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1. Einleitung

Die Leber ist mit einem Gewicht von ca. 1,5 kg das grofdte Stoffwechselorgan des Korpers und hat
neben vielen essentiellen metabolischen, exokrinen und endokrinen Funktionen ein einzigartiges
Regenerations- und Differenzierungspotential [1]. Deshalb ist sie in der Lage, nach Resektion,
Schadigung durch Toxine oder Trauma die Funktionsfahigkeit zu kompensieren und diese Uber
komplexe Mechanismen mittels Zellhypertrophie und Zellhyperplasie funktionell im Sinne von restitutio
ad integrum wiederherzustellen [2; 3]. Bereits in der griechischen Mythologie gab es dazu in der
Prometheus Sage nach Berichten von Hesiod (8. Jh. v. Chr.) erste Hinweise auf die
Regenerationsfahigkeit der Leber. Darin bestraft der Gottervater Zeus den Titanen Prometheus indem
er ihn an einen Felsen fesseln lasst und jede Nacht einen Adler schickt, der sich von der sich stetig

regenerierenden Leber ernahrt.

Zu den Aufgaben der Leber gehdrt neben der Bildung der Galle, Speicherung von Fett und Vitaminen
auch die Entgiftung, Regulation des Glukosespiegels Uber die Glykogenspeicherung, sowie die
Synthese von Gerinnungsfaktoren und Serumproteinen, wie z.B. Albumin [1]. Neben den
leberstandigen Makrophagen (Kupffer-Zellen), Endothelzellen und ltozellen zur Speicherung von Fett
und Vitamin A, stellen die Hepatozyten 70-80 % des Lebervolumens und tibernehmen somit viele der

physiologischen Funktionen [4].
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Abb. 1: Regenerationsmechanismen
(zur Verfugung gestellt von PD Dr. W.E. Thasler, Habilitationsschrift (2005), S. 8)

Fir die Behandlung von Lebererkrankungen ist das Verstandnis um die Aufrechterhaltung der
Homdostase in der Leber von fundamentaler Bedeutung. Dieser pathophysiologische Grundsatz
beschreibt die Prozesse um das Gleichgewicht der Zellapoptose und Proliferation, die neben der
Fahigkeit der Hepatozyten zur Hyperplasie und Hypertrophie auch durch hepatische Progenitorzellen

[2] und vermutlich hamatopoetischen Stammzellen [5] unterstitzt wird (Abb. 1).
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In der gesunden Leber findet eine ,physiologische Apoptose” statt, d.h. Zellaufbau und -abbau
befinden sich im Gleichgewicht. Verschiedene Schadigungen der Leber, ausgeldst z.B. durch
Cholestase, Viren, Autoimmunerkrankungen und Toxine, kénnen dieses Gleichgewicht verschieben
und in einem progredienten Verlust von funktionellem Lebergewebe und Fibrose resultieren. Das
Verstandnis und die Kontrolle der Apoptose spielt deshalb fiir die Pathogenese von allen

Lebererkrankungen eine wichtige Rolle.

1.1. Die Pathophysiologie der Leber

Als Ursache fiir eine hepatozellulare Schadigung kommen neben externen Faktoren auch
metabolische Erkrankungen der Leber in Frage. Zu den haufigsten Stoffwechselerkrankungen
gehdren z.B. die Kupferspeicherkrankheit Morbus Wilson und die hereditare Hamochromatose, bei der
es zu einer Storung des Eisenstoffwechsels kommt. Zu den durch chronischen Alkoholkonsum
verursachten Lebererkrankungen zahlen die Fettleber ohne (lat. Steatosis hepatis) und mit
entzindlichen Veranderungen (Steatohepatitis), welche im Zuge der Entziindungsprozesse ebenfalls
zur Fibrose und Zirrhose fiihren kdnnen. Die alkoholische Lebererkrankung (ALE) bzw. die nicht-
alkoholische Fettlebererkrankung (NAFLD) stellen mittlerweile die haufigsten Krankheitsbilder der
Leber dar, auf deren Basis sich neben fibrotischen und zirrhotischen Veranderungen schlief3lich ein
hepatozellulares Karzinom entwickeln kann [6]. Die Leberfibrose entsteht dabei aufgrund permanenter
Wundheilungsmechanismen als Reaktion auf eine chronische Leberschadigung, hervorgerufen durch
Alkohol oder Viren, Autoimmunerkrankungen, Drogen, Cholestase und metabolische Erkrankungen.
Ein progredienter Verlauf fihrt schlieBlich zu Zirrhose und Leberversagen [7]. Unter chronischem
Alkoholkonsum kommt es zu einer vermehrten hepatozelluldren Einlagerung von Triglyceriden sowie
einer Veranderung des Redoxpotentials [8]. Die Abgrenzung zu einer nicht-alkoholischen
Steatohepatitis ist weder histologisch noch anamnestisch immer zweifelsfrei darzustellen. Die
Pathophysiologie der Leberverfettung ist sehr komplex, wobei deren Entstehung und weiterer Verlauf
durch verschiedene Risikofaktoren beeinflusst wird. Dazu gehdren das Geschlecht, Medikamente und
Toxine, virale Lebererkrankungen (Hepatitis B und C), angeborene Stoffwechselstérungen sowie

Diabetes mellitus, Adipositas und Hypertonie als Krankheitsbilder des metabolischen Syndroms [9].

1.2. Die klinische Problematik

Die Tatsache, dass sich die Leber im Hinblick auf GréRe und Funktion komplett regenerieren kann
und somit Resektionen durchgeflihrt werden kénnen, um benigne und maligne Lasionen zu entfernen,
bildet die Grundlage der Leberchirurgie [10]. Die operative Entfernung von erkranktem und
verandertem Gewebe stellt meistens die beste und einzige Behandlungsoption dar. Die erfolgreiche
Behandlung der Patienten ist dabei vor allem von der Regenerationsfahigkeit des verbleibenden
Lebergewebes abhangig. Diese ist haufig eingeschrankt, da es sich vermehrt um altere Menschen mit
langer Krankengeschichte, sowie, aufgrund von chronischem Alkoholmissbrauch oder neoadjuvanter

Therapie wie der Chemotherapie, um vorbehandelte Patienten handelt.



Auch Ischamie-Reperfusionsschaden stellen bei Resektionen und Transplantationen ein erhdhtes
Risiko dar. Um ausgedehnten Blutverlust wahrend leberchirurgischer Eingriffe zu vermeiden, werden
die Vena portae und Arteria hepatica propria beim sogenannten ,Pringle-Mandver® durch eine
Gefallklemme vorlbergehend abgedrickt. Diese Gewebehypoxie fiihrt wahrend der ischamischen
Phase zu einer Depletion von Adenosintriphosphat und Zellschwellung durch die Akkumulation
intrazelluldaren Natriums [11]. Durch die spatere Wiederherstellung des Blutflusses werden
Reperfusionsschaden verursacht, fir die freigesetzte Sauerstoffradikale und proinflammatorische
Zytokine von aktivierten Kupffer-Zellen verantwortlich sind. Die besondere klinische Relevanz besteht
deshalb in der Gefahr, dass durch diese vaskulare Beeintrachtigung mit perioperativer Ischamie und

Reperfusion postoperative Leberdysfunktionen bis hin zum Leberversagen entstehen kdnnen.

Kolorektale Karzinome sind die am haufigsten vorkommende Krebsart in Europa [12] und die Leber ist
dabei der haufigste und in einem Drittel der Falle auch der einzige Ort fir Metastasen [13]. Die
haufigste Todesursache bei bis zu 70% der Patienten mit kolorektalen Karzinomen stellt nach
neuesten Studien das Auftreten von Lebermetastasen dar [14]. Bei den primaren Lebertumoren
gehdrt das hepatozellulare Karzinom (HCC) weltweit zu den funf haufigsten Krebsleiden [15]. Die
meisten hepatozellularen Karzinome entwickeln sich aufgrund einer Zirrhose oder beeintrachtigten
Leberfunktion, hervorgerufen durch Hepatitiden. Diese Tatsache schlief3t viele der Patienten flr eine
Resektion aus, auch wenn eine Operation die optimale Behandlung ware [16]. In manchen Fallen
koénnen insbesondere die neueren Chemotherapeutika, wie beispielsweise Oxaliplatin und Cetuximab,
die Metastasen derart verkleinern, dass sie resektabel werden. Inzwischen werden daflir haufig

mehrere Wirkstoffe in einer Kombinationstherapie eingesetzt.

Wird der Tumor eines Patienten nach Behandlung durch Chemotherapie resektabel, besteht fir die
nachfolgende Operation immer noch ein gewisses Komplikationsrisiko. In den vergangenen Jahren
konnte die Sicherheit von Leberoperationen jedoch durch verbesserte bildgebende und
Radiologietechniken, wie der Pfortader- und Chemoembolisation [17; 18], verfeinerte
Operationstechniken [19] und vor allem durch die optimierte Auswahl der Patienten aufgrund
genauerer praoperativer Beurteilung deutlich verbessert werden. Das Auftreten von postoperativen
Komplikationen ist dabei direkt abhangig von der Anzahl der verbleibenden Segmente [20]. Die
moderne Leberchirurgie hat sich durch Techniken wie der Split-Leber Transplantation [21] und
multimodale Ansatzen zur Behandlung von priméarer und sekundarer Malignitat verandert und konnte
so insgesamt die Moglichkeiten der Resektabilitat bei Patienten erhéhen [22]. So wird bei der
chirurgischen Behandlung von Lebermetastasen mittlerweile eine Fiinf-Jahres-Uberlebensrate von 30-
40% erreicht [23]. Bei multimodalen Ansatzen werden mehrere BehandlungsmaflRnahmen miteinander
kombiniert, so dass Tumore z.B. durch eine vorangestellte Bestrahlung oder Chemotherapie fiir eine
spatere chirurgische Behandlung in Frage kommen. Die steigende Anzahl von Vorbehandlungen fiihrt
allerdings auch zu einer starkeren Beeintrachtigung der Regenerationsfahigkeit des verbleibenden
Gewebes. So ist beispielsweise bekannt, dass durch eine Chemotherapie eine Steatohepatitis
induziert werden kann [24]. Trotz kontinuierlicher Verbesserung der Operationstechniken und der

perioperativen Intensivpflege, kommt es daher bei einigen Patienten immer noch zu einer
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unzureichenden Regeneration des Lebergewebes oder aufgrund des sogenannten ,Small-for-Size*-
Syndroms zu einer Fehlfunktion nach Lebertransplantation. Diese wird durch eine zu geringe
TransplantatgréRe (Transplantatgewicht/Korpergewicht < 0.8%) [25] oder zu geringem Restgewebe

(< 24%) nach einer erweiterten Hepatektomie [22] hervorgerufen.

Somit sind immer noch Behandlungsstrategien nétig, um defekte und kranke Organe zu unterstutzen
oder die Regenerationsfahigkeit eines ,small-for-size* Transplantats oder Restgewebes nach
Hepatektomie, mit oder ohne neoadjuvanter Chemotherapie, verbessern zu koénnen. Durch eine
verbesserte Leberregeneration kdnnte neben einer mdglichen Therapierbarkeit von Risikopatienten
auch das Uberleben kurz- und langfristig sowie das Organiiberleben nach Transplantation verbessert
werden. Es ist bekannt, dass auf Signaltransduktionsebene Uber die Aktivierung von extracellular-
signal-regulated kinases1/2 (ERK1/2) die Proliferation getriggert werden kann [26] und es sich bei
dem Akt/Proteinkinase b (Akt/PKB)-Signalweg um einen Survival Signalweg handelt. Aus diesem
Grund wurden in den hier vorliegenden Arbeiten der Akt/PKB- und ERK1/2- Signalweg sowie deren
Nutzen flr eine moégliche Unterstitzung und Verbesserung der Leberregeneration nach Schadigung

durch unterschiedliche Noxen untersucht.

1.3. Die Leberregeneration

Der Prozess der Leberregeneration findet als Antwort auf eine Resektion oder Schadigung der Leber
mit dem Ziel der Wiederherstellung der Funktionalitat und Aufrechterhaltung der Homoostase statt
[27]. Dabei handelt es sich um einen komplexen mehrstufigen Prozess, bei dem sich die Lebermasse
und -funktion Uber die Aktivierung durch verschiedene Zytokine sowie Signalwege mittels
Hypertrophie und anschlieRender Hyperplasie wiederherstellen kann. In einer gesunden,
ungeschadigten Leber befinden sich beinahe alle Zellen in der GO oder Ruhephase des Zellzyklus. In
dieser Phase gehen in einer adulten Rattenleber z.B. nur bis zu 0,01% der Hepatozyten in die Mitose
Uber [28]. Nach einer Schadigung oder Resektion kann jedoch ein grof3er Teil der Leberzellen aus der
Ruhephase in den Zellzyklus eintreten, um den Verlust des Lebervolumens zu kompensieren. Dieser
Prozess wird durch das Zusammenspiel vieler Zytokine und Aktivierung diverser Signalwege, unter
anderem dem ERK1/2-Signalweg, reguliert [29]. Die Leberregeneration wird in die Phasen Priming,
Proliferation und Terminierung eingeteilt. Die Dauer des Prozesses ist mit 7-10 Tagen in der Ratte und
3-6 Monaten beim Menschen relativ kurz, wobei bereits nach zwei bis drei Wochen die normale
Funktionalitat wiederhergestellt ist [30]. Die Proliferation der Hepatozyten und der Start der DNA
Replikation beginnt sehr schnell nach einer Leberschadigung und zeigt nach 24 Stunden bereits
seinen Hohepunkt [31]. Die Priming Phase wird vor allem durch die pro-inflammatorischen Zytokine
TNF-a und IL-6 bestimmt, die von nicht-parenchymalen Zellen, wie Kupffer-Zellen und sinusoidalen
Zellen freigesetzt werden [32; 33]. Innerhalb einer Stunde wird die Transkription von sogenannten
immediate-early Genen, wie zum Beispiel der Proto-Onkogene c-fos, c-myc und c-jun, induziert, die
an der Signaltransduktion zum Wiedereintritt der ruhenden Hepatozyten in den Zellzyklus beteiligt sind
[34]. Nachdem die Hepatozyten in der Priming Phase aktiviert wurden, kdnnen sie auf die Signale der

Wachstumsfaktoren reagieren und in die proliferative Phase Ubergehen [14]. Zu den wichtigsten
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Wachstumsfaktoren wahrend der Leberregeneration gehoren der hepatocyte growth factor (HGF),
epidermal growth factor (EGF) und transforming growth factor-a (TGF-a) [35; 36]. Ist die Hepatozyten-
Replikation wahrend einer Lebererkrankung nicht ausreichend, werden fir die Regeneration
zusatzlich Progenitorzellen aktiviert [37; 38]. Sobald die Lebermasse wiederhergestellt wurde, wird in
der letzten Phase durch die Freisetzung von Transforming Growth Factor- (TGF-B), Activin und
Inhibin die Mitose Uber die Interaktion mit dem jeweiligen Rezeptor terminiert [39]. Als Serin/Threonin
Kinasen sorgen die TGF-B Rezeptoren vor allem dafiir, dass die Hepatozyten wieder in die
Ruhephase Ubergehen [40; 41] und somit ein unkontrolliertes Wachstum der Leber und die

Entstehung von Tumoren verhindert und die Lebermasse Gber Apoptose-Induktion reduziert wird [42].

1.4. Der Wachstumsfaktor Augmenter of Liver Regeneration

Die Untersuchungen zur Leberregeneration begannen im Jahre 1877 als Eck Uiber portocavale Shunts
(,Ecks fistula®) in Hunden berichtete und zu dem Schluss kam, dass die Leberhomo&ostase nicht von
der portalen Blutperfusion abhangig war [42]. Nachdem die Bedeutung von Insulin als Comitogen flr
die Lebererhaltung und -regeneration bekannt war, hat sich der Fokus der Forschung auf die
Untersuchung anderer potentiell hepatotropher Substanzen im portalen Blut gerichtet [42]. Man weiss,
dass Wachstumsfaktoren wie EGF, TGF-a und HGF die DNA Synthese, den Zellzyklus und die
Proliferation von Hepatozyten in vivo und in vitro stimulieren und somit einen groRen Einfluss auf das
Leberwachstum haben [43]. EGF ist dem TGF-a zu 35% homolog, so dass beide an den EGF-
Rezeptor binden und diesen aktivieren kdnnen [39]. Dagegen bindet HGF, dessen a-Ketten zu 40%
dem Plasminigen homolog sind, an den HGF Rezeptor c-Met [39]. EGF ist ein endokriner Faktor, der
von verschiedenen Zellen produziert wird und fiir die Leberregeneration essentiell ist [40]. HGF wird
nicht von Hepatozyten, sondern von Endothelzellen der Leber, hepatischen Sternzellen und Kupffer-
Zellen produziert [44].

Neben diesen bekannten Wachstumsfaktoren, deren Signalwege und Wirkungsweise bereits
ausfuhrlich untersucht wurden, handelt es sich bei Augmenter of Liver Regeneration (ALR) um einen
relativ neuen Faktor. Das humane ALR ist ein Homolog des Hefe-Gens Essential for Respiration and
Viability (ERV1), die beide zu einer Genfamilie mit einer konservierten FAD-Bindedomane und einem
redoxaktivem Cysteinmotiv (CXXC) gehoéren [45]. Als mogliches Oxidans konnte in vivo Cytochrom C
identifiziert werden [46]. Die ALR Sequenz ist unter Sdugetieren zu tber 90% und zu 40% mit ERV1
homolog, welches fiir das Wachstum und Uberleben von Saccharomyces cerevisiae wichtig ist [47].
Das Polypeptid ALR ist auch unter den Synonymen Hepatopoietin (HPO), hepatic stimulator
substance (HSS) und growth factor erv1-like (Gfer) bekannt und gehért zu der Gruppe der ,,Zytozyme*“.
Damit hat ALR sowohl mitogene als auch enzymatische Eigenschaften, die intra- als auch
extrazellular ihre Wirkung entfalten [48]. Fir die enzymatische Aktivitat enthalt das C-terminale Ende
ein 15kDa groRes Fragment mit einer Flavinadenindinukleotid (FAD)-abhangigen
Sulfhydryloxidaseaktivitat, die bei allen Proteinen der ERV1-Familie nachgewiesen werden kann [48]
und eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der Mitochondrienmembran und

Mitochondrienmorphologie spielt [49], indem sie die Bildung von Disulfidbriicken katalysiert [50]. Bei
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der Untersuchung der dreidimensionalen Struktur des ALR Proteins wurden unterschiedliche Formen,
vermutlich aufgrund eines mRNA Slicing, gefunden [51]. Die lange Form des ALR kodiert flr 205
Aminosauren mit einem Molekulargewicht von 23 kDa [52-54]. Da die N-terminale Doméane des ERV
Proteins fir den Import in die Mitochondrien notwendig ist, liegt die lange Form des ALR im
Intermembranraum der Mitochondrien vor [53]. Mit 15 kDa findet man die kurze Isoform im
Zytoplasma, welche als Wachstumsfaktor die Proliferation von Hepatozyten stimulieren und damit die
Regeneration fordern kann [55; 56]. Bereits im Jahre 1979 extrahierte Starzl et al. Zytosol von
hepatektomierten Kaninchenlebern und konnte nach deren Injektion in die Pfortader von Eck
fistulierten Hunden eine proliferative Wirkung feststellen [57]. Ein Jahr spater konnte gezeigt werden,
dass die pro-proliferative Substanz aus dem zytosolischen Extrakt regenerierender Kaninchenlebern

organspezifisch war und keine Effekte nach Injektion in die Nierenarterie zeigte [57].

1.5. Therapieansatze zur Verbesserung der Leberregeneration

Trotz vieler Verbesserungen und Fortschritte in der Leberchirurgie sterben noch immer Patienten, die
auf der Warteliste fiir ein Spenderorgan stehen oder deren Leber fiir eine Resektion im erforderlichen
Umfang zu sehr vorgeschadigt ist. Aus diesem Grund kann eine verbesserte Leberregeneration in
vielen Fallen den Therapieausgang entscheidend beeinflussen. Bisher werden verschiedene Anséatze
diskutiert, um die Regeneration des Lebergewebes postoperativ oder z.B. bei akutem Leberversagen
zu unterstitzen. Zum einen bietet die Transplantation von frischen oder kryokonservierten
Hepatozyten oder Stammzellen eine Mdglichkeit zur zellularen Wachstumsstimulation [58]. Als Quelle
der Hepatozyten kdnnen nicht transplantierbare Lebern, Gewebe aus Leberteilresektionen und
gesunden Spendertieren (z.B. Schweinen) dienen [59]. Problematisch ist dabei die schwankende

Anzahl und Qualitat der isolierten Leberzellen.

Des Weiteren werden die Eigenschaften von Zytokinen der Leberregeneration auf ihren moglichen
therapeutischen Einsatz untersucht. Als mdgliche Faktoren kommen dabei, entweder alleine oder in
Kombination, vor allem die Zytokine TNF-a, IL-6, HGF, EGF oder ALR in Frage, die im
Zusammenspiel den Prozess der Leberregeneration triggern. Fir einige der Wachstumsfaktoren
wurden bereits in vitro oder in vivo deren Aktivierung bzw. die Serumlevel untersucht. Dabei wurde
festgestellt, dass nach einer Hepatektomie HGF im Serum von Patienten erhoht [60], der Gehalt in der
zirrhotischen Leber allerdings verringert ist [61]. Deshalb ist flr einen mdglichen spateren klinischen
Einsatz sehr wichtig, die mitogene und anti-apoptotische Wirkung, die genaue Wirkungsweise sowie

die Zell- oder Organspezifitat dieser Faktoren zu untersuchen.

Neben dem bereits gut untersuchten HGF, kénnte moglicherweise auch ALR therapeutisch oder
diagnostisch zur Unterstitzung bzw. Untersuchung der Leberregeneration eingesetzt werden.
Bekannt ist bisher, dass ALR neben dem Gehirn, Hoden und der Niere vor allem in der Leber
hochexprimiert ist [62]. In zirrhotischem als auch Tumorgewebe ist die Expression von ALR, im
Vergleich zu normalem Lebergewebe, erhoht [63]. Neben dem Nachweis einer mitogenen Wirkung

von ALR, wurden in verschiedenen Studien bereits anti-apoptotische bzw. protektive Mechanismen
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durch ALR beschrieben. Beispielsweise konnte eine exogene ALR-Gabe bei Ratten eine durch
Thioacetamid ausgelOste Leberfibrose deutlich reduzieren [64]. Ebenfalls in Ratten konnte eine
angewandte ALR Gentherapie die Leber vor der Ausbildung einer Fibrose, ausgelést durch
Tetrachlormethan (CCl,), schitzen. Durch die Injektion eines ALR kodierenden Plasmids konnte der
mitochondriale ATP-Verlust gemindert und der oxidative Stress unterdriickt werden [65]. Ebenso
konnte in Ratten mit akutem Leberversagen durch die Injektion eines ALR-kodierenden Plasmids die
Mortalitdt gesenkt, die Leberregeneration verbessert und ein verringertes Enzymleakage von
Aspartataminotransferase (AST) und Alaninaminotransferase (ALT) erreicht werden [66]. Aktuelle
Untersuchungen zeigen auRerdem, dass eine verringerte Expression von ALR zu erhéhter Apoptose
sowie groerem oxidativen Stress fiihrt [67] und ALR als Survival-Faktor die anti-apoptotische
Genexpression induziert sowie Schaden durch reaktive Sauerstoffspezies verringert [68]. Des
Weiteren Ubernimmt das intra- bzw. extrazellular vorkommende ALR im Zusammenhang mit der
Bildung von Superoxiden moglicherweise eine Funktion als Signalvermittler [69]. Die mitogene
Wirkung scheint nicht EGF-Rezeptor abhangig zu sein — vielmehr bindet ALR mdglicherweise als
autokriner Faktor an einen eigenen hochaffinen Rezeptor auf der Oberflache hepatischer Zellen [52;
70]. Diese EGF-R unabhangige Wirkungsweise konnte auch in den hier vorliegenden Untersuchungen
zur Signaltransduktion gezeigt werden. Als wichtiger Mediator der Leberregeneration konnte ALR
somit z.B. die DNA Synthese in Hepatozyten nach einer partiellen Hepatektomie oder im
Zusammenhang mit Leberinsuffizienz und —versagen ausgeldst durch metabolische Noxen signifikant

stimulieren, um die Uberlebensrate zu verbessern.

2. Spezifische Fragestellungen

In der hier vorliegenden Arbeit wurden die folgenden spezifischen Fragestellungen bearbeitet:

1. Zeigt der Wachstumsfaktor ALR eine vergleichbare pro-proliferative Wirkung zu EGF in Bezug
auf die Konzentration und Zeitkinetik?
Wird diese mitogene Wirkung Uber den EGF-Rezeptor vermittelt?
Welche Signalwege werden von ALR aktiviert?
Besitzt ALR als Zytokin und Enzym neben mitogenen auch anti-apoptotische Eigenschaften?
Gegeniber welchen Noxen zeigt ALR eine anti-apoptotische bzw. protektive Wirkung?

Wird die anti-apoptotische Wirkung von ALR (ber den intrinsischen Signalweg vermittelt?

N o g ks~ oo DN

Wirkt die mitogene und anti-apoptotische Eigenschaft von ALR leberspezifisch?

3. Ergebnisse

Die hier vorliegende Dissertationsarbeit besteht aus zwei Manuskripten, die in der Zeitschrift
Biochemical and Biophysical Research Communications (Impact Factor 2010: 2.595) veréffentlicht
wurden. Fir beide Verdffentlichungen habe ich in Zusammenarbeit mit meinem Betreuer die
wissenschaftliche Fragestellung aufgestellt, die Versuche betreut oder selber durchgefiihrt, die
Ergebnisse zusammengestellt und ausgewertet sowie die statistischen Analysen durchgefiuhrt. Der
erste Entwurf wurde erstellt und nach Ricksprache mit den Co-Autoren wurden deren Kommentare

und Vorschlage eingefligt. Das Manuskript wurde letztlich nach Rickmeldung meines Betreuers von
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mir in die flr das Journal vorgegebene Form gebracht und von meinem Betreuer eingereicht. Nach
der Antwort des Journals wurden die letzten Anderungen vorgenommen, so dass beide Publikationen
verdffentlicht werden konnten. In beiden Manuskripten werden die verschiedenen Eigenschaften des
Wachstumsfaktors Augmenter of Liver Regeneration (ALR), unter anderem im Vergleich zu dem
bekannten Wachstumsfaktor EGF, genauer untersucht. Es ist bekannt, dass ALR als
Wachstumsfaktor ebenfalls den Prozess der Leberregeneration reguliert und beeinflusst. Die
Strukturuntersuchungen von ALR beschrieben das flir die enzymatische Funktion verantwortliche
Fragment und zeigten, dass ALR in verschiedenen Isoformen in der Zelle vorliegt. Uber die genaue
Kinetik, das Ausmal’ der mitogenen Wirkung und mégliche weitere Eigenschaften war bislang wenig

bekannt.

Deshalb wurde in der ersten Publikation die mitogene Wirkung von ALR auf primare Hepatozyten und
Zelllinien in Bezug auf die Konzentration, Zeitkinetik und Signalwege genauer untersucht. Dabei zeigte
sich, dass im Vergleich zu dem Wachstumsfaktor EGF eine weitaus hohere Dosis von ALR eingesetzt
werden musste, um einen vergleichbaren mitogenen Effekt zu erreichen. Des Weiteren zeigte die
Zeitkinetik durch ALR einen Anstieg der Phosphorylierung von ERK1/2 bzw. Akt/PKB bis zum
Maximum nach bereits 10 bzw. 15 min und einem anschlieBenden Abfall zuriick auf den
Ausgangswert. Durch EGF konnte hingegen eine sofortige und auch langerfristige Aktivierung von
ERK1/2 und eine schnellere und langsamer abnehmende Phosphorylierung von Akt/PKB erreicht
werden. Dies spricht vorerst flr eine starkere mitogene Wirkung von EGF, wobei noch unklar ist, ob
diese Unterschiede in vivo zu verschiedenartigen biologischen Reaktionen fihren. Fir die mitogene
Eigenschaft von ALR konnte im Gegensatz zu EGF eine leberspezifische Wirkung festgestellt werden,
was fir eine klinische Anwendung von grof3er Bedeutung ist. Der Effekt von ALR auf hepatische sowie
zum Teil auch auf pankreatische Zelllinien, Iasst sich durch die gemeinsame entwicklungsbiologische
Abstammung aus dem embryonalen Entoderm erklaren. Die Tatsache, dass ALR neben ERK1/2 mit
Akt/PKB auch einen bekannten Survival-Signalweg aktiviert, waren die Grundlage fir weitere
Untersuchung zur anti-apoptotischen Wirkung von ALR. Aus diesem Grund wurde in der zweiten
Veroffentlichung die protektive Wirkung von ALR gegeniber verschiedenen Apoptose-Induktoren
untersucht. Daflr wurden primare Hepatozyten und Zelllinien mit einem pro-apoptotischen Faktor,
Antikorper, Zytokin, Zytostatika oder Alkohol behandelt und mit bzw. ohne ALR Inkubation das
Ausmall der ausgeldsten Apoptose bestimmt. Es zeigte sich eine konstante protektive Wirkung
gegeniber allen metabolischen Noxen. Zusatzlich konnte nachgewiesen werden, dass neben der
mitogenen auch die anti-apoptotische Wirkung von ALR leberspezifisch ist. Durch diese Eigenschaften
ware ein klinischen Einsatz von ALR als Zytoprotektivum bzw. Induktor der Leberregeneration

maoglich.

4. Diskussion wesentlicher Ergebnisse der Arbeit

Mit den beiden vorliegenden Publikationen konnten die genaue Wirkungsweise und Eigenschaften
des Wachstumsfaktors Augmenter of Liver Regeneration dargestellt werden. Nach der Untersuchung

der bekannten mitogenen Wirkung von ALR, wurden Unterschiede in der Wirkungsweise im Vergleich
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zu dem bekannten Wachstumsfaktors EGF gefunden. Um diese Ergebnisse richtig interpretieren zu
kénnen, mussen weitere Untersuchungen, auch in vivo, durchgefiihrt werden. Bei dem Ergebnis, dass
EGF im Vergleich zu ALR eine weitaus starkere mitogene Wirkung zeigt, muss der gesamte Prozess
der Leberregeneration betrachtet werden. Eine mdgliche Erklarung ware, dass ALR im Vergleich zu
anderen Wachstumsfaktoren hauptsachlich in der Leber produziert und exprimiert wird und somit fir
eine Induktion der mitogenen Wirkung eine hdéhere Dosis bendtigt wird. Des Weiteren sind die
genauen Aufgaben aller an dem Prozess der Regeneration beteiligten Faktoren noch nicht bekannt,
so dass ALR nicht primar fir die Induktion sondern z.B. als sog. ,second hit“ verantwortlich sein
kdnnte. Neben der Dosis und des zeitlichen Verlaufes der Phosphorylierung des ERK1/2- und
Akt/PKB-Signalweges konnte aulRerdem gezeigt werden, dass die ALR vermittelte Wirkung EGF-
Rezeptor unabhangig ist. Es wurde bereits in mehreren Studien vermutet, dass ALR einen eigenen
Rezeptor besitzt, was diese Ergebnisse ebenfalls unterstitzen. Fir einen mdglichen klinischen
Einsatz von ALR ist die hier gezeigte Leberspezifitdt von gréfiter Bedeutung. Somit kdnnte ALR zur
schnelleren Geweberegeneration nach Resektion, im Gegensatz zu anderen mitogenen Faktoren,
ausschliellich die hepatischen Zellen zur Proliferation anregen. Die hepatotrophe protektive Wirkung
von ALR gegeniber verschiedenen metabolischen Noxen ist fir den klinischen Einsatz, z.B. als
Schutz der gesunden Leberzellen wahrend einer Chemotherapie, ebenfalls vielversprechend. In
bisher unveroéffentlichten Daten konnte ich eine protektive Wirkung von ALR gegenliber des durch
Ethanol ausgeldsten oxidativen Stresses mittels Messung der oxidierten und reduzierten Form von
Glutathion (GSH/GSSG Ratio) nachweisen. Die Wirkung von ALR als potentielles Antioxidans sollte
daher im Rahmen weiterer Modelle, z.B. hinsichtlich der Entstehung von Fibrose und

Weiterentwicklung zur Zirrhose, untersucht werden.

5. Schlussfolgerung und Ausblick

Es gibt verschiedene Mdoglichkeiten, wie die hier beschriebenen Eigenschaften von ALR einen
therapeutischen Einsatz finden kénnen. Wie in aktuellen Verdffentlichungen bereits teilweise
untersucht wurde, kann der Nachweis von ALR in Biopsien bzw. die Messung des Serumlevels als
diagnostisches Tool zur Vorhersage der Regenerationsfahigkeit [71] oder als méglicher Tumormarker
[72] genutzt werden. Im Zusammenhang mit orthotopen Lebertransplantationen leiden viele Patienten
in der frlhen postoperativen Phase an renaler Dysfunktion, unter anderem hervorgerufen durch das
hepatorenale Syndrom. Moglicherweise kann mittels ALR die Expression des Hypoxie-induzierten
Faktors-1a (HIF-1a) sowie der Kaliumkandle erhdht werden und somit die Nierenperfusion
postoperativ verbessert werden [73]. Des Weiteren sollte die Verwendung von ALR im
Zusammenhang mit neuen extrakorporalen bioartifiziellen Lebersystemen oder therapeutischen
Infusionen zur Unterstiitzung der Leberregeneration, z.B. bei Leberversagen, untersucht werden. Fir
einen diagnostischen Einsatz von ALR zur Unterstitzung der Regeneration oder zum Schutz der
Leberzellen, mussen somit die vorliegenden vielversprechenden Ergebnisse zuerst in weiteren

Modellen bestatigt werden.
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Fir alle der hier aufgefiihrten Experimente wurde rekombinantes humanes ALR verwendet, das in
einem bakteriellen Expressionsvektor hergestellt wurde. Fir eine Verifizierung der Ergebnisse sollte
ALR nicht nur als Vergleich in einem eukaryotischen Vektor hergestellt, sondern ebenfalls stabil in
Zelllinien transfiziert verwendet werden, um die Versuche damit zu wiederholen. Die Ergebnisse aus
den humanen Hepatozytenkulturen unterliegen aufgrund einer hohen interindividuellen Varianz
groRen Schwankungen. Zusatzlich sollten die Versuche deshalb in vivo unter konstanten
Bedingungen wiederholt werden, bevor die hier beschriebenen Ergebnisse in der Klinik und Therapie

Anwendung finden.
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6. Zusammenfassung

Die Leber Uibernimmt als das grote Stoffwechselorgan des Korpers viele essentielle metabolische,
exokrine und endokrine Funktionen. Nach Schadigungen durch Noxen, metabolische Erkrankungen,
chronischen Alkoholkonsum, Trauma oder nach einer Resektion besitzt sie die Fahigkeit, sich durch
einzigartige und komplexe Mechanismen im Hinblick auf die Zellmasse und Funktion zu regenerieren
und letztlich funktionell wiederherzustellen. Bei der Leberregeneration handelt es sich um einen
komplexen mehrstufigen Prozess, bei dem durch verschiedene Zytokine der nicht-parenchymalen
Zellen sowie die Aktivierung mehrerer Signalwege die Proliferation, Apoptose sowie der Metabolismus

gesteuert wird.

Die Tatsache, dass sich die Leber normalerweise nach Parenchymverlust wieder regenerieren kann,
macht man sich in der Leberchirurgie zu Nutze. Der Erfolg einer Leberresektion ist neben vielen
Faktoren im Wesentlichen von der Regenerationsfahigkeit des Lebergewebes abhangig, da es im
Zuge einer gestorten Leberregeneration zur Leberinsuffizienz und dem Leberversagen kommen kann.
Um dies zu vermeiden, aber auch um das Indikationsspektrum (im Sinne einer Erweiterung des
Resektionsausmalfies) zu erweitern, ist es von klinischer Relevanz, die Leberregeneration
therapeutisch verbessern zu kénnen. Experimentelle Ansatze dazu fokussieren sich zum einen auf die
Transplantation von Hepatozyten oder Stammzellen als zelluldre Wachstumsstimulation. Zum anderen
werden die Eigenschaften von Zytokinen und Wachstumsfaktoren auf ihren mdglichen
therapeutischen Einsatz untersucht, um die Regeneration des Gewebes zu verbessern. Von
bekannten Wachstumsfaktoren wie dem Epidermal Growth Factor (EGF) und Hepatocyte Growth
Factor (HGF) sind die Signalwege ausfiihrlich untersucht worden. lhre Wirkung erstreckt sich auf eine
Beeinflussung der DNA-Synthese, des Zellzyklus und der Proliferation der Hepatozyten in vivo und in
vitro. Auch der Wachstumsfaktor Augmenter of Liver Regeneration (ALR), Synonym growth factor
ervi-like (GFER), kdnnte sowohl diagnostisch im Monitoring der Leberregeneration als auch im

therapeutischen Bereich als ,Medikation® eine hilfreiche Rolle spielen.

Ziel dieser Arbeit war daher, zuerst die Signaltransduktionswege zu untersuchen, die durch die
externe Gabe von humanem rekombinanten ALR (rhALR) in vitro aktiviert werden, sowie die mitogene
Wirkung von ALR auf humane Leberzellen im Vergleich zu bekannten Wachstumsfaktoren wie EGF
genauer zu beschreiben. Die Tatsache, dass ALR neben dem ERK1/2- auch den Survival-Signalweg
Akt/PKB aktiviert, hatte aulRerdem den entscheidenden Hinweis gegeben, Versuche zur anti-
apoptotischen Wirkung durchzufiihren. Der nachste Schritt bei der Erforschung der Besonderheiten
von ALR war daher die Untersuchung eines mdglichen anti-apoptotischen Effekts von ALR auf
Leberzellen gegenlber verschiedenen Substanzen wie Apoptose-Induktoren, Antikdrpern, Zytostatika
oder Alkohol. Um die Frage zu klaren, ob sowohl die mitogene als auch die protektive Eigenschaft von

ALR ausschlieBlich auf hepatische Zellen wirkt, wurden weiterfihrende Experimente durchgeflhrt.

Um die mitogene Wirkung von ALR gegentuber Leberzellen zu untersuchen, wurden Zeitkinetiken der
Phosphorylierung von ERK1/2 und Akt/PKB bei primaren Hepatozyten nach der Behandlung mit
rhALR oder rhEGF erstellt. Mittels MTT und [3H] Thymidin-Assay wurde in primaren Hepatozyten und
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verschiedenen hepatischen und extrahepatischen Zelllinien die Proliferation gemessen. Die
Ergebnisse zeigten, dass fur einen vergleichbaren mitogenen Effekt in vitro eine hdhere Dosis von
ALR zugegeben werden musste als von EGF. Die Behandlung der Leberzellen mit ALR bzw. EGF
fuhrte zu deutlichen Unterschieden in den Zeitkinetiken der ERK1/2 bzw. Akt/PKB Phosphorylierung.
Durch die Inkubation mit ALR zeigte sich ein voriibergehender Anstieg der ERK1/2 Phosphorylierung,
wohingegen durch EGF ein permanenter Anstieg im Beobachtungszeitraum ausgel6st wurde.
Grundsatzlich zeigte sich durch EGF im Gegensatz zu ALR in der Zeitkinetik ein schnellerer und
langerfristiger Effekt sowohl im Bezug auf den ERK1/2- als auch Akt/PKB-Signalweg. Durch die
Messung der Proliferation nach Inhibition des EGF-Rezeptor konnte ebenfalls gezeigt werden, dass
die mitogene Wirkung von ALR auch EGF-Rezeptor unabhangig wirken kann. Diese Ergebnisse
sprechen vorerst fiir einen starkeren mitogenen Effekt durch EGF, lassen jedoch keine Aussage Uber
die méglichen unterschiedlichen Effekte der beiden Wachstumsfaktoren in vivo zu. Zusatzlich zu dem
Nachweis einer mitogenen Wirkung konnte gezeigt werden, dass dieser Effekt leberspezifisch ist. Vor
diesem Hintergrund wurde im Folgenden die mdgliche protektive Wirkung von ALR untersucht, indem
hepatische und organotypische Krebszelllinien mit bzw. ohne ALR kultiviert wurden, bevor im
Anschluss Apoptose durch tumor necrosis factor related apoptosis-inducing ligand (TRAIL), anti-Apo,
transforming growth factor-f (TGF-B) und Actinomycin D (Act D) ausgeldst wurde. Mittels Messung
der Cytochrom C-Abgabe durch die Mitochondrien und Durchflusszytometrie (FACS Analyse) mit
Propidiumiodid-Farbung wurde die Apoptose bestimmt. In den hier verwendeten Toxizitatsmodellen
konnte ALR die ausgeldste Apoptose signifikant verringern. In weiteren Experimenten wurde die Frage
erortert, welche Zellen durch den Einsatz von ALR im Zusammenhang mit z.B. der Chemotherapie
von Lebermetastasen geschitzt werden. Die Behandlungen von hepatischen Zellen im Vergleich zu
Zelllinien des Pankreas, Kolons, Magens oder der Lunge zeigten eine leberspezifische anti-

apoptotische Wirkung von ALR.

Zusammenfassend wurden in den beiden vorliegenden Arbeiten die mitogene und anti-apoptotische
Eigenschaft von ALR genauer beschrieben, die im Rahmen des untersuchten Spektrums auf
Tumorzelllinien anderer Organe keine Wirkung zeigte. Auch von anderen Wachstumsfaktoren, wie
z.B. HGF, sind sowohl mitogene als auch anti-apoptotische Wirkungen, bekannt. Diese wirken jedoch
im Gegensatz zu ALR auch auf Zellen anderer Organsysteme. Somit gibt es in den vorliegenden in
vitro Untersuchungen Hinweise fiir einen potentiellen therapeutischen Einsatz von ALR als
Zytoprotektivum oder als Verstarker der Leberregeneration im eigentlichen Sinne seiner Bezeichnung.
Diese vielversprechenden Fahigkeiten des Wachstumsfaktors ALR mussen fir zukinftige

Anwendungen in vivo genauer verifiziert werden.
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7. Summary

The liver is the largest gland of the body performing a wide range of essential metabolic, exocrine and
endocrine functions. After liver damage caused by different noxa, metabolic diseases, chronic alcohol
abuse, trauma or resection, it has the unique capacity to regulate its growth and mass in order to
regenerate and restore its function via complex mechanisms. Liver regeneration is a multilevel process
driven by a complex system of regulatory signals, such as cytokines of the non-parenchymal cells and

activation of several signalling pathways which control proliferation, apoptosis and metabolism.

The fact that the healthy liver has the ability to regenerate after loss of parenchyma provides the basis
for liver surgery. The outcome of a liver resection depends on a lot of factors, with the regeneration
capacity of the tissue being the essential factor, as impaired liver regeneration leads to hepatic
insufficiency and liver failure. The clinical relevance is therefore the primary reason for ongoing
research which seeks to both investigate therapeutic methods to improve liver regeneration and to
widen surgical indications (in terms of more extensive surgical resection). Initial approaches focus on
transplantation of hepatocytes and stem cells as cell growth stimulation. Another possibility that is
being investigated is using cytokines and growth factors as a potential therapeutic drug to increase
liver regeneration. The signalling pathways and effectiveness of growth factors like epidermal growth
factor (EGF) and hepatocyte growth factor (HGF) have been well studied. It is known how they
influence DNA synthesis, cell cycle and proliferation of hepatocytes in vivo and in vitro. The growth
factor augmenter of liver regeneration (ALR), with the synonym growth factor erv1-like (GFER), could
also play a key role both as a diagnostic marker in monitoring of liver regeneration and therapeutically

as a “medication”.

Therefore, the first aim of this thesis was to characterize involved signal transduction pathways which
are stimulated after external application of recombinant human ALR (rhALR) in vitro and to elaborate
the induction of cell proliferation in human liver cells in comparison to well-established growth factors
like EGF. The fact that ALR not only activates the ERK1/2 but also the Akt/PKB survival signalling
pathway provided the decisive evidence to carry out experiments on anti-apoptotic effects of ALR.
Investigating the protection of hepatic cells by ALR administration from apoptosis induced by different
agents including apoptosis inducer, antibodies, cytostatic drugs and alcohol was another step in
revealing further characteristics of ALR. Further experiments have been carried out to find out whether

both the mitogenic and protective feature of ALR can be observed in extrahepatic cells.

To investigate the capacity of ALR to induce proliferation in liver cells, kinetics of ERK1/2 and Akt/PKB
phosphorylation were determined in primary human hepatocytes (phh) after stimulation with rhALR
and rhEGF. Induction of proliferation was analyzed in phh and several cell lines of hepatic and
extrahepatic origin by MTT and [3H]-thymidine assay. The comparison of ALR to EGF showed that a
higher concentration of ALR had to be used to accomplish a comparable mitogenic effect as EGF. The
kinetics of ERK1/2 and Akt/PKB phosphorylation induced by either EGF or ALR showed clear
differences. Incubation with rhALR caused a transient increase of ERK1/2 phosphorylation whereas

EGF led to a permanent increase during the observation period. Generally, the incubation of liver cells
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with EGF caused a faster and longer effect regarding the phosphorylation of both the ERK1/2 and
Akt/PKB signalling pathway as opposed to ALR. The induction of proliferation by rhALR after inhibition
of EGF receptor did also prove that ALR can exert its mitogenic effect independent from EGF receptor.
These findings appear to demonstrate a stronger mitogenic effect of EGF compared to ALR. However,
it remains unclear what the different effects of the two growth factors cause in vivo. Therefore it is not
possible to draw a conclusion about their final function. In addition to the proof of a mitogenic effect
the results also show the liver specificity of this capacity of ALR. To analyze a possible protective
effect of ALR, hepatic cells and organotypic cancer cell lines were cultured with and without ALR
before apoptosis was induced by tumor necrosis factor related apoptosis-inducing ligand (TRAIL), anti-
Apo, transforming growth factor- (TGF-) and actinomycin D (Act D). Apoptosis was evaluated by the
release of cytochrome ¢ from mitochondria and by flow cytometry (FACS analysis) with propidium
iodide (PI) staining. Using these toxicity models, ALR significantly decreased apoptosis in primary
human hepatocytes and a hepatic cell line. Further experiments were needed to clarify which kind of
cells would be protected by ALR in combination with e.g. chemotherapy of liver metastases. The
treatment of hepatic cells compared to pancreatic, colonic, gastric and bronchial cell lines proved the

protective effect of ALR to be liver specific.

To summarize, the features and effects of the mitogenic and anti-apoptotic character of ALR have
been specified. The results prove that ALR does not show any effects on cell lines of other organ
systems in the examined setup and therefore acts specifically on the liver in a both mitogenic and anti-
apoptotic way. Both mitogenic and anti-apoptotic effects have already been found for other growth
factors like HGF. However, in contrast to ALR these factors influence not only hepatic cell cultures but
also cells of a diversity of organ systems. Consequently, from the in vitro results identified in this thesis
it is possible to assume that ALR could be used therapeutically to protect liver cells or as an
augmenter of liver regeneration in terms of its literal name. The findings of this thesis legitimate the
need for further research to verify these promising effects in vivo in particular to investigate the use of

ALR as a potential inducer of liver regeneration or hepatoprotective cytokin in a clinical setting.
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Background/Aim: Augmenter of liver regeneration (ALR) is a potent growth factor which supports liver
regeneration in experimental animals. The aim of this study was to compare proliferation as well as
the kinetics of ERK1/2 and Akt/PKB phosphorylation by recombinant human ALR (rhALR) and EGF in
human hepatocytes and extrahepatic cells.

Methods: Kinetics of ERK1/2 and Akt/PKB phosphorylation were determined in primary human hepato-
cytes (phh) after stimulation with rhALR and EGF. Induction of proliferation was analyzed in phh and sev-
eral cell lines of hepatic and extrahepatic origin by the MTT and [*H]-thymidine assay.

Results: The kinetics of ERK phosphorylation showed clear differences, whereby rhALR caused a transient
and EGF a permanent increase during the observation period of 60 min. For both, Akt and ERK phosphor-
ylation, EGF caused a faster effect with maximal levels observed already after 2 min, whereas rhALR
caused maximal phosphorylation between 10 and 15 min. Using the EGF receptor inhibitor AG1478
we provide evidence of an EGF receptor independent induction of proliferation by rhALR. Furthermore,
rhALR induced proliferation only in phh and the human liver derived cell lines HepG2 and Chang. In con-
trast, EGF enhanced proliferation in all analyzed cell types including cell lines of colon, bronchial, pancre-
atic and gastric origin (SW480, BC1, L36PL and GC1).

Conclusion: rhALR and EGF induce different kinetics of ERK and Akt phosphorylation in human hepato-
cytes. The mitogenic effect of rhALR is liver specific and seems to be at least partially independent from

EGF receptor mediated signaling.

© 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

The liver has the unique capacity to regulate its growth and
mass and is a well characterized biological system for studying cell
proliferation and differentiation. Although adult hepatocytes are

Abbreviations: AP-1, activator protein-1; rhALR, recombinant human augmenter
of liver regeneration; EGF, epidermal growth factor; ERK1/2, extracellular signal-
regulated kinase 1/2; FCS, fetal calf serum; HGF, hepatocyte growth factor; JAB1, Jun
activation domain-binding protein 1; LPS, lipopolysaccharide; MAP kinase, mito-
gen-activated protein kinase; MAPKK/MEK, mitogen-activated protein kinase
kinase; MTS, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulf-
ophenyl)-2H-tetrazolium; PH, partial hepatectomy; phh, primary human hepato-
cytes; AKT/PKB, protein kinase B; TGFa, Transforming growth factor alpha
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quiescent cells, they retain their ability to proliferate and regener-
ate damaged hepatic tissue after toxic injury and infections [1]. Li-
ver regeneration is driven by a complex system of regulatory
signals which control proliferation, apoptosis and metabolism.
Many growth factors such as TGFo, EGF, heparin-binding EGF
and HGF are highly expressed after partial hepatectomy and are
thought to be important in driving liver regeneration [2-4]. EGF
is a low-molecular-weight mitogenic protein that stimulates pro-
liferation of mesenchymal, glial and epithelial cells. ALR belongs
to a novel family called “cytozymes”, which comprises properties
of both cytokines and enzymes as a flavin-linked sulfhydryl oxida-
tive activity [5]. Together with the Saccharomyces cerevisiae homo-
logue Erv1p4, it is a member of the new ALR/Erv1 protein family
[6]. Compared to EGF not much is known about both the pathways
and mechanisms activated by ALR and which cell types or organs
are regulated by ALR. So far it is known that ALR is mainly



916 M. Ilowski et al./Biochemical and Biophysical Research Communications 394 (2010) 915-920

produced and stored in hepatocytes and acts as an autocrine factor.
Mammalian ALR is found in a short form of 15 kDa, mainly present
in the cytoplasm, and a longer isoform (23 kDa), which is localized
in the intermembrane space of mitochondria. Mechanisms of re-
combinant hALR signaling have been shown in triggering the
MAPK pathway by binding its receptor on the cell surface. It is
known that ALR leads to an activation of transcription factor acti-
vator protein-1 (AP-1) via the MAPK pathway [7]. Jun activation
domain-binding protein 1 (JAB1), a co-activator of AP-1, which is
essential for liver regeneration, specifically interacts with intracel-
lular ALR. Furthermore, ALR modulates hepatic metabolism by
reduction of cytochrome P450 activity in human hepatocytes
in vitro via NFkB [8]. The aim of this study was to characterize in-
volved signal transduction pathways which are stimulated after
external application of recombinant human ALR in vitro and to
elaborate the induction of cell proliferation in human liver cells
in comparison to well-established growth factors like EGF. Investi-
gating the influence of ALR and other common growth factors on
proliferation of cell lines of different origins was another step in
characterizing new features of ALR.

2. Materials and methods
2.1. Reagents

Recombinant human ALR (rhALR) was prepared as described re-
cently [6]. Fractions containing rhALR protein were combined and
dialyzed against dialysis buffer (25 mM Hepes, 0.1% Tween 20, and
1 mM EDTA, pH 8.2) at 4 °C, with a threefold buffer change. After-
wards, rhALR protein was concentrated using a 5 kDa cut-off ultra-
free-15 centrifugal filter device (Millipore GmbH, Schwalbach,
Germany) [9]. Recombinant human epidermal growth factor (rhE-
GF) was obtained from Biomol GmbH, Germany [10]. All antibodies
were purchased from Cell Signaling Technology, Beverly, MA.

2.2. Isolation of primary human hepatocytes

Tissue samples from human liver resections were obtained from
patients undergoing partial hepatectomy. Experimental procedures
were performed according to the guidelines of the charitable state-
controlled foundation Human Tissue and Cell Research (HTCR) with
informed patient’s consent approved by the local ethical committee
of the Ludwig-Maximilians-University of Munich [10]. Human
hepatocytes were isolated using a modified two-step EGTA/collage-
nase perfusion procedure as described previously [11]. Viability of
isolated hepatocytes was determined by trypan blue exclusion.
Cells with a viability >80% were used for cell culture.

2.3. Primary hepatocytes culture

Cells were plated on collagen gel layer (BD biocoated Collagen I)
6-well plates for Western blots, 12-well plates for FACS analysis
and 96-well plates for proliferation assays in appropriate volume
of culture media. The medium consisted of Dulbecco’s modified Ea-
gle’s medium (DMEM) with 5% fetal calf serum, 2 mM L-glutamine,
1.7 mU/ml insulin, 3.75 ng/ml hydrocortisone, 100 pg/ml strepto-
mycin, and 100 U/ml penicillin. Cells were incubated at 37 °C in a
humidified incubator with 5% CO,. Viability of hepatocytes during
culture period was monitored by cell morphology (light micros-
copy, image analysis).

2.4. Cell lines and culture conditions

The bronchial (BC1 Tu) and gastric (GC1 LN-Tu) cell lines were
kindly provided by Dr. N. van den Engel, Ludwig-Maximilians-Uni-

versity, Munich [12]. All cell lines were plated on 12-well plates for
FACS analysis and 96-well plates for proliferation assays in appro-
priate volumes of culture media. Human hepatic cell lines (HepG2)
were cultured in RPMI medium supplemented with 10% fetal calf
serum, 4 mM i-glutamine, 1% penicillin/streptomycin. Bronchial
(BC1 Tu), colon (SW480), and gastric (GC1 LN-Tu) cell lines were
cultured in RPMI medium supplemented with 10% fetal calf serum,
2 mM L-glutamine, 1 mM sodium pyruvate, 0.1 mM non-essential
amino acids (NEAA) and 50 pg/ml gentamycin. Pancreatic
(L3.6PL) carcinoma cell lines were cultured in DMEM including
1 g/ml glucose, 2 mM L-glutamine, 1 mM sodium pyruvate, 12%
FBS, 2.4x MEM vitamine mixture, 2.4x MEM non-essential amino
acids, 120 U penicillin/ml and 20 pg/ml streptomycin. All cell lines
were cultivated in a 5% CO, atmosphere at 37 °C. Gel electrophore-
sis and immunoblotting was performed as previously described
[13].

2.5. Proliferation assay (MTT)

All cells were allowed to attach overnight. The cells were stim-
ulated with ALR and EGF as indicated or with cytokine-free med-
ium (negative control). The cell proliferation rate was determined
by MTT assay after 24/48 h incubation using the CellTiter 96®
Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega, Madison,
WI) according to the manufacturer’s instructions.

2.6. Proliferation assay ([°H]-thymidine assay)

The rate of proliferation of cells was measured by the incor-
poration of [*H]-thymidine into cellular nucleic acids. Therefore
primary hepatocytes or HepG2 cells were plated on 96-well-
plates and incubated with or without growth factors for 24 h.
The cells were labelled by incubation with 2 pCi of [>H]-thymi-
dine (Amersham, Little Chalfont, UK) for 16 h. Using a cell har-
vester (Skatron, Sterling, VA), the cells were collected and then
washed on filters (Dunn, Ansbach, Germany). The amount of
radiolabeled [*H]-thymidine incorporated into DNA was ana-
lyzed with a beta counter (LKB/Pharmacia, Uppsala, Sweden).
The cultures were assayed in triplicates and the results ex-
pressed as mean counts per minute. The stimulation index was
calculated as the ratio of counts per minute obtained in the
presence of ALR or EGF as indicated to that obtained without
cytokine.

2.7. Western blot analysis

After 16 h attachment, medium was replaced by FCS free
medium for 24 h. Afterwards pre-starvation medium was added
for 12-16 h and finally replaced by starvation medium for 3 h
[14]. Protein concentrations were measured using BCA Protein
Assay® (Pierce, Rockford, IL). The proteins were separated by
SDS-PAGE and transferred to PVDF membranes. The membranes
were blocked for 1 h in TBS-T 5% milk-solution, incubated over-
night with the primary antibody (phosphor-Erk, phosphor-Akt,
Erk1/2 and Akt/PKB), for 1h with the secondary antibody
(anti-rabbit-HRP) and incubated for 1 min with the chemilumi-
nescent reagent LumiGlo™. Densitometric analysis was carried
out using Image] software (Wayne Rasband, National Institutes
of Health, USA). The effect on phosphorylation of Akt was inves-
tigated after inhibition of EGF receptor phosphorylation, MEK or
PI3K with rhALR treatment in phhs. After 24 h serum starvation
primary human liver cells were pre-incubated for 20 min with
15 pmol/l Wortmannin, 10 pmol/l AG1478 and 50 pumol/l
PD98059, respectively and either untreated or treated with
750 ng/ml rhALR thereafter.
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2.8. Statistical analysis

Statistical analysis was performed using two-tailed Student’s t-
test. P levels <0.05 were considered as significant.

3. Results

3.1. ALR enhances cell proliferation in a dose-dependent manner
in vitro

ALR has been shown to be highly expressed during liver cell
proliferation [6]. Performing MTT-assays with rhALR, concentra-
tions of 300 ng/ml or more significantly increased cell proliferation
in HepG2 cell line and primary human hepatocytes (p < 0.05, com-
pared to unstimulated controls, data not shown). Similar results
were obtained using the [*H]-thymidine incorporation assay with
primary human hepatocytes (phh) and HepG2 cells which demon-
strated a significant increase of cell proliferation at a low cell num-
ber using 750 ng/ml rhALR (p<0.021) in primary human
hepatocytes and 300 ng/ml rhALR (p<0.031) in HepG2 cells,
respectively (data not shown). This proliferation stimulating effect
was up to 49% compared to control with phh and up to 31% with
HepG2 cells which is comparable to the effect triggered by estab-
lished hepatic growth factors such as EGF.

3.2. ALR acts via phosphorylation of ERK1/2 and Akt/PKB in a time-
dependent manner

It is known that ERK1/2 activation can mediate proliferation
[15-19]. Stimulation of cultivated human hepatocytes with rhALR
caused an increase of pERK1/2, whereby the kinetics of pERK1/2
showed two key features: (i) considering the observation period
of 60 min the increase was transient with a maximum after
approximately 10 min followed by a decrease to control levels after
approximately 60 min, (ii) the increase in pERK1/2 was relatively
slow, whereby the maximum was not reached before 10 min incu-
bation with rhALR (Fig. 1A). In contrast, stimulation with EGF
caused an increase in phosphorylation of ERK1/2 characterized
by (i) a permanent increase over the 60 min observation period
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and (ii) a rapid increase, which was maximal already after 2 min
(Fig. 1B). Similar kinetics of ERK1/2 phosphorylation was found
in HepG2 cells (data not shown). The phosphoinositide 3-kinase
(PI3K)/protein kinase B (Akt) pathway has been shown to regulate
numerous cellular processes such as growth, proliferation, cell cy-
cle progression, adhesion and angiogenesis [20-22]. Our data show
an increase in phosphorylation of Akt with a maximum after
15 min incubation with rhALR (Fig. 2A). In contrast, EGF caused
maximal phosphorylation of Akt/PKB already after 2 min, steadily
decreasing thereafter (Fig. 2B).

3.3. ALR shows EGF receptor independent effects on proliferation

Stimulation of human hepatocytes with rhALR caused signifi-
cant increase of proliferation compared to controls. Blocking EGF
receptor and MEK phosphorylation by 10 pumol/l AG1478 and
50 umol/L PD98059 caused a 0.4- and 0.3-fold decrease of
PERK1/2, respectively. In presence of AG1478 or PD98059, rhALR
did no longer cause an increase of ERK phosphorylation (data not
shown). A different scenario was obtained for analysis of prolifer-
ation. Blocking pEGF-R or MEK decreased basal levels. However,
rhALR was still able to induce proliferation even in presence of
AG1478 or PD98059 (Fig. 3). This suggests at least partially an
EGF receptor independent mechanism for rhALR induced prolifer-
ation in human hepatocytes.

3.4. ALR - a hepatotrophic growth factor

As ALR might possess some features applicable in a therapeutic
way, we investigated the influence on non-hepatic cells. ALR stim-
ulates proliferation of primary human hepatocytes to a similar ex-
tent as EGF. In order to investigate whether that is a cell type
specific effect, various cell lines established from hepatic and
extrahepatic tissues were analyzed. rhALR did not cause a signifi-
cant change (p > 0.5) in proliferation in non-hepatic cells, such as
colon, gastric and bronchial cell lines. In contrast to rhALR signifi-
cant increases were induced by EGF (p<0.023 compared to
unstimulated controls, Fig. 4). Thus, compared to EGF, the prolifer-
ative effect of rhALR seems to be liver specific. In contrast, growth
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Fig. 1. Effect on phosphorylation of ERK after growth factor treatment in primary human liver cells. (A) Phh were either untreated or treated with 750 ng/ml rhALR for 2, 5, 10,
15, 20, 30 and 60 min after 24 h serum starvation. (B) Phh were either untreated or treated with 20 ng/ml EGF for 2, 5, 10, 15, 20, 30 and 60 min after 24 h serum starvation.
Western blot was performed with antibodies for ERK (lower panel) and phospho-ERK (upper label). Time-dependent effects on phosphorylation of ERK compared to total ERK
are shown. One representative gel and appending quantitative analysis for the densitometry of the results from three separate experiments is presented.
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15, 20, 30 and 60 min after 24 h serum starvation. (B) Cells were either untreated or treated with 20 ng/ml EGF for 2, 5, 10, 15, 20, 30 and 60 min after 24 h serum starvation.
Western blot was performed with antibodies for Akt (lower panel) and phospho-Akt (upper label). Time-dependent effects on phosphorylation of Akt compared to total Akt
are shown. One representative gel and appending quantitative analysis for the densitometry of the results from three separate experiments is presented.
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Fig. 3. Change in proliferation after inhibition of EGF receptor and MEK respectively

of primary human liver cells. After 24 h serum starvation phh were pre-incubated

for 20 min with 10 pmol/l AG1478 and 50 pmol/l PD98059, respectively and either

treated with 750 ng/ml rhALR (black bars) or untreated thereafter. MTT assay was

performed in triplicates. p<0.05 vs. non-treated cells using students t-test.
p <0.05 vs. ALR-treated cells using students t-test.

factors like EGF or HGF show mitogenic activity in a wide range of
cell types.

4. Discussion

Human hepatocytes represent a generally accepted in vitro sys-
tem for studies of liver metabolism. Using adequate culture condi-
tions most enzymes responsible for hepatic metabolism remain
active. However, a disadvantage working with human hepatocytes
is limited availability since hepatocytes have to be isolated from
resected tissues. Despite of great efforts taken it is not yet possible
to efficiently proliferate human hepatocytes in culture [23]. Pri-
mary cells show relatively high levels of baseline apoptosis and cell
death. Therefore, all experiments were additionally performed
with a human hepatic cell line (HepG2).

The aim of this study was to characterize signal transduction
pathways which are induced by recombinant human ALR
in vitro and to compare the situation after rhALR stimulation to
that of recombinant human EGF. EGF and ALR activate an exten-

140
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Fig. 4. Liver specificity of rhALR. Change in proliferation of hepatic cells and cell
lines of extrahepatic tissues after dosing with rhALR and rhEGF. After treatment
with 750 ng/ml rhALR (black bars) and EGF 20 ng/ml (grey bars), respectively and
cultivation under serum-free medium condition, MTT assay was performed in
triplicates. p <0.05 vs. control using students t-test.

sive network of signal transduction pathways, including PI3K/
AKT, RAS/ERK and JAK/STAT. It has been shown that several
growth factors induce proliferation via the MEK/ERK pathway
[7]. Here, we compared the stimulation of ERK1/2 phosphoryla-
tion by rhALR and rhEGF and observed striking differences. rhEGF
caused a rapid increase in ERK1/2 phosphorylation which was
maximal already 2 min after exposure. In contrast, rhALR required
approximately 10 min until ERK1/2 phosphorylation reached
maximal levels. Another striking difference between rhEGF and
rhALR was that rhEGF caused a permanent and rhALR a transient
increase of ERK1/2 phosphorylation. The time course of ERK phos-
phorylation may be of high relevance, because different kinetics
may lead to completely different biological responses. For exam-
ple, EGF induces a transient increase in ERK1/2 phosphorylation
in PC12 cells leading to proliferation, whereas NGF induces a
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permanent increase in ERK1/2 phosphorylation which triggers
neuronal differentiation of the same cells [24]. Differences in
feedback loops have been shown to be responsible for the distinct
phosphorylation kinetics after EGF and NGF stimulation. Whether
differences in ERK1/2 activation kinetics in human hepatocytes
after stimulation with rhEGF and rhALR also lead to different bio-
logical responses still has to be elucidated.

A new finding of this study is the fact that ALR also stimulates
the phosphorylation of PI3K/AKT in a time-dependent manner.
Phosphorylation of PI3K/AKT by rhALR peaked after 15 min
whereas rhEGF caused maximal phosphorylation much earlier fol-
lowed by a decrease thereafter. For PI3K/AKT phosphorylation dif-
ferent time courses were observed after stimulation with rhEGF
and rhALR as well. As the PI3K/AKT pathway triggers anti-apopto-
tic signals this possible new feature of ALR needs to be further
investigated. In our study, the phosphorylation of GSK-3R, a down-
stream protein of the Akt/PKB survival pathway, showed the same
time response like Akt and therefore strengthens the hypothesis of
a pro-survival effect of ALR (data not shown). Furthermore, our re-
sults demonstrate that ALR can induce proliferation in an EGF
receptor independent way.

The ALR gene may play an important role in relieving acute he-
patic injury and hepatic failure by promoting hepatic cell prolifer-
ation and reducing levels of AST and ALT which has already been
shown in CCls-intoxicated rats [25]. In hepatoma cells, ALR gene
expression protects cells against H,O, injury [26]. This effect is
likely to be associated with preservation of mitochondria. Current
studies also showed a protective effect of ALR on ROS-induced
apoptosis in human neuroblastoma cells [27]. Taken together, a
possible role of ALR as an antioxidant needs to be further
investigated.

ALR has already been reported to represent a potent growth fac-
tor and a mitogen for hepatocytes [25]. Originally purified from
weanling rat livers [28,29], ALR significantly improved liver regen-
eration after resection or liver damage [30]. Our results show that in
contrast to other growth factors influencing liver regeneration, ALR
exhibits its action exclusively on hepatocytes and hepatoma cells
[30-32]. Many factors known to induce or support hepatocyte pro-
liferation, such as EGF, hepatocyte growth factor (HGF), insulin-like
growth factor (IGF-1) and transforming growth factor (TGF-o.) and
insulin can also stimulate proliferation of a wide variety of other
cell types than hepatocytes [7,33,34]. In contrast ALR exclusively
stimulated hepatocytes and hepatoma cells in the present study.
This liver specificity suggests that ALR might be useful for the treat-
ment of liver diseases, e.g. resection of liver metastasis with colo-
rectal cancer or in support of liver regeneration after
hepatectomy. Our results show a slight influence of ALR on pancre-
atic cell lines as well, which can be interpreted by the common
embryological origin from the endoderm of liver and pancreas
[35-37].

In summary, we have demonstrated that rhEGF and rhALR lead
to different ERK1/2 phosphorylation kinetics. rhALR also activates
the PI3K/AKT signaling pathway, which has not been described be-
fore. The clinically most important finding is that ALR specifically
acts on hepatocytes, and therefore might be used to support liver
regeneration without stimulating the growth of micrometastasis.
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Supplementary Fig. 1.. ALR enhances cell proliferation in a dose-dependent manner in vitro.
Change in proliferation of primary human liver cells (black), HepG2 cell line (white) and
Chang cell line (grey) after dosing with recombinant human ALR. After cultivated under
serum-free medium condition, cells were incubated with escalating doses of rhALR (7.5, 75,
300, 750 and 1500 ng/ml), MTT assay was performed as described in Section 2. Proliferation
was increased by 128% after ALR challenge at a maximum dose of 750 ng/ml. Data were

obtained as triplicates. p < 0.05 vs. control using students t-test
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Supplementary Fig. 2.. Increase in proliferation of primary human hepatocytes (phhs) after
dosing with rhALR and rhEGF. After 24 h cultivation under serum-free medium condition,
cells were treated with rhALR (black bars) and rhEGF (grey bars), respectively. [°H]-
thymidine assay was performed after labelling the cells by incubation with 2 uCi of [*H]-
thymidine for 16 h. The amount of radiolabeled [*H]-thymidine incorporated into DNA was
analyzed with a beta counter. Data were obtained as triplicates. p < 0.05 vs. control using

students t-test.
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Supplementary Fig. 3.. Increase in proliferation of HepG2 cells after dosing with rhALR and
rhEGF. After 24 h cultivation under serum-free medium condition, cells were treated with
rhALR (black bars) and rhEGF (grey bars), respectively. [*H]-thymidine assay was performed
after labelling the cells by incubation with 2 uCi of [°H]-thymidine for 16 h. The amount of
radiolabeled [*H]-thymidine incorporated into DNA was analyzed with a beta counter. Data

were obtained as triplicates. p < 0.05 vs. control using students t-test.
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Augmenter of liver regeneration (ALR) is known to support liver regeneration and to stimulate prolifer-
ation of hepatocytes. However, it is not known if ALR exerts anti-apoptotic effects in human hepatocytes
and whether this protective effect is cell type specific. This is relevant, because compounds that protect
the liver against apoptosis without undesired effects, such as protection of metastatic tumour cells,
would be appreciated in several clinical settings. Primary human hepatocytes (phH) and organotypic can-
cer cell lines were exposed to different concentrations of apoptosis inducers (ethanol, TRAIL, anti-Apo,
TGF-B, actinomycin D) and cultured with or without recombinant human ALR (rhALR). Apoptosis was
evaluated by the release of cytochrome ¢ from mitochondria and by FACS with propidium iodide (PI)
staining.

ALR significantly decreased apoptosis induced by ethanol, TRAIL, anti-Apo, TGF-B and actinomycin D.
Further, the anti-apoptotic effect of ALR was observed in primary human hepatocytes and in HepG2 cells
but not in bronchial (BC1), colonic (SW480), gastric (GC1) and pancreatic (L3.6PL) cell lines.

Therefore, the hepatotrophic growth factor ALR acts in a liver specific manner with regards to both its
mitogenic and its anti-apoptotic effect. Unlike the growth factors HGF and EGF, rhALR acts in a liver spe-
cific manner. Therefore, ALR is a promising candidate for further evaluation as a possible hepatoprotec-
tive factor in clinical settings.
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1. Introduction

The liver has a regenerative potential, which permits recovery
from functional disorders induced by hepatic injury [1]. During li-
ver regeneration, regenerative factors released from parenchymal
and non-parenchymal liver cells stimulate the proliferation of
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EGF, epidermal growth factor; ERK-1/2, extracellular signal-regulated kinase 1/2;
FCS, fetal calf serum; HGF, hepatocyte growth factor; LPS, lipopolysaccharide; MAP
kinase, mitogen-activated protein-kinase; MAPKK/MEK, mitogen-activated protein
kinase kinase; MTS, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-
(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium; TRAIL, tumor necrosis factor related apoptosis-
inducing ligand; TGF-B, transforming growth factor beta; act D, actinomycin D;
NEAA, non essential amino acids; FACS, fluorescence activated cell sorting; phH,
primary human hepatocytes.
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hepatocytes by induction of immediate early genes and stimulat-
ing the release of growth factors [2].

Besides well-known growth factors like hepatocyte growth fac-
tor (HGF) or epidermal growth factor (EGF), augmenter of liver
regeneration (ALR) is another cytokine of vital importance. For
both EGF and HGF, mitogenic effects on not only hepatic cells
but also trophoblasts and myoblasts, respectively have been shown
[3,4]. ALR belongs to a novel group of so called cytozymes as it acts
as a growth factor and a sulfhydryl oxidase enzyme, that binds FAD
containing a redox-active CxxC disulfide proximal to a flavin ring
[5]. ALR is known to support liver regeneration in experimental
animals [6,7]. Previous studies have shown that ALR activates the
ras/Mek/Erk as well as the PI3K/Akt pathways [8]. The influence
of ALR on signaling pathways differs from that of other growth
factors, such as EGF. For instance, ALR causes a transient and EGF
a permanent increase in ERK phosphorylation [8]. Although an
activation of the PI3K/Akt signaling pathway has recently been
shown, an anti-apoptotic effect of ALR on human hepatocytes has
not been studied yet. This possible new feature of ALR was tested
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by examining ALR’s protective effects against various apoptotic
inducers. Particularly in the field of cancer treatment, either of pri-
mary liver cancer or liver metastases, a therapy that protects the
liver against apoptosis would be highly welcome [9].

For HGF, as one of the growth factors influencing the liver
metabolism, anti-apoptotic and [10-13] protective effects [14,15]
have already been found. However, cytokines or growth factors,
such as EGF, HGF or IL-6 are problematic in this context, because
they influence a diversity of organ systems [8]. For example, EGF
activated ERK and stimulated proliferation not only in liver but
also in cell lines of colonic, bronchial, pancreatic and gastric origin
[8]. In contrast, ALR induced proliferation only in liver cell systems.
However, to our knowledge the cell type specific anti-apoptotic ef-
fects of ALR have not yet been studied. Therefore the aim of this
study was to investigate the promising characteristics of ALR
regarding a possible liver-specific anti-apoptotic effect in vitro.

The aim of this study was to show a protection of hepatic cells
by ALR administration from apoptosis induced by ethanol, tumor
necrosis factor related apoptosis-inducing ligand (TRAIL),
anti-Apo, transforming growth factor g (TGF-B) and actinomycin
D (Act D) and that this protection occurs in primary human hepa-
tocytes but not in pancreatic, colonic, bronchial and gastric cell
lines. This would imply a possible medical usage of ALR regarding
protection of liver cells during apoptosis inducing therapies.

2. Materials and methods
2.1. Reagents

Recombinant human ALR (rhALR) was prepared as described pre-
viously [16]. Briefly, fractions containing rhALR protein were com-
bined and dialyzed against dialysis buffer (25 mM Hepes, 0.1%
Tween 20, and 1 mM EDTA, pH 8.2) at 4°C, with three buffer
changes. Afterwards, rhALR protein was concentrated using a
5 kDa cut-off ultrafree-15 centrifugal filter device (Millipore GmbH,
Schwalbach, Germany) [17]. All antibodies used were purchased
from Cell Signaling Technology (Beverly, MA, USA). TRAIL and TGF-
B were obtained from Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Germany). Acti-
nomycin D was purchased from AppliChem (Darmstadt, Germany)
and anti-Apo from Alexis (San Diego, CA, USA).

2.2. Isolation of primary human hepatocytes

Remnant liver samples were obtained from patients with in-
formed consent through the Grosshadern Tissue Bank after partial
hepatectomy. This tissue bank is regulated according to the guide-
lines of the non-profit state-controlled HTCR (Human Tissue and
Cell Research) foundation following study approval [18] according
to the local ethical committee of the Ludwig Maximilians Univer-
sity. Human hepatocytes were isolated using a modified two-step
EGTA/collagenase perfusion procedure as described previously
[19]. Viability of isolated hepatocytes was determined by trypan
blue exclusion. Cell suspensions with viabilities more than 80%
were plated and cultured for further experiments.

2.3. Primary hepatocytes culture

Cells were plated on biocoated collagen | 6-Well plates (Becton
Dickinson, Heidelberg, Germany) for Western Blots and 12-Well
plates for FACS analysis in 1-2 ml of culture media. The medium
consisted of Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Lonza,
Cologne, Germany) with 5% fetal calf serum (FCS, Biochrom, Berlin,
Germany), 2 mM L-glutamine (Biochrom, Berlin, Germany) and
supplements as follows: 1.7 mU/ml insulin (B. Braun Melsungen
AG, Melsungen, Germany), 3.75 ng/ml hydrocortisone (Sigma-
Aldrich, Taufkirchen, Germany), 100 pg/ml streptomycin and

100 U/ml penicillin (Lonza, Cologne, Germany) and 1 pg/ml gluca-
gon (Novo Nordisk Pharma GmbH, Mainz, Germany). For starvation
media, the mixture of supplements was reduced to: 0.5 U/l insulin,
100 kU/1 penicillin/streptomycin and 2 mM L-glutamine. Cells were
incubated at 37 °C in a humidified incubator with 5% CO,. Viability
of hepatocytes during the culture period was monitored by cell
morphology (light microscopy, image analysis).

2.4. Cell lines and culture conditions

The bronchial (BC1) and gastric (GC1) cell lines were kindly
provided by Dr. N. van den Engel, Ludwig Maximilians University,
Munich [20]. Human hepatic cell lines (HepG2, Chang) were cul-
tured in RPMI medium (Lonza, Cologne, Germany) supplemented
with 10% FCS, 4 mM L-glutamine, 100 U/ml penicillin/streptomy-
cin. Bronchial (BC1), colonic (SW480), and gastric (GC1) cell lines
were cultured in RPMI medium supplemented with 10% FCS,
2 mM L-glutamine, 1 mM sodium pyruvate, 0.1 mM non essential
amino acids (NEAA) and 50 pg/ml gentamycin. Pancreatic
(L3.6PL) carcinoma cell lines were cultured in DMEM with 1 g/ml
glucose, 4 mM L-glutamine, 1 mM sodium pyruvate, 12% FCS, 2x
MEM vitamin mixture, 0.2 mM MEM NEAA (Lonza, Cologne,
Germany), 120 U/ml penicillin and 20 pg/ml streptomycin. All cell
lines were cultivated in 5% CO, at 37 °C.

2.5. Cell treatment

After 16-20 h attachment of primary human hepatocytes or
plating of cell lines, medium was changed to starvation medium
and media with 1% FCS, respectively for the next 12-19 h [21]. Pri-
mary human hepatocytes and cell lines were incubated with
750 ng/ml rhALR for 4 h. Subsequently, apoptosis was induced in
the presence or absence of rhALR by 24 h incubation with
100 mM ethanol, 20 ng/ml TRAIL, 100 ng/ml anti-Apo, 10 ng/ml
TGF-B or 10 pg/ml act D.

2.6. Western blot analysis

The cells were washed with PBS and lysed in cell lysis buffer
(New England Biolabs GmbH, Frankfurt, Germany) containing
20 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1 mM Na,EDTA, 1 mM EGTA, 1%
Triton, 2.5 mM sodium pyrophosphate, 1 mM B-glycerophosphate,
1mM Na3VO, 1 pug/ml leupeptin. Cell lysates were sonicated
briefly, centrifuged at 14,000g (10 min/4°C) and supernatants
(10-20 pg protein) were subjected to electrophoresis through a
4-15% polyacrylamide gel. Proteins were then transferred to PVDF
membranes. After electro-transfer, the blots were blocked for 1 h
at room temperature in blocking buffer containing 20 mM Tris,
137 mM Na(l, 0.1% Tween 20 and 5% milk (pH 7.6). The blots were
then incubated with primary antibodies (New England Biolabs
GmbH, Frankfurt, Germany) with 1:1000 dilutions (cytochrome
¢) in blocking buffer overnight. Following several washes in buffer
containing 20 mN Tris-HCl, 137 mM NacCl and 0.1% Tween 20 (pH
7.6), the blots were incubated in 1:2000 dilution of anti-rabbit IgG
HRP-linked as secondary antibody (New England Biolabs GmbH,
Frankfurt, Germany) diluted in blocking buffer 1 h at room temper-
ature. Following several washes in buffer, the immunoreactive pro-
teins were visualized and quantified by densitometric analysis
using Image] software (Wayne Rasband, National Institutes of
Health, USA). For all western blots, GAPDH was used as a reference
gene.

2.7. Isolation of mitochondrial and cytosolic fraction

For analyzing the compartmentalization of cytochrome c pro-
tein, subcellular fractions such as mitochondria and cytosol were
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isolated using a mitochondrial isolation kit for cultured cells
(Pierce, Rockford, USA). The mitochondrial pellets were lysed with
2% CHAPS in Tris buffered saline. The cytosolic fraction was
desalted using Slide-A-Lyzer® Dialysis Cassettes 7KD (Fischer Sci-
entific GmbH, Schwerte, Germany) according to manufacturer’s
instructions.

2.8. FACS analysis

All cell lines and primary cells were plated on 12-well plates for
FACS analysis. Both primary human hepatocytes and hepatic cell
lines were stained with propidium iodide after treatment to mea-
sure the percentage of apoptotic nuclei in hypotonic buffer [22].
After incubation with propidium iodide overnight at 4 °C, stained
cells were analyzed using a FACS Calibur flow cytometer (BD Bio-
sciences, NJ, USA).

2.9. Statistical analysis

Statistical analysis was performed using two-tailed Student’s t-
test. P levels <0.05 were considered as significant.

3. Results

3.1. ALR decreases cytochrome c release from mitochondria

As an early sign of apoptosis, administration of ethanol resulted
in an increase in cytochrome c release into the cytosol in primary
human hepatocytes (Fig. 1). When treated with ethanol, cells
cultured in the presence of rhALR exhibited a clear decrease in
cytosolic cytochrome ¢ compared to the cells incubated with etha-
nol alone (Fig. 1). The influence of ALR on the release of cyto-
chrome ¢ from mitochondria into the cytosol suggests that the
anti-apoptotic effect of ALR is at least partially mediated via the
intrinsic pathway.
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3.2. ALR protects hepatocytes against apoptosis induction by different
stress signals

To analyze the protective effect of ALR against apoptosis, differ-
ent hepatic cells were treated with apoptosis inducing agents.
Apoptosis caused by different mechanisms, such as ligand-receptor
signaling via CD 95 (TRAIL, anti-Apo), transmembrane serine/thre-
onine kinase receptors (TGF-B) and inhibition of RNA-synthesis
(act D), was measured using FACS analysis with propidium iodide
staining (Fig. 2). Co-incubation with rhALR significantly decreased
TRAIL induced apoptosis in primary human hepatocytes (Fig. 2A).
Similarly, the hepatic cell line HepG2 showed a significant increase
in apoptosis after incubation with 100 ng/ml anti-Apo, whereas co-
incubation with rhALR reduced apoptosis significantly (Fig. 2B). A
similar anti-apoptotic effect by rhALR was obtained for TGF-B
induced apoptosis in chang cells (Fig. 2C). Also actinomycin D
induced apoptosis was antagonized by rhALR in HepG2 cells
(Fig. 2D).

3.3. ALR exerts a liver-specific anti-apoptotic effect

Since ALR shows a protective effect on hepatic cells against
apoptosis induced by ethanol, TRAIL, anti-Apo, TGF-B and act D,
it was of interest to analyze whether this effect is hepatocyte
specific or can be observed in different cell types. For this purpose,
cultivated primary human hepatocytes, the human hepatoma cell
line HepG2, as well as bronchial (BC1), colonic (SW480), gastric
(GC1) and pancreatic (L3.6PL) cell lines were tested. Interestingly,
rhALR ameliorated TRAIL induced apoptosis only in human hepato-
cytes and in HepG2 cells (Fig. 3). In contrast, apoptosis was not sig-
nificantly reduced in BC1, SW480, GC1 and L3.6PL cells. Therefore,
ALR shows a protective effect on liver cells but not on cells of
bronchial, colon, gastric and pancreatic origin. This feature may of-
fer the possibility of a selective liver protection, which could be
helpful in several clinical settings.
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Fig. 1. Western blot analysis showing subcellular cytochrome ¢ compartmentalization of in primary human hepatocytes after treatment with or without ethanol (100 mM) in
the presence or absence of rhALR (750 ng/ml). Cells were incubated with recombinant human ALR (rhALR) 4 h before treatment with ethanol and ALR was kept in the culture
media for the duration of the treatment (24 h). (A) Representative western blot, (B) quantitative analysis of the western blot.
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Fig. 2. Apoptosis (%) induced in (A) primary human hepatocytes by TRAIL (20 ng/ml), (B) HepG2 cells by anti-Apo (100 ng/ml), (C) Chang cells by TGF-p (10 ng/ml) and (D)
HepG2 cells by actinomycin D (10 pg/ml). The treatments shown are with or without apoptosis inducers in the presence or absence of rhALR (750 ng/ml). *p < 0.05 vs.
untreated cells using students t-test. *p < 0.05 vs. cells treated with apoptosis inducer using students t-test.
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Fig. 3. Apoptosis (%) induced by TRAIL (20 ng/ml) in the presence of recombinant human ALR (750 ng/ml) in cells (primary human hepatocytes, HepG2 cells, pancreatic cells,
colonic cells, bronchial cells and gastric cells) expressed as percent of apoptosis caused by TRAIL treatment alone. Cells treated were incubated with rhALR 4 h before
treatment with the apoptosis inducer and ALR was kept in the culture media for the duration of the treatment (24 h). *p < 0.05 vs. cells treated with TRAIL using students

t-test.

4. Discussion

Therapeutic options stimulating anti-apoptotic mechanisms in
hepatocytes would be highly welcome in several clinical settings,
e.g. non-alcoholic steatohepatitis (NASH), alcohol mediated hepati-
tis and cholestatic liver diseases, to retard fibrotic progression and
potentially prevent cirrhosis [23]. As hepatocyte cell death pro-

motes hepatic fibrosis, therapeutic hepatoprotective strategies
focusing on protection of hepatocytes and prevention of hepatocy-
tic apoptosis are important. However, systemic administration of
cytokines or non-specific growth factors may be problematic be-
cause of undesired effects on other cell types. Examples like EGF
and HGF that have anti-apoptotic effects on hepatocytes also show
a stimulation of proliferation in numerous other cell types [3,4].
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Recently, ALR has been described as a hepatocyte specific mito-
gen [8]. However, its influence on apoptosis in human hepatocytes
and its cell-type specificity concerning anti-apoptotic effects is still
unknown. In the present study we show that ALR clearly decreases
ethanol-induced cytochrome c release from mitochondria of
human hepatocytes. Similarly, apoptosis induced by TRAIL, a
proapoptotic factor in human hepatocytes [24], was antagonized
by ALR. Also the agonist antibody anti-Apo, which recognizes the
epitope on the extracellular domain of CD 95 [25], the proapoptotic
cytokine TGF-B [26] and actinomycin D caused apoptosis in human
hepatocytes which could be ameliorated by ALR. In contrast to
human hepatocytes, no anti-apoptotic effect of ALR was observed
in bronchial (BC1), colonic (SW480), gastric (GC1) and pancreatic
(L3.6PL) cell lines. This suggests that similar to the already
observed hepatocyte specific mitogenic effect of ALR, the anti-
apoptotic effect of ALR may also be hepatocyte specific.

As a possible limitation regarding liver specificity, it should be
considered that a protective effect of ALR against hydrogen
peroxide was found in human neuroblastoma cells [27] and in rats
protecting kidneys from ischemia/reperfusion injury [28]. In con-
trast the effect of hydrogen peroxide has not been tested in hepa-
tocytes in vitro yet as well as the effect of ALR administration with
ischemia/reperfusion injury in the liver needs to be further inves-
tigated. Positive effects of ALR on hepatic liver diseases and hepatic
failure or survival after antisense oligonucleotide transfection was
shown already [29-31] but to our knowledge no anti-apoptotic ef-
fect of ALR has been reported on primary human cells. Our obser-
vation that ALR protects human hepatoma cells corresponds to the
results obtained by Cao et al. regarding radiation-induced oxida-
tive stress [32]. Therefore, ALR besides having anti-apoptotic ef-
fects in primary hepatocytes seems to also protect tumour cells.
That is why research on possible clinical applications of ALR should
be limited to treatment in the presence of secondary metastasis in
the liver or non-tumour diseases.

In conclusion, it is shown that ALR protects only cells of hepatic
lineage against apoptosis and not pancreatic, colonic, bronchial or
gastric cells. These are promising findings for further evaluation of
ALR as a possible hepatoprotective cytokine in clinical settings.
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