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1 Einleitung

1.1 Nicht- alkoholische Fettlebererkrankung (NAFLD)

1.1.1 Epidemiologie

Die nicht- alkoholische Fettlebererkrankung (engl.: non-alcoholic fatty liver disease)
kurz NAFLD ist ein Krankheitsbild, welches zunehmend an Bedeutung gewinnt. Ein
Grund hierfur ist die steigende Pravalenz von Adipositas. Deren globales Vorkommen
hat sich von 1980 bis 2008 nahezu verdoppelt'. Fettleibigkeit gilt als einer der groRten
Risikofaktoren fir die Entwicklung einer NAFLD?. Da also bei vielen NAFLD Patienten
kausal eine Adipositas vorliegt 3, ist es nicht verwunderlich, dass auch die Pravalenz
von NAFLD parallel zur Adipositas in den letzten Jahren stark gestiegen ist. Zum
Beispiel stieg in den USA die Pravalenz von ca. 20.0% (1988-1994) auf 31.9% (2013-
2016) 4.

Die globale Pravalenz der NAFLD liegt naherungsweise bei 25%, wobei Regionen wie
Sudamerika und der mittlere Osten mit naherungsweise 30% die hochste, und Afrika
mit 13% die niedrigste Pravalenz aufweisen. 3 Aufgrund von unterschiedlichen
Faktoren in den Studien wie z.B. Diagnosetechniken, technologische Unterschiede

und Erfahrung des Untersuchers, variieren die Daten der Pravalenzen allerdings stark.

1.1.2 Aufbau der Leber

Wer die NAFLD erforschen will, bendtigt zu allererst ein gutes Grundverstandnis der
Anatomie und des mikroskopischen Aufbaus der Leber. Die Leber ist aus mehreren
verschiedenen Zellarten aufgebaut: Hepatozyten (HC), Sinusoidalen Endothelzellen
(LSEC= liver sinusoidal endothelial cells), hepatischen Sternzellen (HSC= hepatic
stellate cells) sowie den Kupfferzellen (KC), welche ortsstandige Makrophagen
darstellen. Die grolRe Mehrheit bilden die Hepatozyten, welche maligebend die
Struktur der Leber bestimmen sowie die Gallenkanalchen bilden. Sie grenzen an den



Disse-Raum, welcher aus
dem Spalt zwischen HC und
LSEC besteht. In diesem
befinden sich auch die HSC

sowie die Kupfferzellen. Die ===t y° S T
, = _ <5 P

LSEC sind fenestriert,
Abbildung 1 Mikroskopischer Aufbau der Leber GK, Gallekanélchen; tj,

wodurch der Stoffaustausch tight junctions; Ery, Erythrozyten; S, Sinusoid-Lumen; DR, Dlsse-Raum;
StZ, Leber-Sternzelle (ito-Zellen), KuZ, Kupfer-Zelle. Liillmann-Rauch:
zwischen Blut und Taschenlehrbuch Histologie Stuttgart: Georg Thieme Verlag, 2019.

Lebergewebe im Disse-Raum gewahrleistet wird. Die HSC, welche nach Aktivierung
auch als Myofibroblasten (MF) bezeichnet werden , kdnnen Retinol (Vitamin A)
einspeichern und nach Differenzierung zu Myofibroblasten Kollagenfibrillen und
andere extrazellulare Matrixproteine bilden. Durch diese zellulare Aktivierung sind sie
malfdgeblich an den pathophysiologischen Prozessen der Fibrose bzw. Leberzirrhose
beteiligt® (s.u.).

Weiter befinden sich auch Kupferzellen in der Leber. Sie sind ortstandige
Makrophagen, welche in den Lebersinusoiden an den LSEC lokalisiert sind. Sie stellen
eine heterogene Gruppe dar, welche je nach Untergruppe unterschiedliche Aufgabene
erfullen. Z.B. filtern sie pathogene Molekule aus dem Darm und spielen eine wichtige

Rolle in der Regulation der Entziindung in der Leber.®

1.1.2.1 Myofibroblasten und deren Rolle in der Fibroseentstehung

MF sind Zellen, welche sowohl wie Fibroblasten die Maoglichkeit der Bildung von
extrazellularer Matrix (EZM) haben, als auch die Fahigkeit zu kontrahieren wie glatte
Muskulatur’ . Aktivierte HSC exprimieren daher wie glatte Muskulatur alpha Smooth
Muscle Actin, was als moglicher Marker fur den Aktivierungszustand der Zellen genutzt
werden kann’. Aber woher kommen Myofibroblasten und welche Rolle spielen sie in
der Leber?

Ein moglicher Ursprung von Myofibroblasten in der Leber sind die HSC. Wahrend
ruhende, gesunde HSC physiologischerweise kaum EZM synthetisieren, hat Kent et
al. bereits in den 70er Jahren gezeigt, dass HSC nach Leberschadigung (durch CCL4)
vermehrt EZM bilden kénnen.® Die Ausloser dieser Differenzierung von HSC zu MF



konnen vielzahlig sein, z.B. biologische Einflisse wie bakterielle Toxine
(Lipopolysacharide, LPS)® oder aber auch mechanische Beeinflussung.'®

MF konnen nicht nur aus HSC entstehen. Welche Zellen genau zu MF der Leber
differenzieren konnnen ist noch Gegenstand aktueller Forschung. So scheinen portale
Mesenchymzellen ebenfalls zu sogenannten portal mesenchymal cell-derived
myofibroblasts (PMF) differenzieren zu kdnnen.!" Erst vor kurzem haben Ruan et al.
gezeigt, dass ebenfalls auch LSEC zumindest zum Teil eine Transition zu MF
unterlaufen koénnen.'? Neben MF sind grundsatzlich auch HC dazu befahigt, EZM zu
bilden."

Da MF durch Bildung von EZM maligeblich am Entstehen der Fibrose und folglich
auch der Zirrhose beteiligt sind, gilt es die Aktivierung der oben genannten Zellen zu
MF zu verhindern, um so den pathophyiosologischen Prozess direkt am Anfang zu

unterbinden.#

1.1.3 Terminologie und Pathophysiologie der NAFLD

Der Begriff NAFLD stellt einen Uberbegriff dar, welcher ein weites Spektrum an
progressiven Lebererkrankungen betitelt. Diese haben alle eine zugrundeliegende
Leberverfettung (Steafosis) gemeinsam. Das Spektrum von NAFLD reicht von
einfacher Fettleber, Uber NASH (non-alcoholic steatohepatitis) und Fibrose, bis hin zur
Leberzirrhose. Die Leberzirrhose stellt das gemeinsame Endstadium vieler
chronischer Lebererkrankungen dar.

NAFLD ist durch eine pathologische Akkumulation von Fetten, hauptsachlich
Triglyzeriden, in den Leberzellen definiert, wahrend zeitgleich kein Alkoholabusus oder
sekundare Ursachen vorliegen diirfen.'® Alkoholabusus ist dabei als Uberschreitung
der taglichen Grenzen von 20 g/d bei Mannern, bzw. 10 g/d bei Frauen definiert.
Das metabolische Syndrom ist stark mit NAFLD assoziiert. Adipositas und Typ 2
Diabetes erhéhen das Risiko fiir die Entwicklung einer NALFD'’, sowie deren
Progression zu hohergradigen Formen wie NASH oder Fibrose.”® Dabei ist das
metabolische Syndrom nicht mehr nur als Summe einzelner getrennter Komponenten
anzusehen, sondern vielmehr als ein komplexer, dysregulierter Stoffwechselzustand,
bei dem sich Adipositas, Dyslipidamie, Typ 2 Diabetes, Arteriosklerose und andere
Faktoren gegenseitig beeinflussen und aggravieren. Die gegenseitige Einflussnahme
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schlagt sich in der hohen Komorbiditat nieder. 50% der NAFLD Patienten leiden unter
Adipositas®, wahrend der Typ 2 Diabetes mit 50-85% sogar eine noch hohere

Komorbiditat aufweist .1°

1.1.4 Nicht-alkoholische Fettleber (NAFL)

Die Nicht-alkoholische Fettleber, NAFL, stellt eine prinzipiell benigne Form der NAFLD
dar und wird in vier Grade eingeteilt. Null stellt den physiologischen Zustand dar,
welcher einem Fettgehalt von < 5% entspricht. Der erste Grad gibt einen Fettgehalt
unter 33% an, wahrend 2 und 3 einen Fettgehalt von unter bzw. (iber 66% angeben 2*:
21 (siehe Tabelle 1). Der NAFLD Activity Score (NAS) ergibt sich aus Steatose,
ballonierten Hepatozyten und lobularer Inflammation und macht eine Aussage Uber
die Aktivitat der Entziindung. 2’

Die NAFL ist eine gutartige und potenziell vollstandig reversible Kondition. Sie fallt in
der Sonographie durch eine, im Vergleich zum Nierenparenchym, erhohte Echogenitat
auf. Trotz der Gutartigkeit besteht mit 5-20%2? das Risiko einer Progression zur NASH,
wobei auch hier die Daten der Studien erheblich variieren. Dabei wird die
Progressionsrate durch verschiedene Faktoren, wie z.B. Typ 2 Diabetes oder

Adipositas, erhoht.?3

1.1.5 Nicht-alkoholische Steatohepatitis (NASH)

Bei der NASH (nOn-a|COhO|iC NAS Steatose (Prozent  ballonierte Inflammation, lobular

Fetteinlagerung in  Hepatozyten

steatohepatitis) liegt zusatzlich zur Hepatozyten)

Verfettung eine Entziindung vor. Als 2  <*0© keine ()~ keine (0)
3 5-33%(1) wenig (1) 1-2Focipro 20-x-Feld (1)
8 >66%(3) zahlreich (2) >4 Foci pro 20-x-Feld (3)

Diagnosestellung gi|t die Biopsie, Tabelle 3 Einteilung der Schweregrade der nicht-
alkoholischen Fettleber.

welche deshalb auch als NAS: NAFLD-Aktivititsgrad (Grading). Roeb E, Steffen HM,
Bantel H, et al. [S2k Guideline non-alcoholic fatty liver

Goldstandard angesehen wird.?* Die disease]. Z Gastroenterol. 2015;53(7):668-723.
Biopsie ist aufwendig, fur den Patienten unangenehm, geht mit dem Risiko einer

Blutung einher und wird demzufolge nur bei ausreichender Indikation durchgefuhrt.
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Das histologische Bild der NASH ist gepragt durch eine Steatosis mit dem
morphologischen Korrelat von Fettvesikeln in den Hepatozyten. Infiltrate aus
neutrophilen und mononuklearen Zellen sowie die VergroRerung der Hepatozyten
(sogenanntes ,ballooning*) spiegeln dabei die Entziindung wider.?®

Sowohl bei einfacher NAFL als auch bei NASH kann es zum fibrotischen Umbau
kommen. Naherungsweise ein Drittel der NAFLD Patienten entwickeln eine Fibrose,
wobei das Risiko bei NASH hoher liegt als bei NAFL.26

In der Literatur wird die Progression einer NAFL zur NASH mit sehr unterschiedlichen
Haufigkeiten angegeben.?> Wahrscheinlich sind neben den schwierigen
Diagnoseumstanden auch die Heterogenitat des Krankheitsbildes sowie die

verschiedenen Komorbiditaten fur die variierenden Daten verantwortlich.

Zur Progression zur Leberzirrhose oder dem hepatozellularen Karzinom (HCC) kommt
es allerdings nur zu einem geringen Prozentsatz. In der Literatur werden
unterschiedliche Haufigkeiten angegeben. So gehen manche Studien von einer
Progressionsrate von ca. 2,4% innerhalb von 7 Jahren aus, andere von 12,8% uber 3
Jahre?’. Bemerkenswerterweise ist die Entwicklung eines HCC auf dem Boden einer
NASH auch ohne Zirrhose mdglich.?®

1.1.6 Fibrose, Leberzirrhose und HCC

Bei der Fibrose kommt es zum bindegewebigen Umbau des Leberparenchyms,
welches dadurch seiner ursprunglichen Funktion nicht mehr nachkommen kann. Sie
wird in finf Schweregrade (F0-F4)?° eingeteilt und kann elastographisch bestimmt
werden. Der Schweregrad F4 wird dabei als Leberzirrhose bezeichnet.?®

Durch chronische Entzindungsprozesse begunstigen NASH, Fibrose und
Leberzirrhose das Entstehen maligner Zellentartung und damit das Entstehen eines
hepatozellularen Karzinom (HCC).?” Wie bereits oben erwahnt, kann ein HCC aber
auch aus einer NAFLD ohne Entzindungskomponente entstehen.

Ist die NALFD bereits bis zur Leberzirrhose fortgeschritten, ist die einzig kurative
Therapie die Lebertransplantation.?® Aufgrund steigender Pravalenz von
Leberzirrhose sowie einer begrenzten Anzahl von Spenderorganen konnen allerdings
nicht alle Patienten mit geeigneten Transplantaten versorgt werden. Daher ist es
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wichtig, die zugrundeliegenden Leberkrankheiten wie z.B. NALFD bereits vor der

Entstehung einer Fibrose und Leberzirrhose zu erkennen und zu behandein.

1.1.7 Diagnostik

Als nicht-invasive Diagnostik stehen Ultraschall, Elastografie, Computertomografie,
Magnetresonanztomografie sowie Szintigraphie zur Verfiigung.?' Zur Feststellung der
Fettleber wird haufig die Sonographie und fur die Fibrose haufig die Elastografie
verwendet, da diese Untersuchungen kostengunstig und einfach durchzufuhren sind.
Allerdings schwanken Sensitivitat und Spezifitat abhangig von der Erfahrung des
Untersuchers, sowie von anderen Faktoren wie z.B. der zu durchdringenden
Schichtdicke bei adipésen Patienten.3? Um die Schwere der Leberschadigung von z.B.
einer NASH akkurat einzuschatzen, ist daher nur die Leberbiopsie geeignet und gilt
demzufolge als Goldstandard.3?

Zur Diagnostik geeignete Laborparameter konnten bis jetzt nicht erhoben werden.
Zwar kdnnen erhohte Werte der Alanintransaminase (ALT) und Aspartat-transaminase
(AST) Hinweise auf Vorliegen einer NAFLD geben, doch zeigten bei einer
Bevolkerungsstudie von Browning et al.3* fast 80% der Patienten mit einer NAFLD
normwertige ALT- Level. Wahrend es bei der NASH bereits Ansatze wie z.B. den FIB4-
Score gibt, um Fibrose zu diagnostizieren3®, fehlt es bei der NAFL noch an geeigneten
Biomarkern. Um mogliche Biomarker zu definieren, sind weitere Untersuchungen der

Pathophysiologie der NAFLD notwendig.

1.1.8 Pravention und Behandlung

Da Adipositas einen grof3en Faktor bei der Entstehung und Unterhaltung der NALFD
darstellt?, scheint es naheliegend, dem Krankheitsbild mit einer Diat zu begegnen. In
der Tat bewirkt ein adaquater Gewichtsverlust eine suffiziente Reduktion von NAFLD
assoziierten Parametern.3® Doch leider konnen viele Patienten nicht zum notwendigen
Gewichtsverlust motiviert werden, bzw. den erreichten Gewichtsverlust nicht

aufrechterhalten.
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Daher ist die Entwicklung von geeigneten Medikamenten wichtig, um der Progression
der NAFL zu NASH und Fibrose bzw. zur Leberzirrhose entgegenzuwirken.
Bestimmte medikamentdse Ansatzpunkte befinden sich bereits in Phase 2 Studien.
Allerdings ist die Marktreife noch fern und deren Wirksamkeit auch noch nicht
bewiesen.3" 3

Deswegen ist es notwendig weiterhin Grundlagenforschung zu betreiben, um die
zugrundliegenden Pathomechanismen besser zu verstehen. Neue Mediatoren
mussen gefunden und deren Funktion und Signalwege besser verstanden werden.
Nur so konnen neue Ansatze und Medikamente entwickelt werden, welche
schadigende Einflusse gezielt hemmen bzw. protektive Einflisse verstarken kdnnen.

1.2. Bone morphogenetic protein- 9

1.2.1 Aufbau und Bildung

Einer dieser potenziellen neuen Zielstrukturen konnte Bone morphogenetic protein
(BMP)-9 sein. BMP- 9 ist ebenfalls unter dem Namen Growth and differentiation factor
(GDF)- 2 bekannt und gehort zur TGF-R Superfamilie.3®

Die TGF-R Superfamilie hat verschiedenste

Funktionen, v.a. im  Bereich der ":S F1

Zelldifferenzierung  und  -proliferation.*° N \.j £3

O e 7P S
Neben BMP-9 sind Uber 20 andere BMP’s c - > Sy F2
bekannt. Nach Brown et al.*® zeigt BMP-9 a3 \\J

eine schmetterlingsartige Konformation mit Abb. 2 Struktur von BMP-9 nach Brown et al.
(2005). Die pré-helix loop, welche wahrscheinliche

einer a -Helix sowie zwei 3 -Strangfo"en spezifische Determinanten codiert, ist rétlich geférbt.
F1, Finger Region 1; F2, Finger Region 2; a3, a-helix

(Finger F1 und F2), welche sich vom Kern 3; C, C Terminus; N, N Terminus.

des Molekuls aus erstrecken (vgl. Abb. 2).

BMP-9 wird als Pre-Pro-Komplex vom Lebergewebe konstitutiv sezerniert und bildet

Homodimere aus*'. AnschlieRend wird es von Serin-Endoproteasen zu einer kurzen

dimerischen Form (25 kDa) sowie einer Prodoméane prozessiert, welche mit der kurzen

Form assoziiert vorliegen kann.*’
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BMP-9 wird konstitutiv gebildet und liegt im Blut zirkulierend immer als aktive Form
vor. Wahrend die Leber allgemein als Hauptsyntheseort angenommen wird, und eine
Arbeitsgruppe die Hepatozyten als Hauptproduzenten angeben*!, konnte Breitkopf-
Heinlein et al.3® 2017 zeigen, dass BMP-9 vermutlich hauptsachlich von HSC gebildet

wird und eher nicht von Hepatozyten.3942. 43

1.2.2 Wirkungsbereiche von BMP-9

Die BMP-Familie wirkt in verschiedensten funktionellen Bereichen, wie z.B.
Zellwachstum und Differenzierung, Apoptose sowie in zahlreichen weiteren
Bereichen.** BMP-9 wurde erstmals im Jahre 2000 in der Maus als autokrines und
parakrines Zytokin entdeckt.*> Der bis dato ermittelte Einflussbereich von BMP-9 ist
ebenfalls sehr divers. Es ist an der Regulation der Knorpel-*6 und Knochenbildung*’
beteiligt, sowie des Eisenstoffwechsels*®, der Bildung der Neuronen des basalen
Vorderhirns*®, der Angiogenese3®® 43 4 und der Lymphklappenbildung.®® Aktuell wird
die Rolle von BMP-9 bezuglich der Entstehung von Zellentartung und
Metastasenbildung intensiv untersucht. So konnte ein inhibitorischer Effekt von BMP-
9 auf das Wachstum und Metastasieren von Brustkrebs gezeigt werden.>'-53 Auf
Blasenkrebs soll BMP-9 wiederum einen proliferativen Effekt haben.’* Seine
moglichen Funktionen beim HCC werden noch untersucht und aktuell kontrovers
diskutiert.

1.2.3 Signalweg

BMP-9 bindet an verschiedene Rezeptoren, welche als Serin/Threoninkinasen
fungieren. Diese konnen grob in zwei Gruppen eingeteilt werden: Typ 1 und Typ 2.
Typ 1 beinhaltet die Activin-like-kinase (ALK)-Rezeptoren mit ALK1 und ALK2. Die
Gruppe der Typ 2 Rezeptoren besteht aus Actvin-receptor-type-2A (ActllA), Activin-
receptor-type-2B  (Actll2B) und Bone-Morphogenetic-Protein Receptor Typ 2
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(BMPRII). Die Rezeptorantwort und
der Signalweg wurde von Bi et al.>®
(s. Abb. 3) zusammengefasst. Nach
der Bindung von BMP-9 an Typ1-
Rezeptoren kommt es zu einer
Liganden-induzierten
Heterodimerisierung von Typ1- und
Typ2-
gegenseitiger
Dabei
unterschiedliche

Rezeptoren sowie
Phosphorylierung.
BMP-9
Affinitaten
bezlglich der Rezeptoren.3%: 44. 55
Die hochste Affinitat besitzt BMP-9
far ALK1%6, welcher bevorzugt mit
ActlIB dimerisiert. Zusatzlich bindet
BMP-9, wenn auch mit niedrigerer

Affinitat, ALKZ,

besitzt

ebenfalls an

BMP9
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Abb. 4 Signalweg von BMP-9. BMP-9 bindet den
Rezeptorkomplex aus Typ | und Typ Il Rezeptoren sowie deren
Co-Rezeptor Endoglin. Danach kommt es zur Phosphorylierung
eines Komplexes aus Smad 1,5 und 8 mit konsekutiver
Assoziation von Smad 4. AnschlieBend erfolgt die Translokation
in den Nukleus und die Beeinflussung von Zielgenen wie ID1,
Hepcidin und Snail. Bi J, Ge S. Potential roles of BMP9 in liver
fibrosis. Int J Mol Sci. 2014;15(11):20656-20667.

welcher wiederum entweder mit ActllA oder BMPRII dimersiert.#4 57

Der Signalweg beider Typen, kann durch den Co-Rezeptor Endoglin moduliert
Nach der
Signalproteine Smad 1, 5, oder 8 mit anschlieRender Assoziation mit Smad 4.%°

werden®. Heterodimerisierung erfolgt die Phosphorylierung der

Danach erfolgt die gemeinsame Translokation des Komplexes in den Nukleus. Unter

den bekannten Zielgenen finden sich z.B. I1d1, Hepcidin oder Snail.44 59-61

1.2.4 Rolle von BMP-9 im Glucose- und Fettmetabolismus

Ein
funktionierende Stoffwechsel-Homoostase. Verschiedene Komponenten bilden ein

intakter Metabolismus von Glucose ist eine der Grundlagen fur eine

komplexes Regulationssystem. Die Hormone Insulin und Glukagon nehmen dabei

zentrale Rollen ein. Andere wichtige Hormone sind GLP-1, Somastatin und Gastrin.

Kommt es zu einer Storung der Homoostase im Sinne einer Insulinresistenz der
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peripheren Gewebe mit kompensatorisch
gesteigerter Insulinsekretion des Pankreas, spricht
man vereinfacht gesagt von Diabetes Typ 2 (T2D).%?
Wie oben beschrieben, begunstigt T2D das Auftreten
einer NAFLD." Fir das tiefere Verstandnis der
Pathophysiologie der Fettleber, sollte daher auch die
Pathophysiologie des T2D mit Fokus auf dessen
Assoziation zur Leber untersucht werden.

2017 fand die Arbeitsgruppe von Xu et al.®® einen
Zusammenhang zwischen dem Metabolischen
Syndrom (MetS) und dem Serumlevel von BMP-9.
Sie untersuchten 362 neu diagnostizierte Patienten
ihre BMP-9

Serumlevel und verglichen diese mit denen von

mit metabolischem Syndrom auf

gesunden Probanden. Dabei zeigte sich, dass die
Serumlevel von BMP-9 bei den Patienten mit MetS
signifikant erniedrigt waren. Weiterhin korrelierten die
BMP-9 Serumlevel negativ mit Parametern des

metabolischen Syndroms, wie z.B. der Waist-Hip-

Ratio, der Nuchternblutglucose, dem  2h-
Glucoseserumwert nach einem OGTT (oraler
Glucose Toleranz Test)), dem HbA1c, den

Triglyzeriden sowie dem HOMA-IR. Letztgenannter
wird durch die Serumspiegel von Insulin und Glucose
berechnet und macht eine Aussage Uber die B-
Zellaktivitat des Pankreas und die Insulinresistenz der

peripheren Gewebe. %3
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Abb. 6 BMP-9 in T2D Patienten sowie
Einfluss von BMP-9 Uberexpression
und HFD in Méausen, Yang et al. 2019.
A) BMP-9 mRNA Expression der Leber
von T2D Patienten verglichen mit der
Kontrollgruppe. B) Gewichtszunahme
sowie C) Nahrungsaufnahme von
Méusen nach Infektion mit Ad-BMP9
sowie Ernédhrung mit HFD. T2D, Type 2
Diabetes Patienten; Ad-GFP, Adenovirus
expressing green fluorescence protein;
Ad-BMP9, Adenovirus expressing BMP-
9; ND, normal diet; HFD, high fat diet.
Daten sind als Mittelwerte mit +/-
Standardabweichung aufgezeigt; NS,
nicht signifikant; *p < 0.05; **p < 0.01.

Erniedrigte BMP-9 Serumlevel waren demnach mit schlechteren Kennparametern des

Diabetes assoziiert. Diese Ergebnisse lassen einen positiven Einfluss von BMP-9 auf

den Metabolismus von Glucose sowie eine protektive Rolle gegenuber dem

metabolischen Syndrom vermuten. Passend zu den Ergebnissen von Xu et al., konnte

die Arbeitsgruppe von Yang et al.?* bei Patienten mit T2D ebenfalls erniedrigte

Serumlevel von BMP-9 feststellen (s. Abb. 4A). Zur weiteren Untersuchung infizierte
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die Arbeitsgruppe Mause mit einem Adenovirus (Ad-BMP-9), welcher eine
Uberexpression von BMP-9 verursachte. Zuséatzlich wurde eine Gruppe der Mause mit
normaler Diat, die andere mit einer High fat diet (HFD) ernahrt. Durch den
Versuchsaufbau mit einer Gruppe mit HFD sollte zusatzlich ein moglicher Einfluss von
fettreicher Stoffwechsellage auf den Organismus sowie deren Wechselwirkung auf die
Effekte der BMP-9 Uberexpression untersucht werden.

Dabei zeigte sich, dass die Uberexpression von BMP-9 ein reduziertes Gewicht (s.
Abb. 4B) sowie eine verringerte Nahrungsaufnahme (s. Abb. 4C) zu Folge hatte.
Weiterhin zeigten sich erniedrigte Werte der Blutglucose, des Cholesterols, der
Triglyzeride und der freien Fettsauren.

Bemerkenswert ist allerdings, dass alle diese Effekte nur bei HFD-Mausen auftraten
und nicht bei Mausen mit normaler Diat. Es scheint, dass die Uberexpression vom
BMP-9 erst bei gestorter fettreicher Stoffwechsellage einen positiven Effekt erlangt.

Ein Umstand, welchen ich in meinem eigenem Versuchsaufbau berucksichtigt habe.

Auf transkriptioneller Ebene beschreiben Yang et al.® eine Hemmung von SREBP-1c
in den Hepatozyten der Mause, welche mit dem Ad-BMP-9 behandelt worden waren.
SREBP-1c stellt einen zentralen Schliusselpunkt fur die Expression von verschiedenen
Enzymen dar.%®* Die Hemmung von SREBP-1c hemmt dabei sowohl Enzyme der
Glykolyse sowie auch der Lipogenese.®® ¢ So korreliert BMP-9 nicht nur mit einer
gestorten Stoffwechselhomdostase, sondern eine vermehrte Expression konnte auch
zur Verbesserung des Stoffwechsels fuhren.

Eine weitere Arbeitsgruppe, Kuo et al. 201457, untersuchte, wie sich von extern
appliziertes BMP-9 auf die Stoffwechselphysiologie auswirkt. Dafur injizierten sie HFD-
Mausen Mb109, ein rekombinant hergestelltes Fragment von BMP-9. Nach Applikation
zeigten die Mause ein reduziertes Korpergewicht bei gleichbleibendem Ernahrungs-
sowie Bewegungsverhalten. Weiter bemerkten Kuo et al. einen erhdohten Anteil von
braunem Fettgewebe. Braunes Fettgewebe kennzeichnet sich unter anderem durch
das Membranprotein Thermogenin aus, welches in der Lage ist, Fettsauren unter
Warmebildung zu oxidieren und so von der ATP-Synthese zu entkoppeln.®8

Daher vermuten Kuo et al., dass BMP-9 eine Umwandlung von WAT (white adipocyte
tissue) zu BAT (brown adipocyte tissue) verursacht, und so einen erhohten Verbrauch

von Fettsduren mit einer negativen Energiebilanz bewirkt.5”
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Zusammenfassend scheinen die bisherigen Ergebnisse der verschiedenen
Arbeitsgruppen auf eine Begunstigung einer katabolen Stoffwechsellage durch BMP-
9 hinzudeuten. Wahrend die Uberexpression von BMP-9 das Kdrpergewicht senkt und
Uber SREBP-1c die Glykolyse sowie die Lipogenese hemmt®*, scheint es durch einen
erhohten Anteil von braunem Fettgewebe zusatzlich einen protektiven Effekt auf den
Energiehaushalt zu haben.®”

Diese Erkenntnisse konnten BMP-9 als moglichen pharmakologischen Ansatzpunkt in
den Krankheitsbildern MetS und NAFLD pradestinieren. Dafur ist es allerdings
notwendig, den Signalweg von BMP-9 besser zu verstehen sowie weitere mogliche
Zielgene und Mediatoren zu detektieren. Wie genau bewirkt BMP-9 die Umwandlung
von braunem in weil3es Fettgewebe? Und auf welche Weise nimmt es protektiven
Einfluss auf die verschiedenen Parameter des MetS? Sind mdglicherweise noch
andere Mediatoren zwischengeschaltet und wenn ja welche?

Bezuglich der Mediatoren mehren sich in der aktuellen Literatur Hinweise, dass FGF21
und FGF19, beide Mitglieder der FGF- Superfamilie, in die Signalubertragung von
BMP-9 involviert sein konnten (s.u.).

1.2.5 Rolle von BMP-9 in Leberschadigung mit Inflammation

Wahrend BMP-9 bei gestorter Stoffwechselhomodostase wie Diabetes oder NAFLD wie
oben erwahnt wahrscheinlich eine protektive Rolle einnimmt, untersuchten Breitkopf-
Heinlein et al.>® die Auswirkung von BMP-9 in Mausen nach Leberschadigung und
anhand eines Fibrose-Modells. Injektionen von BMP-9 nach partieller Hepatektomie
hatten einen signifikant erhohten Leberschaden sowie eine verschlechterte
Heilungsrate der Hepatektomie zur Folge. Weiterhin induzierten sie bei BMP-9-
Knockout Mausen einen chronischen Leberschaden durch wiederholte CCL4
Injektionen. Die BMP-9-KO Mause zeigten dabei signifikant weniger Fibrose als der
Wildtyp. Die Ergebnisse lassen auf eine proinflammatorische Wirkung von BMP-9 in
der Leber schliel3en, sofern bereits eine Schadigung mit Inflammation vorliegt. Qi et
al.?% zeigte ebenfalls eine erhohte Inflammation durch BMP-9 bei Mausen, welche eine
MCD (methionine choline-deficient diet) erhalten hatten. Die MCD induzierte
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Leberschadigung ist ein anerkanntes Modell fiir NASH.”® Weiter zeigte Jiang et al.”",
dass bei den MCD-Mausen die Verstarkung der Leberschadigung durch BMP-9
wahrscheinlich Uber eine NF-kappaB-abhangige Makrophagen Polarisation zustande
kommt. Insgesamt stehen diese Ergebnisse einer proinflammatorischen Rolle von
BMP-9 in der Leber zumindest in einem gewissen Widerspruch zu der Theorie einer
protektiven Rolle im Glucose- und Fettmetabolismus anderer Arbeitsgruppen.
Moglicherweise wirkt BMP-9 in der Homoostase der Leber anders als im Rahmen einer

chronischen Schadigung mit Dysregulation der normalen Physiologie.

1.3 FGF- Superfamilie

1.3.1 Uberblick

Die Fibroblast Growth Factor (FGF)-Familie besteht aus 7 Unterfamilien von insgesamt
23 strukturell verwandten Peptiden’?. Sie Gbernehmen als Signalmolekiile zahlreiche
zentrale Rollen z.B. in der Zelldifferenzierung, im Metabolismus und in der
Entwicklung.”

Abgesehen von der FGF19 Unterfamilie, binden alle an Heparansulfate’, und agieren
damit nur in autokriner oder parakriner Funktion. Die FGF19-Unterfamilie, welche mit
ihren drei Mitgliedern, FGF19, FGF21 und FGF23 nicht an Heparansulfate bindet, wirkt
so in endokriner Funktionsweise’. Die FGF19- Unterfamilie ist in Aufgaben wie der
Modulation der Gallenséaurenbildung’® und des Glucose- und Fettstoffwechsels
involviert.””

Es gibt vier verschiedene FGF-Rezeptoren. Alle sind Tyrosinkinasen und werden in
unterschiedlichen Gewebearten exprimiert.”? Die FGF19- Unterfamilie braucht
zusatzlich die Co-Rezeptoren a-Klotho oder B-Klotho, um an die Rezeptoren binden

zu kénnen.”®
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1.3.2 Fibroblast Growth Factor 21

Wie zuvor erwahnt, gehort FGF21 zur FGF19 Subfamilie und kann damit endokrin
wirken. Verschiedenen Arbeitsgruppen zufolge wird es vor allem in der Leber
gebildet’®-#! und signalisiert vorwiegend liber die FGF-Rezeptoren 1- 3.7°

Verschiedenste positive Auswirkungen von FGF21 auf den Stoffwechsel wurden seit
der Entdeckung im Jahr 2000 gefunden.?’ Dazu gehéren z.B. eine Reduktion von
Glucose, Insulin und Triglyzeriden im Blut sowie eine erhdhte Insulinsensitivitat,
weiterhin eine verbesserte Fettsdureoxidation in der Leber sowie eine verringerte

Steatose.”7: 82-84

Auch im Gehirn wirkt FGF21 und nimmt dort Einfluss auf den zirkadianen Rhythmus.85
Eine Ubersicht moglicher Effekte von FGF21 findet sich im Schaubild (s. Abb. 5) von
Babaknejad et al.3®

Die Arbeitsgruppe von Yu et al.®¢ konnte eine eigene circadiane Rhythmik der
Serumlevel von FGF21 im Menschen zeigen, welche der Arbeitsgruppe zufolge in den
fruhen Morgenstunden ihren HoOhepunkt hat. Weiter folge das Tagesprofil der
Serumlevel von FGF21 denen der freien Fettsauren und des Cortisols und erwies sich
zu den Spiegeln des Insulins als gegensatzlich.®

In dem Bestreben, einen Teil ihrer in vivo Ergebnisse in vitro zu reproduzieren,
stimulierten sie eine humane Hepatom-Zelllinie (HepG2) mit verschiedenen
Fettsauren. Dort zeigte sich eine Induktion von FGF21 durch Linolsaure, eine zweifach
ungesattigte Fettsaure mit 18 Kohlenstoff-Atomen.
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Abb. 5 Physiologische Effekte von FGF21 nach Babaknejad et al. 2018. FGF21 agiert sowohl in parakriner als
auch in endokriner Weise auf verschiedenste Gewebearten. So erh6ht FGF21 z.B. in der Leber die Oxidation von
Fettsduren, wéhrend es in der Muskulatur die Insulinsensitivitét steigert und im Fettgewebe eine Umwandlung von
weillem in braunes Fettgewebe bewirkt. Zahlreiche weitere Effekte sind dem Schaubild von Babaknejad et al. 2018 zu
entnehmen. UCP1, uncoupling protein 1; IGF1, insulin-like growth factor 1.

FGF21 wirkt in verschiedenen Gewebearten, eines davon ist weilRes Fettegewebe
(WAT= white adipose tissue).8” Hier kann FGF21 ein ,Browning“ des WAT induzieren,
also eine Umwandlung von weilem in braunes Fettgewebe (BAT=brown adipose
tissue)®. Dabei wird unter anderem das Enzym Uncoupling protein 1 (UCP1)
/Thermogenin induziert, welches die Atmungskette von der ATP-Synthese entkoppelt.
Die Energie wird so nicht in ATP

suppression
gespeichert, sondern in Form von => of NAFLD

cholesterol l,

Warme freigesetzt. Das Browning

. liver
expression

von WAT zu BAT hat damit einen 2MP® = ofrcr21

t
positiven Effekt auf die = oF obosity

Stoffwechselhomdostase.%8 89 %0 BAT and
WATs
Wie bereits oben erwahnt, hatten
Abb. 6 Erkenntnisse von Kim et al. (2016) schematisch
Kuo et al®” gezeigt, dass die zusammengefasst. BMP-9 bewirkt eine erhGhte Expression von
. . ) FGF21 und wirkt damit protektiv in der Leber. Gleichzeitig kommt es
Applikation von Mb109, einem dber eine Erhéhung von UCP1 in WAT zum positiven Einfluss aut
. Ubergewicht. ALT, Alanintransaminase; UCP1, uncoupling protein 1,
synthetischen BMP-9, ebenfalls zu BAT, brown adipose tissue; WAT, white adipose tissue.
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einem Browning von WAT fuhrt und dass dies sich positiv auf die Folgen von
Ubergewicht auswirkt. Da FGF21 bekanntermal3en ebenfalls ein Browning bewirkt,
untersuchte die Arbeitsgruppe von Kim et al.®!, ob das Browning durch BMP-9 durch
FGF21 mediiert wird. Dafur applizierten sie HFD-Mausen Mb109. In der Tat wurde
FGF21 durch die Injektion von Mb109 induziert und ein Browning des WAT zu BAT
fand statt (s. Abb.6).

1.3.3 Fibroblast Growth Factor 19

Wie oben erwahnt, gehdren noch zwei weitere FGF’s in dieselbe Unterfamilie von
FGF21: FGF19 und FGF23. Genau wie FGF21 binden sie ebenfalls keine
Heparansulfate und kdénnen so gleichermal3en auf endokrine Weise wirken. FGF19
weist daruber hinaus, mit einer zu 35% Ubereinstimmenden Aminosaurensequenz,
eine groRe strukturelle Ahnlichkeit zu FGF21 auf.8

FGF19, in der Maus FGF15 genannt, wurde erstmals 1999 von Nishimura et al.%?
entdeckt. Es wird vom Darm und anderen Geweben gebildet und bindet vorwiegend
an die Rezeptoren FGFR1 und FGFR4.38 Mittlerweile sind viele verschiedene Funktion
von FGF19 beschrieben. Die bekannteste davon ist die Regulation der
Gallensaurensynthese mit einem organubergreifenden Signalkreis von Leber und
Darm. Gallensauren werden von der Leber zur besseren Verdauung von Fetten in den
Darm sezerniert. Diese werden im Darm, genauer im terminalen lleum, aufgenommen
und binden an den sogenannten Farnesoid X Rezeptor (FXR). Der Rezeptor bewirkt
eine Induktion der FGF19 - Expression im terminalen lleum, vermutlich einem der
Hauptsyntheseorte von FGF19.38 93, 94

Uber den Blutkreislauf wirkt das sezernierte FGF19 auf endokrine Weise in der Leber,
indem es an FGFR4 und dessen Ko-Rezeptor R-Klotho bindet. Es kommt zur
Signalkaskade, durch die letztlich das Enzym CYP7A1 gehemmt wird, welches den
entscheidenden Schritt der Gallensauresynthese katalysiert. So entsteht eine
Feedback-Kopplung, bei der Gallensauren durch Induktion von FGF19 im Darm ihre

eigene Synthese hemmen.38 9597
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Wirkungsprofn von FGF21. Abb. 7 Unterschiedliche Effekte von FGF15/19 in verschiedenen
Organen nach Babaknejad et al. 2018. FGF15/19 nimmt (iber

FGF19 erhoht die verschiedene Organe Einfluss auf die Gallenséuresynthese sowie die
Stoffwechselhombostase.

Fettsaurenoxidation und die

Glykogensynthese in der Leber und hemmt die Gluconeogenese. Im Fettgewebe
verursacht es eine erhohte Aufnahme von Glucose. Weiterhin bewirkt es durch
Beeinflussung neuronaler Prozesse eine erhOhte Insulinsensitivitat und eine
verminderte Nahrungsaufnahme.38: 93, 98-100

Die meisten erforschten Effekte von FGF19 wirken sich demnach ahnlich wie FGF21
positiv auf den metabolischen Stoffwechsel aus. Eine weitere Gemeinsamkeit der
beiden Zytokine ist der gemeinsame Co-Rezeptor B-Klotho.®” Er stellt moglicherweise
eine Schnittstelle beider Signalwege dar.

1.3.4 B-Klotho als Ko-Rezeptor

SKlotho ist ein obligater Ko-Rezeptor von FGF19 und FGF21.7° Er wird hauptsachlich
in Leber, Pankreas und weilRem Fettgewebe exprimiert.'®! Da er fiir beide Signalwege
gebraucht wird, stellt er eine Schnittstelle der Signalwege von FGF21 und FGF19 dar.
Uber eine Beziehung von BMP-9 und R-Klotho ist bis dato nichts bekannt.
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1.4 Leber-Darm-Crosstalk

Breitkopf-Heinlein et al.3® konnten 2017 zeigen, dass BMP-9 hauptsachlich von HSC
in der Leber gebildet wird.2® Weiterhin untersuchten Cai et al.’%> ob der Darm ein
Zielgewebe von BMP-9 sein konnte. Dafur verglichen sie die Expression des BMP-9
Rezeptors ALK1 in verschiedenen Geweben. Sie konnten zeigen, dass sowohl in der
Maus als auch im Menschen ALK1 im Darm um ein Vielfaches starker exprimiert wird
als in der Leber. Ebenfalls war auch 1d1, ein Zielgen von BMP-9, im Darm hoher
exprimiert. Dies legt den Schluss nahe, dass BMP-9 zwar in der Leber gebildet wird,

aber (auch) im Darm signalisiert, und dort auf die Genexpression Einfluss nimmt.

1.5 Organoide

Viele unserer Versuche mit den verschiedenen Leberzellarten (HC, HSC, LSEC)
fuhrten wir grundsatzlich im Monolayer (einer Kultur, die von einem einzelnen Zelltyp
in einschichtigem (2D) Wachstum ausgeht) durch. Da Zellen in vivo allerdings nicht
wie in der Kultur planar auf einer Matrix ausplattiert sind, fehlt dem Monolayer der
physiologische, dreidimensionale Aufbau. Die fehlenden Zell-Zell-Kontakte und die
unterschiedliche mechanische Belastung konnen Einfluss auf die Genexpression
nehmen und so mogliche Ergebnisse verfalschen. Weiterhin scheinen zumindest
Hepatozyten im Monolayer schnell zu dedifferenzieren’®, ein Umstand, der die
Genexpression ebenfalls beeintrachtigen kann.

Um die physiologischen Bedingungen besser abzubilden und so bessere
translationale Ergebnisse zu generieren, nutzten wir deswegen ebenfalls
Organoidstrukturen aus Leber- bzw. Darmzellen. Organoide bilden durch den
dreidimensionalen Aufbau die physiologischen Bedingungen deutlich besser ab.
Durch die Zusammensetzung aus den unterschiedlichen Zelltypen, konnen sich die
Zellen in Organoidkulturen mittels Zell-Zell-Kontakten sowie ihren zellspezifischen
Zytokinen gegenseitig beeinflussen, ahnlich wie es auch in vivo der Fall ist.
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1.6 Versuchsaufbau, Hypothese und Ziel der Arbeit

Ziel der Arbeit war es, mehr Uber die Aufgaben von BMP-9 im physiologischen Zustand
sowie in fettreicher Stoffwechsellage herauszufinden. Wahrend BMP-9 einerseits die
Bildung von Fibrose in NASH fordert3®, zeigen die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen,
dass BMP-9 auf den Stoffwechsel wiederum einen protektiven Effekt hat.38 6467, 91
Weiterhin scheint dieser Effekt vor allem bei gestorter Stoffwechselhomoostase bzw.
in HFD Konditionen zur Geltung zu kommen.%*

Um dies besser zu verstehen, untersuchten wir im ersten Schritt, wie sich die
Exposition von Fetten auf die Expression von BMP-9 in hepatischen Sternzellen (HSC)
auswirkt. Dafur stimulierten wir humane, aktivierte HSC (= Myofibroblasten), welche

aus Leberproben von Patienten isoliert wurden, mit Fettsauren.

Weiter wollten wir aufgrund der oben erlauterten Forschungsergebnisse die
Auswirkungen von BMP9 (+/- Fettsauren) auf die Expression der Zytokine FGF21 und
FGF19 untersuchen. Dabei stellte sich auch die Frage, welche Zellen Uberhaupt
FGF21 und FGF19 bilden und in welchen Mengen. Dabei konzentrierten wir uns auf
Zellen der Leber und des Darms. Die jeweiligen Zellen stimulierten wir mit BMP-9,
teilweise auch in Kombination mit Fettsauren. So wollten wir untersuchen, ob BMP-9
zusatzliche Effekte in fettreicher Stoffwechsellage aufweist, wie es die Ergebnisse von
Yang et al.54 nahelegen.

Da R-Klotho als Ko-Rezeptor von sowohl FGF21 als auch FGF19 fungiert und so
womoglich eine gemeinsame Schnittstelle der Signalwege beider Zytokine bildet, war
die Auswirkung von BMP-9 auf -Klotho ebenfalls ein wichtiges Untersuchungsziel.

Da den Ergebnissen von Cai et al.'%? zufolge BMP-9 in Darm bindet und signalisiert,
wollten wir auch Aspekte einer moglichen Leber-Darm-Achse untersuchen. Dafur
bezogen wir sowohl Leber- als auch Darmorganoide in einen gemeinsamen
Versuchsaufbau mit ein. Wie oben bereits erwahnt, bilden Organoide die
physiologischen Bedingungen grundsatzlich besser ab als Monolayer Versuche. Wir
platzierten die jeweiligen Organoide in zwei Kammern, welche mittels elastischer
Schlauche verbunden waren, um einen Medium- und Stoffaustausch zu ermdglichen.
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Weiter wurde eine Pumpe in Reihe geschaltet, um den Stoffaustausch zu férdern und
die physiologische mechanische Belastung des Blutstroms auf die Zellen zu
simulieren. Der Darm gibt im menschlichen Korper die Nahrstoffe, welche er
aufgenommen hat, sowie seine Signalmolekule Uber die V. portae hepatis an die Leber
ab. Diesen Umstand berucksichtigten wir ebenfalls im Versuchsaufbau, indem wir die
Darmorganoide direkt nach der Pumpe und vor den Leberorganoiden in Reihe
geschaltet haben. Auf diese Weisen haben wir versucht, den physiologischen Zustand
moglichst genau abzubilden.

Die Analyse unserer Versuche fuhrten wir vorwiegend mittels real-time PCR durch.
Ziel unserer Arbeit war die Rolle von BMP-9 im physiologischen Stoffwechsel sowie
auch unter fettreichen Bedingungen zu untersuchen und neue Downstream-

Signalwege von BMP-9 zu entdecken.
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2 Material und Methoden

2.1 Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial

Herstellungsfirma

CELLSTAR® Filter Cap Cell Culture

Flasks 75 cm?

Greiner bio-one

CELLSTAR® 6-Well-Plate,
sterile with lid

9,6 cm?

Greiner bio-one

CELLSTAR® 12-Well-Plate, 3,9 cm?

sterile with lid

Greiner bio-one

Serologische Pipette 5 ml

Greiner bio-one

Serologische Pipette 10 ml

Greiner bio-one

Serologische Pipette 25 ml

Greiner bio-one

Serologische Pipette 50 ml

Greiner bio-one

Pipettenspitzen 10 pl Star Lab
Pipettenspitzen 200 pl Star Lab
Pipettenspitzen 1000 pl Star Lab

Falcons 50mi Greiner bio-one
Falcons 25ml Greiner bio-one
Eppendorf Safe-Lock 0,5 ml Eppendorf
Eppendorf Safe-Lock 1,5 ml Eppendorf
Eppendorf Safe-Lock 2 ml Eppendorf

CRYO.S 2ml

Greiner bio-one

Handschuhe Star Guard Sensitive

Star Lab

Perfect Bind RNA Columns

VWR International GmbH

DNA Removing Colums

VWR International GmbH

Collection Tubes 2ml

VWR International GmbH

Multiply®-uStrip Pro 8er Kette

Sarstedt

Antifect®N Liquid

Schilke

Tab.2 Verbrauchsmaterial
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2.2 Gerate

Gerét

Herstellungsfirma

Sicherheitswerkbank

HERAsafe

Inkubator Thermo Scientific
Wasserbad 10°C — 100°C GFL

10ul Pipette Eppendorf
10ul Pipette Gilson
20yl Pipette Eppendorf
100ul Pipette Labnet
100ul Pipette Eppendorf
1000ul Pipette Labnet
1000ul Pipette Gilson
Tischzentrifuge Centrifuge 5415 D Eppendorf
Reax top Vortex Heidolph
Kudhlschrank 4° Liebherr
Kdhlschrank -20° Liebherr
Kdhlschrank -40° Bosch

Hera Freeze -70°C Heraeus

Thermo Scientific

Zahlkammer Neubauer Improved

Blau Brand

Lichtmikroskop Leica DM IRB

Leica

Mr. Frosty Freezing Container

Thermo Scientific

Akku-betriebene Pipettierhilfe Pipetus® | Hirschmann
Cell Scraper 25cm Sarstedt
GrolRe Zentrifuge 3K12 Sigma Aldrich
Infinite M200 Microplate Reader Tecan
Nanoquant™ Plate Tecan

Mini Centrifuge GMC-060 LMS Co.
Primus Thermal Cycler MWG-Biotech
PCR g-Tower? Analytikjena
Perfusionssystem QV500 Kirkstall
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Pumpe Perfusionssytem Parker
Tab.3 Gerétschaften
2.3 Reagenzien

Reagenz Herstellungsfirma

DMEM Dulbecco’s modified Eagle | Gibco

Medium

Advanced DMEM/F12 Gibco

Human Endothelial SFM Gibco

Hepatocyte Culture Medium

Upcyte technologies

Hepatocyte High Performance Medium

Upcyte technologies

PBS Phosphate Buffered Saline pH7.4 | Gibco

FBS Fetal Calf Serum 500mi Life Technologies
L-Glutamin Sigma Aldrich
Penicillin/Streptomycin Sigma Aldrich
DMSO Dimethylsulfoxid 10ml Sigma Aldrich

HGF PeproTech Hamburg
VEGF PeproTech Hamburg
Trypsin (1:10) Gibco

TryLE™ Express Gibco

Matrigel Corning, USA
BMP-9 Peprotech
Palmitinsaure Sigma Aldrich
Olsaure Sigma Aldrich
Linolsaure Sigma Aldrich

B27 Gibco
N-Acetyl-L-cysteine (NAC) Sigma Aldrich
R-Spondin home-made

Whnt home-made
Human-EGF Sigma-Aldrich
Noggin home-made
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Y-27632 Cayman Chemical, USA
SB-202190 Cayman Chemical
A83-01 Sigma-Aldrich
Prostaglandin E2 Cayman Chemical,USA
Human gastrin Sigma-Aldrich
Nicotinamid (NA) Sigma-Aldrich
Primocin InvivoGen, USA
HEPES Gibco
GlutaMAX Gibco
RNA Lysis-Buffer T VWR Life Science
RNA Wash Buffer | VWR Life Science
RNA Wash Buffer Il VWR Life Science
RNase-free Water VWR Life Science
DNase | Digestion Buffer VWR Life Science
RNase-freie DNase (20Kunitz/pl) VWR Life Science
TransAmp Buffer BIOLINE
Reverse Transcriptase BIOLINE
InnuMIX gPCR MasterMix SyGreen Analytikjena
Tab.4 Reagenzien
2.4 Zellkultur

Fir die Kultur der verschiedenen Zelllinien wurden sowohl Upcyte® Zellen als auch
eigens im Labor isolierte Zellen verwendet. Die Upcyte® Hepatozyten (upHC) und die
Upcyte® LSEC (upLSEC) wurden von der Firma Medicyte bezogen. Es handelt sich
um nicht maligne Zellen, welche von primaren Zellen abstammen. Die hepatischen
Sternzellen (hHSC) wurden aus verschiedenen Leberteilsticken von verschiedenen
Patienten eigens im Labor isoliert und in Kultur vermehrt.

Weiter wurden Stammzellen aus Darm-Krypten aus Resektaten von Patienten mit

Kolonkarzinom isoliert, um daraus die Darmorganoide herzustellen. Nur gesunde, vom
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Tumor weit entfernte Biopsien wurden dabei fur die Isolation verwendet. Der Prozess
der Isolation erfolgte wie bereits von Cai et al.'? beschrieben.

Die Gewinnung, Aufbewahrung und Nutzung der Zellen von humanen Spendern
entsprachen zu jeder Zeit der aktuellen Gesetzeslage und den ethischen Normen.

2.4 .1 Auftauen und Kultur

Die verschiedenen Zellen wurden zur Lagerung im Tiefkihlschrank bei -80°C
aufbewahrt. Als erster Schritt erfolgte daher meist das Auftauen der Zellen. Der
Prozess des Auftauens und des Resuspendierens der Zellen in Medium sollte dabei
so zeitsparend wie mdglich erfolgen, da bei zunehmender Zeitdauer vermehrt Zellen
absterben. Nach Entnahme des sogenannten Kryorohrchens aus dem -80° C
Gefrierschrank, sollten die Zellen fur ca. 60 Sekunden in einem 37° C warmen
Wasserbad aufgetaut und dann umgehend in einem Falcon mit 15 ml Medium
resuspendiert werden. Ziel der schnellen Resuspension ist es, das potentiell
zelltodliche Dimethylsulfoxid (DMSO), welches zum Einfrieren bendtigt wird, rasch zu
verduinnen und so den potentiellen Zelltod zu begrenzen.

Anschlielend erfolgte die Zentrifugation der Suspension. Die Dauer und die
verwendete Zentrifugalkraft ist dabei zellspezifisch (s. Tab. 5). Der Uberstand,
inklusive dem giftigen DMSO, wurde verworfen und die frisch aufgetauten Zellen
wurden mit sauberem Medium ausplattiert. Wahrend bei den hHSC eine regulare
Zellkulturflasche ausreichend ist, bendtigen die Hepatozyten und die LSEC Kollagen-
beschichtete Flaschen.

Trotz der VorsichtsmalRnahmen stirbt meistens ein Teil der Zellen beim Auftauprozess
ab. Damit die Signalstoffe der abgestorbenen Zellen nicht das Wachstum der lebenden
Zellen beeintrachtigen, wurde das Medium bereits am folgenden Tag nach dem
Auftauen gewechselt. Nach dem Auftauen benotigen die Zellen einige Zeit, meist 3-4

Tage, um ihre normale Zellteilungsaktivitat zu erreichen.

32



2.4.2. Passagieren, Zahlen und Einfrieren

Da Zellen konstant Signal- und Abfallstoffe sezernieren, wurde in regelmaRigen
Abstanden ein Wechsel des Mediums durchgefuhrt. Der zeitliche Abstand variierte
abhangig vom Dichtegrad der Konfluenz (Bedeckung der Oberflache des
KulturgefalRes mit Zellen), betrug aber meist 48-72 h. Beim Mediumwechsel erfolgte
zunachst ein vorsichtiges Waschen mit PBS (phosphate-buffered saline), um tote
Zellen und Zelldetritus zu entfernen. Damit die Zellen in ihren Kulturflaschen nicht
uberwuchern und sich nicht gegenseitig in ihrer Genexpression in unphysiologischer
Weise beeintrachtigen, wurden die Zellen in angemessenem Abstand passagiert.
Dabei wurden die Zellen entweder in mehrere KulturgefalRe aufgeteilt, in Aliquots
eingefroren oder uberflissige Zellen wurden verworfen. Wahrend die Hepatozyten und
LSEC bereits ab einer Konfluenz von 70% passagiert wurden, wurde bei den hHSC
zunachst die komplette Konfluenz abgewartet.

Zuerst erfolgte das obligatorische Waschen der Zellen mittels PBS. Anschlie3end
wurde Trypsin auf den Zellrasen appliziert (die Menge variiert von 1-5 ml, je nach
Anzahl und Adhasion der Zellen) und die Kulturflasche fur 5 min im Inkubator bei 37°C
inkubiert. Grund der Inkubation ist das Temperaturoptimum der Enzymaktivitat von
Trypsin, welches ebenfalls bei 37°C liegt. Nach Inkubation erfolgte durch laterales
Beklopfen der Flasche ein Loslosen des Zellrasens.

Um ein vollstandiges Ablosen der Zellen zu gewahrleisten, wurde der Erfolg der
Loslosung im Mikroskop kontrolliert. AnschlieBRend wurden die Zellen mit ihrem
spezifischen Medium von der Matrixoberflache mittels Pipette gespult und die
Zellsuspension zentrifugiert. Beim Zentrifugieren ist auf die zellartspezifische Drehzahl
zu achten, die aus der unterschiedlichen Dichte und Grofe der Zellarten resultiert.
Nach dem Zentrifugieren wurde der Uberstand verworfen und der Zellriickstand mit
einer adaquaten Menge Medium suspendiert. Um eine geeignete Umverteilung der
Zellen vorzunehmen, ist das Zahlen der Zellen unerlasslich.

Zur moglichst genauen Zahlung ist es notwendig, die Zellsuspension ausreichend zu
vermischen, um so eine moglichst homogene Zelldichte zu erzielen. Beim Mischen mit
einer Pipette, ist auf einen ausreichenden Durchmesser der Pipette zu achten
(Pipettenvolumen von 25-50 ml), da bei kleinvolumigen Pipetten (z.B. bei einem
Pipettenvolumen von 1 ml) aufgrund des geringen Durchmessers der Pipette erhohte

Scherkrafte entstehen, welche womaoglich die Zellen schadigen konnten.
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Von der gut gemischten Zellsuspension wurden dann 10 pl entnommen und mit 10 pl
Trypanblau vermischt. Von diesem Gemisch wurden wiederum 10 pl auf eine
Neubauer-Zahlkammer pipettiert, um anschliel3end die Zellen unter dem Mikroskop zu
zahlen. Abgestorbene Zellen erschienen aufgrund ihrer Aufnahme von Trypanblau und
ihrem fehlendem nach auf3en gerichtetem Transport als blau gefarbt, intakte Zellen
dagegen bleiben hell. Es wurden nur die gesunden Zellen berucksichtigt. Die

Gesamtanzahl der Zellen wurde mit folgenden Formeln berechnet:

Zellzahl _ Zellen in allen 4 Quadranten

oy 2 x 10.000 x 2

Formel 1

Zellzahl

Gesamtzellzahl = — T X Volumen der gesamten Zelllosung

Formel 2

Nach Entnahme der benotigten Zellzahl fur die weitere Kultur bzw. fur einen Versuch,
wurden die restlichen Zellen je nach Bedarf eingefroren oder verworfen. Fur das
Einfrieren der Zellen wurden spezielle Kryoréhrchen sowie ein ,Freezing Medium®,
bestehend aus 70% zellspezifischem Medium, 20% FCS und 10% DMSO verwendet.
Nachdem die Zellen fur 24 h bei -70°C tiefgefroren worden waren, erfolgte die

letztendliche Lagerung bei -180°C in flissigem Stickstoff.
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2.4.3 Ubersicht der verschiedenen Zellkulturen

Zelltyp Auftau- Wachstums- | TNS  (Trypsin | Zentrifugalkraft
Medium Medium neutralisierende | und
Losung) Kulturflasche
Upcyte® LSEC Human Human Human 7209
endothelial | endothelial endothelial
SFM + 10% | SFM + 10% | SFM + 10%FCS | Kollagen
FCS FCS + beschichtet
10 ng/ml
VEGF + 10
ng/ml HGF
Upcyte® Basal Hepatocyte Basal Medium + | 90g
Hepatocytes Medium+ Wachstums 10% FCS
10% FCS Medium: Kollagen
Basal beschichtet
Medium
Hepatocytes
Versuche:
High
Performance
Medium
Human HSC DMEM + | DMEM + 10% | DMEM + 10% | 260g
10% FCS FCS FCS
unbeschichtet
Darmorganoide | Advanced | WENRAS Advanced 800g
DMEM  + DMEM + 10%
10% FCS FCS unbeschichtet
Leberorganoide 50% HPM +
45% SFM +
5% FCS +
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10ng/ml
VEGF
10ng/ml

+

HGF

45%
Perfusionssystem

10ng/ml
VEGF
10ng/ml

Advanced
DMEM +
25% HPM +
22,5% SFM +
7,5% FCS +

+

HGF

Tab.5 Ubersicht der verschiedenen Zellkulturen

Zusammensetzung WENRA: Finale Konzentration
B27 (Gibco) 1:50
N-Acetyl-L-cysteine  (NAC) (Sigma-

Aldrich) 1.25 mM
Whnt3a (konditioniertes Medium) 50%
R-Spondin (konditioniertes Medium) 20%
Noggin (konditioniertes Medium) 10%
Human-EGF (Sigma-Aldrich) 50 ng/ml
Y-27632 (Cayman Chemical, USA) 10 uM
A83-01 (Sigma-Aldrich) 500 nM
Prostaglandin E2 (Cayman Chemical) 10 nM
Human gastrin (Sigma-Aldrich) 10 nM
Nicotinamid (NA) (Sigma-Aldrich) 10 mM
Primocin (InvivoGen, USA) 100 mg/ml

Tab.6 Ubersicht der Inhaltsstoffe des Mediums WENRA von Cai et al. 2022

Bemerkung zu Tab.6: Zur Bildung und Kultur von Darmorganoiden wurde WENRA,

ein

zusammengesetztes Medium, benutzt. Konditioniertes Medium wurde wie bei Cai et al. beschrieben,

hergestellt’’2.
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2.4.4 Darmorganoide

Die Kultur von Darmorganoiden unterscheidet sich von der einfachen Monolayer-
Kultur. Fur Organoide nutzten wir im Gegenteil zu den Monolayer-Kulturen keine
Kulturflaschen, sondern 6-Well Platten. Anders als die Monolayer kultivierten wir die
Darmorganoide nicht als planaren Zellrasen, sondern innerhalb von kleinen Tropfen
aus Matrigel (s. unten). Die Stammzellen fur die Darmorganoide wurden, wie zuvor
von Cai et al.’% beschrieben, aus Darm-Krypten von gesundem Darmgewebe von
Patienten mit Kolonkarzinom isoliert.

Nach Isolation wurden pro Well einer 6-well-Platte ca. 200 Krypten aus Darmzellen mit
100 pl Matrigel vermischt und auf dem Well in kleinen Tropfen platziert. Beim Matrigel
wurde stets auf eine konsequente Lagerung auf Eis geachtet, da Matrigel bei 4 °C
einen flussigen Aggergatszustand einnimmt und bei 37°C fest wird. Beim sorgfaltigen
Durchmischen muss eine Blasenbildung vermieden werden, da diese die naturliche
Anordnung der Zellverbande stort.

Anschlielend wurden die Wells mit den Matrigel-Zell-Tropfen auf den Kopf gedreht
und zur Uberfiihrung in den festen Aggregatszustand im Inkubator bei 37°C fiir 45 min
inkubiert. Danach wurden die Platten wieder zurickgedreht und 2 ml des WENRA
Mediums (Zusammensetzung s. Tab. 6) hinzugefugt. Das Medium wurde alle 48 h
gewechselt. Um ein Loslosen der Matrigeltropfen beim Mediumwechsel zu verhindern,
muss der Wechsel besonders vorsichtig durchgefihrt werden. Aus demselben Grund
wird dabei auf ein Waschen mit PBS verzichtet.

Ungefahr alle 7 Tage sollten die Darmorganoide passagiert werden. Dafur wurden die
Tropfen aus Matrigel und Darmzellen mittels Schaber von den Platten abgelost und
mitsamt dem Medium in einem 15 ml Falcon gesammelt. Anschliellend erfolgte eine
zellspezifische Zentrifugation bei 4°C und 800 g fur 3 Minuten.

Nach dem Abziehen des Uberstandes wurde je nach GroRe des Zellhaufens Trypsin
(meist ca. 1 ml pro Well) hinzugefugt und mittels Pipette gut vermischt.

Nachfolgend wurde das Zellgemisch fur 10 Minuten im Wasserbad bei 37°C inkubiert.
Wahrenddessen bewirkt Trypsin (Temperaturoptimum der Enzymaktivitat bei 37°C)
ein Auflésen des Matrigels. Anschlielend wurde das Medium ,Advanced DMEM" +
10% FCS hinzugefugt, um das Trypsin mittels FCS zu neutralisieren. Danach wurde

das Zellgemisch abermals zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut verworfen und
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der alleinige Zellrickstand mit Matrigel suspendiert. Das weitere Procedere entspricht
dem des Auftauens.

Beim Einfrieren wurden die Organoide einmal zentrifugiert und der Uberstand
abgezogen. Das ,Freezing Medium"® bestand aus 90% FCS und 10% DMSO.

Beim Auftauen erfolgte nach Suspension in Advanced DMEM + 10% FCS eine
Zentrifugation sowie ein Abziehen des Mediums mit nachfolgender Einbettung in
Matrigel und Kultur in WENRA Medium.

2.4.5 Leberorganoide

Zur Herstellung von Leberorganoiden werden Hepatozyten, LSEC und HSC bendtigt.
Um die physiologische Zusammensetzung der Leber zu imitieren, wurden 70% upcyte
HC, 20% upcyteLSEC und 10% humane HSC aus der Zellkultur verwendet. Um
Organoide eines Wells einer 6-well-Platte oder einer Kammer unseres
Perfusionssytems herzustellen, nutzten wir demnach 140.000 HC, 50.000 LSEC und
10.000 HSC, in toto 200.000 Zellen.

Wie oben bereits erwahnt, wurden alle drei Zellarten vor der Passage zuerst
gewaschen, trypsinisiert und gezahlt. AnschlieBend wurde die jeweils erforderliche
Zellanzahl in ein 15 ml Falcon pipettiert, erneut zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Nachfolgend erfolgte die Suspension der ersten Zellart in Matrigel. Nach
grundlichem Durchmischen wurde das Gemisch aus Matrigel und Zellen mit der
nachsten Zellart vermengt. Der Schritt wurde erneut wiederholt, so dass sich am Ende
alle drei Zelltypen im Matrigel befanden. Beim Durchmischen ist auf die Vermeidung
von Blasenbildung zu achten, da diese die Architektur der Zellverbande stort. Wie oben
bereits erwahnt, muss das Matrigel fur einen flissigen Aggregatszustand stets auf Eis
gelagert werden. AnschlieRend wurde das Matrigel-Zellgemisch mit allen drei
Zelltypen in kleinen Tropfen auf Wells einer 6-well-Platte oder in eine Kammer eines
Perfusionssystems pipettiert. Wie bei den Darmorganoiden, wurden die Tropfen aus
Matrigel fur 45 min auf den Kopf gedreht und im Inkubator bei 37°C inkubiert.
Anschliel3end erfolgte die Kultur in einem Medium aus 50% HCM, 45% SFM, 5% FCS,
10 ng/ml VEGF und 10 ng/ml HGF. Nach Kultur fur 48 h wurden die Organoide mittels
PBS vorsichtig gewaschen und je nach Versuchsaufbau mit unterschiedlichen Medien
resuspendiert und mit unterschiedlichen Reagenzien stimuliert.
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2.5 Stimulantien

2.5.1 Fettsauren

Fir die Stimulation der Zellen mit Fettsauren wurden drei verschiedene Fettsauren
verwendet: die gesattigte Palmitinsaure mit 16 Kohlenstoffatomen (C16), die einfach
ungeséttigte Olsaure (C18:1) und die mehrfach ungeséttigte Linolsaure (C18:2). Die
Fettsauren wurden in reiner Form (99,9% Reinheitsgrad) von der Firma Sigma Aldrich
gekauft und eigenstandig gelost und verdunnt. Die Palmitinsaure wurde in Methanol,
die beiden anderen in Ethanol gelost. Aus den Losungen aus Fettsaure und Alkohol
entstanden so Stamml6sungen mit einer Konzentration von 100 mM.

Alle Losungen wurden bei 4°C und unter Lichtausschluss aufbewahrt. Die gewunschte
finale Konzentration variierte je nach Versuch. In den meisten Versuchen betrug sie
200 pM.

. Stof fmenge
Stof fmengenkonzentration (Molar): = Volumen

Formel 3

FUr die gewunschte Ziellosung von 200 uM, lag die Verdlinnung bspw. bei:

.. 100 mM Stammlésun
Verdinnung = —— £ =500
200 puM Ziellosung

Formel 4

Um die finale Konzentration von 200 yM Fettsaure zu erreichen, wurden 2 pyl 100 mM
Stammlosung 1 ml Medium zugegeben, was einer Verdunnung von 500 entspricht.
Um eine mogliche Beeinflussung der Ergebnisse durch das zur Losung der Fettsauren
verwendete Ethanol und Methanol auszuschlieen, wurden fur die Kondition
,Kontrolle* ebenfalls 2 yl 100 mM Stammlésung von Ethanol (OA und LA) bzw.

Methanol (PA) pro 1 ml Medium verwendet.
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2.5.2 BMP-9

Das fur die Stimulation verwendete BMP-9 wurde von der Firma Peprotech bezogen.
Pro 1 ml Medium wurden 2 yl einer Stammldsung mit einer Konzentration von 2,5 ng/pl

hinzugefugt, wodurch sich die finale BMP-9 Konzentration auf 5 ng/ml ergab.

2.6 Versuchsaufbau

2.6.1 Monolayer

Viele der Versuche wurden anhand reiner Monolayer-Zellkulturen durchgefuhrt. Dafur
wurden unabhangig von der Zellart pro well einer 6-well-Platte etwa 200.000 Zellen in
einem Well ausplattiert. Nach erneuter Kultur fur 24 h, erfolgte meist ein ,Aushungern®
der Zellen bei 0,5% FCS fur 4 h vor Versuchsbeginn. Auch fur den eigentlichen
Versuch wurde das FCS-reduzierte Medium verwendet. Da fur die upcyte Hepatozyten
vom Hersteller vorgefertigte Medien verwendet wurden, wechselten wir das Medium
von Hepatocyte Cell Culture Medium (HCM) fur die Kultur zum High Performance
Medium (HPM) fir den Versuch. Letzteres enthalt weniger proliferations-stimulierende
Faktoren und ist daher fur die Nutzung bei Versuchen konzipiert. Das Aushungern,
also der reduzierte Anteil an Wachstumsfaktoren des Serums im Medium, wird haufig
praktiziert, da sonst die Wachstumsfaktoren die Stoffwechselvorgange und womoglich
auch die Genexpression beeintrachtigen und so das wissenschaftliche Ergebnis

verfalschen konnten.

2.6.2 Stimulation der Monolayer und der Darmorganoide
Die Zellen oder die Organoide wurden fur jeweils 48 h behandelt. Wie oben

beschrieben wurden 4 pl der 100 mM Stammldsung der Fettsduren in 2 ml Medium
pipettiert. Wahrend die hHSC und die Upcyte® LSEC nur mit Fettsauren stimuliert
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wurden, wurde bei den Upcyte® Hepatozyten und den Darmorganoiden bei
bestimmten Konditionen zusatzlich BMP-9 (5 ng/ml) hinzugefugt.

Konditionen der Versuche mit h(HSC und Upcyte® LSEC (2 ml Medium pro Well):

1) Kontrolle 4 ul Ethanol + 4 yl Methanol
2) Palmitinsaure (PA) 4 ul PA

3) Olséure (OA) 4 ul OA

4) Palmitinsaure + Olséure (PA+OA) 4 pul PA +4 ul OA

5) Linolsaure (LA) 4 pl LA

Tab.7 Konditionen der Versuche mit hHSC und Upcyte® LSEC

Konditionen der Versuche mit Hepatozyten und Darmorganoiden (2 ml Medium pro

Well):

1) Kontrolle 4 pl Ethanol + 4 yl Methanol

2) Palmitinsaure (PA) 4 ul PA

3) Olséure (OA) 4 ul OA

4) Palmitinsaure + Olséure (PA+OA) 4 pul PA +4 ul OA

5) Linolsaure (LA) 4 pl LA

6) BMP-9 4 ul Ethanol + 4 yl Methanol + 2 yl BMP-9
7) Palmitinsaure (PA) + BMP-9 4 pl PA + 2 yl BMP-9

8) Olsaure (OA) + BMP-9 4 ul OA + 2 yl BMP-9

9) Palmitinsaure + Olsaure (PA+OA) + | 4 ul PA + 4 pyl OA + 2 ul BMP-9
BMP-9

10) Linolsaure (LA) + BMP-9 4 pl LA + 2 yl BMP-9

Tab.8 Konditionen der Versuche mit Upcyte® Hepatozyten und Darmorganoiden
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2.6.3 Perfusionssystem

2.6.3.1 Aufbau des Perfusionssystems

Um eine mogliche Leber-Darm-Achse bezuglich BMP-9 und seinen Mediatoren zu
untersuchen, nutzten wir in unseren Versuchen zusatzlich ein Perfusionssystem.
Dieses bestand aus einer Pumpe, einem Mediumreservoir sowie zwei Kammern,
welche mittels elastischer Schlauche verbunden waren (s. Abb. 19 Schematische
Darstellung des Perfusionssystems). Bei der Reihenfolge der Schaltung der einzelnen
Elemente orientierten wir uns an den physiologischen Gegebenheiten.

Im menschlichen Korper werden Nahrungsstoffe vom Darm aufgenommen, verarbeitet
und die aufgespaltenen Nahrungsstoffe zusammen mit Signalstoffen Uber die
Pfortader an die Leber weitergegeben. So kdonnen vom Darm ausgeschuttete
Mediatoren auf die Leberzellen einwirken. Um die menschliche Physiologie moglichst
genau zu imitieren, wurde daher die Kammer mit den Darmorganoiden direkt nach der
Pumpe und vor die Kammer mit den Leberorganoiden geschaltet. Durch die
Verbindungsschlauche konnte das Medium, angereichtet mit den von den Zellen
ausgeschutteten Signalstoffen, durch die einzelnen Kompartimente flieRen. Nach den
Leberorganoiden wurde das Medium in einem Reservoir gesammelt, aus dem es

wiederum von der Pumpe angesaugt und zuruck ins System gegeben wurde.

2.6.3.2 Versuchsablauf

Aufgrund des sehr aufwendigen Versuchsaufbaus und der Menge und Vielfalt der
bendtigten Zellen, konnten wir bei den Versuchen mit dem Perfusionssystem nur zwei
Konditionen berlcksichtigen. Eine Kondition stellte die obligatorische Kontrolle dar, die
andere enthielt eine Stimulation mit Fettsduren. Aus demselben Grund der
Praktikabilitat verzichteten wir auf den separaten Einsatz mehrerer unterschiedlicher
einzelner Fettsauren und erstellten stattdessen von den zuvor genutzten Fettsduren

eine Mischung.
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Die Fettsauren PA, OA und LA wurden zu gleichen Teilen gemischt, um eine finale
kumulative Konzentration von 200 yuM im Versuch zu erreichen. Die Konzentrationen
der verwendeten Stammldsungen von Ethanol, Methanol, PA, OA und LA betrugen
allesamt 100 mM.

Konditionen der Versuche mit den Darm- und Leberorganoiden im Perfusionssystem:

1) Kontrolle + 2 pl Ethanol pro 2 ml Medium
+ 2 yl Methanol
2) Fettsaurenmischung: + 1,33 pl PA pro 2 ml Medium
-1/3 PA + 1,33 yl OA
-1/3 OA +1,33 pl LA
-1/3 LA

Tab.9 Konditionen der Versuche mit Darm- und Leberorganoiden im Perfusionssystem

Zu Beginn des Versuchs wurden die jeweiligen bendtigten Zellen mit Matrigel
gemischt. Fur die Leberorganoide wurden dafur pro Kammer insgesamt 200.000
Zellen verwendet, 140.000 upcHC, 50.000 upcLSEC und 10.000 primare hHSC. Fir
das genaue Herstellungsverfahren siehe Kap. 2.4.5. Wahrend die Organoide bei den
anderen Versuchen in kleinen Tropfen in 6-well-Platten platziert wurden, wurde hier
das gesamte Matrigel-Zellgemisch in die dafur vorgesehene H-formige Mulde der
Kammer ausplattiert. Bei den Darmorganoiden wurde die Zellmenge eines Wells einer
6-well-Platte (nach einer Kultur Uber 6-7 Tage) auf zwei Kammern passagiert. Danach
erfolgte eine Kultur mit dem jeweiligen Organoid-spezifischen Medium fur 24 h im
Inkubator bei 37°C und 5% CO (Organoid-spezifisches Medium s. Tab 5).

Anschlielend wurden die Organoide in den Kammern zweimal mit PBS gewaschen
und mit einem gemeinsamen Perfusionsmedium (s. Tabelle 5) resuspendiert. Unter
Sterilitdt wurde das Perfusionssystem gemal® der bereits oben beschriebenen
Reihenfolge verbunden und die Kompartimente mit Medium aufgefullt. Die kumulative
Menge Medium pro Perfusionssystem betrug 20 ml. Bei der Kondition mit Fettsauren
war das Medium zuvor mit der oben beschriebenen Menge Fettsauren angereichert

worden, um eine gute Durchmischung mit homogener Dichte zu gewahrleisten. Die
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Pumpe wurde mit einer Flussgeschwindigkeit von 300 pl/min angeschaltet um far
einen ausreichenden Stoffaustausch zu gewahrleisten und den Blutfluss zu imitieren.
Nach Inbetriebnahme wurde das gesamte Perfusionssystem fur die Versuchsdauer in
den Inkubator bei 37°C und 5% CO gestellt.

Nach der Dauer von 48 h wurde die Stimulation beendet, das Medium entfernt und die
Organoide zweimal mit PBS gewaschen. Danach erfolgte das ,Ernten“ der Organoide

mittels 800 ul RNA Lysis Puffer pro Kammer sowie das Aufreinigen der RNA.

2.7. Methoden zur Untersuchung auf RNA-Ebene

2.7.1 RNA-Isolierung

Um die Ergebnisse eines Versuchs auszuwerten, isolierten wir zuallererst die RNA.
Dafiir wurde zunachst der Uberstand der Wells beziehungsweise der Kammern
entnommen und verworfen. Nach mehrmaligem vorsichtigem Waschen des Zellrasens
oder der Organoide mit PBS wurde den Zellen RNA-Lysis-Puffer T hinzugefugt. Fur
die Versuche im Monolayer wurden 400 pl/well, fur die Darmorganoide 600 pl/well
benutzt. Die Zellen der Organoide in den Kammern des Perfusionssystems wurden
mit 800 pl lysiert. Nachfolgend wurden die Zellen mithilfe eines Schabers gelost. Beim
Lysieren muss auf eine gleichmallige Verteilung des Puffers auf der gesamten
Oberflache geachtet werden. Das Lysat wurde dann in ein Eppendorfer Tube uberfuhrt

und entweder gleich aufgereinigt oder fur den spateren Gebrauch bei -20°C gelagert.

2.7.2 RNA-Aufreinigung

Die RNA-Aufreinigung erfolgte mittels peqGOLD Total RNA purification kit (Peglab)
anhand des Protokolls des Herstellers. Die Lysate wurden auf DNA Removing
Columns und Collection Tubes geladen und anschlie3end fur 60 Sekunden bei 12.000
g zentrifugiert. Der dabei entstandene Saulendurchfluss wurde in ein 1,5 ml
Reagenzgefal® dberfuhrt und mit einem identischen Volumen aus 70% Ethanol
versehen sowie durch Vortexen sorgfaltig gemischt. Nachfolgend wurden die Proben

auf Perfect RNA Columns pipettiert und fur 60 Sekunden bei 10.000 g zentrifugiert.
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Der Saulendurchfluss wurde verworfen und das Saulchen in ein neues 2.0 ml
Collection Tube transferiert. Danach wurden 500 pyl RNA Wash Buffer | auf die
PerfectBind RNA Columns pipettiert und fur 15 Sekunden bei 10.000 g zentrifugiert.
Wiederum wurde der Saulendurchfluss verworfen, das Collection Tube wurde jedoch
im nachsten Schritt weiter verwendet.

Um die vollstandige Freiheit der Probe von DNA zu gewahrleisten, wurde ein DNase |
Reaktionsmix vorbereitet. Hiervon wurden jeweils 80 ul bestehend aus 10 pyl RNase-
freier DNase | und 70 yl DNase | Digestion Buffer (RDD) direkt auf die Membran der
PerfectBind RNA Column pipettiert. Um der DNA-Degradation genugend Zeit zu
geben, wurden die Columns dann bei Raumtemperatur (25-30°C) fur 15 Minuten
inkubiert. Im Anschluss wurden die PerfectBind RNA Columns in ein neues 2.0 ml
Collection Tube transferiert und 400 pl des RNA Wash Buffer | zugegeben. Nach einer
Inkubationszeit von 5 Minuten wurden die Columns bei 10.000 g fur 15 Sekunden
zentrifugiert und der Durchfluss erneut verworfen.

Als weiteren Waschschritt wurden 600 pyl des RNA Wash Buffers Il (Pufferkonzentrat
plus 4 Volumen 100% Ethanol) auf die PerfectBind RNA Columns pipettiert und fur 15
Sekunden bei 10.000 g zentrifugiert. Dieser Waschgang wurde nochmals wiederholt

und der Saulendurchfluss wie zuvor verworfen.

2.7.3 RNA-Elution

Schliesslich wurden die Columns in die geleerten 2.0 ml Collection Tubes transferiert
und durch zweiminutiges Zentrifugieren bei 10.000 g vollstandig getrocknet. Als letzten
Schritt wurden die PerfectBind RNA Columns in ein sauberes 1.5 ml
Zentrifugenrohrchen gesteckt und die RNA mit sterilem RNase-freiem dH20 eluiert.
Je nach der erwarteten Menge RNA, eluierten wir mit unterschiedlichen Volumina.
Meist waren 25 pyl eine adaquate Menge, um eine geeignete Konzentration zu
erreichen. Nach einer Inkubationszeit von 5 Minuten erfolgte die letzte Zentrifugation
bei 10.000 g fur 2 Minuten.
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2.7.4 RNA Konzentrationsmessung

Um aus RNA cDNA herzustellen, musste zuerst die korrekte Konzentration der
einzelnen Proben ermittelt werden. Die Messung der Konzentration fuhrten wir mit
einem Microplate Reader durch. Initial erfolgte ein Blanking der Maschine mit Wasser.
Anschlieend wurden 2 ul der zu analysierenden Probe auf eine Nanoquant™ Platte

appliziert und die RNA-Konzentration photometrisch bestimmt.

2.8 cDNA Synthese

Um die Genexpression mittels PCR zu bestimmen, war ein Umschreiben von RNA in
cDNA mittels reverser Transkription notwendig. Fur die cDNA-Synthese wurden 500
ng RNA verwendet, wobei das bendtigte Volumen mit folgender Formel berechnet

wurde:

500 ng
Volumen RNA (ul) =

. n
Konzentration u—‘?

Formel 5

Um die Genexpression der verschiedenen Proben zu vergleichen, mussten alle mittels
RNase freien Wassers auf dieselbe Konzentration verdinnt werden. Die bendtigte

Menge RNase freien Wassers wurde mit folgender Formel bestimmit:

Volumen H20 (ul) = 15 pul — Volumen RNA (ul)

Formel 6

Zu den 15 pl der Probe, wurde dann jeweils 5 yl Mastermix hinzugegeben, welcher

aus 4,3 pyl TransAmp Buffer (5x) und 0,7 pl reverser Transkriptase bestand. Das
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Gemisch wurde kurz zentrifugiert und in einen Thermal Cycler mit nachfolgendem

Programm gegeben:

25°C fur 10 Minuten (Primer Anlage)

42°C fur 15 Minuten (Reverse Tranksription)

48°C fur 15 Minuten (Optionaler Schritt fur hochstrukturierte RNA)
85°C fur 5 Minuten (Inaktivierung)

Letztendlich wurde das Endprodukt mit 60 yl RNase-freiem Wasser verdunnt, und das

Gesamtvolumen von 80 pl bis zur jeweiligen Messung bei -20°C gelagert.

2.9 Realtime PCR

Die Untersuchungen zur Genexpression fuhrten wir mittels realtime PCR durch. Daflr
wurden zunachst die Primer (forward und reverse) mit RNase-freiem Wasser im
Verhaltnis von 1:10 verdunnt. Ein Mastermix, bestehend aus 606 pl SYBR-Green und
354 pl RNase-freiem Wasser wurde angefertigt. Dieser sollte zum Schutz des SYBG
Green zu jeder Zeit auf Eis gelagert sein. Die Menge des bendtigten Mastermix pro

verdunntem Primer kann mit folgender Formel errechnet werden:

Volumen Mastermix (ul) = 10,75 x Anzahl der Wells — Volumen Primer (ul)

Formel 7

Von jedem verdunnten Primer wurden jeweils 0,5 pl des Forward- und 0,5 pl des
Reverse-Primers pro Well berechnet. Aus dem daraus entstehenden Gemisch
bestehend aus Primer und Mastermix wurden 10 pyl pro Well einer 96-Well Platte
pipettiert. Im Anschluss wurden als letztes 1,5 pl der zu messenden cDNA hinzugefugt.
Nach dem Pipettieren aller bendtigten Wells, wurde die 96-Well Platte sorgfaltig mit
einem dafur vorgesehen Cover beklebt und fur 2 Minuten bei 2000 rpm zentrifugiert.
AnschlieBend wurde die Platte in einen qTower® der Firma Analytikjena gegeben, in
welchem die Polymerase Kettenreaktion sowie die fiberoptische Messung in 40 Zyklen

stattfand.
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2.9.1 Verwendete Primer

Murine Primer Basensequenz 5°— 3° Firma
mB-klotho_For TGGGGTCCCATTGGATAGAG Eurofins
mB-klotho_Rev ACTCAGGGTAGTCGCCGTC Eurofins
mFASN_For CCCCTCTGTTAATTGGCTCC Eurofins
mFASN_Rev TTGTGAAGTGCAGGTTAGG Eurofins
mFGF15_For ATGGCGAGAAAGTGGAACGG Eurofins
mFGF15_Rev CTGACACAGACTGGGATTGCT Eurofins
mFGFR4_For GCTCGGAGGTAGAGGTCTTGT Eurofins
mFGFR4_Rev CCACGCTGACTGGTAGGAA Eurofins
mGlut2_For GGCTAATTTCAGGACTGGTT Eurofins
mGlut2_Rev TTTCTTTGCCCTGACTTC Eurofins
mPEPCK_For CAGCCAGTGCCCCATTATTG Eurofins
mPEPCK_Rev AGGTATTTGCCGAAGTTGTAGCC Eurofins
mUCP_For AGGCTTCCAGTACCATTAGGT Eurofins
mUCP_Rev CTGAGTGAGGCAAAGCTGATTT Eurofins
Eurofins
Humane Primer Eurofins
haSMA_For GTGTTGCCCCTGAAGAGCAT Eurofins
haSMA_Rev GCTGGGACATTGAAAGTCTCA Eurofins
hActin_For GGAAATCGTGCGTGACATTAAG Eurofins
hActin_Rev GGCTATCTCTTGCGAAGT Eurofins
hAlb_For TCTCTGTAGTGTTCGCAGTATGT Eurofins
hAlb_Rev CGTTCTTGGTTGCGCCTTTT Eurofins
hALK1_For CATCGCCTCAGACATGACCTC Eurofins
hALK1_Rev GTTTGCCCTGTGTACCGAAGA Eurofins
hALK2_For TCTCTGTAGTGTTCGCAGTATGT Eurofins
hALK2_Rev CGTTCTTGGTTGCGCCTTTT Eurofins
hB2M_For GACTTGTCTTTCAGCAAGGA Eurofins
hB2M_Rev ACAAAGTCACATGGTTCACA Eurofins
hBMP9_For CGTCCAACATTGTGCGGAG Eurofins
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hBMP9_Rev GACAGGAGACATAGAGTCGGAGG Eurofins
hR3-klotho_For TCTGTCATCCTGTCAGCACTT Eurofins
hR3-klotho_Rev CCAGTCCCAATACCCCAGAAAAA Eurofins
hCol1a1_For GTGCGATGACGTGATCTGTGA Eurofins
hCol1a1_Rev CGGTGGTTTCTTGGTCGGT Eurofins
hCXCL14_For CGCTACAGCGACGTGAAGAA Eurofins
hCXCL14_Rev GTTCCAGGCGTTGTACCAC Eurofins
hCCL2_For CAGCCAGATGCAATCAATGCC Eurofins
hCCL2_Rev TGGAATCCTGAACCACTTCT Eurofins
hEndoglin_For CGCCAACCACAACATGCAG Eurofins
hEndoglin_Rev GCTCCACGAAGGATGCCA Eurofins
hFGF19_For GCACAGTTTGCTGGA Eurofins
hFGF19_Rev ATCTCCTCCTCGAAA Eurofins
hFGF21_For ACCAGAGCCCCGAAAGTCT Eurofins
hFGF21_Rev CTTGACTCCCAAGATTTGAATAACTC | Eurofins
hFGFR4_For GCACTGGAGTCTCGTGATGG Eurofins
hFGFR4 Rev CCACAGCGTTCTCTACCAGG Eurofins
hFN_For CGGTGGCTGTCAGTCAAAG Eurofins
hFN_Rev AAACCTCGGCTTCCTCCATAA Eurofins
hGlut2_For AGTTAGATGAGGAAGTCAAAGCAA | Eurofins
hGlut2_Rev TAGGCTGTCGGTAGCTGG Eurofins
hMif_For AGCAGCTGGCGCAGGCCA Eurofins
hMif_Rev CTCGCTGGAGCCGCCGAA Eurofins
hLGR5_For GAGTTACGTCTTGCGGGAAAC Eurofins
hLGR5_Rev TGGGTACGTGTCTTAGCTGATTA Eurofins
hLYVE_For AGGCTCTTTGCGTGCAGAA Eurofins
hLYVE_Rev GGTTCGCCTTTTTGCTCACAA Eurofins
hPEPCK_For TGCATGAAAGGTCGCACCA Eurofins
hPEPCK_Rev CACAGAATGGAGGCATTTGACA Eurofins
hrS18_For CCATTCGAACGTCTGCCCTAT Eurofins
hrS18_Rev TCACCCGTGGTCACCATG Eurofins
hStab_For TGCCTTCCCAAATTACCGAGG Eurofins
hStab_Rev CTGTGCCGATTTGGTCCCA Eurofins
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hRPL19 For GCAAGCGCCGTGAAGAGCG Eurofins
hRPL19 Rev ATGTACAGACAAAGTGGGAGG Eurofins
Tab. 10 Primer: aSMA, alpha smooth muscle actin; Actin; Alb, albumin; ALK1, activin receptor-
like kinase 1; ALK2, activin receptor-like kinase 2; B2M, B2-Mikroglobulin, BMP-9, bone
morphogenetic protein-9; Col1a1, collagen Typ I, alpha 1; CXCL14, C-X-C motif chemokine
14; CCL2, C-chemokine ligand 2; Endoglin, FAS, Fettsdure-Synthase; FGF15, fibroblast
growth factor 15; FGF19, fibroblast growth factor 19; FGF21, fibroblast growth factor 21;
FGF21, fibroblast growth factor 21; FGFRA4, fibroblast growth factor receptor 4; FN, fibronectin;
Glut2, Glucose transporter 2; LGR5, Leucine Rich Repeat Containing G Protein-Coupled

Receptor 5; LYVE, lymphatic vessel endothelial hyaluronic acid receptor; Mif, macrophage
migration inhibitory factor; PEPCK, Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase; RPL19, ribosomale
60S-Protein L19; rS18, Ribosomal Protein S18; Stab, stabilin; UCP, uncoupling protein.
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3 Ergebnisse

Teile der Ergebnisse dieser Promotionsarbeit wurden bereits publiziert:

Intestinal BMP-9 locally upregulates FGF19 and is down-regulated in obese patients
with diabetes.

Drexler S, Cai C, Hartmann AL, Moch D, Gaitantzi H, Ney T, Kraemer M, Chu Y, Zheng
Y, Rahbari M, Treffs A, Reiser A, Lenoir B, Valous NA, Jager D, Birgin E, Sawant TA,
Li Q, Xu K, Dong L, Otto M, Itzel T, Teufel A, Gretz N, Hawinkels LJAC, Sanchez A,
Herrera B, Schubert R, Moshage H, Reissfelder C, Ebert MPA, Rahbari NN, Breitkopf-
Heinlein K.

Mol Cell Endocrinol. 2023;570:111934. doi: 10.1016/j.mce.2023.111934.

PMID: 37085108

3.1 Ursprung von BMP-9

Wahrend Bidart et al.*' postulierten, dass Hepatozyten die Ursprungszellen von BMP-
9 seien, konnte die Forschungsgruppe von Breitkopf-Heinlein et al. zeigen, dass BMP-
9 hauptsachlich in hepatischen Sternzellen gebildet wird®®. Um dies nochmals zu
Uberprifen und uns einen Uberblick Uber mogliche andere Quellen von BMP-9 zu
verschaffen, analysierten wir die BMP-9 Expression verschiedener Leberzellen. Nach
Isolation der verschiedenen Zellarten aus gesundem humanen Lebergewebe,
verglichen wir die BMP-9-Level der primaren Zellen mittels realtime-PCR. Wie
erwartet, zeigte sich in dem Zelllysat aus HSC und LSEC die hochste BMP-9-
Expression, wahrend in den Hepatozyten praktisch keine Expression nachweisbar war
(s. Abb. 8). Ebenso war in den Kupfferzellen nur eine minimale Synthese zu messen.
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Abb. 8.: Vergleich der BMP-9 Expression verschiedener Zellarten der humanen Leber.
Lebergewebe eines Patienten mit kolorektalen Lebermetastasen wurde zur Analyse enthommen. Dabei
wurde nur gesundes, vom Tumor weit entferntes Gewebe verwendet. Nach Aufreinigung des Gewebes
sowie lIsolation der Zellarten wurde die BMP-9 Expression mittels realtime-PCR analysiert. KZ,
Kupfferzellen; LSEC, liver sinusiodal endothelial cell; HSC, Hepatische Sternzellen; BMP-9, bone
morphogenetic protein- 9.

3.2 Untersuchungen an humanen hepatischen Sternzellen

3.2.1 BMP-9 Expression in hHSC unter Stimulation mit Fettsauren

Ursprungliche Zielsetzung der Arbeit war es, die Rolle von BMP-9 unter dem Einfluss
von Fettsauren genauer zu untersuchen. Einer der naheliegenden ersten Schritte war
demnach, sich die direkte Beeinflussung der BMP-9 Expression durch Fettsduren
anzuschauen. Wie oben bereits erwahnt, scheinen HSC die hauptsachliche Synthese
von BMP-9 zu betreiben, weswegen wir humane HSC verschiedenen Fettsauren
aussetzten. Die HSC wurden primar aus der gesunden Leber von Patienten mit
kolorektalem Karzinom isoliert und dann kultiviert. Obwohl wir mehrere verschiedene
Primersequenzen von BMP-9 ausprobierten, konnten wir keine validen Messungen
der Genexpression in der real-time PCR erzielen. Anders als bei Ergebnissen mit
primaren Zellen, ergaben sich sehr hohe Ct-Werte (ca. 31-34; Abb. 9), welche auf eine
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nur geringe Bildung von BMP-9 schlielRen lassen. Wir vermuten daher am ehesten ein
Artefakt der Monolayerkultur von HSC, welches dadurch verursacht wird, dass
kultivierte HSC mit steigender Passageanzahl ihren primaren Phanotyp verlieren und
daher zunehmend weniger BMP-9 exprimieren.

In der Folge verschoben wir unseren Fokus auf die Auswirkungen von Fettsauren und
BMP-9 auf mogliche Zielzellen von BMP-9 und konzentrierten uns auf mogliche

Downstream — Signalwege.
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Abb. 9: BMP-9 Expression in hHSC nach Stimulation mit Fettsduren. hHSC wurden in DMEM +
10% FCS kultiviert. 4h vor Versuchsbeginn erfolgte ein Aushungern der Zellen bei 0,5% FCS. Die Zellen
wurden fiir 48h mit PA (200 uM), OA (200 uM) und PA+OA (kumulative Konzentration von 400 uM)
stimuliert. Nach Beenden des Versuchs erfolgte die Analyse der RNA-Expression mittels realtime-PCR.
Die Ct-Werte wurden auf b2M (house-keeping Gen) normalisiert. Die statistische Auswertung von n=3
unabhangigen Experimenten erfolgte via t-test. Es konnten keine signifikanten Ergebnisse gefunden
werden. Co, Kontrolle; PA, Palmitinsaure; OA, Olsaure, HSC, Hepatische Sternzellen, B2M, B2-
Mikroglobulin; BMP-9, bone morphogenetic protein- 9.
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3.2.2 Aktivierungszustand von HSC

Bei beginnender Fibrose kommt es zur Dedifferenzierung von HSC zu
Myofibroblasten, welche extrazellulare Matrix Proteine synthetisieren'®. Diese
entstehen vorwiegend aus aktivierten HSC, kénnen zum Teil aber auch aus LSEC""
12 entstehen. aSMA sowie auch Col1a1 sind geeignete Marker flr die HSC-Aktivierung
7.10,104 Um zu Uberprifen, inwiefern die Exposition mit Fettsduren eine Aktivierung der
Zellen bewirkt, und sie zu Myofibroblasten differenzieren Iasst, analysierten wir die
aSMA und Col1a1 Expression nach Stimulation mit verschiedenen Fettsauren.

Wie in Abb. 10A und 10B zu sehen, konnte durch Exposition mit Fettsauren in HSC

keine Erhohung der Myofibroblasten-Marker beobachtet werden.

3.2.3 Aktivierungsgrad von LSEC

Auch LSEC konnen dem aktuellen Forschungsstand nach zu Myofibroblasten
differenzieren bzw. aktiviert werden und so ihre stabilisierende Wirkung auf hepatische
Sternzellen verlieren'? 1%, Lyve1 und Stab2 stellen Marker fiir gesunde, ruhende
LSEC'% dar, wahrend Fibronectin einen Marker fiir aktivierte, dedifferenzierte LSEC
darstellt'%”.

Bei Aktivierung fallt demnach die Expression von Lyve1 und Stab2 ab, wahrend
Fibronectin ansteigt.

Um eine mogliche Aktivierung der LSEC durch fettreiche Stoffwechsellage zu
untersuchen, analysierten wie diese Marker nach Stimulation mit verschiedenen
Fettsauren fiir 48h. Dabei konnten keine signifikanten Anderungen der Genexpression
festgestellt werden (s. Abb. 10 C-E).
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A) aSMA in HSC B) Col1a1 in HSC
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Abb. 10 Keine Zellaktivierung von hHSC und LSEC nach Stimulation mit Fettsduren. Fir den Versuchsaufbau

s. Abb.9. Die statistische Auswertung von n = 3 unabhangigen Experimenten erfolgte mittels t-Test. Es zeigten

sich keine signifikanten Unterschiede. A) zeigt die Expression von aSMA in hHSC, B) die Expression von Col1a1

in hHSC, C) die Expression von LYVE-1 in LSEC, D) die Expression von Stab-2 in LSEC und E) die expression
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von Fibronectin in LSEC. Co, Kontrolle; PA, Palmitinsaure; OA, Olsaure, B2m, p2-Mikroglobulin; aSMA, anti-smooth
muscle antibody; Col1a1, Collagen 1a1, LYVE-1, lymphatic vessel endothelial hyaluronic acid receptor 1; Stab-2,
Stabilin-2; FN, Fibronectin.

3.2.3 Die Kombination aus OlI- und Palmitinsaure stimuliert die
FGF21- Synthese in hepatischen Sternzellen

Der Forschungsgruppe von Kim et al.®! zufolge erhoht BMP-9 die Synthese von FGF21
in der Leber. Wir untersuchten daher die Expression von FGF21 in HSC. Wahrend die
alleinige Stimulation mit Palmitin- oder Olsdure keine signifikanten Veranderungen
zeigte, fiihrte die Kombination von Palmitin- und Olsdure zu einer signifikant
gesteigerten FGF21- Expression (s. Abb.11).
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Abb. 11: FGF21-Expression in hHSC nach Stimulation mit Fettsduren. Fir den Versuchsaufbau s.
Abb. 9. Die Analyse der RNA-Level erfolgte mittels realtime-PCR. Die Ct-Werte wurden auf b2M
(house-keeping Gen) normalisiert. Die statistischen Unterschiede von n = 3 unabhangigen
Experimenten wurden mittels t-Test bestimmt und wie folgt klassifiziert; p < 0.01: **. Co, Kontrolle; PA,
Palmitinsaure; OA, Olsaure; B2m, B2-Mikroglobulin; FGF21; fibroblast growth factor 21.
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3.3 Einfluss von BMP-9 und Fettsauren auf Hepatozyten

3.3.1 FGF21-Expression in Hepatozyten

Die Hepatozyten stellen mit Abstand die haufigste Zellart der Leber dar und sind
maBgeblich an ihrer Funktion beteiligt. Weiterhin bilden sie Xu et al.®¢ zufolge auch
FGF21. Die Forschungsgruppe hatte gezeigt, dass Linolsaure die FGF21- Expression
in Hepatozyten erhoht. Daneben konnten Kuo et al. zeigen, dass BMP-9 ebenfalls die
Expression von FGF21 steigert. Die Ergebnisse dieser zwei Forschungsgruppen
versuchten wir in einem Versuchsaufbau zu Uberprufen, indem wir Hepatozyten
sowohl mit Fettsauren allein als auch in Kombination mit BMP-9 stimulierten (s. Abb.
12). Die Stimulation mit einzelnen Fettsauren fuhrte zu keiner signifikanten Steigerung
von FGF21. Diese wurde nur durch die Kombination von Ol- und Palmitinsaure
erreicht. Bei der Applikation von BMP-9 und Fettsauren zeigte sich bei der Kondition
BMP-9 + Palmitinsaure die FGF21-Expression im Vergleich zur Kondition mit alleiniger
Palmitinsaure signifikant gesteigert, wahrend BMP-9 mit PA gegenuber alleinigem
BMP-9 zumindest eine Tendenz erreichte.
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Abb. 12: Expression von FGF21 in Hepatozyten. Die upcyte Hepatozyten wurden gemafl den
Angaben des Herstellers in Basal Medium kultiviert. Fir den Versuch wurde High Performance Medium
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genutzt und die Zellen wurden fiir 48h mit PA (200 mM), OA (200 mM) und PA+OA (kumulative Konz.
400 mM) sowie BMP-9 ( 5ng/ml) .Danach erfolgte die Bestimmung der RNA-Level mittels realtime-PCR
sowie die Normalisierung auf b2M (house-keeping Gen). Die Daten wurden anhand von t-Test-
Berechnungen ausgewertet und wie folgt klassifiziert: p < 0.1: Tendenz (Td); p < 0.05: *. Co, Kontrolle;
PA, Palmitinsaure; OA, Olsdure, LA, Linolsaure; BMP-9, bone morphogenetic protein- 9; B2m, B2-
Mikroglobulin; FGF21; fibroblast growth factor 21.

3.3.2 Expression von FGF19 in Hepatozyten

FGF19 ist ein strukturell und funktionell mit FGF21 verwandtes Signalmolekiil 8'.
Obwohl in der Literatur vor allem das terminale lleum als Ursprungsort von FGF19
angefiihrt wird,®® Uberpriiften wir zunachst, ob BMP-9 und/oder Fettsduren nicht
ebenfalls einen Effekt auf eine mdgliche FGF19-Expression in Hepatozyten haben
konnten. Bei alleiniger Stimulation mit Fettsguren zeigte sich eine tendenzielle
Induktion bei der Kondition mit Palmitinsaure sowie eine signifikante Induktion bei der
Linolsdure (s. Abb. 13). Sowohl die Olsdure als auch interessanterweise die
Kombination von Ol- und Palmitinsdure zeigten keinen Effekt. Auch in der Kombination
mit BMP-9 zeigten die Kondition mit Palmitin-, Ol- und Linolsaure eine signifikant
gesteigerte FGF19-Expression im Vergleich zu BMP-9. BMP-9 allein hatte keine
Auswirkungen auf die FGF19-Synthese in Hepatozyten.
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Abb. 13: FGF19 Expression in Hepatozyten. Fiir den Versuchsaufbau s. Abb. 12. Die dunkelgrauen

Balken symbolisieren die Konditionen ohne BMP-9, die hellgrauen die mit BMP-9. Die Bestimmung der
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RNA-Expression erfolgte via realtime-PCR. Die Ct-Werte wurden auf b2M normalisiert. Die statistische
Auswertung erfolgte anhand des t-Tests, die Ergebnisse wurden folgendermallen eingeteilt: p < 0.1: Td;
p < 0.05: *, p < 0.05: **. Co, Kontrolle; PA, Palmitinsaure; OA, Olsaure, LA, Linolsaure; BMP-9, bone
morphogenetic protein- 9; B2m, B2-Mikroglobulin; FGF19; fibroblast growth factor 19.

3.3.3 FGF21/FGF19 - Rezeptoren in Hepatozyten

FGFR4 ist einer von vier verschiedenen FGF-Rezeptoren. Zusammen mit dem Ko-
Rezeptor R-Klotho, stellt er einen der hauptsachlichen Rezeptoren von FGF21 und
FGF19 dar.3® 1% |n Hepatozyten lieR sich keine signifikante Beeinflussung der
Expression von FGFR4 durch Stimulation mit Fettsauren oder BMP-9 erkennen (s.
Abb. 14A). Anders verhielt es sich bei dem Ko-Rezeptor -Klotho. Nachdem FGFR4
in Hepatozyten eher konstitutiv exprimiert zu werden scheint, zeigte sich die
Expression vom Ko-Rezeptor -Klotho durch die Stimulation mit BMP-9 erhoht (s. Abb.
14B). Wahrend die Kondition mit BMP-9 alleine nur eine tendenzielle Erh6hung
erreichte, waren die Expressionslevel bei der Kombination von BMP-9 mit Palmitin-
oder Olséure oder einer Kombination mit beiden Sauren signifikant erhoht. Die
Kondition mit BMP-9 + Linolsaure zeigte aus unbekannten Grunden allerdings keinen
erhohten Wert. Ebenso blieb die Stimulation mit den Fettsauren alleine ohne Effekt auf
B-Klotho.
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Abb. 14: FGFR4/R-klotho Rezeptorstatus in Hepatozyten Fiir den Versuchsaufbau siehe Abb. 12.
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Nach Stimulation mit den Fettsduren und BMP-9 fiir 48h wurden die RNA-Level via realtime-PCR
analysiert und auf b2M normalisiert. A) zeigt die Expression des Rezeptors FGFR4, B) des Rezeptors
KLB in HC. Die statistische Auswertung erfolgte mittels t-Tests. Die Ergebnisse wurden wie folgt
klassifiziert: p < 0.1: Td; p < 0.05: *. Co, Kontrolle; PA, Palmitinsdure; OA, Olséaure, LA, Linolséure; BMP-
9, bone morphogenetic protein- 9; B2m, B2-Mikroglobulin.

3.4 Untersuchungen in Darmorganoiden

BMP-9 bindet mit hochster Affinitat an den Alk1-Rezeptor*4. Wie Chen et al. zeigten,
findet sich in Darmzellen vergleichsweise mehr Alk1 als in der Leber. Ebenso zeigt
sich Id1, ein Zielgen von BMP-9, im Darm erhoht exprimiert 102,

Ein moglicher Einfluss von BMP-9 auf den Darm scheint daher naheliegend. Nachdem
wir die Auswirkungen von BMP-9 und Fettsauren auf die Leber untersucht hatten,
analysierten wir nun deren Effekt auf intestinale Epithelzellen. Dabei konzentrierten wir
uns auf die gleichen Mediatoren, welche wir bereits in der Leber untersucht hatten. Um
Ergebnisse zu erzielen die besser in die Klinik translatierbar sein sollten, nutzten wir

in unserem Versuchsaufbau ein Organoidmodell aus Darmzellen.

3.4.1 FGF19 in Darmorganoiden durch BMP-9 hochreguliert

FGF19 ist ein Signalmolekul, welches im terminalen lleum gebildet wird und Uber den
Rezeptorkomplex FGFR4/R3-klotho in der Leber wirkt. Nach der Untersuchung von
FGF19 in Hepatozyten, waren wir an der Regulation von FGF19 in Darmorganoiden
interessiert. Auch hier nutzten wir den bereits erprobten Versuchsaufbau mit
verschiedenen Fettsauren in Kombination mit BMP-9.

Wahrend die Fettsauren allein keinerlei Effekt auf FGF19 zeigten, steigerte die
Stimulation mit BMP-9 die FGF19-Expression signifikant (s. Abb. 15). Sowohl die
Kondition mit alleinigem BMP-9 als auch die Konditionen mit Fettsduren + BMP-9 im
Vergleich zu den Fettsauren allein zeigten signifikante Ergebnisse. Lediglich die
Kondition BMP-9 + Olsaure erreichte im Bezug zur Kondition mit alleiniger Olséure

lediglich eine Tendenz.
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FGF19 in Darmorganoiden
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Abb. 15: FGF19 in Darmorganoiden. Intestinale Epithelzellen wurden aus Biopsien von
Kolonkarzinompatienten isoliert. Dabei wurde nur gesundes, vom Tumor weit entferntes Gewebe
verwendet. Die intestinalen Epithelzellen wurden als dreidimensionale Zellverbdnde in Matrigel und
WENRA Medium (genaue Zusammensetzung s. Tab. 6) kultiviert und fiir den Versuch fir 48h mit
Fettsduren und BMP-9 stimuliert. Die dunkelgrauen Balken reprasentieren die Konditionen ohne BMP-
9, die hellgrauengrauen die mit BMP-9. Die Auswertung der RNA-Expressionen erfolgte via realtime-
PCR. Die Ct-Werte wurden auf Rpl19 (house-keeping Gen) normalisiert, mittels t-Test ausgewertet und
wie folgt klassifiziert: p < 0.1: Td; p < 0.05: *; p < 0.01: **. Co, Kontrolle; PA, Palmitinsaure; OA, Olsaure;
LA, Linolsaure; BMP-9, bone morphogenetic protein- 9, Rpl19, ribosom protein L19; FGF19; fibroblast
growth factor 19.

3.4.2 Rezeptoren von FGF19 und FGF21 im Darm

FGFR4 ist einer von vier Rezeptoren der FGF-Superfamilie und bildet gemeinsam mit
dem Ko-Rezeptor R-klotho den Rezeptorkomplex von FGF19 und FGF2138. 198 |n den
Darmorganoiden zeigte sich kein Effekt nach Stimulation mit Fettsauren oder BMP-9
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(s. Abb. 16). Eine sehr niedrige Expression von R-Klotho in Darmorganoiden konnte
zwar nachgewiesen werden, da die Ct-Werte aber sehr deutlich hoher waren als in der
Leber, gingen wir von einer eher weniger relevanten Expression im Darm aus und

fuhrten keine weiteren Analysen durch.
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Abb. 16: FGFR4 in Darmorganoiden. Fiir den Versuchsaufbau s. Abb. 15. Die dunkelgrauen Balken
reprasentieren die Konditionen ohne BMP-9, die hellgrauen die mit BMP-9. Die Auswertung von
Versuchen der RNA erfolgte via realtime-PCR. Die Ct-Werte wurden auf Rpl19 (house-keeping Gen)
normalisiert, mittels t-Test ausgewertet. Es wurden keine signifikanten Unterschiede gefunden. Co,
Kontrolle; PA, Palmitinsaure; OA, Olsaure; LA, Linolsdure; BMP-9, bone morphogenetic protein- 9,

Rpl19, ribosom protein L19; FGFR4; fibroblast growth factor receptor 4.

3.4.3 BMP-9 Rezeptorstatus in Hepatozyten und im Darm

BMP-9 bindet an verschiedene Rezeptoren, von denen es fur Alk1 die hochste Affinitat
besitzt.** Alk1 wird im Darm relativ stark exprimiert.’%? Mit niedrigerer Affinitat bindet
BMP-9 auch an Alk2. Da BMP-9 vermutlich in HSC gebildet wird3®, untersuchten wir
die benachbarten Hepatozyten auf ihnren BMP-9 Rezeptorstatus. Dafur verglichen wir

die Expression von Alk1 und Alk2. Wie bereits von Breitkopf-Heinlein et al.
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beschrieben3® fand sich kaum Alk1 Expression in Hepatozyten, sondern fast
ausschlieBlich Alk2 (s. Abb. 17A). In der Folge waren wir interessiert, inwieweit sich
die Exposition der Hepatozyten mit Fettsauren oder BMP-9 auf die Alk2-Expression
auswirkt (s. Abb. 17B). Dabei konnte allerdings keine Einflussnahme festgestellt
werden. Bei der Auswertung der Alk1 Expression in Darmorganoiden, kdnnte man eine
Erhéhung von Alk1 durch BMP-9 vermuten (s. Abb. 17C). Die Ergebnisse zeigten

jedoch eine recht grol3e Streuung und erreichten daher leider kein Signifikanzniveau.
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Abb. 17 Alk- Rezeptorstatus in Hepatozyten und im Darm. A) zeigt die Expression von Alk1 und

Alk2 in upcyte Hepatozyten. B) zeigt die Ergebnisse der Stimulation der Hepatozyten mit Fettsduren

63



und BMP-9 in Bezug auf die Alk2-Expression. Fiir den Versuchsaufbau s. Abb. 12. Die Auswertung der
RNA-Expression erfolgte mithilfe der realtime-PCR, die Ergebnisse wurden auf b2M normalisiert. C)
Alk1 in Darmorganoiden, fir den Versuchsaufbau s. Abb. 15. Die dunkelgrauen Balken reprasentieren
die Konditionen ohne BMP-9, die hellgrauen die mit BMP-9.Die Auswertung der RNA erfolgte via
realtime-PCR. Die Ct-Werte wurden auf Rpl19 normalisiert. Die statistische Analyse wurde mittels t-
Test durchgefiihrt. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.

Co, Kontrolle; PA, Palmitinséure; OA, Olsaure, LA, Linolsaure; BMP-9, bone morphogenetic protein- 9;

B2m, B2-Mikroglobulin; alk1, activin like kinase 1; activin like kinase 2; Rpl19, ribosom protein L19

3.4.4 Die LGRS Expression wird durch BMP-9 in Darmorganoiden

reduziert

LGR5 ist ein Marker der Stammzellen des Darms.'®® Die Applikation von BMP-9
bewirkte eine Abnahme der Expression in den Darmorganoiden (s. Abb. 18). Die
alleinige Stimulation mit Fettsauren hatte hingegen keinen signifikanten Effekt. Bei der
Kombination von Palmitin- und Ols&ure, welche die doppelte kumulative Konzentration

beinhaltete, zeigte sich zumindest eine Tendenz.
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Abb. 18: LGRS in Darmorganoiden. Fir den Versuchsaufbau s. Abb. 15. Die dunkelgrauen Balken
reprasentieren die Konditionen ohne BMP-9, die hellgrauen die mit BMP-9.Die Auswertung der RNA
erfolgte mittels realtime-PCR. Die Ct-Werte wurden auf Rpl19 normalisiert, mittels t-Test ausgewertet
und wie folgt klassifiziert: p < 0.1: Td; p < 0.05: *; p < 0.01: **. Co, Kontrolle; PA, Palmitinsaure; OA,
Olsaure; LA, Linolsaure; BMP-9, bone morphogenetic protein- 9, Rpl19, ribosom protein L19; LGR5,
Leucine-rich repeat-containing G-protein coupled receptor 5.

3.5 Untersuchungen anhand des Perfusionssystems

In vivo wachsen Zellen in dreidimensionalen Verbanden und werden verschiedensten
Wachstums- und Differenzierungsreizen ausgesetzt. Um in vitro moglichst gleiche
Bedingungen zu schaffen, gestalteten wir einen Versuchsaufbau mit einem

Perfusionssystem. In diesem installierten wir dreidimensionale Zellverbande in Form
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von Darm- und Leberorganoiden, um so die potenzielle Beeinflussung der Zellen
beider Organe untereinander zu simulieren (s. Abb. 19). Die Kammern mit den
jeweiligen Organoiden standen Uber ein Schlauchsystem miteinander in Verbindung.
Mittels einer Pumpe generierten wir eine definierte Flussrate von gemeinsamem

Medium um einen Stoffaustausch zwischen den ,,Organen® zu gewahrleisten.

Darmorganoide

Pumpe

Perfusions- [ (#%.-
system ORS

Mediumreservoir

Abb. 19 Schematische Darstellung des Perfusionssystems. Das Perfusionssystem besteht aus 4
Komponenten, welche uber Schlduche miteinander verbunden sind. Das System ist mit einem
gemeinsamen Medium (Zusammensetzung s. Kapitel 2) aufgefiillt, welches Uber die Schlduche durch
die Kammern zirkulieren kann. Die noétige Flussrate wird durch eine Pumpe sichergestellt. Um die
anatomischen Gegebenheiten des Pfortadersystems in vivo zu berlicksichtigen und physiologischen
Stoffwechsel moglichst genau nachzubilden, wurden die Kammer mit den Darmorganoiden denen der
Leberorganoide voran geschaltet. So konnten Mediatoren und Stoffwechselprodukte der
Darmorganoide direkt auf die Leberorganoide einwirken, sowie umgekehrt die Mediatoren der

Leberorganoide nach Durchlaufen des Reservoirs und der Pumpe auf die Darmorganoide einwirken.
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3.5.1 Einfluss des Perfusionssystems auf FGF19

Um die Auswirkungen des Versuchsaufbaus des Perfusionssystems zu untersuchen,
verglichen wir die Expression von FGF19 in Darmorganoiden in Monokultur mit der
von Darmorganoiden in Ko-Kultur mit Leber-Organoiden im Perfusionssystem. Wie in
Abb. 20A zu sehen, zeigte sich die Expression von FGF19 in den Darmorganoiden in

Ko-Kultur im Vergleich zu Darmorganoiden in Monokultur signifikant erhoht.

3.5.2 FGF19 Expression in Darm- und Leberorganoiden

Die bekannteste Funktion von FGF19 ist die Regulation der Gallensauresynthese.
Gallensauren binden am FXR-Rezeptor im terminalen lleum, welcher die Synthese
von FGF19 in den Darmzellen steigert. FGF19 selbst bindet darauf uber den FGFR4
Rezeptor in der Leber, um dort die Gallensauresynthese zu hemmen.%

Wir waren nun interessiert, ob neben dem Darm auch andere Organe wie z.B. die
Leber an der Synthese von FGF19 beteiligt sind. Dafur verglichen wir die Expression
von FGF19 in Darm- und Leberorganoiden im Perfusionssystem. Wider unserer
Erwartung zeigte sich, dass die Expression von FGF19 in den Leberorganoiden
signifikant hoher war als in den Darmorganoiden (s. Abb. 20 B). Dies zeigte sich
unabhangig von einer Stimulation mit Fettsauren. Die Fettsauren allein hatten keinen

signifikanten Effekt auf die Expression von FGF19 in den jeweiligen Organoiden.
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Abb. 20: FGF19-Expression in Darm- und Leberorganoiden. A) Vergleich der Expression von
FGF19 in Darmorganoiden in Monokultur und Darmnorganoiden in Ko-Kultur im Perfusionssystem. B)
Vergleich der FGF19 Expression von Darmorganoiden und Leberorganoiden in Ko-Kultur in
Perfusionssystem mit und ohne Fettsdurestimulation.

Darmorganoide aus intestinalen Epithelzellen und Leberorganoide aus HC, HSC und LSEC wurden in
Matrigel eingebettet und jeweils in ihren eigenen Kammern platziert (fiir die genaue Herstellung siehe
Kap. 2). Die Kammern wurden mittels elastischer Schiduche miteinander verbunden und standen lber
ein gemeinsames Medium (genaue Zusammensetzung s. Tab. 5) sowie mittels Pumpe generierter
Flussrate zueinander in Verbindung. In der Kondition mit den Fettsduren wurde ein Mix aus
verschiedenen Fettsduren zugesetzt. Nach 48h wurde der Versuch beendet und die RNA-Expression
von FGF19 via realtime-PCR analysiert. Die Ct-Werte wurden auf rS18 normalisiert und die Ergebnisse
von n = 3 unabhédngigen Versuchen mittels t-Test ausgewertet und wie folgt klassifiziert: p < 0.01: **,
PFS, Perfusionssystem; FS, Fettsduren; rS18, ribosomal protein S18; FGF19, fibroblast growth factor
19.

3.5.3 FGF21 in Leber-und Darmorganoiden

Das zu FGF19 strukturell und funktional verwandte FGF21 war in Leberorganoiden im
Vergleich zu den Darmorganoiden ebenfalls erhoht (s. Abb. 21). Bei der Auswertung
der Ergebnisse kam es allerdings zu hohen Varianzen, sodass der Unterschied
lediglich eine Tendenz und keine Signifikanz erreichte. Die Fettsauren zeigten keinen
Effekt .

68



FGF21

Td Td
4 — |
= K3
®] -
<|]3
[0)
N, [
o0
B 2T
= [ ]
S .
(D - P
: | o [4
0 : [Cel®] :

Darmorganoide Leberorganoide Darmorganoide Leberorganoide
Kontrolle Kontrolle +FS +FS

Abb.21: Vergleich der Expression von FGF21 in Leber- und Darmorganoiden. Fiir den
Versuchsaufbau s. Abb.20. Die RNA-Expression von FGF19 wurde via realtime-PCR analysiert. Die
Ct-Werte wurden auf rS78 (house keeping gen) normalisiert und die Ergebnisse via t-Test ausgewertet
und wie folgt klassifiziert: p < 0.1: Td. PFS, Perfusionssystem; FS, Fettsauren; rS718, ribosomal protein
S18; FGF21, fibroblast growth factor 21.

3.5.4 Vergleich von FGF19, FGF21 und Ko-Rezeptor 3-klotho in

humanem Leber- und Darmgewebe

Um die Ergebnisse des Perfusionssystems weiter zu validieren, analysierten wir
zusatzlich die Expression von FGF19, FGF21 und 3-klotho in Leber- und Darmgewebe
von Patienten mit hepatisch metastasierem kolorektalen Karzinom und verglichen sie
miteinander (s. Abb. 22). Wahrend FGF19 in humanem Gewebe in beiden Organen
relativ gleich hoch exprimiert war, zeigten sich FGF21 und vor allem R-klotho

signifikant hoher im Lebergewebe.
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Abb. 22 Vergleich der Expression der FGF-Liganden und deren Ko-Rezeptor in humanem Leber-
und Darmgewebe. Es wurden Biopsien aus Leber- und Darmgewebe von Patienten mit Kolonkarzinom
entnommen. Dabei wurde nur gesundes, vom Tumor weit genug entferntes Gewebe verwendet. Nach
Aufreinigung des Gewebes erfolgte die Analyse der RNA-Expression via realtime-PCR. Die statistische
Auswertung wurde mittels t-Test durchgefihrt und die Daten wie folgt klassifiziert: p < 0.05; p < 0.01: **.
FGF19, fibroblast growth factor 19; FGF21, fibroblast growth factor 21.

3.5.4 Stammzellmarker der intestinalen Epithelzellen

Wie bereits beschrieben, ist LGR5 ein Stammzellmarker intestinaler Zellen'®® der die
Wachstumsbedingungen der Zellen widerspiegelt. Entsprechend fanden wir LGR5
hauptsachlich in den Darmorganoiden (s. Abb. 23). Weiter zeigte sich eine Reduktion

von LGRS durch das Zusetzen von Fettsauren in den Darmorganoiden.
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Abb. 23: LGR5 im Perfusionssystem. Fiir den Versuchsaufbau s. Abb.20. Die RNA-Expression von
FGF19 wurde via realtime-PCR analysiert. Die Ct-Werte wurden auf rS78 normalisiert und die
Ergebnisse mittels t-Test ausgewertet und wie folgt klassifiziert: p < 0.01: **; p < 0.00001: *****, PFS,
Perfusionssystem; FS, Fettsauren; rS18: ribosomal protein S18; LGR5, Leucine-rich repeat-containing

G-protein coupled receptor 5.

3.5.5 BMP-9 -Rezeptoren im Perfusionssystem

Wie bereits erwahnt, hatten Cai et al.'®? eine hohere Alk1 Expression im Darm als in
der Leber gefunden. Um dieses Ergebnis im eigenen Versuchsaufbau zu validieren,
verglichen wir ebenfalls die Expression von Alk1 in Darm- und Leberorganoiden. Wie
erwartet, zeigte sich eine signifikant erhohte Expression von Alk1 in den intestinalen
Epithelzellen s.Abb. 24B). Ein Einfluss der Fettsduren auf die Synthese von Alk1
konnte dabei nicht festgestellt werden.

Weiter untersuchten wir die Expression von Endoglin, einem nicht obligaten Ko-
Rezeptor von BMP-9*. In dem Versuch die Signalwege von BMP-9 besser zu
erforschen, verglichen wir die Expression von Endoglin in Leberorganoiden mit der
von Darmorganoiden. Obwohl die Expression in der Leber deutlich hoher scheint als
im Darm, erreichten die Unterschiede in beiden Konditionen aufgrund der hohen
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Streuung leider nur eine Tendenz (s.Abb. 24A). Ein moglicher Grund fur die hohen

Varianzen kdnnten wiederum die sehr niedrigen Expressionslevel sein (die Ct-Werte

waren > 30).
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Abb. 24: Vergleich der BMP-9 Rezeptoren Alk1 und Endoglin in Darm- und Leberorganoiden in
Ko-Kultur in Perfusionssystem. A zeigte die Expression von Alk1 in Darm und Leberorganoiden in
Ko-Kultur im Perfusionssystem, B die von Endoglin in Ko-Kultur im Perfusionssystem. Fir den
Versuchsaufbau s. Abb. 20. Die RNA-Expression wurde via realtime-PCR analysiert. Die Ct-Werte
wurden auf rS18 normalisiert und die Ergebnisse mittels t-Test ausgewertet und wie folgt klassifiziert: p
< 0.1: Tendenz; p < 0.05: *; p < 0.01: **. PFS, Perfusionssystem; FS, Fettsduren; rS18, ribosomal
protein S18; Alk1, activin like kinase 1.
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4 Diskussion

Obwohl BMP-9 bereits vor 20 Jahren entdeckt wurde*?, bleiben verschiedene Rollen
dieses Zytokins im Korper immer noch ungeklart. Lag frher der Knochenstoffwechsel
im Fokus, hat sich die Aufmerksamkeit in den letzten Jahren mehr und mehr auf die
Funktion von BMP-9 in der Leber sowie im Fett- und Glucosestoffwechsel verschoben.
Mehreren Arbeitsgruppen zufolge®4 67.21. 110 'hat BMP-9 einen positiven Effekt auf den
Energiehaushalt. Vor allem dann, wenn eine entgleiste, fettreiche Stoffwechsellage
vorliegt, wie es z.B. bei NAFLD oder Diabetes der Fall ist.

Gleichzeitig, scheint BMP-9 in der Leber bei Entziindung, z.B. im Rahmen einer CCL4-
Schadigung im Mausmodell, einen eher schadlichen Effekt auf die
Regenerationsfahigkeit der Leber zu besitzen3. So besteht in der aktuellen Literatur
eine Diskrepanz bezuglich der potentiell schadlichen oder eher natzlichen Funktion
von BMP-9 im menschlichen Korper.

Auch um diese Diskrepanz weiter zu beleuchten, war das Ziel dieser Arbeit die
Erforschung der Funktionen von BMP-9 bei fettreicher Stoffwechsellage,.

Im Bestreben bestmdgliche translationale Forschung zu betreiben, wurden neben
Monolayer-Kulturen auch Organoide in Kultur sowie im Modell eines
Perfusionssystems studiert. Im Verlauf der Arbeit untersuchten wir nicht nur den
Einfluss der Fettsauren auf BMP-9, sondern konzentrierten uns ebenso auf die
Identifikation noch unerforschter Mediatoren von BMP-9 und deren Einordnung in den

humanen Metabolismus unter fettreicher Stoffwechsellage.

4.1 Ursprung von BMP-9

Trotz jahrelanger Erforschung von BMP-9 besteht immer noch Uneinigkeit Uber
dessen genauen Ursprung. Obwohl bereits bei der Entdeckung von BMP-9 die Leber

als hauptsachlicher Syntheseort deklariert wurde*s, blieb die genaue Zellart, welche
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BMP-9 bilden soll, umstritten. Wahrend Bidart et al. die Hauptquelle von BMP-9 in den
Hepatozyten sieht*!, kam die Forschungsgruppe von Breitkopf-Heinlein et al. zu dem
Ergebnis, dass die hepatischen Sternzellen den Hauptanteil von BMP-9 bilden3®. Um
diese Diskrepanz grob orientierend zu Uberprufen, fuhrten wir eine Analyse der
Genexpression der verschiedenen Leberzelltypen in Bezug auf deren BMP-9
Expression durch. Auch wenn dabei die finale Isolation der Zellen aus dem
Lebergewebe leider nicht vollstandig gelang, zeigte sich die Expression in unserem
Zellgemisch aus nicht-parenchymalen Zellen (HSC und LSEC) deutlich héher als in
den Hepatozyten (s. Abb. 8). Aus der Zusammenschau der bisherigen
Forschungsergebnisse und diesen Daten, erscheinen die HSC als Hauptquelle des

BMP-9 deutlich wahrscheinlicher als die Hepatozyten.

4.2 BMP-9 Expression von hHSC

Wie oben erwahnt, bilden vermutlich HSC den groten Anteil von BMP-9. BMP-9
wiederum soll manche seiner Effekte auf den Metabolismus erst in fettreicher
Stoffwechsellage entfalten®,
Um zu Uberprufen, inwiefern sich eine fettreiche Stoffwechsellage direkt auf die BMP-
9 Expression auswirkt, setzen wir hHSC in Monolayerkultur einem fettreichen Medium
aus und analysierten die RNA-Expression anschlielRend via realtime-PCR (s. Abb. 9).
Aufgrund der Tatsache, dass BMP-9 offenbar in kultivierten HSC insgesamt nur in
niedrigen Mengen exprimiert wurde, war es technisch schwierig die BMP-9 Expression
mittels PCR zu messen.
Im Kontrast dazu stehen die oben genannten Ergebnisse der Analyse der
verschiedenen Leberzellen. Dort erwies sich die realtime-PCR als unproblematisch
und der Ct-Wert der Probe mit HSC/LSEC belief sich immerhin auf 25.
Grund fur die Diskrepanz konnte die Tatsache darstellen, dass sich die humanen HSC
vor den Experimenten bereits seit langerer Zeit in Kultur befanden. Denkbar ware,
dass sich die Expression Uber die verschiedenen Passagen und den damit
einhergehen Zell-Stress verandert hat. So konnen HSC durch physische Einflisse
aktiviert werden und zu Myofibroblasten differenzieren.’® Allerdings soll der Literatur
zufolge bei der Differenzierung zu Myofibroblasten die BMP-9 Expression eher zu-
statt abnehmen.®® Inwieweit eine Langzeitkultur der Zellen in vitro aber als valides
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Modell fur die Aktivierung zu Myofibroblasten betrachtet werden kann, ist nicht
bekannt.

In jedem Fall waren weitere Versuche mit jingeren Zelllinien und primaren HSC
notwendig, um die Expression von BMP-9 in hHSC im physiologischen Zustand sowie
unter fettreicher Stoffwechsellage korrekt zu untersuchen.

4.3 Aktivierung von HSC und LSEC

HSC und auch LSEC konnen durch verschiedene Arten von Stress (wie z.B. die
Wirkung von bakteriellen Toxinen wie Lipopolysacchariden) aktiviert werden und zu
Myofibroblasten bzw. makrovsakularen Endothelzellen differenzieren bzw.
transitionieren.'? '* Physiologischerweise wirken gesunde LSEC stabilisierend auf den
Normalzustand der HSC. """ Werden sie allerdings kapillarisiert, verlieren sie diese
Fahigkeit, woraufhin die HSC zu Myofibroblasten dedifferenzieren.'® Durch diese
Aktivierung kommt es zur verstarkten Bildung von extrazellularer Matrix und somit zum
Beginn des fibrotischen Umbauprozesses der Leber.® 14
Um zu untersuchen, ob auch die direkte Exposition gegenuber Fettsauren eine
Aktivierung von HSC und LSEC bewirken kann, analysierten wir verschiedene Marker
nach Stimulation mit Fettsduren. Fur den Aktivierungszustand der HSC wurden die
Marker alpha smooth muscle actin (aSMA) und Kollagen Typ | (Col1a1) verwendet.
Bezulglich der Aktivierung der LSEC analysierten wir die Expression von LYVE-1 und
Stabilin 2 (STAB2) sowie Fibronectin.
Entgegen unserer Erwartung zeigte sich in unseren Versuchen kein einziger dieser
Marker signifikant verandert exprimiert (s. Abb. 10 A-E). Die Annahme, dass die direkte
Exposition gegenuber Fettsduren mit einer Aktivierung der HSC zu Myofibroblasten,
bzw. einer Kapillarisierung der LSEC einhergeht, konnten wir demnach nicht
bestatigen.
Neben der Moglichkeit, dass Fettsauren nicht als direkter Stimulus fungieren, ware es
ebenfalls denkbar, dass die Zelllinien durch die langandauernde Kultur inkl. mehrerer
Passagen bereits basal stark aktiviert waren. Olsen et al. zufolge, konnen
mechanische Einflisse in Form einer extrazellularen Matrix eine Aktivierung der HSC
bewirken.’® Mdoglicherweise befanden sich die HSC dadurch bereits in einem solch
ausgepragten Aktivierungszustand, dass die Fettsauren als Stimulus keine zusatzliche
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Aktivierung mehr zur Folge hatten. Eben dies konnte auch eine Erklarung dafur sein,
dass wir in kultivierten HSC deutlich weniger BMP-9 gefunden haben als in den frisch

isolierten HSC (wie in Kap. 4.2 bereits erwahnt).

Auch bei den LSEC konnten keine signifikanten Veranderungen im Sinne einer
Dedifferenzierung durch die Stimulation mit Fettsauren gefunden werden (s. Abb. 10
C-E). Die Erklarungen dafur entsprechen vermutlich mehr oder weniger denen der
HSC.

Ein Unterschied der beiden Zellarten besteht darin, dass wir die HSC selbst von
humanem Gewebe isoliert und kultiviert haben, wahrend wir fur die Versuche mit LSEC
upcyteLSEC genutzt haben. Upcyte Zellen sind humane Zellen, welche ehemals
isoliert und lentiviral verandert wurden, um die Proliferation transient zu stimulieren
und ein widerstandsfahiges und realistisches Modell humaner Zellen zur Verfugung zu
haben. Auch wenn sie sich gut zur Untersuchung der humanen zellularen Vorgange
eignen, konnten die Prozesse der Kapillarisierung durch die lentivirale Modifikation

alteriert worden sein.

4.4 FGF21 und seine Rolle im BMP-9 Stoffwechsel

FGF21 gehort zur Untergruppe von FGF19, kann endokrin wirken und besitzt
verschiedene benigne Effekte auf den menschlichen Stoffwechsel.38 8 90. 91 Ejn
Bildungsort ist die Leber, wobei die Synthese durch verschiedene Einflisse stimuliert
wird, darunter auch durch Fettsauren.®¢ Nach den Ergebnissen von Yu et al. zeigen
Hepatozyten einer Hepatom Zellinie (HepG2) nach Stimulation mit Linolsaure eine
erhohte FGF21 Produktion.8¢

Da sich die Hepatom Zelllinie von einer Tumorzelllinie ableitet, inklusive moglicher
stattgefundener Mutationen, ist die Aussagekraft in Bezug auf die Physiologie von
primaren (nicht-entarteten) Hepatozyten limitiert. Um die Versuchsergebnisse von Yu
et al. zu reproduzieren und zu validieren, untersuchten wir die Stimulation mit
Fettsauren daher anhand von upcyte Hepatozyten. Wie oben erwahnt, sind upcyte
Hepatozyten Zellen, welche von einem gesunden Spender bezogen und anschlielRend
quasi immortalisiert wurden. Da es sich bei lhnen im Unterschied zur Tumorzelllinie
um gesunde Zellen handelt, bieten sie eine wertvolle Erganzung zu den bisherigen
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Ergebnissen. In unserem Versuch zeigte sich bei den upcHC im Gegensatz zu den
Ergebnissen mit der Hepatom Linie keine Induktion von FGF21 durch Linolsaure (s.
Abb. 12). Allerdings konnten wir eine Induktion von FGF21 durch Palmitin- und Ols&ure
nachweisen.

Wahrend Yu et al. die Produktion von FGF21 in Hepatozyten untersucht hatten®,
konnten wir ebenfalls eine Bildung von FGF21 in hHSC feststellen.

In den hHSC zeigte sich FGF21 bemerkenswerterweise durch dieselbe Kombination
an Fettsauren induziert (Palmitin- und Olsdure) wie bei den Hepatozyten (s. Abb. 11).
Den Daten der humanen Proben zufolge, scheint die FGF21 Synthese im Vergleich

zum Darm vor allem in der Leber zu erfolgen (s. Abb. 22).

Kuo et al. postulierten, dass die Applikation von BMP-9 ebenfalls zu erhdhter FGF21-
Expression fuhrt. Diese Hypothese konnten wir in unserem Versuchsaufbau nicht
bestatigen (Abb.12). In unserer Arbeitsgruppe zeigte die virusvermittelte
Uberexpression von BMP-9 in Mausen ebenfalls keine erhdhte FGF21-Expression."'2
Allerdings fuhrte die Stimulation mit BMP-9 und Palmitinsaure im Vergleich zur
alleinigen Stimulation mit Fettsauren zu einer gesteigerten Synthese von FGF21 in
Hepatozyten (s. Abb. 12).

Dass BMP-9 erst im Beisein von Fettsauren einen Effekt auf die FGF21-Synthese
haben koénnte, wiirden zu den Ergebnissen von Yang et al.®* passen, welche mehrere
Effekte von BMP-9 erst unter einer high fat diet beobachtet haben.

Weiter analysierte unsere Arbeitsgruppe BMP-9 KO-Mause. Dort zeigte sich die
Expression von FGF21 in der Leber vermindert''?, wahrend KLB im Fettgewebe
wiederum stark induziert wurde. Denkbar ware, dass es im Zuge des Fehlens von
BMP-9 zur verminderten Synthese von FGF21 kommt und daraus eine
kompensatorische Erhdhung des Rezeptors von FGF21 im Fettgewebe resultiert.

Weiter zeigten die BMP-9 KO-Mause vermehrt viszerales Fettgewebe, dessen
Expression sich zusatzlich von der Expression gesunder Individuen in Bezug auf
verschiedene Adipokine deutlich unterschied. So war Leptin, ein zentrales Hormon in
der Regulation der Nahrungsaufnahme''3, z.B. 113-mal starker exprimiert als bei den
Wildtyp-Kontrollen (noch nicht veroffentliche Daten). BMP-9 scheint demnach auch auf
diesem Weg einen Einfluss auf die Stoffwechselhomdostase zu haben.
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Zusammengenommen sind die Ergebnisse unserer Versuche mit FGF21 komplex und
insbesondere in Bezug auf die aktuelle Forschungsliteratur schwierig einzuordnen.
Dass BMP-9 eine Rolle in der Regulation des Fettstoffwechsels spielt ist aufgrund der
Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen sowie der ausgepragten Veranderung der
Adipokine bei BMP-KO Mausen sehr wahrscheinlich anzunehmen. Eine direkte klare
Induktion von FGF21 durch Fettsduren und BMP-9 konnten wir jedoch nicht sicher
feststellen. Gleichwohl zeigte sich FGF21 in bestimmten Konditionen durch Fettsauren
bzw. durch BMP-9 + Fettsauren erhdht. FGF21 wird wahrscheinlich insgesamt mehr
in der Leber als im Darmgewebe gebildet, in der Leber aber nicht nur durch
Hepatozyten, sondern auch durch nicht-parenchymale Zellen. In den HSC zeigte sich
dabei die FGF21-Synthese durch die Kombination von Palmitin- und Olséure

signifikant gesteigert.

4.5.1 Synthese von FGF19

FGF19 ist sowohl strukturell als auch funktionell nah mit FGF21 verwandt®. Seine
prominenteste Rolle nimmt es im Rahmen der Gallensaurenregulation ein. In diesem
Zusammenhang wird meist das terminale lleum als Syntheseort von FGF19
angegeben, von wo FGF19 sezerniert wird, um endokrin Uber den Blutfluss auf die
Leber (einschliesslich die Hepatozyten) zu wirken. Dort hemmt es Uber FGFR4 die
Aktivitat von CYP7A1 und damit den entscheidenden Schritt der
Gallensaureseynthese.'4

In unseren Versuchen zeigte sich allerdings nicht nur in Darm- sondern auch in
Leberzellen eine Expression von FGF19 (s. Abb. 13). In der Ko-Kultur des
Perfusionssystem mit Darm- und Leberorganoiden zeigte sich die Synthese von
FGF19 in den Leberorganoiden sogar signifikant hoher als in den Darmorganoiden (s.
Abb. 20). Um diese Ergebnisse weiter zu validieren, verglichen wir zusatzlich die
Genexpression in jeweils 6 humanen Darm- und Leberbiospien. Hier zeigte sich die
Expression am ehesten gleich, es konnte keine signifikante Differenz festgestellt
werden (s. Abb. 22).
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Eine mogliche Erklarung fur die divergenten Ergebnisse in Organoiden konnte der
Umstand sein, dass der Stress der Kultur und das Passagieren sich auf die Expression
von FGF19 in den Organoiden ausgewirkt haben konnte.

Dass FGF19 aber zumindest teilweise auch in Hepatozyten gebildet wird, passt nicht
ganz zur prominenten Hypothese der Darm-Leber-Achse mit Regulation der
Gallensauren Uber FGF19. Diese wurde allerdings bereits von anderen
Arbeitsgruppen sukzessive erweitert. So scheint es sich eher nicht nur um eine lineare
Regulation von FXR im Darm uber FGF19 zur Hemmung der CYP7A1 in der Leber zu
handeln, sondern es zeigte sich auch eine Hemmung der CYP7A1 Giber SHP.%3

Dass FGF19 unseren Ergebnisse zufolge auch in Hepatozyten, dem eigentlichen
Zielort, gebildet wird, lasst zusammen mit den jungeren Ergebnissen anderer
Arbeitsgruppen auf eine deutliche komplexere Regulierung schlie3en als ehemals
angenommen.

Weitere Untersuchungen sind notwendig, um diese Signalwege und die Bildungsorte

von FGF19 besser zu verstehen.

4.5.2 Der Einfluss von Fettsauren und BMP-9 auf FGF19

In Hepatozyten zeigte sich eine erhohte Expression von FGF19 durch die Exposition
mit Palmitin- und Linolsaure (s. Abb. 13). BMP-9 allein, hatte in Hepatozyten keinen
signifikanten Effekt auf FGF19. Die Kombinationen von Palmitin- und Linolsaure mit
BMP-9 erreichten wiederum eine signifikante Steigerung im Vergleich zu den
Konditionen mit alleinigem BMP-9. Dies passt zu den Ergebnissen von Yang et al., bei
denen sich manche Effekte von BMP-9 erst entfalteten, sobald eine fettreiche
Stoffwechsellage gegeben war. Anderseits waren es sowohl ohne als auch mit BMP-
9 dieselben Fettsduren (Palmitin- und Olsaure) welche eine signifikant gesteigerte
Expression von FGF19 erreichten. Daher halten wir es fur wahrscheinlicher, dass der
Einfluss der Fettsauren auf die FGF19-Expression in Hepatozyten eher unabhangig
von BMP-9 ist und BMP-9 keine direkte Auswirkung auf FGF19 in Hepatozyten besitzt.

In Darmepithelzellen zeigen sich die Effekte von BMP-9 auf FGF19 im Vergleich zu

den Hepatozyten sehr gegensatzlich. Dort wiederum scheint BMP-9 einen deutlichen

und starken Einfluss auf die Expression von FGF19 zu haben (s. Abb. 15). Jede
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Kondition mit BMP-9 zeigte eine gesteigerte FGF19 Synthese, auch BMP-9 allein,
ohne Fettsauren. Umgekehrt zur Leber scheint im Darm demnach BMP-9 unabhangig
von den Fettsauren einen starken Einfluss auf FGF19 zu haben, wahrend die direkte
Stimulation mit Fettsauren alleine eher ohne Auswirkung bleibt.

Passend dazu die Ergebnisse der Darmorganoide in Ko-Kultur mit Leberorganoiden,
welche signifikant mehr FGF19 Expression als Darmorganoide in Monokultur zeigen
(s. Abb.20). In Ruckschau mit unseren anderen Ergebnissen postulieren wir daher,
dass in der Ko-Kultur von den Leberorganoiden ausgeschuttetes BMP-9 an den
Rezeptor Alk1 der Darmorganoide bindet und so die FGF19- Synthese im Vergleich
zu Darmorganoiden in Monokultur steigert.

Die Ergebnisse spiegeln auch den Wert und den Zusatznutzen des Modells des
Perfusionssystems wider. Durch die unterschiedlichen Komponenten kdnnen
komplexe Interaktionen von Zellen verschiedener Organe in vitro besser untersucht
werden. Dieser Vorteil stellt gleichzeitig auch einen Nachteil der Methodik dar, da es
mit steigender Komplexitat im Versuchsaufbau durch den erhdhten Anteil an Variablen
schwieriger wird, die Ergebnisse korrekt zu deuten. Ebenso erhoht sich die
Storanfalligkeit des Versuchsaufbaus im Vergleich zu einfacheren Versuchsmodellen
wie z.B. dem Monolayer.

Wenn BMP-9 tatsachlich auch in vivo einen induktiven Effekt auf FGF19 besitzt,
konnte es nicht nur in der Stoffwechselhomdostase eine wichtige Rolle spielen,
sondern auch im Gallensauremetabolismus. Jungste Forschungsergebnisse anderer
Arbeitsgruppen zeigen zunehmend die Bedeutung von FGF19 insbesondere in mit
Gallensauren-assoziierten Erkrankungen wie z.B. der primar sklerosierenden
Cholangitis (PSC). So zeigten Schneider et al.''® dass eine verminderte FXR-
Aktivierung und Signalkaskade durch Depletion des enteralen Mikrobioms (mit
konsekutiv vermindertem FGF19) bei Mdr2-Knockout Mausen zu einer vermehrten

Leberschadigung fuhrt.

Passend zu diesen Daten zeigte sich in einem Genexpressionsarray FGF15, das
murine Analogon zum humanen FGF19, durch einen Knockout von BMP-9 im
Dinndarm deutlich vermindert.'?> CYP7A1, dessen Expression durch FGF19
gehemmt wird, zeigte sich hochreguliert. Unser nachster Schritt wird sein, die
Ergebnisse der Genexpressionsanalyse auf der Ebene der Proteine zu bestatigen.
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Zusammenfassend zeigen unsere Ergebnisse, dass BMP-9 die Bildung von FGF19
verstarkt und auf diese Weise positiv auf den Energie- und Leberstoffwechsel einwirkt.
Unseren Ergebnissen zufolge klassifiziert sich BMP-9 somit, neben FGF19 selbst, als
vielversprechendes Zielprotein in Erkrankungen der Leber und des Darms, die mit

Gallensauren assoziiert sind.

4.6 Rezeptoren von FGF19 und FGF21

FGF19 und FGF21 binden unter anderem uber FGFR4 und dessen Ko-Rezeptor [3-
klotho an ihre jeweiligen Zielzellen.'08

FGFR4 fanden wir sowohl in Hepatozyten als auch in Darmorganoiden eher konstitutiv
exprimiert (s. Abb. 14 und 16). B-Klotho wiederum scheint im Menschen vor allem in
Hepatozyten und nicht in Darmzellen exprimiert zu werden (s. Abb. 23). Die Daten
dazu sind allerdings nicht einheitlich.

In Hepatozyten fuhrte die Stimulation mit BMP-9 in fast allen Konditionen zu einer
erhohten Expression von R-klotho (s. Abb. 14B). Lediglich die Kondition mit Linolsaure
und BMP-9 zeigte im Vergleich zur alleinigen Linolsaure keine Steigerung. Die
alleinige Stimulation mit Fettsauren hatte keinen Effekt auf 3-klotho.

Wahrend BMP-9 eher keinen Effekt auf die FGF19 Synthese in Hepatozyten hat (s.
Kap. 4.5.2), scheint es verstarkend auf die Expression dessen Ko-Rezeptors 3-Klotho
in Hepatozyten zu wirken. Auf diese Weise vermittelt BMP-9 einerseits eine
gesteigerte Synthese des Liganden FGF19 in den Darmzellen (s. Abb.15) und erhoht
gleichzeitig die Antwortfahigkeit an der Zielzelle Uber die erhohte Expression des Ko-
Rezeptors [3-Klotho in den Hepatozyten. So wirkt BMP-9 unseren Ergebnissen zufolge
in doppelter Weiser (Ligand als auch Rezeptor) verstarkend auf denselben Signalweg

ein.

Zumindest in teilweisem Kontrast stehen andere Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe,
bei denen [3-klotho in BMP-9-KO-Mausen in der Leber- und vor allem in Fettgewebe

verstarkt exprimiert war (Daten noch nicht veroffentlicht). Daneben fand sich FGF21
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und vor allem FGF19 in den BMP-9-KO-Mausen vermindert. Eine Erklarung daflr
konnte sein, dass das fehlende BMP-9 Uber die verminderte Synthese von FGF19 und
FGF21 zu einer kompensatorischen Erhohung deren Ko-Rezeptors gefuhrt haben
konnte. Grundlegend muss aber auch immer beachtet werden, dass sich die
Regulation bei Mausen von der humanen Regulation unterscheiden kann.

Zusammenfassend erscheint die Regulation komplex und weitere Versuche sind

notwendig, um sie genauer zu verstehen.

4.7 Rezeptoren von BMP-9 im Vergleich von Leber und Darm

Die hochste Affinitat besitzt BMP-9 fur den Rezeptor Alk1, wahrend es Alk2 ebenfalls
mit niedrigerer Affinitat bindet.** Die Expression dieser Rezeptoren ist demnach die
Voraussetzung fur eine funktionierende Signalkaskade. Daneben fungiert Endoglin als
nicht obligater Ko-Rezeptor, welcher die Rezeptorantwort noch modulieren kann.44
Nach dem aktuellen Forschungsstand wird auf den Darmepithelzellen hauptsachlich
Alk1 exprimiert, wahrend auf Hepatozyten vor allem Alk2 exprimiert wird."%?

Ebenso verhielt es sich bei der Untersuchung unserer Hepatozyten, bei denen sich
ebenfalls nur Alk2 fand (Abb.17a). Eine parakrine Wirkung des von HSC gebildeten
BMP-9 auf Hepatozyten ist daher moglich, aber nur Uber den Rezeptortyp fur den
BMP-9 grundsatzlich eher eine niedrige Affinitat besitzt.* Dies konnte eine Erklarung
dafur sein, warum Effekte von BMP-9 auf Hepatozyten moglicherweise schwacher

ausfallen als auf Zellen, die Alk1 exprimieren.

Endoglin, der Ko-Rezeptor von BMP-9 fand sich in unseren Versuchen nahezu
ausschlieBlich in den Leberorganoiden (s. Abb. 24A). Bei der Analyse der
Genexpression via PCR beliefen sich die CT-Werte aber auf uber 30, was insgesamt
eine eher geringe Expression vermuten lasst und moglicherweise auch die hohen
Fehlerindikatoren erklart.

Die Stimulation mit verschiedenen Fettsduren oder BMP-9 hatte auf Alk2 in HC
keinerlei Wirkung (s. Abb. 17b). Alk2 scheint auf den Hepatozyten eher konstitutiv

exprimiert zu werden.
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Auch unsere Ergebnisse im Perfusionssystems (PFS) decken sich mit denen der
aktuellen Literatur. So fanden wir Alk1 hauptsachlich auf Darmorganoiden und kaum
auf Leberorganoiden (s. Abb. 24 B). Alk2 scheint im PFS wie erwartet vermehrt von
den Leberorganoiden gebildet zu werden, aber die statistische Auswertung erreichte
keine Signifikanz, weshalb diesbezuglich keine valide Aussage getroffen werden kann
(Daten nicht gezeigt).

Weder auf Alk1 noch auf Alk2 zeigte die Stimulation mit Fettsduren eine Wirkung (s.
Abb. 17 und 24B). Weiter studierten wir die Wirkung von BMP-9 auf Alk1 in den
Darmorganoiden. Auch wenn die Ergebnisse eine leichte Steigerung von Alk1
vermuten lassen (Abb. 17c), erreichten die Daten aufgrund von hohen

Fehlerindikatoren keine Signifikanz.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass wir nach unserer Auswertung die
Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen bestatigen konnen, dass Hepatozyten vor allem
Alk2 bilden, wahrend Enterozyten vorwiegend Alk1 exprimieren. Der Ko-Rezeptor
Endoglin spielt eher keine Rolle im Darm.

Bezuglich unserer Vermutung einer organubergreifenden Regulation zwischen BMP-
9 und FGF19 ist Alk1, der Rezeptor, fur den BMP-9 die hochste Affinitat besitzt, auf
den Darmzellen vorhanden. Demnach kann in der Leber von HSC gebildetes BMP-9
im Darm Uber Alk1 wirken. Cai et al. hatten weiterhin gezeigt, dass das prominente
Zielgen von BMP-9, ID1, im Darm vermehrt exprimiert wird.'°2 Dies ist ein weiteres
Indiz dafur, dass BMP-9 im Darm auch wirklich signalisiert.

4.8 Einfluss von BMP-9 auf die Regenerationsfahigkeit

LGRS stellt einen Marker von Stammzellen des Darms dar.'® Die Expression spiegelt
in gewisser Weise die Zellteilungsbedingungen wider.

Wahrend abgesehen von der Kombination aus Palmitin- und Olsaure Stimulation von
Darmorganoiden mit Fettsauren keinen Effekt zeigte, bewirkte die Stimulation mit
BMP-9 eine signifikante Reduktion von LGRS in (s. Abb. 18). Allein die Kombination
von BMP-9 mit Olsdure erreichte nur eine Tendenz. Es scheint als wiirde BMP-9 am
ehesten unabhangig von Fettsauren LGR5 in Darmepithelzellen reduzieren. Da LRG5

vor allem von den Stammzellen in den Krypten exprimiert wird, scheint BMP-9
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demnach den differenzierten Phé&notyp dieser Zellen zu stabilisieren. Nach
Breitkopf-Heinlein et al.*® hat BMP-9 auf Hepatozyten einen &hnlichen Effekt.
Im Perfusionsystems zeigte LGRS in den Darmorganoiden deutlich hoher exprimiert
als in der Leber (s. Abb. 23). Die Darmorganoide in Ko-Kultur in fettreichem Medium
zeigten eine erniedrigte Expression von LGRS im Vergleich zur Kontrolle. Da in den
Monolayerversuchen mit Darmorganoiden Fettsauren eher keinen Effekt auf die
LGR5-Expression hatten, scheint es unwahrscheinlich, dass die Reduktion von LGR5
im Perfusionsmodell durch einen direkten Einfluss der Fettsauren verursacht wurde.
Denkbar ware, dass durch die Fettsauren vermehrt BMP-9 in den Leberorganoiden
exprimiert wurde, welches dann wiederum LGRS in den Darmorganoiden reduzierte
(ahnlich vermutet wie bei unseren Ergebnissen mit FGF19 im Perfusionssystem s.
Kap. 4.5.2). Wie bereits mehrmals erwahnt hatte Yang et al.®* einige Effekte von BMP-
9 erst in fettreicher Stoffwechsellage beobachtet. Um diese Hypothese zu stutzen,
musste allerdings im ersten Schritt bewiesen werden, dass BMP-9 wirklich durch
Fettsauren induziert wird.

Demnach sind weitere Anstrengungen notwendig, um die Rolle von BMP-9
vollstandiger im menschlichen Stoffwechsel einzuordnen.

Wahrend mehreren Ergebnissen verschiedener Arbeitsgruppen zufolge BMP-9 eine
benigne Rolle im Stoffwechsel zu haben scheint (s. oben), hatte die Arbeitsgruppe von
Breitkopf-Heinlein et al.3® gezeigt, dass BMP-9 die Regenerationsfahigkeit der Leber
bei Leberschadigung bzw. im NASH-Modell herabsetzt. In ruhenden, gesunden
Hepatozyten wirkte BMP-9 dagegen antiproliferativ. und stabilisierte die
Zellpolarisation sowie die Expression von CYP450 Enzymen.3°

Wir vermuten daher, dass sich BMP-9 im funktionierenden, physiologischen
Stoffwechsel positiv auf die Leberfunktion auswirkt und dass die Regulation mit
steigender Inflammation wie z.B. im Rahmen einer NASH zunehmend entgleist. So
konnte die Applikation von BMP-9 bei NAFL und Diabetes Typ 2 den Stoffwechsel
positiv beeinflussen, wahrend es bei NASH die Leberfibrose verstarken konnte.

Vor moglichen klinischen Studien mit BMP-9 mussen diese divergenten Ergebnisse
von BMP-9 in verschiedenen Storungsmodellen zunachst vollstandiger untersucht und

verstanden werden.
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5 Zusammenfassung

Abb. 25: Schematische Zusammenfassung der Regulation von BMP-9 und seinen Mediatoren
sowie zugehériger Rezeptoren. BMP-9 wird von der Leber gebildet und wirkt an mehreren Organen.
In der Leber bewirkt es eine Steigerung von FGF21 sowie des Ko-Rezeptors von FGF21 und FGF19
B-klotho. Fettsduren scheinen diesen Effekt noch zu verstarken. Weiter bewirkt BMP-9 eine deutlich
gesteigerte Expression von FGF19 im Darm und spielt ebenfalls eine (noch ungeklérte) Rolle in der
Regulation von FGF21 und KLB im viszeralen Fettgewebe.

Zusammen mit den jungsten Ergebnissen anderer Arbeitsgruppe weisen unsere
Erkenntnisse auf eine Beteiligung von BMP-9 im Energie- und Leberstoffwechsel hin.
Wahrend die Verbindung von FGF21 durch BMP-9 unseren Ergebnissen zufolge nicht
eindeutig war, konnten wir eine deutlich gesteigerte Expression von FGF19 in
Darmepithelzellen durch BMP-9 nachweisen.

Nach Einordnung unserer Ergebnisse in den aktuellen Forschungsstand sind wir
davon Uberzeugt, dass BMP-9 Uber den Mediator FGF 19 ebenfalls eine wichtige Rolle

in einer Leber-Darm-Achse einnimmt. In dieser wird BMP-9 zumindest zum Teil von
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der Leber gebildet, um Uber den Rezeptor Alk1 an den Darmzellen zu wirken und dort
die Expression von FGF19 zu steigern. Uber FGF19 als Mediator wére ein Teil der
bekannten benignen Effekte von BMP-9 auf den Stoffwechsel zu erklaren. Gleichzeitig
stellt FGF19 selbst ein aktuell viel diskutiertes Forschungsobjekt mit spannenden
Erkenntnissen und womoglich neuen Ansatzpunkten in der Therapie von
Leberschaden dar. Insbesondere in Gallensauren-assoziierten Erkrankungen nimmt
FGF19 eine bedeutende Rolle ein.

Weiter konnten wir zeigen, dass BMP-9 nicht nur den Liganden FGF19 induziert,
sondern auch den Ko-Rezeptor B-Klotho erhdht und so auf doppelte Weise
verstarkend auf denselben Signalweg einwirkt. Zur besseren Ubersicht haben wir
unsere Ergebnisse in Zusammenhang mit dem aktuellen Forschungsstand als
Schema visualisiert (s. Abb. 25).

Es gilt nun, die Erkenntnisse der Analyse der Genexpressionen auf der Ebene der
Proteine weiter zu validieren und diese gegebenenfalls mit Untersuchungen in vivo
abzugleichen.

Die physiologische Regulation mit den positiven Effekten von BMP-9 auf den
Stoffwechsel scheint mit Inflammation z.B. im Rahmen einer NASH zunehmend zu
entgleisen und sich negativ auf bereits bestehenden Leberschaden und die
Regenerationsfahigkeit auszuwirken. Um geeignete medikamentdse Ansatzpunkte
abhangig vom Stadium der Leberschadigung zu identifizieren und sichere klinische
Studien durchzufuhren, ist ein genaueres Verstandnis der sich im Rahmen der
zunehmenden Schadigung wechselnden Pathophysiologie unbedingt erforderlich.
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