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1. Einleitung

1.1 Chronische Lebererkrankungen und Hepatokarzinogenese

Das Parenchym der Leber ist eines der regenerationsfahigsten Gewebe des
menschlichen Korpers. Nach akuten Schadigungen, die nicht zu einer
kompletten Zerstorung der Leber fuhren, kommt es so in den meisten Fallen
nach Sistieren der Noxe zu einer kompletten Restitutio ad integrum [5].

Anders sieht es bei chronischen, persistierenden Leberschadigungen aus. Hier
reagiert die Leber nach einer gewissen Zeit mit einer von der Noxe
unabhangigen Reaktion, die von der Leberverfettung bis zur Fibrose und
Zirrhose reicht.

Eine chronische Leberschadigung kann durch eine Vielzahl von Noxen
ausgelést werden. Hierzulande sind die haufigsten Ausléser einer
Leberschadigung chronischer Alkoholabusus (alkoholische Fettlebererkrankung
= AFLD bzw. alkoholische Steatohepatits = ASH), erworbene
Stoffwechselstorungen im Rahmen von Fettleibigkeit oder eines Typ Il Diabetes
(nicht alkoholische Fettlebererkrankung =NAFLD bzw. nicht alkoholische
Steatohepatitis = NASH) und chronische Virushepatitiden (insbesondere
Hepatitis C).

Seltenere Ursachen sind Autoimmunerkrankungen der Leber wie z.B. die
Autoimmunhepatitis, angeborene Stoffwechselstérungen wie die
Hamochromatose oder der Morbus Wilson, Gallenwegserkrankungen (z.B.
Stenosierungen) und vaskulare Lebererkrankungen wie eine chronische
Lebervenenstauung [5, 16].

Eine Leberverfettung liegt per Definition vor, wenn mehr als funf Prozent der
Hepatozyten in der Histologie eine sichtbare Verfettung aufweisen. Ab einer
Verfettung von Uber 50 Prozent der Hepatozyten spricht man von einer
Fettleber. Sowohl die Leberverfettung als auch die Fettleber sind reversibel. Bei
weiterer Schadigung flhren chronisch entziindliche Prozesse zusatzlich zu
einer Bindegewebsvermehrung von Leberfibrose bis hin zur Leberzirrhose.
Nach der Akkumulation von extrazellularer Matrix im Disséschen Raum kommt
es zum erschwerten Stoffaustauschzwischen Blut und Hepatozyten, was zu

einer Einschrankung der Leberfunktion fuhrt. Dabei bleibt bei der Fibrose die
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Struktur der Leber zunachst erhalten. Die Leberfibrose ist durch Ausschaltung
der Noxe, die zur Schadigung geflhrt hat, reversibel.

Endstadium der meisten chronischen Leberschadigungen ist die Leberzirrhose.
Im Gegensatz zur Fibrose halt sich die Zirrhose nicht an die vorgegebene
Architektur der Leber. Durch Nekrose und Regeneration des Parenchyms und
durch massive bindegewebige Septenbildung kommt es zur Ausbildung
sogenannter Pseudolappchen. Die Lappchen- und die vaskulare Struktur der
Leber wird zerstort und es kommt zu einem progressiven Leberversagen.
Morphologisch kann die Zirrhose in eine mikronodulare (kleinknotige) und eine
makronodulare (grol3knotige) Form eingeteilt werden. Eine Leberzirrhose galt
lange Zeit als irreversibel. Aktuell gibt es aber Hinweise, dass auch zirrhotische
Veranderungen reversibel sein kdnnen [5, 16].

Als Folge einer chronischen Leberschadigung kann es auf’erdem zu der
Entwicklung eines hepatozellularen Karzinoms (HCC) kommen. Dabei ist es
interessant, dass das HCC sehr eng mit chronischen Leberschaden verbunden
ist und selten ohne diese entsteht [63].

Wenn bereits eine Zirrhose vorliegt, kommt es, abhangig von der Atiologie der
Zirrhose, in etwa 0,5 — 5 Prozent der Falle pro Jahr zu der Entwicklung eines
HCC [16].

Insbesondere die viralen Hepatitiden kdnnen aber auch ohne Zirrhose zu einem
HCC flhren. So ist das Risiko bei einer chronischen Hepatitis B ein HCC zu
entwickeln etwa 200-fach erhoht [16].

Insgesamt zahlt das HCC weltweit zu den finf haufigsten Krebsarten und ist
das dritthaufigste zum Tode fuhrende Karzinom [63].

Das HCC ruft nur selten und erst in spaten Stadien Symptome hervor.
Allgemeinsymptome kdnnen Druckgefihl und Schmerzen im Oberbauch,
Appetitlosigkeit und Mudigkeit sein. Bei Patienten mit vorbestehender
Leberzirrhose kann das erste Anzeichen eines HCC auch eine weitere
Reduktion der Leberfunktion sein. Da dies unspezifische Symptome sind,
werden HCCs haufig erst spat entdeckt [16].

Eingeteilt werden die HCCs nach dem Barcelona Clinic Liver Cancer (BCLC)
System [20]. Kurative Therapieoptionen sind nur in frihen Stadien mittels einer

kompletten Resektion oder einer Lebertransplantation moglich [20].
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Des Weiteren steht aber eine Vielzahl von palliativen Verfahren zur Verfugung,
die das Uberleben  verlangern konnen. Dazu gehdoren die
Radiofrequenzablation, die Chemoembolisation und mittlerweile auch eine

systemische Chemotherapie mit dem Multityrosinkinaseinhibitor Sorafenib[22].

1.1.1 Die chronische Hepatitis B und Hepatitis C

Die akute und chronische Hepatitis B wird durch das Hepatitis B Virus (HBV),
ein Hepadnavirus, ausgel6st. Es handelt sich um ein DNA-Virus [39].

Als Hepatitis C wird die durch das Hepatitis C Virus (HCV) verursachte akute
oder chronische Entziundung der Leber bezeichnet [16]. Das Hepatitis C Virus
gehort zur Gattung der Hepaciviren in der Familie der Flaviviren. Sechs
Genotypen sind bekannt, in Europa ist der Genotyp 1 vorherrschend [39].

Fir die Entwicklung chronischer Leberschaden sind lediglich die chronischen
Formen der Hepatitiden auschlaggebend. Von einer chronischen Hepatitis
spricht man ab einem Virusnachweis, der langer als sechs Monate persistiert.
Weltweit sind HBV Infektionen haufiger als HCV Infektionen. HBV-Trager sind
etwa sechs Prozent der Weltbevdlkerung und das Virus ist flr Gber eine Million
Todesfalle pro Jahr verantwortlich [33]. Dagegen sind nach WHO-Schatzungen
weltweit etwa 170 Millionen Menschen mit HCV infiziert. In Europa ist die HCV
Pravalenz etwa ein Prozent. In den letzten zehn Jahren war die Inzidenz
steigend [55].

Die Ubertragung der Hepatitis Viren B und C erfolgt parenteral. Die akute
Infektion mit Hepatitis C verlauft meist unbemerkt mit milden, unspezifischen
Symptomen. Eine Hepatitis B kann ebenso unbemerkt verlaufen, in etwa 25
Prozent der Falle kommt es aber zu einer akuten Hepatitis mit
Transaminasenanstieg und Gefahr des Leberversagens [33]. In den meisten
Fallen (95 Prozent der Erkrankungen) heilt eine akute Hepatitis B jedoch aus.
Bei denjenigen, die nicht ausheilen, kommt es zur Viruspersistenz und damit
madglicherweise auch zur chronischen Hepatitis B. Spatfolgen sind Zirrhose (20
Prozent in zehn Jahren) und hepatozellulares Karzinom (15 Prozent in flnf
Jahren) [33].

Auch bei einigen Hepatitis C-Patienten erfolgt eine spontane Ausheilung.
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Bei 50 — 80 Prozent der Infizierten geht die Erkrankung jedoch in eine chronisch
persistierende Infektion Uber [34]. Auch diese verlauft meist lange Zeit
symptomlos.

Bei etwa 15 Prozent der Patienten kommt es nach etwa 20 bis 25 Jahren zur
Ausbildung einer Leberzirrhose [62]. Weitere Spatfolgen der chronischen HCV-
Infektion sind Leberzellkarzinom und Immunkomplexerkrankungen [39].

Zur Prophylaxe der Hepatitis B ist eine Schutzimpfung moglich. Zur Therapie
der Hepatitis B stehen Interferon-a sowie diverse antivirale Substanzen zur
Verfligung (z.B. Lamivudin oder Entecavir). Dadurch kann die Viruslast in bis zu
75 Prozent der Patienten unter die Nachweisgrenze gesenkt werden. Das fuhrt
zu einer deutlichen Reduktion des HCC-Risikos [33].

Therapieziel bei der Behandlung einer chronischen Hepatitis C ist neben der
Verhinderung von Spatschaden der fehlende Nachweis von Hepatitis C-RNA im
Serum nach sechs Monaten. Dies korreliert mit einem fehlenden Nachweis von
RNA in der Leberhistologie und einem Ruckgang des Fibrosegrades [16, 21].
Die Indikation zur Therapie hangt von mehreren Faktoren ab, unter anderem
der HOohe der Transaminasen und dem Lebensalter und der Wahrscheinlich der
Zirrhoseentwicklung.

Die Therapie besteht im Regelfall aus einer Kombination von pegyliertem
Interferon-a mit Ribavirin. Je nach Genotyp ist die Behandlungsdauer
unterschiedlich. Ebenso variieren die Heilungschancen je nach Genotyp
zwischen 50 und 90 Prozent [33].

1.1.2 Alkoholische Fettlebererkrankung (Alcoholic fatty liver disease)
Unter Alkoholischer Fettlebererkrankung versteht man Leberschadigungen
durch chronischen Alkoholabusus. Die Schwellendosis ist nicht genau definiert,
aber es kann davon ausgegangen werden, dass ein Uberschreiten der
taglichen Trinkmenge von 60 — 80g Ethanol (Manner) bzw. 20 — 40g Ethanol
(Frauen) zu chronischen Leberschaden flihren kann [33].

Nicht alle Menschen sind gleichermalen von den alkoholischen Leberschaden
betroffen. Auller dem Geschlecht scheinen genetische Faktoren sowie die

Ernahrungsgewohnheiten eine Rolle zu spielen. Insgesamt finden sich bei 10 —
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20 Prozent der chronischen Alkoholiker bei der Obduktion schwere irreversible
Schaden [5].

Das Spektrum der alkoholischen Leberschadigung reicht von der alkoholischen
Fettleber (AFLD) uber die alkoholische Hepatitis (ASH, alcoholic
steatohepatitis) bis hin zur alkoholischen Leberzirrhose.

Die Leberschadigung entsteht durch den Alkoholabbau in der Leber. Alkohol
wird zum grofdten Teil durch die NAD-abhangige Alkoholdehydrogenase
abgebaut. Durch Verschiebung des NAD:NADH —Verhaltnisses kommt es zu
einer Veranderung des Redoxstatus der Leber. Dies hat weitreichende
Konsequenzen flr den Glucose-, Fett- und Energiehaushalt der Leber. Des
Weiteren entsteht durch den Alkoholabbau das toxische Acetaldehyd. Dieses
bindet an verschiedenen Zellorganellen und an Bestandteilen des Zytoskeletts.
Durch Schadigung der Zellorganellen, insbesondere der Mitochondrien, kommt
es in den Hepatozyten zu Apoptosen. Entzindung und Fibroseentstehung
konnen die Folge sein (zusammengefasst in [5]).

Mikroskopisch ist der alkoholische Leberschaden durch das Auftreten von
Mallory-Korperchen gekennzeichnet. Dies sind irregulare Einschlusskorperchen
mit filamentdser Grundstruktur, die aus Intermediarfilamenten, aber auch
nichtkeratinischen Komponenten bestehen [5].

Da, wie oben erwahnt, die Leberschadigungen in prazirrhotischen Stadien bei
Sistieren der Noxe voll reversibel sind, ist die Therapie der Wahl die
Alkoholkarenz [33].

Wie bei Zirrhosen jeglicher Art, kann im Spatstadium eine Lebertransplantation
erwogen werden. Es sollte jedoch bedacht werden, dass die Transplantation
nur durchgefihrt werden sollte, wenn anschlieRend weiter Alkoholkarenz
besteht.

1.1.3 Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD)

Die Leberverfettung, die nicht durch Alkohol bedingt ist, entsteht zumeist als
Folge von erhéhtem Korperfett im Rahmen von Adipositas und metabolischem
Syndrom.

Die epidemiologische Bedeutung dieser Erkrankung wurde erst in den letzten

Jahren klar. Die Pravalenz in entwickelten Landern wird auf 20-30 Prozent
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geschatzt. Die Pravalenz korreliert mit dem Koérpergewicht. Bei Personen mit
einem BMI Uber 35 liegt die geschatzte Pravalenz bei 85-90 Prozent [54]. Wie
bei der alkoholtoxischen Leberschadigung werden auch hier die Stadien der
Leberverfettung, der Steatohepatitis und der Leberfibrose bis hin zur Zirrhose
durchlaufen.

Die Akkumulation von Fett in der Leber scheint hier durch eine Imbalance
zwischen Aufnahme/Synthese, (-Oxidation und Abgabe von freien Fettsauren
in der Leber bedingt zu sein (zusammengefasst in [47]). Dies erklart die
Assoziation der nichtalkoholischen Fettlebererkrankung mit einer erhdhten
Insulinresistenz/Typ |l Diabetes, Dyslipidamie und Adipositas im Rahmen eines
Metabolischen Syndroms.

Fir einen Progress der Leberverfettung in eine nicht-alkoholische
Steatohepatitis (NASH), die nicht bei allen Patienten auftritt, scheinen weitere
Faktoren eine Rolle zu spielen. Dazu gehdéren zum Beispiel genetische
Faktoren [59].

Rationale Therapie der nichtalkoholischen Leberverfettung ist eine Anderung
der Diat und der Lebensgewohnheiten. Dazu gehort eine Reduktion der Zufuhr
von Fett (insbesondere der gesattigten Fettsauren) und einfachem Zucker
sowie zusatzlich dreimal pro Woche sportliche Aktivitat [49].

Die Compliance der Patienten ist bei einer solchen Therapie leider nicht immer
gegeben. Es gibt Ansatze fur eine medikamentose Therapie, beispielsweise mit
Substanzen, die die Insulinempfindlichkeit steigern und die normalerweise bei

Diabetes verwendet werden [56].
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1.2 Molekulare Grundlagen der Fibrogenese

1.2.1 Myofibroblastische Differenzierung von Hepatischen Sternzellen

Die hepatische Sternzelle (HSC) ist die SchllUsselzelle der Fibrogenese in der
Leber. Die HSC befinden sich in der Leber perisinusidal im Disséschen Raum.
HSC machen etwa 15 Prozent der Leberzellen aus. lhre physiologische
Funktion ist die Speicherung von Retinoiden.

Bei chronischen Schadigungen des Lebergewebes besitzen die HSC die
Fahigkeit ,aktiviert® zu werden [30]. Zahlreiche Zytokine und Hormone spielen
hierbei eine Rolle. Initial werden HSC durch Nachbarzellen parakrin stimuliert.
So schutten verletzte Endothelzellen eine besondere Splicevariante des
Fibronectins aus, welche die Aktivierung in Gang setzt [38]. Spater stimulieren
sich die einmal aktivierten HSC autokrin weiter.

Aktivierte HSC proliferieren und differenzieren sich zu Myofibroblasten. Dabei
andert sich die Funktion der Zellen drastisch. Die aktivierte HSC verliert dabei
ihre Fahigkeit der Retinoidspeicherung [41]. Gekennzeichnet sind sie
stattdessen durch eine erhdhte Expression von a-smooth muscle actin [30],
welches tatsachlich ein Markerprotein fur Myofibroblasten ist. Des Weiteren
sind die aktivierten HSC der Zelltyp, der in erster Linie fir die gesteigerte und
veranderte Matrixproduktion verantwortlich ist, der die Leberfibrose und
Zirrhose kennzeichnet [45]. Zwar ist die HSC auch in der normalen Leber der
Hauptproduzent von Kollagenen [27], jedoch kommt es nach Aktivierung zu
einer gesteigerten Produktion. Neben der Matrixproduktion und der Expression
von weiteren Zytokinen zur autokrinen Stimulation, haben die aktivierten HSC
noch die Fahigkeit zu kontrahieren, was Grund fur den erhdhten Portaldruck bei
Leberzirrhose sein kann [57].

Ob sich einmal aktivierte HSC in ihre Grundform zurick differenzieren kdnnen
ist nicht klar. Bei der Regeneration einer Leberfibrose scheint vor allem die

Apoptose der aktivierten HSC eine Rolle zu spielen.
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1.2.2 Proinflammatorische und profibrotsiche Mechanismen

Eine wichtige Rolle bei der Fibrogenese der Leber spielt TGF-B (Transforming
Growth Factor-B). TGF-f ist der Hauptstimulus zur Matrixproduktion,
insbesondere von Kollagen 1, in aktivierten HSC [26]. Quelle des TGF-B sind
zum einen die Kupfferzellen [48], aber auch geschadigte Hepatozyten [60].
Sobald HSC aktiviert werden und Myofibroblasten entstehen, produzieren auch
diese TGF-f und stimulieren sich autokrin [2, 4]. Somit werden noch mehr HSC
aktiviert.

Wichtigster mitogener Faktor fur die aktivierten HSC ist PDGF (Platelet-Derived
Growth Factor) [52]. Quelle hierfur sind Thrombozyten. PDGF wirkt primar auf
aktivierte HSC, da diese, induziert von TGF-3, die PDGF-Rezeptoren vermehrt
exprimieren [69]. PDGF wird au3erdem auch von aktivierten HSC exprimiert, so
dass es auch hier mdglicherweise zu einem autokrinen Loop kommt [28].

Der Schlusselmediator fur die Kontraktilitdt der aktiven HSC ist Endothelin-1
(ET-1), welches auch zumindest zum Teil ebenfalls autokrin von den HSC
selber ausgeschuttet wird [58]. Neben der Kontraktilitat induziert Endothelin-1
die Zellteilung der HSC [53]. Die Endothelinrezeptoren ETA und ETB werden
sowohl in der ruhenden als auch in der aktivierten HSC exprimiert [57]. Durch
die Anordnung der HSC um die Endothelzellen sorgt deren Kontraktion fir
einen hoheren Widerstand im Sinus. In der Haut dienen ahnliche Mechanismen
der Wundschliellung bei Verletzungen der Haut. Neben dem Endothelin-1
spielen jedoch auch andere Faktoren, wie etwa das autonome Nervensystem,

bei der Modulation der Kontraktilitat eine Rolle.

1.2.3 Die Rolle der Apoptose wahrend der Fibrogenese

Die Apoptose beschreibt eine Form des organisierten Zelltodes welche zur
Fragmentation der Zelle fuhrt. Unter gewissen Voraussetzungen ist die
Apoptose physiologisch [5]. Ubrig bleiben sogenannte Apoptosekorper, die, von
Membranen umhilillt, den Zellschrott in sich tragen. Die Apoptosekdrper werden
durch Phagozytose entfernt.

Apoptose wird durch eine Vielzahl von Triggern ausgelost. Ein haufiger

Mechanismus der Apoptoseauslosung sind sogenannte ,Death Receptors® wie
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Fas oder TNF-Rezeptor 1, die bei Aktivierung durch den Liganden die Apoptose
initiileren [61].

Eine weitere Form ist die Auslosung der Apoptose durch Dependance-
Rezeptoren, die die Apoptose dann auslosen, wenn sie den Liganden nicht
binden [6].

In der Fibrosebildung der Leber spielt die Apoptose eine wichtige Rolle. So
korreliert bei Patienten mit alkoholischer oder nichtalkoholischer
Fettlebererkrankung das Ausmal® der Apoptose mit der Schwere der
Erkrankung [37].

Dieser Zusammenhang erklart sich durch eine proinflammatorische und
profibrotische Wirkung der Apoptose.

Dies geschieht unter anderem durch TGF-B Produktion der phagozytierenden
Zellen wahrend der Phagozytose von Apoptosekorper [10].

Darlberhinaus kommt es bei massiver Apoptose, wenn die Phagozytose der
Apoptosekorper nicht mehr ausreicht, zu spontaner Zerstorung der
Apoptosekorper und unkontrollierter Freisetzung von inflammatorischen Stimuli.
Einen anderen Aspekt des Zusammenspiels zwischen Fibrose und Apoptose ist
in der Apoptose von HSC zu sehen. Wie oben schon erwahnt, ist unklar, ob
sich einmal aktivierte HSC in vivo in ihren nichtaktivierten Zustand zurlck
entwickeln konnen. Bisher konnte man dies nur in vitro zeigen. Aus diesem
Grund scheint die Apoptose von aktivierten HSC einen wichtigen Stellenwert
zur Verhinderung weiterer Fibrogenese zu haben [36].

Tatsachlich Uberexprimieren aktivierte HSC den Tumor necrosis factor-related
apoptosis-inducing ligand receptor 2 (TRAIL-R2), einen weiteren Death
Receptor [64].

Aktivierte HSC Uberexprimieren aulerdem den NGF-Rezeptor p75 NTR (s.u.),

der durch Stimulation mit NGF ebenfalls zur Apoptose flihren kann.

1.2.4 Neuronale Faktoren wahrend der Fibrogenese

Zusatzlich zu den Zytokinen spielen auch neuronale Faktoren bei der
Fibrogenese der Leber eine Rolle. So etwa konnte gezeigt werden, dass
sympathische  Aktivitdt  profibrotisch  wirkt: HSC  exprimieren  die

Adrenorezeptoren a1, B1 und 2 und kdnnen durch a- und B-Rezeptorblocker
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am Wachstum gehindert werden [50]. AulRerdem zeigen Dopamin-Beta-
Hydroxylase (das Enzym, das die Oxidation von Dopamin zu Noradrenalin
katalysiert)  defiziente Mause eine inhibierte  Fibrosebildung bei
Leberschadigung [50].

Cassiman et al konnten die Expression von Neurotrophinen und
Neurotrophinrezeptoren auf humanen und Ratten HSC zeigen [13, 14].

In der eigenen Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass der Neuronal
Growth Factor NGF und der Rezeptor p75 NTR wahrend der Fibrogenese stark
uberexprimiert werden [9]. AuRerdem scheinen HSC ohne den p75 NTR
Rezeptor nicht zu Myofibroblasten differenzieren zu kénnen [51].

Andererseits scheint, wie oben erwahnt, NGF via p75 Rezeptor auch die
Apoptose von HSC zu induzierten [67].

Vor diesem Hintergrund wurde ein Microarray von HSC wahrend der
myofibroblastischen Differenzierung durchgefuhrt. In diesem waren auch der
neuronale Faktor Netrin-1 und sein Rezeptor UNC5H2 wahrend der

myofibroblastischen Differenzierung hochreguliert.

1.3 Netrin-1 und UNC5H2

Netrin-1 ist ein Protein, welches ursprunglich als Wachstumsfaktor fur
neuronale Axone entdeckt wurde. Es gehort zu einer Familie von Proteinen, die
alle etwa 60-80 kDa groR sind und gewisse Ahnlichkeit zu Lamininen aufweisen
(zwei der drei Domanen von Netrin sind homolog zu den Domanen V und VI
des Laminins) [46].

Das erste Protein aus der Netrinfamilie, welches gefunden wurde, ist UNCG6 in
C. elegans. Damals wurden Proteine gesucht, deren Deletion mit
unkoordiniertem Wachstum (daher der Name UNC) einhergingen. Das
unkoordinierte Wachstum lie® sich hier auf Defekte der Axonentwicklung
zuruckfuhren [31].

In Wirbeltieren konnten die Netrine Netrin-1, Netrin-3, Netrin-G1, Netrin-G2 und
Netrin-4 identifiziert werden, wovon Netrin-1 das bisher am haufigsten
untersuchte ist [46]. Die vorliegende Arbeit beschrankt sich ebenso auf das
Netrin-1.
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Ahnliche Wachstumsdefekte wie UNC6 konnte in C. elegans bei Deletion von
UNC40 und UNC5 beobachtet werden [31]. Diese stellten sich als
Netrinrezeptoren heraus. Mehrere Rezeptoren fur Netrin-1 konnten bisher
identifiziert werden. Dazu gehort der DCC (deleted in colorectal cancer)-
Rezeptor und die UNC5H-Rezeptorfamilie [43].

DCC ist ein orthologes Protein des UNC-40 in Wirbeltieren. Durch alternatives
Splicing kodiert das DCC-Gen fur mehrere Proteine, die alle Typ-1
Transmembrane Proteine sind [46]. Interessanterweise wurde das DCC-Gen
schon einige Jahre vor den Netrinen als Tumorsuppressorgen entdeckt. In einer
Mehrzahl der kolorektalen Karzinome liegt eine Deletion des DCC Gens vor[24].
UNCS5H ist eine Familie (UNC5H1, UNC5H2, UNC5H3 und UNC5H4) von Typ-1
Transmembranen Proteinen in Wirbeltieren die homolog zu UNCS5 in C. elegans
sind [46]. Des Weiteren konnte der Adenosinrezeptor A2b als Rezeptor von
Netrin-1 identifiziert werden der mit DCC interagiert und zu einer cAMP
Erhéhung in der Zelle fihrt [18].

Sowohl DCC als auch die UNC5H-Rezeptorfamilie sind in Verbindung mit
Netrin-1 an der Entwicklung des Nervensystems und insbesondere an der
.Leitung“ des Axonwachstums beteiligt. Wahrend die Bindung von Netrin an
DCC jedoch zu einer Hinwendung der Axone zu der Netrinquelle fuhrt, kommt
es bei Netrinbindung an UNC5H zu einer Abwendung der Axone [1].

Die molekularen Mechanismen die zu den jeweiligen Reaktionen fuhren, sind
im Detail noch nicht genau bekannt. Im Falle von DCC scheint der ERK1/2
MAPK Weg genauso eine Rolle zu spielen, wie eine Erhohung des
intrazellularen Calciumspiegels durch TRPC1 Calciumkanale und die oben
angesprochene cAMP Produktion durch DCC/A2b Interaktion [25].

UNC5H hingegen scheint in Interaktion mit DCC und Robo-Rezeptoren zur
Abwendung der Axone zu flihren. Der gegensatzliche DCC-Effekt scheint
hierbei durch Bindung der Roborezeptoren mit inrem Liganden Slit unterbunden
zu werden.

Neben der Rolle bei der Entwicklung des Nervensystems scheinen die Netrine
auch bei der Entwicklung von anderen Organen eine Rolle zu spielen. So
konnte zum Beispiel fur die Lunge gezeigt werden, dass sich die Expression
von Netrin-1 und den Netrinrezeptoren DCC und UNC5H2 im Verlauf der

embryonalen Entwicklung verandert und so die Verastelung des Lungenepithels
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steuert [19, 42]. Ahnliche Hinweise gibt es auch fiir die Brustdriise, das
Pankreas und das Gefalisystem [3]. Bei der Entwicklung der Leber wurde
bisher noch von keinem Einfluss des Netrinsystems berichtet.

Wie oben bereits angesprochen hat DCC zudem eine Rolle als
Tumorsuppressorgen in der Entwicklung des kolorektalen Karzinoms. Dies liegt
daran, dass der DCC-Rezeptor ein sogenannter Dependance Rezeptor ist.
Damit hat der Rezeptor die Eigenschaft, ohne Ligandenbindung die Apoptose
der Zelle auszuldsen. Ohne Ligandenbindung wird DCC auf der intrazellularen
Seite gespalten. Durch diese Spaltung wird eine Domane des DCC freigelegt,
welche man ADD (addiction/dependance domain) genannt hat.

Diese fuhrt wahrscheinlich via Caspase-9 Aktivierung zur Apoptose. Der
genaue Mechanismus ist jedoch noch unklar.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass auch UNC5H ein Dependance
Rezeptor ist, der in Abwesenheit von Netrin zur Apoptose fuhrt [43]. Die
vorliegende Arbeit konzentriert sich auf UNC5H2, welcher beim Menschen auch
UNCS5B heifdt. Im Falle von UNC5H2 kommt es durch Abwesenheit von Netrin-1
zu Konformationsanderungen der intrazellularen Death-Doméane des UNC5H2.
Diese interagiert mit der death-associated protein kinase (DAPK), welche flr die
UNC5H2-abhangige Apoptose notwendig ist [44].

Durch Autophosphorylation befindet sich DAPK normalerweise in einem
inaktiven Zustand. Guenebeaud et al konnten zeigen dass UNC5B und DAPK
in Abwesenheit von Netrin-1 mit PR65b interagieren. PR65b ist ein Bestandteil
von PP2A. Sie konnten auch zeigen, dass PP2A DAPK durch
Dephosphorylation aktivieren kann.

In dieses Bild passend, blockiert der DAPK-Repressor CIP2A die Apoptose
durch UNC5B [29].

22



o YV

UNC5H2

v

Uberleben der Zelle Apoptose
?

Abbildung 1.2: Funktion des Dependence Receptors UNC5H2: Bei Vorhandensein des
Liganden Uliberlebt die Zelle, ohne Ligandenbindung wird die Apoptose ausgelbst

1.4 Aufgabenstellung

Chronische Leberschaden koénnen von einer Vielzahl von Erkrankungen
ausgeldst werden und sind in Deutschland haufig. Die gemeinsame Endstrecke
dieser Schaden ist durch eine zunehmende Vernarbung (Fibrose) der Leber
gekennzeichnet, die vor allem durch myofibroblastische hepatische Sternzellen
unterhalten wird.

Durch Vorarbeiten der Arbeitsgruppe Odenthal ergaben sich Hinweise, dass
myofibroblastische hepatische Sternzellen neuronale Mediatoren und hier im
Besonderen Netrin-1 und UNC5B/UNC5H2 exprimieren.

Aufgabe der vorliegenden Arbeit war es, die Netrin-1 und UNC5B/UNC5H2
Expression wahrend der myofibroblastischen Differenzierung zu untersuchen.
Dabei sollten RNA-Isolate von primaren hepatischen Sternzellen der Ratte, die
in Kultur die myofibroblastische Differenzierung durchflhren, herangezogen
werden.

Ebenfalls sollte die Expression von Netrin-1 und dem UNC5B/UNC5H2
Rezeptor nach experimenteller Fibroseinduktion durch Gallengangsligatur im
Rattenmodell untersucht werden.

Fir die Analyse der Expression wahrend der myofibroblastischen
Differenzierung und nach Fibroseinduktion sollten Primer-Sets ausgewahlt und

eine Transkript-Analyse mittels Real-Time PCR durchgefuhrt werden. Es sollte
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zudem der Frage nachgegangen werden, ob die Expression mit dem Ausmal}
der Fibrose korreliert.

Um die Expression nach hepatozellularer Karzinogenese zu untersuchen,
sollten aus der Kryo-Gewebebank des Institutes fur Pathologie Gewebe von
hepatozellularen  Karzinomen  (HCC) und  peritumorales Gewebe
zusammengestellt werden. AnschlieRend sollte die RNA isoliert und mittels
eines humanspezifischen Primer-Sets fur Netrin-1 und UNC5B die Expression

studiert werden.
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2. Methodik

2.1 Patientenmaterial

Das Patientenmaterial stammt aus der Gewebebank des Institutes fur
Pathologie des Universitatsklinikums Koln. Es stand kryofixiertes Gewebe von
27 HCC-Patienten zur Verfugung. Von 20 Patienten lag sowohl Gewebe aus
dem Tumor, als auch Gewebe des umliegenden Gewebes vor. Von sechs
Patienten lag ausschlieBlich Tumorgewebe und von einem Patienten
ausschlielich peritumorales Gewebe vor.

Das Patientenkollektiv war dabei sehr heterogen und unterschied sich sowohl in
der Histologie der HCCs, als auch in der zugrunde liegenden Erkrankung und
der Histologie des umliegenden, peritumoralen Lebergewebes. Die
histologischen Befunde wurden im Rahmen der Routineuntersuchungen im
Institut fur Pathologie erstellt. Von vier Patienten lag kein histologischer Befund
vor.

Von den Tumoren, von denen eine Histologie vorlag, hatten drei einen
Differenzierungsgrad von |, einer lag zwischen | und Il, zwolf Tumore wiesen
einen Differenzierungsgrad von Il auf, zwei lagen zwischen Il und Il und sechs
Tumoren hatten Grad lll.

Als ursachliche Erkrankungen hatten sechs Patienten eine chronische Hepatitis
B und funf Patienten eine chronische Hepatitis C. Zusatzlich gab es einen
Patienten mit einer Hdmochromatose und einen mit einem nutritiv-toxischen
Leberschaden. Bei den restlichen Patienten gibt es keinen Hinweis auf die
Genese.

Im Hinblick auf das umliegende Gewebe, lag bei acht Patienten eine komplette
Leberzirrhose vor. Daneben hatten zehn Patienten eine Fibrose. Ein Patient
hatte lediglich eine Steatose, einer eine milde Entzindung und bei einem
Patient zeigte die Histologie zwar einen nodularen Umbau, aber keine Zirrhose.
Bei drei weiteren Patienten fand man morphologisch unauffalliges

Lebergewebe.
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2.2 Gewinnung von RNA aus nativem Lebergewebe

Zur Gewinnung von RNA aus nativem Lebergewebe wurde das NucleoSpin
RNA |l Kit der Firma Macherey-Nagel (Duren, Deutschland) verwendet.

Das Kit nutzt die Bindefahigkeit von RNA an einer Silicamembran
(Quarzmembran). Das Gewebe wird lysiert und gleichzeitig werden durch den
Lysepuffer die RNasen deaktiviert. Das Lysat wird durch eine Saule mit einer
Silicamembran zentrifugiert. Dabei binden die negativ geladenen Nukleinsauren
an dieser. Zur Aufreinigung der RNA wird dann zunachst die DNA mit einer
DNase verdaut. AnschlieBend werden durch verschiedene Waschschritte
Salze, Metaboliten und andere Zellanteile entfernt.

Zuletzt wird die reine RNA in RNase freiem Wasser aufgenommen.

2.2.1 Lyse des nativen Lebergewebes

Etwa 30 mg des nativen, gefrorenen Gewebes wurden mit 350 ul des im Kit
enthaltenen RA1 Puffers, 3,5 ul Mercaptoethanol und zwei Spatelspitzen
Keramikkugeln (1,4mm, peglab, Erlangen, Deutschland) in ein Tube gegeben
und im precellys24 der Firma Bertintechnologies (Montigny-le-Bretonneux,
Frankreich) zwei Mal fur 20 Sekunden bei 6500 Umdrehungen pro Minute

geschreddert. Anschlielend wurde das entstandene Lysat kurz zentrifugiert.

2.2.2 Extraktion der RNA

Alle bei der Extraktion verwendeten Reagenzien und Filter sind Teil des
NucleoSpin RNA Il Kits (Macherey-Nagel).

Fir einen ersten Filtrationsschritt zur Entfernung von nicht lysierten
Geweberesten wird das Lysat in die Filter Unit Uberfuhrt und bei 11.000g eine
Minute zentrifugiert. Der Filter wird weggeschmissen und dem gefilterten Lysat
werden 350 ul Ethanol (70 Prozent) zugesetzt. Das Lysat wird dann in eine der
im Kit enthaltenen RNA [l Saulen Uberflhrt und bei 8.000g fur 30 Sekunden
zentrifugiert. Das Zentrifugat wird verworfen und die Saule in ein neues Tube
uberfuhrt. AnschlieBend werden 350 yl MDB (membrane desalting buffer) auf
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die Saule gegeben und bei 11.000g flr eine Minute durch die Saule
zentrifugiert.

Wahrenddessen wurde der DNase-Reaktion Mix vorbereitet. Dazu wurden 10 pl
der rDNase mit 90 yl des rDNase reaction buffers in ein Tube gegeben und
gemischt. 95 ul des Mix werden auf die Membran der Saule gegeben und fur 15
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach der Inkubation wird 200 yl RA2 Puffer auf die Membran gegeben. Dieser
Puffer inaktiviert die rDNAse. Dann wird fur 30 Sekunden bei 8.000g
zentrifugiert. Abschlielend erfolgen noch zwei Waschschritte mit dem Puffer
RA3.

Danach kann die RNA in RNase freiem Wasser aufgenommen werden. Dazu
werden 60 ul des Wassers auf die Membran gegeben und bei 11.000g eine

Minute zentrifugiert. Im Zentrifugat befindet sich dann die RNA.

2.3 Reverse Transkription von RNA Extrakten aus nativen Leberbiopsie

Zur reversen Transkription der RNA aus nativen Leberbiopsien wurde das ABI
cDNA Synthese Kit (ABI Life Technologies, Foster City, USA) benutzt. Dabei
wurde ein 10 pl Ansatz benutzt, um 1 ug RNA umzuschreiben. Der folgende

Ansatz wurde gemal den Herstellerangaben zusammenpipettiert:

Reverse Transkriptionsansatz: x pl 1 ug RNA
1yl 10 x RT Puffer (ABI )

0,4 ul 25 x dNTP (ABI)

ad 10 ul H20
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Der Ansatz wurde zunachst fur 10 Minuten bei 25°C und danach fur 2 Stunden
bei 37°C inkubiert. Nach der reversen Transkription wurde davon ausgegangen,
dass die RNA eins zu eins umgeschrieben worden war. Demnach war 1 ug
cDNA in dem10ul Reaktionsansatz, was einer Konzentration von 100 ng/1 ul

entspricht.

2.4 Real Time PCR
Die Real Time PCR (Polymerase Ketten Reaktion) ist eine Methode, die auf

dem Prinzip der herkdbmmlichen PCR beruht und eine Quantifizierung von
genomischer DNA und cDNA Nukleinsauren ermdglicht.

Die Amplifikation wird bei der Real Time PCR nach Einsatz eines
Fluoreszenzfarbstoffes mittels Fluoreszenzmessung verfolgt, so dass die PCR-
Verlaufe verschiedener Proben im linearen Amplifikationsbereich verglichen
werden kénnen. Eine quantitative Abschatzung der am Anfang der Real Time
PCR vorgelegten DNA wird durch Vergleich des Fluoreszenzanstiegs der Probe
mit einem vorher definierten Standard moglich. In der vorgelegten Arbeit
wurden zwei verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe verwendet, SyBr Green und
6-FAM-phosphoramidit.

2.4.1 Real-Time PCR mit SyBr Green

Das Prinzip der Real Time PCR mit SyBr Green besteht in der
Bindungsfahigkeit des Fluoreszenzfarbstoffes SyBr Green zu DNA. Bei der
Amplifikation der DNA interkaliert das SyBr Green in die DNA. Der DNA-SyBr-
Komplex emittiert bei Anregung mit blauem Licht (A = 498 nm) griines Licht (A =
522 nm).

Eine Schmelzkurve am Ende der Amplifikationszyklen gibt Aufschluss, ob ein
einheitliches PCR-Produkt gebildet wurde.
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2.4.1.1 Ansatz fur die Real-Time PCR mit Sybr Green

Die Real-Time PCR-Reagenzien wurde in einer Mikrotiter-Platte (Eppendorf;
Hamburg, Deutschland) zusammenpipettiert. Ein Reaktionsansatz bestand
neben 1 pl der cDNA-Probe (100 ng/ul), 10 pl des SyBr Green Master Mix der
Firma ABI (Foster City, CA, USA), jeweils 0,8 upl des Forward- und des
Reverseprimers (10 uM) sowie 7,4 yl H20 der Firma Roth (Karlsruhe,
Deutschland). Fur den PCR-Ansatz wurden die in Tabelle 2.1

zusammengestellten Primer verwendet.

Tabelle 2.1: Verwendete Primer und Sonden

Name Spezies | Primersequenz

Netrin-1 | Mensch | F: ccctgcataaagatccctgt

R: ttgcagtaggaatcgcagtc

UNCS5B | Mensch | F: ctaagcgaccccaacagce

R: gaagatggccaccacgag

HPRT Mensch | F: gaccagtcaacagggacat

R: gtgtcoattatatcttccacaatcaag

Netrin-1 | Ratte F: gccccttgcattaagattce

R: gccttgcagtaggagtcaca

S: tgtagcgccacccaccactgea

UNC5H2 | Ratte F: tgcgtgctgaatcagagaac

R:atacagcgccacgtcgcca

S:cctaaaagccgcecccctggagce

HPRT Ratte F: gaccggttatgtcatgtcg

R: acctggttcatcatcactaatcac
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2.4.1.2 Durchfiihrung der Real-Time PCR mit Sybr Green

Die Mikrotiterplatten oder die Reaktionsgefaltie mit den Real Time PCR-
Ansatzen wurden zentrifugiert (600g) und anschliefend in den Heizblock des
MX3000- Real Time PCR Gerates der Firma Stratagene (La Jolla, CA, USA)
gesetzt. Fiur die Amplifikation wurden die folgenden Zyklusbedingungen
gewahlt: Anfanglich wurde der Ansatz fir 10 Minuten auf 95°C erhitzt. Danach
folgten 60 Zyklen in denen der Ansatz jeweils fur 30 Sekunden auf 95°C erhitzt
und danach fur 1 Minute auf 60°C abgekuhlt wurde. Am Ende jedes Zyklus
wurde die Fluoreszenz gemessen.

Am Ende der Real Time PCR wurde zur Erstellung einer Schmelzkurve die
Temperatur von 45°C auf 95°C erhdht und dabei kontinuierlich die Fluoreszenz

gemessen.

2.4.2 Real Time PCR mit TagMan Sonde

Bei der Real Time PCR mit TagMan Sonde wird ein anderes Prinzip genutzt.
Neben den spezifischen Primern wird hier eine spezifische Sonde in die Real
Time PCR eingesetzt, die komplementar zu einem DNA-Bereich innerhalb der
amplifizierten Sequenz ist.

Diese ist mit einem Reporter Fluoreszenzfarbstoff (hier: FAM) und mit einem
Quencher (hier: BHQ-1 (Black Hole Quencher 1) modifiziert. Der Quencher
dampft die Emission des Reporters. Genau wie die Primer kann die Sonde sich
nach der Denaturierung des Doppelstrangs an den komplementaren DNA-
Bereich anlegen. Bei der Synthese des Gegenstranges wird die Sonde von der
TaqgPolymerase abgebaut. Dieser Vorgang setzt den Reporter frei und die

Fluoreszenzemission kann gemessen werden.
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2.4.2.1 Ansatz fur die Real-Time PCR mit TagMan Sonde
Bei der vorliegenden Arbeit wurde fir die Real Time PCR der RealMasterMix
RT-PCR Probe Kit der Firma 5 Prime (Hamburg, Germany) verwendet. Der

Ansatz erfolgte wiederum in einer 96-Well Platte der Firma Eppendorf.

Ansatz je Well der Platte: - 8,0 ul 2.5x Master Mix (5Prime)
-0,6 pl Primer Forward 10uM
-0,6 pl Primer Reversed 10uM
-0,2 ul Sonde 10 yM
-9,6 ul Wasser (Roth)
-1,0 yl cDNA

2.4.2.1 Durchfuhrung der Real-Time PCR mit TagMan Sonde

Die Mikrotiterplatten mit den Real Time PCR-Ansatzen wurden zentrifugiert
(600g) und anschlieBend in den Heizblock des MX3000- Real Time PCR
Gerates der Firma Stratagene oder des iQ5 Real Time Detection System der
Firma Bio-Rad (Hercules, CA, USA) gesetzt. Fur die Amplifikation wurden die
folgenden Zyklusbedingungen gewahlt: Zunachst 2 Minuten bei 95°C. Danach
fur 55 Zyklen jeweils 30 Sekunden 95°C und 1 Minute bei 60°C.

2.5 Histologie

FUr die histologische Bestimmung des Entzindungs- und Fibrosegrades der
Proben wurden Hamatoxylin-Eosin-, van Gieson-, Gomori-,
Chloracetatesterase-Farbungen in der Routine des Eingangslabors des Instituts
fur Pathologie durchgefthrt [9].
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2.6 Apoptose Assay

Der Apoptose Assay wurde mit dem In Situ Cell Death Detection Kit,
Fluorescein der Firma Roche (Basel, Schweiz) durchgefuhrt. Dieses funktioniert
mittels TUNEL (TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling).

In einer apoptotischen Zelle wird die DNA von Endonukleasen fragmentiert. Die
TUNEL-Technologie nutzt das Enzym TdT (terminale
Desoxyribonukleotidyltransferase) um die an den Bruchenden freiwerdenden
3 -Hydroxylgruppen mit Fluorescein-gekoppelten Nukleotiden zu markieren.
Diese lassen sich im Fluoreszenzmikroskop sichtbar machen.

Fir den Apoptose Assay standen kryofixierte Schnitte von Rattenlebern zur
Verfugung. Da diese nativ und nicht paraffinfixiert waren, musste keine
Entparaffinierung durchgefuhrt werden. Die Durchfuhrung des Assays erfolgte

nach Herstellerangaben.
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3. Ergebnisse

3.1 Expression von Netrin-1 und dem Rezeptor UNC5H2 in hepatischen
Sternzellen

Frihere Studien Uber hepatische Sternzellen konnten zeigen, dass diese
neuronale Mediatoren exprimieren. Durch Expressionsanalysen mittels
Microarray ergaben sich Hinweise auf die Expression von Netrin-1 und dessen

Rezeptor UNC5B2 in primaren hepatischen Sternzellen der Ratte.

3.2 Expression von Netrin-1 und UNC5H2 wahrend der
myofibroblastischen Differenzierung

Da sich Netrin-1 und UNC5H2 auf den HSC zeigten, wurde in einem zweiten
Schritt untersucht, ob sich die Expression wahrend der myofibroblastischen
Differenzierung dieser Zellen andert. Hierfur wurden wiederum primare HSC der
Ratte isoliert und zu verschiedenen Zeitpunkten der myofibroblastischen
Differenzierung untersucht.

Hierbei zeigte sich sowohl eine Hochregulierung des Netrin-1 als auch des
UNCS5H2 (Abbildung 3.1).

Auf Grundlage dieser Beobachtung wurden die weiteren Untersuchungen
durchgefuhrt.

Expression von Netrin-1 50 Expression von UNC5H2
4,00 - ’
3,50 - 2,00 -
3,00 -
2.50 | 1,50 -
2,00 - 1,00 |
1,50 |
1‘00 | ﬁ n 0,50 q
Al
0,00 - . . . , 0,00 4

36h 3d 5d 7d 21d 36h 3d 5d 7d 21d

Abbildung 3.1: Verdnderung der Genexpression von Netrin-1 und UNC5H2 wéhrend der
myofibroblastischen Differenzierung von primdren HSC der Ratte. Die RNA wurde aus priméren
HSC 36h, 3d, 5d, 7d und 21 d nach Isolierung extrahiert und quantitativ fiirNetrin-1 und Unc5H2
durch Real Time PCR analysiert. In vitro machen die HSC nach Isolierung eine
myofibroblastische Differenzierung durch [30]. Sowohl Netrin-1 als auch Unc5HZ2 werden
wéhredn der myofibroblastischen Aktivierung in vitro hochreguliert.
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3.3 Expression von Netrin-1 und UNC5H2 wahrend der Fibrogenese am
Rattenmodell

Zur Untersuchung der Bedeutung von Netrin-1 und dem Netrinrezeptor
UNC5H2 fir die Leberfibrose wurde ein experimentelles Leberfibrosemodell
nach Gallengangsligatur benutzt. Die durch die Gallengangsligatur induzierte

Cholestase fuhrt in der Leber zur Ausbildung einer cholangitischen Fibrose

3.3.1 Induktion einer experimentellen Leberfibrose am Rattenmodell
Mannliche Wistar-Ratten wurden in drei Gruppen aufgeteilt. An der ersten
Gruppe wurde eine Sham-OP durchgefuhrt. An der zweiten und dritten Gruppe
wurde operativ der Gallengang ligiert. Eine der beiden Gruppen bekam Uber
vier Wochen eine Behandlung mit Candesartancilexetil (5mg pro Kilogramm
und Tag). Die andere Gruppe blieb unbehandelt. Die Versuche wurden von der
Arbeitsgruppe PD. U. Tox (Abdominalzentrum am Universitatsklinikum Koln)
durchgefuhrt und die Gewebe wurden mir fur diese Arbeit Uberlassen.

Vier Wochen spater erfolgte die Auswertung der entziindlichen und fibrotischen
Veranderungen.

Die Auswertung der Entzindung der Rattenlebern erfolgte sowohl qualitativ als
auch quantitativ.. morphometrisch anhand der Anzahl von Granulozyten
innerhalb der Leber. Dazu wurden histologische Schnitte  mit
Chloracetatesterase-Farbung behandelt. Diese stellt Granulozyten rot dar
(siehe Abbildung 3.2). Schon qualitativ ist damit ein Unterschied zwischen

sham-operierten und gallengangsligierten Tieren erkennbar [9].
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Abbildung 3.2: Chloracetatesterasefdrbung der Rattenlebern. Links bei einer sham-operierten
Ratte. Hier sind keine Granulozyten erkennbar. Rechts nach Gallengangsligatur mit rot
angeférbten  Granulozyten(a) sowie  erkennbarer  Gallengangsproliferation(b).  (Die
Dokumentation der histologischen Schnitte wurde mir freundlicherweise von A. Brzoza
liberlassen)

Zur Erfassung der Fibrose wurden histologische Praparate der Lebern, die nach
Gomori und van Gieson gefarbt waren, ausgewertet. (Abbildung 3.3).
Unterschiede zwischen den sham-operierten und den gallengangsligierten
Tieren sind deutlich erkennbar.

Abbildung 3.3: Gomori (A+B) und von Gieson (C+D) Farbung der Rattenlebern. Links jeweils
nach Sham-OP, rechts nach Gallengangsligatur. Die Pfeile verweisen jeweils auf
Bindegewebsablagerungen. (Die Dokumentation der histologischen Schnitte wurde mir
freundlicherweise von A. Brzoza und M. Kwiescinski liberlassen.)
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3.3.2 Auftreten von Apoptose nach Cholestase in gallengangsligierten
Ratten

Zur Analyse der Apoptose wurden kryofixierte Gewebeschnitte einiger Ratten
mittels TUNEL—Assay gefarbt. Dieser farbt apoptotische Zellen. Anschlief3end
wurden drei Gesichtsfelder ausgezahlt. Dies wurde von drei Personen
durchgefuhrt. Ergebnisse der Zahlung sind in Tabelle 3.1 dargestellt. Abbildung
3.4 zeigt den signifikanten Unterschied in der Anzahl der Apoptosen zwischen

sham-operierten und gallengangsligierten Tieren.

Tabelle 3.1a: Anzahl der apoptotischen Zellen je Gesichtsfeld nach
TUNEL-Farbung an Proben der sham-operierten Ratten

Probe Zahlung 1 Zahlung 2 Zahlung 3 Durchschnitt
12 13,67 26,33 34,33 24,78

42 8,00 10,00 17,00 11,67

47 7,67 9,33 12,33 9,78

Tabelle 3.1b: Anzahl der apoptotischen Zellen je Gesichtsfeld nach
TUNEL-Farbung an Proben der gallengangsligierten Ratten

Probe Zahlung 1 Zahlung 2 Zahlung 3 Durchschnitt
8 49,67 55,00 39,33 48,00

56 132,50 128,00 199,00 155,75

70 33,00 21,33 38,33 30,89

79 73,00 26,33 47 48,78

87 40,67 35,00 44,67 40,11
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Abbildung 3.4: Durchschnittliche Anzahl apoptotischer Zellen je Gesichtsfeld in Leberschnitten
bei sham-operierten und gallengangsligierten Ratten (vergleiche auch Tabelle 3.1 a und 3.1b)

3.3.3 Auftreten der Apoptose in Abhangigkeit von entzindlichen und
fibrotischen Veranderungen nach Gallengangsligatur

Um das Auftreten der Apoptose in der experimentellen Fibrose weiter zu
charakterisieren, wurde das Ausmal} der Apoptose mit den entzindlichen und
fibrotischen Veranderungen in Bezug gesetzt. Dazu wurden die quantitativen
Angaben der Granulozyteninfiltration herangezogen, die in der Doktorarbeit von
Anna Brzoza ermittelt wurden [9]. Fur die quantitative Analyse waren die
Granulozyten in funf Portalfeldern und in funf peripheren Bereichen ausgezahlt.
Die Zahl der Apoptosen pro Leberschnitt wurde mit den entzindlichen
Veranderungen in Bezug gesetzt. Die Berechnung der Korrelation nach
Pearson ergibt einen Korrelationskoeffizienten von 0,44 und ist damit nicht
signifikant (p= 0,323).

Ebenso wurde die Zahl der Apoptosen in Abhangigkeit vom Grad der Fibrose
betrachtet. Um diese zu quantifizieren, wurde die Hydroxyprolinexpression in
den Leberschnitten gemessen [9]. Hier erkennt man eine signifikante
Korrelation mit einem Koeffizienten von 0,978 nach Pearson(p < 0,01).
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Abbildung 3.5: Korrelation der Anzahl der Apoptosen mit dem Grad der Entziindung und mit
dem Hydroxyprolinlevel

3.3.4 Die Expression von Netrin nach experimenteller Fibroseinduktion

Die Expression von Netrin-1 wurde wahrend der experimentellen Fibrose nach
Gallengangsligatur durch quantitative Real Time PCR untersucht. Zunachst
wurden die Bedingungen der Real Time PCR etabliert, um dann die RNA-

Extrakte der gallengangsligierten Ratten zu untersuchen.

3.3.4.1 Etablierung eines Real-Time PCR Nachweises fir Netrin-1

Zur Untersuchung der Expression von Netrin-1 auf Transkriptebene wurde die
Real-Time PCR benutzt. Fir die Real-Time PCR wurden introntberspannende
Primer gewahlt um eine Kontamination amplifizierter genomischer DNA zu
verhindern. Abbildung 3.6 zeigt die Lage der Primer auf dem Netrin-1
Genbereich. Die Real-Time PCR wurde teils mit TagMan Sonde und teils mit
SyBr-Green durchgeflihrt. Fir die Durchfihrung mit SyBr-Green entfallt die

Platzierung der Sonde.
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1261 ggccagtgtc cctgcaagga cggcgtgaca ggcatcacct gcaaccgctg tgccaaaggc

Intron 3708 bp
Primer F Sonde

1321 taccagcaga gccgctcccc catcgecccct tgcattaaga ti:‘cc_

Intron 30676 bp

Primer R
1381 _qcca gcagcatgga agaacctgaa qac-tq.tg‘act cctactgcaa ggcttccaaa

1441 ggaaaactga agatgaacat gaagaaatac tgcaggaagqg actatgctgt ccagatccac

Abbildung 3.6: Lage der Primer (gelb markiert), der Sonde (tiirkis markiert) und der Introns auf
dem Genbereich von Netrin-1 (Ausschnitt). Erkennbar ist die intronliberspannende Lage beider
Primer, die eine Amplifikation von genomischer DNA verhindern soll.

Abbildung 3.7 zeigt einen Real-Time PCR Testlauf auf Netrin-1. Proben sind
verschiedene cDNA Konzentrationen von Rattenlebergewebe sowie eine
Negativkontrolle mit nicht umgeschriebener RNA zum Ausschluss von
Amplifikation genomischer DNA. Die RNA-Probe wurde nicht amplifiziert.

Abbildung 3.8 zeigt eine exemplarische Standardkurve und die Schmelzkurve

eines SyBr-Green Laufs.

2 4 8 8 W0 12 4 1B 1B W 2 M W B W N M B B 40 4 4 &£ £ H £ M
Cycles

Abbildung 3.7: Testlauf mit verschiedenen Konzentrationen von Netrin-1. Die nicht
umgeschriebene RNA-Probe wird nicht amplifiziert
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Abbildung 3.8: Standardkurve und Schmelzkurve eines exemplarischen Real Time PCR-Laufs
mit Primern fiir Netrin-1. Die Schmelzkurve zeigt, dass immer der gleiche cDNA-Abschnitt
amplifiziert wird.

3.3.4.2 Expression von Netrin-1 wahrend der Fibrogenese

Nachdem die Real Time PCR etabliert worden war, wurden die Gesamt-RNA-
Extrakte der Ratten untersucht. Als Housekeeping-Gen wurde zur
Normalisierung HPRT gewahlt, da es bekanntlich von den Zellen immer gleich
exprimiert wird. In allen Proben konnte Netrin-1 Expression nachgewiesen
werden. Tabelle 3.2 zeigt die Expression von Netrin-1 in den drei Gruppen. Mit
Ausnahme von zwei AusreiRern in der Gruppe Gallengangsligatur ohne
Therapie, ist die Expression aller Tiere ohne Therapie recht homogen
(Mittelwert Sham-OP: 1,09; SD: 0,29; Mittelwert Gallengangsligatur: 1,30; SD
1,41). Allerdings weist die Gruppe mit Candesartantherapie eine geringere
Expression von Netrin-1 auf (Mittelwert 0,51; SD: 0,11). Ein Boxplot (Abb. 3.9)
bestatigt diese Vermutung. Der Unterschied ist signifikant - und zwar sowohl
gegenuber der Sham-operierten Tiere (p<0,001) als auch gegentber der Tiere

mit Gallengangsligatur und ohne Therapie (p=0,032).
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Tabelle 3.2a: Netrinexpression in den Lebern der sham-operierten Ratten

Probe Netrin-1 mRNA HPRT MRNA Netrin-1/HPRT
(ng) (ng)
6 1,98 1,64 1,20
11 2,05 2,29 0,90
12 4,38 3,61 1,21
35 8,02 9,15 0,88
39 7,42 6,47 1,15
42 6,6 5,48 1,20
45 8,19 5,81 1,41
47 4,41 3,16 1,40
48 4,88 4,71 1,04
62 7,37 7,36 1,00
66 9,35 9,81 0,95
88 10,85 11,91 0,91
89 9,76 9,33 1,05
90 6,49 6,63 0,98

Tabelle 3.2b: Netrinexpression in den Lebern der gallengangsligierten

Ratten
Probe Netrin-1 mRNA HPRT MRNA Netrin-1/HPRT
(ng) (ng)
21,48 14,94 1,44
17,19 20,28 0,85
13 18,54 19,68 0,94
22 14,07 22,91 0,61
50 11,57 15,60 0,74
52 13,98 21,59 0,65
53 11,08 17,73 0,62
56 16,63 15,67 1,06
60 12,22 12,24 1,00
70 6,71 6,21 1,08
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75
79
82
83
84
87
91
96
106
107
108

1,62
2,45
8,06
6,13
19,77
12,01
12,74
25,19
15,71
19,85
17,95

0,24
0,66
6,31
5,59
24,73
17,52
12,18
28,06
36,55
21,18
21,1

6,75
3,71
1,28
1,10
0,80
0,69
1,05
0,90
0,43
0,94
0,85

Tabelle 3.2c: Netrinexpression in den Lebern der gallengangsligierten

Ratten, die zusatzlich Candesartan erhalten haben

Probe Netrin-1 mRNA HPRT MRNA Netin-1/HPRT
(ng) (ng)
17 8,89 17,57 0,51
30 6,83 16,15 0,42
31 9,77 25,21 0,39
33 16,69 22,73 0,73
36 5,39 12 0,45
51 6,83 20,48 0,33
59 17,65 29,07 0,61
61 10,15 20,62 0,49
72 9,32 22,44 0,42
76 7,38 15,22 0,48
78 7,14 15,57 0,46
80 12,23 17,2 0,71
86 8,27 14,86 0,56
94 11,66 24,95 0,47
104 7,92 14,08 0,56
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Abbildung 3.9: Die Netrinexpression der drei Rattengruppen. Wéahrend sich die
Netrinexpression nach Gallengangsligatur nicht é&ndert, zeigt sich eine Minderung der
Expression nach Candesartantherapie

3.3.5 Die  Expression von UNC5H2 nach Fibrose im
Gallengangsligationsmodell der Ratte

Genau wie die Netrin-1 Expression wurde auch die Expression von UNC5H2
nach experimenteller Fibroseinduktion mittels Gallengangsligatur untersucht.
Wie bei der Untersuchung des Netrin-1, wurde zunachst ein Real-Time PCR
Nachweis etabliert und die Leberproben anschlieltend anhand dieses Protokolls

untersucht.

3.3.5.1 Etablierung eines Real-Time PCR Nachweises fur UNC5H2
Auch zur Untersuchung der UNC5H2 Expression wurde die Real Time genutzt.
Hier wurde ahnlich wie bei Netrin-1 ein introntberspannender Primer gewahilt,

um eine Amplifikation von genomischer DNA zu verhindern. Auch die Sonde
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wurde introuberspannend designed. Abbildung 3.10 zeigt die Lage der Primer
und der Sonde im UNC5H2-Gen. Auch hier entfallt bei Real-Time PCR mit SyBr

Green die Sonde.

961 tggcgcagcc gcgagtgcat ggcaccqccg ccccadaacd gaggccgtga ctgcagcagg

Intron
Primer F

1021 acgctacttg actccaagaa ctgcaccgat gggctgtgcg tgctgaatca gagaactcta

Intron

Sonde Primer R
1081 aacgacEeEd EeEE0aG8Cy teoggagacy tagcgctata £acadgccte

1141 gtggtggccg tctttqtqqt tctggcagtt ctcatggctg taggagtgat cgtgtaccgg

Abbildung 3.10: Lage der Primer (gelb markiert), Sonde (tiirkis markiert) und der Introns auf
dem UNC5H2 Genbereich (Ausschnitt). Der Forward-Primer und die Sonde sind
introliberspannend, um eine Amplifikation von genomischer DNA zu verhindern.

Abbildung 3.11 zeigt einen Testlauf auf UNC5H2, indem man erkennt, dass
eine nicht umgeschriebene RNA Probe nicht amplifiziert wird, also keine
Kontamination mit genomischer DNA stattfindet.

Abbildung 3.12 zeigt jeweils eine reprasentative Standard- und eine

Schmelzkurve.

W OB oB® W RN W ¥ R 4 O£ H# & 4 W0 7 M
Cycles
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Abbildung 3.11: Testlauf mit verschiedenen Konzentrationen von UNC5H2. Die nicht
umgeschriebene RNA-Probe wird nicht amplifiziert.
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Abbildung 3.12: Standardkurve und Schmelzkurve eines exemplarischen Real Time Laufs mit
Primern fiir UNC5H2. Die Schmelzkurve zeigt, dass immer der gleiche cDNA-Abschnitt
amplifiziert wird.

3.3.5.2 Expression von UNC5H2 wahrend der Fibrogenese

Wie bei der Expressionsbestimmung von Netrin-1 wurde auch bei UNC5H2 der
Real-Time PCR Wert mit HPRT normalisiert.

Tabelle 3.3 zeigt die normalisierten Expressionswerte fur alle drei Gruppen.
Man erkennt einen deutlichen Unterschied zwischen den sham-operierten und
den gallengangsligierten Tieren sowohl mit als auch ohne Therapie. Der
Mittelwert der UNC5H2 Expression der sham-operierten Tiere liegt bei 0,15
(Standardabweichung: 0,06). Hiergegen liegt der Mittelwert der Expression bei
den Tieren nach Gallengangsligatur bei 1,45 (Standardabweichung: 0,91) Der
Boxplot (Abbildung 3.13) zeigt den fast 10-fachen Anstieg von UNC5H2 nach
Gallengangsligatur ohne Therapie. Der Unterschied ist signifikant (p<0,001).
Abbildung 3.13 zeigt auch, dass das UNC5H2-Expressionslevel der Tiere mit
Gallengangsligatur und Therapie zwischen den beiden anderen Gruppen liegt.
Hier betragt der Mittelwert 0,85 (Standardabweichung: 0,25) Es ist signifikant
hdher (p<0,001) als das Expressionslevel der sham-operierten Tiere und
signifikant niedriger (p=0,012) als das Expressionslevel der Tiere ohne

Therapie.
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Tabelle 3.3a: UNC5H2-Expression in den Lebern der sham-operierten

Ratten
Probe UNC5H2 mRNA HPRT mRNA UNC5H2/HPRT
(ng) (ng)

6 0,49 1,64 0,30
11 0,45 2,29 0,20
12 0,66 3,61 0,18
35 0,42 9,15 0,05
39 0,71 6,47 0,11
42 0,74 5,48 0,14
45 1,17 5,81 0,20
47 0,51 3,16 0,16
48 0,33 4,71 0,07
62 1,23 7,36 0,17
66 1,16 9,81 0,12
88 1,22 11,91 0,10
89 1,57 9,33 0,17
90 1,02 6,63 0,15

Tabelle 3.3b: UNC5H2-Expression in den Lebern der gallengangsligierten

Ratten
Probe UNC5H2 mRNA HPRT mRNA UNC5H2/HPRT
(ng) (ng)
3 49,43 14,94 3,31
45,44 20,28 2,24
13 27,13 19,68 1,38
22 45,10 22,91 1,97
50 15,90 15,60 1,02
52 17,80 21,59 0,82
53 22,85 17,73 1,29
56 68,61 15,67 4,38
60 16,06 12,24 1,31
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3,48
0,27
0,92
5,96
4,05
30,05
24,01
20,83
35,14
30,54
22,69
12,04

6,21
0,24
0,66
6,31
5,99
24,73
17,52
12,18
28,06
36,55
21,18
21,1

0,56
1,13
1,39
0,94
0,72
1,22
1,37
1,71
1,25
0,84
1,07
0,57

Tabelle 3.3c: UNC5H2-Expression in den Lebern der gallengangsligierten

Ratten, die zusatzlich Candesartan erhalten haben

Probe UNC5H2 (nQ) HPRT MRNA UNC5H2/HPRT
(ng)
17 12,27 17,57 0,70
30 18,00 16,15 1,11
31 29,53 25,21 1,17
33 27,45 22,73 1,21
36 15,10 12 1,26
51 15,80 20,48 0,77
59 23,30 29,07 0,80
61 22,41 20,62 1,09
72 15,54 22,44 0,69
76 7,85 15,22 0,52
78 11,91 15,57 0,76
80 11,93 17,2 0,69
86 7,83 14,86 0,50
94 18,69 24,95 0,75
104 11,25 14,08 0,80
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Abbildung 3.13: Die UNC5H2 Expression der drei Rattengruppen. Die Expression nach
Gallengangsligatur ist 10-fach erhéht. Die Ratten die eine Gallengangsligatur hatten und
Candesartan erhielten liegen zwischen den beiden anderen Gruppen.

3.3.5.3 Die UNC5H2-Expression in Abhangigkeit der Entzindung, der
Fibrose und Apoptose

Um herauszufinden, ob es nicht nur einen qualitativen, sondern auch einen
quantitativen Zusammenhang zwischen der Fibrose und der UNC5H2-
Expression gibt, wurden die normalisierten  RNA-Level gegen
Hydroxyprolinlevel und Apoptose aufgetragen (Abbildung 3.14 A und B).
Abbildung 3.14 A zeigt die Korrelation der UNC5H2-RNA-Level mit dem
Hydroxyprolinlevel. Mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,670 nach Pearson
besteht eine signifikante (p < 0,01) Korrelation zwischen der UNC5H2
Expression und dem Grad der Fibrose. Ebenso zeigt Abbildung 3.14 B die
Korrelation zwischen UNC5H2-RNA-Level und Anzahl der Apoptosen. Auch
hier erkennt man eine signifikante Korrelation (p < 0,01). Der Koeffizient nach
Pearson betragt 0,958.
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Abbildung 3.14: A: Die Korrelation der UNC5H2 Expression gegeniiber dem Grad der Fibrose
anhand der Hydroxyprolinexpression.

Abbildung 3.14 B: Korrelation der UNC5HZ2 Expression gegenliber der Anzahl der
apoptotischen Zellen. In beiden Féllen ist die Korrelation gut zu erkennen.
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3.4 Die Expression von Netrin-1 und UNC5H2 wahrend der
hepatozellularen Karzinogenese

Zur Untersuchung der Netrin-1 und der UNC5H2 Expression wahrend der
Karzinogenese wurde ein Kollektiv von kryokonservierten OP-Resektaten von
Patienten zusammengestellt und untersucht. Alle Patienten hatten ein
hepatozellulares Karzinom (HCC), allerdings unterschiedlicher Genese. Es
lagen Gewebepraparate von 27 Patienten vor. Bei sechs Patienten gab es nur
Material aus dem Tumor, bei einem lediglich Material aus einem Bereich ohne
Tumor, von den restlichen zwanzig Patienten stand sowohl Material aus dem
Tumor als auch Material aus tumorfreiem Lebergewebe zur Verfigung, so dass
ein Vergleich moglich war (Tabelle 3.4).

Die histopathologische Begutachtung sowohl zur Beschaffenheit der Tumoren
als auch zu den etwaigen Grunderkrankungen der Lebern wurde durch die
histologischen Befunde der Mitarbeiter des Instituts fur Pathologie der
Universitatsklinik Koln und durch die klinischen Angaben der Einsendezettel
erfasst. Bei vier Lebern liegt kein Befund vor (siehe Tabelle 3.4). Dabei ist zu
beachten, dass die HCC eine sehr heterogene Gruppe bilden. Die Angaben der
Tabelle sind vereinfacht.

Aus dem Bereich des Tumors und aus einem Bereich ohne Tumor wurde RNA
extrahiert und diese per reverser Transkription und Real-Time PCR auf die
Expression von Netrin-1 und UNC5H2 untersucht. Als Vergleichslebern stand
Gewebe von vier zur Transplantation vorgesehenen, aber nicht transplantierten

humanen Lebern zur Verfligung (NL1-4).

Tabelle 3.4: Merkmale des HCC-Kollektivs

Nummer Staging/Grading Atiologie Peritumorales
Gewebe

14 pT3NOMx, GI-II Unbekannt Zirrhose

92 pT3NxMx, GllI Unbekannt Nodularer Umbau
ohne Zirrhose

94 pT3NxMx, Gl HCV Zirrhose

96 pT1NxMx, Gl HBV Zirrhose

106 pT3NxMx, Gl HBV Zirrhose
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107 pT3NxMx, Gl Unbekannt Normal
110 pT3NxMx, Gl Unbekannt Normal
127 TxNxMx, GlI HCV Fibrose
131 pT3NxMx, GlI Nutritiv-toxisch Fibrose
132 pT1NxMx, GllI HBV Fibrose
134 pT1NOMx, GlI HBV Normal
141 pT3NxMx, Gll Unbekannt Fibrose
144 Kein Befund

146 Kein Befund

147 pT1NxMx, Gl HBV Steatose
162 Kein Befund

165 pT1NxMx, Gll HBV Fibrose
166 pT2NxMx, GllI-IlI Unbekannt Fibrose
172 pT3NxMx, GlI-1lI HCV Zirrhose
173 pT3NxMx, GlI Hamochromatose  Fibrose
186 pT1NxMx, Gl Unbekannt Fibrose
188 pT1NOMx, GlI Unbekannt Fibrose
191 pT3NxMx, Gll Unbekannt Fibrose
207 pT1NxMx, GlI Unbekannt Leichte

Entzindung

211 pT1NxMx, Gll Unbekannt Zirrhose
216 pT1NxMx, Gl HCV Zirrhose
229 pT1NOMx, GlI HCV Zirrhose
235 Kein Befund

3.4.1 Etablierung eines Real-Time PCR Nachweises fur Netrin-1 und
UNC5H2 in der humanen Leber

Fir die Darstellung der Netrin-1 und UNC5H2 Expression am humanen
Gewebematerial wurden zunachst die Primer-Sets ausgewahlt und Real Time

PCR-Bedingungen uberpruft.
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Hierbei gelang es mit den geeigneten Primern jeweils eine erfolgreiche Real-
Time PCR durchzuflihren bei der keine RNA-Proben amplifiziert wurden und die
Schmelzkurve lediglich ein Amplifikat zeigte.

AnschlieRend wurden dann die Expressionen von Netrin-1 und UNC5H2 in den

Lebergeweben des zusammengestellten Patientenkollektivs bestimmt.

3.4.2 Expression von Netrin-1 in hepatozellularen Karzinomen

Abbildung 3.14 A zeigt das normalisierte Expressionsmuster von Netrin-1 in
dem Probenkollektiv. Dabei sind die Bereiche aus den Tumoren gegen die
Bereiche ohne Tumoren und die Vergleichslebern aufgetragen.

Man kann die Tendenz erkennen, dass die Netrin-1 mRNA-Level von den
Normallebern Uber die kranken Lebern zu den Tumorbereichen weniger wird.

Der Unterschied ist jedoch nicht signifikant.

H

Netrin-1 Expression
3 't 1
._I_ t

Netrin-1 Expression

ap0-

1

*

B e
B ey tumons
O3 Hormastater

S8
gE282

Nummer

Abbildung 3.14: A: Netrinexpression in dem HCC-Kollektiv nach Gruppen. B: Einzelauflistung
der Patienten mit Unterschieden der Netrinexpression zwischen Tumor und peritumoralen
Gewebe. Man erkennt, dass sich in einigen Féllen innerhalb des Tumors, und in anderen Féllen
peritumoral eine hbhereExpression zeigt. Die Normallebern sind als Vergleich rechts dargestellt.

Abbildung 3.14 B zeigt eine Einzelauflistung der Lebern und der Netrin-1 mRNA
Level. Diese lasst darauf schlieRen, dass nicht bei allen Tumoren das Netrin-1
mRNA weniger ist, als im peritumoralen Gewebe. Es gibt durchaus auch
Tumoren bei denen das Verhaltnis umgekehrt ist.

Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde versucht, Gemeinsamkeiten zwischen dem
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Expressionsverhaltnis von Netrin-1 und den histologischen Charakteristika der

Tumoren zu finden. Hier lasst sich jedoch keine Aussage herauslesen.

3.4.3 Expression von UNC5H2 wahrend der Karzinogenese

Abbildung 3.15 A zeigt die Unterschiede in der UNC5H2 Expression zwischen
Tumorgewebe, dem umliegenden Gewebe derselben Lebern und der
Vergleichslebern. Hier lasst sich keine Tendenz erkennen. Abbildung 3.15 B
zeigt wiederum eine Einzelauflistung der Proben. Hier fallen lediglich zwei
Proben auf, bei denen UNC5H2 im Tumor massiv erhoht ist (Nr. 144 und
Nr.235). Bei diesen beiden Tumoren liegt jedoch kein histologischer Befund
vor, sodass nicht auf eine Gemeinsamkeit zwischen diesen beiden Tumoren

geschlossen werden kann.
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Abbildung 3.15: A: UNC5B-Expression in dem HCC-Kollektiv nach Gruppen. B: Einzelauflistung
der Patienten mit Unterschieden der UNC5B-Expression zwischen Tumor und peritumoralen
Gewebe. Bis auf zwei Ausreiller I4sst sich kein Unterschied zwischen der Expression im Tumor
und der Expression peritumoral feststellen. Wiederum sind rechts die Normallebern dargestellt.
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4. Diskussion

4.1 Die Bedeutung von Netrin-1 und UNC5H2 in der Leberfibrogenese

Die Expressionsanalysen in dieser Arbeit zeigen eine zehnfach erhdhte
Expression des Netrinrezeptors UNC5H2 nach experimenteller Induktion einer
Leberfibrose durch Gallengangsligatur am Rattenmodell. Nicht ganz klar ist
jedoch, welche Zellen diesen Expressionsanstieg bedingen. Eine
Microarrayuntersuchung im Vorfeld dieser Arbeit (nicht veroéffentlicht) konnte
zeigen, dass zumindest primare HSC der Ratte UNC5H2 exprimieren. In der
Arbeit konnte eine quantitative PCR zur Messung der UNC5H2 Expression
etabliert werden, die auch einen Anstieg der UNC5H2 Expression wahrend der
myofibroblastischen Differenzierung von primaren HSC zeigt. Wahrend der
myofibroblastischen Differenzierung ist die Hochregulierung von Rezeptoren ein
bekanntes Phanomen. So konnte unter anderem die Hochregulierung des
PDGF-Rezeptors PDGFR-B [8] und des TRAIL-Rezeptors TRAIL-R2 [64]
gezeigt werden.

Ob auch die Hepatozyten wahrend der Fibrogenese eine erhéhte Expression
von UNC5H2 zeigen, konnte in dieser Arbeit nicht gezeigt werden. Ebenso
bleibt unklar, ob weitere, in der Leber vorkommende Zellen, wie Kupffer-Zellen
oder Gallengangsepithelien UNC5H2 exprimieren oder ob sie im Falle einer
Fibrosebildung die Expression steigern.

Im Falle des UNC5H2 zeigt die Arbeit eine direkte Korrelation des UNC5H2 mit
der Fibrose. Ein unabhangiger Effekt der Candesartantherapie zeigt sich nicht.
Die Untersuchungen in HSC wahrend der myofibroblastischen Differenzierung
zeigen neben dem Anstieg von UNC5H2 auch einen Anstieg der Netrin-1
Expression.

Damit zeigt die vorliegende Arbeit eine weitere Expression von eigentlich
neuronalen Faktoren in HSC wahrend der myofibroblastischen Differenzierung.
So konnte bereits die Expression des NGF-Rezeptors p75 [67] und von NGF,
BDNT, NT-3 und NT-4/5 auf HSC nachgewiesen werden [13].

Obwohl die HSC wahrend der myofibroblastischen Differenzierung Netrin-1

hochregulieren, blieb in den Untersuchungen dieser Arbeit das
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Expressionslevel von Netrin-1 im gesamten Leberzellverband nach der
Fibroseinduktion gleich.

Aufgrund dieser Untersuchungen kann man vermuten, dass dieses ungleiche
Verhalten der Expression von Netrin-1 und UNCS5H2 wahrend der
Leberfibrogenese zu einem Ungleichgewicht von Ligand und Rezeptor im Sinne
eines Uberwiegens des Rezeptors fiihrt.

Hier muss jedoch erwahnt werden, dass sich die Untersuchungen in dieser
Arbeit lediglich auf die mRNA-Expression von Netrin-1 und UNC5H2
beschranken, so dass ein Ungleichgewicht der Proteine durch diese Arbeit nicht
gezeigt wird.

Llambi et al. konnten durch Transfektion von Zellen mit UNC-exprimierenden
Vektoren zeigen, dass Proteine aus der UNC-Familie genau wie DCC, ein
weiterer Rezeptor fur Netrin-1, die Funktion eines Dependance Receptors
haben. Das heift, dass diese Proteine in Abwesenheit des Liganden eine
Apoptose auslosen konnen. Dieses konnten die Autoren in HEK293T, humanen
embryonalen  Nierenzellen sowie in  immortalisierten  olfaktorischen
Neuroblasten zeigen [43]. Tanikawa et al. zeigten diesen Zusammenhang auch
fur mehrere humane Krebszelllinien aus verschiedenen Geweben [65], so dass
man davon ausgehen kann, dass dieser Mechanismus der Apoptoseauslosung
auch in der Leber funktioniert.

Davon ausgehend, dass es, wie durch diese Arbeit impliziert, zu irgendeinem
Punkt wahrend der Fibrogenese zu einem Ungleichgewicht zugunsten des
Rezeptors kommt, wurde dies bedeuten, dass dieses Ungleichgewicht auch zu
einer Induktion von Apoptosen in der Leber fuhrt.

Die Daten dieser Arbeit zeigen dazu passend eine starke Korrelation zwischen
der UNC5H2 Expression und Apoptose.

Wie in der Einleitung schon erwahnt, spielt die Apoptose von Hepatozyten eine
grol3e Rolle bei der Fibrogenese in der Leber. So konnten Fadok et al. zeigen,
dass Makrophagen nach Phagozytose von Apoptosekorper eine vermehrte
Produktion von TGF-f zeigen [23]. TGF- wiederum ist ein starker Induktor der
Fibrogenese der Leber [7], da es die Produktion von Extrazellularmatrix in HSC
fordert [32].

In der Leber werden Apoptosekorper jedoch nicht nur von Makrophagen,

sondern auch von HSC phagozytiert. Canbay et al. konnten dies anhand von
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LX-1 Zellen, einer immortalisierten HSC-Linie, zeigen. Diese phagozytierten die
Apoptosekdrper (durch UV-Strahlung in die Apoptose gebrachte Hep2-Zellen)
nicht nur, sondern reagierten auch mit gesteigerter Expression von TGF- 3 und
Kollagen 1 [12]. Als Kontrolle dienten LX-1 Zellen welche anstatt der
Apoptosekdrper Mikrokugeln phagozytierten. Auch die Expression von a-SMA,
dem klassischen Marker der Aktivierung von HSC, nahm nach Phagozytose zu.
Kupffer-Zellen exprimieren nach Phagozytose von Apoptosekorper aulderdem
mit dem Fas-Liganden, TRAIL und TNF-a weitere proapoptotischen Signale
[10], welche dann zu weiteren Apoptosen fihren kdnnen.

Diese Kaskade von Apoptosen scheint fur die Fibrogenese eine bedeutende
Rolle zu spielen. So konnten Canbay et al. zeigen, dass Fas-defiziente Mause
nach Gallengangsligatur eine deutlich abgeschwachte Fibrosebildung
aufweisen als Wildtypmause. Dies wiesen sie unter anderem anhand einer
deutlich reduzierten Expression von TGF-B und Kollagen 1 in der Leber der
Fas-defizienten Mause nach[11].

Nach den Ergebnissen dieser Arbeit scheint neben den klassischen Wegen der
Apoptose mittels der Death-Rezeptoren Fas oder des TNF-a Rezeptors auch
der relativ neue Weg Uuber Dependance-Rezeptoren eine Rolle fur die
Fibrogenese der Leber zu spielen.

Dazu passend korreliert nach den Daten dieser Arbeit die UNC5H2 Expression
auch mit der Entzindungsreaktion und der Fibrosebildung in der Leber nach
Gallengangsligatur.

Das Ausmald der Bedeutung der Hochregulation von UNC5H2 fir die
Fibrogenese nach Gallengangsligatur in diesem Rattenmodell wird durch die
Ergebnisse dieser Arbeit jedoch nicht deutlich.

Weitere funktionelle Untersuchungen des Zusammenhangs zwischen der
UNC5H2-Expression und der Fibrosebildung der Leber waren hier notwendig,
um zu untersuchen, ob die Expressionssteigerung von UNC5H2 wirklich zur
gesteigerten Apoptose fuhrt, oder ob die gesteigerte Expression letztlich nur

eine Folge der Apoptosekaskade oder der Fibrosebildung ist.
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C D

Abbildung 4.1: Hypothese des Einflusses der gesteigerten UNC5H2-Expression auf die
Fibrogenese. Durch die gesteigerte Expression von UNC5H2 kommt es zu einem
Ungleichgewicht zwischen Netrin-1 und UNC5H2 (A), vermehrte Apoptosen sind die Folge (B).
Die entstandenen Apoptosekérper kbnnen durch Makrophagen phagozytierte werden, was eine
Ausschiittung von TGF- 8 und anderen proinflamatorischen und -fibrotischen Mediatoren zur
Folge hat (C). Bei Phagozytose der Apoptosekdrper durch HSC, werden diese aktiviert (D).

4.2 Netrin-1 und UNC5H2 wéahrend der hepatozellularen Karzinogenese

In dieser Arbeit wurde die Expression von Netrin-1 und UNCB wahrend der
Karzinogenese der Leber untersucht.

Hintergrund der Untersuchungen ist die Bedeutung des Netrin-1 Systems
wahrend der Karzinogenese in verschiedenen Organen. Die erste Entdeckung
war die Bedeutung des Netrinrezeptors DCC (deleted in colorectal cancer) als
Tumorsupprossorgen in kolorektalen Karzinomen. Dies fanden Fearon et. al
noch vor der Entdeckung des Netrins selber heraus [24]. Man entdeckte, dass
70 Prozent aller kolorektalen Karzinome einen loss of heterozygosity (LOH) auf
dem g-Arm des Chromosom 18 zeigten und identifizierte das DCC Gen als das
hierfur verantwortliche Gen. In weiteren Untersuchungen konnte DCC LOH
auch in vielen weiteren Karzinomen entdeckt werden, so etwa in Karzinomen
des Magens [68], der Prostata [35], der Mamma [40] und vielen weiteren.

Castets et al. konnten zeigen, dass auch der Mechanismus dieses
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Zusammenhangs auf der Rolle des DCCs als Dependance Receptor beruht
[15].

Eine chinesische Arbeitsgruppe um Cong entdeckte DCC LOH auch in
hepatozellularen Karzinomen [17]. In den Versuchen zur vorliegenden Arbeit
war jedoch keine Expression von DCC in den untersuchten Zelllinien und den
Lebern des Rattenmodels zu detektieren (Daten nicht gezeigt). Deswegen
wurde das DCC Gen in der vorliegenden Arbeit nicht weiter untersucht.
Stattdessen untersuchten wir die Expression eines anderen Netrinrezeptors,
des UNCS5B. Thiébault et al. untersuchten 2002 erstmals die Expression der
UNC5H Rezeptorfamilie (UNC5A, UNC5B und UNC5C) in verschiedenen
Tumoren. Sie fanden eine verminderte Expression in Ovarial-, Mamma-,
Uterus-, Kolorektal-, und Magenkarzinomen. Schilddrisen-  und
Prostatakarzinome waren nicht von einer Expressionsminderung betroffen.
Diese Untersuchungen flhrten sie mittels Dot Blot Array auf mRNA Ebene
durch. Hierbei wurden in der Untersuchung die Expression von UNC5A, UNC5B
und UNC5C kumuliert gemessen. Als Grund fur die Expressionsminderung
untersuchten sie kolorektale Karzinome mit verminderter UNC5H Expression
auf LOH in einem der UNC5H Gene. LOH fanden sie zwar in einigen, nicht
jedoch in allen kolorektalen Karzinomen. So gehen die Autoren davon aus,
dass es noch weitere Grunde fur eine Expressionsminderung geben muss [66].
In der vorliegenden Arbeit wurde mittels quantitativer PCR keine signifikante
Anderung der UNC5B Expression zwischen Tumorgewebe, tumorfreiem
Gewebe und gesunden Lebern festgestellt. Die Untersuchungen wurden auch
auf mRNA Ebene durchgefuhrt. Allerdings wurden in der vorliegenden Arbeit
lediglich die Expression von UNC5B gemessen. UNCS5A und UNC5C wurden im
Gegensatz zu obiger Arbeit nicht betrachtet. Eine Untersuchung der Expression
dieser beiden Mitglieder der UNC5H Familie ware ein mdglicher Ansatz fir
weitere Untersuchungen.

Des Weiteren wurden in der vorliegenden Arbeit keine Untersuchungen Uber
LOH oder Mutationsanalysen durchgefuhrt. So sind im untersuchten Kollektiv
einige Tumoren dabei, in denen die UNC5B-Expression niedriger ist als im
umgebenden Gewebe, aber eben auch Tumoren, wo dies nicht der Fall ist. In
der Arbeit von Thiébault et al. sind jeweils auch nicht alle Tumoren von einer

verminderten UNC5B Expression betroffen. Der Grund dafir liegt in der starken
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genetischen Variabilitat von Tumoren. So sind es nicht immer dieselben
Mutationen, die zur Karzinogenese flhren. Sinnvoll ware es, in den Fallen, in
denen die UNC5B Expression erniedrigt ist, nach Mutationen oder nach loss of
heterezygosity zu suchen. Des Weiteren lag bei unseren Untersuchungen
Material von sehr heterogenen HCCs vor, die sich sowohl vom Grading, als
auch von der Genese stark unterscheiden. Um validere Aussagen zu machen,
ob die UNCS5B Expression in einer Untergruppe von HCC gegebenenfalls doch
einen Einfluss hat, musste eine groliere Patientengruppe untersucht werden.

In der oben genannten Arbeit von Thiébault et al. wurden hepatozellulare
Karzinome nicht untersucht. Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen der
UNC5B Expression und hepatozellularen Karzinomen gibt es lediglich im
Hinblick auf die Tumorangiogenese. Zhang et al. haben einen Zusammenhang
reduzierter UNC5B Expression und HCC Angiogenese gefunden. Hier wurde
jedoch lediglich mittels in situ Hybridisierung die mRNA Expression von UNC5B
in Endothelzellen gemessen. Dabei stellte sich heraus, dass UNC5B-
Expression in Endothelzellen von Tumorgewebe deutlich weniger als in
gesunden Geweben oder sogar gar nicht nachweisbar war (Abstract von [70]).
Im Gegensatz dazu wurde in der vorliegenden Arbeit das Tumorgewebe im
Ganzen lysiert und die mRNA aus allen Zellen untersucht. Somit kann in dieser
Arbeit nichts Uber die UNC5B-Expression in den Endothelzellen gesagt werden.
Zusammengefasst liefern die Daten dieser Arbeit keine signifikanten Hinweise
auf die Bedeutung des Netrin-1/UNC5B-Systems auf die Kanzerogenese der
Leber. Aufgrund der oben genannten Einschrankungen kann eine Bedeutung

jedoch auch nicht ausgeschlossen werden.
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5. Zusammenfassung

Chronische Schadigungen der Leber sind, unabhangig von der auslésenden
Noxe, haufig durch eine zunehmende Fibrosierung der Leber gekennzeichnet,
die im vollstandigen zirrhotischen Umbau munden kann. Hieraus ergeben sich
eine Vielzahl von klinischen Problemen und die Gefahr der Entwicklung eines
hepatozellularen Karzinoms als Spatfolge.

Der zentrale Zelltyp der Leberfibrogenese ist die hepatische Sternzelle, die sich
bei Leberschadigung myofibroblastisch differenziert. Diese aktivierten
hepatischen Sternzellen exprimieren jedoch nicht nur myofibroblastische
Markergene, wie a-Smooth muscle actin, sondern auch zahlreiche neuronale
Faktoren. Ein neuronaler Faktor, der bisher in der Leber nicht untersucht
worden ist, ist das Netrin-1. Dieses wirkt mit seinen Rezeptoren, u.a.
UNC5H2/UNC5B an dem korrekt ausgerichteten Wachstum von neuronalen
Axonen mit. Des Weiteren ist UNC5H2/UNC5B ein sogenannter ,Dependance”
Rezeptor, der in Abwesenheit seines Liganden Netrin-1 zur Apoptose fuhrt und
so auch als Tumorsuppressorgen wirkt.

Ziel dieser Arbeit war deswegen die Expression des Netrin-1 und des UNC5H2
in der fibrotischen Leber und im hepatozellularen Karzinom zu untersuchen.
Nach Etablierung einer Netrin-1 und UNCS5H2 spezifischen Real Time PCR
konnte in den RNA-Populationen primarer hepatischer Sternzellen der Ratte
gezeigt werden, dass wahrend der in vitro-induzierten myofibroblastischen
Differenzierung sowohl Netrin-1, als auch UNC5H2 vermehrt exprimiert wird.
Ebenso zeigt die vorgelegte Arbeit mittels Real-Time PCR eine starke
Uberexpression des UNC5H2 nach experimenteller Fibroseinduktion durch
Gallengangsligatur in einem Rattenmodell, das mir freundlicherweise die
Arbeitsgruppe Tox et al. (Abdominalzentrum der Universitatsklinik Koéln) zur
Verfugung gestellt hat. Die Expression von UNC5H2 korreliert signifikant mit
dem Ausmal® der Fibrose, gemessen am Hydroxyprolinlevel (0,67 nach
Pearson, p<0,01).Dagegen zeichneten sich fur die Netrin-1-Expression keine
Veranderungen nach fibrotischem Umbau durch die induzierte Cholestase ab.
Mit dem Wissen, dass der UNC5H2/UNC5B-Rezeptor in Abwesenheit von
Netrin-1 eine Apoptose auslost, erklart sich auch die in der vorliegenden Arbeit

gezeigte, signifikante Korrelation zwischen der UNC5H2 Expression und dem
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Auftreten von Apoptosen (0,958 nach Pearson, p<0,01). Ein Zusammenhang
zwischen zunehmender Apoptose und Fibrogenese der Leber konnte bereits in
friheren Studien gezeigt werden. Die hier vorgelegten Ergebnisse legen nun
erstmals einen Einfluss des Netrin-1/UNC5H2 Systems auf die Fibrogenese
nahe, der sich Uber eine Steigerung der Apoptosen auswirkt. Funktionelle
Experimente, um diese Hypothese weiter zu Uberprifen, sind Ziel vertiefender
Untersuchungen.

In einem weiteren Ansatz konnte die Expression von Netrin-1 und UNC5B
erfolgreich in humanem Lebergewebe von Patienten mit einem HCC dargelegt
werden. Hierbei wurde die Expression sowohl in Gewebematerial des Tumors,
als auch in peritumoralem Gewebe sowie in Gewebe normaler Lebern mit
quantitativer Real-Time PCR verglichen. Es konnten keine signifikanten
Unterschiede in der Expression von Netrin-1 und UNC5B zwischen der Gruppe
normaler Gewebe, der Gruppe peritumoraler Gewebe und der Gruppe der
hepatozellularen Karzinomgewebe festgestellt werden. Allerdings ergaben sich
bei einer individuellen Betrachtung der Gewebe eines Patienten starke
Unterschiede zwischen peritumoralem und tumoralem Gewebe. Diese
Unterschiede waren aber weder signifikant noch waren sie einheitlich bei den
Gewebeproben vertreten. Damit gibt es keinen eindeutigen Hinweis auf einen
Einfluss des Netrin-1/UNC5B Systems auf die hepatische Karzinogenese,
wahrend die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass in der Fibrogenese die
Netrin-1/UNC5B Achse an der Induktion von Apoptose der HSC malgeblich
beteiligt ist.
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