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1. Einleitung

1.1 Die nicht-alkoholische Fettlebererkrankung (NAFLD)

Erste Fallberichte Uber Lebererkrankungen bei bergewichtigen Patienten mit unauffalligem
Alkoholkonsum, die bis zur Zirrhose fortschreiten kdnnen, gab es bereits vor 40 Jahren. Erst
in den letzten zehn Jahren jedoch wurde, auch bedingt durch die Zunahme an
ubergewichtigen und fettleibigen Menschen in den westlichen Industrienationen, die
Dringlichkeit dieses Problems erkannt. So liegt die Prévalenz der nicht-alkoholischen
Fettlebererkrankung (NAFLD) in westlichen L&ndern bei circa 30 %. Wird nur die adipdse
Bevolkerung betrachtet, so liegt die Pravalenz bei Menschen mit einem Body-Mass-Index
(BMI) > 30 kg/m? deutlich hoher bei 65 - 75 % bzw. sogar bei 85 - 90 % bei Menschen mit
einem BMI > 35 kg/m? [2].

Die NAFLD ist eine chronische Lebererkrankung bei der

Erwachsene Bevdlkerung in

exzessiver Alkoholkonsum (< 30 g/d bei Mannern, < 20 g/d Irgnsineoatmnen

bei Frauen), Hepatitis B und C Infektionen sowie eine .
medikamenteninduzierte  Leberverfettung als  Ursache Steatose

) ) (ca. 30% d. Bevolkerung)
ausgeschlossen werden missen [1]. Die NALFD umfasst

dabei verschiedene Schweregrade der Leberverfettung und ’
Leberschéadigung, die sich in Haufigkeit und Prognose fon: 2_3%?]15}35613611(6“@
unterscheiden. Hierbei ist besonders die Steatose, die reine I
Leberverfettung, von der nicht-alkoholischen Steatohepatitis Z’, 1

1ITrhose

(NASH), Steatose mit hepatozellularen Sch&den und (5% d. NASH-Pat./ 10 Jahre)
Entzindung, zu unterscheiden. Diese Differenzierung erfolgt ' '

histologisch und héaufig an Hand des NAFLD activity score HCC 2%

(NAS). Hierbei wird die Verfettung, das ballooning, eine

histologische Beschreibung des hepatozellularen Abbildung 1: Das Spektrum der
Zelluntergangs bei dem die Zellen deutlich an GroéRe NAFLD (nach [2] und [3])
zunehmen, die Entziindung und der Fibrosegrad der Leber beurteilt [4]. Ist die Prognose bei
der Steatose noch glnstig, so entwickelt sich hingegen bei der NASH in etwa 5 % der Falle
innerhalb von zehn Jahren eine Leberzirrhose. Sowohl Patienten mit NASH als auch mit

Leberzirrhose haben ein erhohtes Risiko fur ein Hepatozellulares Karzinom (HCC) (s. Abb. 1)

[3].



1.1.1 Pathogenese

Die Pathogenese der NAFLD ist ein komplexer Prozess und noch nicht gut verstanden und
beschrieben. Aktuell geht man von einem ,,multiple hit process® aus. Man vermutet, dass
Insulinresistenz, oxidativer Stress, Apoptose und Serumspiegel von Adipokinen einen
Einfluss auf die Entstehung der NAFLD haben [5] (s. Abbildung 2).

Auf Grund einer Insulinresistenz im Fettgewebe kommt es zu einer verminderten
antilipolytischen Wirkung von Insulin. Es werden vermehrt Fettsauren aus dem Fettgewebe
freigesetzt, die in den Hepatozyten akkumulieren. Auch wird die de-novo-Fettsauresynthese
in der Leber gesteigert [6]. So stammen 26 % der akkumulierten freien Fettsauren in der
Leber von NAFLD-Patienten aus der hepatischen de-novo-Synthese, 59 % aus der
gesteigerten Lipolyse des Fettgewebes und 15 % aus der Nahrung [5]. Da auch eine vermehrte
Fettsduresynthese der Leber zu einer Insulinresistenz beitragt, kann die Insulinresistenz der

Leber sowohl als Ursache als auch als Folge der hepatischen Steatose gesehen werden [5].

Auf Grund der Akkumulation von Lipiden wie freiem Cholesterin und freien Fettsduren
kommt es in den Hepatozyten zu Zelldysfunktionen und Apoptose. Ein Phdnomen, das die
Leberzellen mit allen Nicht-Fettgewebszellen teilen und welches Lipotoxizitat genannt wird.
Die Hepatozyten kdnnen aus den anstromenden Mengen an freien Fettsduren nicht mehr in

ausreichendem Male

. . . . - Adipositas
Triglyzeride synthetisieren, |_ feie Fettsiuren

. - TNF-a und weitere
sodass es Zu emnem Peptidmediatoren

. . - genetische
oxidativen Abbau kommt. Faktoren
In Folge dessen  fallen ’
vermehrt reaktive | Insulinresistenz
A A \ Weitere Faktoren:
Sauerstoffspezies an, die zu - Mutationen
. . freie Fettsduren - Toxine
hepatozellularen ~ Schaden \ /
fuhren [7] + [1]. Durch
uhre [ ] [ ] urc Fettakkumulation
Akkumulation von freien (Steatose)
- freie Fettsiduren
Fettsduren kommt es == - oxidativer Stress
. . . Zellschaden
dariiber hinaus zu einer (Steatohepatitis)

. - genetische Faktoren
Hochregulation des Fas- = . Umgebungs- und

i o Erndhrungseinfliisse
Liganden und Aktivierung ‘
Entziindung - Fibrose - HCC

des Fas-Rezeptors CD95.
Dies fuhrt ZUu einer Abbildung 2: Mechanismen der Pathogenese der NAFLD (nach [1])
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vermehrten Apoptose von Hepatozyten [5]. Auch scheint die hepatische Steatose selbst zu
einer erhohten Inflammation zu fuhren. So ist der Transkriptionsfaktor nuclear factor 'kappa-
light-chain-enhancer' of activated B-cells (NFkB) im Lebergewebe von Mdusen, die mit einer
Hochfett-Diat gefiittert worden sind, erhoht. Eine Aktivierung von NFkB fiihrt beispielsweise
zu einer vermehrten Transkription der Entziindungsmediatoren tumor necrosis factor-a (TNF-
a), interleukin 6 (IL-6) und interleukin 18 (IL-1B) [8]+[2].

Die Dysfunktion des Fettgewebes ist eine der entscheidendsten Komponenten bei der
Pathogenese der NAFLD, werden doch, wie oben erwahnt, circa 60 % der in der Leber
akkumulierten Fettsduren von den Adipozyten freigesetzt. Besonders das viszerale
Fettgewebe scheint hierbei eine wichtige Rolle einzunehmen. Obwohl dies durch
epidemiologische Studien gut belegt ist, konnten bisher die einzelnen Faktoren nicht im Detail
identifiziert werden. Es wird eine erhohte Lipolyse der viszeralen im Vergleich zu den
subkutanen Fettgeweben beschrieben. Dieses Fettgewebe setzt auch mehr IL-6 frei, wobei
dies zu einem groflen Teil von den lokalen Immunzellen synthetisiert wird. Neben IL-6
werden vom Fettgewebe, &hnlich einem endokrinen Organ, viele weitere Hormone und
Zytokine wie beispielsweise TNF-a oder plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1)
freigesetzt [9]. Besonders interessant ist hier Adiponektin, dessen Synthese und zirkulierende
Konzentration in der Adipositas vermindert ist. Es besitzt eine protektive Wirkung auf die
Leber, indem es die hepatische Gluconeogenese und Lipogenese hemmt. Die Plasmaspiegel
von Adiponektin korrelieren invers mit denen der Triglyzeride und sind bei Patienten mit
NAFLD erniedrigt [5].

Genetische Variationen spielen eine Rolle in der vielschichtigen Pathogenese der NAFLD. So
scheinen sie einer der Grunde zu sein, wieso es bei einem Teil der Patienten zu einem
schnellen Voranschreiten der Krankheit zu Steatohepatitis und Zirrhose kommt und bei
anderen Patienten dies nie geschieht. Dies konnte beispielsweise fur einen missense single-
nucleotide polymorphism im palatin-like phospholipase domain-containing 3 gene (PNPLAS3)
gezeigt werden. Fir das PNPLA3-Gen ist eine Assoziation mit der hepatozytéren
Fettakkumulation und Insulinresistenz bekannt [5]. Ein Austausch von Cytosin (C) durch
Guanin (G) fihrt in dem Protein zu einem Ersatz von Isoleucin durch Methionin. Der normal
vorherrschende Genotyp scheint das CC Allel zu sein. In Individuen mit NASH scheint
hingegen das CG Allel am hdufigsten vorzuliegen und in einer Studie mit 2124 NAFLD
Patienten konnte gezeigt werden, dass die Inzidenz von NASH bei Patienten mit
homozygotem GG Allel erhoht ist [10] + [1].
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Der Gastrointestinaltrakt des Menschen ist mit einer immensen Zahl anaerober Bakterien
besiedelt, die eine wichtige Rolle beispielsweise bei der Immunabwehr, der Verdauung und
Aufnahme von Nahrungsbestandteilen oder der Vitaminsynthese spielen. Eine intakte
Darmschleimhaut verhindert, dass Bakterien und Endotoxine (v.a. Lipopolysaccharide) aus
dem Darmlumen in das Blut tbertreten und so ber das Portalvendse System direkt die Leber
erreichen. Es konnte gezeigt werden, dass bei Patienten mit NAFLD die Permeabilitat der
Darmwand erhoht ist [11]. Dartiber hinaus scheint bei der NAFLD die Funktion der
Phagozytose der Kupffer-Zellen, spezialisierter Makrophagen des Lebergewebes,
eingeschrankt zu sein, woraus eine schlechtere Immunabwehr resultieren konnte. Des
Weiteren zeigen diese Zellen eine erhdhte Expression des toll-like receptors 4 (TLR4) und
somit eine verstarkte Response auf Endotoxin. Dies begiinstigt den Ubergang einer Steatose
in eine NASH [12].

Bei Patienten mit durch Biopsie gesicherter NAFLD konnte ein Unterschied in der
Zusammensetzung des Mikrobioms festgestellt werden. So konnte bei Patienten mit NASH
verglichen mit Patienten mit reiner Steatose und gesunden Kontrollen ein hoherer Anteil an
Clostridium coccoides und ein geringerer Anteil an Bakterien der Gattung

Bakteroides/Prevotella nachgewiesen werden [13].

1.1.2 Symptome und Therapie

Klinisch prasentiert sich die NALFD zum Zeitpunkt der Diagnosestellung meist
asymptomatisch. Einige Patienten zeigen Symptome wie Fatigue, rechtsseitige
Oberbauchschmerzen oder Hepatosplenomegalie. Ist die NAFLD bereits vor
Diagnosestellung in eine Leberzirrhose Gbergegangen, treten meist typische Symptome wie
Aszites oder Splenomegalie auf. Eine Steatose ist teilweise mit erhohten
Serumkonzentrationen der Alanin-Aminotransferase (ALT) und der y-Glutamyltransferase
(GGT) assoziiert [2]. Der kausale Therapieversuch der NAFLD ist die Gewichtsreduktion,
welche individuell angepasst durch eine Umstellung des Lebensstils, unterstiitzende

Medikation (z.B. Metformin) oder Adipositaschirurgie erfolgen sollte [14].

1.1.3 Hepatische Sternzellen und die NAFLD

Hepatische Sternzellen (HSCs) besitzen bei den fibrotischen Umbauprozessen von
geschédigtem, entzlindetem Leberparenchym eine entscheidende Rolle, so auch bei dem
Ubergang der nicht-alkoholischen Steatohepatitis zur Leberfibrose und im weiteren Verlauf
zur Zirrhose. Bei normalen, inaktivierten Sternzellen handelt es sich um ruhende Zellen mit

Sitz im Disse-Raum. Sie speichern im Darm resorbiertes Vitamin A und produzieren



12

extrazellulare Matrix [15]. Die Aktivierung der Sternzellen verlauft in zwei Phasen, initiation
und perpetuation, in denen sich die Sternzellen zu proliferativen und kontraktilen
Myofibroblasten wandeln. Wahrend der initiation Phase ist die parakrine Stimulation durch
die Zellen der Umgebung (Kupffer-Zellen, Hepatozyten, Lymphozyten und sinusoidale
Endothelzellen) entscheidend. Durch diese kommt es zu ersten Verdnderungen der
Extrazellularmatrix. In der Phase perpetuation werden neben den stimulierenden parakrinen
Einflissen auch autokrine Zytokine wichtig. Hierbei scheinen transforming growth factor-
beta 1 (TGF-B1), platelet-derived growth factor (PDGF), fibroblast growth factor (FGF) und
endothelin-1 (ET-1) einen aktivierenden und hepatocyte growth factor (HGF) einen
hemmenden Einfluss zu haben. Die Extrazelluldrmatrix wandelt sich von lockerem
retikuldrem Bindegewebe (Typ-111-Kollagen) zu dichter liegendem Typ-I-Kollagen um [16] +
[17].

Das proinflammatorische Zytokin TNF-a ist bei Patienten mit NALFD vermehrt exprimiert.
Es ist von einem Zusammenhang zwischen TNF-a und einer Fibrose des Lebergewebes
auszugehen [18]. TNF-a ist einer der Mediatoren, die in der Phase initiation zu einer

Aktivierung der hepatischen Sternzellen fiihren [16].

Lipopolysaccharid (LPS), ein bakterielles Endotoxin, scheint eine Rolle bei der Pathogenese
der NAFLD und auch bei dem Ubergang der Steatose zur Steatohepatitis zu spielen. So sind
bei NAFLD-Patienten die Plasmaspiegel von LPS-binding protein, ein Protein, welches LPS
bindet und bei Anwesenheit dieses Endotoxins gebildet wird, erhéht und sind auch bei
Patienten mit einer NASH hoher als bei Patienten, die nur an einer Steatose leiden [19]. Auch
konnte, wie bereits erwéhnt, gezeigt werden, dass bei Patienten mit NAFLD die Permeabilitat
der Darmwand erhoht ist, weswegen vermehr bakterielles Endotoxin in das Blut Gbertreten
kann [11]. LPS aktiviert unter anderem TLR4, ein Rezeptor, der auch bei der Aktivierung der
hepatischen Sternzellen eine Rolle spielt und bei diesen zu einer Aktivierung von NF«B fiihrt.
Ein TLR4-Knockout fuhrte bei Tieren mit einer bewusst gesetzten Leberschadigung zu einer
geringeren Fibrose verglichen mit den Kontrollen [16].
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1.2 Chemerin

1.2.1 Struktur und Prozessierung

Bei dem Adipokin und Chemoattraktant Chemerin, wegen seiner Entdeckung in Hautzellen
nach Tazarotenstimulation auch als tazarotene-induced gene 2 (T1G2) bezeichnet, handelt es
sich um ein 143 Aminosauren grofRes Protein [20]. Exprimiert als Preprochemerin mit einer
GroRe von 163 Aminosauren wird es nach Abspalten des 20 Aminosauren langen N-
terminalen Signalpeptids als inaktives Prochemerin sezerniert [21]. Durch proteolytische
Prozessierung am C-terminalen Ende entstehen hieraus verschieden aktive Isoformen des
Chemerins mit variierender Aminoséurenanzahl [22]. So aktivieren unter anderem die Serin-
Proteasen der Gerinnungskaskade und der Fibrinolyse Faktor Xlla und Plasmin ebenso
Chemerin, wie das von aktivierten neutrophilen Granulozyten freigesetzte Cathepsin G und
die Mastzelltryptase. Chemerin scheint somit unter anderem eine vernetzende Rolle zwischen
dem Gerinnungssystem und der Rekrutierung chemokine-like receptor 1 (CMKLR1)-
exprimierender Entzindungszellen (Makrophagen und dendritische Zellen) zu besitzen [23].
Bei CMKLR1 handelt es sich um einen der drei bekannten Rezeptoren des Chemerins. Es
wird vermutet, dass das kompetitive Binden verschiedener Chemerin-Isoformen an einen
Rezeptor eine Art der Regulation darstellt. So scheint die Isoform Chemerinl55A ein
schwacher Antagonist des Chemerin157S, der Form mit der hdchsten Aktivitat, zu sein [24].
Bei Angabe der Lange der Chemerin Isoformen ist zu beachten, dass diese im Vergleich zu
Praprochemerin angegeben werden. Das eigentlich sezernierte Protein ist um das 20

Aminosduren lange Signalpeptid kirzer.

1.2.2 Rezeptoren

Fur Chemerin sind neben CMKLR1 noch GPR1 (G protein-coupled receptor 1) und CCRL2
(C-C motif receptor like 2) als Rezeptoren bekannt.

Bei CMKLR1, auch bezeichnet als ChemR23, handelt es sich um ein hepta-helikales
Transmembranprotein, das zu den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren zahlt. CMKLR1 ist
unter anderem auf der Oberflache von humanen Makrophagen und unreifen dendritischen
Zellen exprimiert [21]. Ebenso ist CMKLR1 mit Hilfe von fluorescence-activated cell sorting
bei  unreifen  plasmazytoiden  dendritischen  Zellen, natlrlichen  Killerzellen,
polymorphonukledren Leukozyten und dendritischen Zellen der Dermis detektierbar. Bei
myeloischen dendritischen Zellen widersprechen sich die Untersuchungen. Neben diesen
Zellen des angeborenen Immunsystems ist CMKLR1 auch auf Osteoklasten, Endothelzellen,
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Epithelzellen der Mundschleimhaut, Muskelzellen der GefaBwénde und Adipozyten zu finden
[25]. Speziell in der Leber ist CMKLR1 auf priméren humanen Hepatozyten, Kupffer-Zellen,
hepatischen Sternzellen, Endothelzellen und Epithelzellen der Gallengédnge exprimiert [26].
Die intrazellulare Signalweiterleitung ist nur in geringem Umfang untersucht. So scheint die
Aktivierung von CMKLR1 zu einem Kalziumeinstrom, einer verminderten CcAMP-
Anreicherung und einer Phosphorylierung von p42 und p44 MAP-Kinasen in chinese hamster
ovary-Zellen zu fiihren. Des Weitern sind eine Aktivierung der p38 MAP-Kinase und des
Proteinkinase-B-Signalwegs in humanen Endothelzellen und eine Aktivierung der p38, p42
und p44 MAP-Kinasen und von NFxB in Skelettmuskelzellen beschrieben [22]. Neben
Chemerin bindet auch Resolvin E1, ein Derivat mehrfach ungeséttigter Fettsauren und ein
anti-ilammatorischer Mediator, an CMKLR1 [27]. Die Expression von CMKLR1 auf
Mausmakrophagen wird durch klassische Stimulation dieser Zellen, beispielsweise mit
Lipopolysaccharid (LPS), herunterreguliert. Wohingegen anti-inflammatorische Zytokine, wie
transforming growth factor (TGF) B1 und B2, zu einer Hochregulierung von CMKLR1
fuhren. Dies deutet auf eine anti-inflammatorische Rolle von CMKLR1 hin [25].

Wie bei CMKLR1 handelt es sich auch bei den beiden anderen bekannten Rezeptoren GPR1
und CCRL2 um G-Protein gekoppelte Rezeptoren. Das Expressionsmuster von GPR1
unterscheidet sich gegeniber dem von CMKLR1 dahingehend, dass GPR1 nicht auf
Monozyten, Makrophagen und peripheren Blutlymphozyten exprimiert wird, jedoch in Zellen
des zentralen Nervensystems [22]. GPRL1 ist hierbei phylogenetisch nahe verwandt mit
CMKLR1 und scheint auch Chemerin mit einer vergleichbaren Affinitat zu binden [28]. Uber
die funktionelle Rolle von GPR1 ist noch wenig bekannt.

CCRL2 wird von T-Zellen, natirlichen Killerzellen, Monozyten, neutrophilen Granulozyten,
Makrophagen und dendritischen Zellen, jedoch nicht von B-Lymphozyten, exprimiert [29].
Bei CCRL2 fihrt das Binden von Chemerin, im Gegensatz zu den anderen beiden
Rezeptoren, nicht zu einer Kalziummobilisation. Auch kommt es nicht, wie bei &hnlichen
Rezeptoren (,,chemokine interceptors® genannt), zu einer Internalisierung desselben. Dies
fihrt zu der Annahme, dass CCRL2 Chemerin bindet, um die lokale Konzentration zu

erhéhen und es CMKLR1-Rezeptoren benachbarter Zellen zugénglich zu machen [30].

1.2.3 Die biologische Rolle

...in der Haut:

Wurde Chemerin urspringlich als erstes in der Haut entdeckt, so hat sich doch das

Hauptaugenmerk der Forschung auf seine Rolle im metabolischen Stoffwechsel und als
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Chemoattraktant gerichtet. Es scheint jedoch auch in der Haut eine immunmodulierende
Wirkung zu besitzen. So konnte nachgewiesen werden, dass humanes Kallikrein 7 (KLK7),
eine der am meisten vertretenen Proteasen in der Haut, Prochemerin zu aktivem
Chemerin156F prozessiert. Ist Prochemerin in gesunder Haut vor allem im Stratum basale der
Epidermis und KLK7 im Stratum corneum lokalisiert, so sind in Biopsien psoriatischer Haut
beide in der gesamten Epidermis zu finden. Die Aktivierung von Prochemerin konnte folglich
eine Rolle bei der Psoriasis spielen [31]. Auch besitzt Chemerin antimikrobielle
Eigenschaften. Chemerin-reiches Exsudat primarer Hautzellkulturen hemmt das
Bakterienwachstum und ebenso ist Chemerin in antibakteriell wirksamen Mengen in den
Uberstanden kultivierter Keratinozyten vorhanden. Hierbei scheint besonders der Bereich
Val®-P8 eine wichtige Rolle zu spielen. Bei der chemotaktischen Aktivitat von Chemerin
durch Binden an CMKLR1 scheint hingegen der Bereich F*4°-S'>" bedeutend zu sein, was

dafiir spricht, dass verschiedenen Proteinregionen verschiedene Funktionen zukommen [32].

...in der Immunabwehr:

Ob Chemerin im Immunsystem eine pro- oder anti-inflammatorische Rolle spielt wird
diskutiert. So sind signifikante Mengen an aktivem Chemerin im Aszites von Patienten mit
Ovarialkarzinom, Leberkarzinom oder ovariellem Hyperstimulationssyndrom ebenso wie in
der Synovialflussigkeit von Arthritispatienten zu finden. Auch scheint der Aktivitatsscore der
Rheumatoiden Arthritis mit den Mengen an Chemerin im Plasma zu korrelieren. Andererseits
konnte gezeigt werden, dass die intraperitoneale Applikation von Chemerin bei Mé&usen diese
vor Peritonitis schiitzt [21, 22].

...bei Adipositas und metabolischen Erkrankungen:

Adipokinen, vom Fettgewebe freigesetzte Signalmolekiile wie beispielsweise Adiponektin
oder Leptin, wird eine entscheidende Rolle bei der Pathophysiologie von Fettleibigkeit und
den damit verbundenen Folgeerkrankungen wie Diabetes mellitus Typ 2, NAFLD und
kardiovaskularen Erkrankungen zugesprochen. Auch Chemerin wird zu der Gruppe der
Adipokine gezéhlt und wird im Fettgewebe vor allem von Adipozyten exprimiert. Chemerin
spielt auch eine Rolle in der Reifung von Adipozyten. So verschlechtert ein knockdown von
Chemerin oder CMKLR1 mittels small hairpin RNA in 3T3-L1 Zellen, Zellen mit einem
Adipozyten-dhnlichem Phanotyp, deren Differenzierung. Auch fuhrt der knockdown von
Chemerin bei ausdifferenzierten Adipozyten zu einer Veranderung der Expression von Genen
mit einer Funktion im Glukose- und Lipidmetabolismus [33]. Ubereinstimmend hiermit

zeigten Ernst et al., dass CMKLR1 knockout Mause einen schlankeren Phé&notyp mit
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geringerer Korper- und Fettgewebsmasse zeigen. Dies flihrten sie auf eine verschlechterte
Adipogenese zuriick. Dariiber hinaus zeigten CMKLR17-Méause eine schlechtere
Glukosetoleranz, eine erniedrigte Glukose-stimulierte Insulinfreisetzung und eine erniedrigte
Glukoseaufnahme in Muskulatur und weilles Fettgewebe, was einen Zusammenhang
zwischen Chemerin beziehungsweise CMKLR1 und Diabetes mellitus Typ 2 nahelegt [34].
Diesen Ergebnissen widersprechend konnte in weiteren Experimenten mit CMKLR1™"-
Mausen gezeigt werden, dass der knockout keinen Einfluss auf die Glukosetoleranz und die
Morphologie des Fettgewebes hat [35] + [36]. Auch zeigten die Tiere ein erhohtes

Gesamtkorpergewicht und ein erhdhtes Gewicht des Fettgewebes [35].

1.2.4 Chemerin und die NAFLD

Sowohl Chemerin als auch der Chemerin-Rezeptor CMKLR1 konnten eine Rolle in der
Pathogenese der nicht-alkoholischen Fettlebererkrankung spielen.

So wurde von Kukla et al. 2010 festgestellt, dass die Menge an Chemerin im Serum sowohl
bei Patienten mit diagnostizierter NAFLD gegenuber gesunden Probanden als auch bei
Patienten mit einer NASH gegeniber Patienten mit einer reinen Steatose erhoht ist [37]. Dem
widersprechend ergaben Untersuchungen an einem weiteren NAFLD-Patientenkollektiv
keinen Zusammenhang zwischen der Menge an Chemerin im Serum und dem NAS. In diesen
Untersuchungen konnte jedoch eine signifikante Erhéhung der mRNA von sowohl Chemerin
als auch CMKLR1 in der Leber bei zunehmenden BMI-Werten und im Vergleich von
Patienten mit NASH zu Patienten ohne NASH festgestellt werden [38]. Die erhéhten mMRNA-
Werte von Chemerin in der Leber stehen dabei in Einklang mit Untersuchungen von
Krautbauer et al. 2013, die erhohtes Chemerin in der murinen NASH nachweisen konnten
[39]. Wéhrend in Adipozyten LPS und inflammatorische Zytokine eine Erhéhung von
Chemerin bewirken, zeigen diese Substanzen in Hepatozyten keinen Effekt. Deng et al.
wiesen nach, dass Chemerin in den Hepatozyten uber den farnesoid X receptor reguliert wird.
In dieser Arbeit zeigte sich jedoch eine erniedrigte Expression von Chemerin in der humanen
und murinen NASH [40]. Eine weitere, humane Studie zeigt ebenfalls erniedrigte
Chemerinkonzentrationen in Leberbiopsien von NASH-Patienten [41]. Die Regulation der

Chemerinexpression in hepatischen Sternzellen wurde bisher nicht untersucht.

In Einklang mit der obig beschriebenen, vermehrten Expression von CMKLR1 in der Leber
von Patienten mit NASH konnte von Zhang et al. gezeigt werden, dass ein Herunterregulieren
von CMKLR1 in Kupffer-Zellen mit Hilfe des Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase-Inhibitors

Wortmannin zu einer verminderten hepatischen Steatose und Entziindung bei Mé&usen unter
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Hochfettdiat fihrt [42]. Diesem positiven Zusammenhang zwischen NASH und CMKLR1
widersprechend, wurde in friheren Untersuchungen gezeigt, dass das CMKLR1-Protein in
der Leber von Patienten mit Fettleber erniedrigt ist und auch nicht mit dem BMI der Patienten
korreliert [26].

Die bisherigen Untersuchungen ergeben somit in Bezug auf die hepatische Expression von
Chemerin und CMKLR1 bei NAFLD beziehungsweise NASH widersprichliche Ergebnisse.

Zielsetzung dieser Arbeit war es, die hepatische CMKLR1-Expression in der humanen
NAFLD zu untersuchen. Es sollte hierbei geklart werden, ob CMKRL1 in der NAFLD
reguliert ist. Dies konnte ein erster Hinweis auf eine Funktion in dieser chronischen
Lebererkrankung sein.

Die zweite Zielsetzung der Arbeit war es die Regulation von CMKLRL1 in hepatischen
Sternzellen zu untersuchen. Hierbei sollte der Einfluss verschiedener Adipokine und
Entzindungsmediatoren mit bewiesener Rolle in der Pathogenese der NALFD geklart
werden. Neben CMKLR1 wurden auch die Proteinexpressionen von Chemerin bestimmt und
dessen Konzentrationen in den Zelluberstdnden gemessen. Diese Arbeiten sollten kléren, ob
eine differentielle Expression von CMKLR1 beziehungsweise Chemerin in der NALFD auf

eine veranderte Synthese in hepatischen Sternzellen zurilickzufuhren ist.



2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Verbrauchsmaterialien

Absaugpipette (5 ml)

Combitips
Dampfsterilisations-Indikatorband
ELISA-Platte (96 well)

Immun-Blot™ PVDF Membran (0,2 um)
LightCycler® Kapillaren (20 ul)
Parafilm

Pipettenspitzen

Reaktionsgefale (1,5 ml, 2,0 ml)
Schraubréhrchen (15 ml, 50 ml)
Serologische Einwegpipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)
Sterile Einmalspritzen (1,0 ml)

Sterile Filterspitzen (10 pl, 1250 ul)
Sterile Filterspitzen (100 ul, 200 pl)
Sterile Kanilen

Sterilfilter

Vakuum Sterifiltrationssystem (50 ml, 150 ml)
Wégeschélchen

Whatman GB003 0,8 mm
Zellkulturflasche (75 cm?, 175 cm?)
Zellkulturplatte (6 Well, 12 Well)

Zell Schaber

2.1.2 Gerate

Autoklav Systec VX 150

Blockthermostat BT 100

CCD-Kamera

Elektrische Pipettierhilfe Multipette® plus

18

BD Falcon
Eppendorf
Omnilab

Corning Costar®
Bio-Rad

Roche

Pechiney Plastic Packaging
Sarstedt
Eppendorf
Sarstedt

Sarstedt

Braun Injekt®-F
Sarstedt

Biozym Diagnostik
BD Mircolance™
Milipore
Millipore
Omnilab

VWR

Sarstedt

BD Falcon
Sarstedt

Systec
Kleinfeld Labortechnik
Rainbow

Eppendorf



Inkubationsschrank BBD 6220

Inkubationsschrank mit Umlaufschittler S150

iMark Microplate Reader

LightCycler® Real-Time RT-PCR mit Zubehor

Magnetrihrer MR 3000 D
Magnetruhrer/Heizplatte MR 3001 K
Mikroskop DM IL und Zubehor

Molecular Imager® ChemiDoc™ XRS System

(CCD-Kamerasystem)

Mr. Frosty™ Gefrierbehlter
Nanodrop ND 200

pH-Meter inoLab®

Power Supply Power Pac 200
Préazisionswaage 440-45N
Préazisionswaage PLE 200-3
Schittler Rotamax 120
SDS-Gelapparatur Minigel und Zubehor
Sicherheitswerkbank

Tischzentrifuge 5415 D
Tischzentrifuge 5424 R

Trans-Blot Cell Wet-Transferkammer
Ultraschallgerat mit Power Supply
UV-Flachenstrahler TFX-20 M
Vortexer Typ 54117

Vortexer VF2

Vortexer Vortex 1

Wasserbad WPE 45

Zellz&hlkammer, Tiefe 0,1 mm

Zentrifuge Megafuge 1.0 R

2.1.3 Chemikalien

Acrylamidlésung 40%

Ammoniumpersulfat (APS)

Heraeus Instruments
Stuart

Bio-Rad

Roche

Heidolph

Heidolph

Leica

Bio-Rad

Thermo Scientific
Thermo Scientific
WTW

Bio-Rad

Kern

Kern

Heidolph
Bio-Rad

Heraeus Instruments
Eppendorf
Eppendorf
Bio-Rad

Bandelin
MWG-Biotech
Heidolph

Janke und Kunkel
Ika

Memmert
Neubauer

Heraeus Instruments

Bio-Rad
Bio-Rad
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B-Mercaptoethanol

Biosafe™ Coomassie

Bisacrylamidldsung 2%

Bromphenolblau

BSA fir ELISA

Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail

Desoxycholat

Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM), 4,5 g/l Glucose
Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM), 4,5 g/l Glucose

Ethanol

Ethanol, technisch

Fetal bovine serum (FBS)

Glyzerin

Glyzin

Igepal

L-Glutamin
Magermilchpulver
Methanol, technisch

Natriumchlorid

Natriumdodecylsulfat (SDS)

N, N, N, N’, - Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Nukleasefreies Wasser

Penicillin/Streptomycin

PeqGOLD Proteinmarker

Phosphate buffered saline (PBS) Dulbecco
PhosSTOP Phosphatase Inhibitor Cocktail

Schwefelsaure, rauchend

Tris-HCL

Tris-NH3

Sigma

Bio-Rad

Bio-Rad

Sigma

Sigma

Roche

Sigma

Biochrom

Merck

Merck
Chemikalienausgabe
Biochrom

Merck

Merck

Sigma
Invitrogen/Gibco
Frema
Chemikalienausgabe
Merck

Merck

Merck

Promega

Pan Biotech
Peglab

Sigma

Roche

Merck

Merck

Merck

20
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Tween® 20 Sigma

2.1.4 Puffer und Lésungen

Im Folgenden werden die Zusammensetzungen der selbst gemischten Puffer und Lésungen

aufgefuhrt. Wenn nicht anders angegeben, wurden diese bei Raumtemperatur gelagert.
2.1.4.1 Lo6sungen fur Arbeiten mit Protein

2.1.4.1.1 Losungen fur die Herstellung von Proteinextrakten

RIPA-Lysepuffer:

NaCl, 3 M Stammlésung 16,5 ml
Igepal 3,30 ml
Desoxycholat 165 ¢

SDS, 20%ige Stammldsung 1,65 ml
Tris, 1M Stammlésung pH 7,5 16,5 ml

ad 0,30 IddHz0

Der RIPA-Lysepuffer wurde bei 4°C aufbewahrt. Vor Verwendung wurden zu jeweils 10 ml
RIPA-Puffer eine Tablette Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail und PhosStop
Phosphatase Inhibitor Cocktail frisch zugegeben.

2.1.4.1.2 Lo6sungen fur die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

SDS-Gellaufpuffer, 10-fach:

Glyzin 122 g
Tris-NH3 30 g

SDS, 20% Stammldsung 50 ml

ad 1 IddH20

Losung fir 15%ige Trenngele:

Acrylamid 40% 450 ml
Bisacrylamid 2% 10,5 ml
Tris-HCI, 3 M Stammlésung pH 8,7 15,0 ml
SDS, 20%ige Stammldsung 0,60 ml
ddH20 59,0 ml

Losung fiir 5%ige Sammelgele:
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Acrylamid 40% 50 ml
Bisacrylamid 2% 2,6 mi
Tris-HCI, 3 M Stammlésung pH 6,8 50 ml
SDS, 20%ige Stammldsung 0,2 ml
ddH20 24,0 ml

Acrylamid und Bisacrylamid wurden ebenso wie die Losungen fir die 15%igen Trenngele
und die 5%igen Sammelgele bei 4°C gelagert. Um die Polymerisation zu starten, wurde zu
der Losung fur Trenngele bei der Gelherstellung frisch 10%ige APS-Lésung in einem
Verhaltnis 1:100 und TEMED in einem Verhéltnis von 1:333 zugegeben. Zu der Ldsung fur
Sammelgele wurde 10%ige APS-LoOsung in einem Verhaltnis von 1:200 und TEMED in
einem Verhaltnis von 1:333 zugegeben.

SDS-Probenpuffer (5xLadmmli), 5-fach:

Glyzerin 20% 50 ml
1 M Tris-HCI, pH 6,8 0,3 ml
-Mercaptoethanol 1,0 ml
SDS, 20%ige Stammldsung 2,0 ml
Bromphenolblau 0,025 ¢

ad 10,0 ml ddH20

Der SDS-Probenpuffer wurde in einem Verhéltnis von 1:5 zu den Proteinlysaten zugegeben.

2.1.4.1.3 Lo6sungen fur das Western Blotting

Tank-Puffer, 10-fach:

Glyzin 140 ¢
Tris-NH3 30 g
SDS 5 ¢

ad 1 [1ddH20

Wet-Transfer-Puffer:

Methanol (technisch) 200 ml
Tank-Puffer, 10-fach 80 mi
ad 1 1ddH20

TBS, pH 7,6; 10-fach:
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NaCl 80 g
Tris-HCI 315 ¢
ad 1 1ddH20

Das Einstellen des pHs erfolgte mit Hilfe von NaOH.

IBS-T:
TBS, pH 7,6; 10-fach 100 ml
Tween® 20 1 ml

ad 1 1ddH.0
Blockierldsung:
Magermilchpulver 50

ad 100 ml TBS-T

Die Lagerung der Blockierlosung erfolgte bei 4°C.

2.1.4.1.4 Antikdrperlésung

BSA-TBS-T:

BSA 75 ¢
Natriumazid 05 ¢
Tween® 20 05 mil

ad 05 ITBS

Die Antikorperlosung wurde steril filtriert und bei 4°C gelagert.

2.1.4.1.5 Antikorper

Nachfolgend sind die fur diese Arbeit verwendeten Antikérper mit Spezies, aus denen sie
gewonnen wurden, und Bezugsfirma aufgefihrt. Die priméaren Antikérper wurden in einem
Verhaltnis von 1:1000 in Antikorperlosung verdinnt, die sekunddren Antikdrper in einem
Verhéltnis von 1:5000 in Blockierldsung.

Antikorper Spezies Firma

Anti-CMKLR1 Kaninchen Abcam
Anti-Chemerin Ziege R&D Systems
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Anti-GAPDH Kaninchen Cell Signaling Technologies

Tabelle 1: Liste aller in dieser Arbeit verwendeten primaren Antikdrper.

Antikorper Spezies Firma
Anti-Kaninchen HRP-konjugierter AK Esel Jackson Immuno Research
Anti-Ziege HRP-konjugierter AK Kaninchen Jackson Immuno Research

Tabelle 2: Liste aller in dieser Arbeit verwendeten sekundéren Antikorper.

2.1.4.1.6 Losungen fur ELISA

Waschpuffer:
Tween® 20 05 mi

ad 1 IPBS

Reagent Diluent:
BSA 590
ad 0,5 IPBS

Die Losung wurde steril filtriert und bei 4°C gelagert.

Substratlésung:

Es wurde das Substrat Reagent Pack von R&D Systems verwendet. Dieses enthalt zwei

Losungen (Wasserstoffperoxid und Tetramethylbenzidin), die in einem Verhéltnis von 1:1

gemischt wurden.

Stopplésunag:
Schwefelsdure (rauchend) 570 ml

ad 50 mlddH.0

Verdiinnung des Standards, der Antikorper und des HRP-Streptavidin-Konjugats:

Der entsprechende Standard, der Detection Antibody und das HRP-Streptavidin-Konjugat

wurden den Angaben des Herstellers folgend in Reagent Diluent verdinnt. Der Capture

Antibody wurde in PBS verdinnt.

Verdiinnung der Proben:

Die Proben wurden den Angaben des Herstellers folgend in Reagent Diluent verdiinnt.
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2.1.4.2 Losungen fur Arbeiten mit RNA

75%iqges Ethanol:
Ethanol 750 ml

Nukleasefreies Wasser 250 ml

2.1.5 Kit-Systeme

Nachfolgend sind alle verwendeten Kit-Systeme und deren Bezugsfirmen aufgefihrt.

Kit-System Firma

Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent GE Healthcare

BCA Protein Assay Kit Pierce

Duo Set® ELISA Development System human Chemerin R&D Systems
LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green | Roche
Reverse Transcription System Promega

Tabelle 3: Liste aller in dieser Arbeit verwendeten Kit-Systeme.

2.1.6 Oligonukleotide

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion (Planegg-Martinsried)
synthetisiert. Ihre Spezifitdt wurde durch Sequenzierung des amplifizierten DNA-Abschnitts
durch die Firma GeneArt AG (Regensburg) sichergestellt.

Oligonukleotid Sequenz (52> 3)

CMKLR1_uni ACC TGC ATG GGA AAATAT CCT
CMKLR1_rev GAG GTT GAG TGT GTG GTA GGG
18S rRNA_uni GATTGATAGCTCTTT CTC GAT TCC
18S rRNA _rev CAT CTA AGG GCATCA CAG ACC

Tabelle 4: Liste aller in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide.
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2.1.7 Zellen

Die verwendeten Zellen wurden bei 37°C und 5% CO»-Gehalt kultiviert.

Zellart Beschreibung Bezugsquelle
LX-2-Zelllinie Zelllinie humaner Sternzellen Merck
Primdre humane Sternzellen Isoliert aus den Uberstinden Hepacult

primérer humaner Hepatozyten

Tabelle 5: Liste der in dieser Arbeit verwendeten humanen Zellen.

2.1.8 Wachstums- und Stimulationsmedien

Fur die primdaren humanen Sternzellen wurde DMEM mit 4,5 g/l Glukose (Biochrom,
Katalognummer: FG 0435), versetzt mit 10% fetalem Kaélberserum (FBS) und 1%
Penicillin/Streptomycin, als Wachstumsmedium verwendet. Fir die Stimulationen wurde
DMEM mit 4,5 g/l Glukose (Biochrom, Katalognummer: FG 0435), versetzt mit 1%
Penicillin/Streptomycin, verwendet.

Fur Zellen der LX-2-Zelllinie wurde DMEM mit 4,5 g/l Glukose (Merck, Katalognummer:
SLM-021-B), versetzt mit 2% FBS, 1% Glutamin und 1% Penicillin/Streptomycin, als
Wachstumsmedium verwendet. Fir die Stimulationen wurde DMEM mit 4,5 g/l Glukose
(Merck, Katalognummer: SLM-021-B), wversetzt mit 1% Glutamin und 1%
Penicillin/Streptomycin, verwendet.

Eine Ausnahme bildeten sowohl bei den primdren humanen Sternzellen als auch bei den LX-
2-Zellen Stimulationen mit LPS. Hier wurde zum Stimulieren das jeweilige

Wachstumsmedium verwendet.

2.1.9 Stimulanzien

Aufgefihrt sind die Zytokine und Lipopolysacharid, mit denen im Rahmen dieser Arbeit

Zellen inkubiert worden sind.

Stimulanz Bezugsfirma Katalognummer
IL-6 R&D Systems 206 IL-010/CF
Leptin R&D Systems 398-LP-01M
LPS Sigma L6529-1MG
TGF-p R&D Systems 240-B-002/CF
TNF-o R&D Systems 210-TA-005/CF

Tabelle 6: Die in dieser Arbeit fiir Stimulationsversuche verwendeten Substanzen.
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2.1.10 Patientenkollektiv

Das Kollektiv umfasst 118 Leberproben von Patienten, bei denen im Rahmen einer
Leberteilresektion eine Probe aus gesundem Lebergewebe entnommen worden ist. Die
Gesamt-RNA und die anonymisierten Patientendaten wurden uns von Herrn Prof. Dr. Thomas
Weiss zu Verfligung gestellt. Eine nahere Charakterisierung der Kohorte sowie eine
ausfihrliche Tabelle finden sich unter 3.1 im Ergebnisteil. Das schriftliche Einverstandnis der
Patienten liegt vor.

2.2 Methoden

2.2.1 Arbeiten mit Zellen

2.2.1.1 Primare hepatische Sternzellen

Um eine reine Kultur primérer hepatischer Sternzellen (HSCs) zu erhalten, mussten diese aus
den Uberstanden humaner Hepatozyten isoliert werden. Die Uberstande stammten von der
Firma Hepacult. Im ersten Schritt wurden die Uberstinde auf 50 ml Schraubréhrchen
aufgeteilt und bei 700facher Erdbeschleunigung fir 7 Minuten zentrifugiert. Der entstandene
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 10 ml DMEM, versetzt mit 10% FBS und 1%
Penicillin/Streptomycin, resuspendiert. Hierbei wurden die Suspensionen von zweli
Schraubréhrchen zusammengenommen. Nach Uberfiihren in eine Zellkulturflasche wurde der
Uberstand nach einer Stunde abgesaugt und 12 ml DMEM (+ 10% FBS, + 1%
Penicillin/Streptomycin) wurden hinzugegeben. Zu diesem Zeitpunkt hatten sich die HSCs
bereits am Boden der Zellkulturflasche abgesetzt. Nach 24 Stunden wurde das Medium
gewechselt und dabei die Flaschen stark geklopft und der Flaschenboden mit der Stripette
kraftig gespult, um alle anderen Zellen neben den sehr fest sitzenden Sternzellen zu entfernen.
Die ersten vier Tage erfolgte ein taglicher Mediumswechsel. Nach ein- bis zweimaligem
Passagieren erhielt man eine reine Kultur von HSCs. Das Kultivieren der HSCs erfolgte in
175 cm?-Zellkulturflaschen.

2.2.1.2 LX-2 humane hepatische Sternzelllinie

Die Zellen der LX-2-Zelllinie stammen von der Firma Merck Millipore. Bei diesen Zellen
handelt es sich um immortalisierte humane hepatische Sternzellen [43]. Die Kultivierung der
LX-2-Zellen erfolgte in 75 cm?-Zellkulturflaschen.
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2.2.1.3 Zellen auftauen

Sowohl die HSCs als auch die LX-2 humanen hepatischen Sternzellen wurden in
Kryorohrchen bei -80°C aufbewahrt und musste aufgetaut werden. Hierzu wurde die
gefrorene Zellsuspension schonend mit Hilfe einer 1250 ul Pipette in 10 ml 37°C warmem
DMEM, versetzt mit 10% FBS und 1% Penicillin/Streptomycin, aufgenommen. Nach
Zentrifugieren bei 1200 rpm fiir 5 Minuten wurde der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet
in 10 ml 37°C warmem DMEM (+ 10% FBS, + 1% Penicillin/Streptomycin) resuspendiert.
Diese Suspension wurde in eine geeignete Kulturflasche tberfiihrt und die notwendige Menge

an Nahrmedium noch erganzt.

2.2.1.4 Zellkultivierung

Um die Bedingungen fur ein optimales Zellwachstum zu schaffen, wurden diese in einem
Brutschrank bei 37°C und 5% CO- kultiviert. Das Medium wurde alle zwei bis drei Tage
gewechselt. Waren die Zellen mehr als 80% konfluent, wurden sie passagiert. Fur die
Zusammensetzung der Nahrmedien der HSCs und der LX-2 Zelllinie siehe Abschnitt ,,2.1.8
Wachstums- und Stimulationsmedien®. Beide Medien enthielten Penicillin/Streptomycin, um
eine bakterielle Kontamination zu vermeiden, und FBS, das eine Vielzahl flr das

Zellwachstum notwendiger Proteine enthdlt.

2.2.1.5 Zellpassagierung

Nach Abnahme des Ndhrmediums und einmaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen mit
Trypsin, einer Protease, bei 37°C inkubiert. Hierbei wurden fiur eine Zellkulturflasche mit
HSCs 9 ml Trypsin verwendet und die Flasche wurde fur 10 Minuten inkubiert. Flr eine
Zellkulturflasche mit LX-2-Zellen wurden 3 ml Trypsin verwendet und die Inkubationszeit
betrug 5 Minuten. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen durch kraftiges
Klopfen vom Flaschenboden gelést und das Trypsin durch Zugabe von Nahrmedium
abgestoppt (21 ml Medium bei den HSCs, 7 ml bei den LX-2-Zellen). Die Zellsuspension
wurde daraufhin in ein Schraubréhrchen dberfihrt und fur 5 Minuten bei 1200 rpm
zentrifugiert. Der Uberstande wurde verworfen und das Zellpellet in frischem Medium

aufgenommen. Die Zellsuspension wurde auf frische Zellkulturflaschen aufgeteilt.

2.2.1.6 Zellzdhlung

Die Zellen wurden im Rahmen der Zellpassagierung gezahlt. Die Zellzahlung erfolgte

nachdem das Zellpellet in frischem Medium aufgenommen worden war und bevor die
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Zellsuspension auf frische Kulturflaschen aufgeteilt wurde. Hierzu wurden 10 pl der
Zellsuspension in der Neubauer-Zahlkammer ausgezéhlt und so die Konzentration an Zellen
ermittelt. Bei der Neubauer-Zahlkammer handelt es sich um eine 5 mm dicke Glasplatte, die
einem Objekttréager ahnelt. Auf der Oberflache befinden sich eingeschliffene Quadranten und
nach Auflegen des Deckglases ergibt sich zwischen diesen und der Oberflache der Glasplatte
ein definierter Zwischenraum, in den 10 pl der auszuz&hlenden Zellsuspension pipettiert
werden. Es werden 16 der Kleinquadrate ausgezéhlt. Um die Zellzahl pro Milliliter zu

erhalten, muss die gezahlte Zahl an Zellen mit dem Faktor 10.000 multipliziert werden.

2.2.1.7 Zellstimulation

Fur die Stimulationsversuche wurden HSCs oder LX-2-Zellen in 6-Well Platten
beziehungsweise 12-Well Platten ausgeséat. Die Zellzahl pro Well betrug bei einer 6-Well
Platte 1 Millionen Zellen, bei einer 12-Well Platte 500.000 Zellen. Den Zellen wurde 24
Stunden Zeit gegeben, sich am Boden des Wells festzusetzen. Bei allen Stimulationen, auf3er
bei denen mit LPS, wurden die Zellen vor der Stimulation mit dem entsprechenden
Stimulationsmedium fur 24 Stunden ohne Serum kultiviert. Bei Stimulationen mit LPS wurde
Serum zugesetzt, da hier wichtige Faktoren fur dessen biologische Wirkung enthalten sind.
Die Stimulation erfolgte immer fir 24 Stunden bei 37°C. Das Stimulanz wurde in einem
geeigneten Losungsmittel geldst und in entsprechender Menge dem Stimulationsmedium
zugegeben. Bei jeder Stimulation wurde in  mindestens einem Well eine
Losungsmittelkontrolle durchgefiihrt. Die genannten Zellen wurden mit IL-6, Leptin, LPS,
TNF-o und TGF- stimuliert. Bevor die Zellen nach der Stimulation geerntet wurden, wurde
das Medium, das die Zellen bedeckt, abgenommen. Mit diesen Uberstanden wurde im
Anschluss ein LDH-Assay durchgefiihrt und sie wurden bei -20°C fir weitere

Untersuchungen aufbewahrt.

Stimulanz: Stimulationskonzentrationen: (nach [26, 39])
IL-6 (geldst in PBS) 5 ng/ml; 10 ng/ml; 20 ng/ml;

Leptin (gel6st in 20 mM Tris-HCI pH 8,0) 4 ng/ml; 10 ng/ml; 20 ng/ml;

LPS (gelost in ddH20) 1 pg/ml; 10 pg/ml;

TNF-a (geldst in PBS) 0,5 ng/ml; 2 ng/ml; 4 ng/ml,

TGF-B (gel6st in 4 mM HCI mit 0,1% BSA) 5 ng/ml; 7 ng/ml; 10 ng/ml;

Tabelle 7: Die in dieser Arbeit fiir Stimulationsversuche verwendeten Lésungsmittel und Konzentrationen der
Substanzen.
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2.2.1.8 Laktat-Dehydrogenase Zytotoxizitats-Assay

Zytotoxizitats-Nachweise dienen dazu, den toxischen Effekt von Substanzen auf Zellen zu
untersuchen. Bei dem Laktat-Dehydrogenase Zytotoxizitats-Assay (LDH-Assay) wird hierzu
das Enzym Laktat-Dehydrogenase gemessen, da dieses in vitalen Zellen nur im Zytoplasma
vorkommt. Kommt es zu einer Zellschadigung, geht dies mit einem Integritatsverlust der
Zellmembran einher und Laktat-Dehydrogenase wird freigesetzt. Die freigesetzte Laktat-
Dehydrogenase reduziert zugegebenes Tetrazoliumsalz zu Formazan. Dessen Konzentration
kann photometrisch bei 490 nm gemessen werden, da das Extinktionsmaximum von
Formazan bei 492 nm liegt. Auf diese Weise kann auf die LDH-Konzentration
zuriickgeschlossen werden.

Der Assay wurde in einer 96-Well Platte durchgefihrt. Die Nahrmediums-Uberstande der
Zellstimulationen wurden zuvor fir 5 Minuten bei 4000 rpm und 4°C zentrifugiert und das
entstandene Pellet, bestehend aus Zellen beziehungsweise Zelltrimmern, wurde verworfen.
Es wurden pro Well zu 50 pl zellfreiem Uberstand 50 pl des entsprechenden
Stimulationsmediums und 100 pl Reaktionsgemisch des Kits hinzupipettiert. ES wurden
Doppelwerte angefertigt. Der Blank bestand aus 100 pl Stimulationsmedium und 100 pl
Reaktionsgemisch. Nach Hinzugabe des Reaktionsgemischs wurde die Extinktion nach 30

Minuten Inkubation bei Raumtemperatur gemessen.

2.2.1.9 Zellen einfrieren

Zellen wurden in entsprechendem Nahrmedium, versetzt mit 40% FBS und 10%
Dimethylsulfoxid (DMSO), bei -80°C fur spatere Experimente eingefroren. Hierbei wurde
eine Anzahl von circa 2 Millionen Zellen pro Kryordhrchen aliquotiert. Um ein langsames

Einfrieren der Proben zu erreichen, wurde ein Mr. Frosty Freezing Container verwendet.
2.2.2  Arbeiten mit DNA

2.2.2.1 Real-Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

Bei der Real-Time PCR handelt es sich um eine Abwandlung der Polymerase-Kettenreaktion
(engl. polymerase chain reaction), die DNA in Echtzeit quantifiziert. Ermoglicht wird dies
durch den Fluoreszenzfarbstoff SYBR-Green (LightCyler® FastStart DNA Master SYBR
Green | Kit), der ausschliel3lich in doppelstrangige DNA interkaliert. Mit jedem Zyklus der
Polymerase-Kettenreaktion und der damit verbundenen Zunahme an DNA steigt proportional
auch die Fluoreszenz. Das fir die Reaktion nétige Reaktionsgemisch wurde zusammen mit

der zu analysierenden DNA-Probe in eine dinne Glaskapillare pipettiert.
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Ein Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen:

ddH.O 11,6 pl
MgCl2 (25 mM) 2,4 ul
universe Primer (5 pmol/ul) 1pl
reverse Primer (5 pmol/ul) 1l
LightCyler-Mix (Roche) 2 ul
cDNA 2 ul

Der LightCyler-Mix der Firma Roche enthélt den Fluoreszenzfarbstoff SYBR-Green |,
Reaktionspuffer, Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs) und die HotStart Tag-
Polymerase. Ein Zyklus der PCR besteht aus den drei Phasen Denaturierung (95°C, 15 s),
Annealing (62°C, 10 s) und Elongation (72°C, 10 s). Die Messung der Fluoreszenz erfolgt bei
jedem Zyklus nach der Elongationsphase bei 512 nm und einer fir das jeweilige DNA-
Produkt geeigneten Temperatur. Dadurch wird verhindert, dass auch die Fluoreszenz von
Primer-Dimeren gemessen wird, da diese bei einer héheren Temperatur nicht mehr als
Doppelstrang vorliegen. Entscheidend fur die Quantifizierung der DNA sind die crossing
point (cp) Werte. An Hand dieser und einer Standardkurve kann die Menge an gebildeter
DNA als ein Zahlenwert angegeben werden. Je nach Gen ist eine bestimmte Anzahl an
Zyklen notwendig. Dieser Abfolge von Zyklen geht die Aktivierung der HotStart Tag-
Polymerase mit 10 min bei 95°C voraus. Im Anschluss an die Zyklen erfolgt ein
Aufschmelzen der entstandenen DNA-Fragmente. Dies geschieht durch langsames Erhdhen
der Temperatur von 60°C auf 95°C unter stdndigem Messen der Fluoreszenz. Wurde nur der
gewunschte DNA-Abschnitt vervielfaltigt, so kann bei einer spezifischen Temperatur ein
schlagartiger Abfall der Fluoreszenz beobachtet werden. Die doppelstrangige DNA wurde
aufgeschmolzen und der Farbstoffe SYBR® Green | kann sich nicht mehr in diese einlagern.
Die Schmelzkurve ist die Qualitatskontrolle der Real-Time PCR. Neben dem Zielgen muss
noch ein sogenanntes housekeeping Gen untersucht werden, das in den verschiedenen Proben
nicht reguliert und somit nicht in signifikant unterschiedlicher Menge vorhanden ist. Die
ermittelten Zahlenwerte je Zielgenprobe kdnnen nun auf diesen housekeeper normalisiert und

die daraus resultierenden Werte miteinander verglichen werden.
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2.2.3 Arbeiten mit RNA

2.2.3.1 Konzentrationsbestimmung von RNA

Die Konzentrationsbestimmung von RNA erfolgte spektralphotometrisch. So besitzen
Nukleinsduren ein Absorptionsmaximum bei 260 nm. Die Messung erfolgte neben dieser
Wellenldnge auch bei 280 nm, wo sich das Absorptionsmaximum von Proteinen befindet. Um
Information ber die Reinheit der vorliegenden RNA zu erhalten, wurde der Quotient aus der
optischen Dichte bei 260 nm (OD2s0) und der optischen Dichte bei 280 nm (OD2go) gebildet.
Bei reiner RNA liegt dieser bei circa 2. Eine OD2so Von 1 entspricht einer RNA-Konzentration

von 40 pg/ml. Hieraus leitet sich die Formel zur Berechnung der RNA-Konzentration ab:

Konz [%] = 0Dy4p X 40% X Verdiinnungsfaktor

2.2.3.2 Reverse Transkription

Um die RNA analysieren zu kénnen, beispielsweise mit Hilfe der Real-Time PCR, muss diese
in komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben werden. Dies geschieht mit Hilfe des
Enzyms Reverse Transkriptase, welches zu RNA komplementére, einzelstrangige DNA
bildet. Fir die Umschreibung wurde das Reverse Transcription System von Promega
verwendet. Als Startpunkte fir die Reverse Transkriptase dienten Random Hexamer Primers,
die sich an die entsprechenden Sequenzen der RNA anlagerten.

Die Zusammensetzung eines Reaktionsansatzes sah folgendermalien aus:

RNA (1 pg) in nukleasefreiem H.O 21,5 pl
MgCl2 (25 mM) 8 ul
dNTP-Mix (10 mM) 4 ul
10x RT-Puffer 4 ul
Random Hexamer Primer (0,5 pg/ul) 1l
RNAsin Ribonuklease-Inhibitor (40 U/ul) 1l
Reverse Transkriptase (25 U/ul) 0,5 ul

Der beschriebene Ansatz wurde eine Stunde bei 42°C inkubiert und anschliel3end flr funf
Minuten bei 95°C abgestoppt. Die gewonnene cDNA wurde bei -20°C gelagert.
Die RNA-Proben aus den Lebergeweben der Patienten wurden alle gleichzeitig in cDNA

umgeschrieben, um mdoglichst identische Bedingungen zu gewahrleisten.
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2.2.4 Arbeiten mit Protein

2.2.4.1 Proteinisolierung aus Zellen

Die Proteinisolierung erfolgte mit RIPA (radioimmunoprecipitation assay buffer), versetzt
mit einem Mix aus Protease- und Phosphataseinhibitoren. Der RIPA-Puffer dient dabei der
Lyse der Zellen, indem er die Detergenzien Natriumdodecylsulfat und Natriumdeoxycholat
enthalt.

Aus dem Well der 6- oder 12-Well Platte wurden die Zellen nach Abnahme des N&hrmediums
mit Hilfe von PBS und einem Zellschaber gelést. Um die Zellen zu sammeln, wurde die
Suspension fur 5 Minuten bei 4000 rpm und 4°C und flr eine Minute bei 8000 rpm und 4°C
zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde anschlieend in 50 pl RIPA, versetzt mit
Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail und PhosStop Phosphatase Inhibitor Cocktail,
gelost. Um die genomische DNA zu scheren, wurden die Proben einmal fir 10 Sekunden mit
Ultraschall behandelt. Durch Zentrifugieren bei 4000 rpm flr die Dauer von 5 Minuten
sammelten sich die Zelltrimmer in einem Pellet. Der Uberstand mit Protein wurde

abgenommen und bei -20°C aufbewahrt.

2.2.4.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe eines Bicinchoninséure (BCA)-
Assays. Bicinchoninsgure bildet mit einwertigen Kupferionen eine Komplexverbindung
violetter Farbe. Bei dem BCA-Assay reagieren zweiwertige Kupferionen quantitativ mit den
Proteinen der Probe zu einwertigen lonen. Diese bilden nun mit Bicinchonin eine
Komplexverbindung, deren Absorption bei 540 nm gemessen wird. Mit Hilfe von
Standardproben bekannter Konzentrationen kann eine Standardkurve erstellt werden.

Es wurde das BCA Protein Assay Kit von Pierce verwendet. Der BCA-Assay wurde in einer
96-Well Platte pipettiert. Die Proben wurden zuvor in PBS 1:10 verdunnt und es wurden
Dreifachwerte zu je 10 pl angefertigt. Nach Zugabe von 200 ul der Mischung aus
Kupfer(Il)sulfat und Bicinchoninsdure wurde der Ansatz fur 30 Minuten bei 37°C inkubiert
und anschlieRend bei 540 nm gemessen. Die Proteinkonzentrationen der Proben wurden mit

Hilfe der Absorption und der Standardkurve errechnet.

2.2.4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese handelt es sich um ein von Ulrich Laemmli
entwickeltes VVerfahren zum Auftrennen von Proteinen nach ihrer GroRe. Bei dem Gel, in dem

die Auftrennung erfolgt, handelt es sich um ein diskontinuierliches Gel. Der untere Bereich,
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das Trenngel, dient zum Auftrennen der Proteine nach ihrer Gro3e. Den oberen Gelbereich
bildet das sogenannte Sammelgel. In diesem werden die Proteine, bevor sie in das Trenngel
eintreten, konzentriert. Das Sammelgel weist aus diesem Grund eine grof3ere PorengroRe als
das Trenngel auf. Vor jeder Gelelektrophorese wurden die Gele neu hergestellt. Hierzu wurde
zuerst das Trenngel zwischen zwei abgedichtete Glasplatten definierten Abstands gegossen.
Durch radikalische Polymerisation polymerisierte das Gel innerhalb von circa 10 Minuten
aus, so dass das Sammelgel auf das feste Trenngel gegossen werden konnte. Ein Probenkamm
wurde in dieses mit eingesetzt. Die Gelldsungen bestanden aus Acrylamid, dem eigentlichen
Gelbildner, Methylenbisacrylamid, das zur Quervernetzung dient, Wasser und SDS. Um die
Polymerisation zu starten, wurden Tetramethylethylendiamin (TEMED) als Katalysator und
Ammoniumpersulfat (APS) als Radikalstarter zugesetzt. Waren beide Gelbereiche
auspolymerisiert, wurde der Probenkamm vorsichtig entfernt und das Gel in die
Elektrophoreseapparatur eingesetzt.

Um eine Auftrennung nach Proteingrde zu erreichen, missen die Proteinproben vor dem
Gellauf speziell vorbereitet werden. SDS Uberdeckt die Eigenladung der Proteine und fiihrt zu
einer negativen Ladung, die proportional zum Molekulargewicht ist. B-Mercaptoethanol
spaltet Disulfidbriicken. Beides ist in dem SDS-Probenpuffer (5xLammli) enthalten, der zu
den Proteinproben hinzupipettiert wurde. Die Proben-Puffer-Mischung wurde fiir 5 Minuten
bei 95°C inkubiert. Dies diente dem Aufbrechen der Tertidr- und Sekundarstruktur und fiihrte
zusammen mit den beiden Reagenzien zu einer Linearisierung der Proteine. Erst so ist ein
Auftrennen dieser nach Kettenlange und somit nach Molekilmasse im Gel mdglich.

Die vorbereiteten Proben wurden in die Probentaschen des Sammelgels pipettiert. Es wurden
15 pg Protein pro Tasche eingesetzt. Auf jedem Gel erfolgte parallel die Auftrennung einer
Standardprobe, um die GroRe der aufgetrennten Proteine abschatzen zu koénnen. Fir die
elektrophoretische Auftrennung wurde das beladene Gel in SDS-Laufpuffer eingelegt. Die

Stromstarke betrug konstant 25 mA fir 70 Minuten.

2.2.4.4 Western Blotting (Wet Transfer Verfahren) und immunologischer Nachweis

Ziel des Western Blottings ist es, Proteine auf eine Tradgermembran zu Ubertragen und sie so
weiteren Untersuchungen, hier dem immunologischen Nachweis der Proteine, zugénglich zu
machen. Die zuvor mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine
besitzen durch die Behandlung mit SDS eine negative Ladung und wandern somit in einem
elektrischen Feld Richtung Anode. Dies macht man sich zunutze, indem man Gel und

Tragermembran nebeneinander senkrecht in ein elektrisches Feld einbringt und die Proteine
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aus dem Gel auf die Membran wandern l&sst. In der vorliegenden Arbeit wurde das Wet
Transfer Verfahren verwendet. Bei der Tragermembran handelte es sich um
Polyvinylidenflourid (PVDF)-Membranen.

Die PVDF-Membran wurde vor dem Blotting in Methanol und Wet Transfer Puffer, das
Polyacrylamid-Gel mit den aufgetrennten Proteinen nur in Wet Transfer Puffer aquilibriert.
Diese bildeten zusammen mit Whatman-Papieren und zwei Vlies die Bestandteile des
sogenannten ,,Sandwiches”, dessen Aufbau in Abbildung 3 gezeigt ist. Der gezeigte
,,Sandwich* wurde in die Blotting-Apparatur, geftllt mit Wet Transfer Puffer, eingebracht.
Wahrend des Blottens wurde die Apparatur durch eine Wasserkiihlung gekihlt. Die Spannung
betrug konstant 80 V fiir 90 min.

Um Informationen (ber die aufgetragenen Proteinproben zu erhalten, werden die

gewilnschten Proteinbanden auf der Membran mit Hilfe |- Vlies
spezifischer Antikdrper identifiziert. Dabei bindet ein Filterpapier
primérer Antikorper spezifisch an ein Protein. Er selbst wird ]\GA;mbm"
wiederum von einem sekund&ren Antikorper gebunden, an Pilterpanise
den ein Reporterenzym gekoppelt ist. In der vorliegenden [-eoeeeeecmecnennnee. Vlies

Arbeit handelte es sich hierbei um Meerrettichperoxidase Abbildung 3:  Aufobau  des
"Sandwiches” bei dem Wet

(HRP). Diese katalysiert die Reaktion des in dem Transfer Verfahren des Western
Entwicklungsreagenz vorhandenen Luminols mit plottings.

Wasserstoffperoxid, bei der blauliches Licht ausgesendet wird, das detektiert werden kann.
Um ein unspezifisches Binden des priméren Antikorpers zu verhindern, wurde nach dem
Blotvorgang die Membran fir eine Stunde in Blockierlosung inkubiert. Nach vier mal 15
Minuten Waschen mit TBS-T wurde die Membran mit dem priméren Antikorper Gber Nacht
bei 4°C inkubiert. Nach drei mal 10 Minuten Waschen mit TBS-T wurde sie fur 1 Stunde bei
Raumtemperatur mit dem sekundéaren Antikorper inkubiert. Nach drei mal 10 Minuten
Waschen mit TBS-T und zwei mal 5 Minuten Waschen mit TBS wurde das
Entwicklungsreagenz (Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent von GE
Healthcare) auf die Membran aufgetragen. Die Chemilumineszenz wurde mit Hilfe des CCD-
Kamerasystems des Molecular Imagers ChemiDoc XRS+ (BioRad) gemessen. Die
Detektionszeit betrug dabei, je nach Intensitat des Signals, zwischen 30 Sekunden und 30

Minuten.
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2.2.4.5 Coomassie Farbung

Im Anschluss an die Immunodetektion der zu untersuchenden Proteine wurden die aus dem
Western Blot Verfahren erhaltenen Membranen mit Coomassie Brillant Blau angefarbt. Bei
Coomassie Brillant Blau handelt es sich um einen Triphenylmethanfarbstoff. Dieser farbt
Proteine unspezifisch an, indem er sich an ihre basischen Seitenketten anlagert. Die
Nachweisgrenze fir das verwendete Coomassie Brillant Blau G-250 liegt bei 0,5 pg Protein
pro Bande. Die Membranen wurde so lange in Coomassie Brillant Blau inkubiert, bis sich die
Banden deutlich abzeichneten. AnschlieRend wurden sie bis zum gewiinschten Farbegrad mit
ddH20 entfarbt, mit Hilfe des Molecular Imagers ChemiDoc XRS+ (BioRad) fotografiert und
zwischen zwei Whatman-Papieren getrocknet.

2.2.4.6 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Bei dem ELISA handelt sich um ein antikdrperbasiertes Nachweisverfahren mit dem eine
Substanz, beispielsweise ein Hormon oder ein Virus, in einer flissigen Probe (z.B. Serum
oder Gelenksfliissigkeit) nachgewiesen werden kann. In der vorliegenden Arbeit wurde der
ELISA dazu verwendet, Chemerin in den uberstdndigen Medien ausgesater und stimulierter
Zellen zu bestimmen. Es wurde hierbei ein Sandwich-ELISA (R&D Duo Set) verwendet.

Der Capture Antibody wurde in eine 96-Well Mikrotiterplatte pipettiert und ber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert. Hierdurch setzte er sich mit seinem Fc-Teil an der Platte fest.
Uberschiissiger Antikorper wurde durch mehrere Waschschritte entfernt. Unspezifische
Bindungen wurden mittels des Reagent Diluent abgeblockt, das fur 1 Stunde bei
Raumtemperatur inkubierte. Nach Waschen der Platte wurden der Standard und die Proben
aufgetragen und 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Es wurden jeweils Doppelwerte
angefertigt. Die Proben sind zuvor 1:16 in Reagent Diluent verdiinnt worden. VVorhandenes
Antigen in den Proben band nun an den fest sitzenden primadren Antikorper. Ein weiterer
Waschschritt nach der Inkubation entfernte alle ungebundenen Bestandteile der Probe. Der
nun zugegebene Detection Antibody inkubierte ebenfalls 2 Stunden bei Raumtemperatur.
Dieser erkannte ebenfalls spezifisch das vorhandene Antigen, band hierbei jedoch an ein
anderes Epitop als der primére Antikorper. An seinem Fc-Teil war er an Biotin gekoppelt.
Das nach dem Detection Antibody zugegebene Streptavidin, gekoppelt mit
Meerrettichperoxidase, bindet mit hoher Affinitat an Biotin. Uberschiissiges Streptavidin
wurde durch Waschen entfernt. Das Entwicklungsreagenz wurde nach Herstellerangaben
gemischt und auf die Platte pipettiert. Nach Abstoppen der Reaktion wurde die Menge des

Farbstoffs  photometrisch gemessen und (lber die Standardkurve konnte die



37

Proteinkonzentration berechnet werden. Fir die statistische Auswertung wurden fir jedes der

Stimulanzien die Ergebnisse von mindestens drei Stimulationsversuchen vermessen.

2.2.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mittels Mann-Whitney U Test oder Anova mit
Dunnett post-hoc Test in SPSS Statistics 21.0 und mittels Student’s t-Test in Microsoft Excel
2010. Als Signifikanzniveau wurde ein p-Wert von p < 0,05 festgesetzt. Die jeweiligen in-

vitro Versuche wurden mindestens dreimal durchgefthrt.



38

3. Ergebnisse

3.1 Untersuchung hepatischer CMKLR1 mRNA in einem NAFLD-

Patientenkollektiv

Wie in der Einleitung unter 1.2.4 bereits ausfiihrlich beschrieben, konnte von Ddcke et al.
2013 eine vermehrte CMKLR1 mRNA-Expression in der Leber von NAFLD-Patienten
festgestellt werden. Da bei diesen Untersuchungen mit 34 Kontrollpatienten ohne NASH nur
10 Patienten mit einem NAFLD activity score (NAS) von 3-4 und nur 3 Patienten mit einem
NAS von > 5 eingeschlossen worden waren, ist eine der Zielsetzungen der Arbeit, die
CMKLRZ1-Expression auf mRNA-Ebene in einer grolieren Gruppe an NAFLD-Patienten, im
Besonderen in einem Kollektiv mit einer grofleren Anzahl an Patienten mit einem NAS > 5,

ZU untersuchen.

3.1.1 Charakterisierung des Kollektivs

Das hier untersuchte Kollektiv umfasst 118 Leberproben von Patienten, bei denen es auf
Grund einer anderen Erkrankung zu einer Teilresektion der Leber kam und von welchen im
Rahmen dieser Operation eine Leberprobe aus gesundem Gewebe gewonnen wurde. Die
Operationsindikation wurde hierbei auf Grund von Metastasen extrahepatischer Tumore (70
Patienten), fokaler noduldrer Hyperplasie (9 Patienten), Adenom (6 Patienten),
Cholangiozellularem Karzinom (15 Patienten), hepatozellularem Karzinom (12 Patienten)
oder auf Grund einer anderen Erkrankung (6 Patienten) gestellt.

Neben dem Alter und dem Body-Mass-Index (BMI) sind von den meisten Patienten die
Serumkonzentrationen der Laborparameter Alanin-Aminotransferase (ALT), Aspartat-
Aminotransferase (AST), Alkalische Phosphatase (AP) und der Bilirubin-Wert bekannt. An
Nebendiagnosen der Patienten wurde nur das Vorliegen oder die Abwesenheit von
Hypercholesterindmie, Diabetes mellitus Typ 2 und Hypertonie dokumentiert (s. Tabelle 8).
Die Proben wurden nach einem dem NAFLD activitiy score (NAS) angelehnten System
beurteilt. Es wurde unabhangig voneinander der Schweregrad der Steatose, der Entziindung
und der Fibrose bestimmt. Die Steatose wurde eingeteilt nach: < 5% Steatose (0), 5-33%
Steatose (1), 33-66% Steatose (2) und > 66% Steatose (3). Die Entziindung wurde eingeteilt
nach: kein Herd pro Gesichtsfeld (20-fache VergréRRerung) (0), 0-2 Herde pro Gesichtsfeld
(20-fache VergroRerung) (1), 2-4 Herde pro Gesichtsfeld (20-fache VergroRerung) (2) und > 4
Herde pro Gesichtsfeld (20-fache VergroRerung) (3). Die Fibrose nach: keine Fibrose (0),
Zone 3 perisinusoidale/perizelluldre Fibrose (1), Zone 3 perisinusoidale/perizelluldre Fibrose



39

mit periportaler Fibrose (2), Zone 3 perisinusoidale/perizelluldre Fibrose und periportale
Fibrose mit bruckenbildender Fibrose (3) und Zirrhose (4) [44]. Der Grad jeder Komponente
wurde ermittelt. Diese wurden ungewichtet addiert und so zu einem Gesamtscore von 0-9
zusammengefasst. Ein Score grofer oder gleich 5 wurde als NASH definiert, ein Score von 1
bis 4 als borderline NASH. Alkohol- oder Drogenmissbrauch sowie virale Infektionen
wurden anamnestisch als Ursachen der NAFLD ausgeschlossen.

Die Gesamt-RNA wurde dankenswerterweise von Herrn Prof. Dr. Thomas Weiss zur

Verfligung gestellt.
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Kontrollen Borderline NASH p-Werte
NASH
Ménnl. / Weibl. 16/17 22 /25 24 /14
Alter 58 (20-82) 60 (24-84) 66 (33-82) 0,015
BMI kg/m? 24.7 (18.3-30.5)  28.0(22.0-46.0) 28.4 (21.0- <0,001* *
57.7)
ALT U/l 21 (8-50)%2 35 (17-623)% 32 (10-984)*  <0,001**
AST U/ 23 (8-42)*" 31 (11-688)* 30 (9-389)* 0,014*
0,012%
AP U/l 102 (46-203)®° 97 (37-444)% 91 (45-826)%
Bilirubin mg/dI 0.6 (0.19-1.95)*®  0.56 (0.19- 0.53 (0.20-
1.99)% 0.53)3%
Steatose 0 (0-0) 2 (1-2) 2.5 (1-3) <0,001*#*&
Entziindung 0 (0-0) 0 (0-2) 2 (0-3) 0,005*
<0,001%&
Fibrose 0 (0-0) 0 (0-2) 2 (0-4) 0,047*
<0,001%&
NAS 0 (0-0) 2 (1-4.5) 6 (5-9) <0,001*#&
Typ 2 Diabetes 0 4 11 0,01%
Hypertonie 7 21 17
Hypercholesterindmie 0 4 10

Tabelle 8: Die einzelnen Charakteristika und Laborwerte der Kohorte sind als Median angegeben, der
Wertebereich in Klammern. Signifikante Unterschiede zwischen gesunden Kontrollen und Patienten mit einem
NAS < 5 sind angegeben mit *, zwischen Kontrollen und Patienten mit einem NAS > 5 mit # und zwischen
Patienten mit einem NAS < 5 und einem NAS > 5 mit &. Die hochgestellten Zahlen geben die Anzahl der
Patienten an, fir die der entsprechende Parameter erfasst worden ist, falls er nicht bei allen Patienten

vorhanden ist.
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3.1.2 CMKLR1 mRNA in der Leber

Um eine Verfalschung spaterer Analysen auszuschlieBen, wurde zuerst untersucht, ob die
Operationsindikation einen Einfluss auf die Menge an CMKRL1 mRNA in der Leber hat. Es
konnte nachgewiesen werden, dass dem nicht so ist (s. Abbildung 4A). Fir die Analyse eines
Zusammenhangs zwischen dem Koérpergewicht und CMKLR1 wurde das Kollektiv in
Patienten mit einem normalen Korpergewicht (BMI < 25 kg/m?), Patienten mit Ubergewicht
(BMI > 25 und < 30 kg/m?) und adipdse Patienten (BMI > 30 kg/m?) eingeteilt. Es konnte
hierbei kein Zusammenhang zwischen den beschriebenen Gruppen und CMKLR1 festgestellt
werden (s. Abbildung 4B). Auch war die Expression von CMKLR1 mRNA in den Proben
weiblicher und mannlicher Patienten gleich (s. Abbildung 4C).
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Abbildung 4: CMKLR1 mRNA (normalisiert auf 18S rRNA) dargestellt entsprechend der unterschiedlichen
Operationsindikationen (M, Metastasen extrahepatischer Tumore; CCC, Cholangiozelluléres Karzinom; HCC,
hepatozelluléres Karzinom; FNH, fokale nodulare Hyperplasie; Aden., Adenom) (A), der Kategorien
Normalgewicht (BMI < 25 kg/m?), Ubergewicht (BMI > 25 und < 30 kg/m?) und Adipositas (BMI > 30 kg/m?)
(B) und dem Geschlecht (weiblich W, mannlich M) (C).

3.1.3 Hepatische CMKLR1 mRNA in der NAFLD

Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der Expression von CMKLR1 bei
Patienten ohne NASH, Patienten mit borderline NASH (NAS < 5) und Patienten mit NASH
(NAS > 5) festgestellt werden (s. Abbildung 5A). Wurden in der Analyse die beiden ersten
Gruppen zusammengenommen, konnte ein signifikante Zunahme der Menge an CMKLR1
verglichen mit der Gruppe NAS > 5 nachgewiesen werden (p-Wert = 0,010) (s. Abbildung
5B).
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Abbildung 5: CMKLR1 mRNA (normalisiert auf 18S rRNA) in den Proben von Patienten mit gesunder Leber
(Kont.), Patienten mit borderline NASH (N < 5) und Patienten mit NASH (N > 5) (A); zusammengenommene
Kontrollen und borderline NASH-Patienten im Vergleich mit NASH-Patienten (B).

Der NAFLD activitiy score (NAS) wird anhand der Parameter Steatose, Entziindung und
Fibrose der Leber bestimmt. Es konnte kein Zusammenhang zwischen der Steatose der
Leberproben und der CMKLR1-Expression festgestellt werden. Es bestand jedoch ein
signifikanter positiver Zusammenhang zwischen CMKLR1 und der Entzindung (s.
Abbildung 6A) und zwischen CMKLR1 und der Fibrose (s. Abbildung 6B). Auch nahm die
Menge an CMKLR1 mRNA mit steigendem NASH Score immer weiter zu (s. Abbildung
6C).
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Abbildung 6: Korrelation von CMKLR1 mRNA (normalisiert auf 185 rRNA) mit dem Grad der Entziindung (A),
der Fibrose (B) und dem NASH Score (C).

Bei dem Vergleichen der hepatischen CMKLR1-Expression von Patienten ohne Typ 2
Diabetes mit der von Typ 2 Diabetikern in unserem Kollektiv, ergab sich eine signifikant
erhdhte Menge an CMKLR1 bei letzteren (p-Wert = 0,01) (s. Abbildung 7A). Da jedoch der
Anteil an NASH-Patienten unter den Typ 2 Diabetikern deutlich erhéht ist, kann davon
ausgegangen werden, dass dieser Zusammenhang verfélscht ist. So lag auch die CMKLR1
MRNA in NASH-Patienten mit oder ohne Typ 2 Diabetes nicht in unterschiedlichen Mengen
vor (s. Abbildung 7B).
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Abbildung 7: CMKLR1 mRNA (normalisiert auf 18S rRNA) bei allen Patienten des Kollektivs chne und mit Typ
2 Diabetes (noT2D / T2D) (A); CMKLR1 mRNA bei NASH-Patienten ohne und mit Typ 2 Diabetes (B).

Neben Diabetes mellitus Typ 2 ist noch bekannt, ob ein Patient des Kollektivs an
Hypertension oder Hypercholesterindmie erkrankt ist (s. Tabelle 8). Es konnten jedoch keine
Unterschiede in der Menge an CMKLR1 mRNA in den Proben von Patienten mit oder ohne
Hypertension beziehungsweise Hypercholesterindmie festgestellt werden. Des Weitern
zeigten sich keine Assoziationen zwischen den im Serum gemessenen Werten der ALT, AST,
AP, des Bilirubins und der hepatischen CMKLR1 mRNA.

3.1.4 Hepatische CMKLR1 mRNA in weiblichen NAFLD-Patienten

Kukla et al. zeigten, dass es bei weiblichen Patienten mit chronischer Hepatitis C abhangig
vom Grad der Fibrose zu einer signifikant unterschiedlichen Expression von CMKLR1 in der
Leber kommt [45]. Auf Grund dieser nachgewiesenen geschlechterspezifischen hepatischen
Expression von CMKLR1 wurde auch im Rahmen dieser Arbeit im vorliegenden
Patientenkollektiv nach Zusammenhé&ngen gesucht, die bei Analyse nur eines der beiden
Geschlechter zu Tage treten.

Es zeigte sich kein Unterschied in der Menge an CMKRL1 bei weiblichen Patienten mit
einem normalen Korpergewicht (BMI < 25 kg/m?) verglichen mit Gibergewichtigen (BMI > 25
und < 30 kg/m?) oder adipdsen (BMI > 30 kg/m?) Patientinnen (s. Abbildung 8A). Auch bei
Vergleich der CMKLR1-Expression von Patientinnen mit einer gesunden Leber, einer
borderline NASH oder einer NASH zeigten sich keine signifikanten Differenzen (s.
Abbildung 8B).
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Abbildung 8: CMKLR1 mRNA (normalisiert auf 18S rRNA) der weiblichen Patienten der Kohorte dargestellt
entsprechend der Kategorien Normalgewicht (BMI < 25 kg/m?), Ubergewicht (BMI > 25 und < 30 kg/m?) und

Adipositas (BMI > 30 kg/m?) (A) und nach Patienten mit gesunder Leber (Kont.), borderline NASH (N < 5) und
NASH (N >5) (B).
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Es konnte keine Korrelation zwischen CMKLR1 und dem Grad der Fibrose festgestellt
werden (s. Abbildung 9A). Ebenso konnten keine Korrelationen zwischen CMKLR1 und dem
Grad der Steatose, der Entziindung und dem NASH Score nachgewiesen werden. Patientinnen
mit der Nebendiagnose Hypercholesterindmie zeigten erh6hte Werte an hepatischer CMKLR1
MRNA. Da der p-Wert mit 0,065 iber dem Signifikanzniveau liegt, stellt dies nur einen Trend
dar (s. Abbildung 9B). Beziiglich der Komorbiditat Diabetes mellitus Typ 2 konnten keine
signifikanten Unterschiede in der CMKLR1 mRNA-Expression festgestellt werden. Es zeigte
sich jedoch ein schwacher Trend zu erhthten CMKLR1-Werten bei Typ 2 Diabetikerinnen
(p-Wert = 0,113) (s. Abbildung 9C). Des Weitern ergaben sich keine Assoziationen zwischen
den im Serum gemessen Werten der ALT, AST, AP, des Bilirubins und der hepatischen
CMKLR1 mRNA bei weiblichen NALFD-Patienten.

A B C
1 < 307 ) < 301

< 30 <300 (0065 2

& 257 Ra 257 g 257

2 201 $ 20- % 20

~ 15 ~ 15 = 151

R4 101 A2 104 104

2 sl . ¥ os g % 5 L
| 2 S =

oni : uo,;?uo_éz
0 1 2 3 noHC HC noT2D T2D

Fibrose

Abbildung 9: CMKLR1 mRNA (normalisiert auf 18S rRNA) der weiblichen Patienten der Kohorte: Korrelation
mit dem Grad der Fibrose (A); CMKLR1 bei Patientinnen ohne (noHC) und mit (HC) Hypercholesterindmie (B)
und ohne (noT2D) und mit (T2D) Typ 2 Diabetes (C).
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3.1.5 Hepatische CMKLR1 mRNA in mannlichen NAFLD-Patienten

Entsprechend der Analysen der Daten weiblicher Patienten konnte auch bei den ménnlichen
Patienten kein Zusammenhang mit dem BMI nachgewiesen werden (s. Abbildung 10A). Auch
zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Menge an CMKLR1 mRNA in den
Leberproben von Patienten mit einer gesunden Leber verglichen mit Patienten mit borderline
NASH oder NASH (s. Abbildung 10B). Wurden die Messergebnisse der CMKLR1 mRNA
der beiden ersten Gruppen, Patienten mit einer gesunden Leber und Patienten mit borderline
NASH, zusammengenommen und mit Patienten mit einer NASH verglichen, ergab sich eine
signifikant erhohte Menge an CMKLRL in letzteren (p-Wert = 0,003) (s. Abbildung 10C).
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Abbildung 10: CMKLR1 mRNA (normalisiert auf 18S rRNA) der méannlichen Patienten der Kohorte dargestellt
entsprechend der Kategorien Normalgewicht (BMI < 25 kg/m?), Ubergewicht (BMI > 25 und < 30 kg/m?) und
Adipositas (BMI > 30 kg/m?) (A); nach Patienten mit gesunder Leber (Kont.), Patienten mit borderline NASH (N
< 5) und Patienten mit NASH (N > 5) (B); zusammengenommene Kontrollen und borderline NASH-Patienten im
Vergleich mit NASH-Patienten (C).

Es ergab sich eine positive Korrelation zwischen der CMKLR1 mRNA und dem Grad der
Entzindung, der Fibrose und dem NASH Score. Hiervon sei die Korrelation mit dem Grad
der Fibrose beispielhaft gezeigt (p-Wert < 0,001) (s. Abbildung 11A). Auch war die Menge
an CMKLR1 mRNA bei ménnlichen Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 tendenziell erhéht
(p-Wert = 0,058) (s. Abbildung 11B). Bezlglich der Komorbiditat Hypercholesterindmie
konnte kein Unterschied der CMKLR1 mRNA bei Patienten mit beziehungsweise ohne dieser
Nebendiagnose nachgewiesen werden (s. Abbildung 11C). Des Weiteren zeigten sich keine
Assoziationen zwischen den im Serum gemessen Werten der ALT, AST, AP, des Bilirubins
und der hepatischen CMKLR1 mRNA bei mannlichen NALFD-Patienten.
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Abbildung 11: CMKLR1 mRNA (normalisiert auf 18S rRNA) der ménnlichen Patienten der Kohorte:
Korrelation mit dem Grad der Fibrose (A); CMKLR1 bei Patienten ohne (noT2D) und mit (T2D) Typ 2 Diabetes
(B) und ohne (noHC) und mit (HC) Hypercholesterinadmie (C).
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3.2 Regulation von CMKLR1 Protein durch Zytokine, Leptin und
Lipopolysaccharid

Eine erhthte Menge an CMKLRL1 in der Leber von NAFLD-Patienten verglichen mit
gesunden Patienten wurde sowohl in dem obig beschriebenen Kollektiv festgestellt als auch in
friheren Publikationen einer anderen Arbeitsgruppe bereits beschrieben [38]. Es sollte im
Rahmen dieser Arbeit geklart werden, ob dies auf eine vermehrte Expression von CMKLR1
in Sternzellen zurlickgefuhrt werden kann. Hierzu wurden humane hepatische Sternzellen und
Zellen der humanen hepatischen Sternzellreihe LX-2 mit Faktoren mit einer erwiesenen Rolle
in der Pathogenese der NAFLD stimuliert. So wurden die Zellen mit verschiedenen
Konzentrationen an IL-6, Leptin, LPS, TGF-p und TNF-a fiir 24 Stunden inkubiert. Die
gewdhlten Konzentrationen orientieren sich an ahnlichen Stimulationsversuchen mit priméren
humanen Hepatozyten, die von unserer Arbeitsgruppe bereits durchgefiihrt worden sind [26]
+ [39].

Nach Extraktion der Proteine aus den Zelllysaten wurden diese mit Hilfe des Western-Blot-
Verfahrens analysiert.

Dass sowohl humanen HSCs als auch Zellen der LX-2-Zellreihe den Chemerinrezeptor
CMKLR1 exprimieren, ist zum Teil aus friheren Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe

bekannt und konnte auch im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesen werden (s. Abbildung 12 +

[26]).
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Abbildung 12: Western-Blot-Analyse von CMKLR1 in den Zelllysaten von unstimulierten HSCs zweier Spender
und von LX-2-Zellen. GAPDH dient der Ladungskontrolle
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3.2.1 Stimulationsversuche mit IL-6

Bei Stimulation von LX-2-Zellen mit IL-6 in den Konzentrationen 5 ng/ml, 10 ng/ml und 20
ng/ml zeigte sich keine Veranderung der Expression von CMKLR1 (s. Abbildung 13).
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Abbildung 13: Western-Blot-Analyse von CMKLRL1 in den Zelllysaten stimulierter LX-2-Zellen. GAPDH dient
der Ladungskontrolle.

3.2.2 Stimulationsversuche mit Leptin

Bei der Stimulation von LX-2-Zellen mit Leptin in den Konzentrationen 4 ng/ml, 10 ng/ml

und 20 ng/ml zeigte sich keine Veranderung der Expression von CMKLR1 (s. Abbildung 14).
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Abbildung 14: Western-Blot-Analyse von CMKLRL1 in den Zelllysaten stimulierter LX-2-Zellen. GAPDH dient
der Ladungskontrolle.

3.2.3 Stimulationsversuche mit Lipopolysaccharid

Bei der Stimulation von LX-2-Zellen mit LPS in den Konzentrationen 1 pg/ml und 10 pg/ml
zeigte sich keine Veranderung der Expression von CMKLRL1 (s. Abbildung 15).
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Abbildung 15: Western-Blot-Analyse von CMKLRL1 in den Zelllysaten stimulierter LX-2-Zellen. GAPDH dient
der Ladungskontrolle.

3.2.4 Stimulationsversuche mit TGF-p

Bei der Stimulation von HSCs mit TGF-f in den Konzentrationen 5 ng/ml, 7 ng/ml und 10
ng/ml zeigte sich keine Veranderung der Expression von CMKLR1 (s. Abbildung 16).
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Abbildung 16: Western-Blot-Analyse von CMKLRL1 in den Zelllysaten stimulierter HSCs. GAPDH dient der
Ladungskontrolle.

3.2.5 Stimulationsversuche mit TNF-a

Bei der Stimulation von HSCs mit TNF-a in den Konzentrationen 0,5 ng/ml, 2 ng/ml und 4
ng/ml zeigte sich keine Verénderung der Expression von CMKLR1 (s. Abbildung 17). Auch
bei der gleichartigen Stimulation von LX-2-Zellen konnte keine Veranderung der CMKLR1-
Expression festgestellt werden (s. Abbildung 18).
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Abbildung 17: Western-Blot-Analyse von CMKLRL1 in den Zelllysaten stimulierter HSCs. GAPDH dient der
Ladungskontrolle.
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Abbildung 18: Western-Blot-Analyse von CMKLRL1 in den Zelllysaten stimulierter LX-2-Zellen. GAPDH dient
der Ladungskontrolle.




o1

3.3 Regulation von Chemerin Protein durch Zytokine, Leptin und

Lipopolysaccharid

Da in friheren Publikationen nicht nur eine vermehrte Expression von CMKLRL1 in
Leberproben von NALFD-Patienten beschrieben worden ist, sondern auch eine erhohte
Menge an Chemerin [38], wurde bei den unter 3.2 beschriebenen Stimulationsversuchen auch
der Einfluss der genannten Faktoren auf die Expression von Chemerin in HSCs und Zellen
der LX-2-Zellreihe untersucht. Hierzu wurden die Zelllysate mit dem Western-Blot-Verfahren
analysiert.

Dass sowohl humane HSCs als auch Zellen der LX-2-Zellreihe Chemerin exprimieren, ist
zum Teil aus friheren Experimenten unserer Arbeitsgruppe bekannt und konnte auch im
Rahmen dieser Arbeit nachgewiesen werden (s. Abbildung 19 + [39]).

N

O @ : v
FF T

M SN S @ | Chemerin

S e e e GAPDH

Abbildung 19: Western-Blot-Analyse von Chemerin in den Zelllysaten von unstimulierten HSCs zweier Spender
und von LX-2-Zellen. GAPDH dient der Ladungskontrolle.

Dariiber hinaus wurden die Uberstande bei den Versuchen abgenommen und mittels ELISA
untersucht. Es sollte die Frage geklart werden, ob es bei den Stimulationen zu einer
veranderten Sekretion von Chemerin durch die Zellen gekommen ist. Bei der Auswertung der
ELISA-Ergebnisse wurden immer die Stimulationsversuche eines Stimulanz von einer Zellart
zusammengenommen. Um hierbei die gemessenen Chemerin-Konzentrationen vergleichen zu
konnen, wurden diese auf die Proteinkonzentration normalisiert und in Prozent der Chemerin-
Konzentration des Uberstands der als Kontrolle inkubierten Zellen angegeben. Somit sind
auch in den entsprechenden Abbildungen die Chemerin-Konzentrationen der Stimulationen in

Prozent der Konzentration der Kontrollen, welche als 100 % festgesetzt wurden, angegeben.
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Bei der Stimulation von LX-2-Zellen mit IL-6 in den Konzentrationen 5 ng/ml, 10 ng/ml und

20 ng/ml konnte keine Verénderung der Expression von Chemerin festgestellt werden (s.

Abbildung 20).

Chemerin
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Abbildung 20: Western-Blot-Analyse von Chemerin in den Zelllysaten stimulierter LX-2-Zellen. GAPDH dient
der Ladungskontrolle.

Auch in den Uberstanden stimulierter LX-2-Zellen zeigten sich keine signifikanten

Unterschiede bei den Konzentrationen an Chemerin (s. Abbildung 21).
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Abbildung 21: Chemerin-Konzentration in den Uberstanden stimulierter LX-2-Zellen.

3.3.2 Stimulationsversuche mit Leptin

Bei der Stimulation von LX-2-Zellen mit Leptin in den Konzentrationen 4 ng/ml, 10 ng/ml

und 20 ng/ml ergab sich keine veranderte Expression von Chemerin in den Zelllysaten (s.

Abbildung 22). Auch in den Uberstainden konnte keine signifikante Veranderung der

Chemerin-Konzentration nachgewiesen werden (s. Abbildung 23).
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Abbildung 22: Western-Blot-Analyse von Chemerin in den Zelllysaten stimulierter LX-2-Zellen. GAPDH dient
der Ladungskontrolle.
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Abbildung 23: Chemerin-Konzentration in den Uberstanden stimulierter LX-2-Zellen.

3.3.3 Stimulationsversuche mit Lipopolysaccharid

Bei den Stimulationsversuchen von LX-2-Zellen mit LPS in den Konzentrationen 1 pg/mi
und 10 pg/ml zeigte sich in den Western-Blots keine verédnderte Expression von Chemerin (s.
Abbildung 24). Die Chemerin-Konzentrationen in den Uberstanden der Stimulationen zeigten
eine signifikante Abnahme der Chemerin-Konzentration bei Stimulation mit 10 pg/ml LPS,
verglichen mit den Werten der zur Kontrolle inkubierten Zellen (p-Wert = 0,04) (s. Abbildung
25).
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Abbildung 24: Western-Blot-Analyse von Chemerin in den Zelllysaten stimulierter LX-2-Zellen. GAPDH dient
der Ladungskontrolle.
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Abbildung 25: Chemerin-Konzentration in den Uberstanden stimulierter LX-2-Zellen. * zeigt einen p-Wert <
0,05, verglichen mit den Kontrollen, an.

3.3.4 Stimulationsversuche mit TGF-p

Bei Stimulation von HSCs mit TGF-$ in den Konzentrationen 5 ng/ml, 7 ng/ml und 10 ng/ml
konnte keine Veranderung der Expression von Chemerin in den Zelllysaten festgestellt
werden (s. Abbildung 26). Auch bei Stimulation von LX-2-Zellen mit TGF-B in der
Konzentration 7 ng/ml zeigte sich kein Unterschied in der Menge an Chemerin-Protein (s.
Abbildung 27).
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Abbildung 26: Western-Blot-Analyse von Chemerin in den Zelllysaten stimulierter HSCs. GAPDH dient der
Ladungskontrolle.
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Abbildung 27: Western-Blot-Analyse von Chemerin in den Zelllysaten stimulierter LX-2-Zellen. GAPDH dient
der Ladungskontrolle.
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Bei Analyse der Chemerin-Konzentration in den Uberstanden der stimulierten LX-2-Zellen
wurde eine Tendenz bei Stimulation mit 7 ng/ml TGF-f gegeniiber den zur Kontrolle
inkubierten Zellen deutlich (p-Wert = 0,05) (s. Abbildung 28).
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Abbildung 28: Chemerin-Konzentration in den Uberstéanden stimulierter LX-2-Zellen.

3.3.5 Stimulationsversuche mit TNF-a

Bei Stimulation von HSCs mit TNF-a in den Konzentrationen 0,5 ng/ml, 2 ng/ml und 4 ng/ml
zeigte sich keine Veranderung der Chemerin-Expression in den Zelllysaten (s. Abbildung 29).
Auch bei Stimulationsversuchen mit LX-2-Zellen mit denselben Konzentrationen an TNF-a
ergaben sich keine Unterschiede in der Menge an Chemerin-Protein (s. Abbildung 30).
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Abbildung 29: Western-Blot-Analyse von Chemerin in den Zelllysaten stimulierter HSCs. GAPDH dient der
Ladungskontrolle.
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Abbildung 30: Western-Blot-Analyse von Chemerin in den Zelllysaten stimulierter LX-2-Zellen. GAPDH dient
der Ladungskontrolle.

Bei der Analyse der Chemerin-Konzentrationen in den Uberstinden stimulierter HSCs konnte
eine signifikante Verringerung bei Stimulation mit TNF-a in der Konzentration 0,5 ng/ml
gegenuiber den zur Kontrolle inkubierten Zellen festgestellt werden (p-Wert = 0,01). Bei
Stimulation mit TNF-a-Konzentrationen von 2 und 4 ng/ml kam es auch zu erniedrigten
Chemerin-Konzentrationen in den Uberstanden, wobei diese jedoch gegeniiber den

Kontrollen nicht signifikant verschieden sind (s. Abbildung 31).
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Abbildung 31: Chemerin-Konzentration in den Uberstanden stimulierter HSCs. * zeigt einen p-Wert < 0,05,
verglichen mit den Kontrollen, an.
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4. Diskussion

4.1 Untersuchung hepatischer CMKLR1 mRNA in einem NAFLD-

Patientenkollektiv

In dem hier untersuchten NAFLD-Patientenkollektiv konnte gezeigt werden, dass die
CMKLR1 mRNA nur bei ménnlichen NAFLD-Patienten mit den in den NAS einflieRenden
Faktoren Entzindung und Fibrose und folglich auch mit dem NAS positiv korreliert. Bei der
Analyse der Daten der weiblichen Patienten konnte kein Zusammenhang zwischen der
hepatischen CMKLR1 mRNA und der NAFLD festgestellt werden.

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den von Ddcke et al. 2013 publizierten Daten. Bei
den von dieser Gruppe untersuchten Patienten konnte ebenso eine erhéhte CMKLR1 mRNA-
Expression in der Leber von NASH-Patienten festgestellt werden [38]. Es ist jedoch keine
geschlechterspezifische Berechnung durchgefiihrt worden. So kdnnte es sein, dass in dem von
Ddocke et al. untersuchten Kollektiv die CMKLR1-Erh6hung nur bei den mannlichen NASH-
Patienten auftrat. Die mdgliche Bedeutung der unterschiedlichen Expression von CMKLRL1 in

den beiden Geschlechtern wird in folgendem Abschnitt diskutiert.

Zum einen ist bekannt, dass die NAFLD und die NASH eine hohere Prévalenz unter Mé&nnern
als unter Frauen haben [46]. Eine schlussige Erklarung, wieso dem so ist, gibt es bis zu
diesem Zeitpunkt noch nicht. Eine diskutierte Theorie ist, dass ein moderater Alkoholkonsum,
d.h. ein Konsum in Mengen, die keine Alkoholische Steatohepatitis bedingen, sich bei den
beiden Geschlechtern unterschiedlich auf den Leberstoffwechsel auswirkt. So scheint ein
gemaligter Konsum bei Frauen, zu einer niedrigeren Pravalenz der NAFLD zu fuhren. Bei
Ménnern hingegen war die Pravalenz der NAFLD bei moderatem Alkoholkonsum erhéht
[47]. Eine andere Theorie geht davon aus, dass die Ursache bei den unterschiedlichen
Geschlechtshormonen liegt. So zeigte sich in einer Studie, dass die Préavalenz der NAFLD bei
pra- und intrapubertdren Jungen gleich, bei postpubertdren Jungen jedoch erhéht ist. In der
Pubertdt kommt es zu einem Anstieg der Produktion der Geschlechtshormone. Bei den
Médchen dieser Untersuchung war die Prévalenz bei den postpubertaren Mé&dchen im
Vergleich mit den intrapubertéren vermindert [46]. Mit CMKLR1 konnte ein weiterer Faktor

identifiziert worden sein, der zur erhdhten Pravalenz der NAFLD bei Mannern beitréagt.

Des Weitern konnte die erhohte Menge an CMKLR1 mRNA in den Leberproben mannlicher
NASH-Patienten darauf hindeuten, dass es hier zu einer verstarkten Aktivierung des
Rezeptors durch Chemerin kommt. So konnte bei der Untersuchung von Patienten mit
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chronischer Hepatitis C festgestellt werden, dass es bei weiblichen Patienten einen negativen
Zusammenhang zwischen dem BMI und der hepatischen Chemerin-Expression gibt. Bei den
méannlichen Patienten zeigte sich ein solcher Zusammenhang nicht [45]. Da in dem hier
untersuchten Kollektiv der BMI in der Gruppe der NASH-Patienten, verglichen mit der
Kontrollgruppe, signifikant erhéht war, kdnnte man basierend auf der erwahnten Publikation
davon ausgehen, dass bei den weiblichen NASH-Patienten die Chemerin-Expression geringer
ist als bei den mannlichen NASH-Patienten. Auf mMRNA-Eben zeigte sich jedoch bei Pohl et
al. kein Unterschied in der Chemerin-Expression zwischen den beiden Geschlechtern in dem
hier untersuchten Kollektiv [41].

Chemerin wird als inaktives Prochemerin sezerniert. Durch proteolytische Spaltung am C-
Terminus entstehen verschiedene Isoformen mit unterschiedlicher Affinitat zu CMKLR1 [22].
So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass Chemerin, welches durch Cystein-Proteasen
prozessiert wurde, eine anti-inflammatorische Wirkung tiber CMKLR1 entfaltet. Durch Serin-
Proteasen veréndertes Chemerin hingegen zeigte eine pro-inflammatorische Wirkung durch
Aktivierung von CMKLR1 [25]. Uber eine unterschiedliche Prozessierung von Chemerin in
den verschiedenen Geschlechtern ist noch nichts bekannt. Hier bedarf es weiterer
Untersuchungen, um diesen komplexen und noch nicht vollstandig verstandenen Bereich der

Prozessierung und des signalings von Chemerin naher zu beleuchten.

Beim Betrachten der Zusammenhénge zwischen CMKLR1 mRNA und der Komorbiditat
Diabetes mellitus Typ 2 in der gesamten Kohorte, war CMKLR1 signifikant bei Typ 2
Diabetikern erhéht. Auch bei der Analyse der einzelnen Geschlechter zeigte sich in beiden ein
Trend zu erhohten CMKLR1-Werten bei Typ 2 Diabetikern. Die Aussagekraft dieser
Untersuchungen ist dadurch deutlich limitiert, dass keiner der Kontrollpatienten mit einer
gesunden Leber Typ 2 Diabetes hat und auch in der Gruppe mit borderline NASH sich nur
vier Typ 2 Diabetiker befinden. Der grofite Anteil befindet sich mit 11 Patienten in der
Gruppe mit NASH. Da CMKLR1 bei NASH-Patienten erhoht ist, kdnnte es sein, dass die
erhohten CMKLR1-Werte bei Typ 2 Diabetikern nicht mit dieser Erkrankung
zusammenhéangen, sondern nur an dem hohen Anteil an NASH-Patienten in dieser Gruppe
liegen. Diese Vermutung wird durch die gleich ausgepragte CMKLR1-Expression bei NASH-
Patienten mit und ohne Typ 2 Diabetes untermauert. Auf Grund der obig beschriebenen
Verteilung der Patienten mit Typ 2 Diabetes (iber die verschiedenen Gruppen des Kollektivs
(Kontrollen, borderline NASH, NASH) konnte natiirlich auch der Zusammenhang zwischen
CMKLR1 und der NASH verfélscht sein. In dem Sinne, dass CMKLR1 bei der Gruppe der
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NASH-Patienten nur wegen der hdheren Anzahl an Typ 2 Diabetikern erhoht ist. Diese
Uberlegungen werden jedoch dadurch widerlegt, dass in der Gruppe der NASH-Patienten mit
und ohne Typ 2 Diabetes keine unterschiedliche CMKLR1-Expression nachweisbar ist.

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass die hier prasentierten Daten einen Zusammenhang
zwischen CMKLR1 und Diabetes mellitus Typ 2 vermuten lassen, jedoch mit Vorsicht
interpretiert werden mussen. Da aber auch andere Daten einen Zusammenhang zwischen
CMKLR1 beziehungsweise Chemerin und dem Glukosestoffwechsel andeuten [34], werden
weitere Untersuchungen in diese Richtung in Zukunft unerldsslich sein und einen besseren

Einblick in die Zusammenhénge von CMKLR1 in der Leber und Typ 2 Diabetes ermdglichen.

Bei der Analyse der Daten weiblicher Patienten des Kollektivs zeigte sich ein Trend zu
erhohten hepatischnen CMKLR1 mRNA-Werten bei Frauen mit Hypercholesterindmie. Die
Aussagekraft dieses Trends wird durch die mit nur sechs Frauen sehr geringe Anzahl an
Patientinnen mit Hypercholesterindmie geschmaélert. Darlber hinaus befindet sich keine der
sechs Frauen in der Kontrollgruppe. In friiheren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass
ein Blockieren der Cholesterinsynthese keinen Einfluss auf die CMKLRZ1-Expression in
Adipozyten hat [48]. Von Wanninger et al. 2011 wurde beschrieben, dass CMKLR1 in
humanen Proben hepatischer Steatose verringert ist. Hier wurde auch gezeigt, dass erhdhtes
Cholesterin in Hepatozyten zu keiner veranderten CMKLR1-Expression fuhrt [26]. Diese
Daten deuten darauf hin, dass die in diesem Kollektiv gemessene erhohte CMKLR1-
Expression bei Frauen mit Hypercholesterindmie kritisch zu hinterfragen ist. Jedoch kann ein
Zusammenhang zwischen CMKLRL1 in der Leber und Hypercholesterindmie, unabhangig von
der NAFLD, nicht ausgeschlossen werden. Zur Klarung sind weitere Untersuchungen von
Patienten mit Hypercholesterindmie und ohne NALFD notwendig.

In dem hier untersuchten Kollektiv zeigte sich sowohl bei der Analyse der Daten der
gesamten Kohorte als auch beim Betrachten von nur weiblichen bzw. nur ménnlichen
Patienten kein Zusammenhang zwischen der hepatischen CMKLR1 mRNA-Expression und
dem BMI. Diesen Erkenntnissen widerspricht die von Ddcke et al. 2013 beschriebene,
signifikante Zunahme von CMKLR1 bei héheren BMI-Werten [38]. Dieser Widerspruch bei
Untersuchungen mit humanen Proben spiegelt sich auch in den verdffentlichten Daten zu
CMKLR1 und Korpermalien in Tierversuchen wieder. So wurde gezeigt, dass CMKLR1
knockout Mdause einen schlankeren Phanotyp mit einem geringerem Koérpergewicht besitzen
[34]. Dem widersprechend wurde auch beschrieben, dass es bei CMKLR1 knockout Mdusen

zu keinem veréndertem Korpergewicht [36] beziehungsweise zu einem erh6htem



60

Korpergewicht kommt [35]. Bei dieser nicht eindeutigen Datenlage unterstiitzen die hier
durchgefuhrten Untersuchungen die Hypothese, dass es keinen Zusammenhang zwischen
CMKLR1 und dem Korpergewicht gibt.

Eine Limitierung der hier durchgefuhrten Untersuchungen an dem NAFLD-Patientenkollektiv
besteht darin, dass keine Proteinproben zur Verfligung standen. Besonders da es Hinweise
darauf gibt, dass es auf Grund einer bisher nicht untersuchten posttranskriptionellen
Regulation zu Unterschieden zwischen der mRNA-Expression und der Proteinexpression von
CMKLR1 kommen konnte. So wurde in friheren Untersuchungen gezeigt, dass CMKLR1
Protein in der humanen Fettleber vermindert exprimiert wird beziehungsweise dass es keinen
Zusammenhang zwischen der CMKLR1 Expression und den Aspekten der NASH, wie zum
Beispiel Steatose, Inflammation oder Fibrose, gibt [26] + [49]. Es ergibt sich jedoch kein
Zusammenhang zwischen der CMKLR1 mRNA-Expression in der Leber und dem Grad der
Verfettung in dem hier untersuchten Kollektiv. Des Weiteren ist CMKLR1 Protein in der
Leber von Mé&usen unter MCD-Diét, eine Diat, die als Modell fir die NASH in Mdusen
verwendet wird, stark erniedrigt [26]. Auch dies widerspricht der hier gefunden positiven
Assoziation von CMKLR1 mRNA und dem NASH Score. Es bedarf weiterer Untersuchungen
um herauszufinden, ob und wenn wie CMKLR1 posttranskriptionell reguliert wird und
welche Rolle CMKLRL1 in der Pathogenese der NASH spielt.

4.2 Regulation von CMKLR1 Protein durch Zytokine, Leptin und
Lipopolysaccharid

Sowohl in dem von Ddcke et al. 2013 untersuchten Kollektiv als auch in der hier analysierten
Kohorte konnte ein positiver Zusammenhang zwischen der NASH und der Menge an
hepatischer CMKLR1 mRNA festgestellt werden [38]. Grundsétzlich kénnten alle Zellen der
Leber, welche den Chemerin-Rezeptor CMKLR1 exprimieren, fir diese Zunahme
verantwortlich sein. Aus diesem Grund ist es interessant, den Einfluss von Zytokinen und
Lipopolysaccharid, die eine Rolle in der Pathogenese der NASH spielen, auf die Expression
von CMKLRL1 in diesen Zellen zu untersuchen. Da die Hepatozyten den mit Abstand groRten
Anteil aller Zellen in der Leber darstellen, stehen sie natirlicherweise im besonderen Fokus
dieser Untersuchungen. Auch die hepatischen Sternzellen, die eine zentrale Rolle im
Ubergang der NASH zur Leberfibrose spielen, exprimieren CMKLR1 und kénnten fir die

beschriebene Expressionszunahme verantwortlich sein.
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Von unserer Arbeitsgruppe bereits durchgefiihrte Stimulationsversuche mit primaren
humanen Hepatozyten (PHH) und den Stimulanzien LPS, Leptin und TNF-a zeigten keine
Veranderung der Expression von CMKLR1-Protein [26]. Auch in den im Rahmen dieser
Arbeit durchgefuhrten Experimenten mit HSCs und LX-2-Zellen konnten keine verénderten
CMKLR1-Proteinkonzentrationen bei Stimulation mit den genannten Substanzen festgestellt

werden.

Ddocke et al. 2013 zeigten, dass es bei Stimulation von PHHs mit IL-6 in einer Konzentration
von 50 ng/ml zu einer Zunahme der CMKLR1 mRNA kommt [38]. Bei friiheren Versuchen
unserer Arbeitsgruppe mit PHHs und IL-6, in Konzentrationen von 5 ng/ml, konnte jedoch
keine verdnderte CMKLR1-Expression auf Proteinebene festgestellt werden [26]. Auch bei
den hier durchgefuhrten Stimulationen von LX-2-Zellen mit IL-6 in Konzentrationen bis zu
20 ng/ml zeigte sich keine Anderung der Proteinkonzentration von CMKLR1. Eine Ursache
der unterschiedlichen Ergebnisse bei den Stimulationsversuchen mit den PHHs konnte an der
deutlich hoheren Konzentration von IL-6 liegen, die Docke et al. verwendet hatten. Eine
andere Erklarung ware, dass es, wie bereits obig diskutiert, zu einer posttranskriptionellen
Regulation von CMKLR1 kommt und somit eine Veranderung der CMKLR1 mRNA nicht in
einer Anderung der Proteinmenge resultiert. Wenn man eine solche Regulation annehmen
wirde, konnten die erhohten Werte an CMKLR1 mRNA in dem hier untersuchten Kollektiv
durch eine Stimulation der Hepatozyten mit IL-6 erklart werden. Gestiitzt wirde diese
Theorie dadurch, dass in dem von Docke et al. untersuchten Kollektiv ein positiver
Zusammenhang zwischen der IL-6 mMRNA und der CMKLR1 mRNA gefunden worden ist
[38]. Jedoch ist hierbei im Hinterkopf zu behalten, dass sich in diesem Kollektiv nur drei
Patienten mit einer NASH befanden. Auch waére es interessant zu kléren, ob IL-6 nur in den
Lebern von mannlichen NASH-Patienten erhoht ist. Die bisher verdffentlichten Studien
zeigen lediglich eine vermehrte IL-6-Expression in der NASH, wobei hier keine Aufteilung
nach den Geschlechtern erfolgte [50] + [51]. Man kénnte auch die CMKLR1 mRNA in LX-2-
Zellen oder HSCs nach Stimulation mit IL-6 untersuchen, um festzustellen, ob ein
Unterschied zwischen der mRNA und dem Protein vorliegt und ob hier ein Grund fir die
Zunahme der CMKLR1 mRNA bei NASH-Patienten liegen konnte.

Bei Stimulationsversuchen von PHHs mit TGF-f zeigte sich ein Trend zur Abnahme von
CMKLR1 Protein [26]. Dies konnte in den HSCs so nicht nachgewiesen werden. Da in der
genannten Arbeit von Wanninger et al. 2011 auch eine Zunahme von CMKLR1 Protein in
PHHs bei Stimulation mit Adiponektin festgestellt worden ist, kdnnte dies die erniedrigte
Konzentration von CMKLR1 Protein in humanen Fettleberproben und in Leberproben von
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Méusen unter MCD-Diat erkléren [26]. Denn in der NAFLD ist TGF-B in der Leber erhoht,
was zu einer verminderten Expression von CMKLR1 fihren wirde, und Adiponektin
erniedrigt, was ebenso zu einer geringeren Menge an CMKLR1 Protein beitragen wirde [26]
[52]. Dem widersprechend wurde in den Lebern von Mausen unter atherogener Paigen-Diét,
einer weiteren Diéat, welche bei Mausen zu einer NASH fihrt, keine verénderte Expression
von CMKLR1 Protein nachgewiesen [53]. So mag der Zusammenhang zwischen TGF-$
beziehungsweise Adiponektin und CMKLRL1 Protein in PHHSs bestehen, ob dies jedoch einen
Einfluss auf die CMKLR1 Protein-Konzentration in der NASH hat, ist weiter ungeklart.

Zusammenfassend kann (ber die Stimulationsversuche von HSCs und LX-2-Zellen mit den
genannten Zytokinen, Leptin und Lipopolysaccharid gesagt werden, dass es bei keinem
Experiment zu einer verdnderten Expression von CMKLR1 Protein kam. Welchen Einfluss
die genannten Faktoren auf CMKLR1 in PHHs haben, ist in diesem Abschnitt diskutiert
worden. Da die Zusammenhange jedoch nicht eindeutig und widersprichlich sind, besteht
weiter die Fragen, welche Faktoren CMKLR1 in den Leberzellen regulieren, welche Rolle
CMKLRL1 in der Pathogenese der NASH hat beziehungsweise ob CMKLR1 tberhaupt eine
Rolle in der Pathogenese der NASH spielt.

4.3 Regulation von Chemerin Protein durch Zytokine, Leptin und

Lipopolysaccharid

Das Adipokin Chemerin scheint nach aktuellem Wissensstand eine Rolle in der Pathogenese
der NAFLD zu spielen. So war in einer Untersuchung der Serumspiegel von Chemerin
sowohl bei Patienten mit Fettleber als auch bei Patienten mit NASH gegenuber den
Kontrollen erhoht [37]. Ubereinstimmend mit diesen Daten konnte auch in der Leber von
NASH-Patienten eine erhohte Expression von Chemerin mRNA festgestellt werden. Bei
Patienten mit einer Fettleber war jedoch keine solche Erh6hung nachweisbar [38] + [39].
Diesen Erkenntnissen widersprechend publizierten Deng et al. 2013, dass es bei Mé&usen unter
speziellen Diaten, die als NASH-Modell etabliert sind, zu einer Erniedrigung der Chemerin
MRNA in der Leber kommt. Auch konnten sie zeigen, dass in Proben von humanen Fettlebern
die Chemerin mRNA-Expression vermindert ist [40]. In dem hier untersuchten Kollektiv
ergab die Analyse der hepatischen Chemerin-Level auf mRNA-Ebene eine verminderte
Expression in der NASH [41]. Diese widerspriichlichen Daten zeigen, dass noch nicht geklart
ist, ob es im Rahmen der NASH zu einer Verénderung der Chemerin-Expression in der Leber
kommt und falls ja, ob zu einer Erhéhung oder Erniedrigung. Um ein besseres Verstandnis

Uber die Zusammenhénge zwischen der Chemerin-Expression und der NASH zu erlangen,
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wurden in friiheren Arbeiten bereits PHHs und im Rahmen dieser Arbeit HSCs und LX-2-

Zellen mit Zytokinen, mit einer erwiesenen Rolle in der NAFLD, und LPS stimuliert.

Versuche mit PHHs zeigten keinen Einfluss von IL-6, Leptin, LPS, TNF-a und TGF-B auf die
Expression von Chemerin Protein in den Zelllysaten [39]. Auch bei Untersuchungen auf
MRNA-Ebene nach Stimulation mit IL-6 konnte keine verdnderte Menge an Chemerin in den
Zelllysaten festgestellt werden [38]. Die hier durchgefiihrten Versuche zeigten ebenso keine
Veranderung der Proteinexpression von Chemerin in den Zelllysaten von HSCs
beziehungsweise LX-2-Zellen nach Stimulation mit IL-6, Leptin, LPS, TGF- und TNF-a.

Bei der Analyse des loslichen Chemerins in den Uberstanden der stimulierten Zellen ergab
sich bei Stimulation von LX-2-Zellen mit LPS eine signifikante Abnahme. Krautbauer et al.
konnten keinen Unterschied der Chemerin-Konzentration in den Uberstanden stimulierter
PHHs mit LPS nachweisen [39]. Bei Patienten mit NAFLD ist die Permeabilitat der
Darmwand und die Serumkonzentration an LPS, einem Endotoxin aus dem Darmlumen,
erhoht [11] + [19]. Dies konnte zu einer verminderten Freisetzung von Chemerin aus den
hepatischen Sternzellen flihren und so zu der erniedrigten Expression von Chemerin
beitragen, die von Deng et al. 2013 festgestellt worden ist.

Bei Stimulation von HSCs mit TNF-o kam es zu einer Abnahme der Konzentration an
l6slichem Chemerin-Protein. Ubereinstimmend hiermit kam es auch bei PHHs nach TNF-a-
Stimulation zu einer verminderten Chemerin-Konzentration in den Uberstinden [39]. Bei LX-
2-Zellen, stimuliert mit TGF-B, deutete sich ein Trend zu einer Abnahme an Idslichem
Chemerin an. Dem entgegengesetzt, kam es bei Krautbauer et al. 2013 zu einer Zunahme von
Chemerin in den Uberstanden von mit TGF-B stimulierten PHHs [39]. Ebenso kam es bei
Stimulation von PHHs mit Leptin zu einer erhohten Konzentration von Chemerin in den
Uberstanden, was sich bei Stimulation von LX-2-Zellen so nicht zeigte [39]. IL-6 bewirkte
weder in LX-2-Zellen noch in PHHs eine Verdnderung der Konzentration an léslichem
Chemerin [39]. Die Abnahme der Konzentrationen an léslichem Chemerin in den
Experimenten mit LPS und TNF-o und der Trend zur Abnahme bei Stimulation mit TGF-$3
stimmen nicht mit den Ergebnissen der Immunoblot-Analyse der Zelllysate der gleichen
Versuche (berein. Dies konnte einerseits auf die deutlich héhere Sensitivitat der ELISA-
Technik im Vergleich mit dem Immunoblot zurlickzufiihren sein. Andererseits konnte dies ein
Hinweis darauf sein, dass es eine unterschiedliche Regulation von zellularem und 16slichem
Chemerin gibt. Weitere Experimente sind notwendig, um dieser noch ungeklarten Frage auf

den Grund zu gehen.
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5. Zusammenfassung

Es konnte an einem relativ groBen NAFLD-Patientenkollektiv gezeigt werden, dass es
geschlechtsabhangige Unterschiede in der Expression von CMKLR1 bei NASH-Patienten
gibt. So wurde nachgewiesen, dass bei den mannlichen Patienten des Kollektivs die
hepatische CMKLR1 mRNA positiv mit dem NASH activity score und den darin eingehenden
Merkmalen Entziindung und Fibrose korreliert. Bei den weiblichen Patienten zeigte sich kein
solcher Zusammenhang. Des Weiteren lassen die sowohl in der gesamten Kohorte als auch in
beiden Geschlechtern gefundenen schwachen Assoziationen zwischen der CMKLR1 mRNA
und der Komorbiditat Diabetes mellitus Typ 2 auf einen Zusammenhang schlieBen. Diese
Ergebnisse sind jedoch mit Vorsicht zu interpretieren und es bedarf hier weiterer
Untersuchungen, um einen wirklichen Zusammenhang annehmen oder ablehnen zu kdnnen.
Auch zeigte sich bei den weiblichen Patienten des Kollektivs ein Trend zu erhohten CMKLR1
mRNA-Werten bei Patientinnen mit Hypercholesterindmie. Doch auch diese Assoziation ist
mit Vorsicht zu interpretieren und es bedarf weiterer Untersuchungen in diese Richtung.

Bei Stimulation von humanen Sternzellen und Zellen der LX-2-Zellreihe mit IL-6, Leptin,
TGF-B, TNF-a und Lipopolysaccharid und anschlieBender Analyse von CMKLR1 mittels
Immunoblot in den Zelllysaten, konnte keine Veranderung von CMKLR1 festgestellt werden.
Die Studie zeigt somit, dass ein Zusammenhang zwischen der hepatischen CMKLR1 mRNA
und der NASH besteht. Dass die hepatischen Sternzellen in diesem Zusammenhang zu der
erhohten CMKLR1-Expression beitragen, scheint auf Grundlage der hier erhobenen Daten
unwabhrscheinlich. Da jedoch in den Stimulationsversuchen Proteine analysiert wurden und
eine differenzielle Regulation von CMKLR1 auf Protein- und mRNA-Ebene diskutiert wird,

sind weitere Untersuchungen notwendig, um diese Frage abschlieRend zu klaren.

Bei den Analysen von Chemerin in den obig beschrieben Stimulationsversuchen zeigten sich
keine Verdnderungen der Proteinkonzentration in den Zellysaten. Wurden die
Konzentrationen an I6slichem Chemerin in den Uberstianden der Experimente untersucht,
konnte eine signifikante Abnahme der Konzentration bei den Stimulationen mit LPS und
TNF-a nachgewiesen werden. Bei den Stimulationen mit TGF-B zeigte sich ein Trend zu
erniedrigten Konzentrationen von léslichem Chemerin.

Die hepatischen Sternzellen scheinen also mit ein Grund fur die verénderten
Chemerinkonzentrationen in der Leber und im Serum bei NASH-Patienten zu sein. Da die
Ergebnisse der Stimulationsversuche von hepatischen Sternzellen zum Teil den Ergebnissen

gleicher Stimulationen mit Hepatozyten widersprechen [39] und diese einen viel gréReren
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Zellanteil in der Leber besitzen, gilt es in weiteren Untersuchungen zu klaren, wie grof3 der
Einfluss von Konzentrationsanderungen an Chemerin in HSCs auf die gesamte Leber wirklich
ist.
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