem Hypoxieschrank bei 0,5% O, fiir 48 Stunden weiter kultiviert (Dai et al. 2003).

Das Medium wurde abgesaugt und die Platte mit PBS gespult. Wir verwendeten
zwischen 100 und 150pl IPP zum Lysieren der Zellen. Die Lagerung der Zelllysate

erfolgte bis zur weiteren Aufarbeitung bei -80°C.

2.2.5 Proteinbestimmung nach der BCA Methode (Lowry 1951)

Die Proben wurden bei 16089 x g 20 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde
verworfen und der (Uberstand weiterverwendet. Zur Bestimmung der

Proteinkonzentration fertigten wir eine 1:10 Verdunnung an.

Als Kontrollprotein verwendeten wir Albumin zur Erstellung einer Standardreihe. Alle
Werte wurden in Doppelbestimmung ermittelt. Die Inkubation erfolgte bei 37°C fur 20

Minuten. Das 96-Well Array wurde bei 560nm photometrisch ausgemessen.
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2.2.6 Western Blot - Tank Blot (Mahmood und Yang 2012)

Zur Bestimmung der Proteinexpression und quantitativen Auswertung der einzelnen
Subtypen der PKD-Familie in Leberlysaten, primaren Sternzellen und in den

durchgefiihrten Hypoxieexperimenten wurden Western Blots durchgefiihrt.

Tabelle 2.2 Herstellung SDS-Gel

Die Proben wurden aliquotiert 30 ml 10 ml

(Leberlysate=50ug, primare Chemikalien 10%iges  7%iges
Trenngel Sammelgel

Polyacrylamid 10,00ml 2,33 ml

Hypoxieexperimente=30ug) und mit 15 1,5 M TRIS pH 8,8 7,50 ml

Sternzellen=30pg,

ul SDS Probenpuffer versetzt, bei 95°c 0,9 M TRISpH 6,8 - 2,50 ml
Aqua dest. 12,04 ml 5,02 ml
gekocht und zentrifugiert. Zur 10 % SDS 300 pl 100 pl
Positivkontrolle fur die genutzten TEMED 15 pl 5 pl
o o 10 % APS 150 pl 50 pl
Antikorper der PKD-Familie dienten Die Glasplatten zwischen denen die Gele

Hela, 3T3 und mit PMA stimulierte 3T3 gegossen worden, sind mit 1% Agarose
(gelost in Aqua bidest) abgedichtet

Zelllysate. wurden. Es sind SDS-Gele mit einer Dicke
von 1,5 mm und 10-15 Taschen gegossen
worden.

Mittels SDS-Page erfolgte in einem Polyacrylamidgel die Auftrennung des
Proteingemischs. Wir verwendeten 10%ige Trenngele und 7%ige Sammelgele nach dem

Lammli-System (siehe Tabelle 2.17).

Die Gele lieRen wir bei 60V circa 30 Minuten sammeln und bei 110V fur eine Stunde
auftrennen. Die Ubertragung der Proteine erfolgte auf eine in Methanol aktivierte
PVDF-Membran in einem Tank-Blot-System fir 3 Stunden bei 400mA.

Die Membranen wurden in 5% Milchpulver oder 5% BSA fur 2 Stunden geblockt und mit
dem primaren Antikorper tiber Nacht inkubiert. Dann erfolgte die Behandlung mit dem
sekundaren Antikorper fir 1 %2 Stunden. Nach jeder Inkubation erfolgten drei
Waschschritte mit 1x Blotto a 10 Minuten.

Die Entwicklung erfolgte im Chemilumineszenz- und Fluoreszenzsystem Fusion Fx7. Zur
Detektion der PKD-Isoformen nutzten wir ECl plus und lieBen die Membranen 10
Minuten belichten. Die Houskeeping-Proteine (Vincullin und B-Actin) wurden mit
homemade ECL innerhalb von 1 bis 2 Minuten Belichtung detektiert. Die Auswertung

aller Blots erfolgte mit ImageJ.
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2.2.7 Statistik

Die statistische Auswertung erfolge mittels Excel und SPSS. Es wurden die Mittelwerte
und der zugehorige SEM ermittelt. Als statistische Tests wurde ANOVA mit dem
Bonferroni PostHoc-Test bzw. mit dem Mann-Whitney und Wilcoxon-Test verwendet.
Eine Aussage wurde als signifikant angenommen bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit
von 5% (p < 0,05).
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3 Ergebnisse
3.1 Die Proteinkinase D in Gesamtleberlysaten

Als Erstes wurde auf Proteinebene mittels Western Blot die Expression der einzelnen
Isoformen, sowie ihre Aktivierung wahrend der Zirrhoseentstehung in

Gesamtleberlysaten untersucht.

Als Housekeeping-Protein zur Kontrolle der aufgetragenen Proteinmenge wurde
Vincullin bei 130 kDa genutzt. Als Kontrollgruppe wurden altersgematchte Normaltiere
(n=6) verwendet. Abbildung 3.1 zeigt die Expression von PKD1 zu verschiedenen

Zeitpunkten der Fibrose- und Zirrhoseentstehung.
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Abbildung 3.1 PKD1-Expression in Leberlysaten von Wistar-Ratten

0 Wochen n=6, 5 Wochen n=5, 8 Wochen n=4, 12 Wochen n=4

A absolute PKD1 Expression bezogen auf die Kontrollgruppe

B Expression der phosphorilierten PKD1 bezogen auf die Kontrollgruppe

C Expression der phosphorilierten PKD1 zur absoluten PKD1 bezogen
auf die Kontrollgruppe
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Die Expression von PKD1 in Gesamtleberlysaten zeigt keinen klaren Trend. In der
statistischen Auswertung konnten ein signifikanter Abfall in der 8. Woche im Vergleich
zur 5. Woche verzeichnet werden, sowie ein signifikanter Anstieg in der
dekompensierten Zirrhose (Woche 12) zur Woche 8. Die Expression der
phosphorilierten PKD1 zeigte eine Zunahme ohne Signifikanz wahrend der
voranschreitenden Fibrose. Es konnte eine Steigerung von 64%+ 5,9% in Woche 5 auf
157%+49,3% in Woche 12 detektiert werden. Im Verhaltnis zueinander erkennt man
eine steigende Aktivitat mit zunehmender Fibrose zwischen PKD1 im phosphorilierten
und nicht-phosphorilierten Zustand. Im Vergleich kommt es zu einer signifikanten
Steigerung von 64%+13,3% in Woche 5 zu 281%+12,1% in Woche 8.
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Abbildung 3.2 PKD2-Expression in Leberlysaten von Wistar-Ratten

0 Wochen n=6, 5 Wochen n=5, 8 Wochen n=4, 12 Wochen n=4

A absolute PKD2 Expression bezogen auf die Kontrollgruppe

B Expression der phosphorilierten PKD2 bezogen auf die Kontrollgruppe

C Expression der phosphorilierten PKD2 zur absoluten PKD2 bezogen
auf die Kontrollgruppe

Im Gegensatz zur PKD1 zeigte sich bei der PKD2 eine deutlich erhohte absolute
Proteinexpression. Im Vergleich zur beginnenden Fibrose mit 5 Wochen kam es in der

dekompensierten Zirrhose nach 12 Wochen Inhalation mit CCL4 zu einer signifikanten
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Steigerung der absoluten PKD2 Expression von 101%+20,5% auf 259%+65,6%. In der
Expression der phosphorylierten PKD2 zeigt sich keine eindeutige Tendenz. Die Werte
scheinen uber den Prozess der Zirrhoseentstehung beinahe identisch zu bleiben. Auch
im Verhaltnis der phosphorilierten PKD2 zur absoluten PKD2 lasst sich keine

Veranderung nachweisen.
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Abbildung 3.3 PKD3-Expression in Leberlysaten von Wistar-Ratten
0 Wochen n=6, 5 Wochen n=5, 8 Wochen n=4, 12 Wochen n=4
Absolute PKD3 Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe

Wahrend der voranschreitenden Fibrose konnte ein signifikanter Abfall der Expression
von PKD3 verzeichnet werden. Im Vergleich zur Kontrollgruppe mit 100% kam es in der

Woche 8 zu einem Abfall der PKD3 Expression auf 66%+3%.
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3.2 PKD-Expression in primaren Sternzellen

Abbildung 3.4 primare hepatische Sternzellen

A 20fache VergroBerung aus 10facher VergroBerung einer primaren hepatischen
Sternzelle aus Kontrolltieren

B primare hepatische Sternzellen aus Kontrolltieren, 10fach vergroBert

C primar hepatische Sternzellen aus Wistar-Ratten im Fibrosestadium (5 Wochen CCl4),
10fach vergroBert

D primar hepatische Sternzellen aus Wistar-Ratten im dekompensierten
Zirrhosestadium (12Wochen CCls), 10fach vergroBert

Vor der Lyse zur weiteren Proteinaufarbeitung der separierten hepatischen Sternzellen
wurden Kontrollbilder angefertigt. In allen verwendeten Praparaten konnten wir vitale

Sternzellen nachweisen.

Auch bei den primaren Sternzellen wurden die aus gesunden Tieren (Npusc=3)
gewonnenen primaren Sternzellen als Kontrollgruppe eingesetzt. Als Housekeeping-

Protein wurde Vincullin bei 130kDa verwendet.
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Abbildung 3.5 Expression von PKD1 in pHSC

0 Wochen n=3, 8 Wochen n=3, 12 Wochen n=3

A absolute PKD1 Expression bezogen auf die Kontrollgruppe

B Expression der phosphorilierten PKD1 bezogen auf die Kontrollgruppe

C Expression der phosphorilierten PKD1 zur absoluten PKD1 bezogen auf die

Kontrollgruppe

In den primaren Sternzellen kommt es unter der Entwicklung der Fibrose zunachst zu
einem Abfall der absoluten PKD1-Expression. Im Vollbild der Zirrhose scheint die
Expression wieder anzusteigen. Anders verhalt es sich hingegen in der phosphorilierten
PKD1. Dort scheint es bei beginnender Fibrose zu einer verminderten Expression der
pPKD1 zu kommen, welche im Verlauf noch weiter abfallt. Im Verhaltnis (PKD1/pPKD1)
kommt es zu einem signifikanten Abfall der aktivierten Isoform von 100%+25,4% in der
Kontrollgruppe auf 33%+2,2% nach 12 Wochen Inhalation mit CCly und dekompensierter

Leberzirrhose.
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Abbildung 3.6 Expression von PKD2 in pHSC

0 Wochen n=3, 8 Wochen n=3, 12 Wochen n=3

A absolute PKD2 Expression bezogen auf die Kontrollgruppe

B Expression der phosphorilierten PKD2 bezogen auf die Kontrollgruppe

C Expression der phosphorilierten PKD2 zur absoluten PKD2 bezogen auf die
Kontrollgruppe

In den Sternzelllysaten zeigt sich ahnlich zu den Leberlysaten eine vermehrte
Expression von PKD2 mit zunehmender Fibrosierung. Es kommt zu einem Anstieg von
100%+27,7% auf 191,9%+136,3. Eine ahnliche Tendenz stellt sich auch bei der
phosphorilierten Proteinkinase D2 dar. Diese scheint auch mit voranschreitender
Zirrhose vermehrt exprimiert zu werden. So kann eine Zunahme von 100+33% auf
235,2+104,4% verzeichnet werden. Eine signifikante Steigerung der Expression der
aktivierten PKD2 zeigt sich nach 8 Wochen Inhalation mit CCls. Dabei kommt es im
Vergleich zur Kontrollgruppe mit 100%+11% zu einer signifikanten Steigerung der
aktivierten Isoform auf 341,2%+41,6% in der beginnenden Fibrose. Dieser Anstieg lieB

sich im Weiteren bei fortschreitender Zirrhose nachweisen.
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Abbildung 3.7 Expression von PKD3 in pHSC
0 Wochen n=3, 8 Wochen n=3, 12 Wochen n=3
Absolute PKD3 Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe

Ahnlich zu den Vollleberlysaten kommt es auch in den Zelllysaten der primaren
Sternzellen zu einem signifikanten Abfall der Expression von PKD3 in der beginnenden
Fibrose. Die Expression verringert sich ausgehend von der Kontrollgruppe von 100%+11%
auf 22,6%+9% nach 8 Wochen Zirrhoseinduktion signifikant. Auch bei dekompensierter
Zirrhose lieB sich ein Abfall der PKD3 Expression auf 70,1%+29,1% im Vergleich zur

Kontrollgruppe, allerdings ohne signifikantes Ergebnis, nachweisen.
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3.3 PKD-Expression unter Hypoxie

Abbildung 3.8 Zellmorphologie der humanen Zelllinie HSC-B in 10facher und 20facher
VergroBerung

A HSC-B Oh

B HSC-B 48h Normoxie

C HSC-B 48h Hypoxie

Da Hypoxie einen wichtigen Trigger in der Entstehung der Zirrhose darstellt, setzten
wir die immortalisierte Zelllinie HSC-B 48 Stunden einer Umgebung mit einem
normalen Sauerstoffanteil von 21% und einer Hypoxie mit 0,5% O, aus. Sowohl in der
Normoxie als auch in der Hypoxie zeigten die HSC-B ihr regulares Erscheinungsbild mit

weitausgezogenen Zellauslaufern.

Zur Kontrolle der hypoxischen Bedingungen Normoxie Hypoxie
wurde stets mittels Western Blot die i - -
Expression von Hif1a uberpruft (Coulon et al.

5 hi i< ch ) . Abbildung 3.9 Hypoxienachweis in
011). Das hier exemplarisch gezeigte positive HSC-B nach 48h Kultivierung
Ergebnis der in Hypoxie kultivierten HSC-B

konnte in allen Versuchsreihen, auch in den primaren Sternzellen, nachvollzogen

werden.
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Wie bereits in einem fruheren Abschnitt (siehe Kaptilel 2.2.4) erlautert, generierten
wir vor jeder Inkubation fir 48 Stunden unter Hypoxie oder Normoxie eine
Kontrollgruppe, welche als Oh (null Stunden) benannt wurde. Als Housekeeping Protein

nutzen wir B-Actin bei 42kDa.

3.3.1 PKD-Expression in HSC-B unter Hypoxie
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Abbildung 3.10 PKD1 in HSC-B unter Hypoxie und Normoxie
Normoxie n=6, Hypoxie n=6
A absolute Expression von PKD1 unter Normoxie und Hypoxie in HSC-B im Vergleich zur

Kontrollgruppe
B Expression der phosphorilierten PKD1 unter Normoxie und Hypoxie in HSC-B im

Vergleich zur Kontrollgruppe

C Expression der phosphorilierten PKD1 zur absoluten PKD1 unter Normoxie und
Hypoxie in HSC-B im Vergleich zur Kontrollgruppe

Bezogen auf die absolute Expression von PKD 1 in HSC-B kommt es unter hypoxischen
Inkubationsbedingungen nach 48 Stunden zu einer nicht-signifikanten Steigerung der
PKD1 Expression um 62%+28% bezogen auf die Kontrollgruppe (100%+12%). Auch unter
Normoxie mit 21% O,-Gehalt in der Luft konnte ein leichter, nicht-signifikanter Anstieg

der PKD1-Expression um 20%+18% verzeichnet werden.
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Hingegen kommt es bei der aktivierten Isoform unter hypoxischen Bedingungen zu
einer signifikanten Zunahme der absoluten pPKD1 Expression um das Dreifache,
bezogen auf die Kontrollgruppe (100%+17% auf 321%+51%). Unter Normoxie konnte
keine Anderung verzeichnet werden. Die Expression nach weiteren 48 Stunden
Kultivierung unter Normbedingungen der phosphorilierten PKD1 gleicht denen der
Kontrollgruppe (100%+17% zu 116+23%). Im Verhaltnis der phosphorilierten Isoform und
der absoluten PKD1 konnten wir zeigen, dass es zu einer nicht-signifikanten Zunahme
der aktivierten PKD1 unter hypoxischen Bedingungen kommt. Unter normwertigen

Inkubationsbedingungen verandert sich die Aktivitat hingegen nicht.
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Abbildung 3.11 PKD2 in HSC-B unter Hypoxie und Normoxie

Normoxie n=6, Hypoxie n=6

A absolute Expression von PKD2 unter Normoxie und Hypoxie in HSC-B im Vergleich zur
Kontrollgruppe

B Expression der phosphorilierten PKD2 unter Normoxie und Hypoxie in HSC-B im
Vergleich zur Kontrollgruppe

C Expression der phosphorilierten PKD2 zur absoluten PKD2 unter Normoxie und
Hypoxie in HSC-B im Vergleich zur Kontrollgruppe

Die Expression der PKD2 in HSC-B lieB sich durch die Inkubation unter Hypoxie

signifikant um das Doppelte steigern (100%+16% auf 211%+14%). Auch unter Normoxie

kam es zu einem nicht-signifikanten Anstieg der Expression der Isoform von 100%z+16%
-32 -



auf 183%x+21%. Zwischen dem Gehalt an PKD2 nach 48 Stunden Kultivierung unter
hypoxischen oder normoxischen Bedingungen gab es keinen signifikanten Unterschied.
Dies stellte sich in der phosphorilierten Isoform anders dar. Unter Normoxie kam es zu
keiner wesentlichen Veranderung der Expression der pPKD2. Sowohl zur Stunde null als
auch nach weiteren 48 Stunden Kultivierung unter 21% O, stellten sich die Werte ohne
singnifikante Anderung dar (100%+24% zu 153%+30). Unter hypoxischen Bedingungen
kam es zu einer signifikanten Steigerung der Expression der phosphorilierten PKD2 um
das 7-fache. Dies stellt sich auch dar, wenn die absoluten Werte der PKD2 und ihrer
phosphorilierten Form ins Verhaltnis gesetzt werden. Dabei zeigt sich eine signifikante
Aktivitatszunahme der PKD2 unter hypoxischen Bedingungen um 300%+121%. Unter
Normoxie hingegen bleibt die Aktivitat identisch und nimmt bezogen auf die
Kontrollgruppe sogar leicht ab. (100%+23% zu 77%+8%)
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Abbildung 3.12 PKD3 in HSC-B unter Hypoxie und Normoxie

Normoxie n=6, Hypoxie n=6

Absolute PKD3 Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe

Sowohl unter hypoxischen Bedingungen als auch unter Normoxie kommt es zu einem
signifikanten Anstieg der PKD3 Expression nach 48h Kultivierung. Zwischen beiden
Versuchsbedingungen kommt es zu keinem signifikanten Unterschied im Anstieg der
Expression der PKD3. Unter Hypoxie kommt es zu einem signifikanten Anstieg der PKD3
Expression um 99%+23%. Bei einem normalen Sauerstoffanteil von 21% steigt der Gehalt

von PKD3 um 119%+11%.
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3.3.2 PKD-Expression in primaren Sternzellen unter Hypoxie

Wie bereits in mehreren Arbeiten gezeigt werden konnte, ist die Hypoxie ein
wesentlicher Trigger in dem Voranschreiten der Leberzirrhose und die primare

Sternzelle ihr Schrittmacher (Paternostro 2010).

Um erkennen zu konnen, ob dieser komplexe Prozess auch uber die Proteinkinase D
vermittelt wird, nutzen wir primare Sternzellen aus gesunden Wistar-Ratten, welche
wir nach der Anzucht in Petrischalen wie unter 2.2.3 beschrieben fur weitere 48

Stunden unter Normoxie oder Hypoxie weiter kultivieren lieRen.

In den Kontrollaufnahmen zeigten sich bildmorphologisch keine Unterschiede nach
weiteren 48 Stunden in Kultur unter 0,5% oder 21% 0. Es bildeten sich in beiden

Gruppen vitale primare Sternzellen aus.

Auch in diesem Hypoxieexperiment erfolgte in jeder Versuchsreihe ein Nachweis der
hypoxischen Kultivierungsbedingungen mittels Western Blot und Nachweis von Hif1a.

Als Housekeeping Protein nutzten wir B-Actin.

Auch in diesem Setting generierten wir vor Inkubation der Zellproben unter
hypoxischen oder normoxischen Bedingungen eine Kontrollgruppe, die als Oh (null

Stunden) benannt wurde.
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Abbildung 3.13 PKD1 in primaren HSC (pHSC) unter Hypoxie und Normoxie
Normoxie n=4, Hypoxie n=4
A absolute Expression von PKD1 unter Normoxie und Hypoxie in pHSC im Vergleich zur

Kontrollgruppe
B Expression der phosphorilierten PKD1 unter Normoxie und Hypoxie in pHSC im

Vergleich zur Kontrollgruppe
C Expression der phosphorilierten PKD1 zur absoluten PKD1 unter Normoxie und

Hypoxie in pHSC im Vergleich zur Kontrollgruppe

Unter hypoxischen Bedingungen scheint sich die Expression der PKD1 im Vergleich zur
Kontrollgruppe nicht zu verandern. Die Werte bleiben annahrend gleich (100%+20% zu
112%+25%). Im Gegensatz unter Normoxie kommt es zu einem nicht-signifikanten
Anstieg der absoluten PKD1 Expression um 72%+22%. Diese Zunahme der Expression ist
weder zur Kontrollgruppe noch zur Gruppe nach 48 Stunden Hypoxie signifikant.
Anderes zeichnet sich ab, wenn man die absolute Menge an phosphorilierten PKD1
untersucht. Dabei kommt es sowohl unter hypoxischen als auch normoxischen
Bedingungen zu einem signifikanten Anstieg in der Expression der pPKD1 im Vergleich
zur Kontrollgruppe. In der Hypoxie als auch Normoxie kommt es zu einer Steigerung
um ca. das Doppelte (100+16 zu Hypoxie 263%+33% zu Normoxie 243%+54%). Zwischen
beiden Gruppen gibt es keinen Unterschied in der Expression der phosphorilierten

PKD1. Um die Aktivitat der Proteinkinase zu beschreiben setzten wir wieder die
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detektierte phosphorilierte PKD1 zur absoluten PKD1 ins Verhaltnis. Da unter
hypoxischen Bedingungen kaum eine Anderung der Expression der absoluten PKD1 zu
verzeichnen war und die aktivierte Form jedoch stark zunahm, kommt es im Verhaltnis
zu einer nicht-signifikanten Steigerung der Aktivitat um 69%+56%. Unter Normoxie
verandert sich die Aktivitat der Proteinkinase kaum. Eher kommt es zu einem nicht-

signifikanten Abfall um 29%+12%.
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Abbildung 3.14 PKD2 in primaren HSC (pHSC) unter Hypoxie und Normoxie
Normoxie n=5, Hypoxie n=5
A absolute Expression von PKD2 unter Normoxie und Hypoxie in pHSC im Vergleich zur

Kontrollgruppe
B Expression der phosphorilierten PKD2 unter Normoxie und Hypoxie in pHSC im

Vergleich zur Kontrollgruppe
C Expression der phosphorilierten PKD2 zur absoluten PKD2 unter Normoxie und

Hypoxie in pHSC im Vergleich zur Kontrollgruppe

Anders als in der immortalisierten Zelllinie kristallisiert sich in der Expression der
Proteinkinase D2 kein klarer Trend heraus. Sowohl die absolute als auch die
phosphorilierte PKD2 andert ihre Expression weder unter hypoxischen noch unter
normoxischen Bedingungen. Dies stellt sich auch im Verhaltnis beider Parameter dar.

Weder unter Hypoxie noch Normoxie kommt es zu einer Zunahme der Aktivitat der
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Proteinkinase. Zu bemerken ist, dass die absolute PKD2 Expression unter Hypoxie nicht-
signifikant leicht zu steigen scheint (100%+25% zu 132%+21%) und unter Normoxie
geringfligig nicht-signifikant sinkt (100%+25% zu 91%+18%). Bei der phosphorilierten
Isoform kommt es zu einer leichten, nicht-signifikanten Erhohung in der Expression,
sowohl unter Normoxie als auch Hypoxie. (100%+19% zu 165%+30% zu 138%x7%). Im
Verhaltnis der phosphorilierten PKD2 zur absoluten PKD2 gibt es weder in der Hypoxie

noch Normoxie einen Unterschied.
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Abbildung 3.15 PKD3 in primaren HSC (pHSC) unter Hypoxie und Normoxie

Normoxie n=5, Hypoxie n=5

Absolute PKD3 Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe

Das auch hier in den primaren Sternzellen gefundene Ergebnis ahnelt dem in der
immortalisierten Sternzelllinie HSC-B. Sowohl unter hypoxischen als auch
normoxischen Bedingungen kommt es zu einer Zunahme der Expression der PKD3. Bei
einer Kultivierung unter 0,5% O, kommt es nach 48 Stunden zu einer signifikanten
Steigerung der Expression um beinahe das Vierfache (100%+21% zu 388%+52%). Ein
ahnliches Ergebnis stellt sich auch unter Normoxie dar. Unter diesen Parametern
kommt es ebenso zu einer signifikanten Steigerung um das beinahe 4,5-fache im
Vergleich zur Kontrollgruppe (100%+21% zu 454%+62%). Zwischen beiden Gruppen nach
48 Stunden 0,5% O oder 21% besteht kein Unterschied.
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4 Diskussion
4.1 Rolle der PKD in der Leber

Die im Rahmen dieser Dissertation erhobenen Daten zeigen, dass im Lebergewebe alle
Subgruppen der PKD-Familie exprimiert werden. Jede einzelne wird unter
voranschreitender Fibrose unterschiedlich in ihrer Expression und Aktivitat moduliert.
Wir konnten zeigen, dass es zu einer Erhohung der absoluten PKD1, sowie der PKD2 in
der dekompensierten Zirrhose kommt im Vergleich zur kompensierten Fibrose in Woche
8. Interessanterweise kommt es zu Beginn der Fibrose zu einem Abfall der Expression
von PKD1 und PKD2, jedoch zu einer deutlichen Steigerung der Aktivitat. Besonders bei
der PKD1 sind die meisten Proteine in diesem Stadium phosphoriliert und aktiviert. In
der PKD2 sieht man zwar einen ahnlichen Trend, jedoch ohne Signifikanz. Die PKD3
fallt aus diesem Muster vollstandig heraus. Ihre Expression wird mit zunehmender

Fibrose immer geringer.

Ein genauer Grund warum es zu unterschiedlichen Expressionen der Subtypen kommt,
lasst sich in der Literatur nicht eruieren. Wir vermuten, dass den einzelnen Isotypen
unterschiedliche Aufgaben und Funktionen abhangig vom Zellkontext zugeschrieben

werden. Die Expression hangt also vom jeweiligem Krankheitsstadium ab.

Die Arbeitsgruppe um Tang et al konnte ahnliche Ergebnisse in der idiopathischen
Lungenfibrose nachweisen. Ahnlich zu unseren Ergebnissen wurden in der
idiopathischen Lungenfibrose alle 3 Isoformen der PKD-Familie nachgewiesen. Des
Weiteren zeigte sich in Analogie zu unseren Erhebungen eine Steigerung der Expression
besonders von PKD1 und PKD2, sowie deren Aktivitat besonders in Fibroblasten der
pulmonalen Fibrose (Tang und Hua 2012). In den hier dargestellten Ergebnissen konnte
unter voranschreitender Leberfibrose bis hin zur Zirrhose eine Minderung der
Expression von PKD3 beschrieben werden. In den Daten von Tang et al wird lediglich
der Nachweis von PKD3 in der Lungenfibrose gezeigt. Wie sich die Expression unter

einer voranschreitenden Fibrosierung verhalt wird nicht beschrieben.

Bereits in vorangegangenen Untersuchungen bezuglich der Relevanz der PKD-Familie
konnte in immunhistologischen Farbungen von Lungenschnitten mit einer
idiopathischen Fibrose gezeigt werden, dass die PKD1, 2 und 3 vermehrt und auch
aktiviert in den hyperplastischen und regenerativen epithelialen Zellen an fibrotischen
Septen des Lungengewebes vorliegt. AuBerdem gelang es der Arbeitsgruppe um Gan et

al unterschiedliche Lokalisationen der einzelnen PKDs in den alveolaren Epithelzellen
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zu identifizieren. Wahrend PKD 2 und 3 vor allem im Zytoplasma und Nukleus
vorzufinden waren, konnte PKD1 besonders an den Zilien nachgewiesen werden. Im
Gegensatz zu Tang et al konnten Gan et al keine erhohte Expression der PKD Subtypen
in Fibroblasten oder Myofibroblasten nachweisen (Gan et al. 2014). Bisher liegen keine
Daten uber die Verteilung der einzelnen Subtypen der PKD-Familie in histologischen
Schnitten des Lebergewebes vor. Zur weiteren Klarung der Verteilung des Proteins in
den verschiedenen Leberzellen, sowie der Verteilung in der Zelle an sich mussen

weitere Untersuchungen vorgenommen werden.

4.2 Rolle der PKD in primaren Sternzellen

Bei den innerhalb dieser Dissertation erhobenen Daten konnte erstmalig gezeigt
werden, dass PKD1, 2 und 3, sowie die phosphorilierte PKD1 und 2 in primaren
Sternzellen aus Ratten exprimiert werden und die Expression durch eine
voranschreitende Fibrose moduliert wird. Besondere Bedeutung scheint in diesen
Zellen die PKD2 zu haben. So zeigt sie als Einzige eine signifikante Erhohung lhrer
aktivierten Form im Verhaltnis zur Gesamtproteinmenge bei fortschreitender Fibrose.
Die beiden anderen Isoformen zeigen in lhrer Aktivitat und Gesamtexpression eher eine
Abnahme. Diese ist bei der PKD3 sogar signifikant in der Fibrose. Ebenso zeigt sich eine

signifikante Abnahme der Aktivitat der PKD1 in der Zirrhose.

Initial schien es nahe gelegen zunachst in hepatischen Sternzellen weiter nach der
Expression der PKD zuschauen. Einerseits, da die Sternzelle als treibende Kraft der
Fibrose beschrieben wird (Friedman 2008), andererseits aber auch da die PKD in
Fibroblasten anderer Organsysteme bereits nachgewiesen wurde (Yoo et al. 2009; Tang
und Hua 2012; Woods et al. 2004; Prigozhina und Waterman-Storer 2004; Pusapati et
al. 2012).

In Fibroblasten konnten Pusapati et al zeigen, dass die PKD uber Rhotekin die RhoA-
Kinase aktiviert. Dies beeinflusst die Bildung von Stressfasern (Pusapati et al. 2012). In
hepatischen Sternzellen ist die aktivierte Rho-Kinase ein bekannter Triggerfaktor fur
die Kontraktion der Sternzelle (Pinzani und Marra 2001). Pinzani und Gentilini
postulierten, dass eine mogliche Beeinflussung der Kontraktion der Sternzelle ggf. die
portale Hypertension und ihre Folgen verbessern konnte. Die Proteinkinase D konnte

demzufolge ein moglicher Angriffspunkt sein.
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In Endothelzellreihen konnte gezeigt werden, dass PKD die Glykogensynthase 3 hemmt.
Dies beeinflusst die Kollagen I-abhangige vaskulare Morphogenese in HUVECs (Shin et
al. 2012). Die Glykogensynthasekinase 3 ist ein Zielmolekul in der Signaltransduktion
der Phodphatidylinositol 3-Kinase und stellt einen wichtigen Regulator der Apoptose
dar (Pap und Cooper 1998). Son et al konnten zeigen, dass die Hemmung der
Phophatidylinositol 3-Kinase in hepatischen Sternzellen das Fortschreiten der Fibrose
hemmt (Son et al. 2009). In Zusammenschau dieser Ergebnisse, obwohl die Daten an
unterschiedlichen Zelltypen gesammelt wurden, ist ein moglicher Zusammenhang Uber
die Proteinkinase D denkbar. Ein weiterer Beleg, dass auf diesem
Signaltransduktionsweg in lebereigenen Zellen eine Steuueung uber PKD2 moglich ist,

konnte auch im hepatozellularem Karzinom nachgewiesen werden (Zhu et al. 2016).

Es gibt gemeinsame Pathways, die in hepatischen Sternzellen durch die PKD-Familie
kontrolliert werden konnen. Uns gelang der erstmalige Nachweis in primaren

hepatischen Sternzellen mit einer erhohten Aktivitat der PKD2 in der Fibrose.

Nach aktuellem Wissensstand sind die HSC nicht allein verantwortlich fur die Fibrose.
Das Konzept der epithelialen-mesenchymalen Transition legt nahe, dass auch
ortsfremde Fibroblasten (zirkulierende oder aus dem knochenmarkstammende Zellen)
eine Rolle spielen konnen (Lee 2014). Auch sollen mittels epithelialer-mesenchymaler
Transition Hepatozyten oder Cholangiozyten zur Umdifferenzierung von
profibrotischen Zellen befahigt sein (Paternostro 2010). In anderen Zelllinien und
Geweben wie Brustkrebs oder Pankreaskarzinom (Durand et al. 2016) konnte bereits
gezeigt werden, dass die Familie der Proteinkinase D in diesem Prozess eine tragende
Rolle spielt. Ebenfalls zeigt die aktuell Datenlage, dass sowohl in der PKD vermittelten
epithelialen-mesenchymalen Transition, sowie der Stimulation und Verfestigung der

aktivierten Sternzelle (Friedman 2000) TGFB eine besondere Rolle spielt.

Des Weiteren ist die Rolle der Endothelzellen nicht zu vernachlassigen. Bereits in
diversen anderen Organen und Zelllinien ist die Beteiligung an der Angiogenese und
der VEGF-vermittelten Signaltransduktion der PKD nachgewiesen (Evans et al. 2008;
Ren 2016; Hao et al. 2009a). Evans et al konnten bereits in Endothelzelllinien zeigen,
dass die PKD eine Phosphorilierung bei Hitzeschockproteinen bewirken kann (Evans et
al. 2008). Ahnliches kénnte auch bei der hepatischen Endothelzelle und der Regulation
der endothelialen Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS) moglich sein, welches einen
weiteren vielversprechenden Ansatzpunkt zur Therapie der portalen Hypertension
darstellen konnte (Ursula E. Lee B.S. MSTP 2011).
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Andere Prozesse, die nachweislich durch die hepatische Sternzelle in der Fibrose
verursacht werden, wie durch Endothelin oder PDGF, haben in ihrer Signaltransduktion
gemeinsame Endstrecken mit der PKD. Beispielsweise konnten Zhao et al in
hepatischen Sternzellen zeigen, dass es unter Stimulation mit PDGF uber die COX-2 zu
einer vermehrten Expression von VEGF kommt (Zhao et al. 2012). Ein ahnlicher
Signalweg (hier Stimulation mit Bradykinin oder TNF-a) wurde bereits von Yoo et al in
myofibroblasten-ahnlichen Zellen des Kolons beschrieben. Dort konnte gezeigt
werden, dass die Uberexpression von COX-2 PKD-vermittelt ist. Inwiefern dort eine
Relevanz vorliegt, miusste unter anderem uber Experimente mit silencing RNA
bestimmt werden. Tang et al konnten einen PDGF- und PKD-vermittelten Pathway in

Fibroblasten bei der idiopathischen Lungenfibrose nachweisen (Tang und Hua 2012).

Neben den Endothelzellen stellen auch die lebereigenen Kupferzellen und Hepatozyten
interessante Ziele fiur eine weitere Forschung dar. Die Kupferzellen als lebereigene,
ortsstandige Makrophagen produzieren genau wie andere immunkompetente Zellen
Interleukine und Chemokine. Bereits in anderen Organsystemen konnte eine Relevanz
in der Ausschuttung dieser Substanzen zur Aufrechterhaltung der Inflammation durch
PKD beschrieben werden. Beispielsweise konnte in Kolonepithelzellen gezeigt werden,
dass es unter Zugabe von Lipopolysacchariden zu einer PKD2-vermittelten

Ausschuttung von Interleukin 8 kommt (Chiu et al. 2006).

Desweitern konnten Guicciardi et al zeigen, dass Mechanismen der Apoptose in
Hepatozyten die Entstehung der Fibrose aufrechterhalten (Guicciardi und Gores 2010).
Die Apoptose ist heute bei Umbauprozessen des Lebergewebes als ein wichtiger
Stimulus zur Aufrechterhaltung der Inflammation (Jaeschke H. 2002) und als
profibrogenetischer Faktor bekannt (Canbay et al. 2002). Der Mechanismus der
Apoptose ist ein bekannter PKD-getriggerter Pathway (Chen et al. 2008; Dequiedt et
al. 2005). Bereits Friedmann et al diskutierten 2008 die Apoptose als mogliches
antifibrotisches Target (Friedman 2008).
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4.3 Einfluss von Hypoxie auf die PKD in Sternzellen

Hypoxie ist ein bekannter Mechanismus in der Leberfibrose und Zirrhose. In anderen
Organsystemen und Zelllinien konnte die PKD als Zielenzym in den
Signaltransduktionswegen nachgewiesen werden. In unseren Ergebnissen konnten wir
in der humanen Sternzelllinie HSC-B zeigen, dass es zu einer signifikanten Zunahme
der Expression und auch Aktivierung der PKD2 kommt. In primaren Ratten-HSC konnte
diese Steigerung von uns nicht gefunden werden. Diese Unterschiede konnten mit den
unterschiedlichen Spezies erklart werden. Moglicherweise ist PKD2 in humanen
Sternzellen unter Hypoxie aktiviert, in Ratten Uber diesen relativ kurzen Zeitraum
jedoch nicht. Bei der PKD1 konnten wir in der humanen Sternzelllinie nach Exposition
mit Hypoxie uber 48h eine Zunahme der aktivierten Form der PKD1 verzeichnen. Im
Vergleich zur Normoxie war diese Aktivitatssteigerung Hypoxie-abhangig. Anders stellt
sich die Situation bei den primaren Zellen aus Rattenlebern dar. Bei der PKD1 konnte
in Normoxie wie auch Hypoxie nach 48h Kultivierung eine vermehrte Phosphorilierung
beobachtet werden. Auch bei der PKD3 konnte in der Expression kein Unterschied
zwischen Normoxie und Hypoxie gefunden werden. Unabhangig vom Sauerstoffgehalt
der Umgebung kam es bei der Zelllinie, wie auch bei den primaren Zellen unter

fortschreitender Kultivierungszeit zu einer vermehrten Expression von PKD3.

In der Leberzirrhose besteht auf Grund der vermehrt eingelagerten extrazellularen
Matrix ein hypoxischen Milieu. Wie bei Tumoren ist eine Bildung von neuen BlutgefaBen
erforderlich. Es ist bekannt, dass auch in der Angiogenese der Leber diese Uber Hif1a
und VEGF-A erfolgt (Fernandez et al. 2009; Coulon et al. 2011). In dieser Arbeit
konnten wir zeigen, dass in der menschlichen Sternzelllinie unter Hypoxie auch die
Expression von PKD, besonders PKD2 erhoht wird. Im Pankreaskarzinom ist eine PKD2-
vermittelte Synthese und Ausschuttung von VEGF bekannt. Azoitei et al konnten neben
dieser Ausschuttung eine PKD2-abhangige Aktivierung durch VEGF in den benachbarten
Endothelzellen zeigen. Ein ahnliches Wechselspiel wie im Pankreaskarzinom konnte
auch in der Fibrose zwischen Endothelzellen und der hepatischen Sternzelle erfolgen
und einen neuen guten medikamentosen Angriffspunkt zur Reduktion der Leberzirrhose

und ihrer Komplikationen darstellen (Azoitei et al. 2010; Hao et al. 2009a).

Unsere Daten zeigen einen Unterschied zwischen der immortalisierten Sternzelllinie

und den primar gewonnen Sternzellen der Ratte. Eine mogliche Ursache konnte in den

unterschiedlichen Spezies liegen, aus denen die Zellen gewonnen wurden. Bei der

immortalisierten Zelllinie handelt es sich um humane Sternzellen. Nach den Daten von

Minicis et al muss auch kritisch hinterfragt werden, ob solch eine in der Kultur
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durchgefihrte Exposition von Hypoxie als Triggerfaktor uns wirklich neue Erkenntnisse
uber die Ablaufe bei der in vivo Fibrose bringt. Die Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass
die Genregulation von HSC unter Induktion von Fibrose in Kultur sich deutlich von der
in vivo (z.B. CCls oder Ligatur des Gallenganges) unterscheidet (Minicis et al. 2007).
Wir haben uns daher nicht nur auf die Untersuchungen in der Zellkultur unter Hypoxie
beschrankt, sondern zur Verifizierung auch primare Sternzellen aus Rattenlebern zu
unterschiedlichen Zeitpunkten der Fibrose und Zirrhose untersucht. Tatsachlich
konnten wir auch hier eine Steigerung der Aktivitat von PKD2 nachweisen. PKD2 bleibt
daher ein moglicher Angriffspunkt, denn wie hier gezeigt steigt die Aktivitat der PKD2
in primaren Sternzellen der Ratte signifikant an. Zusammenfassend legen unsere Daten
nahe, dass Hypoxie ein Faktor in der Aktivierung der PKD2 in Sternzellen ist. Allerdings
gehen wir davon aus, dass auf Grund der unterschiedlichen Ergebnisse zwischen
humanen und murinen Sternzellen sowie in der Zirrhoseentstehung die Aktivierung ein
multifaktorieller Prozess ist. Die alleinige Stimulierung durch Hypoxie liber 48 Stunden

spiegelt in diesem Setting sicher nur Teilaspekte des multifaktoriellen Prozesses wider.

4.4 Limitation und Ausblick

Es gibt verschiedene Tiermodelle zur Induktion der Zirrhose. Dabei zahlt die
Applikation von CCls zu der weitverbreitetsten. Bis dato werden viele Studien mit
diesem Tiermodell durchgefiihrt, welches eine hohe Vergleichbarkeit der hier
vorliegenden Ergebnisse mit anderen Arbeiten ermoglicht. Mit dieser Methode wird
eine toxische Leberschadigung induziert ohne vordringliche kanzerogene Wirkung. Die
Zirrhose ist zlgig mit vergleichbaren Ergebnissen reproduzierbar. Sie zeigt zudem in
verschiedenen Teilaspekten vergleichbare Eigenschaften verglichen mit der humanen
Zirrhose. Um erstmalig Aussagen uber die Expression von PKD im Lebergewebe und in
der Zirrhose treffen zu konnen, scheint diese Methode am geeignetsten. Aussagen Uber
die Entwicklung von PKD in vor allem entziindlich getriebenen Lebererkrankungen, wie
z.B. autoimmuner oder viraler Genese, sind daher zu diesem Zeitpunkt nicht moglich
(Liedtke et al. 2013).

Wir haben uns in der vorliegenden Arbeit auf die Bedeutung der PKD in der
Leberzirrhose konzentriert. Ein vielversprechendes weiteres Forschungsgebiet in
diesem Zusammenhang konnte das hepatozellulare Karzinom darstellen. Dies ist der
haufigste lebereigene Tumor und stellt die zweithaufigste leber-assoziierte

Todesursache weltweit dar (Pinter et al. 2016; Njei et al. 2015). In vielen Studien
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konnte bereits in anderen Organsystemen gezeigt werden, dass die PKD eine wichtige
Rolle in der Karzinogenese einnimmt (z.B. Pankreaskarzinom, Mammakarzinom,
Prostatakarzinom) (Zou et al. 2012; Durand et al. 2015; LaValle et al. 2010). Auch im
HCC gibt es erste Daten, dass besonders die PKD2 an der epithelialen-mesenchymalen
Transition, sowie Invasion und Metastasierung der Zellen Uber TNF-a eine besondere
Rolle zu spielen scheint. Als Signaltransduktionweg konnte PI3K/Akt/GSK-38
identifizert werden (Zhu et al. 2016).

Methodisch ware eine Fortfilhrung der Arbeit auf RNA-Ebene sinnvoll. Wir haben uns
auf Grund der verschiedenen Zeitpunkte und der verschiedenen Zellen in der
vorliegenden Arbeit auf die Expression auf Proteinniveau beschrankt. Wie oben bereits
erwahnt, ist der Vergleich unterschiedlicher Spezies schwierig und fuhrt
moglicherweise zu nicht vergleichbaren Ergebnissen. Auf der anderen Seite ergibt sich
daraus die Moglichkeit, Ergebnisse zu unterschiedlichen Zeitpunkten der
Zirrhoseentstehung zu gewinnen. Primare humane Sternzellen aus unterschiedlichen

Zirrhosezeitpunkten sind im Allgemeinen nicht verfigbar.
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5 Zusammenfassung

Bei der Leberzirrhose handelt es sich um den Endzustand der Leberfibrose. Uber
verschiedene Mechanismen kommt es zur Ausbildung von Regeneratknoten,
fibrotischen Septen und einer Umstrukturierung des GefaBsystems. Als tragende Saulen
wurden Inflammation und Hypoxie identifiziert. Die hepatische Sternzelle wurde als
entscheidende lebereigene Zelle in der Fibroseentstehung identifiziert. Unter den
freigesetzten Mediatoren bei einem Leberschaden wird die lipidspeichernde
hepatische Sternzelle aktiviert und verandert sich in eine myofibroblasten-ahnliche
Zelle mit kontraktilen Eigenschaften. Sie beginnt Wachstumsfaktoren zu sezernieren,
verandert Uber ihre Kontraktion den sinusoidalen Blutfluss und aktiviert autokrin und
parakrin Uber Proliferationsfaktoren, Chemo- und Zytokine das Voranschreiten der
Fibrose. Auf molekularbiologischer Ebene wurden bereits mehrere Pathways
beschrieben, die ein Verstandnis fur die molekulare Pathologie der Zirrhose geschaffen
haben. Viele dieser Signaltransduktionswege beruhen auf zellularen Funktionen der
Apoptose, Angiogenese, Fibrogenese und Migration. Bei diesen Mechanismen handelt
es sich um Pathways, in denen in anderen Organen und Zelllinien Mitglieder der Familie
der Proteinkinase D als Targets und Schlussproteine identifiziert wurden. Die
Proteinkinase D ist eine Seronin-/Threoninkinase mit 3 Isoformen. Bei auffallig
ahnlichen Signaltransduktionswegen, in denen die PKD als Mediator in Zelllinien oder
anderen Organen fungiert, welche auch in der Leberzirrhose beschrieben sind, stellte
sich die Frage nach der Relevanz dieser Protein-Familie in der Leber und der

Leberzirrhose.

Diese Arbeit zeigt zum ersten Mal mittels Western Blot, dass alle 3 Isoformen der
Proteinkinase D in gesunden Lebern von Ratten exprimiert werden. Unter einer mittels
Inhalation von CCls in vivo experimentell erzeugten Leberzirrhose konnten wir
darstellen, dass es bei der voranschreitenden Fibrose zu einer Modulation der
einzelnen Mitglieder der Proteinkinase D kommt. Wahrend unter anderem die
Expression von PKD1 und PKD2 in der dekompensierten Zirrhose erhoht ist, sinkt die
Expression der PKD3. Des Weiteren gelang es auch nach der Separation von Sternzellen
aus gesunden und zirrhotischen Rattenlebern alle 3 Isoformen in diesen nachzuweisen.
Auch auf zellularer Ebene zeigt sich unter voranschreitender Fibrose eine Modulation
der Proteinkinase. Es kommt vor allem zu einer Steigerung der Aktivitat der PKD2.
Somit scheint die PKD2 eine entscheidende Rolle in der Signaltransduktion der

Sternzelle einzunehmen.
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Als moglichen Faktor zur Expression von PKD in der Zirrhose untersuchten wir die
Wirkung von Hypoxie auf eine humane Sternzelllinie und auf primare Sternzellen aus
gesunden Rattenlebern. Dort konnte in der humanen Sternzelllinie gezeigt werden,
dass es unter Hypoxie zu einer vermehrten Expression und Aktivitat der PKD2, jedoch
nicht der PKD1 kommt. In den primaren Zellen konnte abhangig vom Sauerstoffgehalt
kein Unterschied in der Expression und Aktivitat festgestellt werden. Bei der PKD3
kommt es sowohl in der Zelllinie als auch in den primaren Zellen zu einer signifikanten

Erhohung bei langerer Kultivierung unabhangig des Sauerstoffgehalts der Umgebung.

Zusammenfassend hat diese Arbeit gezeigt, dass die Proteinkinase D in der Leber
exprimiert und die Expression, sowie Aktivitat durch molekularpathologische
Mechanismen der Zirrhose moduliert werden. Ebenso gelang es dies auch fur die
hepatische Sternzelle zu zeigen. Hypoxie stellt einen moglichen Faktor zur Erklarung
der gesteigerten PKD2-Aktivitat und Expression in Sternzellen dar. Dies konnte an einer

immortalisierten humanen Zelllinie gezeigt werden.
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6 Anhang

Tabelle 6.1 Medien und Zusatze

Medien und Zusatze

Firma, Land

DMEM

IMDM
Penicillin/Streptomycin
FKS

PMA

PAA, Colbe, DE
Gibco, Darmstadt, DE
PAA, Colbe, DE
Giboc, Darmstadt, DE
Sigma, Taufkirchen,DE

Tabelle 6.2 2x IPP fiir 100 ml pH 7,4

Chemikalien Menge

EDTA 0,744 g

EGTA 0,076 g

NaCl 1,753 g

Triton-X100 2 ml

Aqua bidest auf 100 ml auffullen

Zur Einstellung des pH-Wertes von 7,4 eine 5M NaOH-Losung verwenden. Um eine 1x
IPP-Losung zu erhalten 2xIPP mit Aqua bidest im Verhaltnis 1:2 mischen und pro 10
ml 1x IPP eine Protease-Inhibitor Tablette hinzufiigen. Die fertige Losung zu je 1ml
aliquotieren und bei -20°C lagern.

Tabelle 6.3 DNAse | - Losepuffer 500 ml pH 7,5 steril

Chemikalien Menge
MgCl, 0,048 g
TRIS 1,576 g
Aqua bidest auf 500 ml auffullen

Die Losung mit 5M HCL auf einen pH-Wert von 7,5 einstellen und steril filtrieren. Auf
10ml des DNAse |-Losepuffers 100 mg DNAse einwiegen (c= 10 mg/ml). DNAse Losung
auf 1 ml aliquotieren, Tube in flussigem Stickstoff schockfrosten und bei -80°C
lagern.
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Tabelle 6.4 GBSS 1 L pH 7,4

Chemikalien Menge
CaCL; x 2 H,0 149 mg
MgCl; x 6 H,0 105 mg
MgSO4 17,1 mg
KCl 185 mg
NaHCO3 1,135¢g
NaCl 35¢
NazHPO4 59,8 mg
D-Glucose 0,5¢g
KH2PO4 15 mg

Die Substanzen einzeln und nacheinander in Aqua bidest auflosen, da sie ansonsten
ausflocken. Den pH auf 7,4 einstellen und auf einen Liter Gesamtlosung auffillen.

Tabelle 6.5 5x SDS-Probenpuffer 50 ml

Chemikalien Menge
TRIS 0,379 g
SDS 1,00 g
Glycerol 5¢g
Bromphenolblau NA-Salz 0,005 ¢

Aqua bidest

auf 50ml auffillen

pH auf 6,8 mit 5 M HCL nach dem Losen des TRIS einstellen. Den fertigen 5x SDS-
Probenpuffer auf 950 pl aliquotieren und bei -20°C lagern. Vor Gebrauch 50 pl
(entspricht 5%) 2-Mercaptoethanol hinzugeben und gut mischen.
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Tabelle 6.6 10x Laufpuffer 1 L

Chemikalien Menge

TRIS 31,0¢g

Glycine 144,0 g

10% SDS 100 ml

Aqua bidest auf 1L auffullen

Zur Verwendung im Gelelektrophoresesystem im Verhaltnis 1:10 mit Aqua bidest
mischen. (entspricht 1 x Laufpuffer)

Tabelle 6.7 5x Transferpuffer 1 L

Chemikalien Menge

TRIS 30,29 ¢

Glycin 35,66 g

10% SDS 2,5 ml

Aqua bidest auf 1L auffullen

Zur Verwendung in der Blotkammer im Verhaltnis 1:10 mit Aqua bidest mischen.
(entspricht 1 x Transferpuffer)

Tabelle 6.8 10x TBST 1 L pH 7,5

Chemikalien Menge

TRIS 24,24 g

NaCl 88,13 ¢g

Tween 20 10 ml

Aqua bidest auf 1L auffullen

pH von 7,5 mit 5M HCL einstellen. Im Verhaltnis 1:10 mit Aqua bidest mischen zur
Herstellung von 1x Blotto.
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Tabelle 6.9 Homemade ECL

Chemikalien Menge
Losung A 201 ml
0,1 M TRIS (in Aqua bidest) 200 ml
50 mg/ml Luminol (in Aqua bidest) 1 ml
Losung B

para-Hydroxycumarinsaure 11 mg
DMSO 10 ml

Beide Losungen werden dunkel gelagert, Losung A bei 4°C, Losung B bei
Raumtemperatur. Kurz vor Gebrauch werden beide Losungen im Verhaltnis A:B 10:1
gemischt. Pro 1 ml Losung A miissen 0,3 pl H,0; hinzugefuigt werden.

Tabelle 6.10 2%ige Silanlosung 200 ml

Chemikalien Menge
CoH23NOsSi 4 ml
Aceton 196 ml

Mit Aceton als Losungsmittel eine 2% Silanlosung herstellen. Die Superfrost-
Objekttrager einspannen und in die Losung fiir 3 Minuten eintauchen. Danach 3 mal
3 Minuten mit Aceton waschen und uber Nacht bei 40°C trocknen lassen.

Tabelle 6.11 0,1%ige Sirius Red Losung 100 ml

Chemikalien Menge
Direct Red 0,1¢g
Pikrinsaure 100 ml

Den Farbstoff in der Pikrinsaure losen und filtrieren.
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Tabelle 6.12 Citratpuffer 950 ml pH 6,0

Chemikalien Menge

Stammlosung A = Citronensaurelosung 500 ml
CeHsO7 x H20 10,5 ¢

Aqua bidest 500 ml
Stammlosung B = Natriumcitratlosung 500 ml
CeHsNa307 x H20 14,71 g
Aqua bidest 500 ml

Beide Stammlosungen bei 4°C lagern. Zur Herstellung des Citratpuffers 18 ml von A
und 32 ml von B zusammenfuhren und mit 900 ml Aqua bidest auffillen. pH von 6,0

einstellen.

Tabelle 6.13 Peroxidaseblock-Losung 3% H20:2

Chemikalien Menge
20% H202 48 ml
Methanol 200 ml

-5 -



Tabelle 6.14 Antikorper

Primare Blocking- Verdinnung Blockingsolution Verdiinnung in
Antikéroer solution in in Western in Immun-
P Western Blot Blot Immunhistologie histologie
5%BSA in . 5%BSA +0,5% .
PKD1/PKCp 1x Blotto 11000 ryeen in 1x PBS 1:50
Anti-pPKD1 5%BSA in 1:1000 5%BSA +0,5% 1:50
(Ser744/748) 1x Blotto ’ Tween in 1x PBS )
5% MP in Q. 5%BSA +0,5% .
PKDZ (5.C.) 1x Blotto 1:250-500 Tween in 1x PBS 1:50
. . 5%BSA in . 5%BSA +0,5% .
Anti-PKD2 (Acris) 1x Blotto 1:1000 Tween in 1x PBS 1:50
. 5%BSA in . 5%BSA +0,5% .
Anti-pPKD2 (5876) 1x Blotto 1:1000 Tween in 1x PBS 1:50
. 5%BSA in . 5%BSA +0,5% .
Anti- PKD3/PKCv 1x Blotto 1:1000 Tween in 1x PBS 1:50
. . 5% MP in . 5%BSA +0,5% .
Anti-B-Actin— 4 Blotto 1:5000 1y een in 1x PBS 1:50
g . 5% MP in . 5%BSA +0,5% .
Anti-Vincullin 1x Blotto 1:10.000 Tween in 1x PBS 1:50
o Verdunnung Verdunnung in
?Aenktl:l?gfr:rr in Western Immun-
P Blot histologie
Anti-Mouse-IgG- . .
HRP 1:1000 1:200
Anti-Rabbit-IgG- ) .
HRP 1:1000 1:200

Eine ausfiihrliche Ubersicht iiber Herkunft aller Antikorper befindet sich im Anhang
Tabelle 6.3 Antikorper.
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Tabelle 6.15 Kits

Name Hersteller, Ort, Land
BCA-Kit
Bicinchoninic Acid solution Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE

Copper(ll)sulfate solution

WesternBright Chemilumineszenz Substrat Quantum

Western Bright Quantum Advansta, Menlo Park, CA, USA

Western Bright Peroxidase

DAB Peroxidase Substrat Kit

Buffer Stock Solution Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA
DAB Stock Solution
H20, Solution

Tabelle 6.16 Hilfsstoffe

Name Hersteller, Ort, Land

Albumin Standard Thermo Scientific, Bonn, Deutschland

Precision Plus Protein Standards
Kaleidoscope

SpectraMulticolorBroad Range Protein
Ladder

BioRad, Munchen, Deutschland
Thermo Scientific, Bonn, Deutschland
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder Thermo Scientific, Bonn, Deutschland

Restore Western Blot Stripping Buffer Thermo Scientific, Bonn, Deutschland

Tabelle 6.17 Gerate

Gerat Fabrikat Firma Ort

Blot-Kammer TE22 ~ Mighty  Small Hoefer Holliston, USA
Transphor

Brutschrank Hera Cell 150 Thermo Bonn, DE

Chemilumi- Fusion FX VILBER Eberhardzell,

neszenzsystem DE

Cryostat MEV SLEE Mainz, DE
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Gerat Fabrikat Firma Ort
Elektrophorese- Mini Protean Tetra BioRad Miinchen, DE
kammer Cell
Entwasserungs- STP 120 Spin Tissue Thermo Bonn, DE
automaten Processor
Feinwaage CPA 2245 sartorius Gottingen, DE
Hypoxieschrank  C0O2/02 Inkubator Binder Tuttlingen, DE
LAUDA DR. R. Lauda-
Kaltethermostat ecoline RE 104 WOBSER Konigshofen,
GMBH & CO. KG DE
.. . Heidolph Schwabach,
Magnetruhrgerat MR 3001 K Instruments DE
OLYMPUS
Mikroskop OLYMPUS CK40-F200  OPTICAL CO. Hamburg, DE
LTD.
: - OLYMPUS
Mikroskop- CAMEDIA Digital
kamera Camera C4040-Z00M ﬂ?glCAL co. Hamburg, DE
Mini-Zentrifuge  MC6-Centrifuge SARSTEDT Nambrecht,
Modulare Paraffin- .o ke 350 Thermo Bonn, DE
AusgieBstation
Peristaltik- MCP IKA-Labortechnik  Staufen, DE
pumpe
pH-Meter inoLab pH Level 2 WTW Weilheim, DE
Plattenreader IMARK Microplate BioRad Munchen, DE
Reader
Sterilwerkbank  Hera Safe Hereaus Hanau, DE
.. ThermoCell Mixing BIOER
Thermoschuttler Block Technology Hangzhou, CN
. KERN & Sohn Balingen-
Tierwaage KERN 440-51 GmbH Frommern, DE
Waage CPA 22025 sartorius Gottingen, DE
Zentrifuge Biofuge fresco Hereaus Hanau, DE
Zentrifuge Rotina 380R Hettich Bech, CH
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Tabelle 6.18 Chemikalien

Chemikalien Firma Ort
(3-Aminopropyl) Sigma Taufkirchen, DE
triethoxysilan

CaCl, x 2 H,0 MERCK Darmstadt, DE

CaCl, Sigma-Aldrich Taufkirchen, DE
H,0, Uniapotheke Halle, DE
KH,PO, Carl Roth GmbH Karlsruhe, DE
MgCl, MERCK Darmstadt, DE

MgCl, x 6H,0

Carl Roth GmbH

Karlsruhe, DE

MgSO0, Sigma-Aldrich Taufkirchen, DE
Na,HPO, MERCK Darmstadt, DE
NaHCO, Carl Roth GmbH Karlsruhe, DE

2-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich

Taufkirchen, DE

Aceton Sigma Taufkirchen, DE
Agarose peqlab Erlangen, DE
Ammoniumperoxodisulfat Carl Roth Karlsruhe, DE
Bromphenolblau-NaSalz  MERCK Darmstadt, DE
Citronensaure Carl Roth Darmstadt, DE
D-Glucose MERCK Darmstadt, DE
DNAse | Roche Grenzach-Wyhlen, DE
EDTA Carl Roth Karlsruhe, DE
EGTA Carl Roth GmbH Karlsruhe, DE
Eisessig MERCK Darmstadt, DE
Entellan Merck Darmstadt, DE
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Chemikalien

Firma

Ort

Essigsaure 100%

Carl Roth

Karlsruhe, DE

Ethanol absolute

Sigma-Aldrich

Taufkirchen, DE

Glycerol Sigma-Aldrich Taufkirchen, DE
Glycin SERVA Heidelberg, DE
Heparin ROTEX MEDICA Trittau, DE
Isofluran Abbott Wiesbaden, DE
KCl Carl Roth GmbH Karlsruhe, DE

Kollagenase A

Roche

Grenzach-Wyhlen, DE

Luminol

Sigma-Aldrich

Taufkirchen, DE

Mayers Hamalaun Farbung

Merck

Darmstadt, DE

Methanol Sigma-Aldrich Taufkirchen, DE
Milchpulver TSI GmbH Zeven, DE

NaCl Carl Roth Karlsruhe, DE
Narcoren MERIAL GmbH Hallbergmoos, DE
Natriumcitrat Carl Roth Darmstadt, DE
Paraffin (50-70°C) Carl Roth Karlsruhe, DE

Parahydroxycumarinsaure

Sigma-Aldrich

Taufkirchen, DE

PBS

Biochrom AG

Berlin, DE

Phenobarbital

Sigma-Aldrich

Taufkirchen, DE

Phosstop Sigma Taufkirchen, DE
Pikrinsaure Applichem St.Louis, MO, USA
PMA Sigma Taufkirchen, DE

Polyacrylamid

SERVA Elektrophoresis

GmbH

Heidelberg, DE
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Chemikalien Firma Ort

Ponceaus Rot MERCK Darmstadt, DE
Pronase Roche Grenzach-Wyhlen, DE
E;ﬁiﬁfgg{?&g Roche Grenzach-Wyhlen, DE
Red Direct Alfa Aesar Ward Hill, MA, USA
Roti Histofix 4% Carl Roth Karlsruhe, DE

SDS Carl Roth Karlsruhe, DE

TEMED Carl Roth Karlsruhe, DE
Tetrachlormethan Sigma Taufkirchen, DE

TRIS Carl Roth GmbH Karlsruhe, DE

Triton X-100 Alfa Aesar Karlsruhe, DE

Tween 20 Carl Roth Karlsruhe, DE

Xylol Carl Roth Karlsruhe, DE
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Tabelle 6.19 Antikorper

Primare Antikorper

Hersteller, Ort, Land

PKD/PKCp

Phospho- PKD/PKCp (Ser744/748)

PKD2

Polyclonal Antibody to
PRKD2/PKD2-Aff-Putified

Proteinkinase D2 Antibody

Anti-Proteinkinase D2 (phospho
S876) antibody-C-terminal

PKD3/PKCv (D57E6) Rabbit mAB

B-Actin

Vincullin

Cellsignaling, Danvers, MA, USA

Cellsignaling, Danvers, MA, USA

Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA

Acris Antibody Inc., San Diego, CA, USA

Novus, Littleton, CO, USA

Abcam, Cambridge,UK

Cellsignaling, Danvers, MA, USA

Millipore, Darmstadt,DE

Chemicon, Darmstadt, DE

Sekundarer Antikorper

Hersteller, Ort, Land

Western Anti-Mouse-
Blot IgG-HRP
Anti-Rabbit-
IgG-HRP
Immun- Goat-Anti-
histochemie Mouse-1gG-HRP
Goat-Anti-

Rabbit-1gG-HRP

Cellsignaling, Danvers, MA, USA

Cellsignaling, Danvers, MA, USA

Dionova, Hamburg, DE

Dionova, Hamburg, DE
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8 Thesen

1. Die Proteinkinase D ist eine Seronin-/Threoninkinase. Sie spielt eine
wesentliche Rolle in Signaltransduktionswegen der Apoptose, Angiogenese,
Fibrogenese und Migration.

2. Die Proteinkinase D wird in all ihren Isoformen im gesunden Lebergewebe und
primaren Sternzellen von Ratten exprimiert.

3. Unter voranschreitender Fibrose kommt es zu einer Modulierung der Expression
der Isoformen der PKD und ihrer Aktivitat im Lebergewebe und primaren
Sternzellen von Ratten.

4. PKD1 und PKD2 wird in der dekompensierten Leberzirrhose in Rattenlebern
vermehrt exprimiert.

5. PKD3 wird in der dekompensierten Leberzirrhose in Rattenlebern verringert
exprimiert.

6. In primaren Sternzellen aus Rattenlebern kommt es unter Voranschreiten der
Fibrose zu einer Erhohung der Aktivitat von PKD2.

7. Hypoxie bedingt in der humanen Sternzelllinie HSC-B eine deutliche Steigerung
der Expression und Aktivitat von PKD2.

8. PKD3 wird bei langerer Kultivierung unabhangig vom Sauerstoffgehalt vermehrt

in HSC-B und primaren Sternzellen der Ratte exprimiert.
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