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Fiir meine Eltern



Zusammenfassung

Hepatische Sternzellen (HSC) sind hauptsachlich fur ihre Beteiligung an der Entstehung
einer Leberfibrose in Folge chronischer Parenchymschadigung bekannt. Kirzlich konnte
jedoch gezeigt werden, dass hepatische Sternzellen mesenchymale Stammzellen (MSC)
der Leber mit einem hohen Entwicklungspotential sind und im Disse‘schen Raum zwischen

Hepatozyten und Endothelzellen ihre Stammzellnische haben.

Wahrend der stammzellbasierten Leberregeneration der Ratte (partielle Hepatektomie/
2-Acetylaminofluoren Schadigungsmodell) konnte eine signifikante Expressionssteigerung
des PDGFR} (platelet-derived growth factor receptor) und seiner Liganden PDGF-BB und
-DD beobachtet werden. Zudem spielt der PDGFR-Signalweg eine entscheidende Rolle in
der Signaltransduktion mesenchymaler Stammzellen und férdert deren Proliferation,
Migration und Uberleben. Deshalb war das Ziel dieser Arbeit, den Einfluss PDGF-

vermittelter Signalwege auf die Entwicklung von hepatischen Sternzellen zu untersuchen.

Der Einsatz der Liganden PDGF-BB und -DD flihrte in isolierten hepatischen Sternzellen
der Ratte zu einer erhéhten Zellteilung, welche durch Crenolanib als spezifischen Inhibitor
der PDGF-Rezeptoren a und B inhibiert werden konnte. Erstaunlicherweise zeigte sich
unter Behandlung mit Crenolanib zudem eine Induktion der Differenzierung von Sternzellen
zu Hepatozyten-ahnlichen Zellen. Diese auflerte sich durch eine Induktion der Expression
epithelialer Progenitorzell- (CK19, EpCAM) und Hepatozytenmarker (CK18, HNF4a,
FOXA3, Albumin, BSEP) in hepatischen Sternzellen. Weiterflilhrende Experimente zeigten,
dass diese hepatische Differenzierung zumindest zum Teil durch eine verstarkte
Phosphorylierung der MAPK (mitogen-activated protein kinase) p38 unter Crenolanib
vermittelt wird. Inhibition der p38 Phosphorylierung durch den Inhibitor SB203580 konnte
die Expressionssteigerung einzelner epithelialer Marker unter Crenolanib-Behandlung in
Sternzellen verhindern. Zudem zeigte sich unter Crenolanib eine signifikante Steigerung
der mRNA-Expression verschiedener Wachstumsfaktoren, unter anderem eine
Hochregulierung der Wachstumsfaktoren hepatocyte growth factor (HGF) sowie der
fibroblast growth factors (FGF) 7, 10 und 15, fur die ein Einfluss auf eine hepatische

Differenzierung beschrieben wurde.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass eine Inhibition der PDGFR-
vermittelten Proliferation in isolierten Sternzellen der Ratte unter Mitwirkung der MAPK p38
eine Differenzierung zu Hepatozyten-ahnlichen Zellen induziert. Somit scheinen
Proliferation und Differenzierung konkurrierende Prozesse zu sein und die PDGFR-
vermittelten Signalwege eine wichtige Funktion bei der Steuerung der Entwicklung von

hepatischen Sternzellen einzunehmen.



Abstract

Hepatic stellate cells (HSC) are liver-resident mesenchymal stem cells (MSC) with high
developmental potential. They differentiate not only into adipocytes and osteocytes as
known for typical MSC, but also into liver epithelial cells such as hepatocytes and bile duct
cells. During stem cell-based liver regeneration in rats (partial
hepatectomy/2-acetylaminoflourene injury model) a significant upregulation of the MSC-
marker platelet-derived growth factor receptor f (Pdgfr) and its ligands (Pdgf-b and -d

chains) was observed.

To investigate the relevance of Pdgf signaling for developmental fate decisions, HSC were
isolated from rat liver and treated with the Pdgf receptor inhibitor Crenolanib or natural Pdgfr
ligands such as Pdgf-bb and dd. Both ligands increased HSC proliferation and the inhibitor
Crenolanib diminished ligand-induced cell expansion significantly. Interestingly, Crenolanib
treatment (100 nM) evoked DNA synthesis in HSC, which was not associated with cell
proliferation but with an induction of hepatic differentiation as indicated by the upregulation
of epithelial progenitor (cytokeratin 19, epithelial cell adhesion molecule) and hepatocyte
markers (cytokeratin 18, hepatocyte nuclear factor 4a, forkhead box protein A3, albumin,
bile salt export pump). Initiation of hepatic differentiation by Crenolanib was found to be
dependent, at least in part, on MAPK p38 as investigated by application of the p38 MAPK
inhibitor SB203580. Crenolanib also elevated the expression of fibroblast growth factors
such as Hgf, Fgf7, Fgf 10 and Fgf15 known to support hepatic differentiation of
stem/progenitor cells. In contrast to this, proliferative signals via Pdgf ligands impeded

epithelial cell marker expression in HSC.

In conclusion, Pdgfr signaling is pivotal for balancing the opposing processes cell
proliferation and differentiation in HSC. Therefore, Pdgfr signaling is essential for the

regulation of developmental fate decisions in HSC and stem cell-based liver regeneration.
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Einleitung

Hepatische Sternzellen

Hepatische Sternzellen wurden erstmals im Jahr 1876 als leberresidente Zellen von Kupffer
et al. beschrieben '. Hepatische Sternzellen sind spindelférmige Zellen mit prominenten,
dendritischen Zellfortsdtzen im Disse’'schen Raum zwischen Hepatozyten und
Sinusendothelzellen und stehen damit in engem, raumlichen Kontakt zu beiden Zelltypen
23 Die Zellpopulation der Sternzellen stellt etwa 7-8 % der Gesamtzellpopulation der Leber
dar %5, In Ruhe zeichnen sich hepatische Sternzellen durch Membran-umhdillte Lipidvesikel
aus, in denen Retinoide (Vitamin A) hauptsachlich als Retinylpalmitat gespeichert werden
610 Die Leber enthalt etwa 50 — 80% der Retinoide des Organismus ''. Der GroRteil der
Retinoide, etwa 80 — 90%, wird dabei in Sternzellen gespeichert, was eine herausragende
Rolle dieser Zelle im Vitamin A-Metabolismus vermuten lasst "-°. Da Vitamin A eine fliichtige
Eigenfluoreszenz bei Anregung mit UV-Licht zeigt, kann dieses Verfahren zum Nachweis

von Sternzellen der Leber verwendet werden 1213,

Die embryonale Herkunft der hepatischen Sternzellen und ihre Abstammung aus einem
bestimmten Keimblatt ist nicht abschlieRend geklart . Lineage-Tracing-Assays deuten
darauf hin, dass hepatische Sternzellen mesenchymaler Herkunft sind und aus dem
subendothelialen Raum des Septum transversum abstammen '®'6, Zudem exprimieren
hepatische Sternzellen, besonders im aktivierten Zustand, die mesenchymalen
Intermediarfilamentproteine Desmin und Vimentin sowie das aus kontraktilen Zellen
bekannte aSMA (a smooth muscle actin) -, Allerdings exprimieren HSCs auch die
neuronalen Filamente GFAP (glial fibrillary acidic protein) und Nestin, was auf eine

neuroektodermale Herkunft aus der Neuralleiste hindeutet 202",

Sternzellen konnten auch in anderen Organen nachgewiesen werden. Insbesondere die
pankreatische Sternzelle ist der hepatischen Sternzelle sehr ahnlich und es wird
angenommen, dass beide Zelltypen einen gemeinsamen Ursprung haben 2223, Aber auch
in Lunge, Niere und Darm konnten Vitamin A speichernde Zellen nachgewiesen werden,

die allerdings deutlich weniger erforscht sind als hepatische Sternzellen 24%.

In den letzten Jahrzehnten fokussierte sich die Forschung an hepatischen Sternzellen
besonders auf ihre Rolle in der Genese der Leberfibrose, da sie als Hauptproduzenten
abgelagerter Kollagenmatrix wahrend chronischer Schadigungsprozesse in der Leber

identifiziert wurden 26, Durch chronische Schadigung der Leber kommt es zu einer
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Aktivierung von hepatischen Sternzellen und deren Umwandlung 2zu einem
Myofibroblasten-ahnlichen Phanotyp mit vermehrter Produktion extrazellularer
Matrixproteine 228, Diese Aktivierung hepatischer Sternzellen mit vermehrter Kollagen I-
Produktion konnte ebenfalls in vitro bei Kultivierung auf Plastikoberflachen beobachtet
werden 2°. Dieser Befund erlaubt es, die Kultivierung von hepatischen Sternzellen auf
Plastik als Modell fir die Aktivierung von hepatischen Sternzellen bei chronischer
Leberschadigung zu verwenden. Die Aktivierung hepatischer Sternzellen geht sowohl in
vivo als auch in vifro mit einem Verlust der gespeicherten Retinoide sowie einer
zunehmenden Expression von aSMA einher 9283031 Stimuli fiir die Aktivierung hepatischer
Sternzellen stammen in vivo von geschadigten Hepatozyten, Endothelzellen und
Kupfferzellen 3233, Entscheidende Merkmale des Phanotyps aktivierter hepatischer
Sternzellen sind Proliferation, Kontraktilitdt, Fibrogenese, Degradation und Produktion
extrazellularer Matrix, Zytokinproduktion und Chemotaxis von Leukozyten; Prozesse die
ebenfalls Teil der physiologischen Wundheilung der Leber sind 2. Leberfibrose und
nachfolgende Leberzirrhose hingegen sind Ergebnis einer anhaltenden, liberschiellenden

Wundheilung durch eine chronische Schadigung der Leber .

Die Rolle hepatischer Sternzellen in der gesunden Leber blieb hingegen lange im Unklaren
und ist auch heute noch in weiten Teilen ungeklart *°. In den vergangenen Jahren fiihrten
jedoch neuere Studien zu einem differenzierteren Blick auf weitere Funktionen hepatischer
Sternzellen abseits ihrer Rolle in der Fibrogenese. So konnte gezeigt werden, dass
Sternzellen an der Immunregulation der Leber entscheidend beteiligt sind 3°%. Zudem
wurde nachgewiesen, dass Desmin-positive hepatische Sternzellen in der embryonalen
Leber eng assoziiert mit hamatopoetischen Stammzellen vorkommen und hepatische
Sternzellen in vitro, nach dem Vorbild von MSCs des Knochenmarks, die Hamatopoese

unterstitzen 37-38,

Wahrend der Leberschadigung und -regeneration konnte neben den beschriebenen
schadigenden Prozessen auch ein protektiver Effekt hepatischer Sternzellen nachgewiesen
werden. So konnte gezeigt werden, dass aktivierte hepatische Sternzellen unter anderem
durch die Produktion von HGF das hepatozellulare Wachstum nach Leberschadigung
unterstitzen *°. Mause, die eine heterozygote Deletion des Transkriptionsfaktors FOXF1
(forkhead box protein F1) aufwiesen, zeigten im Leberschadigungsmodell mit
Tetrachlormethan (CCls) eine gestorte Aktivierung hepatischer Sternzellen und
erstaunlicherweise ebenfalls einen starkeren und prolongierten Leberschaden sowie eine
Storung der epithelialen Regeneration *>4°. Neueste Untersuchungen konnten dariiber
hinaus zeigen, dass hepatische Sternzellen Charakteristika von mesenchymalen

Stammzellen besitzen und durch Zugabe von Wachstumsfaktoren oder Gallensalzen zu
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Hepatozyten-ahnlichen Zellen differenzieren konnen 3442 Dies wird in den nachfolgenden

Kapiteln ausfuhrlicher beschrieben.

Leberregeneration der gesunden Leber

Die Leber ist ein Organ mit sehr hoher Regenerationskapazitat, die einzigartig im
menschlichen Organismus ist. Unter physiologischen Bedingungen zeichnet sich die Leber
durch eine geringe Proliferationsrate der Parenchym- und Nicht-Parenchymzellen aus “3.
Nach einer Schadigung des Lebergewebes kommt es jedoch zu einer starken Steigerung
der Proliferationsrate aller Zellen *3. Die Regeneration des geschadigten epithelialen
Leberparenchyms erfolgt unter normalen Bedingungen durch vermehrte Zellteilung der
verbliebenen, vitalen Hepatozyten “3. Die quantitativ groRte DNA-Synthese in den
verbliebenen Hepatozyten konnte bei Ratten 24 Stunden nach Schadigung beobachtet
werden, wahrend andere Leberzellen (Gallengangsepithelzellen, Endothelzellen,
Kupfferzellen und Sternzellen) erst 2 Tage nach Schadigung eine deutlich gesteigerte DNA-
Synthese zeigen 4. An der Leberregeneration nimmt der Grofteil der nicht vorgeschadigten
Hepatozyten durch Proliferation teil **. Experimentell konnte an Ratten gezeigt werden,
dass bis zu 95% der Hepatozyten in jungen Tieren und bis zu 75% der Hepatozyten in sehr
alten Tieren nach Schadigung der Leber proliferieren #°. Die hepatozytare Proliferation wird
dabei von den Nicht-Parenchymzellen wie Sternzellen, Sinusendothelzellen und
Kupfferzellen durch Sekretion von Wachstumsstoffen unterstiitzt 46. Die Proliferation
gesunder Zellen wahrend der Regeneration beginnt in der Umgebung der Portalfelder und
schreitet im Modellorganismus der Ratte Uber einen Zeitraum von etwa 72 Stunden in
Richtung der Zentralvenen fort 4. Etwa 3 bis 4 Tage nach Schadigung entstehen so
Aggregate kleiner Hepatozyten um neugebildete Blutgefalie in der regenerierenden Leber,
die schrittweise zu normaler Leberarchitektur mit fenestriertem Sinusendothel und
Disse’schen Raum umgebaut werden “3. Die AusgangsgroBe der Leber, gemessen am
Verhaltnis des Lebergewichts zum Kdérpergewicht, ist bei der Ratte in der Regel 4 Wochen
nach Schadigung wieder erreicht 4. Dabei werden wahrend des Prozesses der
Leberregeneration weiterhin wichtige Aufgaben der Homoéostase wie Glukoseregulation,
Produktion von Albumin sowie Gerinnungsfaktoren, Gallesekretion und Biotransformation

korperfremder Stoffe vom verbliebenen Parenchym ibernommen #3.

Zu Beginn der Leberregeneration kommt es zu einer schnellen Genregulation mit einer
veranderten Expression von mehr als 100 verschiedenen immediate-early Genen 480,
Zudem konnte gezeigt werden, dass die Leberregeneration durch zirkulierende, humorale
Faktoren initiiert und aufrechterhalten wird °'. Flr die Initierung sowie Aufrechterhaltung

der Leberregeneration spielen die Wachstumsfaktoren und Interleukine HGF, EGF
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(epidermal growth factor), TGFa (transforming growth factor a), IL-6 (Interleukin 6), TNFa
(Tumornekrosefaktor a), besonders in der Funktion als Mitogene eine entscheidende Rolle
4352 Dabei sind vor allem HGF und der zugehorige Rezeptor c-Met essentiell fur die
Leberregeneration 4. HGF wirkt in vitro als Mitogen fiir Hepatozyten und wird nach
experimenteller Schadigung der Leber etwa 20-fach starker exprimiert 5354, Der Peak der
Expressionssteigerung von HGF zeigt sich bereits 12 Stunden nach Schadigung der Leber,
weshalb vermutet wird, dass HGF ein wichtiger friher Stimulus der DNA-Synthese der
Hepatozyten ist *°. Es konnte gezeigt werden, dass HGF sowohl in gesunder Leber als auch
nach Schadigung in hepatischen Sternzellen exprimiert wird 6. Weitere wichtige
Mediatoren fir die Leberregeneration sind Norepinephrin, Insulin, Schilddrisenhormone,
Retinsaurederivate, Serotonin, VEGF (vascular epithelial growth factor) sowie FGF1 und 2
4357 | etztendlich bewirken die verschiedenen Mediatoren und aktivierten Signalwege einen
Wechsel der Zellzyklusphase von der Go- zur Gi- und S-Phase in den verbliebenen
Hepatozyten *3. Neben den genannten Wachstumsfaktoren sind weitere Faktoren an der
Leberregeneration beteiligt. So férdern Gallensalze die Leberregeneration und kénnen bei
Wegfall die Regeneration verzogern %8%°, Auch der Blutfluss im Leberparenchym, der sich
bei Verlust von Lebergewebe auf ein kleineres Lebervolumen verteilt und dadurch héhere
Flussgeschwindigkeiten erreicht, unterstltzt die Leberregeneration “3. Das angeborene
Immunsystem spielt insbesondere fiir die Koordination aber auch fir die Einleitung der

Regenerationsvorgénge eine Rolle “°.

Fir die Wiederausbildung der komplexen Leberarchitektur sind Umbauvorgange nach und
wahrend der Proliferation der Hepatozyten erforderlich. Dieser auch als Resinusoidalization
bezeichnete Vorgang umfasst die Ausbildung des fenestrierten Endothels, des Disse’schen
Raums sowie die kontrollierte Synthese der perisinusoidalen extrazellularen Matrix %°. An
den Umbauvorgangen und der Produktion extrazellularer Matrix sind vermutlich auch

einwandernde und proliferierende hepatische Sternzellen beteiligt .

Nach dem Erreichen einer kritischen LebergroRe relativ. zum Korpergewicht des
Organismus kommt es zu einem Stopp der Proliferations- und Umbauvorgange “3. Die
genauen Mechanismen sind noch nicht vollstandig bekannt, aber es wird vermutet, dass
TGFB (transforming growth factor B ) sowie Activin A an der Termination beteiligt sind 430,
Dabei konnte gezeigt werden, dass TGF und Activin A durch Inhibition der Proliferation
und Steigerung der Apoptose von Hepatozyten das Organvolumen der Leber kontrollieren
€. TGFB und Activin A werden von hepatischen Sternzellen gebildet und sezerniert €62,
Experimentell konnte gezeigt werden, dass die Leber auch nach wiederholter Schadigung
zur Regeneration fahig ist, was ein nahezu unbegrenztes Regenerationspotential bei

gesundem Leberrestgewebe vermuten lasst 433,



Leberregeneration der vorgeschadigten Leber

Wahrend die Regeneration der normalen Leber bereits umfassend untersucht wurde, sind
die Regenerationsvorgange in der durch chronische Noxen vorgeschadigten Leber mit
einer beeintrachtigten Proliferation der Hepatozyten in weiten Teilen noch unbekannt 2. Die
Diskrepanz zwischen der Regeneration normaler und chronisch vorgeschadigter Leber wird
in verschiedenen Beobachtungen deutlich. So zeigte sich sowohl im Tierexperiment an
Ratten als auch an Patienten mit einer Steatosis hepatis eine verzégerte und
eingeschrankte  Leberregeneration 6465, Ebenso  eingeschrankt ist die

Regenerationsfahigkeit in der zirrhotischen Leber 6667,

Wahrend bei gesundem Leberrestgewebe davon ausgegangen wird, dass die
Leberregeneration, wie bereits beschrieben, durch Proliferation reifer Hepatozyten erfolgt,
entstand im Rahmen chronischer Leberschaden und dadurch bedingter eingeschrankter
Proliferationsfahigkeit der Hepatozyten das Konzept der Beteiligung von
Leberprogenitorzellen (LPCs) an der Regeneration -0, Einige Autoren postulierten, dass
es sich bei LPCs um sogenannte fakultative Stammzellen der Leber handelt, die bei
ausgedehnten Leberschaden und Einschrankung der Hepatozytenproliferation
hervortreten, stark proliferieren und in die epithelialen Zelltypen der Leber, Hepatozyten
und Cholangiozyten, differenzieren konnen "72, Das Korrelat humaner LPCs wird in Nagern
als Ovalzelle bezeichnet 7. Diese Progenitorzellen wurden von Solt und Farber im
Zusammenhang mit der Untersuchung der Tumorgenese lebereigener Tumoren erstmals
beschrieben und aufgrund ihrer ovalen Zellmorphologie als Ovalzelle benannt 7. Im Verlauf
konnten Ovalzellen auch in tierexperimentellen Leberschadigungsmodellen mit stark
eingeschrankter Hepatozytenproliferation beobachtet werden (PHX/2AAF bei der Ratte;
DDC-Diat, CDE-Diat bei der Maus, Metronidazol beim Zebrafisch) ”'. Die verschiedenen
Leberschadigungsmodelle werden im folgenden Abschnitt ndher beschrieben. Auch beim
Menschen konnten in der geschadigten Leber wie beispielsweise im Rahmen chronischer
Virushepatitis, alkoholtoxischer Leberschadigung und nicht-alkoholischer Steatohepatitis
proliferierende LPCs mit Differenzierungspotential zu Hepatozyten und Cholangiozyten

nachgewiesen werden 737>7¢,

Ovalzellen der Nager und analog LPCs beim Menschen zeigen eine Expression biliarer
Marker "3, Die Oberflachenmarker EpCAM (epithelial cell adhesion molecule), CK19
(Zytokeratin 19), CD13 (cluster of differentiation), CD133 und AFP (alpha Fetoprotein)
wurden als charakteristische Marker von LPCs identifiziert 7/-®'. Auch LGR5 (leucine-rich
repeat containing G protein coupled receptor 5), ein Marker intestinaler Stammzellen, wird

als Marker von LPCs diskutiert 282, Anhand ihrer Oberflichenmarker konnten LPCs aus



der Leber isoliert und in vitro untersucht werden. Dabei konnte gezeigt werden, dass LPCs
1. ein klonales Wachstum zeigen, 2. unter Zugabe spezifischer Differenzierungsmedien zu
Hepatozyten und Cholangiozyten differenzieren und 3. unter bestimmten Bedingungen
nach Transplantation zu einer Repopulation geschadigten Lebergewebes flihren und somit
wichtige Kriterien einer Stammzelle erfillen 72. Erstaunlicherweise konnten diese
Eigenschaften auch bei Cholangiozyten, die aus gesunder Leber anhand analoger
Oberflachenmarker isoliert wurden, nachgewiesen werden 2. Weiterhin kontrovers ist
allerdings die Frage, ob LPCs auch in vivo zu Cholangiozyten und Hepatozyten

differenzieren kénnen und wie groR ihr Einfluss auf die Leberregeneration ist 772,

Ebenfalls ungeklart ist die Herkunft der LPCs 772, Viele Autoren gehen von einem
cholangiozytaren Ursprung der LPCs aus -85, Ebenso wird allerdings eine Abstammung
aus Hepatozyten diskutiert 8. Kordes et al. zeigten, dass LPCs auch aus Sternzellen der
Leber hervorgehen kénnen #'. Neben der genauen ldentifizierung der Abstammung von
LPCs ist zudem unklar, ob alle Zellen dieser bisher nicht eindeutig identifizierten
Zellpopulation als Pool fiir LPCs dienen oder nur eine definierte Subpopulation 2. Als
potentielle Stammzelinische der LPCs werden die Hering‘schen Kanale im Bereich der
Portalfelder diskutiert, die das Verbindungsstiick zwischen den interlobaren Gallengangen
mit einem Epithel aus Cholangiozyten und den von Hepatozyten begrenzten Canaliculi
biliferi bilden 28", Durch histologische Untersuchungen an der Ratte konnte gezeigt
werden, dass proliferierende Ovalzellen nach 2AAF-Behandlung besonders im Bereich der
Portalfelder zu finden sind und sich Uber die sogenannte duktuldre Reaktion von den
Hering‘schen Kanalen in Richtung der Zentralvene ausbreiten 8. Die duktuldre Reaktion
wurde dabei ndher beschrieben, als gangahnliche Struktur, bestehend aus proliferierenden
Ovalzellen und einer umgebenden, durchgangigen Basalmembran, die nur von ebenfalls
proliferierenden hepatischen Sternzellen durchbrochen wird 8. Der kausale Beweis der

Abstammung von LPCs aus den Hering‘schen Kanalen fehlt jedoch bisher 72

Eine ahnliche Hypothese zur Neubildung von Hepatozyten im Bereich der Portalfelder
wurde 1985 von Zajicek et al. mit dem Modell der ,stromenden” Leber formuliert 8. Die
Autoren gingen davon aus, dass die Leberregeneration und auch der normale
Gewebsumsatz von proliferierenden Hepatozyten im Bereich des Portalfelds ausgehen, die
schrittweise entlang der Sinusoide in Richtung der Zentralvene wandern und dabei einen
Differenzierungsprozess durchlaufen, um die differentiellen Stoffwechselaktivitaten in

verschiedenen Bereichen des Leberparenchyms zu Gibernehmen 7289,

Als wichtige Signalwege und Signaltransduktoren fir die Regulation von LPCs konnten die

Signalwege Wnt, Notch und FGF identifiziert werden 7>%. Es konnte zudem gezeigt werden,



dass HGF und EGF sowie die zugehdrigen Rezeptoren c-Met und EGFR wichtig flr die
Proliferation und Differenzierung von LPCs sind °"°2, Zudem wird vermutet, dass FGF7 ein
wichtiger Nischenfaktor von LPCs ist und an deren de novo Aktivierung nach Schadigung
der Leber beteiligt ist . Ebenfalls konnten HGF, FGF1 und TGFa als wichtige
Wachstumsfaktoren flr die Aktivierung und friihe Proliferation von LPCs identifiziert werden
9, Zudem exprimieren LPCs FGFR1 und FGFR2, die Rezeptoren von FGF1 und FGF2,
was eine Beteiligung der Wachstumsfaktoren an der Regulation dieser Zellen vermuten

lasst %4

Zwar gibt es einige Hinweise fir die Beteiligung von Leberprogenitorzellen an der
Regeneration stark geschadigter Leber in Nagern, ob diese allerdings als
Leberstammzellen im eigentlichen Sinne analog zu Stammzellen anderer Organe zu
betrachten sind und wie grof3 der Einfluss von LPCs auf die Leberregeneration tatsachlich

ist, wird weiterhin sehr kontrovers diskutiert %%7".72,

Leberregenerationsmodelle

Der Grolteil der Pathophysiologie der Leberregeneration wurde an Tiermodellen der Ratte
und Maus untersucht %2 Dabei konnen grundséatzlich zwei verschiedene
Schadigungsprinzipien unterschieden werden: die Schadigung des Lebergewebes durch

chirurgische Eingriffe und die Schadigung durch toxische Chemikalien °.

Eines der bekanntesten und bestuntersuchten Modelle der Leberschadigung ist die partielle
Hepatektomie (PHX), die erstmals 1931 durch Higgins und Anderson eingesetzt wurde *’.
Die Autoren entfernten durch Resektion des mittleren und des linken lateralen
Leberlappens etwa 70% der Leber der Ratte *’. Diese, auch als 2/3 Hepatektomie
bezeichnete Methode, wird von den Tieren gut toleriert, zeigt eine hohe Reliabilitat und ist
ein wichtiges Modell fir die Regeneration der normalen, nicht vorgeschéadigten Leber 4352,
Die Methode kann durch zusatzlich Entfernung des rechten Leberlappens auf eine 90%
Hepatektomie  ausgeweitet werden . Hier zeigt sich eine verringerte
Uberlebenswahrscheinlichkeit der Tiere, sowie eine eingeschrankte
Regenerationsfahigkeit, weshalb sie auch zur Untersuchung des fulminanten
Leberversagens eingesetzt wird 2%, Weitere chirurgische Schadigungsmodelle umfassen

die Portalvenenokklusion sowie portosystemische Shunts .

Um die Mechanismen der Leberregeneration unter der Bedingung vorgeschadigter
Hepatozyten, die in ihrer Proliferation eingeschrankt sind, zu untersuchen, wurde ein
weiteres Tiermodell an der Ratte etabliert, bei dem die Proliferation der Hepatozyten durch

Vorbehandlung mit 2-Acetaminofluoren (2AAF) blockiert wird 2. Diese Technik wurde



urspriinglich zur Untersuchung der Hepatokarzinogenese von Solt und Farber entwickelt 7.
Es konnte gezeigt werden, dass Hepatozyten durch 2AAF-Behandlung den Marker p21
vermehrt exprimieren, seneszent werden und die Progression von der Go Phase in die G1/S-
Phase blockiert wird . Wird nach Behandlung mit 2AAF chirurgisch (PHX) oder chemisch
(CCly) ein Regenerationsreiz induziert, kann etwa 5 — 6 Tage nach Schadigung das
Auftreten von kleinen, schnell proliferierenden Vorlauferzellen, die gangahnliche Strukturen
(duktulare Reaktion) bilden, in den Periportalfeldern beobachtet werden 7989 Diese Zellen
entsprechen den im oberen Abschnitt beschriebenen Ovalzellen. Es wird angenommen,
dass Ovalzellen sowohl in vitro als auch in vivo zu Hepatozyten differenzieren kdnnen und
somit an der Regeneration bei Vorschadigung der Leber beteiligt sind 9192, Diese
Hypothese ist allerdings noch immer umstritten, denn beispielsweise Dusabienza et al.
beobachteten, dass der GrofRteil der Regeneration unter Behandlung mit 2AAF durch
Proliferation weniger, nicht proliferationsgehemmter Hepatozyten erfolgt und nur zu einem

sehr viel kleineren Anteil durch die Proliferation und Differenzierung von Ovalzellen '3,

Zur Klarung dieser Kontroverse sind weitere Experimente mit transgenen Tieren und
lineage-tracing von Hepatozyten und Ovalzellen wahrend der Leberregenerationsprozesse
notwendig 52. Diese Methodik ist allerdings im Gegensatz zum Mausmodell in der Ratte
wenig angewandt und etabliert '*. Das PHX/2AAF Modell hingegen kann nicht auf die Maus
Ubertragen werden, da 2AAF, aufgrund fehlender Umwandlung in den aktiven Metaboliten
im Organismus der Maus, die Hepatozytenproliferation nicht ausreichend blockiert . Eine
Schadigung der Leber der Maus durch eine Diat mit DDC (Diethyl-1,4-dihydro-2,4,6-
trimethylpyridin-3,5-dicarboxylat) fihrt ahnlich wie eine Cholin-defiziente Diat mit Ethionin
(CDE) oder eine Diat mit hoher Dosis an Galaktosamin mit Polysacchariden ebenfalls zu
einem Auftreten von Ovalzellen 719197 |n diesen Modellen konnte allerdings in zahlreichen
Experimenten keine wesentliche Differenzierung der Ovalzellen zu Hepatozyten oder
Cholangiozyten gezeigt werden 7'1%%-11°  Diese Diskrepanz zwischen Ratten- und
Mausmodellen mit ihrer unterschiedlichen Schadigungsqualitat und -dynamik konnte bisher
nicht aufgeldst werden. Raven, Lu und Forbes et al. untersuchten zwei neue Mausmodelle
der Leberregeneration, bei denen die Regenerationsfahigkeit der Hepatozyten dauerhaft
und vollstandig inhibiert wurde '''. Zum einen durch Knockout des B1-Integrin Gens und
darauf folgender Nekrose der Hepatozyten und zum anderen durch Uberexpression des
p21-Gens und einem dadurch bedingten Wachstumsstopp durch Inhibition des
Wachstumsfaktor-signalling '''. Die Autoren konnten zeigen, dass diese definitive Inhibition
der Regeneration durch Hepatozytenproliferation eine Voraussetzung fir die

Differenzierung von LPCs zu Hepatozyten ist "'".



Somit konnte gezeigt werden, dass das Auftreten sowie die Proliferation und
Differenzierung von LPCs vom gewahlten Leberregenerationsmodell abhangig sind.
Méoglicherweise besteht mit den neuen Schadigungsmodellen ein neuer Ansatz, die

Diskrepanz zwischen Maus- und Rattenmodellen aufzulésen.

Trotz zahlreicher Erkenntnisse, die durch die verschiedenen Tiermodelle Gber die zeitliche
Abfolge, die beteiligten Zelltypen, Faktoren, Signalwege und die Genregulation der
Leberregeneration gewonnen wurden, zeigen die verwendeten Modelle auch Schwachen,
vor allem in ihrer Vergleichbarkeit mit chronischen Leberschadigungen des Menschen
sowie bei ihrer Ubertragbarkeit auf die klinische Anwendung . Insbesondere liegt dies an
der Diskrepanz, dass Tierschadigungsmodelle meist auf einer alleinigen und konstant
einheitlichen Form des Schadens basieren, welcher eher einen milden und kurzen Verlauf
aufweist, wahrend chronische Lebererkrankungen des Menschen multifaktoriell Gber einen

langen Zeitraum entstehen und in ihrer Auspragung sehr unterschiedlich sind 2.

Mesenchymale Stammzellen und Perizyten

Mesenchymale Stammzellen sind eine heterogene Gruppe somatischer, multipotenter
Stammzellen mit ungeklarter Herkunft, die erstmals im Knochenmark beschrieben wurden
12 Zu Beginn wurden MSCs als nicht-hdmatopoetische Stammzellen identifiziert, die
adharent auf Plastik anwachsen, in Kultur Kolonien identischer Klone, abstammend aus
einer Einzelzelle, bilden und unter bestimmten Bedingungen zu Osteoblasten und
Stromazellen des Knochenmarks differenzieren konnen 2= Im Verlauf konnte gezeigt
werden, dass es sich bei MSCs um multipotente Stammzellen handelt, die neben
Osteoblasten zu weiteren mesenchymalen Zelltypen wie Adipozyten und Chondrozyten
differenzieren konnen 5. Zudem konnten MSCs nicht nur im Knochenmark, sondern

ubiquitér in allen adulten Geweben und Organen nachgewiesen werden 6.

Nach jahrelanger unklarer Definition dieser Zellgruppe mit einem teilweise heterogenen
Expressionsmuster wurde eine einheitliche Definition fiur MSCs von der International
Society of Cellular Therapy verabschiedet ''7. Danach definieren sich humane MSCs 1.
durch adhdrentes Wachstum auf Plastik in Kultur, 2. durch den Nachweis der Marker
CD105, CD73, CD90 in Abwesenheit der Marker CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a,
CD19 und HLA-DR und 3. durch ihr Differenzierungspotential in die drei Zelllinien der
Adipozyten, Osteoblasten und Chondrozyten . Fir murine MSCs wurde eine dhnliche
Definition bei Nachweis der zusatzlichen Marker CD106 und Sca1 beschlossen 8. Als
weitere wichtige Marker zur ldentifizierung von MSCs wurden die beiden Rezeptor-Tyrosin-
Kinasen PDGFRa und B identifiziert 119121,



Der perivaskulare Raum wird in verschiedenen Organen als Stammzellnische der MSCs
diskutiert 122123, Ebenso wurde die Hypothese formuliert, dass Perizyten das in vivo-Korrelat
der hauptséachlich ex vivo erforschten MSCs darstellen 2. Perizyten wurden erstmals von
Charles Rouget als ,non-pigmented adventitial cells* beschrieben, die Endothelzellen
umgeben und zahlreiche, feine Zellauslaufer aufweisen 24, Spater wurden diese Zellen, die
in zahlreichen Organen Teil der Wandbegrenzung kleiner Gefalle und Kapillaren sind,
einheitlich als Perizyten benannt und charakterisiert '2° . Dabei konnte gezeigt werden, dass
aus Skelettmuskel, Pankreas, Fettgewebe, Plazenta und weiteren Organen gewonnene
Perizyten einheitliche Marker exprimieren und sich in der Zellkultur zu einer MSC-ahnlichen
Zellpopulation mit Differenzierungspotential in Osteoblasten, Adipozyten und Chondrozyten
entwickeln 2. Ebenso konnten die MSC-Marker CD44, CD73, CD90 und CD105 bei allen

untersuchten Perizyten nachgewiesen werden 23,

Neben ihren Differenzierungseigenschaften zu Osteoblasten, Adipozyten und
Chondrozyten konnte gezeigt werden, dass MSCs unter bestimmten Kulturbedingungen
auch zu Zellen epithelialer Herkunft differenzieren konnen 2. So konnten sowohl humane
MSCs als auch isolierte MSCs aus Nagern in vitro und in vivo zu Hepatozyten
differenzieren. Die Differenzierung von MSCs zeigte sich durch ein typisches hepatozytares
Expressionsmuster, eine epitheliale Zellmorphologie sowie durch funktionale
Eigenschaften von Hepatozyten wie die Bildung und Sekretion von Albumin und Harnstoff,
die Aufnahme von LDL (low density lipoprotein) und die Speicherung von Glykogen '27-131,
Eine Differenzierung isolierter MSCs in vitro wurde insbesondere durch die Behandlung mit
den Wachstumsfaktoren HGF und FGF4 erreicht 29131,

MSCs sind als gut verfigbare, adulte und multipotente Stammzellen zunehmend in den
Fokus der regenerativen Medizin geraten '%6132 So zeigten Studien, dass Zellen des
Knochenmarks an der Regeneration zahlreicher Gewebe wie Skelettmuskulatur, Herz,
Leber, Haut und GefaRendothelien beteiligt sind '*3-'%". Es wird vermutet, dass MSCs durch
verschiedene Mechanismen an diesen Regenerationsprozessen beteiligt sind: durch
Produktion und Sezernierung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren, Immunmodulation

und Differenzierung in Parenchymzellen 126132,
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Hepatische Sternzellen als mesenchymale Stammzellen und ihre

Differenzierung zu Hepatozyten-ahnlichen Zellen

Kordes et al. konnten zeigen, dass hepatische Sternzellen die MSC-Marker CD29, CD73,
CD105, CD146, PDGFRB und NG2 (neural/glial antigen 2) entweder bereits direkt nach
Isolierung oder im Verlauf der Kultivierung exprimieren *’. Bereits zuvor wurde gezeigt, dass
hepatische Sternzellen die stammzellassoziierten Marker Nestin, CD105, p75 Neurotrophin
Rezeptor und c-kit Ligand exprimieren 2'138-140 Kordes et al. zeigten zudem, dass
Sternzellen zu Adipozyten und Osteozyten differenzieren kdnnen sowie in Ko-
Kulturexperimenten den Erhalt und die Blutbildung hamatopoetischer Stammzellen
unterstitzen 3. Aufgrund der Expression typischer MSC-Marker, ihrem
Differenzierungspotential und der funktionalen Unterstiitzung der Hamatopoese schlossen
die Autoren, dass es sich bei hepatischen Sternzellen um leberresidente mesenchymale
Stammzellen handelt 3!, Da es sich bei Sternzellen um Perizyten der Leber handelt,
passt diese Hypothese ebenfalls zu der Annahme, dass Perizyten das in vivo-Korrelat von
MSCs darstellen 23142, Es wird zudem angenommen, dass MSCs an der Fibrogenese in
zahlreichen Organen wahrend chronischer Schadigung beteiligt sind, weshalb die Rolle der
hepatischen Sternzelle bei der Entstehung der Leberfibrose nicht widersprichlich zur These
des MSC-Charakters von hepatischen Sternzellen ist 3. Fur Zellen der humanen HSC-
Zelllinie LX-2 konnte ebenfalls ein MSC-Markerprofil sowie ein Differenzierungspotential
von MSCs nachgewiesen werden ' Die Sternzelle des Pankreas, die, wie bereits
beschrieben, sehr eng mit der Sternzelle der Leber verwandt ist, zeigt ebenfalls eine

Expression typischer MSC- und Stammzellmarker 5.

In weiteren Experimenten konnten Kordes et al. zeigen, dass hepatische Sternzellen in vitro
durch Behandlung mit den Wachstumsfaktoren HGF und FGF4, aber auch durch die
Stimulation mit  geringen  Konzentrationen an  Gallensalzen, insbesondere
Tauroursodeoxycholsdure (TUDC), zu einem Hepatozyten-dhnlichen Zellphanotyp
differenzieren konnen #'42 (Abb. 1). Der Hepatozyten-ahnliche Phanotyp wurde durch den
Nachweis der Expression der Marker CYP7A1 (Cholesterol 7a Hydroxylase), HNF4a
(hepatocyte nuclear factor 4a), Albumin, BSEP (bile salt export pump), NTCP (sodium
taurocholate-cotransporting polypeptide), MRP2 (multidrug resistance protein 2) und CK18
(Zytokeratin 18) gezeigt sowie durch den Nachweis der Synthese und Sekretion von
Albumin und Gallensalzen. Im Verlauf der 21-tagigen Differenzierung zeigten hepatische
Sternzellen voribergehend ein Expressionsmuster ahnlich dem der LPCs/Ovalzellen mit
Expression von CK19, EpCAM, LGR5 und AFP #'. Aufgrund dieser Beobachtung vermuten

die Autoren, dass es sich bei hepatischen Sternzellen um eine eigenstandige Quelle von
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Progenitorzellen handelt, die durch Differenzierungsprozesse Parenchymzellen der Leber

bilden kénnen #'.

+ HGF /| FGF4

ruhende hepatische aktivierte hepatische Hepatozyten-dhnliche
Sternzelle Sternzelle Zelle

Abbildung 1: Differenzierung von hepatischen Sternzellen zu Hepatozyten-dhnlichen Zellen. Hepatische Sternzellen
sind residente Zellen der Leber, die im Disse’schen Raum angesiedelt sind. Im ruhenden Zustand speichern sie groRRe
Mengen Vitamin A in Lipidvakuolen. Durch eine Leberschadigung kénnen hepatische Sternzellen aktivieren und einen
Myofibroblasten-ahnlichen-Phanotyp entwickeln. Diese Form der aktivierten hepatischen Sternzellen kann durch
Produktion groRer Mengen extrazellularer Matrix mafR3geblich zur Entstehung von Leberfibrose und -zirrhose beitragen.
Jedoch konnte gezeigt werden, dass aktivierte Sternzellen nicht zwangslaufig diesem kollagenproduzierenden Phanotyp
entsprechen. Durch Stimulation mit Gallensalzen wie Tauroursodeoxycholsaure (TUDC) oder der Wachstumsfaktoren

HGF und FGF4 kdénnen hepatische Sternzellen differenzieren und einen Hepatozyten-ahnlichen-Phanotyp entwickeln.

In einer Transplantationsstudie konnte die Arbeitsgruppe von Herrn Professor Dr.
Haussinger zeigen, dass isolierte hepatische Sternzellen nach Transplantation in Ratten
mit geschadigter Leber zum Ort der Leberregeneration migrieren und an der Regeneration
des Lebergewebes durch Differenzierung zu den epithelialen Zelltypen Hepatozyten und
Cholangiozyten beteiligt sind 41 Transplantierbarkeit, homing zum Ort der
Gewebsschadigung, Proliferation und Differenzierung zu Parenchymzellen sind wichtige
Charakteristika von Stammzellen ™69 Zudem konnte gezeigt werden, dass
transplantierte hepatische Sternzellen sich zusatzlich im Knochenmark ansiedeln. Diese
hepatischen Sternzellen konnten wieder isoliert sowie transplantiert werden und erneut an
der Leberregeneration teilnehmen #'. Es konnte also gezeigt werden, dass hepatische
Sternzellen wiederholt transplantierbar sind und damit eine weitere wichtige Eigenschaft
von Stammzellen aufweisen '*°. Ebenso zeigten die Autoren, dass sich hepatische
Sternzellen klonal vermehren konnen, also auch das Stammzellkriterium der

Selbsterneuerung erfiillen #'.

In Verbindung mit dem Konzept der hepatischen Sternzelle als mesenchymaler Stammzelle
der Leber wurde der Disse’sche Raum als Stammzellnische der Sternzelle diskutiert 87:1%°,
Das Prinzip der Stammzellnische wurde erstmals im Zusammenhang mit
hamatopoetischen Stammzellen beschrieben und als Raum angesehen, in dem

Stammzellen durch angrenzende Zellen Uber |6sliche Faktoren und Zell-Zell-Interaktionen
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in einem undifferenzierten Zustand erhalten werden und eine Balance zwischen
Selbsterneuerung und Differenzierung erhalten wird '%%'5'. Es konnte gezeigt werden, dass
der Disse’'sche Raum, aufgebaut aus den angrenzenden Parenchymzellen, den
Sinusendothelzellen, den extrazellularen Basallaminaproteinen Kollagen IV und Laminin
sowie einer sympathischen Innervierung, Struktur und Funktion einer Stammzellnische
aufweist 8. Durch die Sekretion I6slicher Faktoren durch Sinusendothelzellen und
Parenchymzellen kénnen hepatische Sternzellen im Disse’schen Raum in einem ruhenden

Zustand gehalten, sowie ihre Migration und Proliferation inhibiert werden &,

Obwohl einige Evidenz daftir spricht, dass es sich bei hepatischen Sternzellen um MSCs
der Leber handelt, die an der Leberregeneration durch Differenzierung zu epithelialen
Zellen beteiligt sind und damit eine potentielle Quelle von LPCs darstellen, wird diese
Hypothese kontrovers diskutiert. So konnten einzelne Arbeitsgruppen durch lineage-tracing
Analysen Beweise flr eine Differenzierung von hepatischen Sternzellen zu epithelialen
Zellen finden '¥2-'%* andere hingegen dem Konzept der hepatischen Sternzellen als

Progenitorzelle der Leber widersprechen 1°°1%¢,

Expression von PDGFRa, PDGFRB und ihrer Liganden wahrend der
Leberregeneration nach PHX und PHX/2AAF im Rattenmodell

In bisher unveréffentlichten Analysen der regenerierenden Leber von Ratten unter
Verwendung zweier Schadigungsmodelle der Leber, PHX und PHX/2AAF, konnte die
Arbeitsgruppe von Herrn Professor Dr. Haussinger einen auffalligen Anstieg der mRNA-
Expression des PDGFRB wahrend der stammzellbasierten Leberregeneration (PHX/2AAF)
feststellen. Die mRNA-Expression des PDGFRa zeigte hingegen keinen signifikanten

Anstieg wahrend der stammzellbasierten Leberregeneration (Abb. 2).

In der PHX-Kohorte, als Modell der normalen Leberregeneration, konnten sowohl fiir den
PDGFRp als auch fur den PDGFRa im Beobachtungszeitraum der Regeneration keine
signifikanten Anderungen der mRNA-Expression im Vergleich zum Ausgangswert
beobachtet werden (Abb. 2).
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Abbildung 2: Vergleich der mRNA-Expression der PDGF-Rezeptoren wahrend der Leberregeneration in zwei
verschiedenen Regenerationsmodellen. Die Hepatozytenproliferation, die einen Tag nach einer chirugische Entfernung
von 70% der Leber einsetzt (Modell: PHX, links, A) wurde wahrend der stammzellbasierten Regeneration (Modell:
PHX/2AAF, rechts, B) 7 Tage vor dem Eingriff durch 2AAF, welches subkutan als Wirkstoffpellet appliziert wurde, inhibiert.
Das subkutane Pellet setzte Uiber 14 Tage hinweg kontinuierlich etwa 5 mg 2AAF pro Tag frei. Die Experimente wurden
durch das zusténdige Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen, Recklinghausen
genehmigt (Aktenzeichen 9.93.2.10.34.07.163). Wahrend der stammzellbasierten Leberregeneration (PHX/2AAF) zeigte
sich im Verlauf von 14 Tagen eine signifikante Steigerung der mRNA-Expression des PDGFR im Vergleich zum Tag 0
(Kontrolle) mittels gPCR. Dabei wurde der maximale Anstieg der mRNA-Expression des PDGFRB an Tag 10 der
Leberregeneration beobachtet (F). Ein signifikanter Anstieg des PDGFR unter Leberregeneration nach alleiniger PHX als
Modell fir eine normale Leberregeneration konnte nicht festgestellt werden (E). Die mRNA-Expression des PDGFRa
zeigte keine signifikanten Anderungen im Vergleich zum Kontrollwert in beiden Leberregenerationsmodellen (C, D).
(Auswertungen wurden durchgefiihrt von Frau Dr. Silke Gétze; die Versuche wurden durchgefihrt von Herrn. Dr. Claus
Kordes und Frau Dr. Iris Sawitza; Klinik fiir Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie, Diisseldorf; n=3-5; Signifikanz
wurde angenommen bei p<0,05.)

Analog zu der mRNA-Expression des PDGFRB konnte wahrend der stammzellbasierten
Leberregeneration auch ein signifikanter Anstieg der mRNA-Expression der Liganden,
PDGF-BB und PDGF-DD, beobachtet werden. Dieser Anstieg konnte bei der normalen
Leberregeneration nach PHX nicht beobachtet werden (Abb. 3).
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Abbildung 3: Vergleich der mRNA-Expression der PDGF-Rezeptor-Liganden PDGF-B und PDGF-D in zwei
verschiedenen Leberregenerationsmodellen. Die Hepatozytenproliferation, die einen Tag nach einer chirugische
Entfernung von 70% der Leber einsetzt (Modell: PHX, links, A) wurde wahrend der stammzellbasierten Regeneration
(Modell: PHX/2AAF, rechts, B) 7 Tage vor dem Eingriff durch 2AAF, welches subkutan als Wirkstoffpellet appliziert wurde,
inhibiert. Das subkutane Pellet setzte Uber 14 Tage hinweg kontinuierlich etwa 5 mg 2AAF pro Tag frei. Die Experimente
wurden durch das zustandige Landesamt fir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen, Recklinghausen
genehmigt (Aktenzeichen 9.93.2.10.34.07.163). Wahrend der stammzellbasierten Leberregeneration (PHX/2AAF) zeigte
sich im Verlauf von 14 Tagen eine signifikante Steigerung der mRNA-Expression der PDGFR-Liganden B und D im
Vergleich zum Tag 0 (Kontrolle) mittels qPCR (D, F). Ein signifikanter Anstieg der beiden Liganden wahrend der
Leberregeneration nach alleiniger PHX konnte nicht festgestellt werden (C, E). (Auswertungen wurden durchgefiihrt von
Frau Dr. Silke Goétze; die Versuche wurden durchgefuhrt von Herrn. Dr. Claus Kordes und Frau Dr. Iris Sawitza; Klinik fur

Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie, Diisseldorf; n=3-5; Signifikanz wurde angenommen bei p<0,05.)

Die Beobachtung der gesteigerten mRNA-Expression des PDGFR und seiner Liganden
wahrend des Schadigungsmodells PHX/2AAF Iasst eine wichtige Funktion der PDGFR[3-

vermittelten Signalwege flr die stammzellbasierte Regeneration der Leber vermuten.

Der PDGFRB-Signalweg

Der PDGF-Komplex umfasst eine Gruppe von Wachstumsfaktoren aus den vier
Polypeptidketten A, B, C und D, die durch Disulfidbriicken zu den Homodimeren AA, BB,
CC und DD sowie zu Heterodimeren zusammengelagert werden '%’. Die Synthese und
anschlieBende Speicherung in Granula von PDGF wurde zuerst in Megakaryozyten und
Thrombozyten nachgewiesen, woraus sich der Name dieser Gruppe von
Wachstumsfaktoren ableitet '°8. Spater konnte die Synthese von PDGF auch in zahlreichen

weiteren Zelltypen, unter anderem Fibroblasten, Makrophagen, Endothelzellen und glatten
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Muskelzellen der GefaBwande nachgewiesen werden '%°. Alle Dimere des PDGF werden
zunachst als Vorlauferproteine gebildet und anschlieRend durch Proteolyse in ihre aktive
Form umgewandelt '%”. Aktivierte PDGF-Liganden binden an die zwei Rezeptoren PDGFRa
und PDGFR, die sich nach Bindung eines Liganden ebenfalls zu Homo- oder
Heterodimeren zusammenlagern 7. Dabei zeigen die verschiedenen Dimere des PDGF
unterschiedliche Affinitaten zu beiden Rezeptoren 7. Wahrend die PDGF-Dimere AA, AB
und CC an PDGFRa-Homodimere binden, zeigen die PDGF-Dimere BB und DD eine
hohere Affinitast zu PDGFRB-Homodimeren '%°. An PDGFRa/B-Heterodimere hingegen
binden die Liganden PDGF-AB, -BB, -CC und -DD '®°. Bei den PDGF Rezeptoren a und B
handelt es sich um 170 kDa und 180 kDa grolRe, membransténdige Rezeptor-Tyrosin-
Kinasen, die sich aus einer extrazellularen Domane, bestehend aus flnf Immunglobulin-
ahnlichen Domaéanen, einer Transmembrandomane und einer intrazellularen Doméane
zusammensetzen °°'%"_ Die Bindung der Liganden erfolgt an die Immunglobulin-dhnlichen
Domanen 2 und 3 und flhrt, vermittelt Gber die Immunglobulin-ahnliche Doméane 4, zu einer
stabilen Dimerisierung zweier Rezeptorketten %762, Die Dimerisierung flhrt durch
Konformationséanderungen der intrazellularen Domane zu einer Aktivierung der active site
der Kinasesubdomane und nachfolgend zu einer trans-Autophosphorylierung der beiden
Rezeptorketten '%7. Dabei verfiigt die PDGFRB-Kette Uber insgesamt 11 identifizierte
Autophosphorylierungsstellen 83, Die Autophosporylierung von Tyrosinresten der PDGF-
Rezeptorketten fiihrt zu einer Steigerung der enzymatischen Aktivitat der
Kinasesubdomane sowie zur Entstehung von Bindestellen fir Signalmolekiile mit SH2 (src
homolgy 2)-Doméanen '97:1¢4. Bei SH2-Domanen handelt es sich um Sequenzen von etwa
100 Aminosaurenresten, die spezifisch phosphorylierte Tyrosinreste und deren
benachbarte Strukturen erkennen und binden '%°. Es konnten 10 verschiedene
Proteinfamilien mit SH2-Domanen identifiziert werden, die an aktivierte PDGF-Rezeptoren
binden '*’. Dabei werden Signalmolekile mit eigener intrinsischer enzymatischer Aktivitat
von Signalmolekilen, die keine eigene enzymatische Aktivitat besitzen und als
Adaptermolekiile fiir weitere Signaltransduktoren dienen, unterschieden '¥7. Zu den
Signalmolekulen mit eigener intrinsischer Aktivitdt, die an der PDGFR-Signalkaskade
beteiligt sind, zahlen die Tyrosin-Kinasen der SRC-Familie, die SHP-2 Tyrosin-
Phosphatasen, das GTPase aktivierende Protein (GAP) fir Ras (rat sarcoma) und die
Phospholipase C y (PLCy) ™. Ebenso konnte gezeigt werden, dass die
Signaltransduktoren und -aktivatoren STATs (signal transducers and activators of
transcription) durch SH2-Domanen aktiviert werden und als Transkriptionsfaktoren in den
Nucleus translozieren '. Signalmolekiile ohne intrinsische enzymatische Aktivitat sind
GRB2 (growth factor receptor-bound protein 2), das als Adaptermolekl fir SOS1 (son of
sevenless homolog 1) fungiert und Uber Ras eine Aktivierung der MAPK, ERK und p38
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bewirkt 57, Ebenfalls zu diesen Signalmolekulen zahlt die regulatorische Untereinheit p85
der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K), die durch Interaktion mit der Untereinheit p110 zu
einer Aktivierung der PI3K fiihrt 1%,

Unmittelbare zytoplasmatische Effekte der PDGFR-Signaltransduktion sind ein Ca?*-
Einstrom sowie pH-Veranderungen und im weiteren zeitlichen Verlauf Veranderungen des
Zytoskeletts mit Ausbildung von Zellmembranfortsatzen '¢'. Langfristig bewirkt eine
Aktivierung des PDGFR-Signalwegs eine Steigerung der Proliferation, der Migration und
des Uberlebens der Zelle '". Die Signalwege, die im Verlauf der vorliegenden Arbeit

untersucht wurden, sind in Abbildung 4 dargestellt.

Da eine Uberexpression von PDGF im Gewebe zur Tumorentstehung
und -aufrechterhaltung beitragt, wurde das PDGF-Rezeptor-signalling in zahlreichen
klinischen Studien inhibiert 116 Als potenter Inhibitor der PDGF-Rezeptoren wurde dabei
das small molecule Imatinib identifiziert, ein 2-Phenylaminopyrimidin-Derivat, das durch
kompetitive Blockierung der ATP-Bindungsstelle die Tyrosin-Kinaseaktivitat inhibiert.
Allerdings inhibiert Imatinib nicht spezifisch den PDGFR, sondern zudem zuséatzlich den
Stammzellrezeptor kit, Abl1 (abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1) und raf
(rapidly accelerated fibrosarcoma)-Kinasen '67-1%%, Imatinib wird klinisch zur Therapie der
chronisch myeloischen Leukdmie (CML) sowie metastasierter gastrointestinaler
Stromatumoren (GIST) verwendet ®°. Crenolanib, ein Benzimidazol-Derivat, ist ein oral
bioverfugbarer, gut vertraglicher Inhibitor des PDGFR a und B, der spezifischer und mit
hoherer Affinitat fur diese Signalwege wirkt als Imatinib '7°. Eine weitere Besonderheit von
Crenolanib ist die héhere Affinitdt zu phosphorylierten, also aktivierten Tyrosin-Kinasen,
was Crenolanib zu einem sogenannten Typ | Tyrosin-Kinaseinhibitor macht '”". Crenolanib
wurde in einer Phase | und einer Phase |b klinischen Studie fur den Einsatz bei soliden
Tumoren erfolgreich getestet %172 und befindet sich momentan in Phase |l klinischen
Studien zur Therapie bei adulten und padiatrischen Gliomen, akuter myeloischer Leukamie
(AML) und GIST 3177 Allerdings konnte auch fiir Crenolanib eine Kreuzreaktivitat mit
FLT3 (FMS-like tyrosine kinase 3) beobachtet werden 78179,
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Abbildung 4: PDGF-Rezeptor-B-Signalkaskade. Die Liganden B und D des PDGFR kénnen als Homodimere BB bzw.
DD oder als Heterodimer BD an den PDGFR binden. Die intrazellulare Doméane des membranstandigen PDGFR fungiert
als Tyrosin-Kinase und wird nach Bindung der Liganden autophosphoryliert. Durch die Phosphorylierung werden weitere
Signalmolekile aktiviert, die unter anderem zu einer Aktivierung der PI3K-Signalwegs sowie des MAPK-Signalwegs
fuhren. Im Zuge dieser Aktivierung werden die Proteinkinase B (PKB/Akt), sowie die MAPK p38 und ERK 1/2
phosphoryliert. Fur Zellen mesenchymalen Ursprungs wurde bereits gezeigt, dass eine Aktivierung des PDGFRf-
Signalwegs eine Steigerung der Proliferation und Migration sowie eine Inhibition der Apoptose bewirkt (nach Heldin et al.,

Targeting the PDGF signaling pathway in tumor treatment, Cell Commun. Signal., 2013).

PDGFRp-Signalkaskaden und Differenzierungsvorgange

Die Wachstumsfaktoren der PDGF-Familie sowie das PDGFR-signalling spielen sowohl in
der Embryogenese als auch in der Homdostase und Wundheilung des adulten Organismus
eine wichtige Rolle °. Allerdings ist eine vermehrte Aktivierung der PDGFR-Signalwege
auch an pathologischen Vorgangen wie Tumorentstehung und -progress, Atherosklerose
und der Fibrogenese in verschiedenen Organen, unter anderem der Leber, beteiligt '*°. So
konnte gezeigt werden, dass sowohl die Liganden als auch die Rezeptoren des PDGF
wahrend der Fibrogenese der Leber vermehrt exprimiert werden 8. Es zeigte sich, dass
PDGF ein potenter Wachstumsfaktor fir hepatische Sternzellen ist und die Proliferation
aktivierter hepatischer Sternzellen im Rahmen einer Leberfibrose fordert '8'-'83, Nach

partieller Hepatektomie an Mausen konnte ebenfalls eine verstarkte Expression des
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PDGFRp und bei Deletion des Rezeptors eine prolongierte Leberschadigung beobachtet
werden, was im Gegensatz zur Beteiligung an der Leberfibrose auch auf einen positiven

Einfluss von PDGFRB-vermittelten Signalwegen wahrend der Leberregeneration hinweist
184

Besonders fur die Funktion von MSCs und weiteren Zellen mesenchymalen Ursprungs ist
das PDGFR-signalling essentiell fiir Proliferation, Wachstum, Uberleben und Migration
199160 Neben diesen Funktionen konnte ein Einfluss des PDGFR-signalling auch auf
verschiedene Differenzierungsvorgange von MSCs gezeigt werden. Generell zeigte sich
dabei eine Inhibierung verschiedener Differenzierungsvorgdnge von MSCs nach
Stimulation der PDGF-Rezeptoren. So wurde festgestellt, dass Stimulation mit PDGF,
insbesondere PDGF-BB, die Differenzierung von ADSC (adipose-derived stem cells) zu
Adipozyten inhibiert 1818 Diese Inhibition der Differenzierung zeigte sich an einer
verringerten Expression spezifischer Transkriptionsfaktoren und Adipozytenmarkern wie
Adiponektin, aP2 (adipocyte Protein 2) und Fettsauresynthase sowie einer verminderten
Anfarbung von Lipiden in der Oil-red-Farbung '8, ADSC sind aus dem Fettgewebe
gewonnene Stammzellen, die in Kultur analog zu MSCs des Knochenmarks ein
osteogenes, myogenes, chrondrogenes sowie adipozytares Differenzierungspotential
zeigen und somit eine Alternative zu MSCs aus dem Knochenmark darstellen 7. Zudem
konnte gezeigt werden, dass Mastzellen iber PDGFR-Signalwege die Differenzierung von
MSCs aus dem Knochenmark zu Myozyten inhibieren, allerdings gleichzeitig die Migration
und Proliferation steigern '®. Stimulation mit PDGF-BB konnte zudem die in vitro-
Differenzierung von MSCs des Knochenmarks zu Osteozyten inhibieren, was sich an einer
verminderten Expression der knochenspezifischen alkalischen Phosphatase und einer

verringerten Synthese von mineralisierter Knochenmatrix zeigte .
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Ziele der Arbeit

Grundlage der vorliegenden Untersuchungen war der Befund, dass es sich bei hepatischen
Sternzellen um MSCs der Leber handelt, die ein groRes Entwicklungspotential besitzen.
Ferner war bekannt, dass die PDGFR-vermittelten Signalwege wichtig fur die Steuerung
der Proliferation, Migration und Entwicklung von MSCs sind. Bisher wurden PDGFR-
vermittelte Signalwege in hepatischen Sternzellen ausschlief3lich im Hinblick auf ihre
Proliferations- und Migrations-steigernde Wirkung untersucht. Es fehlen aber
Untersuchungen zur Klarung der Frage, ob der PDGFR-Signalweg einen Einfluss auf das

Differenzierungsverhalten von hepatischen Sternzellen hat.

Die Leberschadigungsmodelle an der Ratte lieRen einen besonderen Einfluss des PDGFRf
auf die stammzellbasierte Regeneration der Leber und von hepatischen Sternzellen in ihrer

Rolle als MSC in diesem Prozess vermuten.

Basierend auf diesen Beobachtungen war es das Ziel der vorliegenden Arbeit, den Einfluss
der PDGFR-Signalwege auf hepatische Sternzellen im Hinblick auf ihr

Differenzierungsverhalten in vitro zu untersuchen.
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Material und Methoden

Material

Chemikalien

Fur die Versuche wurden Chemikalien der Firmen Merck, AppliChem, ROTH, GE
Healthcare, Gibco, BIO RAD und Sigma-Aldrich verwendet. Die Chemikalien, die fir die
Versuche von besonderer Bedeutung waren, wie Zellkulturmedien, Wachstumsfaktoren
und small molecules zur Inhibition verschiedener Signalwege, finden sich in folgender
Tabelle.

Tabelle 1: Materialien fiir die Kultur und Behandlung von Zellen

Name Firma Katalognummer
Crenolanib Selleckchem S2730
DAPI with Fluoromount G SouthernBiotech 0100-20
Dimethylsulfoxid (DMSO) Hybri-Max® Sigma-Aldrich D2650
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — high glucose (DMEM) Sigma-Aldrich D6429
Fibroblast Growth Factor 15 (FGF15), murin Prospec cyt-027-b
Fibroblast Growth Factor 7 (FGF7, KGF), human PeproTech 100-19
Fibroblast Growth Factor acidic (FGF1), human Sigma-Aldrich F5542
Hepatocyte Growth Factor (HGF), human Peprotech 100-39
Imatinib Sellekchem S2475
ol ieds Bupmomen 203 "0 OITBANTY | sigma-nin | 277
Linoleic Acid-Oleic Acid-Albumin (100x) Sigma-Aldrich L9655
Platelet-Derived Growth Factor-BB (PDGF-BB), rat Sigma-Aldrich P4056
Platelet-Derived Growth Factor-DD (PDGF-DD), human R&D Systems 1159-SB
Precision Plus Protein™ All Blue Standards BIORAD 161-0373
PSM (Penicillin/Streptomycin/Antimykotikum) Gibco A5955
SB203580 (p38 Inhibitor) Cell Signaling 5633S

Verbrauchsmaterialien

Sterile Zellkulturplatten, Zellkulturschalen und Zellkulturflaschen wurden von Greiner bio-
one erworben. Sterile und unsterile Pipetten und Pipettenspitzen wurden von Corning
Incorporated und StarLab bezogen. Deckglaser und Objekttrager zur Mikroskopie wurden

von VWR, Engelbrecht Labortechnik und Marienfeld erworben.
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Fir die Versuche wurden des Weiteren folgende kommerziell erwerbliche Kits verwendet.

Tabelle 2: Materialien fiir molekularbiologische und biochemische Untersuchungen

Name Firma Katalognummer
Cell Proliferation ELISA, BrdU, Colorimetric Roche 11647229001
Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (2x) Thermo Scientific K0253
RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit Thermo Scientific K1632
RNeasy Isolation Kit Qiagen 74106
Western Bright Chemilumineszenz Substrat Quantum Biozym 541015
Western Bright Chemilumineszenz Substrat Sirius Biozym 541021
™ ™ i il

Amersham™ ECL™ Western Blotting Detection GE Healthcare RPN2106
Reagents

Antikorper

Tabelle 3: Primarantikorper fiir biochemische und histologische Analysen

Name Spezies Firma Katalognummer
42/44 MAPK (ERK 1/2) rabbit Millipore 06-182
Akt rabbit Cell Signaling 9272
CDh44 mouse Cell Signaling 5640S
CK18 mouse Acris BM2275P
CK19 mouse Progen 65129
Desmin mouse Dako 00073088
Desmin XP rabbit Cell Signaling 53328
EpCAM rabbit abcam Ab32392
GFAP XP rabbit Cell Signaling 12389S
Nestin mouse Santa Cruz Biotechnology | H2207
p38 mouse Cell Signaling 9228
PDGFRa mouse Santa Cruz Biotechnology | Sc-398206
PDGFRa rabbit Cell Signaling 3164
PDGFRRB rabbit Cell Signaling 3169S
Phospho-p38 (Thr180/Tyr182) rabbit Cell Signaling 9211S
Phospho Akt (Ser473) rabbit Cell Signaling 4058
Phospo-p42/44 MAPK (Thr202/Tyr204) mouse Cell Signaling 9106
Vimentin mouse Dako 20022872
aSMA mouse Sigma Aldrich A2547
aSMA mouse Dako 00072869
y-Tubulin mouse Sigma-Aldrich T5326
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Tabelle 4: Sekundarantikorper fiur biochemische und histologische Analysen

Name Spezies Firma Katalognummer
Alexa Fluor 488, Anti-ms-IgG, FITC goat Invitrogen A11034
Anti-ms-IgG, Cy3 donkey Millipore AP192C
Anti-ms-IgG, FITC donkey Millipore AP192F
Anti-ms-IgG, HRP donkey Millipore AP192P
Anti-rb-1IgG, Cy3 donkey Millipore AP182C
Anti-rb-IgG, FITC donkey Millipore AP182F
Anti-rb-IgG, HRP donkey Millipore AP182P

Primer

Primer fUr die quantitative PCR wurden mittels der Software Primer3web Version 4.0.0.

generiert und durch die Firma Eurofins Genomic, Ebersberg synthetisiert.

Tabelle 5: Primer fiir molekularbiologische Analysen

Name Sequenz Basenpaare | Accession
bp Nummer

Forward: TCTCAAAATGCAGTGTCTTCCTGG

Activin A Reverse: GGACCTAACTCTCAGCCAGAGATG 280 NM_017128.2
Forward: ACCTGACAGGGAAGATGGTG

AFP Reverse: GCAGTGGTTGATACCGGAGT 155 N M—O 12493.2
Forward: CTTCAAAGCCTGGGCAGTAG

Albumin Reverse: GCACTGGCTTATCACAGCAA 221 NM_134326.2
Forward: GCACTACCATGTACCCAGGCA

aSMA Reverse: TGCGTTCTGGAGGAGCAA 102 NM_031004.2
Forward: TGGGAGGACTGCTATTGTCC

a-Amylase Reverse: TTTCATTGGGTGGAGAGACC 119 NM_031502.1
Forward: TACCAGGAAAAGCGTGTGTG

BSEP Reverse: CCCAGTGATGACCCATAACC 197 NM—031 760.1
Forward: CAGAAGAACCGTGAGGAACTG

CK18 Reverse: TTCATCGAGTCCAGGTCAATC 161 NM_053976.1
Forward: CCTTCCGTGATTACAGCCAGT

CK19 Reverse: CTGTCTCAAACTTGGTCCGGA 147 NM_199498.2
Forward: GCACCCCAAAGCTGGTAATA

cMet Reverse: GATCCGGTTGAACGATCACT 477 NM_031517.2
Forward: ACCTCAGGGTGTTCAAGGTG

COL1a2 Reverse: CGGATTCCAATAGGACCAGA 222 NM_053356.1
Forward: AGCCTGGGTCAGAGACAGAA

Desmin Reverse: TATCTCCTGCTCCCACATCC 155 NM_022531.1
Forward: CTGTGATTGAAATGGCCGATCT

EGF Reverse: CCTGTTTTGACCAGTCCTCTTG 164 NM_012842.1
Forward: TGCATACTGCACTTCAGGACA

EpCAM Reverse: GGAACAAGGACTCCCCCTTTA 195 NM_138541.1
Forward: TGGAAACTCGTCTCCAGTGAG

FABP4 Reverse: TCACGCCTTTCATGACACAT 347 NM_053365.1
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Fortsetzung Tabelle 5: Primer fiir molekularbiologische Analysen

Name Sequenz Basenpaare | Accession
bp Nummer

Forward: GGCCACTTCTTGAGGATTCTTC

FGF1 Reverse: GTATAAAAGCCCTTCGGTGTCC 165 NM—01 2846.1
Forward: GAACCGGTACCTGGCTATGA

FGF2 Reverse: CCGTTTTGGATCCGAGTTTA 182 NM_019305.2
Forward: CTGTGGCAGTTGGAATTGTGG

FGF7 Reverse: CGCTGTGTGTCCATTTAGCTG 174 NM_022182.1
Forward: GTGGAAATCGGAGTTGTTGCC

FGF10 Reverse: CCGTTGTGCTGCCAGTTAAAA 173 NM—01 2951.1
Forward: TCCCTACGTCTCCAACTGCT

FGF15 Reverse: CAGTCCATTTCCTCCCTGAA 228 NM—1 30753.1
Forward: CGAATACGCATCGAAAGGCAA

FGFR2 Reverse: GCTGCCAAGTCTCGATGGATA 195 NM_001109896.1
Forward: GCTATCTGCTGGATGTGCTG

FGFR4 Reverse: CTGCCGTTGATAACGATGTG 169 NM_001109904.1
Forward: CTCAGTGAAGATGGAGGCCC

FOXA3 Reverse: GGTAGGGAGAGCTAAGAGGGT 143 NM_017077.2
Forward: CGAGCTATCGCGGTAAAGAC

HGF Reverse: TGTAGCTTTCACCGTTGCAG 165 N M—O 17017.2
Forward: AAATGTGCAGGTGTTGACCA

HNF4a Reverse: CACGCTCCTCCTGAAGAATC 178 N M—022 180.2
Forward: AAGTGTTGGATACAGGCCAGA

HPRT1 Reverse: GGCTTTGTACTTGGCTTTTCC 145 NM_012583.2
Forward: CTGCCCAGGCTTTTGTCA

Insulin Reverse: CCAGTTGGTAGAGGGAGCAG 255 NM_019129.3
Forward: AGACAAGTCCCACACAGCAAC

Osteocalcin Reverse: TGGAGAGTAGCCAAAGCTGAA 396 NM_013414.1
Forward: TGGACTTGAACATGACCCGAG

PDGF-BB Reverse: ATTGGTGCGATCGATGAGGTT 167 NM—031 524.1
Forward: CTCAGGGAGGAGTTGAAGCTG

PDGF-DD Reverse: TGTCCAGGCTCAAACTTCAGT 170 N M—023962'2
Forward: TTCTGGAGCTTGTGGATGACC

PDGFRa Reverse: ATATTCGAGACGTTGCTGGCC 166 NM_012802.1
Forward: TCTACAACAACTCACTGGGGC

PDGFRp Reverse: TCTGTCACTCGGCATGGAATC 157 NM_031525.1
Forward: GAACGTAAAGTGGAATCCTTGC

Vimentin 304 NM_031140.1

Reverse:

GTCTCCGGTATTCGTTTGACTC
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Losungen

Tabelle 6: Zusammensetzung der Nycodenz-Lésung

Substanz
287 g Nycodenz
370 mg KCI
210 mg MgCl x 6H20
70 mg MgSO4 x 7H20
150 mg NazHPO4 x 2H20
30 mg KH2PO4
1090 mg Glukose x 2H20
227 mg NaHCOs3
ad 1000 ml Aqua bidest, pH 7,3

Tabelle 7: Zusammensetzung des Puffers zur Lyse von Zellen (RL-Puffer)

Substanz
20 mM TRIS pH 7,4
140 mM NaCl
10 mM NaF
10 mM Na-Pyrophosphat x 10 H20
1% Triton x-100
1mM EDTApH 8
1 mM EGTA pH 8
1 mM Na3VvO4
20 mM B-Glycerolphosphat
10 Tabletten Complete Proteaseinhibitor
ad 500 ml Aqua bidest
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Tabelle 8: Zusammensetzung des Auftragspuffers fiir Western-Blot-Analysen

Substanz
12 ml 10 % SDS-L6sung (m/V)
3ml 1M TRIS pH 6,8
3 ml Aqua bidest
6 ml Glycerin
4 ml Bromphenolblau
7 ml 1MDTT

Tabelle 9: Zusammensetzung des Gelelektrophoresepuffers 5x fiir Western-Blot-Analysen

Substanz
259 SDS
470 g Glycin
75,59 TRIS
ad 5000 ml Aqua bidest

Tabelle 10: Zusammensetzung des Transferpuffers 10x fiir Western-Blot-Analysen

Substanz
6g SDS
58 ¢ Glycin
116 g TRIS
ad 2000 ml Aqua bidest

Tabelle 11: Zusammensetzung der Stocklésungen von Crenolanib, Imatinib und SB203580

Stocklésungen von Crenolanib, Imatinib und SB203580

Stocklésung Imatinib: 10 mM (in DMSO)

Stocklésung Crenolanib: 10 mM (in DMSO)

Stocklésung SB203580: 10 mM (in DMSO)

Zelllinien

Fir Untersuchungen an Ovalzellen wurde die aus Fischer-344 Ratten isolierte Zelllinie WB-

F344 der JCRB Cell Bank, Osaka, Japan (Katalognummer JCRB0193) verwendet.
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Methoden

Leberschadigungsmodelle

Es wurden die Leberschadigungsmodelle PHX und PHX/2AAF an mannlichen Wistar
HanRJ-WI Ratten durch Herrn Dr. Claus Kordes und Frau Dr. Iris Sawitza (Klinik fur
Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie, Dusseldorf) durchgefihrt. Diese
Versuche wurden durch das Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz
Nordrhein-Westfalen, Recklinghausen genehmigt (Aktenzeichen 9.93.2.10.34.07.163).

Beim ersten Schadigungsmodell, der PHX, wurden die Tiere zunachst mit Ketamin (100
mg/kg Korpergewicht) und Xylazin (5 mg/kg Kérpergewicht) durch intraperitoneale Injektion
narkotisiert. Nach Einsetzen der Narkose wurde die Haut und die Bauchmuskulatur eréffnet
und der mittlere und linke, laterale Leberlappen (entspricht etwa 70% des urspriinglichen
Lebervolumens) nach Ligatur der Gefal3e nach dem Protokoll von Anderson & Higgins,
1931 entfernt 4’. Direkt im Anschluss an die Operation wurde den Tieren zur Analgesie das
Schmerzmittel Carprofen (5 mg/kg Kdrpergewicht) injiziert. Zur Analyse der Regeneration
im Zeitverlauf wurde zu den Zeitpunkten 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 10 und 14 Tage nach PHX die

Leber der Tiere zur Analyse entnommen.

Beim zweiten Schadigungsmodell, PHX/2AAF, wurde die Hepatozytenproliferation
wahrend der Regeneration mittels vorheriger Applikation von 2AAF inhibiert. Den Ratten
wurde hierzu 7 Tage vor geplanter partieller Hepatektomie 2AAF subkutan als Pellet
implantiert. Nach Narkose mit Ketamin/Xylazin wurde hierzu ein kleiner Schnitt im
Nackenbereich der Ratte gesetzt, ein Pellet mit 70 mg 2AAF unter der Haut platziert und
anschlieflend der Hautschnitt wieder vernaht. Das subkutane Pellet setzte Gber 14 Tage
hinweg kontinuierlich etwa 5 mg 2AAF pro Tag frei. 7 Tage nach Implantation des Pellets
wurde eine partielle Hepatektomie, wie oben beschrieben, durchgefiihrt. AnschlieRend
wurde auch hier zur Analyse der Regeneration im Zeitverlauf zu den Zeitpunkten 1, 2, 3, 4,

5, 6, 7, 10 und 14 Tage nach PHX die Leber der Tiere zur Analyse enthommen.

Zellisolierung

Die Isolierung von Sternzellen aus der Ratten-Leber wurde entsprechend dem Protokoll
von Hendriks et al. 8 mittels Dichtegradientenzentrifugation durch Frau Claudia Rupprecht
(Klinik fir Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie, Disseldorf) durchgeflihrt.
Dieses Verfahren wurde durch das Landesamt fiir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz
Nordrhein-Westfalen, Recklinghausen genehmigt (Aktenzeichen 84-02.04.2012.A344).
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Fur die Zellisolierung wurden Ratten (Wistar HanRJ-WI) im Alter zwischen 12 und 15
Monaten mit einem Gewicht > 500 g verwendet. Hierzu wurden die Ratten zunachst mit
Ketamin/Xylazin durch intraperitoneale Injektion narkotisiert. Zusatzlich wurde 0,5 ml
Heparin i.v. zur Inhibition der Blutgerinnung appliziert. Nach Eréffnung der Bauchhohle
wurde die Leber durch Punktion der Portalvene fir einige Minuten mit Hank's balanced salt
solution (HBSS) perfundiert. Anschliellend wurde die Leber mit angrenzender Pfortader
entnommen und an ein Perfusionssystem angeschlossen. Mittels des Perfusionssystems
wurde die Leber in verschiedenen Perfusionsschritten mit HBSS gespllt, sowie mit 0,35%
Pronase-Lésung und 0,028% Kollagenase-Lésung enzymatisch verdaut. Nach Erreichen
einer ausreichenden Verdauung wurde die Leber vom Perfusionssystem getrennt und in
ein steriles Glasgefal® mit 100 ml 0,1% Pronase-Lésung und 5 mg DNase (in 500 yl HBSS)
gegeben. Anschlielend wurde verbliebenes, leberfremdes Gewebe entfernt und die
Leberkapsel zwischen zwei Pinzetten zerdrickt. Die dabei austretende Zellsuspension
wurde anschlieRend durch schrittweise Filtration (Siebe mit einer Porengréfe von 200 ym

und 70 um) von grolieren Zellaggregaten befreit.

Das gewonnene Filtrat wurde flir 3 Minuten bei 4 °C und 44 g zentrifugiert, um Zelltrimmer
und Hepatozyten abzutrennen. Der Uberstand mit den Nicht-Parenchym-Zellen wurde
abgenommen und fir 10 Minuten bei 4 °C und 450 g zentrifugiert. Der Uberstand mit
enthaltenen Enzymen wurde verworfen und das Zellpellet auf vier Falcons mit je 29 ml
HBSS verteilt. Die Zellen wurden durch Zugabe von 11 ml 28,7% Nycodenz-Lésung
(Tabelle 6) zu jedem Falcon resuspendiert. In neuen Falcons wurden 8 ml HBSS mit 20 ml
der Zellsuspension unterschichtet. Die Falcons wurden anschliefiend 20 Minuten bei 4 °C
und 1400 g bei ausgestellter Zentrifugenbremse zentrifugiert. Dieser Zentrifugationsschritt
diente dem Auftrennen der verschiedenen nicht-epithelialen Zelltypen der Leber in der
Suspension. Die obere weillliche Phase mit den angereicherten hepatischen Sternzellen
wurde vorsichtig abgenommen und in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) mit
10% FCS (fetal calf serum) aufgenommen. AnschlieRend wurde zur Reinigung der
Zellldsung erneut fiir 5 Minuten bei 4 °C und 450 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet in einem definieten Volumen von DMEM mit 1%
Penicillin/Streptomycin/Antimykotikum (PSM) und 10% FCS aufgenommen. Die Zellen
wurden anschlielRend auf Plastik-Gewebekulturplatten ausgebracht und kultiviert. Pro 6 cm-
Zellkulturschale wurden 800.000 Zellen, pro 10 cm-Zellkulturschale wurden 3.000.000
Zellen, pro 12-Well-Platte 1.500.000 Zellen und pro 96-Well-Platte 1.000.000 Zellen

ausgebracht.

Die Reinheit der isolierten hepatischen Sternzellen wurde 24 Stunden nach ihrer Isolierung
durch Anregung mit UV-Licht (Wellenlange 350 nm) lichtmikroskopisch beurteilt (Abb. 5).
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In der Regel konnte durch das geschilderte Isolierungsverfahren eine Kulturreinheit von

= 98% erzielt werden.

Hepatiséhe Sternzellen 1d A He‘patischg Sternzellen 1d

Abbildung 5: Eigenfluoreszenz von hepatischen Sternzellen zur Uberpriifung der Kulturreinheit. A, B Hepatische
Sternzellen wurden an Tag 1 (1d) nach Isolierung mit UV-Licht angeregt und die Eigenfluoreszenz der eingelagerten
Retinoide dokumentiert. Aufgrund der charakteristischen Retinoid-Fluoreszenz hepatischer Sternzellen im Gegensatz zu
anderen Zellen der Leber wie Hepatozyten und Endothelzellen konnte die Reinheit der Kultur beurteilt werden. Das
Fluoreszenzsignal wurde mit einem Durchlichtbild kombiniert. B Starkere VergréRerung von frisch isolierten Sternzellen

der Ratten-Leber.

Zellkultur

Die Zellen wurden nach ihrer Isolierung mit 3 ml (pro 6 cm-Zellkulturschale) bzw. 10 ml (pro
10 cm-Zellkulturschale) DMEM, versetzt mit 1% PSM und 10 % FCS, bei 37 °C, 5% CO.
und etwa 21% O: kultiviert. Weitere Experimente wurden unter serumfreien Bedingungen
durchgeflihrt, um maogliche Interaktionen von Wachstumsfaktoren des FCS zu minimieren.
Hierzu wurden die Zellen in 3 ml bzw. 10 ml DMEM, versetzt mit 1% PSM und 1% des
Serumersatzes Insulin-Transferrrin-Sodium-Selenit (ITS), erganzt durch 9,4 pug/ml

Linolsaure, 9,4 ug/ml Olséure und 1 mg/ml Albumin, kultiviert.

Zellkultur zur Differenzierung

Die Zellen wurden an Tag 1 nach ihrer Isolierung von serumhaltigem auf serumfreies
Kulturmedium umgestellt (DMEM, 1% PSM, 1% ITS + Linoleic Acid-Oleic Acid-Albumin).
Der PDFGR-Inhibitor Crenolanib wurde in Stoffmengenkonzentrationen von 10 nM, 100 nM
oder 1000 nM, geldst in DMSO, dem Medium zugesetzt. Kontrollen wurden mit serumfreiem
DMEM nur unter Zugabe des Lésungsmittels DMSO kultiviert. Die Zellen wurden jeweils

mit 4 ml Medium inkubiert und das Medium wurde jeden zweiten Tag gewechselt.
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Probengewinnung

Fur die Gewinnung der Gesamt-RNA wurden die Zellen in 350 ul RLT-Puffer (RNeasy Kit,
Qiagen) mit Hilfe eines Zellspatels vollstandig lysiert. Der Guanidinthiocyanat-reiche RLT-
Puffer diente hierbei auch der Denaturierung von Proteinen, insbesondere von RNAsen.
Fur die Gewinnung von Protein wurden die Zellen auf Eis in 100 yl RL-Puffer (Tabelle 7)

und zugesetztem Phosphataseinhibitor mit Hilfe eines Zellspatels vollstandig lysiert.

Probenaufreinigung und RNA-/Protein-Extraktion

RNA-Isolierung

Die RNA wurde aus der durch Lyse gewonnenen Zellsuspension mit Hilfe des RNeasy
Isolation Kit von Qiagen isoliert. Hierzu wurde zunachst das gleiche Volumen an 70%
Ethanol zu den Proben gegeben, sorgfaltig durch Pipettieren vermischt und anschlief’end
die Suspension auf die Isolierungssaule gegeben. Anschlieliend wurde entsprechend den
Herstellerangaben die Gesamt-RNA aufgereinigt. Die an die Silziumdioxid-Membran der
Saule gebundene RNA wurde durch Zugabe von 30 pl RNase-freiem Wasser und
nachfolgender Zentrifugation bei 8000 g eluiert. Anschliefiend wurde die geldste RNA sofort
auf Eis gekihlt. Die Konzentration der gewonnenen RNA-L&sung wurde photometrisch
bestimmt. Hierzu wurden 3 pl RNA mit 67 ul RNase-freiem Wasser versetzt und die
Absorption nach Kalibrierung des Spektralphotometers mit 70 ul RNase-freiem Wasser bei

260 nm gemessen. Die RNA-Proben wurden bei -80 °C gelagert.

Proteinisolierung

Die Zelllysate wurden fur 1 Stunde unter gelegentlichem Mischen auf Eis inkubiert und
anschlieBend 6 Minuten bei 4 °C und 5200 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig
abgenommen und das Pellet sowie aufliegendes Fett verworfen. Die Proteinkonzentration
des Uberstandes wurde durch Zugabe von 300 pl Bradford-Reagenz zu 1,5 ul Probe
bestimmt. Nach 5 Minuten Inkubationszeit und 10 Sekunden Schitteln wurde die
Absorption bei 630 nm im Spektralphotometer bestimmt. Durch Messen der Absorption
einer Standardreihe von BSA-L6sungen (2 mg/ml, 1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,125
mg/ml, 0,0625 mg/ml, 0,03125 mg/ml) wurde die Konzentration der zu bestimmenden
Probe mittels der Steigung der Ausgleichgeraden durch die Standard-Absorptionswerte

berechnet. Die Proteinproben wurden bei -20 °C gelagert.
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Quantitative Real-Time-Polymerasekettenreaktion (QPCR)

cDNA Synthese

Zur Synthese von cDNA wurde das RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit von
ThermoScientific gemaf den Angaben des Herstellers verwendet. Fir die Synthese wurde
2 ug RNA eingesetzt. Die RNA wurde entsprechend ihrer Konzentration auf ein Volumen
von 20 ul mit RNase freiem Wasser verdiinnt. Anschlieend wurden je 2 ul Oligo-dT-Primer
und Random Hexamer-Primer zugegeben und fiir das Annealing 5 Minuten bei 70 °C im
Eppendorf Mastercycler personal inkubiert. Anschlieffiend wurden 16 ul eines Mastermixes
(Tabelle 12) zu den Proben zugegeben und zundchst 5 Minuten bei 37 °C und

anschlief’end flr den Synthesevorgang 1 Stunde bei 42 °C inkubiert.

Tabelle 12: Zusammensetzung des Mastermixes fiir die cDONA-Synthese

Substanz
2 ul RNase Inhibitor (Ribolock)
2 ul Reverse Trankriptase (RevertAid)
8 pl Reaction Mix 5x
4l dNTP Mix

Zum Inaktivieren der reversen Trankriptase wurde am Ende der Synthese 10 Minuten bei
70 °C inkubiert. Die cDNA wurde bei -20 °C gelagert.

Quantitative PCR

Die Expression verschiedener Gene wurde mit Hilfe quantitativer PCR mit dem
Thermocycler TOptical von Biometra bestimmt. Die Markierung doppelstrangiger DNA
erfolgte durch den interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green, der im Laufe der
gPCR eine Quantifizierung der amplifizierten cDNA ermdglicht. Die einzusetzenden Primer
wurden in einer Konzentration von 10 pmol/ul verwendet. Folgender Mastermix wurde je
Gen pipettiert (Tabelle 13).

Tabelle 13: Zusammensetzung des Mastermixes fiir die qPCR

Substanz
12,5 pl SYBR Green Mix
1,5 ul Forward Primer
1,5 ul Reverse Primer
7,0 pl H20
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Die zu untersuchende cDNA wurde im Verhaltnis 1:100 mit RNase freiem Wasser verdunnt.
Je Ansatz wurden 2,5 pl cDNA und 22,5 ul Mastermix in einer 96-Well-Platte pipettiert. Die
Messung der Proben erfolgte in Triplikaten. AnschlieRend wurde die gPCR mit folgendem

Temperaturzyklus durchgefihrt (Tabelle 14).

Tabelle 14: Protokoll der qPCR

qPCR Temperaturzyklus

10 Minuten 95 °C Denaturierung
20 Sekunden 95 °C Denaturierung
45 x Zyklus 20 Sekunden 58 °C Annealing
30 Sekunden 72°C Synthese und Fluoreszenzmessung

Schmelzkurve (60 °C — 95 °C; AT =1 °C)

Die Berechnung der Ct-Werte wurde mit Hilfe des zugehoérigen Programms qPCR Soft 3.1
durchgefiihrt. Anhand der Schmelzkurvenanalyse der DNA wurde die Qualitat der
ermittelten Ct-Werte Uberprift. Die Berechnung der relativen Expression anhand der Ct-
Werte erfolgte mit der 2-22¢T-Methode '*°. Zur Normalisierung der Expressionswerte wurde
die Expression des Zielgens auf die konstante Expression des housekeeping gene HPRT1

(Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase 1) als endogenen Standard bezogen.

Western Blot

Der spezifische Proteinnachweis erfolgte durch Western-Blot-Analyse. Zuerst wurden die
Proteine einer Probe mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelektrophorese (SDS-
PAGE) anhand ihrer GréRe aufgetrennt und anschlieRend mittels semidry-Transfer auf eine
Nitrocellulosemembran Ubertragen. AnschlieBend wurden Primarantikdrper und
Meerrettichperoxidase (HRP)-gekoppelte Sekundarantikbrper eingesetzt, um eine
Markierung und Anfarbung spezifischer Proteinbanden zu ermdglichen. Das eingesetzte

Verfahren wird nachfolgend genauer beschrieben.

Proteine bis zu einer GroRe von 100 kDa wurden in 10% Polyacrylamid-Gelen und ab einer
GroRe von 100 kDa in 8% Polyacrylamid-Gelen gelektrophoretisch aufgetrennt. Dazu
wurden Trenn- und Sammelgel im Verhaltnis 3:1 zwischen zwei durch Spacer getrennte
Platten gegossen. Der Boden der Gelkammer wurde zuvor durch eine dinne Schicht

Dichtungsgel verschlossen (Tabellen 15, 16, 17).

32



Tabelle 15: Zusammensetzung des Dichtungsgels fiir die Polyacrylamidgelelektrophorese

Substanz
2,5ml Nanopure H20
2,5 ml PAA 30%

100 pl APS 10%
20 pl TEMED

Tabelle 16: Zusammensetzung des Trenngels fiir die Polyacrylamidgelelektrophorese

Substanz
8% 10%
PAA-Konzentration
13,9 ml 11,9 ml Nanopure H20
8 mi 10 ml PAA 30%
7,5ml 7,5 ml TRIS 1,5 M, pH 8,8
300 pl 300 pl SDS 10%
300 pl 300 pl APS 10%
18 pl 12 TEMED

Tabelle 17: Zusammensetzung des Sammelgels fiir die Polyacrylamidgelelektrophorese

Substanz
6,8 ml Nanopure H20
1,7 ml PAA 30%
1,25 ml TRIS 1 M, pH 6,8
100 pl SDS 10%
100 pl APS 10%
10 pl TEMED

Nach abgelaufener radikalischer Polymerisation des Gels wurde je Probe 35 ug Protein
aufgetragen. Zu dem aliquotierten Volumen Proteinldsung wurde das gleiche Volumen
Auftragspuffer (Tabelle 8) pipettiert und 5 Minuten in kochendem Wasser erhitzt.
AnschlieBend wurden die Taschen des Gels mit den Proben beladen und in einer
Trennkammer mit Elektrophoresepuffer 1x (Tabelle 9) aufgetrennt. Hierzu wurde zunachst
eine Spannung von 160 V angelegt. Nach Erreichen des Trenngels durch die Proben wurde

eine Spannung von bis zu 240 V angelegt.
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Nach ausreichender Auftrennung der Proteine wurde das Gel aus den beiden Glasplatten
geldst und zurechtgeschnitten. Der Transfer erfolgte nach dem Semidry-Blotting-Prinzip.
Hierzu wurden 3 Lagen in Transferpuffer 1x (Tabelle 10) getranktes Filterpapier, die in
Nanopure Wasser getrankte Nitrocellulosemembran (Dicke 0,45 um), das Proteingel und
erneut 3 Lagen in Transferpuffer 1x getranktes Filterpapier Gbereinandergelegt und in einer
Transferkammer fir 2 Stunden eine Stromstarke von 140 mA (1 Gel) bzw. 280 mA (2 Gele)

angelegt.

Nach Abschluss des Transfers wurden die verbliebenen, freien Bindungsstellen auf der
Nitrocellulosemembran durch Inkubation mit 5% Milchpulver, gel6st in TBST (1x TBS (Tris-
buffered saline) + 0,2% Tween-20), fur 1 Stunde bei Raumtemperatur auf einem Schuttler
abgesattigt. Die Primarantikérper zum Nachweis spezifischer Proteine (Tabelle 3) wurden
in der Verdunnung 1:5000 entweder in 5% Milchpulver- oder 5% BSA-TBST geldst. Fur
eine langere Haltbarkeit wurde zudem 0,05% Natriumazid zugesetzt. Die
Nitrocellulosemembran wurde mit 50 ml Primarantikdrperlésung benetzt und tiber Nacht bei
4 °C auf einem Schiittler inkubiert. Im nachsten Schritt wurde dreimal fiir je 10 Minuten bei
Raumtemperatur mit TBST gewaschen und anschlieRend 50 ml Sekundarantikdrperldésung
(Tabelle 4) fir 2 Stunden bei 4 °C auf die Membran gegeben. Die Sekundarantikérper
wurden entweder in 5% Milchpulver (Primarantikdrper in Milchpulver geldst) oder TBST
(Primarantikérper in BSA geldst) im Verhaltnis 1:20000 verdinnt. AnschlieBend wurde

erneut dreimal fir je 10 Minuten mit TBST gewaschen.

Die Detektion erfolgte durch Zugabe von 1,5 ml Chemilumineszenz-Substratgemisch
(Western Bright Chemilumineszenz Substrat Quantum, Western Bright Chemilumineszenz
Substrat Sirius, Amersham™ ECL™ Western Blotting Detection Reagents) auf die
Nitrocellulosemembran. Die Detektion der Chemilumineszenz erfolgte im ChemiDoc™
Touch Imaging System von BIORAD unter Einstellung geeigneter Belichtungszeiten. Die
densitometrische Auswertung und grafische Aufarbeitung erfolgte durch das zugehdrige

Programm Image Lab (Version 5.2).

Proliferationsmessung

Zellzéhlung nach Trypsinablésung

Als ein Verfahren der Proliferationsmessung kultivierter Zellen wurden die Zellen von der
Zellkulturschale mittels Trypsinbehandlung abgel6st und anschlieend die Zellzahl durch
Auszahlung in einem Hamozytometer nach Neubauer unter dem Lichtmikroskop bestimmt.
Hierzu wurden die Zellen zunachst dreimal mit 3 ml sterilem PBS (phosphate buffered
saline) gewaschen und anschlieRend mit 1 ml Trypsin flr 7 Minuten im Brutschrank bei 37

°C inkubiert. Nach vollstandiger Ablésung der Zellen wurde die Reaktion durch Zugabe von
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2 ml DMEM mit 1% PSM und 10% FCS gestoppt, sowie die abgewaschenen Zellen in ein
50 ml Falcon-Gefald Gberfiihrt. Die Zellsuspension wurde 5 Minuten bei Raumtemperatur
und 234 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und das verbliebene
Zellpellet in 200 pyl DMEM mit 1% PSM und 10% FCS resuspendiert. 50 ul der
Zellsuspension wurden mit 50 pl 0,4% Trypan-Blau-Lésung zum Anfarben avitaler Zellen
versetzt. 5 ul dieser Zellsuspension wurden in einem 0,1 mm tiefen Hamozytometer nach
Neubauer mit einer Gesamtflache von 0,0025 mm? unter dem Lichtmikroskop ausgezahlt.
Hierzu wurde das arithmetische Mittel der Zellzahl aus vier ausgezahlten Quadranten
berechnet. AnschlieRend wurde anhand des Volumens der Zahlkammer und des
Verdinnungsfaktors die Zellzahl in der Ausgangslosung und somit die Gesamtzahl der
Zellen pro Platte berechnet. Zur Analyse und quantitativen Auswertung doppelkerniger
Sternzellen wurden die zu analysierenden Sternzellkulturen im Lichtmikroskop mit
Phasenkontrasteinrichtung begutachtet und anschlieend in vier zuffallig gewahlten

Bildausschnitten unterschiedlicher Zellpraparationen Zellen mit zwei Zellkernen gezahit.

BrdU-ELISA

Als weiteres Verfahren der Proliferationsmessung — oder genauer — der Quantifizierung der
DNA-Synthese wurde ein Bromdesoxyuridin-Enzyme-linked Immunosorbent Assay (BrdU-
ELISA) durchgeflhrt. Hierzu wurde das Cell Proliferation ELISA Kit von Roche verwendet.
Isolierte hepatische Sternzellen wurden dabei auf eine 96-Well-Platte in einer Zelldichte von
30.000 Zellen pro Platte ausgebracht und mit 200 pl Grundmedium je Well kultiviert. An Tag
1 nach Isolierung wurde ein Medienwechsel auf serumfreies DMEM Medium (1% PSM, 1%
ITS+3) durchgeflihrt und die Zellen erneut fir 24 Stunden inkubiert. Zu Beginn des
Experiments wurden die Zellen je nach Ansatz entweder mit verschiedenen
Konzentrationen des Inhibitors des PDGFR (Crenolanib) flr 2 Stunden vorinkubiert oder
erneut mit Medium inkubiert. Hierzu wurden 100 ul Medium je Well verwendet. Nach der
Vorinkubation wurden 100 ul serumfreies DMEM Medium mit den verschiedenen
Konzentrationen der Liganden PDGF-BB und PDGF-DD auf die vorbehandelten und nicht
vorbehandelten Zellen gegeben, sodass in jedem Well ein Gesamtvolumen von 200 pl
Medium vorlag. Zusatzlich wurde zu jedem Well 20 pl BrdU-labeling-Lésung gegeben, die

das Bromdesoxyuridin enthielt. Die Messung erfolgte jeweils in Triplikaten.

Die Zellen wurden fur 48 Stunden bei 37 °C, 5% CO2 und 21% O: kultiviert. Nach 48
Stunden Inkubation erfolgte die Quantifizierung des BrdU-Einbaus in die DNA der Zellen
mittels ELISA entsprechend den Herstellerangaben. Die Inkubationszeit der Substratiésung
wurde dabei in Abhangigkeit von der Farbintensitat gewahlt und betrug meist 5 Minuten.

Die Farbintensitat wurde mittels spektralphotometrischer Messung bei 450 nm und einer
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Referenzwellenlange von 690 nm quantifiziert. Die Absorption kultivierter hepatischer

Sternzellen ohne Zugabe von BrdU-labeling-Lésung wurde als Blindwert verwendet.
Mikroskopie

Gewebeschnitte der Leber

Zur Untersuchung der Histologie der Leber wurden Gefrierschnitte angefertigt. Hierzu
wurden Leberpraparate nach Entnahme in flissigem Stickstoff (-196 °C) schockgefroren.
Diese Leberpraparate wurden im Kryotom (Leica CM 3050 S) bei -20 °C mit einer
definierten Schichtdicke von 5 — 7 ym geschnitten, auf Objekttrager aufgezogen und

getrocknet. Die Schnitte wurden bei -20 °C gelagert.

Immunfluoreszenzfiarbung
Zur Farbung wurden entweder 1.500.000 Zellen auf Coverslips in 12-Well-Platten oder
1.000.000 Zellen auf 6 cm-Zellkulturschalen ausgebracht.

Zur Fixierung wurden die Zellen 5 Minuten mit eiskaltem 99,98% Methanol oder
Formaldehyd (Roti Histofix 4%) benetzt. Anschlieliend wurde dreimal mit PBS gewaschen.
Zum Freilegen der Bindungsstellen wurden formalinfixierte Zellen vor der Farbung fir 5
Minuten mit 0,01% Triton x-100 in PBS auf Eis inkubiert und anschliefend einmal mit PBS
gewaschen. Zum Absattigen unspezifischer Bindungsstellen wurden die Zellen fiir 1 Stunde
bei Raumtemperatur mit 10% FCS in PBS inkubiert. Anschlieend wurde der
Primarantikérper im Verhaltnis 1:100 in PBS mit 2% FCS verdinnt und die Zellen fir
mindestens 4 Stunden bei Raumtemperatur mit dem Antikorper inkubiert (Tabelle 3). Der
Antikorper wurde nach Inkubation dreimal fir 5 Minuten mit PBS abgewaschen. Als
Sekundarantikérper wurden mit den Fluoreszenzfarbstoffen Cy3 oder FITC markierte
Antikorper verwendet (Tabelle 4). Die Sekundarantikdrper wurden im Verhaltnis 1:500
(Cy3) und 1:100 (FITC) in PBS mit 2% FCS verdiinnt. Die Zellen wurden fir mindestens 2
Stunden mit dem Sekundarantikdrper unter Lichtausschluss inkubiert. Anschliellend wurde
erneut dreimal fur 5 Minuten mit PBS gewaschen. Bei Ko-Farbungen wurde nach dem
gleichen Vorgehen zusatzlich mit je einem weiteren Primar- und Sekundarantikrper
gefarbt. Nach Abschluss der Fluoreszenzfarbung wurden die Zellen auf Objekttragern unter
gleichzeitiger Kernfarbung mit DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol) with Fluoromount G

eingedeckt.

UV-Fluoreszenz
Hepatische Sternzellen zeigen durch ihren hohen Anteil an eingelagerten Retinoiden eine
Eigenfluoreszenz nach Belichtung mit UV-Licht, die zu inrem Nachweis verwendet wird 3.

Hierzu wurden hepatische Sternzellen mit Hilfe der Quecksilberlichtquelle Olympus U-RFL-

36



T von Olympus Optical CO.LTD. mit UV-Licht der Wellenlange 350 nm angeregt und die

Eigenfluoreszenz unmittelbar danach lichtmikroskopisch erfasst.

Lichtmikroskopie

Alle mikroskopischen Aufnahmen wurden mit dem Lichtmikroskop Olympus IX50-S1F2
(10x Objektiv: CPlan 10x/ 0,25 PhC, 20x Objektiv: LCPlanFI 20x / 0,40 Ph1, 40x Objektiv:
UPlanFLN 40x / 0,75 Ph2, Olympus Optical CO.LTD.) angefertigt. Die Speicherung und
Verarbeitung erfolgte mit der Software Cell*F von Olympus Soft Imaging Solutions GmbH,
Version 2003. Fur Fluoreszenzaufnahmen wurde die Quecksilberlichtquelle Olympus U-
RFL-T, Olympus Optical CO.LTD. als Fluoreszenzquelle mit den Filtersatzen von Olympus
und Chroma Technology (U-MWU, BP 330-385 nm, DM 400 nm, BA 420 nm; U-MNIBA2,
BP 470-490 nm, DM 510 nm, BA 510-550 nm; U-M41007A, BP 525-560 nm, BA 594 nm)
benutzt. Die hochauflésende Mikroskopie wurde mit einem ELYRA-Mikroskop (Carl Zeiss
Microscopy, Jena) in Kooperation mit Herrn Dr. Boris Gorg (Klinik fir Gastroenterologie,

Hepatologie und Infektiologie, Dusseldorf) durchgefihrt.
Statistische Analyse

Die Einzelwerte wurden als arithmetisches Mittel bestimmt und mit dem errechneten
Standardfehler angegeben. Statistische Signifikanz wurde beim Vergleich von 2 Gruppen
mit Hilfe des nichtparametrischen Mann-Whitney-U-Tests geprift. Beim Vergleich von n
Gruppen wurde als Korrelat der Varianzanalyse der nichtparametrische Kruskal-Wallis-Test
durchgeflihrt. Zur anschlieRenden Signifikanzanalyse mehrerer Gruppen relativ zur
Kontrolle wurde der Dunn’s Test als Post-hoc-Test angewendet. Die statistischen
Berechnungen erfolgten mit dem Programm WinSTAT® (Version 2009.1) fur Microsoft
Excel und GraphPad Prism (Version 7.03). Signifikanz wurde bei einem p-Wert < 0,05

angenommen.
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Ergebnisse

Nachweis der PDGF-Rezeptoren sowie deren Liganden wahrend der

Leberregeneration

Die Beobachtung, dass wahrend der stammzellbasierten Leberregeneration im Gegensatz
zur normalen Leberregeneration der PDGFRB und seine Liganden verstarkt exprimiert
werden (siehe Einleitung), konnte auch auf Proteinebene mittels Immunfluoreszenz
bestatigt werden. Hier zeigte sich an Leberschnitten von Tieren mit PHX/2AAF-Behandlung
eine deutlich starkere Farbung des PDGFRp in der Immunfluoreszenz an Tag 7 der
Regeneration im Vergleich zu Tieren mit PHX-Behandlung. Der PDGFR} lie® sich dabei
besonders im Bereich der von den Portalfeldern ausgehenden duktuldren Reaktion
nachweisen, die durch CK19-positive Zellen (Cholangiozyten oder LPCs bzw. Ovalzellen)
gekennzeichnet ist (Abb. 6 D). Mittels hochauflésender Mikroskopie zeigte sich zudem,
dass PDGFRp-positive Zellen die duktulare Reaktion unmittelbar als klare Grenzschicht
zum umgebenden Parenchym umranden. Dabei zeigte sich keine Ko-Expression von
PDGFRB und CK19 (Abb. 6 F). Allerdings zeigte sich eine Ko-Expression von PDGFRf
und aSMA, als Marker aktivierter hepatischer Sternzellen (Abb. 6 B). Die Kontrollschnitte
von Tieren an Tag 7 nach alleiniger PHX zeigten keine verstarkte Farbung des PDGFR,
keine duktulare Reaktion mit CK19-Expression sowie keine Expansion aSMA-positiver
Zellen. Hierbei konnte der PDGFR}, ahnlich der Schnitte an normaler Leber (Abb. 9), im
Bereich der Sinusoide sowie in der Umgebung der Gefalie der Portalfelder nachgewiesen
werden. CK19 konnte in Gallengangen des Portalfeldes nachgewiesen werden (Abb. 6 A,
C). Der PDGFRa lie® sich nach PHX/2AAF-Behandlung am Leberschnitt im Vergleich zur
Leberregeneration nach PHX nicht vermehrt nachweisen. Angedeutet zeigte sich jedoch
aulerhalb des Bereichs der duktularen Reaktion eine starkere Anfarbung des PDGFRa als
in direkter Umgebung der duktuldren Reaktion (Abb. 6 E).
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Leber 7d post PHX

Abbildung 6: Nachweis des PDGFR@ und des PDGFRa an Leberschnitten der Ratte wahrend der Leberregeneration
in zwei verschiedenen Leberschadigungsmodellen. Die PDGFR a und 3 wurden an Leberschnitten der Ratte mittels
Immunfluoreszenz angefarbt. Hierbei konnte der PDGFRf an Leberschnitten nach alleiniger partieller Hepatektomie in den
Sinusoiden und als Umrandung der Portalfeldgefale ahnlich der Verteilung der normalen Leber nachgewiesen werden (A, C).
In dem Modell der stammzellbasierten Leberregeneration (PHX/2AAF) zeigte sich eine deutlich starkere Farbung des
PDGFRB als nach alleiniger partieller Hepatektomie (B, D). Die vermehrte Farbung zeigte sich dabei im Bereich der duktularen
Reaktion. Hier umrandeten PDGFRp-positive Zellen die gangahnlichen Strukturen mit CK19-positiven Zellen (D). Mittels
hochauflésender Mikroskopie (ELYRA) konnte eine deutliche Trennung zwischen der Farbung des PDGFR und der Farbung
von CK19 nachgewiesen werden, also eine deutliche getrennte Expression der beiden Marker (F). Die PDGFRp-positiven
Zellen zeigten zudem eine Ko-Expression mit aSMA, einem Marker aktivierter Sternzellen (B). Der PDGFRa konnte an
Schnitten der stammzellbasierten Leberregeneration (PHX/2AAF) in der Immunfluoreszenz nicht verstarkt angefarbt werden
im Vergleich zur Kontrolle (PHX). AufRerhalb der duktuldren Reaktion konnte eine etwas starkere Farbung des PDGFRa als

im Bereich der duktularen Reaktion festgestellt werden (E). (n=3)
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Zusammenfassend konnten die Befunde der Immunfluoreszenzuntersuchungen an
Leberschnitten die Vorbefunde der deutlichen mRNA-Expressionssteigerung des PDGFR

wahrend der stammzellbasierten Leberregeneration bestatigen.

Charakterisierung des Expressionsmusters kultivierter hepatischer

Sternzellen

Fur die weiteren in vitro-Experimente an hepatischen Sternzellen der Ratte wurden
hepatische Sternzellen zu verschiedenen Zeitpunkten der Kultur (Tag 1, Tag 4, Tag 7) nach
Isolierung mittels Immunfluoreszenz hinsichtlich der Expression typischer Sternzellmarker
charakterisiert. Dabei konnten die Intermediarfilamente Desmin und Vimentin Gber alle
Zeitpunkte hinweg in kultivierten Sternzellen nachgewiesen werden (Abb. 7 A-F). GFAP
als Marker ruhender Sternzellen konnte an Tag 1 und Tag 4 nach Isolierung als Filament
nachgewiesen werden (Abb. 7 G, H). Im Verlauf der Kultivierung der hepatischen
Sternzellen zeigte sich jedoch ein schrittweiser Abbau, sodass GFAP an Tag 7 nicht mehr
in filamentdser Form, sondern globular im Zytoplasma nachweisbar war (Abb. 7 I). aSMA
als Marker aktivierter Sternzellen konnte an Tag 1 nach lIsolierung nur in vereinzelten
hepatischen Sternzellen nachgewiesen werden (Abb. 7 J). Diese Expression steigerte sich
im Verlauf der Kultivierung von Sternzellen auf Plastik-Gewebekulturplatten, sodass an Tag
7 nach Isolierung aSMA in der Mehrzahl der hepatischen Sternzellen nachgewiesen werden
konnte (Abb. 7 K, L).
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Hepatische Sternzellen 1d Hepatische Sternzellen 4d Hepatische Sternzellen 7d

Hepatische Sternzellen 1d Hepatische Sternzellen 4d Hepatische Sternzellen 7d

Hepatische Sternzellen 1d Hepatische Sternzellen 4d Hepatische Sternzellen 7d

Hepatische Sternzellen 1d Hepatische Sternzellen 4d Hepatische Sternzellen 7d

Abbildung 7: Nachweis typischer Sternzellmarker in kultivierten hepatischen Sternzellen. Hepatische Sternzellen
wurden an Tag 1, 4 und 7 nach Isolierung mit Methanol fixiert und mittels Immunfluoreszenz hinsichtlich der Expression
der Marker Desmin, Vimentin, GFAP und aSMA analysiert. Alle isolierten hepatischen Sternzellen zeigten an Tag 1 nach
Isolierung eine filamentartige Farbung der Marker Desmin, Vimentin und GFAP (A, D, G). Vereinzelt konnte in den Zellen
an Tag 1 auch aSMA nachgewiesen werden (J). Wahrend die Filamente Desmin und Vimentin auch an den Tagen 4 und
7 in allen hepatischen Sternzellen nachweisbar waren (B, C, E, F), konnte GFAP an Tag 7 nur noch globuldr im Zytoplasma
und nicht mehr als vollsténdiges Filament nachgewiesen werden (l). aSMA hingegen zeigte eine starkere Expression unter
Aktivierung in Kultur und konnte ab Tag 4 in allen hepatischen Sternzellen nachgewiesen werden (K, L).

Die isolierten Sternzellen zeigten in den Immunfluoreszenzanalysen das typische

Expressionsmuster ruhender bzw. aktivierter Sternzellen.
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Nachweis mesenchymaler Stammzellmarker in kultivierten hepatischen

Sternzellen

Hepatische Sternzellen wurden fur 1, 4 und 7 Tage nach Isolierung kultiviert und hinsichtlich
der Expression mesenchymaler Stammzellmarker mittels Immunfluoreszenz untersucht.
Dabei konnten die mesenchymalen Stammzellmarker CD44, Nestin und PDGFRf in
kultivierten hepatischen Sternzellen nachgewiesen werden. An Tag 1 nach lIsolierung
konnte nur in einem geringen Anteil der hepatischen Sternzellen der Marker CD44
nachgewiesen werden (Abb. 8 A). Nestin und PDGFRp konnten an Tag 1 nach Isolierung
zwar in einem Grofteil der hepatischen Sternzellen nachgewiesen werden, allerdings
zeigte sich meist nur eine schwache Farbung in der Immunfluoreszenz (Abb. 8 D, G). Im
Verlauf der Aktivierung hepatischer Sternzellen unter Kulturbedingungen konnte eine
deutlich gesteigerte Expression der mesenchymalen Stammzellmarker beobachtet werden.
So konnten an Tag 4 und 7 nahezu in allen hepatischen Sternzellen CD44, Nestin und
PDGFRB nachgewiesen werden (Abb. 8 B, E, H). Allerdings konnte innerhalb der
untersuchten Sternzell-Population eine starke Variation der Expressionsstarke beobachtet
werden. Zum Nachweis, dass es sich bei den untersuchten Zellen um isolierte hepatische
Sternzellen und keine verunreinigenden Zellen anderer Zellpopulationen der Leber handelt,
wurden Ko-Farbungen der Zellen mit den Sternzellmarkern Vimentin und Desmin
durchgeflihrt. Hierbei zeigte sich eine deutliche Ko-Expression von Vimentin und Desmin

mit den mesenchymalen Stammzellmarkern (Abb. 8 C, F, ).

42



Hepatische Sternzellen 1d A Hepatische Sternzellen 7d

Hepatische Sternzellen 1d Hepatische Sternzellen 7d

Hepatische Sternzellen 1d Hepatische Sternzellen 4d

/ Vimentin

Abbildung 8: Nachweis mesenchymaler Stammzellmarker in hepatischen Sternzellen. Hepatische Sternzellen
wurden an Tag 1, 4 und 7 nach Isolierung mit Methanol fixiert und die mesenchymalen Stammzellmarker CD44, Nestin
und PDGFRp gefarbt. An Tag 1 nach Isolierung konnten alle drei Marker nur in einzelnen Sternzellen nachgewiesen
werden (A, D, G). Nestin und PDGFR zeigten an Tag 1 eine haufigere und starkere Farbung in den Sternzellen als CD44.
Im Verlauf der Kultur wurden jedoch alle mesenchymalen Stammzellmarker verstarkt exprimiert, sodass in der Mehrheit
der Sternzellen CD44, Nestin und der PDGFRP an Tag 4 und 7 nachgewiesen werden konnte (B, E, H). Zum Nachweis
der Ko-Expression von typischen Markern der Sternzellen und mesenchymalen Stammzellen wurden Ko-Farbungen mit
Desmin und Vimentin durchgefiihrt (C, F, I).

In isolierten hepatischen Sternzellen konnten wichtige Marker mesenchymaler
Stammzellen nachgewiesen werden, deren Expression im Verlauf der Aktivierung

gesteigert wurde.

Nachweis der PDGF-Rezeptoren in hepatischen Sternzellen in vivo sowie in

vitro

Leberschnitte von unbehandelten Ratten wurden hinsichtlich der Expression des PDGFRf
mittels Immunfluoreszenz untersucht. Dabei konnte der PDGFR in den Sinusoiden der
Leber sowie im Bereich der GefaBwande (aSMA-positiv) und Gallengange (CK19-positiv)
der Portalfelder nachgewiesen werden (Abb. 9 A, B, C, D). Es konnte zudem eine Ko-
Expression des PDGFRP mit den Filamentproteinen GFAP und Desmin (Abb. 9 E, F)

nachgewiesen werden. Die Ko-Expression mit GFAP und Desmin sowie die Lokalisierung
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innerhalb der Sinusoide sprechen flir eine Expression des PDGFRB in ruhenden,
hepatischen Sternzellen der Ratten-Leber. In Hepatozyten konnte der PDGFRB mittels

Immunfluoreszenz nicht nachgewiesen werden.

normale Leber

normale Leber

i

Abbildung 9: Nachweis des PDGFR in der normalen Rattenleber. Der PDGFR konnte mittels Immunfluoreszenz in
den Sinusoiden sowie den Portalfeldern der Leber nachgewiesen werden. PDGFRB-positive Zellen zeigten dabei eine Ko-
Expression (gelb) mit GFAP und Desmin, Markern von ruhenden hepatischen Sternzellen (E, F). Zudem konnte aSMA im

Bereich der GefalRwande des Portalfeldes (A, B) sowie CK19 im Bereich der Gallengange nachgewiesen werden (C, D).
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Auch in vitro konnte der PDGFRB in kultivierten hepatischen Sternzellen mittels
Immunfluoreszenz sowie Western-Blot-Analysen nachgewiesen werden. Dabei wurde die
Ko-Expression des PDGFR mit Vimentin und Desmin als Markern hepatischer Sternzellen
Uberprift (Abb. 10). Im Verlauf der Kultivierung von Tag 1 bis Tag 7 nach Isolierung und
der damit einhergehenden Aktivierung hepatischer Sternzellen zeigte sich eine deutliche
Steigerung der Proteinmenge des PDGFRR, die mittels Western Blot quantifiziert wurde
(Abb. 11). Der PDGFRa konnte ebenfalls direkt nach der Isolierung in hepatischen
Sternzellen nachgewiesen werden und zeigte analog zum PDGFRf eine Steigerung der

Proteinmenge im Verlauf der Kultivierung in Western-Blot-Analysen (Abb. 11).

Hepatische Sternzellen{%d A | Hepatische Sternzellen 1d

/ Vimentin

Abbildung 10: Nachweis des PDGFR in hepatischen Sternzellen in vitro. Mittels Immunfluoreszenz konnte der
PDGFRB an fixierten hepatischen Sternzellen an Tag 1 nach Isolierung bei Ko-Expression von Desmin (A) und Vimentin
(B) nachgewiesen werden. An den Tagen 4 (C) und 7 (D) nach Isolierung zeigte sich eine noch intensivere Farbung des
PDGFRB in hepatischen Sternzellen.
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Abbildung 11: Nachweis des PDGFRp sowie des PDGFRa in hepatischen Sternzellen in vitro an Tag 1, 4 und 7
nach lIsolierung. Eine Steigerung der Proteinmenge des PDGFR( sowie des PDGFRa im Verlauf der Kultivierung
isolierter hepatischer Sternzellen der Ratte konnte mittels Western-Blot-Analyse nachgewiesen werden. Hierbei zeigte sich
an Tag 0 und 1 nach Isolierung ein schwacher Nachweis des PDGFRa sowie des PDGFRf. Mit Aktivierung der
hepatischen Sternzellen unter Kulturbedingungen, die durch die Expressionssteigerung von aSMA nachvollzogen werden
konnte, zeigte sich auch eine Steigerung der Proteinmenge des PDGFRa und PDGFR( an Tag 4 und 7. In der quantitativen
Auswertung der Proteinmenge konnte an Tag 1, 4 und 7 nach Isolierung sowohl fur den PDGFRa als auch fiir den PDGFRB
eine signifikante Steigerung (*) der Proteinmenge im Vergleich zur Proteinmenge an Tag 0 nach Isolierung nachgewiesen
werden. (Die Abbildung zeigt einen charakteristischen Western Blot als Auswahl der 3 durchgefiihrten Western Blots.)

(n=3; Signifikanz wurde bei einem p-Wert < 0,05 angenommen.)

Zusammenfassend konnten der PDGFRa sowie der PDGFR sowohl in vivo als auch in

vitro in ruhenden und aktivierten hepatischen Sternzellen nachgewiesen werden.
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Proliferation von hepatischen Sternzellen unter Stimulation und Inhibition des
PDGFR-Signalwegs

Mittels Zellzahlung wurde die Proliferation von kultivierten hepatischen Sternzellen unter
Stimulation und Inhibition des PDGFR untersucht. Hierzu wurden hepatische Sternzellen
nach ihrer Isolierung fur 72 Stunden mit den Liganden des PDGFR3, PDGF-BB und PDGF-
DD, dem PDGFR-Inhibitor Crenolanib sowie einer Kombination von PDGF-BB und
Crenolanib inkubiert. Hierbei zeigte sich unter Stimulation mit 20 ng/ml PDGF-BB und
PDGF-DD eine signifikante 2,3-fache bzw. 2,1-fache Erhdhung der Zellzahl im Vergleich
zur Kontrolle. Unter Behandlung mit 10 ng/ml PDGF-BB und PDGF-DD zeigte sich eine
nicht signifikante Erhéhung der Zellzahl auf das 1,5-fache bzw. 1,7-fache der Zellzahl der
unbehandelten Kontrolle. Unter Behandlung mit Crenolanib zeigte sich eine nicht
signifikante Reduktion der Zellzahl auf das 0,5-fache der Zellzahl der unbehandelten
Kontrolle. Zudem konnte gezeigt werden, dass die Proliferationssteigerung unter 10 ng/ml
PDGF-BB durch Vorinkubation mit Crenolanib inhibiert werden konnte. Bei Kombination
von 100 nM Crenolanib und 10 ng/ml PDGF-BB zeigte sich eine signifikant geringere
Zellzahl im Vergleich zur Behandlung mit 10 ng/ml PDGF-BB allein (Abb. 12).
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Abbildung 12: Untersuchung der Proliferation hepatischer Sternzellen nach Stimulation mit den Liganden des
PDGFRB und dem PDGFR-Inhibitor Crenolanib. Hepatische Sternzellen wurden ab Tag 1 nach Isolierung fir 72
Stunden mit den Liganden PDGF-BB und PDGF-DD in den Konzentrationen 10 ng/ml und 20 ng/ml sowie mit dem Inhibitor
Crenolanib (100 nM) allein und einer Kombination aus 10 ng/ml PDGF-BB und 100 nM Crenolanib (Vorinkubation mit
Crenolanib fur 2 Stunden) stimuliert. AnschlieRend wurden die Zellen durch Trypsin abgeldst und gezahlt. Dabei konnte
eine erhohte Zellzahl unter Stimulation mit PDGF-BB und PDGF-DD im Vergleich zur Kontrolle festgestellt werden. Diese
Proliferationssteigerung zeigte sich bereits bei Stimulation mit einer Konzentration von 10 ng/ml, allerdings konnte erst bei
Stimulation mit 20 ng/ml Signifikanz im Vergleich zur Kontrolle gezeigt werden. Durch Kombination von 100 nM Crenolanib
mit 10 ng/ml PDGF-BB konnte die beobachtete Proliferationssteigerung unter PDGF-BB signifikant gehemmt werden.

(n=3-4; Signifikanz wurde bei einem p-Wert < 0,05 angenommen.)

Die Proliferation unter Stimulation mit Crenolanib und PDGF-BB sowie einer Kombination
von Crenolanib und PDGF-BB wurde zudem mittels BrdU-ELISA untersucht. Die
gemessene Absorption im Photometer ist bei diesem Verfahren proportional zum Einbau
von BrdU in die DNA der untersuchten Zellen innerhalb der Inkubationszeit und dient damit

als Maf fur die DNA-Syntheseleistung der Zellen innerhalb des Untersuchungszeitraums.

Im Vergleich zur serumfreien Kontrolle konnte unter Zusatz von 10% FCS zum
Kulturmedium ein Anstieg der Absorption als Maf3 fir die DNA-Syntheseleistung nach 48

Stunden Inkubationszeit gemessen werden. Ein starkerer und signifikanter Anstieg der
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DNA-Synthese im Vergleich zur Kontrolle zeigte sich unter Behandlung mit 20 ng/ml PDGF-
BB und 20 ng/ml PDGF-DD. Uberraschenderweise konnte auch unter alleiniger Stimulation
mit dem PDGFR-Inhibitor Crenolanib in den Konzentrationen 1 nM, 10 nM, 50 nM und
100 nM eine nicht signifikante Erhéhung der DNA-Synthese im Vergleich zur serumfreien
Kontrolle und zur Behandlung mit 10% FCS festgestellt werden. Lediglich bei einer
eingesetzten Konzentration von 1000 nM Crenolanib wurden ahnliche Absorptionswerte
wie unter Behandlung mit 10% FCS gemessen. Eine kombinierte Stimulation der
Sternzellen mit verschiedenen Konzentrationen von Crenolanib und 20 ng/ml PDGF-BB
zeigte eine signifikante Steigerung der DNA-Synthese im Vergleich zur Kontrolle, ahnlich
der Synthesesteigerung unter 20 ng/ml PDGF-BB alleine (Abb. 13).
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Abbildung 13: Messung der DNA-Synthese von hepatischen Sternzellen unter Crenolanib, PDGF-BB und PDGF-
DD mittels BrdU-ELISA. Hepatische Sternzellen wurden an Tag 1 nach Isolierung mit verschiedenen Konzentrationen
von Crenolanib fir 2 Stunden vorbehandelt und je nach Ansatz anschlieBend mit 20 ng/ml PDGF-BB stimuliert.
AnschlieRend wurde der Einbau von BrdU nach 48 Stunden Inkubationszeit im Photometer quantifiziert. Es konnte ein
Trend zur vermehrten DNA-Synthese unter Stimulation mit DMEM und 10% FCS im Vergleich zum serumfreien Medium
beobachtet werden. Einen nicht signifikanten Anstieg der DNA-Synthese konnten wir auch nach Inkubation der
hepatischen Sternzellen mit verschiedenen Konzentrationen von Crenolanib (1 nM, 10 nM, 50 nM, 100 nM) beobachten.
Der geringste Anstieg im Vergleich zur Kontrolle zeigte sich dabei unter Stimulation mit 1000 nM Crenolanib. Unter
Stimulation mit 20 ng/ml PDGF-DD und 20 ng/ml PDGF-BB zeigte sich der starkste Anstieg der DNA-Synthese im
Vergleich zur Kontrolle. Hier konnte Signifikanz im Vergleich zum Kontrollwert gezeigt werden. Dieser signifikante Anstieg
zeigte sich unbeeinflusst von Vorinkubation mit verschiedenen Konzentrationen von Crenolanib. (n=5; Varianzanalyse
anhand des nichtparametrischen Kruskal-Wallis-Tests (H=21,23, p=0,07); anschlieBender Signifikanzvergleich aller

Gruppen relativ zur serumfreien Kontrolle mit Dunn’s Post-hoc-Test; Signifikanz (*) wurde angenommen bei p < 0,05.)

Die Ergebnisse der Zellzdhlung und der BrdU-Analyse ergaben hinsichtlich ihrer Aussage
zur Proliferationssteigerung unter PDGF-BB und dem inhibitorischen Effekt von Crenolanib
auf die Zellproliferation ein widerspruchliches Bild. Aufgrund der Ergebnisse der Zellzahlung
nach Trypsinablésung mit deutlicher Proliferationssteigerung unter PDGF-BB-Behandlung
und Verminderung der Proliferation unter kombinierter Behandlung von Crenolanib und

PDGF-BB, im Vergleich zur Behandlung mit PDGF-BB allein, erwarteten wir einen
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ahnlichen Verlauf der gemessenen Absorption in der BrdU-Analyse. Dieses
Absorptionsverhalten zeigte sich, wie zuvor beschrieben, allerdings nicht. Aufgrund der
vorliegenden Daten des Zellzdhlungsexperiments (Abb. 12) kann die gemessene
Absorptionssteigerung unter Crenolanib-Behandlung im BrdU-ELISA als Maf} einer DNA-
Synthesesteigerung nicht auf eine verstarkte Proliferation unter Crenolanib zurtickgeflihrt
werden. Zur Klarung der Ursache der gesteigerten DNA-Synthese unter Crenolanib-
Behandlung wurden weitere Experimente durchgeflihrt. Als moégliche Erklarung fur die
Absorptionssteigerung im BrdU-ELISA unter Crenolanib wurden insbesondere

Differenzierungsvorgange in Sternzellen in Betracht gezogen.

Lichtmikroskopische Untersuchung hepatischer Sternzellen unter Crenolanib

Zur weiteren Untersuchung des Verhaltens hepatischer Sternzellen unter Behandlung mit
Crenolanib und zur Klarung der Ursache der DNA-Synthesesteigerung unter Crenolanib
wurden hepatische Sternzellen 7 Tage mit 100 nM Crenolanib behandelt und anschlie3end
hinsichtlich ihrer Zellmorphologie lichtmikroskopisch beurteilt. Unter Kontrollbedingungen
konnten nach 7 Tagen vereinzelt doppelkernige hepatische Sternzellen (rote Pfeile)
beobachtet werden (Abb. 14 A). Unter Crenolanib-Behandlung zeigte sich jedoch ein
deutlich haufigeres Vorkommen von doppelkernigen Zellen (rote Pfeile) im Vergleich zur
Kontrolle (Abb. 14 B). Nach Auszahlung der doppelkernigen Sternzellen ergab sich unter
Crenolanib-Behandlung ein Anteil von 70% doppelkernigen Sternzellen an allen
ausgezahlten Sternzellen. Im Vergleich dazu zeigten nur 10% der Sternzellen unter

Kontrollbedingungen zwei Zellkerne (Abb. 14 C).
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Abbildung 14: Lichtmikroskopische Untersuchung hepatischer Sternzellen nach 7 Tagen Behandlung mit
Crenolanib. Hepatische Sternzellen wurden nach ihrer Isolierung 7 Tage mit 100 nM Crenolanib inkubiert und
anschliefend lichtmikroskopisch im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle beurteilt. Unter Kontrollbedingungen konnten
vereinzelt doppelkernige hepatische Sternzellen festgestellt werden (rote Pfeile) (A). Unter Crenolanib-Behandlung
hingegen zeigte sich eine deutliche Zunahme von mehrkernigen Zellen (rote Pfeile) im Vergleich zur Kontrolle (B). Nach
Auszahlung der doppelkernigen Zellen ergab sich unter Crenolanib-Behandlung ein Anteil von 70% doppelkernigen
Sternzellen im Vergleich zu 10% doppelkernigen Sternzellen unter Kontrollbedingungen (C). Die Gesamtanzahl der Zellen

pro Bildausschnitt wurde auf 100% gesetzt. (n=4; Signifikanz wurde bei einem p-Wert < 0,05 angenommen.)

Zusammenfassend konnte unter Crenolanib-Behandlung lichtmikroskopisch ein
vermehrtes Auftreten von Sternzellen mit zwei Zellkernen beobachtet werden, welches die

erhdhte DNA-Synthese unter Crenolanib-Behandlung erklaren kann.
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Induktion von Progenitorzell- sowie Hepatozytenmarkern unter Crenolanib

Um die vermehrte DNA-Synthese und Mehrkernigkeit unter Crenolanib zu erklaren, wurden
Zelldifferenzierungsprozesse unter Crenolanib-Behandlung in Betracht gezogen.
Tatsachlich wurde eine Induktion von Markern hepatischer Progenitorzellen sowie
Hepatozyten nach siebentagiger Behandlung mit 100 nM Crenolanib festgestellt. Hierzu
wurde die relative mRNA-Expression der Progenitorzellmarker CK19, EpCAM und AFP
sowie der Hepatozytenmarker CK18, HNF4a, FOXA3, Albumin und BSEP mittels gPCR
untersucht. Fur die Marker CK19, EpCAM, CK18, HNF4a, FOXA3, Albumin und BSEP
zeigte sich eine signifikante mMRNA-Expressionssteigerung in hepatischen Sternzellen nach
siebentagiger Behandlung mit Crenolanib im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Fir
den Marker AFP zeigte sich zwar eine Steigerung der mRNA-Expression unter Crenolanib
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, allerdings konnte keine Signifikanz gezeigt
werden. Insgesamt konnten wir unter Crenolanib-Behandlung eine deutliche Induktion einer

hepatischen Differenzierung in hepatischen Sternzellen beobachten (Abb. 15).
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Abbildung 15: Induktion einer hepatischen Differenzierung von hepatischen Sternzellen unter Crenolanib-
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Behandlung. Hepatische Sternzellen wurden 7 Tage mit 100 nM Crenolanib inkubiert und anschliefend die mRNA-
Expression der Progenitorzellmarker CK19, EpCAM, AFP sowie der Hepatozytenmarker CK18, HNF4a, FOXA3, Albumin
und BSEP mittels gPCR quantifiziert. Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle zeigte sich unter 100 nM Crenolanib-
Stimulation ein signifikanter Anstieg der mRNA-Expression der Progenitorzellmarker CK19 und EpCAM sowie der
Hepatozytenmarker CK18, HNF4a, FOXA3, Albumin und BSEP. Dies gab einen klaren Hinweis auf eine Induktion einer

hepatischen Differenzierung in Sternzellen. (n=3-18; Signifikanz wurde bei einem p-Wert < 0,05 angenommen.)
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Einfluss der Konzentration von Crenolanib auf die Induktion von

Progenitorzell- und Hepatozytenmarkern in hepatischen Sternzellen

Wir untersuchten die Induktion der hepatischen und progenitorzelltypischen Marker CK19,
EpCAM und CK18 nach siebentagiger Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen von
Crenolanib (10 nM, 100 nM, 1000 nM) in hepatischen Sternzellen. Es zeigte sich keine
signifikante Veranderung der mRNA-Expression aller Marker unter Stimulation mit 10 nm
Crenolanib im Vergleich zur Kontrolle. Bei einer Konzentration von 100 nM Crenolanib
konnte eine signifikante Steigerung der mRNA-Expression der Marker CK19, EpCAM und
CK18 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle beobachtet werden. Die Behandlung mit
1000 nM Crenolanib zeigte ebenfalls eine Induktion der Marker CK19, EpCAM und CK18.
Dabei wurde fir die Marker CK18 und EpCAM eine groRere Steigerung der mRNA-
Expression unter 1000 nM Crenolanib als unter 100 nM Crenolanib im Vergleich zur
Kontrolle beobachtet. Die Expressionssteigerung des Markers CK19 zeigte sich jedoch
deutlich geringer unter Behandlung mit 1000 nM Crenolanib als unter Behandlung mit 100
nm Crenolanib. (Abb. 16).
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Abbildung 16: Induktion von Progenitorzell- und Hepatozytenmarkern unter Behandlung mit verschiedenen
Konzentrationen von Crenolanib. Hepatische Sternzellen wurden 7 Tage mit 10 nM, 100 nM sowie 1000 nM Crenolanib
inkubiert und anschlieRend die mRNA-Expression der Progenitorzellmarker CK19 und EpCAM sowie des
Hepatozytenmarker CK18 mittels gPCR bestimmt. Unter Behandlung mit 10 nM Crenolanib konnte keine Veranderung der
mRNA-Expressionswerte im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden. Unter Behandlung mit 1000 nM Crenolanib zeigte
sich fur einen Teil der Marker (EpCAM, CK18) eine groRere Steigerung der mRNA-Expressionswerte im Vergleich zur
Kontrolle als unter Behandlung mit 100 nM Crenolanib, andere Marker (CK19) hingegen zeigten eine geringere Steigerung
der mRNA-Expressionswerte im Vergleich zur Kontrolle als unter Behandlung mit 100 nM Crenolanib. Die flr alle Marker
konstanteste Steigerung der mRNA-Expressionswerte im Vergleich zur Kontrolle konnte unter Behandlung mit 100 nM

Crenolanib gemessen werden. (n=4; Signifikanz wurde bei einem p-Wert < 0,05 angenommen.)
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Da die Behandlung mit 100 nM Crenolanib die konstanteste mRNA-Expressionssteigerung
bei allen getesteten Genen zeigte und die Zellvitalitdt im Gegensatz zur Behandlung mit
héheren Konzentrationen an Crenolanib nicht beeintrachtigte, wurde 100 nM Crenolanib

als Konzentration fir weiterfihrende Experimente gewahlt.

Nachweis von Progenitorzell- und Hepatozytenmarkern unter Crenolanib

mittels Immunfluoreszenz

Die beobachtete Expressionssteigerung des Progenitorzellmarkers CK19 auf mRNA-
Ebene unter siebentagiger Behandlung mit 100 nM Crenolanib (Abb. 15) konnte ebenfalls
auf Proteinebene nachgewiesen werden. Hierzu wurde mittels Immunfluoreszenz eine Ko-
Farbung des Filaments CK19 und des mesenchymalen Filaments Desmin durchgefuhrt.
Unter Kontrollbedingungen konnte das Filament Desmin als typischer HSC-Marker in den
kultivierten hepatischen Sternzellen nachgewiesen werden (Ergebnisse nicht dargestellt).
Nach Behandlung mit 100 nM Crenolanib konnte in hepatischen Sternzellen zudem das
Filament CK19 nachgewiesen werden. Dabei zeigten sich Ansammlungen CK19-positiver
Zellen in verstreut liegenden Zellclustern zwischen undifferenzierten Desmin-positiven
hepatischen Sternzellen (Abb. 17 A, B). Die CK19-positiven differenzierenden hepatischen
Sternzellen zeigten eine schwache Ko-Expression des mesenchymalen Filaments Desmin,
als Nachweis ihrer Abstammung von Sternzellen (Abb. 17 A/B: gelb; C/E, D/F: weilRe
Pfeile).
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Abbildung 17: Nachweis des Progenitorzellmarkers CK19 in hepatischen Sternzellen nach Behandlung mit Crenolanib.
Hepatische Sternzellen wurden 7 Tage mit 100 nM Crenolanib inkubiert; anschlieRend wurden der Progenitorzellmarker CK19
(rot) sowie der Sternzellmarker Desmin (grin) mittels Immunfluoreszenz gefarbt. Die mit 100 nM Crenolanib behandelten
hepatischen Sternzellen zeigten deutliche Cluster differenzierender Zellen, in denen der Marker CK19 nachgewiesen werden
konnte, umgeben von nicht differenzierten hepatischen Sternzellen mit der typischen Farbung des Sternzellmarkers Desmin (A,
B). Allerdings konnte auch in den CK19-positiven Zellen nach Crenolanib-Behandlung weiterhin der Sternzellmarker Desmin
schwach nachgewiesen werden (weilRe Pfeile) (C/E, DIF).
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Auch die beobachtete Expressionssteigerung des Markers CK18 auf mRNA-Ebene unter
siebentagiger Behandlung mit 100 nM Crenolanib (Abb. 15) konnte auf Proteinebene
reproduziert werden. Hierzu wurde eine Ko-Farbung des hepatozytaren Filaments CK18
und des mesenchymalen Filaments Desmin mittels Immunfluoreszenz durchgefihrt. Unter
Kontrollbedingungen konnte das Filament Desmin als typischer HSC-Marker in den
kultivierten hepatischen Sternzellen nachgewiesen werden (Abb. 18 A). Nach Behandlung
mit 100 nM Crenolanib konnte in hepatischen Sternzellen zudem das Filament CK18
nachgewiesen werden. Dabei zeigten sich, analog zur CK19-Expression, Ansammlungen
CK18-positiver Zellen in verstreut liegenden Zellclustern zwischen undifferenzierten
Desmin-positiven hepatischen Sternzellen (Abb. 18 B, C). Isolierte Hepatozyten wurden
als Positivkontrolle fiir eine CK18-Expression verwendet (Abb. 18 D). Die differenzierenden
CK18-positiven hepatischen Sternzellen zeigten weiterhin eine schwache Ko-Expression
des mesenchymalen Filaments Desmin als Zeichen ihrer mesenchymalen Abstammung
(Abb. 18 E, F; weiBe Pfeile). Die Induktion eines neuen Expressionsmusters von
epithelialen Zellen durch Crenolanib sollte mit dem Rickgang mesenchymaler
Eigenschaften in Sternzellen verbunden sein. Tatsachlich fanden sich weitere hepatische
Sternzellen, in denen das Filament Desmin nur noch schwach nachweisbar war, die
allerdings auch keinen Nachweis von CK18 zeigten. Dies lie® vermuten, dass

unterschiedliche Stadien der Entwicklung nebeneinander auftraten.
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Abbildung 18: Nachweis des Hepatozytenmarkers CK18 in hepatischen Sternzellen nach Behandlung mit Crenolanib.
Hepatische Sternzellen wurden 7 Tage mit 100 nM Crenolanib inkubiert; anschlieBend wurden der Hepatozytenmarker CK18
(rot) sowie der Sternzellmarker Desmin (griin) mittels Immunfluoreszenz gefarbt. In der unbehandelten Kontrolle war das
Filament Desmin als Marker hepatischer Sternzellen nachweisbar (A). Die mit 100 nM Crenolanib behandelten hepatischen
Sternzellen zeigten deutliche Cluster differenzierender Zellen, die eine starke Farbung von CK18 aufwiesen (B, C). Die
Positivkontrolle der Hepatozyten zeigte ebenfalls eine deutliche CK18-Farbung (D). Allerdings konnte auch in den CK18-
positiven Zellen nach Crenolanib-Behandlung weiterhin der Sternzellmarker Desmin schwach nachgewiesen werden (weile
Pfeile) (E, F).

58



In der Immunfluoreszenz zeigte sich analog der gPCR-Analyse auch auf Proteinebene eine
Induktion des Progenitorzellmarkers CK19 und des Hepatozytenmarkers CK18 unter

Crenolanib-Behandlung in hepatischen Sternzellen.

Veranderung von Markern ruhender und aktivierter hepatischer Sternzellen

unter Crenolanib

Neben der mRNA-Expression von hepatozytaren Markern wurde auch die mRNA-
Expression typischer Marker von ruhenden und aktivierten hepatischen Sternzellen unter
Crenolanib-Behandlung analysiert. Hierzu wurde die mRNA-Expression von Desmin,
Vimentin, Kollagen 1a2 (COL1a2), aSMA, PDGFRa und PDGFRB nach siebentagiger
Behandlung mit 100 nM Crenolanib im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle mittels gPCR-

Analyse untersucht.

Unter Crenolanib-Behandlung konnte ein Rickgang der mRNA-Expression von Desmin,
einem klassischen Marker hepatischer Sternzellen, auf das 0,7-fache der unter
Kontrollbedingungen gemessenen mRNA-Expression beobachtet werden. Fir Vimentin,
einen weiteren Marker ruhender hepatischer Sternzellen, konnten wir diesen Riickgang der
mRNA-Expression nicht beobachten. Fir die Marker aktivierter hepatischer Sternzellen wie
COL1a2 und aSMA konnten ebenfalls signifikant niedrigere Expressionswerte unter
Crenolanib-Behandlung im Vergleich zur Kontrolle gemessen werden. Hierbei zeigten sich
unter Kontrollbedingungen fir COL102 und aSMA 1,4-fach bzw. 1,9-fach erhdhte

Expressionswerte gegenuber den Expressionswerten unter Crenolanib-Behandlung.

Fir die beiden mesenchymalen Marker PDGFRa und PDGFR}, die, wie bereits gezeigt,
ebenfalls von ruhenden und aktivierten hepatischen Sternzellen exprimiert werden, zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede der mRNA-Expression zwischen der Kontrolle und
Crenolanib-Behandlung. Es zeigte sich lediglich ein Trend einer geringeren mRNA-
Expression des PDGFR unter Crenolanib, wahrend die mRNA-Expression des PDGFRa
im Vergleich zur Kontrolle leicht stieg (Abb. 19).
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Abbildung 19: Analyse der mRNA-Expression von Markern ruhender und aktivierter hepatischer Sternzellen unter
Crenolanib. Hepatische Sternzellen wurden nach Isolierung 7 Tage mit 100 nM Crenolanib inkubiert und anschlieend die
mRNA-Expression der Marker Desmin, Vimentin, COL1a2, aSMA, PDGFRa und PDGFRpB mittels gPCR-Analyse
untersucht. Hierbei zeigte sich fir Desmin als Marker ruhender hepatischer Sternzellen eine signifikant geringere mRNA-
Expression unter Crenolanib-Behandlung im Vergleich zur Kontrolle. Fir Vimentin hingegen als auch fir die
mesenchymalen Marker PDGFRa und PDGFR@ konnten keine signifkanten Unterschiede zwischen der Gruppe nach
Crenolanib-Behandlung und der Kontrolle beobachtet werden. Die mRNA-Expression von COL1a2 und aSMA als Marker
aktivierter Sternzellen war jedoch deutlich vermindert unter Crenolanib-Behandlung im Vergleich zur Kontrolle. (n=4-9;

Signifikanz wurde bei einem p-Wert < 0,05 angenommen.)

Unter Induktion einer hepatischen Differenzierung von Sternzellen durch Crenolanib-
Behandlung verringerte sich gleichzeitig die mMRNA-Expression von Markern ruhender und

aktivierter hepatischer Sternzellen.

Nachweis von osteozytaren, adipozytaren und pankreatischen Markern in

hepatischen Sternzellen unter Crenolanib

Um die Differenzierung unter Crenolanib-Behandlung in hepatischen Sternzellen weiter zu
untersuchen und zu Uberprifen, ob neben der hepatozytaren Differenzierung auch weitere
Differenzierungswege induziert werden, wurde die mRNA-Expression des osteozytaren
Markers Osteocalcin, des adipozytaren Markers FABP4 (fatty acid binding protein 4) sowie
der pankreatischen Marker Insulin und Amylase 2 nach siebentagiger Behandlung mit 100

nM Crenolanib untersucht.

Es konnte ein geringer Anstieg der mRNA-Expression des Markers Osteocalcin unter 100
nM Crenolanib im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden. Allerdings zeigte sich hier

bereits in der Kontrolle eine deutliche mMRNA-Expression von Osteocalcin. Fir den Marker
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FABP4 hingegen zeigte sich eine signifikant geringere mMRNA-Expression unter Crenolanib-
Behandlung im Vergleich zur Kontrolle. Die mRNA-Expression der pankreatischen Marker
Insulin und Amylase 2 zeigte keine signifikante Veranderung nach Behandlung mit

Crenolanib im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 20).
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Abbildung 20: Analyse der mRNA-Expression von osteozytdren, adipozytaren und pankreatischen Markern in
hepatischen Sternzellen unter Crenolanib. Hepatische Sternzellen wurden nach lIsolierung 7 Tage mit 100 nM
Crenolanib inkubiert und anschlieRend die mRNA-Expression der Marker Osteocalcin, FABP4, Insulin und Amylase 2
mittels gPCR-Analyse untersucht. Unter Crenolanib-Behandung zeigte sich eine geringe Steigerung der mMRNA-Expression
von Osteocalcin im Vergleich zur Kontrolle. Die FABP4-Expression zeigte sich hingegen unter Crenolanib-Behandlung im
Vergleich zur Kontrolle deutlich verringert. Die pankreatischen Marker Insulin und Amylase 2 zeigten sich unbeinflusst
unter Crenolanib-Behandlung im Vergleich zur Kontrolle. (n=3-12; Signifikanz wurde bei einem p-Wert < 0,05

angenommen.)

Insgesamt zeigte sich keine eindeutige Induktion einer osteozytaren (Osteocalcin),
adipozytaren (FABP4) oder pankreatischen Differenzierung (Insulin, Amylase 2). Allerdings
zeigte sich interessanterweise unter Crenolanib-Behandlung ein deutlicher Abfall der unter

Kontrollbedingungen gemessenen FABP4-Expression.
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Analyse der Akt-, ERK1/2- und p38-vermittelten Signalwege unter Crenolanib

Die Phosphorylierung typischer Signaltransduktionsmolekile des PDGFR-Signalwegs
unter Stimulation mit PDGF-BB sowie der Einfluss des Crenolanibs wurden in isolierten

Sternzellen mittels Western-Blot-Analyse untersucht.

15 Minuten bzw. 1 Stunde nach Stimulation mit PDGF-BB zeigte sich eine starkere
Phosphorylierung der Akt sowie der MAPK ERK1/2 in hepatischen Sternzellen im Vergleich
zur Kontrolle. Ebenfalls konnte 15 Minuten nach Stimulation mit PDGF-BB eine starkere
Phosphorylierung der MAPK p38 im Vergleich zur Kontrolle gemessen werden. 1 Stunde
nach Stimulation mit PDGF-BB zeigte sich hingegen nur eine schwache Zunahme der
Phosphorylierung der MAPK p38 im Vergleich zur Kontrolle. Zur Inhibition der PDGFR-
vermittelten Signalwege wurden die hepatischen Sternzellen vor Stimulation mit PDGF-BB
fur 2 Stunden mit Crenolanib (100 nM, 1000 nM) vorbehandelt. Nach Vorbehandlung mit
Crenolanib zeigte sich ein deutlich verringerter Anstieg der Phosphorylierung der MAPK
ERK1/2 unter Stimulation mit PDGF-BB sowohl nach 15 Minuten als auch nach 1 Stunde.
Ebenso konnte nach Vorbehandlung mit 1000 nM Crenolanib ein verringerter Anstieg der
Phosphorylierung der Akt unter Stimulation mit PDGF-BB sowohl nach 15 Minuten als auch
nach 1 Stunde gemessen werden. Dabei zeigte alleinige Behandlung mit Crenolanib keine
Veranderungen der Phosphorylierung der MAPK ERK1/2 und nur eine geringe Anderung
der Phosphorylierung der Kinase Akt im Vergleich zur Kontrolle. Unter Stimulation mit 1000
nM Crenolanib allein konnte Uberraschenderweise eine deutliche Steigerung der
Phosphorylierung der MAPK p38 gemessen werden. Unter Stimulation mit 100 nM
Crenolanib war die Steigerung der Phosphorylierung der MAPK p38 in hepatischen

Sternzellen im Vergleich zur Kontrolle geringer (Abb. 21).
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Abbildung 21: Stimulation von hepatischen Sternzellen mit PDGF-BB in An- und Abwesenheit von Crenolanib.
Hepatische Sternzellen wurden an Tag 7 nach Isolierung fiir 2 Stunden mit 100 nM Crenolanib, 1000 nM Crenolanib oder
Kontrollmedium vorbehandelt. AnschlieRend wurde fir 15 Minuten sowie 1 Stunde mit 10 ng/ml PDGF-BB stimuliert. Mittels
Western Blot wurde die Phosphorylierung der Signalmolekile Akt (Ser473), ERK1/2 (Thr202/Tyr204) und p38
(Thr180/Tyr182) analysiert. Unter alleiniger PDGF-BB-Stimulation konnte eine Steigerung der Phosphorylierung von Akt
und ERK1/2 im Vergleich zur Kontrolle sowohl nach 15 Minuten als auch nach 1 Stunde Stimulation sowie eine Steigerung
der Phosphorylierung der MAPK p38 im Vergleich zur Kontrolle nach 15 Minuten Stimulation gezeigt werden. Nach
Vorbehandlung mit 100 nM und 1000 nM Crenolanib zeigte sich unter Stimulation mit PDGF-BB eine schwachere
Phosphorylierung der Signalmolekiile Akt und ERK1/2 als unter alleiniger PDGF-BB-Stimulation. Erstaunlicherweise zeigte
sich unter Behandlung mit 1000 nM Crenolanib allein eine Phosphorylierung der MAPK p38 und nach zusatzlicher
Stimulation mit PDGF-BB eine starkere Phosphorylierung der MAPK p38 als bei alleiniger Stimulation mit PDGF-BB. (Die

Abbildung zeigt einen charakteristischen Western Blot als Auswahl der n=3 durchgeflihrten Western Blots.)

Die Phosphorylierung der Signalmolekile Akt, ERK1/2 und p38 unter Stimulation mit
PDGF-BB und Crenolanib wurde durch eine densitometrische Analyse quantifiziert. Dabei
konnte eine signifikante Reduktion der Phosphorylierung der Proteinkinase Akt nach 15
Minuten PDGF-BB-Stimulation bei Vorbehandlung mit 100 nM Crenolanib oder 1000 nM
Crenolanib auf das 0,85-fache bzw. 0,6-fache des Ausgangswerts unter alleiniger PDGF-
BB-Behandlung festgestellt werden. Ebenso wurde eine signifikante Reduktion der
Phosphorylierung der MAPK ERK1/2 nach 15 Minuten PDGF-BB-Stimulation bei
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Vorbehandlung mit 100 nM Crenolanib oder 1000 nM Crenolanib auf das 0,3-fache bzw.
0,2-fache des Ausgangswerts unter alleiniger PDGF-BB-Behandlung gemessen. Darlber
hinaus wurde eine signifikante Reduktion der Phosphorylierung der MAPK p38 nach 15
Minuten Stimulation mit PDGF-BB und Vorbehandlung mit 100 nM Crenolanib auf das 0,6-
fache des Ausgangswerts unter alleiniger PDGF-BB-Behandlung festgestellt. Unter
Vorbehandlung mit 1000 nM Crenolanib und anschlieRender Stimulation mit PDGF-BB
konnte hingegen eine Steigerung der Phosphorylierung auf das 2,2-fache des

Ausgangswerts unter PDGF-BB allein gemessen werden (Abb. 22).
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Abbildung 22: Densitometrie der Western-Blot-Analysen von hepatischen Sternzellen nach Stimulation mit PDGF-
BB in An- und Abwesenheit von Crenolanib. Hepatische Sternzellen wurden an Tag 7 nach Isolierung fiir 2 Stunden
mit 100 nM Crenolanib, 1000 nM Crenolanib oder Kontrollmedium vorbehandelt. Danach wurde fir 15 Minuten mit 10
ng/ml PDGF-BB stimuliert. Die densitometrische Auswertung zeigte bei einer Vorbehandlung mit 100 nM Crenolanib eine
Reduktion der Phosphorylierung der Akt, der MAPK ERK1/2 sowie der MAPK p38 nach 15-minitiger PDGF-BB-Stimulation
im Vergleich zur alleinigen PDGF-BB-Stimulation. Nach Vorbehandlung mit 1000 nM Crenolanib zeigte sich im Vergleich
zu 100 nM Crenolanib eine starkere Reduktion der Phosphorylierung der Akt sowie der MAPK ERK1/2 nach 15-minutiger
PDGF-BB-Stimulation im Vergleich zur alleinigen PDGF-BB-Stimulation. Erstaunlicherweise konnte unter 1000 nM
Crenolanib ebenfalls eine Phosphorylierung der MAPK p38 beobachtete werden, die durch Behandlung mit PDGF-BB

zusatzlich gesteigert wurde. (n=3; Signifikanz wurde bei einem p-Wert < 0,05 angenommen.)

64



Zusammenfassend konnte Crenolanib die Phosphorylierung besonders der MAPK ERK1/2
und in geringerem MaRe der Kinase Akt unter PDGF-BB-Stimulation reduzieren. Die
Phosphorylierung der MAPK p38 unter PDGF-BB-Stimulation wurde hingegen durch hohe
Konzentrationen Crenolanib nicht reduziert, sondern im Gegenteil fihrte die Behandlung
mit 1000 nM Crenolanib allein zu einer von PDGF-BB unabhangigen Phosphorylierung der
MAPK p38.

Phosphorylierung der MAPK p38 unter Crenolanib

Die Steigerung der Posphorylierung der MAPK p38 hepatischer Sternzellen durch
Behandlung mit Crenolanib wurde genauer untersucht. Hierzu wurden hepatische
Sternzellen mit 10 nM, 100 nM und 1000 nM Crenolanib fir 15 Minuten, 30 Minuten und 1
Stunde stimuliert und anschliefliend die Phosphorylierung der MAPK p38 mittels Western-
Blot-Analyse untersucht. Nach Stimulation mit 1000 nM Crenolanib konnte zu allen
Zeitpunkten eine signifikante Steigerung der Phospyhorylierung der MAPK p38 im Vergleich
zur Kontrolle gemessen werden (Abb. 23). Die densitometrische Auswertung zeigte nach
15 Minuten Stimulation mit 1000 nM Crenolanib eine Steigerung der Phosphorylierung der
MAPK p38 auf das 4,5-fache, nach 1 Stunde eine Steigerung auf das 5,3-fache und nach
30 Minuten eine Steigerung auf das 7,9-fache des Ausgangswerts der Kontrolle. Nach 15
Minuten Stimulation mit 10 nM und 100 nM Crenolanib konnte ebenfalls eine signifikante
Steigerung der Phosporylierung der MAPK p38 im Vergleich zur Kontrolle beobachtet
werden. Hierbei konnte ein Anstieg der Phoshporylierung auf das 1,3-fache bzw. 1,5-fache
des Kontrollwerts gemessen werden. Fir die spateren Stimulationszeitpunkte (30 Minuten,
1 Stunde) konnte keine signifikante Steigerung der Phosphorylierung der MAPK p38 unter
Behandlung mit 10 nM und 100 nM Crenolanib gezeigt werden (Abb. 23).
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Abbildung 23: Phosphorylierung der MAPK p38 unter Stimulation von hepatischen Sternzellen mit aufsteigenden
Konzentrationen von Crenolanib. Hepatische Sternzellen wurden 7 Tage nach Isolierung fur 15 Minuten, 30 Minuten
und 1 Stunde mit 10 nM, 100 nM und 1000 nM Crenolanib stimuliert. AnschlieRend wurde die Phosphorylierung der MAPK
p38 (Thr180/Tyr182) mittels Western-Blot-Analyse untersucht und densitometrisch ausgewertet. Unter Stimulation mit
1000 nM Crenolanib zeigte sich eine deutliche Steigerung der Phosphorylierung der MAPK p38 im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle. Die densitometrische Auswertung zeigte unter Stimulation mit 1000 nM Crenolanib eine
signifikante Steigerung der Phosphorylierung der MAPK p38 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle zu allen
gemessenen Zeitpunkten. Dabei zeigte sich nach 15 Minuten ein Anstieg um das 4,5-fache, nach 30 Minuten ein Anstieg
um das 7,9-fache und nach 1 Stunde ein Anstieg um das 5,3-fache des Kontrollwerts. Stimulation mit Crenolanib in den
Konzentrationen 10 nM und 100 nM zeigte nur einen schwachen Anstieg der Phosphorylierung der MAPK p38 im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle. Fir Behandlung mit 10 nM und 100 nM Crenolanib konnte nur fir den 15 min
Stimulationszeitpunkt Signifikanz gezeigt werden. (Die Abbildung zeigt einen charakteristischen Western Blot als Auswahl

der n=3 durchgefiihrten Western Blots; Signifikanz wurde bei einem p-Wert < 0,05 angenommen.)
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Einfluss der Phosphorylierung der MAPK p38 auf die Induktion von

Progenitorzell- und Hepatozytenmarkern unter Crenolanib

Um den Einfluss der Phosphorylierung der MAPK p38 auf die Induktion von Progenitorzell-
sowie Hepatozytenmarkern unter Crenolanib zu untersuchen, wurden die Zellen zusatzlich
mit SB203580, einem Inhibitor der p38 Phosphorylierung, behandelt. Zunachst wurde
untersucht, ob die unter Crenolanib beobachtete Phosphorylierung der MAPK p38 durch
Behandlung mit SB203580 ausreichend inhibiert wird. Hierzu wurden hepatische
Sternzellen an Tag 7 nach Isolierung entweder 2 Stunden mit Grundmedium oder mit 1000
nM SB203580 vorbehandelt und anschlielfend mit 1000 nM Crenolanib fur 15 Minuten, 30
Minuten und 1 Stunde stimuliert. Als Kontrollgruppe wurden hepatische Sternzellen 2
Stunden mit 1000 nM SB203580 behandelt und anschliefend mit DMSO im Verhaltnis
1:10000 im Medium stimuliert. Unter Crenolanib-Stimulation zeigte sich eine erhoéhte
Phosphorylierung der MAPK p38 zu allen Zeitpunkten im Vergleich zur Kontrolle. Nach
zweistlindiger Vorbehandlung mit SB203580 zeigte sich in den Western-Blot-Analysen eine
verringerte Phosphorylierung der MAPK p38 unter Stimulation mit Crenolanib (Abb. 24).
Zur Quantifizierung der reduzierten Phosphorylierung wurden die Daten densitometrisch

analysiert.

In der densitometrischen Auswertung zeigte sich nach zweistundiger Vorbehandlung mit
1000 nM SB203580 nach 15 Minuten Stimulation mit 1000 nM Crenolanib keine Reduktion
der Phosphorylierung der MAPK p38 im Vergleich zur alleinigen Crenolanib-Stimulation.
Nach 30 Minuten Stimulation mit 1000 nM Crenolanib zeigte sich unter Vorbehandlung mit
SB203580 eine Reduktion auf das 0,6-fache des Werts unter alleiniger Crenolanib-
Stimulation, allerdings konnte keine Signifikanz gezeigt werden. Nach Vorbehandlung mit
SB203580 zeigte sich 1 Stunde nach Stimulation mit 1000 nM Crenolanib eine signifikante
Reduktion der Phosphorylierung der MAPK p38 auf das 0,6-fache des Werts unter alleiniger
Crenolanib-Stimulation (Abb. 24).
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Abbildung 24: Phosphorylierung der MAPK p38 unter Crenolanib-Stimulation allein und nach Vorbehandlung mit
dem p38-Inhibitor SB203580. Hepatische Sternzellen wurden an Tag 7 nach Isolierung mit normalem Medium oder mit
1000 nM SB203580 fiir 2 Stunden inkubiert und danach fiir 15 Minuten, 30 Minuten und 1 Stunde mit 1000 nM Crenolanib
stimuliert. Anschlieend wurde die Phosphorylierung der MAPK p38 (Thr180/Tyr182) mittels Western-Blot-Analyse
untersucht. Durch Vorinkubation mit SB203580 konnte nach Stimulation mit Crenolanib eine Verringerung der
Phosphorylierung der MAPK p38 im Vergleich zu nicht vorbehandelten Zellen beobachtet werden. Die densitometrische
Auswertung zeigte fiir den Stimulationszeitpunkt nach 15 Minuten keine Reduktion der Phosphorylierung unter Crenolanib
nach Vorbehandlung mit SB203580. Zu den Zeitpunkten 30 Minuten und 1 Stunde zeigte sich jedoch eine Reduktion der
Phosphorylierung der MAPK p38 unter Crenolanib nach Vorbehandlung mit SB203580 auf das 0,6-fache des
Ausgangswerts. Flr den Stimulationszeitpunkt 1 Stunde waren die Veranderungen der p38-Phosphorylierung signifikant.
(Die Abbildung zeigt einen charakteristischen Western Blot als Auswahl der n=3 durchgefiihrten Western Blots; Signifikanz

wurde bei einem p-Wert < 0,05 angenommen.)

Im nachsten Schritt wurde der Einfluss der Inhibition der Phosphorylierung der MAPK p38
auf die mRNA-Expression von Progenitorzell- sowie Hepatozytenmarkern in hepatischen
Sternzellen unter Crenolanib-Stimulation untersucht. Hierzu wurden hepatische Sternzellen
7 Tage mit 100 nM Crenolanib bzw. einer Kombination von 100 nM Crenolanib und 1000
nM SB203580 behandelt. AnschlieRend wurde die mRNA-Expression der Marker CK19,
EpCAM und CK18 in beiden Versuchsgruppen gemessen.
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Unter alleiniger siebentagiger Crenolanib-Behandlung konnte eine signifikante Steigerung
der mRNA-Expression von CK19, EpCAM und CK18 im Vergleich zur Kontrolle gemessen
werden. Bei kombinierter Behandlung mit 1000 nM SB203580 und 100 nM Crenolanib
konnte eine signifikante Reduktion der mRNA-Expressionswerte der Progenitorzellmarker

CK19 und EpCAM auf das 0,4-fache bzw. 0,1-fache der mRNA-Expressionswerte unter

alleiniger Crenolanib-Stimulation gemessen werden. Fir den Marker CK18 konnte unter

gleichzeitiger Behandlung mit Crenolanib und SB203580 keine Anderung der mRNA-

Expression im Vergleich zur alleinigen Crenolanib-Behandlung gemessen werden. (Abb.

25).

relative mRNA-Menge

Abbildung 25: Einfluss der Inhibition der Phosphorylierung der MAPK p38 durch den Inhibitor SB203580 auf die

mRNA-Expression von Progenitorzell- und Hepatozytenmarkern in hepatischen Sternzellen unter Crenolanib.
Hepatische Sternzellen wurden 7 Tage mit 100 nM Crenolanib bzw. 100 nM Crenolanib in Kombination mit 1000 nM

SB203580 inkubiert, um die Phosphorylierung von p38 zu inhibieren. Mittels gPCR wurde die mRNA-Expression der
Progenitorzellmarker CK19 und EpCAM sowie des Hepatozytenmarkers CK18 analysiert. Wahrend durch Zugabe von
SB203580 der Anstieg der mRNA-Expression der Progenitorzellmarker CK19 und EpCAM unter Crenolanib-Behandlung

signifikant erniedrigt wurde, konnte keine signifikante Reduktion der mRNA-Expression des Hepatozytenmarkers CK18

gemessen werden. (n=4; Signifikanz wurde bei einem p-Wert < 0,05 angenommen.)

Zusammenfassend zeigte sich, dass ein Teil der durch Crenolanib induzierten mRNA-

Expression von Progenitorzell- und Hepatozytenmarkern in hepatischen Sternzellen durch

eine Phosphorylierung der MAPK p38 vermittelt wird.
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Veranderung autokriner und parakriner Wachstumsfaktoren sowie ihrer

Rezeptoren in hepatischen Sternzellen unter Crenolanib

Zur weiteren Aufklarung der Mechanismen, die zur Induktion einer hepatischen
Differenzierung in Sternzellen unter Crenolanib-Behandlung fiihren, wurde die mRNA-
Expression verschiedener Wachstumsfaktoren untersucht, fir die in der Literatur eine
Beteiligung an der Differenzierung von Stammzellen zu Hepatozyten beschrieben wurde.
Hierzu wurde mittels qPCR die mRNA-Expression von HGF, EGF, FGF 1/2/7/10/15 und
Activin A in Sternzellen unter Crenolanib analysiert. Zudem wurde die mRNA-Expression
der mitogenen Wachstumsfaktoren und Liganden des PDGFRf, PDGF-BB und PDGF-DD
untersucht. Es konnte eine signifikant hdhere mRNA-Expression von HGF, FGF7, FGF10
und FGF15 in hepatischen Sternzellen nach 7 Tagen Behandlung mit 100 nM Crenolanib
im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen gemessen werden. Hierbei wies HGF einen
Anstieg auf das 1,7-fache, FGF15 einen Anstieg auf das 2,4-fache und FGF10 einen
Anstieg auf das 4,4-fache der mRNA-Expression der Kontrolle auf. Der grofite Anstieg
wurde fir FGF7 gemessen; hier zeigte sich eine 9,4-fach héhere mRNA-Expression als
unter Kontrollbedingungen (Abb. 26). Dagegen wurde eine signifikante Reduktion der
mRNA-Expression von FGF1 unter Crenolanib-Behandlung auf das 0,2-fache der mRNA-
Expression der Kontrolle gemessen. Auch flir den Wachstumsfaktor PDGF-BB konnte unter
Crenolanib-Behandlung eine signifikante Reduktion der mRNA-Expression auf das 0,2-
fache des Kontrollwerts festgestellt werden (Abb. 26). Fir die Marker EGF, FGF2, Activin
A und PDGF-DD konnten keine signifikanten Veranderungen der mRNA-Expressionswerte

unter Crenolanib-Behandlung im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden (Abb. 26).

70



12 - m Kontrolle Crenolanib 100 nM

10

relative mRNA-Menge

2 - - I :
rrTeY rrreTm

£ v Q
O < £ ; K 9
& S S & § s
< < s o &

Lol AN

<<"° &P

Q
& &

Abbildung 26: Untersuchung der mRNA-Expression verschiedener Wachstumsfaktoren unter Crenolanib.
Hepatische Sternzellen wurden 7 Tage mit 100 nM Crenolanib inkubiert. Anschlieend wurde die mMRNA-Expression
verschiedener Wachstumsfaktoren unter Behandlung mit Crenolanib im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle mittels
gqPCR bestimmt. Fir HGF und FGF7/10/15 wurde eine signifikante Steigerung der mMRNA-Expression unter Crenolanib im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle gemessen. Die hochste mRNA-Expression im Vergleich zur Kontrolle wurde dabei
fur FGF7 gemessen. Fir FGF1 und PDGF-BB hingegen konnte eine signifikant geringere mRNA-Expression unter
Crenolanib-Behandlung im Vergleich zur Kontrolle gemessen werden. Fir EGF, FGF2, Activin A sowie PDGF-DD wurden
keine signifikanten Veranderungen unter Crenolanib-Behandlung im Vergleich zur Kontrolle gemessen. (n=6; Signifikanz

wurde bei einem p-Wert < 0,05 angenommen.)

Ebenfalls wurde die mRNA-Expression der Rezeptoren cMet, FGFR2 und FGFR4 als
Rezeptoren der Wachstumsfaktoren HGF, FGF7 und FGF15 untersucht. Hierbei konnte
eine signifikante Reduktion der mMRNA-Expression der beiden Rezeptoren cMet und FGFR2
unter Crenolanib-Behandlung im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden. Fir FGFR4
konnte hingegen keine signifikante Anderung der mRNA-Expression unter Crenolanib im

Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden (Abb. 27).

71



2 A u Kontrolle Crenolanib

relative mRNA-Menge

0 - T T
cMet FGFR2 FGFR4

Abbildung 27: Untersuchung der mRNA-Expression der Rezeptoren der Wachstumsfaktoren HGF, FGF7 und
FGF15 unter Crenolanib. Hepatische Sternzellen wurden 7 Tage mit 100 nM Crenolanib inkubiert. AnschlieRend wurde
die mRNA-Expression der Rezeptoren cMet, FGFR2 und FGFR4 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle mittels qPCR
gemessen. Fir den Rezeptor von HGF (cMet) sowie den Rezeptor von FGF7 (FGFR2) wurde eine signifikante
Verringerung der mRNA-Expression unter Crenolanib-Behandlung im Vergleich zur Kontrolle festgestellt. Die mRNA-
Expression des Rezeptors von FGF 15 (FGFR4) hingegen wurde durch Crenolanib-Behandlung nicht signifikant verandert.

(n=5-7; Signifikanz wurde bei einem p-Wert < 0,05 angenommen.)

Insgesamt zeigten unter Crenolanib verschiedene Wachstumsfaktoren und ihre Rezeptoren
mit potentiellem Einfluss auf das Differenzierungsverhalten hepatischer Sternzellen eine

veranderte mRNA-Expression im Vergleich zur Kontrolle.

Einfluss von Wachstumsfaktoren auf die Induktion von Progenitorzell- und

Hepatozytenmarkern unter Crenolanib

Im weiteren Verlauf wurde der Einfluss der unter Crenolanib differentiell exprimierten
Wachstumsfaktoren (Abb. 26) auf hepatische Sternzellen untersucht. Hierzu wurden
hepatische Sternzellen mit den Wachstumsfaktoren FGF1, FGF7, HGF und FGF 15 fiir 7

Tage behandelt und anschliefiend der Einfluss auf die Entwicklung der Zellen untersucht.

Da FGF1 als potenter Wachstumsfaktor fir verschiedene Zelltypen bekannt ist,
untersuchten wir das Proliferationsverhalten hepatischer Sternzellen unter Stimulation mit
FGF1. Hierzu wurden hepatische Sternzellen nach Isolierung flir 72 Stunden mit 10 ng/ml
bzw. 20 ng/ml FGF1 inkubiert und anschlielend die Zellzahl mittels Proliferationsmessung
(Zellzdhlung nach Trypsinablésung) je Ansatz ermittelt. Dabei konnte eine
Proliferationssteigerung der kultivierten hepatischen Sternzellen unter FGF1-Stimulation
beobachtet werden. Unter 10 ng/ml FGF1 konnte eine 1,3-fach hdhere Zellzahl im Vergleich

zur Kontrolle gemessen werden. Allerdings konnte keine Signifikanz gezeigt werden. Unter
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20 ng/ml FGF1 konnte eine signifikante Steigerung der Zellzahl auf das 1,6-fache der
Zellzahl der Kontrolle beobachtet werden (Abb. 28).

Zellzahl / Platte relativ zur Kontrolle
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Abbildung 28: Einfluss des Wachstumsfaktors FGF1 auf die Proliferation von hepatischen Sternzellen. Hepatische
Sternzellen wurden an Tag 1 nach Isolierung fur 72 Stunden mit 10 ng/ml bzw. 20 ng/ml FGF1 stimuliert. Anschlieend
wurden die Zellen durch Trypsin-Behandlung abgelést, um die Zellzahl im Hamozytometer nach Neubauer zu messen. Es
zeigte sich ein signifikanter Anstieg der Zellzahl im Vergleich zur Kontrolle unter Stimulation mit 20 ng/ml FGF1. (n=4;

Signifikanz wurde bei einem p-Wert < 0,05 angenommen.)

Da unter Crenolanib-Behandlung im Vergleich zur Kontrolle eine signifikante Reduktion der
mRNA-Expression von FGF1 in hepatischen Sternzellen beobachtet werden konnte,
untersuchten wir, ob umgekehrt eine Kombination von Crenolanib und 10 ng/ml FGF1 die
mRNA-Expressionssteigerung von Progenitorzell- und Hepatozytenmarkern unter
Crenolanib inhibiert. Hierzu wurde nach siebentéagiger Behandlung mit 100 nM Crenolanib,
10 ng/ml FGF1 sowie einer Kombination beider Faktoren die mRNA-Expression der
Progenitorzellmarker CK19 und EpCAM sowie des Hepatozytenmarkers CK18 gemessen.
Hier zeigte sich wie bereits in den friheren Experimenten (Abb. 15) eine Steigerung der
mRNA-Expression der Marker CK19, EpCAM und CK18 unter Crenolanib-Behandlung im
Vergleich zur Kontrolle. Unter alleiniger Stimulation mit FGF1 konnte keine Anderung der
mRNA-Expression der untersuchten Marker im Vergleich zur Kontrolle gemessen werden.
Unter gemeinsamer Stimulation mit Crenolanib und FGF1 zeigten sich geringere mRNA-
Expressionswerte der Marker CK19, EpCAM und CK18 im Vergleich zu den mRNA-
Expressionswerten der alleinigen Crenolanib-Behandlung. Allerdings konnte keine

Signifikanz gezeigt werden. (Abb. 29).
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Abbildung 29: Einfluss des Wachstumsfaktors FGF1 auf die mRNA-Expression von Progenitorzell- und
Hepatozytenmarkern in hepatischen Sternzellen unter Crenolanib. Hepatische Sternzellen wurden 7 Tage mit 100 nM
Crenolanib allein und in Kombination mit 10 ng/ml FGF1 inkubiert. AnschlieBend wurde die mRNA-Expression der
Progenitorzellmarker CK19 und EpCAM sowie des Hepatozytenmarkers CK18 mittels gPCR gemessen. Die
Expressionswerte von CK19, EpCAM und CK18 wurden unter Crenolanib-Stimulation bei gleichzeitiger Zugabe von FGF1
verringert, wobei jedoch keine Signifikanz gezeigt werden konnte. (n=6; Signifikanz wurde bei einem p-Wert < 0,05

angenommen.)

Um den Einfluss des Wachstumsfaktors FGF7 auf hepatische Sternzellen zu untersuchen,
wurden hepatische Sternzellen fur 7 Tage mit 50 ng/ml FGF7 behandelt. Anschlie3end
wurde die mRNA-Expression der Marker CK19, EpCAM und CK18 unter Stimulation mit
FGF7 mit der mRNA-Expression in Kontrollen und unter 100 nM Crenolanib verglichen.
Dabei konnte nach Behandlung mit 50 ng/ml FGF7 eine signifikante Steigerung der mRNA-
Expression von CK19 und EpCAM im Vergleich zur Kontrolle festgestellt werden, nicht
jedoch von CK18. Die Steigerung der mRNA-Expression von CK19 war jedoch unter
Crenolanib-Behandlung im Vergleich zur Kontrolle 2,9-fach hdher als die Steigerung der
mRNA-Expression unter FGF7-Behandlung im Vergleich zur Kontrolle. Fir den Marker
EpCAM konnte unter FGF7-Behandlung und Crenolanib-Behandlung eine &ahnliche
Steigerung der mRNA-Expression im Vergleich zur Kontrolle gemessen werden. Nur die
Behandlung mit Crenolanib zeigte eine Steigerung mRNA-Expression von CK18 im
Vergleich zur Kontrolle (Abb. 30).
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Abbildung 30: Einfluss des Wachstumsfaktors FGF7 auf die mRNA-Expression von Progenitorzell- und
Hepatozytenmarkern in hepatischen Sternzellen. Hepatische Sternzellen wurden 7 Tage mit 50 ng/ml FGF7 inkubiert
und anschlieBend die mRNA-Expression der Marker CK19, EpCAM, und CK18 im Vergleich zur mRNA-Expression
unbehandelter Kontrollen und siebentagiger Behandlung mit 100 nM Crenolanib mittels gPCR-Analyse bestimmt. Dabei
zeigte sich eine Steigerung der mRNA-Expression von CK19, EpCAM und CK18 unter Crenolanib-Behandlung im
Vergleich zur Kontrolle. Unter Behandlung mit FGF7 konnte eine signifikante Steigerung der mRNA-Expression der
Progenitorzellmarker CK19 und EpCAM im Vergleich zur Kontrolle gemessen werden, allerdings veranderte sich die
mRNA-Expression des Hepatozyten-Markers CK18 im Vergleich zur Kontrolle nicht. (n=3; Signifikanz wurde bei einem p-

Wert < 0,05 angenommen.)

Der Einfluss der Wachstumsfaktoren HGF und FGF15 auf hepatische Sternzellen wurde
ebenfalls untersucht. Hierzu wurden hepatische Sternzellen fiir 7 Tage mit 50 ng/ml HGF
bzw. 50 ng/ml FGF15 behandelt und anschlieRend die mRNA-Expression der Marker CK19,
EpCAM und CK18 mittels gPCR analysiert. Im Gegensatz zu hepatischen Sternzellen die
mit 100 nM Crenolanib behandelt wurden, konnte sowohl unter HGF-Behandlung als auch
unter FGF15-Behandlung keine signifikante Steigerung der mRNA-Expression der drei

Gene im Vergleich zur Kontrolle gemessen werden (Abb. 31).
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Abbildung 31: Einfluss der Wachstumsfaktoren HGF und FGF15 auf die mRNA-Expression von Progenitorzell-
und Hepatozytenmarkern in hepatischen Sternzellen. Hepatische Sternzellen wurden 7 Tage mit 100 nM Crenolanib
sowie mit 50 ng/ml HGF oder 50 ng/ml FGF15 inkubiert. Unter Crenolanib konnte eine Induktion der Progenitorzellmarker
CK19, EpCAM sowie des Hepatozytenmarkers CK18 beobachtet werden. Durch alleinige Behandlung mit HGF oder
FGF15 konnte dieser Anstieg der mMRNA-Expression im Vergleich zur Kontrolle nicht beobachtet werden. (n=4; Signifikanz

wurde bei einem p-Wert < 0,05 angenommen.)

Insgesamt konnte nur fir den Wachstumsfaktor FGF7 aufgrund der verstarkten mRNA-
Expression von Progenitorzellmarkern ein positiver Einfluss auf die Differenzierung

hepatischer Sternzellen nachgewiesen werden.

Nachweis von Progenitorzellmarkern in der Zelllinie WB-F344

Die Zelllinie WB-F344 wurde als Zelllinie mit dem Phanotyp und den Eigenschaften von

Hepatozytenvorlauferzellen, den sogenannten Ovalzellen in Nagern, charakterisiert 197,

Lichtmikroskopisch zeigten die Ovalzellen ein Anwachsen in epithelialen Verblinden mit
deutlichen Zell-Zell-Grenzen und einem polaren Zellaufbau (Abb. 32 A). Mittels
Immunfluoreszenz wurden verschiedene Marker von hepatischen Progenitorzellen
nachgewiesen. So konnten die Progenitorzellmarker AFP und CK19 in allen Zellen der
Zelllinie WB-F344 nachgewiesen werden (Abb. 32 B, C). Allerdings zeigte sich das
normalerweise filamentare Protein CK19 globular verteilt im Zytoplasma der Zellen (Abb.
32 C). Zudem konnte der mesenchymale Marker PDGFRp in den Zellen der Zellinie WB-
F344 nachgewiesen werden (Abb. 32 D).
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WB-F344

WB-F344

Abbildung 32: Charakterisierung der Ovalzelllinie WB-F344 mittels Inmunfluoreszenz. Zellen der Ovalzelllinie WB-
F344 zeigten wahrend ihrer Kultivierung eine epitheliale Morphologie mit scharf abgrenzbaren Zell-Zell-Grenzen und
klonalem Wachstum (A). Mittels Immunfluoreszenz konnten die typischen Progenitorzellmarker AFP und CK19 in allen
Zellen der WB-F344-Linie nachgewiesen werden (B, C). Zudem konnte der mesenchymale Marker PDGFR{ in allen Zellen

der WB-F344-Linie nachgewiesen werden (D).

Die Zellen der Zelllinie WB-F344 zeigten in der Immunfluoreszenz ein Expressionsmuster

von Progenitorzellen der Leber und zudem einen deutlichen Nachweis von PDGFR.

Nachweis von Hepatozytenmarkern in Zellen der Linie WB-F344 unter

Crenolanib

Da Ovalzellen als Vorlauferzellen von Hepatozyten in Nagern beschrieben wurden 6869,
untersuchten wir, ob Crenolanib analog zum Effekt auf hepatische Sternzellen eine
Induktion der hepatischen Differenzierung in Zellen der Zelllinie WB-F344 bewirkt. Hierzu
wurden WB-F344-Zellen 7 Tage mit 100 nM Crenolanib behandelt und anschlieRend die
mRNA-Expression der Progenitorzellmarker CK19 und AFP sowie der Hepatozytenmarker
CK18, HNF4a und Albumin untersucht. Hierbei konnte im Vergleich zur Kontrolle keine
signifikante Steigerung der mRNA-Expression der Marker CK19 und AFP beobachtet
werden. Diese flr Progenitorzellen typischen Marker wurden allerdings schon vor

Behandlung mit Crenolanib unter Kontrollbedingungen von den Zellen deutlich exprimiert.
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Ebenso konnte im Vergleich zur Kontrolle keine signifikante Steigerung der mRNA-
Expression der Marker CK18 und Albumin unter Behandlung mit Crenolanib beobachtet
werden. Fur den Marker HNF4a konnte nach siebentagiger Behandlung mit Crenolanib eine
signifikante Steigerung der mRNA-Expression im Vergleich zur Kontrolle beobachtet
werden (Abb. 33).
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Abbildung 33: Einfluss von Crenolanib auf die mRNA-Expression von Hepatozytenmarkern in WB-F344 Zellen.
Zellen der Linie WB-F344 wurden unter serumfreien Bedingungen fir 7 Tage mit 100 nM Crenolanib inkubiert und
anschlieBend die mRNA-Expression der Hepatozytenmarker CK18, HNF4a und Albumin mittels gPCR gemessen. Es
konnte keine signifikante Steigerung der mRNA-Expression der Marker CK18 und Albumin unter Crenolanib-Behandlung
im Vergleich zur Kontrolle gemessen werden. Fur den Hepatozytenmarker HNF4a konnte ein signifikanter Anstieg der
mRNA-Expression unter Crenolanib-Behandlung im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden. (n=3; Signifikanz wurde

bei einem p-Wert < 0,05 angenommen.)

Insgesamt zeigten sich in der Progenitorzelllinie WB-F344 Hinweise auf eine Induktion einer
hepatischen Differenzierung, wenngleich diese vor allem bei den Progenitorzellmarkern wie
CK19 und AFP nicht zum Ausdruck kam.
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Diskussion

Es konnte gezeigt werden, dass die PDGF-Rezeptoren a und $ von ruhenden und
aktivierten hepatischen Sternzellen sowohl in vitro als auch in vivo exprimiert werden und
dass insbesondere der PDGFRp und seine Liganden wahrend der stammzellbasierten
Leberregeneration im Bereich der duktuldaren Reaktion in aktivierten hepatischen

Sternzellen vermehrt exprimiert werden.

In vitro-Studien zeigten eine verstarkte Proliferation hepatischer Sternzellen unter
Stimulation mit den Liganden PDGF-BB und PDGF-DD. Der Tyrosin-Kinaseinhibitor
Crenolanib konnte diese durch PDGF-Liganden vermittelte Proliferation effektiv inhibieren.
Gleichzeitig zeigte sich unter Crenolanib-Behandlung eine verstarkte DNA-Synthese in
hepatischen Sternzellen, die nicht durch Zellproliferation, sondern durch einen Anstieg der
Zellkerne pro Zelle erklart werden konnte. Mit dieser Steigerung der DNA-Synthese ging
eine Induktion einer hepatischen Differenzierung in den Kulturen der Sternzellen einher. So
zeigte sich unter Crenolanib-Behandlung eine Steigerung der Expression von
Progenitorzell- sowie Hepatozytenmarkern. Gleichzeitig wurden unter Behandlung mit
Crenolanib typische Marker ruhender und aktivierter hepatischer Sternzellen vermindert
exprimiert. Der Verlust ihres urspunglichen Expressionsmusters kann als weiterer Hinweis

fur eine einsetzende Entwicklung der Sternzellen gewertet werden.

Als ursachlichen Faktor fir einen Teil der unter Crenolanib beobachteten Effekte konnten
wir eine verstarkte Phosphorylierung der MAPK p38 identifizieren. Ebenfalls wurden einige
Wachstumsfaktoren, die Einfluss auf eine hepatische Differenzierung nehmen kénnen, in

hepatischen Sternzellen unter Crenolanib-Behandlung verstarkt exprimiert.

Bedeutung der PDGFR-Signalwege fur hepatische Sternzellen

Die beschriebenen Ergebnisse unserer Experimente liefern neue Erkenntnisse Uber den
Einfluss von Rezeptor-Tyrosin-Kinasen wie den PDGFR auf das Verhalten hepatischer

Sternzellen sowohl in vitro als auch in vivo.

Zunachst konnte der in der Literatur beschriebene Effekt der Proliferationssteigerung durch
PDGF-BB und PDGF-DD fiir hepatische Sternzellen in vitro nachvollzogen werden 8183,
Dabei zeigten die Liganden des PDGFRB, PDGF-BB und PDGF-DD, eine Steigerung der
Proliferationsrate hepatischer Sternzellen. Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass der

Inhibitor fir Rezeptor-Tyrosin-Kinasen Crenolanib diesen, durch Liganden vermittelten

79



Effekt der Proliferation, suffizient inhibieren konnte und zu einem Proliferationsarrest

hepatischer Sternzellen in Kultur flhrte.

Uberraschenderweise induzierte eine Inhibition der PDGFR-vermittelten Signalwege
konstant Uber alle Versuchsreihen eine hepatische Differenzierung der Sternzellen in vitro.
Dabei exprimierten die hepatischen Sternzellen sowohl Progenitorzellmarker wie EpCAM,
CK19 und AFP als auch Marker von Hepatozyten wie CK18, FOXA3, BSEP und HNF4a.
Far einige wenige untersuchten Marker wie MRP2 und NTCP zeigte sich hingegen keine
Expressionssteigerung unter Crenolanib im Vergleich zur Kontrolle (Ergebnisse nicht
dargestellt). Ein Anstieg dieser Marker wurde in friheren Differenzierungsprotokollen mit
HGF/FGF4 oder TUDC in hepatischen Sternzellen beobachtet 42'*!, weshalb davon
auszugehen ist, dass Crenolanib zwar die Differenzierung von hepatischen Sternzellen zu
Hepatozyten beglinstigt, flr eine vollstandige Entwicklung jedoch der Einfluss weiterer
Faktoren bendtigt wird. Weiterhin zeigte sich, dass nur ein Teil der behandelten hepatischen
Sternzellen zu Hepatozyten-ahnlichen Zellen mit Proteinnachweis von CK18 innerhalb von
7 Tagen differenzierte. Anhand von Immunfluoreszenzaufnahmen konnte beobachtet
werden, dass sich in Kultur Differenzierungscluster von hepatischen Sternzellen bildeten.
In diesen Differenzierungsclustern zeigten sich CK18-positive Sternzellen mit einer Ko-
Expression des HSC-Markers Desmin als Hinweis auf ihren Ursprung aus hepatischen
Sternzellen. Die CK18- sowie Desmin-positiven HSCs waren dabei sowohl von Desmin-
positiven Sternzellen ohne deutliche Hinweise auf eine Differenzierung als auch von
Sternzellen ohne Expression von Differenzierungsmarkern und reduzierter Desmin-
Expression umgeben. Aufgrund dieser Beobachtungen kann vermutet werden, dass
moglicherweise  Zell-Zell-Interaktionen  Einfluss auf die Crenolanib-vermittelten
Differenzierungsvorgdnge nehmen und dass benachbarte, nicht differenzierende
hepatische Sternzellen die Differenzierungsvorgange beeinflussen und eventuell
unterstitzen. Der gemessene generelle Ruckgang der Desmin-Expression sowie der
Rickgang von Markern aktivierter Sternzellen wie aSMA und COL1a2 zeigen insgesamt,
dass sich Sternzellen unter Crenolanib von dem klassischen Phanotyp und
Expressionsmuster aktivierter Sternzellen wegentwickeln. Wir vermuten, dass die
Sternzellen ohne Expression von Hepatozyten-Markern und mit reduzierter Desmin-
Expression unreif sind oder eventuell in eine uns bisher unbekannte Richtung
differenzieren. Zur Klarung der letzten Frage wurde untersucht, ob Sternzellen unter
Crenolanib-Behandlung eine Differenzierung in andere mesenchymale Zelllinien wie
Adipozyten und Osteozyten durchliefen oder pankreatische Marker exprimierten. Hierbei
konnte allerdings keine eindeutige Differenzierung hin zu einem adipozytaren (FABP4),

osteozytaren (Osteocalcin) oder pankreatischen (Insulin, Amylase 2) Zellphanotyp
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beobachtet werden. Interessanterweise zeigte sich bereits wunter serumfreien
Kulturbedingungen eine deutliche Expression von FABP4 in hepatischen Sternzellen, die
unter Crenolanib-Behandlung stark vermindert wurde. Ob der Anstieg der FABP4-
Expression unter serumfreien Kontrollbedingungen eine Entwicklung hin zu Adipozyten
wiederspiegelt, kann derzeit nicht beantwortet werden wund erfordert weitere
Untersuchungen. Eine erhdéhte Fetteinlagerung in Sternzellen wurde unter serumfreien
Kulturbedingungen nicht festgestellt. Um die genaue Entwicklungsrichtung der Desmin-
negativen und Hepatozytenmarker-negativen Sternzellen zu klaren, sind weitere
Untersuchungen notwendig. Moéglicherweise kdnnte es sich bei diesen Zellen um noch
unreife Entwicklungsstadien Hepatozyten-ahnlicher Zellen handeln, die aufgrund der
kurzen Behandlungsdauer noch keine Protein-Expression typischer Marker zeigen. Auch
bleibt die Frage offen, warum sich nur eine bestimmte Subpopulation der Sternzellen zu
Hepatozyten-dhnlichen  Zellen  weiterentwickelte, welche Eigenschaften diese
Subpopulation definierten und welche Faktoren daran beteiligt waren, diese
Entwicklungsrichtung zu initiieren. Hepatische Sternzellen wurden bereits in friheren
Arbeiten als heterogene Zellpopulation mit Expression unterschiedlicher Mengen Vitamin A
und unterschiedlich ausgepragter Expression intrazellularer Filamente abhangig von ihrer
Lokalisation im Leberlobus, der untersuchten Spezies sowie in Abhangigkeit von
Schadigungsprozessen der Leber beschrieben 3%. So konnten Ballardini et al. zeigen, dass
die Expression von Desmin in hepatischen Sternzellen der Ratte abhangig von ihrer
Lokalisation in der Leber variiert 2. Hepatische Sternzellen im Bereich der Periportalfelder
zeigten dabei eine konstante Expression von Desmin, wahrend hepatische Sternzellen im
Bereich der Zentralvene zum Teil keine Expression von Desmin zeigten %2, Ramm et al.
konnten durch Isolierung einer Desmin-negativen, Vitamin A-armen hepatischen Sternzell-
Subpopulation und einer Desmin-positiven, Vitamin A-reichen Subpopulation aus Ratten
zeigen, dass unterschiedliche Subpopulationen von Sternzellen existieren 9.
Mdoglicherweise definieren auch bei unseren Beobachtungen distinkte Expressionsmuster
die Zugehorigkeit zu einer bestimmten Subpopulation. Die kurze Laufzeit der Experimente
von 7 Tagen ist im Zusammenhang mit dem beobachteten heterogenen Verhalten der
Sternzellen besonders zu beachten, da anzunehmen ist, dass dieser Zeitraum nicht fur alle
hepatischen Sternzellen ausreicht, um eine definierte Entwicklung zu durchlaufen. In der
Literatur beschriebene Differenzierungsexperimente mit hepatischen Sternzellen und
MSCs wurden meist iber 21 bis 28 Tage durchgefiihrt 414212919 Bemerkenswert ist jedoch,
dass bereits in der ersten Woche unter Crenolanib in einzelnen Sternzellen deutliche
Hinweise auf eine Differenzierung festzustellen waren und dieser Zeitraum somit fir die

Untersuchung initialer Effekte geeignet erschien.
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Interessanterweise  konnten wir zunachst keine Expressionssteigerung des
Hepatozytenmarkers Albumin unter Crenolanib-Behandlung beobachten (Ergebnisse nicht
dargestellt). Weiterfihrende Versuche unserer Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass die
mRNA-Expression von Albumin unter Crenolanib-Behandlung gesteigert wird, wenn dem
serumfreien Medium Insulin zugesetzt wird (Ergebnisse nicht dargestellt). Der
Mechanismus der Albuminsynthese in hepatischen Sternzellen scheint somit von Insulin
abhangig. Diese Beobachtung deckt sich mit den Untersuchungen von Chen et al., die an
Knockout-Mausen zeigen konnten, dass die Albuminsynthese der Leber von Insulin
gefordert wird '°°. Dabei vermittelt Insulin tGber den Insulinrezeptor und nachfolgende
Aktivierung des Akt-Signalweges eine Inhibierung des Transkriptionsfaktors FOXO1

(forkhead box protein O1), der die Albuminsynthese hemmt %5,

Unter steigenden Konzentrationen von Crenolanib (1000 nM im Vergleich zu 100 nM und
10 nM) zeigte sich in hepatischen Sternzellen eine ebenfalls ansteigende mRNA-
Expression von Hepatozyten- und Progenitorzellmarkern im Vergleich zur Kontrolle.
Allerdings konnte bei Behandlung mit hdheren Konzentrationen von Crenolanib auch eine
vermehrte Ablésung der hepatischen Sternzellen von der Kulturschale im Verlauf der
Kultivierung beobachtet werden. Es besteht also ein kritisches Gleichgewicht zwischen dem
Proliferationsstopp und Differenzierungsvorgangen einerseits und dem Zellliberleben
andererseits. Aus diesem Grund zeigte sich die Konzentration von 100 nM Crenolanib am
zuverlassigsten und besten geeignet fur weitere Experimente ohne Einschrankungen der

Zellvitalitat.

Unter Crenolanib konnte ein Absinken typischer Marker aktivierter Sternzellen wie aSMA,
Desmin und Kollagen 102 festgestellt werden. Im Rahmen der Forschung zur
Fibroseentstehung der Leber konnte bereits gezeigt werden, dass Inhibition der PDGFR-
Signalwege durch den Tyrosin-Kinaseinhibitor Imatinib bei chronischer Leberschadigung
zu einer verminderten Fibroseentstehung in vivo fihrt, sowie in vitro die Expression
profibrotischer Marker wie aSMA, Kollagen 1a1, TIMP-1 (tissue inhibitor of
metalloproteinases 1) und TGFB in hepatischen Sternzellen reduziert '*6. Dies ist ein
weiterer Hinweis darauf, dass hepatische Sternzellen unter Crenolanib-Behandlung
wahrend ihrer Aktivierung unter Kulturbedingungen nicht den aus der Fibroseentstehung
bekannten Phanotyp einer Myofibroblasten-ahnlichen Zelle mit Produktion extrazellularer
Matrixbestandteile annehmen, sondern vielmehr diese Entwicklung inhibiert wird. Die
Einleitung einer Differenzierung hin zu Hepatozyten-ahnlichen Zellen wurde unter diesen

Bedingungen jedoch bisher nicht beschrieben.
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Fur Zellen der Linie WB-F344, die als Progenitorzellen von Hepatozyten in Nagern
beschrieben wurden %€° konnte ein Expressionsmuster analog zu LPCs nachgewiesen
werden. Zudem exprimierten die Zellen den PDGFRB. Unter Inhibition der PDGFR-
Signalwege durch Crenolanib zeigte sich die mMRNA-Expression der Progenitorzellmarker
unbeeinflusst. Allerdings zeigte sich fiur einzelne Hepatozytenmarker wie HNF4a eine
signifikante Steigerung der mRNA-Expression unter Crenolanib im Vergleich zur Kontrolle.
Fur andere Marker von Hepatozyten wurde eine Tendenz zu einer erhdhten mRNA-
Expression unter Crenolanib festgestellt. In Ansatzen konnten wir somit analog zu
hepatischen Sternzellen in Zellen der Linie WB-F344 eine Induktion einer hepatischen
Differenzierung beobachten. Eine mdgliche Erklarung fir die nur partielle Induktion einer
hepatischen Differenzierung ist hierbei die eingesetzte Konzentration von 100 nM
Crenolanib, die die beobachtete intrinsische Proliferation der WB-F344-Zellen

maglicherweise nur unzureichend inhibieren konnte.

Der Mechanismus, Uber den die Wirkung von Crenolanib auf hepatische Sternzellen
vermittelt wird, konnte zum Teil geklart werden. So wurde die Phosphorylierung der MAPK
p38 als ein an der durch Crenolanib induzierten Differenzierung beteiligter Signalweg
identifiziert. Auch in der Literatur ist der Einfluss der MAPK p38 auf verschiedene
Differenzierungsvorgange von embryonalen Stammzellen und MSCs beschrieben. So
wurde eine Beteiligung des MAPK-Signalwegs an der embryonalen Entwicklung und
Differenzierung embryonaler Stammzellen durch Phosphorylierung der MAPK p38 bereits
aufgezeigt '%". Ebenfalls wurde beschrieben, dass die liber HGF-vermittelte Differenzierung
von humanen MSCs zu Osteozyten durch die MAPK p38 reguliert wird 8. Es konnte
ebenfalls gezeigt werden, dass die Differenzierung von MSCs aus dem Knochenmark der
Ratte zu Chondrozyten durch Phosphorylierung der MAPK p38 vermittelt wird '*°. Flr
murine MSC des Knochenmarks wurde beschrieben, dass die Differenzierung zu
Hepatozyten mittels FGF4- und HGF-Behandlung durch die MAPK p38 gefordert wird 2.
Die Autoren konnten hierbei durch Inhibition der Phosphorylierung von MAPK p38 mittels
SB203580 die Aktivierung friiher Gene der Differenzierung zu Hepatozyten verhindern. In
unseren Experimenten inhibierte SB203580 ebenfalls die Expressionssteigerung der frihen
Progenitorzellmarker CK19 und EpCAM unter Crenolanib. Andere Hepatozytenmarker wie
CK18 zeigten sich hingegen unbeeinflusst durch Inhibition der Phosphorylierung der MAPK
p38. Somit kann nur ein Teil des durch Crenolanib vermittelten Effekts durch
Phosphorylierung der MAPK p38 erklart werden. An der beobachteten Differenzierung
muissen neben der MAPK p38 weitere Signalwege beteiligt sein. Um diese Signalwege zu
identifizieren und ihren Einfluss sowie ihre Regulation zu verstehen, sind weiterfiihrende

Untersuchungen natig.
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Bereits aus friheren Untersuchungen ist bekannt, dass hepatische Sternzellen eine
Vielzahl von Wachstumsfaktoren, die fir die eigene Unterhaltung und Funktion bendtigt
werden, selbst produzieren. Unter Crenolanib-Behandlung konnten wir im Vergleich zur
unbehandelten  Kontrolle eine  veranderte  mRNA-Expression  verschiedener
Wachstumsfaktoren beobachten. So konnte eine Expressionssteigerung der
Wachstumsfaktoren HGF, FGF7, FGF10 und FGF15 beobachtet werden, wahrend
hingegen PDGF-BB, FGF1 und FGF2 vermindert exprimiert wurden. HGF wirkt mitogen auf
Hepatozyten, ist entscheidend an der embryonalen Entwicklung der Leber beteiligt und
kann in Kombination mit weiteren Wachstumsfaktoren eine Differenzierung von MSCs und
Sternzellen zu Hepatozyten-ahnlichen Zellen bewirken 4153201202 F{jr die Familie der
fibroblast growth factors wurde ein Einfluss auf Zellproliferation, Migration und
Differenzierung epithelialer Zellen beschrieben 2. So wurde festgestellt, dass eine
Uberexpression von FGF7 in B-Zellen der Langerhans‘ Inseln zu einem Auftreten
Hepatozyten-ahnlicher Zellen im Pankreas transgener Mause flhrte 24, FGF10 ist an der
Organogenese der Leber wahrend der Embryonalentwicklung beteiligt, insbesondere
wurde gezeigt, dass FGF10 das Leberwachstum aber auch die Proliferation von
Hepatoblasten fordert 29529 Zudem konnte ein wichtiger Einfluss von FGF10 auf die
Differenzierung humaner embryonaler Stammzellen zu Hepatozyten in vitro nachgewiesen
werden 27, FGF15 wurde dagegen bisher vor allem mit der Regulation der
Gallensalzsynthese in der Leber und nicht mit Differenzierungsprozessen in Verbindung
gebracht 2%, Es konnte gezeigt werden, dass FGF15/FGF19 durch anfallende Gallensalze
vermehrt im lleum exprimiert wird und die Gallensalzsynthese durch Inhibition des
Schlisselenzyms der Gallensalzynthese, Cholesterol-7a-Hydroxylase, in der Leber
reduziert und somit einen wichtigen Faktor in der Gallensalzhomdoostase darstellt 2%, Durch
alleinige Stimulation hepatischer Sternzellen mit HGF, FGF7 und FGF15 konnte die
Induktion von Progenitorzell- und Hepatozytenmarkern unter Crenolanib allerdings nicht
reproduziert werden. Nur unter FGF7 zeigte sich ein Anstieg der mRNA-Expression der
Progenitorzellmarker im Vergleich zur Kontrolle. Eine Steigerung der mRNA-Expression
von Markern reifer Hepatozyten konnte hingegen nicht nachgewiesen werden. Allerdings
konnte unter Stimulation der hepatischen Sternzellen mit den verschiedenen
Wachstumsfaktoren ebenfalls eine Steigerung der Proliferation beobachtet werden. Dies
&kt vermuten, dass wahrend der Stimulationsexperimente die proliferationssteigernden
Eigenschaften der eingesetzten Wachstumsfaktoren iberwogen, wodurch méglicherweise
differenzierungsfordernde Effekte inhibiert wurden. Die Behandlung mit Crenolanib kénnte
durch  Hemmung der Proliferation einen Kontext schaffen, bei dem die
differenzierungsfordernden Eigenschaften der Wachstumsfaktoren gegeniber der

Proliferationssteigerung Uberwiegen. Um diese Hypothese zu Uberprifen, sind allerdings
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weitere Experimente notwendig, bei denen wunabhangig von Crenolanib ein
Proliferationsarrest initiiert wird und der Effekt der Wachstumsfaktoren unter diesen
Bedingungen untersucht werden kann. Weitere Griinde flr das Ausbleiben einer deutlichen
hepatischen Differenzierung unter Stimulation mit den genannten Wachstumsfaktoren
kénnten zudem die kurze Behandlung der Zellen von nur 7 Tagen sowie eine zu geringe
Konzentration der Wachstumsfaktoren sein. Mdglich ist auch, dass es durch die
kontinuierliche Zugabe einer einzelnen Substanz nicht gelingt, die Bedingungen zu
schaffen, die durch ein komplexes Zusammenspiel mehrerer Substanzen und Variation
ihrer Konzentrationen im Zeitverlauf entstehen. Bisher wurden Expressionsunterschiede
der Wachstumsfaktoren auf mRNA-Ebene gemessen. Die genaue Zusammensetzung der
sezernierten Wachstumsfaktoren im Uberstand sowie ihre Konzentration unter Crenolanib
im Zeitverlauf wurden bisher nicht analysiert und missen in weiterfihrenden Experimenten
zum Beispiel durch Immunprazipitation, Protein-Arrays oder ELISA-Messungen des

Uberstands bestimmt werden.

Die gemessene verringerte mRNA-Expression der Wachstumsfaktoren PDGF-BB, FGF1
und FGF2 ist mdglicherweise ursachlich flir den unter Crenolanib beobachteten
Proliferationsarrest. PDGF-BB ist ein wichtiges und potentes Mitogen von MSCs und
hepatischen Sternzellen 8".'82 aber auch FGF1 und FGF2 wirken als Mitogene wahrend
der Leberregeneration %2%°_ Wir konnten eine Steigerung der Proliferation hepatischer
Sternzellen unter FGF1-Behandlung nachweisen. Zudem wurde beschrieben, dass eine
Stimulation mit FGF1 und FGF2 die Differenzierung von neuronalen Vorlauferzellen zu
Neuronen inhibiert 2'°. Es ist denkbar, dass FGF1 und FGF2 auch die hepatische
Differenzierung inhibieren und Inhibition der beiden Wachstumsfaktoren durch Crenolanib

umgekehrt eine Differenzierung begtinstigt.

Aufgrund unserer Daten zum in vitro-Verhalten der Sternzellen bei Inhibition von Rezeptor-
Tyrosin-Kinasen wie den PDGFR, kann die Hypothese aufgestellt werden, dass bei
hepatischen Sternzellen ein kritisches Gleichgewicht zwischen Proliferation und
Differenzierung besteht (Abb. 34). Es ist davon auszugehen, dass im ruhenden Zustand
der Sternzellen weder Proliferations- noch Differenzierungsvorgange ablaufen, da die
entsprechenden Signalwege durch epigenetische Mechanismen unterdriickt sind 2'.
Werden hepatische Sternzellen hingegen aktiviert, wie etwa durch eine Schadigung der
Leber in vivo oder durch Kultivierung auf Plastik-Gewebekulturplatten in vitro, kébnnen
entweder Signale Uberwiegen, die eine Zellproliferation férdern oder diese inhibieren und
damit eine Differenzierung beginstigen. In unseren Experimenten konnten wir
insbesondere PDGF-BB und PDGF-DD als Stimuli der Proliferation hepatischer Sternzellen

identifizieren, die diesen Effekt Uber Phosphorylierung vor allem der Signalmolekile MAPK
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ERK1/2 sowie der Proteinkinase Akt vermitteln. Im Gegensatz dazu steht Crenolanib, das
Uber Inhibition proliferationsférdernder Signalwege wie der PDGFR, einhergehend mit einer
verminderten Phosphorylierung der MAPK ERK1/2, eine Proliferation der Sternzellen
verhindert und eine Differenzierung hepatischer Sternzellen beglinstigt. Dabei wurde die
Phosphorylierung der MAPK p38 als ein beteiligter Mechanismus an der durch Crenolanib
induzierten Differenzierung hepatischer Sternzellen identifiziert (Abb. 34). Unklar bleibt
jedoch, ob die Aktivierung der MAPK p38 allein fir die Vermittlung der Differenzierung
verantwortlich ist. Aufgrund der vorliegenden Befunde im Rahmen der Inhibition der MAPK
p38 ist dies vermutlich nicht der Fall, da die Crenolanib-vermittelte Induktion der
Genexpression einzelner hepatischer Marker wie CK18 durch den p38 MAPK-Inhibitor
SB203580 nicht verhindert werden konnte. Ein weiterer moglicher Signalweg, der zusatzlich
zur p38 MAPK-Aktivierung eine Differenzierung von Sternzellen vermitteln kdnnte, ist die c-
Jun N-terminale Kinase (JNK). Bereits friihere Experimente konnten eine Beteiligung des
JNK-Signalwegs an Differenzierungsprozessen nachweisen. So konnte gezeigt werden,
dass die Phosphorylierung der JNK an der Differenzierung von humanen MSCs des
Knochenmarks zu Osteoblasten beteiligt ist und eine Inhibierung der Phosphorylierung der
JNK durch SP600125 diese Differenzierung inhibiert 2'2. Auch fiir die Differenzierung von
murinen MSCs des Knochemarks zu Pneumozyten Typ Il konnte eine Beteiligung des JNK-
Signalwegs nachgewiesen werden 2'3. Park et al. konnten zeigen, dass Behandlung mit
Interleukin 18 durch Aktivierung des Wnt-Signalwegs und downstream Phosphorylierung
der JNK eine Differenzierung von neuronalen Vorlauferzellen induziert 2'*. Diese
Differenzierungsvorgange konnten unter anderem durch die Zugabe des spezifischen
Inhibitors der Phoshorylierung der JNK SP600125 inhibiert werden 2'. Ob Crenolanib
ebenfalls die Phosphorylierung der JNK in hepatischen Sternzellen induziert, ist bisher nicht

bekannt und Gegenstand weiterer Untersuchungen.
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Abbildung 34: Proliferation und Differenzierung als konkurrierende Prozesse in hepatischen Sternzellen. Wir
formulieren die Hypothese, dass Proliferationsvorgange und Differenzierungsvorgange bei hepatischen Sternzellen in
einem kritischen Gleichgewicht zueinander stehen. In ruhenden hepatischen Sternzellen sind durch epigenetische
Mechanismen Signalwege fiir Proliferations- sowie fir Differenzierungsvorgange unterdriickt 2''. Kommt es hingegen zu
einer Aktivierung hepatischer Sternzellen, kénnen entweder Stimuli fir Proliferationsvorgange oder Stimuli fir
Differenzierungsvorgange Uberwiegen. Als Stimuli der Zellproliferation wurden unter anderem PDGF-BB und PDGF-DD
identifiziert, welche vor allem eine Phosphorylierung der MAPK ERK1/2 sowie der Proteinkinase Akt und nur zu einem
geringen Teil der MAPK p38 vermitteln. Dem gegenlber werden Differenzierungsvorgange unter anderem durch die
Phosphorylierung der MAPK p38 bei gleichzeitig verringerter Phosphorylierung proliferationsférdernder Signalmolekile
wie der MAPK ERK1/2 vermittelt.

Das Prinzip der gegenseitigen Beeinflussung von Proliferation und Differenzierung in Bezug
auf Stammzellen wurde bereits fir verschiedene Organsysteme diskutiert. So geht man
davon aus, dass wahrend der Entwicklung des zentralen Nervensystems eine Verlangerung
des Zellzyklus, insbesondere der G1-Phase, nach einer vorangegangenen
Proliferationsphase eine Differenzierung neuronaler Zellen bewirkt 2'°. Es konnte gezeigt
werden, dass Inhibition der den Zellyklus regulierenden CDKs (cyclin-dependent kinases)
und die darauffolgende verlangerte G1-Phase direkt zu einer Induktion der neuronalen
Differenzierung fiihrt 2'®. Eine Verlangerung der G1-Phase konnte neben neuronalen
Stammzellen auch fir embryonale und hamatopoetische Zellen als Induktor einer
Differenzierung nachgewiesen werden 2'7. Es wird vermutet, dass durch eine verlangerte
G1-Phase, eine langere Wirkungsdauer und Akkumulation differenzierungsférdernder

Faktoren und Stimuli ermoglicht wird 2'7.

Ruijtenberg und van den Heuvel beschrieben in einem Review die inverse Beziehung von
Proliferation und Differenzierung fiir verschiedene Zellsysteme 2'®. Dabei beschrieben die

Autoren sowohl die Inhibition von Differenzierungsvorgangen durch proliferationsférdernde
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Stimuli, als auch die Induktion von Differenzierung durch einen Proliferationsstopp und
permanenten Zellzyklusarrest im Zusammenhang mit der Entwicklung von Muskelzellen,
Neuronen, Gameten und Erythrozyten 2'®. In diesem Zusammenhang konnte festgestellt
werden, dass sich proliferationsfordernde Zellzyklus-Regulatoren wie CDK und Cycline und
differenzierungsférdernde Transkriptionsfaktoren wechselseitig hemmen konnen 2'¢. Als
weiteren Mechanismus der wechselseitigen Beeinflussung von Proliferation und
Differenzierung beschrieben die Autoren die gezielte Inhibition oder Férderung von
hemmenden zellzyklusregulierender Faktoren wie CDK-Inhibitoren und Retinoblastom
(Rb)-Protein sowie von Regulatoren der Chromatinstruktur, die entweder proproliferative
oder differenzierende Signale begiinstigen konnen 2'8, Die inverse Beziehung und
gegenseitige Beeinflussung von Proliferation und Differenzierung bei Stammzellen zeigt
sich damit als Ubergeordnetes Prinzip des Organismus, das durch orchestrierte
gegenseitige Abstimmung an der Entstehung und Erhaltung verschiedener Organsysteme

beteiligt ist.

Bedeutung der PDGFR-Signalwege fir die Leberregeneration

Unsere Untersuchungen der in vivo Leberregenerationsmodelle unterstitzen die
Hypothese, dass Sternzellen Eigenschaften mesenchymaler Stammzellen besitzen und in

dieser Funktion an der stammzellbasierten Leberregeneration beteiligt sind.

Anhand der rdumlichen Lage innerhalb der Sinusoide, der sternformigen Zellmorphologie
sowie der Ko-Expression mit dem Sternzellmarker Desmin konnten der PDGFRa und der
PDGFR} in hepatischen Sternzellen der Rattenleber nachgewiesen werden. Auch in vitro
konnten die mesenchymalen Marker PDGFR a und B sowohl in ruhenden als auch in

aktivierten hepatischen Sternzellen nachgewiesen werden.

Die starke Expressionssteigerung von PDGFR[ sowie seiner Liganden im Rahmen der
PHX/2AAF-Leberregeneration deuten darauf hin, dass der PDGFRp-Signalweg
malRgeblich an den Regenerationsprozessen der stammzellbasierten Leberregeneration
beteiligt ist, wohingegen dies wahrend der Leberregeneration nach PHX nicht beobachtet

werden konnte.

Dabei zeigte sich in der Immunfluoreszenz die verstarkte PDGFRB-Expression
insbesondere im Bereich der CK19-positiven duktularen Reaktion, ausgehend von den
Portalfeldern bei gleichzeitiger Ko-Expression der PDGFRB-positiven Zellen mit aSMA und
Desmin, Markern hepatischer Sternzellen. Aus diesem Grund gehen wir davon aus, dass
der PDGFRB vermehrt von hepatischen Sternzellen wahrend der stammzellbasierten

Leberregeneration gebildet wird. In Hepatozyten konnte sowohl in vitro als auch in vivo in
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der normalen Leber sowie im Rahmen der untersuchten Leberregenerationsmodelle (PHX
und PHX/2AAF) keine Expression des PDGFRpB beobachtet werden. Allerdings wurde im
Rahmen von chronischen Leberschadigungsmodellen und nach mehrtagiger Kultivierung
von Hepatozyten der Ratte in vitro eine Expression beider PDGFR in Hepatozyten
beschrieben. Die PDGFR-Expression kann als Zeichen einer Dedifferenzierung von

Hepatozyten im Rahmen einer epithelialen-mesenchymalen Transition gewertet werden 2'°.

In der hochauflésenden Lichtmikroskopie konnten wir zeigen, dass PDGFRB-positive Zellen
die Zellen der duktularen Reaktion direkt umranden und eine klare Grenzzone zum Ubrigen
Leberparenchym bilden. Die genaue Funktion dieser Zellen kdnnen unsere Ergebnisse

jedoch nicht abschlief3end klaren.

Wir vermuten in Zusammenschau aller Ergebnisse und aufgrund der Rolle hepatischer
Sternzellen als MSCs der Leber, dass hepatische Sternzellen im Zuge der
stammzellbasierten Leberregeneration aktiviert werden, proliferieren und dabei die von den
Portalfeldern ausgehende duktulare Reaktion unterstitzen. Dabei ware ein Einfluss von
PDGFRp insbesondere in Bezug auf die proliferationsférdernde Wirkung denkbar. Auf
welchen Mechanismen die unterstitzende Funktion der Sternzellen bei der duktularen
Reaktion letztlich beruht, istim Rahmen der beschriebenen Ergebnisse nicht abschlielend
zu klaren. Moglich ware eine unterstitzende Funktion durch die Sezernierung von
Wachstumsfaktoren wie HGF 22, die Interaktion (ber direkte Zell-Zell-Kontakte oder das
Ausbilden einer Matrix, entlang derer LPCs migrieren und proliferieren kénnen. Denkbar
ware zudem neben der unterstitzenden Funktion bereits vorhandener LPCs auch eine
Differenzierung der aktivierten, PDGFRp-positiven hepatischen Sternzellen zu hepatischen
Progenitorzellen. Die Arbeitsgruppe um Professor Dr. Haussinger beschrieb hepatische
Sternzellen bereits in friheren Arbeiten als mdgliche Quelle von LPCs wahrend der
stammzellbasierten Leberregeneration *'. In diesem Zusammenhang wéare auch ein
zweiphasisches Modell denkbar, mit zunachst starker Proliferation und Migration
hepatischer Sternzellen unter PDGFRB-Einfluss und anschlieRender Differenzierung zu
LPCs und Hepatozyten. Diese Frage ist allerdings nicht allein durch die Ergebnisse dieser
Arbeit zu erklaren und erfordert weitere Analysen wie beispielsweise lineage-tracing
Analysen, welche die genaue Herkunft der LPCs und im weiteren Verlauf der Hepatozyten
aufklaren. Ebenso ist die genaue Funktion des PDGFRp in der stammzellbasierten
Leberregeneration bisher unklar. Durch Behandlung mit 5-Azacytidin und PDGF-AB
konnten PDGFRa-abhangig reife Knochen- und Fettzellen in multipotente MSCs
umgewandelt werden 22", Diese von den Autoren als iMSCs (induzierte mesenchymale
Stammzellen) bezeichneten Zellen zeigten langfristiges Koloniebildungs- und

Selbsterneuerungspotential, immunsuppressive Eigenschaften sowie ein multipotentes
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Differenzierungspotential und sind direkt mit der Geweberegeneration in vivo assoziiert 22",
Dabei vermuten die Autoren, dass das demethylierende 5-Azacytidin zu einer Re-
Expression von Stammzellgenen fihrt und dass PDGF-AB als mitogener und
antiapoptotischer Stimulus den Charakter der iMSCs erhalt ?2'. Moglicherweise haben die
Rezeptoren PDGFRa und B differentielle Effekte in hepatischen Sternzellen, wie durch den
selektiven Anstieg des PDGFRB wahrend der stammzellbasierten Leberregeneration
vermutet werden kann. Die unterstitzende Wirkung der PDGFR auf die Proliferation konnte
in der vorliegenden Arbeit an isolierten hepatischen Sternzellen nachvollzogen werden. Ob
dieser Mechanismus auch in vivo die Leberregeneration essentiell unterstitzt und seine
Terminierung flr eine effektive Differenzierung erforderlich ist, kann durch eine Inhibition
der PDGFR-vermittelten Signalwege mittels small molecules wie Crenolanib unter Einsatz

des PHX/2AAF-Modells in zukinftigen Untersuchungen geklart werden.
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