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1 Einleitung

1 Einleitung

Die Wundheilungsreaktion ist ein fundamentaler biologischer Prozess, der wichtig fiir das Uber-
leben aller Organismen ist (Das et al., 2015). Hierbei werden mehrere Phasen durchlaufen, die
sich zwar zeitlich Gberschneiden, jedoch funktional unterscheiden (Gurtner et al., 2008; Stramer
et al., 2007). In der ersten Phase, nach der Schadigung des Gewebes, kommt es zu einer Ha-
mostase, die zur Bildung eines Blutgerinnsels flihrt. Phase zwei beinhaltet die Ausschiittung von
Zytokinen, die eine Infiltration von Immunzellen (Neutrophilen und Makrophagen) auslést. Durch
Phagozytose nehmen diese Immunzellen die geschadigten und in Apoptose Ubergegangenen
Zellen auf und entfernen diese dadurch aus dem Gewebe. In der dritten Phase werden vor allem
proinflammatorische, vasoaktive und profibrotische Effektoren z. B. transformierender Wachs-
tumsfaktor 31 (TGF-31), Blutplattchen-Wachstumsfaktor (PDGF), Tumornekrosefaktor (TNF-),
Interleukin-6 und -13 (IL-6 und -13) ausgeschiittet, welche die Neubildung des Gewebes be-
dingen (Kisseleva und Brenner, 2008; Hochreiter-Hufford und Ravichandran, 2013; Wynn und
Vannella, 2016).

Bei der Wundheilung spielen sogenannte Myofibroblasten eine wichtige Rolle. Myofibroblasten
sind fiir die Synthese der extrazellularen Matrix (EZM) verantwortlich. Sie weisen Merkmale so-
wohl von glatten Muskelzellen als auch von Fibroblasten auf und sind durch ein prominentes rau-
es endoplasmatisches Retikulum, Stressfasern, einen vergréBerten Nukleus und die Expression
von Glattmuskelzellaktin («-SMA) und anderer kontraktiler Proteine gekennzeichnet (Bochaton-
Piallat et al., 2016). Die Myofibroblasten bilden sich nach Stimulation durch diverse Zytokine aus
Vorlauferzellen und produzieren fibrillare EZM, die gréBtenteils aus Kollagen Typ lax1 (Col1 1)
und 2 (Col1x2) sowie Kollagen Typ lllx1 (Col3x1) besteht, ebenso wie unzahlige andere EZM-
Proteine (Darby et al., 2016). Die EZM halt die Integritét des verletzten Gewebes wahrend der
Reparatur aufrecht und férdert die Bildung von Granulationsgewebe und die Regeneration des
Parenchyms. In der letzten Phase der Wundheilung wird die EZM abgebaut, wodurch es zum
Aufbau der urspriinglichen Parenchymarchitektur kommt.

Bei der Fibrose hingegen kommt es nun zu einer Fehlregulierung dieses Prozesses und zu ei-
ner UberméaBigen Akkumulation von EZM. Durch wiederholte, chronische Verletzungen wird die
EZM nur unzureichend aufgeldst, da Myofibroblasten unablédssig zur Produktion von EZM sti-
muliert werden und die akkumulierte EZM im Laufe der Zeit beginnt, fibrotische L&sionen zu
bilden. Die Fibrose kann unabhangig von der Atiologie in jedem Organ oder Gewebe vorkom-
men (Abbildung 1.1). Verschiedene chronische Erkrankungen kdnnen zu einer Fibrose flihren,
darunter Diabetes, Hypertonie, virale und nicht-virale Hepatitis, Herzversagen und Kardiomyopa-
thie, idiopathische Lungenerkrankungen, Sklerodermie und Krebs. Diese Krankheiten haben zur
Folge, dass es zu einem Versagen von Leber, Lunge, Niere, Herz und weiteren wichtigen Orga-
ne kommt, da durch den UberméaBigen Einbau von EZM das Parenchym zum einen ersetzt und
zum anderen zerst6rt wird (Rockey et al., 2015). Schwere Fibrose ist Schatzungen zufolge fir
45% der Todesfalle in den Industrielandern verantwortlich (Wynn, 2004). Jedoch existieren bis
heute nur wenige Anti-Fibrose-Medikamente (Pirfenidon, Nintedanib), die von der Europaischen
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Abbildung 1.1: Schematisches Diagramm fiir Fibrose in verschiedenen Organen und Tumoren

Die Verletzung von Epithelzellen 16st eine Entzindung aus. Dadurch kommt es zu einer Infiltration von Im-
munzellen (z. B. Makrophagen, Lymphozyten). Die Entzindungszellen sezernieren Zytokine und Wachs-
tumsfaktoren, die Zellen in Myofibroblasten transformieren. Im Anschluss sezernieren Myofibroblasten
EZM, was zu einer Vernarbung des Gewebes flhrt; modifiziert nach Jun und Lau (2018).

Arzneimittel-Agentur (EMA) oder der Food and Drug Administration (FDA) zugelassen wurden,
wodurch die Notwendigkeit gegeben ist, den Mechanismus der Fibrose in den spezifischen Orga-
nen zu verstehen, um mégliche therapeutische Ansatze zu finden (Jun und Lau, 2018). Auf Grund
dieser Tatsache ist es wichtig, herauszufinden, von welchen Zellen die Myofibroblasten abstam-
men. Kénnen diese identifiziert werden, so kann ein wichtiger Beitrag zur Aufschlliisselung der
Vorgénge innerhalb der Fibrose geleistet werden (Tallquist und Molkentin, 2017; Friedman et al.,
2013).

1.1 Perizyten

Verschiedene Zelltypen wurden bereits als Vorlduferzellen der Myofibroblasten vermutet, unter
anderem Epithelzellen, die durch den Prozess des epithelial-mesenchymalen Ubergangs (EMT)
in Myofibroblasten umgewandelt werden (lwano et al., 2002; Kim et al., 2006). Des Weiteren
werden aus Knochenmark stammende Zellen wie Fibrozyten (Fathke et al., 2004; Scholten et al.,
2011; Poulsom et al., 2001) und im Gewebe residierende Zellen diskutiert (Koesters et al., 2010;
Picard et al., 2008). Die Endothelzellen (EZ) wurden lange Zeit als Hauptquelle der Myofibroblas-
ten bei fibrotischen Erkrankungen gesehen; dessen ungeachtet wurde diese These in letzter Zeit
verworfen, auf Grund von In-vivo-Untersuchungen an Nagern. Dort konnte gezeigt werden, dass
EZ nicht zu Myofibroblasten in der Fibrogenese transdifferenzieren (Chu et al., 2011; Taura et al.,
2010; Rock et al., 2011). Hingegen konnten durch neueste Studien (Lineage Tracing) Perizyten
als Myofibroblasten-Vorlaufer in einer Vielzahl von Organfibrosen als Myofibroblasten-Vorlaufer
identifiziert werden, wodurch sie in den Fokus der Forschung zu den molekularen Mechanismen
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in der Fibrose gerickt sind.

Perizyten wurden im Jahre 1871 vom Pathologen und Bakteriologen Eberth (1871) nachgewie-
sen und durch Charles-Marie Benjamin Rouget genauer beschrieben. Dieser fand 1873 eine Po-
pulation von kontraktilen Zellen, die an den EZ kleiner Blutgefé3e liegen (Rouget, 1873). Diese
Zellen wurden zuné&chst als ,Rouget-Zellen® bezeichnet, bis der Physiologe Klaus Zimmermann
sie genauer definierte und als Perizyten benannte (Zimmermann, 1923). |Ihr aktuelle phantoy-
pische Beschreibung konnte jedoch erst durch den Einsatz der Elektronenmikroskopie geliefert
werden (Sims, 1986). Perizyten stehen in Kontakt mit den EZ von MikrogeféaBen — Kapillaren,
postkapillare Venolen, Venolen und Arteriolen (Allt und Lawrenson, 2001). Sie sind dort in die
vaskulare Basalmembran (BM) — welche ein diinnes Blatt aus Kollagen-, Laminin-, Fibronektin-
und Heparansulfatfasern ist (Bergers und Song, 2005) — eingebettet, die sie sich mit den EZ
teilen (Mandarino et al., 1993). Dort sorgen sie flr die Integritat der Mikrogefa3e und regulieren
den Blutfluss (Armulik et al., 2005; Armulik et al., 2011).

Perizyten besitzen einen groen runden Nukleus, wenig Zytoplasma und lange zytoplasmatische
Dendriten, mit denen sie die Endothelwande der Gefae umfassen und sich auf die benachbar-
ten GefaB3e erstrecken kénnen (Mazanet und Franzini-Armstrong, 1982). In den Zonen, in denen
keine BM vorliegt, kommt es zu verschiedenen Kontakten zwischen EZ und Perizyten (Abbil-
dung 1.2): (1) peg-and-socket junctions, bei denen die zytoplasmatischen Finger (pegs) der Pe-
rizyten in endotheliale Taschen (sockets) greifen; (2) gap junctions, die direkte chemische Kom-
munikation ermdéglichen; und (3) adhesion plaques, die mit dem Aktin-Filament verbunden sind
und Zellen aneinander sowie an die BM binden (Bergers und Song, 2005; Rucker et al., 2000;
Courtoy und Boyles, 1983; Gerhardt und Betsholtz, 2003). Die Dichte der Perizytenbedeckung
variiert in den unterschiedlichen Organen. Wahrend im Gehirn eine EZ-zu-Perizyt Ratio von 1:1
vorliegt, besteht im Muskel ein Verhéltnis von 10:1 bis zu 100:1 (Skelett-Muskulatur) (Shepro und
Morel, 1993). Dabei scheint die Ratio abhangig zu sein von der Permeabilitat des Mikrogefales;
je héher die Barriereanforderung, desto héher die Periyztendichte. Ebenfalls scheint die Dichte
von der Dynamik der Endothelerneuerung und dem Blutdruck sowie der Topographie der Gefaie
beeinflusst zu werden (Sims, 1986).

Neben der De-novo-Bildung von MikrogefaBBen sind Perizyten auch an der Differenzierung von
Gewebe und der Angiogenese von MikrogeféaBen in vollstandig differenzierten Geweben und
Organen beteiligt. Diese Mikrogefa3-Angiogenese beginnt mit der Ausbildung eines primitiven
Kapillarréhrchens (angiogener Spross), der sich aus den proliferierenden und migrierenden EZ
ableitet. Im Anschluss rekrutieren die EZ die Perizyten Gber den Fibroblasten-Wachstumsfaktor-2
(FGF-2), PDGF, den Heparin-bindenden epidermalen Wachstumsfaktor (HB-EGF) und IL-6 (Ri-
card et al., 2014; Lindblom et al., 2003; Stratman et al., 2010). Kommt es zum Kontakt mit dem
Epithel, unterdriicken die Perizyten das Zellwachstum der EZ, stabilisieren die GefaBe und betei-
ligen sich an der Reifung der BM der neu entstandenen MikrogefaBwande. Der Kontakt zwischen
den EZ und den Perizyten hingegen l6st die Synthese kontraktiler Proteine in den Perizyten aus
(Kutcher und Herman, 2009).
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Abbildung 1.2: Anatomie der Perizyten

Perizyten besitzen einen gro3en runden Nukleus, der von einer kleinen Menge Zytoplasma umgeben
ist, das Ribosomen und Mitochondrien enthélt. Dichte Banden aus Mikrofilamenten, die Aktin, Myosin
und Tropomyosin enthalten, sind unter der Plasmamembran konzentriert, insbesondere unter der dem
Endothel zugewandten inneren Oberflachenmembran. Die duBBere, abluminale Perizytenoberflache zeigt
haufig zahlreiche Caveolae. Obwohl Perizyten und EZ durch die gemeinsame BM getrennt sind, stellen sie
zahlreiche direkte Kontakte unterschiedlicher Art her: Dargestellt sind hier die peg-and-socket junctions
und adhesion plaques; modifiziert nach Armulik et al. (2011).

1.1.1 Perizyten-Marker

Wahrend die EZ der Mikrogefal3e mit Perizyten bedeckt sind, werden in gréBeren GefalBsyste-
men die EZ von vaskularen glatten Muskelzellen (VSMC) bedeckt, und in mittelgroBen Geféal3en
von Zellen, die Eigenschaften von Perizyten und VSMC besitzen. Durch die morphologischen
Ahnlichkeiten und die Expression von gleichen Markergenen (Tabelle 1.1) — beide Zellen basie-
ren auf einer mesodermen Abstammung — kénnen VSMC und Perizyten nur schwer voneinander
unterschieden werden (Sims, 2000). Zusétzlich variiert die Expression der Markergene in den
Perizyten auch zwischen den Entwicklungs-Stadien der verschiedenen Organe und zwischen
den Organen (Krueger und Bechmann, 2010). Deshalb kann eine Unterscheidung von VSMC
und Perizyten nicht per Marker getroffen werden, sondern es muss auch immer die anatomische
Lage der Zelle mitberucksichtigt werden.

Ein prominenter Marker fiir Perizyten ist Desmin, ein Intermediérfilament vom Typ lll, das fir
die mechanische Elastizitat und die Kontraktion der Zellen erforderlich ist (Kiss und Kellermayer,
2014). Neben der Expression in Perizyten kommt es aber auch in Skelett- und glatten Muskel-
zellen vor (Li et al., 1997). Neuronales/Gliales Antigen-2 (NG2), das regulatorische Funktionen
(Trotter et al., 2010) — einschlieBlich der Rekrutierung von kleinen GTPasen (Eisenmann et al.,
1999) — steuert, ist ein weiterer haufig verwendeter Marker fir Perizyten (Ozerdem et al., 2001).
Ebenfalls als Marker wird «-SMA eingesetzt, eine von sechs verschiedenen Aktin-Isoformen, die
an der Ausbildung der Zellstruktur, Kontraktilitdt und Motilitat beteiligt ist. Die «x-SMA-Expression
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in Perizyten wird in vivo durch verschiedene Wachstumsfaktoren reguliert (Stark et al., 2013;
Pieper et al., 2014). Dabei héngt die Expression von «-SMA in Perizyten davon ab, an welchen
GefaBen diese liegen. Handelt es sich um Perizyten, die sich pra- oder postkapillar befinden,
so exprimieren diese x-SMA, wahrend nahe der Kapillaren gelegene Perizyten kein a-SMA ex-
primieren (Nehls und Drenckhahn, 1993). Zusatzlich kann durch «-SMA ,aktivierte* Perizyten
markiert werden (Nehls und Drenckhahn, 1993; Huang et al., 2010).

Tabelle 1.1: Perizyten-Marker

Perizyten-Marker Zellen, die den Marker ebenfalls exprimieren

Interstitielle Mesenchymzellen wé&hrend der Entwicklung; glatte Muskelzel-
PDGFRf3 len; im ZNS: bestimmte Neurone und neuronale Vorlaufer; Myofibroblas-
ten; mesenchymale Stammzellen

In der Knorpel-Entwicklung: Knochenzellen; Muskelzellen; frihe postnata-
le Haut; adulte Hautstammzellen; Adipozyten; glatte Muskelzellen, neuro-

NG2
nale Vorlauferzellen, Oligodendrozyten-Vorlduferzellen
Desmin Skelettmuskelzellen, Herzmuskelzellen, glatte Muskelzellen
«-SMA Glatte Muskelzellen; Myofibroblasten; Myoepithelium

VSMC, entziindetes Endothel; bestimmte Tumor-Zellen; myeloide Zellen;

Alanin-Aminopeptidase (CD13) ) o
Epithelzellen in Niere und Darm

Als der wichtigste Marker fir Perizyten gilt Blutplattchen-Wachstumsfaktor-3 (PDGFRf3), eine
Isoform der PDGF-Rezeptoren. Die PDGF-Familie besteht aus PDGF-A, -B, -C und -D, die an
die Tyrosinkinase-Rezeptoren PDGFRa und -3 binden. Bei PDGF-Rezeptoren handelt es sich
um Rezeptortyrosinkinasen mit einer extrazellularen Ligandenbindungsdoméne und einer zy-
toplasmatischen, enzymatischen Doméane. Die Signalaktivitdt von PDGF-Rezeptoren ist durch
eine autoinhibitorische, allosterische Konformation streng reguliert und erfordert eine Liganden-
induzierte Rezeptor-Dimerisierung an der Zelloberflache, um die Autoinhibition aufzuheben und
physiologische Aktivitat zu erreichen. Der Rezeptor wird durch Tyrosinphosphorylierung aktiv und
steuert eine Reihe von Signalwegen, unter anderem Rat-sarcoma-(RAS-) und Mitogenaktivierte-
Protein-(MAP-)Kinasen, Phosphoinositid-3-(PI3-)Kinase, Phosphoinositid-Phospholipase C (PLC),
Proteinkinase C (PKC) und Signalwandler und Aktivatoren der Transkription (STATs) (Heldin und
Westermark, 1999). Bei Perizyten haben die PDGF-Rezeptoren einen Einfluss auf die Proliferati-
on und die Differenzierung der Zellen sowie auf die Rekrutierung wahrend Angiogenese. Neben
seiner Anwesenheit in Perizyten wird PDGFR{ auch in glatten Muskelzellen, Mesenchymzellen
und neuronalen Vorlauferzellen exprimiert (Winkler et al., 2010; Lindahl et al., 1997).

1.2 Die Leber

Die Leber (Hepar) ist nach der Haut das zweitgroBte Organ, die gréBte exokrine Driise, das
schwerste Organ (ca. 1200-1400 g) und das wichtigste Stoffwechselorgan im menschlichen Kér-
per. Sie besitzt eine dem Zwerchfell im rechten Oberbauch anliegende Form (Facies diaphragma-
tica). Weiter erstreckt sie sich in den mittleren Bauchbereich und reicht bis zum linken Oberbauch,
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wo sie den Eingeweiden aufliegt (Facies visceralis). Die Leber besitzt die Form eines Prismas
oder Keils, mit ihrer Basis nach rechts und ihrer Spitze nach links. Sie hat eine rosa-braune Farbe
und ist stark vaskularisiert. Von auBen betrachtet gliedert sich die Leber in einen rechten (Lobus
dexter) und einen linken Lappen (Lobus sinister). Jeder Lappen ist in 2 Sektoren unterteilt. Die
rechte Lebervene teilt den rechten Lappen in einen vorderen und einen hinteren Sektor. Die linke
Lebervene teilt den linken Lappen in mediale (quadratische) und laterale Sektoren.

Das Leberepithel wéchst als ventrales Divertikel strangférmig von der Verbindung am Vorder-
und Mitteldarm Uber das ventrale Mesogastrium in das Mesenchym des Septum transversum.
Der kraniale Teil des Septums bildet spater das Zwerchfell. Das gleiche Divertikel bildet auch die
Gallenblase und die Gallengange. Aus den Leberstrangen entstehen die Leberldppchen (Lobuli
hepatis), die einen zentralen Ast der Zentralvene (V. cava) erhalten sowie umgebende Aste des
Portalvenensystems. Spater beginnt das Bindegewebe, das die Pfortader (V. portae) umgibt, zu
proliferieren. Nebenbei differenzieren aus den Zellen des Leberparenchyms die Gallengange.

Uber zwei zufiihrende GefaBe wird die Leber mit Blut versorgt. Beide treten an der Leberpforte
in die Leber ein: zum einen die Pfortader und zum anderen die A. hepatica, die beide bis zu ihren
kleinsten Verzweigungen parallel zueinander verlaufen. Die Pfortader flhrt vendses Blut aus den
unteren Bauchorganen (Magen, Darm, Pankreas und Milz) in die Leber. Der von der V. portae
ausgehende feine Zweig (VV. interlobulares) umgibt die Leberldppchen und speist die Strombah-
nen der Leber, die Sinusoide, mit Blut. Nach Durchlaufen der Leber sammelt sich das Blut in den
sublobularen Venen, die in die V. hepaticae lbergehen, welche wiederum in die V. cava miinden.
Bei der A. hepatica handelt es sich um die Fortsetzung der A. hepatica communis. Bei Eintritt
in die Leber teilt sich die A. hepatica in die A. gastroduodenalis und die A. hepatica propria. Die
A. hepatica propria teilt sich in zwei Aste, die Uber ihre Endaufzweigungen (Aa. interlobulares)
arterielles Blut in die Sinusoide flihren, wo es sich mit dem vendsen Blut der V. porftae mischt
(Abbildung 1.3).

1.2.1 Mikroskopischer Aufbau der Leber

Stark vereinfacht dargestellt besteht die Leber aus polygonalen Saulen (Leberlappchen oder Lo-
buli hepatici), die sich millionenfach wiederholen und um die Endaufzweigungen der
V. portae und der V. hepaticae aufteilen. Deshalb werden sie auch als Zentralvenenlappchen
bezeichnet. Diese Lappchen bestehen hauptsachlich aus Leberzellen (Hepatozyten) und Sinu-
soiden — wobei die Hepatozyten radiar in Richtung der V. centralis ausgerichtet sind, die sich
in der Mitte der Lappchen befindet und den Beginn der blutabfihrenden Vv. hepaticae darstellt.
Das Blut, mit dem die Sinusoide gespeist werden, stammt von der V. portae und der A. hepatica.
Diese beiden Gefal3e verlaufen gemeinsam mit den interlobularen Gallengangen und werden als
Glissonsche Trias (Trias hepatica) oder auch als periportale Felder bezeichnet (Abbildung 1.4).
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Abbildung 1.3: Anatomie der Leber

Die Leber ist in einen rechten und einen linken Leberlappen unterteilt und die Lappen sind wiederum
in acht Segmente aufgeteilt. Diese Segmente bestehen aus Millionen von Lappchen. Im Zentrum dieser
sechseckigen Lappchen steht die Zentralvene. In dieser flie3t das Blut zusammen, das durch Pfortader
und Leberarterie in die Lappchen gefiihrt wurde und dort durch die Sinusoide geflossen ist. Entlang der
Sinusoide befinden sich die Hepatozyten, die fiir den Stoffwechsel in der Leber verantwortlich sind; modi-
fiziert nach Reisner (2014).
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Abbildung 1.4: Ausschnitt eines Leberlappchens

Die Lappchen der Leber bestehen hauptsachlich aus Hepatozyten, die radiar um die Zentralvene ange-
bracht sind. Der Gallensaft wird von den Hepatozyten produziert und flieBt mittels der Gallenkanalchen,
die sich zu gréBeren Gallengdngen zusammenschlieBBen, zur Gallenblase. Zwischen den Hepatozyten
befinden sich die Sinusoide, welche von den Leber-Sinus-Endothelzellen (LSEC) ausgekleidet werden.
Innerhalb der Sinusoide befinden sich die Leber-Makrophagen, sogenannte Kupffer-Zellen, die unter an-
derem am Recycling von Erythrozyten beteiligt sind. Hepatische Sternzellen (HSC) befinden sich im Raum
von Disse, der zwischen den Sinusoiden und den Hepatozyten liegt; modifiziert nach Jonker et al. (2009).

In den Lebersinusoiden (Vasa sinusoidea) wird das sauerstoffarme Blut aus der V. portae mit
dem sauerstoffreichen aus der A. hepatica gemischt. Das sauerstoffreiche Blut flie3t immer am
Beginn eines Lappchens in die Sinusoide. Dadurch liegt im Vordersten Bereich des Lappchens
eine hohe Sauerstoffpartialdruck vor, der in Richtung Zentralvene abnimmt. Dieser Sachverhalt
wird dazu genutzt, um den Leberazinus — eine funktionelle Unterteilung des Leberlappchens — zu
definieren. Der Azinus wird in drei Zonen untergliedert. In Zone 1, die sich in der Nahe der Trias
hepatica befindet, liegt die héchste Sauerstoffversorgung vor. Zone 3 liegt um die Zentralvene,
Zone 2 zwischen den Zonen 1 und 3. Die Sinusoide sind mit einem diskontinuierlichen Endothel
ausgestattet, das jedoch keine Basallamina besitzt. Diese Leber-Sinus-Endothelzellen (LSEC)
sind durch einen 0,3 um groBen Spalt (Disse-Raum) von den Hepatozyten getrennt. Sie besitzen
transzelluldre Poren, durch die zellulare Bestandteile des Blutes in den Disse-Raum eintreten
kénnen. Dagegen kénnen Blutzellen und Bakterien nicht durchdringen, weswegen sie nicht zu
den Mikrovilli der Hepatozyten gelangen, die sich im Disse-Raum befinden.

Hepatozyten besitzen einen Kern, der diploid, tetraploid oder oktaploid sein kann. Teilweise be-
sitzen Hepatozyten sogar zwei Kerne. Sie sind polarisierte Zellen mit einem apikalen Pol, der
sich an der Wand der Gallenkanalchen befindet, und einem basolateralen Pol, der in Richtung
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Sinusoid orientiert ist. Dieser bildet Mikrovilli aus, Uber die der Stofftransport der Hepatozyten
erreicht wird. Eine wichtige Funktion, die die Hepatozyten erfiillen, ist die Entgiftung von Xeno-
biotika. Durch das Zytochrom-P 450-(CYP-) System werden die eingefihrten Fremdstoffe zu-
nachst oxidiert, um sie dann im n&chsten Schritt mit Glycin, Glucuronsaure oder Sulfat zu kon-
jugieren. Durch diesen Prozess werden lipophile Xenobiotika wasserléslich und kénnen Gber die
Niere ausgeschieden werden (Benninghoff und Drenckhahn, 2008; Lillmann-Rauch und Paul-
sen, 2012).

1.2.1.1 Hepatische Sternzellen (HSC)

HSC sind die Perizyten der Leber. Auch ,Sternzellen“ genannt wurden diese erstmals im 19. Jahr-
hundert vom deutschen Anatomen Carl von Kupffer beschrieben (Kupffer, 1876) sowie von Wake
Uberprift und mittels der Gold-Chlorid-Methode bestatigt (Wake, 1980; Wake et al., 2009). Im
Jahre 1952 beschrieb sie der japanische Anatom Toshio lto als Fett speichernde Zellen, weshalb
sie zun&chst auch ,lto-Zellen* genannt wurden (lto und Nemoto, 1952). Spéater wurde die inter-
nationale Bezeichnung ,HSC* fUr diese Zellen eingeflihrt (Oakley et al., 2005). HSC sind neben
den Hepatozyten die am haufigsten vorkommenden Zellen in der Leber. Sie machen 10-15%
der gesamten Zellpopulation in der Leber, und 30% der nicht-parenchymalen Zellen aus (Senoo
et al., 2010).

Die HSC liegen im Disse-Raum zwischen den fenestrierten LSEC und den Hepatozyten (Ab-
bildung 1.5). Besonders prominent sind die zahlreichen dendritischen Fortsatze (Tsukada et al.,
2006), wodurch sie mit mehreren Hepatozyten und LSEC in Kontakt treten kénnen (Wang et al.,
2002). Eines ihrer wichtigsten Charakteristika ist, dass sie Vitamin A in Fetttrdpfchen lagern
(Wandzioch et al., 2004). In diesen Fetttropfchen sind 80% des kérpereigenen Retinols als
Retinyl-ester gespeichert (Blomhoff und Blomhoff, 2006). Die Verteilung der Tropfchen ist recht
homogen, wobei die Vitamin-A-Fluoreszenz um die Periportal-Felder am héchsten ist (Watanabe
et al., 2003).

1.3 Leberfibrose

Leberfibrose ist eine Antwort auf verschiedene chronische Lebererkrankungen, wobei Virusin-
fektionen sowie alkoholische und nichtalkoholische Steatohepatitis (NASH) die haufigsten sind
(Brunt, 2004). Unabhangig von der Ursache der iterativen Verletzung kommt es immer zu Ent-
zlindungsschaden, Matrixablagerungen, Parenchymzelltod und Angiogenese, bis eine Leberzir-
rhose auftritt (Dechéne et al., 2010). Wenn es lber einen langen Zeitraum zu einem Einbau von
Narbenmatrix kommt (die mittlere Zeitdauer bis zum Entstehen einer Zirrhose betragt 30 Jah-
re bei chronischer Hepatitis C), ist dieser Prozess kaum noch reversibel. Zwar kann es auch
durch kurzfristige Schadigungen zu einer Fibrose der Leber kommen, z. B. durch Hepatitis C
nach Leber-Transplantationen (Schluger et al., 1996) oder HIV (Bonnard et al., 2007), jedoch ist
die 0. g. Dauer eher typisch. Neben Erkrankungen kénnen genetische Polymorphismen und Ko-
faktoren wie Fettleibigkeit und Alkohol das Risiko fur ein Fortschreiten der Fibrose beeinflussen
(Bataller et al., 2003). Kénnen die Ursachen fir eine Fibrose beseitigt werden, kann die Fibrose
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Abbildung 1.5: Morphologie einer HSC in der Leber
Die Zeichnung veranschaulicht die relative Orientierung einer HSC (blaue Zelle) im Sinusoid; modifiziert
nach Friedman (2008).

aufgeldst und die normale Leberarchitektur wiederhergestellt werden. Bei einer Leberzirrhose ist
dies jedoch nicht mdglich und als einzige Therapie bleibt die Lebertransplantation (Davis et al.,
2003). Auf Grund dieser Tatsache ist die Notwendigkeit gegeben, nach Therapien zu suchen, die
den Prozess der Leberfibrose stoppen bzw. umkehren kénnen, sodass es nicht zur Entstehung
einer Leberzirrhose kommt (Henderson et al., 2013).

1.3.1 Pathogenese der Leberfibrose

Hauptursache einer Leberfibrose ist die Schadigung der Epithelzellen (Hepatozyten oder Cholan-
giozyten). Infolge der Schadigung kommt es zur Freisetzung inflammatorischer Mediatoren und
zur Initiation einer Gerinnungskaskade. Durch die Schadigung gehen die Epithelzellen in Nekro-
se uber. Leukozyten wandern zu diesen nekrotischen Zellen und amplifizieren dort die inflamma-
torische Antwort durch Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen. Dazu gehéren TNF-«,
IL-6 (Bataller et al., 2003). Daneben werden PDGFRf3, TGF-31, Bindegewebe-Wachstumsfaktor
(CTGF) und IL-13 ausgeschittet, wodurch die mesenchymalen Vorlauferzellen in Myofibroblas-
ten differenzieren, die in die Wunde migrieren (Wynn, 2008). Wahrend TGF-{31 die Synthese von
«-SMA und Col1a1 und «2 stimuliert (Hellerbrand et al., 1999), kommt es durch PDGFRf zur
Proliferation der Myofibroblasten tGber den MAP-Kinase-Weg (Friedman, 2000). Bei diesem wird
Uber MAP die regulierten Kinasen mit einem extrazelluldrem Signal (ERK) aktiviert. ERK wieder-
um beeinflusst die Translation von verschiedenen Transkriptionsfaktoren (Pages et al., 1993).

1.3.1.1 Myofibroblasten

Das Entstehen von Myofibroblasten ist ein kritischer Punkt bei der Entwicklung einer Leberfi-
brose. Es konnte ein direkter Zusammenhang zwischen der Schwere der Fibrose und der An-
zahl an Myofibroblasten festgestellt werden (Brenner et al., 2012). Deshalb ist ein Ziel von anti-
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fibrotischen Therapien, die Aktivierung von Myofibroblasten zu verhindern (Kisseleva et al., 2012;
Liu et al., 2013). Myofibroblasten sind in der gesunden Leber nicht vorhanden. Im Rahmen der
xhormalen* Wundheilung kommt es jedoch zu einer Aktivierung von Vorlauferzellen und deren
Differenzierung in die Myofibroblasten. Diese Myofibroblasten sorgen dann fiir die Restaurierung
des Gewebes, indem sie eine Narbenmatrix (EZM) bilden. Diese wird in der Regel am Ende der
Wundheilung aufgeldst und die Myofibroblasten werden aus dem Gewebe durch Apoptose (Wil-
son et al., 2007; Desmouliere et al., 2005) oder Inaktivierung entfernt (Hinz et al., 2012; Talele
et al., 2015; Hecker et al., 2011). Kommt es jedoch dazu, dass die Myofibroblasten (ibermafig im
Gewebe auftauchen, so wird auch verstarkt EZM gebildet und eine Fibrose entsteht (Hinz et al.,
2007). Neben der Leber tritt dieser Vorgang auch in vielen anderen Organen auf. Darunter fallen
unter anderem Lunge, Niere und Herz (Borne et al., 2010; Coen et al., 2011). «-SMA qilt als der
Marker fur Myofibroblasten. Es wird de novo in diesen synthetisiert und steht fir die kontraktilen
Fahigkeiten der aktivierten Zellen (Hinz et al., 2001). Jedoch ist «-SMA ein zum Teil inkonse-
quenter Marker flr Myofibroblasten, da nicht nur diese «-SMA exprimieren, sondern auch VSMC
oder Perizyten (Sun et al., 2016). Weitere Marker fir Myofibroblasten sind F-Aktin und Vinculin
(Hinz, 2016).

Die vorherrschenden Vorlauferzellen der Myofibroblasten in der Leber sind die HSC (Friedman
et al., 1985). Durch den fibrotischen Stimulus differenzieren die HSC zu Myofibroblasten. Infol-
gedessen verlieren sie ihre Fahigkeit, Vitamin A zu speichern, und erhalten kontraktile Eigen-
schaften sowie die Fahigkeit, inflammatorische Mediatoren zu sekretieren (Milani et al., 1990;
Marra, 1999). HSC exprimieren eine Reihe von Genen und Proteinen, womit sie von anderen
Zellen in der Leber unterschieden werden kdnnen. Diese Marker decken sich teilweise mit den
Perizytenmarkern aus Tabelle 1.1. Die wichtigsten Marker fir die HSC sind PDGFR/f3, das En-
zym Lecithin-Retinol-Acyltransferase (LRAT), Desmin und GFAP (Kluwe et al., 2011; Henderson
et al., 2013; Mederacke et al., 2013; Zhang et al., 2016).

Neben den HSC werden aber auch andere Zelltypen als Vorlaufer der Myofibroblasten vermutet.
Dabei hangt es auch entscheidend davon ab, was die Ursache fir die fibrotische Erkrankung ist.
Bei z. B. Gallenerkrankungen sind die portalen Fibroblasten (PF) die Vorlaufer der Myofibroblas-
ten (Dranoff und Wells, 2010). Diese werden auch als ,ruhende’ Fibroblasten der Leber bezeich-
net, aufgrund der Tatsache, dass kein Marker existiert, mit denen sie von Fibroblasten anderer
mesenchymaler Zellen unterschieden werden kénnen (Cassiman et al., 2002; Tang et al., 1994).
Als weitere Vorlauferzelle fiir Myofibroblasten in der Leber konnten vom Mesothel abstammende
Zellen identifiziert werden. Diese sind wahrscheinlich die Vorlauferzellen der HSC und der PF in
der Embryogenese (Rinkevich et al., 2012; Asahina et al., 2011).

1.3.1.2 Extrazelluldare Matrix (EZM)

Die EZM im Gewebe reprasentiert eine nicht zellulare Komponente, welche hauptsachlich aus
Wasser, Proteinen und Proteoglykanen besteht. Durch die EZM wird dem Gewebe ein Gertst zur
Verfligung gestellt, durch das dieses stabilisiert wird sowie diesem kontraktile Fahigkeiten ver-
leiht (Frantz et al., 2010). Neben seinen mechanischen und biochemischen Eigenschaften halt
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die EZM die Hydration und Homdostase des Gewebes aufrecht (Hynes, 2009; Jie et al., 2018;
lizuka et al., 2003). Es ist festzuhalten, dass die EZM dynamischen Prozessen unterworfen ist,
bei der die EZM sténdig auf- und wieder abgebaut wird (Daley et al., 2008).

Kollagen ist ein Hauptbestandteil der EZM. Es kdnnen 28 verschiedene Kollagen-Varianten in
der EZM gefunden werden (Frantz et al., 2010). Fibrillare Kollagene, die den Hauptbestandteil
des Kollagens der EZM ausmachen, sind Kollagen Typ 1, Il, Il und IV. Ihre Rolle ist hauptséch-
lich mechanischer Natur und sichern die Festigkeit des Gewebes (Ricard-Blum und Ruggiero,
2005). Neben dem Kollagen existieren auch noch andere Proteine in der EZM. Dazu gehéren
Fibronektin, Laminin, Elastin, Proteoglykane und MMPs. Fibronektin ist ein hoch-molekulares
Glykoprotein, das eine wichtige Rolle bei Zell-Adhasion, -Wachstum und bei der Wundheilung
spielt (Pankov und Yamada, 2002). Laminine sind Glykoproteine die hauptséchlich in der BM ge-
funden werden und die Zell-Differenzierung sowie die -Migration beeinflussen (Timpl et al., 1979).

1.3.1.3 Matrix-Metalloproteasen (MMPs)

Matrix-Metalloproteasen (MMPs) sind die relevantesten EZM-modifizierenden Proteine. Sie stel-
len eine Superfamilie von Zink-abhangigen Endopeptidasen dar (Page-McCaw et al., 2007). In
der gesunden Leber sind die MMPs flr die Degradation der EZM zusténdig. Hier herrscht ein
Gleichgewichtig aus Auf- und Abbau der EZM. Die MMPs, die dort konstant exprimiert werden,
sind die MMP-1, -2, -3, -11 und -14 (Lichtinghagen et al., 1995; Moore et al., 2007; Milani et al.,
1994). Die Aktivitat von MMPs wird unter physiologischen Konditionen durch Gewebe-Inhibitoren
der Metalloproteasen (TIMPs) reguliert. Diese beiden Familien (MMPs und TIMPs) kontrollie-
ren die EZM-Homoostase und sind damit essentiell fiir die normalen Zell- und Organfunktionen
(Brew und Nagase, 2010). In der Leberfibrose hingegen ist das Gleichgewicht zwischen Auf- und
Abbau der EZM stark gestért (limuro et al., 2003). Hier kommt es zu einer Gibermafigen Einlage-
rung von EZM. Diese kann bzw. wird nicht mehr von den MMPs abgebaut, da deren Expression
deutlich herunterreguliert wird. Zum anderen wird die Expression von TIMPs hochreguliert, was
zur Folge hat, dass die vorhanden MMPs inhibiert werden (Leroy et al., 2004).

1.3.1.4 Der TGF-31-Signalweg

Es existieren verschiedene Mechanismen, die zur Aktivierung bzw. Modulation von HSC beitra-
gen. Einer der wichtigsten ist die Aktivierung Gber TGF-31 (Hellerbrand et al., 1999; Friedman,
1999). TGF-31 bindet an die Serin/Threonin-Kinase-Rezeptoren an der Zelloberflache (Massa-
gué, 1998). Nach der konstitutiven Bindung von TGF-31 an den Rezeptor werden SMAD2 und
SMADS zum Rezeptor rekrutiert, wo diese phosphoryliert werden (Piek et al., 1999). Die Be-
zeichnung SMAD stammt vom homologen Gen der Taufliege Drosophila melanogaster, MAD
(mothers against decapentaplegic) und dem Gen fiir das Protein Sma (small body size) des Fa-
denwurms Caenorhabditis elegans ab (Heldin et al., 1997). Nach Phosphorylierung von SMAD2
und SMAD3 formen diese mit SMAD4 einen hetero-oligomeren Komplex, der in den Zellkern
translozieren kann. Dort bindet der Komplex an spezifische Erkennungsstellen auf der DNA und
reguliert das Ablesen von spezifischen Zielgenen, wozu unter anderem Col1x1 zahlt. Die Akti-
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vierung von SMAD2 und SMAD3 wird durch die Bindung von SMAD7 an den TGF-[31-Rezeptor
verhindert, wodurch der hetero-oligomeren Komplex nicht mehr in den Zellkern eindringen kann
und der TGF-31-Signalweg blockiert wird (Nakao et al., 1997).

1.3.1.5 PDGF-Signalweg

PDGF gilt als wichtigster Proliferationsfaktor fir die HSC (Pinzani et al., 1989). Es ist ein hetero-
dimeres Protein, das aus Kombinationen von zwei Polypeptidketten A und B besteht (PDGF-AA,
-BB oder -AB). Die Rezeptoren PDGFRa und PDGFRf gehdren zur Tyrosinkinase-Rezeptor-
Familie. PDGF-AA bindet nur an PDGFR«x, wahrend PDGF-B an beide bindet (Bonner, 2004).
Durch Bindung von PDGF an die Rezeptoren kommt es zur Phosphorylierung der Tyrosine der
Rezeptoren. Diese Tyrosine dienen als Bindungsstellen fir Molekile, welche nachgeschaltet im
PDGFR[3-Signalweg liegen. Durch Bindung an das Adapter-Protein Grb2 wird RAS aktiviert (Pin-
zani, 2002). RAS wiederum aktiviert die MAP-Kinase, die regulierte Kinasen mit extrazellularem
Signal (ERK) aktiviert. ERK wandert in den Zellkern und indiziert die Phosphorylierung von ver-
schiedenen Transkriptionsfaktoren (Pages et al., 1993). Ebenfalls kann die Proliferation Gber ei-
nen ERK-unabhangigen Weg vonstattengehen. Dabei wird Phosphoinositid-3 (P13)-Kinase, die
weitere Kinasen wie PKC stimuliert, vom PDGFR[3-Rezeptor rekrutiert (Pinzani et al., 1989; Mar-
ra et al., 1999).

1.3.1.6 Peroxisom-Proliferator-aktivierter-Rezeptor-(PPAR-)Signalweg

Peroxisom-Proliferator-aktivierte-Rezeptoren (PPAR) gehéren zu der Superfamilie von
Nuklearhormon-Rezeptoren. Von den PPARs existieren mehrere Isoformen («, 3, v und §), die
eine Vielzahl von Genen kontrollieren, die elementar fiir physiologische Prozesse sind (Chaw-
la, 2001). PPARYy stellt dabei die wichtigste Isoform dar. Von dieser existieren zwei Formen
v1 und y2, die durch unterschiedliches Splicing entstehen (Tontonoz und Spiegelman, 2008).
PPARYy enthélt eine zentrale DNA-Bindungsdomane, eine carboxylterminale Bindungsdoméne
und zwei Transkriptionsaktivierungsdoménen AF-1 und AF-2 (Nolte et al., 1998). Durch Ligan-
denbindung (FABP4, CD36) an PPARY dissoziiert es seine Repressoren und wandert in den
Nukleus, wo es ein Heterodimer mit dem Retinoid-X-Rezeptor-o« (RXR-«x) bildet. Dieses Dimer
bindet im Anschluss an das Peroxisom-Proliferator-Reaktionselement (PPRE) eine spezifische
Gensequenz im Zielpromotor, was zur Aktivierung der Transkription fihrt (Itoh et al., 2008; Hoso-
oka et al., 2008). PPARY spielt ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Apoptose von Fibroblasten
(Milam et al., 2008) sowie verschiedenen Krebsarten (Takashima et al., 2001). Darlber hinaus
nimmt es eine wichtige Rolle bei der Leberfibrose ein (Wagner et al., 2011). PPARy sorgt fir
die Aufrechterhaltung des inaktivierten Zustandes der HSC. Es blockt die Expression von Kolla-
gen Typ lx1 Uber den TGF-31-Signalweg, wodurch die Proliferation der Zellen gemindert wird
und die Zahl an Fetttrépfchen im Zytoplasma der Zellen erhalten bleibt. Das Ganze geschieht
Uber die Interaktion mit JunD-, einem Aktivatorprotein-(AP-1)1-Transkriptionsfaktor (Hazra et al.,
2004b; Fu et al., 2003). JunD reguliert die Transkription von TIMP1. Wird JunD ausgeschal-
tet, kommt es zu einer verringerten Ausschittung von TIMP, wodurch EZM schneller abgebaut
werden kann (Smart et al., 2006). Ebenfalls wird durch PPARy SMADS inhibiert, was zum Blo-
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cken des TGF-f31-Signalweges fihrt (Ghosh et al., 2004). Kommt es zu einer Leberfibrose und
der damit verbundenen Aktivierung der HSC bzw. Differenzierung zu Myofibroblasten, nimmt die
Expression von PPARy signifikant ab (Zhu et al., 2010), wodurch der TGF-31-Signalweg nicht
weiter inhibiert wird (Hazra et al., 2004a). Die PPARy-Expression wird in der Fibrose Uber den
PDGFRf-Signalweg reduziert (Burgermeister und Seger, 2007), mittels Phosphorylierung von
PPARY durch die MAP-Kinase (Diradourian et al., 2005). Durch die Phosphorylierung kommt es
zu einer Konformationsénderung der AF1-Region, wodurch die Bindungsaffinitdt von PPARy zu
SMADS3 drastisch reduziert wird (Yoon und Seger, 2009; Adams et al., 1997; Camp und Tafuri,
1997).

1.3.1.7 Bone morphogenetic-Proteins-(BMPs-)Signalweg

Bone morphogenetic-Proteine (BMPs) sind multifunktionale Zytokine, die zur TGF-31-
Superfamilie gehdéren und machen dort die gréBte Gruppe aus (Feng und Derynck, 2005). Von
den BMPs existieren verschiedene Isoformen (Rider und Mulloy, 2010). Sie spielen eine Rolle in
der Embryogenese (Zhang et al., 2016), dem Wachstum, der Differenzierung von Osteoblasten
(Wozney et al., 1988) und in der adulten Gewebehomdostase, durch Steuerung der Proliferation,
Differenzierung, Chemotaxis und Apoptose von Stammzellen in verschiedenen Organen (Wag-
ner et al., 2010). In der Leber nimmt BMP7 eine wichtige Rolle ein. Dieses fungiert als Antagonist
zu TGF-f31 und verhindert die Phosphorylierung von SMADS (Zeisberg et al., 2003; Wang und
Hirschberg, 2004).

1.3.2 Auflésung der Leberfibrose

Die Leber kann aus einem fibrotischen Zustand wieder in den normalen physiologischen Aus-
gangszustand zurlickkehren durch die Auflésung des proinflammatorischen Milieus, d. h. durch
die Abldsung der proinflammatorischen Mediatoren durch antiinflammatorische. Infolgedessen
kommt es zu einer Reduzierung der T-Zellen (Marra und Tacke, 2014; Tacke und Trautwein,
2015) und anderer Immunzellen.

Als Beispiel fiir die Immunzellen sind Makrophagen zu nennen. Diese spielen eine Rolle bei
der Foérderung der Fibrose (Vernon et al., 2010; Wynn und Barron, 2010) durch Sezernieren
von TGF-31 (Karlmark et al., 2009) und MMPs (Fallowfield et al., 2007). Makrophagen kdnnen
in die Typen M1 und M2 unterschieden werden, wobei M1-Makrophagen eher an der Entste-
hung und M2-Makrophagen an der Auflésung der Fibrose beteiligt sind (Mantovani et al., 2004;
Gibbons et al., 2011). Bei der Auflédsung der Fibrose erhalten die Makrophagen ihren Ausgangs-
Phanotyp zuriick, der durch eine niedrige Lymphozyten-Antigen-6-Komplex-(Ly6C-)Expression
und eine hohe Sekretion von MMPs und Wachstumsfaktoren (Férderung der Hepatozytenbil-
dung) gekennzeichnet ist (Ramachandran et al., 2012). Des Weiteren wird die Auflésung der
Fibrose durch eine erhdhte Anzahl von dendritischen Zellen und Killerzellen (NK) begleitet (Jiao
et al., 2012). Wahrend dendritische Zellen den Abbau der EZM durch die Sekretion von MMP-9
herbeiflihren, induzieren die NK die Apoptose von aktivierten HSC/Myofibroblasten Gber die Ex-
pression von Tumor-Nekrose-Faktor-verwandten-Apoptose-induzierenden Liganden (TRAIL) auf
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ihrer Oberflache (Tian et al., 2013; Pellicoro et al., 2014).

Die Deaktivierung der EZM-sezernierenden Myofibroblasten ist der Schlissel zur Auflésung der
Leberfibrose. Dazu bestehen drei verschiedene Mdglichkeiten: (1) Seneszenz, (2) Apoptose, und
(3) Inaktivierung der Myofibroblasten. Bei Seneszenz werden die Myofibroblasten in einen Zu-
stand Uberfiihrt, in dem diese eine reduzierte fibrogene Genexpression und einen dauerhaften
Go/G4-Zustand aufweisen. Dadurch werden die Zellen anféllig fur die mittels NK vermittelte Apo-
ptose (Krizhanovsky et al., 2008). Die Apoptose der Myofibroblasten kann ebenfalls durch den
Entzug antiapoptotischer Signale ausgel6st werden (Iredale et al., 1998). Héchstwahrscheinlich
kommt es bei den meisten Myofibroblasten jedoch zu einer Inaktivierung. Hierbei werden die
Zellen in einen ,ruhenden” Zustand versetzt. Kommt es zu einem erneuten fibrotischen Stimulus,
kénnen diese Zellen deutlich schneller wieder in den aktiven Zustand zurlickkehren (Kisseleva
et al., 2012; Troeger et al., 2012).

Im letzten Schritt muss die EZM abgebaut werden, um die Auflésung der Leberfibrose zu be-
enden. Dabei spielen die MMPs einschlie3lich Kollagenasen eine entscheidende Rolle (Iredale,
2008). Neben Makrophagen sezernieren auch HSC und Neutrophile MMPs (Iredale et al., 2013).

1.4 Die NO/cGMP-Signalkaskade

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein multifunktionales Signalmolekdil, das in der Aufrechterhaltung ei-
ner Vielzahl von physiologischen Prozessen involviert ist, z. B. bei der Immunabwehr, bei der
neuronalen Kommunikation und bei der Regulierung des GeféB3tonus. Die meisten dieser phy-
siologischen Funktionen werden durch den Rezeptor NO-sensitive Guanylyl-Cyclase (NO-GC)
vermittelt (Bryan et al., 2009).

Von Furchgott und Zawadzki (1980) wurden Hinweise gefunden, dass NO als Signalmolekl
dient. Diese zeigten, dass eine Substanz existiert, die von EZ ausgeschuttet wird und die Re-
laxation von BlutgefaBBen herbeifihrt, welche zunédchst als endothelium derived relaxing factor
(EDRF) beschrieben wurde. Spater konnte gezeigt werden, dass es sich beim EDRF eigentlich
um das Radikal NO handelt (Moncada und Palmer, 1989; Ignarro et al., 1987; Palmer et al.,
1987). Als Zielprotein von NO konnte die NO-GC identifiziert werden (Ignarro et al., 1986a).
Durch Katalyse von NO-GC wird Guanosintriphosphat (GTP) in den sekundaren Botenstoff cy-
clisches Guanosinmonophosphat (cGMP) umgewandelt. Der Botenstoff cGMP initiiert Gber den
cGMP-Signalweg zahlreiche physiologische Prozesse (Furchgott und Jothianandan, 1991; Wald-
man und Murad, 1988). Dabei handelt es sich um Relaxation von VSMC (Lincoln, 1989; Hofmann
et al., 2000) und gastrointestinalen glatten Muskelzellen (Groneberg et al., 2010), Inhibition der
Thrombozytenaggregation und -adhasion (Mellion et al., 1981; Schwarz et al., 2001), Protekti-
on gegen Ischdmie oder Reperfusionsschaden des Herzens (Kass et al., 2007) und Modulation
der synaptischen Transmission (Garthwaite et al., 1988; O’Dell et al., 1991; Zhuo und Hawkins,
1995).
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1.4.1 Bildung von NO und dessen physiologische Aufgaben

NO wird durch die katalytische Aktivitat von verschiedenen NO-Synthasen (NOS) gebildet, wel-
che die Aminosaure L-Arginin zu NO und L-Citrullin umwandeln (Knowles et al., 1989; Schmidt
und Murad, 1991). Zu dieser Familie zahlen die neuronale NOS (nNOS), die induzierbare NOS
(INOS) und die endotheliale NOS (eNOS). Alle NOS-Isoformen sind Homodimere, verwenden L-
Arginin und Sauerstoff als Substrat und reduzieren das Co-Substrat Nicotinamidadenindinukleo-
tidphosphat (NADPH). Weitere Co-Faktoren die zur Herstellung von NO benétigt werden, sind
Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD), Flavinmononukleotid (FMN) und Tetrahydrobiopterin (BH,). Die
NOS transferieren ein Elektron lber das FAD und FMN auf die Hadm-Gruppe der NOS. Diese
bindet im Anschluss BH, und L-Arginin. Durch Reduktion von Sauerstoff und durch die Reduzie-
rung von L-Arginin entstehen L-Citrullin und NO (Alderton et al., 2001; Crane et al., 1998).

eNOS st ein konstitutiv exprimiertes Enzym, das hauptsachlich in EZ, aber auch in Kardio-
myozyten und in bestimmten Neuronen im Gehirn exprimiert wird (Massion et al., 2005; Fors-
termann und Sessa, 2012). Physiologisch erflllt eNOS mehrere Aufgaben: (1) Hemmung der
Thrombozyten-Aggregation und -Haftung: Durch eNOS kommt es zu einer Erhéhung des NO-
Spiegels im Blut, wodurch die Aggregation und Haftung von Blutplattchen verringert wird; (2)
Vasodilation (Rapoport et al., 1983; Férstermann et al., 1986; Ignarro et al., 1986b); (3) Hem-
mung der Leukozytenadhéasion: eNOS kann die Bindung von Leukozyten an die EZ-Wand ver-
hindern und stellt dadurch einen Schutz gegen Atherogenese dar (Arndt et al., 1993; Kubes
et al., 1991); (4) Stimulation der Angiogenese (Han und Stewart, 2006); (5) Kontrolle der VSMC-
Proliferation: eNOS kann mittels cGMP den PDGFR3-Signalweg steuern und somit die Prolife-
ration von VSMC beeinflussen (Southgate und Newby, 1990).

Die nNOS wird konstitutiv in spezifischen Neuronen im Gehirn exprimiert. Mittels einer PDZ-
Domane kann die nNOS mit anderen Proteinen Uber deren PDZ-Doméne interagieren. Durch
diese Interaktionen werden die Aktivitat und die Verteilung der nNOS gesteuert (Zhou und Zhu,
2009). Zuséatzlich zum Gehirn konnte die nNOS auch im Rickenmark, in sympathischen Gan-
glien, Nebennieren, peripheren Nerven, Epithelzellen verschiedener Organe, in Macula-densa-
Zellen der Niere, in Pankreas-Inselzellen, in VSMC, Skelettmuskeln und dem Gastrointestinaltrakt
gefunden werden (Nakane et al., 1993). Im Gehirn ist die nNOS an der Steuerung von physio-
logischen Prozessen wie Lernen, Erinnern und Neurogenese beteiligt (Zhou und Zhu, 2009).
Glatte Muskeln werden von nitrergen Neuronen innerviert. Nitrerge Neuronen kénnen zudem die
Relaxation von VSMC um BlutgefaB3e beeinflussen (Buchwalow et al., 2002).

Die iINOS wird im Gegensatz zu den beiden anderen NOS nicht konstitutiv exprimiert. Die Expres-
sion von iINOS wird durch bakterielle Liposaccharide, Zytokine und andere Botenstoffe induziert.
Sie lasst sich hauptséachlich in Makrophagen und jedem Organ finden (Férstermann et al., 1994).
Zudem wird die iINOS-Expression nicht durch den intrazellularen Ca2+—SpiegeI beeinflusst (Foérs-
termann und Sessa, 2012). Sie hat eine bedeutende Aufgabe in der Immunabwehr, indem das
von den Makrophagen freigesetzte NO parasitare Mikroorganismen und Tumorzellen t6tet (Wink
et al., 1991; Fehsel et al., 1993).
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1.4.2 Die NO-sensitive Guanylyl-Cyclase (NO-GC)

Viele der physiologischen Funktionen von NO, wie z. B. in kardiovaskularen, neuronalen oder
gastrointestinalen Systemen, werden durch den Rezeptor NO-GC vermittelt. Nach Aktivierung
der NO-GC durch NO kommt es zu einer Umwandlung von GTP zu cGMP. Neben der NO-GC
existieren noch weitere Enzyme, die cGMP generieren kénnen. Dazu gehéren die membran-
standigen Guanylyl-Cyclasen (GC-A bis GC-G). Diese werden nicht durch NO aktiviert, sondern
GC-A durch das atriale natriuretisches Peptid (ANP) und GC-B durch das natriuretische Peptid
vom C-Typ (CNP) (Kuhn, 2003).

Die NO-GC ist ein Heterodimer bestehend aus einer «- und einer [3-Untereinheit (UE). Zwei
NO-GC-Isoformen sind bekannt. Hierbei handelt es sich um die Heterodimere o4/ und o/ 3
(Friebe und Koesling, 2003). Der Heterodimer «4/f31 ist die am haufigsten vorkommende Iso-
form. Sie wird ubiquitér exprimiert und I&sst sich in allen Organen finden. Besonders hoch ist die
Expression dieser Isoform in Gehirn, Lunge, Herz, Niere, Milz und Muskulatur (Nakane et al.,
1990). Die andere Isoform ist vor allem in Gehirn und Lunge préasent (Harteneck et al., 1991;
Mergia et al., 2003).

Die NO-GC wird in drei Domanen unterschieden: eine N-terminale Domane, eine zentrale Do-
méne und eine C-terminale katalytische Doméne. Die N-terminale Doméne enthélt eine prost-
hetische H&m-Domane, an die NO binden kann (Gerzer et al., 1981). In der prosthetischen
Ham-Domane liegt ein zentrales Eisenatom vor, das zwischen vier Stickstoffen und dem axial
liegenden Ligand Histidin-105 koordiniert ist, die zusammen einen penta-koordinierten Aufbau
bilden (Ignarro et al., 1986a; Foerster et al., 1996). In Anwesenheit des Co-Faktors Mg?* bindet
NO an das Eisen der Him-Gruppe. Dadurch kommt es zu einer Konformationsanderung, bei der
das Eisen aus der Ebene gezogen wird, was zum Bruch der Bindung zwischen dem Eisen und
Histidin fOhrt. Durch diesen Bruch kommt es zu einer Aktivierung des Enzyms (lgnarro, 1990).
Die Anwesenheit der Ham-Gruppe ist entscheidend fiir die Funktion der NO-GC (Craven und
DeRubertis, 1978).

Die NO-GC kann durch verschiedene Pharmaka in ihrer Funktion beeinflusst werden. Es wird
hierbei zwischen Stimulatoren, Aktivatoren und Inhibitoren unterschieden. Bei den Stimulatoren
handelt es sich um Substanzen, die die NO-GC direkt stimulieren, indem sie die Sensitivitat der
NO-GC fur NO durch Stabilisierung der Him-Doméane erhéhen (Stasch et al., 2001). Zu den pro-
minentesten Vertretern der NO-GC-Stimulatoren zéhlen Bay 41-2272, Bay 41-8543 und Bay 63-
2521 (Riociguat) (Straub et al., 2001). In der Klinik wird bereits der NO-GC-Stimulator Riociguat
zur Behandlung von pulmonaler Hypertension verwendet (Mittendorf et al., 2009; Grimminger
et al., 2009). AuBerdem wurde Riociguat bereits Zugelassen zur Behandlung von chronischer
thrombotischer pulmonaler Hypertonie (Ghofrani et al., 2013).

Dagegen wirken die NO-GC-Aktivatoren unabhangig von NO. Zu den potentesten NO-GC-

Aktivatoren gehdrt Bay 58-2667 (Cinaciguat). Dieses ersetzt die Hdm-Doméane der NO-GC, wo-
durch es zur Aktivierung des Enzyms kommt (Stasch et al., 2001; Schmidt et al., 2003). Eben-
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falls scheint der NO-GC-Aktivator Bay 60-2770, ein nahes chemisches Analog zu Bay 58-2667,
die Aktivierung von HSC in CCl,-Leberfibrosemodell zu reduzieren sowie die GbermaBige EZM-
Akkumulation zu verhindern (Perri et al., 2006; Evgenov et al., 2006).

Hingegen kommt es bei den Inhibitoren der NO-GC wie z. B. 1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]
chinoxalin-1-on (ODQ) oder NS2028 zu einem Verlust der Bindungsfahigkeit der NO-GC durch
kompetitive Hemmung gegentiber NO. (Hwang et al., 1998; Kannan und Johnson, 1995; Mayer
et al.,, 1993; Schrammel et al., 1996; Zhao et al., 2000). Dabei ist zu beachten, dass die Hem-
mung in vitro irreversible ist, wahrend in vivo diese reversible ist (Lies et al., 2015; Moro et al.,
1996).

1.4.3 ¢cGMP und seine Effektoren

Das cGMP-Signal wird Gber drei Typen von intrazellularen Effektoren weitergeleitet: cGMP
-abhangige Proteinkinasen, cGMP-aktivierte lonenkanéle und cGMP-regulierte Phosphodies-
terasen (PDEs) (Hofmann et al., 2006). Die Esterhydrolyse von cGMP wird durch verschiedene
PDEs katalysiert (Beavo, 1995).

1.4.3.1 cGMP-abhéngige Proteinkinasen

Die Aktivierung der cGMP-abhangigen Proteinkinase (PKG) — einer Serin/Threonin-Kinase —
durch cGMP ist der Hauptmechanismus, der zur Relaxation von VSMC sowie zur Plattchenhem-
mung und synaptischer Plastizitét fuhrt (Walter, 1989; Murad et al., 1992; Walter und Gambaryan,
2009; Gratzke et al., 2010). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass PKG durch cGMP ei-
nen Einfluss auf die Proliferation von VSMC hat (Lukowski et al., 2008; Lincoln et al., 2006).
Es wird zwischen einer zytosolischen PKG | (mit zwei SpleiBvarianten: PKGlx und PKGIf3)
und einer membrangebundenen PKG Il unterschieden (Hofmann et al., 2009; Lincoln et al.,
1988). Wahrend die PKG | hauptsachlich in VSMC und Thrombozyten exprimiert wird (Keil-
bach et al., 1992), kommt die PKG Il vor allem im Darmepithel vor (Lohmann et al., 1997).
Beide Isoformen enthalten eine katalytische und eine regulatorische Doméne. In der regula-
torischen Doméane kommt es zu einer Konformationsédnderung nach cGMP-Bindung, wodurch
die PKG aktiviert wird (Landgraf et al., 1990). Zur Relaxation von VSMC interagiert die PKGIf3
mit Inositol-1,4,5-trisphosphatrezeptor-assoziiertes cGMP-Kinasesubstrat (IRAG) (Schlossmann
et al., 2000). PKGIp phosphoryliert IRAG, das die Inositol-1,4,5-trisphosphat-(IP3-)induzierte
Ca2+—Freisetzung aus intrazellularen Kompartimenten inhibiert (Ammendola et al., 2001). Zu-
satzlich phosphoryliert die PKGI den Ca®*-aktivierten K*-Kanal, wodurch dieser aktiviert wird
(Fukao et al., 1999; Alioua et al., 1998). Dadurch kommt es zu einer Offnung der Kanale, was
in einer Hyperpolarisation der Membran resultiert. Diese wiederum sorgt dafiir, dass sich span-
nungsabhangige Ca?*-Kanale schlieBen, wodurch der Ca%*-Einstrom gemindert wird (Sausbier
et al., 2000; Robertson et al., 1993).

1.4.3.2 cGMP-regulierte Phosphodiesterasen (PDEs)

Es sind 11 Familien von PDEs bekannt (Francis et al., 2001; Bender und Beavo, 2006). Diese
lassen sich in in zwei Klassen unterscheiden: (1) PDEs die cGMP hydrolysieren und (2) PDEs
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die cAMP hydrolysieren. Wahrend die PDE 5, 6 und 9 fir cGMP spezifisch sind, sind die PDE 4,
7 und 8 fiir cAMP spezifisch. Die PDEs 1, 2, 3, 10 und 11 kdnnen sowohl cAMP als auch cGMP
hydrolysieren. Im Folgenden sind die physiologisch relevantesten Phosphodiesterases (PDEs)
aufgefliihrt. PDE 2 lasst sich in Nebenniere, Leber, Lunge und Blutpléttchen finden. Durch Bin-
dung von cGMP an die allosterischen Stellen der PDE2 wird diese aktiviert, was zu einer ver-
starkten Hydrolyse von zellularem cAMP fiihrt. PDE3 ist ein cGMP-inhibiertes, cAMP-selektives
Enzym, das in Herz, Lunge, Leber, Blutplatichen, Fettgewebe und entziindlichen Zellen expri-
miert wird (Wechsler et al., 2002). Die am meisten untersuchte PDE ist die PDES5, die vor allem
in der Lunge und in Blutplattchen beschrieben wurde (Francis et al., 1980; Coquil et al., 1980),
wo sie vor allem in VSMC gefunden wird (Yanaka et al., 1998). Von PDE5 sind unterschiedli-
che SpleiBvarianten (PDE5 A1, A2, A3) bekannt (Loughney et al., 1998; Lin et al., 2000). Bei
der PDES5 ist die hohe Substrataffinitat fir cGMP hervorzuheben, die ca. 100 Mal gréBer ist als
die fir cAMP (Zoraghi et al., 2005). In der pharmakologischen Forschung sind besonders PDE-
Inhibitoren interessant. Diese sorgen fiir einen verhinderten Abbau von cGMP, was zu einer
erhbhten Vasodilation fuhrt. Diese Inhibitoren werden besonders bei erektiler Dysfunktion ein-
gesetzt (Sildenafil, Viagra®) (Supuran et al., 2006; Huang und Lie, 2013; Ignarro et al., 1990).
Neuerdings jedoch werden die Inhibitoren auch bei vaskuléren Erkrankungen wie z. B. pulmona-
ler Hypertension verwendet (Kass et al., 2007).
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Abbildung 1.6: Die NO/cGMP-Signalkaskade

Das Signalmolekil NO wird von NO-Synthasen generiert. Der Rezeptor fur NO ist die NO-GC. Durch
Bindung an diese wird die Bildung des sekundare Botenstoff cGMP aus dem Molekil GTP verstarkt.
cGMP aktiviert nachfolgende Effektorproteine z. B. cGMP-abhéngige Proteinkinasen (PKGs). Phospho-
diesterasen (PDEs) bauen das synthetisierte cGMP wieder ab und beenden dadurch die Signaltransmis-

sion; modifiziert nach Friebe und Koesling (2003).
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1.5 Transgene Mausmodelle

Transgene Tiermodelle sind zu einem Schliisselinstrument zur Erforschung von physiologischen
Prozessen geworden. Besonders im Fokus stehen dabei transgene Mause. Deren Genom kor-
reliert zu 96% mit dem menschlichen Genom. Deshalb kénnen transgene Mause neue Einblicke
in pathophysiologische Vorgange menschlicher Krankheiten liefern sowie das Versténdnis dieser
verbessern. Ein weiterer Vorteil bei der Verwendung von Mausen als Modellorganismen ist, dass
sie bedingt durch ihr geringes Kérpergewicht nur wenig Platz brauchen. Des Weiteren besitzen
sie eine hohe Reproduktionsrate und ein kurze Generationszeit (Houdebine, 2007).

1.5.1 Globaler NO-GC Knockout (GCKO)

In der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Friebe steht der globale NO-GC Knockout (GCKO) zur Ver-
figung. In diese Mause ist es mdglich die NO-GC ubiquitdr auszuschalten, sodass der Ein-
fluss der NO-GC im Gesamten erfasst werden kann. Um GCKO-Tiere zu zlchten, wurde das
Cre-loxP-System verwendet. Hierbei wurden Mause benutzt, bei denen das Exon 10 der {31-
UE der NO-GC von zwei flox-Stellen umgeben war, und mit Tieren verpaart, welche die Cre-
Rekombinase (Ella-Cre) ubiquitar exprimieren. Durch die Mutation in der 31-UE kam es zu einer
vollsténdigen Ausschaltung der NO-GC in allen Zellen, in denen die NO-GC exprimiert wird (Frie-
be et al., 2007; Friebe und Koesling, 2009).

Durch das globale Ausschalten der NO-GC kam es bei den Tieren zu einigen phanotypischen
Auffalligkeiten. 80% der Tiere versterben bereits in den ersten zwei Tagen nach der Geburt.
Die anderen Tiere sterben 3—-5 Wochen nach dem Absetzen von der Muttermilch, durch eine
stark verminderte gastrointestinale Motilitat (Friebe et al., 2007). Deshalb erhielten die Tiere ein
spezielles Futter (Abschnitt 3.2.1.1). Durch die globale Deletion der NO-GC kommt es zu makro-
skopischen Veranderungen bei den Tieren. Das Caecum ist stark vergré3ert und die Gallenblase
erweitert. Zudem zeigten die Tieren eine Erhéhung des systolischen Blutdruckes um 30 mmHg.
Des Weiteren bleibt in GCKO-Tieren die NO gesteuert Thrombin-induzierte Aggregation aus,
welches zu einer stark verkirzten Blutungszeit fihrt (Dangel et al., 2010).

1.5.2 Zellspezifischer Knockout der NO-GC

Es wurden verschiedene genetische Techniken entwickelt, um die zellspezifische Rolle eines
Genprodukts bzw. des daraus abgelesenen Proteins zu untersuchen (Branda und Dymecki,
2004). Das heute meistbenutzte System basiert auf der seiten-spezifischen Cyclization-
recombination-(Cre-)Rekombinase, die aus der Bakteriophage P1 stammt (Sauer und Hender-
son, 1988). Durch die Cre wird die Rekombination zwischen zwei loxP-Erkennungssequenzen
(locus of X-over of P1) vermittelt. Bei der loxP-Stelle handelt es sich um ein acht Basenpaa-
re (bp) langes Zentralelement, dass von zwei palindromischen Sequenzen mit 13 bp Lange
flankiert wird. Liegt ein chromosomales DNA-Segment zwischen zwei solchen gleichgerichte-
ten Sequenzen (,gefloxt’) vor, so wird es durch die Cre-Rekombinase in Form eines zirkularen
Produktes ausgeschnitten und in der Zelle degradiert (Feil et al., 2009). Zur Durchfihrung eines
zellspezifischen Ausschnittes eines Gens (bzw. Proteins) zu einem definierten Zeitpunkt wird
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eine Cre-Rekombinase bendtigt, die dieses bewerkstelligen kann. Hierzu wurden chimere Cre-
Rekombinasen entwickelt, die durch Fusion der Cre-Rekombinase mit einer mutierten Hormon-
bindungsdoméne des Estrogenrezeptors (ERs) erzeugt werden konnten (CreERTZ). Aktiviert wird
die CreER™ durch Hydroxytamoxifen (OHT), das ein synthetischer Estrogenrezeptor-Ligand ist.
OHT bindet an ER, wodurch die CreER™ in den Zellkern eindringen und die Deletion durchflih-
ren kann (Feil et al., 1997; Zhang et al., 1996). Wahrend mittels des CreERTz-Systems die Zeit
bestimmt werden kann — durch spezifische Gabe von Tamoxifen, das zu OHT metabolisiert wird
— wann das Gen deletiert wird, kann durch die Kontrolle der CreER™ (durch einen spezifischen
Promotor gesteuert) festgelegt werden, in welchen Zellen diese exprimiert wird, d. h. in welchen
Zellen es zum Ausschnitt des gefloxten Gens kommt. Zum Einsatz kam die unter der Kontrolle
SM/MHC- und PDGFR3-Promotor liegende CreER'2. Somit wurde in allen Zellen, in denen der
SM/MHC- bzw. PDGFR3-Promotor zur Zeit der Tamoxifen-Gabe abgelesen wurde, die NO-GC
deletiert. Bei der Glatte Muskelzellen/Schwere-Myosin-Kette (SM/MHC)-GCKO-Linie ist dartiber
hinaus zu beachten, dass das SM/MHC-Cre-Konstrukt auf dem Y-Chromosom lokalisiert war.
Das bedeutet nur ménnliche Tiere besaBen den gesuchten Genotypen und wurden somit in den
Versuchen eingesetzt (Wirth et al., 2008).

1.5.3 Reportermause

Neben den zellspezifischen Knockout-Mausen existieren Reporterméuse die ein Fluoreszenz-
protein (z. B. tdTomato) exprimieren. In dieser Arbeit wurden Promotor-CreER™2-Mause mit M&u-
sen gekreuzt, bei denen im ROSA26 locus das tdTomato-Gen vorlag, vor dem sich ein gefloxtes
Stopcodon befand. Kommt es hier zur Bindung von OHT an die ER-Doméne der CreER', so
wird das Stopcodon ausgeschnitten; wodurch das Fluorophor tdTomato exprimiert wird. Durch
diese Technik ist es mdglich, Zellen zu identifizieren, in denen der entsprechende Promotor zur
Zeit der Tamoxifen-Gabe aktiv ist (Madisen et al., 2010). Mit Hilfe dieser Reportermause kénnen
lineage tracing-Versuche durchgefihrt werden (Kretzschmar und Watt, 2012).

22



2 Zielsetzung

2 Zielsetzung

Bei der Fibrose bzw. der Narbenbildung handelt es sich um eine Reaktion auf eine wiederholten
oder chronischen Verletzungen, die einer unkontrollierten Wundheilung entspricht. Dabei kommt
es zu einer Ubermaigen Produktion und Akkumulation von Kollagen, dem daraus resultierenden
Verlust der Gewebearchitektur und dem Organversagen (Birbrair et al., 2014). Zwar existieren
bis jetzt nur wenige Therapiemdglichkeiten (Rockey et al., 2015), jedoch zeigten bereits mehrere
NO-GC-Stimulatoren bei der Behandlung von Organfibrosen (Haut, Niere, Leber, Lunge) in vi-
tro und in vivo vielversprechende Resultate (Sandner und Stasch, 2017; Evgenov et al., 2006);
durch den Einsatz von NO-GC-Stimulatoren wird die Produktion von EZM inhibiert (Lambers
et al., 2014; Beyer et al., 2015). Um die Wirkung der NO-GC-Stimulatoren in der Fibrose besser
zu verstehen, muss geklart werden, in welchen Zellen in den betreffenden Organen die NO-GC
exprimiert wird sowie den Einfluss der NO-GC auf die Pathogenese der Fibrose.

1: NO-GC-exprimierende Zellen in der Lunge

Im ersten empirischen Teil dieser Arbeit sollte herausgearbeitet werden, in welchen Zellen der
Lunge die NO-GC exprimiert wird. Als NO-GC-exprimierende Zellen wurden die Lungenperizyten
vermutet, da flir andere Organe gezeigt werden konnte, dass die NO-GC in Perizyten exprimiert
wird (Bettaga et al., 2015). Deshalb sollten die Perizyten der Lunge in vitro auf die NO-GC-
Expression untersucht werden. Dazu wurden folgende Versuche durchgefihrt:

1. Etablierung eines Protokolls zur Isolierung und Kultivierung von Lungenperizyten
2. Untersuchung der NO-GC-Expression in den isolierten Lungenperizyten
3. Differenzierung der isolierten Lungenperizyten

2: NO-GC-exprimierende Zellen in der Leber

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollten die Zellen identifiziert werden, die die NO-GC in der Leber
exprimieren. HSC gelten als Perizyten der Leber (Hellerbrand, 2013). Deshalb wurde analog zu
Teil 1 vermutet, dass die HSC die NO-GC-exprimierenden Zellen in der Leber sind. Im Anschluss
sollte die NO-GC-Expression in der Leberfibrose und nach der Auflésung der Leberfibrose be-
trachtet werden. Dazu wurden folgende Versuche durchgefiihrt:

1. Identifizierung der NO-GC-exprimierenden Zellen in der murinen Leber
2. Untersuchung der NO-GC-Expression in der Leberfibrose
3. Vergleich der Fibrose zwischen WT und GCKO

3: Lineage Tracing der HSC

Bei der Suche nach Therapiemdglichkeiten fir Organfibrosen ist es elementar, zu erfassen, wo-
her die EZM-produzierenden Zellen in der Fibrose kommen. EZM wird hauptsé&chlich von Myofi-
broblasten produziert. Diese besitzen Eigenschaften von glatten Muskelzellen und Fibroblasten
und sind gekennzeichnet durch die Expression von «x-SMA (Bochaton-Piallat et al., 2016). Pe-
rizyten sind als Vorlauferzellen der Myofibroblasten in den Fokus gertckt. Bereits in mehreren
Organen konnte mittels Lineage Tracing gezeigt werden, dass Perizyten zu EZM sezernieren-
den Myofibroblasten differenzieren (Wells et al., 2015). In der Leber werden die HSC als die
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Vorlauferzellen der EZM produzierenden Myofibroblasten vermutet. Deshalb sollte im dritten Teil
dieser Arbeit HSC-spezifische Reporterméuse verwendet werden und mit diesen folgende Un-
tersuchungen durchgefiihrt werden:

1. Lokalisierung der Fluoreszenz-markierten Zellen in der Leber

2. Untersuchung der markierten Zellen in der CCl,-induzierten Leberfibrose

3. Untersuchung der Zellen bei der Auflésung der Leberfibrose
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3.1 Material

3.1.1 Verwendete Gerate

Tabelle 3.1: Verwendete Gerate, Typenbezeichnung und Hersteller

Gerite

Typenbezeichnung

Hersteller

Autoklav

COs-Inkubator

Fluoreszenzmikroskop

Geldokumentation

Gelelektrophorese-

Apparatur

Konfokalmikroskop

Kryostat

Kihlschrank

Inkubator

Inverses Mikroskop

Labor-Warmeschrank

Lichtquelle
Magnetrihrer

PCR-Thermocycler

pH-Meter

Plattenleser
Sicherheitswerkbank

5075 ELC-G

HERAcell® 150

DMe6 FS

Gel Logic 100
FluorChem™ SpP

Mini-PROTEAN®
System
TCS SP5/SP8

Tetra

CM3050 S
HERAfreeze™ HFU B
Serie

Heraeus® B 5042 E

ID0O3

U400

KL 2500 LED
Combimag RCT

FlexCycler

Wallac 1420 VICTOR2™
BSB-6A

Tuttnauer Europe B.V, Breda, Nie-
derlande

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Bremen, Deutschland

Leica Microsystems GmbH, Wetz-
lar, Deutschland

Kodak Inc., New York, USA
Biozym Scientific GmbH, Olden-
dorf, Deutschland

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Leica Microsystems GmbH, Wetz-
lar, Deutschland

Leica Microsystems GmbH, Wetz-
lar, Deutschland

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Bremen, Deutschland

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Bremen, Deutschland

Carl AG, Oberkochen,
Deutschland

GmbH & Co. KG,
Schwabach, Deutschland

Schott AG, Mainz, Deutschland
IKA-Labortechnik,
Deutschland
Analytik Jena AG, Jena, Deutsch-
land

Mettler Toledo, GieBen, Deutsch-
land

PerkinElmer Inc., Waltham, USA
Gelaire Flow Laboratories Inc.,
USA

Zeiss

Memmert

Staufen,
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Tabelle 3.1: Verwendete Gerate, Typenbezeichnung und Hersteller

Hersteller

Gerite Typenbezeichnung
Stereo Mikroskop SZ51
Spannungsquelle EV 231

Spektralphotometer SIMPLINANO™
Thermocycler CFX96 Touch™
Thermomixer TMix
Mikrozentrifuge 5415C

Vortex Mixer Vortex-Genie 2

Waage R 160 P
Wasserbad GFL 1002
Zentrifuge Heraeus® Biofuge® fresco

Rotofix 32A

Olympus Europa Holding GmbH,
Hamburg, Deutschland

Consort bvba, Turnhout, Belgien
Biochrom GmbH, Berlin, Deutsch-
land

Bio-Rad Laboratories GmbH, Min-
chen, Deutschland

Analytik Jena AG, Jena, Deutsch-
land

Eppendorf AG, Hamburg, Deutsch-
land

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Bremen, Deutschland

Sartorius Corporate Administration
GmbH, Géttingen, Deutschland
GFL Gesellschaft fur Labortechnik
mbH, Burgwedel, Deutschland
Thermo Fisher Scientific GmbH,
Bremen, Deutschland

Andreas Hettich GmbH & Co. KG,
Tuttlingen, Deutschland

3.1.2 Chemikalien und gebrauchsfertige Losungen

Tabelle 3.2: Verwendete Chemikalien und gebrauchsfertige Lé6sungen

Chemikalie

Hersteller

Miglyol® 812

Dimethylaminobenzaldehyd (DMAB); DL-Dithiothreitol
(DTT); Ethanol (EtOH) absolut; Kaliumdihydrogenphos-
phat (KH); Leupeptin; Natriumdodecylsulfat (SDS);
Pepstatin-A; Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Fotales Kalber Serum (FCS)

GelRed®

Normales Esel Serum (NDS)
EtOH (96%) vergallt
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Apotheke, Wirzburg, Deutschland
Applichem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Biochrom GmbH, Berlin, Deutsch-
land

Biotium Inc., Fremont, USA
Biowest Inc., Riverside, USA
Brigemann Alkohol, Heilbronn,

Deutschland
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Tabelle 3.2: Verwendete Chemikalien und gebrauchsfertige Lésungen

Chemikalie ‘ Hersteller

Acrylamid; Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,); | Carl Roth GmbH & Co. KG, Karls-
D(+)-Glucose Monohydrat; Kupfer(ll)-sulfat; wasserfrei | ruhe, Deutschland

(CuS0O,); N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin  (TE-

MED); Ponceau® S; Roti®-Block; Trichloressigsaure
(TCA); Tris/HC|
Isofluran

Tamoxifen
Benzamidin
Agarose LE

Bay 41-2272; 3-Mercaptoethanol; Ethylendiaminotetra-
acetat (EDTA); Glycerin (85%); Methanol (MeOH); Pa-
raformaldehyd (PFA); Triethylamin (TEA)
Pikro-Siriusrot; Xylol

Transformierender Wachstumsfaktor-fMaus (TGF-f3)
(10 ng/ml)

Perizyten-Medium Maus; Perizyten Wachstumsfaktor
Bradford-Reagenz, 5x Konzentrat; Isopropanol

Albumin aus Huhnereiwei3 Grad II; Ammoniumper-
oxodisulfat (APS); Bromphenolblau; DABCO®; DA-
PI; Digitonin; Dimethylsulfoxid (DMSQO); Ethylenglycol-
bis(aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraessigsaure (EGTA);
Rinderserumalbumin (BSA); Saccharose (Cy5H25,044);
Tetrachlormethan (CCl,); Triton™ X-100; Trypanblau;
Tween® 20

CP-Pharma, Burgdorf, Deutsch-
land

Cayman Chemical Inc., Ann Arbor,
USA

Fluka Chemie AG, Heidelberg,
Deutschland

GENAXXON Bioscience GmbH,
Ulm, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutsch-
land
Morphisto Evolutionsforschung
und Anwendung GmbH, Frankfurt
am Main, Deutschland

PeproTech, Hamburg, Deutsch-
land

Science Cell Inc., Carlsbad, USA
SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland
Sigma-Aldrich  Chemie

Minchen, Deutschland

GmbH,
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Tabelle 3.2: Verwendete Chemikalien und gebrauchsfertige Lésungen

Chemikalie

\ Hersteller

Corning™ Kollagen |, Ratte; Dulbecco’s modifizier-
tes Eagle Medium + Glutamax™-I (DMEM [+] 1g/
| D-Clearnce [+] Pyruvat; Kollagen | vom Ratten
Schwanz (4 mg/ml); Kaliumchlorid (KCI); Natriumhy-
droxid (NaOH); Penicillin-Streptomycin (P/S) (10.000
U/ml) & 69-57-8 (Penicillin G Natriumsalz) 3810-74-
0 (Streptomycinsulfat); Phosphat gepufferte Salzlésung
(PBS); Radioimmunprazipitations-Test (RIPA); Trinatri-
umcitrat (NazCqHsO-"); Trypsin/EDTA-Loésung 0,25%
(W/V)/0,02% (w/v) in PBS (w/0) Ca®* (w/o) Mg?*

3.1.3 Verbrauchsmaterialien

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Bremen, Deutschland

Tabelle 3.3: Verbrauchsmaterialien, Kits und Hersteller

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

SsoFast™ EvaGreen® Supermix
Deckglaschen (24 x 60 mm, No 1.5)
Immersionsol

Gewebe- und Zellhomogenisator (QIAschredder™);
RNeasy® Mini Kit

Einbettmedium TissueTek® OCT Compound

CyroPure Gefai
(@13 mm)
Hochkapazitats-cDNA-Reverse-Transkriptions-Kit;  in-
Super Signal® ELISA

(1,6 ml), Zellkultur-Deckglaser

situ-Zell-tod-Erkennungsset,
Femto Substrat
Adhasionsobjekttrager, SuperFrost® Plus, Menzel Gla-
ser; Nylonfilter (50 um)
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Bio-Rad, Miinchen, Deutschland
Marienfeld

Merck KGaA, Darmstadt, Deutsch-
land

QIAGEN GmbH, Hilden, Deutsch-
land

Sakura FineTek Germany GmbH,
Staufen im Breisgau, Deutschland
Sarstedt AG & Co., Nirnbrecht,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Bremen, Deutschland

VWR
Deutschland

International, Darmstadt,
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3.1.4 Enzyme
Tabelle 3.4: Verwendete Enzyme und Hersteller
Enzym Hersteller
Kollagenase |l Biochrom GmbH, Berlin, Deutsch-

Phire Hot Start 1| DNA Polymerase, Phire Reaction Puf-
fer, RNase Inhibitor (20 U/ul), Trypsin/EDTA

3.1.5 Antikérper

land
Thermo Fisher Scientific GmbH,
Bremen, Deutschland

Tabelle 3.5: Verwendete Antikérper, Wirt, Verdiinnung und Hersteller

Antikorper Wirt Verdiinnung | Hersteller

a1-NO-GC Kanninchen 1:200 Friebe et al., 2007

«-SMA Kaninchen 1:1000 Abcam Inc., Cambridge, UK

«-SMA 1:500 Abcam Inc., Cambridge, UK

31-NO-GC Kaninchen 1:800 Friebe et al., 2007

CD31 Ratte 1:200 Becton, Dickinson and Company
Inc., New Jersey, USA

Col1 a1 Kaninchen 1:500 Abcam Inc., Cambridge, UK

Desmin Ziege 1:200 Antikdrper Online, Aachen,
Deutschland

F4/80 Ratte 1:100 Bio-Rad, Munchen, Deutschland

GAPDH Kaninchen 1:1000 Cell Signaling Technology, Dan-
vers, USA

Histon H3 Kaninchen 1:2000 Abcam Inc., Cambridge, UK

Lectin 1:200 Sigma-Aldrich  Chemie GmbH,
Munchen, Deutschland

NG2 (Proteoglucan) Kaninchen 1:200 Merck Millipore, Burlington, USA

PDGFRfp Ziege 1:200 R&D Systems Inc., Minneapolis,
USA

PPARYy Kaninchen 1:1000 Abcam Inc., Cambridge, UK

pSMADS3 Kaninchen 1:200 Abcam Inc., Cambridge, UK

SM/MHC Kaninchen 1:200 Abcam Inc., Cambridge, UK

Vimentin Kaninchen 1:200 Abcam Inc., Cambridge, UK
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3.1.6 Oligonukleotide

Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Minchen, Deutschland bezogen.

Tabelle 3.6: Verwendete Oligonukleotide

Name Sequenz Schmelztemperatur (T,,,) in [°C]
Acta2 5’ GTCCCAGACATCAGGGAGTAA 62,9
Acta2 3’ TCGGATACTTCAGCGTCAGGA 67,0
[3-actin 5’ TGTTACCAACTGGGACGACA 64,1
-actin 3’ GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA 63,9
1-NO-GC 5’ GCGGTACTCTTGCCTGGAAG 66,0
f1-NO-GC 3’ GACCATAATTGCGGATCACCA 66,7
Collx1 & GCTCCTCTTAGGGGCCACT 64,6
Collax1 & CCACGTCTCACCATTGGGG 68,9
PDGFRp 5’ TCCAGGAGTGATACCAGCTTT 62,6
PDGFRp 3’ CAGGAGCCATAACACGGACA 66,1
TGF-$15 CATGGACTGGTGAAACGA 68,5
TGF-1 3 CGCGAGCCTTAGTTTGGACA 66,3

30



3 Material und Methoden

3.2 Methoden

3.2.1 Tiere

Die in dieser Arbeit verwendeten Mauslinien/Tiere wurden von Prof. Dr. Andreas Friebe bereitge-
stellt. Dabei handelte es sich um die folgenden Mauslinien: Globaler NO-GC-Knockout (GCKO),
Glatte Muskelzellen/Schwere-Myosin-Kette (SM/MHC-)GCKO und Blutplattchen-
Wachstumsfaktor-3-(PDGFR[3-)GCKO.

3.2.1.1 Haltung

Zur Haltung wurden Ké&fige vom Makrolon-Typ Il (bis zu sechs adulte Tiere) und Typ Il (bis zu vier
adulte Tiere) verwendet. Das Einstreu in den Kafigen bestand aus Holzspanen. Zuséatzlich lag in
jedem Kéfig ein Spielzeug (Kartonrolle, Eierkarton) sowie ein Zellulosepapier vor. Wasser und
Futter wurde allen Tieren ad libitum gegeben. Auf Grund des gastrointestinalen Phanotyps der
GCKO-Tiere und der damit verbundenen hohen Letalitét erhielten diese eine ballaststoffarme
Diat (Altromin 1013), die zuséatzlich einen Protonenpumpeninhibitor (Omeprazol) und Natrium-
bikarbonat enthielt. Alle weiteren Mauslinien bekamen die Nager-Standarddiat (Altromin 1320)
(Friebe et al., 2007).

3.2.1.2 Zucht

Um Tiere mit einem gewlinschten Genotyp zu erhalten, wurden jeweils zwei heterozygote Weib-
chen im gebarfahigen Alter (8 bis 45 Wochen) und ein heterozygotes Mannchen (7 Wochen bis
1 Jahr) miteinander verpaart. Im Anschluss — 18 bis 21 Tage nach der Geburt — wurde der Nach-
wuchs von der Mutter abgesetzt und nach Geschlecht getrennt (Abbildung 3.1).

3.2.1.3 Induktion der zellspezifischen Knockout-Tiere und Reporterméause

Um die Deletion der gefloxten Stellen zu induzieren, wurde 6 bis 8 Wochen alten Tieren 50 pug Tam-
oxifen (geldst in Miglyol® 812) pro g Kérpergewicht intraperitoneal (i.p.) injiziert. 50 Tage nach der
letzten Injektion konnten die Tiere in Versuchen eingesetzt werden, da zu diesem Zeitpunkt ein
vollstédndiger Ausschnitt der NO-GC erreicht war (Groneberg et al., 2010).

3.2.1.4 Fibrose-Modell

CCl,-Induktion von Leberfibrose wurde mit 10 bis 12 Wochen alten Tieren durchgefiihrt. Hier wur-
de Méausen vier Wochen lang dreimal wéchentlich 1 ul CCl, oder Miglyol® 812 pro g Kérperge-
wicht i.p. verabreicht. Die Lebern wurden 24 h nach der letzten Injektion isoliert (Abschnitt 3.2.5.3)
(Henderson et al., 2013). Um die Auflésung der Leberfibrose zu untersuchen, wurden die Lebern
7 Tage nach der letzten Injektion enthommen.
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Abbildung 3.1: Generierung der Knockout-Mausmodelle

Durch die Verpaarung einer Maus mit gefloxtem Exon 10 der 31-UE der NO-GC ({31-flox/flox) mit einer
Maus, die die Cre-Rekombinase ubiquitér exprimieren (Ella-Cre) konnte eine globlale Knockout- Mause
(GCKO) erzeugt werden. Zur Generierung von zellspezifischen Knockout-Mausen wurde eine (31-flox/flox-
Maus mit M&usen verpaart, bei denen die CreER'2 unter Kontrolle des SM/MHC- und PDGFR3-Promotors
stand.
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3.2.2 Zellkultur
3.2.2.1 Isolierung der Zellen

Kulturmedium:

96% Perizyten-Medium

2% (v/v) Fotales Kalber Serum

1% (v/v) Perizyten Wachstumsfaktor
1% (v/v) Penicillin-Streptomycin

Ziel dieses Versuches war es, Perizyten aus der Maus-Lunge zu isolieren und in Kultur zu brin-
gen. Die zu verwendenden Mause wurden mit Isofluran CP und ané&sthesiert durch zervikale
Dislokation getotet. Alle weiteren Arbeitsschritte wurden unter einer Sicherheitswerkbank ausge-
fuhrt. Der Rippenbogen der Maus wurde durchtrennt und die Lungenlappen vorsichtig aus der
Maus enthommen und in eine mit PBS geflllte Petrischale gelegt. Von den einzelnen Lappen
wurden die R&nder abgeschnitten und in ein 1,5-ml-Reaktionsgefal3 platziert. Nach zweimaligem
Waschen der Gewebe mit sterilem PBS wurden diese in 4% (w/v) Kollagenase in PBS homoge-
nisiert. Hierzu wurden Einmalkanilen (aufsteigend von 20 x G nach 24 x G) verwendet und durch
Hoch- und Herunterziehen der Lésung ein Homogenat erzeugt. Das Homogenat wurde fiir 45 min
bei 37 °C unter Schutteln inkubiert. Nach Abschluss der Inkubation wurde das Homogenat durch
einen 50-nm-Nylonfilter in ein 50-mI-Réhrchen gefiltert und der Filter zweimal mit 1 ml PBS ge-
spult. Der Durchfluss wurde dann fir 10 min bei 100 xg zentrifugiert. Im Anschluss wurde der
Uberstand abgenommen und das Pellet mit 2 ml Kulturmedium resuspendiert. Nach Abschluss
der Resuspendierung wurden 10 ml Medium hinzugegeben und das Zellhomogenat nochmals
durchmischt.

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 50 p des Zellhomogenats mit 50 pl Trypanblaulésung (0,4%)
in einem 1,5-ml-Reaktionsgeféf3 1:2 verdinnt. Die Lésung wurde vorsichtig auf- und abpipettiert
und 10 ul wurden auf eine Neubauer-Zahlkammer gegeben. Anhand der bestimmten Zellzahl
pro ml und der Tabelle 3.7 konnte die Zellsuspension verdinnt werden, welche dann in der unten
geschilderten Zellkultivierung (Abschnitt 3.2.2.2) weiterverwendet wurde.

Tabelle 3.7: Eingesetzte Zellzahlen in Abhéangigkeit der Flache

Wachstumsflache des eingesetzte
KulturgefiBes in [cm?] Mediummenge

25 5-7
9.5 (6-well plate) 4,2-4,5
3,8 (12-well plate) 3,84

3.2.2.2 Kultivierung der Zellen

Zur Kultivierung von aus der Lunge isolierten Perizyten mussten die verwendeten wells mit Kol-
lagen beschichtet werden. Hierzu wurde eine Lésung mit 2% (v/v) Kollagen-I-Lésung (in PBS)
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hergestellt, die auf die Wachstumsflachen gegeben wurde. Im Anschluss wurden diese fiir 2h
bei 37 °C inkubiert und zweimal mit PBS gewaschen. Danach konnten die zuvor isolierten Zel-
len (siehe Abschnitt 3.2.2.1) ausgesat und bei 37 °C in einer 5%igen CO,-Atmosphére kultiviert
werden. Sollten die Zellen jedoch fir immunhistochemische Versuche kultiviert werden, wurden
in 12-wells Glasplattchen gelegt. Diese wurden ebenfalls mit Kollagen beschichtet; das weitere
Verfahren war identisch mit demjenigen bei Kulturflachen ohne Glasplattchen. Nach 24 h wurden
die Zellen aus dem Brutschrank genommen, das Medium vorsichtig abgesaugt und die Zellen
zweimal mit PBS gewaschen. Danach wurde erneut Kulturmedium (Tabelle 3.8) auf die Zellen
gegeben und der Phanotyp der Zellen mittels Durchlichtmikroskop Uberpriift. Die Zellen wurden
anschlieBend bei 37 °C in einer 5%igen CO,-Atmosphére kultiviert, bis sie eine Konfluenz von
90% erreicht hatten.

In allen Versuchen wurden nur Zellen eingesetzt, die unpassagiert waren.

Tabelle 3.8: Eingesetzte Mediummenge in Abhéangigkeit von der GréBe des verwendeten
KulturgefaBes

Wachstumsflache des eingesetzte
KulturgefdBes in [cm?] Mediummenge

25 5,0 mi
9.5 (6-well plate) 2,5ml
3,8 (12-well plate) 1,0 ml

3.2.2.3 Behandlung mit Substanzen

Ziel war es, die Zellen mindestens 1,5 Zellzyklen lang mit den jeweiligen Substanzen zu inku-
bieren. Da die Zellen eine Verdopplungszeit von ca. 40 h besitzen, wurde die Inkubationszeit auf
72 h festgelegt. Dazu wurde bei den Zellen einen Tag, nachdem sie in Kultur gebracht worden
waren, das Medium entfernt und zweimal mit PBS gewaschen (siehe Abschnitt 3.2.2.2). Danach
wurde auf die Zellen neues Kulturmedium gegeben, das mit den verschiedenen Substanzen ver-
setzt war. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde mit den Zellen wie in Abschnitten 3.2.4.1 bzw.
3.2.5.2 beschrieben weitergearbeitet.

3.2.3 Molekulargenetische Methoden

3.2.3.1 Isolierung von genomischer DNA

Alkalischer Lysepuffer Neutralisationspuffer
10 M NaOH 1M Tris/HCI

0,5M EDTA

pH 8,0

Um genomische DNA aus Gewebe zu erhalten, wurde die HotSHOT-Methode nach Truett et al.
(2000) eingesetzt. NaOH zerstért die Zellwande — einschlieBlich der Zellkernmembran — und die
Double-strain-DNA (dsDNA) wird zu Single-strain-DNA (ssDNA) denaturiert. Mittels Tris/HCI wird
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die Reaktion neutralisiert bzw. abgestoppt.

Zur Genotypisierung wurden Ohrstanzen der Maus verwendet. Diese wurden mit 50 ul alkali-
schem Lysepuffer und Inkubation fiir 20 min bei 95 °C bei starkem Schitteln lysiert, danach kurz
auf Eis gekihlt und anschlieBend mit 50 pl Neutralisationspuffer neutralisiert.

3.2.3.2 Isolierung von RNA (mittels RNeasy® Mini Kit)

Das Vorgehen bei der Herstellung von DEPC-H,O kann Abschnitt 3.2.3.5 entnommen werden.
Die anderen Puffer waren im RNeasy® Mini Kit enthalten. Die Isolierung von RNA aus Gewebe
erfolgte mittels RNeasy® Mini Kit. Dazu wurde das zu untersuchende Gewebe zunéchst aus der
Maus isoliert und in eiskaltem PBS in kleine Stiicke geschnitten. Die Gewebeproben wurden mit
flissig N, eingefroren und konnten bei -20 °C (firr bis zu 2 Monate) oder bei -80 °C (fir bis zu
2 Jahre) gelagert werden. Zur RNA-Isolation wurden 30 mg des Gewebes zusammen mit 600
Lysepuffer in ein Lysegefal3 gegeben und durch den Einsatz eines Dounce-Homogenisators ho-
mogenisiert. Zum Abtrennen von Zellresten wurden die lysierten Proben auf einen Gewebeho-
mogenisator (QIAschredder™) pipettiert und fiir 3 min bei 10.000 xg zentrifugiert. Im Anschluss
wurde die Gewebehomogenisator-Saule verworfen, 1 Volumen 70% EtOH zum Homogenat ge-
geben und durch Invertieren durchmischt. Aus diesem Ansatz wurden 700 ul enthommen, auf
eine RNeasy-Mini-Saule pipettiert und fir 15s bei 8000 xg zentrifugiert. Hierbei kam es zur
Bindung der RNA an die Saule. Darauf wurden drei Waschschritte durchgefihrt. Beim ersten
Waschschritt wurden 700 ul RP1-Puffer auf die Saule gegeben und fir 15s bei 8000 xg zentri-
fugiert. Nach Verwerfen des Durchflusses und Pipettieren von 500 wl RPE-Waschpuffer auf die
Saule wurde wiederum fir 15s bei 8000 xg zentrifugiert und dann erneut 500 W RPE-Puffer auf
die Saule gegeben. Im Anschluss wurde diese fur 2 min bei 8000 xg zentrifugiert. Es erfolgte die
Elution der RNA mit 30-50 ul DEPC und durch Zentrifugation fir 1 min bei 8000 xg.

3.2.3.3 Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration

Die Messung der ODygq und OD,g, sowie der Nukleinsurekonzentration erfolgte mittels des
Spektralphotometers SIMPLINANO™. Als Nullwert wurde DEPC verwendet. Uber den Quotien-
ten von ODyg, und OD,gy konnte die Reinheit der vorliegenden Probe bestimmt werden.
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3.2.3.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Bei der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) handelt es sich um eine Methode, bei der ein spezifi-
scher Teil (durch Primer definiert) der Ausgangs-DNA mit Hilfe von Desoxyribonukleosidtriphos-
phat (dNTP) und einer DNA-Polymerase amplifiziert wird (Saiki et al., 1988).

Zur Vervielfaltigung der genomischen DNA wurde folgender Ansatz verwendet:

Ansatz:

* 1 x Puffer (mit 1,5mM MgCl,)
+ 200 uM dNTP

* 2,0 uM Primer forward

e 2,0 uM Primer reverse

* 1,0 U DNA-Polymerase

Von dem Ansatz wurden 19 ul in einem Reaktionsgefal3 vorgelegt, wozu ca. 100 ng DNA kamen.
Im Anschluss wurde die PCR, wie in Tabelle 3.9 zu sehen, durchgefiihrt.

Tabelle 3.9: Programm fiir die PCR

Schritt Temperatur in [°C] Zeit in [min] Wiederholung
Denaturierung 94 2

Anl?gerung der Prlmer Annealing-Temperatur 45s bis zu 35 Mal
Verlangerung der Primer 72 2
Ende 4 o0

Bei allen Versuchen wurde eine Negativkontrolle — ohne DNA — mitgefiihrt, um den Versuchsan-
satz auf evil. Kontaminationen zu Gberprifen.

3.2.3.5 cDNA-Synthese

DEPC
0,1% (v/v) DEPC

Bei der cDNA-Synthese kam das Hochkapazitats-cDNA-Reverse-Transkriptions-Kit von Thermo
Fisher Scientific GmbH, Bremen, Deutschland zum Einsatz. Hierfir wurde zun&chst ein 2 x Re-
aktionsansatz vorbereitet, der sich wie folgt zusammensetzte:

Ansatz:

« 2x Puffer

* 2x dNTP Mix

* 2x Random Primers

« 5,0 U MultiScribe Reverse® Transcriptase
+ 2,0 U RNase-Inhibitor
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Zur Durchfihrung der cDNA-Reaktion wurden in jedem Reaktionsgefa3 10 ul des 2 x Reaktions-
ansatzes vorgelegt. Dazu wurden 10 ul (1:1-Verdlnnung) einer 0,2-ug/pl-RNA-L&sung gegeben;
d. h. pro Reaktion lagen 2 ug RNA vor. Alle Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt. Die Proben
wurden im PCR-Thermocycler von Analytik Jena AG, Jena, Deutschland wie in Tabelle 3.10 zu
sehen inkubiert.

Tabelle 3.10: Programm fiir die cDNA-Synthese

Stufe Temperatur in [°C] Zeit in [min]

1 25 10
2 37 120
3 85 5
4 4 00

3.2.3.6 Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

In der Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) kann die Menge an ampli-
fiziertem Produkt mittels Fluoreszenzintensitat bestimmt werden. Dazu wird ein Fluoreszenz-
Reportermolekill (SYBR® Green) verwendet, das sich in die kleine Furche der dsDNA einlagern
kann. Liegt SYBR® Green in Lésung vor, besitzt es nur eine geringe Fluoreszenz; kommt es
jedoch zur Interkalation in die dsDNA, steigt die Intensitat der Fluoreszenz um das 1000fache
an. Damit verhalt sich die Intensitit der SYBR® Green-Fluoreszenz proportional zur dsDNA-
Konzentration. Die Fluoreszenzintensitat wird zur Auswertung logarithmisch gegen die Zyklen-
zahl aufgetragen. Dabei wird der Zeitpunkt bestimmt, an dem die Intensitat gréBer ist als die
Hintergrundfluoreszenz; dieser wird als Crossing Point (CP) bezeichnet. Des Weiteren kann
in Kombination mit SYBR®-Green eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt werden: Nach Be-
endigung der PCR (30-40 Zyklen) werden mit dieser die entstandenen Produkte untersucht.
Um auszuschlieBen, dass es sich bei der gemessenen Fluoreszenz um Signale von Primer-
Dimeren und Nebenprodukten handelt, muss der Schmelzpunkt bestimmt werden. Durch kon-
tinuierliches Aufheizen der Probe bis auf 95 °C wird die dsDNA aufgetrennt, wodurch sich die
SYBR®-Green-Molekiile 16sen und die Fluoreszenz verschwindet. Um die genannten Stdrfakto-
ren auszuschlieBen, sollte das Ziel sein, eine einheitliche Schmelztemperatur (T,,) fir die jewei-
lige Probe zu erzielen.

Ein wichtiger Aspekt bei der RT-PCR ist die Auswahl der Primer. Diese sollten drei Bedingun-
gen erflillen: (1) Sie sollten Exon-lberspannend sein, (2) zu einem Produkt flihren, das kleiner
als 200 bp ist, und (3) eine &hnliche Annealing-Temperatur (ca. 60 °C) besitzen. Die Primer-
Sequenz fir die 31-UE wurde aus der Studie von Mergia et al. (2003) entnommen, wahrend die
Ubrigen verwendeten Primer mit Hilfe des Primer-BLAST-Tools der US National Library of Medi-
cine bestimmt wurden (Tabelle 3.1.6).
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Die Reaktionsansétze fiir die RT-PCR setzen sich wie folgt zusammen:

Ansatz:

« 10 ul SsoFast™ EvaGreen® Supermix
* 2 uM Primer forward

« 2uM Primer reverse

* 10 ung cDNA

+ ad H,O

Der o. g. Reaktionsansatz wurde mit H,O auf 20 pl gebracht, dann in einem Thermocycler posi-
tioniert und wie in Tabelle 3.11 zu sehen inkubiert.

Tabelle 3.11: Programm fiir die RT-PCR

Schritt Temperatur in [°C] Zeitin[s] Wiederholung
Denaturierung 94 15
Anlagerung der Primer  Annealing-Temperatur 30 40 Zyklen
Schmelzkurve 60-95
Ende 4 00

Um die relative Expression eines Gens zu bestimmen, wurde in allen untersuchten Proben die
Expression eines Haushaltsgens ermittelt. Bei Letzterem handelt es sich um ein Gen, das in den
Zellen immer konstant abgelesen wird. Diese Expression sollte des Weiteren nicht durch andere
Einflisse (z. B. Induktion einer Fibrose) beeinflusst werden. In dieser Arbeit wurde (3-Aktin als
Haushaltsgen verwendet. Um eine quantitative Aussage Uber das Zielgen zu treffen, wurde die
AACp-Methode (Abbildung 3.2) verwendet.

ACp = Cp(Zielgen) — Cp(S-actin)

ACp(Probe)

AACP = ACp(Kontrolle)

Abbildung 3.2: Berechnung von AACp

Zudem ist bei der Quantifizierung der Ergebnisse der RT-PCR die Effizienz (E) der einzelnen
Reaktionen zu bertcksichtigen. Es wird dabei ndherungsweise davon ausgegangen, dass es
pro Zyklus zu einer Verdopplung der cDNA kommt, d. h., es liegt eine E von 2 vor. Um dies zu
Uberprifen, wurde fir jede cDNA-Probe eine Verdiinnungsreihe angesetzt (1:20, 1:10, 1:5) und
— mit den in Tabelle 3.11 beschriebenen Konditionen — eine RT-PCR durchgefiihrt. Die Werte
wurden anschlieBend logarithmisch gegen die Verdiinnungsstufen aufgetragen. Aus der Steigung
der Geraden konnte im Anschluss E berechnet werden.
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3.2.3.7 Agarose-Gelelektrophorese

1x TRIS-Acetat-EDTA (TAE) 1,5 x Beladungspuffer

40 mM Tris/OH 0,01% (v/v) Bromphenolblau
10mM EDTA 10mM EDTA

20 mM HAc 14,5% (v/v) Glycerol

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten wird die Agarose-Gelelektrophorese eingesetzt. Hierbei
kénnen die Fragmente, bedingt durch ihre negative Ladung, in einem elektrischen Feld bewegt
werden. Ilhre Wanderungsgeschwindigkeit ist dabei umgekehrt proportional zum Logarithmus
ihres Molekulargewichtes. Die Trennleistung wird entscheidend durch die Konzentration der Ag-
arose im Gel beeinflusst: Je héher die Konzentration an Agarose, desto kleiner sind die Poren im
Gel. Somit kdnnen bei hohen Agarosekonzentrationen kleine DNA-Fragmente — und bei kleinen
Agarosekonzentrationen grof3e Fragmente — besser aufgetrennt werden (Aaij und Borst, 1972).

Zur Durchfiihrung wurde Agarose in 1x TAE-Puffer gegeben und durch Aufheizen in der L6-
sung geschmolzen. Um die DNA spéater im Gel sichtbar zu machen, muss ein DNA-Farbstoff
hinzugegeben werden. Hier wurde GelRed® verwendet, das zwar strukturell verwandt mit Ethidi-
umbromid (EtBR) ist, jedoch als nicht kanzerogen gilt. Wie EtBR beginnt es stark zu fluoreszie-
ren, wenn es mit Nukleinsduren interagiert und durch Ultraviolett-Licht (254 nm) angeregt wird.
Nachdem GelRed® im Puffer geldst war, konnte die L&sung in eine Kammer gegossen werden.
Um Taschen zu erhalten, in denen spater die Proben platziert werden sollten, wurden Kédmme
im noch flissigen Gel positioniert. Zum Aushéarten des Gels wurde dieses bei 4 °C gelagert. Zur
Durchfiihrung der Elektrophorese wurde das Gel aus dem Kiihlschrank genommen, in eine Elek-
trophoresekammer platziert und mit 1 x TAE-Puffer Gbergossen. Die zu untersuchenden Proben
wurden mit dem Beladungspuffer 1:2 verdinnt und jeweils 3 ul in die Taschen pipettiert. Im An-
schluss wurde die Elektrophorese bei 70-80V durchgefiihrt, wobei sich die Dauer an der Gré3e
der DNA-Fragmente orientierte. Je kleiner diese waren, desto kirzer lief die Gelelektrophore-
se. Nach Abschluss der Elektrophorese wurde das Gel mit UV-Licht angeregt und die emittierte
Fluoreszenz (560 nm) mittels einer CCD-Kamera aufgenommen.
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3.2.4 Proteinbiochemische Methoden
3.2.4.1 Isolierung von Proteinen aus Zellen

Protein-Lysepuffer

2 mM DL-Dithiothreitol (DTT)

1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

1 mM Benzamidin

1 uM Pepstatin

50 uM Leupeptin

ad Radioimmunprazipitations-Test(RIPA-)Puffer

Fir einen Western-Blot missen zunédchst die Proteine aus den Zellen isoliert werden. Dazu
wurden diese auf Eis positioniert, das Medium vorsichtig abgenommen und die Zellen zweimal
fir 5 min mit eiskaltem PBS gewaschen. Durch Zugabe von kaltem Radioimmunpréazipitations-
Test(RIPA-)Puffer (+ Proteasen) und Inkubation fiir 10 min konnten die Zellen lysiert werden.
Dabei richtet sich das Volumen an zugegebenem RIPA-Puffer nach der Grd3e der wells (Tabel-
le 3.12). Danach wurden die Zellen mit einem Zellschaber abgekratzt, in ein 1,5-ml-Reaktions-
gefan3 Gberflhrt und fir 30 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurde das Lysat bei 12.000 xg
und 4 °C fiir 20 min zentrifugiert (Zentrifuge: Heraeus® Biofuge® fresco von Thermo Fisher Sci-
entific GmbH, Bremen, Deutschland) und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaB gege-
ben. Die lysierten Proben wurden danach in flissiges N, eingefroren und . N. bei -80 °C ge-
lagert. Am nachsten Tag wurden die Zellen aufgetaut und mittels BCA-Test die Proteinmenge
(Abschnitt 3.2.4.3) bestimmt.

Tabelle 3.12: Eingesetztes RIPA-Volumen in Abhéngigkeit von der GréBe des verwendeten
KulturgefaBes

Wachstumsflache des eingesetzte
KulturgefiBes in [cm?]  RIPA Volumen

25 500 pl
9,5 (6-well plate) 200 pl
3,9 (12-well plate) 90 wl

3.2.4.2 Isolierung von Proteinen aus Gewebe

Zunachst wurde das Gewebe aus der Maus isoliert und in eine Schale gelegt, die mit eiskaltem
PBS gefillt war. Die Gewebeproben wurden klein geschnitten und mit flissigem N, eingefroren.
Sie konnten entweder bei -20 °C oder -80 °C gelagert werden. Fir die Proteinisolierung wurde
ein 5mg groBBes Stlick Gewebe in einen Dounce-Homogenisator, der auf Eis lag, gegeben und
mit 300 ul eiskaltem RIPA-Puffer (+ Proteasen) (Abschnitt 3.2.4.1) homogenisiert. Dieses Homo-
genat wurde in ein 1,5-ml-Reaktionsgefaf3 gegeben und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss
wurde das Lysat bei 12.000 xg und 4 °C fiir 20 min zentrifugiert, der Uberstand in ein neues Re-
aktionsgefal geflillt und die Proteinmenge mittels BCA-Test (Abschnitt 3.2.4.3) bestimmt.
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3.2.4.3 Proteinbestimmung mittels BCA-Test

Da der Bradford-Test besonders anféllig gegentiber Tensiden ist, die im RIPA-Puffer enthalten
sind, wurde in dieser Arbeit der Bicinchoninsdure(BCA-)Assay zur Bestimmung der Proteinmen-
ge verwendet. Bei Vorliegen eines alkalischen pH-Wertes kommt es zur Bindung von zweiwer-
tigen Kupfer-lonen an die Peptidbindung der Proteine, wodurch diese reduziert werden. Liegt
zusétzlich BCA in der Lésung vor, bilden die gebundenen Kupfer-lonen mit dieser einen blauvio-
letten Farbstoff aus.

Mittels einer Rinderserumalbumin-(BSA-)Standardreihe (0, 100, 300, 500, 700 und 1000 pg)
wurde eine Eichgerade bestimmt. Jeweils 15 ul aus der BSA-Standardreihe wurden in eine 96-
well-Platte pipettiert. Die zu untersuchenden Proben wurden mit H,O verdiinnt, sodass die zu
messenden Werte im linearen Bereich der Eichgeraden lagen. Jeweils 5 pul der verdiinnten Pro-
ben wurden in die wells gegeben. Wahrend die Punkte der Eichgeraden in Duplikaten gemessen
wurden, kam es bei den zu untersuchenden Proben zur Messung in Triplikaten. In jedes well wur-
den 300 ul BCA-Reagenz pipettiert. Diese wurde durch Mischen von BCA-L6sung A mit CuSO,
im Verhaltnis 1:50 hergestellt. Im Anschluss wurde die Platte bei 37 °C unter Schitteln inkubiert
und dann die Absorption bei 595 nm gemessen.

3.2.4.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Sammelgelpuffer Gel-Laufpuffer

0,4% (w/v) SDS 192 mM Gilycin

0,5mM Tris/OH 25mM Tris/OH

pH 6,8 0,1% (w/v) SDS
Trenngelpuffer 4% (w/v) Sammelgel

0,4% (w/v) SDS 13% (v/v) Acrylamid

1,5mM Tris/OH 17% (v/v) Sammelgel-Puffer
pH 8,8

Probenpuffer nach Laemmli Trenngel

62,5mM Tris/OH (% Trenngel/30%) x 100% (v/v) Acrylamid
10% (v/v) Glycerin 17% (v/v) Trenngel-Puffer

5% [3-Mercaptoethanol
1% (w/v) SDS
0,005% (v/v) Bromphenolblau

Um Proteine nach ihrer GréBe aufzutrennen, wurde die diskontinuierliche SDS-PAGE nach La-
emmli (1970) eingesetzt. Dazu wurden die Protein-Proben mit Laemmli-Puffer versetzt. Durch
das im Puffer enthaltene -Mercaptoethanol kam es zur Auflésung der Disulfidbriicken der Pro-
teine, wahrend diese durch das enthaltene SDS zum einen linearisiert und zum anderen mit einer
negativen Ladung versehen wurden.
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Zu Herstellung der Gele fir die SDS-PAGE mussten ein Sammelgel und ein Trenngel angefertigt
werden. Dazu wurde die Polymerisation der oben beschriebenen Sammel- und Trenngele durch
0,1% (v/v) APS und 0,1% (v/v) TEMED gestartet. Im Sammelgel befanden sich Geltaschen, in
welche die mit Laemmli versetzten Proben sowie ein ebenfalls mit Laemmli versetzter Protein-
Marker aufgetragen wurden. Zur Auftrennung der Proteine wurden Gels mit unterschiedlichem
Prozentgehalt (7—12%) verwendet, wobei sich die Prozentzahl an der Gré3e der zu untersuchen-
den Proteine orientierte: Je kleiner die aufzutrennenden Proteine, desto héher war die Prozent-
zahl des verwendeten Gels. Im Anschluss wurden die Proteine durch Anlegen einer Spannung
von 150 mV fir ca. 1 h aufgetrennt, wobei die Proteine durch ihre negative Ladung zum Plus-Pol
wanderten.

3.2.4.5 Coomassie-Farbung

Coomassielésung

0,125% (w/v) Coomassie Brillant Blau R250
10% (v/v) Essigsaure (HAC)

40% EtOH

Nach Beendigung der SDS-PAGE wurde das Sammelgel entfernt und das Trenngel fir 30 min
bei RT und Schitteln inkubiert. Nach Beendigung der Inkubation wurde mit H,O gewaschen und
die Proteinbanden visuell untersucht. Zum Entfarben des Gels wurde dieses U. N. bei RT mit
10%iger HAc unter Schitteln inkubiert.

3.2.4.6 Western-Blot

Transferpuffer TBST-T

192 mM Gilycin 150 mM NacCl

25 mM Tris/OH 10 mM Tris/OH
0,2% (w/v) SDS 0,1% (v/v) Tween 20

20% (v/v) MeOH

Ponceau®-S Reagenz
5% (v/v) HAc
0,2% (w/v) Ponceau®-S

Um spezifische Proteine nach erfolgte GréBenauftrenung nachzuweisen wurde ein Western-
Blot durchgefiihrt (Towbin et al., 1979). Dazu wurde nach Abschluss der SDS-PAGE (Abschnitt
3.2.4.4) das Trenngel vom Sammelgel getrennt und auf eine Nitrozellulosemembran gelegt, die
davor durch Einlegen fir 5 min in Transferpuffer aktiviert wurde. Membran und Gel wurden zwi-
schen jeweils 3 in Transferpuffer getrankte Whatman-Papiere gelegt und in einer mit Transferpuf-
fer gefillten Transferkammer positioniert. Durch Anlegen einer Spannung von 100 V fir 1,5 h wur-
den die Proteine vom Gel auf die Membran transferiert. Da dabei viel Warme entstand, musste
die Transferkammer bei 4 °C gekiihlt werden. Zur Uberpriifung des Transfers wurde im Anschluss
an den Blot-Vorgang eine Ponceau-S-Farbung durchgefiihrt. Dazu wurde die Membran fiir 5 min
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in Ponceau-S-Lésung inkubiert. Mittels des Farbstoffes Ponceau-S kénnen Proteine auf einer Ni-
trozellulosemembran nachgewiesen werden. Die Uberstédndige Farbe-Lésung wurde mittels H,O
weggewaschen, wodurch nur noch die Proteinbanden sichtbar blieben. Bevor die Membran mit
spezifischen Priméar-Antikbrpern inkubiert werden konnte, mussten zun&chst die freien Prote-
inbindestellen blockiert werden. Dazu wurde die Membran fir 30 min mit 1 x Roti-Block unter
Schiitteln inkubiert. Im Anschluss wurden die verwendeten Primar-Antikérper in 3% Ovalbumin
in TBS-T verdlnnt (Tabelle 3.1.5) und die Membran {.N. bei 4 °C unter Schitteln inkubiert.
Am nachsten Tag wurde diese aus der Antikdrperlésung genommen und 3x 10 min mit TBS-T
gewaschen. Zur Detektion der Priméar-Antikdrper, die spezifisch an die zu detektierenden Prote-
ine gebunden waren, wurden Sekundar-Antikdrper, die mit einer Meerrettich-Peroxidase (HRP)
gekoppelt waren, auf die Membran gegeben. Diese waren ebenfalls in 3% Ovalbuminin TBS-T
geldst. Nach Inkubation von einer 1 h bei RT unter Schitteln wurde die Membran 3 x 10 min mit
TBS-T gewaschen und wie im folgendem Abschnitt 3.2.4.7 geschildert fortgefahren.

3.2.4.7 Immundetektion mittels Chemilumineszenz

Zur Immundetektion der mit HRP gekoppelten Antikérper wurde das Substrat Super Signal® ELI-
SA Femto von Thermo Fisher Scientific GmbH, Bremen, Deutschland verwendet. Dazu wurden
die enthaltenen Lésungen A und B in einem Verhaltnis von 1:1 gemischt und auf die Membran
pipettiert. Nach Inkubation von einer Minute wurde die Reagenz von der Membran entfernt und
die Chemilumineszenz in einer Dunkelkammer mittels 16-bit-Kamera aufgenommen.

3.2.5 Immunhistochemie

3.2.5.1 In der Immunhistochemie verwendete Lésungen und Puffer

PBS Mowiol

137 mM NacCl 9,6% (w/v) Mowiol
2,7mM KCI 0,1 M Tris/HCI (pH 8,5)
10 mM Na,HPO, 24% (v/v) Glycerol

1,8 mM KH,PO, 2,5% (w/v) DABCO
pH 7,4

PFA (4%ig)

4% (w/v) PFA

PBS

pH 6,9

3.2.5.2 PFA-Fixierung von Zellen

Die Platten wurden aus dem Brutschrank genommen und die Zellen letztmalig phanotypisch
Uberprift. Im Anschluss wurden das Medium abgesaugt und die wells zweimal mit 1 x PBS ge-
spiilt. Darauf wurde eiskaltes 4%iges PFA auf die Zellen pipettiert und diese fiir 12 min damit
inkubiert. Das PFA wurde im Anschluss abgesaugt und die wells fiir 3 x 10 min mit 1 x PBS gewa-
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schen. Die Zellen konnten weiterverwendet oder bei 4 °C gelagert werden. Dazu wurde in jedem
well ausreichend PBS vorgelegt und die Platte mit Parafilm umwickelt.

3.2.5.3 PFA-Fixierung von Gewebe

Zur Isolierung der Leber aus der Maus wurden die zu untersuchenden Mause durch Isofluran CP
anasthesiert und durch zervikale Dislokation getétet. Der Bauchraum wurde geéffnet, die Pfort-
ader freigelegt und die Leberarterie abgeklemmt. Durch Einflhren einer Kanile (23 x G) in die
Pfortader konnte die Leber gespilt werden. Dazu wurde das in der Leber enthaltene Blut durch
2%ige PFA-L6sung ersetzt. Damit das Blut aus der Leber abflieBen konnte, wurde im Laufe der
Perfusion der Leber die Lebervene aufgeschnitten. Nachdem die Leber vollstandig gespllt war,
wurde diese aus der Maus entnommen und fir 1 h in 2% PFA bei RT unter Schutteln fixiert. Die
Leber wurde im Anschluss flir 30 min in PBS unter Schitteln gewaschen und . N. bei 4 °C in
20% Saccharose gelagert. Am nachsten Tag wurden die Lebern aus der L6sung genommen, die
Leberlappen voneinander getrennt und diese mittels flissigen N, eingefroren. Bis zur weiteren
Verwendung konnten die Proben bei -80 °C gelagert werden.

3.2.5.4 Anfertigen von Kryoschnitten

Um Kryoschnitte von Lebergewebe anzufertigen, wurden die bei -80 °C gelagerten Proben auf
Trockeneis zum Kryotom transportiert. Dort wurden 5 uM dicke Schnitte angefertigt, wobei die
Kammertemperatur auf -25 °C und die Objekttemperatur auf -20 °C gestellt war. Die Schnitte
wurden entweder sofort weiterverwendet (Abschnitt 3.2.5.7) oder bei -20 °C gelagert.

3.2.5.5 Pikrosiriusrot-(PSR-)Férbung

Um Kollagen in Gewebe nachzuweisen, wurde die Pikrosiriusrot-(PSR-)Farbung eingesetzt. Hier-
bei wird das Kollagen im Gewebe rot angeférbt, wodurch es sich von den Ubrigen Komparti-
menten unterscheiden I&sst. Daflir wurden Kryoschnitte mit einer Dicke von 5 uM verwendet.
Zunéchst ruhten diese fir 10 min bei RT, bevor sie fur 7 min mit eiskaltem, 4%igen PFA inku-
biert wurden. Die Objekttrager wurden darauf 2 x 10 min mit H,O gewaschen. Zum Anféarben der
Schnitte wurde fir 1h PSR-Lésung auf diese gegeben und mit 1M HCI-Lésung gewaschen.
Danach wurden die Schnitte zunachst fiir 30 min in eine 70% EtOH-L&sung gelegt, worauf eine
aufsteigende Alkoholreihe (80, 90, 100%; jeweils 10 min) folgte, die das Ziel hatte, das Ober-
schissige Wasser aus dem Gewebe zu entfernen. Zum Schluss wurde die Schnitte mit Xylol fur
10 min gewaschen, mittels Mowiol eingedeckelt und die Kollagenfasern mit Hilfe eines Polarisati-
onsmikroskops sichtbar gemacht.

3.2.5.6 Immunzytochemischer Nachweis von Proteinen in Zellen

Die wells wurden aus dem Kuhlschrank genommen und entweder mit 0,1% (v/v) Digitonin von
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, Deutschland in PBS (zur Einfarbung von zytosolischen
Proteinen) oder 0,5% Triton™ X-100 in PBS (zur Einfarbung von Zytoskelett-Proteinen) fiir 20 min
bei RT permeabilisiert. Danach wurden die Zellen 3 x 10 min mit PBS gewaschen. Am Ende des
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Waschvorganges wurde fir 1 h 10% NDS auf die Zellen gegeben. Die zu verwendenden Primar-
Antikérper wurden in 10% Normales Esel Serum (NDS) geldst und 0. N. bei 4 °C auf die Zellen
gegeben. Am folgenden Tag wurde die Antikérperldsung abgenommen, die Zellen 3 x 10 min mit
PBS gewaschen und die Sekundar-Antikdrper, geldst in 10% NDS, fiir 1 h auf die Zellen gege-
ben. Die Antikdrperldsung wurde entfernt; fir 7 min wurden die Zellkerne mittels DAPI (1:1000
in PBS) angefarbt. Im Folgenden wurden die wells erneut 3x 10 min mit PBS gewaschen und
die Glasplattchen mit einer Pinzette aus den wells genommen. Um die Glasplatichen auf einem
Objekttrager zu fixieren, wurden zunachst 30 pl Mowiol punktférmig auf diesen pipettiert und die
Glasplattchen darin fixiert. Zum Eindeckeln wurde ein Deckglaschen mit Mowiol versehen und
Uber die Glasplattchen gelegt. Bis zur Untersuchung am Mikroskop konnten die Objekttrager im
Dunkeln gelagert werden.

3.2.5.7 Immunhistochemischer Nachweis von Proteinen an Gewebeschnitten

Die in Abschnitt 3.2.5.4 angefertigten Kryoschnitte wurden zunéchst fir 10 min bei RT liegen
gelassen. Danach wurden sie fir 7 min mit eiskaltem, 4%igem PFA inkubiert, 3x 10 min mit PBS
gewaschen und dann fiir 20 min mit 0,1% Triton™ X-100 in PBS permeabilisiert. Nach Inkubation
far 1 h mit 10% NDS bei RT wurden die Priméar-Antikdrper (geldst in 10% NDS) auf die Schnitte
gegeben und 0. N. bei 4 °C in einer wasserdampfgesattigten Atmosphére inkubiert. Am folgen-
den Tag wurden die Schnitte fir 3 x 10 min mit PBS gewaschen und die Sekundéar-Antikérper —
ebenfalls in 10% NDS gelést — fir 1 h bei RT auf die Schnitte gegeben. Zum Anférben der Zellker-
ne wurde DAPI (1:1000 in PBS) fir 7 min auf die Schnitte pipettiert. Erneut wurden fir 3 x 10 min
die Schnitte mit PBS gewaschen und mit Mowiol eingedeckelt. Bis zur Untersuchung am Mikro-
skop konnten die Schnitte im Dunkeln gelagert werden.

3.2.5.8 TdT-mediated-dUTP-biotin-nick-end-labeling-(TUNEL-)Test

Der TdT-mediated-dUTP-biotin-nick-end-labeling-(TUNEL-)Test ist eine einfache und schnelle
Methode zum Nachweis und zur Quantifizierung von Apoptose. Hierbei werden freie 3-OH-
Enden von einzelstréangigen Briichen detektiert, die gemeinhin als Marker fir Apoptose gelten.
Durch den Einsatz des Enzyms Desoxyribonukleotidyltransferase (7dT) werden diese freien En-
den mit fluoreszenzmarkierten Nukleotiden versehen und kénnen so mit einem Fluoreszenzmi-
kroskop sichtbar gemacht werden.

Die am Kryotom angefertigten 5 uM dicken Schnitte wurden zun&chst fir 10 min bei RT ruhen
gelassen, daraufhin fiir 7min mit eiskaltem 4%igem PFA fixiert und dann 3x 10min mit PBS
gewaschen. Die Zellen wurden mit 0,1% Triton™ X-100 permeabilisiert und erneut gewaschen
(2x 10 min mit PBS). Danach wurde flr 1 h die Farbe-L6sung, die aus den fluoreszenzmarkierten
Nukleotiden und dem Enzym TdT bestand, auf die Schnitte gegeben. Im Anschluss wurden die
Schnitte fir 7 min mit DAPI (1:1000 in PBS) inkubiert und 3x 10 min mit PBS gewaschen. Die
Schnitte wurden mit Mowiol eingedeckelt und innerhalb von 24 h ausgewertet.
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3.2.5.9 Visualisierung

Die Visualisierung der Protein-Antikérper-Komplexe erfolgte mittels Konfokalmikroskop
TCS SP5/SP8. Die Auswertung der Bilder wurde mit der Bildbearbeitungssoftware Fiji® durchge-
fuhrt (Schindelin et al., 2012). Alle in dieser Arbeit gezeigten Bilder sind reprasentativ. Es wurden
alle Farbungen mindestens n=4 mal durchgeflhrt.

3.2.6 Statistik

Die statistische Auswertung wurde mit der Software GraphPad Prism®, Version 7.0 vorgenom-
men. Alle Daten sind als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) dargestellt. Durch
den n-Wert wird die Anzahl an verwendeten Proben im jeweiligen Experiment angezeigt. Zur
Bestimmung der Signifikanz zwischen den un- und fibrotischen Proben sowie zwischen den ver-
schiedenen Genotypen (WT, SM/MHC-, PDGFRf3-, GCKO) wurden zunachst mittels Kruskal-
Wallis-Test die Daten auf Normalverteilung getestet und im Anschluss mittels Two-way-analysis
of variance-(ANOVA-)Test untersucht. Das Signifikanzniveau lag bei *=p <0,05, *=p < 0,01
und ***=p <0,001.
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4.1 Perizyten der Lunge

Bei der Lungenfibrose kommt es zur Entstehung von Myofibroblasten, die fir die Synthese
der EZM verantwortlich sind. Sie nehmen damit eine Schlisselrolle bei der Wundheilung bzw.
der Fibrose ein (Hinz und Gabbiani, 2010). Myofibroblasten zeichnet vor allem eine De-novo-
Expression von «-SMA aus (Hinz et al., 2012; Wells et al., 2015). Der Ursprung der Myofibro-
blasten war bislang unbekannt. Neueste Forschungsergebnisse konnten jedoch zeigen, dass ein
Teil der Myofibroblasten aus Perizyten entsteht (Fernandez und Eickelberg, 2012; Hung et al.,
2013).

Die NO-GC wurde erstmals aus Ratten- und Rinderlungen isoliert, da sie dort besonders stark
exprimiert wird (Garbers et al., 1975; Humbert et al., 1990). Jedoch war nicht bekannt, in welchen
Zellen der Lunge die NO-GC vorkommt. Bettaga et al. (2015) konnten zeigen, dass die NO-GC
in Perizyten des Auges exprimiert wird. Auch in vielen anderen Organen wird vermutet, dass die
Perizyten die Zellen sind, die die NO-GC exprimieren. Diese Vermutung konnte durch Aue et. al.
in vivo far die Lunge bestétigt werden.

Deshalb war es das Ziel hinter diesem ersten Versuchsteil, die /n-vivo-Beobachtungen aus der
Lunge Uber die Lokalisation der NO-GC-Expression in vitro zu bestatigen. Dazu mussten die Pe-
rizyten der Lunge zunéchst so isoliert werden, dass eine homogene Zellkultur erzielt wurde, die
nicht durch andere Zellen verunreinigt war. Um dies zu erreichen, musste ein Protokoll entwickelt
werden, mit dem die Proliferation und Adhasion von Perizyten geférdert und daflir gesorgt wird,
dass andere Zelltypen weder adharieren noch proliferieren. Des Weiteren mussten zur Uberprii-
fung der Reinheit der Kultur-Marker gefunden werden, mit denen die Perizyten eindeutig identifi-
ziert und von anderen Zellen unterschieden werden konnten. Nachdem diese Schritte absolviert
waren, sollten die isolierten Lungenperizyten auf die NO-GC-Expression hin Uberpriift werden.
Im letzten Abschnitt dieses Versuchsteils sollte dann ermittelt werden, ob die Perizyten durch
TGF-31 zu Myofibroblasten differenzieren und welchen Einfluss dies auf die Markerexpression
in den differenzierten Zellen hat.

4.1.1 Isolierung und Kultivierung von Perizyten aus der Lunge

Zur Erzielung einer homogenen Perizytenzellkultur wurde sich vor allem an dem Protokoll von
D’Amore (1990) orientiert. Ein bei der Isolierung und Kultivierung von Zellen aus Gewebe auf-
tretendes Problem ist, dass die Zellen einem deutlich héheren Druck ausgesetzt sind als im
Gewebe. Wahrend die Perizyten in der Lunge nur einem Druck von 1 bis 5 kPa ausgesetzt sind,
liegt in der Zellkultur ein Druck vor, der um das 100-Fache héher ist. Durch diesen erhéhten
Druck wird die Expression von kontraktilen Proteinen (z. B. x-SMA) in den Perizyten geférdert.
Das bedeutet, die Perizyten differenzieren durch den in der Kultur herrschenden Druck zu einem
Myofibroblasten-ahnlichen Zustand. Dadurch kann die Differenzierung der Zellen durch Gabe
von z. B. TGF-31 nicht untersucht werden, da die Expression des kontraktilen Proteins dann
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nicht mehr verandert wird. Um dieses Problem zu I6sen, wurden bei allen Versuchen die Wells
oder die Glasplattchen (bei immunhistochemischen Versuchen) mit Kollagen-Typ-I beschichtet.
Dabei wurde die Konzentration so gewahlt, dass die Perizyten einem physiologischen Druck, der
dem der Lunge entspricht, ausgesetzt waren.

Auch bei der Kultivierung der Perizyten kann die «-SMA-Expression durch das Kulturmedium
beeinflusst werden. Es wurden zwei Medien getestet: zum einen Dulbecco’s modifiziertes Eagle-
Medium (DMEM), zum anderen Perizyten-Medium-Maus (PM-M). Eine Besonderheit bei dem
PM-M-Medium war das Vorliegen von Perizytenwachstumsfaktoren, die zusétzlich die Adhéasion
und das Wachstum der Perizyten férderten. Durch den Einsatz des PM-M wurde die Expression
von o-SMA in den Perizyten im Vergleich zu Perizyten, die mit DMEM Kkultiviert worden waren,
deutlich reduziert. Dies wurde sowohl mittels immunzytochemischen Aufnahmen als auch mittels
Western-Blot-Analyse Uberprift (Abbildung 4.1).

Far die immunhistochemischen Aufnahmen wurden die Perizyten bis zu einer Konfluenz von 90%
wachsen gelassen und dann mit Antikérpern gegen Desmin (rot) und «-SMA (griin) gefarbt. Wie
zu erkennen war, war das Signal fir «-SMA in Perizyten, die in PM-M kultiviert wurden, deut-
lich geringer als in DMEM-kultivierten Perizyten (Abbildung 4.1A-B). Zur Bestatigung wurde bei
Perizyten, die in PM-M kultiviert worden waren, ein weiterer Marker (PDGFRf3) verwendet (Abbil-
dung 4.1D). Hier zeigte sich das gleiche Ergebnis wie bei der Betrachtung mit Desmin. Durch den
Einsatz von PM-M kam es nur in wenigen Perizyten (PDGFRB ™-Zellen) zu einer Expression von
«-SMA. Jedoch wurde deutlich, dass PDGFR[3 der geeignetere Marker flir Perizyten in Kultur ist
als Desmin, da PDGFRJ die Zellwénde der Perizyten nachzeichnet, wahrend durch Desmin nur
Teile des Zytoskeletts sichtbar gemacht werden kénnen.

Fir die Western-Blot-Analyse wurden die Zellen ebenfalls bis zu einer Konfluenz von 90% ent-
weder in DMEM oder PM-M kultiviert. Im Anschluss wurde die Expression von «-SMA durch
den Einsatz eines spezifischen, an «-SMA bindenden Antikdrper getestet. Zur Uberpriifung, ob
gleich viel Protein aufgetragen worden war, wurde das Hausprotein Histon H3 verwendet. Bei
der Betrachtung der Banden fiir x-SMA lief3 sich wie bei den immunhistochemischen Bildern die
Aussage treffen, dass die Expression von «-SMA in Perizyten, die in PM-M kultiviert wurden,
geringer ist als bei in DMEM kultivierten Perizyten (Abbildung 4.1C).

Aus diesem ersten Versuchsteil konnte abgeleitet werden, dass fir eine homogene Perizyten-
kultur und eine geringe Expression von «-SMA in den Zellen die Perizyten in PM-M kultiviert
werden sollten. AuBBerdem konnte festgestellt werden, dass PDGFR[3 der geeignetere Marker
ist, um Perizyten in Kultur zu identifizieren.
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Abbildung 4.1: Kultivierung von isolierten Lungenperizyten mit verschiedenen Medien

Lungenperizyten wurden entweder in DMEM (A) oder PM-M (B & D) bis zu einer Konfluenz von 90% wach-
sen gelassen. AnschlieBend wurden diese mit Antikérpern gegen o-SMA (griin) und Desmin (rot) gefarbt.
DAPI wurde zur Farbung der Zellkerne verwendet (blau). In den gezeigten Uberlagerungsbilder kann ei-
ne Kolokalisation zwischen «-SMA und Desmin gesehen werden (gelb), wobei das x-SMA-Signal in B
schwécher ist. Mittels Western-Blot wurde die Expression von «-SMA in den Lungenperizyten untersucht.
Dabei wurde Histon H3 als Ladekontrolle verwendet. Zu sehen ist ein reprasentativer Western-Blot (C).
Zusétzlich wurde eine Doppelfarbung mit x-SMA und PDGFRf3 durchgeflhrt fir Lungenperizyten die in
PM-M kultiviert wurden (D). Hier kommt es im Uberlagerungsbild zu einer Kolokalisation zwischen «-SMA
und PDGFRp, jedoch war das «-SMA-Signal analog zu Uberlagerungsbild B sehr schwach.
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4.1.2 Charakterisierung von aus der Lunge isolierten Perizyten

Ziel bei diesem Versuchsteil war es, die Perizyten mit dem in Abschnitt 4.1.1 beschriebenen
Protokoll zu isolieren und anschlieBend zu charakterisieren. Perizyten sind murale Zellen. Cha-
rakteristisch fiir diese sind ihr prominenter Zellkern und die vom Zellkérper ausgehenden, zyto-
plasmatischen Auslaufern, mit denen sich die Perizyten um die Kapillaren winden (Sims, 1986).
FUr Perizyten sind verschiedene Marker bekannt (Tabelle 1.1), mit denen sie identifiziert und von
anderen Zellen unterschieden werden kénnen.

Die in Tabelle 1.1 beschriebenen Marker wurden an den isolierten Lungenperizyten getestet. Da-
bei wurden immer Doppelfarbungen durchgefiihrt. Das bedeutet, die Perizyten wurden durch den
bereits in Abschnitt 4.1.1 beschriebenen etablierten Marker PDGFRJ]3 (rot) identifiziert und dann
wurde untersucht, ob der zu analysierende Marker ebenfalls in diesen PDGFRP ™-Zellen expri-
miert wird. In Abbildung 4.2 sind beispielhaft 3 Marker gezeigt. Andere Marker wurden ebenfalls
untersucht (z. B. NG2); diese zeigten jedoch keine Signale in den PDGFR[3-markierten Perizyten.

Zur immunhistochemischen Untersuchung der Marker wurden die Zellen bis zu einer Konfluenz
von 90% in PM-M wachsen gelassen, dann fixiert und im Anschluss mit spezifischen Antikérpern
gegen die Perizytenmarker geféarbt. Es wurde zuerst SM/MHC (griin) angeférbt (Abbildung 4.2A).
Dabei lieB3 sich feststellen, dass ein Teil der kultivierten Lungenperizyten diesen Marker expri-
mierte. Dies deckt sich mit In-vivo-Ergebnissen, bei denen festgestellt werden konnte, dass ein
Teil der Perizyten in der Lunge SM/MHC exprimiert. Als Nachstes wurde Vimentin (griin) unter-
sucht (Abbildung 4.2B). Hier zeigte sich, dass alle PDGFRB-Zellen diesen Marker exprimier-
ten. Zusétzlich wurde noch Col1 a1 untersucht (Abbildung 4.2C). Analog zu x-SMA kennzeichnet
Col1 a1 Myofibroblasten. Zwar konnte eine Expression von Col1x1 in allen isolierten Lungenpe-
rizyten beobachtet werden, jedoch war diese gering, was wiederum analog zum «-SMA war, das
in den kultivierten Perizyten nur in geringem Maf3 exprimiert wurde.

Aus diesem Versuchsteil konnte abgeleitet werden, dass neben PDGFRf auch Vimentin und
SM/MHC als Marker fir kultivierte Lungenperizyten dienen kénnen. Wahrend durch Vimentin
alle Lungenperizyten markiert wurden, konnte mittels SM/MHC nur ein Teil der kultivierten Lun-
genperizyten kenntlich gemacht werden, was sich mit der In vivo-Beobachtung deckte.

4.1.3 NO-GC-Expression in isolierten Lungenperizyten

Nachdem das Protokoll zur Isolierung von Lungenperizyten etabliert worden war
(Abschnitt 4.1.1) und die kultivierten Zellen charakterisiert waren (Abschnitt 4.1.2), sollte die
NO-GC-Expression in den Lungenperizyten untersucht werden. Durch In-vivo-Ergebnisse war
bekannt, dass die Perizyten der Lunge die Zellen sind, die die NO-GC exprimieren. Dies sollte
in vitro Uberprift werden. Dazu wurden die Zellen sowohl immunhistochemisch als auch mittels
Western-Blot auf die Expression der NO-GC untersucht.
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Abbildung 4.2: Charakterisierung der kultivierten Lungenperizyten

Zu sehen sind Lungenperizyten, die mit einem spezifischen Antikérpern gegen SM/MHC (A), Vimentin
(B) und «-SMA (C) (alle in Griin) und dem Perizytenmarker PDGFRf (rot) gefarbt wurden. DAPI wur-
de zur Farbung der Zellkerne verwendet (blau). In den Uberlagerungsbildern kann fiir alle Marker eine
Kolokalisation (gelb) mit PDGFR[3 ausgemacht werden.
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Fir die immunhistochemischen Untersuchungen wurden die Lungenperizyten bis zu einer Kon-
fluenz von 90% kultiviert, danach fixiert und auf die Expression der NO-GC Uberprift (Abbil-
dung 4.3). Zum Sichtbarmachen der NO-GC-Expression wurden die Lungenperizyten mit ei-
nem spezifischen Antikérper gegen die 31-UE der NO-GC (griin) und mit dem Perizytenmar-
ker PDGFRf3 (rot) gefarbt. In Abbildung 4.3A sind die Lungenperizyten, die NO-GC exprimieren
(identifiziert durch die positive Farbung fir PDGFR3), mit einem wei3en Pfeil markiert. Wie zu
erkennen ist, kam es zu einer Expression der NO-GC in der Halfte aller Lungenperizyten. Zur
naheren Betrachtung der Lokalisation der NO-GC-Expression in den Lungenperizyten ist in Ab-
bildung 4.3D eine vergrdBerte Zelle gezeigt, die durch die positive Farbung fir PDGFRf3 als
Perizyt erkannt werden konnte und NO-GC exprimiert. Zu sehen ist, dass die NO-GC vor allem
im Zytosol rund um den Zellkern zu finden ist.

Neben Perizyten aus dem WT wurden auch Perizyten aus dem GCKO isoliert, fixiert und im-
munhistochemisch untersucht (Abbildung 4.3B). In den Lungenperizyten aus dem GCKO konnte
keine Expression der NO-GC detektiert werden. Diese Negativkontrolle bestétigte, dass die Si-
gnale fir die NO-GC in den Perizyten aus dem WT korrekt waren und nicht falsch positiv.

Mittels Western-Blot-Analyse sollten die immunhistochemischen Aussagen zur NO-GC-
Expression Uberpruft werden (Abbildung 4.3C). Dazu wurde die NO-GC-Expression in Lungen-
perizyten aus WT und GCKO untersucht. Durch einen spezifischen Antikérper gegen die «1-UE
der NO-GC wurde die NO-GC im Western-Blot markiert, sodass bei 72 kDa eine Bande detek-
tiert werden konnte. Als Hausprotein wurde wiederum Histon H3 verwendet. Bei Betrachtung des
Western-Blots zeigte sich nur im WT eine Bande fir die NO-GC, wahrend diese im GCKO fehlte.

Es lasst sich festhalten, dass es auch in isolierten Lungenperizyten zu einer Expression der
NO-GC kommt.

4.1.4 Stimulation der Lungenperizyten mit TGF-31

Es ist bekannt, dass Perizyten in der Lungenfibrose zu Myofibroblasten differenzieren und fir
die Synthese der EZM verantwortlich sind (Fernandez und Eickelberg, 2012; Hung et al., 2013).
Um isolierte Zellen in Kultur zur Differenzierung zu bringen, kann TGF-31 verwendet werden.
Im Gewebe sorgt TGF-31 fir die Differenzierung von Vorlauferzellen zu Myofibroblasten (Des-
mouliére, 1995; Evans et al., 2003), weshalb dies in diesem Versuchsteil die Differenzierung
der isolierten Lungenperizyten durch Kultivierung mit TGF-31 versucht wurde. Der Erfolg dieser
Differenzierung sollte anhand der «-SMA-Expression Uberprift werden, die sowohl durch im-
munhistochemische Versuche als auch mittels Western-Blot identifiziert werden sollte.

Hierzu wurden Lungenperizyten mit 10 ng TGF-31 fir 72 h stimuliert, fixiert und mit Antikor-
pern gegen «x-SMA (griin) und PDGFRf3 (rot) angefarbt. Gleichzeitig wurden Kontrollen erstellt
(Abbildung 4.4A.B). Hierbei wurden die Zellen ausschlieBlich mit dem Vehikel (0,1% BSA) fur
TGF-31 kultiviert. Beim Einsatz von TGF-31 lie sich immunhistochemisch keine Veréanderung
der «-SMA-Expression durch die Kultivierung mit TGF-31 feststellen. Sowohl in der Kontrolle als
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auch in der behandelten Kultur blieb die «-SMA-Expression gleich (Abbildung 4.4C).

Dieses Ergebnis zeigte sich auch bei der Western-Blot-Analyse fiir x-SMA bei Zellen, die entwe-
der mit dem Vehikel oder mit TGF-{31 kultiviert worden waren. Bei beiden konnte kein Unterschied
in der x-SMA-Expression festgestellt werden.

Aus diesem Versuchsteil Iasst sich schlieBen, dass die isolierten Lungenperizyten nicht mittels
TGF-31 zu Myofibroblasten differenziert werden kdnnen. Dies kann zum einen daran liegen,
dass die Zellen nicht auf TGF-31 reagieren, zum anderen ist es mdéglich, dass «x-SMA als Mar-
ker ungeeignet ist, um die Differenzierung der Zellen in Kultur anzuzeigen.
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Abbildung 4.3: Expression der NO-GC in Lungenperizyten aus WT und GCKO

Lungenperizyten wurden mit einem Antikérper gegen die 31-UE der NO-GC (grtin) und PDGFRf (rot) ge-
farbt. DAPI wurde zur Farbung der Zellkerne verwendet (blau). Die Perizyten wurden entweder aus WT (A
und D) oder GCKO (C) isoliert. Die weiBen Pfeile in A markieren Zellen im Uberlagerungsbild, die NO-GC
exprimieren. Wahrend im Uberlagerungsbild A Kolokalisation (gelb) zwischen NO-GC und PDGFR{ er-
kennbar sind, kann im Uberlagerungsbild B keine Kolokalisationen beobachtet werden. Western-Blot-
Analyse von isolierten Perizyten aus der Lunge von WT und GCKO Tieren. Die Expression der NO-GC
wurde mit einem Antikdrper gegen die 31-UE detektiert. Histon H3 wurde als Ladekontrolle verwendet.
Zu sehen ist ein reprasentativer Western-Blot (C). Nahaufnahme einer isolierten Zelle aus dem WT (D).
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Abbildung 4.4: Die x-SMA-Expression in Lungenperizyten nach Stimulation mit TGF-31

Perizyten aus der Lunge wurden entweder mit 10ng TGF-31 oder 0,1% BSA fir 72 h inkubiert. Im An-
schluss wurden die Lungenperizyten mit Antikérpern gegen «-SMA (griin) und PDGFRf (rot) (A & B)
gefarbt. DAPI wurde zur Farbung der Zellkerne verwendet (blau). In den beiden Uberlagerungsbild zeigte
sich eine Kolokalisation zwischen «-SMA und PDGFRf. Western-Blot-Analyse flr Lungenperizyten, die
72h mit 10 ng TGF-31 oder 0,1% BSA inkubiert wurden. Zu sehen ist ein reprasentativer Western-Blot (C).
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4.2 Analyse der NO-GC-Expression in der murinen Leber

In diesem Versuchsteil sollten die Zellen in der murinen Leber bestimmt werden, in denen die
NO-GC exprimiert wird. Daran anschlie3end sollte das CCl,-Fibrosemodell etabliert und durch
die Quantifizierung von Fibrosemarkern Uberpriift werden. Mittels des aufgestellten Modells sollte
die Expression der NO-GC in der Leberfibrose betrachtet werden, was ebenfalls in GCKO-Tieren
geschehen sollte. AbschlieBend sollte die Auflésung der Leberfibrose untersucht werden.

4.2.1 Die NO-GC-Expression in der Leber

Es ist seit einiger Zeit bekannt, dass die NO-GC in der Leber exprimiert wird (Theilig et al.,
2001). Unklar jedoch ist, in welchen Zellen der Leber diese zu finden ist. Sowohl die Leber-
Sinus-Endothelzellen (LSEC) (DelLeve und Maretti-Mira, 2017; Mehta et al., 2014) als auch die
HSC (Kawada et al., 1993) wurden als NO-GC-exprimierende Zellen vermutet.

Um eindeutig zu identifizieren, welche Zellen die NO-GC exprimieren, wurden immunhistoche-
mische Untersuchungen an Gewebeschnitten aus der Leber durchgefiihrt (Abbildung 4.5, Ab-
bildung 4.6 und Abbildung 4.7). Dazu wurde die Leber aus den Tieren entnommen, fixiert und
es wurden 5 um dicke Schnitte angefertigt. In diesen wurde die HSC mittels eines Antikérpers
gegen PDGFR}3 (rot) und die LSEC mit einem Antikdrper gegen CD31 (rot) gefarbt. Durch gleich-
zeitige Farbung mit einem spezifischen Antikérper gegen die x1-UE der NO-GC (griin) konnte
die NO-GC sichtbar gemacht und auf eine Kolokalisation zwischen PDGFRf3 und CD31 Uber-
priift werden. Im Uberlagerungsbild zwischen NO-GC und PDGFRp war zu erkennen, dass die
NO-GC in jeder PDGFRB™ Zelle exprimiert wurde (Abbildung 4.5B und Abbildung 4.6A). Dazu
zahlten auch die PDGFR ™-Zellen (vermutlich VSMCs) in den Portalfeldern (Abbildung 4.5B und
Abbildung 4.6B), wéhrend im Uberlagerungsbild zwischen NO-GC und CD31 keine Kolokalisa-
tion zu erkennen war (Abbildung 4.7B). Das bedeutet, dass die NO-GC in den HSC exprimiert
wurde und nicht in den LSEC. Zusatzlich wurde die Kolokalisation von NO-GC mit einem weite-
ren HSC-Marker (Desmin) tberprift (Abbildung 4.7A). Hier zeigte sich das gleiche Bild wie bei
PDGFR. Die HSC wurden durch Desmin markiert und in jeder Desmin™-Zelle war eine NO-GC-
Expression auszumachen.

Aus den hier gezeigten Ergebnissen lasst sich schlieBen, dass die HSC im Lebergewebe mit-
tels PDGFR{ identifiziert werden konnten. Es konnte festgestellt werden, dass die NO-GC zu
einem grof3en Teil in den HSC exprimiert wurde und zu einem kleinen Teil in den VSMC der Ge-
faBe der Leber.
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Abbildung 4.5: Die NO-GC-Expression in der murinen Leber

Schematische Darstellung der Leberlappchen, der Zentralvene (ZV) und der Portalfelder (A). Leberschnit-
te aus dem WT-Tier wurden mit AntikGrpern gegen die o1-UE der NO-GC (griin) und PDGFR}f (rot) ge-
farbt (B). Im Uberlagerungsbild B zeigen sich Kolokalisation (gelb) zwischen dem HSC-Marker PDGFRf

und der NO-GC. Mittels gestrichelter, wei3er Linie wurde das Leberlappchen kenntlich gemacht. Ebenfalls
sind Zentralvene (ZV) und Portalfelder (P) markiert.
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Abbildung 4.6: Lokalisation der NO-GC in der murinen Leber

Leberschnitte aus dem WT-Tier wurden mit Antikérpern gegen die «1-UE der NO-GC (griin) und PDGFRJ]3
(rot) gefarbt. Im Uberlagerungsbild zeigen sich Kolokalisation (gelb) zwischen dem HSC-Marker PDGFRp
und der NO-GC. Mittels gestrichelter, weiBer Linie wurden zwei Stellen im Uberlagerungsbild markiert,
die in A und B als Zoom dargestellt sind. Im Zoombild A ist die Expression der NO-GC in den HSC zu
erkennen. Im Zoombild B ist die NO-GC-Expression in den VSMC zu sehen.
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Abbildung 4.7: Expression der NO-GC in der murinen Leber

Leberschnitte aus dem WT-Tier wurden mit Antikérpern gegen die «1-UE der NO-GC (griin) und Desmin
(A) sowie dem Endothelmarker CD31 (B) durchgefiihrt (beide in Rot). In dem Uberlagerungsbild A ist
eine Kolokalisation zwischen Desmin und NO-GC zu sehen. Mittels gestrichelter, weiBer Linie wurde das
Leberlappchen kenntlich gemacht. Zudem wurde die Zentralvene (ZV) markiert. Im Uberlagerungsbild B
ist keine Uberlagerung zwischen NO-GC und CD31 zu erkennen.
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4.2.2 Deletion der NO-GC in der murinen Leber

Um die Spezifitat der in Abschnitt 4.2.1 vorgestellten Farbungen zu Uberprifen, sollte die NO-GC-
Expression auch in GCKO-Tieren untersucht werden. Dadurch sollte zum einen die Spezifitat des
verwendeten Antikdrpers Uberprift werden, zum anderen sollte ermittelt werden, ob falsch posi-
tive Aussagen zur NO-GC-Expression vorlagen. Die Testung erfolgte immunhistochemisch sowie
mittels Western-Blot-Analyse.

Flr die immunhistochemische Analyse wurde die Leber aus GCKO-Tieren entnommen, fixiert
und es wurden 5 um dicke Schnitte angefertigt. Die Schnitte wurden dann mit Antikérpern gegen
NO-GC (griin) und PDGFRJf3 (rot) gefarbt. Wie in Abbildung 4.8 zu erkennen, konnte in GCKO-
Tieren keine Expression der NO-GC in HSC (PDGFRB ™) beobachtet werden.

Auch die Western-Blot-Analyse zeigte keine Expression der NO-GC in den Leberhomogena-
ten aus GCKO an, wahrend im WT eine klare Bande bei 72 kDa auszumachen war (Abbil-
dung 4.13B-C). Fir die Western-Blot-Untersuchung wurden die Lebern aus den WT- und GCKO-
Tieren entnommen, homogenisiert und die «1-UE der NO-GC in den Proteinhomogenaten wur-
den mittels eines spezifischen Antikdrpers sichtbar gemacht. Als Haushaltsprotein wurde GAPDH
eingesetzt, das ebenfalls durch einen spezifischen Antikérper detektiert werden konnte.

Anhand der Leber aus GCKO-Tieren konnte die Aussage, dass die NO-GC in der Leber ex-
primiert wird — und dort spezifisch in den HSC — bestatigt werden. Es wurde dadurch ausge-
schlossen, dass es sich um falsch positive Ergebnisse handelte.

4.2.3 Untersuchung der CCl ;-induzierten Leberfibrose

Zur Untersuchung des Einflusses der NO-GC auf die Pathogenese der Leberfibrose sollte zu-
nachst das CCl,-Leberfiorosemodell etabliert werden. Zur Uberpriifung des Modells sollte sowohl
die gesunde als auch die fibrotische Leber untersucht und es sollten Marker gefunden werden,
mit denen die Fibrose quantifiziert werden kann. Dies sollte sowohl mittels immunhistochemi-
scher Auswertung als auch mittels gPCR-Analyse erfolgen.

Zur Induzierung der Leberfibrose wurde den Tieren Gber 4 Wochen 12-Mal (1 ul pro g Kérper-
gewicht 1:3 geldst in Miglyol® 812) CCl, i.p. verabreicht (Abbildung 4.9A). Das CCl, wird in der
Leber durch CYPE2 in das Radikal CCl; umgewandelt. Dieses Enzym kommt nur in Hepatozyten
in Zone 1 des Leberazinus vor. Das Radikal 16st dort in den Hepatozyten eine Lipidperoxidation
sowie eine reduzierte Proteinsynthese aus — was schlussendlich zur Schadigung der Hepato-
zyten flOhrt, sodass eine inflammatorische Antwort ausgeldst wird, die in einer Fibrose resultiert
(Weber et al., 2003). Zur Untersuchung der Fibrose wurden die Organe 24 h nach letzter Injekti-
on entnommen, fixiert und auf Inflammation untersucht.
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Abbildung 4.8: Deletion der NO-GC in der murinen Leber

Leberpréparate aus GCKO-Tieren wurde mit Antikérpern gegen die «1-UE der NO-GC (griin) und
PDGFRp (rot) angefarbt. Die Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt (blau). Im GCKO lasst sich keine
Kolokalisation (gelb) im Uberlagerungsbild zwischen NO-GC und PDGFRf beobachten.
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Abbildung 4.9: CCl,-induzierte Leberfibrose in der murinen Leber

Applikationsschema flr die Gabe von CCl, (A). Leberschnitte aus WT-Tieren, welche 24 h nach der letz-
maligen Gabe von Miglyol® 812 (B) oder CCl, (C) aus der Leber entnommen wurden, wurden entweder mit
PSR angefarbt, um Kollagen (pink) sichtbar zu machen, oder mit spezifischen Antikérpern gegen Col1 x1
(grtin) bzw. PDGFRf3 (rot) gefarbt. Die Leberschnitte aus dem fibrotischen WT-Tier zeigen fiir alle drei
Marker eine Narbenbildung an den Randern der Leberldppchen an.
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Durch die wiederholte Gabe von CCl, konnte ein starker Anstieg der PDGFRB ™-Zellen beob-
achtet werden (Abbildung 4.9B). Der GroBteil der PDGFRB™ -Zellen sortierte sich dabei am
Rand der Leberlappchen. Deren Signalintensitat war deutlich héher als die der HSC, die sich
im Parenchym befanden. In den Regionen in denen die HSC verstarkt auftraten, konnten auch
die fibrotischen Lasionen beobachtet werden. Diese waren durch Einlagerung von Col1x1 ge-
kennzeichnet. Sowohl mit einer PSR-Farbung (Abbildung 4.9B), mit der Kollagen im Gewebe
angefarbt werden kann, als auch mit einer Antikérperfarbung gegen Col1x1 konnte dies besta-
tigt werden.

Bei der Fibrose kommt es zur Differenzierung von Zellen in Myofibroblasten, die die EZM syn-
thetisieren. Ein anerkannter Marker fir Myofibroblasten ist x-SMA (Sun et al., 2016). In der ge-
sunden Leber konnte «-SMA nur in VSMC gesehen werden. Dagegen konnten in der Leberfi-
brose a-SMAT-Zellen an den Randern der Leberlappchen beobachtet werden. Diese waren mit
PDGFRJ kolokalisiert (Abbildung 4.11A).

Um quantitativ zu bestimmen, wie die mehrfache Gabe von CCl, die Expression der genannten
Marker PDGFR{, Col1x1 und «-SMA (Abbildung 4.10A-C) verandert, wurde eine Flachenaus-
wertung durchgefihrt. In der Leberfibrose stiegen die Werte fir alle Marker deutlich. Wahrend
in der gesunden Leber ein PDGFR{3-Signal von unter 10% der Flache detektiert werden konnte,
wurde in der gesunden Leber ein Wert von 37% gemessen. Auch bei Col1x1 stieg das Signal
an, jedoch nicht so stark wie bei PDGFRf3. Hier erhéhte sich das Signal von 20% im gesunden
Zustand auf 30% in der Fibrose. Hingegen kam es bei «-SMA zu einem starken Anstieg des
Signals von unter 1% in der gesunden auf 6% in der fibrotischen Leber.

Als Erganzung zur Flachenauswertung wurde eine qPCR-Analyse fiir die genannten Marker
durchgefiihrt. Auch hier kam es bei allen Markern zu einem signifikanten Anstieg in der Le-
berfibrose. Die PDGFRf3-Expression stieg in der fibrotischen Leber im Vergleich zum gesunden
Zustand auf das 4-Fache an. Bei Col1x1 stieg die RNA-Expression sogar auf das 5-Fache an
und bei Acta2 — dem Gen fir x-SMA — stieg die Expression auf das 6-Fache.

Diese Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass es durch das verwendete Applikationsschema

zu einer stabilen Fibrose in der Leber der Mause kommt. Zudem konnten die Marker PDGFR3,
o-SMA und Col1«1 als stabile Parameter etabliert werden, um die Fibrose zu charakterisieren.
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Abbildung 4.10: Ergebnisse der Flachenauswertung und qPCR fiir WT-Tiere

Dargestellt sind die Ergebnisse der Flachenauswertung und gPCR fiir gesunde und fibrotische WT-Tiere.
PDGFRf (A); Col1x1 (B) und Acta2 (C). Durch die Induzierung der Leberfibrose mittels CCl, kommt es bei
allen Markern sowohl in der Flachenauswertung als auch in der gPCR zu einem signifikanten Anstieg. Die
gezeigten Daten entsprechen dem Mittelwert = SEM von n=5 WT-Tieren (ns=nicht signifikant; *=p<0,05;
**=p<0,01; ***=p<0,001).
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4.2.4 Expression der NO-GC in der fibrotischen Leber

Nach Etablierung des CCl,-Modells und der Charakterisierung der Leberfibrose sollte die NO-GC-
Expression bei der Leberfibrose untersucht werden. Dabei sollte geklart werden, wie sich die
Expression der NO-GC veréndert und in welchen Zellen diese in der Leberfibrose zu finden ist.

Dazu wurde die Leberfibrose in den Tieren wie in Abschnitt 4.2.3 beschrieben induziert. Die
Lebern wurden dann 24 h nach der letzten CCl,-Gabe aus dem Tier enthommen, fixiert und es
wurden 5 um dicke Schnitte angefertigt. Die Leberschnitte wurden mit einem spezifischen Anti-
kérper gegen die «1-UE der NO-GC (griin) gefarbt.

Es konnte in der fibrotischen Leber eine stark erhéhte Expression der NO-GC im Vergleich zur
Kontrolle beobachtet werden. Die Signalintensitat fir die NO-GC (griin) war hauptsachlich in den
fibrotischen Regionen stark erhéht. Durch eine Doppelfarbung mit PDGFRf3 (rot) konnte festge-
stellt werden, dass die NO-GC in den PDGFRB "-Zellen im fibrotischen Bereich exprimiert wird
(Abbildung 4.11A-B). Gleichzeitig konnten in den Zonen 2 und 3 HSC beobachtet werden, die
ebenfalls positiv fir die NO-GC waren. Hier hatte sich die NO-GC-Signalintensitat jedoch nicht
erhoéht.

4.2.4.1 NO-GC-Expression in Myofibroblasten

Bei Myofibroblasten handelt es sich um Zellen, die in der Fibrose die EZM produzieren. Auch in
der CCl,-induzierten Leberfibrose kommt es zum Auftreten von Myofibroblasten, die durch den
Marker «-SMA sichtbar gemacht werden kénnen. Dazu wurden Leberschnitte aus dem fibroti-
schen WT-Tier mit Antikérpern gegen «-SMA (griin) und PDGFR[3 gefarbt (Abbildung 4.12A).
Zu erkennen ist, dass «-SMA in der Leberfibrose nicht nur in VSMC, sondern auch in Zellen ex-
primiert wurde, die in der fibrotischen Region liegen und die zusatzlich mit PDGFR[]3 kolokalisiert
waren. Dies spricht dafiir, dass es sich hierbei um Myofibroblasten handelt.

Zusétzlich wurden fibrotische Leberschnitte mit «-SMA (rot) und NO-GC (griin) gefarbt. Hier
konnte beobachtet werden, dass es in Myofibroblasten zu einer NO-GC-Expression kam (Abbil-
dung 4.12B). Jedoch liel3 sich auch feststellen, dass nur ein Teil der Zellen in der fibrotischen
Region positiv fiir «-SMA war. Neben den «-SMA-, NO-GC- und PDGFRB ™-Zellen lagen auch
noch viele Zellen vor, die zwar NO-GC- und PDGFR{B ™ waren, aber negativ flir «-SMA.

Es wurden zusétzlich Western-Blot-Analysen durchgeflihrt. Hierbei wurde ein spezifischer An-
tikdrper gegen die «1-UE der NO-GC verwendet. Sowohl in Leberhomogenaten aus unfibroti-
schen WT-Tieren als auch in Homogenaten aus dem fibrotischem WT konnte bei 72 kDa eine
Bande detektiert werden. Diese war bei fibrotischen WT-Lebern deutlich intensiver als bei gesun-
den Lebern (Abbildung 4.13B). Die Western-Blot-Daten wurden zusétzlich quantitativ analysiert.
Dazu wurde das NO-GC-Signal auf das Haushaltsprotein GAPDH normalisiert. Dadurch konnte
festgestellt werden, dass es zu einem signifikanten Anstieg der NO-GC durch die CCl,-induzierte
Fibrose kam.
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Abbildung 4.11: NO-GC-expremierende Zellen in der CCl -induzierten Leberfibrose

Dopplefarbung von Leberschnitten aus WT-Tieren, in denen mittels CCl, Leberfibrose induziert wurde,
gegen die «1-UE der NO-GC (griin) und gegen PDGFRf3 (rot). Es kommt zu einer Kolokalisation (gelb)
zwischen der NO-GC und PDGFRf. Zusammengeflgte 20x Aufnahmen (A) und vergréBerte Aufnahme
aus einer fibrotischen Region (B).
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Abbildung 4.12: Die «-SMA-Expression in der CCl;-induzierten Leberfibrose

Leberschnitte aus fibrotischen WT-Tieren wurden mit spezifischen Antikérpern gegen «-SMA (griin) und
PDGFR{ (rot) (A) bzw. der «1-UE der NO-GC (griin) (B) gefarbt. In den Uberlagerungsbildern Iasst sich
sowohl zwischen PDGFR}} als auch zwischen NO-GC Kolokalisationen (gelb) mit x-SMA feststellen.
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Es wurde deutlich, dass die NO-GC-Expression in der Leberfibrose hochreguliert wird, was in
den HSC in den fibrotischen Regionen ausgemacht werden konnte. Dabei zeigte sich, dass ein
Teil dieser Zellen in der fibrotischen Region auch positiv fir den Myofibroblastenmarker «-SMA
war. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass die NO-GC in der Fibrose auch in den Myofi-
broblasten exprimiert wird.

Um zu untersuchen welchen Einfluss die NO-GC auf die Entwicklung einer CCl,-induzierten
Leberfibrose hat, wurden zunachst GCKO-Tiere, nach Induzierung der Leberfibrose mittels CCl,,
immunhistochemisch untersucht (Abbildung 4.13).

Zur Analyse der NO-GC-Expression in der fibrotischen Leber aus GCKO wurden Leberschnitte
aus entsprechenden Tieren mittels Antikérper gegen NO-GC (grtin) und PDGFRf3 gefarbt (Abbil-
dung 4.13A). Es lie3 sich zunachst feststellen, dass die fibrotische Leber aus GCKO-Tieren der
fibrotischen Leber aus WT-Tieren glich. Es kam zudem zum Auftreten von fibrotischen Regionen,
die am Rande der Leberlappchen zu sehen waren, in denen PDGFRB™-Zellen akkumulierten.
Jedoch zeigte sich, wie bereits in der gesunden Leber aus GCKO-Mausen, kein Signal flir die
NO-GC in der fibrotischen Leber aus GCKO-Tieren. Wahrend die NO-GC der fibrotischen Leber
aus WT-Mausen in den fibrotischen Regionen stark hochreguliert war, fehlte diese in GCKO-
Tieren véllig, was mittels Western-Blot-Anaylse Uberpruft wurde. Hier zeigte sich, wie bereits
ebenfalls bei der Untersuchung der gesunden Leber keine Bande bei 72 kDa (Abbildung 4.13B).

4.2.5 Vergleich der Leberfibrose zwischen WT und GCKO

Zum Vergleich der Leberfibrose zwischen WT und GCKO wurden die Marker Collx1, TGF-31,
PDGFR/]3 und «-SMA verwendet. Zur Untersuchung von Col1 1 wurde sowohl die PSR-Methode
als auch die Flachenauswertung flr die Antikérperfarbung von Col1x1 und die gqPCR-Analyse
von Col1x1 verwendet. Die Marker PDGFRf3 und «-SMA wurden sowohl mittels Flachenauswer-
tung als auch mittels gPCR-Analyse quantifiziert. Der TGF-31 wurde nur mittels gPCR analysiert,
wobei pSMADS3 — das Effektorprotein von TGF-31 — immunhistochemisch untersucht wurde.

Es zeigte sich bei der PSR-Auswertung, dass es keinen Unterschied zwischen den gesunden
Lebern aus WT- und GCKO-M&usen gab (Abbildung 4.14A—C). Kam es jedoch zu einer Fibrose,
so stieg die Flache des Kollagen-Signals beim GCKO signifikant starker an (von 5% auf 25%) als
im WT (von 5% auf 15%). Ein ahnliches Bild zeigte sich bei der Flachenauswertung fur die An-
tikérperfarbung von Col1x1 (Abbildung 4.15B). Im gesunden Zustand lag im WT und im GCKO
eine Bedeckung der Flache von 20% vor. Kam es zur Fibrose, so stieg im WT die Flachenaus-
lastung auf 30% an, wéhrend die Flache im GCKO auf 35% anstieg. Auch hier konnte ein signi-
fikanter Unterschied zwischen WT und GCKO ermittelt werden. Die mittels PSR- und Col1«x1-
Flachenauswertung erhaltenen Ergebnisse konnten zudem durch die gPCR-Analyse fiir Col1 a1
bestatigt werden. Wéhrend im gesunden Zustand wiederum kein signifikanter Unterschied zwi-
schen WT und GCKO ausgemacht werden konnte, stieg die RNA-Expression im GCKO in der
fibrotischen Leber um das 8-Fache an, wéhrend die Expression in der fibrotischen WT-Leber nur
um das 4-Fache zunahm. Auch dieser Unterschied war signifikant.
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Abbildung 4.13: Die NO-GC-Expression in GCKO-Tieren bei CCl,-induzierter Leberfibrose

Durch eine Dopplefarbung an Leberpréparaten aus fibrotischen GCKO-Tieren wurde die «1-UE der
NO-GC (griin) und PDGFRp (rot) sichtbar gemacht (A). Im Uberlagerungsbild ist kein griines Signal fiir
NO-GC zu erkennen. Western-Blot fir die NO-GC aus gesunden und fibrotischen Leberhomogenaten von
WT- und GCKO-Mausen. Zu sehen ist ein reprasentativer Western-Blot (B). Quantitative Western-Blot-
Auswertung (C). Die gezeigten Daten entsprechen dem Mittelwert £ SEM von n=4 pro Genotyp (ns=nicht
signifikant; *=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001).
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Abbildung 4.14: Kollagenbestimmung und TGF-31-Signalweg in WT- und GCKO-Leber
PSR-Farbungen von Leberschnitten aus fibrotischen WT- (A) und GCKO-Tieren (B). Quantitative Auswer-
tung des Kollagengehalts (C) und gPCR Analyse von TGF-31 (D) in gesunden und fibrotischer WT- und
GCKO-Tieren. Die gezeigten Daten entsprechen dem Mittelwert = SEM von n=4-5 pro Genotyp (ns=nicht
signifikant; *=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001). Leberschnitte wurden mit einem spezifischen Antikérper
gegen pSMAD3 (griin) und PDGFRp (rot) gefarbt. Leber aus fibrotischen WT- (E) und GCKO-Tieren (F).
Im Uberlagerungsblld E sind nur wenige pSMAD3-Signale in den fibrotischen Regionen zu erkennen.
Dagegen sind im Uberlagerungsbild F viele pSMAD3-Signale in den fibrotischen Regionen zu sehen.
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Als Né&chstes wurde die TGF-f1-RNA-Expression in WT und GCKO untersucht
(Abbildung 4.14D). Der TGF-31 sorgt in der fibrotischen Leber fir die Stimulation der Col1x1-
Expression in den Myofibroblasten. Das bedeutet: Je héher die TGF-1-Expression, desto mehr
Collx1 bzw. EZM wird produziert. Es lie3 sich mittels gqPCR-Analyse feststellen, dass es be-
reits in der gesunden Leber zu einem Unterschied bei der TGF-31-RNA-Expression kam. Be-
reits hier betrug diese im GCKO das 4-Fache der TGF-31-RNA-Expression in der gesunden
WT-Leber. In der Leberfibrose kam es sowohl im WT als auch im GCKO zu einem Anstieg
der RNA-Expression. Wahrend die TGF-31-RNA-Expression in der fibrotischen WT-Leber um
das 6-Fache héher war als in der gesunden Leber, war diese in der fibrotischen GCKO-Leber
um das 15-Fache erhéht. Zusatzlich wurde das Effektorprotein von TGF-31 betrachtet. Kommt
es zur Bindung von TGF-31 an den Rezeptor, so wird im nachsten Schritt SMAD3 phosphory-
liert. Zur Untersuchung der Phosphorylierung des SMAD3 wurden Leberschnitte aus fibrotischen
WT- und GCKO-Tieren mit Antikdrpern gegen PDGFRf3 (rot) und pSMADS (griin) gefarbt (Abbil-
dung 4.14E und F). Dort konnten in den fibrotischen Regionen Signale fir pPSMAD3 ausgemacht
werden. Jedoch fiel auf, dass in der fibrotischen Leber aus GCKO-Tieren deutlich mehr Signale
zu sehen waren als in den fibrotischen Regionen der WT-Lebern, was daflr spricht, dass mehr
TGF-31 vorlag — denn je mehr TGF-31 vorhanden ist, desto héher ist die Menge von pSMADS.
Damit lieBen sich die Beobachtungen aus der gPCR Uber die RNA-Expression von TGF-31 be-
statigen.

Beim Vergleich der Flachenauswertung und gPCR-Analyse flir PDGFR{ und «-SMA (Abbil-
dung 4.15) zeigten sich, anders als bei der Auswertung von Col1x1, Unterschiede zwischen
den beiden Analysen. Wéhrend bei der Flachenauswertung von PDGFRf und «-SMA kein si-
gnifikanter Unterschied zwischen der gesunden WT- und GCKO-Leber detektiert werden konnte
(Flache fur PDGFRp bei WT und GCKO bei 5%; Flache fir «-SMA bei WT und GCKO bei
1%), konnte bei der gPCR-Analyse ein signifikanter Unterschied bei beiden Markern ermittelt
werden. Wahrend in der gesunden Leber aus GCKO eine 2,5-Fach erhéhte RNA-Expression
von PDGFRp festgestellt werden konnte, konnte fir «-SMA eine 5-Fach erhéhte Expression in
der gesunden GCKO-Leber im Vergleich zur WT-Leber gesehen werden. Ahnlich verhielt sich
dies fUr die fibrotischen Lebern. Zwar stieg auch in den Flachenauswertungen die Flache fiir
PDGFRf und x-SMA in GCKO-Tieren an, jedoch unterschied diese sich nicht von der Flache in
WT-Tieren. Bei der gPCR-Analyse konnte wiederum ein signifikanter Unterschied fur PDGFRf3
und «x-SMA zwischen fibrotischer WT- und GCKO-Leber ermittelt werden. Bei PDGFRf3 war die
RNA-Expression in der fibrotischen WT-Leber um das 4-Fache erhéht, wahrend in der fibro-
tischen Leber aus GCKO die Expression um das 8-Fache erhéht war. Fir «-SMA konnte im
fibrotischen WT eine 5-Fache Erhéhung ausgemacht werden, im GCKO aber eine Erhéhung um
das 10-Fache. In Lebern aus GCKO kommt es zu einer starkeren Fibrose als in WT-Lebern.
Durch die erhéhte TGF-1-Expression kommt es zu einer erhéhten Col1 «1-Synthese und damit
zu einem vermehrten Einbau von EZM.
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Abbildung 4.15: Ergebnisse der Flachenauswertung und qPCR fiir WT- und GCKO-Tiere
Dargestellt sind die Ergebnisse der Flachenauswertung und der qPCR flir gesunde und fibrotische WT-
und GCKO-Tiere. PDGFRf (A); Collx1 (B) und x-SMA (C). Die gezeigten Daten entsprechen dem Mit-
telwert = SEM von n=4-5 pro Genotyp (ns=nicht signifikant; *=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001).
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4.2.6 Auflésung der Leberfibrose

Im Anschluss an die Untersuchung der CCl -induzierten Leberfibrose wurde die Auflésung der Fi-
brose untersucht. Es ist bekannt, dass die Leber 7 Tage nach der letzten Gabe von CCl, wieder
das Ursprungsniveau an Col1x1 besitzt sowie dass die Expression der TIMPs und der MMPs
nach dieser Zeit auf den Zustand vor der Leberfibrose zurlickgekehrt ist (Iredale et al., 1998).
Aus diesem Grund wurden die zu untersuchenden Leberpraperate zur Bestimmung der Aufl6-
sung der Leberfibrose, 7 Tage nach der letzten Injektion von CCl, aus den Mausen entnommen
(Abbildung 4.16A) und die Auflésung der Leberfibrose mittels Flachenauswertung quantifiziert
(Abbildung 4.16B). Zudem wurden immunhistochemische Untersuchungen durchgefiihrt (Abbil-
dung 4.17).

Wie bereits von Iredale et al. (1998) beschrieben, lie3 sich mittels Flachenauswertung feststel-
len, dass die beiden Fibrosemarker PDGFRf3 und «-SMA 7 Tage nach der letzten CCl,-Gabe
auf das Niveau zurlickgekehrt sind, das sie vor der Fibrose besal3en.

Auch bei der immunhistochemischen Untersuchung lie3 sich dies beobachten. Im Vergleich mit
Leberschnitten, die 24 h nach der letzten CCl,-Gabe isoliert wurden, konnten keine fibrotischen
Lasionen an den Réndern der Leberlappchen beobachtet werden. Die Einlagerung von Col1 1
in den fibrotischen Arealen war verschwunden. Auch war die Zahl an HSC deutlich zurlickgegan-
gen und die HSC waren wieder homogen Uber die Leber verteilt (Abbildung 4.17A). Ebenfalls
konnten nach 7 Tagen keine «-SMA™-Zellen (Myofibroblasten) in der Leber gefunden werden
(Abbildung 4.17B). «-SMA-Signal konnte nur in VSMC entdeckt werden. Auch die Einlagerun-
gen von Col1«1 in den fibrotischen Regionen waren stark zuriickgegangen (Abbildung 4.17C).

Anhand der gezeigten Ergebnisse lasst sich festhalten, dass sich die Leberfibrose 7 Tage nach

der letzten Gabe von CCl, aufgeldst hatte. Damit stellt dieser Versuchsaufbau eine geeignete
Mdglichkeit dar, die Auflésung der Leberfibrose zu untersuchen.
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Abbildung 4.16: Auflésung der CCl,-induzierten Leberfibrose in der murinen Leber

Schema fir die Untersuchung der Aufldsung der Leberfibrose nach chronischer CCl,-Gabe (A). Ergebnis-
se der Flachenauswertung fir gesunde und fibrotische Leber sowie Leber nach Auflésung der Leberfibro-
se fur PDGFRp (A) und x-SMA (B). Die gezeigten Daten entsprechen dem Mittelwert = SEM von n=3-5
pro Genotyp (ns=nicht signifikant; *=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001).
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CCl, Auflosung

Abbildung 4.17: Auflésung der CCl;-induzierten Leberfibrose in der murinen Leber

Leberschnitte aus WT-Tieren, die 24 h oder 7 Tage nach letztmaliger Gabe von CCl, aus der Leber ent-
nommen wurden, wurden mit spezifischen Antikérpern gegen (A) PDGFRJ (rot), (B) «-SMA (griin) und
(C) Col1x1 (griin) gefarbt. In den Leberschnitten aus dem WT-Tier, 7 Tage nach Auflésung der Leberfi-
brose, sind kaum noch fibrotische Regionen auszumachen.
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4.3 Lineage Tracing von HSC

In diesem Versuchsteil sollte das Schicksal der HSC in der Leberfibrose und bei der Auflésung
der Leberfibrose untersucht werden. Dazu sollten Reporterméuse gefunden werden, die unter
einem spezifischen Promotor ein Fluorophor, in diesem Fall tdTomato, exprimieren, der durch die
CreERT™ gesteuert sein sollte. Nachdem Reportermause gefunden werden konnten, in denen
die HSC effektiv markiert werden, sollte in diesen M&usen mittels CCl, eine Leberfibrose indu-
ziert und das Schicksal der markierten Zellen verfolgt werden. Zum Abschluss sollte der Verbleib
dieser markierten Zellen in der Auflésung der Leberfibrose untersucht werden.

4.3.1 Verteilung und Identifizierung der PDGFR{3-Tomato-Zellen in der Leber

Wie in Abschnitt 4.2.1 gezeigt, kbnnen die HSC in der Leber mittels Antikérperfarbung gegen
PDGFRf markiert werden. Deshalb wurde zunachst als Reportermaus eine Maus gewahlt, die
unter der Kontrolle des Promotors PDGFRf3 das Fluorophor tdTomato exprimiert.

Um sicherzustellen, dass mittels der PDGFR[3-Tomato-Reportermaus wirklich HSC in der Leber
markiert werden, wurden Leberschnitte aus Lebern von gesunden PDGFRfA3-Tomato-
Reportermausen angefertigt und mit einem spezifischen Antikérper gegen PDGFR{ (griin) ge-
farbt (Abbildung 4.18A). Es konnte beobachtet werde, dass das Tomato-Signal (rot) in Zellkernen
akkumulierte, wahrend nur wenige Signale im Zytosol der Zellen vorkamen (Abbildung 4.18A1).
Das Tomato-Signal war aber mit dem Singal fir PDGFRf3 kolokalisiert. Auffallig war, dass nur ein
kleiner Teil der PDGFRB-Antikérper™ HSC auch Tomato exprimierten.

Neben PDGFRf wurden die Leberschnitte aus PDGFR[3-Tomato-Reportermausen auch mit ei-
nem spezifischen Antikérpern gegen «-SMA (griin) gefarbt (Abbildung 4.18B). Bei der Farbung
von «x-SMA fiel auf, dass PDGFRf3-Tomato in den durch «-SMA sichtbar gemachten VSMC ex-
primiert wurde (Abbildung 4.18B1). Zusatzlich war die Verteilung der PDGFRB-Tomato™-HSC
auffallig. Diese konnte nur in der Zone 1 des Leberazinus gefunden werden, nicht aber in den
Zonen 2 und 3. Wie aus Abschnitt 4.2.1 hervorgeht, kénnen HSC mit einem Antikdrper gengen
die «1-UE der NO-GC effektiv markiert werden. Deshalb wurden Leberschnitte aus PDGFRf3-
Tomato-Reportermausen mit einem Antikérper gegen die «1-UE der NO-GC gefarbt (Abbil-
dung 4.19). Auch hier kam es zur gleichen Verteilung der PDGFR{3-Tomato-Zellen, die schon
zuvor beobachtet werden konnte. Es wurden nur wenige HSC — hier markiert durch NO-GC —
ausgemacht, die positiv fir PDGFR[3-Tomato waren.

Es ist festzuhalten, dass durch die Verwendung der PDGFRf3-Tomato-Reportermaus ein klei-

ner Teil der HSC sowie alle VSMC markiert werden konnten. Jedoch konnte das Ziel, alle HSC
durch PDGFRf3-Tomato zu markieren, mit der Reportermaus nicht erreicht werden.
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Abbildung 4.18: Verteilung von PDGFR[3-Tomato-Zellen in der murinen Leber

Leberschnitte aus PDGFRf3-Tomato-Reporterméausen (rot) wurden mit einem spezifischen Antikdrper ge-
gen PDGFRpB (A) und «-SMA (B) (beide in Griin) gefarbt. Im Uberlagerungsbild A zeigt sich eine Ko-
lokalisation (gelb) zwischen PDGFRB und PDGFRp-Tomato, wobei nur ein Teil der PDGFRB*-Zellen
auch PDGFRp-Tomatot ist. Im Uberlagerungsbild A1 ist eine vergdBerte Aufnahme aus dem Uberlage-
rungsbild A zu sehen. Im Uberlagerungsbild B1 ist in den VSMC (x-SMA™) eine Kolokalisation (gelb) mit
PDGFRp-Tomato zu erkennen. In den Uberlagerungsbildern A und B wurden die Umrisse des Leberlapp-
chens eingezeichnet. Ebenfalls wurde die Zentralvene(n) (ZV) und die Portalfelder (P) markiert.
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Abbildung 4.19: NO-GC-Expression in PDGFR3-Tomato-Zellen in der murinen Leber

Leberschnitte aus PDGFRf3-Tomato-Reporterméausen (rot) wurden mit einem spezifischen Antikdrper ge-
gen NO-GC (griin) gefarbt. Im Uberlagerungsbildern kann eine Kolokalisation (gelb) zwischen PDGFRf-
Tomato und NO-GC ausgemacht werden.
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4.3.1.1 PDGFRf3-Tomato-Zellen in der CCl -induzierten Leberfibrose

Zwar konnten durch den Einsatz der PDGFR3-Tomato-Reportermaus nur wenige HSC markiert
werden, jedoch wurde die Leberfibrose in den Reportertieren induziert, um zu untersuchen, ob
nicht evtl. genau diese mit Tomato-markierten Zellen in der Leberfibrose zu Myofibroblasten dif-
ferenzieren.

Um die Tomato-Expression zu induzieren, wurde 6 Wochen alten PDGFRf-Tomato-
Reportermausen 5 Tage lang Tamoxifen i.p. injiziert. Den Tieren wurde 15 Tage nach der letzten
Tamoxifen-Injektion zum ersten Mal CCl, verabreicht, um damit eine Leberfibrose zu induzieren.
Nach 4 Wochen wurde die Leber auf die Verteilung der PDGFR{3-Tomato™-Zellen untersucht.

Es konnte beobachtet werden, dass es durch die CCl,-induzierte Leberfibrose zu einer ver-
starkten Proliferation der PDGFRB-Tomato™-Zellen kam (Abbildung 4.20). Diese Tomato™-Zellen
konnten vor allem in den fibrotischen Arealen gefunden werden. Das bedeutet, dass sich die Zel-
len in der Zone 1 des Leberazinus zeigten — dort wo die CCl,-induzierte Leberfibrose abléuft.
Jedoch machten diese Tomato™-Zellen nur einen kleinen Teil der Zellen in den fibrotischen Re-
gionen aus. Bei der Farbung von PDGFR/3 (griin) zeigte sich zwar eine Kolokalisation zwischen
PDGFRpB und PDGFRp-Tomato, jedoch Uberstieg die Zahl an PDGFRB"-Zellen die Zahl an
PDGFRB-Tomato™-Zellen um ein Vielfaches (Abbildung 4.20A). Das gleiche Ergebnis konnte flir
die Farbung mit Vimentin (grtin) beobachtet werden (Abbildung 4.20B).

Leberschnitte aus fibrotischen PDGFR{3-Tomato-Reportermausen wurden ebenfalls mit einem
spezifischen Antikdrper gegen «-SMA (griin) gefarbt (Abbildung 4.20C). Das «-SMA markiert in
der Leberfibrose Myofibroblasten und VSMC. Hier zeigte sich nur in den VSMC eine Kolokalisa-
tion zwischen «-SMA und PDGFR[3-Tomato. In den Myofibroblasten dagegen konnte kein Signal
fir PDGFRf3-Tomato beobachtet werden.

Damit ist festzuhalten, dass die HSC auch in der Leberfibrose durch PDGFR{-Tomato nur unzu-
reichend markiert werden.

4.3.1.2 Unterschiede in der Fibrose zwischen WT und PDGFR[3-GCKO

Zwar kommt es in PDGFR[3-Tomato-Reportermausen nur zu einer geringen Markierung der
HSC; jedoch sollte der Einfluss der NO-GC-Deletion unter dem PDGFR[3-Promotor auf die Le-
berfibrose untersucht werden. Dazu wurde PDGFR{3-Promotorm&usen, bei denen das Exon 10
der NO-GC ,gefloxt’ vorlag, 5 Tage lang Tamoxifen i.p. induziert. Nach 50 Tagen wurde mittels
CCl, Uber 4 Wochen Leberfibrose in diesen Tieren induziert. Die M&use wurden 24 h nach der
letzten CCl,-Injektion geopfert. Die Leberfibrose in PDGFR{3-GCKO-Tieren wurde mittels im-
munhistochemisch Flachenauswertung und gPCR-Analyse von PDGFRf3, Col1x1 und «-SMA
(Abbildung 4.21A-C) quantifiziert und die Ergebnisse wurden mit den Werten von WT-Tieren ver-
glichen.
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Abbildung 4.20: Verteilung der PDGFR[3-Tomato-Zellen in der Leberfibrose

Leberschnitte aus fibrotischen PDGFRf-Tomato-Reporterm&usen wurden mit Antikdrpern gegen
PDGFRp (A), Vimentin (B) und a-SMA (C) (alle in Griin) gefarbt. In dem Uberlagerungsbild A kénnen
in den fibrotischen Regionen Tomato-Signale ausgemacht werden, die mit PDGFRf kolokalisiert (gelb)
sind. Im Uberlagerungsbild B kann eine Kolokalisation (gelb) zwischen Vimentin und PDGFR-Tomato
in den fibrotischen Regionen gesehen werden. In C ist eine Kolokalisation (gelb) zwischen «-SMA und
PDGFR{3-Tomato zu sehen.
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Abbildung 4.21: Ergebnisse der Flachenauswertung und qPCR fiir WT- und PDGFR{3-GCKO-Tiere
Dargestellt sind die Ergebnisse der Flachenauswertung und der qPCR fiir gesunde und fibrotische WT-
und PDGFRpB-GCKO-Tiere. PDGFRf (A); Collx1 (B) und x-SMA bzw. Acta2 (C). Die gezeigten Daten
entsprechen dem Mittelwert + SEM von n=4-5 pro Genotyp (ns=nicht signifikant; *=p<0,05; **=p<0,01;
***=p<0,001).
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Durch die Deletion der NO-GC kam es bei der Flachenauswertung von PDGFRf3, Col1x1 und
«-SMA zu keinen signifikanten Unterschieden, weder in der gesunden Leber noch in der fibro-
tischen. Zwar stiegen in der Fibrose alle Marker — auch im PDGFR{3-GCKO — an, jedoch unter-
schieden sich die Flachen im PDGFR[3-GCKO kaum von den Werten im WT.

Ahnliche Beobachtungen konnten auch bei der gPCR-Analyse gemacht werden. Auch hier kam
es bei PDGFR/f3 und Col1x1 weder in der gesunden noch in der fibrotischen Leber zu signifikan-
ten Unterschieden. Nur bei «-SMA lieB sich ein Unterschied zwischen WT und
PDGFRB-GCKO feststellen. In der gesunden Leber konnte fiir x-SMA kein Unterschied zwischen
WT und PDGFRf3-GCKO ausgemacht werden. Jedoch stieg in der Leberfibrose nur im WT die
RNA-Expression an. Dagegen verblieb die RNA-Expression im PDGFR3-GCKO auf dem glei-
chen Niveau wie in der gesunden Leber.

Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass es durch die Deletion der NO-GC unter dem
PDGFRf3-Promotor zu keiner signifikanten Veranderung in der Leberfibrose kam.

4.3.1.3 Verteilung der PDGFR[3-Tomato-Zellen nach Auflésung der Leberfibrose

Zum Schluss wurde untersucht, was mit den PDGFRB-Tomato™-Zellen bei der Auflésung der
Leberfibrose passiert. Dazu wurde die Leber aus PDGFR[3-Tomato-Reportermausen erst 7 Tage
nach der letzten CCl,-Injektion entnommen und immunhistochemisch untersucht.

Hierbei konnte beobachtet werden, dass es — wie bereits in Abschnitt 4.2.6 beschrieben — wieder
zu einer homogenen Verteilung der HSC kam und dass die fibrotischen L&sionen fast vollstandig
verschwunden waren. Die PDGFRB-Tomato™-HSC waren nach der Auflésung der Leberfibrose
hauptsachlich in Zone 1 des Leberazinus (kenntlich gemacht durch die Farbung von «-SMA und
Vimentin) zu finden (Abbildung 4.22A-B). Nur vereinzelt waren PDGFR{3-Tomato™-Zellen in den
Zonen 2 und 3 des Leberazinus auszumachen.

Das bedeutet, dass es in der Auflésung der Leberfibrose zur einer geringen Abnahme der
PDGFRpB-Tomato*-Zellen kam, die ihre Position am Rand der Leberlappchen nicht verander-
ten. Auf Grund der gesammelten Ergebnisse fir die PDGFR3-Tomato-Reportermaus kann diese
nicht fir Lineage Tracing-Versuche in der Leber eingesetzt werden.
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Abbildung 4.22: Verteilung der PDGFR[3-Tomato-Zellen nach der Auflésung der Leberfibrose
Leberschnitte aus PDGFR[3-Tomato-Reportermausen nach Auflésung der Leberfibrose wurden mit An-
tikérpern gegen «-SMA (A) und Vimentin (B) gefarbt (beide in Griin). In den Uberlagerungsbilder ist zu
erkennen, dass die PDGFR{3-Tomato™-Zellen sich weiterhin am Rand der Leberl&ppchen befinden. In bei-
den Uberlagerungsbilder wurde die Struktur der Leberlappchen durch eine weiB3e Linie kenntlich gemacht.
AuBerdem wurden die Zentralvenen (ZV) und die Portalfelder (P) markiert.
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4.3.2 Verteilung und Identifizierung der SM/MHC-Tomato-Zellen in der Leber

Da mittels der PDGFR[3-Tomato-Reportermaus nur ein kleiner Teil der HSC-Zellpopulation in
der Leber markiert werden konnte, wurde nach anderen Reportermdusen gesucht. Weil HSC
als Perizyten der Leber gelten (Hellerbrand, 2013), wurden verschiedene Cre-Mause getestet,
bei denen die Cre unter Perizytenmarker-Promotor exprimiert wird (Tabelle 1.1). Dazu zahlt die
NG2-Tomato-, die Forkhead-box-D1-(FoxD1-)Tomato- und die Saures Gliafaserprotein (GFAP)-
Gran-fluoreszierendes-Protein-(GFP-)Reportermaus (Daten hier nicht gezeigt). Bei keiner der
genanten Mausen kam es zu einer Markierung der HSC. Deshalb wurde nach anderen Markern
gesucht. Da die HSC wie die Perizyten vom Mesoderm- und Mesothel abstammen (Armulik et al.,
2011; Asahina et al., 2009; Asahina et al., 2011), besitzen die HSC eine &hnliche Populationsge-
netik wie die VSMC. Deshalb wurde die Expression von Tomato unter dem SM/MHC-Promotor —
einem bekannten VSMC-Marker — untersucht.

In Leberschnitten aus SM/MHC-Tomato-Reportermausen konnten Signale fir Tomato identifi-
ziert werden, die nur in Zone 1 des Leberazinus lokalisiert werden konnten. Um diese Lokali-
sation genauer einzugrenzen, wurden Leberschnitte aus SM/MHC-Tomato-Reportermausen mit
Antikérpern gegen «-SMA (griin) geférbt (Abbildung 4.23A). Durch «-SMA werden die Gefale
in der Leber markiert, wodurch die Leberlappchen in den Schnitten identifiziert werden konnten.
Hierdurch konnte festgestellt werden, dass sich die SM/MHC-Tomato™-Zellen ausschlieBlich in
Zone 1 des Leberazinus befanden. Dies konnte durch die Farbung mit Vimentin (griin) bestétigt
werden (Abbildung 4.23B). Wéahrend in den Zonen 2 und 3 des Leberazinus nur griine Zellen
zu sehen waren, konnten an den Randern der Lappchen (Zone 1) gelbe Zellen erkannt werden.
Dort kam es zu einer Kolokalisation zwischen SM/MHC-Tomato und Vimentin.

Als Nachstes wurde untersucht, ob es sich bei den SM/MHC-Tomato*-Zellen um HSC han-
delte. Dazu wurde eine Farbung an Leberschnitten aus SM/MHC-Tomato-Reportermausen mit
einem Antikérper gegen PDGFRf (griin) durchgefiihrt (Abbildung 4.24A). Wie zu beobachten
war, waren das SM/MHC-Tomato-Signal und das Signal fir PDGFR[} kolokalisiert. Daraus lief3
sich schlieBen, dass es sich bei den SM/MHC-Tomato™*-Zellen um HSC handelte. Dies konnte
mit einer Farbung von NO-GC (griin) bestatigt werden (Abbildung 4.24B), denn es kam zu einer
Kolokalisation zwischen dem NO-GC-Signal und SM/MHC-Tomato.

Daraus ergibt sich, dass HSC mit SM/MHC-Tomato in der murinen Leber markiert werden kén-
nen. Jedoch, wie schon bei PDGFR[3-Tomato, wurden nicht alle HSC markiert, sondern nur ein
Teil der Zellen. Diese Zellen wurden, ahnlich wie die PDGFR{-Tomato™-Zellen, nur in Zone 1
des Leberazinus gefunden.
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Abbildung 4.23: Verteilung von SM/MHC-Tomato-Zellen in der murinen Leber

Leberschnitte aus SM/MHC-Tomato-Reportermausen, die mit spezifischen Antikérpern gegen «-SMA (A)
und Vimentin (B) gefarbt wurden (beide in Griin). Mittels gepunkteter Linien wurden die Leberlappchen
in den Bildausschnitt sichtbar gemacht. Dabei war zu erkennen, dass die SM/MHC-Tomato™-Zellen sich
nur in Zone 1 des Leberlappchens befanden. In beiden Uberlagerungsbilder wurde die Struktur der Le-
berlappchen durch eine weil3e Linie kenntlich gemacht. AuBerdem wurden die Zentralvene (ZV) und die
Portalfelder (P) markiert.
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Abbildung 4.24: Die NO-GC-Expression in SM/MHC-Tomato-Zellen in der murinen Leber
Leberschnitte aus SM/MHC-Tomato-Reportermdusen wurden mit spezifischen Antikdérpern gegen
PDGFRp (A) und NO-GC (B) gefarbt (beide in Griin). In den Uberlagerungsbildern ist eine Kolokalisation
(gelb) zwischen SM/MHC-Tomato (rot) und PDGFRp sowie NO-GC zu erkennen. In beiden Uberlage-
rungsbilder wurde die Struktur der Leberlappchen durch eine wei3e Linie kenntlich gemacht. AuBerdem
wurden die Zentralvene (ZV) und die Portalfelder (P) markiert.
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4.3.2.1 SM/MHC-Tomato*t-Zellen in der Leberfibrose

Wie bei PDGFR{3-Tomato-Reportermausen konnten auch nur wenige HSC mittels SM/MHC-
Tomato markiert werden. Trotzdem sollte die Leberfibrose auch in SM/MHC-Tomato-Reporter-
mausen untersucht werden. Dazu wurde den Tieren 15 Tage nach der ersten Tamoxifen-Gabe
CCl, inijiziert. Nach 4 Wochen wurden die Lebern aus den M&usen entnommen, fixiert und im-
munhistochemisch auf die Verteilung des Tomato-Signals untersucht.

Es konnte beobachtet werden, dass sich das Tomato-Signal vervielfacht hatte. Wahrend in der
gesunden Leber SM/MHC-Tomato™-Zellen nur in der Zone 1 des Leberazinus gefunden wer-
den konnten, wurden in SM/MHC-Tomato™-Zellen in der fibrotischen Leber verstéarkt in den Zo-
nen 2 und 3 gesehen. Zur genaueren Lokalisation der Zellen wurden Leberschnitte aus SM/MHC-
Tomato-Reportermausen mit Antikérpern gegen PDGFRf3, Col1 a1 und Vimentin (alle in Griin)
gefarbt (Abbildung 4.25). Durch die drei Marker konnten die fibrotischen Areale sichtbar gemacht
werden. Dabei fiel auf, dass die SM/MHC-Tomato™-Zellen zwar noch am Rand der Leberlapp-
chen zu finden waren, dass sie aber nicht in den fibrotischen Bereichen am Rand der Leber-
lappchen lagen. Des Weiteren konnte beobachtet werden, dass die SM/MHC-Tomato™-Zellen
mit dem HSC-Marker PDGFR kolokalisiert waren. Bei den SM/MHC-Tomato™-Zellen handelte
es sich somit auch in der Leberfibrose um PDGFRB*-Zellen. Als N&chstes sollte untersucht wer-
den, ob es sich bei den SM/MHC-Tomato™-Zellen in der Leberfibrose um Myofibroblasten han-
delte. Dazu wurden Leberschnitte aus fibrotischen SM/MHC-Tomato-Reportermausen mit einem
Antikérper gegen «-SMA (griin) gefarbt (Abbildung 4.26A). Es zeigte sich, dass das SM/MHC-
Tomato-Signal und das x-SMA-Signal in den Myofibroblasten nicht kolokalisiert waren. Das be-
deutet, dass die SM/MHC-Tomato™-Zellen in der Leberfibrose nicht zu Myofibroblasten differen-
zierten. Hingegen konnte, wie in der gesunden Leber, eine Kolokalsiation zwischen «-SMA und
SM/MHC-Tomato in den VSMC gefunden werden. Ebenfalls wurde untersucht, ob die NO-GC in
der Leberfibrose in den SM/MHC-Tomato™-Zellen exprimiert wurde. Dazu wurden Leberschnit-
te aus fibrotischen SM/MHC-Tomato-Reportermausen mit einem spezifischen Antikérper gegen
die «1-UE der NO-GC (griin) gefarbt (Abbildung 4.26B). Es zeigte sich, dass die NO-GC auch
in der Leberfibrose in den SM/MHC-Tomato™-Zellen exprimiert wurde. Des Weiteren konnte mit
der NO-GC-Farbung beobachtet werden, dass es zu verschiedenen Subtypen von Zellen kam,
die die NO-GC exprimierten: zum einen die SM/MHC-Tomato™-Zellen in den Zonen 2 und 3 des
Leberazinus, zum anderen die SM/MHC-Tomato~-Zellen, die sich in der Zone 1 des Leberazinus
befanden und dort in den fibrotischen Regionen lagen.

Durch die Indikation der Leberfibrose in SM/MHC-Tomato-Reportermausen konnten zwei ver-
schiedene Typen von HSC beobachtet werden. Die einen sind SM/MHC-Tomato™ und wandern
in der Leberfibrose in die fibrotische Region, wo sie proliferieren und zu Myofibroblasten werden.
Die anderen sind SM/MHC-Tomato- und NO-GC™*, wandern in die Zonen 2 und 3 des Leberazi-
nus und sind «-SMA™ und somit nicht direkt als Myofibroblasten zu bezeichnen.
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Abbildung 4.25: Verteilung der SM/MHC-Tomato-Zellen in der Leberfibrose

Leberschnitte aus fibrotischen SM/MHC-Tomato-Reportermdusen wurden mit Antikérpern gegen
PDGFR{ (A), Col1x1 (B) und Vimentin (C) gefarbt (alle in Griin). In den Uberlagerungsbildern ist zu
erkennen, dass sich die SM/MHC-Tomato™-Zellen (rot) in der Zone 2 und 3 des Leberazinus befinden. In
den fibrotischen Regionen kdnnen keine SM/MHC-Tomato™-Zellen gefunden werden.
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Abbildung 4.26: Verteilung der SM/MHC-Tomato-Zellen in der Leberfibrose

Leberschnitte aus fibrotischen SM/MHC-Tomato-Reportermausen wurden mit Antikérpern gegen a-SMA
(A) und die a1-UE der NO-GC (B) gefarbt (beide in Griin). Im Uberlagerungsbildern A ist zu erkennen,
dass es zu keiner Kolokalisation (gelb) zwischen SM/MHC-Tomato (rot) und «-SMA in den Myofibroblasten
(weiBe Pfeile) kommt. Das bedeutet, dass SM/MHC-Tomato™-Zellen nicht zu Myofibroblasten differenzie-
ren. In den VSMC kommt es dagegen zu einer Kolokalisation. Im Uberlagerungsbild B ist zu erkennen wie
die NO-GC*-Zellen von den SM/MHC-Tomato"-Zellen eingerahmt werden. Durch die wei3e Linie wurde
das Leberlappchen gekennzeichnet. Ebenfalls wurden die Zentralvenen (ZV) markiert.
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4.3.2.2 NO-GC Expression in der Leber von SM/MHC-GCKO-Méausen

Zur Untersuchung, ob es durch die Deletion der NO-GC unter dem SM/MHC-Promotor zu einer
phanotypischen Veranderung der gesunden bzw. fibrotischen Leber kommt, wurden Leberschnit-
te aus gesunden und fibrotischen SM/MHC-Tomato-GCKO-Lebern mit einem spezifischen Anti-
kérper gegen die o1-UE der NO-GC (griin) gefarbt (Abbildung 4.27).

Es zeigte sich, dass es durch die Deletion unter dem SM/MHC-Promotor in den mit Tomato-
markierten-Zellen zu einer fast vollstidndigen Deletation der NO-GC kam (Abbildung 4.27A).
Nur in wenigen Zellen war noch eine Kolokalisation erkennbar (markiert durch wei3e Pfeile).
Im SM/MHC-Tomato-GCKO-Tier zeigte sich die gleiche Verteilung der SM/MHC-Tomato™-Zellen
wie in SM/MHC-Tomato-WT-M&usen. Diese befanden sich ausschlieBlich in Zone 1 des Lebera-
zinus. Kam es zu einer CCl,-induzierten Leberfibrose in den SM/MHC-Tomato-GCKO-Tieren, so
konnte in den SM/MHC-Tomato™-Zellen keine Expression der NO-GC beobachtet werden (Ab-
bildung 4.27B). Des Weiteren wurde deutlich, dass sich die NO-GC*-Zellen nur in der Zone 1
des Leberazinus befanden, wahrend die SM/MHC-Tomato™-Zellen nun in den Zonen 2 und 3
des Leberazinus zu finden waren. Dies war analog zu den Ergebnissen im fibrotischen WT.

Durch die Deletion der NO-GC unter dem SM/MHC-Promotor kam es zu einem fast vollstandigen
Ausschnitt in den SM/MHCTomato*-Zellen. Die Verteilung dieser Zellen entsprach der Verteilung
im WT. In der Leberfibrose konnten NO-GC™-Zellen nur in der Zone 1 des Leberazinus gefunden
werden, wahrend die SM/MHC-Tomato™-Zellen nur in den Zonen 2 und 3 zu finden waren und
keine NO-GC exprimierten.

4.3.2.3 Unterschiede in der Fibrose zwischen WT und SM/MHC-GCKO

Zur Untersuchung, ob die Tamoxifen-induzierte Deletion unter dem SM/MHC-Promotor einen
Einfluss auf die Leberfibrose hat, wurde eine Leberfibrose in SM/MHC-GCKO Ma&usen mittels
CCl, induziert. Zur Quantifizierung der Leberfibrose in diesen Tieren wurden immunhistoche-
mische Flachenauswertungen sowie qPCR-Analysen der drei Fibrosemarker PDGFR3, Col1 x1
und o-SMA vorgenommen (Abbildung 4.28A-C).

Bei der Flachenauswertung von PDGFRJ lieR3 sich feststellen, dass kein Unterschied zwischen
gesunden WT- und SM/MHC-GCKO-Lebern bestand. Zwar stieg die Belegung der Flache in der
Leberfibrose im SM/MHC-GCKO auf 35% an: diese unterschied sich aber nicht von der Fléche,
die im WT vorlag. Dagegen konnte bei der Flachenauswertung der Kollagenfarbung ein signi-
fikanter Unterschied zwischen WT und SM/MHC-GCKO in der fibrotischen Leber ausgemacht
werden (in der gesunden Leber nicht). Im SM/MHC-GCKO lag die Col1x1-Flachenbelegung
mit 35% leicht Uber der im WT (30%). Auch bei der gPCR-Analyse konnte bei Col1x1 ein
signifikant erhéhter Wert im fibrotischen SM/MHC-GCKO gemessen werden. Analog zur Fla-
chenauswertung von PDGFRf3 konnte bei der Flachenauswertung von «-SMA weder in der ge-
sunden noch in der fibrotischen Leber ein Unterschied zwischen dem WT und dem SM/MHC-
GCKO ermittelt werden.
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Kontrolle

Abbildung 4.27: Die NO-GC-Expression in der gesunden und fibrotischen SM/MHC-GCKO-Leber
Leberschnitte aus gesunden (A) und fibrotischen (B) SM/MHC-Tomato-GCKO-Tieren wurden mit einem
spezifischen Antikérper gegen die «1-UE der NO-GC (griin) gefarbt. Im Uberlagerungsbild A ist eine Ko-
lokaliation (gelb) nur in wenigen Zellen zu erkennen (weiBe Pfeile). Im Uberlagerungsbild B kann durch die
NO-GC die fibrotischen Regionen ausgemacht werden. In den NO-GC™-Zellen I&sst sich kein SM/MHC-
Tomato Signal finden. Zusatzlich wurde mittels weiB3er Linie das Leberlappchen eingezeichnet und die
Zentralvene (ZV) sowie die Portalfelder (P) kenntlich gemacht.
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Abbildung 4.28: Ergebnisse der Flachenauswertung und qPCR fiir WT- und SM/MHC-GCKO-Tiere

Dargestellt sind die Ergebnisse der Flachenauswertung und der qPCR fiir gesunde und fibrotische WT-
und SM/MHC-GCKO-Tiere (SMKO). PDGFRf{ (A); Col1x1 (B) und «-SMA bzw. Acta2 (C). Die gezeig-
ten Daten entsprechen dem Mittelwert = SEM von n=4-5 pro Genotyp (ns=nicht signifikant; *=p<0,05;

**-p<0,01; ***=p<0,001).
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Es ist festzuhalten, dass es durch die Deletion der NO-GC nur bei Col1x1 bei beiden Quanti-
fizierungs-Methoden zu einem signifikant héheren Wert im SM/MHC-GCKO im Vergleich zum
WT kam. Bei PDGFRf3 kam es nur zu einer signifikant erhdhten RNA-Expression, wahrend bei
«-SMA weder die Flachenbelegung noch die RNA-Expression verédndert waren. Die erhdhte
Kollagen-Expression lasst daruf schlieBen, dass es durch die Deletion der NO-GC unter dem
SM/MHC-Promotor es zu einer starkeren Fibrose kommt.

4.3.2.4 Verteilung der SM/MHC-Tomato-Zellen nach Auflésung der Leberfibrose

Zum Abschluss sollte geklart werden, wie sich die SM/MHC-Tomato™-Zellen bei der Auflésung
der Leberfibrose verhalten. Dazu wurde die Leber aus den SM/MHC-Tomato-
Reportermausen 7 Tage nach der letzten CCl,-Gabe isoliert, fixiert und immunhistochemisch
untersucht.

Zur genaueren Lokalisierung der SM/MHC-Tomato™-Zellen in der Leber nach Auflésung der Le-
berfibrose wurden die Leberschnitte aus den SM/MHC-Tomato-Reportermausen mit Antikdrpern
gegen Vimentin und PDGFRf (beide in Grin) gefarbt (Abbildung 4.29A-B). Es konnte gese-
hen werden, dass die SM/MHC-Tomato™-Zellen auch weiterhin PDGFR exprimierten. Durch
die Farbung von Vimentin und PDGFR{ konnte zusatzlich bemerkt werden, dass die SM/MHC-
Tomato™-Zellen nun homogen iber das gesamte Leberlappchen verteilt waren.

Ebenfalls wurde die Verteilung der NO-GC*-Zellen nach Auflésung der Leberfibrose in SM/MHC-
Tomato-WT- und -GCKO-Tieren untersucht. Dazu wurden Leberschnitte angefertigt und mit ei-
nem spezifischen Antikérpern gegen die «1-UE der NO-GC (griin) gefarbt (Abbildung 4.30). Es
zeigte sich, dass nach der Aufldsung der Fibrose fast alle NO-GC*-Zellen auch Tomato expri-
mierten. Nur wenige NO-GC™-Zellen waren Tomato~ (Abbildung 4.30A). Diese fanden sich vor-
nehmlich in den ehemals fibrotischen Regionen. Nach Auflésung der Fibrose in SM/MHC-GCKO
konnten nur wenige NO-GC™-Zellen gefunden werden (Abbildung 4.30B). Diese befanden sich
alle in der ehemaligen fibrotischen Region am Rande des Leberldppchens. Im Leberparenchym
hingegen konnten nur SM/MHC-Tomato™-Zellen gefunden werden, die — durch den Ausschnitt
unter dem SM/MHC-Promotor — flir die NO-GC~ waren.

Aus diesen Ergebnissen lasst sich schlussfolgern, dass sich die SM/MHC-Tomato™-HSC in der
Auflésung der Leberfibrose homogen Uber das Leberldppchen verteilt haben. Die Zellen in den
fibrotischen Regionen dagegen waren nach Auflésung der Fibrose nicht mehr im Gewebe zu fin-
den.
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Abbildung 4.29: Verteilung der SM/MHC-Tomato-Zellen nach der Auflésung der Leberfibrose
Leberschnitte aus SM/MHC-Tomato-Reportermausen nach Auflésung der Leberfibrose wurden mit Anti-
kérpern gegen Vimentin (A) und PDGFRp (B) gefarbt (beide in Griin). In beiden Uberlagerungsbildern
ist erkennbar, dass sich die SM/MHC-Tomato™-Zellen homogen (iber das Leberlappchen (wei3e Linie)
verteilt haben. Zudem wurden die Zentralvene (ZV) und die Portalfelder (P) kenntlich gemacht.
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Abbildung 4.30: Die NO-GC-Expression in SM/MHC-Tomato-WT- und -GCKO-Tieren nach Auflésung

der Leberfibrose

Leberschnitte aus SM/MHC-Tomato-WT- (A) und GCKO-Tieren (B) nach Auflésung der Leberfibrose wur-
den mit einem spezifischen Antikérpern gegen die «1-UE der NO-GC (griin) gefarbt. Im Uberlagerungs-
bild A kdnnen nur wenige Zellen ausgemacht werden, die nicht NO-GC- und SM/MHC-Tomato™ sind. In
Uberlagerungsbild B kénnen nur noch in den ehemaligen fibrotischen Bereichen NO-GC* und SM/MHC-
Tomato—-Zellen gesehen werden. In beiden Uberlagerungsbildern wurden die Leberldppchen mittels
weilBer Linie eingezeichnet. Zudem wurden die Zentralvene (ZV) und die Portalfelder (P) markiert.
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4.3.2.5 Einfluss der NO-GC-Deletion in SM/MHC-GCKO auf die Leberfibrose

Es wurde untersucht, auf welche Signalwege die NO-GC einen Einfluss in der Leberfibrose hat.
Ein Weg von Interesse ist der TGF-1-Signalweg, da dieser eine zentrale Rolle bei der Fibro-
se einnimmt (Eddy, 2005). Durch TGF-31 — Gber SMAD2/3 vermittelt — wird z. B. die Col1«x1-
Expression in der Fibrose stimuliert (Rachfal und Brigstock, 2003). Als Gegenspieler von TGF-[31
in der Leber gilt PPARy (Wagner et al., 2011). In der gesunden Leber blockiert PPARy den
TGF-31-Signalweg, sodass kein Col1x1 gebildet wird. Kommt es jedoch zur Fibrose, wird die
Expression von PPARYy herunterreguliert, wodurch der TGF-31-Signalweg nicht mehr inhibiert
ist und es zur Expression von Col1x1 kommt.

Bei der Betrachtung der RNA-Expression von TGF-{31 mittels qPCR (Abbildung 4.31A) konnte
gesehen werden, dass es im Vergleich zum WT im SM/MHC-GCKO bereits in der gesunden
Leber zu einer signifikant héheren Expression kam. Im SM/MHC-GCKO (Uberstieg die RNA-
Expression die Expression im WT um das 3-Fache. Auch in der Leberfibrose Uberstieg die
RNA-Expression von TGF-31 im SM/MHC-GCKO die Expression im WT. Wahrend die RNA-
Expression im fibrotischen WT 8-fach hdher war als im gesunden WT, war die Expression von
TGF-31 im SM/MHC-GCKO um das 10-Fache héher. Die Expression von PPARy —dem Gegen-
spieler von TGF-31 — wurde in gesunder und fibrotischer Leber aus WT und SM/MHC-GCKO
untersucht (Abbildung 4.31B). Dazu wurde ein Western-Blot angefertigt, in dem PPARy mithilfe
eines Antikérpers markiert wurde. In der Spur fir den gesunden WT konnte bei 53 kDa eine Ban-
de fir PPARYy entdeckt werden, in der Spur fiir den gesunden SM/MHC-GCKO war die Bande nur
sehr schwach. Bei der Untersuchung der fibrotischen Proteinhomogenate aus den WT- und den
SM/MHC-GCKO-Mausen, war bei beiden auf der Héhe von 53 kDa nur sehr schwache Banden
zu sehen.

Anhand dieser Beobachtungen lasst sich schlie3en, dass es durch die Deletion der NO-GC un-
ter dem SM/MHC-Promotor zu einer verringerten PPARy-Expression in der Leber von SM/MHC-
GCKO-Tieren kam, was in einer erhéhten Expression von TGF-31 resultierte.

Dabei stellt sich die Frage, wie die erhéhte Expression von TGF-31 in der Leberfibrose bei
SM/MHC-GCKO zustande kommt. Bekannt ist, dass Makrophagen in der Leber TGF-31 expri-
mieren und sekretieren (Cheng et al., 2009). Um den Sachverhalt der erhéhte TGF-31 RNA-
Expression zu ermitteln, wurde die Anzahl der Makrophagen in gesunden und fibrotischen WT
und SM/MHC-GCKO immunhistochemisch untersucht und mittels Flachenauswertung quantifi-
Ziert.

Hierzu wurden Leberschnitte aus fibrotischen WT- und SM/MHC-GCKO-Mausen mit Antikér-
per gegen F4/80 (griin) und PDGFRp (rot) gefarbt (Abbildung 4.32A-B). Zunachst ist festzu-
halten, dass es zu keiner Kolokalisation zwischen F4/80 und PDGFR[3 kam. Darlber hinaus
konnte festgestellt werden, dass es im gesunden SM/MHC-GCKO zu deutlich mehr Signalen
far F4/80 kam als im WT, d. h., in der gesunden Leber lagen signifikant mehr Makrophagen
vor (Abbildung 4.32C). Wahrend im WT ein Wert von 3% ermittelt werden konnte, wurde im
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SM/MHC-GCKO ein Wert von 4,5% bestimmt. Durch die Leberfibrose kam es sowohl im WT als
auch im SM/MHC-GCKO zu einer signifikanten Erhéhung der F4/80-Signale. Dabei war der Wert
im SM/MHC-GCKO mit 30% signifikant héher als beim WT, bei dem die Flachenbelegung bei
12% lag.

Durch den Ausschnitt der NO-GC unter dem SM/MHC-Promotor kam es zu einer erhdhten In-
filtration an Makrophagen. Diese sind vor allem in der Leber die Quelle von TGF-31. Das be-
deutet, dass das vermehrte Auftreten der Makrophagen wahrscheinlich die erhéhten TGF-31-
Expression verantwortet.
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Abbildung 4.31: Untersuchung des Einflusses der Deletion der NO-GC in SM/MHC-GCKO-Tieren
gPCR fur TGF-31 in gesunden und fibrotischen WT- und SM/MHC-GCKO-(SMKO-)Tieren (A) sowie ein
Western-Blot fur PPARy. Zu sehen ist ein reprasentativer Western-Blot (B). Die gezeigten Daten ent-
sprechen dem Mittelwert £ SEM von n=4-5 pro Genotyp (ns=nicht signifikant; *=p<0,05; **=p<0,01;
***=p<0,001).
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Abbildung 4.32: Verteilung der Kupffer-Zellen in gesunder und fibrotischer Leber aus WT und
SM/MHC-GCKO

Leberschnitte aus gesunden und fibrotischen WT und SM/MHC-GCKO-(SMKO-)Tieren wurden mit An-
tikdrpern gegen F4/80 (griin) und PDGFR{ (rot) gefarbt. Uberlagerungsbild fiir gesunden und fibroti-
schen WT (A). Uberlagerungsbild fiir gesunden und fibrotischen WT (B). Es konnte keine Kolokalisation
zwischen F4/80 und PDGFRf3 festgestellt werden. Dafiir war die Zahl der F4/80-Signale in fibrotischen
SM/MHC-GCKO stark erhéht im Vergleich zum WT. Flachenauswertung fir F4/80 in gesunden und fibroti-
schen WT und SM/MHC-GCKO (C). Die gezeigten Daten entsprechen dem Mittelwert = SEM von n=4-5
pro Genotyp (ns=nicht signifikant; *=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001).
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Die Aktivierung und Transdifferenzierung von Myofibroblasten-Vorlauferzellen ist ein entschei-
dender Schritt in der Pathogenese von Organfibrosen, denn die Myofibroblasten sind fir den
UberméaBigen Einbau von EZM verantwortlich und folglich fir die Ersetzung des gesunden Pa-
renchyms durch Narbengewebe, was zum Verlust der Organfunktion fiihren kann. Verschiedene
Zellen werden als Vorlauferzellen der Myofibroblasten vermutet: Dabei handelt es sich unter an-
derem um Epithelzellen, Fibroblasten sowie um portale Fibrozyten. Jedoch sind in letzter Zeit
vor allem Perizyten in den Fokus der Forschung gerlckt. Es konnte mithilfe von Lineage Tracing-
Versuchen gezeigt werden, dass diese in EZM sezernierende Myofibrolasten differenzieren. In
verschiedenen Organen konnte ein protektiver Effekt von cGMP auf fibrotische Prozesse beob-
achtet werden (Beyer et al., 2015; Beyer et al., 2012; Noguchi et al., 2014). Dies ist deshalb von
Interesse, da die Expression der NO-GC in Perizyten nachgewiesen werden konnte. Perizyten
wiederum kommen in einer hohen Dichte in Organen vor, die besonders von Fibrose betroffen
sind, wie z. B. Lunge und Leber.

Die Vermutung, dass die NO-GC/cGMP-Signalkaskade — in Perizyten (HSC) — mdglicher wei-
se Einfluss auf die Pathogenese der Organfibrosen nimmt, sollte in dieser Arbeit sowohl in der
Lunge als auch in der Leber untersucht werden. Dabei sollten folgende Fragen geklart werden:

1. Wird die NO-GC in Perizyten exprimiert?
2. Wie verhalten sich Perizyten in den Organfibrosen?
3. Welchen Einfluss nimmt die NO-GC auf den Verlauf der fibrotischen Reaktion?

Von Vorteil bei dieser Arbeit war, dass spezifische NO-GC-Knockout M&use zur Verfligung stan-
den, die bei der Beantwortung dieser Fragen halfen. Unter anderem war eine GCKO-Mutante vor-
handen, bei dem die NO-GC ubiquitar ausgeschaltet war. Zusatzlich konnte der zellspezifische
Einfluss der NO-GC, dank Perizyten-spezifischer Knockouts (PDGFR{3- und SM/MHC-GCKO)
untersucht werden. Zudem konnten Lineage Tracing-Versuche durchgefiihrt werden, bei denen
unter Perizyten-spezifischen Promotoren das Fluorophor tdTomato exprimiert wurde.

5.1 Die NO-GC-Expression in isolierten Perizyten aus der Lunge

Zunachst soll hier auf die Frage eingegangen werden, ob es zu einer Expression der NO-GC in
Perizyten der Lunge kommt, was in vitro Gberpriift werden sollte. Eine Untersuchung von Zellen
in vitro lohnt sich deshalb, da hier Zellen spezifisch isoliert und dann mit Substanzen stimuliert
werden kdnnen, wahrend die Zellen in vivo immer nur in ihrer Gesamtheit im Gewebe betrach-
tet werden kénnen. Ebenfalls kénnen Marker in vitro exklusiv in den isolierten Zellen untersucht
werden, wahrend In-vivo-Marker nur fir das gesamte Gewebe betrachtet werden kénnen.

Bei der Isolierung der Perizyten aus der Lunge mussten verschiedene Aspekte beachtet wer-

den. Es musste ein Protokoll erstellt werden, mit dem es mdglich war, ausschlie3lich Perizyten
zu isolieren, sodass es nicht zu einer Mischkultur aus Perizyten mit anderen Zellen, wie z. B.
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Fibroblasten oder VSMC, kam. Besonders die Verunreinigung mit VSMC ist ein Problem bei der
Isolierung von Perizyten. Diese fallt spater auch nur schwer auf, da Perizyten und VSMC — abhan-
gig vom Gewebe, aus dem sie isoliert werden — eine hohe morphologische Ahnlichkeit aufweisen
(Bryan und D’Amore, 2008; Armulik et al., 2005) und nur schwer durch einen spezifischen Marker
unterschieden werden kénnen (Chan-Ling et al., 2004; Hughes und Chan-Ling, 2004; Gerhardt
et al., 2000). Jedoch ist dies kein spezifisches Problem bei der Betrachtung von Perizyten in vitro,
denn auch im Gewebe kénnen Perizyten nur mithilfe eines Elektronenmikroskops eindeutig von
VSMC unterschieden werden (Sims, 1986). Es wurden mehrere Schritte unternommen, um das
Ziel einer ,reinen’ Perizytenkultur zu erreichen (Abbildung 4.3).

Ein bedeutsamer Punkt, um eine nahezu ausschlieBlich aus Perizyten bestehende Kultur zu ge-
winnen, war es, die Zellen nur aus den Réndern der Lungenlappen zu isolieren. Dies ist damit zu
begriinden, dass die Rander der Lungenlappen eine besonders hohe Perizytendichte aufweisen
und dass dort durch die geringe Vaskularisierung nur wenige VSMC vorkommen (D’Amore, 1990;
Speyer et al., 1999). Nachdem die Zellen aus den Randern der Lungenlappen isoliert und in Kul-
tur gebracht worden waren, enthielt die Zellpopulation nicht nur Perizyten, sondern auch andere
Zellen. Damit jedoch nur Perizyten adharent wurden, musste die Selektierung der Zellen Gber das
Kulturmedium erfolgen. Es standen zwei Kulturmedien zur Auswahl: (1) DMEM und (2) PM-M.
Charakteristisch fiir beide Medien war, dass sie nur eine geringe Konzentration von 1 g/l Glukose
enthielten. Liegt eine zu hohe Konzentration an Glukose im Medium vor (4,5¢g/l) so kommt es
durch Fragmentierung der Mitochondrienmembran zu einer vermehrten Apoptose bei Perizyten
(Trudeau et al., 2011). Das PM-M-Medium enthielt zusétzlich Perizyten-Wachstumsfaktoren, da
Tigges et al. (2012) zeigen konnten, dass es durch den Einsatz von PM-M zu einer deutlich
homogeneren Zellkultur kommt. Sie verglichen dabei die Expression von «-SMA in DMEM und
in PM-M. Auch in der vorliegenden Arbeit wurden Perizyten bis zu einer Konfluenz von 90% in
DMEM oder PM-M kultiviert. Dabei zeigte sich analog zu der o. g. Studie, dass es in PM-M-
Medium zu einer deutlich geringeren «-SMA-Expression kam als im DMEM (Abbildung 4.3). Das
bedeutet: Durch die Zugabe von Perizyten-Wachstumsfaktoren werden das Wachstum und die
Adharenz der Perizyten gefordert, wahrend die VSMC nicht adharent werden. Die VSMC wurden
aufgrund dieser Tatsache 24 h nach dem Ausséen der Zellen durch zwei Waschschritte aus der
Kultur entfernt, wodurch eine homogene Perizytenkultur erzielt wurde. Dementsprechend wurden
alle Perizytenversuche in dieser Arbeit mit dem PM-M-Medium durchgefihrt.

Zudem mussten noch weitere Parameter bei der Kultivierung der Perizyten beachtet werden.
Ein bedeutender Faktor war, dass die Zellen nicht passagiert wurden, sondern dass es einzig
zum Einsatz von priméaren Zellen kam. Der Grund dafiir war, dass Perizyten mit jedem Passage
Schritt ihren Phanotyp weiter verandern und kaum noch dem In-vivo-Phanotyp &hneln. Wéren
passagierte Perizyten untersucht worden, so hatten demnach nur schwer Riickschliisse auf den
In-vivo-Zustand gezogen werden kdnnen. Neben dem Problem der Anderung des Phéanotyps
liegt zudem das Problem vor, dass Perizyten sich nur schwer trypsinisieren lassen bzw. dass die
Trypsinisierungs-Effizienz gering ist (Antonelli-Orlidge et al., 1989). Ein weiterer bedeutsamer
Aspekt, auch im Hinblick auf die Stimulation der Perizyten mit TGF-31, waren die Kultivierungs-
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bedingungen. Normalerweise werden Zellen in Kultur entweder auf Plastik, oder — falls sie im-
munhistochemisch untersucht werden sollen — auf Glas gezlichtet. Das Problem dabei ist, dass
die Zellen hierbei einem Druck ausgesetzt sind, der den Druck, dem sie im Gewebe ausgesetzt
sind, um ein Vielfaches Ubersteigt. Wahrend die Zellen im Lungengewebe einen Druck von 1 bis
5kPa erfahren, liegt in Kultur ein deutlich héherer Druck vor (Liu et al., 2010). Dies fuhrt dazu,
dass die Zellen ihren Phanotyp verandern bzw. kontraktile Proteine exprimieren (z. B. x-SMA),
die sie in vivo nicht exprimieren wirden, denn der erhéhte Druck in der Zellkultur simuliert den er-
hdhten Druck, der durch das Auftreten von EZM entsteht und in vivo dafir sorgt, dass die Zellen
kontraktile Proteine exprimieren (Hinz, 2012; Balestrini et al., 2012; Engler et al., 2006). Diese
Tatachse macht es schwierig, spater Aussagen Uber die Differenzierung der Zellen zu treffen, da
diese dann nicht aus den zugegebenen Stimulanzien resultiert, sondern aus den Kulturbedin-
gungen. Deshalb musste eine Wachstumsumgebung fir die Zellen geschaffen werden, die den
im Gewebe vorherrschenden Druck simuliert. Dies wurde durch eine Kollagen-Beschichtung er-
zielt, wobei die Kollagen-Konzentration so gewahlt wurde, dass ein Druck von 1 bis 5 kPa erreicht
wurde (Tigges et al., 2012; Wipff et al., 2009).

Nachdem die genannten Parameter (Kulturmedium, Kollagen-Beschichtung und primare Zellen)
festgelegt waren, konnten die isolierten Zellen immunzytochemisch charakterisiert werden. Dabei
war es das Ziel, zunachst Perizyten-Marker zu identifizieren, die aus der Lunge isolierte Perizyten
in Zellkultur markieren. Hierbei wurde sich an Tabelle 1.1 orientiert. Bei PDGFRf3 und Desmin
handelt es sich um die am besten etablierten Perizyten-Marker. Dementsprechend wurden die
isolierten Zellen mit diesen Markern untersucht. Dabei lieR3 sich feststellen, dass alle Zellen in
Kultur sowohl positiv fir Desmin als auch fiir PDGFRf3 waren (Abbildung 4.1). Somit konnte die
Aussage getroffen werden, dass dank der vorher festgelegten Kulturbedingungen eine homoge-
ne Perizytenkultur generiert werden konnte. Neben den genannten Perizyten-Markern wurden
auch noch weitere Marker untersucht. Dabei lief3 sich feststellen, dass ein Teil der Perizyten po-
sitiv fir SM/MHC war. Zwar ist SM/MHC eigentlich als Marker fir VSMC bekannt, doch aufgrund
der Tatsache, dass Perizyten wie VSMC vom Mesoderm abstammen, kommt es zu einer Uber-
schneidung von Perizyten- und VSMC-Markern. In unserer Arbeitsgruppe konnte in vivo gezeigt
werden, dass ein Teil der Perizytenpopulation der Lunge SM/MHC exprimiert, was auch in vitro
bestatigt werden konnte. Neben PDGFRf3, SM/MHC und Desmin waren die isolierten Perizyten
auch positiv flir Vimentin was analog zur Literatur ist (Armulik et al., 2011).

Infolge der Charakterisierung der Periyzten und der Sicherstellung, dass es sich um eine reine
Perizytenkultur handelt, wurden die Perizyten auf die Expression der NO-GC untersucht. Wie in
Abbildung 4.3 dargestellt, lie3 sich die bereits flir andere Gewebe getatigte Aussage bestatigen,
dass es zur Expression von NO-GC in Perizyten kommt (Bettaga et al., 2015). Dieses Ergebnis
konnte erzielt werden, da als Negativkontrolle Perizyten aus dem GCKO isoliert und genauso
kultiviert und auf die Expression der NO-GC Uberprift wurden wie die Perizyten aus dem WT.
Hier liel sich feststellen, dass es in den Perizyten aus dem GCKO nicht zu einer Expression
der NO-GC kam. Jedoch ist festzuhalten, dass ansonsten keine phanotypischen Unterschiede
zwischen den Perizyten aus WT und aus dem GCKO bestanden. Dies lasst den Riickschluss zu,
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dass die physiologische Aufgabe der NO-GC in Perizyten keinen Einfluss auf den Phanotyp der
Zellen in vitro hat. Perizyten stehen Uber verschiedene Zell-Zell-Kontakte mit EZ in Verbindung.
Durch die Generierung von cGMP Uber die NO-GC sorgen Perizyten fiir die Steuerung des Blut-
drucks (Bergers und Song, 2005; Rucker et al., 2000).

Isolierte Perizyten exprimieren die Marker PDGFR[3, Desmin, zum Teil SM/MHC, NO-GC, Vi-
mentin und in einem geringen MaBe «x-SMA. Um zu Gberpriifen, ob Perizyten zu Myofibroblasten
differenzieren, wurden diese mit TGF-31 stimuliert. Deshalb wurden die Zellen fir 72 h mit einer
physiologischen Konzentration von TGF-31 inkubiert (Beyer et al., 2012). Der Zeitraum von 72h
wurde gewdhlt, da die Zellen sich in dieser Zeit mindestens einmal verdoppeln, sodass die neu
enststanden Zellen somit immer TGF-31 ausgesetzt waren. Bei der Untersuchung der Stimula-
tion mit TGF-1 war des Weiteren zu beachten, dass die FCS-Konzentration im Medium nicht
zu hoch war; denn kommt es zu einer zu hohen FCS-Konzentration — in der Regel 10% — so
liegt schon ausreichend TGF-31 im Medium vor, was die Zellen zur Differenzierung bringt. Aus
diesem Grund wurde in allen Versuchen eine FCS-Konzentration von 2% verwendet. Durch die
Stimulation mit TGF-31 blieb das «-SMA-Signal auf dem gleichen geringen Niveau wie bei den
Zellen, die ohne TGF-31 inkubiert wurden (Abbildung 4.4). Daraus lasst sich schlieBen, dass
Perizyten nicht in dem erwarteten Rahmen auf TGF-31 reagieren; d. h., dass sie nicht verstarkt
«-SMA exprimieren. Dank Studien, in deren Rahmen mittels Bleomycin eine Fibrose in der Lun-
ge induziert wurde, kann diese Tatsache erklart werden. In der Lungenfibrose entstehen zwei
Subtypen von Myofibroblasten. Der eine Subtyp exprimiert stark «-SMA, ist aber gleichzeitig ne-
gativ fir NO-GC. Der andere Subtyp exprimiert nur schwach «-SMA, ist aber positiv fiir NO-GC
und ist der Zelltyp, der Col1 a1 exprimiert und sezerniert. Diese In-vivo-Aussagen lassen sich mit
den In-vitro-Aussagen aus dieser Arbeit in Einklang bringen.

In Zukunft sollten die isolierten Perizyten mit TGF-31 inkubiert und auf eine verstarkte Col1 x1-
Synthese untersucht werden. Dabei bietet es sich an, dies mittels gPCR vorzunehmen. Die Un-
tersuchung von Col1x1 mittels Western-Blot gestaltet sich schwierig, da Col1x1 verschiedene
SpleiBvarianten besitzt, die sich alle im Western-Blot zeigen, sodass eine Quantifizierung von
Col1x1 mit dieser Methode problematisch ist.

5.2 Die NO-GC-Expression in der Leber

Analog zur Lunge sollte auch in der Leber herausgefunden werden, welche Zellen die NO-GC
exprimieren, da bekannt ist, dass die NO-GC auch in der Leber zu einem hohen Maf3e exprimiert
wird (Theilig et al., 2001). Ahnlich wie in der Lunge wurden die HSC — Perizyten der Leber — als
NO-GC-exprimierende Zellen vermutet (Theilig et al., 2001) jedoch auch LSEC (Kawada et al.,
1993; DeLeve und Maretti-Mira, 2017). Deshalb sollte die NO-GC-Expression in der Leber in vivo
analysiert werden. Hier wurden, anders als bei der Lunge, keine In-vitro-Versuche durchgefiihrt,
da zum einen die Isolation der HSC aufwendig und kostenintensiv ist (Mederacke et al., 2015)
und weil Lineage Tracing-Versuche durchgefliihrt werden sollten.
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Bevor die Lokalisation der Expression der NO-GC bestimmt werden konnte, mussten die ver-
schiedenen Zellen der Leber durch spezifische Marker eindeutig identifiziert und unterschieden
werden. Als Marker fir die HSC wurden die Perizyten-Marker aus Tabelle 1.1 getestet. Dabei
wurde schnell klar, dass der geeignetste Marker fir HSC PDGFRJf ist, was durch Henderson
et al. (2013) ebenfalls demonstriert wurde. Dies konnte dadurch bestatigt werden, dass es zu
keiner Kolokalisation zwischen PDGFRf3 und den Markern fiir die LSEC oder den Kupffer-Zellen
kam. Zum anderen konnte durch die Lage der PDGFRP ™-Zellen nahe den LSEC bestéatigt wer-
den, dass es sich um HSC handelt — denn die HSC liegen im Disse-Raum in engem Kontakt zu
den LSEC (Tsukada et al., 2006). Auch mit dem anderen Perizyten/HSC-Marker Desmin konnte
das gleiche Ergebnis erzielt werden. Zu beachten ist jedoch, dass PDGFR[} ebenfalls die Gefale
der Leber anférbt. Die Zellen der Gefé3e kénnen aber klar, durch ihre Lage und Form, von den
HSC unterschieden werden.

Nachdem der Marker fir die HSC bestimmt war, wurde die NO-GC-Expression in der Leber
untersucht. Hier zeigte sich analog zu den Ergebnissen aus der Lunge, dass die NO-GC nur in
HSC bzw. in Perizyten exprimiert wird. Es war keine Expression in LSEC auszumachen. Um dies
zu bestatigen, wurde eine Negativkontrolle angefertigt. Hierbei wurde die Expression der NO-GC
in der Leber von GCKO-Tieren untersucht. Zunachst ist zu bemerken, dass es zu keinem Unter-
schied bei der Markerexpression bei den HSC kam. Deshalb konnte auch hier als HSC-Marker
PDGFR/]} eingesetzt werden. Nach vollstandiger Deletion der NO-GC konnte erwartungsgeman
keine NO-GC-Expression in der Leber von GCKO-Mausen festgestellt werden. Dadurch konnte
die Beobachtungen tber die NO-GC-Expression in WT-Mausen bestéatigt werden. Die Aufgabe
der NO-GC in der Leber l&sst sich physiologisch erklaren: In der Leber nehmen die HSC eine
ahnliche Tatigkeit ein wie Perizyten an GefaBen. Durch die Generierung von cGMP Uber den
NO-GC/cGMP-Signalweg sorgen die HSC fiir die Fenestrierung der LSEC (DeLeve, 2015).

5.3 Die CCl,-induzierte Leberfibrose

Tiermodelle sind essenziell bei der Untersuchung von pathologischen Krankheiten des Men-
schen. Auch bei der Leberfibrose sind sie von unschéatzbarer Bedeutung, bieten sie doch den
Vorteil der Generierung einer Vielzahl von Proben, die die Auswertung erleichtern und es még-
lich machen, zellulare und molekulare Prozesse im Rahmen der Fibrose zu untersuchen (Con-
standinou et al., 2005).

Die wiederholte Gabe von Noxen und damit die toxische Schadigung der Leber ist ein Weg, in
dieser eine Fibrose zu induzieren. Dazu werden Stoffe wie CCl, (Melhem et al., 2006; Starkel und
Leclercq, 2011; Liedtke et al., 2013), Thioacetamid (TAA) (Reif et al., 2004; Li et al., 2002) oder
Dimethylnitrosamin (DMN) (Newell et al., 2008; George et al., 2001) verwendet. Vorteil dieser
genannten Modelle ist, dass sie robust sowie unkompliziert auszufiihren sind und dass die Re-
produzierbarkeit hoch ist. Dies kann aber nur gewéhrleistet werden, wenn die Noxe i.p. gegeben
wird — bei Ad-libitum-Gabe ist damit zu rechnen, dass es zu einer hohen Varianz kommt (Star-
kel und Leclercq, 2011). Neben den genannten Methoden kann eine Leberfibrose experimentell
mittels Gallengangligatur (Zhang et al., 2003), durch Gabe von Alkohol (Mathews et al., 2014;
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Brandon-Warner et al., 2012) oder durch immunologischen Schaden (Ballardini et al., 1983; Yo-
koi et al., 1988) erzielt werden.

In dieser Arbeit wurde sich fiir das CCl,-Modell entschieden, um eine Leberfibrose in der Maus
zu induzieren. Der Vorteil dieses Modells ist, dass es bereits umfassend charakterisiert ist und in
vielen Aspekten die Fibrose im Menschen widerspiegelt. Des Weiteren ist durch das Modell gege-
ben, dass es immer zu einer reproduzierbaren und vorhersehbaren fibrotischen Antwort kommt
(Tsukamoto et al., 1990; Pérez Tamayo, 1983). Wie andere Haloalkane wird CCl, von Oxida-
sen aktiviert, im Fall des CCl, ist es die CYP2E1. Diese wandelt CCl, in das Radikal CCl5 um,
das in Hepatozyten in Zone 1 des Leberazinus eine Lipidperoxidation und eine reduzierte Pro-
teinsynthese auslést — was schlussendlich zur Schadigung der Hepatozyten fiihrt, sodass eine
inflammatorische Antwort ausgel6st wird, die in einer Fibrose resultiert (Weber et al., 2003).

Als Applikationsmodell wurde sich fur die I.p.-Gabe entschieden. Zwar kann die Gabe von CCl,
auch inhalativ oder Uber das Futter erfolgen, jedoch ist mit der I.p.-Gabe eine hohe Reproduzier-
barkeit gewahrleistet (Liedtke et al., 2013). Ziel war es, eine schwere Fibrose in den Versuchstie-
ren zu erzielen. Deshalb wurde als Zeitraum ein Abschnitt von 4 Wochen gewébhlt, in dem es zu
einer wiederholten Gabe von CCl, kam (Iredale et al., 1996; Iredale et al., 1998); wird jedoch die
Gabe von CCl, auf 12 Wochen ausgeweitet, so kommt es zu einer Zirrhose (Domenicali et al.,
2009; Constandinou et al., 2005). Als Dosis wurden 1 pl pro g Kérpergewicht gewahlt. Mit dieser
Dosis war gewahrleistet, dass es zu keiner akuten Intoxikation der Tiere kam (Liu et al., 2009;
Henderson et al., 2013). Das Vehikel war Miglyol® 812, das die Bioverfligbarkeit von CCl, erhéht
und somit gewéhrleistet, dass CCl, in die Leber eindringen kann, um dort metabolisiert zu wer-
den (Seki et al., 2009; Wasmuth et al., 2009).

Immunhistochemisch zeigten sich bei der durch CCl,-induzierten Fibrose in der murinen Leber fi-
brotische Areale in Zone 1 des Leberazinus. Diese waren durch eine hohe Anzahl an PDGFRB -
Zellen gekennzeichnet, die sich von den GefaBen der periportalen Felder entlang der Achse zwi-
schen den Leberlappchen erstreckten. Die PDGFRB ™-Zellen haben sich zudem stark vermehrt,
was mittels Flachenauswertung und gPCR (berpriift werden konnte. Der Ursprung dieser Zel-
len waren die HSC, die durch den fibrotischen Stimulus proliferiert und zum fibrotischen Areal
migriert sind. Dass es sich hierbei um HSC handelt, konnte von Henderson et al. (2013) sowie
von Kisseleva und Brenner (2008) mittels Lineage Tracing-Versuchen gezeigt werden. Ebenfalls
wurde postuliert, dass die PDGFRB"-Zellen in den fibrotischen Arealen zu Myofibroblasten dif-
ferenzieren. Dabei gilt auch in der Leber x-SMA als der Marker fir Myofibroblasten (Kisseleva
et al., 2012). Dies konnte ebenfalls in dem im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten
Modell bestatigt werden. Kam es zu einer Doppelfarbung mit PDGFRf und «-SMA, so war ein
groBer Teil der PDGFRB"-Zellen in der fibrotischen Region o-SMA™. Durch Myofibroblasten
kommt es in der Fibrose zu einer UbermaBigen Produktion von EZM. Ein Bestandteil der EZM
ist Col11. Auch in dem hier verwendeten Modell konnte eine hohen Einlagerung von Col1«x1 in
den fibrotischen Arealen beobachtet werden.
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Alle getroffenen Beobachtungen lassen darauf schlieBen, dass es durch das gewéhlte Appli-
kationsmodell zu einer Fibrose in der murinen Leber kam. Ebenso wie in der Literatur gezeigt,
kam es zu einer massiven Proliferation von PDGFR{*-Zellen, zu deren Migration in die verletzte
Region, zu der Differenzierung zu Myofibroblasten und zu einer Glbermafigen Synthese von EZM.

5.3.1 Die NO-GC-Expression in der fibrotischen Leber

Der Ort der Expression der NO-GC in der Leber konnte in dieser Arbeit erstmals eindeutig be-
stimmt werden. An diese Erkenntnis schloss sich die Fragestellung an, was mit der NO-GC-
Expression in der fibrotischen Leber passiert. Zur Beantwortung dieser Frage wurde eine Leber-
fiborose mittels CCl, induziert. In Folge der Fibrose und der starken Proliferation der HSC kam
es zu einer deutlich gesteigerten Expression der NO-GC in den HSC im Vergleich zum unfibro-
tischen Zustand. Durch eine Doppelféarbung konnte des Weiteren herausgefunden werden, dass
es zu einer Kolokalisation zwischen «-SMA und den NO-GC™-Zellen in den fibrotischen Arealen
kam. Das bedeutet, dass die NO-GC auch in den EZM sezernierenden Myofibroblasten expri-
miert wurde. Daneben wurde die NO-GC aber auch weiterhin in den HSC in den Zonen 2 und
3 exprimiert. Als Negativkontrolle wurde in einem GCKO-Tier ebenfalls mittels CCl, die Fibrose
der Leber induziert. Hier zeigte sich ein ahnliches Bild bei der Verteilung der Zellen und der Mar-
ker (PDGFRf, Col1x1, x-SMA); jedoch konnte keine Expression der NO-GC in den HSC bzw.
Myofibroblasten in der Leber aus GCKO festgestellt werden.

Aus diesen Ergebnissen ergibt sich die Frage, welche physiologische Rolle die NO-GC in der
Leberfibrose einnimmt. Wahrend die NO-GC in der unfibrotischen Leber wahrscheinlich flr die
Fenestrierung der LSEC verantwortlich ist, muss sie in der Leberfibrose noch eine andere Rolle
Ubernehmen. Zu vermuten ist eine antifibrotische Aufgabe, in dem die NO-GC den TGF-31-
Signalweg inhibiert (Schinner et al., 2017). In Abschnitt 5.6 soll ndher auf die physiologischen
Aufgaben der NO-GC in der Fibrose eingegangen werden.

5.4 Die HSC in der CCl,;-induzierten Leberfibrose

Ein Ziel im Rahmen dieser Arbeit war es, das Wissen um die Herkunft der PDGFR{3"-Zellen
in den fibrotischen Arealen zu klaren. Es ist aus der Literatur bekannt, dass HSC in der Fibro-
se zu Myofibroblasten differenzieren und fir den Einbau der EZM zustandig sind. Dies konnte
mittels Reportermdusen bestatigt werden. Zum anderen wurde unter dem PDGFR3-Promotor
ein Fluorophor exprimiert, der alle HSC in der Leber markierte. Nach der Gabe von CCl, wur-
den alle PDGFRB™-Zellen in der fibrotischen Region mit dem Fluorophor markiert (Henderson
et al., 2013). Daraus schlossen die Autoren, dass die Myofibroblasten von den HSC abstammen.
In der vorliegenden Arbeit wurden ebenfalls Reportermduse mit dem gleichen Promotor ver-
wendet. Der Unterschied war jedoch, dass unter dem PDGFR[3-Promotor eine induzierbare Cre
(CreERTz) exprimiert wurde. Wahrend es bei Henderson et al. (2013) in allen Zellen, in denen
jemals der PDGFR[3-Promotor abgelesen wurde, zur Expression des Fluorophors kam, wurde
das Fluorophor (tdTomato) in dem Model der vorliegenden Arbeit nur dann exprimiert, wenn der
PDGFRf3-Promotor abgelesen wurde, bei gleichzeitiger Gabe von Tamoxifen. Nur durch Tamoxi-
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fen kann die CreER'? aktiviert werden und das Stopcodon vor dem Fluorophor ausschneiden.

Aufgrund der genannten Tatsache kam es dazu, dass nicht — wie bei Henderson et al. (2013)
— alle HSC mit dem Flurophor markiert wurden, sondern nur ein kleiner Teil (ca. 20%) der HSC.
Das bedeutet, dass der PDGFR[3-Promotor wahrend der Tamoxifen-Gabe nur in den besagten
Zellen abgelesen wurde. Bei den Zellen, die hier markiert wurden, kénnte es sich um die handeln,
die sich zur Zeit der Tamoxifen-Gabe geteilt haben und/oder wuchsen — denn PDGFRf3 spielt bei
Zellwachstum- und proliferation eine bedeutende Rolle (Pinzani et al., 1989). Die markierten HSC
befanden sich hauptsachlich in der Zone 1 des Leberazinus. Neben den HSC wurden auch die
Zellen der GefaRe mittels tdTomato markiert. Dies war nicht verwunderlich, da diese bereits bei
der Farbung mit einem spezifischen Antikérper gegen PDGFR{3 (stark) positiv waren.

Nach Induzierung einer Leberfibrose in den PDGFRf(3-Tomato-Tieren nahm die Anzahl an
Fluorophor-markierten HSC zwar zu, aber viele HSC blieben weiterhin Fluorophor™—. Ebenfalls
wurden die tdTomato-markierten HSC nicht zu Myofibroblasten, da sie auch in der Leberfibrose
«-SMA~ waren. Weiterhin lagen die markierten Zellen in Zone 1 des Leberazinus und wenige
auch im fibrotischen Bereich. Zusétzlich konnte mittels tdTomato ein vergréBerter Durchmesser
der GefaB3e in der Leberfibrose beobachtet werden, da diese durch tdTomato markiert waren.
Anhand dieser Ergebnisse kann den Zellen keine spezifische Aufgabe im Rahmen der Leberfi-
brose zugeordnet werden.

Da durch die PDGFRB-CreERTz-Reportermaus nur ein kleiner Teil der HSC markiert wurde,
wurde nach anderen Reporterméusen gesucht, mit denen mehr bzw. andere HSC nachver-
folgt werden kénnen. Es wurden unter anderem die NG2-Tomato-, die FoxD1-Tomato- und die
GFAP/GFP-Reportermaus untersucht. Bei allen genannten Mausen konnte keine Markierung der
HSC festgestellt werden. Die HSC stammen analog zu den Perizyten vom Mesoderm und vom
Mesothel ab (Armulik et al., 2011; Asahina et al., 2009; Asahina et al., 2011). Das bedeutet,
dass in HSC Promotoren fiir Protein abgelesen werden, die eigentlich als VSMC-Marker bekannt
sind. Deshalb wurde die Expression des Fluorophors tdTomato unter dem Promotor SM/MHC
untersucht. Tatsachlich konnten dabei HSC in der gesunden Leber markiert werden. Ahnlich wie
bei der PDGFR3-Reportermaus wurden auch hier nicht alle HSC markiert, sondern nur ca. 20%
der HSC-Population. Aufféllig dabei war, dass die markierten HSC alle in der Zone 1 des Lebe-
razinus lagen, wahrend die HSC im Leberparenchym unmarkiert blieben. An diese Entdeckung
schloss sich die Frage an, ob sich die mittels PDGFR 3 markierten HSC mit den mittels SM/MHC-
markierten decken. Um dies zu beantworten, wurde eine Farbung mit einem spezifischen Anti-
kérper gegen SM/MHC in den Reportermausen durchgefihrt. Allerdings konnten nur VSMCs
in den GefaBen der Leber hiermit markiert werden. Die HSC, die mittels SM/MHC-Promotor
markiert worden waren, blieben bei der Farbung mit dem Antikérper negativ. Ein Grund dafir ist
wahrscheinlich, dass der Promotor fiir SM/MHC zwar abgelesen wird, aber nur in einem geringen
MaBe, sodass das Protein SM/MHC nur wenig gebildet wird. Dies ist aber bei dem Reportermo-
dell irrelevant. Kommt es einmal zum Ausschnitt des Stopcodons, so wird das Flurophor immer
exprimiert. Die tdTomato-Expression spiegelt deshalb nicht die aktuelle Synthese des Proteins
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unter dem verwendeten Promotor sondern die Aktivitat des Promotors wahrend der Tamoxifen-
Gabe wider.

In SM/MHC-Reporterm&usen wurde ebenfalls die Fibrose mittels CCl, induziert. Es kam auch
hier zu einer starken Proliferation der markierten HSC. Jedoch waren auch in diesem Modell
nicht alle HSC markiert: Alle HSC, die sich im fibrotischen Bereich befanden, einschlieBlich der
Myofibroblasten, blieben unmarkiert. Dagegen waren die meisten HSC im Leberparenchym, al-
so in den Zonen 2 und 3 des Leberazinus, tdTomato™ und die Zellkérper waren in Richtung
der fibrotischen Areale ausgerichtet. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass die SM/MHC-
Tomato*-HSC durch den fibrotischen Stimulus aus Zone 1 in die Zonen 2 und 3 des Leberazinus
eingewandert sind. Dort haben sie die Position der zu Myofibroblasten differenzierten und zur
fibrotischen Region migrierten HSC eingenommen.

Aus diesen Ergebnissen lasst sich die Schlussfolgerung ziehen, dass die HSC in der Leber in
Subpopulationen unterteilt werden kénnen. Es ist festzuhalten, dass alle HSC die NO-GC ex-
primieren. Des Weiteren kann ein Teil der HSC als SM/MHC-Tomato* und ein anderer Teil als
PDGFRpB-Tomato™ deklariert werden, wobei nicht eindeutig ist, wie stark sich die beiden Popu-
lationen Uiberschneiden. Eine 100%ige Uberschneidung ist aber nicht gegeben, wie die Betrach-
tung der Verteilung der Zellen — besonders in der Fibrose — zeigt. Die meisten PDGFRf3-Tomato-
markierten HSC liegen in der Zone 1 bzw. in der fibrotischen Zone, wahrend die SM/MHC-
Tomato*-HSC an der fibrotischen Zone sowie in den Zonen 2 und 3 liegen. Zusatzlich fest-
zuhalten ist, dass die beiden tdTtomato-markierten Zellpopulationen nicht zu Myofbroblasten
werden (sie sind negativ fir «-SMA). Deshalb ist davon auszugehen, dass es drei verschiedene
HSC-Populationen in der Leber gibt: die HSC, die weder durch PDGFR-Tomato noch durch
SM/MHC-Tomato markiert werden, jedoch positiv fiir NO-GC sind und in der Fibrose zu Myo-
fibroblasten werden, sowie die entweder durch PDGFR[3-Tomato oder durch SM/MHC-Tomato
markierten HSC, die auch positiv flir NO-GC sind, aber in der Fibrose nicht zu Myofibroblasten
werden, sondern an jeweils spezifischen Stellen anzutreffen sind (Tabelle 5.1).

5.5 Die HSC in der Auflosung der Leberfibrose

Kommt es zur Auflésung der Leberfibrose so kann flr die drei identifizierten HSC Subpopu-
lationen ein spezifisches Verhalten bzw. Schicksal ausgemacht werden. Die NO-GC*-HSC, die
sowohl negativ fir PDGFRf3-Tomato als auch fir SM/MHC-Tomato sind, stellen in der Fibrose die
Myofibroblasten dar. In der Literatur wird diskutiert, was mit diesen Myofibroblasten bei der Auflé-
sung der Leberfibrose passiert. Es wird zum einen vermutet, dass die Myofibroblasten nach Ver-
schwinden des fibrotischen Stimulus in Apoptose gehen. Dies geschieht vornehmlich Gber den
Fas- und den TNF-verwandten-Apoptose-induzierenden-Ligand-(TRAIL-)Signalweg und fihrt zur
Phagozytose der apoptotischen Myofibroblasten durch die Makrophagen (Fischer et al., 2002;
Iredale et al., 1998). Ein anderes postuliertes Schicksal ist, dass die Myofibroblasten zu senes-
zenten Zellen werden, die sich dadurch auszeichnen, dass sie keine fibrotischen Marker mehr
exprimieren und keine EZM mehr sekretieren (Krizhanovsky et al., 2008). Ein weiteres Schicksal
der Myofibroblasten in der Auflésung der Leberfibrose ist, dass sie in einen ruhenden Zustand
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Ubergehen und — kommt es zum Fall einer erneuten Schadigung der Leber — schnell wieder in
einen aktiven Zustand zurlckkehren und EZM synthetisieren (Kisseleva et al., 2012). Bei Be-
trachtung der Auflésung der Fibrose im SM/MHC-Tomato-GCKO lie3 sich feststellen, dass die
Myofibroblasten (NO-GC™ sowie PDGFRp-Tomato~ und SM/MHC-Tomato™) in Apoptose ge-
hen, denn 7 Tage nach der letzten Injektion von CCl, konnten in SM/MHC-GCKO Tieren ent-
weder nur SM/MHC-Tomatot/NO-GC - oder nur SM/MHC-Tomato~/NO-GC™"-Zellen gefunden
werden. Dabei hatten die NO-GC™-Zellen im Vergleich zum fibrotischen Zustand in ihrer Menge
deutlich abgenommen. Durch die Kombination mit den Daten aus dem SM/MHC-Tomato-WT-
Tier, bei dem ebenfalls nur noch wenige NO-GC™- und SM/MHC-Tomato~-Zellen zu sehen wa-
ren, lasst sich diese These unterstreichen.

Das Schicksal der SM/MHC-Tomato™/PDGFR-Tomato - und NO-GC-HSC &hnelt bei der Auf-
I6sung der Leberfibrose dem Schicksal dieser Zellen bei bestehender Leberfibrose. Nachdem
diese Zellen durch den fibrotischen Stimulus in die Zonen 2 und 3 des Leberazinus gewandert
sind, verblieben sie auch nach der Aufldsung der Leberfibrose dort. Damit kann angenommen
werden, dass sie im Leberparenchym an die Stelle der HSC wandern, die sich zu Myofibroblasten
differenziert haben und zur fibrotischen Region gewandert sind, die wiederum durch Apoptose
aus dem Gewebe verschwunden sind. Somit haben die SM/MHC-Tomato™-HSC in der Leber die
Aufgabe die zu Myofibroblasten gewordenen Zellen zu ersetzen und die reguléren physiologi-
schen Funktionen der Leber aufrechtzuerhalten.

Den PDGFRB-Tomato™/SM/MHC-Tomato ™ - und NO-GC*-HSC lasst sich keine genauere Funk-
tion zu ordnen. Auch nach der Auflésung der Leberfibrose befanden sie sich in Zone 1 und ihre
Anzahl hat im Vergleich zum Zustand vor der Leberfibrose nicht wesentlich zugenommen. Da sie
in der Fibrose nicht zu Myofibroblasten werden — sie bleiben negativ fiir x-SMA — Iasst sich mit
den in dieser Arbeit gewonnenen Daten keine Aussage Uber die Funktion dieser Zellen in der
Fibrose und in der Auflésung der Fibrose treffen (Tabelle 5.1).

Tabelle 5.1: HSC-Subpopulationen und deren Schicksale

Auflésung der

HSC (NO-GC™) Gesunde Leber Fibrotische Leber .
Leberfibrose
SM/MHC-Tomato™/ HSC in den Myofibroblasten (o-SMA™) Apoptose
PDGFRpA-Tomato™ Zonen 2und 3 im fibrotischen Foci der Zellen
SM/MHC-Tomato™/ HSC in Wanderungen in Zonen 2 und 3; Ersatzder ~ Verbleib in den
PDGFRfA-Tomato™ Zone 1 SM/MHC-Tomato ™ /PDGFRp-Tomato™-HSC  Zonen 2 und 3
SM/MHC-Tomato ™/ HSC in In Zone 1 und im fibrotischen Foci, Verbleib in
PDGFRp-Tomato™ Zone 1 keine Myofiboblasten Zone 1
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5.6 Der Einfluss der NO-GC auf die Pathogenese der Leberfibrose

Im letzten Teil dieser Arbeit sollte untersucht werden, welche Aufgabe/Rolle die NO-GC in der
Leberfibrose einnimmt. Nachdem in den vorherigen Teilen die Expression der NO-GC in den
HSC lokalisiert sowie in der CCl -induzierten Fibrose (NO-GC wird hochreguliert und besonders
stark in der fibrotischen Region und dort auch in Myofibroblasten exprimiert) bestimmt werden
konnte, sollte die Rolle der NO-GC Uber ihren globalen und zellspezifischen Ausschnitt genauer
festgelegt werden.

Zunachst wurde der WT mit dem GCKO verglichen. Beim GCKO kommt es durch die globa-
le Deletion der NO-GC zu einem Ausbleiben der NO-GC-Expression in den HSC sowohl vor als
auch wahrend der Fibrose. Bei der Betrachtung und dem Vergleich von Fibrosemarkern zwischen
WT und GCKO féllt auf, dass bei der Flachenauswertung im Vergleich zum WT nur das Kolla-
gen (PSR und Col1«1) signifikant erhéht war. Bei der gPCR-Analyse konnte auch fiir die Marker
PDGFR/f und Acta2 (das Gen von «-SMA) ein signifikant erhéhter Wert festgestellt werden.
Diese Ergebnisse lassen nur darauf schlieBen, dass es durch die globale Deletion der NO-GC
zu einer vermehrten Kollagen- bzw. EZM-Einlagerung kommt, was fir eine schwere Fibrose im
GCKO spricht. Es stellt sich jedoch die Frage, wie das Fehlen der NO-GC mit einem erhdhten
Kollageneinbau zusammenhangt. Bei der Untersuchung von TGF-31 im WT und von GCKO mit-
tels gPCR lieB sich im GCKO eine signifikant erhéhte TGF-31-Expression feststellen. Ebenfalls
war pSMADS, das durch TGF-31 phosporyliert wird, erhdht — ein Zeichen fir einen aktiveren
TGF-{31-Signalweg. In der Leberfibrose ist TGF-31 an der Stimulation der Kollagensynthese be-
teiligt. Daraus lasst sich schlieBen, dass NO-GC einen protektiven Effekt hat. Uber einen nicht
naher bekannten Mechanismus inhibiert NO-GC den TGF-{31-Signalweg. Eine weitere interes-
sante Beobachtung im GCKO war, dass die Apoptose-Rate (mittels TUNEL-Test gemessen) um
ein Vielfaches hdher war als im WT (Daten nicht gezeigt). Dies kann darauf hindeuten, dass die
NO-GC auch eine Rolle bei der Apoptose spielt. Diese Vermutung muss aber noch genauer un-
tersucht werden.

Durch die Lineage Tracing-Versuche ist bekannt, dass die HSC in Subpopulationen eingeteilt
werden kénnen. Um genauer zu bestimmen, welche Aufgaben die NO-GC in diesen Subpopula-
tionen bei der Leberfibrose hat, wurde die NO-GC unter den Promotoren PDGFR und SM/MHC
mittels CreER2 ausgeschnitten. In beiden Fallen war die NO-GC nur in den tdTomato-markierten
Zellen entfernt. Jedoch konnte in einigen Zellen immer noch eine Kolokalisation zwischen den
NO-GC und dem tdTomato-Signal gesehen werden. Dies deutet darauf hin, dass fast vollstan-
dig war. Der Phénotyp der beiden zellspezifischen Knockouts war aber dem des WT gleich. Bei
einem Vergleich zwischen PDGFR{3-GCKO und WT konnte beobachtet werden, dass es we-
der bei der Flachenauswertung noch bei der gPCR-Analyse zu signifikanten Unterschieden fur
die Fibrosemarker PDGFR(, Col1x1 und «-SMA kam. Solch ein Unterschied bestand lediglich
bei der gPCR-Analyse fir «-SMA. Anhand dieser Ergebnisse kann die Aufgabe der PDGFRf3-
Tomato™-HSC nicht néher prazisiert werden. Die Aufgabe der Zellen in der Leberfibrose sowie
die Rolle der NO-GC in den HSC muss noch weiter untersucht werden.

110



5 Diskussion

Es wurden ebenfalls die Fibrosemarker zwischen dem SM/MHC-GCKO und dem WT verglichen.
Hier konnte sowohl bei der Flachenauswertung als auch bei der gPCR-Analyse eine verstarkte
Einlagerung von Col1«x1 in der Leber beobachtet werden. Auch das TGF-31-mRNA-Niveau war
im SM/MHC-GCKO signifikant erhéht. Dies war sowohl in der gesunden Leber als auch in der
fibrotischen Leber zu sehen. Zur weiteren Untersuchung, wie die NO-GC den TGF-31-Signalweg
inhibiert, wurde das Protein PPARY analysiert. Aus Podozyten ist bekannt, dass cGMP PPARy
Uber PKG vermittelt aktiviert (Sonneveld et al., 2017). Der PPARy wird vor allem in der Leber in
den HSC exprimiert (Hazra et al., 2004b) und sorgt neben seiner Rolle in der Adipogense und
in dem Energiemetabolismus fiir die Inhibierung des TGF-31-Signalweges (Fu et al., 2003). Mit-
tels Western-Blot konnte festgestellt werden, dass es bereits im unfibrotischen SM/MHC-GCKO
zu einer verringerten Expression von PPARy kommt; dadurch ist das TGF-31-Niveau bereits im
unfibrotischen Zustand gegenliber dem WT signifikant erhéht.

Aus den gewonnen Daten Iasst sich schlieBen, dass die NO-GC in der Leberfibrose einen pro-
tektiven Effekt hat, indem sie Uber cGMP/PKG vermittelt PPARYy stimuliert, was dazu flhrt, dass
der TGF-1-Signalweg inhibiert und dass weniger Col1x1 gebildet wird — ein bedeutsamer Be-
standteil der EZM. In Folgestudien sollten den Versuchstieren NO-GC-Stimulatoren/Aktivatoren
gegeben, dann sollte die Fibrose induziert und im Anschluss sollten die Fibrosemarker untersucht
werden. Dies wurde bereits mit WT erfolgreich durchgefiihrt. Dort konnten Fibrosemarker durch
die Gabe eines NO-GC-Stimulators gesenkt werden (Flores-Costa et al., 2018). Um diese Er-
gebnisse zu prazisieren, sollten auch GCKO- und SM/MHC-GCKO-Tieren NO-GC-Stimulatoren
gegeben und deren Auswirkungen auf die Fibrose untersucht werden. Bei den PDGFR[3-GCKO
ist die jedoch nicht vonnéten, da die PDGFR{3-Tomato™-HSC augenscheinlich keine Rolle in der
CCly-induzierten Fibrose spielen. Daneben sollte die Expression der NO-GC auch in anderen
Fibrosemodellen untersucht werden, um die Aufgabe der NO-GC in der Leber und besonders in
der Fibrose noch weiter aufzuklaren.
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6 Zusammenfassung

Mittels der im Rahmen dieser Arbeit behandelten Untersuchungen konnten neue Erkenntnisse
Uber die Rolle der NO-GC bei der Pathogenese der Lungen- und der Leberfibrose gewonnen wer-
den. Infolge einer Fibrose in Lunge und Leber kommt es zu einer GberméaBigen Akkumulation von
EZM, die zum Organversagen fiihren kann. Bis jetzt existieren nur wenige Therapiemdglichkei-
ten, die zur Behandlung von Organfibrose dienen. Jedoch konnte bereits gezeigt werden, dass
durch den Einsatz von NO-GC-Stimulatoren/Aktivatoren es zu Verbesserung/Heilung bei ver-
schiedenen Organfibrosen kommt. Deshalb wird vermutet, dass die NO-GC eine modulatorische
Rolle bei der Entwicklung einer Organfibrose einnimmt. Die Effektorzellen sind bisher unbekannt.

Im ersten Teil dieser Arbeit sollten die Effektorzellen der Lunge in vitro untersucht werden. Da
bekannt ist, dass in der Lunge Perizyten NO-GC exprimieren, wurde ein Protokoll etabliert, das
es ermdglichte, Perizyten spezifisch aus der Lunge zu isolieren und in Kultur zu bringen. Durch
den Einsatz von verschiedenen Markern wurden im Anschluss diese isolierten Perizyten weiter
charakterisiert. Zum einen konnte festgestellt werden, dass die NO-GC in diesen isolierten Zel-
len exprimiert wird. Zum anderen stellte sich heraus, dass die Perizyten auch durch einen Marker
(SM/MHC) identifiziert werden kénnen, der eigentlich als VSMC-Marker gilt. Diese Daten waren
analog zu den In-vivo-Daten von Aue et al. Zuséatzlich sollte untersucht werden, ob diese NO-GC-
exprimierenden Perizyten in Kultur zu Myofibroblasten differenziert werden kdnnen. Dies gelang
jedoch nicht durch Stimulation mit TGF-{31.

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte herausgefunden werden, in welchen Zellen in der Leber die
NO-GC exprimiert wird. Es konnte in vivo gezeigt werden, dass die NO-GC in der Leber in den
HSC exprimiert wird. Da bekannt ist, dass die NO-GC Einfluss auf die Organfibrose nimmt, sollte
die NO-GC-Expression in der Leberfibrose untersucht werden. Dabei konnte festgestellt werden,
dass es zu einer gesteigerten NO-GC-Expression in der CCl -induzierten Leberfibrose kommt.
Diese war vor allem in den Myofibroblasten lokalisiert — den Zellen, die wahrscheinlich fir den
Ubermanigen Einbau der EZM sorgen. Um den Einfluss der NO-GC auf die Leberfibrose genau-
er zu untersuchen, wurde die Fibrose zwischen WT- und GCKO-Tieren verglichen. Dabei konnte
beobachtet werden, dass es in den GCKO-Tieren zu einer starkeren Fibrose als in WT-Tieren
kam, die sich durch eine vermehrte Einlagerung von Kollagen und einer erhdhten Expression von
TGF-f31 auszeichnete. Damit konnte nachgewiesen werden, dass die NO-GC eine wahrschein-
lich protektive Rolle in der Leberfibrose einnimmt.

Im dritten Teil dieser Arbeit wurde die Rolle der HSC in der Leberfibrose genauer untersucht.
Dabei konnte zum ersten mal festgestellt werden, dass sich die HSC in Subpopulation unter-
teilen lassen. Durch den Einsatz von Reportermausen, bei denen unter dem SM/MHC- oder
PDGFRf3-Promotor das Flurophor tdTomato exprimiert wurde, lieBen sich die HSC in 3 Subpo-
pulationen einteilen: (1) SM/MHC-Tomato™ und PDGFR{3-Tomato~; (2) SM/MHC-Tomato™ und
PDGFRpB-Tomato™ und (3) SM/MHC-Tomato™ und PDGFR{-Tomato~. Durch Lineage-Tracing-
Versuche konnte den beschriebenen Subpopulationen Aufgaben in der Leberfibrose und in deren
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6 Zusammenfassung

Auflésung zugeordnet werden. Die Subpopulation 1 ist in der gesunden Leber hauptsachlich in
den Zonen 2 und 3 des Leberazinus lokalisiert. In der Fibrose wandern diese Zellen zu den fi-
brotischen Regionen und differenzieren dort zu Myofibroblasten. In der Auflésung der Fibrose
verschwinden diese Zellen durch Apoptose aus der Leber. Die HSC-Subpopulation 2 befindet
sich in der gesunden Leber in der Zone 1 des Leberazinus. Auch in und nach Auflésung der
Leberfibrose verweilen diese Zellen dort. Zwar befindet sich die HSC-Subpopulation 3 in der ge-
sunden Leber ebenfalls nur in Zone 1 des Leberazinus, jedoch wandern die Zellen in der Fibrose
in die Zone 2 und 3 und ersetzen dort die HSC-Subpopulation 1, die in die fibrotische Region
gewandert ist. Nach Auflésung der Leberfibrose hat die HSC-Subpopulation 3 die Population 1
vollstandig ersetzt.

Nach Identifizierung der HSC-Subpopulationen stellte sich die Frage, ob ein spezifischer Aus-
schnitt der NO-GC zu einer veranderten Leberfibrose flihrt im Vergleich zum WT. Dazu wurde
unter dem SM/MHC- und PDGFRf-Promotor die NO-GC deletiert und die Fibrose in diesen
Knockouts untersucht. Wahrend bei der Deletion der NO-GC unter dem PDGFR3-Promotor kein
Unterschied im Vergleich zum WT gesehen werden konnte, lie3 sich beim SM/MHC-GCKO Un-
terschiede feststellen. Durch den Ausschnitt der NO-GC in den Zellen der HSC-Subpopulation
3 kam es zu einer verringerten Expression von PPARYy in der gesunden Leber. Da PPARy als
Gegenspieler von TGF-31 fungiert, konnte eine erhdhte TGF-31-Expression in der gesunden
und fibrotischen Leber des SM/MHC-GCKO im Vergleich zum WT-Tier gesehen werden. Diese
Ergebnisse sprechen dafir, dass die NO-GC (ber die Steuerung des PPARY ihren protektiven
Effekt auf die Leberfibrose ausubt.
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7 Summary

7 Summary

By means of the questions addressed in this work, new insights were gained on the role of
NO-GC in the pathogenesis of lung and liver fibrosis. As a result of fibrosis in the lungs and liver,
there is an excessive accumulation of EZM, which can lead to organ failure. So far, there are
only a few treatment options available for the treatment of organ fibrosis. However, it has recently
been shown that the use of NO-GC-stimulators/activators can improve/heal diverse organ fibro-
sis. Therefore, NO-GC is thought to play a modulatory role in the development of organ fibrosis,
however effector cells are stillt not known.

In the first part of this work, the effector cells of the lung were examined in vitro. Since it is
known that NO-GC in the lung is expressed in pericytes, a protocol was established that allowed
to specifically isolate pericytes from the lung and bring them into culture. By using different mar-
kers, these isolated pericytes were further characterized. Furthermore, NO-GC-expression was
detected in these isolated cells. In addition, pericytes can also be marked by a marker (SM/MHC),
which is actually known as a VSMC-marker. These data were analogous to the in vivo data of
Aue et al.. Although, it was investigated whether these NO-GC-expressing pericytes differentia-
ted into myofibroblasts in culture. This was not been achieved by stimulation with TGF-31.

In the second part of this work it was investigated in which cells in of the liver NO-GC is ex-
pressed. In vivo it could be shown that NO-GC is expressed in HSC of the liver. Since it is known
that the NO-GC has an influence on organ fibrosis, NO-GC-expression in liver fibrosis was inves-
tigated. It was found that there is an increased NO-GC-expression in CCl,-induced liver fibrosis.
Expression was mainly found in myofibroblasts - the cells likely responsible for production of EZM.
To further investigate the influence of NO-GC on liver fibrosis, fibrosis between WT and GCKO
animals was compared. It could be observed that there was a stronger fibrosis in GCKO-animals
than in WT-animals, as seen by an increased accumulation of collagen and an increased expres-
sion of TGF-1. This demonstrated that NO-GC plays a likely protective role in liver fibrosis.

In the third part of this work, the role of HSC in liver fibrosis was examined in more detail. For the
first time, it was found that HSC can be subdivided into subpopulations. Reporter mice expressing
the tdTomato fluorophore under the SM/MHC- or PDGFRf3-promoter allowed the subdivision of
the HSC into 3 subpopulations: (1) SM/MHC-Tomato ~ and PDGFRf3-Tomato —; (2) SM/MHC-
Tomato ~ and PDGFRp-Tomato™ and (3) SM/MHC-Tomato ~ and PDGFRp-Tomato —. HSC
lineage tracing-experiments, showed that these subpopulations have differnt roles during liver
fibrosis and the resolution. In the healthy liver subpopulation 1 is mainly located to zones 2 and
3 of the liver acinus. In fibrosis these cells migrate to the fibrotic regions and differentiate into
myofibroblasts. In the dissolution phase of fibrosis these cells disappear by apoptosis. Under
physiologial conditions HSC-subpopulation 2 are located to zone 1 of the liver acinus. Even in
and after the dissolution of liver fibrosis these cells persist. HSC-subpopulation 3 in the healthy
liver is also only in zone 1 of the liver acinus. In fibrosis these cells migrate to zone 2 and 3 were
they replace HSC-subpopulation 1 that has migrated into the fibrotic region. After dissolving of
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liver fibrosis, subgroup 3 has completely replaced population 1.

After identifying the HSC-subpopulation, the question was whether a specific section of the
NO-GC leads to altered liver fibrosis compared to WT. For this purpose, NO-GC was dele-
ted under SM/MHC- and PDGFR{3-promoter and fibrosis was investigated in these knockouts.
While there was no difference in the deletion of NO-GC under the PDGFR3-promoter compared
to WT, SM/MHC-GCKO showed different results. The excision of NO-GC in the cells of HSC-
subpopulation 3 resulted in a decreased expression of PPARY in the healthy liver. Since PPARYy
acts as an antagonist of the TGF-31-pathway, increased TGF-31-expression in SM/MHC-GCKO
was seen in the healthy and fibrotic liver compared to WT-liver. These results suggest that NO-GC
has a protective effect on liver fibrosis by the control of PPARYy.
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