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Zusammenfassung

Die Leberfibrose stellt eine komplexe Antwort auf eine chronische Langzeitschidigung unter-
schiedlicher Atiologie dar. Der Verlauf einer Fibrose und die mogliche Progression zur Zirrhose
werden durch individuelle, pridisponierende Faktoren beeinflusst. Die Prédisposition fiir kom-
plexe Erkrankungen wird in der Regel durch Kombinationen zahlreicher DNA-Sequenzvarianten
beeinflusst. Jedoch sind aufgrund der komplexen Regulation und biochemischer Interaktionen
der Einfluss von Expressionsunterschieden auf einen Phéanotyp weniger leicht zu erfassen als
Unterschiede in der DNA-Sequenz. Daher bedarf es innovativer Modellsysteme, um den Ein-
fluss der natiirlichen Genexpressionsvariation auf pathogene Phinotypen in vivo zu charakteri-

sieren.

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung des Einflusses einer unterschiedlichen Expression des
Transforming growth factor beta Rezeptors Typ 2 (TGFbRII) auf die Leberfibrose am Mo-
dell extrem exprimierender Mauslinien. Der TGFbRII gilt als limitierender Faktor in der Si-
gnaliibertragung des zentralen profibrogenen Zytokins TGF-/3. Wir wihlten aus rekombinanten
BXD-Inzuchtméusen, generiert aus den Elternstimmen C57BL/6J und DBA/2J, zwei Linien
mit grotmoglichem Unterschied in der basalen Leberexpression des TGFbRII aus. BXD13
reprisentierte niedrige, BXD24a hohe basale Expressionslevel des TGFbRII in unbehandelten
Lebern. Zur Fibroseinduktion schidigten wir die Lebern beider Linien iiber einen Zeitraum von
1 und 6 Wochen mit Tetrachlorkohlenstoff (CCly). Zur phénotypischen Charakterisierung der
Leberschidigung und Wundheilung wurden Zellschaden, Regeneration und Fibrogenese der
Leber mittels Quantifizierung von Apoptose (TUNEL), Proliferation (ki67) und Kollagengehalt

(Siriusrot) ermittelt.

Die Proliferationsaktivitit zeigte eine positive Korrelation mit der Expression des TGFbRII,
wihrend die Kollagenablagerung eine umgekehrte Tendenz zeigte. Hinsichtlich Apoptose konn-
te weder nach kurzzeitiger noch nach langzeitiger Schidigung ein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Mauslinien erfasst werden. Im Rahmen dieser Arbeit konnten wir also
zeigen, dass die basale hepatische Genexpression des TGFbRII mit Unterschieden fibroserele-
vanter Phiinotypen assoziiert ist. Das Expressionsniveau von TGFbRII spielt somit eine Rolle
im Rahmen der initialen Zellschidigung und Wundheilung, allerdings zusammen mit weiteren

modifizierenden Faktoren.
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Weitere Studien am Modell der extrem exprimierenden Mauslinien konnten zur Kldrung des
Einflusses von Expressionsvariationen bei chronischer Leberschiddigung beitragen. Zukiinftig
konnten durch die Erstellung eines individuellen genetischen Risikoprofils nicht nur das Risiko
zur Progression abgeschitzt werden, sondern auch therapeutische oder priventive Strategien

entwickelt werden.



Summary

Liver fibrosis is a complex wound healing response to chronic long-term damage of different
etiology. Progression of fibrosis to cirrhosis is influenced by individual predisposing genetic
factors. Increased susceptibility to complex disease is caused by combinations of multiple DNA
sequence variants. However, due to complex regulatory and biochemical interactions, the im-
pact of expression variation is less easy to determine than mere differences in DNA sequence.
Therefore, innovative model systems are required to analyse the impact of natural gene expres-

sion variation on pathogenic phenotypes in vivo.

The aim of this study was to analyse the impact of hepatic expression levels of transforming
growth factor beta receptor type 2 (TGFbRII) on various aspects of fibrogenesis in vivo using
extremely high or low expressing mouse lines as a model. TGFbRII constitutes the limiting
receptor in signal transduction of the central profibrogenic cytokine TGF-beta. We availed of
BXD recombinant inbred mice generated from paternal strains C57BL/6J and DBA/2J and cho-
se two lines with the greatest possible difference in the basal hepatic expression of TGFbRII.
Line BXD13 displayed low, and line BXD24a high expression levels. To induce liver fibrosis,
we damaged the livers of both lines with carbon tetrachloride (CCly) for 1 and 6 weeks, re-
spectively. For phenotypic characterization of liver injury and wound healing, we measured cell
damage, tissue repair and fibrogenesis by quantifying apoptosis (TUNEL), proliferation (ki67),

and collagen deposition (Sirius Red).

Hepatocyte proliferation were positively correlated with TGFbRII expression levels, whereas
collagen deposition showed a reverse trend. No differences between the two lines could be de-
tected with regard to apoptosis after short-term or long-term injury. In this study we demarcated
that different basal hepatic gene expression levels of TGFbRII are associated with subtle dif-
ferences of various relevant phenotypes for tissue repair and fibrogenesis. Thus, the expression
level of TGFbRII plays a role in the initial cell damage and wound healing, but in interaction

with other modifying factors.

Further studies using extremely expressing mouse lines as a model will help to clarify the impact
of expression variation during chronic liver damage. In the future the definition of individual
genetic risk profiles might not only allow to assess the risk of progression, but also to identify

new intervention targets and therapeutic strategies.
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Kapitel 1
Einleitung

1.1 Anatomie und Physiologie der Leber

Die Leber ist das groite Organ des Menschen und spielt durch ihre vielfiltigen Funktionen die
zentrale Rolle im Stoffwechsel. Neben der Aufgabe der Entgiftung wirkt die Leber durch ih-
re Synthese- und Metabolisierungsfunktion im Stoffwechsel der Proteine, Kohlenhydrate und
Lipide mit und tibernimmt die Synthese der primiren Gallensduren. Dariiber hinaus sorgt die
Leber fiir die Aufrechterhaltung des Hormon- und Vitaminhaushaltes und beteiligt sich an der
Immunabwehr und der Sdure-Basen-Regulation. Die spezifische anatomische Struktur der Le-
ber bildet die Basis fiir die vielfiltigen Funktionen. Die klassische anatomische Baueinheit der
Leber bildet das Leberldppchen. Das polygonale Leberldppchen enthélt in seinem Zentrum eine
Zentralvene, die Ecken werden durch die Portalfelder gebildet, in denen Aste der V. portae, A.
hepatica und des interlobulidren Gallenganges (Glisson-Trias) liegen. Zudem beinhaltet das Le-
berldppchen die Hepatozyten, die radidr in Hepatozytenbalken angeordnet auf die Zentralvene
zulaufen. Von den Portalfeldern aus erstrecken sich die Sinusoide, in denen das Blut aus der
A. hepatica und V. portae in Richtung der Zentralvene fliet. Die Hepatozytenbalken werden
durch die ebenfalls radidr verlaufenden Sinusoide getrennt [95]. Morphometrisch setzt sich das
Leberldppchen vorwiegend aus Hepatozyten zusammen (78 %), die Nichthepatozyten nehmen
einen Anteil von 6,3 % ein und der extrazelluldre Raum 16 %. Der Stoffaustausch zwischen den
Hepatozyten und den Sinusoiden findet im zwischen den beiden Strukturen gelegenen Disse-
Raum statt und wird durch die fehlende Basalmembran und das fenestrierte Endothel der Sinu-
soide erleichtert (siehe Abb. 1.1). Der Disse-Raum enthilt zudem Komponenten der EZM. Die

EZM setzt sich neben verschiedenen Kollagentypen zusammen aus Elastin, Glykosaminogly-
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kanen (z.B. Hyaluron), Proteoglykanen und adhisiven Glykoproteinen (z.B. Fibronektin) und
tibernimmt gemeinsam mit den Zellen wichtige Aufgaben zur Aufrechterhaltung der Gesamt-

funktion der Leber.

Hepatozyten
T

- Sternzelle
Disse-Raum 5
o> oo
% fenestriertes
@ E Endothel

Sinusoid

/

Kupffer-Zelle
Verlust der Mikrovilli

— | | T~ B

fl [l
nn extrazelluldre Matrix

@©/

- Verlust der Fenestrierung

aktivierte Sternzellen

Abbildung 1.1: Pathogenese der Leberfibrose (nach Friedman [35]). Die Abbildung zeigt die
Verdnderungen der hepatischen Struktur einer normalen Leber (A) im Laufe einer
fortschreitenden Fibrosierung (B). Die Aktivierung der hepatischen Sternzellen durch
chronische Schidigung der Leber fiihrt zu Verinderungen der EZM. Der Verlust der
Mikrovilli sowie die fehlende Fenstrierung bedingen eine zunehmende
Verschlechterung des Stoffaustausches sowie einen portalen Druckanstieg.

Die Komponenten der EZM unterstiitzen die anatomische Struktur und fordern interzelluldaren
Zusammenhalt und Kommunikation sowie die zelluldre Differenzierung [56]. Die Interaktion
zwischen der EZM und der Zellen findet dabei iiber Integrin- und nicht-Integrin-Rezeptoren
statt. Auf diesem Weg werden Adhision, Proliferation, Migration und das Uberleben der Zellen

durch die EZM beeinflusst. Andererseits kann auch die EZM durch die Zellen mittels Umbau
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und Neubildung beeinflusst werden [111]. Synthetisiert wird die EZM hauptsidchlich durch die
ebenfalls im Disse-Raum lokalisierten Sternzellen, die zusitzlich der Speicherung von Vitamin
A dienen und auch als Lipozyten oder Ito-Zellen bezeichnet werden. Ein weiterer wichtiger
Zelltyp der Leber sind die Kupffer-Zellen, die sich wandstindig in den Sinusoiden finden und
leberspezifische Makrophagen darstellen. Zusétzlich finden sich im sinusoidalen Lumen die so
genannten Pit-Zellen, leberassoziierte Lymphozyten mit Kontakt zu den Endothel- und Kupffer-

Zellen, die natiirlichen Killerzellen entsprechen [56].

1.2 Leberfibrose: Epidemiologie und Klinik

Fibrose ist eine Antwort der Leber auf chronische Schidigung und stellt einen dynamischen
Prozess dar, bei dem es zu einer vermehrten Ablagerung von in ihrer Zusammensetzung veridn-
derter extrazelluldrer Matrix (EZM), mit starker Zunahme der Kollagen-Typen I und III kommt
[95]. Die Lappchenstruktur der Leber sowie die Gefdiversorgung bleiben dabei erhalten. Die
Leberfibrose kann in eine irreversible Leberzirrhose iibergehen, allerdings ist der Ubergang
nicht obligat. Im Stadium der Leberzirrhose werden zusétzlich zur diffusen Vernarbung die
Lippchenstruktur der Leber und die Gefi3versorgung zerstort, und es kommt zur Ausbildung
von Leberzellnekrosen und Regeneratknoten unterschiedlicher Grofle. Die Regeneratknoten
konnen dabei morphologisch mikronoduldr (< 3 mm), makronoduldr (3 mm — 3 cm) oder in
einer gemischtknotigen Form vorliegen. Die Hauptursachen fiir Leberfibrose und Leberzirrho-
se in den Industrieldndern sind Alkoholabusus und chronische Infektionen der Leber, v.a. durch
das Hepatitis C-Virus. Als weitere Ursachen kommen Autoimmunhepatitis, chronische Cho-
lestase bei primirer bilidrer Zirrhose und primér sklerosierender Cholangitis, medikamenten-
induzierte Leberschidden, sowie genetische Stoffwechselerkrankungen wie Hamochromatose,
Morbus Wilson, a1-Antitrypsinmangel und Mukoviszidose infrage [11]. In letzter Zeit riickt
die nichtalkoholische Steatohepatitis (NASH) als eine zunehmende Ursache fiir Leberfibrose
und -zirrhose in den Vordergrund. NASH stellt die hepatische Manifestation des metabolischen
Syndroms, bestehend aus Adipositas, Glukosetoleranzstorung, arterieller Hypertonie und Hy-
perlipiddmie, dar und wird vermutlich aufgrund der steigenden Préivalenz der Adipositas weiter
zunehmen [10, 19].

Klinisch kann sich eine Leberzirrhose durch uncharakteristische Allgemeinbeschwerden wie
Miidigkeit und Abgeschlagenheit, aber auch durch hormonelle Stérungen und Zeichen der De-

kompensation bei zunehmender Leberinsuffizienz duBern. Eine Dekompensation der Leber tritt
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ein, wenn im Rahmen der fortschreitenden Zirrhose die Aufgaben der Leber hinsichtlich Syn-
theseleistung, Entgiftung und Exkretionsfunktion nicht mehr ausreichend bewerkstelligt werden
konnen. Die Komplikationen als Zeichen der Dekompensation umfassen Aszites, Niereninsuf-
fizienz, hepatische Enzephalopathie, Varizenblutung, Malnutrition und Ikterus. Zudem stellt die
Leberzirrhose einen Risikofaktor fiir die Ausbildung eines hepatozellulidren Karzinoms dar. Die
Inzidenz zur Ausbildung eines hepatozelluldren Karzinoms auf dem Boden einer Leberzirrhose
betrigt 1 % — 6 % pro Jahr [62, 110].

Die Inzidenz der Leberzirrhose liegt in Europa und den USA bei 250/100 000 Einwohner/Jahr.
Bei Ménnern kommt die Leberzirrhose doppelt so hdufig vor wie bei Frauen. Zur Inzidenz und
Privalenz der Leberfibrose liegen keine Daten vor, da diese klinisch meist inapparent verlauft
und damit héaufig erst bei Erreichen der Leberzirrhose mit Auftreten klinischer Komplikationen
diagnostiziert wird. Da jedoch auch eine Leberzirrhose im kompensierten Stadium unentdeckt
bleiben kann, gehen Schitzungen davon aus, dass bei mehr als 1 % der Bevolkerung auf histo-
logischer Ebene eine Leberzirrhose nachweisbar ist [91]. Die Leberzirrhose geht in den meisten
Fillen mit einer geringen Lebenserwartung einher und stellt eine der Haupttodesursachen dar.
In den USA steht die Leberzirrthose an 12. Stelle der Todesursachen (9,5/100 000 Personen)
[44]. Im Jahre 2011 starben in Deutschland 15 174 Menschen an den Folgen von Erkrankun-
gen der Leber, darunter 8459 Menschen aufgrund einer alkoholischen Leberkrankheit und 5614
Menschen durch Fibrose bzw. Zirrhose. Bei Ménnern im Alter zwischen 40-50 Jahren stellt
die alkoholische Leberkrankheit sogar die zweithdufigste krankheitsbedingte Todesursache dar
[1]. Insgesamt muss jedoch von einer hoheren Anzahl an Todesféllen durch chronische Lebe-
rerkrankungen wie der Leberzirrhose ausgegangen werden, da viele Patienten hédufig nicht an
der Leberzirrhose an sich versterben, sondern an den resultierenden Komplikationen und daher
nicht in der Statistik fiir chronische Lebererkrankungen aufgefiihrt werden [2].

Eine Progression zur Leberzirrhose tritt bei den meisten Patienten nach einer Zeitspanne von
15-20 Jahren auf [10]. Dabei kann der Verlauf der Leberfibrose zwischen Individuen stark va-
riieren, was neben exogenen Einfliissen (Alkoholabusus, Viruslast), Alter und Geschlecht auch
genetischen Risikofaktoren zugeschrieben wird [49]. Die Leberfibrose gilt als multifaktoriel-
le Erkrankung, die in ihrem Verlauf und Ausmafl durch die Interaktion zahlreicher Gene und
exogener Faktoren bestimmt wird. In den letzten Jahren konnten durch Assoziationsstudien
zahlreiche Genpolymorphismen und Kandidatengene identifiziert werden, die zur Fibrosepro-
gression beitragen. Dabei zeigten sich vor allem Polymorphismen von Genen der Immunregula-

tion, der proinflammatorischen Zytokine und fibrogenen Faktoren fiir die Auswirkung auf den
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Krankheitsverlauf verantwortlich [12]. Dabei konnte unter anderem ein Zusammenhang zwi-
schen Genpolymorphismen von Tumornekrosefaktor-a (TNF-«), Transforming growth factor-
51 (TGF-51) und Angiotensinogen und der Fibroseentwicklung bei Patienten mit chronischer
Hepatitis C gefunden werden [43, 77, 114]. Ein weiteres Kandidatengen, das Einfluss auf die
Progression einer Leberfibrose nimmt, stellt das Gen fiir den Komplementfaktor 5 (C5) dar
[50]. Als Bestandteil des Immunsystems greift C5 iiber Rezeptoren in die Zellreaktionen der
Sternzelle im Rahmen der Entziindungsreaktion ein und regt auf diesem Weg die Sternzellen

zur Produktion von extrazelluldrer Matrix an.

1.3 Pathophysiologische Mechanismen der Leberfibrogenese

Die Leberfibrose kann als reversible Wundheilungsreaktion der Leber auf chronische Schidi-
gung verstanden werden, die mit einem fortschreitenden Ersatz des Leberparenchyms durch
bindegewebiges Narbengewebe einhergeht. Die Schadigung der Hepatozyten fiihrt {iber Mobi-
lisierung von Entziindungszellen und Ausschiittung zahlreicher Mediatoren zur Aktivierung der
hepatischen Sternzellen (HSC), den Effektorzellen der Fibrogenese, und damit zur {iberschie-
Benden Produktion und Ablagerung von EZM. Die EZM unterliegt dabei sowohl quantitativen
als auch qualitativen Verdnderungen. In fortgeschrittenen Stadien der Fibrose kann die Menge
der EZM auf das 6-fache einer normalen Leber ansteigen [13]. Die qualitativen Verdnderungen
der EZM im Disse-Raum umfassen in den frithen Stadien der Erkrankung eine Anhdufung der
Kollagene Typ Il und V sowie des Glykoproteins Fibronektin [21]. Im weiteren Verlauf findet
sich neben der deutlichen Zunahme von Kollagen Typ I und IV eine vermehrte Ablagerung von
Undulin, Elastin, Laminin und Hyaluron [45, 90]. Insgesamt resultiert die exzessive Zunah-
me der EZM jedoch nicht nur aus einer iibermifigen Produktion, sondern ebenfalls aus einem
verminderten Abbau in Folge der Induktion von Inhibitoren der Matrix-abbauenden Proteine
[6]. Im Rahmen der Umbauvorgéinge der EZM im Disse-Raum kommt es zudem zum Verlust
der Fenestrierung der Endothelzellen der Sinusoide (,,Kapillarisierung*). Diese Verdnderungen
sind verantwortlich fiir eine zunehmende Storung des Stoffaustausches der Leber sowie fiir
einen portalen Druckanstieg.

Als Schliisselereignis im Rahmen der Leberfibrogenese gilt die Aktivierung der hepatischen
Sternzellen, die sich zu Myofibroblasten umwandeln und EZM-Komponenten synthetisieren
[10]. Die Aktivierung der HSC erfolgt durch zahlreiche parakrine und autokrine Faktoren und

kann in die Phasen der Initiation und der Perpetuierung eingeteilt werden (Abb. 1.2). An der
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Initiation sind geschidigte benachbarte Zellen wie Hepatozyten und Endothelzellen, aber auch
infiltrierende Lymphozyten, Kupffer-Zellen und die in ihrer Zusammensetzung verinderte EZM
beteiligt, die iiber parakrine Stimulation eine Groenzunahme der Sternzellen sowie eine erhoh-
te Expression von Oberfldchenrezeptoren fiir Zytokine und andere Wachstumsfaktoren bewir-
ken. Eine besondere parakrine Wirkung auf ruhende Sternzellen geht dabei von reaktiven Sauer-
stoffspezies (ROS) aus, die vorwiegend durch Hepatozyten und Kupffer-Zellen gebildet werden
[96, 109]. Neben der Forderung der Ausschiittung proinflammatorischer Zytokine tragen ROS

ebenfalls zur Entziindungsreaktion bei [82].
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Abbildung 1.2: Phinotypische Eigenschaften der Sternzellaktivierung (nach Friedman [35]). Die
chronische Schidigung der Leber fiihrt {iber parakrine Stimulation zur Transformation
der ruhenden, Vitamin A speichernden Sternzellen zu proliferativen, fibrogenen und
kontraktilen Myofibroblasten. Die resultierenden Phénotyp-Verinderungen umfassen
neben der Fibrogenese eine erhohte Proliferation, Kontraktilitit, Chemotaxis,
Matrixdegradation sowie den Verlust der Retinoide. Die Aktivierung der Sternzellen
wird ausgeldst und unterhalten durch ein komplexes Zusammenspiel von zahlreichen
Zytokinen (PDGF = Plittchen-Wachstumsfaktor; ET-1 = Endothelin-1; TGF-4 =
transformierender Wachstumsfaktor; MMP-2 = Matrix-Metalloproteinase-2; MCP-1 =
Monozyten chemotaktisches Protein) und Zellen (Hepatozyten, Endothelzellen,
Kupffer-Zellen, Lymphozyten, HSC). Das Schicksal der HSC bleibt unklar, sie konnte
der Apoptose unterliegen und/oder in ihren urspriinglich ruhenden Zustand
zuriickkehren.
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In der Phase der Perpetuierung steht die Stimulation der HSC auf autokrinem Wege im Vor-
dergrund. Auf diesem Weg werden weitere ruhende Sternzellen, die sich in der Nihe befin-
den, rekrutiert und somit der Prozess der Fibrogenese weiter gefordert. Die phénotypischen
Eigenschaften, die eine aktivierte Sternzelle im Laufe ihrer Aktivierung erwirbt umfassen den
Verlust der Retinoid-haltigen Vakuolen, Proliferation, Chemotaxis, Matrixdegradation, Fibro-
genese und Kontraktilitdt [35]. Zu den wichtigsten Zytokinen, die an der Sternzellaktivierung
beteiligt sind, gehoren Transforming growth factor-beta (TGF-5), Tumornekrosefaktor-alpha
(TNF-q), Platelet derived growth factor (PDGF) und Endothelin-1sowie Insulin like growth
factor-1 (IGF-1) [82]. TGF-# gilt unter den Zytokinen als stirkstes profibrogenes Zytokin, das
neben der Hochregulierung von Kollagen Typ I, II und IV, Fibronektin und Laminin die Trans-
formation der Sternzelle zum Myofibroblasten bedingt [7]. Neben den zahlreichen Zytokinen,
die zur Aktivierung der Sternzellen und damit zur Fibrogenese beitragen, exisitieren parallel
dazu inhibitorische Zytokine mit antifibrotischen Wirkungen. Dazu gehoren u.a. Interferone
und Interleukine (IL-1 und IL-10), die inhibitorischen Einfluss auf die Matrixsynthese ausiiben
[82] sowie die von HSC sezernierten Matrix-Metalloproteasen (MMP-2 und MMP-9), die den
Kollagenabbau fordern [36].

Obwohl die pathophysiologischen Vorginge wihrend der Leberfibrose mittlerweile gut verstan-
den werden, bleibt bis heute das Schicksal der aktivierten Sternzellen im Falle einer Leberrege-
neration weiter unklar. Die aktivierten Sternzellen konnten zum einen der Apoptose unterliegen

oder in ihren urspriinglichen, ruhenden Zustand zuriickkehren [34].

1.4 TGF-j5 - Funktionen und Signaliibertragung

Transforming growth factor-beta (TGF-/3) ist ein multifunktionales Zytokin, das einer groflen
Familie von mehr als 30 Proteinen angehort. Diese Familie beinhaltet neben den drei Isofor-
men von TGF-5 (TGF-51, -32, -33), Aktivine und knochenmorphogenetische Proteine (Bone
morphogenetic proteins, BMP). Die Bedeutung dieser Zytokine spiegelt sich in der Regulation
einer Vielzahl von zellulidren Prozessen wider, die Zellwachstum, Differenzierung, Migration,
Apoptose und Produktion von EZM umfassen [16, 18]. Im Verlauf der Karzinogenese kann
TGF-/ nicht nur als Tumorsuppressor sondern auch als Tumorpromotor wirken, abhingig vom
Zelltyp und vom Stadium der Karzinogenese [15]. Im Rahmen der Wundheilungsreaktion der
Leber als Folge chronischer Schidigung nimmt TGF-£ eine zentrale Rolle als profibrogenes

Zytokin ein [46], was sowohl in experimentellen [57] als auch in klinischen Studien [22] nach-
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gewiesen werden konnte. Insbesondere konnte die zentrale Rolle von TGF-3 in Experimenten
mit transgenen Miusen belegt werden. Die Uberexpression des TGF-/31 fiihrte in diesen Tieren
zu einer pathologischen Matrixakkumulation mit Entwicklung einer Fibrose der Leber, Niere
und des Fettgewebes [26].

Die Signaliibermittlung von TGF- g erfolgt iiber zwei transmembranére Serin/Threonin-Kinasen,
Rezeptor Typ I (TGFbRI, 50-55 kD) und Rezeptor Typ II (TGFbRII, 65-75 kD), die beide als
Homodimere an der Zelloberfliche vorliegen. Neben dem TGFbRI und TGFbRII existiert ein
weiterer Rezeptor, Typ III, dessen Funktion in der Bindung und der Prisentation des Liganden

bestehen und der nicht direkt an der Signaliibermittlung teilnimmt [85].

O TGF-p

—> <> —

Zytoplasma

R-Smad

Coaktivator/
Repressor

Nukleus

Smad 4

N
DNA bindender
Cofaktor

Abbildung 1.3: Signaliibertragung von TGF-3 (modifiziert nach [31, 112]). Nach Bindung von TGF-j3
an den TGFbRII an der Zelloberfliche kommt es zur Rekrutierung des TGFbRI und
dessen Aktivierung durch Phosphorylierung der GS-Doméne durch die
Serin/Threonin-Kinase des TGFbRII. Dadurch wird TGFbRI die Phosphorylierung der
Signal-iibertragenden R-Smad-Proteine ermoglicht, die nach Komplexbildung mit
Smad 4 in den Nukleus translozieren und die Transkription der Zielgene, mit Hilfe von
DNA bindenden Cofaktoren sowie Coaktivatoren bzw. Repressoren regulieren. Die
Aktivierung der R-Smads durch den TGFbRI wird durch Smad 7 inhibiert.

Die Bindung von TGF-/ an den extrazelluldren Teils des TGFbRII fiihrt iiber Aktivierung ei-
ner Serin/Threonin-Kinase zur Rekrutierung und Aktivierung des TGFbRI iiber Phosphorylie-
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rung seiner GS-Domine. Die GS-Doméne stellt eine Region der Typ I Rezeptoren dar, welche
reich an Glycin- und Serin-Resten ist. Der TGFbRI leitet das Signal iiber Phosphorylierung von
Smad-Proteinen (R-Smads) weiter, die nach Komplexbildung mit einem weiteren Smad-Protein
(Smad 4) in den Zellkern translozieren, um dort die zelluldre Funktion iiber Transkription der
Zielgene zu regulieren [93]. Fiir die Regulierung der Transkription der Zielgene sind zusitzlich
DNA-bindende Cofaktoren und Coaktivatoren bzw. Repressoren notwendig. Zudem fiihrt die
TGF-$ Signalgebung zur vermehrten Expression eines weiteren Smad-Proteins, Smad 7, das
zu den inhibitorischen Smad-Proteinen zihlt und iiber Interaktion mit dem TGFbRI zur Inhi-
bierung der Phosphorylierung weiterer R-Smads fiihrt, wodurch eine iiberschieBende Reaktion
von TGF-f im Sinne einer negativen Riickkopplung verhindert wird [18] (Abbildung 1.3).

Die durch TGF-$ beeinflussten zelluldren Prozesse sind abhingig von Zelltyp und Gewebe
sowie dem Differenzierungsgrad und Rezeptorstatus der Zelle [69]. Diese vielfiltigen, teil-
weise gegensitzlichen Signale werden durch die Interaktion zwischen den verschiedenen Typ
I- und Typ II-Rezeptoren und Smad-Proteinen ermoglicht, zudem sorgen sequenzspezifische
Transkriptionsfaktoren fiir eine Kontext-abhiingige Regulation der Transkription der Zielgene
[31, 67]. Nach Rojas et al. [83] stellt die Regulation der Expressionslevel von TGFbRII einen
zusitzlichen Mechanismus dar, der zur spezifischen Wirkung von TGF-3 auf Zellen beitragt.
Eine weitere Moglichkeit zur Beeinflussung der Signalgebung konnte in der Anderung des Ver-

hiltnisses zwischen TGFbRI und TGFbRII liegen [85].

1.5 Funktion und Regulation des TGFbRII

Der TGFbRII gilt als limitierender Faktor der TGF-/ Signaliibertragung und besitzt eine zen-
trale Bedeutung im Rahmen des pathologischen Prozesses der Fibrosierung [37]. Die Bin-
dung eines Liganden mit nachfolgender Signaliibertragung ist ohne Anwesenheit des TGFbRII
nicht méglich. Dennoch sind fiir die Signaliibertragung beide Komponenten des Komplexes aus
TGFbRI und TGFbRII notwendig [59, 112]. In einigen Arbeiten konnte bisher gezeigt werden,
dass der TGFbRII im Rahmen chronischer Leberschiidigungen Anderungen in seiner Expressi-
on aufweist. Die Studie von Roulot et al. [85] zeigte eine Abnahme der Expression des TGFbRII
sowohl bei Patienten mit chronischer Hepatitis C als auch in einem Tiermodell der hepatischen
Fibrosierung, die gleichzeitig mit einer Zunahme der Expression des TGFbRI einherging. Die
reduzierte Expression des TGFbRII fiihrte zu einer Abschwichung der antiproliferativen Wir-

kung von TGF-j, wihrend die profibrogene Wirkung durch die Abnahme der Expression nicht
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beeinflusst wurde. Daten von Chen et al. [25] zeigten hingegen eine Zunahme der Expression
des TGFbRII in HSC durch Acetaldehyd, den Hauptmetaboliten von Alkohol. Durch gezielte
Genmodifikation mit Knockdown der TGFbRII-Expression in kultivierten Sternzellen konn-
te in vitro eine Inhibition sowohl der Aktivierung als auch der Proliferation der HSC erreicht
werden. Zusitzlich zeigte sich dabei eine Abnahme der Synthese fibrogener Komponenten der
EZM (Kollagen Typ I, III und IV, Hyaluronsaure) [37]. Die Hemmung der TGFbRII-Funktion
durch dominant-negative TGFbRII [79] oder 16sliche TGF-/3-Rezeptoren [42] fiihrte in weite-

ren Studien zu einer verminderten Fibroseprogression.

1.6 Expressionsvariationen und deren Einfluss auf Krankheitsent-

wicklung

Genexpression stellt die dynamische Verbindung zwischen Genotyp und Phinotyp dar und ist
ein wichtiger Grund fiir die erhebliche Vielfalt individueller Phénotypen, bedingt durch die
natiirliche Variation innerhalb der DNA-Sequenz. Die Sequenzierung des menschlichen Ge-
noms durch das Humangenomprojekt fiithrte zu der Erkenntnis, dass die Anzahl der kodieren-
den Gene weitaus geringer ist als frither angenommen wurde, wihrend erhebliche Variationen
in der Genexpression innerhalb und zwischen verschiedenen Spezies bestehen [107]. Fiir die
Regulation der Genexpression existieren regulatorische Sequenzen, die das Gen flankieren und
ebenfalls einer Variation unterliegen. Diese funktionellen Varianten konnen Zell-spezifisch der
Genexpression zugrunde liegen. Die Komplexitit dieser Zell-spezifischen Regulation der Tran-
skription spielt dabei hinsichtlich der Komplexitit und Variabilitdt biologischer Systeme eine
wichtige Rolle [32]. Genetische Variationen und die resultierenden Unterschiede in der Tran-
skription der Gene werden als zentraler Motor fiir Entwicklung und Individualitit angesehen,
spielen aber auch als Ursache fiir Krankheiten bzw. fiir deren Pridisposition eine grofe Rol-
le. Anderungen der Regulation der Expression von TGF-3-Rezeptoren kinnen weitreichende
Konsequenzen mit sich bringen. Die allelspezifische Expression eines Allels des TGFbRI resul-
tiert in einem geringeren Expressionslevel des Gens mit einer entsprechend reduzierten TGF-
[-Signaliibertragung. Diese Reduktion des Expressionslevel konnte mit einem erhohten Risiko

fiir ein kolorektales Karzinom assoziiert werden [106].

In den letzten Jahren konnten zahlreiche Fortschritte beziiglich der Identifizierung genetischer

Variationen, die Einfluss auf die Entstehung oder Progression von multifaktoriellen Krankheiten
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haben, erzielt werden. Durch genomweite Assoziationsstudien (GWAS) ist es moglich gewor-
den, Assoziationen zwischen genetischen Variationen und komplexen Erkrankungen zu finden.
Die Genotypisierung mehrerer 100 000 Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs) im gesamten
Genom von Patienten und gesunden Individuen und der Vergleich der Haufigkeiten der Ge-
notypen zwischen den Gruppen dient der Identifizierung von genetischen Risikofaktoren [58].
Dadurch konnten bisher genetische Varianten mit verschiedenen Lebererkrankungen in Verbin-
dung gebracht werden, darunter NASH [84], Leberfibrose [53] und Gallensteinleiden [20].
Polymorphismen der DNA-Sequenz konnen vielfiltige Auswirkungen auf die Entstehung mul-
tifaktorieller Erkrankungen haben. Die Anderung der Proteinfunktion kann dabei eine wichtige
Rolle spielen, wie beispielsweise durch Nachweis von PNPLA3-Mutationen im Rahmen der
Fettlebererkrankung gezeigt wurde [99]. Zudem konnen Polymorphismen der DNA-Sequenz
zu Modifikationen regulatorischer Elemente fiihren, die mit einer Anderung der Genexpression
einhergehen. Die Assoziation von Phanotypen mit Variationen des Expressionslevel von Genen
konnte bisher in humanen Zelllinien [29] und in experimentellen Populationen nachgewiesen
werden [9]. Zwischen den DNA-Sequenzvariationen und der Auspriagung des Phidnotyps [74]
kann die Genexpression als intermedidrer Phinotyp angesehen werden. In eQTL (expression
quantitative trait locus)-Studien werden die Genexpressionslevel als quantiatives Merkmal be-
zeichnet und durch gleichzeitige Genotypisierung und Messung der globalen Genexpression
Genloci identifiziert, die zur Variation der Genexpressionslevel beitragen [88]. Die resultieren-
den eQTL-Kartierungen dienen der Identifizierung von SNPs, deren Effekt auf die Genexpressi-
on an der Pathogenese von Erkrankungen beteiligt ist. Sobald durch GWAS der Nachweis einer
Assoziation zwischen genetischen Markern und Krankheiten erbracht wird, kann im néchsten
Schritt mit Daten von genomweiten eQTL-Kartierungen iiberpriift werden, ob dieselben gene-
tischen Marker mit der Expression von Genen assoziiert sind.

Im Hinblick auf die Grenzen der GWAS und eQTL-Kartierungen ist es notwendig, alternative
Methoden zu finden, die Auswirkungen der Genexpression auf die Pathogenese von Krank-
heiten in vivo untersuchen und zu einem verbesserten Verstindnis von Krankheiten beitragen
konnen [74]. Als Grundlage hierfiir steht die Datenbank GeneNetwork (www.genenetwork.org)
zur Verfiigung, die der Verkniipfung von Datensitzen zur Analyse von komplexen Netzwerken
von Genen, Molekiilen, Genfunktionen und Phénotypen dient. Von Gatti et al. [39] findet man
dort die Expressionsdaten von mehreren Tausend Transkripten der Leber aus 37 rekombinanten
Inzuchtmauslinien. Diese konnen genutzt werden, Linien mit Unterschieden im mRNA-Level

in einem bestimmten Gen aufzufinden und diese Tiere hinsichtlich eines phinotypischen Merk-
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mals zu untersuchen, um die Rolle dieses Gens hinsichtlich des untersuchten Phinotyps zu

analysieren.

1.7 Mausmodell und Expressionsvariationen

1.7.1 Inzuchttiere

Elternstimme C57BL/6] X I I DBA/2]
XD

heterozygot, uniform

F1-Generation I

phénotypisch
heterogen

F2-Generation,
genotypisch und
U U 4 I

Geschwisterverpaarungen iiber 20 Generationen

U 4 4 4 I
BXD-
Inzuchtlinien H H H H ﬂ ﬂ H H ﬁ ﬁ

Abbildung 1.4: Kreuzungsschema der BXD-Mause.
Die Elternstimme C57BL/6J und DBA/2]J sind fiir jedes Allel homozygot, d.h. beide
Allele eines bestimmten Merkmals sind identisch. Die Nachkommen aus der
F1-Generation sind heterozygot, da sie von einem Gen jeweils ein maternales und ein
paternales Allel tragen. In der F2-Generation sind die Nachkommen sowohl genotypisch
als auch phinotypisch heterogen. Nach weiteren 20 Geschwisterverpaarungen der
F2-Generation entsteht die genetische Referenzpopulation der rekombinanten
Inzuchtstimme, die an allen Stellen des Genoms homozygot sind.

Inzuchtmauslinien entstehen durch die Paarung zweier Elternstimme, die sich durch vorausge-
gangene Inzucht in allen Allelen homozygot darstellen. Im Fall der BXD-Tiere werden die bei-
den Elternstimme C57BL/6J (B) und DBA/2J (D) miteinander gepaart. Die daraus entstehende

F1-Generation ist fiir alle Allele entsprechend dem ersten Mendelschen Gesetz heterozygot
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und uniform. Unterschiede zwischen den Allelen der Elternstimme kommen hier noch nicht
zum Tragen. Durch weitere Kreuzungen der Geschwistertiere aus der F1-Generation entsteht
nun in der F2-Generation durch Rekombinationen in der Meiose eine Vielzahl an heteroge-
nen Tieren, die sich sowohl phinotypisch als auch genotypisch voneinander unterscheiden. Die
Geschwister der F2-Generationen werden nun iiber weitere 20 Generationen untereinander ge-
paart, so dass die einzelnen Linien der rekombinanten BXD-Inzuchtmiuse aus ihnen entstehen
und die Mosaikverteilung genetisch fixiert wird. Die einzelnen BXD-Linien sind in ann@hernd
allen Stellen des Genoms homozygot und tragen in homozygoter Auspriagung unterschiedli-
che Chromosomenabschnitte der beiden Elternstimme (Abb. 1.4) [30, 39]. Durch die zufillige
Neuverteilung aller Genabschnitte und die daraus resultierende zufillige Kombination genre-
gulierender Elemente und ihrer genetischen Varianten ergibt sich die in der Regel beobachtete

Normalverteilung der Expressionswerte komplex regulierter Gene.

1.7.2 Mausmodell und Fibroseinduktion

Eine Moglichkeit zur Analyse des Einflusses von Expressionsvariationen auf die Entstehung
oder Progression von Erkrankungen stellt das Modell der extrem exprimierenden Mauslinien
dar. Zahlreiche Erkenntnisse hinsichtlich der genetischen, molekularen und pathophysiologi-
schen Aspekte der Leberfibrose konnten in Mausmodellen gewonnen werden [48, 49]. Fiir die
Fibroseinduktion bei der Maus stehen heute zahlreiche Moglichkeiten zur Verfiigung [104]. Da-
bei ist vor allem die Fibroseinduktion durch CCl, weit verbreitet und gilt beziiglich der histolo-
gischen, biochemischen, zelluldren sowie molekularen Verdnderungen, die mit der Entwicklung
der Fibrose einhergehen als das am besten charakterisierte Modell der Fibroseinduktion. Die
Verabreichung von CCly erfolgt iiblicherweise intraperitoneal, kann aber auch auf inhalativem
oder oralem Weg erfolgen [28].

In Studien der Arbeitsgruppe konnte bereits gezeigt werden, dass CCly induzierte Leberschidi-
gung in verschiedenen Inzuchtmausstdmmen, die denselben Umweltbedingungen unterliegen,
zu Unterschieden im Ausmalf} der Entwicklung der Leberfibrose fiihrt [49, 94].

CCly ist ein Halogenmethan mit hepatotoxischer Wirkung, das bereits in vielen Arbeiten zur
Induktion von Fibrose und Karzinogenese verwendet wurde [38, 108]. Die hepatotoxische Wir-
kung ist auf die Dehalogenierung von CCly durch Metabolismus im Cytochrom-P450-System
im Endoplasmatischen Retikulum (ER) der Leber zuriickzufiihren. Dieser Metabolismus ruft

tiber die Bildung von Trichlormethyradikal (CCl3) eine Kaskade sekundérer Mechanismen her-
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vor mit oxidativer Zerstorung von Lipidmembranen und einem deutlichen Anstieg der Calcium-
Konzentration in der Zelle, die letztendlich zum Zelltod fiihren [81]. Zudem kommt es, vermut-
lich iiber den Anstieg des Calciums in der Zelle, zur Aktivierung von Kupffer-Zellen [64]. Durch
Ausschiittung von Zytokinen, wie TGF-beta, IL-10, TNF-alpha und Eikosanoiden werden pro-
inflammatorische und fibrotische Schidigungen ausgeldst, die durch eingewanderte Neutrophile

Granulozyten verstédrkt werden [33].

1.7.3 Modell der extrem exprimierenden Mauslinien

Durch Anwendung des Modells der extrem exprimierenden Mauslinien ist es moglich, die Aus-
wirkungen von Expressionsvariationen von in Studien ermittelten Kandidatengenen auf Krank-
heiten zu analysieren. Dieses Modell ermoglicht es, unter Beriicksichtigung der natiirlichen
Vielfalt der Genregulation die Assoziation von Expression und phénotypischen Verinderungen
in einer in vivo Situation zu untersuchen. Damit unterscheidet sich das Modell von Knockout-
oder transgenen Mausmodellen. Diese Modelle dienen traditionell als Krankheitsmodelle, die
zur Aufklarung von Genfunktionen dienen, in dem durch genetische Manipulation von em-
bryonalen Stammzellen, die in die Keimbahn eingeschleust werden, Gene gezielt inaktiviert
oder liberexprimiert werden. Damit wird in vivo ein Einblick in die Rolle der untersuchten Ge-
ne im Hinblick auf den Ablauf von pathologischen Prozessen ermdglicht. In der genetischen
Manipulation liegen allerdings auch die Nachteile dieser Modelle, da sie einen tiefgreifenden
Eingriff in die zelluldre Regulation darstellen. Somit konnen diese Modelle dem Einfluss einer
subtilen Regulation, wie sie in der normalen Zelle vorliegt, nicht gerecht werden. Demgegen-
iiber stellt das Modell der extrem exprimierenden Mauslinien ein physiologischeres Modell der

Genfunktion dar, wenngleich es dadurch auch mit einer hoheren Komplexitit verbunden ist.

Fiir das Modell der extrem exprimierenden Mauslinien kommen Inzuchtmausstimme zum Ein-
satz. Diese Tiere bieten den Vorteil, in nahezu allen Abschnitten des Genoms homozygot zu
sein, wodurch ihr Genotyp reproduzierbar ist und die individuelle genetische Variation mini-
miert wird [30]. Die zufillige Neuverteilung aller Genabschnitte, insbesondere der genregu-
lierenden Elemente, bedingt eine Normalverteilung der Expressionswerte von Genen. Diese
natiirlichen Variationen der Regulation in den BXD-Méusen sind gut iiberlebensfihig und zei-
gen unter Normalbedingungen keine wesentlichen phénotypischen Unterschiede, vergleichbar
mit unterschiedlich regulierten Genen bei gesunden Menschen. Auch die Expressionslevel von

menschlichen Genen unterliegen gewdhnlich einer Normalverteilung [71, 101], wobei beide
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Abbildung 1.5: Kopplungsanalyse der Expression von TGFbRII in der Leber von normalen Méusen
(www.genenetwork.org). Die x-Achse zeigt das komplette Mausgenom, sortiert nach
Chromosomen (Chromosom 1-19 und X-Chromosom), die y-Achse den LRS
(likelihood ratio statistics), ein MaB fiir die Wahrscheinlichkeit, dass ein bestimmter
genetischer Marker fiir den Unterschied im untersuchten Phinotyp verantwortlich ist.
Der graue Pfeil markiert die genetische Lokalisation des TGFbRII auf Chromosom 9.
Der hohe LRS auf Chromosom 18 signalisiert eine Kontrolle der Genexpression des
TGFbRII durch einen Genlokus auf Chromosom 18.

extremen Enden potenziell relevante Faktoren hinsichtlich der Ausprigung bestimmter Phi-
notypen darstellen konnen. Inwieweit diese extremen Genexpressionen Auswirkungen auf die
Entstehung oder Progression von Krankheiten haben, soll mit dem Modell der extrem expri-
mierenden Mauslinien untersucht werden. Dabei werden Mauslinien, die einen grof3tmoglichen
Unterschied in der Expression eines Gens aufweisen, hinsichtlich der Auswirkung auf einen be-
stimmten Phénotyp verglichen. Die Kombination der Daten, die durch dieses Modell gewonnen
werden konnen, mit Daten aus eQTL-Studien kann genutzt werden, um ein besseres Verstindnis
der Zusammenhénge von Genotypen und Phénotypen bei Krankheiten zu erhalten.

Der TGFbRII ist ein Beispiel fiir ein Gen mit unterschiedlicher Expression in Lebern von BXD-
Maiusen. Das Gen ist lokalisiert auf dem Chromosom 9 und in einer Expressionsstudie von Gatti
et al [39] an BXD-Maiusen konnte gezeigt werden, dass die Expression von TGFbRII von einem
Loki auf Chromosom 18 kontrolliert wird (Abb. 1.5). Fiir die unterschiedliche Expression des

TGFbRII konnte dementsprechend auch eine Variante auf Chromosom 18 verantwortlich sein.

1.8 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit analysiert Expressionsvariationen des TGFbRII im Modell extrem ex-
primierender Mauslinien in vivo. Hierfiir wurden Inzuchtmausstimme der BXD-Linien ver-
wendet, die unterschiedliche Mengen des TGFbRII in der Leber exprimieren. TGFbRII gilt als
limitierender Faktor der Signaltransduktion von TGF-3, dem stirksten profibrogenen Zytokin

der Leber, und konnte daher die Empfindlichkeit gegeniiber Leberschdden modulieren. Das Ziel
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der Arbeit war es daher, anhand von Miusen, die unterschiedliche Expressionslevel dieses Re-
zeptors aufweisen, den Einfluss von Expressionsvariationen des TGFbRII auf die Leberfibrose
zu untersuchen. Zudem sollte die Arbeit zur Klidrung der Frage dienen, ob sich das Modell der
extrem exprimierenden Mauslinien zur Analyse der Auswirkungen von Expressionsvariation
eignet oder ob die Einfliisse der beobachteten Variationen zu gering sind, um zu detektierbaren
Abweichungen der Phinotypen zu fiihren. Dazu mussten zwei BXD-Mauslinien ausgewdhlt
werden, die einen grotmoglichen Unterschied in der Expression des TGFbRII aufweisen. Die
TGFbRII-Expression war sowohl auf RNA- als auch auf Protein-Ebene zu analysieren. Die phi-
notypischen Unterschiede der Leberschddigung und Fibrosierung sollten dann nach Schiadigung
der Tiere mittels CCly durch Quantifizierung von Kollagengehalt, Proliferation und Apoptose

ermittelt werden.



Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 BXD-Maiuse

2.1.1 Auswahl der Tiere

Zur Analyse des Einflusses von Expressionsvariationen auf die Entwicklung der Leberfibrose
wihlten wir zwei verschiedene BXD-Mauslinien aus, die einen groftmdglichen Unterschied
in der Expression des TGFbRII aufweisen. Die Daten, auf denen unsere Untersuchung beruht,
bezogen wir aus der Datenbank der Homepage www.genenetwork.org, in der Daten von iiber

30000 Genen zu finden sind und die auf einer Arbeit von Gatti et al [39] beruht.
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Abbildung 2.1: Expressionswerte der ménnlichen BXD-Méuse sowie der Elternstimme C57BL6J und
DBA/2] fiir den TGFbRII [genenetwork.org]. Die Expressionswerte fiir den TGFbRII
zeigen unter den BXD-Linien eine Normalverteilung. Die Linie BXD 13 weist
gegeniiber der Linie BXD 24a eine geringere Expression des TGFbRII auf.

17
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Aufgrund der Expressionsdaten des TGFbRII entschieden wir uns fiir méannliche Tiere der
BXD-Linien 13 und 24a. Hierbei zeigen die Minnchen der BXD-Linie 13 ein geringe Ex-
pression und in der BXD-Linie 24a eine deutlich hohere Expression (Abb. 2.1), so dass die
Tiere einen groftmoglichen Unterschied in der Expression aufweisen. Fiir die Weibchen zeigen
die Tiere der BXD-Linie 13 ebenfalls eine geringe Expression, BXD 24a-Weibchen sind in der

Datenbank nicht représentiert.

2.1.2 Tierhaltung

Die Tiere dieser Arbeit bezogen wir aus der Zucht des Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME,
USA). Sowohl die Tierhaltung als auch die Tierversuche wurden durch die Tierschutzbeauf-
tragte der Universitit des Saarlandes sowie durch das zustindige Landesveterindramt bewilligt.
Die Haltung der Tiere erfolgte in artgerechten Kéfigen und bei konstanter Raumtemperatur (22
°C =+ 1 °C). Die Tiere hatten freien Zugang zu Futter und Trinkwasser. Des Weiteren wurde ein

zwolfstiindiger Tag-Nacht-Zyklus eingehalten.

2.1.3 Fibroseinduktion durch CCl,

Um den Einfluss der Expression des TGFbRII auf die Leberfibrose zu untersuchen, induzierten
wir eine Fibrose durch die Gabe von Tetrachlorkohlenstoff (CCly). Insgesamt wurden 22 Tiere
mit CCly behandelt, darunter 12 Ménnchen und 10 Weibchen. Die Injektion von CCly erfolgte
intraperitoneal und gewichtsabhingig nach dem aufgefiihrten Schema (Tab. 2.1). Mit den CCly-
Injektionen wurde ab einem Alter von 6-8 Wochen begonnen. Zum Vergleich einer Kurzzeit-
und einer Langzeitschidigung wurden einem Teil der Tiere die Injektionen iiber 6 Wochen
zwei Mal wochentlich (0,7 mg CCly/kg Korpergewicht) verabreicht. Die Tiere aus der Gruppe
der Kurzzeitschdadigung erhielten insgesamt drei CCly-Injektionen im Abstand von jeweils 72
Stunden. Alle Tiere tolerierten die CCly-Injektionen iiber die gesamte Behandlungsdauer (1/6
Wochen) und zeigten keine duBerlich sichtbaren Zeichen von Stress oder kdrperlichem Unwohl-

sein.
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Tabelle 2.1: Spritzschema in Abhingigkeit der Gewichtsklasse der Méduse. Von dem Gemisch
aus CCly und Mineraldl wurden gewichtsadaptiert 50 pl intraperitoneal injiziert.

Gewicht [g] CCly-Menge [ul] Mineral6l [ul]

16,0-17,9 112 388
18,0-23,9 140 360
24,0-27,9 175 325
28,0-34,0 210 290

2.1.4 Organentnahme und Asservierung

Die Organentnahme fand bei allen behandelten Tieren vormittags und 48 Stunden nach der letz-
ten CCly-Injektion statt. Die Totung der Tiere erfolgte, nach vorausgegangener Betdubung mit
Isofluran in einem geschlossenen Gefill, durch Genickbruch. Nach Desinfektion des Abdo-
mens wurde die Bauchhohle iiber eine mediane Laparotomie eroffnet. Es erfolgte zunéchst eine
vendse Blutentnahme aus der V. cava inferior. Das Blut wurde anschlieBend in ein Serumrohr-
chen iiberfiihrt und zentrifugiert (4°C, 4300 U/min, 20 Minuten). Das Serum wurde in frische
Eppendorf-Rohrchen pipettiert und bei -80 °C eingefroren. Die Darstellung der Leber und ihrer
einzelnen Lappen erfolgte nach Orientierung am Leberhilus und an der Gallenblase. Die Leber-
lappen wurden nach einem definierten Schema entnommen. Dabei wurde der linke Leberlappen
sowie eine der Nieren in Tubes mit 4 % Formaldehyd konserviert und die Hélfte des rechten Le-
berlappens zur spateren Anfertigung von Gefrierschnitten in Tissue-Tek O.C.T. asserviert. Die
restliche Leber wurde in kleinen Stiicken in jeweils zwei Eppendorf-Réhrchen pro Maus as-
serviert und in fliissigem Stickstoff iiberfiihrt. Die Organe wurden bei -80 °C aufbewahrt. Das

Gewicht der Miuse sowie der Lebern wurde in einer Tabelle festgehalten.

2.2 Western Blot Analyse

2.2.1 Proteinisolierung

Zur Isolierung der Proteine aus den Lebern der Tiere wurde der Tissue Lyser (Qiagen) ver-
wendet. Mit Hilfe des Tissue Lysers werden Gewebe unterschiedlicher Art unter Verwendung

von Stahlkugeln, die zur Zerstérung und Homogenisierung der Gewebe beitragen, homogeni-
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siert. Die Proteine wurden sowohl aus nativer Leber als auch aus der durch CCly geschédigten
Leber isoliert. Dafiir wurde jeweils ein Teil der bei -80 °C gelagerten Leber entnommen und ge-
meinsam mit 300 ul RIPA (siehe Tab. 2.2), welcher als Lysepuffer diente, mit Zusatz von einer
Tablette Protease-Inhibitor (Roche) und 50 ul Phosphatase Inhibitor (Sigma) und einer Stahlku-
gel in ein 2 ml Eppendorf-Rohrchen gegeben. Dieses wurde nun in den Tissue Lyser tiberfiihrt
und homogenisiert (2 min, 50 Hz). Im Anschluss daran wurden die Proben zentrifugiert (4°C,
10000 U/min, 10 Minuten). Der Uberstand wurde in neue Eppendorf-Rohrchen transferiert und

bei -80 °C eingefroren.
Tabelle 2.2: Bestandteile RIPA.

RIPA (200 ml):

50 mM Tris

250 mM NaCl

2 % Nonidet P40

2,5 mM EDTA-Na

0,1 % SDS

0,5 % Natriumdeoxycholat

Auffiillen mit Aqua dest. und pH-Einstellung auf 7,2

Aufbewahrung bei -20 °C

2.2.2 Photometrische Proteinkonzentrationsbestimmung nach Lowry

Die Quantifizierung der isolierten Proteine der Leber erfolgte photometrisch nach der Methode
von Lowry [63]. Nach dieser Methode werden durch die vorhandenen Proteine Cu?*-Tonen
zu Cut-lonen reduziert (Biuret-Reaktion), welche zu einem Farbumschlag im verwendeten
Folin-Ciocalteau-Phenol-Reagenz fiihren. Die Intensitit der Farbung wird anschlieBend pho-
tometrisch ermittelt. Fiir die Lowry-Konzentrationsbestimmung verwendeten wir das Biorad
Dc Protein Assay (Biorad Laboratories, # 500-0113/0114).

Die Proteinkonzentrationen wurden anhand einer Eichgerade ermittelt, die auf einer Verdiin-
nungsreihe mit BSA (Bovine Serum Albumin)-Lésungen in Konzentrationen von 0 bis 20 mg/ml

basiert. Die Verdiinnungsreihe wurde mit BSA-Serum und RIPA hergestellt. AnschlieBend wur-
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den jeweils 2 ul der Proben und der Verdiinnungsreihe in eine 96-well Platte pipettiert und zu
jedem Messpunkt 20 ul der Losung A + S, sowie 200 ul der Losung B des Protein Assays
zugegeben. Nach Vermischung der Losungen und Inkubation fiir 5 Minuten bei Raumtempe-
ratur erfolgte die Absorptions-Messung bei einer Wellenldnge von 700 nm. Durch Auftragung
der Absorption gegen die Konzentration wurde eine Eichgerade ermittelt, mit deren Hilfe die
Proteinkonzentrationen berechnet werden konnten (Abb. 2.2). Jede Konzentrationsbestimmung

erfolgte in einem Dreifachansatz.
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Abbildung 2.2: Eichgerade zur Bestimmung der Proteinkonzentration. Auftragung der Extinktion bei
700 nm gegen die Konzentration. Uber die Steigung der Eichgeraden kann die jeweilige
Konzentration einer unbekannten Probe bestimmt werden.

2.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Im Rahmen der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese werden die Proteine entsprechend ihrer
GroBen aufgetrennt. Durch Bindung von SDS (Natriumdodecylsulfat) an hydrophobe Regionen
der Aminosiure-Ketten wird die Eigenladung der Proteine aufgehoben, insgesamt erhalten die
Proteine eine negative Ladung durch das negativ geladene SDS. Dadurch wandern die Proteine
nach Anlegen einer Spannung in eine gemeinsame Richtung. Die Proteine knnen somit unab-
hingig von ihrer Eigenladung entsprechend der Molekiilgrée aufgetrennt werden [65]. Dabei
wandern kleinere Molekiile im Trenngel schneller, da die groBeren Molekiile durch die Poren
im Trenngel eher zuriickgehalten werden. Wir verwendeten fiir unsere SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese ein 10 %-iges Trenngel und ein 5 %-iges Sammelgel. Die Gele wurden ent-

sprechend der aufgefiihrten Tabellen angesetzt (Tab. 2.3).
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Tabelle 2.3: Zusammensetzung der Gele.

Gelbestandteile Trenngel Sammelgel
10% 5%

Aqua dest. 7,9 ml 3,4ml

30 % Acrylamid-Mischung 6,7ml 0,83 ml

1,5 M Tris pH 8,8 Sml -

1,0 M Tris pH 6,8 - 0,63 ml

10 %-ige SDS-Losung 200 pl 50 ul

10 %-ige Ammoniumpersulfatlosung 200 ul 50 ul

TEMED 20 ul Sul

Nach dem Giellen des Trenngels wurde dies mit Isopropanol iiberschichtet, um auf diese Weise
eine gleichmiBige Oberfliche zu schaffen. Sobald eine vollstindige Polymerisation des Gels
vorlag, konnte Isopropanol wieder entfernt werden und das Sammelgel auf das Trenngel ge-
gossen werden. Unmittelbar nach Giellen des Sammelgels wurde ein Probenkamm in das Gel
eingebracht, um das Gel mit den Proben beladen zu konnen. Das Gel konnte im Anschluss mit
jeweils 50 ug Protein aus jeder Probe beladen werden. Diese wurden zuvor mit 5 pl Ladepuf-
fer (Roti®-Load 1, Roth, Karlsruhe, # K929.1) versetzt und fiir 5 Minuten bei 95 °C in einem
Blockthermostat zur Denaturierung der Proteine inkubiert. Zur Kontrolle der Molekiilgroen
wurden zusétzlich 3 pl Proteinmarker (Roti®-Mark Bicolor, Roth, Karlsruhe, #2806.2) in eine
der randstidndigen Taschen des Sammelgels pipettiert. Das Gel wurde anschlieBend in eine mit
10 x SDS Laufpuffer gefiillte Elektrophoresekammer (Biometra) eingebracht, die Separation
der Proteine erfolgte bei 100 V fiir 2 Stunden.

2.2.4 Western Blotting

Im Anschluss an die SDS-Gelelektrophorese erfolgte die Ubertragung der aufgetrennten Pro-
teine auf eine Nitrozellulosemembran (Amersham Hybond™-ECL™Nitrocellulose-Membran,
GE Healthcare Europe GmbH, Miinchen). Dafiir wurden Filterpapier und die Nitrozellulose-
membran entsprechend der Gelgrofle zugeschnitten, gewéssert und fiir 10 Minuten in Blotting

Puffer mit 4 % Methanol gelegt.
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Tabelle 2.4: Zusammensetzung des Blotting Puffers.

Blotting Puffer

39ml 1 M Glycin

48 ml 1 M Tris pH 8,3
3,7ml 10 % SDS

200 ml 20 % Methanol

mit Aqua dest. ad 1000 ml

Auf zwei Lagen von Filterpapier wurden zunichst die Membran und, nach Abtrennung des
Sammelgels, das Trenngel gelegt, darauf folgten zwei weitere Lagen in Blotting Puffer ge-
trinktes Filterpapier. Es wurde darauf geachtet, dass Luftblasen zwischen den einzelnen Lagen
eliminiert wurden. AnschlieBend wurde die Anordnung in die Blotapparatur (Trans Blot®SD,
Semi-DM Transfer Cell, BioRad) gelegt. Das Blotting erfolgte bei 400 mA und 20 V fiir eine
Stunde.

2.2.5 Nachweis des TGFbRII durch monoklonale Antikérper

Nach erfolgtem Transfer der Proteine auf die Membran wurde diese mit Ponceau-Rot (1:20, Fa.
Sigma, #P-7767) gefirbt, um den Erfolg des Blottings und die GleichméaBigkeit der Proteinban-
den zu kontrollieren. Anschlieend wurde die Membran mit Aqua dest. gewaschen, getrocknet
und zur Dokumentation fotografiert. Mithilfe des Markerproteins konnte die Position der je-
weiligen Banden mit entsprechender Molekulargro3e identifiziert und markiert werden. Wir
durchtrennten unsere Membranen an der Grenze von 50 kD. Die Membrananteile oberhalb die-
ser Grenze dienten dem Nachweis des TGFbRII, der ein Molekulargewicht von 70 kD aufweist.
Unterhalb der Grenze dienten die Membrananteile der Ladungskontrolle mittels 5-Actin bei ei-
nem erwarteten Molekulargewicht von 43 kD. Vor der Inkubation mit den Antikérpern wurden
die Membranen fiir 90 Minuten bei Raumtemperatur in einer 5 % Milchpulver/TBST-Losung
geblockt, um die unspezifische Antikdrperbindung zu reduzieren.

Die primiren Antikorper (anti-rabbit IgG, Santa Cruz) wurden jeweils in einer Verdiinnung von
1:500 mit 5 % Milchpulver/TBST angesetzt. Die Membranen wurden iiber Nacht bei 4°C auf

einem Schiittler mit dem primiren Antikorper inkubiert.
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Tabelle 2.5: Zusammensetzung des TBST-Puffers.

TBST-Puffer (Tris buffered saline + Tween 20)
1,21 g (10 mM) Tris-Base pH 7,4

8,16 g (150 mM) NaCl

0,5 ml (0,005 %) Tween 20

mit Aqua dest. ad 1000 ml

Am nichsten Morgen wurden die Membranen mehrmals mit TBST gewaschen, um ungebun-
dene Antikorper zu entfernen. Im Anschluss daran erfolgte die Inkubation mit dem sekun-
ddren Antikorper (anti-rabbit IgG, Santa Cruz), der in einer Verdiinnung von 1:1000 in 5 %
Milchpulver/TBST verwendet wurde. Die Inkubation erfolgte auf einem Schiittler bei Raum-
temperatur fiir eine Stunde. Vor der Immundetektion der Proteine mit Hilfe des ECL (enhan-
ced chemiluminescence)-Verfahrens wurden die Membranen erneut mit TBST gewaschen. Die

ECL-L6sungen wurden unmittelbar vor Gebrauch im Verhiltnis 1:1 angesetzt.
Tabelle 2.6: ECL-Losungen.

Losung 1
5ml 0,1 M TRIS Puffer pH 8,5
50 ul 250 mM Luminol (Sigma-Aldrich, Lagerung bei —20 °C)

22 ul 90 mM p-Cumarsdure (Sigma-Aldrich, Lagerung bei —20 °C)

Losung 2
5ml 0,1 M TRIS Puffer pH 8,5

3 ul Hydrogen Peroxide 30 % in Hy0

Wir inkubierten die Membranen fiir eine Minute mit dem ECL-Reaktionsgemisch, die benetzten
Membranen wurden anschlieend in Frischhaltefolie eingeschlagen und in eine Belichtungskas-
sette (Hypercassette ™, Amersham pharmacia biotech, RPN 11642) gelegt. Ein spezieller Ront-
genfilm (Amersham Hyperfilm™ECL, GE Healthcare Europe GmbH, Miinchen, # 28-9068-40)
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wurde in der Dunkelkammer aufgelegt und nach einer Expositionszeit von 3 bis 10 Minuten, je

nach Signalstirke, entwickelt.

2.2.6 Quantifizierung der Banden

Zur Quantifizierung der Proteinmenge des TGFbRII wurden die entwickelten Filme eingescannt
und mit Hilfe des ImageQuant TL Programmes ausgewertet. Dabei legten wir die zu analysie-
renden Banden fest, von denen durch das Programm die Pixelintensitit ermittelt werden sollte.
Als Ladungskontrolle verwendeten wir das Housekeeping-Gen (§-Actin. Im Anschluss an die
Ermittlung der Dichte der Proteinbanden erfolgte der Actin-Abgleich durch Bildung des Ver-
hiltnis der Dichte der TGFbRII- und der Dichte der 3-Actin-Banden.

2.3 Firbungen

2.3.1 Anfertigungen der Schnitte

Die Schnitte der Lebern fiir histologische und immunhistochemische Untersuchungen der be-
handelten Tiere wurden aus den in 4 %-igem Formaldehyd fixierten Leberteilen hergestellt und
erfolgten einen Monat nach der Organentnahme. Nach Zuschnitt und Einbringen der fixierten
Priparate in Einbettkédsten mit erneuter Fixierung fiir eine Stunde bei 4°C erfolgte eine Wisse-
rung der Priparate mit anschlieBendem Einlegen der Einbettkisten in die Einbettmaschine. In
dieser wird den Priparaten unter Durchlaufen einer aufsteigenden Alkoholreihe (50 %, 60 %,
70 %, jeweils 1 h 35 min; 80 %, 96 %, 2 x 100 %, jeweils 1 h) das Wasser entzogen. Nach Ein-
bringen in Xylol (1 h, 2 x 30 min) wurden sie in Paraffin iiberfiihrt (3 x 1 h). Bis zur weiteren
Verwendung verblieben die Priparate anschlieBend in Paraffin und wurden bei Raumtemperatur
gelagert.

Aus den Paraffinblocken wurden im néchsten Schritt mit Hilfe eines Mikrotoms jeweils etwa
1-3 um dicke Schnitte geschnitten und nach Glattung im Wasserbad bei 45 °C auf Objekttrager
gebracht. Die Objekttrager wurden schlieBlich bei einer Temperatur von 50 °C im Brutschrank

iiber Nacht getrocknet.

2.3.2 Silanisierung der Objekttriger

Fiir immunhistochemische Untersuchungen der Schnitte wurden silanisierte Objekttriager ver-

wendet. Die Silanisierung der Objekttriger bewirkt eine verbesserte Haftung der Gewebeschnit-
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te. Dafiir wurden zunichst die Objekttriager in Aceton fettfrei gemacht und anschliefend bei
50 °C getrocknet. Nachdem die Objettriger nach der Trocknung wieder auf Raumtempera-
tur gebracht wurden, wurden diese fiir fiinf Minuten in frischer Silanisierungslosung (10 %
3-C-Triethoxysilylpropylamin in Aceton) inkubiert. Im Anschluss daran erfolgte ein zweima-
liger Waschvorgang zunichst in Aceton und folgend in Aqua dest. Nach den Waschvorgingen
wurden die Objekttriager bei 42 °C iiber Nacht getrocknet. Die Schnitte fiir die Siriusrot und

Hématoxylin-Eosin-Farbungen wurden auf unbeschichteten Objekttriger hergestellt.

2.3.3 Hiamatoxylin-Eosin-Fiarbung nach Mayer

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (H.E.-Fiarbung) nach Mayer ist eine Routinefarbung, die vor-
wiegend der Ubersicht eines histologischen Priiparates dient. Die verwendeten Farbstoffe sind
dabei Hamatoxylin und Eosin.

Zur Herstellung der 0,2 %-igen Eosin-Losung wurden 0,2 g Eosin G (MERCK, Darmstadt,
#115935) in 100 ml Aqua dest. geldst. Pro 100 ml hergestellter Losung wurde ein Tropfen
konzentrierte Essigsdure (100 %) hinzugefiigt. Das Hamatoxylin wurde als fertige Losung von
der Firma AppliChem (Hadmatoxylin-Monohydrat, #3865.0100) bezogen. Die Schnitte wurden
im Rahmen des Firbevorgangs in einen Firbeeinsatz (Rotilabo®-Objettrigerhalter, HA49.1)
eingebracht, der mittels Glasbiigel der Reihe nach in Farbekammern mit den unten aufgefiihrten

Losungen und Einwirkzeiten getaucht wurde.

Tabelle 2.7: Farbeprotokoll Himatoxylin-Eosin-Farbung nach Mayer.

Entparaffinierung: Xylol 2 X 3 min
Isopropanol 100 % 2 min
Isopropanol 96 % 2 min
Isopropanol 70 % 2 min
Férbung: Himatoxylin nach Mayer 3 min
Aqua dest. HCI-Alkohol 2x10s

Aqua dest. Bliduen in Leitungswasser 5 min

Aqua dest. 0,2 % Eosin 2 min
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Aqua dest. 10s
Isopropanol 70 % 10 s
Isopropanol 96 % 2 min
Isopropanol 100 % 2 X 2 min
Xylol 2 X 3 min

Nach der Féarbung erfolgte das Aufbringen und Fixieren der Deckgldser (Langenbrinck) mittels
DPX-Eindeckmittel (MERCK, #1.01979.0500), anschlieBend wurden die Schnitte bei Raum-

temperatur iiber Nacht getrocknet.

2.3.4 Siriusrot-Fiarbung

Die Siriusrot-Farbung dient der selektiven Anfiarbung von Kollagenfasern (Kollagen I und III)
[102]. Siriusrot stellt einen anionischen Farbstoff dar, dessen Sulfonsduregruppen mit den basi-
schen Gruppen des Kollagenmolekiils reagieren, wodurch eine verstirkte Doppelbrechung unter
dem Lichtmikroskop hervorgerufen wird [55].

Vor Beginn der Farbung wurde die Weigert-Gebrauchslosung frisch angesetzt. Die Weigert-
Stammlosung wurde aus 10 g Himatoxylin und 100 ml absolutem Isopropanol hergestellt und
mindestens 48 h vor Gebrauch angefertigt. Fiir die Weigert-Losung A wurden 15 ml der Wei-
gert Stammldsung mit 135 ml absolutem Isopropanol angesetzt. Die Weigert-Losung B setzte
sich zusammen aus 11,6 g Eisen-III-Chloridlésung mit 10 ml 25 %-iger HCI und wurde auf
11 mit Aqua dest. aufgefiillt. Fiir die endgiiltige Weigert-Gebrauchslosung wurden zwei Tei-
le der Losung A mit einem Teil der Losung B gemischt. Der Ansatz der Pikrin-Siriusrot-
Losung bestand aus 50 ml 0,1 %-iger Siriusrot-Losung (Siriusrot F3BA, Typ 1A280, Chroma-
Gesellschaft, Miinster) und 450 ml Pikrinsdure und wurde mindestens 24 h vor Gebrauch der
Losung hergestellt. Die Schnitte wurden im Rahmen des Fiarbevorgangs in einen Firbeeinsatz
eingebracht, der mittels Glasbiigel der Reihe nach in Firbekammern mit den unten aufgefiihrten
Losungen und Einwirkzeiten getaucht wurde.

Nach der Firbung erfolgte das Aufbringen und Fixieren der Deckglédser mittels DPX-Eindeck-

mittel, anschlieend wurden die Schnitte bei Raumtemperatur iiber Nacht getrocknet.
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Tabelle 2.8: Farbeprotokoll Siriusrot-Férbung.

Entparaffinierung: Xylol 2 X 3 min

Isopropanol 100 % 2 min
Isopropanol 96 % 2 min
Isopropanol 70 % 2 min

Férbung: Weigert Gebrauchslosung 3 min
Aqua dest. 2 %
HCI-Alkohol 10 x langsames Eintauchen
Aqua dest.

Blduen in Leitungswasser 5 min

Pikrin-Siriusrot 30 min
Isopropanol 100 % 2 X 2 min
Xylol 2 X 3 min

2.3.4.1 Quantitative Auswertung des Kollagengehaltes

Die Auswertung der Kollagenfiarbung und die Quantifizierung der durch Siriusrot angeférb-
ten Fliche des jeweiligen Préparates erfolgten am Lichtmikroskop (Leica) unter Nutzung des
Programmes Leica Application Suite. Nach Festlegung der Kameraeinstellungen wurden von
jedem Priparat insgesamt zehn reprisentative Bilder in einer 100-fachen VergroBerung aufge-
nommen. Im Anschluss daran wurde durch das Programm eine Auswertung der rot gefirbten
Fldachenanteile in Prozent des Gesamtbildes der einzelnen Bilder vorgenommen. Zur Fehlerver-
meidung wurde dafiir zunéchst ein Binérbild editiert, und einzelne, nicht aufgrund von Kolla-
gen rotlich gefirbte Bereiche, z.B. Erythrozyten, wurden geloscht. Fiir jedes Tier wurde aus den

zehn Werten der Mittelwert berechnet.
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2.3.5 Immunbhistochemische Firbungen

Die immunhistochemischen Firbungen beruhen auf dem Prinzip der Antigen-Antikorper-Reak-
tion. Bei der indirekten Methode wird zunéchst ein primirer Antikorper, der spezifisch gegen
das zu untersuchende Antigen gerichtet ist, aufgetragen und anschlieBend ein sekundirer Anti-
korper eingesetzt, der gegen den priméren Antikorper gerichtet ist. Der sekundire Antikorper
wird dabei an ein Enzym gekoppelt, das durch Umsetzung eines Substrates eine Farbreakti-
on hervorruft und auf diese Weise die Darstellung molekularer Strukturen in Gewebeschnitten
ermoglicht.

In dieser Arbeit wurde die ABC-Methode (Avidin-Biotin-Komplex) eingesetzt, die 1981 durch
Hsu et al. [51] etabliert wurde. Avidin ist ein Glykoprotein, das in Hithnereiweif3 entdeckt wur-
de [70] und eine starke Affinitidt zu dem Vitamin Biotin aufweist. Bei der ABC-Methode wird
ein mit Biotin gekoppelter Sekundirantikdrper eingesetzt, so dass Biotin an den zugegebenen
ABC-Komplex binden kann. Der ABC-Komplex enthilt zudem noch das Enzym Peroxidase.
Durch Zugabe eines Chromogens, welches durch die Peroxidase in ein farbiges Reagenz umge-
setzt wird, kann das gesuchte Antigen sichtbar gemacht werden (Abb. 2.3) [17]. Als Chromogen
verwendeten wir 3-Amino-9-ethylcarbazol (AEC), das sich als rotbraunes Farbprodukt nieder-

schlagt.

2.3.5.1 Ki67-Firbung

Die Proliferationsaktivitét in der geschidigten Leber wurde durch eine immunhistochemische
ki67-Farbung untersucht. ki67 ist ein Protein, das als Proliferationsmarker eingesetzt wird und
sich dadurch auszeichnet, dass es in allen aktiven Phasen des Zellzyklus auf der Oberfliache der
Chromosomen exprimiert wird, nicht jedoch in der Ruhephase der Zelle [89].

Zu Beginn der Fiarbung erfolgte zunichst die Entparaffinierung in Xylol und dann in einer ab-
steigenden Alkoholreihe. Die Inkubation im frisch angesetzten Methanol/H2O2 diente hierbei

der Hemmung der endogenen Peroxidase.
Tabelle 2.9: Inkubation.

Xylol 2 X 5 min
Ethanol 100% 5 min

Methanol/HoOo 20 min
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Ethanol 96 % 5 min
Ethanol 70 % 5 min

Aqua dest. 5 min

AnschlieBend wurden die Objekttrager in Citratpuffer (pH 6,0) fiir 25 Minuten bei 600 W in der
Mikrowelle erhitzt.

Tabelle 2.10: Zusammensetzung des Citratpuffers.

Citratpuffer
Losung A 21,01 g Citronenséiure / 1000 ml Aqua dest.
Losung B 29,41 g Na-Citrat-Dihydrat / 1000 ml Aqua dest.

Puffer 9ml Losung A + 41 ml Losung B + 500 ml Aqua dest.

Tabelle 2.11: Zusammensetzung PBS.

10 x PBS
50 Tabletten (Sigma, # P4417)
+ 11 Aqua dest.

1 x PBS: 100ml 10 x PBS + 900 ml Aqua dest.

Nach 10-miniitigem Abkiihlen des Puffers erfolgte ein Waschvorgang mit PBS fiir 5 Minu-
ten. Im Anschluss daran wurden die Objekttriager in eine feuchte Kammer iiberfiihrt und mit
Normalserum (Rabbit Serum, DAKO, X0902) in einer Verdiinnung von 1:10 in 2 % Milchpul-
ver/PBS (siehe Tab. 2.11) fiir 15 Minuten inkubiert. Nachfolgend wurden jeweils 100 pl des
primdren Antikorpers (Monoclonal Rat Anti Mouse ki67 Antigen, DAKO, M7249) in einer
Verdiinnung von 1:100, gelost in Milchpulver/PBS, auf die Priaparate gegeben und iiber Nacht
bei 4 °C inkubiert. Am nichsten Morgen erfolgte nach einem Waschvorgang (1x5 min) mit
Milchpulver in PBS die Inkubation mit dem sekundiren Antikorper (Polyclonal Rabbit Anti-
Rat Immunglobulins/Biotinylated, DAKO, E0468) in einer Verdiinnung von ebenfalls 1:100
gelost in Milchpulver/PBS. Die Inkubation des sekundiren Antikorpers fand ebenfalls in der
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Avidin-Biotin-
Peroxidase-Komplex

¥@""

biotinylierter
Sekundérantikorper

J k Primérantikdrper

Antigen

Abbildung 2.3: Avidin-Biotin-Komplex-Methode modifiziert nach Boenisch et al. [17]. Der
Primirantikorper bindet sich an das gesuchte Antigen. Der biotinylierte
Sekundérantikorper richtet sich gegen den Primérantikorper. Avidin bestitzt vier
Bindungsstellen fiir Biotin, so dass der Sekundérantikdrper liber das Biotin an den
Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex gebunden wird. Die im Komplex enthaltene
Peroxidase fiihrt iiber Umsetzung eines Chromogens zu einer Farbreaktion.

feuchten Kammer bei Raumtemperatur fiir 30 Minuten statt. SchlieBlich wurden nach einem
weiteren Waschvorgang mit PBS jeweils 100 pl des ABC-Komplexes (ABC-Kit, Vector Labo-
ratories, USA) auf die Praparate aufgebracht und bei Raumtemperatur fiir 30 Minuten inkubiert.
Nach einem weiteren Spiilschritt mit PBS (1 x5 min) erfolgte die AEC-Fiarbung (DAKO, DA-
KO, Hamburg # K3464), wodurch es zu einer rotbraunen Fiarbung der ki67-positiven Zellen
kam. Die AEC-Firbung erfolgte fiir 20 bis 30 Minuten unter lichtmikroskopischer Kontrolle,
bis eine ausreichende Farbintensitit erreicht wurde. Als Positiv-Kontrolle diente hierbei ein auf
gleiche Weise gefirbtes Priparat eines Hodens. AbschlieBend wurden die Priaparate in Aqua
dest. gewaschen (3x1 min, 5 min) und fiir eine Minute mit Himatoxylin gegengeférbt, 5 Mi-

nuten mit Leitungswasser gebldut und mit Aquatex (Merck, Darmstadt) eingedeckt.

Mikroskopische Auswertung Von jedem Tier wurden insgesamt drei Schnitte der ki67-
Farbung unterzogen, um die Proliferationsaktivitit nach CCly-Schiddigung zu untersuchen. Die

Auswertung der ki67-gefirbten Préiparate erfolgte auf zwei unterschiedliche Arten.
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Quantifizierung mittels Leica Application Suite Die Schnittpriparate wurden verblindet
beziiglich der BXD-Linien am Lichtmikroskop (Leica) ausgewertet. Dafiir wurden von jedem
Schnitt fiinf représentative Bilder in einer 400-fachen Vergroflerung angefertigt. Da von jedem
Tier drei Schnitte angefarbt wurden, erhielten wir fiir jedes Tier 15 Auswertungen. Auf diesen
wurden der relative Anteil der braunrot gefirbten, ki67-positiven Zellen aus allen Zellen per

Hand ausgezihlt.

Quantifizierung mit GIMP Eine weitere Moglichkeit zur Quantifizierung der ki67-gefirbten
Zellen besteht in der Anwendung des Bildbearbeitungsprogrammes GIMP, das unter gimp.org
kostenfrei zur Verfiigung steht. Die angefertigten Bilder in 100- bzw. 400-facher Vergro3erung
wurden hierfiir im Programm GIMP geoffnet und posterisiert. Durch das Posterisieren wird die
Farbanzahl reduziert. AnschlieSend wurde die Farbe ausgewéhlt, die am ehesten ki67-Positivitét
reflektiert. Durch Aufrufen der Funktion , Histogramm®, das eine Aussage iiber die Grauwer-
te des Bildes erlaubt, wurden die Pixelwerte des gewihlten Farbbereichs ermittelt. Aus allen

ermittelten Werten des jeweiligen Tieres wurde der Mittelwert berechnet (Abb. 2.4).

Abbildung 2.4: Exemplarischer Ausschnitt eines Leberpriparates nach ki67-Féarbung in 100-facher
VergroBerung. Die ki67 positiven Zellen stellen sich braunrot dar. Auf der rechten
Abbildung ist die Quantifizierung der positiven Zellen durch GIMP dargestellt nach
Posterisieren und Auswahl der Farbe. Die dunklen Pixel werden pro Bild ermittelt, und
daraus, wird der Mittelwert berechnet.

2.3.5.2 TUNEL-Assay

Mithilfe der TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin nick end
labeling)-Farbung kann das Ausmal3 der Apoptose bestimmt werden. Im Rahmen der Apoptose

fiihren aktive Endonukleasen zur Fragmentierung der DNA des Zellkernes [5]. Die dabei entste-
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henden Strangbriiche kénnen mittels der terminalen Deoxynucleotidyl-Transferase (TdT) mar-
kiert werden. Durch TdT werden Digoxygenin-markierte Nukleotide an freie Hydroxygruppen
gebunden [24, 40]. An die Digoxygenin-Nukleotide der DNA-Fragmente kann nun ein Anti-
Digoxygenin Antikdrper gebunden werden, der wiederum an das Enzym Peroxidase gekoppelt
ist. Durch Zugabe eines Chromogens und dessen enzymatische Umsetzung mittels Peroxidase
kommt es zu einer Braunfirbung der Zellkerne apoptotischer Zellen, die dadurch lichtmikro-
skopisch sichtbar werden.

Fiir die TUNEL-Firbung verwendeten wir das ApopTag® Peroxidase In Situ Apoptosis Detec-
tion Kit (Chemicon #S7100). Nach Entparaffinierung in Xylol und absteigender Alkoholreihe
wurden die Schnitte zunédchst fiir 5 Minuten in PBS gewaschen und anschlieSend fiir 30 Mi-
nuten in Proteinase K inkubiert (400 pl Proteinase K auf 200 ml H20). Durch die Proteinase K
werden die Zellproteine angedaut, um eine verbesserte Zuginglichkeit der DNA-Strangbriiche
fiir die nachfolgenden Reagenzien und Bindungsreaktionen zu bewirken. Nach zweimaligem
Waschen in H»0 erfolgte eine Inkubation der Schnitte in HoO5 fiir 5 Minuten zur Inaktivierung
der endogenen Peroxidase. Nach Waschen mit PBS wurden um die Schnitte auf den Objekt-
trigern Fettkreise gezogen und der Aquilibrierungspuffer (Millipore, #90416) aufgetragen. Die
Schnitte wurden nun in eine feuchte Kammer iiberfiihrt und mit dem Reaktionsgemisch aus dem
Enzym TdT und den Nukleotiden fiir eine Stunde im Wasserbad bei 37°C inkubiert. Anschlie-
Bend erfolgten eine Inkubation der Schnitte in Stop/Wash Buffer (Millipore, PSO1736474) und
erneutes Waschen in PBS. Nun wurden der primire Antikdrper gegen Digoxygenin, gekoppelt
mit Peroxidase (Anti-Digoxygenin conjugate Peroxidase, #90420), aufgetragen und die Schnit-
te erneut in der feuchten Kammer bei Raumtemperatur fiir 30 Minuten inkubiert. Die Schnitte
wurden nun nochmals in PBS gewaschen. Darauthin wurden die Schnitte mit AEC gefirbt (vgl.
2.3.5). Zur besseren Beurteilung der Priparate wurden diese nach erneuten Waschvorgingen in
H>0 in Hamatoxylin nach Mayer fiir eine Minute gegengefirbt. Nach Blduen in Leitungswasser

wurden die Schnitte mit Aquatex (Merck Millipore, #108562) eingedeckt.

Mikroskopische Auswertung der Apoptose Um das Ausmal der Apoptose mittels TUNEL-
Farbung beurteilen zu konnen, wurden von jedem Tier insgesamt drei Schnitte angefirbt. Die
Auswertung erfolgte am Lichtmikroskop (Leica) mit Hilfe der Leica Application Suite. Dafiir
wurden von jedem Schnitt fiinf représentative Bilder in einer 400-fachen VergroBerung angefer-
tigt. Da von jedem Tier drei Schnitte angefzarbt wurden, erhielten wir fiir jedes Tier 15 Auswer-

tungen. Auf jedem Bild wurden die braun gefarbten apoptotischen Zellen per Hand ausgezihlt
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und notiert. Am Ende wurden 15 Bilder gewéhlt, auf denen alle Zellen gezihlt und ausgewertet
wurden. Zusitzlich wurde der Apoptoseindex fiir jedes Tier berechnet. Hierfiir wurden die po-
sitiv gefdrbten Zellkerne der analysierten Bilder (n=15/Tier) addiert und durch die Gesamtzahl

der Zellkerne aus 15 Bildern dividiert.

2.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist ein Verfahren, das der Amplifikation von durch Pri-
mer festgelegten DNA-Sequenzen dient. Nach Denaturierung der DNA und Trennung in die
Einzelstringe erfolgt die sequenzspezifische Bindung der Primer an die DNA-Matrize mit nach-
folgender Kopie der Einzelstringe durch eine hitzestabile Polymerase (Tag-polymerase) [86].
Durch mehrfache Wiederholung des Zyklus aus Denaturierung, Anlagerung der Primer (Anne-

aling) und Polymerisation wird eine exponentielle Vervielféltigung der DNA-Sequenz erreicht.

2.4.1 Isolierung der Gesamt-RNA aus der Leber

Zur Analyse der Genexpression des TGFbRII isolierten wir die Gesamt-RNA aus den Lebern
mit Hilfe des RNeasy mini Kits (Qiagen, #74106). Durch diese Methode ist es moglich, bis zu
100 ug RNA mit einer Linge von mehr als 200 Basen aus Gewebe oder Zellen zu extrahieren
[3]. Dafiir wird zunéchst das Gewebe mittels Guanidinisothiocyanat (GTC) enthaltendem Puffer
lysiert. Die RNA der Probe wird anschlieend in Sdulchen an eine Silica-Membran gebunden
und in mehreren Waschschritten von Kontaminationen, wie DNA, getrennt.

Aufgrund der hohen Empfindlichkeit der RNA gegeniiber dufleren Einfliissen wurde auf die
Verwendung RNase-freier Losungen und Reaktionsgefidle geachtet. Von jeder Leber wurden
30 mg abgewogen, in kleine Stiicke zerteilt und in ein Eppendorf-Rohrchen gegeben. Zur Ly-
se und Homogenisierung des Gewebes wurden jeweils 600 ul RLT-Lyse-Puffer, versetzt mit
[-Mercaptoethanol (10 ul S-Mercaptoethanol/ml RLT-Puffer), sowie eine Stahlkugel hinzuge-
fiigt und anschlieBend im Tissue Lyser lysiert (1 min, 50 Hz). Nach Lyse und Zentrifugation
(3 min, 13000 U/min) wurde der Uberstand in ein 1,5 ml Eppendorf-Rhrchen pipettiert. Zum
homogenisierten Lysat wurden nun jeweils 550 ul Ethanol (50 %) hinzugefiigt, um geeignete
Bindungseigenschaften der RNA an die Silica-Membran der RNeasy-Séulen zu erreichen. Die
Séulen wurden anschlieBend mit maximal 700 ul des Reaktionsgemisches beladen und fiir 20
s bei 10000 U/min zentrifugiert. Nach jedem Zentrifugationsschritt wurde das Eluat verwor-

fen. Nach einem Waschvorgang mit RW1-Puffer (700 pl, 15s, 10 000 U/min) und zweimaligem
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Waschen mit RPE-Puffer (500 pl, 15-60 s 10 000 U/min) wurden die Sdulen in ein neues Re-
aktionsgefall (2,0 ml) platziert und zum Trocknen der Silica-Membran fiir zwei Minuten bei
13 000 U/min zentrifugiert. Zur Elution wurden die Sdulen wiederum auf ein neues Rohrchen
(1,5 ml) gesetzt, 30 ul DEPC-Wasser (RNase-freies Wasser) zentral auf die Membran pipettiert
und erneut fiir eine Minute bei 10 000 U/min zentrifugiert. Nach Wiederholung des Elutions-
schrittes mit 30 ul DEPC-Wasser wurde das gesamte Eluat in Proben-Rohrchen iiberfiihrt und
bei -80 °C aufbewabhrt.

Die Konzentration der isolierten RNA wurde photometrisch durch Absorptionsmessung bei ei-
ner Wellenldnge von 260 und 280 nm mittels Spektralphotometer (NanoDrop®, Peqlab) gemes-
sen. Hierfiir wurden jeweils 1,5 pl der Probe auf die Probenhalterung aufgetragen und gegen

einen Leerwert (1,5 ul Ho0) gemessen.

2.4.2 Synthese der cDNA

Durch das Enzym Reverse Transkriptase ist es moglich, cDNA aus der isolierten RNA zu
synthetisieren, die zur Durchfithrung der PCR notwendig ist. Dabei dient die einzelstringige
RNA als Matrize fiir die Synthese der komplementidren DNA (cDNA). Um eventuell vorhan-
dene DNA-Kontaminationen zu beseitigen, fiihrten wir vor der reversen Transkription (RT) ein
DNase-Verdau durch. Durch das Enzym DNase I wird sowohl einzel- als auch doppelstringige
DNA abgebaut, ohne den Aufbau der RNA zu beeintrichtigen. Hierzu wurden jeweils 1 pg der
RNA mit DEPC-Wasser auf 8 ul aufgefiillt und anschlieBend mit jeweils 1 ul DNase I Puffer
sowie 1 ul DNase I (Invitrogen, #18068-015) versetzt und fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Im Anschluss daran wurden 1 pul EDTA (25 mM) hinzu pipettiert und das Reaktions-
gemisch fiir 10 Minuten bei 65 °C inkubiert. Durch die Zugabe von EDTA wurde die DNase |
inaktiviert.

Fiir die Durchfithrung der reversen Transkription verwendeten wir das high capacity cDNA
reverse transcription Kit (Applied Biosystems, #4368814). Die Proben wurden jeweils mit 10
ul des Reaktionsansatzes versetzt. Der Reaktionsansatz kann Tabelle 2.12 entnommen werden.
AnschlieBend wurden die Proben in einem Thermocycler fiir 10 Minuten bei 25 °C, dann fiir
120 Minuten bei 37 °C und fiir fiinf Sekunden bei 85 °C inkubiert und letztendlich auf 4 °C
gekiihlt. Nach Verdiinnung der cDNA mit Hy0 wurde die cDNA bei -20 °C aufbewahrt.
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Tabelle 2.12: Mastermix pro Probe.

Mastermix pro Probe
2ul  Puffer (10x)
2yl Primer (10x)
0,8 ul  dNTPs (100 mM)
1yl Reverse Transkriptase
1yl RNase Out (Invitrogen)

32ul DEPC-H20

2.4.3 Kontrolle der cDNA-Synthese

Im Anschluss an die cDNA-Synthese fithrten wir eine 3-Actin-PCR mit anschlieSender Gel-
elektrophorese durch, um zu kontrollieren, ob in jeder Probe gleichviel cDNA vorhanden ist.
Der Reaktionsansatz dieser PCR kann Tabelle 2.13 entnommen werden. Von jeder Probe wur-
den 2 pl der entsprechenden cDNA in eine 96-well-Multititerplatte pipettiert und anschlieBend
jeweils 23 ul des Reaktionsansatzes hinzugegeben. Nach der Denaturierung der DNA bei 94 °C
iber 2 Minuten wurde folgender PCR-Zyklus insgesamt 25 mal durchlaufen: 94 °C fiir 30s;
59 °C fiir 30s; 72 °C fiir 50 s. Abschlieend erfolgte ein Zyklus von 5 min bei 72 °C mit nach-
folgender Abkiihlung der Proben auf 4 °C.

Tabelle 2.13: Reaktionsansatz fiir die 5-Actin-PCR.

Mastermix (23 pl):
17,7l H0 Merck
2,5ul 10 x PCR Buffer (Invitrogen)
lul MgCly; 50 mM
0,5ul  dNTPs 10 mM
0,5ul  Primer bActf 10 uM
0,5ul  Primer bActr 10 uM

0,3 ul  Taq Polymerase
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Tabelle 2.14: Primer fiir die 5-Actin-PCR.

Primer (Thermo Scientific)
bAct forward CCA TCC TGC GTC TGG ACC TG

bActreverse GTA ACA GTC CGC CTA GAA GC

Nach Beendigung der 3-Actin-PCR wurde ein 2 %iges Agarose-Gel mit 1x TAE-Puffer (Tab.
2.15) und Ethidiumbromid mit den PCR-Produkten beladen. Durch die negativ geladenen Phos-
phatgruppen der DNA ist es moglich, eine elektrophoretische Auftrennung der DNA-Fragmente
zu erreichen. Durch die Zugabe von Ethidiumbromid, welches in Nukleinsduren interkaliert und
damit eine Zunahme der Fluoreszenz bewirkt, konnen die Banden unter UV-Licht sichtbar ge-
macht werden.

Jede Probe wurde im Verhiltnis 9:1 mit 10x Ladepuffer (TAE, H»O, Glycerin, Farbstoff Xylen-
cyanol) versetzt, darauthin wurden die Proben in die vorgesehenen Taschen des Gels pipettiert.
Als Marker zur Groflenbestimmung wurde ein DNA-Leiter (Thermo Scientific, #SM0403) in
die erste Tasche pipettiert, anschlieBend wurde das beladene Gel in die Laufkammer gelegt.
Nach einer 40-miniitigen Laufzeit bei 90 V konnten die Banden auf einem UV-Schirm (Fluor-S

Multilmager, BioRad, USA) analysiert und dokumentiert werden.

Tabelle 2.15: Zusammensetzung des TAE-Puffers.

TAE-Puffer (50 x)
242 ¢ (2 M) Tris

57,1 ml (1 M) Eisessig
50mM EDTA

mit Aqua dest. ad 1000 ml
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2.4.4 Quantitative real-time PCR
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Abbildung 2.5: Funktionsprinzip der TagMan-Sonde (modifiziert nach Morris et al. [72])
(A) Bindung der Primer und der TagMan-Sonde an die zu amplifizierende
cDNA-Seugenz. Die Sonde ist am 5’-Ende mit einem Fluoreszenzfarbstoff (Reporter)
und am 3’-Ende mit dem Quencher markiert. Durch den Quencher wird bei intakter
Sonde die Emission des Reporters unterdriickt. (B) Durch die fortschreitende
Polymerisation wird der Reporter zunehmend verdringt. (C) Im Rahmen der Synthese
wird der Reporter durch die 5°-3’-Exonukleaseaktivitit der Tagman-Polymerase von der
Sonde abgespalten. Dadurch findet keine weitere BeeinBussung des Reporters durch
den Quencher mehr statt, und eine Zunahme der Fluoreszenz wird beobachtet..

Zur Bestitigung der verwendeten Daten zur Genexpression fiithrten wir eine real time-PCR
(RT-PCR) durch. Die real time quantitative PCR (qQPCR) ermoglicht, im Gegensatz zur klassi-
schen PCR, eine zusitzliche Quantifizierung der amplifizierten DNA-Abschnitte wéihrend der
PCR. Die Quantifizierung in Echtzeit wird durch die Verwendung von Fluoreszenz-markierten
Sonden oder interkalierenden Fluoreszenz-Farbstoffen ermoglicht. In dieser Arbeit wurde die
Tagman®-Technologie verwendet. Dabei kommen Tagman-Sonden zum Einsatz, die am 5’-
Ende einen Reporter-Fluoreszenzfarbstoff und einen am 3’-Ende lokalisierten Quencher ent-
halten. Solange die Sonde intakt ist, wird die Emission des Reporters durch den Quencher aus-
geloscht. Durch die 5°-3-Endonuklease-Aktivitit der Taqg-DNA-Polymerase wird der Reporter

wihrend der PCR von der Sonde abgespalten, und er unterliegt somit nicht mehr dem Signal
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des Quenchers [72]. Die dadurch erreichte Zunahme der Intensitit des fluoreszierenden Signals
wird quantifiziert (Abb. 2.5).

Die Proben (TGFbRII als Zielgen und 18 sRNA als Referenz) wurden im Doppelansatz unter-
sucht. Von jeder Probe wurde 1 ul der entsprechenden cDNA in eine 96-well-Mulltititerplatte pi-
pettiert. Anschlieend wurden jeweils 19 ul des Reaktionsansatzes fiir 18 SRNA oder TGFbRII
(Tabellen 2.16 und 2.17) hinzugegeben. Die real-time PCR erfolgte im Applied Biosystems
7500 Fast Real-Time PCR System. Nach einer initialen Denaturierung der DNA bei 95°C iiber
20 s wurde im Folgenden 39 mal der Zyklus aus Denaturierung bei 95°C iiber 3 s und Annealing

und Elongation bei 60°C iiber 30 s durchlaufen.
Tabelle 2.16: Mastermix fiir 18 sSRNA.

Mastermix fiir 18 SRNA (19 ul):
10 ul 2 x Mastermix (Invitrogen)

0,1 ul - Primer F 10 uM TagMan®Ribosomal RNA

0,1yl Primer R 10 uM Control Reagents, Applied
0,1yl Sonde VIC 40 uM Biosystems, #4308329

8,7ul  RNase-freies Wasser (Merck)

Tabelle 2.17: Mastermix fiir TGFbRII.

Mastermix fiir TGFbRII (19 pl):
10 ul 2 x Mastermix (Invitrogen)
1yl Assay Mix TGFbRII (Applied Biosystems, Mm 00436977_m1, #4453320)

8 ul  RNase-freies Wasser (Merck)

2.4.4.1 Relative Quantifizierung

Fiir die Quantifizierung der Startmenge wird ein Schwellenwert festgelegt, der CT (cycle threshold)-
Wert. An diesem Punkt iiberschreitet die Fluoreszenz der Proben die festgelegte Hintergrund-

fluoreszenz. Je mehr Kopien der Zielsequenz zu Beginn in der Probe vorhanden sind, desto
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weniger Zyklen sind notwendig, um den CT-Wert zu iiberschreiten. Der CT-Wert korreliert
dementsprechend umgekehrt proportional mit der Startmenge der Zielsequenz [14].

Um die relative Genexpression des Zielgens zu bestimmen, wird dessen Expression auf ein
Housekeeping-Gen bezogen. Housekeeping-Gene kodieren fiir Proteine, die in allen kernhalti-
gen Zellen relativ konstant exprimiert werden, da sie fiir die Aufrechterhaltung der Zellfunktion
essentiell sind [103]. Als Housekeeping-Gen verwendeten wir 18 sRNA.

Fiir die Berechnung des Expressionsunterschiedes wurde die AA CT-Methode [61] angewandt.
Dabei wird zunéchst von jeder Probe der CT-Wert des Zielgens vom CT-Wert des Housekeeping-
Gens subtrahiert (ACT), um die Proben zu normieren. Im Anschluss daran wird der Mittelwert
der zuvor ermittelten ACT-Werte der Kontrollgruppe von den jeweiligen A CT-Werten der be-
handelten Tiere subtrahiert. Zur Ermittlung des relativen Expressiosunterschiedes wird dieser
AA CT-Wert nun in die Formel 2-24€T eingesetzt. Der 2~ 22CT Wert gibt die n-fache Genex-

pression der behandelten Gruppen im Vergleich zu den Kontrollen an.

A CT= CTZielgen - CTHousekeeping—Gen
AACT=A CTBehandlung - AC’TKontrolle

n-fache Expression = 27 AACT

2.5 Statistische Verfahren

Die Berechnung der Werte fiir den Mittelwert, Standardabweichung und Standardfehler erfolg-
te mit Hilfe von Excel 2003. Fiir die Auswertung der histologischen Ergebnisse verwendeten
wir das Statistik- und Analyse-Programm SPSS Statistics 20. Dabei fiihrten wir den Mann-
Whitney-U-Test durch, ein Test, der fiir ordinale und kontinuierliche Daten geeignet ist, ohne
dabei eine Normalverteilung vorauszusetzen [78]. Das Signifikanzniveau wurde bei allen Tests
auf p < 0, 05 festgelegt. Fiir die Darstellung von Ergebnissen in Boxplots verwendeten wir das

Programm Datadesk.



Kapitel 3
Ergebnisse

3.1 Expressionsanalysen

3.1.1 Genexpressionsanalyse des TGFbRII
3.1.1.1 Kontrolle der cDNA mittels 5-Actin-PCR

Nach Isolierung der RNA aus den Lebern der unbehandelten Kontrolltiere und der Tiere nach
CCly-Injektionen iiber 1 Woche wurde diese in einer RT-Reaktion in cDNA umgeschrieben
(sieche 2.4.2). Um den Erfolg der RT-Reaktion nachzuweisen, erfolgte eine PCR fiir 5-Actin.
Die amplifizierten Produkte der 5-Actin-PCR wurden anschlieBend gelelektrophoretisch auf-
getrennt. Dabei zeigte sich in allen untersuchten Proben eine gleichmiflige Bande fiir 5-Actin

(Abb. 3.1).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

— .
1500 bp ——
1031 bp— '
500bp — . TSN SS S - e e

Abbildung 3.1: Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte nach 3-Actin-PCR. Spur 1:
DNA-Leiter, Spur 2-11: 5-Actin-spezifische PCR-Produkte, Spur 12: Negativkontrolle.

41
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3.1.1.2 Relative Genexpression des TGFbRII

Zur Bestimmung der Konzentration der TGFbRII-mRNA und damit indirekt der Genexpression
fiihrten wir eine quantitative real-time PCR durch. Als Referenzgen wurde das Housekeeping-
Gen 18sRNA mit gemessen, wodurch eine Normalisierung der Werte mit anschlieBender rela-
tiver Quantifizierung nach der AACT-Methode ermdglicht wurde. Die Ergebnisse der relativen
Quantifizierung sind in der Tabelle 3.1 aufgefiihrt.

Die Ergebnisse der relativen Genexpression zeigten im Vergleich zwischen den Ménnchen ten-
denziell eine erhohte Expression des TGFbRII innerhalb der Linie BXD 24a, obgleich die Er-
gebnisse des Assays keine signifikanten Unterschiede zwischen den untersuchten Linien erga-
ben (sieche Abb. 3.2). Eine signifikante (p<0,0001) Zunahme der Genexpression des TGFbRII
innerhalb beider Linien zeigte sich nach CCly-Injektionen iiber einen Zeitraum von einer Wo-
che, wobei sich weiterhin keine signifikanten Unterschiede zwischen den Linien darstellen lie-

Ben.

X-fache Expression (2-2ACT)

BXD 13 & BXD 24a &

Abbildung 3.2: Relative Expressionsunterschiede des TGFbRII in unbehandelten ménnlichen Tieren
der Linien BXD 13 und BXD 24a, standardisiert auf ménnliche BXD 13. MW =+ SD.
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Tabelle 3.1: Ergebnisse der relativen Quantifizierung des TGFbRII nach der A A-Methode.

Linie TGFbRIICT 18sRNACT A CT (MW AA CT (MW A Normalisierung
TGFbRII CT - CT-MW ACT TGFbRII auf
MW 18sRNA Kontrollen) unbehandelte
CT) Kontrollen
(2—AACT)

Unbehandelte Kontrollen

BXD 13 27,89 11,60 16,29
27,37 11,13 16,23
28,44 12,01 16,43
27,94 11,83 16,05
27,40 11,88 15,52
MW 2781 +£044 11,69+035 16,11 £0,35 0+0,56 1 (0,68-1,48)
BXD 24a 2745 11,74 15,70
28,55 13,05 15,51
27,86 11,49 16,37
27,94 10,63 17,31
28,52 12,30 16,21
29,10 12,53 16,57
MW 2824 +0,60 11,96 +0,86 16,28 £ 0,65 0+1,04 1 (0,49-2,06)

Kurzzeit-CCly

BXD 13 26,72 12,73 13,99
27,31 12,98 14,33
27,71 13,67 14,03
27,45 12,67 14,78
27,94 12,73 15,20
27,41 13,16 14,25

MW 2742 £041 12,99 +0,38 14,43 £ 0,47 -1,67 £ 0,56 3,18 (2,15-4,71)

BXD 24a 27,76 13,63 14,13
26,92 12,31 14,61
27,07 12,86 14,21
27,41 12,88 14,53

MW 27,29 £0,38 12,92+0,54 14,37 +0,23 -1,91 £ 0,66 3,76 (2,38-5,93)
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Ounbehandelt
B Kurzzeit-CCl4

X-fache Expression (2A-AA CT)
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BXD 13 BXD 24a

Abbildung 3.3: Relative Genexpression des TGFbRII der Linien BXD 13 und BXD 24a bei
unbehandelten Kontrolltieren und Tieren nach einwdchiger CCly-Injektionsbehandlung.
MW =+ SE, ** p < 0,0001.

3.1.2 [Expression des TGFbRII auf Proteinebene

Als Grundlage dieser Arbeit dienten die Daten der basalen Genexpression des TGFbRII der Li-
nien BXD 13 und BXD 24a. Um zu kliren, ob der Unterschied der Genexpression sich ebenfalls

auf Proteinebene darstellen ldsst, fithrten wir einen Western-Blot durch.

Der Western-Blot zeigte im Bereich von 70 kD zwei nahe aneinander liegende Banden, die als
TGFbRII identifiziert wurden. Fiir die Quantifizierung mit anschlieBendem S-Actin-Abgleich
wurden beide Banden beriicksichtigt. Zur Kontrolle des Western-Blots wurde die Proteinexpres-
sion des Housekeeping-Gens 3-Actin nachgewiesen. In allen Proben zeigte sich eine gleichmi-
Bige Bande fiir S-Actin in Hohe von 43 kD. Dadurch konnte gezeigt werden, dass in allen
untersuchten Proben detektierbares Protein vorhanden war und eine gleichmifBige Ladung der
Kammern erfolgte. In der Western-Blot-Analyse der Lebern von unbehandelten Kontrolltieren
konnte eine Differenz auf Proteinebene gezeigt werden. Die Linie BXD 24a wies eine hohere
Proteinkonzentration der Leber auf als die Linie BXD 13 (2,55 4+ 0,74 vs 1,45 + 0,32, p=0,03;
Abb. 3.4).
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Abbildung 3.4: Western-Blot-Analyse des TGFbRII der Linien BXD 13 und BXD 24a. Leberproben
von unbehandelten Kontrolltieren wurden hinsichtlich ihrer Proteinexpression des
TGFbRII vergleichen. Die Abbildung zeigt einen reprisentativen Western Blot. Angabe
der ProteingroBe der sichtbaren Banden in Kilodalton (kD).Quantifizierung des Western
Blots mit Normierung auf 5-Actin als Ladungskontrolle. Die Linie BXD 24a (n=5)
zeigt gegeniiber der Linie BXD 13 (n=4) eine hohere Proteinexpression des TGFbRII.
MW =+ SD.

Der Unterschied der TGFbRII-Expression auf Proteinebene war dabei zwischen den ménnli-
chen Tieren der Linien BXD 13 und BXD 24a deutlich hoher als der Unterschied zwischen den
weiblichen Tieren (Tab. 3.2).
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Tabelle 3.2: Ergebnisse des [3-Actin-Abgleich zwischen den Linien BXD 13 und BXD 24a,
aufgeteilt nach Geschlecht.

Linie n MW SD SE
BXD 13 ménnl. 2 1,35 0,27 0,19
BXD 13 weibl. 2 1,54 043 0,30
BXD24amannl. 3 2,86 0,82 0,48

BXD 24aweibl. 2 2,09 0,34 0,24

Nach Behandlung der Tiere mittels CCly-Injektionen iiber einen Zeitraum von 1 Woche konnte
ebenfalls ein Unterschied in der Proteinexpression des TGFbRII verifiziert werden. In dieser
Western-Blot-Analyse zeigte sich in Hohe von 70 kD vor allem bei der Linie BXD 24a die
bereits bei der Analyse der unbehandelten Kontrolltiere aufgefallenen zwei nahe aneinander
liegenden Banden; bei der Linie BXD 13 hingegen war die obere Bande nur sehr schwach
angefirbt. Insgesamt zeigte sich in dieser Analyse ebenfalls eine hohere Proteinkonzentration
in den Lebern der Linie BXD 24a als in der Linie BXD 13 (0,52 £+ 0,12 vs 0,31 £ 0,08, p=
0,03). Die Bande von S-Actin in Hohe von 43 kD zeigte in allen Proben eine vergleichbare
Intensitét.

Innerhalb der Linien BXD 13 und BXD 24a zeigten sich keine deutlichen geschlechtsspezifi-
schen Unterschiede (Tab 3.3).

Tabelle 3.3: Ergebnisse des S-Actin-Abgleich nach CCly-Injektionen iiber 1 Woche zwischen
den Linien BXD 13 und BXD 24a, aufgeteilt nach Geschlecht.

Linie n MW SD SE
BXD 13 midnnl. 2 0,34 0,13 0,09
BXD 13 weibl. 2 0,29 0,02 0,01

BXD 24aminnl. 2 0,51 0,03 0,02

BXD 24aweibl. 2 0,54 0,21 0,15
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Abbildung 3.5: Western-Blot-Analyse des TGFbRII der Linien BXD 13 und BXD 24a. Leberproben
von Méusen nach CCly-Injektionen iiber einen Behandlungszeitraum von 1 Woche
wurden hinsichtlich ihrer Proteinexpression des TGFbRII vergleichen. Die Abbildung
zeigt einen repréisentativen Western Blot. Angabe der Proteingrofie der sichtbaren
Banden in Kilodalton (kD). Quantifizierung des Western Blots mit Normierung auf
[B-Actin als Ladungskontrolle. Die Linie BXD 24a (n=4) zeigt gegeniiber der Linie
BXD 13 (n=4) eine hohere Proteinexpression des TGFbRII. MW =+ SD.

3.2 Korrelation von TGFbRII-Expression mit der Proliferations-

aktivitat
3.2.1 Etablierung von GIMP zur Quantifizierung der ki67-Fiarbung

Zur Auswertung unserer ki67-Fiarbung wendeten wir im Rahmen dieser Arbeit erstmals das
Programm GIMP an. Durch dieses Programm ist es moglich, histologische Schnittpriparate
mit einer hoheren Effizienz bei gleichzeitiger Beurteilung eines grofleren Bereiches des Schnitt-
praparates auszuwerten. Die Auswertung mittels GIMP wurde in Abschnitt 2.3.5.1 ausfiihrlich
beschrieben.

Zur Etablierung dieses Verfahrens werteten wir zunichst die lichtmikroskopischen Bilder in

der 400-fachen VergroBerung (n=5/Objekttriger) aus, die wir fiir die konventionelle Auswer-
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tung der ki67-Farbung aufgenommen hatten. Dabei wurden die ki67-positiven Zellen per Hand
ausgezihlt und anschliefend mit allen Zellen eines Bildes in Relation gesetzt. Nach Auswertung
der Bilder in 400-facher Vergroferung der ki67-Farbung per Hand und mittels GIMP zeigten

die ermittelten Werte dieselbe Tendenz.

0,8 -

0,6 - __
0,5 -
04 -
03 -
02 -
0,1 -

0 T T T T T T T T T 1
NFO0l NF02 NF03 NF04 NFO05 NF06 NFO07 NF08 NF09 NF10

Tier

proliferierende Zellen in %

300000 B

250000

200000
150000
100000

“III“II[

50000
NF 01 NF 02 NF 03 NF04 NF 05 NF06 NFO07 NF08 NF09 NF 10
Tier

ki67-Pixel/400x Bild

Abbildung 3.6: Quantifizierung der ki67-Farbung. Fiir die Quantifizierung wurden lichtmikroskopische
Bilder in einer 400-fachen VergréBerung aufgenommen und anschlieBend per Hand
(Abb. 3.6A) und mittels GIMP (Abb. 3.6B) ausgewertet. MW =+ SD.

Um herauszufinden, ob durch einen gréeren Bildausschnitt eine bessere Repridsentation der
Objekte gegeben ist, wurde anschlieend eine weitere Auswertung mit GIMP vorgenommen.
Dafiir fertigten wir repriasentative Bilder in einer 100-fachen VergroBerung (n=3/Objekttriger)

an. Durch Aufnahmen der Bilder in einer 100-fachen Vergroerung kann ein deutlich groerer
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Teil der Leberfliche analysiert werden. Wir fertigten pro Tier neun Bilder in 100-facher Vergro-
Berung an. Verglichen mit den 15 Bildern pro Tier in 400-facher Vergréerung kann dadurch
ein 9 x groBerer Fliachenanteil des Leberpriparates untersucht werden. Nach Quantifizierung
der positiven Zellen mit GIMP zeigte sich erneut dieselbe Tendenz zu den bereits ermittelten
Werten (Abb. 3.7).

Die Stirke des beobachteten Zusammenhangs zwischen den ermittelten Werten wurde durch
die Berechnung des Korrelationskoeffizienten nach Pearson (r=0,87) bestitigt. Das Verfahren
mittels GIMP stellte sich somit als deutlich effektiver dar und bietet zugleich die Moglichkeit

einer grof3flichigeren und damit repréisentativeren Auswertung der Fiarbungen.
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Abbildung 3.7: Quantifizierung der ki67-Pixel mittels GIMP. Die Auswertung der ki67-positiven Pixel
erfolgte an Bildern in 100-facher Vergrolerung. MW + SD.

3.2.2 Erhohte Proliferationsaktivitiit bei Tieren mit hoher TGFbRII-Expression
nach Kurzzeit-Schadigung durch CCly

Zur Bestimmung der Proliferationsaktivitdt wurden die Paraffin-Schnitte der CCl,-geschidigten
Lebern immunhistochemisch mit ki-67 gefarbt. Durch die ki67-Farbung lassen sich die proli-
ferierenden Zellkerne braunrot darstellen. Abbildung 3.8 zeigt exemplarisch zwei Leberhisto-
logien der Linien BXD 13 und BXD 24a nach Kurzzeit-Behandlung mit CCly tiber 1 Woche.
Von jedem Tier (n=10) wurden drei Schnitte der ki67-Firbung unterzogen und fiir die anschlie-
Bende Quantifizierung pro Schnitt drei reprisentative Bilder in einer 100-fachen Vergroflerung

aufgenommen.
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(a) BXD 13 (b) BXD 24a

Abbildung 3.8: Exemplarische Darstellung zweier ki67-geférbter Schnitte der untersuchten Linien
BXD 13 und BXD 24a. Durch die ki67-Farbung werden proliferierende Zellkerne
rotbraun dargestellt. Nach einem Behandlungszeitraum von 1 Woche mit CCly zeigt die
Linie BXD 24a eine deutlich hohere Proliferation in der Leberhistologie als die Linie
BXD 13. VergroBerung 100-fach.

Die angefertigten Bilder wurden verblindet mittels GIMP ausgewertet, indem die Pixelwerte der
ki67-positiven Zellen erfasst wurden. Zwischen den einzelnen Tieren waren zum Teil deutliche

Unterschiede in der Hohe der Proliferationsaktivitit festzustellen.
k%

I7o0EE -

ZEAGER

-

223088

—m o — T

156088 +—

ExD 13 ExD 24a

Linie

Abbildung 3.9: Hepatische Proliferationsaktivitit (ki67-Pixel) nach CCly-Injektionen iiber einen
Zeitraum von einer Woche. Die Tiere der Linie BXD 24a (n=4) zeigen hierbei eine
signifikant (** p < 0,0001) hohere Proliferation als die Tiere der Linie BXD 13 (n=6).
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Die Abbildung 3.9 fasst die ermittelten Werte der Proliferation fiir die Linien BXD 13 und
BXD 24a im Vergleich zusammen. Insgesamt weisen die Tiere der Linie BXD 24a (n=4) die
hochste Proliferationsaktivitéit (253872 + 77228 ki67-Pixel/100x Bild) auf, wihrend bei der
Linie BXD 13 (n=6) deutlich niedrigere Werte der hepatischen Proliferationsaktivitit (146948
4 30836/100x Bild) beobachtet wurden. Die Linie BXD 24a wies damit signifikant (p<0,0001)
hohere ki67-Pixelwerte auf als die Linie BXD 13. Die Gegeniiberstellung der hepatischen Pro-
liferationsaktivitit der Linie BXD13 zeigte keine Unterschiede zwischen Minnchen (141902 £+
28501 ki67-Pixel/100x Bild) und Weibchen (151995 4 32758 ki67-Pixel/100x Bild). Im Ge-
gensatz dazu zeigen die weiblichen Tiere der Linie BXD 24a (292149 £ 63174 ki67-Pixel/100x
Bild) eine hohere Proliferationsaktivitét als die méannlichen Tiere (215595 + 72011 ki67-Pixel/
100x Bild).
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Abbildung 3.10: Hepatische Proliferationsaktivitit nach CCl,-Injektionen iiber 1 Woche.
MW =+ SD, ** p<0,0001.

Die hohere Proliferationsaktivitit der Linie BXD 24a erweist sich auch bei Gegeniiberstellung

der Linien BXD 13 und BXD 24a getrennt nach Geschlechtern als signifikant (p<0,0001).

3.2.3 Verinderung der Proliferationsaktivitit nach Langzeit-Schidigung mittels
CCl,

Um die Auswirkungen einer Schidigung durch CCly iiber eine lingere Zeit zu untersuchen,
wurde bei jeweils 6 Tieren der Linien BXD 13 und BXD 24a eine CCly-Behandlung iiber einen
Zeitraum von 6 Wochen durchgefiihrt, bei der zweimal wochentlich CCl, gewichtsadaptiert

injiziert wurde. Die Schnitte der in Paraffin eingebetteten Lebern wurden ebenfalls der im-
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Abbildung 3.11: Darstellung von zwei Leberhistologien nach immunhistochemischer ki67-Fiarbung der
Linie BXD 13 und BXD 24a. Die linke Leberhistologie zeigt ein Areal mit
vergleichsweise niedriger Proliferationsaktivitit, auf der rechten Leberhistologie zeigt
sich eine relativ hohe Proliferationsaktivitit. Vergroferung 100-fach.

munhistochemischen ki67-Fiarbung unterzogen und verblindet in neun représentativen Bildern
mittels GIMP die Pixelzahlen fiir ki67-positive rotbraune Zellen ermittelt. Die Anzahl der ki67-
gefarbten Zellkerne differierte zum Teil betrdchtlich zwischen den Tieren (n=12). Bei einzelnen
Tieren stellten wir eine deutliche Akkumulation der ki67-positiven Zellkerne fest, bei anderen

wiederum fanden sich lediglich einzelne ki67-positive Zellkerne (Abb. 3.11).

Zwischen den Linien BXD 13 und BXD 24a zeigt sich nach 6-woéchiger Behandlung mit CCly
insgesamt eine hohere mittlere Proliferationsaktivitit der Linie BXD 24a (96185 £ 39167 ki67-
Pixel/100x Bild) gegeniiber der Linie BXD 13 (57340 4+ 56581 ki67-Pixel/100x Bild). Der
Unterschied zwischen den Linien erwies sich dabei nach Anwendung des Mann-Whitney-U-

Test als signifikant (p < 0,001).

Die weiblichen Tiere der Linie BXD 13 zeigen nach 6-wochiger Behandlung mit CCly eine
hohere Proliferation in den mit ki67-gefdrbten Schnitten der Leber als die ménnlichen Tiere
(91892 £ 56871 ki67-Pixel/100x Bild vs. 22788 £ 28498 ki67-Pixel/100x Bild). Innerhalb der
Linie BXD 24a fiel bei den Minnchen eine deutlich hohere Proliferation (122279 + 34672
ki67-Pixel/100 x Bild) auf als bei den Weibchen (70091 + 22600 ki67-Pixel/100x Bild). Bei
Vergleich der mittleren hepatischen Proliferationsaktivitit zwischen Minnchen der beiden Li-
nien bestitigte sich der beobachtete Unterschied in der Proliferation. Die Ménnchen der Linie

BXD 24a zeigen eine signifikant (p<0,0001) hohere mittlere Proliferationsaktivitit (122279
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Abbildung 3.12: Hepatische Proliferationsaktivitit (ki67-Pixel) im Vergleich zwischen den Linien BXD
13 (n=6) und BXD 24a (n=6) nach CCl4-Injektionen iiber einen Zeitraum von 6
Wochen. Die Linie BXD 24a weist gegeniiber der Linie BXD 13 eine signifikant (**
p<0,0001) hohere hepatische Proliferationsaktivitit auf. Darstellung als Boxplot.

+ 34672 ki67-Pixel/100x Bild) als die Ménnchen der Linie BXD 13 (22789 + 28498 ki67-
Pixel/100x Bild).
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Abbildung 3.13: Hepatische Proliferationsaktivitit nach Langzeitschddigung mit CCly iiber einen
Zeitraum von 6 Wochen. MW = SD, ** p<0,0001.
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Die weiblichen Tiere zeigen eine entgegengesetzte Relation zwischen Proliferationsaktivitit
und TGFbRII-Expression nach einer Langzeitschiddigung durch CCly (Abb. 3.13). Bei den
Weibchen der Linie BXD 13 stellten wir eine hohere mittlere Proliferationsaktivitit (91892
+ 56871 ki67-Pixel/100x Bild) als bei den Weibchen der Linie BD 24a (70091 =+ 22600 ki67-
Pixel/100x Bild) fest. Der Unterschied zeigt in diesem Fall mit einem p = 0.07 keine statistische
Signifikanz zwischen den beiden untersuchten Linien.

Durch Verldngerung des Behandlungszeitraumes mit CCly von 1 Woche auf 6 Wochen nahm
die Proliferationsaktivitdt der Leber deutlich ab. Sowohl die Linie BXD 13 als auch die Linie
BXD 24a zeigten nach Verlidngerung des Behandlungszeitraumes auf 6 Wochen eine signifikant
(p<0,0001) geringere mittlere Proliferationsaktivitit. Die Linie BXD 24a zeigt insgesamt iiber
beide Behandlungszeitraume eine signifikant (p<0,0001) hohere mittlere Proliferationsaktivitét

als die Linie BXD 13 (Abb. 3.14).
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Abbildung 3.14: Darstellung der hepatischen Proliferationsaktivitit nach CCly-Injektionen iiber einen
Zeitraum von 1 und 6 Wochen. MW =+ SD, ** p<0,0001.
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3.3 Analyse des Kollagengehaltes nach Leberschidigung

3.3.1 Quantitative Auswertung der Kollagenfirbung nach Kurzzeit-CCl,

Die Schnitte der in Paraffin eingebetteten Lebern der Linien BXD 13 und BXD 24a wurden
mit Siriusrot gefirbt, um den Kollagengehalt der Leber nach CCly-Injektionen zu quantifizie-
ren. Von jedem Tier (n=10) wurde jeweils ein Schnitt gefdrbt und verblindet lichtmikroskopisch
mit Hilfe des Programmes Leica Application Suite ausgewertet (Abschnitt 2.3.4). Durch Sirius-
rot gefirbte Kollagenfasern fanden sich vorwiegend in periportalen Bereichen der Leber (Abb.

3.15).

Abbildung 3.15: Ausschnitt eines Préparates in 100-facher VergroBerung nach Siriusrot-Féarbung. Die
Kollagenfasern stellen sich rot dar, das restliche Gewebe erscheint in einer gelblichen
Féarbung.

Insgesamt wies die Linie BXD 13 einen signifikant (p<0,001) hoheren Kollagengehalt der Leber
auf als die Linie BXD 24a (0,84 % + 0,40 bzw. 0,57 % + 0,37; Abb. 3.16). Damit zeigte sich
ein erhohter Kollagengehalt bei Tieren mit niedrigerer Genexpression des TGFbRILI.

Zwischen Minnchen und Weibchen der Linien BXD 13 (0,85 % + 0,40 bzw. 0,84 % + 0,41)
und BXD 24a (0,64 % =+ 0,40 bzw. 0,5 % + 0,32) ergab sich kein signifikanter Unterschied
hinsichtlich des Kollagengehaltes der Leber.

Zwischen den weiblichen Tieren der Linien BXD 13 und BXD 24a (Abb. 3.17) zeigte sich ein
signifikanter (p=0,003) Unterschied des Kollagengehaltes der Leber nach einer Woche CCly-
Injektionen. Die Linie BXD 13 zeigt in der Gruppe der ménnlichen Tiere tendenziell einen
hoheren Kollagengehalt der Leber als die Linie BXD 24a (0,85 % =+ 0,40 bzw. 0,64 % =+ 0,40;
Abb. 3.17).
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Abbildung 3.16: Prozentualer Kollagengehalt nach CCly-Injektionen iiber einen Zeitraum von einer
Woche im Vergleich zwischen den Linien BXD 13 (n=6) und BXD 24a (n=4).
Darstellung der Ergebnisse als Boxplot.
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Abbildung 3.17: Mittlere Fldchenprozent des Kollagengehaltes der Leber, bei minnlichen und
weiblichen Tieren der Linien BXD 13 und BXD 24a. MW =+ SD, ** p<0,0001.

3.3.2 Quantitative Auswertung der Kollagenfirbung nach Langzeit-CCl,

Die histologischen Leberpréparate der Tiere (n=12) nach CCly-Injektionen iiber einen Zeitraum
von 6 Wochen wurden ebenfalls der Siriusrot-Farbung unterzogen, um den Kollagengehalt zu

quantifizieren.
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Abbildung 3.18: Prozentualer Kollagengehalt nach CCly-Injektionen iiber einen Zeitraum von 6
Wochen im Vergleich zwischen den Linien BXD 13 (n=6) und BXD 24a (n=6).
Darstellung der Ergebnisse als Boxplot, ** p<0,0001.

Insgesamt zeigte sich auch nach einem Behandlungszeitraum von 6 Wochen ein signifikant
(p=0,001) hoherer Kollagengehalt der Leber in der Linie BXD 13 gegeniiber der Linie BXD
24a (2,07 % + 0,93 bzw. 1,5 % + 0,93; Abb. 3.18). Die Ergebnisse zeigen erneut einen erhohten
Kollagengehalt der Leber bei niedrigerer TGFbRII-Expression.

Der Kollagengehalt zwischen den ménnlichen und weiblichen Tieren der Linie BXD 13 war
vergleichbar (2,25 % 4+ 0,89 bzw. 1,89 % =+ 0,95). Innerhalb der Linie BXD 24a konnte eine
geschlechtsspezifische Variation des Kollagengehaltes nach CCly iiber einen Zeitraum von 6
Wochen beobachtet werden. Die ménnlichen Tiere zeigten hierbei den geringsten Kollagenge-
halt der Leber (1,24 % +0,79), wihrend die weiblichen Tiere mit einem Kollagengehalt von
1,76 % + 1,01 eine hohere Fibrose innerhalb der Linie BXD 24a aufwiesen.

Den hochsten Kollagengehalt wiesen die ménnlichen Tiere der Linie BXD 13 auf (2,25 % =+
0,89). Bei den Weibchen war der Kollagengehalt der Leber zwischen den Linien BXD 13 und
BXD 24a vergleichbar (1,89 % =4 0,95 bzw. 1,76 % =+ 1,01, Abb. 3.19).

Die Verlidngerung des Behandlungszeitraumes mit CCly auf 6 Wochen fiihrte erwartungsgemif

zu einem deutlichen Anstieg der Fibrose (Abb. 3.20). Beide untersuchten BXD-Linien wiesen
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Abbildung 3.19: Mittlere Flichenprozent des Kollagengehaltes der Leber bei médnnlichen und
weiblichen Tieren der Linien BXD 13 und BXD 24a. MW = SD, ** p<0,0001.

nach 6-wochiger Behandlung mit CCly eine signifikant (p<0,0001) hohere Fibrose auf. Dabei
fiel bei der Linie BXD 13 sowohl nach einer Behandlung mit CCly iiber 1 Woche als auch iiber
6 Wochen eine signifikant stirkere Fibrose auf als bei der Linie BXD 24a. Damit zeigen die

Ergebnisse der Siriusrot-Firbung einen umgekehrten Trend zur Proliferation.
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Abbildung 3.20: Mittlere Flachenprozent der Siriusrot-gefirbten Flidche der Leber nach
CCly-Injektionen iiber einen Zeitraum von 1 und 6 Wochen der Linien BXD 13 und
BXD 24a. MW =+ SD, ** p<0,0001.
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3.4 Einfluss der Leberschidigung auf die Apoptose

3.4.1 Apoptose in der Leber nach Kurzzeit-CCl,

Abbildung 3.21: Darstellung eines exemplarischen Leberpriparates nach TUNEI-Firbung der Linie
BXD 24a. Die Pfeile markieren braun gefarbte TUNEL positive, apoptotische
Zellkerne. VergoBerung 100-fach.

Um den Einfluss des TGFbRII auf die Apoptose nach Schidigung der Leber durch CCly zu
untersuchen, fithrten wir eine TUNEL-Firbung an den Schnitten der in Paraffin eingebetteten
Lebern der Tiere (n=10) mit Kurzzeit-CCly iiber 1 Woche durch. Durch Markierung der Strang-
briiche, die im Rahmen der Apoptose auftreten, werden die apoptotischen Zellkerne briaunlich
gefirbt. Insgesamt zeigte sich in den Priparaten meistens vereinzelt vorkommende apoptotische
Zellkerne (Abb. 3.21).

Zusitzlich berechneten wir fiir die untersuchten n=10 Tiere den Apoptoseindex. Dafiir wurden
die positiven Zellen der analysierten Bilder (n=15/Tier) addiert und durch die Gesamtzahl der
Zellkerne aus 15 Bildern dividiert. Die Werte fiir den Apoptoseindex lagen zwischen 1,12—
2,60 %. Der Mittelwert des Apoptoseindex lag bei 1,92 % + 0,51. (Tab. 3.4).
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Tabelle 3.4: Apoptoseindex [%] der untersuchten Tiere (n=10) nach Kurzzeit-CCly iiber 1
Woche.

Tier = Geschlecht Apoptoseindex [%]

Tier 1 w 2,42
Tier 2 W 2,39
Tier 3 w 1,59
Tier 4 w 2,21
Tier 5 w 2,60
Tier 6 m 1,12
Tier 7 m 1,30
Tier 8 m 2,17
Tier 9 m 1,66
Tier 10 m 1,70
MW 1,92
SD 0,51

Die Apoptoseindizes und damit das Ausmal} der Apoptose nach Leberschidigung der Linien
BXD 13 und BXD 24a sind vergleichbar. Die Linie BXD 13 (n=6) weist mit einem Apoptose-
index von 1,99 % + 0,40 eine geringfiigig hohere Apoptoserate auf als die Linie BXD 24a (n=4)
mit einem Index von 1,81 % =+ 0,69 (Abb 3.22). Eine Korrelation zwischen der Expression des

TGFbRII und der Apoptose konnte somit nicht beobachtet werden.

Zwischen den Minnchen und Weibchen der Linie BXD 13 konnte kein wesentlicher Unter-
schied in der mittleren Anzahl der apoptotischen Zellen gefunden werden (3,4 + 1,7 bzw. 3,93
+ 1,98). Die Weibchen der Linie BXD 24a weisen von allen Tieren (n=10) die gréfte Anzahl
an apoptotischen Zellen auf (4,43 £ 2,34) und zeigen damit hthere Werte als die Ménnchen
der Linie BXD 24a, die mit 2,23 £ 1,79 die geringste Anzahl an TUNEL-positiven Zellkernen

aufweisen.
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Abbildung 3.23:
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Aptoptoseindex der Linien BXD 13 (n=6) und BXD 24a (n=4) nach 1-wo&chiger
Schédigung durch CCly-Injektionen. Darstellung als Boxplot.

BXD 13 & BXD 24a & BXD 13 @ BXD 24a Q

Mittlere Anzahl apoptotischer Zellen in den histologischen Schnittpriparaten der
Leber. MW + SD.
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Ein signifikanter (p=0,006) Unterschied der Apoptose findet sich zwischen Ménnchen der Li-
nien BXD 13 und BXD 24a (Abb. 3.23). Die apoptotischen Zellzahlen innerhalb der Weibchen
der Linien BXD 13 und BXD 24a sind vergleichbar (Abb. 3.23).

3.4.2 Apoptose in der Leber nach Langzeit-CCl,

Die Verlidngerung des Behandlungszeitraumes mit CCly fiihrte innerhalb der Linie BXD 24a zu
keiner Zunahme der Apoptose der Leber. Nach 1 und 6 Wochen zeigte sich kein signifikanter
(p=0,9) Unterschied in der Apoptose. Im Gegensatz dazu zeigt die Linie BXD 13 einen deutli-
chen Anstieg (p=0,0015) hinsichtlich der mittleren Anzahl an apoptotischen Zellen nach einem
Behandlungszeitraum von 6 Wochen (Abb. 3.24).

16,00 -
k%
14,00 - T
12,00 -
10,00 -

8,00 -

O1 Woche

6,00 -
B 6 Wochen

4,00 -

Apoptotische Zellen

2,00 -

0,00 .

BXD 1 BXD 24a
-2,00

-4,00 -

Abbildung 3.24: Mittlere Menge an apoptotischen Zellen der Linien BXD 13 und BXD 24a im
Vergleich nach CCly-Injektionen iiber einen Zeitraum von 1 und 6 Wochen.
MW =+ SD, ** p<0,0001.

Fiir die Tiere der Langzeit-Behandlung berechneten wir ebenfalls den Apoptoseindex, der die
Rate an apoptotischen Zellen anzeigt. Dieser lag zwischen 1,86—13,63 %. Fiir den Mittelwert
des Apoptoseindex erhielten wir 4,63 % =+ 4,11(Tab. 3.5).
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Tabelle 3.5: Apoptoseindex [%] der untersuchten Tiere (n=12) nach Langzeit-CCly iiber 6
Wochen.

Tier = Geschlecht Apoptoseindex [%]

Tier 1 m 1,86
Tier 2 m 13,63
Tier 3 m 12,86
Tier 4 w 2,18
Tier 5 w 3,65
Tier 6 w 2,18
Tier 7 m 2,88
Tier 8 m 3,26
Tier 9 m 1,86
Tier 10 w 3,07
Tier 11 w 3,39
Tier 12 w 4,80
MW 4,63
SD 4,11

Nach Vergleich der mittleren Menge an apoptotischen Zellen in den Schnittpréaparaten der Leber
zeigt sich ein Unterschied zwischen den Geschlechtern der Linie BXD 24a (n=6). Die Weibchen
zeigen hierbei die zweithdufigste mittlere Menge an positiven Zellen (3,91 &£ 2,08), wihrend die
mittlere Anzahl an apoptotischen Zellen der Méannchen dem Ergebnis der Weibchen der Linie

BXD 13 entspricht (2,78 + 1,49 bzw. 2,78 + 1,64, Abb. 3.25).
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Abbildung 3.25: Mittlere Menge an apoptotischen Zellen der Leber der Linien BXD 13 und BXD 24a.
Darstellung als Boxplot.
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Diskussion

In den letzten Jahren konnten zahlreiche Fortschritte hinsichtlich molekularer [36, 82, 111] und
genetischer [12, 52, 77] Mechanismen der Leberfibrose erzielt werden. Dennoch bleiben bis
heute viele Fragen der zugrundeliegenden genetischen Faktoren dieses sehr komplexen Pro-
zesses ungeklért, vor allem im Hinblick auf die Rolle von individuellen Genvarianten, ihrer
Interaktionen und der daraus resultierenden Expressionsunterschiede, die als ursichlich fiir die
Krankheitspradisposition angesehen werden. Es besteht daher die Notwendigkeit, die Auswir-
kung von Genexpressionsunterschieden auf phinotypische Merkmale anhand eines geeigneten
Modells, das die Komplexitdt der humanen Population und ihre hohe genetische Variabilitét

besser abbildet als bisherige Modelle, zu analysieren.

In dieser Arbeit wurde deshalb das Modell der extrem exprimierenden Mauslinien angewendet,
um die Auswirkungen von Expressionsvariation auf phanotypische Merkmale in vivo zu unter-
suchen. Das Ziel der Arbeit bestand darin, die Konsequenzen einer unterschiedlichen Expres-
sion des TGFbRII auf die Leberfibrose auf dem genetisch komplexen Hintergrund geeigneter
BXD-Linien zu untersuchen und so die Niitzlichkeit der extrem exprimierenden Mauslinien als
Modell fiir Pradisposition bei komplexen humanen Erkrankungen zu iiberpriifen. Die Unter-
schiede der Expression des TGFbRII in der Leber von BXD 13 und BXD 24a korrelierten dabei

teilweise mit phinotypischen Unterschieden in Proliferation, Fibrogenese und Apoptose.

65
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4.1 Relative Genexpression des TGFbRII im Zusammenhang mit

Leberfibrose

Die Grundlage dieser Arbeit bildeten die Expressionsdaten des TGFbRII von BXD-Maus-
inzuchtstimmen aus einer Arbeit von Gatti et al. [39]. Fiir das Modell der extrem exprimieren-
den Mauslinien wurden aus dieser Datenbank (www.genenetwork.org) geeignete Mauslinien
ausgesucht, die hinsichtlich der Expression des TGFbRII einen moglichst groen Unterschied
aufweisen. Dafiir wihlten wir zum einen die Linie BXD 13, die eine geringe Expression des
TGFbRII aufweist, und zum anderen die Linie BXD 24a mit einer deutlich hoheren Expressi-

on.

Das Zytokin TGF-$ gilt als stirkstes profibrogenes Zytokin der Leber, das zur Aktivierung
der hepatischen Sternzelle zu Kollagen produzierenden Myofibroblasten beitrdgt [46]. Die Si-
gnale tibermittelt TGF-{ tiber einen Rezeptorkomplex, bestehend aus TGFbRI und TGFbRII,
wobei TGFbRII als limitierender Faktor der Signaltransduktion angesehen wird [37]. Die zu-
nehmende Schiadigung scheint iiber die vermehrte Expression des TGFbRII zu einer Zunahme
der TGF-3-Signaltransduktion zu fithren. In der Literatur finden sich unterschiedliche Ergeb-
nisse zur Expression des TGFbRII nach Leberschidigung. Eine Zunahme der Expression des
TGFbRII konnte in einer Arbeit von Chen et al. [25] gezeigt werden. Dabei wurde in kultivier-
ten HSC von Ratten durch die Zugabe von Acetaldehyd, dem Hauptmetaboliten von Alkohol,
ein Anstieg der Expression des TGFbRII mit gleichzeitiger Zunahme der TGF-3-Signaltrans-
duktion nachgewiesen, die sich in einer deutlich vermehrten Ablagerung von Kollagen zeigte.
Allerdings fiihrte in einer anderen Arbeit eine Leberschdadigung zu einer Abnahme der Ex-
pression des TGFbRIIL. Roulot et al. [85] konnten sowohl in Leberbiopsien von Patienten mit
chronischer Hepatitis-C-Virus-Infektion als auch in isolierten HSC eines Rattenmodells eine
signifikante Abnahme der Expression des TGFbRII nachweisen. Die Reduktion der Expression
ging dabei mit einer Abnahme der antiproliferativen Effekte bei gleichbleibender profibrogener
Wirkung einher. Moglicherweise konnte daher die Expression des TGFbRII durch die Art der

Schidigung beeinflusst werden.
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4.2 Einfluss von TGFbRII-Genexpressionsvariationen auf phéno-

typische Merkmale der Leberfibrose

Die Leberfibrose stellt eine Wundheilungsreaktion der Leber auf chronische Schidigung dar
und ist auf molekularer Grundlage durch ein komplexes Zusammenspiel verschiedener Zell-
typen, darunter HSC, Hepatozyten, Kupffer-Zellen, und Signalmolekiilen charakterisiert [68].
Auf genetischer Ebene konnten bisher in Mausmodellen Zusammenhinge zwischen der Genex-
pression von inflammatorischen Zytokinen (z.B. TNF-« [98]) sowie von Wachstumsfaktoren,
insbesondere von TGF-31 [105], und der Fibroseentwicklung gefunden werden. Ein wesentli-
ches Ziel dieser Arbeit bestand darin, die ausgewihlten Mauslinien, die sich in ihrer Expressi-
on des TGFbRII moglichst stark unterscheiden, auf phanotypische Merkmale der Leberfibrose
nach Schidigung mittels CCly zu untersuchen. Dazu wurden anhand von histologischen und
immunhistochemischen Fiarbungen die Auswirkungen der Schidigung auf die Leber untersucht
(siehe 2.3). Es konnte hierbei gezeigt werden, dass sich die beiden Mauslinien BXD 13 und
BXD 24a hinsichtlich Proliferation und Kollagengehalt unterscheiden. Deutliche Unterschiede
ergaben sich vor allem nach einer kurzzeitigen Schadigung der Leber mittels CCly iiber einen
Zeitraum von einer Woche. Hierbei zeigte sich eine Korrelation zwischen erhohter TGFbRII-
Expression und Proliferation. Die Analyse der histologischen Préparate nach immunhistoche-
mischer ki67-Fidrbung ergab eine hohere Proliferation der Linie BXD 24a, die mit einer hdheren
basalen Expression des TGFbRII assoziiert ist.

Sowohl die Initiation als auch die Progression einer Leberfibrose gehen mit einer erhdhten Zell-
teilungsaktivitdt von HSC als auch von Hepatozyten einher [8, 27]. Zudem fiihrt eine Schidi-
gung der Leber, unabhingig von der jeweiligen Atiologie, zu einer raschen Synthese von TGF-
B, vor allem in HSC. Dies signalisiert die wichtige Rolle des profibrogenen Zytokins im Pro-
zess der Wundheilungsreaktion [46]. Die Korrelation zwischen erhohter Proliferationsantwort
und erhohter TGFbRII-Expression kann moglicherweise auf die TGF-3-vermittelte Aktivie-
rung der HSC zu proliferativen Myofibroblasten zuriickgefiihrt werden. Allerdings wiirde man
im Zusammenhang mit einer erhShten Proliferation durch Aktivierung der HSC zu Myofibro-
blasten gleichzeitig eine erhohte Kollagenablagerung erwarten, da Myofibroblasten als Haupt-
quelle der EZM gelten [82]. Unsere Ergebnisse der histologischen Kollagenanfarbung und die
anschlieende Quantifizierung zeigen jedoch einen umgekehrten Trend.

Im Laufe der Leberschiddigung mittels CCly iiber einen Zeitraum von 6 Wochen zeigte sich

innerhalb der beiden untersuchten Linien eine Abnahme der Proliferation. Eine geringere Proli-
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feration in Zusammenhang mit steigenden Konzentrationen an TGF- im fortgeschrittenen Pro-
zess der Leberfibrose deckt sich mit der Beobachtung, dass hohe Konzentrationen an TGF-3 zu
einer Inhibierung der Proliferation von Hepatozyten fiithren [73]. Dabei wiesen die ermittelten
Daten der Proliferationsaktivitit starke geschlechtsspezifische Unterschiede innerhalb der Li-
nien auf. Der Einfluss des Geschlechts auf phinotypische Unterschiede innerhalb einer BXD-
Linie konnte bereits frither gezeigt werden [23], wobei geschlechtsspezifischen Unterschiede
zwischen den einzelnen BXD-Linien zum Teil betrdchtlich variierten und nicht innerhalb jeder
Linie zu finden waren [4]. Die ermittelten Unterschiede der Proliferation im Hinblick auf die
Dauer der Leberschiadigung konnten einen Hinweis auf unterschiedliche Effekte von TGF-3
bei der Initiation der Leberfibrose und im weiteren Verlauf einer chronischen Schidigung nach

mehreren Wochen geben.

Obwohl es sich bei den Reaktionen der Leber auf Kurzzeit- bzw. Langzeitschddigung um inein-
ander libergehende Verldufe handelt, stellen diese Reaktionen dennoch unterschiedliche Prozes-
se dar. Fine Kurzzeitschddigung fiihrt zu einer akuten Entziindungsantwort der Leber, die der
Regeneration von Hepatozyten mit dem Ziel des Ersatzes von nekrotischen bzw. apoptotischen
Zellen dient und lediglich mit einer limitierten Deposition von EZM einhergeht [10]. Zu den
prominenten Molekiilen im Rahmen einer akuten Schidigung zdhlen vor allem TNF-«, NF-
xB und Interleukine. Durch eine Langzeitschidigung wird eine entziindliche Dauerreaktion auf
persistierende Schidigung hervorgerufen, die letztendlich nicht mehr durch Leberregeneration
kompensiert werden kann und zum Ersatz der Hepatozyten durch EZM fiihrt [10]. Besondere
Bedeutung kommt hierbei den HSC sowie zahlreichen Zytokinen, insbesondere TGF-/3, PDGF,
IGF-I und TNF-q, zu.

Ein weiteres phéanotypisches Merkmal der Leberfibrose, in dem sich die beiden untersuchten
Mauslinien signifikant unterscheiden, stellt der Kollagengehalt der Leber nach Schiadigung mit-
tels CCly dar. Wie bereits erwihnt zeigten die Ergebnisse der histologischen Siriusrot-Firbung,
unabhiingig vom Zeitraum der Schidigung, einen umgekehrten Trend zu den Ergebnissen der
Proliferationsaktivitit. Aufgrund der bisher erzielten Einblicke in die Pathophysiologie der
Leberfibrose und deren molekularen Grundlagen hitten wir einen positiven Zusammenhang
zwischen einer erhohten TGFbRII-Expression und einem erhdhten Kollagengehalt der Leber
nach Schidigung erwartet. Die Bedeutung des TGF-(3-Signalweges fiir die Aktivierung und
Aufrechterhaltung der EZM-Produktion ist in Mausmodellen mit Knockdown der TGFbRII-

Expression belegt worden [37].
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Das multifunktionale Zytokin TGF-£ iibt neben den antiproliferativen und profibrogenen Ef-
fekten auch einen Einfluss auf die Apoptose von Hepatozyten aus [75, 92]. Auf diese Weise
tragt TGF-S zur Eliminierung geschidigter Zellen innerhalb von normalem Gewebe in vivo bei
[54]. Der proapoptotische Effekt von TGF-$ auf Hepatozyten konnte in transgenen Méusen mit
Uberexpression von aktivem TGF-/3 in der Leber nachgewiesen werden [87]. Der zugrundelie-
gende Mechanismus der Induktion der Apoptose ist bisher noch weitgehend unbekannt. In einer
Arbeit konnte gezeigt werden, dass TGF-£ durch Smad-vermittelte Induktion der DAP-Kinase
zur Apoptose der Zellen fiihrt [54]. Eine andere Arbeit demonstrierte die verstirkte Expressi-
on des proapoptotischen Proteins BIM durch TGF-g3 in Hepatozyten und B-Lymphozyten im
Rahmen der Apoptose [80]. Trotz der in Studien dargestellten proapoptotischen Effekte von
TGF-g zeigten die Tiere in der vorliegenden Arbeit nach Schidigung mittels CCly keine si-
gnifikanten Unterschiede hinsichtlich der Apoptose. Nach Verldngerung des Zeitraumes der
CCly-Injektionen auf sechs Wochen, die zu einer Zunahme der Expression des TGFbRII fiihrte,
kam es nur bei zwei Tieren der Linie BXD 13 zu einem deutlichen Anstieg der apoptotischen
Zellen, jedoch kann dieser Befund aufgrund der geringen Zahl der untersuchten Tiere nicht

abschlieend eingeordnet werden.

4.3 Modell der extrem exprimierenden Mauslinien

Der genetische Einfluss auf die Pridisposition und Progression der Leberfibrose unterschiedli-
cher Genese konnte bereits in genomweiten Assoziationsstudien beim Menschen [58] sowie in
Studien von Mausinzuchtstimmen [49, 94] bestiitigt werden. Einen groflen Beitrag zur Auf-
kldarung der genetischen Faktoren leisteten hierbei QTL [60] und eQTL-Analysen [88], die
aufgrund der technischen Durchfiihrbarkeit von Genomsequenzierungen und Genexpressions-
analysen moglich wurden. Aufgrund der Erkenntnis, dass Variationen der Genexpression der
Krankheitspriadisposition zugrundeliegen konnen [113], bedarf es eines Modells, mit dem der
Einfluss der Genexpressionsvariationen auf die Leberfibrose in vivo untersucht werden kann.
Durch die Analyse der Auswirkungen von Expressionsvariationen und den daraus resultieren-
den subtilen Auswirkungen auf Phénotypen sollte es moglich sein, ein besseres Verstindnis
komplexer pathophysiologischer Zusammenhénge zu erhalten (Abb. 4.1).

In der vorliegenden Arbeit wurden phinotypische Unterschiede in Bezug auf Proliferation und
Kollagenakkumulation in Abhéngigkeit von der Expression des TGFbRII ermittelt. Diese pha-

notypischen Unterschiede zwischen den untersuchten Mauslinien deuten daraufthin, dass an
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Genotyp
DNA-Variation: SNP

Phiinotyp Expression

Modell der extrem exprimierenden Mauslinien

Abbildung 4.1: Bedeutung des Modells der extrem exprimierenden Mauslinien innerhalb von QTL- und
eQTL-Analysen. Wihrend mit Hilfe von QTL-Analysen genetische Suszeptibilititsloci
identifiziert werden und eQTL-Studien der Auffindung von genetischen Loci mit
Einfluss auf Genexpression dienen, kann durch das Modell der extrem exprimierenden
Mauslinien die Verbindung zwischen der Variation der Genexpression und der direkten
Auswirkung auf den Phinotyp der Préadisposition bzw. Krankheit geschaffen werden.

der Entstehung der Leberfibrose Suszeptibilititsgene beteiligt sind, da die Umweltfaktoren bei
Mausinzuchtstimmen nahezu vollstindig kontrolliert werden konnen und damit fiir die Krank-
heitsentstehung weitestgehend vernachlidssigt werden konnen [97]. Wihrend dieses Modell der
Situation in vivo gerecht wird, stellt die damit einhergehende Komplexitit eine grofle Hiirde
bei der Interpretation der Daten dar. Es ist nicht eindeutig nachweisbar, dass die festgestellten
Unterschiede der Fibrose-Phinotypen auf die Expressionsvariation des TGFbRII zuriickzufiih-
ren sind. Die gewihlten Mauslinien unterscheiden sich ebenfalls in anderen Genen und deren

Expressionswerten.

Die Leberfibrose ist zudem eine komplexe Erkrankung, die durch die Interaktion zahlreicher
Gene beeinflusst wird, deren isolierter Einfluss meist gering ist [47]. Eine weitere Einordnung
von Genen und deren Funktion in den Prozess der Leberfibrose ist beispielsweise in transgenen
oder Knockout-Mausmodellen moglich. Fiir eine bessere Aussagekraft des Modells der ex-
trem exprimierenden Mauslinien sind Analysen weiterer Kandidatengene, basierend auf QTL-
Analysen oder transgenen/knockout Modellen, sowie eine deutlich hohere Zahl von Mauslinien

erforderlich.
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4.4 Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass BXD-Linien mit unterschiedlicher basa-
ler Genexpression des TGFbRII Unterschiede hinsichtlich phianotypischer Merkmale der Le-
berfibrose, insbesondere der Proliferationsaktivitiit, aufweisen. Zur umfassenden Klirung der
Auswirkungen von Genexpressionsvariationen auf die Entstehung von Krankheiten bedarf es
jedoch zusitzlicher Untersuchungen. In weiterfithrenden Arbeiten sollten zusétzliche Gene ge-
testet und zwischen extrem exprimierenden Linien verglichen werden, die zuvor in Studien als
profibrogen identifiziert wurden. Durch Erhohung der Fallzahl kann dabei eine verbesserte Si-
gnifikanz mit hoherer Aussagekraft des Modells der extrem exprimierenden Mauslinien erzielt
werden. Ein generelles Problem der Studien anhand von Mausmodellen stellt die Ubertragbar-
keit der Ergebnisse auf den Menschen dar. Die Suszeptibilitit fiir komplexe Erkrankungen wie
die Leberfibrose ist nicht allein auf genetische Determinanten zuriickzufithren, sondern eben-
falls auf exogene Risikofaktoren, die in Tiermodellen kontrolliert werden konnen. Daher bedarf
es immer wieder der Uberpriifung der Ubertragbarkeit der Ergebnisse aus Studien am Maus-
modell auf den Menschen. Im Idealfall konnten die Ergebnisse aus den extrem exprimierenden
Mauslinien genutzt werden, um das individuelle Risiko bei Patienten abzuschitzen. Anhand
von Genexpressionsmustern konnte dadurch das Progressionsrisiko beurteilt werden [47]. Die
Identifizierung weiterer genetischer Risikofaktoren und Erstellung individueller Gensignaturen
konnten zu einem verbesserten Verstindnis der Pathogenese komplexer Lebererkrankungen,
wie der Leberzirrhose, beitragen und zukiinftig zur Entwicklung personalisierter Therapiemdg-

lichkeiten genutzt werden [41, 53, 66, 76, 100].
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