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Einleitung

1.1 Physiologie und Funktion der Leber

Die Leber nimmt im Korper des Menschen eine unverzichtbare und lebensnotwendige
Rolle fir den gesamten Organismus ein. Zu ihren Funktionen zdhlen die
Verstoffwechselung und Speicherung von Nihrstoffen, die Bildung von
Blutplasmabestandteilen, die Biotransformation, die Hormonsynthese,
Immunabwehrprozesse, Entgiftungsprozesse und einige mehr (Tamm und Kurtz, 2021).
Trotz umfangreicher Forschung sind viele metabolische Aspekte der Leber nach wie vor

unbekannt (vgl. z.B. Mercado-Irizarry und Torres, 2016; Acharya et al., 2021).

1.2 Anatomie der Leber

Die Leber ist im rechten Oberbauch lokalisiert und wird von der Tunica fibrosa
(= Glisson-Kapsel)  umschlossen. ~ Von der Tunica fibrosa  ausgehende
Bindegewebssepten sorgen fiir eine Aufteilung der Leber in vier makroskopisch sichtbare
Lappen. Funktionell zeigt sich eine achtteilige Gliederung, welche der Systematik der
GefaBversorgung folgt.

Prinzipiell wird zwischen Vasa privata unterschieden, welche der Eigenversorgung des
Organs mit Blut dienen, und Vasa publica, die Blut fiir {ibergeordnete, den gesamten
Organismus betreffende Stoffwechselaufgaben fithren. Zu den zufithrenden Gefaflen der
Leber gehort die Vena porta hepatis (Vas publicum), welche néhrstoffreiches Blut aus
dem Darm zur Leber transportiert, und die Arteria hepatica propria (Vas privatum),
welche sauerstoffreiches Blut liefert. Arteria hepatica propria und Vena porta hepatis
verlaufen parallel und bilden zusammen mit dem ebenfalls parallellaufenden Ductus
hepaticus (Gallengang) die portale Trias. Arterie und Vene treten an der Leberpforte in
die Leber ein, der Gallengang aus.

Die portale Trias teilt sich in der Leber in zwei Aste auf, sodass aus dieser Aufteilung ein
funktioneller rechter und ein linker Leberteil entsteht (Pars hepatis dexter und Pars hepatis
sinister). Danach spalten sich die beiden Aste so auf, dass sie insgesamt acht Segmente
bilden, die aufgrund der GefiBteilung funktionell unabhéngig voneinander sind. Bis
unmittelbar vor den Kapillarbereich flieBen Vas privatum und Vas publicum parallel,

jedoch getrennt voneinander. Erst im Bereich der Leberkapillaren, der sogenannten
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Sinusiode, mischt sich das Blut der zufiihrenden Gefia3e. Nach Durchstromen des
Kapillarbereichs sammelt sich das arteriovendse Mischblut in den Venae centrales
(Zentralvenen). Die Gefédf3strukturen des vendsen Abflusses verlaufen getrennt von den

PortalgefdB3en. Die ableitenden GefidB3e enden schlussendlich in der Vena cava inferior.

1.2.1 Zonierende Gliederung — Leberlippchen und Leberazinus

Das Leberparenchym ldsst sich im histologischen Bau anhand unterschiedlicher Modelle
beschreiben. Das Leberldppchen stellt eine traditionelle histologische Beschreibungsform
dar (Abbildung 1). Im Zentrum eines jeden Leberldppchens ist die oben erwéhnte
Zentralvene anzutreffen, die von Periportalfeldern umgeben ist. Aus einem Periportalfeld
entspringen rechtwinklig interlobulér gelegene Verzweigungen, die
zusammengenommen eine sechseckige Struktur um die Zentralvene ausbilden. Ein
Periportalfeld versorgt jeweils zwei ,Kanten eines Sechsecks mit Blut. Von den
terminalen Verzweigungen ausgehend, ziehen die intralobuldren Sinusoide sternférmig
auf die Zentralvene zu. Im dreidimensionalen Raum erscheint das Leberlédppchen als
sechseckige Sdule mit einem Durchmesser von ca. 1 mm und einer Hohe von ca. 2 mm.
Die Leber ist aus ca. 1-1,5 Millionen dieser Leberldppchen aufgebaut (Gerok und Blum,
1995).

Neben der Leberldppchen-Gliederung besteht eine weitere wichtige Einteilung, welche
funktionelle Aspekte der histologischen Lebereinheiten in den Vordergrund riickt. Es
handelt sich um den Leberazinus (Abbildung 1). Die Gliederung des Leberazinus basiert
auf den unterschiedlichen Stoffwechselzonen und den damit einhergehenden Sauerstoff-
und Néhrstoftkonzentrationsgradienten, welche sich beim Durchlaufen des Blutes durch
den stoffwechselaktiven Bereich der Sinusoide ergeben. Der Leberazinus stellt sich
geometrisch als Raute dar. Die Mittelachse wird gebildet durch die terminalen
Verzweigungen, die, wie oben beschrieben, von den Portalfeldern abgehen. Der
Leberazinus beschreibt den Bereich von Hepatozyten, welcher von einer terminalen
Verzweigung des Portalfelds ausgehend versorgt wird. Im Bereich der Mittelachse ist die
Sauerstoff- und Nahrstoffséttigung hoch. Sie entspricht der Zone 1 des Leberazinus. Je
weiter das Blut in Richtung Zentralvene vorriickt, desto niedriger werden Sauerstoff- und
Néhrstoffsattigung. Auf Zone 1 folgt Zone 2 mit einer etwas niedrigeren und um die

Zentralvene Zone 3 mit der geringsten Néhrstoff- und Sauerstoffsittigung.
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Abbildung 1: Histologische Gliederungskonzepte der Leber

Vereinfachte schematische Darstellung des Leberlappchen (kontraststark hervorgehoben als sechseckige
Struktur) und des Leberazinus (gelb hervorgehoben). Leberldppchen: Sechseckige Struktur, die sich um
eine in der Mitte gelegene Zentralvene (Z) bildet. In den Ecken des Sechsecks sind Portalfelder (P) zu
erkennen, welche die links und rechts angrenzenden terminalen Verzweigungen (,,Kanten* des Sechsecks)
mit sauerstoff- und néhrstoffreichem Blut versorgen. Das Blut flieit iiber die Sinusoide (S) zur
Zentralvene (Z). Leberazinus: Rautenférmige Struktur mit terminaler Verzweigung des Portalfelds als
Mittelachse. Zone 1 hat die hochste Sauerstoff- und Nahrstoffsattigung, die Richtung Zentralvene (Z) iiber

Zone 2 und 3 kontinuierlich abnimmt. (Eigene Darstellung)
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1.2.2 Kapillaren

Die oben beschriebenen intralobulidren Sinusoide stellen eine Sonderform von Kapillaren
dar (siehe 1.2.4). Bei Kapillaren handelt es sich um Mikrogefia3e. Sie haben ein kleines
Lumen mit einem Durchmesser von 7 -10 um und dienen dem Stoff- und Gasaustausch.
Zu unterscheiden sind drei unterschiedliche Formen von Kapillaren: geschlossene,
fenestrierte und Kapillaren mit diskontinuierlichem Epithel. Die Kapillarwand setzt sich
aus Endothelzellen, einer Basallamina und Perizyten zusammen.

Das Endothel ist Bestandteil eines jeden Blutgefiles und trennt den blutfithrenden
Gefidliraum vom restlichen Gewebe ab. Der Aufbau des Endothels ist dabei maB3geblich
fiir die Unterscheidung der oben genannten Kapillarformen. Die Endothelbarriere ist je
nach durchstromtem Organ unterschiedlich durchldssig fiir im Blutplasma befindliche
Makromolekiile. Das diskontinuierliche Endothel ist am durchgingigsten und weist
keine/kaum Basallamina auf. Einen diskontinuierlichen Aufbau des Endothels findet man
auch in der Leber vor (Wisse, 1970).

Die Basallamina stellt die Verankerungsstelle des Endothels mit umgebenden
Zellverbanden dar und setzt sich zusammen aus Lamina rara und Lamina densa.
Zusammen mit der Lamina fibroreticularis wird sie als Basalmembran bezeichnet. Die
Lamina rara verbindet den dariiber liegenden Zellverband mit der Lamina densa und ist

reich an Laminin (Tryggvason et al., 1981).

1.2.3 Perizyten

Perizyten stehen im engen Kontakt zu Endothelzellen von Kapillaren (Zimmermann,
1923; Fernando und Movat, 1964). Die Identifikation von Perizyten ist jedoch ein
Problem und kann meist nur durch einen Zusammenschluss von Kriterien erfolgen
(Lokalisation, Form, Genexpression) (Armulik et al., 2011).

Morphologisch zeichnen sich Perizyten durch einen ovalen Nukleus (Fernando und
Movat, 1964) und lange Fortsidtze mit weiteren kleinen Verzweigungen aus, welche die
Winde der Mikrogefille umgeben (Zimmermann, 1923; Mazanet und Franzini-
Armstrong, 1982). Eine enge Zell-Zell-Interaktion kann durch Membraneinstiilpungen
im Perizyten und Tight- (Tilton et al., 1979), Gap- (Cuevas et al., 1984) und Adherens-

Junctions (Gerhardt et al., 2000) vermittelt werden. Das enge Zusammenspiel zwischen
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Perizyten und Endothelzellen reguliert so beispielsweise den Bau der Basalmembran
(Stratman et al., 2009; Stratman et al., 2010).

Als typische Perizytenmarker werden etwa Desmin (Fujimoto und Singer, 1987) und
Platelet-derived growth factor B (PDGFR) (Lindahl et al., 1997) beschrieben. Dennoch
konnen Perizyten iiber diese nur bedingt identifiziert werden, da die genannten Marker
nicht exklusiv fiir Perizyten sind und das Expressionsmuster abhidngig vom
Entwicklungsstand der Perizyten variiert (Hughes und Chan-Ling, 2004; Armulik et al.,
2005).

Die Funktion der Perizyten ist bisher nicht vollstindig geklart (Brown et al., 2019).
Bekannt ist unteranderem, dass sie die GefdBweite von Kapillaren regulieren kénnen
(Rucker et al., 2000). Die Aufrechterhaltung der MikrogefaBintegritit durch Perizyten
sowie eine Rolle in der Angiogenese und Gefallremodellierung werden vielfach diskutiert
(Armulik et al., 2005; Armulik et al., 2011). Als organspezifische Perizyten der Leber
gelten die hepatischen Sternzellen (Hellerbrand, 2013).

1.2.4 Sinusoide der Leber

Die hepatischen Sinusoide sind eine groBlumige Sonderform der Kapillaren (Minot,
1900; Wake und Sato, 2015). Sie zeichnen sich durch offene Poren im Endothel, welche
nicht durch ein Diaphragma verschlossen sind, sowie durch das Fehlen einer
kontinuierlichen Basallamina aus. Es handelt sich dementsprechend um Kapillaren mit
diskontinuierlichem Endothel (Wisse, 1970). Lumenwirts lagern sich am Endothel die
als Makrophagen fungierenden Kupffer-Zellen an. Auf das Endothel folgt ein Spalt und
daran anschlieend die parenchymatischen Hepatozyten. Der Spalt zwischen Endothel
und Hepatozyten wird als Disse-Raum bezeichnet und beherbergt die hepatischen
Sternzellen (siche 1.3.3) (Wake und Sato, 2015). Aufgrund des perforierten Endothels
gelangen im Blutplasma befindliche Makromolekiile frei zu den Hepatozyten.
Gleichzeitig sezernieren Hepatozyten Makromolekiile iiber den Disse-Raum in die
Sinusoide (Schulze et al., 2019). Durch chronische Schadigung der Leber (siehe 1.3) kann
die Architektur des diskontinuierlichen Endothels verloren gehen und es zur Ausbildung
einer Kapillare mit ausgepréigter Basallamina kommen (Schaffner und Popper, 1963;
Martinez-Hernandez und Martinez, 1991). Zeitgleich steigt dabei die Expression von
Laminin (Bianchi et al., 1984).
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1.3 Pathophysiologie der Leber

Erworbene Schiadigungen der Leber kdnnen unterschiedliche histopathologisch sichtbare
Verianderungen wie Leberzellverfettung, Leberfibrose und Leberzirrhose zur Folge
haben. Die Leberzellverfettung (Steatose) beispielsweise zeichnet sich durch eine
ibermifBige Fetteinlagerung in Leberzellen aus und kann ihren Ursprung im
Alkoholabusus oder als Nebenwirkung von Medikamenten haben. Bei anhaltender
Steatose kann es zur Entziindung und Ausbildung fibrotischer Areale kommen (Bertogg-
Seegers und Kuntzen, 2013)

Als Leberfibrose bezeichnet man im Allgemeinen die iiberméfige Ansammlung von
extrazellulirer Matrix (EZM) als reaktiven Prozess auf chronische Leberschddigung
(Friedman, 1993; Moradpour und Lammert, 2020). Die Leberfibrose gilt als Vorstufe der
Leberzirrhose (Friedman, 2003; Saile und Ramadori, 2007).

Der Begriff Leberzirthose beschreibt eine Zerstorung der funktionellen
Lappchenarchitektur mit einhergehenden strukturellen Umbauprozessen. Ursédchlich
konnen Infektionen (z.B. Virushepatitiden), zirkulatorische Stérungen (z.B. vendse
Abflussbehinderung), metabolische Erkrankungen (z.B. Himochromatose) sowie Noxen
(z.B. Alkohol, Methotrexat) sein. Auf Grundlage der Leberzirrhose kann sich ein
hepatozelluldres Karzinom entwickeln (Williams und Iredale, 1998).

Der Untergang von funktionellem Lebergewebe fiihrt zu einer zunehmenden
Leberinsuffizienz mit klinischen Symptomen wie der portalen Hypertension (Williams
und Iredale, 1998). Es wird geschétzt, dass global gesehen jéhrlich ca. 1 Millionen Tote
auf Komplikationen zuriickgehen, die durch eine Leberzirrhose verursacht wurden

(Mokdad et al., 2014).

1.3.1 Leberfibrose

Die Leberfibrose ist nicht charakteristisch fiir eine typische Erkrankung, sondern kann
aus einer Vielzahl an unterschiedlichen chronischen Leberschiadigungen hervorgehen. In
Industrieldndern sind vornehmlich der Alkoholmissbrauch, Hepatitis C und die
nichtalkoholische Steatohepatitis als Verursacher zu nennen (Bataller und Brenner,
2005).

Wie oben beschrieben, bezeichnet die Leberfibrose eine iibermifige Ansammlung von

EZM im Lebergewebe als Reaktion auf chronische Schiadigung des Parenchyms



Einleitung

(Friedman, 1993; Moradpour und Lammert, 2020). EZM setzt sich im Allgemeinen aus
Kollagenen, Elastin, Glykoproteinen, Proteoglykanen und Integrinen zusammen und
stellt eine azelluldre Komponente im Gewebe dar (Gerok und Blum, 1995). Sie fungiert
unteranderem als stabilisierendes Gertist flir das umliegende Gewebe (Frantz et al., 2010)
und ist integraler Bestandteil der Wundheilung (Velnar et al., 2009).

Den Hauptbestandteil der hepatischen EZM bilden die Kollagene I, III, IV, V, VI
(Schuppan, 1990; Gerok und Blum, 1995) und VII (Gerok und Blum, 1995).

Die EZM, die in der Leberfibrose verstirkt gebildet wird, zeichnet sich nicht durch
grundlegend andere Bestandteile aus, sondern vor allem durch eine generelle Zunahme
und andere Verteilung der verschiedenen Komponenten. Kollagen IV Molekiile erfahren
beispielsweise anteilsmédfBig einen enormen Zuwachs (Gerok und Blum, 1995).
Hepatische Sternzellen gelten dabei als die Hauptproduzenten von EZM in der
Leberfibrose (Shiratori et al., 1987; Maher und McGuire, 1990; Mederacke et al., 2013).
Abhingig von der zugrundeliegenden Erkrankung kommt es histopathologisch
beispielsweise bei alkoholinduzierter Fibrose zunichst zu einer Anhéufung von EZM im
Bereich der Zentralvene (Van Waes und Lieber, 1977; Moradpour und Lammert, 2020),
wohingegen chronische Virushepatitiden zur Portalfeld-assoziierten Fibrose fiihren
(Moradpour und Lammert, 2020). Chronischen Leberentziindungen lassen sich anhand
ihrer Umbauvorgidnge in verschiedene Stadien einteilen: Stadium 1 bezeichnet eine
portale Fibrose, Stadium 2 beschreibt eine zusétzliche periportale Fibrose, Stadium 3 eine
septale Fibrose und Stadium 4 einen zirrhotischen Umbau des Leberlédppchens (Scheuer,
1991; Ludwig, 1993).

Im Uberschuss produzierte EZM wiihrend der fibrotischen Reaktion (Orrego et al., 1981)
und die zunehmende Kontraktilitidt von Sternzellen (s.u.) beispielsweise, fithren zu einer
Einengung der blutfithrenden Sinusoide, wodurch ein erhdhter Stromungswiderstand in
der Vena porta hepatis resultiert (Tran-Thi et al., 1993). Anhand der Strdmungsgesetze
ergibt sich aus einem erhohten Stromungswiderstand ein erhohter Druck im Gefal. Es
wird auch von einer intrahepatisch-sinusoidalen portalen Hypertension gesprochen. Die
portale Hypertension kann zu portokavalen Anastomosen unter Umgehung der Leber
fithren. Die Funktionsausiibung der Leber wird damit nicht mehr suffizient gewéhrleistet,
da durch das venose Blut mitgebrachte Substrate nicht mehr entsprechend metabolisiert

werden konnen (Gerok und Blum, 1995).
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Neben der Anhdufung von EZM in der Fibrose, hat auch die Kapillarisierung der
Lebersinusoide Folgen fiir den Leberstoffwechsel, auf welche im folgenden Kapitel

genauer eingegangen wird.

1.3.2 Kapillarisierung

Die Kapillarisierung zeichnet sich unteranderem durch eine Defenestration der Sinusoide,
die Ausbildung einer kontinuierlichen Basalmembran und einer EZM-Ablagerung im
Disse-Raum aus (Schaffner und Popper, 1963; Martinez-Hernandez und Martinez, 1991)
(Abbildung 2).

Normale Leber Fibrotische Leber

D{ ﬁ:‘%../.,.a—.,

B S

Abbildung 2: Aufbau der Sinusoide - physiologisch und fibrotisch

D

Dargestellt ist der histologische Aufbau der Sinusoide (S) unter physiologischen (links) und fibrotischen
Bedingungen (rechts).

Links: Hepatozyten (H) und Leberendothelzellen (E) grenzen den Disse-Raum (D) ab. Im Disse-Raum
sind Sternzellen (S) anzutreffen. Kupfferzellen (K) befinden sich lumenwérts. Am apikalen Pol der
Hepatozyten befinden sich die Gallenkanédlchen (G). Unter physiologischen Bedingungen ist ein
Stoffaustausch zwischen Hepatozyten und Sinusoiden méglich (blaue Pfeile).

Rechts: In der Fibrose kommt es zur Ablagerung von EZM (schwarze Pfeile). Der Stoffaustausch ist

behindert. (Eigene Darstellung)
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Wie in 1.2.4 beschrieben ist das diskontinuierliche Endothel der Sinusiode wichtig fiir
den Stoffaustausch der Leber. Ein Verlust der diskontinuierlichen Struktur hin zu einer
kontinuierlichen Kapillare (=Kapillarisierung) sorgt fiir einen verschlechterten
Stoffaustausch und verhindert ein regelgerechtes Arbeiten der Hepatozyten (Huet et al.,
1982; Varin und Huet, 1985). Die Kapillarisierung trigt auch zu einer Erhdhung des
Stromungswiderstandes bei und fordert die Entstehung einer portalen Hypertension
(Orrego et al., 1981; Gerok und Blum, 1995).

Beim Umbau der Sinusoide hin zu einer Kapillare ldsst sich ein verdndertes
Expressionsmuster der Leberendothelzellen (LSEC = liver sinusoidal endothelial cell)
beobachten. Unter physiologischen Bedingungen exprimieren sie kein CD34, unter
fibrotischen hingegen schon (Couvelard et al., 1993; Su et al., 2021). Zeitgleich steigt
auch die Expression von Laminin (Couvelard et al., 1993; Roehlen et al., 2020; Su et al.,

2021).

1.3.3 Die hepatische Sternzelle

Hepatische Sternzellen (HSC) zihlen mit Kupffer-Zellen, natiirlichen Killerzellen und
LSEC zu den nicht-parenchymatischen Leberzellen, wohingegen Hepatozyten als
parenchymatische Leberzellen bezeichnet werden (Mazza et al., 2017). Im Jahr 1876
wurden Sternzellen durch Karl Wilhelm von Kupffer beschrieben (Kupffer, 1876). Spater
sprach man auch von Ito-Zellen (Ito, 1951; Ito und Nemoto, 1952) und gegen Ende des
20. Jahrhunderts einheitlich von hepatischen Sternzellen (HSC) (Ahern et al., 1996).
Histologisch befinden sich hepatische Sternzellen im Disse-Raum der Lebersinusoide. Thr
Zellkorper wird demzufolge von den parenchymatischen Hepatozyten und den nicht-
parenchymatischen LSEC eingerahmt (Yamagishi, 1959). Morphologisch zeigen sie eine
typische sternformige Form mit lidnglichen bis ovalen Zellkern und dendritischen
Fortsdtzen (Ito und Shibasaki, 1968).

Grundsitzlich ist es moglich, die hepatischen Sternzellen in eine ruhende und in eine
aktivierte Form zu unterscheiden (Mak et al., 1984; Geerts et al., 1989; Friedman, 1993;
Rockey et al., 1993). Ruhende Sternzellen speichern Vitamin-A (Wake, 1971; Senoo et
al., 2007) durch eine Reihe von enzymatischen Reaktionen. Das Enzym Lecithin-Retinol-
Acyltransferase (Lrat) ist Bestandteil der enzymvermittelten Speicherungskaskade

(MacDonald und Ong, 1988; Nagatsuma et al., 2009).
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Bei Leberschiddigung gehen die Sternzellen vom ruhenden in einen aktivierten Zustand
iiber. Dabei verdndern die aktivierten Sternzellen ihren Phanotyp und differenzieren zu
EZM produzierenden Zellen (=Myofibroblasten) (Ballardini et al., 1988; Geerts et al.,
1989; Friedman, 2008; Bansal, 2016). Myofibroblasten besitzen Charakteristika von
Fibroblasten und glatten Muskelzellen und exprimieren deshalb a-Glattmuskelaktin
(aSMA = a-smooth-muscle-actin) (Darby et al., 1990; Ramadori et al., 1990; Friedman,
2008; Bochaton-Piallat et al., 2016). Die Kontraktilitit ist aus diesem Grund erhoht
(Friedman, 2008). Neben der erhohten Kontraktilitit zeigt sich aufgrund des
phédnotypischen Wandels der aktivierten Sternzellen hin zu Myofibroblasten unter
anderem auch ein verdndertes Verhalten in der Proliferation (Wong et al., 1994), der
Chemotaxis (Melton und Yee, 2007), der Fibrogenese (Tsukada et al., 2006), dem
Matrixabbau (Milani et al., 1994) und der Vitamin-A-Speicherfdhigkeit. Die Vitamin A-
Speicherfihigkeit geht beispielsweise im aktivierten Zustand verloren (Davis und Vucic,
1988).

Die initiale Sternzellaktivierung kann von parenchymatischen und diversen nicht-
parenchymatische Leberzellen iiber unterschiedliche Signalwege erfolgen (Friedman,
2008). Beispielhaft zu nennen sind apoptotische Hepatozyten iiber Zelltodsignale
(Canbay et al., 2002), Thrombozyten iliber Transforming growth factor B (TGFp)-,
Platelet derived growth factor (PDGF)-Signalwege (Bachem et al., 1989) und Kupffer-
Zellen iiber den TGFB-Signalweg (Matsuoka und Tsukamoto, 1990).

Mit Hilfe bestimmter Marker lassen sich Sternzellen in unterschiedlichen
Aktivierungsstadien immunhistochemisch voneinander abgrenzen. Mit einem gegen den
auf der Sternzelloberfliche exprimierten PDGFB-Rezeptor gerichteten Antikdrper
konnen Sternzellen beispielsweise im aktivierten und ruhenden Zustand markiert werden
(Pinzani et al., 1994; Henderson et al., 2013; Shang et al., 2018). Eine Auflistung von

Markern ist in Tabelle 1 zu sehen.
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Tabelle 1: Marker von Sternzellen in unterschiedlichen Aktivierungszustinden
Einige Marker fiir ruhende HSC (qHSC) und zu Myofibroblasten aktivierte HSC (aHSC) sind in der
Tabelle aufgelistet.

Marker Typisch fiir Weitere markierte Zellen

Glatte Muskelzellen (Mederacke et
Lrat qHSC (Nagatsuma et al., 2009)

al., 2013)

aHSC und qHSC (Pinzani et al., | Glatte Muskelzellen, Fibroblasten

PDGFR
1994; Henderson et al., 2013) (Wang et al., 2021)

Glatte Muskelzellen, Myoepithelium

aSMA aHSC (Nouchi et al., 1991) _
(Skalli et al., 1986)

1.3.4 Auflosung der Fibrose

Das Lebergewebe hat ein sehr hohes regeneratives Potential. Solange die Architektur des
bindegewebigen Stiitzgeriists intakt ist, besteht die Moglichkeit Defekte auszuheilen
(Dezsd et al., 2022). In fortgeschrittenen Fibrosestadien kann es jedoch auch trotz
langsam ablaufender Regeneration zum Auftreten schwerwiegender Komplikationen
kommen (Roehlen et al., 2020). Zum aktuellen Zeitpunkt sind die therapeutischen
Moglichkeiten bei chronischen Leberkrankungen eingeschrinkt und lediglich auf die
Beseitigung der krankheitsauslosenden Ursache oder eine Lebertransplantation begrenzt
(Ramachandran et al., 2020). Daher scheint eine ergénzende medikamentdse Therapie
wiinschenswert (Roehlen et al., 2020).

Da Sternzellen eine wichtige Rolle in der fibrotischen Reaktion einnehmen, stellen sie
moglicherweise einen vielversprechenden Ansatzpunkt fiir Therapeutika dar (vgl. Wang
et al., 2020). Aktivierte Sternzellen kdnnen in die Apoptose eintreten (Issa et al., 2001)
oder von der aktivierten Form in den ruhenden Zustand iiberfiihrt werden (Gaga et al.,
2003). Es resultiert eine Reduktion der Zahl an EZM-produzierenden Zellen (Issa et al.,
2001). Die Auflosung der EZM wird durch Matrixmetalloproteasen vermittelt (Iredale,
1997).

Der Schutz von Hepatozyten vor Apoptose beispielsweise wirkt sich direkt auf die
reduzierte Aktivierung von Sternzellen aus (Witek et al., 2009). Auch durch

Immunmodulation kann die Aktivierung der Sternzellen reduziert werden, da einige

11



Einleitung

Immunzellen (z.B. Makrophagen) profibrotisch wirken (Lefebvre et al., 2016; Roehlen et
al., 2020).

1.3.5 Die NO-GC in der Leber

Vorarbeiten in der Arbeitsgruppe Professor Friebe hatten das Ziel, Zellen in der Leber zu
identifizieren, welche das Enzym NO-sensitive Guanylyl-Cyclase (NO-GC) exprimieren
(Schwiering, 2019). Bei der NO-GC handelt es sich um ein heterodimeres Enzym, das
vielseitige Funktionen im menschlichen Korper wie die Regulation des Blutdrucks
(Groneberg et al., 2010) und die Inhibition der Thrombozytenaggregation (Dangel et al.,
2010) vermittelt. AuBerdem nimmt die NO-GC Einfluss auf das fibrotische Geschehen.
Untersuchungen an Ratten belegen, dass durch den NO-GC-Aktivator Bay 60-2770
antifibrotische Effekte in der Leber erzielbar sind (Knorr et al., 2008).

Ergebnisse der Arbeitsgruppe zeigten, dass hepatische Sternzellen die NO-GC
exprimieren. Die verwendete SMMHC (smooth muscle myosin heavy chain)-CreERT?-
tdTomato Mauslinie (s.u.), die insbesondere glatte Muskelzellen kennzeichnet (Deaton et

al., 2023), markierte iberaschenderweise auch einige HSC (Schwiering, 2019).

1.4 Die Leber in Mausmodellen

Fir weiterfiihrende Untersuchungen des durch Schwiering (2019) identifizierten
Sternzellsubtyps wurden murine Versuchstiere genutzt. Die Maus ist in vielerlei Hinsicht
wichtig fiir die Forschung im medizinischen Bereich (Houdebine, 2007). So haben 99%
der Mausgene eine Entsprechung im humanen Genom (Chinwalla et al., 2002).
AuBerdem zeichnen sich Mause durch eine kurze Generationszeit (Singleton und Krebs,
2007; Phifer-Rixey und Nachman, 2015) und eine verhdltnismiBig kostengiinstige
Haltung und Zucht aus (Vandamme, 2014).

Die Leber der Maus ist in ihrer Funktion und ihrem mikroskopischen Aufbau der
menschlichen dhnlich (Kruepunga et al., 2019). Sie setzt sich zusammen aus dem linken
Leberlappen (Lobus hepatis sinister), dem rechten Leberlappen (Lobus hepatis dexter),
dem Lobus quadratus und dem Lobus caudatus (Waibl et al., 2012). Der Lobus quadratus
ist aufgrund seiner geringen GroBe klinisch kaum auffindbar. Der Lobus hepatis dexter
unterteilt sich in einen Lobus hepatis dexter medialis und lateralis. Genauso lésst sich der
Lobus hepatis sinister in einen medialen und einen lateralen Lappenanteil gliedern (Fiebig

etal., 2012).
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1.5 Genetisch veranderte Miuse

Gene konnen dem Genom von Versuchstieren hinzugefiigt (transgene Modelle) oder im
Genom ausgeschaltet werden (Houdebine, 2007; Vandamme, 2014). Dadurch ist es
mdglich die spezifische Rolle von Enzymen beziehungsweise Proteinen im Organismus
zu untersuchen (vgl. Bosetti, 2007). Transgene Tiermodelle bilden die Realitdt des
menschlichen Korpers nicht vollstindig ab, sind jedoch eine gute Basis zur Erforschung
humaner Erkrankungen oder der Entwicklung neuartiger Medikamente (Houdebine,
2007). In der Arbeit kamen Méuse zum Einsatz, die mit dem Cre-LoxP-System genetisch

verandert wurden.

1.5.1 Cre-LoxP-System

Bei der Cre-Rekombinase (Cre) handelt es sich um ein Enzym, das die Féhigkeit besitzt,
markierte Abschnitte auf der DNA zu erkennen und anschlieBend auszuschneiden oder
zu rekombinieren. Die Cre stammt aus Bakteriophage P1 und wurde erstmals durch
Sternberg beschrieben (Sternberg et al., 1981; Sternberg und Hamilton, 1981; Sternberg,
1981). Die auszuschneidende DNA wird durch LoxP-Stellen (locus of X-over of P1) am
Anfang und Ende der entsprechenden DNA-Sequenz gekennzeichnet. Die LoxP-Stelle
setzt sich aus 34 Basenpaaren zusammen. Der Zentralbaustein der LoxP-Stelle besteht
aus 8 Basenpaaren und wird auf beiden Seiten von einer 13 Basenpaare umfassenden
palindromischen Sequenzen umschlossen (Hoess und Abremski, 1984). Je nach
rdumlicher Orientierung der LoxP-Sequenzen kann die Cre den durch zwei LoxP-Stellen
gefassten DNA-Abschnitt beispielswiese ausschneiden (Li et al., 1996) oder translozieren
(Smith et al., 1995; Van Deursen et al., 1995).

Das Markieren einer bestimmten DNA-Sequenz mit Hilfe von LoxP-Stellen wird als
»floxen™ bezeichnet (Feil et al., 2009). Dies geschieht durch Klonierung und
anschlieBende Integration der verdnderten DNA mittels homologer Rekombination in
embryonalen Stammzellen (vgl. Capecchi, 1989; Feil et al., 2009). Um eine Mauslinie zu
erhalten, in welcher gefloxte DNA durch die zellspezifische Cre ausgeschnitten wird,
konnen zwei Mauslinien miteinander gekreuzt werden. Eine Mauslinie liefert die gefloxte
DNA, die andere Mauslinie liefert die Cre, die unter der Kontrolle eines zellspezifischen

Promotors steht (vgl. Gu et al., 1994).
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1.5.2 Induzierbares Cre-LoxP-System

Die Aktivitit des Cre-Enzyms kann durch Modifizierung auBerdem zu einem
selbstgewihlten Zeitpunkt reguliert werden. In diesem CreERT genannten System ist die
Cre mit einem Ostrogen-Rezeptor fusioniert, der {iber eine mutierte
Hormonbindungsstelle verfiigt. Zu 4-Hydroxytamoxifen metabolisiertes Tamoxifen kann
an diesen mutierten Rezeptor binden (Littlewood et al., 1995; Metzger et al., 1995; Feil
etal., 1996).

Solange kein Tamoxifen verfiigbar ist, bindet das aus Cre und mutiertem
Ostrogenrezeptor bestehende Fusionsprotein im Zytoplasma an Hitzeschockprotein 90
(HSP90). Sobald Tamoxifen injiziert und metabolisiert wurde, bindet 4-
Hydroxytamoxifen —an den mutierten Ostrogenrezeptor, sorgt fiir eine
Konformationsédnderung und der Komplex aus Rezeptor und Cre-Protein 16st sich vom
HSP90 ab. Dadurch ist eine Passage in den Zellkern mdglich. Hier kann nun durch die
Cre die Deletion der gewlinschten Ziel-DNA erfolgen (Scherrer et al., 1993; Verrou et
al., 1999). Das in dieser Arbeit verwendete CreER™ System reagiert auf 4-
Hydroxytamoxifen zehnmal empfindlicher als das CreERT System (Indra et al., 1999).

1.5.3 Lineage Tracing und Reporterméuse

Beim Lineage Tracing exprimiert eine Zelle ein Reportergen (beispielsweise einen
fluoreszierenden Farbstoff), wodurch das Schicksal dieser Zelle und all ihrer
Tochterzellen beobachtet werden kann (Kretzschmar und Watt, 2012; Hsu, 2015).
Spezifische Zellpopulationen konnen so anhand ihrer Zellmauserungsrate, ihrem
Verhalten unter verschiedenen Versuchsbedingungen und ihrer Lokalisation im Gewebe
untersucht werden, da sich die farblich markierten Zellen klar abheben (Kretzschmar und
Watt, 2012).

Zur Umsetzung des Lineage Tracings wird hiufig das induzierbare Cre-LoxP-System
herangezogen (Kretzschmar und Watt, 2012; Matthews et al., 2020). Die Cre kann nach
Applikation von Tamoxifen ein mit LoxP-Sites markiertes Stopcodon vor dem Farbstoft-
Gen exzidieren, woraufhin der Farbstoff (Reporter) exprimiert wird (Kretzschmar und

Watt, 2012) (siche Abbildung 3).
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Abbildung 3: Cre-LoxP-System
(A) CreERT? steht unter Kontrolle eines Promotors (1), wird transkribiert und bindet an HSP90 (2). Unter
Einfluss von Tamoxifen 16st sich CreER™ von HSP90 ab. CreER erkennt LoxP-Stellen und schneidet

Stop-Codon aus (3). Der Reporterfarbstoff tandem dimer Tomato (tdTomato) wird daraufhin exprimiert
(4). (B) TdTomato wird in Zellen exprimiert, bei denen zuvor das Stop-Codon durch die Cre

ausgeschnitten wurde. Alle Tochterzelle exprimieren ebenfalls tdTomato. (Eigene Darstellung)

1.5.4 Fibrosemodell

Zur Untersuchung des identifizierten Sternzellsubtyps (vgl. Schwiering, 2019) unter
fibrotischen Bedingungen ist ein geeignetes Fibrosemodell notwendig. Eine fibrotische
Reaktion kann beispielsweise durch Gallengangligatur (Kountouras et al., 1984),
genetische Verdnderungen (z.B. Mdr2-Knockout-Maus) (Mauad et al., 1994) und Toxine
wie Tetrachlorkohlenstoff (CCls) (Slater et al., 1985) oder Thioacetamid (Miiller et al.,
1988) hervorgerufen werden. In dieser Arbeit wurde ein CCly-Fibrosemodell verwendet,
da es sich um ein sehr gut etabliertes Modell handelt, das relativ leicht handhabbar ist und
dabei geringe Kosten verursacht (Bao et al., 2021). CCls wird durch Monooxygenasen
der Cytochrom-Familie zum CCls;-Radikal umgesetzt und reagiert mit diversen zelluldren
Molekiilen. Die Reaktionen mit DNA, Lipiden und Proteinen kann eine Steatose,
reduzierte Proteinsekretion, einen Funktionsverlust der Mitochondrien oder
Membranschadigungen zur Folge haben. Dies wiederum flihrt zu einer
fortschreitendenden Schidigung der Leber, beginnend mit einer Entziindung, die
chronisch zu einer Fibrose, spiter zu einer Zirrhose manifestiert und kann schlussendlich

in einem hepatozellulires Karzinom miinden (Slater et al., 1985; Scholten et al., 2015).

15



Einleitung

Die Stirke der Fibrose ist abhéngig von Parametern wie dem Genotyp der Maus, Dauer

und Haufigkeit der CCls Applikation, Applikationsform, etc. (Scholten et al., 2015).

1.6 Immunfluoreszenzmikroskopie

Zur Untersuchung von immunhistochemisch angefarbten Gewebeschnitten wurde die
Immunfluoreszenzmikroskopie eingesetzt. Die Identifizierung und Lokalisierung von
Proteinen/Molekiilen wird mittels Antigen-Antikdrper-Reaktion ermdglicht. Ein
spezifischer Antikorper bindet an den als Antigen fungierenden nachzuweisenden Stoff.
Der an das Antigen gebundene Antikorper kann entweder direkt mit einem Fluorophor
konjugiert sein (direkte Methode) oder aber ohne gekoppelten Fluorophoren vorliegen.
Ist dies der Fall muss in der sogenannten indirekten Methode mit einem zweiten,
sekundédren Antikorper der nicht fluoreszierende primire Antikorper markiert werden,
der dann den fluoreszierenden Farbstoff zur Analyse am Fluoreszenzmikroskop enthélt
(Buchwalow und Bocker, 2010).

Durch chemische Synthese von organischen Verbindungen mit einer groeren Zahl an
konjugierten Doppelbindungen (welche auf chemisch/physikalischer Ebene fiir die
fluoreszenten Eigenschaften verantwortlich sind) konnten weit auseinanderliegende
Absorptions- und Emissionsspektra erreicht werden, wodurch eindeutige Signale bei
Doppelfarbungen moglich sind (vgl. Sekundér-Antikorper Alexa Fluor) (Lichtman und
Conchello, 2005).

Der Farbstoff tdTomato ist ein stark rot fluoreszierendes Reporterprotein, das hiufig im
Lineage Tracing Anwendung findet (siehe 1.5.2 und 1.5.3) (Kretzschmar und Watt,
2012). Zur Anfiarbung der DNA innerhalb der Gewebeschnitte wurde der
Fluoreszenzfarbstoff 4°,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) genutzt. DAPI reagiert nicht
iiber eine Antigen-Antikorper-Reaktion, sondern bindet verstarkt an das Basenpaar

Adenin und Thymin der DNA (Kapuscinski und Szer, 1979).

1.7 Konfokalmikroskopie

Die Konfokalmikroskopie unterscheidet sich in ihrer Funktionsweise grundsitzlich von
der konventionellen Mikroskopie und bietet diverse Vorteile. Das konfokale Mikroskop
bildet das darzustellende Objekt nicht wie ein konventionelles Mikroskop komplett als
Bild ab, sondern bestrahlt das Objekt punktweise mit Laserlicht. Ein komplettes Bild wie

beim konventionellen Mikroskop erhdlt man dann, wenn das Objekt relativ zum
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feststehenden Laser entlang der x- und y-Achse bewegt wird und die Einzelpunkte dann
zu einem groferen Bild zusammengerechnet werden. Der besondere Aufbau des
konfokalen Mikroskops ermdglicht es, Gewebeschnitte mit einer gewissen Schichtstirke
und im Gegensatz zum konventionellen Mikroskop in jeder Schicht scharf und
kontrastreich darzustellen (Inoué, 2006). Bei Mehrfachfirbungen kommt es beim
konventionellen Mikroskop im Gegensatz zur Konfokalmikroskopie zu unscharfen
Verwaschungen. Aufgrund der Moglichkeit jede Schicht eines Priparates scharf
darzustellen, eréffnet ein optisches Durchfahren des Gewebes entlang der z-Achse die
Moglichkeit (nach Zusammenrechnen der verschiedenen Ebenen), dreidimensionale
Modelle oder scharfe, unverwaschene Summationsaufnahmen zu erzeugen (Wilhelm et

al., 2001),

1.8 Zielsetzungen der Dissertation

Daten verschiedener Forschungsgruppen zeigen, dass hepatische Sternzellen keine
homogene Zellpopulation darstellen und beschreiben unterschiedliche Sternzellsubtypen
im Lebergewebe (Dobie et al., 2019; Rosenthal et al., 2021; Wang et al., 2021; Payen et
al., 2021). Schwiering (2019) identifizierte mit Hilfe einer unter der Kontrolle des
SMMHC-Promotors stehenden, induzierbaren Cre-Mauslinie bisher unbekannte, im
Leberlappen ungleichmiBig verteilte SMMHC/tdTomato exprimierende Sternzellen (im
Folgenden auch SMMHC/tdTomato" Sternzellen). Daraus ergab sich die Frage nach:

- Verteilung der SMMHC/tdTomato”™ Sternzellen im Leberldppchen unter
physiologischen und fibrotischen Bedingungen

Schwiering (2019) postulierte die Zonierung der SMMHC/tdTomato® Sternzellen,
prasentierte jedoch keine eindeutigen Belege. Aus diesem Grund waren folgende Punkte

Untersuchungsgegenstinde dieser Arbeit:
- Nachweis der Zonierung der SMMHC/tdTomato" Sternzellen

- Nachweis von Zellmauserung (kontinuierlicher Ersatz durch Proliferation) der

SMMHC/tdTomato" Sternzellen unter Beibehaltung der Zonierung
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- Identifizierung einer eventuellen Progenitorzellnische der SMMHC/tdTomato™

Sternzellen

Sternzellen spielen in der fibrotischen Reaktion eine wichtige Rolle und differenzieren
im aktivierten Zustand zu Myofibroblasten (Ballardini et al., 1988; Geerts et al., 1989;
Friedman, 2008). Schwiering (2019) formulierte die Theorie, Zone 1-HSC konnten
moglicherweise Sternzellen ersetzen, die aufgrund vorangegangener Verletzungen zu
Myofibroblasten differenziert sind, und dadurch die Funktionalitit der Leber

aufrechterhalten. Diese Theorie sollte in dieser Arbeit untersucht werden:

- Differenzierung von SMMHC/tdTomato" Sternzellen zu Myofibroblasten
In der Literatur wird die Interaktion von Sternzellen und Endothelzellen bei der
fibrotischen Kapillarisierung diskutiert (DeLeve, 2015). Die Funktion der
SMMHC/tdTomato" Sternzellen ist bislang unbekannt, weshalb folgender Aspekt

untersucht wurde:

- Rolle der SMMHC/tdTomato" Sternzellen in der Kapillarisierung
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Material und Methoden

2.1 Ethik- und Tierversuchsvotum

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Tierversuche an genetisch verdnderten Méusen

durchgefiihrt. Die Arbeit mit den Miusen im Rahmen des Projekts lief unter der

Antragsnummer AZ-55.2.2-2532-2-502 und wurde durch die Regierung von

Unterfranken genehmigt. Bei den in der Arbeit verwendeten Tieren handelt es sich um

von Herrn Professor Dr. Andreas Friebe bereitgestellte Méuse der Linie Lrat-Cre und

SMMHC-CreER2,
2.2 Material

2.2.1 Arbeitsgeriite

2.2.1.1 Hardware
Geritetyp
Kryostat
Lichtmikroskop
Konfokales Mikroskop
Fluoreszenzmikroskop
Beleuchtungssystem
Fluoreszenzmikroskop
Kontrollpanel
Fluoreszenzmikroskop
Kamera
Fluoreszenzmikroskop
Kontrollbox

Fluoreszenzmikroskop
Vortex

Ph-Meter
Elektrode Ph-Meter

Farbekisten

Bezeichnung
CM 3050s
020-435.028
TCS SP5/SP8
DM6 FS

pE-4000

STP8000

sCMOS pco.edge

CTR6

Vortex-Genie 2

G1500
GE 114-WD
ROTILABO ®
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Hersteller

Leica Microsystems GmbH
Ernst Leitz Wetzlar GmbH
Leica Microsystems GmbH
Leica Microsystems GmbH

CoolLED Ltd.

Leica Microsystems GmbH

Excelitas PCO GmbH

Leica Microsystems GmbH

Thermo Fisher Scientific
GmbH

GHM Messtechnik GmbH
GHM Messtechnik GmbH

Simport Scientific Inc.
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Geritetyp
Feinwaage

Magnetriihrer

Pipetten

2.2.1.2 Software

Software

Leica Application Suite X (LAS X)

VisiView

Microsoft Excel 2022

Microsoft Powerpoint 2022

Bezeichnung
R160P

RH basic 2
Transferpette™ S 200 pl
Research® plus 1000 pl

Research® plus 2,5 pl

Hersteller

Sartorius Corporate
Administration GmbH
IKA® GmbH & Co. KG
Brand GmbH & Co.KG
Eppendorf SE
Eppendorf SE

Entwickler

Leica Microsystems GmbH

VisitronSystems GmbH

Microsoft Corporation

2.2.2 Verbrauchsmaterial

Beschreibung

Objekttrager

Kryoeinbettformen

Kiéltespray

Einbettmedium fiir
Kryoleberschnitte
Schnittklingen fiir
Kryostaten

0,2 um PES-Membran
Filter fiir PBS
Immersionsol

Konfokales Mikroskop

Bezeichnung

Superfrost™ Plus Control Slides
Tissue Tek® Cryomold®; Grofle:
15 mm *15 mm *5 mm und

10 mm *10 mm *5 mm

Kalte 75

Tissue Tek® O.C.T™ Compound

Leica DB8O LS

Filtropur S 0,2

Immersol™
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Microsoft Corporation

Hersteller

Epredia Europe GmbH

Sakura Finetek GmbH

CRC Industries Europe
BVBA

Sakura Finetek GmbH
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Beschreibung Bezeichnung
Stift fiir hydrophobe

) ImmEdge® Pen
Barriere

Hersteller

Vector Laboratories

Schraubrohren (50ml, 15ml), Reagiergefdfe (2 ml, 1,5 ml) und Pipettenspitzen (1000 pul,

200 pl, 10 pl) wurden von der Firma Sarstedt AG & Co.KG bezogen. Spritzen (BD

Plastipak™) verschiedener Volumina und Kaniilen 27G x % wurden von der Firma

Becton Dickinson GmbH bezogen.

2.2.3 Chemikalien

Bezeichnung

Isofluran

Natriumhydroxid (NaOH)
Trition X-100

Tamoxifen

Miglyol ® 812
Tetrachlorkohlenstoff (CCly)
Normal Donkey Serum (NDS)
Saccharose

Salzséure

2.2.4 Losungen

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) 10x
Salz
KClI
KH>POg4
Na;HPO4
NaCl

Hersteller

CP-Pharma mbH

Thermo Fisher Scientific GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Cayman Chemical Inc.

Apotheke des Uniklinikums Wiirzburg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Biowest Inc.

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Chemsolute — Th. Geyer GmbH & Co. KG

Menge
20¢g
24¢
144 ¢
80,0 g
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Die Salze wurden mit Hilfe einer Feinwaage abgewogen und in ca. 900 ml destilliertem
Wasser unter stindigem Riihren geldst. Das restliche Volumen wurde auf 1 Liter mit

destilliertem Wasser aufgefiillt und der pH auf 7,4 mit Hilfe von Natronlauge eingestellt.

Paraformaldehvd (PFA) 4%

Chemikalie Menge Hersteller
Paraformaldehyd 40¢g Sigma-Aldrich Chemie GmbH

900ml PBS 1x wurde im Laborabzug auf eine Temperatur von 60°C erhitzt und darin
unter stindigem Riihren 40g Paraformaldehyd gelost. AnschlieBend wurde auf 1 Liter mit
PBS 1x aufgefiillt und der pH auf 6,9 mit Hilfe von Natronlauge eingestellt.

Mowiol
Chemikalie Menge Hersteller
DABCO 2,5% Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Glycerol 300 g Merck KGaA
H>O 30 ml -
Mowiol 12,0 g Carl Roth GmbH & Co.KG
0,2 M Tris pH 8,5 60 ml Sigma-Aldrich Chemie GmbH

2.2.5 Antikorper - Immunhistochemie

2.2.5.1 Primére AntikOrper

Antikorper Verdiinnung Wirt Identifizierung
Anti-alpha smooth Abcam

muscle actin (4nti- 1:400 Hase Cat# ab32575,

aSMA) RRID: AB:_ 722538
Anti-Cytokeratin 19 Abcam Cat# ab133496,
(Anti-CK19) 1300 Hase RRID:AB 11155282
Anti-Platelet-derived R and D Systems
growth factor receptor 1:200 Ziege Cat# AF1042,

beta (Anti-PDGFRp) RRID:AB 2162633
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Anti-Nerve growth factor
receptor (Anti-NGFR)
Anti-smooth muscle
myosin heavy chain

(Anti-SMMHC)

Anti-Laminin

Anti-CD34

Anti-Glutamin-

Synthetase (4nti-GS)

Anti-Desmin

1:200 Ziege
1:200 Hase
1:200 Hase
1:50 Hase
1:200 Hase
1:200 Ziege

2.2.5.2 Sekundire Antikorper

Antikorper

R and D Systems Cat#
AF1157, RRID: AB 2298561
Abcam

Cat# ab53219,

RRID: AB 2147146

Acris Antibodies Cat#
BP8037, RRID: AB 1004495
Abcam Cat# ab81289,

RRID: AB_1640331

Abcam Cat# ab16802,

RRID: AB 302521
Antibodies-Online

Cat# ABIN33486,

RRID: AB 10779881

Verdiinnung Identifizierung

Invitrogen, Donkey anti-Rabbit IgG
(H+L) Highly Cross-Absorbed Secondary 1:500
Antibody, Alexa Fluor ™ 647

Invitrogen, Donkey anti-Goat IgG (H+L)
Highly Cross-Absorbed Secondary 1:500
Antibody, Alexa Fluor ™ 647

Invitrogen, Alexa Fluor ™ 488 Donkey

anti-Rabbit IgG (H+L)

1:500

2.2.6 Fluoreszenzfarbstoff — DAPI

Bezeichnung
4’,6-Diamidino-2-
phenylindol (DAPI)

Verdiinnung

1:1000
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Thermo Fisher Scientific
Cat# A-31573,
RRID: AB 2536183

Thermo Fisher Scientific
Cat# A32849TR,

RRID: AB 2866498
Thermo Fisher Scientific

Cat#t A-21206,
RRID: AB 2535792

Hersteller

AppliChem GmbH
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2.3 Methoden

2.3.1 Zucht und Genotypisierung

Die gewlinschten Mauslinien mit entsprechendem Genotyp wurden durch die Verpaarung
zweier heterozygoter Weibchen im Alter von 8-45 Wochen mit einem heterozygoten
Mainnchen im Alter von 7-52 Wochen generiert. Im Alter von 18-21 Tagen wurden die
Nachkommen von der Mutter abgesetzt und genotypisiert.

In dieser Arbeit wurden Experimente mit einer unter dem SMMHC-Promotor stehenden
induzierbaren CreER™-Mauslinie mit tdTomato als Reporterfarbstoff durchgefiihrt
(SMMHC-CreER™/tdTomato Mauslinie). Der verwendete Ail4 Stamm (B6;129S6-
Gt(ROSA)26Sortm14(CAG-tdTomato)Hze/J; Jackson #007908) beherbergt das
tdTomato-Gen im Gt(ROSA)26Sor Lokus. Vor dem tdTomato-Gen befindet sich ein mit
LoxP-Stellen markiertes Stopcodon. Durch Kreuzung des Ail4 Stamms mit einer
Mauslinie, welche die induzierbare Cre-Rekombinase CreER™ unter dem SMMHC-
Promotor exprimiert, wurde eine induzierbare ~SMMHC-CreER™/tdTomato
Reportermauslinie generiert. Durch Kreuzung des Ail4 Stamms mit einer Mauslinie,
welche die Cre-Rekombinase konstitutiv unter dem Lrat-Promotor exprimiert, wurde
wiederum die nicht-induzierbare Reportermauslinie Lrat-Cre tdTomato erzeugt (Tabelle

2).

Tabelle 2: Generierte tdTomato-Reporterméuse
Mauslinie mit tdTomato-Gen wurde mit Mauslinie, die (1) eine durch Tamoxifen induzierbare Cre-
Rekombinase unter Kontrolle des SMMHC-Promotors exprimiert, gekreuzt. (2) konstitutiv eine Cre-

Rekombinase unter Kontrolle des Lrat-Promotors exprimiert, gekreuzt.

Reporter Farbstoff | Cre-Linie Spezifitit
SMMHC- Glatte Muskulatur/Perizyten (Deaton et
1 | tdTomato o
CreER™ al., 2023)/HSC (Schwiering, 2019)
HSC/Glatte Muskelzellen (Mederacke
2 | tdTomato Lrat-Cre
et al., 2013)
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Die Genotypisierung erfolgte nach Gewebegewinnung durch Ohrstanzen und
Amplifikation der aus dem Gewebe gewonnenen DNA mittels Polymerase-
Kettenreaktion und anschlieBender Gelelektrophorese. Aufgrund der Lokalisation des
SMMHC-Cre Gens auf dem Y-Chromosom wurden nur ménnliche SMMHC-CreER™?

Versuchstiere fiir die Experimente herangezogen.

2.3.2 Haltung

Die Tierhaltung im Rahmen dieser Arbeit erfolgte artgerecht und entsprechend den
geltenden gesetzlichen Bestimmungen. Zur Haltung wurden zwei unterschiedliche
Kifigmodelle vom Makrolon-Typ II und Typ III genutzt, deren Boden mit Tiereinstreu
in Form von Holzspénen bedeckt war. Den Tieren stand dauerhaft reichlich Wasser und
Nahrung (Nagerstandarddiit (Altromin 1320)) zur Verfiigung, die regelméBig gewechselt
beziehungsweise aufgefiillt wurden. Als Spielzeug lagen ein Eierkarton, eine Kartonrolle

sowie Zellulosepapier in jedem Kifig vor.

2.3.3 Tamoxifen-Injektion

Tamoxifen vermittelt (siche 1.5.2) das Losen der Cre-Rekombinase vom HSP90,
wodurch die Cre-Rekombinase das vor dem tdTomato-Gen befindliche Stopcodon
ausschneiden kann (Scherrer et al., 1993; Verrou et al., 1999).

Dafiir wurde den Mausen im Alter von sechs bis acht Wochen Tamoxifen (1 mg (gelost
in Miglyol ® 812)) an fiinf aufeinanderfolgenden Tagen intraperitoneal verabreicht. Die
Identifikation von Zellen mit einem aktiven SMMHC-Promotor zum Zeitpunkt der

Tamoxifen-Injektion ist somit moglich.

2.3.4 CCls-Injektion

Da in dieser Arbeit nicht nur das Verhalten und die Funktion der Zone 1-HSC unter
physiologischen, sondern auch unter pathophysiologischen Bedingungen untersucht
werden sollte, wurde zur Induktion der Fibrose CCls herangezogen. Die intraperitoneale
Applikation von CCls dreimal pro Woche fiihrt nach vier Wochen zu einer ausgepragten
Fibrose (Scholten et al., 2015). Die zehntdgige Gabe fiihrt zu einer initialen fibrotischen
Reaktion. In Rahmen dieser Arbeit erfolgte dreimal in der Woche eine intraperitoneale
Injektion von CCls mit einer Dosis von 1 pl pro g Korpergewicht fiir 10 Tage bzw. 4
Wochen.
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2.3.5 Euthanasierung und Priparatfixierung

Die Versuchstiere wurden zunichst entsprechend der geltenden Regularien aus dem
Tierstall in das Labor tiberfiihrt. Nach Narkotisierung mittels Isofluran wurde die Maus
durch zervikale Dislokation euthanasiert. Nach Erfassen des Mausgewichts erfolgte die
Entnahme der Leber. Hierflir wurde zunichst der Bauchraum zugénglich gemacht, die
Vena cava inferior identifiziert und mittels Schnitts erdffnet. Die Portalvene wurde
aufgesucht und 3-5 ml filtrierte phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) in die Portalvene
injiziert, um die Gefdfstrukturen und das angrenzende Lebergewebe auszuwaschen. Nach
Sichtkontrolle iiber erfolgreiche Spiilung der Leber anhand der erdffneten Vena cava
inferior erfolgte der Ersatz der PBS durch 3-5 ml 2%iges filtriertes Paraformaldehyd
(PFA). Das Organ wurde nun entnommen und anschlieend die Gallenblase freiprapariert
und entfernt. Nach Waschen der Leberoberflidche in filtrierter PBS erfolgte das Wiegen
der Leber und die Fixierung in 2%igem, filtriertem PFA in vorbereiteten Schraubréhren.
Das Organ wurde bis zur Weiterverarbeitung in 2%igem, filtriertem PFA im Kiihlschrank
fiir 2-4 Stunden gelagert. Daraufhin erfolgte ein 20%iges Saccharosebad iiber Nacht.

Fiir die Experimente wurde der laterale Anteil des linken Leberlappens genutzt (Lobus
hepatis sinister lateralis). Das Préparat konnte nun mit Tissue Tek® O.C.T™ Compound
in  Kryoeinbettschdlchen eingebettet und nach durchfrieren im Kryostaten

weiterverarbeitet oder zur spateren Verwendung im Gefrierschrank gelagert werden.

2.3.6 Anfertigung von Gewebsschnitten am Kryostaten

Der Kryostat wurde arbeitstiglich auf eine Arbeitstemperatur von -22°C
(Kammertemperatur) und -13°C (Objekttemperatur) eingestellt. Nach Auffrieren des
eingebetteten Gewebes auf der Objektplatte wurden 25-30 um dicke Schnitte des
Lebergewebes angefertigt. Zwei Gewebeschnitte wurden auf einen Objekttrager
iibertragen und stichprobenartig die Schnittqualitidt wahlweise unter dem Lichtmikroskop
oder Fluoreszenzmikroskop tiberpriift. Darauffolgend wurden die Objekttrager fiir einige
Minuten bei Kammertemperatur gelagert. AnschlieBend wurden die Schnitte in
Objekttragerboxen einsortiert, auf Eis in Kiithlboxen zum Gefrierschrank transferiert und

dort bis zur immunhistochemischen Farbung bei -20°C aufbewahrt.
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2.3.7 Immunhistochemisches Firbungsprotokoll

Die nach dem in 2.3.6 beschriebenen Vorgehen gewonnenen Gewebeschnitte wurden
nach mindestens eintigiger Lagerung in der Tiefkiihltruhe bei -20°C fiir sieben Minuten
bei Raumtemperatur aufgetaut. Darauthin erfolgte die Fixierung der ausgewihlten
Gewebe mittels 2%igen, gefiltertem PFA fiir sieben Minuten. Nach dreimaligem
Waschen mit gefiltertem PBS erfolgte das Umkreisen der Schnitte moglichst nah am
Gewebeschnitt mittels Barrierestift, um eine hydrophobe Barriere zu erzeugen und ein
Verlaufen der aufgebrachten Losungen zu verhindern. Danach wurde der Blockpuffer
(10% Normal Donkey Serum in 0,3% Triton X-100 (filtriert)) innerhalb der hydrophoben
Barriere auf das Gewebe aufgebracht (pro Gewebeschnitt ca. 150 pl), mit dem Ziel,
unspezifische Bindungsstellen im Gewebe zu blocken. Nach einer Inkubationszeit von 60
Minuten bei Raumtemperatur wurden die Objekttrager erneut mit gefiltertem PBS
gewaschen. Nach Kontrolle der hydrophoben Barriere auf Unterbrechungen und
etwaigem Nachziehen dieser mit dem Barrierestift wurde der entsprechende primaire
Antikorper aufgebracht (pro Gewebeschnitt ca. 150 pl). Die Primér-Antikdrper wurden
in der Tabelle 2.2.5.1 gezeigten Verdiinnung mit dem gefilterten Blockpuffer verdiinnt.
Die mit Primédr-Antikorper inkubierten Gewebe wurden in einer lichtundurchldssigen, mit
Wasserdampf geséttigten Box platziert und {iber Nacht bei 4°C im Kiihlschrank gelagert.
Am Folgetag wurden die Gewebe dreimalig mit gefiltertem PBS gewaschen, bevor der
entsprechende, wirtskompatible Sekundér-Antikérper in der Verdiinnung 1:500
zusammen mit DAPI in der Verdiinnung 1:1000 (verdiinnt in filtriertem Blockpuffer) fiir
60 Minuten aufgebracht wurde. Die Inkubation des Sekundir-Antikorpers erfolgte zum
Schutz der Fluorophore in einer lichtundurchldssigen Objekttragerbox bei
Raumtemperatur. Nach dreimaligem Waschen mit gefiltertem PBS wurden die Praparate
mit Mowiol eingedeckelt und die Deckgléser an den Randern mit zwei kleinen Tropfen
Nagellack auf dem Objekttriager fixiert. Bis zur Untersuchung unter dem konfokalen
Mikroskop wurden die Objekttrager in lichtundurchlidssigen Objekttragerboxen im
Kiihlschrank bei 4°C gelagert.

2.3.8 Immunfluoreszenzmikroskopie

Zur Charakterisierung der Zone 1-HSC ist eine geeignete Methode notwendig, welche

die Lokalisation der Zellen im Gewebe und gleichzeitig Expression von
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Proteinen/Molekiilen zu unterschiedlichen Zeitpunkten und Bedingungen darstellen
kann. Geeignet hierfiir ist die Immunfluoreszenzmikroskopie. Genutzt wurde der

Modelltyp TCS SP5/SP8 der Firma Leica Microsystems GmbH.

2.4 Statistik

Da die Charakterisierung eines Sternzellensubtyps erfolgte und grundlegende Fragen zur
Funktion in dieser Orientierungsstudie beantwortet werden sollten, fand vor allem eine
deskriptive Auswertung der gewonnenen Daten statt. Die dargestellten Daten sind

reprasentativ. Fiir jede Versuchsreihe wurden mindestens N=3 Versuchstiere untersucht.
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Ergebnisse

3.1 Sternzellmarker

Zu Beginn der Untersuchungen sollten Sternzellen im Lebergewebe anhand géngiger
immunhistochemischer HSC-Marker visualisiert werden. Mederacke et al. (2013)
beschrieben, dass mit Hilfe einer Reportermauslinie, in welcher die Cre-Rekombinase
unter Kontrolle des Lrat-Promotors steht, 99% der hepatischen Sternzellen markiert
werden konnen. Da Sternzellen PDGFRp exprimieren (Heldin et al., 1991), wurden
Gewebeschnitte von Lrat-Reporterméusen mit priméren Antikdrper gegen PDGFRf
inkubiert (Abbildung 4).

Die Kolokalisation (gelb) von PDGFR(- (griin) und tdTomato-Signal (rot) ist zu
erkennen. Eine gleichméfige Verteilung der HSC iiber das gesamte Leberldppchen ist
ersichtlich. Die Sternzellen zeigen morphologisch feine Ausldufer. Neben einzelnen
Sternzellen sind im Schnittbild auch Gefdf3strukturen zu erkennen, die ebenfalls durch
tdTomato und den PDGFRp-Antikorper markiert wurden. Eine Unterscheidung der
GefaBstrukturen von Sternzellen ist jedoch aufgrund der optischen Darstellung als
lumenartige Struktur und ihrer Lokalisation gut mdglich (markiert mit ,,G*), weshalb

PDGFRJ in weiteren Experimenten als Marker fiir HSC verwendet wurde.

3.2 Verteilung der SMMHC/tdTomato* Sternzellen im Leberldppchen

Im Folgenden ist die Verteilung der SMMHC/tdTomato" Sternzellen im Leberldppchen
gezeigt. Hierfir wurden SMMHC-CreER"?/tdTomato Reportermduse 30 Tage nach
Tamoxifengabe euthanasiert, Gewebeschnitte hergestellt und anschlieBend mit
Antikorper gegen PDGFRp inkubiert (Abbildung 5).

Es lasst sich feststellen, dass SMMHC/tdTomato® Zellen PDGFRf exprimieren (weille
Pfeile). Durch die typische Morphologie und Lokalisation im Gewebe, sind
SMMHC/tdTomato" Sternzellen von glatter Muskulatur der Gefdf3e gut abzugrenzen.
Erkennbar ist auBlerdem, dass ein Teil der PDGFRB" Sternzellen kein tdTomato
exprimiert (blaue Pfeile). Zudem ist ersichtlich, dass SMMHC/tdTomato™ HSC scheinbar
zoniert und nicht wie PDGFRB" Sternzellen gleichmidfig tiber das gesamte

Leberlappchen verteilt sind (vgl. auch Abbildung 4).
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PDGFRS -

Abbildung 4: Lrat-Cre/tdTomato-Reportermaus und Sternzellmarker PDGFRf

Gewebeschnitte mit Tamoxifen behandelter Lrat-Cre/tdTomato-Reportermause wurden hergestellt und
mit Antikérper gegen PDGFRP (griin) und DAPI (blau) inkubiert. tdTomato (rot) wurde nach
Tamoxifeninjektion exprimiert. Im Uberlagerungsbild ist zu erkennen, dass PDGFRB" Zellen tdTomato
exprimieren (Kolokalisation = gelb) (weile Pfeile). Gefafle sind mit,,G* markiert. A zeigt durch tdTomato

und Anti-PDGFRf markierte Sternzellen in niedriger Vergroferung, B in hoher Vergréflerung.
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Abbildung 5: SMMHC/tdTomato* Sternzellen mit moglicher Zonierung

Gewebeschnitte mit Tamoxifen behandelter SMMHC-CreER™/tdTomato-Reporterméuse wurden
hergestellt. tdTomato (rot) wurde nach Tamoxifeninjektion exprimiert. Die Gewebeschnitte wurden
auBerdem mit Antikorper gegen PDGFRP (griin) angefirbt. Im Uberlagerungsbild sind griine (=HSC)
(blaue Pfeile) und gelb/rote Signale (Kolokalisation des tdTomato-Signal der SMMHC/tdTomato™ HSC
mit Signalen des PDGFR-Antikorpers) zu erkennen (weille Pfeile). SMMHC/tdTomato* HSC scheinen

zoniert. Gefialle sind mit ,,G* markiert.

Da einige PDGFRp" Sternzellen kein tdTomato exprimieren, existierten im Lebergewebe
anscheinend Sternzellen, deren SMMHC-Promotor zum Zeitpunkt der Tamoxifengabe
aktiv war (=SMMHC/tdTomato"/PDGFRB" HSC), sowie Sternzellen, deren SMMHC-
Promotor zum Zeitpunkt der Tamoxifeninjektion nicht aktiv war (=SMMHC/tdTomato"
/PDGFRB" HSC). Moglich ist, dass SMMHC/tdTomato™ HSC einen HSC-Subtyp der
PDGFRf" Sternzellen darstellen und anhand eines aktiven SMMHC-Promotors von
anderen Sternzellen mit inaktivem SMMHC-Promotor unterschieden werden konnen.
Wire dies der Fall, miissten auch bei einem groBeren zeitlichen Abstand zwischen
Tamoxifengabe und Euthanasierung (hier nur 30 Tage) Sternzellen nachweisbar sein, die

ausschlieBlich PDGFRf exprimieren.
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Offen bleibt aulerdem, ob die beobachtete Zonierung der SMMHC/tdTomato”™ HSC
lediglich ein Ergebnis des gewidhlten Euthanasierungszeitpunktes ist und daher nur eine
Momentaufnahme darstellt, oder die Zonierung auch iiber eine léngere

Beobachtungsspanne hinweg erhalten bleibt.

3.3 Lineage Tracing der SMMHC/tdTomato* Sternzellen

Mit einem Lineage Tracing Experiment sollte deshalb die Zonierung der
SMMHC/tdTomato" Sternzellen, die bereits von Schwiering (2019) postulierte wurde,
untersucht werden. Fir die Versuchsreihe wurde SMMHC-CreER™/tdTomato
Reportermiusen 6-8 Wochen nach Geburt Tamoxifen verabreicht und die Tiere
anschlieend an Tag 0 (d0), Tag 3 (d3), Tag 10 (d10), Tag 20 (d20), Tag 30 (d30), Tag
180 (d180) und Tag 360 (d360) nach Tamoxifengabe euthanasiert. Die gewonnenen
Gewebeschnitte wurden zunichst nicht mit Primér- und Sekundirantikdrpern inkubiert
und lediglich die Signale des Farbstoffs tdTomato (rot) ausgewertet, der von
SMMHC/tdTomato" Sternzellen in entsprechenden Reporterméusen exprimiert wird
(Abbildung 6).

Eine  Proliferation von SMMHC/tdTomato" Sternzellen ist {iber den
Beobachtungszeitraum nachweisbar und deutet auf stattfindende Zellmauserung hin.
Zudem sind SMMHC/tdTomato" Sternzellen in den Gewebeschnitten der Reporterméuse
zu allen ausgewihlten Zeitpunkten zoniert, sogar ein Jahr nach Tamoxifengabe ist die
Zonierung der SMMHC/tdTomato Zellen belegbar.

Da die Zonierung auch ein Jahr nach Tamoxifengabe besteht, ist damit auch gezeigt, dass
SMMHC/tdTomato” HSC einen HSC-Subtyp der PDGFRp" Sternzellen darstellen, weil
PDGFRp" Sternzellen iiber das gesamte Leberldappchen nachgewiesen werden kénnen

(vgl. Abbildung 5) und SMMHC/tdTomato"™ Sternzellen zoniert sind.
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Abbildung 6: Lineage Tracing der SMMHC/ tdTomato* Sternzellen

Gewebeschnitte mit Tamoxifen behandelter SMMHC-CreER"*/tdTomato-Reporterméiuse wurden
hergestellt. A: Die Méuse wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten (Tag 0 (d0), Tag 3 (d3), Tag 6 (d10),
Tag 10 (d10), Tag 20 (d20), Tag 30 (d30), Tag 180 (d180) und Tag 360 (d360)) nach Tamoxifengabe
euthanasiert und die Gewebeschnitte auf die Verteilung der SMMHC/tdTomato" Sternzellen untersucht.

B: Es zeigt sich ein Turnover und eine Zonierung der SMMHC/tdTomato™ Sternzellen.
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3.4 SMMHC/tdTomato" Sternzellen mit Zonenmarkern

Schwiering (2019) lokalisierte SMMHC/tdTomato" Sternzellen tentativ in Zone 1 des

Leberazinus, was im Folgenden iiberpriift werden sollte. Zundchst wurde Glutamin-
Synthetase (GS) als Marker ausgewihlt, welcher Hepatozyten um die Zentralvene
markiert (Gebhardt und Mecke, 1983). Abbildung 7 ldsst griin markierte Hepatozyten um

die Zentralvene erkennen.

Abbildung 7: Entfernte Lage der SMMHC/tdTomato" Sternzellen von Zentralvenen

Gewebeschnitte mit Tamoxifen behandelter SMMHC-CreER"*/tdTomato-Reporterméiuse wurden
hergestellt und mit Antikdrper gegen GS inkubiert. Hepatozyten um die Zentralvene sind durch die
Antikorperfiarbung gut zu erkennen. SMMHC/tdTomato* Sternzellen befinden sich nicht nahe der

Zentralvene.

Deutlich sichtbar ist, dass SMMHC/tdTomato® Sternzellen nicht in den durch GS
angefarbten Arealen nahe der Zentralvene nachweisbar sind. SMMHC/tdTomato" Zellen,
die im Bereich der durch GS angeféirbten Bereiche identifiziert werden konnen, stellen
glatte Muskelzellen der Zentralvenen dar.

Dobie et. al. (2019) beschrieben Portalvenen-assozierte Sternzellen (PaHSC), die im

Bereich der Protalvenen des Leberldppchens lokalisiert sind und durch Nerve growth
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factor receptor (NGFR) Marker markiert werden kdnnen. Da auch SMMHC/tdTomato"
Sternzellen in der Portalvenen-nahen Zone 1 des Leberazinus vermutet wurden (vgl.
Schwiering, 2019), sollte im Folgenden iberpriift werden, ob es sich bei
SMMHC/tdTomato” HSC um PaHSC handelt. In einem Gewebeschnitt einer 30 Tage
nach Tamoxifengabe euthanasierten Maus, sind durch NGFR-Antikdrper markierte

PaHSC erkennbar (Abbildung 8).

Abbildung 8: Zonierte Verteilung der SMMHC/tdTomato* HSC
Gewebeschnitte mit Tamoxifen behandelter d30 SMMHC-CreER"*/tdTomato-Reportermiuse wurden

hergestellt und mit Antikérper gegen NGFR (griin) inkubiert. Das tdTomato-Signal kolokalisiert mit dem
NGFR-Signal (weile Pfeile; glatte Muskelzellen der Geféle ,,G* ausgenommen). Richtung Zentralvene
(G) sind keine tdTomato-Signale (glatte Muskelzellen der Gefafle ,,G* ausgenommen) zu erkennen,

dahingegen jedoch NGFR*/tdTomato™ Sternzellen (blaue Pfeile).

tdTomato- und NGFR-Signale kolokalisieren (weile Pfeile). Auffillig ist jedoch, dass
mittelstdndige, NGFR" Zellen kein SMMHC/tdTomato exprimieren (blaue Pfeile). Offen
bleibt dadurch, ob es sich bei den SMMHC/tdTomato™ Sternzellen um eine
Subpopulation der NGFR" PaHSC handelt. Aus diesem Grund sollte in einem weiteren

Experiment untersucht werden, ob, zu einem spiteren Euthanasierungszeitpunkt, die
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exklusiv NGFR exprimierenden Zellen ein tdTomato Signal zeigen. Daher wurden
Gewebeschnitte von SMMHC-CreER"?/tdTomato-Reporterméusen untersucht, die 180

Tage nach Tamoxifengabe euthanasierten wurden (Abbildung 9).

— 200 ym =—

Abbildung 9: SMMHC/tdTomato* HSC stellen Subpopulation der PaHSC dar

Gewebeschnitte mit Tamoxifen behandelter d180 SMMHC-CreER™/tdTomato-Reportermiuse wurden
hergestellt und mit Antikorper gegen NGFR (griin) inkubiert. NGFR" Zellen Richtung Zentralvene (G)
exprimieren kein tdTomato (blaue Pfeile). SMMHC/tdTomato™ HSC sind folglich Subpopulation der
PaHSC.

Wie in Abbildung 8 sind auch hier durch NGFR-Antikorper markierte Portalvenen-
assoziierte HSC identifizierbar (vgl. Dobie et al. (2019)) und tdTomato- und NGFR-
Signale kolokalisieren. Auch in Abbildung 9 ist erkennbar, dass mittelstindige, durch
Anti-NGFR markierte Zellen kein SMMHC/tdTomato exprimieren (blaue Pfeile).
SMMHC/tdTomato" Sternzellen stellen demnach eine Subpopulation der Portalvenen-
assozierten NGFR exprimierenden HSC dar. Daher werden SMMHC/tdTomato"

Sternzellen im Weiteren als ,,Zone 1-HSC* bezeichnet.
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3.5 Progenitorzellnische der Zone 1-HSC

Betrachtet man Abbildung 6 fillt auf, dass tdTomato-Signale (= Zone 1-HSC) iiber die
Zeit zunehmen. In Tieren, die kurz nach Tamoxifengabe (Tag 0) euthanasiert wurden,
exprimieren nur wenig Zellen tdTomato (sieche Abbildung 6B und 10).

Die gezeigte Proliferation deutet auf die Anwesenheit von Progenitorzellen und deren
Proliferation, sowie Migration deren Tochterzellen iiber die Zeit hin. Zone 1-HSC-
Tochterzellen wiirden demnach von den Vorlauferzellen ausgehend ins Lebergewebe
migrieren. Da zum Zeitpunkt der Tamoxifeninjektion der SMMHC-Promotor in Zone 1-
HSC aktiv war, miissten einige der wenigen tdTomato-Signale, der an Tag 0 nach
Tamoxifengabe euthanasierten Maduse, von den Progenitorzellen der Zone 1-HSC
stammen.

Im Folgenden sollte daher der Bereich des Leberldppchens eingegrenzt werden, der die
moglichen Vorlduferzellen beherbergt. Auf Annahme, dass die Vorlduferzellen der Zone
I-HSC im Bereich des Portalfelds liegen konnten, wurde das Gallengangepithel mit
Antikorper gegen Cytokeratin 19 (CK19) (griin) angefarbt (Jain et al., 2010), da
Gallengénge und das dazugehorige Gallengangepithel Bestandteil der portalen Trias im
Periportalfeld sind (Abbildung 10 A und B). Tatsdchlich zeigt Abbildung 10, dass durch
tdTomato rot markierte Zone 1-HSC verstirkt im Bereich des Gallengangepithels

identifizierbar sind.

3.6 SMMHC-Expression der Zone 1-HSC

Interessanterweise zeigen Sternzellen, die von Fibroblasten und glatten Muskelzellen in
einem t-distributed Stochastic Neighbor Embedding (tSNE)-Cluster anhand ihrer
Genexpression unterschieden werden, kaum Expression von SMMHC (Myhl1) (Dobie
et al., 2019). Da diese Feststellung kontriar zu den Ergebnissen dieser Arbeit schien,
sollten im folgenden Versuchsteil Zone 1-HSC durch einen Antikorper gegen SMMHC
identifiziert werden. Dafiir wurden Gewebeschnitte der SMMHC-CreER™/tdTomato
Reportermaus, die an Tag 6 nach letzter Tamoxifeninjektion euthanasiert wurde, mit
SMMHC-Antikorper inkubiert (Abbildung 11). Aufgrund prélimindrer Daten (vgl.
Schwiering, 2019) war zu erwarten, dass das SMMHC-Antikorper-Signal in einer

Einzelaufnahme gering und schwer zuordenbar ist. Daher wurde eine
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Abbildung 10: Progenitorzellnische der Zone 1-HSC

Gewebeschnitte von unmittelbar nach Tamoxifengabe euthanasierten SMMHC-CreER"?/tdTomato-
Reportermiusen wurden hergestellt und mit Antikérper gegen CK 19 (griin) inkubiert (A: Gewebeschnitt
in niedriger VergroBerung; B: Gewebeschnitt in hoher Vergroferung). Zellkerne der Zone 1-HSC
(tdTomato/DAPI (blau)") wurden markiert (weille Pfeile). Zone 1-HSC sind vor allem in der Region des
Gallengangepithels (griin) zu identifizieren (blaue Pfeile). Dies legt die Lage einer eventuellen

Progenitorzellnische in diesem Bereich nahe.
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SMMHC

Abbildung 11: Differenzen in der SMMHC-Expression der Zone 1-HSC

SMMHC-CreER"*/tdTomato-Reportermiuse wurden an Tag 6 nach letzter Tamoxifengabe euthanasiert
und Gewebeschnitte mit Antikoérper gegen SMMHC (griin) angeférbt. Eine Kolokalisation ist anhand der
Gelbfarbung ersichtlich. Auffallig ist, dass vor allem Zone 1-HSC in der Néhe des Portalfelds eine hohe
Expression von SMMHC aufweisen (2; blaue Pfeile). Zellen entfernt vom Portalfeld weisen eine geringere

SMMHC-Expression auf (1; violette Pfeile). Das erkennbare Portalfeld ist mit (P) eingezeichnet.
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»Z-Stack“-Summationsaufnahme durchgefiihrt. Zone 1-HSC kénnen durch SMMHC-
Antikorper angefarbt werden und exprimieren daher SMMHC. Es scheint allerdings
Differenzen in der Expression von SMMHC zu geben. In der Néhe des Periportalfeldes
sind Zone 1-HSC mit starker SMMHC-Antikorper-Farbung zu identifizieren (weiller
Kasten 2, blaue Pfeile). Je groBer die Entfernung vom Periportalfeld wird, desto geringer

scheint die Anzahl der gebundenen Antikorper (weiller Kasten 1, violette Pfeile).

3.7 Zone 1-HSC in der Leberfibrose

Um die Funktion der Zone 1-HSC besser zu verstehen, wurden im folgenden Abschnitt
Zone 1-HSC unter fibrotischen Bedingungen untersucht. HSC werden in der Literatur
generell als Quelle fiir Myofibroblasten beschrieben (Mederacke et al., 2013), dennoch
deuteten prilimindre Daten eine ausbleibende Differenzierung der Zone 1-HSC zu
Myofibroblasten an (Schwiering, 2019). Schwiering (2019) formulierte die Theorie, Zone
1-HSC konnten moglicherweise Sternzellen ersetzen, die aufgrund vorangegangener
Verletzungen zu Myofibroblasten differenziert sind, und dadurch die Funktionalitét der
Leber aufrechterhalten. Zone 1-HSC hétten also, der Theorie folgend, bei anreihenden
fibrotischen Reaktionen das Potential zu Myofibroblasten zu differenzieren.

Zur Untersuchung der Zone 1-HSC in der Fibrose wurde deshalb nach dem in Abbildung

12 gezeigten Schema vorgegangen:

Tamofxifen >CC714 4 Wochen
Gruppe 1 LI RN ERN NN
1. Fibrose 1t :

T ifi CCl1 4 Wochen 1 Wocheé
Gruppe 2 1 SEEENEREE RN
uflésung ]{

Tamoxifen CCl, 4 Wochen 1 Woche 1 Woche
Gruppe 3 L AEEEENRENEEN Ll
2. Fibrose i

.'.

Abbildung 12: CCls Behandlungsprotokoll

Allen Tieren wurde im Alter von 6-8 Wochen Tamoxifen injiziert. Nach weiteren 30 Tagen begann das
CCls-Behandlungsprotokoll. Gruppe 1 wurde 4 Wochen dreimal wochentlich CCla verabreicht. Gruppe 2
erhielt nach der vierwdchigen CCls-Behandlung eine Regenerationszeit von einer Woche. Gruppe 3 folgte
dem Behandlungsprotokoll von Gruppe 2, nach der Regenrationszeit erfolgte nochmals dreimalig die

Injektion von CCla. In allen Gruppen schloss sich nach dem CCls-Protokoll die Euthanasierung () an.
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In allen Gruppen wurde den Tieren iiber 4 Wochen dreimal wochentlich CCly injiziert.
Nach 4 Wochen wurde die erste Tiergruppe euthanasiert (Gruppe 1 = 1. Fibrose). In
Tiergruppe 2 erfolgte die Euthanasierung nach einer Regenerationszeit von einer Woche
(Gruppe 2 = Auflosung). Tiergruppe 3 folgte dem Protokoll von Gruppe 2, allerdings
wurde nach der Regenerationswoche erneut eine Woche CCls (3-mal wochentlich)
verabreicht. Danach erfolgte auch die Euthanasierung der dritten Tiergruppe (Gruppe 3 =
2. Fibrose).

Abbildung 13 zeigt in der 1. Fibrose iiber das gesamte Leberldppchen verteilt tdTomato-
Signale. Die Zonierung der Zone 1-HSC ist also nach Fibroseinduktion durch CCl4
aufgelost. Auch nach einwochiger Regeneration (Auflosung) ist tdTomato nicht nur in
Zone 1, sondern auch in Zone 2 und 3 nachzuweisen. In der Gruppe der 2. Fibrose ist das
tdTomato-Signal wie in Gruppe 1 und 2 ebenfalls in Zone 2 und 3 des Leberazinus
identifizierbar.

Da beantwortet werden sollte, ob Zone 1-HSC zu Myofibroblasten differenzieren, wurde
aSMA als Marker fiir Myofibroblasten verwendet (Ramadori et al., 1990). Abbildung 14
stellt mit aSMA-Antikorper inkubierte Gewebeschnitte der Gruppen 1, 2 und 3 dar. Im
Gewebeschnitt der 1. Fibrose ist ein starkes aSMA-Signal als Zeichen einer ausgeprigten
fibrotischen Reaktion im Randbereich des Leberldppchens zu erkennen. Nach
einwdchiger Unterbrechung der CCls-Behandlung ist in Gruppe 2 (Auflosung) ein
deutlicher Riickgang des aSMA-Signals zu verzeichnen, was auf einen Riickgang von
Myofibroblasten hinweist. In der Gruppe der 2. Fibrose sind erneut, wie nach der 1.
Fibrose, aSMA-Signale im Randbereich des Leberldppchens zu erkennen, was wiederum
auf eine fibrotische Reaktion hindeutet.

Die Expression von aSMA durch Zone 1-HSC wurde in hoherer Vergrof3erung betrachtet.
Dabei sind um die Portalfelder Bereiche mit aSMA-Signalen erkennbar (Abbildung 15).
In keiner der Gruppen (1. Fibrose, Auflosung, 2. Fibrose) ist nachzuweisen, dass Zone 1-
HSC aSMA exprimieren. Zone 1-HSC nehmen demnach in keiner der Versuchsgruppen
(1. Fibrose, Auflosung, 2. Fibrose) an der fibrotischen Reaktion als Myofibroblasten teil.
Da auch nach erneuter Fibroseinduktion (2. Fibrose) keine Differenzierung der Zone 1-
HSC zu Myofibroblasten nachweisbar ist, konnte die von Schwiering (2019) aufgestellte

Theorie (s.0.) widerlegt werden.
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Kontrolle 1. Fibrose

Auflésung 2. Fibrose

= 200 um = = 200 um =

Abbildung 13: Auflosung der Zonierung der Zone 1-HSC nach CCls-Behandlung und Auslosung
einer fibrotischen Reaktion

Gewebeschnitte mit Tamoxifen und CCls behandelter SMMHC-CreER"/tdTomato-Reportermiuse
wurden hergestellt. Das CCls-Behandlungsprotokoll variierte ((Kontrolle = nicht CCls behandelt),
(Gruppe 1 = 1. Fibrose), (Gruppe 2 =Auflésung der Fibrose), (Gruppe 3 = 2.Fibrose)). Die Zonierung der
Zone 1-HSC ist nach CCls-Behandlung unter fibrotischen Bedingungen aufgelost.

42



Ergebnisse

Kontrolle 1. Fibrose

200 pm =

Abbildung 14: Fibroseinduktion in SMMHC-CreER"?/tdTomato-Reportermaus

Gewebeschnitte mit Tamoxifen und CCls (siehe 3.7) behandelter SMMHC-CreER"*/tdTomato-
Reportermiuse wurden hergestellt und mit aSMA-Antikérper inkubiert. Die Fibroseinduktion im Bereich
der Portalfelder ist in Gruppe 1 und 3 erkennbar (Fibrosemarker: a«SMA). Gruppe 2 zeigt eine Auflosung

der Fibrose. Die Kontrollgruppe wurde nur mit Tamoxifen behandelt, eine CCls-Injektion erfolgte nicht.
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1. Fibrose Auflésung

— 100 pm 100 pm

2. Fibrose

Abbildung 15: Ausbleibende Differenzierung der Zone 1-HSC zu Myofibroblasten

Gewebeschnitte mit Tamoxifen und CCls (siche 3.7) behandelter SMMHC-CreER"*/tdTomato-
Reportermiuse wurden hergestellt und mit aSMA-Antikorper inkubiert. Zellkerne der Leberzellen sind
mit DAPI (blau) angefarbt. o SMA-Expression ist in Gruppe 1 und 3 erkennbar. Zone 1-HSC exprimieren

in keiner der Gruppen 1-3 aSMA (weile Pfeile). Zone 1-HSC wandeln sich demnach nicht in
Myofibroblasten um.
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3.8 Zone 1-HSC wihrend der frithen fibrotischen Reaktion

Im vorherigen Kapitel wurde gezeigt, dass Zone 1-HSC in der Fibrose ihre Zonierung
verlieren und nicht zu Myofibroblasten differenzieren. Im folgenden Versuchsteil sollen
Zone 1-HSC zu einem frithen Zeitpunkt der Fibrose untersucht werden. Die Tiere wurden
dafiir an Tag 10 nach viermaliger CCls-Gabe euthanasiert.

Abbildung 16 zeigt deutlich, dass Zone 1-HSC unter frithen fibrotischen Bedingungen
kein aSMA exprimieren (weile Pfeile). Demnach differenzieren Zone 1-HSC auch zu
einem frithen Zeitpunkt der Fibrose nicht zu Myofibroblasten (griin). Zudem ist die

Zonierung der Zone 1-HSC bereits nach viermaliger CCls-Gabe aufgelost.

=200 pm = > 5 A = 100pm —

Abbildung 16: Zone 1-HSC differenzieren auch in friiher Fibrose nicht zu Myofibroblasten

SMMHC-CreER™/tdTomato-Reportermiuse wurde mit Tamoxifen behandelt und nach viermaliger CCls-
Gabe an Tag 10 euthanasiert. Die Gewebeschnitte wurden mit Antikdrper gegen aSMA inkubiert (griin).
Zone 1-HSC exprimieren kein aSMA und differenzieren daher nicht zu Myofibroblasten. Eine
Kolokalisation von aSMA und tdTomato (gelb) ist ausschlieBlich in den glatten Muskelzellen

nachzuweisen (weiller Pfeil).

Werden Gewebeschnitte der mit CCls und Tamoxifen behandelten Reporterméuse mit
Antikorper gegen PDGFRp inkubiert (Abbildung 17), ist eine grole Ansammlung von
PDGFRB/SMMHC" Zellen im Bereich der Portalfelder zu erkennen. Zone 1-HSC
akkumulieren dahingegen nicht im Bereich der Portalfelder, obwohl Myofibroblasten
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=200 pm = +300 pm

Abbildung 17: Zonierung der Zone 1-HSC auch in friiher Fibrose aufgelost

Eine SMMHC-CreER"%/tdTomato-Reportermaus wurde mit Tamoxifen behandelt und nach viermaliger
CCls-Gabe an Tag 10 euthanasiert. Nach Inkubation mit PDGFRp-Antikdrper (griin) ist eine
Akkumulation der PDGFRB" tdTomato Sternzellen im Bereich des Portalfeldes erkennbar. Zone 1-HSC

verlieren ihre Zonierung und zeigen keine verstirkte Akkumulation im Bereich des Portalfeldes (weile
Pfeile).

normalerweise wihrend der fibrotischen Reaktion direkt in der fibrotischen Narbe
lokalisiert sind (Brenner et al., 2012). Die Lokalisation der Zone 1-HSC unterscheidet
sich demnach deutlich von der Stelle des Lebergewebes, an der Myofibroblasten in der
Fibrose zu erwarten sind.

Zone 1-HSC differenzieren zusammenfassend also weder zum Zeitpunkt einer frithen
Fibrose noch in der 1. Fibrose und 2. Fibrose aus 3.7 zu Myofibroblasten. Au3erdem sind
sie in der Fibrose nicht dort lokalisiert, wo aktivierte Sternzellen normalerweise zu

erwarten sind, weshalb die Frage nach ihrer Funktion aufgeworfen wird.
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3.9 Zone 1-HSC und die sinusoidale Kapillarisierung

Sternzellen gelten als Perizyten der Leber (Hellerbrand, 2013). AuBlerdem ist von
Perizyten bekannt, dass sie mit ihren Ausldufern Kapillaren umschlingen, wodurch sie
die GefaBweite regulieren konnen (Rucker et al., 2000), weshalb in diesem Versuchsteil
die Rolle von Zone 1-Sternzellen bei der fibrosebedingten sinusoidalen Kapillarisierung
untersucht wird.

Als Kapillarisierungsmarker wurde zunidchst Laminin an Gewebeschnitten von mit CCly
behandelten Maiusen genutzt. Unter fibrotischen Bedingungen wird das
Basalmembranprotein  Laminin  verstdrkt exprimiert und weist damit auf
Kapillarisierungsvorgiange der Sinusoide hin (Hahn et al., 1980; Su et al., 2021).

Mit Laminin-Antikorper inkubierte Gewebeschnitte der Kontrollgruppe zeigen, dass die
Laminin-Expression unter nicht fibrotischen Bedingungen nur im Bereich der Gefal3e des

Portalfeldes und der Zentralvene nachzuweisen ist (Abbildung 18). In Gewebeschnitten

Kontrolle Fibrose

i

Laminin _ Laminin

150 pm = 7 i . | - 200 pum ~

Abbildung 18: Zone 1-HSC und Kapillarisierungsmarker Laminin

SMMHC-CreER™/tdTomato-Reportermiuse wurden nach 12maliger CCls-Gabe (4 Wochen) bzw. keiner
CCls-Gabe (Kontrolle) euthanasiert, Gewebeschnitte hergestellt und mit Laminin-Antikorper (griin)
inkubiert. Kontrolle: Nur gro8kalibrige Gefafle zeigen Laminin-Expression. Fibrose: Laminin-Expression

ist septal, im Bereich der Portalfelder und angrenzenden Sinusoide erhoht (weille Pfeile).
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der mit CCls behandelten 1. Fibrose-Gruppe (aus 3.7) ist eine Laminin-Expression nicht
mehr nur auf die Zentralvenen und Gefil3e des Portalfeldes beschriankt, sondern auch
septal und im Bereich der Portalfelder mit angrenzenden Sinusioden erkennbar (weiller
Pfeil). Die denovo Laminin-Expression deutet auf die Ausbildung einer Basalmembran
hin und damit auf die Entstehung von geschlossenen Kapillaren (= sinusoidale
Kapillarisierung).

Abbildung 19 stellt Gewebeschnitte der mit CCls behandelten Versuchstiere in hoher
VergroBBerung dar. Zu erkennen sind Zellkorper der Zone 1-HSC, sowie deren feine
Auslaufer, welche kreisrunde, Laminin-exprimierende Sinusoide umschlieBen. Es lasst
sich vermuten, dass Zone 1-HSC mdglicherweise in der Kapillarisierung die Rolle eines
vaskuldren Perizyten einnehmen. Jedoch sind nicht alle Laminin-exprimierenden
Sinusoide auch von Ausldufern der Zone 1-HSC Zellkorper umgeben. Vermuten ldsst
sich daher, dass die durch Laminin angezeigte Ausbildung einer Basalmembran dem
Umschlingen durch die Zone 1-HSC vorausgeht.

Neben Laminin wurde zudem auch CD34 als Kapillarisierungsmarker eingesetzt. CD34
ist ein Transmembranprotein, das unter anderem in Endothelzellen exprimiert wird und
in der Leber in kapillarisierten Sinusoiden nachzuweisen ist (Couvelard et al., 1993). In
der Kontrollgruppe ist lediglich eine schwache CD34-Expression nachweisbar. In
Gewebeschnitten der mit CCl4 behandelten Mause, ist die CD34-Expression dahingegen
septal und im Bereich der Portalfelder erhoht und weist somit auf eine Kapillarisierung
der Sinusoide hin (Abbildung 20). In hoher VergroBerung war es mit der Anti-CD34-
Farbung jedoch im Gegensatz zur Anfarbung der Gewebeschnitte mit Laminin-
Antikorper nicht moglich, kreisrunde, kapillarisierte Sinusoide nachzuweisen (Abbildung
21). Demnach war es auch nicht moglich das Umschlingen der kapillarisierten Sinusoide

durch die Auslaufer der Zone 1-HSC-Zellkorper anhand dieses Markers zu bestétigen.

3.10 Kapillarisierung und Zone 1-HSC unter friithen fibrotischen Bedingungen

AbschlieBend wurden Zone 1-HSC zu einem frithen Zeitpunkt der Fibrose unter der
Verwendung von Laminin-Antikorper untersucht (Abbildung 22A). Auch in der frithen

Fibrose ist die Laminin-Expression vor allem im Bereich der Portalfelder gestiegen, was
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Abbildung 19: Umschlingen der kapillarisierten Sinusoide durch Ausliufer der Zone 1-HSC-

Zellkorper

Zu erkennen sind durch Laminin-Antikorper (griin) markierte kapillarisierte Sinusoide (weile Pfeile).
Auslaufer der Zone-1-HSC-Zellkdrper umschlingen die kapillarisierten Sinusoide (rosa Pfeile). Einige
kapillarisierte Sinusoide werden allerdings nicht von Zone 1-HSC umschlossen (tiirkisfarbene Pfeile).
Zone 1-HSC nehmen méglicherweise in der Kapillarisierung die Rolle eines vaskuldren Perizyten ein.

Die Ausbildung einer Basalmembran geht anscheinend dem Umschlingen durch Zone 1-HSC voraus.
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Kontrolle Fibrose

Abbildung 20: Zone 1-HSC und Kapillarisierungsmarker CD34
SMMHC-CreER"*/tdTomato-Reportermiuse wurden nach 12-maliger CCls-Gabe (4 Wochen) bzw.
keiner CCly-Gabe (Kontrolle) euthanasiert. Gewebeschnitte wurden hergestellt und mit CD34-Antikérper
(griin) inkubiert. Kontrolle: CD34-Expression ist kaum nachweisbar. Fibrose: CD34-Expression ist septal,
im Bereich der Portalfelder erhoht.

—_
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Abbildung 21: Ausbleibender Nachweis der Umschlingung von kapillarisierten Sinusoiden durch
Ausliufer der Zone 1-HSC-Zellkérper

In Gewebeschnitten, die mit Anti-CD34 angefarbt wurden, sind, im Vergleich zur Farbung mit Anti-
Laminin, kapillarisierte Sinusoide unzureichend markiert. Ein Nachweis der Umschlingung von
kapillarisierten Sinusoiden durch Ausldufer der Zone 1-HSC Zellkorper mit dem Marker CD34 bleibt

daher aus.
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Abbildung 22: Umschlingung der kapillarisierten Sinusoide durch Ausliufer der Zone 1-HSC-
Zellkorper in der friithen Fibrose

SMMHC-CreER"*/tdTomato-Reportermiuse wurden nach 4-maliger CClsi-Gabe (10 Tage) euthanasiert.
Gewebeschnitte wurden hergestellt und mit Laminin-Antikdrper (A) bzw. CD34-Antikorper (B) inkubiert.
A (Laminin): Ausldufer der Zone-1-HSC-Zellkdrper umschlingen die kapillarisierten Sinusoide bereits zu
einem frithen Zeitpunkt in der Fibrose (rosa Pfeile). Einige kapillarisierte Sinusoide werden allerdings
auch zu einem friihen Zeitpunkt der Fibrose nicht von Zone 1-HSC umschlossen (tiirkisfarbene Pfeile). B
(CD34): Zu einem frithen Zeitpunkt der Fibrose ist eine Expression von CD34 nur an den groBen Geféf3en

nachweisbar.
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wiederum auf eine Kapillarisierung hindeutet. Jedoch sind auch hier (vgl. 3.9) nicht alle
Laminin-exprimierenden Sinusoide von Ausldufern der Zone 1-HSC Zellkorper
umschlossen. Eine Expression von CD34 ist in den Gewebeschnitten septal und im
Bereich der Portalfelder mit angrenzenden Sinusioden nicht nachweisbar, lediglich die

grofBen Gefile sind durch CD34 schwach markiert (Abbildung 22B).
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Diskussion

Die hepatische Sternzelle wird auch als Perizyt der Leber bezeichnet (Pinzani et al., 1992;
Hellerbrand, 2013) und ist in aktvierter Form als Myofibroblast an der fibrotischen
Reaktion beteiligt (Mederacke et al., 2013). In den vergangenen Jahren wurden
verschiedene Sternzellsubtypen der Leber identifiziert (z.B. ,Portal vein-associated
(PaHSC) und ,,Central vein-associated HSC* (CaHSC) (Dobie et al., 2019)) (Rosenthal
etal., 2021; Wang et al., 2021; Payen et al., 2021). Auch prialimindre Untersuchungen der
Arbeitsgruppe Professor Friebe haben einen bisher nicht identifizierten Sternzellsubtyp
gezeigt, fiir welchen eine Zonierung im Lebergewebe postuliert (vgl. Schwiering, 2019),
jedoch noch nicht eindeutig nachgewiesen wurde. Daneben ist auch dessen Funktion nicht
abschlieBend geklart (Schwiering, 2019).

Der identifizierte Sternzellsubtyp zeichnet sich durch die Expression von tdTomato in
Abhingigkeit des SMMHC-Promotors aus und wurde deshalb in dieser Arbeit anhand
von Gewebeschnitte einer SMMHC-CreER"?/tdTomato-Reportermauslinie weitergehend
charakterisiert. Die postulierte Zonierung des identifizierten Sternzellsubtyps (vgl.
Schwiering, 2019) wurde anhand eines Lineage Tracing-Experiments unter
Zuhilfenahme diverser immunhistochemischer Marker iiberpriift und auf eine potentielle
Zellmauserung untersucht. Aullerdem wurde ein CCls-Fibrosemodell genutzt, um die
Differenzierung des identifizierten Sternzelltypen zu Myofibroblasten sowie die Rolle in
der sinusoidalen Kapillarisierung zu untersuchen. Dabei stellte sich unteranderem heraus,
dass eine Differenzierung zu Myofibroblasten ausbleibt, dafiir aber eine gefi3bezogene

Aufgabe des Subtyps in der Kapillarisierung mdglich scheint.

Zusammengefasst wurden in dieser Arbeit folgende Aspekte betrachtet und sollen daher

hier ausfihrlich diskutiert werden:

(1) Die Zonierung der SMMHC/tdTomato" Sternzellen (= Zone 1-HSC)
(2) Zellmauserung und potenzielle Progenitorzellnische der Zone 1-HSC
(3) Differenzierung der Zone 1-HSC zu Myofibroblasten

(4) Funktion der Zone 1-HSC
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4.1 Sternzellmarker

Wie bereits zu Beginn der Arbeit geschildert, stellt die Identifikation von Perizyten ein
Problem dar und kann meist nur durch einen Zusammenschluss an Kriterien erfolgen
(Lokalisation, Form, Genexpression) (Armulik et al., 2011). Dennoch zeigten Mederacke
et al. (2013) anhand von Flowzytometrie und immunhistochemischen Untersuchungen
(u.a. mit Anti-PDGFRp), dass 99% der Sternzellen mit einer Lrat-Cre Maus markiert
werden konnen und bestitigten Lrat als HSC-spezifischen Marker. PDGFRp ist als
Sternzellmarker etabliert (Henderson et al., 2013; Drinane et al., 2017), da er auf
Sternzellen im aktivierten und ruhenden Aktivititszustand zu finden ist (Wong et al.,
1994; Henderson et al., 2013; Shang et al., 2018).

Mit Hilfe eines gegen PDGFRp gerichteten Antikorpers konnten auch in dieser Arbeit
PDGFRJ als Marker fiir Sternzellen bestdtigt werden. Zusétzlich zu den HSC wurden
glatte Muskelzellen der Gefdlle durch den Antikorper markiert, diese konnten aber visuell

aufgrund ihrer Lumenstruktur und Lokalisation gut von Sternzellen abgegrenzt werden.

4.2 Nachweis der SMMHC/tdTomato* Sternzellen in Zone 1 des Leberazinus
(Zone 1-HSC)

Neben Payen et al. (2021), Wang et al. (2021), Rosenthal et al. (2021), Su et al. (2021)
und Dobie et al. (2019), zeigte auch diese Arbeit, dass Sternzellen nicht als funktionell
einheitlich und rdaumlich gleichméBig verteilt beschrieben werden konnen. Prilimindre
Untersuchungen (vgl. Schwiering, 2019) und das durchgefiihrte Lineage Tracing-
Experiment dieser Arbeit deuteten eine Zonierung der SMMHC/tdTomato™ HSC in der
Zone 1 des Leberazinus an.

Tatsachlich konnte anhand von zonenspezifischen Markern gezeigt werden, dass
SMMHC/tdTomato" Sternzellen ausschlielich in Zone 1 des Leberazinus zu
identifizieren sind. Aus diesem Grund wurde fir SMMHC/tdTomato" Sternzellen die
Bezeichnung ,,Zone 1-HSC* eingefiihrt.

Zur Demonstration der Zentralvenen-fernen Lage der Zone 1-HSC erfolgte die
Anfiarbung von Gewebeschnitten mit Antikorper gegen Glutamin-Synthetase (GS).
Durch einen spezifischen Antikorper gegen Glutamin-Synthetase kann eine kleine
Population von parenchymalen Leberzellen (Hepatozyten) um die Zentralvene markiert

werden (Gebhardt und Mecke, 1983), welche, dem Modell des Leberazinus folgend (vgl.
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Rappaport, 1976), Zone 3 spezifisch sind (Lamers et al., 1989). Da lediglich gezeigt
werden sollte, dass Zone 1-HSC nicht in Kontakt mit der Zone 3 des Leberazinus stehen,
war es fir die hier erfolgten Untersuchungen nicht von Relevanz, dass GS nur
Hepatozyten und nicht Sternzellen um die Zentralvene markiert (vgl. (Gebhardt und
Mecke, 1983).

Eine Lage in der Portalvenen-nahen Zone 1 des Leberazinus wurde fiir die Zone 1-HSC
vermutet. Dobie et al. (2019) wiesen mit Hilfe von Single-Cell RNA sequencing die
Existenz von ,,Portal vein-associated HSCs* (PaHSCs) sowie ,,Central vein-associated
HSCs* (CaHSCs) nach. Aus einem Pool von HSC-Genen wurden durch Dobie et al.
(2019) spezifische Markergene fiir die beiden Sternzelltypen PaHSC und CaHSC
ermittelt, NGFR stellte sich dabei als PaHSC spezifisch heraus. Um herauszufinden, ob
es sich bei Zone 1-HSC um PaHSC handelt, wurden mit dem Marker NGFR
Gewebeschnitte (Versuchstiere wurden an Tag 30 nach letzter Tamoxifengabe
euthanasiert) angefirbt und auf eine Kolokalisation mit dem tdTomato Signal der Zone
1-HSC untersucht. Wie in Abbildung 8 ersichtlich, exprimieren Zone 1-HSC NGFR.
Allerdings ist erkennbar, dass mittelstindige NGFR" Zellen kein tdTomato exprimieren.
Daraus ergab sich wiederum die Frage, ob Zone 1-HSC eine Subpopulation der NGFR*
Sternzellen darstellen. Aus diesem Grund wurden Versuchstiere an Tag 180 nach letzter
Tamoxifeninjektion euthanasiert und untersucht, ob alle NGFR" Zellen nun auch ein
tdTomato-Signal aufweisen. Es stellte sich heraus, dass auch nach 180 Tagen
mittelstindige NGFR" Zellen kein SMMHC/tdTomato exprimieren. Schlussfolgernd
handelt es sich bei Zone 1-HSC also um einen Sternzellensubtyp in der Zone 1 des
Leberazinus, der gleichzeitig einen NGFR" Subtyp der PaHSC darstellt.

Unter fibrotischen Bedingungen loste sich die Zone 1-spezifische Lokalisation dieses
HSC-Subtyps jedoch auf. Zone 1-HSC (d.h. tdTomato Signale) waren dann auch in Zone
2 und 3 des Leberazinus zu identifizieren. Nach Regeneration der Leber waren Zone 1-

HSC weiterhin iiber das gesamte Leberldppchen verteilt.

4.3 Progenitorzellnische der Zone 1-HSC

Das durchgefiihrte Lineage Tracing zeigte eine Zunahme an Zone 1-HSC im Zeitverlauf
an. Mit Hilfe des Markers CK 19 (wird im Gallengangepithel (Cholangiozyten) der Leber
exprimiert (Chu und Weiss, 2002)) konnte gezeigt werden, dass Zone 1-HSC zu einem
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frithen Zeitpunkt des Lineage Tracings vor allem im Bereich der Gallengdnge von
Portalfeldern identifizierbar sind. Eine Progenitorzellnische der Zone 1-HSC konnte also
ebenfalls in diesem Bereich lokalisiert sein.

Die Herkunft der embryonalen HSC ist viel diskutiert (Kiassov et al., 1995; Enzan et al.,
1997; Niki et al., 1999) und eine Progenitorzellnische bisher nicht bekannt. Allerdings
wurden fir Hepatozyten und Cholangiozyten sogenannte oval Zellen als
Progenitorzellen, ebenfalls in der Ndhe der Gallenginge, identifiziert (Evarts et al., 1996;
Yasui et al., 1997; Roskams et al., 1998; Theise et al., 1999). Oval Zellen sind im Bereich
der Hering-Kanéle nachzuweisen (Roskams et al., 2004; Katoonizadeh, 2017). Hering-
Kanile stellen wiederum den Ubergangsbereich zwischen Gallenkanilchen und
Gallengidngen am Randbereich der Portalfelder dar (Roskams et al., 2004; Roskams,
2006; Lilllmann-Rauch und Asan, 2019) und scheinen ein giinstiges Milieu fiir
Progenitorzellen von Hepatozyten und Cholangiozyten zu bieten. Zusammengenommen
mit den Ergebnissen dieser Arbeit scheint es moglich, dass die Progenitorzellnische der

Zone 1-HSC ebenfalls in diesem Bereich lokalisiert ist.

4.4 SMMHC-Expression der Zone 1-HSC

tdTomato markierte alle Zellen der SMMHC-CreER™/tdTomato-Mauslinie, in welchen
zum Zeitpunkt der Tamoxifengabe der SMMHC-Promotor aktiv war (vgl. Kretzschmar
und Watt, 2012). Gleichzeitig zeigte die Anfarbung der Gewebeschnitte mit Antikorper
gegen SMMHC aber, dass nicht alle Zone 1-HSC durch einen SMMHC-Antikorper
markiert werden koénnen und vor allem Portalfeldnahe Zone 1-HSC SMMHC
exprimieren. Erkldrend fiir die unterschiedliche Anfarbbarkeit der Zone 1-HSC konnte
ein gewandeltes Expressionsmuster mit verdnderter Aktivitit des SMMHC-Promotors
sein.

In Zellen, die durch tdTomato markiert wurden, war der SMMHC-Promotor zum
Zeitpunkt der Tamoxifeninjektion auf jeden Fall aktiv. Moglich ist, dass der SMMHC-
Promotor danach nicht weiterhin aktiv blieb, denn Zone 1-HSC wiren dann nicht durch
den SMMHC-Antikérper anfarbbar, die bereits markierten Zellen aber weiterhin
tdTomato".

Da vor allem Zone 1-HSC im Bereich des Portalfeldes durch den SMMHC-Antikdrper

markiert wurden, ldsst sich zusammengenommen mit den Ausfiihrungen in 4.3, welche
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die Lage einer eventuellen Progenitorzellnische der Zone 1-HSC um den Bereich des
Portalfeldes eingegrenzen, vermuten, dass es sich bei den mit SMMHC-Antikorper
markierten Sternzellen, um Vorlduferzellen der Zone 1-HSC handelt.

Interessanterweise zeigen bisher unverdffentlichte Daten der Arbeitsgruppe Professor
Friebe ein dhnliches Muster bei einer CreER™?/tdTomato Mauslinie, die unter Kontrolle
des PDGFR-Promotors steht. Auch hier konnten mit einem AntikOrper, der gegen
PDGFR gerichtet war, nicht alle tdTomato" Zellen angefirbt werden.

4.5 Zone 1-HSC sind keine Vorliufer von Myofibroblasten

Hepatische Sternzellen wurden als Hauptquelle fiir Myofibroblasten in der fibrotischen
Reaktion identifiziert (Mederacke et al., 2013), sind in der Wundheilung aktiv und nach
Verletzung wichtiger Bestandteil der korpereignen Reparaturmechanismen (Hinz et al.,
2007). Die ununterbrochene chronische Aktivierung von Myofibroblasten sorgt fiir eine
iiberméfige Akkumulation von EZM und ist dysfunktional (Hinz, 2016).

Prialimindre Daten deuteten an, dass Zone 1-HSC in der Fibrose iiberraschenderweise
nicht zu Myofibroblasten differenzieren (Schwiering, 2019). In dieser Arbeit sollte daher
die Differenzierung der Zone 1-HSC zu Myofibroblasten tiberpriift werden. Hierfiir
wurde aSMA als Myofibroblasten-Marker genutzt (Darby et al., 1990; Ramadori et al.,
1990; Friedman, 2008; Bochaton-Piallat et al., 2016).

4.5.1 Untersuchung der Zone 1-HSC auf Differenzierung zu Myofibroblasten

Durch Single-Cell-RNA-Sequencing gewonnene Daten lassen die funktionelle Einheit
der hepatischen Sternzellen hinterfragen und riicken die strukturelle und funktionelle
Heterogenitit von HSC in den Vordergrund (Dobie et al., 2019; Rosenthal et al., 2021;
Wang et al., 2021; Payen et al., 2021).

Payen et al., (2021) beschrieben so beispielsweise Sternzellpopulationen (Glypican-3
(GPC3)" Sternzellen und Dopamin-beta-Hydroxylase exprimierende (DBH)
Sternzellen), die sowohl anhand ihrer raumlichen Verteilung im Leberldppchen, als auch
in funktioneller Hinsicht differenzierbar sind. Die Zentralvenen- und Portalfeld-
assoziierten GPC3" Sternzellen, exprimieren verstirkt Gene, welche Relevanz im

Glycosaminogylkan-Stoffwechsel zeigen (Payen et al., 2021). DBH' Sternzellen
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dahingegen sind perisinusoidal lokalisiert und weisen ein fiir Immunzellen typisches
Genmuster auf (Payen et al., 2021).

Durch immunhistochemische Untersuchungen konnte im Rahmen dieser Arbeit
eindriicklich gezeigt werden, dass Zone 1-HSC nicht zu Myofibroblasten differenzieren
und sie demnach nicht nur anhand der rdumlichen Zonierung (Zone 1), sondern auch
anhand funktioneller Gesichtspunkte (ausbleibende Differenzierung zu Myofibroblasten)
von anderen Sternzellen abgrenzbar sind.

Schwiering (2019) formulierte die Theorie, Zone 1-HSC koénnten moglicherweise
Sternzellen ersetzen, die aufgrund vorangegangener Verletzungen zu Myofibroblasten
differenziert sind und dadurch die Funktionalitit der Leber aufrechterhalten. Der Theorie
folgend miissten Zone 1-HSC demnach auch das Potential besitzen, bei wiederholter
Verletzung zu Myofibroblasten zu differenzieren. Um diese Theorie zu iiberpriifen,
wurde im Rahmen der Arbeit ein Experiment entwickelt, in welchem zwei fibrotische
Reaktionen mit intermittierender Regenerationszeit aufeinander folgten. Nach Auslosung
der zweiten fibrotischen Reaktion differenzierten Zone 1-HSC jedoch nicht zu
Myofibroblasten und ersetzten Sternzellen nicht, die bereits in der vorherigen Fibrose zu
Myofibroblasten differenziert waren, womit Schwierings Theorie widerlegt werden
konnte.

Trotz des Nachweises einer ausbleibenden Differenzierung der Zone 1-HSC zu
Myofibroblasten, gilt es zu beachten, dass im Rahmen dieser Arbeit eine
Charakterisierung lediglich anhand eines Fibrosemodells (CCls) erfolgte. Wang et al.
(2021) richten die Aufmerksamkeit darauf, dass Sternzellen abhidngig vom verwendeten
Fibrosemodell (Gallengangligatur bzw. CCls) ein unterschiedliches funktionelles
Verhalten vorweisen konnen. Gezeigt wurde dies bei Transcription Factor 21 (Tcf21)-
CreER"™?/tdTomato-Reporterméusen (Tcf21 wurde als spezifische Marker von ruhenden
HSC identifiziert (Wang et al., 2021)), in welchen eine fibrotische Reaktion durch
Gallengangligatur bzw. CCls induziert wurde. Tcf21" Sternzellen, die insbesondere um
die portalen und zentralen Venen der Leber zu identifizieren sind, proliferierten bei mit
CCly induzierter Fibrose vor allem perizentral und wurden zu Myofibroblasten aktiviert.
Durch Gallengangligatur induzierte Fibrose hingegen zog eine Proliferation der periportal
gelegenen Tcf21" HSC sowie Aktivierung jener zu Myofibroblasten nach sich (Wang et
al., 2021).
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Fiir diese Arbeit kann daraus abgeleitet werden, dass weiterfithrende Untersuchungen der
Zone 1-HSC auch unter Zuhilfenahme anderer Fibrosemodelle (z.B. Gallengangligatur)
erfolgen miissen. Trotzdem kann, unabhéngig des gewédhlten Fibrosemodells, durch die
Ergebnisse dieser Arbeit festgehalten werden, dass Sternzellen nicht generell in der
Fibrose zu Myofibroblasten differenzieren.

Deshalb stellte sich die Frage nach der Funktion dieses Sternzellsubtyps. Initiativ erfolgte
aus diesem Grund die Untersuchung der Zone 1-HSC in der sinusoidalen Kapillarisierung

der Leber.

4.5.2 Untersuchung der Zone 1-HSC als Perizyten in Kapillarisierung

Prinzipiell stehen Endothelzellen im Fokus der GefaBdifferenzierung und -
remodellierung (Lee et al., 2007). Dennoch wird der Einfluss der hepatischen Sternzellen
auf die Angiogenese und den GefaBBumbau der Leber in der Literatur immer wieder
aufgegriffen (vgl. Thabut und Shah, 2010; Lee et al., 2007). Hepatische Sternzellen
spielen demnach in der fibrotischen Reaktion nicht nur eine Rolle als EZM-bildende
Myofibroblasten (Mederacke et al., 2013), sondern sind z.B. auch am sinusoidalen
GefaBumbau durch das Umwickeln von Sinusoiden beteiligt (Semela et al., 2008).

Um Zone 1-HSC in der Kapillarisierung zu untersuchen, wurde ein Antikorper gegen das
Basalmembranprotein Laminin als Marker eingesetzt (vgl. Hahn et al., 1980; Parise et al.,
1985; Su et al., 2021), da die Ausbildung einer Basalmembran im Zuge einer fibrotischen
Reaktion nachgewiesen werden kann (=Kapillarisierung der Sinusoide) (Schaffner und
Popper, 1963). Neben Laminin wurde zudem CD34 als Marker fiir
Kapillarisierungsvorgénge in der Leber genutzt (Desroches-Castan et al., 2019; Frachon
et al., 2001). CD34 ist ein Transmembranprotein (Lanza et al., 2001) und wird verstéarkt
in Folge der Kapillarisierung von LSECs exprimiert (Couvelard et al., 1993; Fischer et
al., 2008; Su et al., 2021).

Unter fibrotischen Bedingungen waren in den Ergebnissen dieser Arbeit ausgeprigte,
feine Fortsidtze der Zone 1-HSC-Zellkorper erkennbar, welche Sinusiode mit
ausgebildeter Basalmembran kreisrund umschlossen. Semela et al. (2008) beschreibt
parallel dazu, dass hepatische Sternzellen in der Fibrose verstarkt Sinusoide umwickeln,
wobei kritisch anzumerken ist, dass die Qualitét der mikroskopischen Aufnahmen, auf

welchen die Beobachtungen von Semela et al. (2008) fuBlen, als eher nicht
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zufriedenstellend einzustufen sind. Im Fokus der Untersuchungen von Semela et al.
(2008) stand allerdings PDGF. Mit Gallengangligatur wurde eine fibrotische Reaktion in
Versuchsméusen induziert, wobei sich zeigte, dass der PDGF-Inhibitor Imatinib eine
Reduktion der portalen Hypertension hervorruft. Gleichzeitig wurde der Fibrosegrad der
untersuchten Méause nicht verringert, obwohl gleichzeitig die Reduktion von aSMA*
Sternzellen nachweisbar war. Vermutet wurde daher, dass heterogene
Sternzellpopulationen existieren, von denen einige eher fibrotische Aufgaben und andere
eher gefillbezogene Aufgaben libernehmen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit untermauern die Vermutung von Semela et al. (2008), es
wiirden Sternzellen in der Leber existieren, die eher gefillbezogene Aufgaben haben, da
Zone 1-HSC in der Fibrose nicht zu Myofibroblasten differenzieren und nach
Fibroseinduktion Sinusoide umwickeln. Die Tatsache, dass Zone 1-HSC nach
Fibroseinduktion nicht direkt in der fibrotischen Narbe zu identifizieren sind, sondern
iiber das gesamte Leberldppchen verteilt, ist also moglicherweise durch den Aufbau
echter Kapillaren wéhrend der fibrotischen Reaktion zu begriinden. Diese Vermutung
unterstiitzend beschreiben auch Lee et al. (2007) die Notwendigkeit der Migration von
Sternzellen (wie es die Zonierungsauflosung von Zone 1-HSC darstellt), um in der
Fibrose das verstirkte Umwickeln der Sinusoide durch Sternzellen iiberhaupt zu
realisieren.

Im Kontrast dazu konnte durch die Anfarbung der Gewebeschnitte mit Antikorper gegen
CD34 das Umwickeln der Sinusoide durch Zone 1-HSC nicht untermauert werden, was
gegebenenfalls auf die durch den Marker markierten Strukturen zuriickzufiihren ist.
Couvelard et al. (1993) zeigte, dass durch Anti-CD34 hauptsichlich vereinzelte
Endothelzellen, insbesondere in der Peripherie der fibrotisch geschidigten Leber,
markiert werden, wohingegen Anti-Laminin kapillarisierte Sinusoide iiber das gesamte
Leberldppchen markiert. Couvelard et al. (1993) argumentierten, die liickenhafte
Expression von CD31 und CD34 (interzelluldire Adhésionsmolekiile) in der nicht
fibrotischen Leber wiirde der reduzierten Anzahl von Zell-Zell-Kontakten entsprechen,
die natiirlicherweise in diskontinuierlichen Kapillaren vorzufinden sind. Wahrend der
Fibrose sei zwar eine verstirke Expression von insbesondere CD31 (und CD34)
nachzuweisen, dennoch beobachteten auch Couvelard et al. (1993) eine nicht komplett

durchgéngige Expression von CD31 und CD34 entlang der Sinusoide.
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Dadurch konnte in einem Queranschnitt der Sinusoide mit CD34 als Marker das
Umwickeln durch Zone 1-HSC nur unzureichend dargestellt werden. Die Basalmembran
hingegen, welche durch Laminin-Antikorper markiert wird, ist kontinuierlich ausgebildet
und die Anfarbung damit nicht liickenhaft.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass die Ausldufer der Zone 1-HSC-Zellkorper
kapillarisierte Sinusoide umwickeln. Die Ausbildung einer Basalmembran scheint der
Migration von Zone 1-HSC vorauszugehen, da Zone 1-HSC stets Sinusoide mit
ausgebildeter Basalmembran umwickeln, aber gleichzeitig im Gewebeschnitt Sinusoide
mit Basalmembran zu identifizieren sind, welche nicht durch die Ausldufer der Zone 1-
HSC-Zellkorper umwickelt sind. Der Zusammenhang sollte in weiteren Untersuchungen
genauer betrachtet werden, auch unter Einbeziehung weiterer Kapillarisierungsmarker

und anderer Fibrosemodelle (z.B. Gallengangligatur).
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Zusammenfassung

Die im Rahmen der Arbeit erzielten Ergebnisse liefern neue Erkenntnisse iiber einen
neuen Sternzellsubtyp der murinen Leber. Bei Gewebeverletzung differenzieren
Sternzellen im Allgemeinen zu Myofibroblasten, welche Extrazelluldrmatrix
produzieren. Des Weiteren sind Sternzellen die Perizyten der Leber und spielen eine Rolle
in der Angiogenese und Gefalremodellierung.

Der in pralimindren Untersuchungen identifizierte Sternzellsubtyp zeichnet sich durch die
Expression von tdTomato in Abhédngigkeit des SMMHC-Promotors aus
(SMMHC/tdTomato" Sternzellen). In dieser Arbeit wurden SMMHC/tdTomato"
Sternzellen immunhistochemisch unter physiologischen und fibrotischen Bedingungen
untersucht.

Mit Hilfe von Lineage Tracing konnte =zunidchst die Zellmauserung der
SMMHC/tdTomato" Sternzellen gezeigt werden. Durch Leberzonen-spezifische Marker
wurde daraufhin nachgewiesen, dass SMMHC/tdTomato” Sternzellen in Zone 1 des
Leberazinus lokalisiert sind, weswegen diese Zellen im Weiteren ,,Zone 1-HSC* genannt
wurden. Als potenzielle Progenitorzellnische der Zone 1-HSC wurde das Portalfeld
eingegrenzt.

AuBerdem wurde die Funktion der Zone 1-HSC in der CCly-induzierten Leberfibrose
untersucht. Es stellte sich heraus, dass Zone 1-HSC bereits frith in der Fibrose die
Zonierung verlieren und diese auch nach Regenerationszeit nicht wiederhergestellt wird.
Es wurde nachgewiesen, dass Zone 1-HSC nicht zu Myofibroblasten differenzieren.
Stattdessen spielen Zone 1-HSC moglicherweise eine Rolle in der sinusoidalen

Kapillarisierung in Folge einer CCls-induzierten Fibrose.
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I Abkiirzungsverzeichnis

aHSC Aktivierte Sternzellen

CaHSC Zentralvenen-assozierte Sternzellen

CCly Tetrachlorkohlenstoff

CK19 Cytokeratin 19

Cre Cre-Rekombinase

CreERTT2 Ap mutierten Os_troggnre@ptor gekoppelte Cre-Rekombinase,
die durch Tamoxifen induzierbar ist

DAPI 4¢,6-Diamidin-2-phenylindol

DBH Dopamin-f-Hydroxylase

EZM Extrazellularmatrix

GPC3 Glypican 3

GS Glutamin-Synthetase

HSC Hepatic stellate cell = Hepatische Sternzelle

LoxP Locus of X-over of P1

Lrat Lecithin-Retinol-Acyltransferase

LSEC Liver sinusoidal endothel cell

NGFR Nerve growth factor receptor

NO-GC NO-sensitive Guanylyl-Cylcase

PaHSC Portalvenen-assozierte Sternzellen

PBS Phosphatgepufferte Salzlosung

PDGF Platelet-drived growth factor

PDGFRp Platelet-derived growth factor receptor 3

PFA Paraformaldehyd

gHSC Ruhende Sternzellen

SMMHC Smooth muscle myosin heavy chain

SMMHC- Induzierbare Cre-Rekombinase CreER™ unter Kontrolle des

CreER™tdTomato ~ SMMHC-Promotor mit tdTomato als Reporterfarbstoff
Zellen der SMMHC-CreER™tdTomato Reportermaus, die nach

SMMHC/tdTomato™ Tamoxifengabe tdTomato exprimieren
Tcf21 Transcription Factor 21

tdTomato Tandem dimer Tomato

TGFp transforming growth factor 3

tSNE T-distributed stochastic neighbor embedding

aSMA a-smooth muscle actin
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