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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Die Leber und ihre Funktion

1.1.1 Anatomie und Aufbau der Leber

Die Leber (Hepar) gilt als das schwerste innere Organ und die grofdte Drlse im
menschlichen Kérper und macht mit circa anderthalb Kilogramm zwei bis drei Prozent
des gesamten Korpergewichts eines Erwachsenen aus (Skandalakis et al., 2004). Die
Leber befindet sich im rechten oberen Quadranten des Abdomens, unterhalb des
Zwerchfells. Anatomisch gesehen, wird die Leber in vier Lappen aufgeteilt: den rechten
Leberlappen (Lobus dexter), der den Grofdten darstellt, gefolgt von dem linken Leber-
lappen (Lobus sinister) und den zwei kleinsten Lappen, namlich dem quadratischen
Leberlappen (Lobus quadratus) und dem ,geschwanzten® Leberlappen (Lobus cau-
datus) (Vernon et al., 2022).

Die Leber wird auf zwei Arten mit Blut versorgt, mit arteriellem und portal vendsem
Blut, diese doppelte Versorgung ist bei den parenchymatésen Organen einzigartig
(Shetty et al., 2018; Augustin et al., 2017). Uber die Leberarterie gelangt sauerstoff-
reiches Blut in die Leber, dies macht circa 25 - 30 % der Blutversorgung aus (Vernon
et al., 2022; Kubes et al., 2018; Knolle et al., 2016). Der grdlite Anteil der Blutversor-
gung (70 - 75 %) findet Uber die Portalvene statt (Cheng et al., 2021). Dieses Blut ist
sowohl reich an Nahrstoffen aus der Verdauung, als auch an Toxinen, sowie pathoge-
nen Bestandteilen aus dem Darm, Viren und verschiedenen Abfallprodukten (Kubes
et al., 2018; Crispe, 2009; Bhandari et al., 2020).

Die Leber besteht aus vielen verschiedenen Zellen, den gréfdten Anteil an Leberzellen
bilden dabei die Hepatozyten, die circa 70 — 85 % der hepatischen Zellpopulation aus-
machen (Zhou et al., 2016). Sie spielen eine wichtige Rolle in metabolischen, sekreto-
rischen und endokrinen Prozessen. Die restlichen rund 30 % der Zellen, die in der
Leber zu finden sind, bestehen groRtenteils aus Endothelzellen, Lymphozyten und
spezialisierten Makrophagen, den sogenannten Kupffer-Zellen (Wang et al., 2017;
Racanelli et al., 2006; Smedsrgd et al., 1990).

Die Leberlappen sind in kleine Leberlappchen unterteilt, welche ca. 1 — 2 mm grof}
sind. Im Querschnitt zeigen sich diese Leberlappchen als Hexagone und stellen die
kleinste funktionelle Einheit der Leber dar (s. Abb. 1 A). In der Mitte jedes Lappchens
befindet sich eine Verastelung der Zentralvene, deren Eckpunkte als Portalfelder be-

zeichnet werden, in denen Abzweigungen der Portalvene, der Leberarterie und des
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Einleitung

Gallenganges verlaufen. Diese drei Aste werden zusammen als Glisson-Trias bezeich-
net. Sauerstoffreiches Blut aus der Leberarterie und nahrstoffreiches Blut aus der Por-
talvene fliet aus dem Portalfeld in die Lebersinusoide.

Die Gallenflussigkeit, die in den Hepatozyten produziert wird, wird Uber die sogenann-
ten Hering-Kanalchen, in entgegengesetzter Richtung zum Blutstrom, von der Leber-
pforte Uber die Gallenblase zum Duodenum transportiert (s. Abb. 1 B) (Trefts et al.,
2017; Farina et al., 2014; Hundt et al., 2022).

Die verschiedenen Bereiche innerhalb eines Leberlappchens werden in drei unter-
schiedliche Zonen eingeteilt (Zone 1 - 3). Je nach Zone, finden unterschiedliche Stoff-
wechselprozesse statt, diese Einteilung in die verschiedenen Bereiche wird auch als

.,metabolische Zonierung“ bezeichnet (Trefts et al., 2017).

A B

Cholngeos Endothelial cell Hepatocyte
R

_ Hepaticartery ~Stellatecenl Kupffercel
Cen ein

Zone 1 Zone 2 Zone 3

000

Oxygen concentration |

B TG synthesis _

o b ! B-oxidation ]
05 o° | Lipogenesis/ Ketogenesis ]
Portal triad ! _ Gluconeogenesis ]

Hepatic art ; '
i B Glycolysis L

O Bile duct

mgen synthesis (from lactate) |

__Glycogen synthesis (from gl
Ureagenesis 1

Abb. 1: Leber. (A) Leberlappchen geometrisch dargestellt als Hexagon. Ein Leberlappchen ist unterteilt
in drei Zonen, in der Mitte befindet sich die Zentralvene. Jede Triade besteht aus Asten der Leberarterie,
der Portalvene und des Gallenganges. (B) Schematische Darstellung eines hepatischen Sinusoids mit
entsprechender Zonierung und zugehdrigen metabolischen Prozessen innerhalb des Sinusoids. Blut
aus der Portalvene (blauer Pfeil) vermischt sich mit Blut aus der Leberarterie (roter Pfeil) und flie3t durch
das sinusoidale Gefa Richtung Portalvene (lila Pfeil).

Abbildung und Beschriftung dbernommen aus Trefts et al., 2017 (Lizenznummer: 55637070057320) und
Bildunterschrift teilweise ibernommen aus Augustin et al., 2017.
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Einleitung

Vergleicht man die humane Leber mit der murinen Leber, sind Uberwiegend Gemein-
samkeiten zu sehen. Ein Unterschied der beiden Lebern ist jedoch die Architektur. So
ist die murine Leber in Lappen gegliedert, wahrend es sich bei der humanen Leber um
eine ,nicht-gelappte” Leber handelt. Diese Lappung der murinen Leber, macht die Ent-
nahme und Untersuchung der Leber sehr einfach. In der mikroskopischen Architektur

sind sich die beiden Lebern vergleichsweise ahnlich (Kruepunga et al., 2019).

1.1.2 Funktion der Leber

Als groBtes inneres Organ, ist die Leber fur eine Vielzahl biologischer Prozesse ver-
antwortlich. Sie ist beteiligt an verschiedenen Stoffwechselvorgangen, Entgiftung, Gal-
lenbildung und Proteinproduktion (Cheng et al., 2021; Trefts et al., 2017). Die beson-
dere Eigenschaft der Leber ist, dass sie das einzige feste Organ ist, welches dazu in
der Lage ist, sich selbst zu ,regenerieren“ (Michalopoulos et al., 2021; Deng et al.,
2018). Der Begriff Leberregeneration ist allgemein bekannt, doch ist eine korrektere
Beschreibung des Vorganges ,kompensatorische Hyperplasie®, denn dabei wird nicht
das urspringliche Gewebe des Organs ersetzt, sondern Zellen des verbleibenden Ge-
webes proliferieren und / oder vergrof3ern sich um die urspringliche Lebermasse zu
ersetzen (Kang et al., 2012). Da Hepatozyten die Hauptzellart der Leber sind, hangt
die Leberregeneration mafigeblich von der Proliferation dieser Zellen ab (Miyaoka et
al., 2012). Des Weiteren ist die Leber immunologisch sehr aktiv und bildet eine syste-
mische Barriere fur Pathogene und Giftstoffe aus dem Darm (Kubes et al., 2018;
Bhandari et al., 2020). Wie in 1.1.1 beschrieben, gelangen Nahrstoffe aus dem Darm
Uber die Portalvene in die Lebersinusoide. Uber die Sinusoide der Leber treten Sauer-
stoff und Nahrstoffe aus, welche dann Uber den Disse-Raum in die Hepatozyten ge-
langen, wo sie aufgenommen werden und zum Beispiel fur die Herstellung von Prote-
inen verwendet werden (Poisson et al., 2017). Zum Beispiel produzieren und sekretie-
ren Hepatozyten eine Vielzahl von Proteinen, die eine wichtige Rolle im angeborenen
Immunsystem spielen. Die Hepatozyten reagieren dabei auf pathogene- und Entzin-
dungssignale und antworten darauf, indem sie Proteine des Immunsystems in den
Blutfluss sekretieren. Zu diesen Proteinen gehoren zum Beispiel verschiedene Pro-
teinaseinhibitoren, wie Antitrypsin oder Antichymotrypsin, welche Proteasen inhibieren

die von Pathogenen freigesetzt wurden (Zhou et al., 2016).
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Weiterhin produzieren Hepatozyten Gallenflussigkeit, die zum einen vom menschli-
chen Koérper bendtigt wird um die Fette in der Nahrung verdaulich zu machen und zum
anderen um exogene potentiell schadliche Substanzen, aber auch endogene Sub-
strate wie Bilirubin, aus dem Korper auszuscheiden (Hundt et al., 2021; Boyer, 2013;
Farina et al., 2014). Des Weiteren schutzt die Galle den Organismus auch vor Darmin-
fektionen, indem sie inflammatorische Zytokine und Immunglobulin A ausscheidet und
das angeborene Immunsystem im Darm stimuliert (Boyer, 2013).

Eine weitere wichtige Funktion der Leber ist die Entgiftung. Durch viele Stoffwechsel-
prozesse entstehen verschiedene giftige Substanzen wie zum Beispiel Ammoniak, der
von der Leber in Harnstoff umgewandelt wird (De Chiara et al., 2018). Auch Ethanol
wird von der Leber abgebaut. Durch das Enzym Alkoholdehydrogenase wird der Alko-
hol zunachst in ein Zwischenprodukt umgewandelt und anschliel3end von dem Enzym

Aldehyddehydrogenase zu Essigsaure abgebaut (Crabb et al., 2004).

1.1.3 Lebererkrankungen

Die nicht-alkoholische Fettlebererkrankung (non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD)
ist heutzutage einer der Haupterkrankungen in den westlichen Landern und betrifft
circa 25 % der Bevolkerung, was sie zu der am meisten verbreiteten chronischen Le-
bererkrankung weltweit macht (Cotter et al., 2020; Li et al., 2018; Gao et al., 2013).
Charakterisiert ist diese Erkrankung durch eine exzessive Fettablagerung in der Leber,
welche nicht durch den Konsum von Alkohol verursacht wurde. Zu den haufigsten Ri-
sikofaktoren, die zu einer NAFLD fuhren kdnnen, zahlen Fettleibigkeit, Insulinresistenz
und verschiedene Erscheinungen des metabolischen Syndroms (Chalasani et al.,
2012; Angulo et al., 2007; Schierwagen et al., 2015).

Im Jahre 2013 wurde davon ausgegangen, dass rund eine Milliarde Menschen
weltweit an einer nicht-alkoholischen Fettlebererkrankung leiden (Loomba et al.,
2013). Haldar et al. konnte 2019 zeigen, dass zwischen 2002 und 2016 die Verbreitung
der nicht-alkoholischen Fettlebererkrankung um das 7-fache angestiegen ist, was sie
zu einer der fiUhrenden Krankheiten macht, in deren Verlauf eine Lebertransplantation
notwendig wird (Haldar et al, 2019). Der Begriff nicht-alkoholische
Fettlebererkrankung bezeichnet den Krankheitsverlauf, welcher sich von der nicht-
alkoholischen Fettleber (non-alcoholic fatty liver, NAFL) zu einer nicht-alkoholischen

Steatohepatitis (non-alcoholic steatohepatitis, NASH) entwickeln kann, welche
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wiederum zu einer Fibrose (ein Teil des Lebergewebes wird durch Bindegewebe
ersetzt) und letztendlich in eine Zirrhose (das Endstadium der Leberfibrose, bei der es
zu einer starken Vernarbung und Verhartung des Organs kommt) tGbergehen kann (s.
Abb. 2). Eine Leberzirrhose ist oft die Ursache fur die Entwicklung eines
hepatozellularen Karzinoms (hepatocellular carcinoma, HCC) (Cotter et al., 2020).

NAFLD
)
[ |
Gesunde NAFL NASH Zirrhose HCC
Leber
v _GY _@v v . §v
\ — T — ¢ ey e
-~ ¥ g T _
akku';lalgtlalion Esr:?zigﬁgﬁng Rbrogeness enhﬂljrirgl?l[mg

Abb. 2: Entwicklung von nicht-alkoholischen Fettlebererkrankungen. Eine nicht-alkoholische Fett-
leber (NAFL) entsteht beispielsweise durch Fettleibigkeit. Der weitere Krankheitsverlauf ist eine weitere
Verfettung der Leber mit zuséatzlicher Entziindung (NASH), welche im weiteren Verlauf zu der Vernar-
bung der Leber (Zirrhose) und schlussendlich zum hepatozellularen Karzinom (HCC) fihren kann.
Abbildung ibernommen aus Engelmann et al., 2022 (Lizenzfrei: CC BY 4.0) und Beschriftung modifi-
Ziert.

Bei der NAFL handelt es sich um eine relativ harmlose Lebererkrankung, mit einem
nur sehr geringfugigen Risiko in ein fortgeschrittenes Krankheitsstadium tberzugehen.
Im Gegensatz dazu, zeigt die NASH ein erheblich gesteigertes Risiko flr eine Leber-
fibrose (Singh et al., 2015). Gekennzeichnet ist die NASH durch eine starke Fettakku-
mulation in den Hepatozyten, welche dazu fuhrt, dass der Fettabbau und die Reini-
gungsfunktion der Leber gestort sind. Durch die Verfettung der Leber kommt es ver-
mehrt zu oxidativem Stress und einer abnormalen Produktion von Zytokinen, was zu-
satzlich zur Steatose noch zu einer Entziindung der Leber flihrt (Matsumoto et al.,
2013; Schierwagen et al., 2015). Die Zirrhose ist das Endstadium einer Vielzahl chro-
nischer Lebererkrankungen und zeigt sich durch nekrotische Entziindung, Fibrose und
regenerative Knoten, welche die normale Leberstruktur so modifizieren, dass die Funk-
tion der Leber stark eingeschrankt ist und die vaskulare Architektur der Leber sich
mafgeblich verandert (de la Garza et al., 2017). Im Jahre 2017 war Leberzirrhose die
dreizehnt-haufigste Todesursache weltweit (Abbas et al., 2017). Menschen mit einer

Leberzirrhose haben ein sehr hohes Risiko an einem HCC zu erkranken (Estes et al.,
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2018). Das HCC ist die am starksten vertretene primare Form von Leberkrebs und
macht circa 90 % der Falle von Leberkrebs aus (Llovet et al., 2021). Neben einer
NASH, kénnen auch Infektionen mit dem Hepatitis B oder Hepatitis C Virus fur die
Entwicklung eines HCCs verantwortlich sein, allerdings wird vor allem in der westlichen
Welt die NASH zu einer immer starker werdenden Krankheitsursache fur ein HCC (Es-
tes et al., 2018).

1.1.4 Mausmodelle zu Lebererkrankungen

Eines der meist verwendeten Mausmodelle, um die NASH zu untersuchen, ist die
Fatterung mit einer Methionin- / Cholin-defizienten Diat (MCD Diat). Diese Diat
zeichnet sich durch einen hohen Anteil an Sucrose (40 %) und Fett (10 %) und dem
Fehlen von Methionin und Cholin aus (Ibrahim et al., 2016; Machado et al., 2015). Bei
Methionin handelt es sich um eine essentielle Aminosaure, welche eine Schlusselrolle
in vielen zellularen Prozessen spielt, sie wird bendtigt bei der Proteinsynthese und
spielt ebenfalls eine Rolle in der S-Adenosylmethionin- (SAM) und Gluthation-
Synthese (GSH). Bei SAM und GSH handelt es sich um zwei wichtige Metaboliten, in
der zellularen Homeostase und der Leberfunktion (Caballero et al., 2010; Mari et al.,
2010). Cholin hingegen ist essentiell fur die de novo Synthese von Phosphatidylcholin
und wird fur den Export von Triglyzeriden aus den Hepatozyten Uber die low density
Lipoproteine (LDL) bendtigt (Caballero et al., 2010; Li et al., 2008). Das Fehlen von
Cholin wirkt sich auf die Sekretion der very low density Lipoproteine (VLDL) aus, was
zu einer verstarkten Fettakkumulation in der Leber und einer Abnahme der VLDL-
Synthese fuhrt (Yao et al., 1990). Charakteristisch fur dieses Modell ist die Ausbildung
einer makrovesikularen Steatose, hepatozellularer Tod, Entzlindung, oxidativer Stress
und Fibrose (Caballero et al., 2010; Matsumoto et al., 2013; Leclercq et al., 2000). Bei
der MCD Diat handelt es sich um eine gut reproduzierbare Methode zur Nachahmung
einer NASH, deren Vorteil es ist, dass es moglich ist innerhalb kirzester Futterungszeit
einen histologischen NASH-Phanotyp zu produzieren. Allerdings gibt es auch einen
Nachteil: Das metabolische Profil der NASH von MCD-behandelten Mausen
unterscheidet sich stark von einer echten NASH (lbrahim et al., 2016). So kommt es
in MCD-behandelten Mausen zu einem sehr starken Gewichtsverlust (bis zu 40 %
innerhalb von zehn Wochen), was auch zu einer Abnahme der Skelettmuskulatur fuhrt

und es somit zu einem erhdhten Sterberisiko bei den Mausen kommt (Kashireddy et
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al., 2004; Rizki et al., 2006; Talbgl et al., 2019; Wei et al., 2020). Des Weiteren zeigen
sich Unterschiede im Blutzucker, der peripheren Insulinsensitivitat, dem Leptin-Level,
den Blut-Triglyzeriden und im Cholesterolwert (Ibrahim et al., 2016).

Ein weiteres NASH-Modell, welches diese Problematik umgeht, ist die Cholin-defizi-
ente, L-Aminosaure-definierte Diat (CDAA Diat). Dieser Diat fehlt das Cholin, aller-
dings ist diesem Futter eine Mischung aus verschiedenen L-Aminosauren beigeflgt
(Nakae et al., 1995). Ebenso wie bei der MCD Diat, kommt es bei der Futterung mit
CDAA Futter zu einer Blockade der Fettsaureoxidation in den Hepatozyten, zu einer
Steigerung der Lipidsynthese, oxidativem Stress und Entzindung, was letztendlich in
Leberfibrose endet. Ein weiterer Vorteil ist, dass es bei dieser Diat zu keinem Ge-
wichtsverlust in den gefutterten Mausen kommt (Ibrahim et al., 2016; Matsumoto et al.,
2012; Wei et al., 2020; Kodama et al., 2009).

1.2 Anatomie der Haut und ihre Funktion

1.2.1 Anatomie, Histologie und Funktion der Haut

Die Haut ist das grofdte Organ und macht rund 16 % des gesamten Korpergewichtes
aus (Roger et al., 2019). Sie bedeckt die gesamte Oberflache des Korpers und stellt
eine schitzende physikalische Barriere zwischen dem Korper und der Umwelt dar,
verhindert den Verlust von Wasser und Elektrolyten, reduziert das Eindringen von Che-
mikalien und schutzt den Korper vor pathogenen Mikroorganismen (Khavkin et al.,
2011, Chiller et al., 2001). Die Haut ist besiedelt mit einer Vielzahl verschiedenster
Mikroorganismen, wovon die meisten harmlos oder sogar notwendig fur ihren Wirt sind
(Grice et al., 2013; Roth et al., 1988) (s. Abb. 3).
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Abb. 3: Schematische Darstellung der Haut-Histologie und deren Besiedelung mit verschiede-
nen Mikroorganismen.

Abbildung und Beschriftung (ibernommen aus Grice et al., 2013 (Lizenznummer: 5537080801541).

Des Weiteren ist die Haut wichtig, um die Korpertemperatur zu regulieren und die Im-
munabwehr zu unterstutzen. Die Haut enthalt sensorische und autonome Nerven und
sensorische Rezeptoren, welche Stimuli wie Beruhrungen, Vibrationen, Druck, Tem-
peratur oder Schmerz wahrnehmen (Khavkin et al., 2011).

Die Haut wird in insgesamt drei Schichten unterteilt: die Epidermis, die Dermis und die
Subkutis. Dabei wird die Epidermis noch in vier weitere Unterschichten unterteilt: die
Hornschicht, die Kérnerzellschicht, die Stachelzellschicht und die Basalzellschicht. Un-

terhalb der Basalzellschicht befindet sich die Basalmembran (s. Abb. 4) (Fuchs et al.,
2002; Roger et al., 2019).
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Abb. 4: Schematische Darstellung der Hautschichten. Die Haut besteht aus drei Hauptschichten,
der Epidermis, der Dermis und der Subkutis (in der Abbildung die unterste Schicht in gelb dargestellt).
Die Epidermis wird in weitere Schichten unterteilt: die Hornschicht, die Kérnerzellschicht, die Stachel-
zellschicht, die Basalzellschicht und die Basalmembran.

Abbildung tibernommen aus Fuchs et al., 2002 (Lizenznummer: 5537090264384).

Die zwei Hauptschichten der Haut sind die Epidermis und die Dermis. Die Epidermis
ist die oberste Hautschicht. In der Epidermis sind vor allem vier Arten von Zellen ver-
treten: Die am haufigsten vorkommenden Zellen sind die Keratinozyten, sie bilden ein
mehrschichtiges, verhornendes Epithel, produzieren Keratin und sind verantwortlich
fur die epidermale Wasserbarriere indem sie Lipide produzieren und sekretieren (Arda
et al., 2014; Piipponen et al., 2020; Yousef et al., 2022). Zusammen mit Fibroblasten
spielen Keratinozyten aufierdem eine wichtige Rolle bei der Wundheilung (Piipponen
et al., 2020; Werner et al., 2007). Des Weiteren finden sich in der Epidermis Melanozy-
ten die Melanin produzieren, welches fur die Pigmentierung der Haut verantwortlich ist
(Yousef et al., 2022). Merkelzellen, die als Tastzellen fungieren sind nur in geringer
Anzahl in der Basalmembran der Epidermis zu finden, weiterhin finden sich Antigen-
prasentierende Langerhans-Zellen (Arda et al., 2014; Boulais et al., 2007; Streilein et
al., 1984).

Die Dermis ist die zweite Hautschicht, die sich direkt unterhalb der Epidermis befindet.

Bei ihr handelt es sich um ein faserartiges, kollagenhaltiges und elastisches Gewebe.
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In der Dermis befinden sich viele Gefalle, Nerven und sensorische Rezeptoren. Sie
unterstitzt die Verschieblichkeit der Epidermis und versorgt sie mit Nahrstoffen. Die
Subkutis ist die unterste Hautschicht, die hauptsachlich aus Fettgewebe besteht (Arda
et al., 2014).

Die Dicke der unterschiedlichen Schichten variiert und hangt von der Korperregion ab,
so sind die haarlosen Hautschichten an der Handflacheninnenseite und den Ful3soh-
len die dicksten Hautschichten, da an diesen Stellen das Stratum corneum und das
Stratum spinosum verdickt sind (Yousef et al., 2022).

Die murine Haut unterscheidet sich von der humanen Haut in der Mikrostruktur der
Dermis. Wahrend der Mensch, abgesehen von der Kopfhaut, nur eine sehr geringe
Haarfolikeldichte auf der Haut zeigt, besitzt die murine Haut eine sehr hohe Haarfoli-
keldichte.

Des Weiteren gibt es in der humanen Haut Ausstulpungen der Epidermis, die in die
darunterliegende Dermis hineinragen, diese Ausstllpungen werden als Reteleisten
bezeichnet und sind in der murinen Haut nicht vorhanden (s. Abb. 5) (Lynch et al.,
2018).

Human (~100pm) Mouse (“25um)
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Abb. 5: Vergleich der Struktur von humaner und muriner Haut. Die Epidermis und Dermis im Men-
schen sind dicker als in der Maus. Abgesehen von der Kopfhaut des Menschen, zeigt die Haut der Maus
eine deutlich héhere Haarfolikeldichte als die menschliche Haut. Die humane Epidermis besitzt Ausstil-
pungen (Reteleisten, ,rete ridges®), welche in der murinen Haut nicht vorkommen.

Abbildung iibernommen aus Shi et al., 2021 (Lizenzfrei: CC BY 4.0) und Bildunterschrift teilweise (iber-
nommen aus Lynch et al., 2018.
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1.2.2 Hauterkrankungen

1.2.2.1 Psoriasis

Circa 2 — 5 % der Weltbevolkerung leidet unter der Hauterkrankung Psoriasis (Schup-
penflechte) (Duffin et al., 2008; Christophers, 2001; Wagner et al., 2010; Raychaudhuri
et al., 2014). Dabei handelt es sich um eine chronisch entzindliche Hauterkrankung,
die sich histologisch vor allem mit epidermaler Hyperplasie (Akanthose), Leukozyten-
Infiltration der Epidermis (Parakeratose), starker Hyperproliferation der Keratinozyten,
Entzindung und verstarkter Vaskularitat der Haut aul3ert (Lin et al., 2015; Nickoloff et
al., 2004; Boehncke et al., 2015; Moos et al., 2019). Diese immunvermittelte Erkran-
kung liegt einer Dysregulation der Immunzellen und der Keratinozyten zu Grunde, al-
lerdings ist die Pathogenese zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht vollstandig geklart
(Jabeen et al., 2020). 70 — 80 % der Patienten mit Psoriasis leiden an einer leichten
Form der Erkrankung und kénnen mit topischen Therapien behandelt werden (Boehn-
cke et al., 2015). Es ist bekannt, dass es durch Psoriasis in der Haut zu funktionellen
und strukturellen Veranderungen kommt. Es ist davon auszugehen, dass Faktoren wie
das Klima, Sonnenstrahlen und auch Ethnizitat einen Einfluss auf die Entwicklung von
Psoriasis haben (Jacobson et al., 2011; Christophers, 2002). Psoriasis kann jede
Stelle des Korpers betreffen, typischerweise betrifft es aber vor allem die Streckseiten
der Unterarme und Schienenbeine, die Gegend um den Bauchnabel herum, sowie
peri-anale und retroaurikulare Regionen (Boehncke et al., 2015) (s. Abb. 6). Um die
Schwere der Psoriasis-Erkrankung zu erfassen, wird der sogenannte PASI-Score
(Psoriasis Area and Severity Index) verwendet. Dieses Scoring Verfahren bewertet die
Roétung, die Infiltration bzw. die Dicke und die Schuppung der Haut (Schmitt et al.,
2005).
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Abb. 6: Klinische Erscheinungsformen von Psoriasis beim Menschen.
Abbildung libernommen aus Boehncke et al., 2015 (Lizenznummer: 55637091137219).
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1.2.2.2 Sklerodermie

Die systemische Sklerose (SSc) ist eine rheumatische, autoimmun-vermittelte Erkran-
kung, die sich durch eine umfangreiche Fibrose zeigt, einhergehend mit einer verstark-
ten Kollagensynthese in der Haut, in Gelenken und verschiedenen inneren Organen,
wie zum Beispiel in der Lunge, im Herz, in der Niere und im Gastrointestinaltrakt (Den-
ton et al., 2017; Yamamoto et al., 1999; Haynes & Gershwin, 1982; Krieg & Meurer,
1988; Zawatsky et al., 2021). Die vielfaltige Beeintrachtigung der inneren Organe kann
zu einer fatalen Dysfunktion der Organe fuhren, wodurch diese Erkrankung auch mit
einer hohen Sterblichkeitsrate einhergeht (Btyszczuk et al., 2019). Ein typisches Symp-
tom der systemischen Sklerose ist die Sklerodermie (Sklerose der Haut). Es kommt zu
einer starken Beeintrachtigung der Lebensqualitat der Patienten, da die Erkrankung
trotz neuer Behandlungsmaoglichkeiten oft fortschreitet (Yamamoto et al., 1999).

Die Sklerodermie stellt eine sehr komplexe Erkrankung dar, die eine Vielzahl klinischer
Auswirkungen zeigt. Es kommt zu einer Bindegewebsstorung, die sich klassischer-
weise durch eine Verdickung und Verhartung der Haut zeigt. Neben diesen Sympto-
men kommt es bei manchen Patienten zu geschwollenen Fingern, Entzindungen des
Bewegungsapparates, starken Mudigkeitserscheinungen und vaskularen Dysfunktio-
nen (Denton et al., 2017; Bellando-Randone et al., 2012; Katsumoto et al., 2011).
Eingeteilt wird die Sklerodermie in zwei Haupttypen: die lokale und die systemische
Sklerodermie. Wahrend bei der lokalen Sklerodermie hauptsachlich die Haut betroffen
ist, zeigt die systemische Sklerodermie auch Auswirkungen auf verschiedene innere
Organe (Odonwodo et al., 2022; Careta et al., 2015; Denton et al., 2017). Welche Fak-
toren die Entstehung einer Sklerodermie beeinflussen, ist zum heutigen Zeitpunkt noch
nicht vollstandig geklart. Wahrend der Erkrankung kommt es zu einer Aktivierung des
Immunsystems, was den Effekt hat, dass Blutgefalle und Gewebe beschadigt werden,
was dann zur Folge hat, dass es zu Narbengewebs-Formationen und der Akkumula-

tion von Uberschissigem Kollagen kommt (Odonwodo et al., 2022).

1.2.3 Mausmodelle zu Hauterkrankungen

Um die Hauterkrankung Psoriasis im Mausmodell nachzuahmen, gibt es verschiedene
Modelle. Das Bekannteste und am haufigsten verwendete Modell stellt die topische
Anwendung des Wirkstoffs Imiquimod (IMQ) dar (Chamcheu et al., 2016). Bei diesem

Wirkstoff handelt es sich um einen Liganden der beiden Toll-like-Rezeptoren 7 und 8,
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der daflr bekannt ist, eine Psoriasis-ahnliche Dermatitis zu induzieren (El Malki et al.,
2013; Gilliet et al., 2004). IMQ ist ein sehr wirksamer Immunaktivator und wird in der
Klinik bei der Behandlung von Genitalwarzen, denen eine Infizierung mit dem humane
Papilloma Virus (HPV) zu Grunde liegt, eingesetzt (Van der Fits et al., 2009). Einge-
setzt wird dafur Aldara ® 5 % Creme, welche funf Prozent des Wirkstoffes IMQ enthalt.
Die Creme wird jeden Tag auf die Haut der Maus aufgetragen (Moos et al., 2019). Ein
grolRer Vorteil dieses Modells ist die kurze Behandlungsdauer die bendtigt wird, um
eine Psoriasis-ahnliche Erkrankung zu induzieren. Bereits 12 — 24 Stunden nach der
ersten Applikation zeigen sich die ersten mikroskopischen Veranderungen in der Epi-
dermis und nach zwei bis drei Tagen zeigen sich die ersten makroskopischen Veran-
derungen der Haut (Jabeen et al., 2020; van der Fits et al., 2009). Ein weiterer grol3er
Vorteil ist, dass es sich dabei um ein sehr kostenglnstiges Modell handelt (Jabeen et
al., 2020). Es konnte gezeigt werden, dass das IMQ-Modell in Mausen zu einer, dem
Menschen sehr ahnlichen, Plaque-typischen Psoriasis fuhrt, die sich charakteristisch
aullert in Hautrétung, einer Verdickung und Schuppung der Haut und epidermalen
Veranderungen, wie Akanthose und Parakeratose. Des Weiteren kommt es durch die
topische Applikation von IMQ zu inflammatorischen Infiltraten, die aus T-Zellen,
Neutrophilen und dendritischen Zellen bestehen (Jabeen et al., 2020, Van der Fits et
al., 2009; Griffiths et al., 2007).

Eines der am meisten verwendeten Modelle, um Sklerodermie-ahnliche Symptome in
Mausen zu induzieren, ist die Verwendung von Bleomycin (BLM). BLM gehdort zu einer
Subfamilie von Glykopeptid-Antibiotika und stammt aus dem Bakterium Streptomyces
verticillus. In der Klinik wird BLM zur Behandlung verschiedener Tumore, wie zum Bei-
spiel bei Hodenkrebs oder dem Hodgkin-Lymphom eingesetzt (Brandt et al., 2022; A-
vouac et al, 2012; Yamamoto et al., 1999). Der primare Mechanismus der Wirkungs-
weise von BLM, liegt in seiner Fahigkeit die DNA zu schadigen, indem es Metallionen
bindet, um dann Metallobleomycin-Komplexe zu bilden. Die reaktiven Sauerstoffspe-
zies die durch diese Komplexe generiert werden, fuhren zu Einzelstrang- und Doppel-
strang-Briuchen in bestimmten Bereichen der DNA. Es kommt dadurch vor allem zur
Freisetzung der Base Thymin, was zum Stillstand des Zellzyklus in der G2 Phase fluhrt.
Der Stillstand in dieser Phase des Zyklus blockiert die Zellreplikation, was dazu flhrt,
dass das Wachstum und die Reparatur von Gewebe verhindert wird (Brandt et al.,
2022; Petering et al., 1990; Murray et al., 2018).
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Im Mausmodell fuhrt die subkutane Injektion von BLM, neben den Sklerodermie-ahn-
lichen Symptomen, ebenfalls zu einer Fibrose der Lunge (Yamamoto et al., 1999; Li-
ang et al., 2014).

1.3 Endothelzellen
1.3.1 Aufbau und Funktion des Endothels

Das Endothel ist eine Schicht aus Endothelzellen (ECs), die das Innerste von Arterien,
Kapillaren und Venen auskleidet (s. Abb. 7) (Kriger-Genge et al., 2019; Félétou,
2011). Durch das Endothel wird das Blut von fast allen anderen Geweben und Zellen
abgegrenzt (Fodil et al., 2022). ECs, die mit rund 1000 m? die groRte Gewebegrenz-
flache des Korpers darstellen, sind an einer Vielzahl von physiologischen und patho-
physiologischen Prozessen funktionell beteiligt (Géraud et al., 2014; Jaffe et al., 1987).
Zum Beispiel besitzen ECs eine Barrierefunktion und sind an dem Transport verschie-
dener Nahrstoffe beteiligt, tragen zur Clearance Funktion von LSECs bei und sind auch
an Abwehrmechanismen beteiligt oder kommen bei der vaskularen Reparatur zum
Einsatz, um nur einige wenige Aufgaben des Endothels zu nennen (Géraud et al.,
2014; Minshall et al., 2006; Galley et al., 2004).

Blutgefad

Abb. 7: Schematische Darstellung der Mikroumgebung endothelialer Zellen am Beispiel eines
BlutgefaBes. Im Blut befinden sich unter anderem rote Blutzellen, Leukozyten und Signalmolekule. Das
Endothel bildet die Grenzflache zwischen dem Blut und der glatten Muskulatur.

Abbildung iibernommen und modifiziert aus van der Meer et al., 2009 (Lizenzfrei: CC BY 3.0).
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1.3.2 Die Heterogenitat von Endothelzellen

Eine Besonderheit von ECs stellt ihre Heterogenitat dar (Géraud et al., 2010; Jam-
busaria et al., 2020; Gunawardana et al., 2021). Diese Heterogenitat umfasst sowonhl
morphologische, als auch molekulare und funktionelle Eigenschaften (Géraud et al.,
2014; Aird et al., 2007). Morphologisch unterscheiden sich ECs in ihrer Dicke, Form
und Ausrichtung. Die endotheliale Zelldicke variiert von weniger als 0,1 um in Kapilla-
ren und Venen, bis hin zu einer Dicke von 1 ym in der Aorta (Florey et al., 1966). Des
Weiteren konnte festgestellt werden, dass sich ECs in den verschiedenen Organen
auch in ihrer Zusammensetzung verschiedener subzellularer Strukturen, wie zum Bei-
spiel clathrinbeschichteter Vesikel, Fenestration und Basalmembran unterscheiden
(Géraud et al., 2014; Kruger-Genge et al., 2019; Galley et al., 2004). Aufgrund dieser
unterschiedlichen Merkmale, lassen sich die ECs in drei unterschiedliche Subtypen
einteilen: das kontinuierliche Endothel, das fenestrierte Endothel und das diskontinu-
ierliche, sinusoidale Endothel (s. Abb. 8) (Géraud et al., 2014; Augustin et al., 2017).
Kontinuierliche ECs kommen in Arterien, Venen und Kapillaren der meisten Organe
vor. Sie besitzen eine Basalmembran und sind nicht fenestriert. Der zweite Subtyp, die
kontinuierlich fenestrierten ECs, sind in Kapillaren des Gastrointestinaltrakts, in Glo-
meruli der Niere und im Plexus choroideus des Gehirns zu finden. Sie zeichnet der
Besitz einer Basalmembran und Fenestrationen mit 5 — 6 nm dannen nicht membran-
artigen Diaphragmen aus (Géraud et al., 2014; Rostgaard et al., 1997; Augustin et al.,
2017). Bei dem diskontinuierlichen sinusoidalen Endothel, welches in Kapillaren der
Lebersinusoide, der Milz und des Knochenmarks zu finden ist, ist keine Basalmembran
vorhanden und die Fenestrationen besitzen keine Diaphragmen. Aufgrund dieser star-
ken Variationen unterscheiden sich die drei Subtypen sehr stark in ihrer Permeabilitat
(Kruger-Genge et al., 2019; Géraud et al., 2014; Aird et al., 2007). Zum Beispiel ist das
Endothel von Mikrogefallen des Gehirns aufgrund seiner fehlenden Fenestrationen
nur durchlassig fur Molekule mit einer Grol3e von bis zu 1 nm. Sinusoidale, diskontinu-
ierliche Leberendothelien hingegen erlauben den Durchtritt von Molekulen bis zu einer
Grolde von 60 nm (Géraud et al., 2014). Diese signifikanten Unterschiede in der Mor-
phologie, flhren zu Unterschieden in der Funktion der ECs. Man kann die Funktionen
von ECs auf zwei unterschiedliche Arten betrachten: Die organspezifischen ECs, die
spezifische Aufgaben nur fir ein ganz bestimmtes Gewebe Ubernehmen oder die ECs,
die allgemeine Funktionen auf eine ganz gewebespezifische Weise auslben. Ein Bei-

spiel fur eine gewebespezifische Funktion ist die Reinigung zellularer Abfallprodukte
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aus dem Kreislauf durch die Lebersinusoide Uber spezifischen Scavenger Rezeptoren,
wie zum Beispiel Stabilin-1 und -2 (Géraud et al., 2014; Schledzewski et al., 2011).

Kontinuierlich, nicht-fenestriert

Arterien, Venen, Kapillaren (Haut, Gehim, Lunge, Herz, Muskel)

Lumen

Endothelzelle

Subendothelialer Raum

Kontinuierlich, fenestriert

Kapillaren (Gastrointestinal Trakt, Glomeruli der Niere, Plexus choroideus)

Lumen

Endothelzelle

Subendothelialer Raum

Diskontinuierlich, sinusoidal

Kapillaren (Lebersinusoide, Milz, Knochenmark)
Lumen
Endothelzelle

Subendothelialer Raum

Abb. 8: Heterogenitat von Endothelzellen. Kontinuierlich, nicht-fenestrierte Endothelzellen besitzen
eine Basalmembran, aber keine Fenestrationen und Diaphragmen. Bei kontinuierlichen und fenestrier-
ten Endothelzellen sind sowohl Basalmembran, als auch Fenestrationen mit Diaphragmen vorhanden.
Die diskontinuierlichen, sinusoidalen Endothelzellen zeichnen sich durch Fenestrationen ohne Dia-
phragmen und fehlender Basalmembran aus.

Abbildung tibernommen und modifiziert aus Géraud et al., 2014 (Lizenznummer: 5537100236992).

1.3.3 Vaskulare Nische

Die Bezeichnung ,Nische“ wird in der Biologie verwendet um eine bestimme Umge-
bung zu beschreiben, in der spezifische Interaktionen zwischen verschiedenen Zellpo-
pulationen stattfinden (Ribatti et al., 2020). Dabei beinhaltet die vaskulare Nische die
physikalische und biochemische Mikroumgebung um die Blutgefalle herum. Endothel-
zellen, Parenchymzellen, Stromazellen sowie Tumorzellen interagieren dabei Uber pa-
rakrine Signale (auch angiokrine Signale genannt) miteinander (s. Abb. 9) (Ribatti et
al., 2020; Géraud et al., 2014; Koch et al., 2017). Bei der parakrinen SignaltUbermittiung

gelangen Botenstoffe durch Diffusion von der sezernierenden auf die benachbarten
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Zellen, welche Uber einen spezifischen Rezeptor verfigen mussen. Zu solchen Boten-
stoffen gehdren zum Beispiele Gewebshormone und Zytokine (Loffler, 6. Auflage). Die
vaskulare Nische bei der Leberregeneration gehdrt zu den am besten untersuchten
gewebespezifischen vaskularen Nischen. Dabei sind vor allem Lebersinusoidale-
endothelzellen (LSECs) an der Regulation der regenerativen Reparatur und der pa-
thologischen Fibrose nach einer Gewebeschadigung beteiligt. Wahrend der regenera-
tiven Reparatur nach akutem Leberschaden flhrt eine Id-1-Aktivierung in LSECs zu
einer Sekretion von Angiokinen wie Wnt-2 und HGF, welche die Leberregeneration
und die Wiederherstellung der Organfunktion fordern (Géraud et al., 2014; Ding et al.,
2014).

(") Q Tumorzellen

L
o A‘r:gloklne .
& @
&

© &
. Zytokine und Wachstumsfaktoren
sezemiert von nichi-endothelialen Zellen
Stromazellen ® Angiokine: Zytokine und Wachstums-

faktoren sezemiert von Endothelzellen

Abb. 9: Schematische Darstellung der vaskuldren Nische. Spezifische Interaktion zwischen ver-
schiedenen Zelltypen, wie Endothelzellen, Parenchymzellen, Stromazellen und Tumorzellen.
Abbildung und Beschriftung tibernommen aus Géraud et al., 2014 (Lizenznummer: 5537100236992).
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1.3.4 Aufbau und Funktion lebersinusoidaler Endothelzellen

Sinusendothelzellen der Leber (liver sinusoidal endothelial cells; LSECs) sind hoch
spezialisierte ECs und stellen die Schnittstelle zwischen den Blutzellen auf der einen
Seite und den Hepatozyten und den hepatischen Sternzellen auf der anderen Seite
dar (Poisson et al., 2017). Typischerweise sind sie charakterisiert durch das Vorhan-
densein von Poren, den sogenannten Fenestrationen und dem Fehlen von Diaphrag-
men und einer Basalmembran, was sie zu den am starksten durchlassigen ECs im
Korper eines Saugetieres macht (s. Abb. 8) (Géraud et al., 2014; Baiocchini et al.,
2019; Poisson et al., 2017; DelLeve, 2011; Wisse, 1970; Braet et al., 2002). Die durch-
lassigen Poren erlauben den freien Fluss von Blut in den Disse-Raum, mit direktem
Zugang zu der Oberflache der Hepatozyten (Augustin et al., 2017). LSECs sind ein
Beispiel fur einzigartig differenzierte mikrovaskulare ECs, welche sowohl physiologi-
sche als auch immunologische Funktionen ibernehmen, darunter fallen die Aufnahme
von endogenen und exogenen Abfallprodukten aus dem Blutstrom, Endozytose, Anti-
gen-Prasentation und Leukozyten-Rekrutierung (Smedsrgd et al., 2004; Géraud et al.,
2010; Shetty et al., 2018). Dabei zeigen LSECs eine aulderordentlich hohe Kapazitat
fur die Aufnahme von I6slichen Makromolekllen und Nanopartikeln wie zum Beispiel
Viren (Bhandari et al., 2020; Mellko et al., 1994). Um dieser Aufgabe nachzukommen,
exprimieren LSECs eine Vielzahl verschiedener Endozytose-Rezeptoren, zu diesen
gehoren der Makrophagen-Mannoserezeptor CD206, der endozytotische Fc-gamma
Rezeptor CD32b und die Scavenger Rezeptoren Stabilin-1 und Stabilin-2, (Sgrensen
et al., 2012; Bhandari et al., 2020; Politz et al., 2002; Géraud et al., 2010; Olsavszky
et al., 2021; Malovic et al., 2007; Mousavi et al., 2007). Die Aufgabe dieser Scavenger
Rezeptoren ist es, Abfallprodukte aus der Blutzirkulation zu entfernen (Knolle et al.,
2016). Des Weiteren exprimieren LSECs auch verschiedene Toll-like-Rezeptoren (Uh-
rig et al., 2005; Martin-Armas et al., 2006). In Mausen ist bekannt, dass LSECs auch
Funktionen im adaptiven Immunsystem aufweisen (Knolle et al., 2016). Im Gegensatz
zu Kupffer-Zellen, besitzen LSECs im Normalfall keine phagozytotische Funktion, al-
lerdings konnen sie im Notfall, wenn nicht ausreichend Kupffer-Zellen vorhanden sind,
bis zu 1 um grof3e Partikel aufnehmen (Steffan et al., 1986). Trotz ihrer hoch speziali-
sierten mikrovaskularen Differenzierung, besitzen LSECs eine erstaunliche phanoty-
pische und funktionelle Verformbarkeit. Bei der Leberzirrhose zum Beispiel, fuhrt die
endotheliale Verformbarkeit dazu, dass LSECs sich morphologisch transdifferenzieren

— dieser Vorgang wird auch als sinusoidale Kapillarisierung bezeichnet (Géraud et al.,
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2010). Der Vorgang der Kapillarisierung ist dadurch charakterisiert, dass es zum Ver-
lust der Fenestrationen kommt und die LSECs dadurch einen vaskuldren Phanotyp

annehmen (Baiocchini et al., 2019).

1.4 Scavenger-Rezeptoren

1.4.1 Klassifizierung von Scavenger Rezeptoren

Das erste Mal beschrieben wurden Scavenger Rezeptoren (SRs) im Jahre 1979 von
Goldstein und Brown (Canton et al., 2013; Brown et al., Jul 1979; Brown et al., Sep
1979). Dabei entdeckten sie Rezeptoren in Makrophagen welche modifizierte (acety-
lierte) low-density Lipoproteine (LDL) endozytierten und zersetzten (PrabhuDas et al.,
2017; van Berkel et al., 2005). Sie konnten zeigen, dass diese Rezeptoren fur das
acetylierte LDL eine Vielzahl von polyanionischen Liganden erkennen (PrabhuDas et
al., 2017; Brown et al., 1983). Kurze Zeit darauf, folgte die ldentifizierung weiterer LDL
Rezeptoren mit einem breiten Spektrum an Bindungsspezifitat, was zu einem spateren
Zeitpunkt dazu fuhrte, dass die Rezeptoren in verschiedene Klassen unterteilt wurden
(PrabhuDas et al., 2017). Heutzutage werden die SRs in insgesamt zwolf Klassen auf-
geteilt (Klassen A —L) (s. Abb. 10) (PrabhuDas et al., 2017; van Berkel et al., 2005).
Bei diesen Rezeptoren handelt es sich um eine strukturell sehr heterogene Superfa-
milie von Proteinen, die sich vor allem hinsichtlich ihrer unterschiedlichen Domanen
unterscheiden (Taban et al., 2022). Klassifiziert werden sie basierend auf der Anord-
nung ihrer Nukleotidsequenz und ihrer Proteinstruktur (PrabhuDas et al., 2017; Zani et
al., 2015). Urspringlich wurden SRs definiert als Oberflachenproteine, welche che-
misch modifizierte Lipoproteine mit einer sehr hohen Affinitat binden, doch mit der Zeit
wurden den Rezeptoren weitere Fahigkeiten zugesagt. Die allgemeine Definition von
SRs lautet wie folgt: Scavenger Rezeptoren sind Zelloberflachen-Rezeptoren, die ty-
pischerweise eine Vielzahl von Liganden binden und fir die Beseitigung von verander-
ten Stoffen zustandig sind. Sie sind an unterschiedlichen zellularen Vorgangen betei-
ligt wie der Endozytose, Phagozytose, Adhasion und in der Signalibermittlung, welche
dazu fuhrt, dass degradierte oder gefahrliche Substanzen eliminiert werden (Prabhu-
Das et al., 2017).
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Abb. 10: Schematische Darstellung der Scavenger Rezeptor Klassen.
Abbildung und Beschriftung tbernommen aus Zani et al., 2015 (Lizenzfrei: CC BY 4.0).

1.4.2 Scavenger Rezeptoren Stabilin-1 und Stabilin-2

Bei Stabilin-1 und Stabilin-2 handelt es sich um Scavenger Rezeptoren (SRs), die
hauptsachlich von LSECs exprimiert werden (Schledzewski et al., 2011). Diese Re-
zeptoren gehoren zur SR Klasse H (Patten et al., 2019; Miller et al., 2016). Beide Re-
zeptoren besitzen mehrere verschiedene Namen. Stabilin-1 wurde als erstes beschrie-

ben als “MS-1 high-molecular weight protein’ und ist des Weiteren auch bekannt als
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FEEL-1 (fasciclin, EGF-like, laminin-type EGF-like, and link domain-containing
scavenger receptor-1) und CLEVER-1 (common lymphatic endothelial and vascular
endothelial receptor-1) (Goerdt et al., 1991; Adachi et al., 2002; Irjala et al., 2003).
Stabilin-2 ist weiterhin bekannt als FEEL-2 und HARE (hyaluronan receptor for en-
docytosis) (Politz et al., 2002; McCourt et al., 1999).

Bei beiden Rezeptoren handelt es sich um sehr grol’e Membranproteine die eine Se-
quenzidentitat von rund 40 % zeigen (Horiuchi et al., 2003). Der extrazellulare Teil der
beiden Proteine ist zu 55 % homolog, wahrend die kurzen intrazellularen Domanen
sehr unterschiedlich sind, was ihre teilweise unterschiedliche Lokalisation und Sig-
nalaktivitat erklart (Miller et al., 2016; Hirose et al., 2012). Auf DNA-Ebene zeigen die
beiden Proteine keine Homologie (Schledzewski et al., 2011). Beide Rezeptoren sind
dazu in der Lage Gram-negative und Gram-positive Bakterien zu binden (Adachi et al.,
2002). Die Rezeptoren binden zum Teil dieselben Liganden, wie zum Beispiel AGEs
(Advanced Glycation Endproduct), Heparin und andere Glykosaminoglykane (Tamura
et al., 2003; Harris et al., 2008; Pempe et al., 2012). Allerdings gibt es auch Liganden,
die nur von einem der beiden Rezeptoren gebunden werden, wie zum Beispiel Lakto-
gen und SPARC, welches nur von Stabilin-1 gebunden wird oder Hyaluronsaure (HA),
die nur von Stabilin-2 gebunden wird (Kzhyshkowska et al., 2006; Kzhyshkowska et
al., 2008; Zhou et al., 2000; Palani et al., 2016).

Stabilin-1 ist ein 280 kDa grol3es, hoch evolutionar konserviertes Typ-1 Transmemb-
ranprotein und war das erste Mitglied der SR Klasse H, das beschrieben wurde (Politz
et al., 2002; Patten et al., 2019). Im normalen vaskularen Endothel wird die Expression
von Stabilin-1 durch angiogene und proinflammatorische Stimuli induziert (Goerdt et
al., 1993). Konstitutiv exprimiert wird Stabilin-1 in diskontinuierlichen sinusoidalen En-
dothelzellen der Leber, der Milz, den Lymphknoten und von Makrophagen (Patten et
al., 2019; Shetty et al., 2011; Goerdt et al., 1991; Salmi et al., 2004; Tamura et al.,
2003). Stabilin-1 wird von einer groRen mRNA mit circa 7800 Nukleotiden translatiert.
Das Protein besitzt sieben Fasciclin-Domanen (FAS1), eine Proteoglykan-Link Do-
mane und 22 Epidermale Wachstumsfaktor (EGF)-ahnliche Wiederholungen
(Ruoslahti, 1996; Salmi et al., 2004; Irjala et al., 2003) (s. Abb. 11). Die HA-bindende
X-Link Domane von Stabilin-1 ist nicht funktional, weshalb Hyaluronsaure von Stabilin-
1 nicht gebunden wird (Politz et al., 2002; Hansen et al., 2005).

Stabilin-2 ist mit seinen 275 kDa etwas kleiner als Stabilin-1 (Politz et al., 2002). Sta-
bilin-2 besitzt ebenfalls sieben FAS1-Domanen und eine Proteoglykan-Link-Domane,
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allerdings nur 20 EGF-ahnliche Domanen (s. Abb. 11). In Tieren wird Stabilin-2 hoch
exprimiert in LSECs, Lymphknoten, Milz und dem Knochenmark (Miller et al., 2016;
Prevo et al., 2004; Falkowski et al., 2003). Stabilin-2 ist der primare Scavenger Rezep-
tor fur Hyaluronsaure, woher sich auch die Namensgebung HARE (hyaluronan recep-
tor for endocytosis) ableitet (Prevo et al., 2004; Politz et al., 2002). Aul3erdem bindet
Stabilin-2 noch acetyliertes LDL, Heparin, apoptotische und bakterielle Mikropartikel
(Patten et al., 2019; Adachi et al., 2002; Zhou et al., 2000; Harris et al., 2008; Park et
al., 2008; Kim et al., 2010).
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Abb. 11: Struktur und Zusammensetzung der Doménen von Stabilin-1 und Stabilin-2. Beide Sta-
biline zeigen eine ahnliche GréRe, sowie mehrere Fasciclin- und EGF-Domanen.
Abbildung iibernommen aus Thapa et al., 2007 (Lizenznummer: 5537110970706).

1.4.3 Die Rolle von Stabilin-1 und Stabilin-2 in verschiedenen Erkran-
kungen

In vorangegangen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass Stabilin-1 und Stabilin-
2 in verschiedenen Organen und Erkrankungen unterschiedliche Wirkungsweisen zei-
gen. So konnte gezeigt werden, dass der kombinierte Knockout von Stabilin-1 und
Stabilin-2 (Stab1/Stab2-/-) zu einer schweren renalen Glomerulofibrose, Albuminurie
und einer milden perisinusoidalen Leberfibrose, sowie zum verfrihten Tod der Mause
fuhrt (Schledzewski et al., 2011) (s. Abb. 12).
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Es wurden Nieren aus 7-Wochen alten Stab1/Stab2-/- Mausen in 7-Wochen alte WT
Mause transplantiert. Im Alter von 15 Wochen wurden die Mause getdtet und deren
Nieren mit den Nieren von 7- und 15-Wochen alten Stab1/Stab2-/- Nieren verglichen.
Es war zu beobachten, dass transplantierte Nieren aus Stab1/Stab2-/- Mausen in WT
Mause, 7 Wochen nach der Transplantation, eine deutliche Verbesserung der renalen
Glomerulofibrose zeigten, im Vergleich zu den 7- und 15-Wochen alten Stab1/Stab2-
/- Mausen (s. Abb. 13), was darauf schliel3en lasst, dass die Stabilin-1 und Stabilin-2
vermittelte Clearance Funktion in LSECs erforderlich ist fur die physiologische Home-
ostase in entfernten Organen (Schledzewski et al., 2011).
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Abb. 12: Auswirkungen von Stab1/2-/-. (A) PAS Farbung von WT, Stab1-/-, Stab2-/- und Stab1/Stab2-
/- der Niere. (B) Sirius Rot Farbung von WT und Stab1/Stab2-/- der Niere. (C) Sirius Rot Farbung von
WT, Stab1-/-, Stab2-/- und Stab1/Stab2-/- der Leber. (D) Albuminwerte von WT, Stab1-/-, Stab2-/- und
Stab1/Stab2-/-. (E) Uberleben von WT, Stab1-/-, Stab2-/- und Stab1/Stab2-/-.

Abbildungen und Beschriftung iibernommen aus Schledzewski et al., 2011 (Lizenzfrei: CC BY 4.0).
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Abb. 13: Auswirkung der Nierentransplantation einer DKO Maus in eine WT Maus. (A) PAS Far-
bung der Niere von einer WT Maus (links oben), einer DKO Maus nach 7 Wochen (links unten), einer
DKO Maus nach 15 Wochen (rechts oben) und einer transplantierten Niere aus einer DKO Maus in eine
WT Maus (rechts unten). (B) Quantitative Evaluation der glomerularen Fibrose von DKO Mausen nach
7 Wochen, nach 15 Wochen und transplantierten DKO Nieren in WT Mause.

Abbildungen und Beschriftung iibernommen aus Schledzewski et al., 2011 (Lizenzfrei: CC BY 4.0).

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass der Einzel-Knockout von Stabilin-1 oder
Stabilin-2 im Atherosklerose-Mausmodell ApoE-/- eine schutzende Funktion fur die
Mause zeigt. In Stabilin-1- oder Stabilin-2-defizienten Mausen konnte eine Plaque Bil-
dung in der Aorta signifikant verringert werden (s. Abb. 14) (Manta et al., 2022).

ApoE-KO  ApoE-Stabl- ApoE-Stab2- ApoE-KO  ApoE-Stabl- ApoE-Stab2- Plaque Quantification
KO KO KO KO

@
=]

+ Male 12m (Chow)
e Female 12m (Chow)

IS
S

309 & ..

201

Oil-Red O

10

Aortic Plaque area in %

+ Male 12m (Chow)
o Female 12m (Chow)

Brightfield
Brightfield
Aortic Plaque area in %
8

Male Female &
12 months old, Chow Diet 12 months old, Chow Diet R

Abb. 14: Auswirkung der Stab1- und Stab2-Defizienz im ApoE-/- Mausmodell. (A) Ol-Rot O Far-
bung und Hellfeld Aufnahmen der Aorten von ApoE-/-, ApoE/Stab1-/- und ApoE/Stab2-/- mannlicher
Mause. (B) OI-Rot O Farbung und Hellfeld Aufnahmen der Aorten von ApoE-/-, ApoE/Stab1-/- und
ApoE/Stab2-/- weiblicher Mause. (C) Quantifizierung der Plaques in Aorten von OIl-Rot O und Hellfeld
Aufnahmen.

Abbildungen und Beschriftung dbernommen aus Manta et al., 2022 (Lizenznummer: 5537120224540).
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Karikoski et al. konnte 2014 zeigen, dass die Defizienz von Stabilin-1 zu einem verzo-
gerten Wachstum von Melanommetastasen flhrte. Des Weiteren zeigten sie, dass das
Tumorwachstum durch die prophylaktische therapeutische Behandlung von WT Mau-
sen mit Anti-Stabilin-1 Antikdrpern verhindert werden konnte.

Diese Ergebnisse zeigen einen moglichen therapeutischen Ansatz fur verschiedene

Krankheiten durch eine Stabilin-gehemmte Behandlung.

Es ist bekannt, dass Stabilin-1 in einer Gruppe von Tumor-assoziierten Makrophagen
hoch exprimiert wird. In Mausen unterstutzt Stabilin-1 das Tumorwachstum und die
Metastasenformation, wahrend das Fehlen oder das Blockieren von Stabilin-1 zu einer
Induktion von T-Zellen flhrt, welche die Krebszellen angreifen und téten, dies konnte
auch ex vivo in humanen Zellen gezeigt werden (Hollmén et al., 2022; Viitala et al.,
2019). Aufgrund dieser Ergebnisse, konnte die Blockierung von Stabilin-1 und die da-
mit einhergehende T-Zell-Aktivierung auch in Krebspatienten zu einer Wiederherstel-
lung der Immunantwort fuhren. Um diese These zu Uberprifen, generierten Hollmén
et al., 2022 Bexmarilimab, ein humanisierter IgG4 Antikorper, der gegen das humane
Stabilin-1 gerichtet ist. Bexmarilimab zeigt eine hohe Affinitat zu Stabilin-1 und bindet
dieses auf der Oberflache von klassischen Monozyten aus dem gesunden humanen
Blut. In ihrer Studie wurde die Humanisierung, die nicht-klinische Charakterisierung
der physiochemischen Vorteile biologischer Potenz und der Sicherheit Uberpruft. Sie
konnten zeigen, dass Bexmarilimab die Immunantwort stimuliert und diese wiederum
zu einer anti-Tumor Wirksamkeit ohne grol3e Sicherheitsbedenken fuhrt. Eine aktuell
laufende und noch nicht veroéffentlichte klinische Studie zeigte bereits vielverspre-
chende Ergebnisse zur Sicherheit und Wirksamkeit von Bexmarilimab in Patienten mit
fortgeschrittenen Tumoren (Hollmén et al., 2022).

1.5 Die Proteine TGFBi und Postn

1.5.1 Die Proteinfamilie der Fasciclin | - Domane

Mitglieder der Fasciclin | Proteinfamilie (FAS1) sind in vielen Vertebraten, Invertebra-
ten und Mikroorganismen vertreten, was vermuten lasst, dass diese Domane eine evo-
lutionare Adhasionsdomane reprasentiert (Moody et al., 2013; Ruan et al., 2009). Das

am frihesten und gleichzeitig am besten studierte Beispiel ist Drosophila FAS1, expri-
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miert wird es wahrend der Embryonalentwicklung und leitet Axone von Axon-generie-
renden Nervenzellen zu anderen Zielneuronen oder Muskelzellen (Moody et al., 2013;
Elkins et al., 1990; McAllister et al., 1992).

Die FAS1 Domane ist ein altes strukturelles Motiv in extrazellularen Proteinen und bie-
tet eine Vielzahl von Interaktions-Oberflachen, was das Binden verschiedener Ligan-
den ermdglicht (Seifert, 2018). Die FAS1 Domane spielt eine wichtige Rolle in der Zel-
ladhasion (Moody et al., 2013). Fur gewdhnlich treten FAS1 Domanen in Tieren fast
immer in zweier-Paaren auf: Drosophila FAS1 besitzt zwei Tandem-Paare, genauso
wie TGFBi und Postn, anders in den Stabilinen — dort treten die FAS1 Domanen in
sieben Kopien auf (Thapa et al., 2007) (s. Abb. 15). Jede dieser FAS1 Domanen be-
steht aus 150 Aminosauren (Takeshita et al., 1993).

Stabilin-2

l signal peptide IEMI domain [F FAS1 M rep IEGF-Iike repeat

H Atypical EGF-like repeat Ix-link [I Transmembrane domain

Abb. 15: Schematische Darstellung der Proteine TGFBI, Postn, Stabilin-1 und Stabilin-2. TGFBi
und Postn besitzen vier Tandem Wiederholungen der FAS1 Domane, wahrend Stabilin-1 und Stabilin-
2 sieben FAS1 Domanen besitzen.

Abbildung und Beschriftung libernommen aus Thapa et al., 2007 (Lizenznummer: 5537110970706).
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Beispiele fur FAS1 Domanen Proteine sind neben Stabilin-1 und Stabilin-2, Transfor-
ming growth factor beta-induced (TGFBi) und Periostin (Postn) (Moody et al., 2013,
Adachi et al., 2002). Diese vier Proteine sind die einzigen Fasciclin-Domanen Proteine

die in Saugetieren auftreten (Moody et al., 2013).

1.5.2 Das Protein Transforming growth factor beta-induced (TGFBi)

Transforming growth factor beta-induced (TGFBi), auch bekannt unter dem Namen
Big-H3, ist ein extrazellulares Matrixprotein, welches durch transforming growth factor-
B (TGFB) induziert werden kann und erstmals von Skonier et al., 1992 in der humanen
Adenokarzinom Zelllinie A549, isoliert aus der Lunge, identifiziert wurde (Kim et al.,
2000; Skonier et al., 1992; Han et al., 2014). Es besteht aus 683 Aminosauren und
besitzt eine sekretorische Signalsequenz am N-Terminus (Aminosauren 1 — 23), vier
FAS1 homologe internale Domanen und eine Zell-anhaftende RGD Domane (Arg-Gly-
Asp) an seinem C-Terminus, welche als Liganden-Erkennungsstelle fur verschiedene
Integrine dient, wie zum Beispiel fur das Integrin aspB1 (Skonier et al., 1992; Skonier et
al., 1994; Han et al., 2015; Bing et al., 2014; Lee et al., 2003) (s. Abb. 16).

| Il I IV RGD

L EMIL O Fasl _ Fasl _  Fasl _  Fasl . JW TGFBI

Abb. 16: Schematische Darstellung der Doméanenstruktur von TGFBIi. TGFBi besitzt eine Cystein-
reiche EMI Domé&ne am N-Terminus, gefolgt von vier hoch konservierten Fasciclin (FAS1) Doméanen
und einem C-terminalen Arginin-Glycin-Asparaginsaure (RGD) Motif.

Abbildung und Beschriftung Gbernommen aus Tumbarello et al., 2012 (Lizenzfrei: CC BY 2.0).

TGFBi ist im Zellzytoplasma und dem Nukleus lokalisiert und wird von vielen verschie-
denen Zelltypen, wie zum Beispiel den glatten Muskelzellen, Keratinozyten und Fib-
roblasten produziert (Bing et al., 2014; Park et al., 2004; Billings et al., 2000). Lee et
al. konnte mit Hilfe von In Situ Hybridisierung zeigen, dass TGFBi im Herzen, in Blut-
gefalen, im Intestinum, in den Augen und anderem Gewebe mesenchymalen Ur-
sprungs, exprimiert wird. Das gibt den Hinweis darauf, dass dieses Gen eine wichtige
Rolle in verschiedenen Organen wahrend der Ontogenese spielt (Lee et al., 2003; Bing
et al., 2014).
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Es konnte gezeigt werden, dass TGFBi eine fibrillenartige Struktur bildet und mit vielen
verschiedenen extrazellularen Matrixproteinen, wie zum Beispiel Fibronektin, Laminin
und Typ-1 Kollagen interagiert (Kim et al., 2002; Lee et al., 2003). TGFBi ist auch
bekannt dafur Zellwachstum, Differenzierung und Wundheilung zu beeinflussen (Lee
et al., 2003; Skonier et al., 1994; Dieudonné et al., 1999; Kim et al., 2000; Rawe et al.,
1997).

1.5.3 Das Protein Periostin (Postn)

Periostin (Postn) ist ein rund 93 kDa schweres matrizellulares Sekretionsprotein, wel-
ches ebenso wie TGFBi eine EMI Domane an seinem N-Terminus und vier Fasciclin
Domanen besitzt (Zhao et al., 2014; Hoersch et al., 2010) (s. Abb. 17). Seine EMI
Domane interagiert mit Kollagen und Fibronektin, wahrend die Fasciclin Domanen In-
tegrine binden kann. Die C-terminale Domane unterliegt einem hohen Grad an alter-
nativem Spleilen und kann Heparin, Heparansulfat Proteoglykane (HSPGs), Fib-
ronektin und Kollagen | binden (Sonnenberg-Riethmacher et al., 2021; Sugiura et al.,
1995; Takayama et al., 2006; Norris et al., 2007).

I 11 1l IV 3 .
EHI Fasl Fasl Fasl Fasl e PE riostin

Abb. 17: Schematische Darstellung der Domanenstruktur von Postn. Postn besitzt eine Cystein-
reiche EMI Doméane am N-Terminus, gefolgt von vier hoch konservierten Fasciclin (FAS1) Doméanen.
Abbildung und Beschriftung iibernommen aus Tumbarello et al., 2012 (Lizenzfrei: CC BY 2.0).

Die unterschiedlichen Splice-Varianten sorgen dafir, dass unterschiedliche Isoformen
von Postn generiert werden, was dazu fuhrt, dass die unterschiedlichen Isoformen
auch unterschiedliche Funktionen besitzen. Zum Beispiel hat Postn eine Funktion in
chronischer Inflammation und Fibrose verschiedener Gewebe und ist an der Entwick-
lung von Knochen, Zahnen und Knorpel beteiligt (Sonnenberg-Riethmacher et al.,
2021; Hoersch et al., 2010; Ruan et al., 2009). Ursprunglich wurde Postn aus Osteo-
blasten isoliert und wird hauptsachlich im Periost exprimiert, weshalb Postn auch unter
dem Namen OSF-2 (osteoblast-specific factor-2) bekannt ist (Sonnenberg-Riethma-
cher et al., 2021; Takeshita et al., 1993). Als matrizellulares Protein ist Postn vor allem
in der Extrazellularen Matrix lokalisiert und einige seiner Aktivitaten liegen der Bindung
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an Zelloberflachenrezeptoren der Integrinfamilie zu Grunde, beispielsweise ist Postn
ein Ligand fur das avBs Integrin (Sonnenberg-Riethmacher et al., 2021; Kudo et al.,
2018; Kim et al., 2002).

-42 -



Einleitung

1.6 Ziel der Arbeit

Die Stabilin-vermittelte Scavenging Funktion von LSECs ist dafur zustandig, die mole-
kulare Zusammensetzung des zirkulierenden Blutes zu regulieren. Dabei werden die
Homeostase und die Funktionen verschiedener Organe kontrolliert. Vorausgehende
Daten zeigen, dass Stabilin-abhangige zirkulierende Moleklile, in verschiedenen phy-
siologischen und pathophysiologischen Settings, sowohl schitzende als auch schad-
liche Eigenschaften besitzen konnen.

So fuhrt der kombinierte genetische Knockout beider Stabiline (Stab1/Stab2-/-) zu ei-
ner schweren renalen Glomerulofibrose, Albuminurie und einer leichten perisinusoida-
len Leberfibrose, sowie zum fruhzeitigen Tod der Mause (Schledzewski et al., 2011).
Auf der anderen Seite konnte gezeigt werden, dass sowohl das genetische Fehlen von
Stabilin-1 oder Stabilin-2, als auch die anti-Stabilin-1 oder anti-Stabilin-2 gerichtete
Antikdrpertherapie, die Plaque Bildung in ApoE-/- Mausen reduziert, was einen inte-
ressanten Therapieansatz im Menschen liefert. Dabei wurde beobachtet, dass es in
den Stabilin-KO Mausen bzw. in den Mausen die mit einer anti-Stabilin gerichteten
Therapie behandelt wurden, zu einer Veranderung des Plasmaproteoms kommt, in
dem zirkulierendes TGFBi und Postn dysreguliert sind. Dies deutet darauf hin, dass es
sich bei TGFBi und Postn um Liganden von Stabilin-1 und Stabilin-2 handelt, was mit
Hilfe von Endozytose-Assays nachgewiesen werden konnte. In verschiedenen Set-
tings der ApoE-KOs, fuhrte das Fehlen von einer der beiden Stabiline zu einem Anstieg
von TGFBi oder Postn, was darauf schlieRen lasst, dass die Clearance der Molekule
auch von diesen beiden Liganden beeinflusst wird (Manta et al., 2022).

Ziel dieser Arbeit war es, diese entgegengesetzten Eigenschaften von Stabilin-1 und
Stabilin-2 und den Einfluss der beiden Liganden TGFBi und Postn in metabolischen
und fibrotischen Erkrankungen der Leber und der Haut zu untersuchen. Um die Leber
zu untersuchen, wurden die Mause mit MCD oder CDAA Futter geflttert, dabei ist
MCD ein leicht fibrotisches Modell, in dem auch leicht entzindliche Prozesse zu be-
obachten sind und CDAA ein Fibrose-Modell. Um die entzundlichen Prozesse in der
Haut zu untersuchen wurden die Mause topisch mit dem Wirkstoff Imiquimod behan-
delt, um eine Psoriasis-ahnliche Entziindung zu induzieren und durch die Behandlung

mit Bleomycin sollten fibrotische Prozesse in der Haut in Gang gesetzt werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien, Reagenzien und Puffer

Tab. 1: Gekaufte Chemikalien, Reagenzien und Puffer

Bezeichnung

Hersteller

2-Propanol

2x Laemmli Proben Puffer

50x TAE-Puffer

AEC Substrat Chromogen

Agarose

Antikorper-Diluent

Bovines Serumalbumin (BSA)
cOmplete EDTA-freie Protease-Inhibi-
tor Cocktail Tabletten

DC™ Protein Assay Reagenz A
DC™ Protein Assay Reagenz S
dH20 DNase/RNase frei
Dimethylsulfoxid (DMSO)

DNA Loading Dye (10 mM Tris-HCI,
pH 7,6, 0,03 % Bromphenolblau, 0,03
% Xylencyanol, 60 % Glycerol, 60 mM
EDTA)

DPBS

Einbettmedium Tissue-Tek ©

Ethanol 96 %
Fluoreszenz-Eindeckmedium

HIER Tris-EDTA-Puffer pH 6 (10x)
HIER Tris-EDTA-Puffer pH 9 (10x)
Luminol-S

Milchpulver (fettfrei)

Milk-Free Antibody Diluent
Nancy-520

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Bio Rad Laboratories, Hercules, USA
Carl Roth, Karlsruhe, DE

Agilent, Santa Clara, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Bio-Techne, Wiesbaden, DE
Fitzgerald Industries, Acton, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Sakura Finetek, Tokyo, JP

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Agilent, Santa Clara, USA

Biozol, Eching, DE

Biozol, Eching, DE

Bio-Techne, Wiesbaden, DE
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Bio-Techne, Wiesbaden, DE

Merck KGaA, Darmstadt, DE
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Olrot O rein

Paraffin

PBS (10x), pH 7,4

Peroxidase Block

Precision Plus Protein Dual Color
Standards

Protein Assay Reagenz B

Protein Normalization Reagent
Protein Normalization Reconstitution
Agent

RIPA Puffer

RNAscope® Hydrogen Peroxide Rea-
gent

RNAscope® Protease Plus Reagent
RNAscope® Target Retrieval Reagent
SDS-Lésung 10 % (w/v)
Streptavidin-HRP

TGS-Puffer 10x (25 mM Tris, 192 mM
Glycin, 0,1 % (w/v) SDS, pH 8,3)
Tris-HCI-Puffer 0,5 M, pH 6,8
Triton™ X-100

Tween®© 20

Wassriges Eindeckmedium

Xylol

2.1.2 Verbrauchsmaterialen

Tab. 2: Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Merck KGaA, Darmstadt, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Bio-Techne, Wiesbaden, DE
Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
Bio-Techne, Wiesbaden, DE
Bio-Techne, Wiesbaden, DE

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
ACDbio-Bio-Techne, Wiesbaden, DE

ACDbio-Bio-Techne, Wiesbaden, DE
ACDbio-Bio-Techne, Wiesbaden, DE
Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
Bio-Techne, Wiesbaden, DE

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Agilent, Santa Clara, USA

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Hersteller

Adhasionsobjekttrager mit Mattrand,
geschnitten und Super-Frost© Plus,
geschliffen

Blottingpapier 3MM Chr

R. Langenbrinck, Emmendingen, DE

Whatman®©, Maidstone, GB
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Deckglaser, mikroskopisch R. Langenbrinck, Emmendingen, DE
Einwegskalpelle FEATHER®, Osaka, JP

Formchen fur Organeinbettung in Sakura Finetek Europe B.V., Alphen am
O.C.T. Rhein, NL

ImmEdge Pen Vector Laboratories, Burlingame, USA
Kryoréohrchen Nunc™ 1,8 ml Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Lithium/Heparin Microvetten 500 pl Sarstedt, Numbrecht, DE

Mikrotierplatte 96-well, F-Bottom Greiner Bio-One, Kremsmunster, AT
Mini-Protean TGX Gele, 4 — 20 % Bio Rad Laboratories, Hercules, USA
Pipettenspitzen mit Filter®, steril Greiner Bio-One, Kremsmunster, AT

Pipettenspitzen SafeSeal-Tips® pro- Biozym, Hessisch Oldendorf, DE
fessional

Pipettenspitzen TipOne® Starlab, Hamburg, DE
Probenkasetten fur Paraffineinbettung  Sarstedt, Nimbrecht, DE
PVDF-Membran Immun-Blot® Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
Reaktionsgefale (1,5 ml, 2 ml, 5 ml) Eppendorf, Hamburg, DE
Zentrifugenrohrchen Falcon™, konisch  BD Bioscience, Franklin Lakes, USA
(15 ml /50 ml)

2.1.3 Gerate

Tab. 3: Gerite
Bezeichnung Hersteller

Agarose-Gelelektrophoresesystem Mu-  Advance, Tokyo, JP
pidR One

Autoklav Systec VX-95 Microbiology International, Frederick,
USA
Autostainer XL Leica Microsystems, Wetzlar, DE

Chemilumineszenz-System ChemoCam Intas, Gottingen, DE

Imager

Flockeneismaschine AF100 Scotsman Ice, Otley, GB
Gefrierschranke Sanyo, Osaka, JP
Gelelektrophoresesystem WB BioRad Laboratories, Hercules, USA
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Gelfluoreszenzdetektor Azure Imager
C400

Gewebeinfiltrationsautomat TP1020
Hellfeld Mikroskop, Nikon Eclipse Ci-L
Homogenisator PrecellysR Evolution

Inverses Fluoreszenzmikroskop Nikon
DS-Qi2

Inverses Forschungsmikroskop DM IR
Inverses Phasenkontrastmikroskop DM
IL

Jess

Kryotom CM3050S

Kihlplatte pfm 4100

Kuhlschranke

Mikropipetten Eppendorf ResearchR
Mikropipetten GilsonR PipetmanR
Mikrowellenherd R-332

Nano DropTM 2000 Spektrophotometer
Nukleinsaureamplifikator Thermocycler
T100

Pipettierhilfe Pipetboy acu
Plastikkamme fur Agarosegelprobeta-
schen

Plattenlesegerat Plate reader infinite
200pro

Probenschuttler Vortex

Real Time PCR Cycler qTower3G
Rotationsmikrotom pfm rotary 3006 EM
Sterilizer Stericell

Thermoblock ThermoMixer

Timer

Tischzentrifuge 3-1810

Trans-Blot® Turbo™ Transfer System

Azure Biosystems, Dublin, USA

Leica Microsystems, Wetzlar, DE
Nikon, Dusseldorf, DE

Bertin Technologies, Montigny-le-Bre-
tonneux, FR

Nikon, Dusseldorf, DE

Leica Microsystems, Wetzlar, DE

Leica Microsystems, Wetzlar, DE

Bio-Techne GmbH, Wiesbaden, DE
Leica, Wetzlar, DE

Pfm Medical, Kdin, DE

Liebherr, Bulle FR, CH

Eppendorf, Hamburg, DE

Gilson R, Middleton, USA

Sharp, Osaka, JP

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Bio-Rad, Hercules, USA

Integra Biosciences, Zizers, CH

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Tecan Group, Mannedorf, CH

Heidolph Instruments, Schwabach, DE
Analytik Jena, Jena, DE

Pfm Medical, Koln, DE

MMM Group, Planeg, DE

Eppendorf, Hamburg, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE

NeolLab, Heidelberg, DE

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
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Vortexer REAX top

Waage Analytical balance R300S
Warmeschrank Heraeus® T6120
Wasserbad fur FFPE Schnitte pfm
1000

Wasserbad PURA 14

Wasserbad TW8

Zentrifuge 5417R

2.1.4 Primer

Tab. 4: Primer fiir Genotypisierung

Bezeichnung

Heidolph, Schwabach, DE

Satorius AG, Goéttingen, DE

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Pfm Medical, Koln, DE

Julabo, Seelbach, DE
Julabo GmbH, Seelbach, DE
Eppendorf, Hamburg, DE

Sequenz (5 - 3’)

mStab1-A1FW
mStab1-B461-REV
mStab1-C1224-REV
mStab2-Mut-75536-FW
mStab2-Mut-77693-REV
mStab2-WT76932-FW
mStab2-WT77138-REV

AGACTATGGTCTCAGTCTGGGA
CTGCAATCACTGTCCCCACACT
TTATTTCATACCCGCCAGTTCTGA
TGGGGACACACTGGGTATTAG
GTGTGAGTGCCTGATGGATTT
TCCGCTAGGCACAGAAATCC
CAGGCTCCCCTCAGGGTGA

2.1.5 Antikorper, Kits und Enzyme

Tab. 5: Primarantikorper

Epitop Spezies Katalog-Nr. Hersteller

a-SMA Kaninchen ab5694 Abcam, Milton, GB

Arg1 Ziege Sc-18351 Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, USA

CD11b Ratte 101202 BioLEGEND, San Diego, USA

CD19 Ratte ab25232 Abcam, Milton, GB

CD3 Ratte 100201 BioLEGEND, San Diego, USA

CD31 Ratte DIA310 Dianova, Hamburg, DE
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CD32b Ziege AF1460 Bio-Techne, Minneapolis, USA
CD34 Kaninchen ab81289 Abcam, Milton, GB
CD45 Kaninchen ab10558 Abcam, Milton, GB
CD68 Kaninchen ab125212 Abcam, Milton, GB
Desmin Kaninchen ab15200 Abcam, Milton, GB
Emcn Ratte 14-5851-85 ThermoFisher Scientific, Waltham,
USA
F4/80 Ratte 123102 BioLEGEND, San Diego, USA
GAPDH Kaninchen 2118s Cell Signaling, Danvers, USA
GS Kaninchen G2781 Sigma Aldrich, St. Louis, USA
ICAM-1 Ziege AF796 Bio-Techne, Minneapolis, USA
ICAM-1 Kaninchen 10020-1-AP Protein-Tech, Rosemont, USA
Lyve-1 Kaninchen 103-PA50 Relia Tech, Wolfenbuttel, DE
Postn Ziege AF2955 Bio-Techne, Minneapolis, USA
TGFBI Kaninchen ab170874 Abcam, Milton, GB
TGFBI Kaninchen NBP1-88606 Novus, Wiesbaden, DE
Tab. 6: Sekundarantikorper
Epitop Readout Spezies Katalog-Nr. Hersteller
Anti-Kaninchen AF488 Esel 711-545-152 Dianova, Hamburg,
DE
Anti-Kaninchen Cy3 Esel 711-165-152 Dianova, Hamburg,
DE
Anti-Ratte AF488 Esel 712-545-153 Dianova, Hamburg,
DE
Anti-Ratte Cy3 Esel 712-165-153 Dianova, Hamburg,
DE
Anti-Ziege AF488 Esel 705-545-147 Dianova, Hamburg,
DE
Anti-Ziege Cy3 Esel 705-165-147 Dianova, Hamburg,
DE
Anti-Ziege AF647 Esel 705-175-147 Dianova, Hamburg,

- 49 -

DE



Material und Methoden

Tab. 7: Sekundarantikorper mit HRP gekoppelt

Epitop Katalog-Nr. Hersteller
Anti-Kaninchen-HRP (DAKO, K400311-2 Agilent, Santa Clara, USA
ready to use)

Anti-Ratte-HRP DAB-87238 Dianova, Hamburg, DE
Anti-Ziege-HRP R21459 ThermoFisher Scientific,

Tab. 8: Sekundarantikorper fiir Simple Western

Epitop Readout

Katalog-Nr.

Waltham, USA

Hersteller

Anti-Kaninchen- Chemilumines- 042-206

HRP zenz

Anti-Ziege-HRP Chemilumines- 043-522

Bio-Techne, Wiesbaden, DE

Bio-Techne, Wiesbaden, DE

zenz
Anti-Maus NIR 043-821 Bio-Techne, Wiesbaden, DE
Anti-Hase NIR 043-819 Bio-Techne, Wiesbaden, DE
Tab. 9: Sonden fiir In Situ Hybridisierung
Bezeichnung Katalog-Nr. Hersteller
RNAscope PDGFRb 19319C Bio-Techne, Wiesbaden, DE
Tab. 10: Kits und Enzyme
Bezeichnung Katalog-Nr. Hersteller
12 — 230 kDa Separation SM-W004-1 Bio-Techne, Wiesbaden, DE
DFS Taq DNA Polymerase 101100 Bio-Techne, Wiesbaden, DE
EZ Standard Pack 1, 12 -230 PS-STO1EZ-8 Bio-Techne, Wiesbaden, DE
kDa
High Pure RNA Isolation Kit 11828665001 Roche, Basel, CH
Mouse BIGH3 (TGFBi) ELISA EMTGFBI ThermoFisher Scientific,

Kit
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Mouse Postn/OSF-2 ELISA
Kit

Precellys ceramic Kit 1.4/2.8
mm 2 ml tubes

Protein Normalization Separa-
tion 12 — 230 kDa

Proteinase K (10 mg/ml)

RNA Scope Multiplex Fluo-
reszenz Reagenz Kit v2 Assay
Sensitive Tissue Collagen As-
say

SuperScript ® Il Reverse Tran-
skriptase

SYBR ® Green PCR Master
Mix

2.1.6 Software

Tab. 11: Verwendete Software

Bezeichnung

MOSF20 Bio-Techne, Wiesbaden, DE

91-PCS-CKM Bertin Technologies, Mon-
tigny-le-Bretonneux, FR

SM-PNO1-1 Bio-Techne, Wiesbaden, DE

RPROTK-RO Merck KGaA, Darmstadt, DE

323100-USM Bio-Techne, Wiesbaden, DE

QZBtiscol5 QuickZyme, Leiden, NL

18064-071 ThermoFisher Scientific, Wal-
tham, USA

4309155 ThermoFisher Scientific, Wal-
tham, USA

Hersteller

Microsoft Excel 2016
Microsoft PowerPoint 2016
Microsoft Word 2016

JMP Version15

Nanodrop 2000/2000c¢ Software,

Version 1.6.198
Imaged 1.50i
Micron-Scan Software V2.0 BE

Nikon NIS Elements AR, Version 7.3

Leica Application Suite, Version

2.7.3.9723

Compass for Simple Western 5.0.0

GraphPad Prism Version 9.0

Microsoft Corporation, Redmond, USA
Microsoft Corporation, Redmond, USA
Microsoft Corporation, Redmond, USA
SAS Institute, Cary NC, USA
ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

National Institutes of Health, Bethesda, USA
Bitabis, Pforzheim, DE

Nikon, Minato, USA

Leica, Wetzlar, DE

Protein Simple, Kalifornien, USA
GraphPad Software, San Diego, USA
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2.2 Methoden

2.2.1 Tierversuche

Alle Tierexperimente wurden von dem Regierungsprasidium Karlsruhe unter folgenden
Aktenzeichen genehmigt: 35-9185.81/G-144/19, 35-9185.81/G-158/17 und 35-
9185.81/G-325/19.

2.2.1.1 Mauslinien
In den folgenden Tierversuchen wurden Wildtyp-Mause des Stammes C57BL/6J von
dem Zichter Janvier verwendet. Die transgenen Mauslinien Stabilin1-KO und Stabi-

lin2-KO wurden von uns generiert und zeigen folgendes Genkonstrukt:

Stabilin-1 knock-out

Stabilin-1 K 3l ERI SdalK Xho ERI .
wild type Ll ] lll 1 I l I I
—
Ex1 Intron 1 Ex2
protsates Stabilin-1
INSERTION \
Stabilin-1 K Sdal ERI SdalK/S Not/KN Xho ERI
Kk |1 1 onP| ||| neo 11 1
1 <+ | I
ector »
v promoter Ex1 loxp Intron 1 Ex2
Stabilin-1

Cre DELETION

K ERI Xho ERI

Stabilin-1 bosl

knock out || } I 1 I 1
Ex2

Intron 1
Stabilin-1 knockout allele

loxp

Stabilin-2 knock-out

Stabilinz ERI Sk Nel ERI K Sph Ne ERI HII K
wild type | 1l | I Ll 1 Ll 1 I_| | 1kb |
allele
pmmmﬂ’ Ex1 Intron 1 Ex2

‘ % —— probe-B
Stabilin-2 ERI SpK Nc/Not SiNc ERV K Sph Nc ERI HIN K
target L Il = neo | I Il 1 L1 1 |_|
vector | ! ———_ . Intron 1

P promoter  Ex1IXP  gapijing Ex2
Stabilin-2 ERI SpK ERVK Sph Nc ERI Hill K
knock out | Ll Il | L1 1 1

i

loxp Intron 1 Ex2

Stabilin-2 knockout allele

Abb. 18: Genkonstrukte der verwendeten Knockouts Stabilin-1 und Stabilin-2.
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Nach der Cre-Deletion fehlt sowohl der Stabilin1-KO Maus, wie auch der Stabilin2-KO
Maus das Exon1 und die Promotorsequenz. Somit handelt es sich bei beiden Knock-

outs um konstitutive Knockouts (Schledzewski et al., 2011).

2.2.1.2 Maushaltung

Die Mause waren zu Beginn der Versuche zwischen 9 und 12 Wochen alt, je nach
Behandlung (das genaue Alter der Mause ist dem jeweiligen Abschnitt der Versuchs-
teile zu entnehmen). Die Mause wurden unter spezifiziert Pathogen-freien Bedingun-
gen und mit einem 12 Stunden Tag- / Nachtrhythmus gehalten. Dabei hatten die
Mause freien Zugang zu Standardfutter (ssniffR/M-H autoklavierbar, V1534-000;
Ssniff) und Wasser. Zusatzlich wurde den Mausen halbierte Nierenschalen aus Press-
pappe, Papierticher und Holzstabchen als Unterschlupf und Spielzeug bereitgestellt.

2.2.1.3 Blutentnahme und Organentnahme

Zu Beginn der Tierexperimente wurde den Mausen aus der Vena facialis eine geringe
Menge an Blut abgenommen (bis zu 200 ul). Am Ende eines jeden Versuches wurde
den Mausen final retrobulbar Blut abgenommen. Vor jeder Blutenthahme wurden die
Mause mit 1 — 2 % (v/v) Isofluran betaubt.

Das entnommene Blut wurde in heparinisierten Microvetten (500 LH) gesammelt und
anschlie3end bei 2000 x g flr sechs Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. An-
schliefend wurde das Plasma entnommen und bei -20 °C gelagert.

Nach der finalen Blutabnahme wurden die Mause mittels zervikaler Dislokation geop-
fert und anschlie®end die Organe entnommen. Die Haut wurde mit Hautstanzen ent-
nommen. Jedes Organ wurde in drei Teile geteilt. Ein Teil wurde fur mindestens 24
Stunden in 4 % PFA in PBS (pH 7,4) fixiert und anschliel3end in der Core Facility fur
Praklinische Modelle im Gewebeinfiltrationsautomat entwassert und anschliel3end pa-
raffinisiert. Der zweite Teil wurde in Tissue-Tek™ O.C.T Compound Uber fliissigem
Stickstoff tiefgefroren und der dritte Teil wurde fur spatere Analysen (Protein- und
RNA-Isolation und Kollagenbestimmung) ebenfalls in flissigem Stickstoff eingefroren

und anschlie3end bei -80 °C gelagert.
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2.2.1.4 Experimentalfutterungen

Um den zeitlichen Verlauf der Leberschadigung und der Entziindung im metabolischen
Leberfibrosemodell zu untersuchen, wurden mannliche Mause der entsprechenden
Versuchsgruppen (WT, Stab1-/~- und Stab2-/-) entweder mit Methionin-Cholin-defizien-
tem Futter (MCD Diat, ssniff E15653-94) oder Cholin-defizientem, Aminosaure-ange-
passten Futter (CDAA Diat, ssniff E15666-94) gefuttert. Die Kontrollgruppen wurden
mit Normalfutter (ssniff V1534-000) ernahrt.

Im Falle der MCD Futterung wurden die Mause im Alter von neun Wochen Uber einen
Zeitraum von 14 Tagen ernahrt.

Im Falle der CDAA Futterung wurden die Mause im Alter von neun bis zehn Wochen

Uber einen Zeitraum von zehn Wochen ernahrt.

2.2.1.5 Imiquimod Behandlung

Mannlichen und weiblichen Mausen der entsprechenden Versuchsgruppen (WT,
Stab1-/- und Stab2-/-) wurde im Alter von zehn Wochen der Rucken rasiert. Anschlie-
Rend wurde den Mausen uber einen Zeitraum von vier Tagen der Riucken taglich mit
5 % Imiquimod (Aldara™ Creme, von der Firma Meda) eingecremt. Dabei wurde jeder
Maus jeden Tag dieselbe Menge an Creme verabreicht (ca. 62,5 mg), dabei entsprach
die Menge des aktiven Wirkstoffes Imiquimod, die taglich verabreicht wurde ca. 3,125
mg. Die Kontrollmause wurden mit Vaseline (Linola) behandelt. An den Tagen 2 und
4 wurde den Mausen zusatzlich 250 ul PBS intraperitoneal verabreicht. An Tag 5 wur-

den die Mause geopfert.

2.2.1.6 Bleomycin Behandlung

Mannlichen Mausen der entsprechenden Versuchsgruppen (WT, Stab1-/~- und Stab2-
/-) wurde im Alter von zehn Wochen der Rucken rasiert. Mit einem speziellen Haut-
marker wurden zwei Punkte am Rucken der Maus markiert, um einen einheitlichen
Injektionspunkt zu markieren. Den Mausen wurde Uber einen Zeitraum von insgesamt
zehn Tagen taglich an jeweils zwei Stellen subkutan 200 ul Bleomycin (in einer Kon-
zentration von 0,6 mg/ml) injiziert. Den Kontrollmausen wurde subkutan PBS injiziert.
An Tag 7 wurde den Mausen nichts verabreicht. Die Mause wurden an Tag 11 geop-
fert.
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2.2.2 Biochemische Methoden

2.2.2.1 Plasmadaten Analyse aus dem Blut
Das Plasma der Mause wurde wie in 2.2.1.3 beschrieben aus dem Blut gewonnen. Die
Plasmadaten wurden von der Core Facility Praklinische Modelle (CFPM), der Medizi-

nischen Fakultdt Mannheim mit einem Hitachi automatic Analyzer bestimmt.

2.2.2.2 SDS-PAGE

Fir die SDS-Gelelektrophorese wurden 4 — 20 % Fertiggele von BioRad verwendet
und in die daflr vorgesehenen Gelkammern eingebaut. Die Gelvorrichtung mit den
eingebauten Gelen wurde mit 1 x TGS Puffer bis zur entsprechenden Fulllinie befullt.
Anschlieffend wurden die Taschen der Gele mit den Proben beflllt. Als Marker wurde
der Precision Plus Protein™ Dual Color Standard verwendet, von dem 5 pl in die erste
Tasche des Gels geladen wurde. Die Proteine die zuvor aus dem Gewebe isoliert wur-
den (s. 2.2.3.5), wurden mit 2-fach Lammli-Puffer 1:1 (1 Teil Lammli plus 1 Teil Protein)
versetzt und anschlief3end fur 5 min bei 95 °C im Heizblock gekocht und danach auf
das Gel aufgetragen. Jede Tasche wurde mit insgesamt 50 ug Protein beladen. Die
Gele wurden zunachst fir 10 min bei 50 mA gestartet und anschlief3iend auf 100 mA
hochgestellt. Kurz bevor die blaue Lauffront der Proben das Ende des Gels erreicht
hatten, wurde die Gelelektrophorese beendet und die Gele in PBS gegeben.

2.2.2.3 Western Blot

Am Anschluss an die SDS-PAGE (s. 2.2.2.2) wurde ein Western Blot durchgefuhrt.
Dabei wurde das Semi-dry Blotting Verfahren von BioRad verwendet, um die Proteine
auf eine PVDF-Membran zu Ubertragen.

Nach der Gelelektrophorese wurde das Gel zwischenzeitlich in PBS gelagert und
wurde dann in Blotting-Puffer (bestehend aus 20 % TGS und 20 % Methanol in dH20)
Uberfuhrt. Die beiden Whatman Paper, die flr den Blot benétigt wurden, wurden eben-
falls vor dem Zusammenbau des Blots in Blotting Puffer eingeweicht. Die PVDF-

Membran wurde zur Aktivierung kurz in 100 % Methanol gelegt.
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Der Blot wurde wie folgt zusammengebaut:

| Whatman Paper

I I (Gel
' | PVDF - Membran

| | Whatman Paper

Abb. 19: Schema des Aufbaus eines Western Blots.

Vor dem Schliel3en der Blotkammer wurden mit Hilfe eines kleinen Rollers alle Luftbla-
sen aus dem ,Sandwich® gerollt. Fur den Blotting Vorgang wurde ein standardisiertes
Programm verwendet, bei dem 0,4 A Strom flieBen und dabei die Proteine innerhalb
von 35 min von dem Gel auf die Membran transferiert werden. Nach dem Blotten wurde
die Membran kurz in PBS gelegt und anschlieRend fir 30 min auf dem Schduttler bei
Raumtemperatur in Blockierungs-Losung (5 % Milchpulver in PBS) geblockt. Danach
erfolgte die Inkubation mit dem primaren Antikdrper in einer 1:1000 Verdlinnung in der
Blockierungs-Ldsung uber Nacht bei 4 °C auf dem Schittler.

Am nachsten Tag wurde die Membran dreimal fur jeweils 10 min in 0,1 % PBS-Tween
gewaschen. Danach wurde die Membran kurz in PBS gegeben. Anschlie3end erfolgte
die Inkubation mit dem Sekundar-Antikorper, der 1:5000 in der Blockierungs-Lésung
vom Vortag verdinnt wurde, fir eine Stunde bei Raumtemperatur auf dem Schuttler.
Anschlielend wurde die Membran wieder dreimal fur jeweils 10 min in 0,1 % PBS-
Tween gewaschen. Daraufhin folgte das /Imagen der Membran. Dafur wurde die
Membran fur zwei bis drei Minuten in ECL Substrat inkubiert und anschlief3end in ei-

nem Intas Chemilumineszenz-System entwickelt und digitalisiert.

2.2.2.4 Simple Western

FUr das Simple Western Verfahren wurde das JESS System, von Bio-Techne
verwendet. Um die Antikorper und die Gewebemenge zu titrieren, wurde das von der
Firma hergestellte Kit Separation Modul verwendet und wie vom Hersteller im Protokoll
beschrieben durchgeflhrt. Nachdem die Antikdrper und die Gewebemenge titriert

wurden, wurde das Modul Protein Normalization verwendet, um die Menge bestimmter
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Proteine in den Proben zu bestimmen. Auch dieses Modul wurde wie im Protokoll des
Herstellers durchgeflhrt. Mit dieser Methode wurden Konzentrationen von TGFBi und

Postn in Gewebelysaten untersucht.

2.2.2.5 Immunhistochemische Farbung (IHC) von Paraffinschnitten

In Paraffin eingebettetes Gewebe wurde in 3 bis 4 ym Schnittdicke geschnitten und
auf einen Objekttrager aufgebracht. AnschlieRend wurden die Schnitte fur eine Stunde
im 60 °C Inkubator getrocknet. Darauf folgte die Rehydration des Gewebes. Dafur
wurde das Gewebe dreimal fur jeweils 5 min im Xylolbad inkubiert, woraufhin eine
Alkoholreihe mit abfallender Alkoholkonzentration (2 x 100 % Ethanol, 1 x 90 % Etha-
nol, 1 x 80 % Ethanol, 1 x 70 % Ethanol jeweils fur 3 min) folgte. Das Ethanol wurde
mit Reinstwasser verdunnt.

Nach der Rehydration des Gewebes wurde das Gewebe zur Freilegung der Epitope in
HIER (heat-induced-epitope-retrieval) Puffer bei 95 °C im Wasserbad fir 30 min inku-
biert. Der pH-Wert des HIER Puffers richtete sich dabei nach der Art des Gewebes.
Leberschnitte wurden fur gewohnlich in HIER Puffer mit pH 6 und Hautschnitte mit pH
9 inkubiert. Nach dem Wasserbad wurden die Schnitte flir 20 min bei Raumtemperatur
im HIER Puffer stehen gelassen, um abzukihlen und anschlie3end zweimal fur jeweils
3 min in PBS gewaschen. Um das Gewebe wurde eine hydrophobe Barriere gezogen.
Die Schnitte wurden far 10 min mit Peroxidase-Block geblockt und anschliel3end wie-
der zweimal flr jeweils 3 min in PBS gewaschen. Die primaren Antikorper (pro Farbung
wurden meistens zwei Antikorper verwendet, mit verschiedenen Spezies fur je ein Ziel-
protein) wurden dann in Antikorper-Diluent in der vom Hersteller empfohlenen Kon-
zentration verdinnt und auf den Schnitt aufgebracht und anschlieRend tUber Nacht bei
4 °C inkubiert.

Am nachsten Tag wurde das Gewebe dreimal fur jeweils 5 min in PBS gewaschen.
Der Sekundarantikorper mit HRP gekoppelt wurde auf die Schnitte gegeben und fur
eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Im Falle des Sekundarantikdrpers Anti-
Kaninchen-HRP, wurde ein ready-to-use Antikorper von Dako verwendet und im Falle
der Sekundarantikdrper Anti-Ziege-HRP oder Anti-Ratte-HRP wurden die Stock-Anti-
kérper 1:200 in 1 % BSA in 1x PBS verdunnt. AnschlielRend wurden die Schnitte drei-
mal fur jeweils 5 min in PBS gewaschen. Das Gewebe wurde anschlieRend mit AEC
Substrat Chromogen fur 5 — 30 min bei Raumtemperatur und im Dunkeln inkubiert.
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Anschlief3end folgte die Kernfarbung mit einer 1:1 verdinnten Hamatoxylin-LOsung
(verdunnt in Reinstwasser) fur 90 sek. Die Schnitte wurden dann fur 15 min in Lei-
tungswasser gewaschen und dann in destilliertes Wasser Uberflhrt. Das Praparat wur-

den danach mit auf Wasser-basiertem Eindeckmedium eingedeckt.

2.2.2.6 Immunofluoreszenz-Farbung (IF) von Paraffinschnitten

Nach der Rehydration des Gewebes und der Freilegung der Epitope (s. 2.2.2.5) wur-
den die Schnitte ebenfalls fur 20 min bei Raumtemperatur stehen gelassen, um abzu-
kihlen und danach zweimal fir jeweils 5 min in PBS gewaschen. Um das Gewebe
wurde eine hydrophobe Barriere gezogen. Anschlieend wurden die primaren Antikor-
per in der vom Hersteller empfohlenen Konzentration in Antikdrper-Diluent verdinnt
und auf die Schnitte aufgetragen und Uber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Am nachsten Tag wurde das Gewebe dreimal fur jeweils 5 min in PBS gewaschen.
Die Sekundarantikorper wurden 1:400 in Antikorper-Diluent verdinnt, zu dieser Lo6-
sung wurde noch DAPI (in einer Verdinnung von 1:1000) fur die Kernfarbung zugege-
ben. Die Sekundarantikdrper-LOsung wurde auf die Schnitte gegeben und fur eine
Stunde bei Raumtemperatur und im Dunkeln inkubiert. Anschlielfend wurden die
Schnitte dreimal flr jeweils 5 min in PBS gewaschen und danach noch kurz in destil-
liertes Wasser uberfuhrt. Um die Praparate einzudecken, wurde Fluoreszenz-Eindeck-

medium verwendet.

2.2.2.7 Immunofluoreszenz-Farbung (IF) von Kryoschnitten

Von den Kryo-konservierten Gewebeblocken wurden 8 um dicke Schnitte geschnitten
und auf Objekttrager aufgebracht. Die Schnitte wurden fur circa eine Stunde bei
Raumtemperatur getrocknet. Danach wurde eine hydrophobe Barriere um das
Gewebe gezogen. Die Schnitte wurden dann fir 10 min in 4 % PFA (in PBS) und bei
Raumtemperatur fixiert. AnschlieRend wurden die Schnitte einmal fur 5 min in PBS
gewaschen. Dann wurden die Schnitte fur 30 min bei Raumtemperatur in
Blockierungs-Puffer (5 % Esel-Serum in PBS) geblockt. Nach dem Blocken, wurden
die primaren Antikorper in der vom Hersteller empfohlenen Konzentration in
Antikorper-Diluent (20 % Blockierungs-Puffer in PBS) verdunnt, auf die Schnitte
gegeben und uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am nachsten Tag wurde das Gewebe
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dreimal fur jeweils 5 min in PBS gewaschen. Die Sekundarantikorper wurden 1:400 in
dem Antikorper-Diluent, der am Vortag hergestellt wurde, verdinnt und auf die
Schnitte gegeben und fur 45 min bei Raumtemperatur und im Dunkeln inkubiert.
Danach wurde das Gewebe dreimal fur jeweils 5 min in PBS gewaschen und
anschlielend in Reinstwasser uberfUhrt. Um die Praparate einzudecken, wurde

Fluoreszenz-Eindeckmedium verwendet.

2.2.3 Molekularbiologische Methoden

2.2.3.1 In Situ Hybridisierung

Far die In Situ Hybridisierung wurde das RNAscope 2.5 HD Detection Kit (RED) der
Firma ACDbio verwendet. In Paraffin eingebettetes Gewebe wurde in 3 bis 4 ym
Schnittdicke geschnitten und auf einen Objekttrager aufgebracht. Um das Gewebe
vorzubereiten, wurden die Schnitte bei 60 °C fir eine Stunde im Inkubator gebacken.
Um das Gewebe zu entparaffinisieren, wurden die Schnitte zweimal in Xylol fur jeweils
5 min und zweimal in 100 % Ethanol fur jeweils 1 min gebadet und anschlieend fur 5
min bei Raumtemperatur getrocknet.

Die Hybridisierung erfolgte dann nach Herstellerangaben.

2.2.3.2 RNA Extraktion aus Gewebe

Zur Isolation der Gesamt-RNA wurde das High Pure RNA Isolations-Kit von Roche
verwendet und nach Herstelleranweisungen durchgefuhrt. AnschlieRend wurde die
Konzentration der RNA mit Hilfe des NanoDrop 2000 bestimmt, indem die Absorption
bei 260 nm Wellenlange gemessen wurde. Dabei gab der Quotient A260/280, der sich
zusammensetzt aus der Absorption bei 260 nm (A260) und 280 nm (A280), Informati-
onen Uber die Reinheit der RNA. Gelagert wurde die extrahierte RNA bei -80 °C.

2.2.3.3 cDNA Synthese
Die cDNA wurde aus zuvor isolierter RNA (s. 2.2.3.2) mit Hilfe des SuperScript ® II
Reverse Transkriptase Kits nach Herstelleranweisung hergestellt und anschliel3end

bei -20 °C gelagert. Eingesetzt wurden dafur 1 — 2 uyg RNA pro Probe.
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2.2.3.4 DNA Isolation und PCR zur Genotypisierung

Zur Uberpriifung des Genotypes der verwendeten Mause wurde mit Hilfe von Ohrmar-
kierungsstanzen Gewebe entnommen. Das entnommene Gewebe wurde dann mit 50
pl Lysispuffer und 1,5 ul Proteinase K (10 mg/ml) bei 56 °C und Uber Nacht in einem
Thermocycler inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Lyse durch Zugabe von 500 pl

Reinstwasser und kochen bei 95 °C fur 10 min gestoppt.

Fiar die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde 1 pl der zuvor gewonnen DNA zu-
sammen mit 19 ul der Polymerisationslosung (bestehend aus 0,6 pl der jeweiligen Pri-
mer, 0,4 ul dNTP, 2 ul Complete Puffer und 0,2 ul Polymerase, anschlieiend wurde
mit H20 auf ein Gesamtvolumen von 19 ul aufgefullt) gemischt und anschlieRend im
Nukleinsaureamplifikator inkubiert. Dabei richtete sich das Protokoll nach der jeweili-
gen PCR.

Das PCR Programm fur die Stabilin-1 PCR: 95 °C fur 3 min, danach folgten 35 Zyklen
mit jeweils 20 sek bei 95 °C, 30 sek bei 60 °C und 1 min bei 72 °C. Nach den 35 Zyklen
wurden die Proben fir 10 min bei 72 °C inkubiert und anschlief3end bei 10 °C gekuhlt.
Gelagert wurden die Proben bei 4 °C.

Das PCR Programm fur die Stabilin-2 PCR: 95 °C fur 5 min, danach folgten 34 Zyklen
mit jeweils 30 sek bei 95 °C, 30 sek bei 60 °C und 1 min bei 72 °C. Nach den 34 Zyklen
wurden die Proben flr 5 min bei 72 °C inkubiert und anschliel3end bei 10 °C gekunhlt.
Gelagert wurden die Proben bei 4 °C.

Die PCR Produkte wurden anschlie®end auf ein 1,5 %iges Agarosegel aufgetragen.
Fur die Herstellung des Agarosegels wurden 1,5 g Agarose in 100 ml 1x TAE-Puffer
durch Erhitzen in einer Mikrowelle aufgelost. Im noch flissigen und heif3en Zustand
wurde der Mischung 8 pl Nancy-520 zugegeben. AnschlieRend wurde die noch flus-
sige Agarose in eine Gelform mit eingesetzten Kadmmen gefullt und fur ca. 30 min bei
Raumtemperatur stehen gelassen um auszuharten. Wahrend der Aushartung des
Gels, wurden die PCR Produkte mit 3 — 4 pl 6-fach Loading Dye versehen und an-
schliellend nach Entfernen der eingesetzten Kdmme in die entstandenen Taschen des
ausgeharteten Gels pipettiert. Dabei wurden von den Proben 8 — 12 pl (je nach Grole
der Taschen) und vom Marker 6 — 8 ul (ebenfalls je nach GroRe der Taschen) pipettiert.
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Anschlieffend wurde das Gel fur ca. 30 min bei 100 V Gleichstromspannung laufen
gelassen. Mit Hilfe des Gelfluoreszenzdetektors Azure Imager C400 wurde das Aga-

rosegel nach der Elektrophorese mit UV-Licht angeregt und fotografiert.

2.2.3.5 Protein-Extraktion aus Gewebe

Fir die Protein-Extraktion aus Gewebe wurde ein RIPA-Protease-Inhibitor Puffer be-
notigt. Dazu wurde nach Herstellerangaben eine Protease-Inhibitor Tablette in 2 ml
Reinstwasser aufgelost und anschlieend mit 38 ml RIPA Puffer gemischt.

Zur Proteinisolation wurden pro Probe 200 ul des RIPA-Protease-Inhibitor Puffers in
ein Precelleys Reaktionsgefal vorgelegt, dazu wurden in etwa 2 mm? groRe Gewebe-
sticke gegeben. Die Lyse des Gewebes wurde dann in dem Homogenisator Precel-
lysR Evolution bei 5000 rpm fur 20 sek durchgefuhrt. Anschlielend wurden die Reak-
tionsgefale fir 5 min bei 10000 rpm zentrifugiert, der Uberstand wurde dann in ein
neues Reaktionsgefaly Uberflihrt. Danach wurde die Proteinkonzentration bestimmt (s.
2.2.3.6).

2.2.3.6 Proteinkonzentrations-Bestimmung

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde ein BSA Standard verwendet. Dazu
wurde aus einem BSA Stock (10 mg/ml) eine Verdunnungsreihe mit folgenden Kon-
zentrationen angesetzt: 8 mg/ml, 5 mg/ml, 2,5 mg/ml, 1,25 mg/ml, 0,6 mg/ml, 0,3
mg/ml, 0,15 mg/ml und 0 mg/ml. Von der Standardreihe und den Proteinproben wur-
den jeweils Dubletten fur die 96-Well Platte bendtigt. Zu 1 ml Reagenz A wurden 20 pl
Reagenz S zugegeben. Von dieser Losung wurden 25 pl in jedes Well gegeben und
anschlie3end 5 pl des Proteinlysates hinzugegeben. 200 ul des Reagenz B wurden in
jedes Well gegeben und dann fir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der In-
kubation erfolgte die Messung der Absorption mit Hilfe des TECAN Microplate-Reader
bei einer Wellenlange von 655 nm.

2.2.3.7 ELISA
Fur alle verwendeten ELISA Kits wurde Plasma verwendet. Das Plasma wurde aus
dem gewonnenen Blut isoliert wie in 2.2.1.3 beschrieben. Alle ELISAs wurden laut
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Herstellerangaben durchgefuhrt. Im Falle des TGFBi ELISAs wurde das Plasma 1:500
verdunnt und im Falle des Postn ELISAs wurde das Plasma 1:2000 verdunnt. Die op-
tische Dichte (OD) wurde mit Hilfe des TECAN Microplate-Reader bei einer Wellen-

lange von 450 nm gemessen.

2.2.3.8 Kollagenassay

Fur die Bestimmung des Kollagengehaltes in der Leber wurde das sensitive Tissue
Collagen Assay Kit von QuickZyme verwendet. Fur die Durchfuhrung des Assays
wurde Lebergewebe, das bei -80 °C gelagert wurde aufgetaut und verwendet. Der
Assay wurde laut Herstellerangaben durchgefuhrt. Die optische Dichte (OD) wurde mit

Hilfe des TECAN Microplate-Reader bei einer Wellenlange von 570 nm gemessen.

2.2.4 Immunhistologische Methoden

Die Standardfarbungen Hamatoxylin/Eosin (H&E) und Sirius Rot wurden in Koopera-
tion mit dem Zentrum flr Medizinische Forschung (ZMF) in einem Farbeautomat
durchgefuhrt.

Die Masson-Trichrome Farbung wurde in Kooperation mit dem Institut far Allgemeine
Pathologie und Pathologische Anatomie in Munchen durchgefihrt.

Fir die H&E-, Sirius-Rot- und Masson-Trichrome Farbung wurde das in Paraffin-ein-
gebettet Gewebe mit 4 um Schnittdicke geschnitten und auf einen Objekttrager aufge-
bracht und im Anschluss fur 60 min bei 60 °C im Inkubator inkubiert. Die Schnitte wur-
den dreimal fur je zwei Minuten in Xylolbadern entfettet und anschlief3end in Ethanol-
badern mit absteigender Konzentration (verdinnt mit Reinstwasser) (100 %, 96 %, 80
% und 70 %) rehydriert. Anschliefend wurden die Schnitte fir eine Minute in Reinst-

wasser gewaschen.

2.2.4.1 Hamatoxylin/Eosin Farbung (H&E)
Nach der Rehydration des Gewebes (wie in 2.2.4 beschrieben) erfolgte die Kernfar-
bung fur 4 min mit Hamatoxylin. Das Gewebe wurde dann fur 10 min unter flieRendem

Leitungswasser gewaschen. Danach wurde das Gewebe fur 2 min mit Eosin gefarbt,
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dann in Leitungswasser und anschlie3end in 80 % Ethanol fur jeweils 30 sek gewa-
schen. Darauf folgte eine Minute in 96 % Ethanol, zweimal fur jeweils eine Minute in
100 % Ethanol und abschlie3end zweimal fur jeweils eine Minute in Xylol. Das Prapa-

rat wurde dann mit Eukitt eingedeckt.

2.2.4.2 Sirius Rot Farbung

Nach der Rehydration des Gewebes (wie in 2.2.4 beschrieben) wurde das Gewebe fur
60 min in Pikro-Siriusrot inkubiert und anschliel3end fur jeweils 30 sek erst in 0,5 %
Essigsaure und dann in 80 % Ethanol gewaschen. Darauf folgte 96 % Ethanol, zwei-
mal 99 % Ethanol und zweimal Xylol fur jeweils eine Minute. Das Praparat wurde dann

mit Eukitt eingedeckt.

2.2.4.3 Masson-Trichrom Farbung

Nach der Rehydration des Gewebes (wie in 2.2.4 beschrieben) wurde das Gewebe fur
15 min in Weigerts Eisenhamatoxylin inkubiert, um die Kerne anzufarben. Danach
wurden die Schnitte fur 10 sek in Reinstwasser gewaschen und danach fur 8 min in
Leitungswasser Uberfluhrt. Um das Zellplasma anzufarben wurden die Schnitte fur 4
min in Saurefuchsin-Ponceau-Azophloxin inkubiert und danach fir 30 sek in 1 %
Essigsaure differenziert. Daraufhin folgte die Inkubation in Phosphormolybdansaure-
Orange G (GOLDNER II) fir 30 min und anschlielend wieder eine 30 sekundige
Differenzierung in 1 % Essigsaure. Zum Anfarben des Gewebes wurden die Schnitte
fur 6 min in Lichtgrun-Losung (GOLDNER Ill) inkubiert. Daraufhin folgte wieder das
Waschen in 1 % Essigsaure fur 2 min und danach fur 1 min in Reinstwasser. Das
Gewebe wurde dann wieder entwassert, indem zweimal in 96 % Ethanol fur jeweils 2
min, einmal in Isopropanol fur 2 min und zweimal in Xylol fur jeweils 5 min inkubiert

wurde. Das Praparat wurde dann mit xylolhaltigem Eindeckmittel eingedeckt.

2.2.4.4 Ol-Rot O Firbung

Am Tag vor der Farbung wurde fiir die Stammldsung 0,5 g Olrot O in 99 % 2-Propanol
gelost. Fur die Gebrauchslosung wurden 6 Teile der Stammldsung mit 4 Teilen
Reinstwasser gemischt und Uber Nacht stehen gelassen. Die fertige Losung wurde
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kurz vor Gebrauch frisch filtriert.

Im Kryotom frisch geschnittenes Lebergewebe (8 um dick geschnitten) wurde auf ei-
nen Objekttrager aufgebracht und fur ca. 30 min getrocknet und anschliel3end fur 5
min in Reinstwasser gewassert. Anschlieend wurde das Gewebe fur 5 min in 60 %
Isopropanol inkubiert. Das Gewebe wurde dann fur 10 min in der frisch filtrierten Ge-
brauchslésung gefarbt, danach kurz in 60 % Isopropanol differenziert und anschlie-
Rend fur 1 min in Reinstwasser gewaschen. Fir die Kernfarbung wurde das Gewebe
fur 7 min in einer 1:10 mit Reinstwasser verdunnten Hamatoxylin-Losung inkubiert und
anschlie3end fur 10 sek in Reinstwasser gewaschen. Das Gewebe wurde anschlie-
Rend mit einem Tropfen wassrigen Einbettmedium versehen und mit einem Eindeck-

glas eingedeckt.

2.2.4.5 PAS Farbung

Nach der Rehydration des Gewebes (wie in 2.2.4 beschrieben) wurden die Schnitte
dreimal fur je 2 min in Xylol inkubiert. AnschlieRend erfolgte eine absteigende Alkohol-
reihe (1 x 100 %, 2 x 96 % und 1 x 70 % fur jeweils 25 sek). Die Schnitte wurden
danach fur 25 sek in Reinstwasser gewaschen. Daraufhin folgte ein Inkubationsschritt
in 0,5 % Perjodsaure fur 15 min. Danach wurden die Schnitte fur 3 min in Leitungs-
wasser und anschliefiend fur 10 sek in Reinstwasser gewaschen. Es erfolgte ein Inku-
bationsschritt in Schiffsche Reagenz fur 15 sek. Danach wurden die Schnitte wieder
fur 3 min in Leitungswasser und danach fur 10 sek in Reinstwasser gewaschen. Die
Schnitte wurden dann fur 8 min in HTY Mayer Lésung inkubiert und anschliel3end wie-
der in Leitungswasser fur 6 min gewaschen. Es folgte eine aufsteigende Alkoholreihe
(30 sek in 96 % und danach 2 x in 100 % fur jeweils 25 sek). AnschlieRend wurden die
Schnitte zwei Mal fir je 1,5 min in Xylol inkubiert. Das Gewebe wurde anschliel3end
mit einem Tropfen wassrigen Einbettmedium versehen und mit einem Eindeckglas ein-

gedeckt.

2.2.4.6 Elastica van Gieson Farbung (EvG)

Nach der Rehydration des Gewebes (wie in 2.2.4 beschrieben) wurden die Schnitte
dreimal fur je 2 min in Xylol inkubiert. AnschlieRend erfolgte eine absteigende Alkohol-
reihe (1 x 100 %, 2 x 96 % und 1 x 70 % fur jeweils 25 sek). Die Schnitte wurden dann
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fur 25 sek in Reinstwasser gewaschen. Danach wurden die Schnitte fur 20 min in Re-
sorcinfuchsin-Losung inkubiert. Es folgten zwei Inkubationsschritte in 96 % Alkohol fur
jeweils 1,5 min. Danach wurden die Schnitte fur 8 min in HTX-Weigert Losung inkubiert
und kamen dann far 5 min in ein Wasserbad. Danach wurden die Schnitte fur 2 min in
Pikrofuchsin inkubiert. Darauf folgte eine aufsteigende Alkoholreihe (30 sek in 96 %
und danach 2 x in 100 % fur jeweils 25 sek). Die Schnitte wurden danach zweimal fur
je 1,5 min in Xylol inkubiert. Das Gewebe wurde anschlie3end mit einem Tropfen wass-

rigen Einbettmedium versehen und mit einem Eindeckglas eingedeckt.

2.2.5 Klinische Methoden
2.2.5.1 PASI Scoring

Fur die Ermittlung des Schweregrades der Hautentzindung von Imiquimod-behandel-
ten Mausen wurde der sogenannte PASI Score (Psoriasis Area and Severity Index)
verwendet, der normalerweise in der Humanmedizin zur klinischen Beurteilung einer
Psoriasis eingesetzt wird.

Dabei wurde die Haut einer jeden Maus jeden Tag fotografiert und anschlie®end fur
die Art der Behandlung, den Behandlungstag, den Genotyp und das Geschlecht ver-
blindet. Mitarbeiter des Institutes fur Dermatologie, Venerologie und Allergologie des
Universitatsklinikums Mannheim haben daraufhin die verblindeten Bilder nach Rétung,
Dicke und Schuppung der Haut von 0 — 4 bewertet (dabei entsprach 0 keiner Veran-
derung der Haut und 4 einer sehr starken Veranderung und Entziindung der Haut).
Anschliellend wurde aus allen Bewertungen der Mause eines Geschlechts, eines Ge-
notypes und einer Behandlung der Mittelwert ermittelt.

2.2.6 Bildgebung

2.2.6.1 Lichtmikroskopie

Konventionelle, nicht fluoreszenz-gefarbte Schnitte wurden mit dem Mikroskop Nikon
Eclipse Ci-L bei automatischer Belichtung fotografiert. Mit Hilfe der Aufnahmesoftware
Nikon NIS Elements, Version 4.6 Imaging Software erfolgte vor der Aufnahme ein
Weilabgleich.
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2.2.6.2 Fluoreszenzmikroskopie

Fluoreszenz-gefarbte Schnitten wurden mit dem inversen Fluoreszenz-Mikroskop von
Nikon DS-Qi2 mikroskopiert und mit Hilfe der NIS-Elements Advanced Research 7.30
Software aufgenommen. Die Bilder wurden Uber die Einstellung der Z-Stacks fokus-
siert.

2.2.6.3 Bildbearbeitung und Quantifizierung

Die Hellfeldaufnahmen (Immunhistochemische Farbungen, H&E, Sirius Rot, Masson
Trichrom, sowie In Situ Hybridisierungs Aufnahmen) wurden in der Bildbearbeitungs-
software Fiji ImagedJ bearbeitet. Um die Farbung zu quantifizieren, wurden die am Mik-
roskop aufgenommenen Bilder in Fiji ImageJ geodffnet und in die Einzelkanale (rot,
grun, blau) gesplittet. Mit Hilfe der Threshold-Funktion wurde im gewunschten Kanal,
der die zu quantifizierende Farbe enthielt, die gefarbte Flache markiert und eingestellt
und anschliel3end Uber die Measure-Funktion gemessen. Mit Hilfe der Software wurde

auch die Malstableiste eingefugt.

Die Immunofluoreszenz (IF)-Farbungen wurden zunachst direkt nach der Aufnahme
am Mikroskop mit der NIS-Elements Advanced Research 7.30 Software bearbeitet,
indem der Hintergrund mit Hilfe der Rolling Ball Substraction-Funktion reduziert wurde.
Die Quantifizierung der IF-Farbungen erfolgte ebenfalls Gber die Bildbearbeitungssoft-
ware Fiji Imaged. Daflr wurden die Farbungen Uber die Threshold-Funktion und nach
prozentual gefarbter Flache quantifiziert und anschlieRend in den zu sehenden Gra-

phen dargestellt. Mit Hilfe der Software wurde auch die Malistableiste eingeflgt.

2.2.7 Statistische Analyse

Die statistischen Analysen wurden mit der Software GraphPad Prism, Version 9.0 aus-
gewertet.

Um die Mittelwerte von maximal zwei Gruppen miteinander zu vergleichen wurde ein
t-Test durchgefuhrt. Eine einfaktorielle Varianzanalyse (One-way-Anova) wurde durch-
gefuhrt, um zwei oder mehrere Gruppen mit einer abhangigen Variablen miteinander

zu vergleichen. Eine zweifaktorielle Varianzanalyse (Two-way-Anova) wurde durchge-
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fuhrt, wenn zwei oder mehr Gruppenvariablen mit einer abhangigen Variablen mitei-
nander verglichen werden sollten. Um das Signifikanzniveau anzuzeigen, wurde eine
Sidak-Korrektur gemacht. Die Sternchen und Rauten Symbole kennzeichnen folgende
Signifikanzen: p < 0,05 = */#; p < 0,01 = **/##; p < 0,001 = ***/###; p < 0,0001 =
XA, ns steht fur nicht signifikant.

Die statistische Auswertung der Gewichte der Mause (aller vier Teilversuche) wurde
von Frau Prof. Dr. Christel Weil aus der Abteilung flir Medizinische Statistik, Bioinfor-
matik und Informationsverarbeitung der Medizinischen Fakultat Mannheim durchge-
fuhrt. Um den Einfluss der verschiedenen Variablen auf das Gewicht zu Uberprifen,
wurden 3-faktorielle Varianzanalysen mit Messwiederholungen durchgefuhrt. Da es
zahlreiche Interaktionen gab, wurden zwei Varianzanalysen separat nach Futterungs-
bzw. Behandlungsart durchgefuhrt. Im Falle der mit Imiquimod-behandelten Mause
wurde aufgrund der Interaktion zwischen den Genotypen bei den Mannchen noch fur
jeden Genotyp eine eigene Analyse durchgefuhrt.

FUr den PASI Score und die Korrelationsanalysen wurde die Statistik-Software JMP
verwendet.

Im Falle des PASI Scores wurde analog zu der statistischen Auswertung der Gewichte
eine 3-faktorielle Varianzanalyse durchgefuhrt. Die Sternchen Symbole kennzeichen
die Signifikanzen nach dem p-Wert: p <0,05 =", p < 0,01 =**; p < 0,001 = ***; p <
0,0001 = ****; ns steht fur nicht signifikant.

Die Korrelationsanalysen wurden nach dem Korrelationskoeffizienten nach Pearson
bewertet, dabei ergeben sich folgende Korrelationen (r): r < 0,1 = keine Korrelation,
0,1 <r> 0,3 = geringe Korrelation, 0,3 <r > 0,5 = moderate Korrelation, 0,5 <r > 0,7
= starke Korrelation, r > 0,7 = sehr starke Korrelation. Anhand des Korrelationskoeffi-
zienten kann allerdings keine Aussage uber die Signifikanz getroffen werden, daher
wurden auch noch die p-Werte miteinbezogen. Dabei ergaben sich folgende Signifi-
kanzen: p < 0,05 = geringe Signifikanz, p < 0,01 = moderate Signifikanz, p < 0,001 =
hohe Signifikanz, p < 0,0001 = sehr hohe Signifikanz.
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3 ERGEBNISSE

3.1 MCD Fitterung

3.1.1 Einfluss auf das metabolische Profil

Bei der Fltterung mit Methionin-Cholin-defizientem Futter (MCD) nahmen die Kontroll-
gefutterten Mause wahrend der Futterung zu. Dabei hatte die Woche zwar einen sig-
nifikanten Einfluss auf das Gewicht, nicht aber der Genotyp. Das Gewicht der Kontroll-
mause stieg im Durchschnitt um 0,5 g pro Woche. Die MCD-gefutterten Mause zeigten
bereits nach einer Woche eine starke Gewichtsreduktion im Vergleich zu den Kontroll-
mausen. Bei den MCD-gefltterten Mausen zeigte sich eine Interaktion zwischen den
Genotypen und der Woche, hier hatte die Futterungsdauer einen signifikanten Einfluss
auf das Korpergewicht bei allen drei Genotypen, allerdings waren die durchschnittli-
chen Anderungen pro Woche in den drei Genotypen unterschiedlich stark ausgepragt
(s. Abb. 20 A). Bei allen drei Genotypen war ein verringertes Lebergewicht nach der

Futterung mit MCD zu sehen im Vergleich zu den Kontrollmausen (s. Abb. 20 B).
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Abb. 20: Gewichtsverlauf wahrend der MCD Fiitterung und Lebergewichte. (A) Verlauf des Kor-
pergewichtes von Kontrollmausen und MCD-gefiitterten Mausen. (B) Lebergewichte im Verhaltnis zu
dem Gesamt-Korpergewicht von Kontrollmausen und MCD-gefiitterten Mausen.

Das Plasma der Mause wurde auf unterschiedliche Parameter untersucht. Durch die
Futterung mit MCD kam es in allen Genotypen zu einer Abnahme der Cholesterol-,
Triglyzerid- und Glukosewerte (s. Abb. 21 A — C). Nach der Futterung mit MCD zeigten
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alle Genotypen ein erhohtes Level an Cholinesterase im Vergleich zu den Kontroll-
mausen (s. Abb. 21 D).
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Abb. 21: Plasmalevels von MCD-gefiitterten Mausen. Plasmalevels von (A) Cholesterol, (B) Trigly-
zeriden, (C) Glukose und (D) Cholinesterase von Kontrollm&usen und MCD-gefutterten Mausen.

Die Analyse der Leberenzyme ALT, AST und GLDH zeigte bei allen drei Genotypen
eine signifikante Erhdhung der Werte nach der Futterung mit MCD (s. Abb. 22). Stab1-
/- Mause zeigten im Vergleich zu den WT Mausen und den Stab2-/- Mausen ein
signifikant hoheres ALT-Level nach der Futterung mit MCD (s. Abb. 22 A).
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Abb. 22: Analyse der Leberenzyme von MCD-gefiitterten Mausen. Plasmalevels von (A) ALT, (B)
AST und (C) GLDH von Kontrolimausen und MCD-geflitterten Mausen.

Die histologischen Farbungen H&E und OI-Rot O zeigten nach der Fiitterung mit MCD
grundsatzlich in allen drei Genotypen eine Vermehrung von Lipidtropfchen, dabei
schwankte die Starke der Ol-Rot O Farbung in den Schnitten (s. Abb. 23 — 24). An-

sonsten waren keine morphologischen Veranderungen der Leber zu sehen.

Um den Kollagengehalt in den Lebern zu untersuchen, wurden Leberschnitte mit Sirius
Rot gefarbt, dabei war zu sehen, dass die Lebern der Stabilin-defizienten Kontroll-
mause, und insbesondere die Lebern der Stab1-/- Mause, signifikant mehr Kollagen
aufzeigten, als die WT Kontrollmause (s. Abb. 25 A — B). Nach der Futterung mit MCD
stieg das Kollagenlevel in allen drei Genotypen signifikant an. Dies wurde ebenfalls
durch den Kollagenassay bestatigt (s. Abb. 25 C).
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H&E Farbung

Ctrl MCD

Abb. 23: H&E Farbung der Leber von MCD-gefiitterten Mausen. Reprasentative Auswahl von Le-
berschnitten von Kontrollmausen und MCD-gefltterten Mausen. Die Mal3stableiste entspricht 100 um.
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Ol-Rot O Farbung
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Abb. 24: OI-Rot O Fiarbung der Leber von MCD-gefiitterten Mausen. (A) Reprasentative Auswahl
von Leberschnitten von Kontrollmausen und MCD-gefitterten Mausen. Die Malstableiste entspricht 50
pum. (B) Quantifizierung der OI-Rot-O positiven Farbung.
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A
Sirius Rot Farbung
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Abb. 25: Kollagenbestimmung in der Leber von MCD-gefiitterten Mausen. (A) Reprasentative Aus-
wahl von Leberschnitten von Kontrolimausen und MCD-geflitterten Mausen mit Sirius Rot gefarbt. Die
MafRstableiste entspricht 100 uym. (B) Quantifizierung der Sirius Rot positiven Farbung. (C) Quantifizie-
rung des Kollagenassays von Lebergewebe.
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3.1.2 Einfluss auf Leberendothelzellen

Um den Einfluss auf Leberendothelzellen zu untersuchen, wurden verschiedene Le-
berendothelzell Marker mit Hilfe von IF-Farbungen analysiert.

Die Farbung des kontinuierlichen EC Markers Endomucin (Emcn) zeigte in allen Ge-
notypen und bei beiden Futterungen ein Signal in den perizentralen LSECs und den
Endothelzellen der Zentralvene (s. Abb. 26). In den Westernblot-Analysen zeigten sich
zwischen den Genotypen und den beiden Futterungen ebenfalls keine Unterschiede
(s. Abb. 27).

Bei der Farbung mit dem endothelialen Zonierungsmarker Lyve-1 zeigte sich ein Sig-
nal auf Endothelzellen der Zone 2. Nach der Futterung mit MCD, zeigten Stab1-/-
Mause ein leicht erhohtes Lyve-1 Signal im Vergleich zu den WT Mausen (s. Abb. 28).
Die IF-Farbung von CD31 zeigte in allen drei Genotypen und in beiden Futterungen,
ein Signal um die Zentralvene herum und in allen kontinuierlichen Endothelien (s. Abb.
29).

Die IF Farbung von ICAM-1 zeigte in den Kontrollmausen aller drei Genotypen ein
Signal in den LSECs der Zone 1, 2 und 3. Durch die Futterung mit MCD kam es in
allen drei Genotypen zu einer starken Reduktion der Expression von ICAM-1. Ein Sig-
nal zeigte sich in den MCD gefltterten Mause vor allem in den Endothelzellen der
Zentralvene. Zwischen den Genotypen waren keine Unterschiede zu sehen (s. Abb.
30).

In der IF-Farbung von CD32b zeigte sich eine ubiquitare Expression in LSECs in allen
Genotypen und beiden Futterungsgruppen (s. Abb. 31).

Bei der Ko-IF-Farbung von Arginase1 (Arg1) und Glutaminsynthetase (GS) war das
Arg1 Signal in allen Hepatozyten aulier den perizentralen Hepatozyten zu sehen und
GS zeigte sich nur in den perizentralen Hepatozyten. Zwischen den Genotypen und

den beiden Futterungsgruppen zeigten sich dabei keine Unterschiede (s. Abb. 32).
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Emcn IF-Farbung
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Abb. 26: IF-Farbung von Emcn in der Leber von MCD-gefiitterten Mausen. (A) Reprasentative Aus-
wahl von Leberschnitten von Kontrolimausen und MCD-gefiitterten Mausen. Die Malstableiste ent-
spricht 100 ym. (B) Quantifizierung der Emcn positiven Farbung.
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Abb. 27: Emcn Western Blot von Leberprotein von MCD-gefiitterten Mausen. (A) Western Blots
von Kontrolimausen und MCD-geflitterten Mausen, fiir jeden Blot wurden unterschiedliche Mause ver-
wendet. (B) Quantifizierung der vier Western Blots, die Werte wurden auf den Mittelwert der WT Kon-
trollmause normiert.
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Abb. 28: IF-Farbung von Lyve-1 in der Leber von MCD-gefiitterten Mausen. (A) Reprasentative
Auswahl von Leberschnitten von Kontrolimausen und MCD-gefltterten Mausen. Die MaRstableiste ent-
spricht 50 ym. (B) Quantifizierung der Lyve-1 positiven Farbung.
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Abb. 29: IF-Farbung von CD31 um die zentralen GefaRe in der Leber von MCD-gefiitterten Mau-
sen. (A) Reprasentative Auswahl von Leberschnitten von Kontrollmausen und MCD-gefiitterten Mau-
sen. Gezeigt sind rausgezoomte Ausschnitte aus 20-fach aufgenommen Aufnahmen. (B) Quantifizie-
rung der CD31 positiven Farbung.
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Abb. 30: IF-Farbung von ICAM-1 in der Leber von MCD-gefiitterten Mausen. (A) Reprasentative
Auswahl von Leberschnitten von Kontrolimausen und MCD-gefltterten Mausen. Die MaRstableiste ent-
spricht 100 ym. (B) Quantifizierung der ICAM-1 positiven Farbung.
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Abb. 31: IF-Farbung von CD32b in der Leber von MCD-gefiitterten Mausen. (A) Reprasentative
Auswahl von Leberschnitten von Kontrolimausen und MCD-gefltterten Mausen. Die MaRstableiste ent-
spricht 100 ym. (B) Quantifizierung der CD32b positiven Farbung.
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Arg1/ GS / DAPI IF-Farbung

Stab1-/- Stab2-/-

MCD

Abb. 32: IF-Farbung von Arg1 und GS in der Leber von MCD-gefiitterten Mausen. Reprasentative
Auswahl von Leberschnitten von Kontrolimdusen und MCD-gefitterten Mausen. Die Mal3stableiste ent-
spricht 100 ym.

3.1.3 Einfluss auf Makrophagen

Die Ko-IF-Farbung der Makrophagenmarker F4/80 und CD68 zeigte bei beiden Mar-
kern ein Signal in den Kupffer-Zellen, zwischen den Hepatozyten. Zwischen den Ge-
notypen und den beiden Futterungsgruppen waren keine signifikanten Unterschiede
zu sehen (s. Abb. 33).

Die IF-Farbung von CD11b zeigte in Stabilin-defizienten Mausen eine leicht erhohte,
aber nicht signifikante, Infiltration CD11b positiver Zellen. Durch die Futterung mit MCD
kam es in WT und Stab2-/- Mausen zu einer signifikant verstarkten Infiltration CD11b
positiver Zellen (s. Abb. 34).
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Abb. 33: IF-Farbung von F4/80 und CD68 in der Leber von MCD-gefiitterten Mausen. (A) Repra-
sentative Auswahl von Leberschnitten von Kontrollmausen und MCD-gefitterten Mausen. Die MaRstab-

leiste entspricht 100 um. (B) Quantifizierung der F4/80 positiven Zellen.
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Abb. 34: IF-Farbung von CD11b in der Leber von MCD-gefiitterten Mausen. (A) Reprasentative
Auswahl von Leberschnitten von Kontrolimausen und MCD-gefiitterten Mausen. Weilte Kreise markie-
ren CD11b positive Zellen. Die Mafistableiste entspricht 100 um. (B) Quantifizierung der CD11b positiv
gefarbten Zellen.

3.1.4 Einfluss auf Perizyten und hepatische Sternzellen

Um die Aktivierung hepatischer Sternzellen (HSCs) zu Uberprifen, wurden IF-Farbun-
gen mit a-SMA und Desmin und eine In Situ Hybridisierung von PDGFRB durchge-
fuhrt. Dabei waren a-SMA positive Zellen um die Zentralvenen herum zu sehen, zwi-
schen den Genotypen und den Futterungen waren keine Unterschiede erkennbar (s.

Abb. 35). Die IF-Farbung mit Desmin zeigte eine breite Expression in den HSCs in
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allen Genotypen und beiden Futterungsmodellen (s. Abb. 36). In der In Situ Hybridi-
sierung von PDGFRB zeigte sich ein Signal in den HSCs in allen drei Zonen der Leber.
Zwischen den verschiedenen Gruppen waren keine Unterschiede zu sehen (s. Abb.
37).
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Abb. 35: IF-Farbung von a-SMA in der Leber von MCD-gefiitterten Mausen. (A) Reprasentative
Auswahl von Leberschnitten von Kontrolimdusen und MCD-gefitterten Mausen. Die Mal3stableiste ent-
spricht 100 pm. (B) Quantifizierung der a-SMA positiven Farbung.
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Abb. 36: IF-Farbung von Desmin in der Leber von MCD-gefiitterten Mausen. (A) Reprasentative
Auswahl von Leberschnitten von Kontrolimdusen und MCD-gefitterten Mausen. Die Mal3stableiste ent-
spricht 100 pm. (B) Quantifizierung der Desmin positiven Farbung.
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Abb. 37: In Situ Hybridisierung von PDGFRB in der Leber von MCD-gefiitterten Mausen. (A) Re-
prasentative Auswahl von Leberschnitten von Kontrollmausen und MCD-gefiitterten Mausen. Die Mal3-
stableiste entspricht 50 um. (B) Quantifizierung der PDGFRB positiven Farbung.
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3.1.5 Einfluss auf die Liganden TGFBi und Postn

Die IF-Farbung von TGFBi zeigte in den WT Mausen, sowohl in der Kontrollgruppe,
als auch in der MCD-gefutterten Gruppe ein Signal in den Zellen um die Zentralvene
herum. In den Stabilin-defizienten Mausen war das TGFBi Signal sowohl in den peri-
zentralen Zellen, als auch extrazellular zu sehen. Bei den Kontrollmausen zeigten die
Stab1-/- Mause ein leicht erhohtes, aber nicht signifikantes, TGFBi Signal im Vergleich
zu den WT und Stab2-/- Mausen. Durch die Futterung mit MCD kam es in allen drei
Genotypen zu einer Zunahme des TGFBi Signals, doch nur in Stab7-/- Mausen war
diese Zunahme signifikant. Auch nach der Fatterung mit MCD zeigten die Stab71-/-
Mause das starkste TGFBi Signal, dieser Unterschied war signifikant im Vergleich zu
den WT und Stab2-/- Mausen (s. Abb. 38).

Der Simple Western von Leberprotein zeigte ein ahnliches Ergebnis. Auch hier war zu
sehen, dass Stab1-/- Mause, sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der MCD-gefut-
terten Gruppe, ein erhdhtes Level an TGFBi aufwiesen. Nach der Futterung mit MCD
zeigten alle drei Genotypen ein signifikant erhohtes TGFBi Level im Vergleich zu den
jeweiligen Kontrollgruppen (s. Abb. 39 A — B).

Der ELISA vom Plasma der Mause zeigte in der Kontrollgruppe, dass Stab1-/- Mause
im Vergleich zu den WT und Stab2-/- Mausen ein signifikant erhdhtes TGFBi Level
hatten. In der MCD-gefutterten Gruppe zeigten Stab2-/- Mause ein leicht, aber nicht
signifikant, erhohtes TGFBi Level im Vergleich zu den Stab2-/- Kontrollmausen (s.
Abb. 39 C).

Die IF-Farbung von Postn zeigte in der Leber kein Signal. Als Positivkontrolle wurde
dabei die Niere eines Stab1/2-/- DKOs mitgefuhrt, Glomeruli der Niere von DKO Mau-
sen zeigten ein positives Postn Signal (s. Abb. 40).

Der Simple Western von Leberprotein zeigte, dass in der Kontrollgruppe Stab7-/- und
Stab2-/- Mause im Vergleich zu den WT Mausen ein leicht erhdhtes Level an Postn
hatten, doch nur bei Stab2-/- Mausen war dieser Unterschied signifikant. Durch die
Futterung mit MCD kam es in den WT und Stab7-/- Mausen zu einer leichten, aber
nicht signifikanten, Erhéhung des Postn Levels, bei den Stab2-/- Mausen kam es zu
einer leichten, aber auch nicht signifikanten, Abnahme des Postn Levels (s. Abb 41 A
- B).

Der ELISA vom Plasma der Mause zeigte in der Kontrollgruppe bei den Stab1-/- Mau-
sen ein signifikant erhdhtes Level an Postn im Vergleich zu den WT Mausen. Durch

die Futterung mit MCD kam es zu keinen signifikanten Unterschieden (s. Abb. 41 C).
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Abb. 38: IF-Farbung von TGFBi in der Leber von MCD-gefiitterten Mausen. (A) Reprasentative
Auswahl von Leberschnitten von Kontrolimdusen und MCD-gefitterten Mausen. Die Mal3stableiste ent-
spricht 100 uym. (B) Quantifizierung der TGFBi positiven Farbung.
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Abb. 39: TGFBi Analyse von Leberprotein und Plasma von MCD-gefiitterten Mausen. (A) Beispiel
fur die Banden-Ansicht eines TGFBi Simple Western von Leberprotein. (B) Quantifizierung von TGFBi
Simple Western, normiert auf die Gesamtproteinmenge. (C) Quantifizierung von TGFBi ELISA aus
Plasma.
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Abb. 40: IF-Farbung von Postn in der Leber von MCD-gefiitterten Mausen. (A) Reprasentative Aus-
wahl von Leberschnitten von Kontrollmdusen und MCD-gefitterten Mausen. Die Malistableiste ent-
spricht 100 ym. (B) IF-Farbung eines Glomerulus einer WT Maus (links) als Negativkontrolle und eines

Glomerulus einer Stabilin1/2-/- DKO Maus (rechts) als Positivkontrolle. Die Malstableiste entspricht 50
pum.
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Abb. 41: Postn Analyse von Leberprotein und Plasma von MCD-gefiitterten Mausen. (A) Beispiel
fur die Banden-Ansicht eines Postn Simple Western von Leberprotein. (B) Quantifizierung von Postn
Simple Western, normiert auf die Gesamtproteinmenge. (C) Quantifizierung von Postn ELISA aus
Plasma.
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3.2 CDAA Fiitterung
3.2.1 Einfluss auf die Histologie der Leber

Bei der Futterung mit Cholin-defizientem, Aminosaure-angepassten Futter (CDAA),
zeigten die Mause aller drei Genotypen innerhalb der ersten 1 — 2 Wochen der Futte-
rung eine leichte Gewichtsabnahme im Vergleich zu den Kontrollmausen. Nach circa
zwei Wochen war eine Stabilisierung des Gewichtes zu sehen, alle Mause zeigten
dann einen normalen Gewichtsverlauf, der dem der Kontrollmause entsprach. Zwi-
schen den Genotypen gab es im Gewichtsverlauf keine signifikanten Unterschiede,
weder in der Kontrollgruppe, noch in der CDAA-gefltterten Gruppe (s. Abb. 42 A). Die
Mause aller drei Genotypen die mit CDAA gefuttert wurden, zeigten ein signifikant ho-
heres Leber- und Milzgewicht im Vergleich zu den Kontrollmausen. Zwischen den Ge-
notypen war jedoch kein Unterschied zu sehen (s. Abb. 42 B — C).
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Abb. 42: Einfluss von CDAA auf den Gewichtsverlauf, sowie Leber- und Milzgewichte. (A) Ge-
wichtsverlauf von Kontrollmausen und CDAA-gefiitterten Mausen. (B) Verhaltnis von Leber- zu Kor-

pergewicht von Kontrollmausen und CDAA-gefiitterten Mausen. (C) Verhaltnis von Milz- zu Korperge-
wicht von Kontrollmausen und CDAA-gefltterten Mausen.
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Neben der Zunahme des Lebergewichtes, kam es durch die Fltterung mit CDAA auch
zu einer starken Verfettung der Leber, dies zeigte sich makroskopisch durch die helle

Farbe der Leber nach der Fltterung im Vergleich zu den Kontrolllebern (s. Abb. 43).

WT Stab1-/- Stab2-/-

Oberseite

Unterseite

Stab1-/- Stab2-/-

Oberseite

Unterseite

Abb. 43: Makroskopische Verdnderung der Leber durch CDAA Fiitterung. (A) Ober- und Unterseite
der Lebern von Kontrolimausen aller drei Genotypen. (B) Ober- und Unterseite der Lebern von CDAA-
gefltterten Mause aller drei Genotypen. Die Mal3stableiste entspricht 1 cm.
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Die histologischen Farbungen H&E und OI-Rot O der Leber zeigten nach der Fitterung
mit CDAA eine starke Steatose in der Leber, was sich in beiden Farbungen in der

Grolke der Lipidtropfchen in den Hepatozyten zeigte (s. Abb. 44 — 45).

H&E Farbung

Abb. 44: H&E Farbung der Leber von CDAA-gefiitterten Mausen. Reprasentative Auswahl von Le-
berschnitten von Kontrollmausen und CDAA-gefitterten Mausen. Die MaRstableiste entspricht 100 um.
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Abb. 45: OI-Rot O Firbung der Leber von CDAA-gefiitterten Mausen. (A) Représentative Auswahl
von Leberschnitten von Kontrollmausen und CDAA-gefitterten Méusen. Die MaBstableiste entspricht
100 pm. (B) Quantifizierung der OI-Rot O positiven Farbung.
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Die Sirius Rot Farbung zeigte in der Kontrollgruppe bei den Stab7-/- Mausen ein sig-
nifikant starkeres Signal als in den WT und Stab2-/- Mausen. Nach der CDAA Fltte-
rung stieg das Sirius Rot Signal in allen drei Genotypen signifikant an, allerdings zeigte
sich zwischen den Genotypen kein Unterschied mehr (s. Abb. 46 A — B).

Die Quantifizierung des Kollagenassays zeigte in der Kontrollgruppe einen signifikant
héheren Kollagengehalt in beiden Stabilin-KOs im Vergleich zu den WT Mausen.
Durch die Fatterung mit CDAA stieg in allen drei Genotypen der Kollagengehalt in der
Leber signifikant an. Nach der Futterung mit CDAA zeigten alle drei Genotypen ein
ahnlich hohes Level an Kollagen (s. Abb. 46 C).
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Abb. 46: Kollagenbestimmung in der Leber von CDAA-gefiitterten Mausen. (A) Reprasentative
Auswahl von Leberschnitten von Kontrolimausen und CDAA-gefiitterten Mausen mit Sirius Rot gefarbt.
Die Mafstableiste entspricht 100 um. (B) Quantifizierung der Sirius Rot positiven Farbung. (C) Quanti-
fizierung des Kollagenassays von Lebergewebe.
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3.2.2 Einfluss auf Leberendothelzellen

Die IHC-Farbung von Emcn zeigte in den Kontrollmausen und den CDAA-gefutterten
Mausen ein positives Signal auf den Endothelzellen der Zentralvene und den perizent-
ralen LSECs. CDAA-gefltterte Mause zeigten ein deutlich geringeres Emcn Signal, als
die Kontrolimause. Zwischen den Genotypen der jeweiligen Futterungsgruppen waren
keine Unterschiede erkennbar (s. Abb. 47). Die Western Blots von Emcn zeigten in
allen drei Genotypen eine starke Heterogenitat in der Intensitat des Emcn Signals.
Bezogen auf die Mittelwerte der jeweiligen Gruppen zeigten sich auch keine Unter-
schiede zwischen den Genotypen oder den Fltterungsgruppen (s. Abb. 48).

Die IHC-Farbung von Lyve-1 zeigte in den Kontrollmausen vor allem ein Signal in den
periportalen LSECs der Zone 2. Zwischen den Genotypen zeigte sich in der Kontroll-
gruppe kein Unterschied. Uber die Lokalisation des Lyve-1 Signals in den CDAA-ge-
fUtterten Mausen konnte aufgrund des starken Hintergrundes der Farbung keine Aus-
sage getroffen werden, die Quantifizierung der Farbung war ebenfalls nicht mdglich.
Rein optisch, waren keine morphologischen Unterschiede zwischen den Genotypen
zu erkennen (s. Abb. 49).

Die IHC-Farbung von CD31 zeigte in allen Mausen ein schwaches Signal auf den
kontinuierlichen Endothelien der Zentralvene, dabei war zwischen den Genotypen
oder den Futterungen kein Unterschied zu sehen (s. Abb. 50).

Die IHC-Farbung von CD32b zeigte in allen Mausen ein Signal auf den LSECs aller
drei Zonen. In den Kontrollmausen waren zwischen den Genotypen keine signifikanten
Unterschiede zu sehen, in den CDAA-gefutterten Mausen jedoch, zeigten Stab1-/-
Mause im Vergleich zu den WT und Stab2-/- Mausen ein schwacheres Signal, dabei
war der Unterschied zu den Stab2-/- Mausen signifikant (s. Abb. 51 A — C). In der
CDAA-gefltterten Gruppe zeigten alle Genotypen deutlich weniger CD32b Signal als
die jeweilige Kontrollgruppe (s. Abb. 51 D).

Die IHC-Farbung von ICAM-1 zeigte in allen Genotypen und in beiden Fltterungsgrup-
pen ein positives Signal in den LSECs aller drei Leberzonen. Zwischen den Genotypen
innerhalb der jeweiligen Fitterungsgruppe und auch zwischen den beiden Fltterungen
waren keine Unterschiede in der Signalintensitat zu sehen (s. Abb. 52).

In der Ko-IF-Farbung von GS und Arg1, war das Arg1 Signal in allen Hepatozyten,
aulder den perizentralen Hepatozyten, zu sehen und das GS Signal zeigte sich in allen
perizentralen Hepatozyten. Zwischen den Genotypen oder den beiden Fltterungen

zeigten sich keine Unterschiede (s. Abb. 53).
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Abb. 47: IHC-Farbung von Emcn in der Leber von CDAA-gefiitterten Mausen. (A) Reprasentative
Auswahl von Leberschnitten von Kontrollmausen und CDAA-gefitterten Mausen. Die Mafstableiste
entspricht 50 pm. Quantifizierung der Emcn positiven Farbung (B) der Kontrollm&use und (C) der CDAA-
gefitterten Mause. (D) Fold change der Emcn positiven Farbung.
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Abb. 48: Emcn Western Blot von Leberprotein von CDAA-gefiitterten Mausen. (A) Western Blots
von Kontrollmausen und CDAA-gefitterten Mausen, fur jeden Blot wurden unterschiedliche Mause ver-
wendet. (B) Quantifizierung der vier Western Blots, die Werte wurden auf den Mittelwert der WT Kon-
trollmause normiert.
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Abb. 49: IHC-Farbung von Lyve-1 in der Leber von CDAA-gefiitterten Mausen. (A) Reprasentative
Auswahl von Leberschnitten von Kontrollmausen und CDAA-gefitterten Mausen. Die MaRstableiste
entspricht 50 ym. (B) Quantifizierung der Lyve-1 positiven Farbung von Kontrollimausen.
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CD31 IHC-Farbung
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Abb. 50: IHC-Farbung von CD31 in der Leber von CDAA-gefiitterten Mausen. Reprasentative Aus-

wahl von Leberschnitten von Kontrollmausen und CDAA-gefutterten Mausen. Schwarze Kasten stellen
die vergroRerten Bereiche im Bild dar. Die MaRstableiste entspricht 50 ym.
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CD32b IHC-Farbung
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Abb. 51: IHC-Farbung von CD32b in der Leber von CDAA-gefiitterten Madusen. (A) Reprasentative
Auswahl von Leberschnitten von Kontrollmausen und CDAA-gefitterten Mausen. Die Mafstableiste
entspricht 50 ym. Quantifizierung der CD32b positiven Farbung (B) der Kontrollméuse und (C) der
CDAA-gefutterten Mause. (D) Fold change der CD32b positiven Farbung.
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Abb. 52: IHC-Farbung von ICAM-1 in der Leber von CDAA-gefiitterten Mausen. (A) Reprasentative
Auswahl von Leberschnitten von Kontrollmausen und CDAA gefltterten Mausen. Die Malstableiste
entspricht 100 ym. Quantifizierung der ICAM-1 positiven Farbung (B) der Kontrollmause und (C) der
CDAA-gefltterten Mause. (D) Fold change der ICAM-1 positiven Farbung.
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Arg1/ GS / DAPI IF-Féarbung
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Abb. 53: IF-Farbung von Arg1 und GS in der Leber von CDAA-gefiitterten Mausen. Reprasentative
Auswahl von Leberschnitten von Kontrollmdusen und CDAA-gefitterten Mausen. Die Mal3stableiste
entspricht 100 ym.
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3.2.3 Einfluss auf Makrophagen

Die IHC-Farbung von F4/80 zeigte in den Kontrollgruppen ein positives Signal in den
Kupffer-Zellen der Leber, die sich zwischen den Hepatozyten befinden. Aufgrund des
starken Hintergrundes konnte das F4/80 Signal der CDAA-gefutterten Mause nicht
quantifiziert werden. Innerhalb der jeweiligen Futterungsgruppen waren keine Unter-

schiede zwischen den Genotypen zu sehen (s. Abb. 54).

F4/80 IHC-Féarbung

Abb. 54: IHC-Farbung von F4/80 in der Leber von CDAA-gefiitterten Mausen. Reprasentative Aus-
wahl von Leberschnitten von Kontrolimdusen und CDAA-gefiitterten Mausen. Die Malstableiste ent-
spricht 50 ym.
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3.2.4 Einfluss auf Perizyten und hepatische Sternzellen

In der IHC-Farbung von a-SMA, war das Signal in allen Genotypen und in beiden Ft-
terungsgruppen nur um die groRen Gefalde herum zu sehen, dabei zeigten sich weder
zwischen den Genotypen, noch zwischen den beiden Futterungsgruppen Unter-
schiede (s. Abb. 55). Die IHC-Farbung von Desmin zeigte ein Signal in den Sternzellen
und war in allen drei Leberzonen vertreten. Zwischen den Genotypen und den beiden
Fatterungsgruppen zeigten sich keine Unterschiede (Abb. 56).

a-SMA IHC-Féarbung

Abb. 55: IHC-Farbung von a-SMA in der Leber von CDAA-gefiitterten Mausen. Reprasentative
Auswahl von Leberschnitten von Kontrollmausen und CDAA-gefltterten Mausen. Schwarze Kasten
stellen die vergréRRerten Bereiche im Bild dar. Die Malstableiste entspricht 100 ym.
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Desmin IHC-Féarbung

Ctrl CDAA Fold change
— g 0.5 ns 2.0q
= 0.5+ ns - 2 ns
E} S 04 s
= 0.49 £
§ 044 o % 2 . B S 5 1.5 .
2 S S
b afs i 0.3 HE °
o 03] g . @ S 1.0
£ 2 0.2 S ¥
= 0.2 g 0 £'s
4 2 X =
a i ° u g =054 u =
£ 0.1 € 0.1 u;,
g 5 8
& 0.0- & 0.0- 0.0-——7— 71—
Y ¢ & ¥ ¥
& @ $ WY N &
&F o & P & o

Abb. 56: IHC-Farbung von Desmin in der Leber von CDAA-gefiitterten Mdusen. (A) Reprasentative
Auswahl von Leberschnitten von Kontrollmausen und CDAA-gefiitterten Mausen. Die MaRstableiste
entspricht 50 ym. Quantifizierung der Desmin positiven Farbung (B) der Kontrollméduse und (C) der
CDAA-gefutterten Mause. (D) Fold change der Desmin positiven Farbung.
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3.2.5 Einfluss auf die Liganden TGFBi und Postn

Die IHC-Farbung des Stabilin Liganden TGFBi zeigte in der Kontrollgruppe kein Signal
in den WT Mausen. In den Stabilin-KO Mausen der Kontrollgruppe, sowie der CDAA-
geflutterten Gruppe, zeigte sich ein extrazellulares Signal. Bei den CDAA-gefltterten
Mausen zeigten alle Genotypen, besonders die WT Mause, ein erhdhtes TGFBi Signal
(s. Abb. 57).

Der Simple Western von Leberprotein zeigte in den Kontrollmausen ein leicht erhoh-
tes, aber nicht signifikantes, Signal in den Stab1-/- Mausen. Bei den CDAA-gefltterten
Mausen stieg in allen drei Genotypen das TGFBi Signal signifikant an, im Vergleich zu
den dazugehorigen Kontrollmausen, dabei war zwischen den Genotypen kein Unter-
schied zu sehen (s. Abb. 58 A — B).

Auch der TGFBi ELISA vom Plasma der Mause zeigte, dass in der Kontrollgruppe
Stab1-/- Mause im Vergleich zu den WT und Stab2-/- Mausen ein signifikant erhdhtes
TGFBi Level hatten. Durch die Futterung mit CDAA stiegen die TGFBi Werte in allen
Genotypen an, dabei war der Anstieg nur in Stab2-/- Mausen signifikant (s. Abb. 58
C).

Die IHC-Farbung von Postn zeigte in der Leber kein Signal, weder in den Kontroll-
mausen, noch in den CDAA-gefltterten Mausen (s. Abb. 59).

Der Simple Western von Leberprotein zeigte, dass in der Kontrollgruppe die Stab1-/-
Mause im Vergleich zu den WT und Stab2-/- Mausen ein leicht erhohtes, aber nicht
signifikantes, Level an Postn hatten. Durch die Futterung mit CDAA kam es in allen
drei Genotypen zu einem leichten Anstieg des Postn Levels, bei den WT Mausen war
dieser Anstieg signifikant (s. Abb. 60 A — B).

Der Postn ELISA vom Plasma der Mause zeigte in der Kontrollgruppe bei Stab1-/-
Mausen das hochste Level an Postn, dieser Unterschied war im Vergleich zu den
Stab2-/- Mausen signifikant. Durch die Futterung mit CDAA kam es in WT und Stab1-
/- Mausen zu einer signifikanten Abnahme des Postn Levels, wahrend sich das Postn
Level bei den Stab2-/- Mausen nicht veranderte (s. Abb. 60 C).
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Abb. 57: IHC-Farbung von TGFBi in der Leber von CDAA-gefiitterten Mausen. (A) Reprasentative
Auswahl von Leberschnitten von Kontrollmausen und CDAA-gefitterten Mausen. Die MaRstableiste
entspricht 50 ym. (B) Quantifizierung der TGFBi positiven Farbung.
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Abb. 58: TGFBi Analyse von Leberprotein und Plasma von CDAA-gefiitterten Mausen. (A) Ban-
den-Ansicht eines TGFBi Simple Western von Leberprotein. (B) Quantifizierung von TGFBi Simple Wes-
tern, normiert auf die Gesamtproteinmenge. (C) Quantifizierung von TGFBi ELISA aus Plasma.
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Postn IHC-Farbung

Postn IHC-Farbung Kontrollen
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Abb. 59: IHC-Farbung von Postn in der Leber von CDAA-gefiitterten Mausen. (A) Reprasentative
Auswahl von Leberschnitten von Kontrollmausen und CDAA-gefitterten Mausen. Die MaRstableiste
entspricht 50 pym. (B) Reprasentative Auswahl eines Glomerulus einer WT Maus (links) als Negativkon-
trolle und eines Glomerulus einer Stabilin1/2-/- DKO Maus (rechts) als Positivkontrolle. Die MaRstab-
leiste entspricht 50 um.
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Abb. 60: Postn Analyse von Leberprotein und Plasma von CDAA-gefiitterten Mausen. (A) Banden-
Ansicht eines Postn Simple Western von Leberprotein. (B) Quantifizierung von Postn Simple Western,
normiert auf die Gesamtproteinmenge. (C) Quantifizierung von Postn ELISA aus Plasma.
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3.2.6 Korrelationsanalysen der Liganden TGFBi und Postn mit der
Fibrose in der Leber von MCD- und CDAA-gefutterten Mausen

Die TGFBi und Postn Farbungen in der Leber und auch die Ergebnisse des Simple
Western, sowohl aus den MCD als auch aus den CDAA Futterungen, lie3en gewisse
Tendenzen vermuten, dass das Signal bzw. das Level der Liganden mit dem Fibro-
selevel der Leber korrelieren konnte. Um diese Vermutung zu Uberprufen, wurden Kor-
relationsanalysen durchgeflihrt (s. Abb. 61 — 64).

Die Analysen der beiden Liganden mit dem Fibroselevel zeigten unterschiedlich starke
Korrelationen (s. Abb. 61 — 62). So zeigten die Werte aller Genotypen (WT, Stab1-/-
und Stab2-/-) und beider Versuche (MCD und CDAA, sowie deren Kontroll-geflutterten
Mause), bei dem Liganden TGFBi eine hoch signifikante und sehr starke Korrelation
mit dem Fibroselevel (s. Abb. 61 A), wahrend sich bei dem Liganden Postn nur eine
moderate, aber dennoch sehr hoch signifikante, Korrelation mit dem Fibroselevel
zeigte (s. Abb. 61 B).

Abb. 62 zeigt die jeweilige Korrelation der beiden Liganden mit dem Fibroselevel nach
den beiden Futterungsmodellen aufgetrennt. Im Falle von TGFBi zeigte sich bei der
CDAA Futterung eine sehr starke und hoch signifikante Korrelation zum Fibroselevel,
wahrend sich bei der MCD Futterung eine etwas schwachere, aber dennoch starke
und hoch signifikante, Korrelation zum Fibroselevel zeigte (s. Abb. 62 A).

Der Ligand Postn zeigte ebenfalls bei den Mausen die mit CDAA geflttert wurden eine
starkere Korrelation zum Fibroselevel als die MCD-gefutterten Mause. Im Falle der
CDAA-gefutterten Mause gab es eine starke und hoch signifikante Korrelation, wah-
rend die MCD-gefltterten Mause eine eher moderate und nicht signifikante Korrelation
mit dem Fibroselevel zeigten (s. Abb. 62 B).

In Abb. 63 sind die Korrelationen beider Liganden mit dem Fibroselevel, nach Genoty-
pen aufgetrennt, dargestellt. Bei dem Liganden TGFBi zeigten die WT und die Stab2-
/- Mause eine sehr starke und hoch signifikante (WT) bis sehr hoch signifikante (Stab2-
/-) Korrelation mit dem Fibroselevel. Die Stab1-/- Mause zeigten von allen drei Geno-
typen die geringste Korrelation, dennoch korrelierte auch hier das TGFBi mit dem Fib-
roselevel stark und mit einer hohen Signifikanz (s. Abb. 63 A).

Bei dem Liganden Postn zeigten die WT Mause eine sehr starke und sehr hoch signi-
fikante Korrelation, wahrend es sich bei den Stab7-/- Mausen um eine moderate Kor-

relation mit einer sehr geringen Signifikanz handelte. Die Stab2-/- Mause zeigten keine
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Korrelation zwischen dem Liganden Postn und dem Fibroselevel (s. Abb. 63 B).

Des Weiteren wurde die Korrelation zwischen den beiden Liganden untersucht (s. Abb.
64). In der Analyse in der sowohl alle verwendeten Mause der MCD und CDAA Fltte-
rung, als auch alle Kontroll-gefutterten Mause beider Futterungen verwendet wurden
zeigte sich, dass die beiden Liganden mit einer hohen Signifikanz stark miteinander
korrelieren (s. Abb. 64 A).

Aufgetrennt nach den jeweiligen Genotypen, zeigten sich Unterschiede in der Korrela-
tion. Im Falle der WT Mause korrelierten die beiden Liganden sehr stark miteinander
und die Korrelation war hoch signifikant. Bei den Stabilin-defizienten Mausen korrelier-
ten die beiden Liganden eher moderat miteinander, und in beiden Fallen war die Kor-
relation sehr schwach signifikant (Stab7-/-) bis garnicht signifikant (Stab2-/-) (s. Abb.
64 B).
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Abb. 61: Korrelationsanalyse der Liganden TGFBi und Postn mit dem Fibroselevel. (A) Korrelation
zwischen TGFBi Werten aus dem Simple Western und der Quantifizierung aus der Sirius Rot Farbung.
(B) Korrelation zwischen Postn Werten aus dem Simple Western und der Quantifizierung aus der Sirius
Rot Farbung. Die Werte erfassen alle Genotypen und sowohl MCD- und CDAA-gefutterte Mause, als
auch die Kontroll-gefutterten Mause aus beiden Fitterungsexperimenten.
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Abb. 62: Korrelationsanalyse der Liganden TGFBi und Postn mit dem Fibroselevel, nach Fiitte-
rungsmodellen getrennt. (A) Korrelation zwischen TGFBi Werten aus dem Simple Western und der
Quantifizierung aus der Sirius Rot Farbung, nach Fitterung getrennt: MCD (wei3e Punkte) und CDAA
(schwarze Punkte). (B) Korrelation zwischen Postn Werten aus dem Simple Western und der Quantifi-
zierung aus der Sirius Rot Farbung, nach Futterungen getrennt: MCD (weilte Punkte) und CDAA
(schwarze Punkte). Die Werte der einzelnen Kurven erfassen aus den jeweiligen Fitterungen alle Ge-
notypen und sowohl MCD- bzw. CDAA-gefltterte Mause, als auch die Kontroll-gefitterten Mause aus
dem jeweiligen Fitterungsexperiment.
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Abb. 63: Korrelationsanalyse der Liganden TGFBi und Postn mit dem Fibroselevel, nach Geno-
typen getrennt. (A) Korrelation zwischen TGFBi Werten aus dem Simple Western und der Quantifizie-
rung aus der Sirius Rot Farbung, nach Genotypen getrennt: WT (gruin), Stab7-/~ (blau) und Stab2-/-
(rot). (B) Korrelation zwischen Postn Werten aus dem Simple Western und der Quantifizierung aus der
Sirius Rot Farbung, nach Genotypen getrennt: WT (griin), Stab1-/- (blau) und Stab2-/- (rot). Die Werte
der einzelnen Kurven erfassen alle gefutterten Mause zusammengefasst, sowohl MCD- und CDAA-
gefltterte Mause, als auch Kontroll-gefitterte Mause.
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Abb. 64: Korrelationsanalyse des Liganden TGFBi mit dem Liganden Postn. (A) Korrelation zwi-
schen den TGFBi und Postn Werten aus dem Simple Western. Die Werte erfassen alle Genotypen und
sowohl MCD- und CDAA-gefltterte Mause, als auch die Kontroll-gefuitterten Mause aus beiden Fiitte-
rungsexperimenten. (B) Korrelation zwischen den TGFBi und Postn Werten aus dem Simple Western
nach Genotypen getrennt: WT (griin), Stab7-/- (blau) und Stab2-/- (rot). Die Werte der einzelnen Kurven
erfassen alle gefiitterten Mause zusammengefasst, sowohl MCD- und CDAA-gefltterte Mause, als auch
Kontroll-gefitterte Mause.
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3.3 Imiquimod Behandlung

3.3.1 Einfluss auf Korpergewicht und Erscheinungsbild

Die topische Applikation der Aldara Creme, mit dem Wirkstoff Imiquimod (IMQ), flhrte
bei allen Mausen zu einem erheblichen Gewichtsverlust, der in beiden Geschlechtern
schon ab dem zweiten Tag deutlich sichtbar wurde, jedoch reagierten beide Ge-
schlechter unterschiedlich stark auf den Wirkstoff. Auch die Genotypen der beiden Ge-
schlechter reagierten unterschiedlich. Wahrend bei den Mannchen die Behandlung mit
IMQ, vor allem bei den beiden Stabilin-KOs, zu einer starkeren Gewichtsabnahme
fuhrte, als bei den WT Mausen, so reagierten bei den Weibchen die WT Mause mit
einer deutlich starkeren Gewichtsabnahme, als die beiden Stabilin-KOs (s. Abb. 65).
Makroskopisch war deutlich zu sehen, dass die Behandlung mit IMQ zu einer starken
Veranderung der Haut fuhrte. Durch den Wirkstoff kam es zu einer starken Rétung und
Schuppung der Haut. AuRerdem verhartete sich die Haut durch die Creme extrem und
bildete starke Falten. Das umliegende Fell wurde im Laufe der Behandlung struppig
und fettig (s. Abb. 66).

Das PASI Scoring zeigte, dass die Genotypen der beiden Geschlechter unterschied-
lich auf die Behandlung mit IMQ reagierten. Bei den Weibchen zeigten die WT und
Stab1-/- Mause bereits ab dem zweiten Tag einen hoheren Scoring Wert als die Stab2-
/- Mause. Bei den Mannchen zeigten die Stab1-/- Mause den mit Abstand hochsten
Scoring Wert (s. Abb. 67 A). Bei der separierten Betrachtung der Scoring Parameter
Dicke, Rotung und Schuppung war zu sehen, dass die Genotypen die am starksten
auf IMQ reagierten, in allen drei Parametern die hochsten Werte zeigten (s. Abb. 67 B
- C).

Die Nahaufnahmen der Haut zeigten, dass die Weibchen mit Rétung und Schuppung

deutlich starker auf den Wirkstoff reagierten als die Mannchen (s. Abb. 68).
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Abb. 65: Gewichtsverlauf von Vaseline- und IMQ-behandelten Mausen. (A) Gewichtsverlauf von

Mannchen. (B) Gewichtsverlauf von Weibchen. Griin zeigt Vaseline-behandelte Mause und rot zeigt
IMQ-behandelte Mause.

Vaseline Mause Tag 5

Imiquimod Méause Tag 5

Abb. 66: Makroskopischer Vergleich von Vaseline- und IMQ-behandelten Mausen. Beispiele von
WT Mausen nach 5 Tagen mit Vaseline behandelt (links) und nach 5 Tagen mit IMQ behandelt (rechts).
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Abb. 67: PASI Scoring der Haut von IMQ-behandelten Mausen. (A) Auswertung der Mittelwerte der
Parameter Dicke, R6tung und Schuppung aller Mause. (B) Analyse der Mittelwerte der Einzelparameter
der Weibchen, die mit IMQ behandelt wurden. (C) Analyse der Mittelwerte der Einzelparameter der
Méannchen, die mit IMQ behandelt wurden. In allen drei Abbildungen ist der WT in griun dargestellt,
Stab1-/-in blau und Stab2-/- in rot.
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Abb. 68: Makroskopische Veranderung der Haut tiber die Dauer der IMQ Behandlung. Reprasen-
tative Auswahl an Hautschnitten der Tage 1, 4 und 5 von IMQ-behandelten (A) Mannchen und (B) Weib-
chen. Die Mal3stableiste entspricht 2 mm.
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3.3.2 Einfluss auf die Histologie der Haut
Die histologische Farbung H&E der Haut zeigte deutlich, dass die Behandlung mit IMQ

zu einer starken Akanthose flhrte, teilweise mit einer leichten Spongiose. In manchen
Schnitten war eine Parakeratose mit teils neutrophilen Granulozyten zu beobachten
(s. Abb. 69). Die Quantifizierung der Epidermisdicke zeigte, dass es bei allen Mausen
die mit IMQ behandelt wurden zu einer starken Zunahme der Epidermisdicke kam,
zwischen den Genotypen innerhalb der beiden Geschlechter gab es jedoch keine Un-
terschiede. In den Weibchen fuhrte IMQ zu einer etwas starkeren Zunahme der Epi-
dermisdicke, als in den Mannchen. Dieser Unterschied war allerdings nicht signifikant
(s. Abb. 70).

Mannchen Weibchen

Vaseline Imiquimod Vaseline Imiquimod

Stab1-/-

Stab2-/-

Abb. 69: H&E Farbung der Haut von IMQ-behandelten Mausen. Reprasentative Auswahl von Haut-
schnitten von Vaseline- und IMQ-behandelten Mausen, nach Geschlechtern getrennt. Die Malstab-
leiste entspricht 50 um.
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Abb. 70: Veranderung der epidermalen Dicke der Haut von IMQ-behandelten Mausen. (A) Vergro-
Rerung eines Ausschnittes der Epidermis einer Vaseline-behandelten und einer IMQ-behandelten
Stab2-/- Maus. (B) Quantifizierung der epidermalen Dicke von Vaseline- und IMQ-behandelten Mann-
chen. (C) Quantifizierung der epidermalen Dicke von Vaseline- und IMQ-behandelten Weibchen. (D)
Vergleich der epidermalen Dicken zwischen Mannchen und Weibchen nach der Behandlung mit IMQ.
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3.3.3 Einfluss auf die Liganden TGFBi und Postn

Die IF-Farbung von TGFBi zeigte in allen Kontrollmausen ein positives Signal sowohl
in der Basalmembran, als auch vereinzelt in der tieferen Dermis. Nach der Behandlung
mit IMQ war nur noch ein Signal unterhalb der Epidermis zu sehen. Es zeigten sich
Unterschiede der Signalintensitat zwischen Mannchen und Weibchen (s. Abb. 71). Die
Quantifizierung des TGFBi Signals aus der IF-Farbung zeigte geringe Unterschiede
zwischen den Geschlechtern. Sowohl in den Kontrolimausen, als auch in den IMQ-
behandelten Mausen, zeigten die Stab7-/- Mannchen ein hdheres TGFBi Signal als
die Stab1-/- Weibchen (s. Abb. 72 A). Des Weiteren war bei den Mannchen in der
Kontrollgruppe ein leicht erhohtes TGFBi Signal in den Stab1-/- Mausen zu sehen, im
Vergleich zu den WT Mausen. Ansonsten waren innerhalb der Geschlechter keine Un-
terschiede zwischen den Genotypen und den Behandlungen zu sehen (s. Abb. 72 B).
Der TGFBi ELISA vom Plasma der Mause zeigte auch hier einen leichten Unterschied
zwischen den Stab1-/- Mausen der Mannchen und Weibchen. Mannliche Stab1-/-
Mause zeigten in der Kontrollgruppe ein leicht erhohtes TGFBi Signal im Vergleich zu
den weiblichen Stab7-/- Mausen. Bei den IMQ-behandelten Mausen war dieser Unter-
schied nicht mehr zu sehen (s. Abb. 73 A). Bei der Betrachtung der jeweiligen Ge-
schlechter war zu sehen, dass in der Kontrollgruppe der Mannchen, Stab1-/- Mause
mehr TGFBi Signal zeigten als die WT und die Stab2-/- Mause. Durch die Behandlung
mit IMQ kam es bei den Mannchen nur in den Stab2-/- Mausen zu einem Anstieg des
TGFBi Signals (s. Abb. 73 B). Bei den Weibchen war nur ein Unterschied in den Stab2-
/- Mausen zu sehen. Hier kam es durch die Behandlung mit IMQ zu einem leichten
Anstieg des TGFBi Signals im Vergleich zu den Stab2-/~- Kontrollmausen (s. Abb. 73
B).

Beide Geschlechter zusammen betrachtet ergaben, dass bei den Kontrolimausen die
Stab1-/- Mause signifikant mehr TGFBi Signal zeigten, als die WT und die Stab2-/-
Mause. Durch die Behandlung mit IMQ kam es nur in Stab2-/- Mausen zu einer Sig-
nalerhohung (s. Abb. 73 C).

-126 -



Ergebnisse

A
TGFBi / DAP! IF-Farbung
Stab1-/- Stab2-/-
g
-
8
>
c
2
2
3
=
©
o
E
g
E
B
TGFBi / DAP! IF-Farbung
Stab1-/- Stab2-/-
g
£l
% -
>
c
2
8
(]
=

Imiquimod

Abb. 71: IF-Farbung von TGFBIi der Haut von IMQ-behandelten Mdusen. Reprasentative Auswahl
von Hautschnitten von Vaseline- und IMQ-behandelten (A) Mannchen und (B) Weibchen. Der MalRstab
entspricht 100 pym.
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Abb. 72: Quantifizierung der TGFBi IF-Farbung der Haut von IMQ-behandelten Mausen. (A) Ver-
gleich des TGFBi Signals zwischen Mannchen und Weibchen in Vaseline- und IMQ-behandelten Mau-
sen. (B) Vergleich des TGFBi Signals zwischen Vaseline- und IMQ-behandelten Mausen nach Ge-

schlechtern getrennt.
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Abb. 73: TGFBi Analyse aus Plasma von IMQ-behandelten Mausen. (A) Vergleich des TGFBi Levels
zwischen Mannchen und Weibchen in Vaseline- und IMQ-behandelten Mausen, normiert auf den Mit-
telwert der WT Kontrollen. (B) Vergleich des TGFBi Levels zwischen Vaseline- und IMQ-behandelten
Mausen nach Geschlechtern getrennt, normiert auf den Mittelwert der WT Kontrollen. (C) Vergleich des
TGFBi Levels zwischen Vaseline- und IMQ-behandelten Mausen bestehend aus beiden Geschlechtern,
normiert auf den Mittelwert der WT Kontrollen.
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Die IF-Farbung des Liganden Postn in der Haut zeigte ein sehr heterogen verteiltes
Signal. Eine positive Farbung war in den Kontrollgruppen und den behandelten Grup-
pen aller Genotypen sowohl unterhalb der Epidermis, als auch in der tieferen Dermis
und um die Haarfollikel herum zu sehen (s. Abb. 74). Die Quantifizierung der Postn
Farbung zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den Geschlechtern weder
in den Kontrollmausen, noch in den IMQ-behandelten Mausen. Auch zwischen den
Kontrollgruppen und den IMQ-behandelten Gruppen waren keine signifikanten Unter-
schiede zu sehen (s. Abb. 75).

Der Postn ELISA vom Plasma zeigte, dass es innerhalb der jeweiligen Behandlungs-
gruppen (Vaseline und Imiquimod) zu leichten Unterschieden zwischen den Ge-
schlechtern und Genotypen kam. So zeigten bei den Vaseline-behandelten Mausen
die Stab7-/- Mannchen das hochste Postn Signal. Bei den IMQ-behandelten Mausen
gab es keine Unterschiede zwischen den Geschlechtern, auch hier zeigten die Stab1-
/- Mause, sowohl bei den Mannchen, als auch bei den Weibchen das tendenziell
starkste Postn Signal (s. Abb. 76 A).

Bei den Mannchen zeigte sich in der Kontrollgruppe ein signifikant erh6htes Postn Le-
vel in den Stab1-/- Mausen, welches durch die Behandlung mit IMQ signifikant ab-
nahm. Bei den Weibchen zeigte sich nach der Behandlung mit IMQ in den Stabilin-
KOs ein signifikant hdheres Postn Level als in den WT Mausen (s. Abb. 76 B).

Bei AuRerachtlassung der Geschlechter zeigte sich, dass in der Kontrollgruppe Stab1-
/- Mause ein signifikant erhohtes Postn Level zeigten im Vergleich zu den WT und
Stab2-/- Mausen. Die Behandlung mit IMQ fuhrte in WT und Stab1-/- Mausen zu einer
signifikanten Abnahme des Postn Levels. In der IMQ-behandelten Gruppe zeigten bei-
de Stabilin-KOs signifikant mehr Postn als die WT Mause (s. Abb. 76 C).
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Abb. 74: IF-Farbung von Postn der Haut von IMQ-behandelten Mausen. Reprasentative Auswahl
von Hautschnitten von Vaseline- und IMQ-behandelten (A) Mannchen und (B) Weibchen. Der Malstab
entspricht 100 um.
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Abb. 75: Quantifizierung der Postn IF-Farbung der Haut von IMQ-behandelten Mausen. (A) Ver-
gleich des Postn Signals zwischen Mannchen und Weibchen in Vaseline- und IMQ-behandelten M&u-
sen. (B) Vergleich des Postn Signals zwischen Vaseline- und IMQ-behandelten Mausen nach Ge-

schlechtern getrennt.
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Abb. 76: Postn Analyse aus Plasma von IMQ-behandelten Mausen. (A) Vergleich des Postn Levels
zwischen Mannchen und Weibchen in Vaseline- und IMQ-behandelten Mausen, normiert auf den Mit-
telwert der WT Kontrollen. (B) Vergleich des Postn Levels zwischen Vaseline- und IMQ-behandelten
Mausen nach Geschlechtern getrennt, normiert auf den Mittelwert der WT Kontrollen. (C) Vergleich des
Postn Levels zwischen Vaseline- und IMQ-behandelten M&usen mit beiden Geschlechtern, normiert auf

Postn Konz.
[normiert auf WT Vaseline]

den Mittelwert der WT Kontrollen.
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3.4 Bleomycin Behandlung
3.4.1 Einfluss auf die Histologie der Haut

Die histologische Farbung H&E der Haut zeigte deutlich, dass die subkutane Injektion
des Chemotherapeutikums Bleomycin in allen drei Genotypen zu stark toxischen Ef-
fekten in der Haut fuhrte. So waren in allen drei Genotypen nach der Behandlung mit
Bleomycin nekrotische Keratinozyten und starke Entzindungsreaktionen in Form von
Pusteln mit Infiltraten neutrophiler Granulozyten zu sehen. Es kam in allen behandel-
ten Mausen zu einer Verdickung der Hornschicht und teilweise zu einer Parakeratose
mit Spongiose (s. Abb. 77).

Durch die Behandlung mit Bleomycin nahm die dermale Dicke in allen drei Genotypen
nur geringflgig, aber nicht signifikant zu (s. Abb. 78 A). Die epidermale Dicke jedoch
stieg in allen drei Genotypen durch die Behandlung mit Bleomycin signifikant an (s.
Abb. 78 B). Zwischen den Genotypen innerhalb der jeweiligen Behandlungsgruppen
waren weder in Bezug auf die dermale, noch auf die epidermale Dicke, Unterschiede
zu sehen (s. Abb. 78).

Die histologischen Farbungen EvG (s. Abb. 79) und Masson Trichrom (s. Abb. 80 —
81) zeigten neben der starken Zunahme der epidermalen Dicke, aul’erdem die Verdi-
ckung der Kollagenfasern und das somit einhergehende dichtere Bindegewebe nach
der Bleomycin Behandlung in allen drei Genotypen. Des Weiteren war in der Masson
Trichrom Farbung zu sehen, dass es durch die Behandlung mit Bleomycin zu einem
starken Verlust der Haarfolikel kam (s. Abb. 80).
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Abb. 77: H&E Farbung der Haut von Bleomycin-behandelten Madusen. Reprasentative Auswahl von
Hautschnitten von PBS- und Bleomycin-behandelten Mausen. Die MaRstableiste entspricht 100 um.
Rote Pfeile markieren die toxischen Effekte des Bleomycins in der Epidermis.

>
vy,

ns

600 150
%k Xk % % % %k Xk % %k %k % % e PBS

i EL

200
0 T T T 0 T T T
& . , &
N N N <

Dermale Dicke [pum]
(4]
o
1

[= =]
e
ot
b*—bo
-]
(=~}
Epidermale Dicke [um]

Abb. 78: Dermale und epidermale Dicke der Haut von Bleomycin-behandelten Mausen. (A) Quan-
tifizierung der dermalen Dicke der Haut von PBS- und Bleomycin-behandelten Mausen. (B) Quantifizie-
rung der epidermalen Dicke der Haut von PBS- und Bleomycin-behandelten Mausen.
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EvG Farbung

PBS Bleomycin

Abb. 79: EvG Farbung der Haut von Bleomycin-behandelten Mausen. Reprasentative Auswahl von
Hautschnitten von PBS- und Bleomycin-behandelten Mausen. Die Mal3stableiste entspricht 100 ym.
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Masson Trichrom Farbung
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Abb. 80: Masson Trichrom Farbung der Haut von Bleomycin-behandelten Mausen. Reprasenta-

tive Auswahl von Hautschnitten von PBS- und Bleomycin-behandelten Mausen. Die Malstableiste ent-
spricht 100 ym.
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Abb. 81: Verdanderung des Bindegewebes durch die Behandlung mit Bleomycin. (A) VergréRerung
eines Ausschnittes des Bindegewebes einer PBS-behandelten und einer Bleomycin-behandelten WT
Maus (B) Quantifizierung der Kollagenfasern von PBS- und Bleomycin-behandelten Mausen.
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3.4.2 Einfluss auf andere Organe

Die subkutane Injektion von Bleomycin hatte auch einen Einfluss auf andere Organe.
Die histologische Farbung H&E der Lunge zeigte, dass die Behandlung mit Bleomycin
die Morphologie der Alveolen veranderte und es zu einer Abnahme der Alveolen-Fla-
che in allen drei Genotypen kam, diese Abnahme war nur in WT Mausen signifikant.
In manchen Mausen waren Immunzellinfiltrate zu sehen (s. Abb. 82). Die histologische
Farbung Sirius Rot der Lunge zeigte in den WT Mausen eine leichte, aber nicht signi-
fikante, Zunahme von Kollagen. In den Stabilin-defizienten Mausen zeigte die Lunge
durch die Behandlung von Bleomycin keine Veranderungen (s. Abb. 83).

Die histologische Farbung Sirius Rot der Niere zeigte, dass es bereits in Stab2-/- Kon-
trollmausen zu einer signifikant verstarkten Kollagenablagerung in den Glomeruli kam,
im Gegensatz zu den WT und Stab7-/- Kontrollmausen. Auch in den Bleomycin-be-
handelten Mausen zeigte sich dieses Phanomen, allerdings war in den behandelten
Mausen der Unterschied nur noch zu den WT Mausen signifikant (s. Abb. 84).

Die histologische Farbung PAS der Niere zeigte keine Auffalligkeiten oder Unter-
schiede, weder zwischen den Genotypen, noch zwischen den beiden Behandlungs-
gruppen (s. Abb. 85).

-139 -



Ergebnisse

H&E Farbung

Bleomycin

100
* % % ® PBS

B Bleomycin

N
o
1

WeiBe Flache [%]
wgzre
Tl
aefedn
off 10
e =

o

Abb. 82: H&E Farbung der Lunge von Bleomycin-behandelten Mausen. (A) Reprasentative Aus-
wahl von Lungenschnitten von PBS- und Bleomycin-behandelten Mausen. Die Malistableiste entspricht
100 pm. (B) Quantifizierung der alveolaren Flache (weil3e Flache).
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Abb. 83: Sirius Rot Farbung der Lunge von Bleomycin-behandelten Mausen. (A) Reprasentative
Auswahl von Lungenschnitten von PBS- und Bleomycin-behandelten Mausen. Die Mal3stableiste ent-
spricht 50 ym. (B) Quantifizierung der Sirius Rot positiven Farbung.
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Abb. 84: Sirius Rot Farbung der Niere von Bleomycin-behandelten Mausen. (A) Reprasentative
Auswahl von Nierenschnitten von PBS- und Bleomycin-behandelten Mausen. Die Malstableiste ent-
spricht 50 ym. (B) Quantifizierung der Sirius Rot positiven Farbung.
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PAS Farbung

Bleomycin

Abb. 85: PAS Farbung der Niere von Bleomycin-behandelten Mausen. (A) Reprasentative Auswahl
von Nierenschnitten von PBS- und Bleomycin-behandelten Mausen. Die Mal3stableiste entspricht 50
pm.
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3.4.3 Einfluss auf die Liganden TGFBi und Postn

Die IF-Farbung des Stabilin Liganden TGFBi in der Haut zeigte ein sehr heterogen
verteiltes Signal in der Basalmembran und der darunterliegenden Dermis. In der Kon-
trollgruppe gab es zwischen den Genotypen keine Unterschiede. Durch die Behand-
lung mit Bleomycin stieg das TGFBi Signal nur in den WT und den Stab7-/- Mausen
an, dieser Anstieg war allerdings nur in den WT Mausen signifikant. Auf die Stab2-/-
Mause hatte die Behandlung mit Bleomycin keinen Einfluss. In der Bleomycin-behan-
delten Gruppe zeigten Stab7-/- Mause ein signifikant erhdhtes TGFBi Signal im Ver-
gleich zu den Stab2-/- Mausen (s. Abb. 86).

Der TGFBi ELISA vom Plasma der Mause zeigte, dass in der Kontrollgruppe Stab1-/-
Mause ein signifikant erhohtes Level an TGFBi hatten, im Vergleich zu den WT und
Stab2-/- Mausen. Durch die Behandlung mit Bleomycin kam es in allen drei Genotypen
zu einer Abnahme des TGFBi Levels, diese Abnahme war allerdings nur in Stab71-/-
Mausen signifikant (s. Abb. 87 A).

Die TGFBi Western Blots aus Haut isoliertem Protein zeigten ein sehr heterogenes
Signal. Auch die Banden der Ladekontrolle GAPDH waren sehr heterogen. Aufgrund
der schlechten Qualitat war es nicht moglich, die Western Blots auszuwerten (s. Abb.
87 B).
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Abb. 86: IF-Farbung von TGFBi in der Haut von Bleomycin-behandelten Mausen. (A) Reprasenta-
tive Auswahl von Hautschnitten von PBS- und Bleomycin-behandelten Mausen. Die Malistableiste ent-
spricht 100 ym. (B) Quantifizierung der TGFBi positiven Farbung.
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Abb. 87: TGFBi Analyse aus Plasma und Hautprotein von Bleomycin-behandelten Mausen. (A)
Quantifizierung von TGFBi ELISA aus Plasma. (B) TGFBi Western Blots von PBS- und Bleomycin-
behandelten Mausen. Fir jeden Blot wurden unterschiedliche Mause verwendet.

In der IF-Farbung des Stabilin Liganden Postn in der Haut war in den Kontrollmausen
vorwiegend ein Signal in der tieferen Dermis und um die Haarfollikel herum zu sehen.
Nach der Behandlung mit Bleomycin war das Postn Signal nur noch direkt unterhalb
der Epidermis zu sehen.

Sowohl die WT Kontrollmause, als auch die mit Bleomycin behandelten WT Mause
zeigten ein leicht erhdhtes, aber nicht signifikantes, Postn Signal im Vergleich zu den
Stabilin-defizienten Mausen. Durch die Behandlung mit Bleomycin kam es jedoch in
keinem der drei Genotypen zu Veranderungen (s. Abb. 88).

Der Postn ELISA vom Plasma der Mause zeigte, dass in der Kontrollgruppe Stab1-/-

Mause ein signifikant erhdhtes Level an Postn zeigten, im Vergleich zu den WT und
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den Stab2-/- Mausen. Durch die Behandlung mit Bleomycin kam es in allen drei Ge-
notypen zu einer Abnahme des Postn Levels. In WT und Stab7-/- Mausen war diese
Abnahme signifikant. Bei den mit Bleomycin behandelten Mausen zeigten Stab2-/-
Mause ein signifikant erhohtes Postn Level im Vergleich zu den WT Mausen (s. Abb.
89 A).

Ebenso wie die TGFBi Western Blots zeigten auch die Postn Western Blots, von aus
Haut isoliertem Protein, ein sehr heterogenes Signal (s. Abb. 89 B). Aufgrund der

schlechten Qualitat war es nicht moglich, die Western Blots auszuwerten
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Abb. 88: IF-Farbung von Postn in der Haut von Bleomycin-behandelten Mdusen. (A) Reprasenta-
tive Auswahl von Hautschnitten von PBS- und Bleomycin-behandelten Mausen. Die Mafstableiste ent-
spricht 100 ym. (B) Quantifizierung der Postn positiven Farbung.
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Abb. 89: Postn Analyse aus Plasma und Hautprotein von Bleomycin-behandelten Mausen. (A)
Quantifizierung von Postn ELISA aus Plasma. (B) Postn Western Blots von PBS- und Bleomycin-be-
handelten Mausen. (C) Quantifizierung der Western Blots. Fur jeden Blot wurden unterschiedliche
Mause verwendet.
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4 DISKUSSION

4.1 Der Einfluss von Stabilin-1 und Stabilin-2 in inflammatorischen

und fibrotischen Erkrankungen der Leber

In vorangegangen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass der gleichzeitige ge-
netische Knockout der beiden Scavenger Rezeptoren Stabilin-1 und Stabilin-2
(Stab1/Stab2-/-) einen Einfluss auf die Leber und die Niere hat und es durch den Dop-
pel-Knockout zu einer schweren renalen Glomerulofibrose und einer leichten perisi-
nusoidalen Fibrose kommt (Schledzewski et al., 2011), wahrend die Niere weder in
Stab1-KO noch in Stab2-KO geschadigt zu sein schienen. Nach diesem Ergebnis
stellte sich die Frage, welchen Einfluss ein einzelner Knockout von Stabilin-1 oder Sta-
bilin-2 auf die Leber in praklinischen Krankheitsmodellen hat.

Die nichtalkoholische Steatohepatitis (NASH) kann als pandemische Lebererkrankung
unserer Zeit betrachtet werden (Machado et al., 2015; Kucsera et al., 2021). NASH ist
gekennzeichnet durch Leberzellschadigung / -tod, Entzindung und einem erhdhten
Risiko fur die Entwicklung von Leberfibrose (Machado et al., 2015; Singh et al., 2015).
Bisher gibt es noch kein optimales Modell, welches alle Teilaspekte einer typischen
NASH abdeckt. Um mehrere Merkmale einer NASH zu untersuchen, wurden zwei Fut-
terungsmodelle angewendet und miteinander verglichen: Eine Gruppe von Mausen
wurde fur zwei Wochen mit einer Methionin-Cholin-defizienten Diat (MCD) geflttert
und eine andere Gruppe Uber eine Dauer von zehn Wochen mit einer Cholin-defizien-
ten, L-Aminosaure-definierten Diat (CDAA) gefuttert. Es ist bekannt, dass MCD in
Mausen eine schnelle und sehr schwere Form einer Steatohepatitis induziert und da-
bei eher die entziindlichen Aspekte einer NASH zeigt (Itagaki et al., 2013; Matthews
et al., 2021; Varela-Rey et al., 2009), wahrend CDAA starker die fibrotischen Aspekte
beleuchtet (Wei et al., 2020).

4.1.1 Die Bedeutung der MCD und CDAA Fiitterung auf die Physiolo-
gie
Vorangegangene Studien zeigten bereits, dass die Futterung mit MCD zu einem sehr

starken Gewichtsverlust (von bis zu 40 %) in Mausen fuhrt (Machado et al., 2015; Ita-
gaki et al., 2013; Matthews et al., 2021; Wie et al., 2020). Dabei zeigte sich in der Arbeit
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von Machado et al., die grote Gewichtsabnahme vor allem in den ersten beiden Wo-
chen der Fitterung, in der die Gewichtsabnahme ca. 10 % pro Woche betrug, wahrend
das Gewicht in der dritten Woche der Fitterung um ca. 5 % sank und in der vierten
Woche nur noch um 2,5 %. Dieser Gewichtsverlust durch die Futterung mit MCD ist
zuruckzufuhren auf einen Hypermetabolismus, bei dem es zu einer gesteigerten Stoff-
wechselaktivitat kommt (Machado et al., 2015; Larsen, 2016).

Im Gegensatz dazu fihrt die Futterung mit CDAA bei den Mausen nur in den ersten
zwei Wochen zu einem sehr geringen Gewichtsverlust. Danach verhalt sich das Ge-
wicht der Mause entsprechend dem Gewicht der Kontrollmause (Kucsera et al., 2021,
De Minicis et al., 2014). Dies konnte auch in einem Experiment mit Ratten gezeigt
werden (Tglbgl et al., 2019).

Einhergehend mit dem starken Gewichtsverlust durch die MCD Futterung zeigen die
Mause auch ein geringeres Leber-Korpergewicht-Verhaltnis (Machado et al., 2015).
Des Weiteren zeigt das Serum von MCD-gefltterten Mausen einen starken Anstieg
der Aminotransferasen ALT und AST und von Glutamat Dehydrogenase (GLDH), wel-
che als Biomarker fur Leberschadigung fungieren (Machado et a., 2015; Schomaker
et al., 2020; Antoine et al., 2013). Aullerdem kommt es zu einem Abfall der Glukose-
und Triglyceridwerte im Serum (Machado et al., 2015). Die Arbeit von Schledzewski et
al. konnte zeigen, dass Stab7-/- Mause leicht erhdhte Leber Transaminasenwerte auf-
zeigen, im Vergleich zu WT und Stab2-/- Mausen (Schledzewski et al., 2011). Die Ar-
beit von Rantakari et al. zeigte, dass es in Stab7-/- Mausen wahrend der Leberscha-
digung (induziert durch die Behandlung mit CCls) zu erhéhten ALT Werten kommt im
Vergleich zu den Stab7-/- Kontrollmausen, sowie im Vergleich zu den CCls behandel-
ten WT Mausen (Rantakari et al., 2016).

MCD- oder CDAA-gefutterte Mause zeigen eine verstarkte Fettablagerung in der Leber
(Ibrahim et al., 2016). Dabei zeigt sich in den CDAA-gefutterten Mausen eine deutlich

starkere Steatose als in den MCD-gefltterten Mausen (Van Herck et al., 2017).

In den Experimenten dieser Arbeit zeigten die MCD-gefutterten Mause, wie in der Li-
teratur beschrieben, einen sehr starken Gewichtsverlust. Der von Machado et al. be-
schriebene Gewichtsverlust von circa 20 % in den ersten beiden Wochen (Machado et
al., 2015), zeigte sich auch in unseren Ergebnissen. Aufgrund der starken Gewichts-

abnahme zeigten die Mause auch eine starke Abnahme der Lebergewichte in allen
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Genotypen. Durch die Futterung mit MCD kam es zu verringerten Glukose-, Triglyce-
rid- und Cholesterolwerten im Plasma MCD-gefltterter Mause. Die Unterschiede, die
sich zwischen den Genotypen zeigten, waren dabei nur geringfugig. Durch die Futte-
rung mit MCD kam es in allen Genotypen zu einem sehr starken Anstieg der Lebe-
renzyme ALT, AST und GLDH. Ein Unterschied zwischen den Genotypen war dabei
nur bei den ALT Werten zu sehen: Stab1-/- Mause zeigten ein hoheres ALT Level als
WT und Stab2-/- Mause, was Ubereinstimmt mit den Ergebnissen aus der Arbeit von
Rantakari et al. (Rantakari et al., 2016).

Die Futterung mit CDAA zeigte den entgegengesetzten Effekt beim Korpergewicht: Die
CDAA-gefltterten Mause zeigten nur einen anfanglichen Gewichtsverlust innerhalb
der ersten Woche, danach zeigten alle Mause eine Gewichtszunahme, die sich ahnlich
zu der der Kontrollmause verhielt. Durch die Zunahme des Korpergewichtes kam es
ebenfalls zu einer deutlichen Zunahme des Leber- und Milzgewichtes. Zwischen den
Genotypen waren dabei keine starken Unterschiede erkennbar.

Beide Modelle flhrten zu einer Steatohepatitis, was sich in den histologischen Farbun-
gen H&E und OI-Rot O zeigte. CDAA-gefiitterte Mause entwickelten eine deutlich stér-
kere Steatose der Leber, als MCD-gefutterte Mause, was sich in der Menge und GrofRe
der Lipidtropfchen zeigte. Die CDAA-induzierte Steatose der Leber war auch makro-
skopisch erkennbar, durch die deutlich hellere Farbe der Lebern im Vergleich zu den
Lebern der Kontrollmause, was typisch fur die Futterung mit CDAA ist (Endo et al.,
2013).

Im Vergleich der beiden Modelle konnten vor allem Unterschiede hinsichtlich des Star-
kegrades an Steatose in der Leber festgestellt werden. Dies liegt daran, dass beide
Diaten unterschiedliche Aspekte der NASH beleuchten: Wahrend es sich bei MCD um
ein eher inflammatorisches Modell handelt, ist CDAA ein eher fibrotisches Modell. Zwi-
schen den Genotypen waren allerdings hinsichtlich der Serumdaten und der Steatose
nur leichte bis keine Unterschiede zu sehen. Die Stabilin-Defizienz scheint also keinen
Einfluss auf den Fettsauremetabolismus beziehungsweise den Grad der Steatose in
diesen Modellen zu haben.
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4.1.2 Die Auswirkungen der MCD und CDAA Fitterung auf die Fib-

rose hinsichtlich der Stabilin-Defizienz

Wie bereits oben beschrieben, handelt es sich bei MCD um ein Modell, welches die
inflammatorischen Aspekte einer NASH betrachtet, wohin gegen CDAA ein Modell ist,
welches die fibrotischen Aspekte beleuchtet. Die Arbeit von Schledzewski et al. konnte
zeigen, dass Stab7-/- Mause ein leicht erhohtes Fibroselevel in der Leber zeigen. Fur
Stab2-/- Mause konnte das in dieser Studie nicht nachgewiesen werden (Schledzewski
et al., 2011). In der Arbeit von Rantakari et al. wurden WT und Stab7-/- Mause acht
Wochen lang mit Tetrachlorkohlenstoff (CCls) behandelt. Es wurde sowohl der Schwe-
regrad der Fibrose nach der acht-wochigen Behandlung untersucht, als auch die Ent-
wicklung der Fibrose in den Mausen wahrend einer vier-wdchigen Regenerations-
phase, nach der Behandlung mit CCls. Dabei zeigte ein Hydroxy-Prolin-Assay, dass in
der Kontrollgruppe bereits Stab7-/- Mause ein erhohtes Kollagenlevel aufzeigen, im
Vergleich zu den WT Mausen. Der grote Unterschied im Kollagenlevel der Leber zwi-
schen WT und Stab1-/- Mausen zeigt sich jedoch nach der Regenerationsphase. Wah-
rend die WT Mause nach der Regeneration ein niedrigeres Kollagenlevel zeigen, als
nach der CCls Behandlung und sich somit scheinbar wieder erholen, steigt das Kol-
lagenlevel in den Stab7-/- Mausen in der Regenerationsphase sogar deutlich an, im
Vergleich zu dem Kollagenlevel direkt nach der CCls Behandlung (Rantakari et al.,
2016).

In den hier durchgefuhrten Versuchen zeigten sowohl Stab71-/-, als auch Stab2-/- Mau-
sen in den Kontrollgruppen der MCD und CDAA Fitterungen ein leicht erhdhtes Fib-
roselevel im Vergleich zu den WT Kontrollmausen. Die histologische Farbung Sirius
Rot zeigte sowohl bei der MCD als auch bei der CDAA Futterung, dass vor allem
Stab1-/- Mause ein signifikant hoheres Fibroselevel zeigten als die WT und auch die
Stab2-/- Mause. Auch der Kollagenassay zeigte in den Kontrollgruppen der beiden
Futterungsmodellen in beiden Stabilin-KOs ein erhdhtes Fibroselevel im Vergleich zu
den WT Mausen.

Sowohl Stabilin-1, als auch Stabilin-2 binden Kollagen Propeptide (Manta et al., 2022;
Lit et al., 2011; Sgrensen et al., 2015), daher konnte es sich bei dem vermehrten Fib-
rose-Signal in den Kontrollmausen der Stabilin-KOs auch um eine veranderte lokale
oder systemische Clearance von Kollagenpeptiden handeln, welche verstarkte Kol-

lagenablagerungen im Disse-Raum zur Folge haben konnte.
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Ein weiterer moglicher Grund fur den erhohten Ausgangsfibrosegrad in Stab1-/- Mau-
sen kdnnten Histiozytenveranderungen sein, was genauer in Abschnitt 4.1.4 beschrie-
ben wird. In der Arbeit von Rantakari et al. wurde gezeigt, dass der Knockout von
Stabilin-1 einen Einfluss auf die Makrophagen hat, was dazu fuhrt, dass das profibro-
tische Chemokin CCL3 in der Leber signifikant ansteigt, was eine mogliche Erklarung
daflr sein konnte, dass in Stab7-/- Mausen baseline ein erhdhtes Fibroselevel in der
Leber zu beobachten ist (Rantakari et al., 2016).

Wie in Abschnitt 4.1.5 beschrieben, zeigen auch die Liganden TGFBi und Postn einen
gewissen Einfluss auf die Fibrose. Durch die Defizienz einer der beiden Stabiline und
den damit einhergehend vermehrten zirkulierenden oder auch lokal abgelagerten Lig-
anden kénnte es zu einer Aktivierung der Fibrose kommen. Da TGFBi ebenfalls ein
Kollagen-bindendes Protein ist (Decaris et al., 2015), konnte das vermehrte Vorhan-

densein von TGFBi zusatzlich zu einer verstarkten Kollagenablagerung flihren.

Durch die Futterung mit MCD stieg in allen drei Genotypen der Kollagengehalt im Ver-
gleich zu den Kontroll-gefutterten Mausen an. Auch nach der Futterung mit MCD zeig-
ten die Stabilin-defizienten Mause ein hoheres Fibroselevel als die WT Mause.

Die Futterung mit CDAA hatte allerdings einen anderen Effekt auf das Fibroselevel:
Nach der Futterung befanden sich alle drei Genotypen auf einem ahnlich hohen Level
an Fibrose, dies bestatigte sich sowohl durch die Sirius Rot Farbung, als auch durch
den Kollagenassay. Insgesamt war die Fibroseinduktion durch die Futterung mit CDAA
in allen Genotypen deutlich starker als durch die Futterung mit MCD.

FUr die leicht unterschiedlichen Ergebnisse bezlglich der Fibrosegrade nach den bei-
den Fuatterungen gibt es mehrere Erklarungsansatze: Da bei der MCD Futterung nur
die initiale, entzindliche Phase der Fibroseinduktion nach zwei Wochen betrachtet
wird, spielt hier moglicherweise der Ausgangskollagengehalt der Leber eine grofRere
Rolle, als die Fibroseinduktion. Ein Faktor welcher bei MCD, aber nicht bei CDAA be-
rucksichtigt werden muss, ist der enorme Gewichtsverlust der Mause. Mdoglicherweise
spielen auch Immunzellreaktionen, die bei Stabilin-defizienten Mausen bereits beo-
bachtet wurden (Manta et al., 2022; Rantakari et al., 2016), in diesem Modell eine
grolere Rolle. Des Weiteren besteht die Mdglichkeit, dass Stabilin-defiziente Mause
nicht empfindlicher gegentber chronischen Fibrosemodellen wie CDAA sind, da hier
kein Unterschied zwischen den Genotypen gesehen wurde. Dies sollte in zukunftigen

Arbeiten weiter untersucht werden.
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Moglicherweise fungieren in den beiden Modellen unterschiedliche Fibrose-fordernde
Mechanismen. So kénnten die Stabiline in einem dieser Mechanismen involviert sein
und in dem anderen nicht. Die CDAA Diat konnte die Funktion der Stabiline partiell
herunterregulieren was dazu fuhren kdnnte, dass sich die Unterschiede die sich im
MCD Modell gezeigt haben ausgleichen.

Ein alternativer Erklarungsansatz ware eine starkere Reaktion der WT Mause auf die
CDAA Futterung, sodass das niedrigere Ausgangsniveau der Fibrose sich mit der Zeit

angleicht.

4.1.3 Die Auswirkungen der Futterungsmodelle auf die Aktivierung
von Perizyten und hepatischen Sternzellen in Stabilin-defizien-

ten Mausen
In einer gesunden Leber machen ruhende, also nicht aktivierte, hepatische Sternzellen
(HSCs) ca. 8 — 14 % der Leberzellpopulation aus. Wahrend einer chronischen Leber-
schadigung jedoch, sind aktivierte HSCs und portale Myofibroblasten die primaren
Zelltypen, die an der fibrogenen Antwort beteiligt sind. Nach einem fibrogenen Stimu-
lus, transdifferenzieren die nicht aktivierten HSCs in einen Myofibroblasten-ahnlichen
Zelltyp und werden dann als aktivierte HSCs bezeichnet (Kumar et al., 2018).
Aktivierte HSCs produzieren im Gegensatz zu ruhenden HSCs a-SMA sowie Kollagen
Typ | und sekretieren pro-fibrotische Zytokine und Inhibitoren von Matrix-degradieren-
den Enzymen, was zur Folge hat, dass es zu einer Ablagerung von extrazellularer
Matrix kommt (Kisseleva et al., 2006; Bataller et al., 2005; Lin et al., 2009).
Die Arbeit von Machado et al. zeigte auf mRNA Ebene und durch IHC-Farbung der
Leber, dass es in mannlichen WT Mausen nach einer acht-wochigen Futterung mit
MCD, zu einem signifikanten Anstieg von a-SMA und Desmin in der Leber und somit
zu einer verstarkten Sternzell-Aktivierung kommt, im Vergleich zu den Kontroll-gefat-
terten Mausen (Machado et al., 2015). In der Arbeit von Schierwagen et al. konnte
ebenfalls gezeigt werden, dass es nach einer sieben-wochigen MCD Futterung zu ei-
nem leichten Anstieg des a-SMA Signals in der Leber kommt. Auf mRNA Ebene war
dieser Anstieg nur sehr geringfligig und die Quantifizierung der IHC-Farbung zeigte
eine sehr hohe Standardabweichung (Schierwagen et al., 2015).
Eine weitere Studie, in der die Mause nur fur drei Wochen mit MCD gefuttert wurden

und somit besser vergleichbar mit unserem Modell ist, zeigte in einem Western Blot
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von Leberprotein, dass sich zwischen den MCD-gefutterten Mausen und den Kontroll-
mausen kein Unterschied im a-SMA Level zeigte (Lee et al., 2013).

In der Arbeit von Tglbgl et al. wurden Ratten mit verschiedenen Varianten der CDAA
Diat Uber unterschiedliche Zeitraume gefuttert. Sie zeigten durch IHC-Farbung, dass
es in Ratten, die Uber 12 Woche mit einer normalen CDAA Diat gefuttert wurden, zu
einem Anstieg von a-SMA in der Leber kommt. Dieses Ergebnis verifizierten sie auch
auf mRNA Ebene fur die Zeitraume 4 Wochen, 8 Wochen und 12 Wochen (Talbal et
al., 2019).

Die Arbeit von Bae et al. zeigte mit der Quantifizierung einer IHC-Farbung, dass es in
Mausen die drei Wochen mit einer CDAA Diat geflttert wurden, zu einem starken An-
stieg des a-SMA Signals in der Leber kommt. Eine weitere Gruppe von Mausen wurde
fur sechs Wochen mit CDAA geflttert. Diese Mause zeigten im Vergleich zu der drei
Wochen gefutterten Gruppe ein stark reduziertes a-SMA Signal (Bae et al., 2020).

In einer Studie von Nakanishi et al. war zu sehen, dass sich das a-SMA Signal nach
16 Wochen CDAA Futterung nur geringfligig und nicht signifikant erhéhte im Vergleich

zu den Kontrollmausen (Nakanishi et al., 2019).

Bei unseren Futterungsmodellen zeigte sich weder durch die Futterung mit MCD, noch
durch die Futterung mit CDAA ein Unterschied im a-SMA-, Desmin- oder PDGFRB-
Signal in der Leber. Im Falle der MCD Futterung, deckt sich unser Ergebnis mit dem
Ergebnis der Arbeit von Lee et al., die ihre Mause Uber einen ahnlich langen Zeitraum
fUtterten wie wir (Lee et al., 2013). Vermutlich reicht eine Fltterung von zwei Wochen
noch nicht aus, um eine Aktivierung der Sternzellen zu induzieren. Im Falle der CDAA
Futterung, war es schwer eine quantitative Aussage Uber unsere Ergebnisse zu tref-
fen, da die Steatose der Leber durch die Futterung so stark war, dass es eine Quanti-
fizierung der Farbungen stark erschwerte, was die hohen Standardabweichungen der
Desmin Farbung erklart. Die a-SMA Farbung der CDAA-gefltterten Mause zeigte nur
ein Signal um die groRen GefalRe herum. Um die Aktivierung der Sternzellen im CDAA
Modell genauer zu untersuchen und eine quantitative Aussage treffen zu konnen, wa-
ren weitere Analysemethoden wie zum Beispiel die Untersuchung der Sternzellmarker

auf mRNA Level durch eine quantitative PCR hilfreich.
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4.1.4 Die Auswirkungen von MCD auf die Inmunzelireaktion in Stabi-

lin-defizienten Mausen

Die nicht-alkoholische Fettlebererkrankung (NAFLD) beinhaltet ein groRes Spektrum
an verschiedenen Lebererkrankungen, dazu gehort die inflammatorische Erkrankung,
die nicht-alkoholische Steatohepatitis (NASH). In diesem Stadium der Erkrankung,
spielen Monozyten, Neutrophile, T-Zellen und auch Makrophagen eine wichtige Rolle
(Reid et al., 2016; Heymann et al., 2016; Rantakari et al., 2016). In der Arbeit von Reid
et al. wurde die dynamische Veranderung der Makrophagen in der Leber im MCD Mo-
dell untersucht. Dazu wurden die Mause Uber verschieden lange Zeitraume mit MCD
gefuttert (O Tage, 7 Tage, 14 Tage und 21 Tage). Mit Hilfe von FACS Analysen konnte
gezeigt werden, dass es bereits nach 14 Tagen zu einem starken Anstieg von CD11b
und Ly-6C positiven Zellen (also Monozyten) kommt. Nach 21 Tagen stieg die Anzahl
dieser Zellen noch einmal stark an. Im Falle der Makrophagenpopulation zeigten die
doppelt positiven Zellen fur Ly-6C und F4/80, dass es nach 7 Tagen der MCD Futte-
rung zu einer leichten Abnahme der Makrophagenanzahl kam, dann aber nach 14 Ta-
gen wieder anstieg und dann dasselbe Level wie in den Kontrollmausen zeigten. Erst
nach 21 Tagen Futterung kam es zu einem enormen Anstieg der Makrophagen (Reid
et al., 2016).

In der Arbeit von Rantakari et al. wurde, wie bereits in Abschnitt 4.1.2 beschrieben, die
Rolle von Stabilin-1 wahrend der Leberschadigung und Leberfibrose untersucht. Ein
weiterer Teil dieser Arbeit war die Untersuchung der Rolle von Makrophagen wahrend
der Leberschadigung nach der Behandlung mit CCls und insbesondere der Zusam-
menhang zwischen Stabilin-1 und Makrophagen.

Sie zeigten, dass die Expression von Stabilin-1 dazu flhrt, dass Makrophagen modifi-
zierte LDLs aufnehmen was wiederum die Sekretion des profibrotischen Chemokins
CCL3 unterdrickt und dadurch zu einem reduzierten Grad an Fibrose fuhrt. Im Um-
kehrschluss dazu, konnte Rantakari et al. zeigen, dass der Knockout von Stabilin-1 zu
einem signifikanten Anstieg von CCL3 in der Leber flhrt. Dieser Mechanismus erklart
unter anderem, warum es in Stabilin-1 defizienten Mausen auch ohne exogene Scha-
digung bereits zu einem erhdhten Fibroselevel in der Leber kommen kann (Rantakari
et al., 2016).

In unseren Ergebnissen zeigte die IF-Farbung von Leberschnitten nach 14 Tagen

MCD Futterung keinen Unterschied in der Anzahl von F4/80 positiven Zellen. Auch
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zwischen den Genotypen war kein Unterschied zu sehen. Dieses Ergebnis deckt sich
mit den Ergebnissen der Arbeitsgruppe Reid et al. (Reid et al., 2016). Wie bei dieser
Arbeit zeigte sich auch bei uns bereits schon nach zwei Wochen MCD Futterung ein
Unterschied im CD11b Signal. Wahrend es bei den Stab7-/- Mausen durch die MCD
Fatterung nur zu einem leichten, aber nicht signifikanten, Anstieg der CD11b positiven
Zellen kam, stieg die Anzahl bei den WT Mausen und den Stab2-/- Mausen signifikant
an. Dabei zeigten die WT und Stab2-/- Mause ein ahnliches Level an CD11b positiven
Zellen. Scheinbar fuhrte der Stabilin1-Knockout, zumindest hinsichtlich der CD11b
Farbung, zu einer verminderten Immunreaktion. Um die Immunzellen zu charakterisie-
ren, sollten Ko-Farbungen gemacht werden. Da bei der Einzelfarboung von CD11b
keine genaue Aussage dartUber gemacht werden kann, um welche Immunzellen es
sich genau handelt, konnte beispielsweise mit Ly-6C / Ly-6G oder F4/80 ko-gefarbt
werden. Des Weiteren konnten FACS Analysen mehr Aufschluss daruber geben, wel-
che Immunzellen konkret durch die MCD Futterung aktiviert werden.

Die Arbeit von Reid et al. konnte in Bezug auf viele Entziindungsmarker zeigen, dass
es durch die letzte Woche der MCD Futterung (also nach 21 Tagen) noch einmal zu
einem starken Anstieg verschiedener Marker kommt, im Vergleich zu der Gruppe die
nur 14 Tage gefuttert wurde (Reid et al., 2016). Daher ware es sicher sinnvoll die MCD
Futterung Uber einen langeren Zeitraum durchzufihren, um somit die Entzindungsre-
aktion zu verstarken, um dann verschiedene Parameter zu Uberprifen. Dies ist jedoch
auf Grund des zu ertwatenden hohen Gewichtsverlusts aus Tierschutzgrinden hoch-

gradig problematisch.

4.1.5 Die Bedeutung der Stabilin-Liganden TGFBi und Postn im Fib-

rosemodell

Transforming growth factor beta-induced (TGFBi) und Periostin (Postn) sind Mitglieder
der Fasciclin1 (Fas1) Proteinfamilie (Runager et al., 2011; Yu et al., 2021). Die Arbeit
von Manta et al. zeigte durch Plasmaproteomanalysen, dass es sich bei diesen beiden
Proteinen um direkte Stabilin-Liganden handelt. Es konnte gezeigt werden, dass beide
Stabiline einen Einfluss auf das TGFBi und Postn Level im Plasma haben (Manta et
al., 2022).
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TGFBI ist ein Kollagen-bindendes Protein welches als Antwort auf die Aktivierung von
Transforming growth factor beta (TGFB) sekretiert wird (Decaris et al., 2015). In den
letzten Jahren konnten Wissenschaftler zeigen, dass TGFBi eine grof3e Rolle in ver-
schiedenen Krankheiten spielt. So wird TGFBi in Zusammenhang gebracht mit Ne-
phropathie, Atherosklerose und verschiedenen Krebserkrankungen, wie zum Beispiel
Lungenkrebs (Ween et al., 2012; Li et al., 2005; O'Brien et al., 1996; Manta et al.,
2022; Yang et al., 2022; Corona et al., 2021). TGFBi spielt auch bei der Leberfibrose
eine Rolle und wurde bereits als Gewebemarker fur Leberfibrose publiziert (Baker et
al., 2014).

In der Arbeit von Niu et al. wurde durch Plasmaproteomanalysen gezeigt, dass es ein
Panel von funf Plasmaproteinen gibt, welche mit den Leberenzymen ALT, AST und
GLDH korrelieren, darunter auch TGFBIi. Unter anderem konnten sie zeigen, dass ein
erhohter ALT Wert auch zu einem erhdhten TGFBi Wert fuhrt, was dieses Protein bei
Nicht-alkoholischen Lebererkrankungen hoch relevant macht (Niu et al., 2019). Eine
weitere Publikation zeigte ebenfalls durch Plasmaanalysen, dass TGFBi auch im Men-

schen ein Kollagen-assoziiertes Protein ist (Decaris et a., 2015).

In dieser Arbeit zeigten die Farbungen der Leber in beiden Futterungsmodellen (MCD
und CDAA), dass in den Kontrollfuttergruppen die Stabilin-defizienten Mause ein leicht
erhohtes TGFBi Signal in der Leber aufwiesen im Vergleich zu den WT Mausen.
Nach der Futterung mit MCD stieg in der IF-Farbung das TGFBi Signal innerhalb aller
Genotypen an, wobei nur MCD-gefltterte Stab1-/- Mause eine Signifikanz zeigten. Da-
bei zeigten die Stab1-/- Mause sowohl den starksten Anstieg an TGFBi nach der MCD
Fatterung, als auch das hochste TGFBi Signal im Vergleich zu den MCD-gefutterten
WT und Stab2-/- Mausen.

Nach der CDAA Futterung stieg das TGFBi Signal in der IHC-Farbung in allen drei
Genotypen deutlich an, nur in den WT Mausen war das Signal nach der CDAA Futte-
rung im Vergleich zu der Kontrollgruppe signifikant erhdoht. Aufgrund der starken
Steatose, die sich durch die CDAA Futterung entwickelte, wurde die Auswertung der
Farbung erheblich erschwert, was ein Grund fur die hohen Stanardabweichungen sein
konnte.

Da die Quantifizierungen der Farbungen vergleichsweise hohe Standardabweichun-
gen zeigten, wurde mit Hilfe des Simple Westerns TGFBIi, normalisiert auf Geamtpro-
tein, in der Leber quantifiziert, wodurch es anhand der molekularen Gro3e moglich war
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die Spezifitat der Farbung zu Uberprufen. Dabei war zu sehen, dass es sowohl in MCD-
als auch in CDAA-gefltterten Mausen in allen drei Genotypen zu einem signifikanten
Anstieg des TGFBi Levels auf einer etwaigen Hohe von 60 kDa in der Leber kam. Im
MCD Modell zeigten die gefutterten Stab7-/- Mause ein leicht hoheres TGFBi Level als
WT und Stab2-/- Mause, wahrend es im CDAA Modell zu keinen Unterschieden zwi-
schen den Genotypen der geflutterten Mause kam. Somit wurden die Ergebnisse der
Farbungen bestatigt und weiter prazisiert.

Wie von Baker et al., 2014 bereits beschrieben, lies sich auch in unseren Versuchen
ein Zusammenhang zwischen dem TGFBi- und dem Fibroselevel vermuten. Um dies
zu untersuchen wurden Korrelationsanalysen durchgefuhrt. Diese zeigten eine starke
bis sehr starke Korrelation zwischen TGFBi und dem Fibroselevel in beiden Fitterun-
gen und in allen drei Genotypen. Dabei zeigte das CDAA Modell tendenziell eine star-
kere Korrelation zwischen dem TGFBi- und dem Fibroselevel als das MCD Modell.
Hinsichtlich der Genotypen zeigte die Korrelationsanalyse in allen Genotypen eine
Korrelation von TGFBi und der Fibrose. Dabei zeigten die WT und die Stab2-/- Mause
eine sehr starke Korrelation, wahrend die Stab7-/- Mause eine etwas schwachere,
aber dennoch starke Korrelation zeigten.

Ein Grund fur die teilweise leichten Unterschiede des TGFBi Signals in der Leber zwi-
schen den Genotypen kdnnte beispielsweise ein Unterschied in der Clearance im
Plasma oder dem Scavenging im Mikromillieu der Leber sein, was auch die unter-
schiedlichen Korrelationsstarken innerhalb der Genotypen zwischen TGFBi mit dem
Fibroselevel erklaren konnte. Hierzu sind weitere Experimente mit unterschiedlichen
Fibrosemodellen notwendig.

Vergleicht man die ALT Werte aus dem Plasma der MCD Mause, so zeigte sich auch
hier, wie in der Literatur beschrieben, eine Ubereinstimmung mit dem TGFBi Level und
den ALT Werten der MCD Mause.

Bei den TGFBi ELISAs aus dem Plasma der Mause zeigten bei den Kontroll-gefutter-
ten Mausen beider Futterungsmodelle Stab7-/- Mause das hochste TGFBi Level. Nach
der MCD Futterung kam es in keinem der drei Genotypen zu einer signifikanten Ver-
anderung im TGFBi Level, tendenziell kam es zu einer leichten Reduktion des TGFBi
Levels in Stab1-/- Mausen und zu einem leichten Anstieg in Stab2-/- Mausen. Die MCD
Futterung zeigte keine Auswirkung auf das TGFBi Level im Plasma der WT Mause.
Nach der CDAA Futterung allerdings, stieg das TGFBi Level im Plasma der WT und
Stab1-/- Mause leicht und im Falle der Stab2-/- Mause sogar signifikant an. Dieses
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Ergebnis zeigt, dass die beiden Diaten unterschiedlich starke Effekte auf die systemi-
sche Clearance von TGFBi haben. Microarray-Daten unserer Arbeitsgruppe zeigten,
dass die Futterung mit CDAA zu einer milden Herrunterregulierung von Stabilin-1 und
Stabilin-2 fuhrt (Winkler et al., 2021). Da bereits gezeigt wurde, dass Stabilin-1 und
Stabilin-2 sich gegenseitig teilweise kompensieren konnen (Schledzewski et al., 2011;
Leibing et al., 2023), konnte ein Grund fur die veranderten TGFBi Werte in CDAA-
geflutterten Stab2-/- Mausen sein, dass Stabilin-1 durch CDAA herunterreguliert wird.
Interessanterweise zeigt die wahrscheinliche Herunterregulierung von Stabilin-2 in
Stab1-/- durch CDAA keinen Effekt auf das Plasmalevel von TGFBi. Moglicherweise
deutet dies auf unterschiedliche Kompensationseffekte hin.

Der starke Unterschied in Bezug auf das TGFBi-Signal im Lebergewebe (IF-Farbung
und Simple Western Analyse aus Leberprotein) und dem TGFBi Level im Plasma lasst
vermuten, dass beide Diaten vielmehr eine Auswirkung auf die lokale Bindung von
TGFBI in der Leber haben konnten, anstatt die Clearance Funktion der beiden Stabi-

line gravierend zu beeintrachtigen.

Periostin (Postn) ist ein sekretorisches Matrixprotein und gehort ebenso wie TGFBI zur
Gruppe der Fasciclin-Proteine (Kumar et al., 2017; Conway et al., 2014). Es ist be-
kannt, dass Postn funktionell ist wahrend einer Vielzahl von Vorgangen, wie zum Bei-
spiel wahrend verschiedener inflammatorischer Settings, bei der Gewebereparatur,
der Wundheilung oder auch verschiedenen Krebserkrankungen (Conway et al., 2014).
Des Weiteren wurde gezeigt, dass Postn auch die Fahigkeit besitzt, mit Schlisselmo-
lekulen fibrotischer Matrix, wie zum Beispiel Fibronektin, Typ | Kollagen oder Elastin,
direkt zu interagieren und somit die Fibrillogenese zu fordern (Kumar er al., 2017,
Kudo, 2011). Diese Tatsache macht Postn in Bezug auf die Fibrose zu einem interes-
santen Kandidaten. Einige Studien zeigen, dass Postn in den Prozess der Fibrose di-
rekt involviert ist.

So zeigt die Arbeit von Kumar et al. in einer Sirius Rot Farbung, dass Postn-Knockout
Mause nach einer sechs-wochigen CCls-Behandlung signifikant weniger Fibrose ent-
wickeln als WT Mause (Kumar et al., 2017). In einer anderen Arbeit konnte ebenfalls
gezeigt werden, dass es durch den Knockout von Postn zu einer deutlich schwacheren
Leberfibrose kommt, als in den Kontrollmausen (Kobayashi et al., 2020). Die Arbeit
von Li et al. zeigte mittels IHC-Farbung und Western Blot, dass nach einer vier-wochi-
gen MCD Futterung ein stark erhohtes Postn Signal in der Leber der Mause vorhanden
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war, im Gegensatz zu den Kontroll-gefutterten Mausen. Aulierdem zeigte die Sirius
Rot Farbung, dass es in Postn-Knockout Mausen durch die MCD Futterung zu keinen
erhdhten Kollagenablagerungen in der Leber kommt (Li et al., 2015). In der Publikation
von Huang et al. wurde mittels IF-Farbung, Western Blot und auf mRNA Ebene ge-
zeigt, dass das Expressionslevel von Postn in Mausen mit einer akuten oder chroni-
schen Leberfibrose (durch CCls induziert) erhdht ist. In der IF-Farbung der Kontrollle-
bern, war kein Postn zu sehen (Huang et al., 2015).

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen steht eine andere Arbeit. Aufgrund der Ergeb-
nisse verschiedener asiatischer Studien, welche darauf hindeuten, dass Postn ein
mdglicher Biomarker in NAFLD sein kénnte, beschloss Smirne et al., die Postn Kon-
zentrationen aus dem Plasma von hellhautigen NAFLD-Patienten zu untersuchen. lhre
Ergebnisse zeigten, dass es keine Unterschiede in der Postn Konzentration zwischen
NAFLD Patienten und gesunden Menschen gab. Allerdings konnten sie zeigen, dass
die Postn Konzentration in HCC Patienten signifikant erhéht waren (Smirne et
al.,2020).

In dieser Arbeit zeigten weder die IF-Farbungen der MCD-gefutterten Mause, noch die
IHC-Farbung der CDAA-gefltterten Mause eine nachweisbare Postn Ablagerung, wo-
bei Lebern von Stab-DKO Mausen als Positivkontrolle mitgefihrt wurden und diese ein
positives Signal zeigten, wie auch aus vorangegangenen Arbeiten bereits gezeigt (Lei-
bing et al., 2023).

Um eventuell eine quantitative Aussage Uber das Postn Level in der Leber zu treffen,
wurde Simple Western von Leberproteinen durchgefihrt. Die Ergebnisse der MCD-
geflutterten Mause zeigten, dass es durch die Futterung in den WT und den Stab1-/-
Mausen zu einem leichten Anstieg des Postn Levels bei ca. 80 kDa kam. Nach der
Futterung war das Postn Level in den Stab7-/- Mausen am hdchsten im Vergleich zu
den WT und Stab2-/- Mausen. Der Simple Western von Leberprotein der CDAA-gefut-
terten Gruppe zeigte einen leichten Anstieg des Postn Levels in beiden Stabilin-Knock-
outs und einen etwas starkeren Anstieg in den WT Mausen. Nach der Futterung zeig-
ten alle Genotypen dasselbe Postn Level.

Der ELISA aus dem Plasma der MCD-gefltterten Gruppe zeigte, dass es durch die
Futterung zu keiner Veranderung des Postn Levels im Plasma kam. Bei den CDAA-

gefutterten Mausen zeigte der ELISA aus dem Plasma in den WT und den Stab1-/-
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Mausen durch die Fltterung ein leicht verminderten Postn Wert, bei den Stab2-/- Mau-

sen veranderte sich der Postn Wert durch die Fatterung nicht.

Die enormen Auswirkungen von MCD auf das Postn Level, die in der Arbeit von Li et
al. beschrieben werden, waren bei uns nicht zu sehen. Allerdings futterte diese Ar-
beitsgruppe ihrer Mause auch doppelt so lange wie wir (Li et al., 2015). Es ist also gut
mdglich, dass der Schweregrad der Inflammation bei unserer Fltterung noch zu gering
war, um starke Auswirkungen sehen zu konnen. Dass sich bei beiden Futterungen
keine bis nur minimale Veranderungen des Postn Signals im Plasma zeigten, konnte
bedeuten, dass die Futterungen keine Auswirkungen auf die Clearance von Postn ha-
ben und dabei noch andere Faktoren eine wichtige Rolle spielen. Eine mogliche An-
nahme war, dass es sich vielmehr um lokale Ablagerungen von Postn im Lebergewebe
handelt. Allerdings gelang es uns nicht Postn in der IF- oder der IHC-Farbung des
Lebergewebes nachzuweisen. Da bei beiden Farbungen DKO-Nieren als Positivkon-
trollen mitgefihrt wurden und diese auch ein deutliches Postn Signal zeigten, kann
davon ausgegangen werden, dass diese Methode sensitiv genug ist, um Postn nach-
zuweisen wenn es vorhanden ist. Das negative Postn Signal konnte also darauf schlie-
Ren lassen, dass Postn sich nicht im Lebergewebe ablagert. Im Simple Western von
Leberprotein konnte in beiden Futterungsmodellen Postn Signal nachgewiesen wer-
den und es zeigten sich ebenfalls leichte Unterschiede zwischen den Kontroll-gefltter-
ten Mausen und den MCD- bzw. CDAA-gefutterten Mausen. Allerdings sollte man hier
mit einer konkreten Aussage sehr vorsichtig sein, da bei keinem der Simple Western
Durchgange Positivkontrollen mitgefuhrt wurden und man keine Aussage daruber tref-
fen kann, ob es sich eventuell um Varianzen von Nullwerten handelt. Aus diesem
Grund ware es sinnvoll, die Simple Western Durchgange mit entsprechenden Positiv-
kontrollen zu wiederholen, um dann genauere Aussage Uber das Postn Signal in der

Leber treffen zu konnen.

Wie auch beim TGFBi Signal, waren augenscheinlich leichte Korrelationen zwischen
Postn und dem Fibroselevel zu sehen. So zeigten Stabilin-defiziente Kontrollmause
leicht erhohte Postn Werte im Simple Western und im ELISA, entsprechend dem Fib-
roselevel. Um dies zu uUberprifen wurden ebenfalls Korrelationsanalysen fur Postn
durchgefuhrt. Dabei zeigte sich eine moderate Korrelation zwischen Postn und dem
Fibroselevel, welche bei den CDAA-geflutterten Mausen starker war, als bei den MCD-
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gefutterten Mausen. Nach Genotypen aufgetrennt zeigte sich allerdings, dass nur bei
den WT Mausen eine signifikante Korrelation zwischen Postn und dem Fibroselevel
bestand. Was darauf schlieRen Iasst, dass das Postn Level nicht unbedingt mit dem

Fibroselevel zusammenhangt, sondern vielmehr mit dem Stabilin-Knockout korreliert.

4.2 Der Einfluss von Stabilin-1 und Stabilin-2 in inflammatorischen

und fibrotischen Erkrankungen der Haut

Ungefahr 3 % der Weltbevdlkerung leidet an inflammatorischen Hauterkrankungen,
wie beispielsweise der Psoriasis (Schuppenflechte). Psoriasis ist eine chronische Er-
krankung, welche von lokalen Entziindungen, epidermaler Hyperplasie, Leukozytenin-
filtration und einer erhdhten Vaskularitat der Dermis gepragt ist (Jabeen et al., 2020).
Ein gangiges und das am haufigsten verwendete Tiermodell zur Nachstellung huma-
ner Psoriasis in Mausen ist die topische Applikation des Wirkstoffs Imiquimod (IMQ),
ein Ligand der beiden Toll-like-Rezeptoren (TLR) 7 und 8 (Jabeen et al., 2020; Lin et
al., 2015).

Die systemische Sklerose (SSc) ist eine Autoimmunstorung die durch eine erhebliche
Fibrose mit einer verstarkten Kollagensynthese und -akkumulation charakterisiert ist.
Betroffen ist dabei die Haut, aber auch viele andere Organe wie die Lunge, das Herz,
die Niere oder der Gastrointestinaltrakt. Ein typisches Symptom der SSc ist die Sklero-
dermie, also die Sklerose der Haut (Yamamoto et al., 1998). Ein gangiges Tiermodell
um eine Fibroseinduktion nachzustellen, welche der SSc nahekommt, ist die Verabrei-
chung von Bleomycin im Tiermodell. Es handelt sich dabei um ein Krebs-Chemothe-
rapeutikum, dass im Tiermodell unterschiedlich verabreicht werden kann: intravends,
intraperitoneal, subkutan oder intratracheal (Avouac et al., 2012). Zur Induktion einer
Hautfibrose wurde den Mausen in dieser Arbeit Bleomycin subkutan verabreicht.

4.2.1 Die Auswirkungen der topischen Applikation von IMQ auf die

Physiologie und die Haut der Mause

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass durch die topische Applikation von IMQ eine
Dermatitis induziert werden konnte, welche Ahnlichkeiten zu humaner Psoriasis auf-

weist. Mause die mit IMQ behandelt wurden, zeigten die typischen Merkmale einer
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Psoriasis: Roétung, Schuppung, eine Verdickung der Haut, sowie histologisch Pso-
riasis-typische Hautveranderungen wie Akanthose und Parakeratose. Diese Ergeb-
nisse sind deckungsgleich mit den Ergebnissen anderer Studien (van der Fits et al.,
2008; Lin et al., 2015; Jabeen et al., 2020). Auch die Gewichtsabnahme, die durch die
Behandlung mit IMQ zu sehen war, ist in der Literatur beschrieben (Alvarez et al.,
2016; Hou et al., 2018). Eine weitere Beobachtung in dieser Arbeit war der Unterschied
in der Intensitat der Reaktion auf IMQ zwischen den beiden Geschlechtern: Sowonhl
die Gewichtsabnahme, als auch der PASI Score fielen bei den Weibchen starker aus,
als bei den Mannchen. Dieses Ergebnis ist kontrar zu humanen Psoriasis Studien, in
denen gezeigt werden konnte, dass die Entwicklung von Psoriasis zwar sehr wahr-
scheinlich geschlechterabhangig ist, jedoch der Schweregrad der Psoriasis bei Man-
nern tendenziell hoher ist als bei Frauen (Adachi et al., 2022; Lee et al., 2017; Tsai et
al., 2011). Ein direkter Vergleich der humanen Psoriasis mit unserem Modell, welches
eine Psoriasis-ahnliche Hautentziindung induzieren soll, sollte allerdings nicht gezo-
gen werden. Aufgrund der Kirze der Behandlungsdauer und der kinstlichen Induktion
kann davon ausgegangen werden, dass bestenfalls bestimmte histologische und klini-
sche Phanomene der Psoriasis nachgestellt werden konnten. Eine mogliche Erklarung
fur die Unterschiede zwischen den Geschlechtern in unserer Arbeit kdnnte in dem Un-
terschied der Immunantwort in den Geschlechtern liegen. Es ist bekannt, dass beim
Menschen, abhangig vom Geschlecht, erhebliche Unterschiede in der Immunantwort
auftreten. Zum Beispiel treten rund 80 % der Autoimmunerkrankungen bei Frauen auf
und aulRerdem zeigen diese auch eine starkere angeborene und auch adaptive Im-
munantwort als Manner. Dieser Umstand beinhaltet auch eine schnellere Clearance
von Pathogenen und eine starkere Impfwirksamkeit bei Frauen, als bei Mannern, was
den Nachteil mit sich bringt, dass die Anfalligkeit fur inflammatorische Erkrankungen
und Autoimmunerkrankungen bei Frauen hdher ist, als bei Mannern. Des Weiteren ist
bekannt, dass die starkere Immunantwort (sowohl die des angeborenen, als auch die
des adaptiven Immunsystems) des weiblichen Geschlechts auch in anderen Spezies
wie zum Beispiel in Insekten, in Echsen, Vogeln und anderen Saugetieren zu beobach-
ten ist (Klein et al., 2016). Ein Grund fur diese Unterschiede zwischen den Geschlech-
tern kénnten die Sexualhormone Ostrogen, Progesteron und Testosteron sein, aber
auch die unterschiedlich starke Produktion von Cytokinen und Chemokinen in den bei-
den Geschlechtern (Whitacre, 2001; Lockshin, 2006). Eine weitere Erklarung fur den
Unterschied zwischen den Geschlechtern in unserer Arbeit konnte sein, dass es sich
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nur um einen kurzfristigen Effekt in der Anfangsphase der Entzindung handelt, in der
die Weibchen starker reagierten als die Mannchen. Es ware sinnvoll die Behandlung
fur einen langeren Zeitraum zu wiederholen, um zu Uberprifen, ob es sich dabei um
einen langfristigen Effekt handelt oder sich die Unterschiede in den Geschlechtern
nach einer langeren Behandlungsdauer angleichen.

4.2.2 Die Auswirkungen der subkutanen Injektion von Bleomycin auf
die Haut

Durch die tagliche subkutane Injektion von Bleomycin kam es in den hier gezeigten
Mausen zu einer leichten Sklerose der Haut und starken toxischen Effekten im Orga-
nismus. Teilweise zeigten die Mause starke Entzindungsreaktionen und in fast allen
Mausen war eine Verdickung der Hornschicht zu beobachten. Durch die Behandlung
mit Bleomycin kam es in der Dermis zu einer Verdickung und Verdichtung der Kol-
lagenfasern, was auch ein typisches Anzeichen der humanen Sklerodermie ist (Yama-
moto et al., 1999; Liu et al., 2010). In der Literatur wird beschrieben, dass es durch die
Behandlung mit Bleomycin in Mausen zu einer Verdickung der Epidermis und der Der-
mis kommt (Yamamoto et al., 1999; Liu et al., 2010; Avouac et al., 2012). In den hier
gezeigten Mausen war allerdings nur eine Verdickung der Epidermis, nicht aber der
Dermis zu beobachten. Ein moéglicher Grund dafur kdnnte sein, dass die Mause in den
meisten Publikationen Uber einen langeren Zeitraum mit Bleomycin behandelt wurden,
als das bei uns der Fall war. Trotz der verhaltnismaRig kurzen Zeit der Behandlung,
waren in den Mausen der in dieser Arbeit durchgefuhrten Versuche jedoch starke to-
xische Effekte der Haut zu beobachten, was in anderen Publikationen nicht zu sehen
war. In allen drei Genotypen kam es zu einer ahnlich starken Veranderung der Haut,
was darauf hindeutet, dass die Stabilin-Defizienz in diesem Modell keinen starken Ein-

fluss auf die Haut nimmt.

4.2.3 Die Auswirkung der subkutanen Injektion von Bleomycin auf
die Lunge
In unserem Modell konnten nicht nur lokale Effekte des Bleomycins, sondern auch

systemische Auswirkungen beobachtet werden. In der Literatur ist bereits beschrie-

ben, dass die subkutane Injektion von Bleomycin, neben der Sklerodermie, auch zu
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einer Lungenfibrose sowie zu einer Veranderung in der Alveolenstruktur der Mause
fuhrt (Yamamoto et al., 1999; Meng et al., 2019; Liang et al., 2015). Die Auswertung
der Sirius Rot Farbung der Lunge zeigte in den Mausen dieser Arbeit einen leichten,
aber nicht signifikanten, Anstieg des Fibroselevels in der Lunge von WT Mausen. Zu-
kunftig konnten Experimente mit einer langeren Behandlungsdauer eine starkere Wir-
kung auf die Lungenfibrose sichtbar machen. Deutlich zeigte sich jedoch bereits ein
starker Einfluss auf die Alveolenstruktur der Lunge. Wie in der Literatur beschrieben,
kam es in allen drei Genotypen zu einer deutlichen Abnahme der Gesamt-Alveolenfla-
che. Diese Abnahme war allerdings nur in WT Mausen signifikant. Bezogen auf diese
beiden Ergebnisse, scheinen die Lungen der WT Mause etwas starker auf die subku-
tane Injektion von Bleomycin zu reagieren, als die Lungen der Stabilin-defizienten
Mause. Um diese Vermutung zu bestatigen, ware es sinnvoll, die Behandlung Uber
einen langeren Zeitraum durchzufihren und grof3ere Tierzahlen zu behandeln, um

starkere Effekte mit geringerer Streuung in den Mausen zu erzielen.

4.2.4 Die Bedeutung des Liganden TGFBi in Stabilin-defizienten Mau-

sen in den Erkrankungen Psoriasis und Sklerodermie

Es wurde bereits gezeigt, dass TGFBi in der humanen und murinen Haut exprimiert
wird (LeBaron et al., 1995; Han et al., 2008). Immunofluoreszenz-Analysen zeigen,
dass TGFBi vorwiegend in der Region um die Basalmembran herum exprimiert wird
und subepidermal lokalisiert ist (Li et al., 2022). Des Weiteren wurde bereits gezeigt,
dass TGFBi neben dem Zellwachstum und der Apoptose, auch an der Wundheilung
beteiligt ist (Li et al., 2022; Bae et al., 2002).

In welchem Zusammenhang TGFBi mit inflammatorischen und fibrotischen Erkrankun-
gen der Haut steht, ist in der Literatur bisher kaum beschrieben.

Im inflammatorischen Modell IMQ zeigte die IF-Farbung der Haut, dass es in den
Mannchen (besonders den Stab1-/- Mausen) zu einer leicht héheren TGFBi Ablage-
rung in der Haut kommt als in den Weibchen, dies war sowohl bei den Kontrollmausen,
als auch bei den behandelten Mausen der Fall. Dieses Ergebnis konnte vermuten las-
sen, dass TGFBi in Mannchen starker abgelagert wird, als in Weibchen. Um diese
Vermutung zu bestatigen, mussten allerdings noch weitere Untersuchungen gemacht

werden, daflr kame ein TGFBi ELISA oder Western Blot aus dem Gewebelysat der
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Haut in Frage. Allerdings stellte sich wahrend der Weiterverarbeitung der Proben her-
aus, dass es aufgrund der unterschiedlichen Strukturen der Haut aul3erst schwer ist,
die Haut zu lysieren und eine ,saubere” Probe zu erhalten, weshalb zunachst einmal
wichtig ware, dieses Verfahren zu optimieren, um dann weitere Untersuchungen auf
Proteinebene durchfuhren zu kdnnen. Die Plasmaanalysen der gepoolten Proben aus
beiden Geschlechtern zeigten, dass es durch die Behandlung mit IMQ in allen drei
Genotypen zu einem Anstieg des TGFBi Levels im Plasma kam. Dieser Anstieg war
in den Stab2-/- Mausen signifikant. Die Behandlung mit IMQ hatte also einen leichten
Einfluss auf das TGFBi Level im Plasma. Dass die Auswirkung in den Stab2-/- Mausen
am starksten war, lasst vermuten, dass dieser Scavenger Rezeptor im inflammatori-
schen Modell am starksten TGFBi aus dem Plasma bindet. Dasselbe Ergebnis zeigte
sich auch in den Plasmaanalysen der Mause aus dem inflammatorischen MCD Modell,
indem es nur in den Stab2-/- Mausen zu einem Anstieg des TGFBi Levels im Plasma
kam.

Im fibrotischen Modell der Bleomycin-Injektion zeigte die IF-Farbung der Haut durch
die Behandlung mit Bleomycin nur einen leichten Anstieg des TGFBi Signals in den
WT und den Stab7-/- Mausen, auf die Stab2-/- Mause hatte Bleomycin keine Auswir-
kung. In der Plasmaanalyse zeigte sich ein eher gegensatzliches Ergebnis. So hatte
die Behandlung mit Bleomycin keine Auswirkung auf das TGFBi Level im Plasma der
WT und der Stab2-/- Mause und es kam zu einer signifikanten Reduktion des TGFBi
Levels in den Stab7-/- Mausen. Alles in allem ist es schwierig die Ergebnisse der
TGFBi Ablagerungen in diesen beiden Modellen eindeutig zu interpretieren, da es so
gut wie keine Literatur zu TGFBi in der Haut gibt, welches es zu einem interessanten

Themengebiet macht, welches noch deutlich besser erforscht werden sollte.

4.2.5 Die Bedeutung des Liganden Postn in Stabilin-defizienten Mau-

sen in den Erkrankungen Psoriasis und Sklerodermie
Verschiedene Studien konnten bereits zeigen, dass Postn in humaner und muriner
Haut exprimiert wird und fur die normale Entwicklung und Homoostase der Haut be-
notigt wird (Zhou et al., 2010; Jackson-Boeters et al., 2009). Wahrend der Embryonal-
entwicklung und den neonatalen Stadien, wird Postn in der Dermis, der Basalmembran
und den Haarfollikeln exprimiert. In Erwachsenen findet sich Postn nur noch in der
Dermis und den Haarfollikeln (Zhou et al., 2010).
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In der Literatur ist beschrieben, dass Postn in verschiedenen Hauterkrankungen und
der Wundheilung eine Rolle spielt, so auch in der Psoriasis und der Sklerodermie
(Zhou et al., 2010; Murota et al., 2017).

Die Arbeit von Zhou et al. konnte zeigen, dass es in chronisch entzindeter Haut zu
einem signifikant reduzierten Postn Proteinlevel kommt. Dabei korrelierte das Fehlen
von Postn im chronisch entziindeten Gewebe mit einem Anstieg von inflammatori-
schen Zellinfiltrationen. In gesunder Haut und in Haut mit Psoriasis zeigte sich die
Postn Ablagerung vor allem entlang der dermal-epidermalen-Junktionszone (DEJ),
wahrend bei einer atopischen Dermatitis, einer chronischen Entzindung der oberen
Hautschicht, Postn Ablagerungen in der ganzen Dermis zu finden sind (Zhou et al.,
2010). Dasselbe Ergebnis zeigte auch eine weitere Studie (Lee et al., 2022).

Die Studie von Arima et al. zeigte, dass das Postn Level im Serum von Psoriasis Pati-
enten signifikant hoher ist als im gesunden Menschen. Um die Rolle von Postn im
Psoriasis Mausmodell zu untersuchen, wurden WT und Postn-/- Mause uber einen
Zeitraum von sieben Tagen mit IMQ behandelt. Dabei zeigte sich, dass Postn-/- Mause
mildere makroskopische Veranderungen, wie Rétung und Schuppung, zeigten als die
WT Mause. Dieses Ergebnis lasst darauf schlieien, dass Postn bei IMQ-induzierter
Inflammation der Haut bendtigt wird. In dieser Studie zeigten sich keine geschlechter-

spezifischen Unterschiede (Arima et al., 2015).

Die IF-Farbung des Liganden Postn in der Haut zeigte in dieser Arbeit keine Unter-
schiede zwischen den behandelten Mausen und den Kontrolimausen. Der direkte Zu-
sammenhang zwischen Postn und Psoriasis konnte in dieser Arbeit nicht deutlich ge-
macht werden, was sehr wahrscheinlich auch auf die kurze Behandlungsdauer zurtick-
zufuhren ist. Dass es, wie in der Literatur beschrieben, zwischen den Geschlechtern
in der Dermis keine Unterschiede im Psoriasismodell gibt, zeigte sich auch in dieser
Arbeit. Die Lokalisation von Postn zeigte sich in dieser Arbeit nicht wie in der Literatur
beschrieben in der DEJ-Zone (Zhou et al., 2010). Hier befanden sich die Postn Abla-
gerungen nicht nur ausschliel3lich in der DEJ-Zone, sondern auch um die Haarfollikel
herum und in der Dermis verteilt, was laut Literatur eher zu dem Krankheitsbild der
atopischen Dermatitis passen wirde. Moglicherweise wurden sich durch eine langere
Behandlung mit IMQ deutlichere Unterschiede in den Ablagerungsorten zeigen. Bezo-
gen auf das Postn Level im Plasma, zeigte sich nur ein sehr geringer Unterschied
zwischen den Kontrollmausen und den IMQ behandelten Mausen in den WT und den
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Stab1-/- Mausen. Bei den Stab2-/- Mausen zeigte sich durch die Behandlung mit IMQ
kein Unterschied im Postn Level. Daher scheint die Stabilin-Defizienz in diesem Modell

keinen Einfluss auf den Krankheitsverlauf zu haben.

Die Arbeit von Yang et al. zeigte mit Western Blots und IHC-Farbungen, dass es in
systemischer Sklerodermie (SSc) Patienten zu einer Postn Uberexpression kommt.
Aufgrund dieser Ergebnisse kam die Frage auf, ob Postn eine essentielle oder neben-
sachliche Rolle in der Pathophysiologie von SSc spielt. Um dieser Frage nachzugehen
wurden sowohl WT als auch Postn-/- Mause fur vier Wochen mit Bleomycin behandelt.
Dabei zeigte sich, dass mit Bleomycin-behandelte Postn-/- Mause deutlich reduzier-
tere Sklerodermie Symptome zeigen als WT Mause. Dies aulRerte sich in einer ver-
minderten dermalen Dicke und deutlich weniger Kollagenablagerungen in der Dermis
der Bleomycin-behandelten Postn-/- Mause im Vergleich zu den Bleomycin-behandel-
ten WT Mausen. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass Postn in fibrotische Pro-
zesse der Haut involviert ist (Yang et al., 2012). Eine weitere Arbeitsgruppe konnte
ebenfalls zeigen, dass Patienten mit einer SSc eine verstarkte Postn Expression in der
Dermis aufweisen, sowie ein erhohtes Postn Level im Serum (Yamaguchi et al., 2013).

In dieser Arbeit zeigte die subkutane Injektion von Bleomycin in der IF-Farbung der
Haut keine Veranderung des Postn Signals, allerdings zeigte der ELISA aus dem
Plasma der Mause, dass es nach der Behandlung mit Bleomycin in WT und Stab1-/-
Mausen zu einem verringerten Postn Level kam, im Vergleich zu den Kontrollmausen.
Dieses Ergebnis ist kontrar zu den Ergebnissen der Literatur, die zeigt, dass es in
Sklerodermie Patienten zu einem signifikanten Anstieg der Postn Expression in der
Haut wie auch des Postn Levels im Serum kommt (Yamaguchi et al., 2013). Dass die
Ergebnisse dieser Arbeit, bezogen auf das Postn Level in der Haut, so kontrar zu den
Ergebnissen in der Literatur ist, |&sst sich wahrscheinlich nur durch die Lange der Be-
handlung erklaren. In den meisten Studien wurden die Mause taglich uber einen Zeit-
raum von drei bis vier Wochen mit Bleomycin behandelt um eine Sklerodermie zu in-
duzieren (Yang et al., 2012; Park et al., 2021; Yamamoto et al., 2005; Btyszczuk et al.,
2019). Eine langere Behandlungsdauer wirde mit Sicherheit zu einem starkeren Grad
an Fibrose flihren und in Folge dessen wahrscheinlich auch eine Auswirkung auf das

Postn Level in der Haut zeigen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Arbeit ging es darum, den Einfluss der beiden Scavenger Rezeptoren Stabi-
lin-1 und Stabilin-2 in fibrotischen und inflammatorischen Erkrankungen der Leber und
der Haut zu untersuchen. Ein weiterer Teilaspekt dieser Arbeit war es die Auswirkun-

gen auf deren Liganden TGFBi und Postn zu untersuchen.

In den Lebermodellen konnte gezeigt werden, dass Stabilin-defiziente Mause bereits
baseline mehr Fibrose zeigen, als die WT Mause. Des Weiteren zeigte sich, dass die
Fibrose durch die MCD Futterung weiterhin in den Stabilin-defizienten Mausen signifi-
kant hoher war als in den WT Mausen. Dies zeigte sich jedoch nichtim CDAA Modell.
Nach der Futterung mit CDAA befanden sich alle drei Genotypen auf einem ahnlich
hohen Fibroselevel. Ebenfalls konnte durch Korrelationsanalysen ein Zusammenhang
zwischen dem Fibroselevel und den TGFBi Ablagerungen, sowie den Postn Ablage-
rungen hergestellt werden.

In den Hautmodellen konnte gezeigt werden, dass der Verlust der Stabiline im inflamm-
atorischen IMQ Modell nur einen sehr leichten Einfluss auf die Physiologie der Mause
hatte und dieser Einfluss auch geschlechterspezifisch war. Auf die Bleomycin-indu-
zierte Fibrose hatte die Stabilin-Defizienz keinen Einfluss. In beiden Modellen zeigte

sich nur ein leichter Einfluss auf die beiden Liganden TGFBi und Postn.

Zusammenfassend konnte diese Arbeit zeigen, dass es in Stabilin-defizienten Mausen
Modell-abhangig nur zu einer sehr leicht veranderten beziehungsweise zu keiner ver-
anderten Anfalligkeit fur pro-fibrotische Stimuli in der Leber kommt. Des Weiteren
zeigte sich nur ein sehr leichter Einfluss der Stabilin-Defizienz in Hautentziindungen.
Ein Stabilin-Einzelknockout erhéht also in den untersuchten Mausmodellen die Anfal-
ligkeit fur fibrotische und inflammatorische Schadigungen in der Leber und der Haut
allenfalls gering bzw. in den meisten Modellen nicht signifikant. Dies ist fur den zum
Teil in Phase 2 Studien bereits befindlichen Einsatz der Antikdrper-mediierten Stabilin-
Inhibition von Bedeutung. Hierflir geben die vorliegenden praklinischen Ergebnisse
keine starken Hinweise auf ein ungunstiges Risikoprofil hinsichtlich der Pradisposition

fur fibrotische und entzundliche Erkrankungen der Haut und Leber.
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