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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Hepatische Sternzellen (HSZ) sind vor allem fir ihre Beteiligung an der Leberfibrose bekannt. Neuere
Untersuchungen haben gezeigt, dass HSZ mesenchymale Stammzellen der Leber sind, die Uber die
Freisetzung von Botenstoffen und Zelldifferenzierung zur Leberregeneration beitragen kénnen. Eine
wichtige Rolle im Rahmen von Differenzierungsprozessen spielen epigenetische Mechanismen, die an
der Regulation der Genexpression beteiligt sind. Dazu wird auch die DNA-Methylierung gezahlt.

Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, die Dynamik der DNA-Methylierung wahrend des
Aktivierungsprozesses der HSZ zu untersuchen, um ihre Rolle in der Regulation dieser adulten
Stammazelle zu ergriinden. Zunachst wurde festgestellt, dass wahrend der HSZ-Aktivierung eine starke
globale DNA-Demethylierung um 60% stattfand, wie sie bereits aus der friihen Embryonalentwicklung
bekannt ist. Die kodierenden Genombereiche wiesen hingegen mehrheitlich eine Hypermethylierung
auf, daher wurde die starke DNA-Demethylierung auRerhalb der kodierenden Bereiche des Genoms
vermutet. Die Cytosin-phosphatidyl-Guanin-Dinukleotid (CpG)-Methylierung repetitiver Elemente der
DNA blieb unverandert. Weitere Untersuchungen miissen klaren, ob die DNA-Demethylierung in Nicht-
CpG-Sequenzen stattfindet, ein Mechanismus, der bereits mit der Regulation von Pluripotenz in
Verbindung gebracht wurde.

Uber Hemmung der Replikation mittels L-Mimosin wurde gezeigt, dass die DNA-Demethylierung iiber
einen aktiven Mechanismus vermittelt wird. Diverse Gene, die wahrend der Aktivierung differentiell
exprimiert  wurden, deuten eine DNA-Demethylierung (ber den  Basen-Exzision-
Reparaturmechanismus (BER) an, der genaue Mechanismus muss allerdings noch identifiziert werden.
In den kodierenden Bereichen des Genoms traten vor allem Hypermethylierungen in Intron- und
Exonbereichen auf, wohingegen Promoterbereiche nur einen geringen Anteil an den differentiell
methylierten Regionen ausmachten. Die deutlichen Veranderungen der DNA-Methylierung spiegelten
sich auch in einer starken Dynamik der Genexpression wieder. Im Verlauf der HSZ-Aktivierung wurden
mehr Gene verstarkt als vermindert exprimiert. Wahrend Promotermethylierungen mit der
Genexpression negativ korrelierten, konnte fir die DNA-Methylierung im Genkorper und die
Expression keine Korrelation herausgearbeitet werden. Von der epigenetischen Regulation waren
neben den Genen, die bekannte Prozesse der HSZ-Aktivierung regulieren, auch zahlreiche Gene mit
einer Funktion im Rahmen von Differenzierungsprozessen betroffen. Hierzu gehoérten auch Gene

konservierter und mit der Entwicklung verbundener Signalwege wie Notch und Wnt.

Zusammenfassend konnte diese Arbeit die Bedeutung epigenetischer Mechanismen, wie der DNA-
Methylierung, fir die HSZ-Aktivierung herausarbeiten und weitere Hinweise liefern, welche die Rolle

der HSZ als adulte mesenchymale Stammzelle der Leber unterstiitzen.
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Abstract

Abstract

Hepatic stellate cells (HSC) are mainly known for their contribution to liver fibrosis. More recent studies
characterized HSC as mesenchymal stem cells that contribute to liver regeneration via secretion of
supportive factors and cell differentiation. Diverse epigenetic mechanisms have an important role for
developmental processes, because they regulate gene expression. One important epigenetic
mechanism is DNA methylation.

This study investigated the dynamics of DNA methylation during HSC activation to elucidate the role
of epigenetic modifications in HSC function as adult liver stem cells. During HSC activation, a global
DNA demethylation of 60% was found in reminiscence of early embryology. The site of DNA
demethylation was not associated with coding regions of the DNA, because genes rather exhibited
hypermethylation. CpG methylation of repetitive DNA elements remained unchanged. Therefore,
future studies should address, if the DNA demethylation involves nucleobases apart from cytosin, a
process that has been associated with the regulation of pluripotency.

Inhibition of replication with L-Mimosine could demonstrate, that the DNA in activating HSC was
demethylated via an active mechanism. Diverse genes with differential expression during HSC
activation indicated a base excision repair assisted DNA demethylation. However, the exact
mechanism remains to be identified.

Most notably, hypermethylation was found in the intronic and exonic regions of the genome, whereas
promoter regions represented only a small part of differentially methylated regions. Pronounced
changes in DNA methylation during HSC activation were accompanied by great dynamics in gene
expression. During this process a higher number of genes showed an increased rather than a decreased
expression. While promoter methylation correlated negatively with gene expression, this study could
not work out a clear correlation between gene body methylation and gene expression. Epigenetic
regulation affected the expression of genes known to be altered during HSC activation, but also a
notable number of genes known to be involved in cell differentiation. This includes genes of conserved

signaling pathways such as Notch and Wnt, known to guide developmental processes of stem cells.

Taken together, this study indicated the importance of epigenetic mechanisms such as DNA
methylation for HSC activation and revealed new hints to support the role of HSC as adult

mesenchymal stem cells of the liver
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1 Einleitung

1.1 Die Leber als zentrales Stoffwechselorgan

Die Leber nimmt unter den Organen eine zentrale Stellung ein, da sie viele Funktionen erfiillt, die fir
die Integritat des Korpers und zentrale Stoffwechselablaufe unbedingt notwendig sind. Zu ihren
Aufgaben gehoéren unter anderem die Speicherung und Bereitstellung von Glukose, die Biosynthese
von Lipiden und Ketonkdérpern, Synthese von zahlreichen Plasmaproteinen, der Abbau von Endo- und
Xenobiotika sowie die Synthese der Galle (Haussinger & Loffler, 2014). Aus diesen vielfaltigen

Aufgaben ergibt sich die Notwendigkeit einer gesunden, funktionellen Leber.

1.2 Leberfibrose

Die Leber hat generell eine sehr hohe Regenerationsfahigkeit, sodass geringfiigige akute
Leberschadigungen gut ausgeglichen werden kénnen. Bei chronischen Leberschadigungen kann es
hingegen zur Ausbildung einer Leberfibrose kommen. Chronischen Leberschidigungen kdnnen
unterschiedliche Ursachen zugrunde liegen. So konnen beispielsweise Virusinfektionen, Alkohol- oder
Medikamenteneinfluss, aber auch die Ausbildung einer Fettleber zur Entstehung der Fibrose beitragen.
Die Fibrose ist gekennzeichnet durch die vermehrte Ablagerung von extrazelluldrer Matrix (EZM) im
Lebergewebe. Bei einem Voranschreiten der Fibrose kann es zur Ausbildung einer Leberzirrhose und
einem vermehrten Absterben von Hepatozyten sowie zum Verlust der urspriinglichen Leberarchitektur
kommen, sodass die Leber ihre wichtigen Funktionen nicht mehr aufrechterhalten kann. Eine
Leberzirrhose kann im weiteren Verlauf der Krankheit die Ursache fiir ein Leberzellkarzinom sein
(Friedman, 2003, Haussinger & Loffler, 2014). Die Fettleber ist gegenwartig ein schwerwiegendes
Problem der Industrienationen. Schon 2014 waren 39% der Erwachsenen weltweit tibergewichtig und
13% davon sogar adip0s, das heil’t, sie wiesen einen Body Mass Index (BMI) von tber 30 auf und waren
damit deutlich Gibergewichtig (Daten Weltgesundheitsorganisation, http://www.who.int/mediacentre
/factsheets/fs311/en/). Daher sind genaue Kenntnisse (ber die Atiologie der Leberfibrose und
Therapieverfahren zur Behandlung der Erkrankung dringend erforderlich. Nach derzeitigem
Kenntnisstand sind hepatische Sternzellen maRgeblich an der Entstehung der Leberfibrose beteiligt

(Friedman et al., 1985; Friedman, 2008).

1.3 Hepatische Sternzellen

Die HSZ gehdren zu den nicht-parenchymalen Zellen der Leber. Die von Professor Carl Wilhelm von
Kupffer 1876 erstmalig beschriebenen (Kupffer, 1876) und auch als Ito-Zellen, Lipozyten oder
Perisinusoidalzellen bezeichneten HSZ liegen in der physiologischen Leber in einem ruhenden Zustand

vor. Dieser ist im Rattenmodell vor allem durch die Expression von Desmin und glial fibrillary acidic
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protein (GFAP) (Gard et al., 1985; Yokoi et al., 1984) gekennzeichnet, zwei Klasse-lll-
Intermediarfilamente, die urspringlich aus Astrozyten bzw. Muskelzellen bekannt sind. Ruhende
Sternzellen zeichnen sich ferner durch viele zytoplasmatische Lipidtropfen aus, in denen Retinoide
gespeichert sind (Wake, 1971). In der Leber sind ruhende HSZ im Disseschen Raum lokalisiert
(Friedman, 2008). Dies ist ein Spalt zwischen der basolateralen Seite der Hepatozyten und den
sinusoidalen Endothelzellen (SEZ), der Basalmembranproteine enthalt.

Bei einer Leberschadigung kommt es zu einer Aktivierung der ruhenden HSZ, dieser
Aktivierungsprozess geht mit zahlreichen morphologischen und funktionellen Anderungen einher.
Phanotypisch entwickeln die HSZ sich dann zu kontraktilen Myofibroblasten (Rockey & Weisiger, 1996),
dies spiegelt sich auch in der verstarkten Expression von a-smooth muscle-actin (aSMA) (Ramadori et
al., 1990) wider. Gleichzeitig wird GFAP vermindert und das Intermediarfilamant Nestin verstarkt
exprimiert (Niki et al., 1996; Niki et al., 1999). Weitere Merkmale der Aktivierung sind eine einsetzende
Proliferation und Migration (Friedman, 2008), die Produktion von EZM, vor allem Kollagen | (Friedman
et al., 1985; Geerts et al., 1989; Maher & McGuire, 1990), der Verlust der Vitamin A-haltigen
Lipidtropfchen und die Sekretion verschiedener parakrin und autokrin wirkender Zytokine (Friedman,

2008).

Leberschadigung Migration
{TGFB, Fibronektin, reaktive

Sauerstoffspezies u. a.)
= ™ Genexpression

\% Aktivierung
—_———»
ANestin, aSMA,

Ruhende Kontraktiler Lcrap
HSZ Myofibroblast

Sekretion T /' EZM-Produktion

\___ v Proliferation

Abbildung 1: Mechanismen der HSZ-Aktivierung. Die Abbildung ist eine Ubersicht
Uber die Mechanismen der HSZ-Aktivierung. Diverse Leberschadigungen fiihren zu
einer veranderten Morphologie und einem verdnderten Verhalten der HSZ. Wichtige
Charakteristika einer aktivierten HSZ sind: Verstarkte Sekretion, Migration, Produktion
extrazelluldrer Matrix und Proliferation, sowie eine veranderte Genexpression.
(aSMA: alpha-smooth muscle-actin, EZM: extrazellulare Matrix, GFAP: glial fibrillary
acidic protein, HSZ: Hepatische Sternzelle)

Die Aktivierung der HSZ erfolgt vermutlich durch eine parakrine Stimulation durch benachbarte Zellen.
Ein sehr starker profibrotischer Faktor ist beispielsweise das Cytokin TGFB (Matsuoka et al., 1989), aber
auch Bestandteile der EZM wie Fibronektin aus Endothelzellen (Jarnagin et al., 1994) oder reaktive
Sauerstoffspezies (Nieto et al., 2002) kdnnen die Aktivierung der HSZ auslosen. Abbildung 1 fasst die
Mechanismen der HSZ-Aktivierung zusammen.

Vor allem aufgrund der verstarkten EZM-Produktion werden HSZ haufig als der Zelltyp dargestellt, der

flr Ausbildung und Progression der Leberfibrose verantwortlich ist (Maher & McGuire, 1990). Neuere
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Erkenntnisse weisen jedoch darauf hin, dass HSZ neben ihrer Funktion in der Wundheilung und der

Fibrose auch Charakteristika mesenchymaler Stammzellen aufweisen.

Mesenchymale Stammzellen (MSZ) sind adulte Stammzellen, die in vielen verschiedenen Geweben,
beispielsweise Knochenmark oder Fettgewebe vorkommen (Zomer et al., 2015). Stammzellen haben
die Fahigkeit sich zu replizieren und dabei ihren Stammzellcharakter aufrechtzuerhalten, dies wird
auch als Selbsterhaltung bezeichnet. AuRerdem besitzen sie die Plastizitdt in verschiedene Zelltypen
zu differenzieren (Zomer et al., 2015). Damit kdnnen sie einen wichtigen Beitrag zur Regeneration
leisten und das wissenschaftliche Interesse an MSZ ist entsprechend grol3. MSZ aus verschiedenen
Organen bilden eine sehr heterogene Gruppe. Die Internationale Gesellschaft fur Zelltherapie (ISCT)
hat daher 2006 Eigenschaften definiert, die MSZ aufweisen miissen (Dominici et al., 2006). Dazu zahlt
erstens die Adhdrenz der Zellen auf einer Plastikoberfliche. Des Weiteren miissen die Zellen die
Oberflachenmarker CD105, CD73 und CD90 exprimieren, dirfen aber keine Expression von
Oberflachenmarkern wie CD45 oder CD34 aufweisen. Drittens missen die Zellen in vitro zu
Osteoblasten, Chondrozyten und Adipozyten differenziert werden kénnen. Uneinigkeit herrscht noch
Uber das Differenzierungspotential der MSZ. Wahrend einige Stimmen behaupten, dass es sich bei
diesem Zelltyp um eine multipotente, gewebsspezifische Stammzelle handelt, die sich in vivo nur in
Zellen mesodermalen Ursprungs entwickeln kann (Robey, 2017; Zomer et al., 2015), zeigen andere
Forschergruppen die Differenzierung von Knochenmarks-MSZ in Endothelzellen (Oswald et al., 2000)
und Epithelzellen (Spees et al., 2003). Kritiker dieser Arbeiten bemangeln fehlende allgemeingltige
Kriterien fiir die Differenzierung, nicht standardisierte Kulturbedingungen und erklaren die

beschriebenen Beobachtungen mit Zellfusionen (Krampera et al., 2007).

Das Expressionsmuster von MSZ aus dem Knochenmark und HSZ ist sehr dhnlich, so exprimieren
primdre HSZ aus der Ratte und die immortalisierte humane HSZ-Zelllinie LX-2 wie MSZ auch CD133
(Kordes et al., 2007), CD44, CD73, CD105, CD271 und Nestin (Kordes et al., 2007; Kordes et al., 2013;
Castilho-Fernandes et al., 2011; Sawitza et al., 2015; Niki et al., 1999). Des Weiteren zeigen HSZ auch
funktionelle Ahnlichkeiten zu MSZ und entwickeln sich in vitro unter der Behandlung mit
entsprechenden Differenzierungsmedien zu Osteozyten, Adipozyten (Castilho-Fernandes et al., 2011;
Kordes et al., 2013) oder Hepatozyten-dhnlichen Zellen (Kordes et al., 2014.). Hepatische Sternzellen
kénnen des Weiteren die Erhaltung und Entwicklung von hamatopoetischen Stammzellen
unterstltzen (Kordes et al., 2013), eine zentrale Funktion der MSZ des Knochenmarks. In einem
stammzellbasierten Leberregenerationsmodell konnten transplantierte HSZ sowohl in die Leber des
Wirtes migrieren und dort epitheliale Progenitorzellen, Hepatozyten und Cholangiozyten bilden, als
auch in das Knochenmark migrieren und nach Retransplantation wieder erfolgreich zur

Leberregeneration beitragen (Kordes et al., 2014).
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HSZ erhalten ihren Stammzellcharakter im Disseschen Raum aufrecht, der ihnen als Stammazellnische
dient. Die Stammzellnische ist definiert als das Mikromilieu von Stammzellen, in dem parakrine sowie
direkte physische Interaktionen zwischen Stammzellen und benachbarten Zellen stattfinden. Dieser
besondere Bereich schitzt und erhdlt die Stammzellen in ihrem undifferenzierten und
selbstreplizierenden Zustand (Fuchs et al., 2004). Auch im Disseschen Raum konnten solche
Interaktionen nachgewiesen werden. So exprimieren die SEZ stromal-cell derived factor 1 (Sdfl) und
die HSZ den C-X-C Chemokinrezeptor Typ 4 CXCR4 (Sawitza et al., 2009). Der Ligand Sdfl und sein
Rezeptor CXCR4 sind im hamatopoetischen System dafiir bekannt, die Lokalisation der
hdamatopoetischen Stammzellen im Knochenmark zu vermitteln (Dar et al., 2005; Shen et al., 2001).
Hepatozyten exprimieren Liganden des B-catenin-abhdngigen Wnt-Signalweges und Notch-Liganden,
wie Wnt7a/b und Jaggedl. Die HSZ exprimieren entsprechend Wnt- und Notch-Rezeptoren. In
ruhenden HSZ ist der B-catenin abhingige Wnt-Signalweg aktiv (Kordes et al., 2008), ein Signalweg,
der in embryonalen Stammzellen fiir die Aufrechterhaltung eines undifferenzierten Zustandes
erforderlich ist (Sato et al., 2004). Die Interaktion zwischen Jagged1 und dem Notch1-Rezeptor konnte
zudem als essentiell fir die Erhaltung von neuronalen Stammzellen nachgewiesen werden (Nyfeler et
al., 2005). Des Weiteren tragt die Zusammensetzung der Basallamina im Disseschen Raum zum Erhalt
des Stammzellcharakters bei, sie besteht hauptsachlich aus Laminin und Kollagen Typ IV, (Gaca et al.,
2003; Sawitza et al., 2009). Bekannte Stammzellnischen, wie die der hdmatopoetischen Stammzellen
im Knochenmark zeigen auflerdem eine Innervierung durch das sympathische Nervensystem
(Katayama et al., 2006), die ebenfalls flir HSZ im Disseschen Raum nachgewiesen werden konnte

(Kordes & Haussinger 2013).

1.4 Epigenetik

Alle Zellen eines Organismus besitzen das gleiche Genom. Eine entwicklungs- und zelltypspezifische
Genexpression wird erst durch weitere Regulationsmechanismen realisiert. Eine wichtige Rolle spielen
dabei epigenetische Mechanismen. Der Begriff Epigenetik umfasst alle erblichen Veranderungen der
Genexpression, die ohne Verdnderungen der DNA-Sequenz einhergehen (Chuang & Jones, 2007). Zu
den epigenetischen Mechanismen zdhlen unter anderem DNA-Methylierungen und
Histonmodifikationen, zwei Mechanismen, die einen Einfluss auf die Chromatinstruktur haben und
dadurch die Zuganglichkeit der DNA fir die Transkriptionsmaschinerie regulieren kdnnen.
Histonmodifikation umfassen eine ganze Reihe verschiedener Modifikationen, die an
unterschiedlichen Positionen auftreten konnen und damit ganz unterschiedliche Konsequenzen fir die
Genexpression haben. DNA-Methylierungen finden hingegen vor allem an der Base Cytosin statt, wenn

diese von einem Guanin gefolgt wird, dies wird auch als CpG-Dinukleotid bezeichnet.
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1.4.1 DNA-Methylierung

Bei der DNA-Methylierung wird eine Methylgruppe auf das Kohlenstoffatom C5 im Basenring eines
Cytosins libertragen. CpG-Dinukleotide sind im Genom unterreprasentiert, da methylierte Cytosine
spontan zu Thymin deaminieren kénnen und somit eine mutagene Gefahr fiir das Genom darstellen
(Duncan & Miller, 1980). Ein methyliertes Cytosin im CpG-Kontext tritt gleichzeitig immer auch in dem
komplementaren DNA-Strang auf, da das CpG-Dinukleotid eine kurze palindromische Sequenz
darstellt. Ein gehauftes Vorkommen an CpG-Dinukleotiden wird als CpG-Insel bezeichnet. Diese sind
durchschnittlich 1000 Basenpaare (bp) lang und haben ein zehnfach erhéhtes Auftreten von CpG-
Dinukleotiden im Vergleich zum gesamten Genom (Bird et al., 1985). Abgesehen von der héheren
Dichte an CpG-Dinukleotiden im Vergleich zum Rest des Genoms zeigen die CpG-Inseln allerdings keine
auffalligen Sequenzéhnlichkeiten (Cross et al., 1994). Die Hilfte aller CpG-Inseln befinden sich im
Bereich von Transkriptionsstartstellen (TSS) (Illingworth et al., 2010), so weisen 72% der Promotoren
im humanen Genom im Vergleich zum Rest des Genoms einen erhohten CpG-Gehalt auf. Die andere
Halfte der CpG-Inseln sind nicht mit Promotoren assoziiert, sie sind gleichmaRig Gber das Genom
verteilt und sowohl in Genkorpern, als auch aulRerhalb von Genen lokalisiert (lllingworth et al., 2010).
CpG-Inseln, die mit TSS assoziiert sind, liegen haufig unmethyliert vor (Saxonov et al., 2006),
wohingegen CpG-Inseln auRerhalb von Promotoren haufiger methyliert vorliegen. Dabei sind CpG-
Inseln innerhalb von Genen eher methyliert, als solche die auRerhalb von Genen liegen (lllingworth et
al., 2010). Ein weiteres Merkmal von CpG-Inseln ist das Auftreten der Histonmodifikation H3K4me3,
diese dreifache Methylierung an Lysin 4 des Histon H3 ist ein Marker fiir Chromatin, dass aktiv
transkribiert wird (Santos-Rosa et al., 2002). Wahrend die H3K4-Methylierung mit aktiver Transkription
und fehlender DNA-Methylierung assoziiert ist, ist die H3K9-Methylierung typisch fiir methylierte DNA-
Bereiche (Mikkelsen et al., 2008). Es gibt viele Hinweise auf eine kooperative Regulation der
Genaktivitat durch Histonmodifikationen und DNA-Methylierung. Ein Netzwerk aus zahlreichen
Enzymen sorgt fiir diese Regulation (Cheng & Blumenthal, 2010), so ist beispielsweise das
Vorhandensein von H3K4-Demethylasen notwendig, damit eine DNA-Methylierung erfolgen kann

(Wang et al., 2009).

1.4.2 DNA-Methylierung und Genexpression

Die Lage vieler CpG-Inseln im Bereich der TSS gibt einen ersten Hinweis darauf, dass die DNA-
Methylierung in Zusammenhang mit der Genexpression steht. Zunachst konnte gezeigt werden, dass
DNA-Methylierungen im Promoterbereich zu einer verminderten Genexpression des assoziierten Gens
flihren (Stein et al., 1982) (Abbildung 2). Auch die Behandlung von Zellen mit 5-Azacytidin (5-azaC)
zeigt, dass die Promotermethylierung negativ mit der Genexpression korreliert (Hansen & Gartler,

1990; Mohandas et al., 1981). Bei der Replikation wird das Cytidinanalog 5-azaC anstelle von Cytidin
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in den Tochterstrang eingebaut, dadurch kommt es zu einer kovalenten Bindung und Inaktivierung der
DNA-Methyltransferasen und infolgedessen zu einer passiven Demethylierung der DNA (Juttermann
etal., 1994).

DNA-Methylierungen spielen auch bei Krebserkrankungen eine wichtige Rolle, so konnte gezeigt
werden, dass der genomische Gehalt an 5-Methylcytosin (5mC) in Tumorgeweben geringer ist als im
entsprechenden gesunden Gewebe (Gama-Sosa et al., 1983). Aullerdem ist die Inaktivierung von
Tumorsuppressorgenen durch die Hypermethylierung ihrer Promotoren ein wichtiges Merkmal vieler
Tumore (Herman, 1999).

Im Gegensatz zur Promotermethylierung fiihrt die DNA-Methylierung im Genkoérper zu einer
verstarkten Transkription des betroffenen Gens (Murrell et al., 2001). Diese gegensatzlichen
Verhéltnisse werden auch als DNA-Methylierungs-Paradoxon bezeichnet (Jones, 1999) (Abbildung 2)
und weisen darauf hin, dass die Transkriptionsinitiation, aber nicht die Transkriptionselongation durch

DNA-Methylierung verhindert werden kann.
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Abbildung 2: Regulation der Genexpression durch DNA-Methylierung.
Je nach Lokalisation in Relation zum Gen hat die DNA-Metylierung einen
anderen Einfluss auf die Genexpression. Methyliertes Cytosin im
Genkorper ist mit einer aktiven Genexpression assoziiert, wohingegen
ein Vorkommen von 5-Methylcytosin im Promoterbereich zu einer
Inhibition der Genexpression flihrt.

1.4.3 Weitere Funktionen der DNA-Methylierung

Die Funktion der DNA-Methylierung ist allerdings nicht nur auf die Regulation der Expression einzelner
Gene beschrankt. Eine weitere Aufgabe der DNA-Methylierung ist es, die Transkription transposabler
Elemente (TE) zu verhindern (Yoder et al., 1997). Dabei handelt es sich um Abschnitte des Genoms, die
sich selbst replizieren und an zuféllige Stellen im Genom inserieren kdnnen. Durch die zufillige
Integration im Genom ergibt sich eine erhohte mutagene Gefahr und die Notwendigkeit eines
Mechanismus, der diese Transposition reguliert und die Stabilitdt des Genoms bewahrt. Die DNA-

Methylierung der hochrepetitiven Satelliten-DNA im Zentromerbereich ist beispielsweise sehr wichtig
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fir die Erhaltung der Chromosomenstabilitdt. Das autosomal-rezessiv vererbte Immundefizienz,
Zentromerinstabilitdt und Gesichtsdysmorphismus-Syndrom (ICF, Online Mendelian Inheritance in
Man #242860) ist unter anderem gekennzeichnet durch Zentromerinstabilitit und DNA-
Hypomethylierung. Haufig liegt der Erkrankung eine Mutation der DNA-Methyltransferase (Dnmt)3b-
Methyltransferase zugrunde, die spezifisch fir die Methylierung der Satelliten-DNA zustédndig ist
(Moarefi & Chedin, 2011; Okano et al., 1999).

Die Methylierung der DNA ist auBerdem verantwortlich fir die X-Chromosom-Inaktivierung zur
Dosiskompensation in weiblichen Sdugetieren (Mohandas et al., 1981; Wolf et al., 1984) und fir das
Imprinting, im Deutschen auch genomische Pragung genannt. Einige Gene des Genoms werden,
obwohl sie im diploiden Chromosomensatz als paternal und maternal vererbtes Allel vorliegen, nur
von einem der Allele transkribiert. Das zweite Allel wird durch DNA-Methylierung transkriptionell
inaktiviert (Swain et al., 1987). Dass es sich dabei um einen sehr wichtigen Mechanismus handelt, zeigt
sich z.B. daran, dass ein Verlust der genomischen Pragung im Gen fiir Insulin-like growth factor Il (1gf2),
welches normalerweise nur vom paternalen Allel exprimiert wird (Ferguson-Smith et al., 1991), zur
Entstehung des adulten Wilms Tumor, einem Nephroblastom, beitragt (Oda et al., 1997). Auch die
Aktivitdit von Enhancern kann durch DNA-Methylierung kontrolliert werden. So scheint die
Methylierung von Enhancern ein wichtiger Faktor zur Regulation der Genexpression zu sein und
negativ mit der Transkription zu korrelieren (Aran et al., 2013). AuBRerdem konnte gezeigt werden, dass
die Enhancer-Methylierung und gleichzeitig auch die Expression der assoziierten Gene in Krebszellen
verandert ist (Aran et al., 2013). Eine weitere Studie zeigt, dass in der Wirbeltierentwicklung eine
spezifische DNA-Demethylierung von Enhancern auftritt, die fiir die Regulation von Entwicklungsgenen
verantwortlich sind (Bogdanovi¢ et al., 2016). Uber diese Funktionen hinaus spielt die DNA-
Methylierung auch in der Regulation des SpleiRvorgangs eine Rolle, denn Transkriptionsfaktoren, die
auch an der Regulation alternativer Exons beteiligt sind, binden gewebespezifisch und DNA-
methylierungsabhangig an alternativ gespleiSten Exons (Wan et al., 2013). Exons weisen eine hohere
DNA-Methylierung auf als Introns. Dadurch ist eine Diskriminierung dieser unterschiedlichen
genomischen Bereiche und Uber die Rekrutierung unterschiedlicher Faktoren ein Ein- oder Ausschluss

alternativer Exons in die messenger RNA (mRNA) moglich.

1.4.4 DNA-Methylierungs- und —Demethylierungsprozesse

Die zelluldren Prozesse, die den Auf- und Abbau der DNA-Methylierungen vermitteln, sind noch nicht
vollstandig aufgeklart und auch aktuell Gegenstand vieler Forschungsstudien. Bei der DNA-
Methylierung unterscheidet man die Erhaltungsmethylierung und die de-novo-Methylierung. In
Saugern sind vier verschiedene Dnmt bekannt, die unterschiedliche Funktionen lGbernehmen. Die

Dnmt1 ist fur die Erhaltungsmethylierung zustandig, denn die katalytische Domane des Enzyms hat



Einleitung

eine erhohte Affinitat fir hemimethylierte DNA (Fatemi et al., 2001; Goyal et al., 2006) wie sie bei der
semikonservativen Replikation entsteht. Dnmtl ist wahrend der Synthesephase an der
Replikationsgabel lokalisiert (Leonhardt et al., 1992), dort benutzt das Enzym den bereits methylierten
Mutterstrang als Matrize, um den Tochterstrang entsprechend zu methylieren. Die Dnmt3a und 3b
sind de-novo-Methyltransferasen, sie produzieren neue DNA-Methylierungen in zuvor unmethylierten
Bereichen, und spielen vor allem in der Embryonalentwicklung eine essentielle Rolle (Okano et al.,
1999). Die Dnmt3l ist katalytisch inaktiv (Hata et al., 2002), kann aber die katalytische Aktivitat von
Dnmt3a und 3b erhdhen (Suetake et al., 2004). Alle Dnmt besitzen eine DNA-Bindedomane zur
sequenzspezifischen Bindung der DNA und eine katalytische Domane, die auch eine Bindedomane fiir
den reaktiven Methylgruppeniibertrager S-Adenosyl-Methionin (SAM) besitzt. Bei DNA-Bindung wird
das zu methylierende Cytosin aus der DNA-Doppelhelix herausgedreht, sodass eine kovalente Bindung
zwischen dem Cytosin und einem Cystein in der katalytischen Domane der Dnmt entsteht. Diese
ermoglicht einen elektrophilen Angriff des C5-Atoms des Cytosins auf die Methylgruppe des SAM und
die Ubertragung der Methylgruppe auf das Cytosin (Cheng, 1995; Klimasauskas et al., 1994; Wu &
Santi, 1985).

Im Gegensatz zu den DNA-Methyltransferasen, welche die direkte Methylierung der DNA
Ubernehmen, ist im Tierreich bisher keine direkte DNA-Demethylase bekannt, welche die
entgegengesetzte Reaktion katalysiert. Generell werden zwei Mechanismen der DNA-Demethylierung
beschrieben. Zum einen kann die DNA passiv demethyliert werden. Dieser Mechanismus ist
replikationsabhangig (Matsuo et al., 1998) und beruht auf einer Inhibition der Dnmtl (Wu & Zhang,
2010). Wenn bei der semikonservativen Replikation die Erhaltungsmethyltransferase den noch
unmethylierten Tochterstrang nicht modifiziert, geht diese Information fiir die nachste Replikation
verloren und Uber mehrere aufeinanderfolgende Replikationszyklen kommt es dann zu einer
schrittweisen Demethylierung der DNA. Von der passiven DNA-Demethylierung wird die replikations-
unabhangige aktive DNA-Demethylierung unterschieden. Die aktive DNA-Demethylierung besteht aus
mehreren aufeinanderfolgenden enzymatisch katalysierten Reaktionsschritten. Es werden
verschiedene mogliche Reaktionswege zur Eliminierung von 5mC diskutiert, die aber alle auf dem
gleichen Prinzip beruhen. Eine zentrale Rolle spielen in diesem Zusammenhang die Ten-eleven-
Translocation (Tet)-Proteine 1-3. Diese Dioxygenasen konnen methyliertes Cytosin zu 5-
Hydroxymethylcytosin (5hmC) (lto et al., 2010) und weiter zu 5-Formylcytosin (5fC) und 5-
Carboxylcytosin (5caC) oxidieren (lto et al.,, 2011) (Abbildung 3). Die Funktionen dieser drei
Cytosinmodifikationen sind noch nicht vollstandig aufgeklart, allerdings zeigt sich, dass sie auch als

Zwischenstufen wahrend der aktiven DNA-Demethylierung auftreten (Weber et al., 2016).



Einleitung

WH, NHy NHy H NH; OH
L _ew, TET1/2/3 TET1/2/3 A TET12/3 A
N ” Fe(ll) N |‘ OH - Fa(ll), ATP N’ ” O Fa(ll), ATP N | °
B —— —— e - .
1) — A e | —= I
0¥ “N° /— ‘\ o® “n* //—P \\ o TN’ f/'_ \\ o N
s 2-0G,0, Succinate, CO, : 2-0G, 0, Succinate, CO, 3 2-0G,0, Succinate, CO, s
5mC ShmC 5iC ScaC

Abbildung 3: Mechanismus der TET-Katalyse. Die Dioxygenasen Tet 1,2 und 3 oxidieren methyliertes Cytosin
(5mC) zu 5-Hydroxymethylcytosin (5hmC) und weiter zu 5-Formylcytosin (5fC) und 5-Carboxylcytosin (5caC).
Diese Abbildung entstammt Tan & Shi 2012.

5fC und 5caC werden durch die G/T-Fehlpaarungs-spezifische Thymin-DNA-Glykosylase Tdg erkannt
(He et al., 2011; Maiti & Drohat, 2011), welche die Base Uber die Spaltung der N-glykosidischen
Bindung zwischen Base und Pentose entfernt und so eine abasische Stelle in der DNA entstehen lasst.
Die wichtige Rolle fiir Tet-Proteine und Tdg wahrend der aktiven DNA-Demethylierung wurde durch
Knockout (KO)-Studien belegt. Ein Tdg-KO fihrt zu embryonaler Letalitdt sowie zur Hypermethylierung
gewebsspezifischer Promotoren und Enhancern wahrend der Entwicklung (Cortellino et al., 2011). Die
durch Tdg entstandene abasische Stelle wird von Endonukleasen erkannt und aus der DNA-Doppelhelix
entfernt, sodass ein Strangbruch auftritt, der Gber die DNA-Reparaturmaschinerie der Zelle wieder
aufgefillt und ligiert wird (Weber et al., 2016). Die DNA-Reparatur, bei der nur eine Base aus der DNA
geschnitten und ersetzt wird, wird auch als Basen-Exzisions-Reparatur bezeichnet. Uber einen
alternativen Weg wird 5hmC durch spezifische Deaminasen deaminiert, dadurch entsteht 5-
Hydroxymethyluracil. Uracil paart im Gegensatz zu Cytosin nicht mit Guanin, sondern mit Adenin,
sodass es an dieser Stelle zur Ausbildung einer Fehlpaarung kommt, die wiederum von DNA-
Glykosylasen erkannt und entfernt werden kann (Cortellino et al., 2011).

Die weitere Reparatur erfolgt, wie oben beschrieben, iber die DNA-Reparaturmaschinerie. Gleichwohl
kann auch 5mC zu Thymin deaminiert und die sich ergebende Fehlpaarung durch DNA-Glykosylasen
erkannt werden (Cortellino et al., 2011; Wiebauer & Jiricny, 1990). Am Ende aller Reaktionswege wird
das urspriinglich methylierte Cytosin durch ein unmethyliertes Cytosin ersetzt.

Viele Studien weisen auf eine Rolle der BER in der aktiven DNA-Demethylierung hin, allerdings ist dies
auch ein potentiell mutagener Mechanismus, da es zur Ausbildung von DNA-Strangbriichen kommt.
Eine weitere Moglichkeit der DNA-Demethylierung wiare die Katalyse von 5caC direkt zu Cytosin durch
eine Decarboxylase. Ein Enzym, das diese Aufgabe lbernimmt, konnte allerdings bisher nicht
identifiziert werden (Drohat & Coey, 2016). Das liber Oxidation entstandene 5hmC kann zudem auch
verhindern, dass Dnmt1 die Erhaltungsmethylierung nach Replikation durchfiihrt, so dass denkbar
ware, dass nach der Oxidation von 5mC eine passive DNA-Demethylierung erfolgt (Valinluck & Sowers,
2007). Die in diesem Abschnitt vorgestellten moglichen Reaktionswege zur aktiven DNA-

Demethylierung sind in Abbildung 4 zusammengefasst.
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Als weitere mogliche Mechanismen zur aktiven DNA-Demethylierung werden Nukleotid-Exzisions-
Reparatur und eine enzymatische Entfernung der Methylgruppe unter Entstehung von Formaldehyd

diskutiert (Zhang et al., 2011).
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Abbildung 4: Mégliche Mechanismen der aktiven DNA-Demethylierung. 5-Methylcytosin
kann auf unterschiedlichen Reaktionswegen demethyliert werden. Tet-Enzyme kénnen 5-
Methylcytosin  zu 5-Hydroxymethylcytosin und weiter zu 5-Formylcytosin und 5-
Carboxylcytosin  oxidieren.  5-Hydroxymethylcytosin  kann zum einen zu 5-
Hydroxymethyluracil deaminiert werden, die so entstandene Basenfehlpaarung wird durch
die Basenexzisionsreparatur erkannt und repariert. Zum anderen fiihrt die Inhibition von
Dnmtl durch 5-Hydroxymethylcytosin zu einer passiven DNA-Demethylierung. 5-
Formylcytosin und 5-Carboxylcytosin werden durch die Glykosylase Tdg erkannt, welche die
Base entfernt. Die entstandene abasische Stelle wird durch die Basenexzisionsreparatur
erkannt und korrigiert. 5-Methylcytosin kann auch direkt durch eine Deaminase zu Thymin
deaminiert werden, sodass erneut eine Basenfehlpaarung entsteht, die im Anschluss
repariert wird. (Dnmt: DNA-Methyltransferase)

1.5 Dynamik der DNA-Methylierung wahrend der Entwicklung

Trotz der etablierten Definition, dass epigenetische Modifikationen stabil und vererbbar sind, kann im
Rahmen von Entwicklungsprozessen eine bemerkenswerte Dynamik der DNA-Methylierung
beobachtet werden. Veranderungen der DNA-Methylierung finden in der Embryonalentwicklung,
wahrend der Differenzierung von adulten Stammzellen, sowie wahrend der Tumorentstehung und

natirlichen Alterungsprozessen statt (Suelves et al., 2016). In der Embryonalentwicklung kommt es

10
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sowohl in den primordialen Keimzellen (Hajkova et al., 2002) als auch vor der Implantation des
Embryos in den beiden Vorkernen (Santos et al., 2002) zu einer starken globalen DNA-Demethylierung.
Da in diesen Prozessen die epigenetische Information beinahe vollstiandig entfernt wird und danach
zelltypspezifisch neu etabliert wird, spricht man von einer epigenetischen Reprogrammierung
(Simonsson & Gurdon, 2005). Dieser Begriff impliziert auch die Moglichkeit, dass das
Differenzierungspotential der Zellen erst durch die starke DNA-Demethylierung freigeschaltet wird

und dieser Prozess die weitere Entwicklung der Zellen erméglicht.

Die globale DNA-Demethylierung der primordialen Keimzellen erfolgt aktiv unter Beteiligung des BER
wahrend ihrer Wanderung in die Genitalleiste, dabei weisen die primordialen Keimzellen eine
verstarkte Expression von Tet1 auf (Hajkova et al., 2002; Hajkova et al., 2010). Gleichzeitig exprimieren
die primordialen Keimzellen vermindert Dnmt3a und b (Kurimoto et al., 2008), sodass die globale DNA-
Demethylierung teilweise auch auf passive Prozesse zuriick zu fiihren ist. Vor der Befruchtung weist
die Spermien-DNA eine CpG-Methylierung von 80%, die DNA der Eizelle 40% auf (Popp et al., 2010).
Die DNA-Demethylierung erfolgt dann in den beiden Vorkernen asymmetrisch. Im mannlichen Vorkern
findet eine sehr schnelle aktive Demethylierung statt (Mayer et al., 2000), bei der als Zwischenprodukt
5hmC auftritt (Gu et al., 2011). Essentiell fir diesen Prozess ist Tet3, das sowohl in der Oozyte als auch
in der Zygote im Gegensatz zu Tetl und Tet2 exprimiert wird (Gu et al., 2011). Die langsamere DNA-
Demethylierung im weiblichen Chromosomensatz findet wahrend der ersten Zellteilungen statt,
sodass hier von einem passiven Mechanismus ausgegangen wird (Rougier et al., 1998). Es gibt
allerdings auch Hinweise auf aktive DNA-Demethylierungsprozesse (Guo et al., 2014). Ebenso konnte
auch im mannlichen Chromosomensatz in Abhdngigkeit vom Genlokus sowohl passive als auch aktive

DNA-Demethylierung nachgewiesen werden (Guo et al., 2014).

1.6 Epigenetische Verdnderungen wahrend der HSZ-Aktivierung

Auch in HSZ treten im Rahmen der Aktivierungsphase dynamische Verdanderungen der DNA-
Methylierung auf. Wenn die DNA-Demethylierung durch eine in vitro-Behandlung der HSZ mit 5-azaC
induziert wird, kann der Aktivierungsprozess blockiert werden, dies konnte anhand morphologischer
Betrachtung und der Expression von Markergenen gezeigt werden (Mann et al., 2007). AuBerdem
konnte in aktivierenden HSZ eine geringere Menge des Methylgruppendonors SAM als in ruhenden
Sternzellen nachgewiesen werden (Ramani et al., 2010). Die epigenetische Regulation durch DNA-
Methylierung wahrend der HSZ-Aktivierung wurde bisher lediglich flr Einzelgene untersucht. Dabei
werden zwei verschiedene Mechanismen der Regulation beschrieben, zum einen die Regulation in
Abhéangigkeit von dem Methyl-CpG-bindenden Protein 2 (MeCP2) und zum anderen von Dnmt1. Beide
Enzyme werden wahrend der HSZ-Aktivierung verstarkt exprimiert (Bian et al., 2014; Yang et al., 2013).

So wird die Expression des Ras-Inhibitors RasGAP-activating like protein 1 (Rasall) wahrend der HSZ-

11



Einleitung

Aktivierung in Abhangigkeit von MeCP2 inhibiert. Dieser Prozess ist durch den Einsatz von 5-azaC
reversibel, sodass von einer Regulation Uber Hypermethylierung im Bereich des Rasall-Gens
auszugehen ist (Tao et al., 2011). Durch denselben Mechanismus wird auch die Expression von protein
patched homolog 1 (PTCH1) negativ reguliert, der PTCH1-Rezeptor ist als Komponente des Hedgehog-
Signalwegs an der Regulation von Zellproliferation und —differenzierung beteiligt (Yang et al., 2013).
Des Weiteren wird der negative Regulator der HSZ-Aktivierung der phospatidylinositol 3,4,5-
trisphosphate 3-phosphatase and dual specifity protein phosphatase PTEN (iber DNA-Methylierung
reguliert. Wahrend des Aktivierungsprozesses wird PTEN Dnmtl-abhdngig im Promoter
hypermethyliert, auch dieser Prozess ist durch die Behandlung mit 5-azaC umkehrbar (Bian et al.,
2012). Eine vergleichbare Promoter-Hypermethylierung und Reduktion der Expression konnte auch fiir
einen Inhibitor des TGFB-Signalwegs, mothers against decapentaplegic homolog 7 (Smad7) gezeigt
werden (Bian et al., 2014). Der TGFB-Signalweg spielt wahrend der HSZ-Aktivierung eine wichtige Rolle.
Des Weiteren sind auch die wahrend der HSZ-Aktivierung differentiell exprimierten Gene CD133,
neurogenic locus notch homolog protein 1 und 3 (Notchl und Notch3) liber Promotermethylierung
reguliert (Reister et al., 2011). In einer weiteren Studie wurden die Promotermethylierungen in
ruhenden und aktivierten humanen HSZ untersucht (El Taghdouini et al., 2015). Dabei wurde eine
starke Dynamik dieser Modifikation zwischen den beiden Zustanden sowie eine negative Korrelation
zwischen Promotermethylierung und Genexpression beobachtet. AuRerdem zeigen die Promotoren
der betroffenen Gene auch entsprechende Histonmodifikationen, die aktive bzw. inaktive Promotoren

markieren.

Neben der DNA-Methylierung sind auch Histonmodifikationen an der Regulation der HSZ-Aktivierung
beteiligt. Wahrend des Aktivierungsprozesses lasst sich eine Zunahme an aktivierenden
Histonmodifikationen wie z.B. eine Dreifachmethylierung von Lysin 4 des Histon H3 (H3K4me3)
beobachten (Perugorria et al., 2012). Die Inhibition von Histondeacetylasen durch z.B. Trichostatin A
verhindert eine Aktivierung der HSZ (Niki et al., 1999). Ein verbindendes Glied zwischen der DNA-
Methylierung und der Histonmodifikation scheint das Protein MeCP2 zu sein. MeCP2 bindet zum einen
wie oben beschrieben an methylierte DNA und vermittelt dort zumeist die Repression der
Transkription, zum anderen kann MeCP2 allerdings auch die Modifizierung von Histonen bedingen. In
einem Leberfibrose-Modell konnte beispielsweise gezeigt werden, dass MeCP2 wahrend der HSZ-
Aktivierung an den Promoter des peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARy)-Gens
bindet und dort die Methylierung von H3K9 vermittelt, dies fihrt zur Ausbildung von transkriptionell
inaktivem Heterochromatin und zu einer verminderten Expression von PPARy, einem Rezeptor der die
HSZ-Aktivierung unterdriickt (Mann et al., 2010). MeCP2 konnte auBerdem als positiver Regulator der

Histonmethyltransferase Achaete-scute homolog 1 (Ash1) identifiziert werden. Ash1 wird wahrend der
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HSZ-Aktivierung verstdrkt exprimiert und ist fir das vermehrte Auftreten der aktivierenden

Histonmodifikation H3K4me3 verantwortlich (Perugorria et al., 2012).

Nicht-kodierende RNAs komplettieren die epigenetischen Kontrollmechanismen der HSZ-Aktivierung.
In einer globalen Analyse wurden die wahrend der HSZ-Aktivierung differentiell exprimierten
microRNAs (miRNA) untersucht. Wahrend des Aktivierungsprozesses werden 47 miRNAs in ihrer
Expression reduziert, wahrend der GroRteil der identifizierten kleinen RNA-Molekile, 212 miRNAs
verstarkt exprimiert werden (Coll et al., 2015). Im ruhenden Zustand ist eine kleine Zahl an miRNAs,
wie z.B. die miRNA 192 fiir die negative Regulation vieler Zielgene verantwortlich, diese Zielgene sind

assoziiert mit Prozessen, die wahrend der Aktivierung wichtig sind.

1.7 Fragestellung und Zielsetzung

Dynamische epigenetische Modifikationen sind wichtige Faktoren zur Regulation der Genexpression.
DNA-Methylierung und —Demethylierung sind als wichtige epigenetische Modifikation an der
Steuerung vieler essenzieller Mechanismen wie Embryogenese, X-Inaktivierung, Imprinting aber auch
Karzinogenese beteiligt. Obwohl HSZ mit ihrer charakteristischen Morphologie schon lange bekannt
sind, ist die Funktion dieses Zelltyps weitestgehend ungeklart. Die Identifikation der HSZ als
mesenchymale Stammzelle der Leber liefert einen neuen Ansatz, die Aufgaben und Wichtigkeit der
HSZ aufzuklaren. In der vorliegenden Arbeit sollte die Frage geklart werden, welche Rolle die DNA-

Methylierung im Prozess der HSZ-Aktivierung spielt.

Da bereits bekannt ist, dass Verdnderungen der DNA-Methylierung in der Regulation der HSZ-
Aktivierung eine wichtige Rolle spielen, dies aber bisher nur an einzelnen Genen festgemacht bzw. nur
die Promotermethylierung beriicksichtigt wurde, erfolgte in dieser Arbeit eine Untersuchung der DNA-
Methylierung wahrend der HSZ-Aktivierung in einem generellen Ansatz. Daflir wurde die Dynamik der
DNA-Methylierung wahrend dieses Prozesses auf globaler, genomweiter und genspezifischer Ebene
untersucht. Da die DNA-Methylierung nachweislich einen Einfluss auf die Genexpression hat, wurden
parallel dazu Veranderungen der Expression wahrend der HSZ-Aktivierung bestimmt und analysiert.
Signaltransduktionswege, die (iber diese Methoden als wichtig fir den Aktivierungsprozess
identifiziert wurden, wurden in Hinblick auf Interaktionspartner und Regulationsmechanismen
untersucht. Des Weiteren wurde die Regulation der HSZ-Aktivierung durch DNA-Methylierung genauer
charakterisiert und der Prozess der DNA-Demethylierung untersucht. Die Erforschung der
epigenetischen Regulation sollte zum einen ein detaillierteres Bild des HSZ-Aktivierungsprozesses
liefern. Zum zweiten kdnnen HSZ in vitro relativ leicht aktiviert werden und sind somit ein gutes Modell
zur Erforschung adulter Stammzellen. Die so gewonnenen Erkenntnisse kdnnen, tber den wichtigen

Bereich der Leberfibrose hinaus, Ansatze fiir neue medizinische Interventionen liefern. Das Wissen
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Uber Faktoren die fiir Aktivierung und Differenzierung benétigt werden und epigenetische
Modifikationen, die wahrend dieser kritischen Prozesse auftreten, kénnten es ermdoglichen, in diese
Prozesse einzugreifen, um beispielsweise Uber eine zielgerichtete Differenzierung die Regeneration

der Leber oder anderer Organe zu férdern.
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2 Materialien

In Kapitel 2 werden alle Materialien aufgefiihrt, die fir die vorliegende Arbeit verwendet wurden. Die

Auflistung erfolgt in Tabellenform

ist in folgende Kategorien gegliedert: Gerate,

Verbrauchsmaterialien, Chemikalien, Komplettsysteme, Puffer, DNA- und RNA-Oligonukleotide,

Primar- und Sekundarantikérper und Software.

Tabelle 1: Liste aller verwendeter Gerite.

Gerat

Hersteller

Analysewaage ABJ 1204NM

Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommern,
Deutschland

Brutschrank Heracell 150i

Thermo-Fisher Scientific, Waltham, USA

Einkanalpipetten (10 pl, 100 pul, 200 pl,
1000 pl)

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
VWR International, Radnor, USA

Elektronische Pipettierhilfe accujet pro

Brand GmbH + CO KG, Wertheim, Deutschland

ELISA-Plattenreader

Dynatech, Riickersdorf, Deutschland

Geldokumentationssysteme
Gelstick Touch

ChemiDoc

Intas Science Imaging Instruments GmbH, Gottingen,
Deutschland
BioRad Laboratories, Minchen, Deutschland

Gelkammern SDS-Gele

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland

Mikroskop IX50

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland

Power Source 300V
Power Pak 300

Photometer Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Schittler Kottermann GmbH & Co.KG, Uetze, Deutschland
Spannungsgerate

VWR International, Radnor, USA
BioRad Laboratories, Minchen, Deutschland

Mastercycler Personal

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

TOptical Thermocycler

Biometra GmbH, Goéttingen, Deutschland

Western Blot Transferkammern Hoefer
TE77

GE Healthcare, Chalfont St Giles, United Kingdom

Wide Mini-Sub Cell GT
Elektrophoresekammer

BioRad Laboratories, Miinchen, Deutschland

Zentrifugen
Eppendorf centrifuge 5415R
Rotina 380R

Plattenzentrifuge

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Andreas Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen,
Deutschland

StarLab International GmbH, Hamburg, Deutschland
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Tabelle 2: Liste aller verwendeter Verbrauchsmaterialien.

Produkt

Hersteller

Deckglaser

VWR International, Radnor, USA

Einweg-Plastikpipetten Stripetten

Corning Incorporated, Corning, USA

Glas-Pasteurpipetten

Brand GmbH + CoKG, Wertheim,
Deutschland

Klvetten UVette routine pack

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Multi-well-Platten (12-well, 96-well)

Greiner BioOne International GmbH,
Kremsmiinster, Osterreich

Nitrozellulosemembran Amersham Protran
0,45 um

GE Healthcare, Chalfont St Giles, United
Kingdom

Papiertiicher

Tapira GVS eG, Heidenheim, Deutschland

PCR-Platten FrameStar96

4titude limited, Wotton, United Kingdom

PCR-Platten Versiegelungsfolien

4titude limited, Wotton, United Kingdom

Pipettenspitzen (10 pl, 100 ul, 1000 pl, +/- Filter)

StarLab International GmbH, Hamburg,
Deutschland

ReaktionsgefaRe (0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml, 5 ml)

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Sarstedt AG & CO, Nimbrecht, Deutschland

Zellkulturschalen (6 cm, 10 cm)

Corning Incorporated, Corning, USA

Zellschaber

Corning Incorporated, Corning, USA

Zentrifugenrdhrchen

Corning Incorporated, Corning, USA

Tabelle 3: Liste aller verwendeter Chemikalien.

Chemikalie Hersteller

Acrylamid Applichem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf,

Agarose

Deutschland

Ammoniumpersulfat (APS)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Antibiotic-Antimycotic

Thermo-Fisher Scientific, Waltham, USA

B-Glycerolphosphat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

B-Mercaptoethanol

Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

Bovines Serumalbumin (BSA)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

DAPI Fluoromount-G

SouthernBiotech, Birmingham, USA

DMEM- high glucose (4500 mg/| Glukose)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland
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Chemikalie

Hersteller

DNA-Ladepuffer (6x)

Thermo-Fisher Scientific, Waltham, USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

EDTA Deutschland
EGTA Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Ethanol

Deutschland

Ethidiumbromid

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Fetales Kalberserum (FCS)

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

Glyzin

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Ketavet (Ketaminhydrochlorid)

Zoetis Deutschland GmbH, Berlin,
Deutschland

Roche Applied Science, Penzberg,

Kollagenase Deutschland
. . Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
L-Mimosin
Deutschland
Methanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,

Deutschland

Milchpulver, fettarm

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Natriumazid

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Natriumchlorid

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Natriumfluorid

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Natriumpyrophosphat

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Natrium-Vanadat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Nycodenz

Nycomed Pharma, Oslo, Norwegen

PBS

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

ProLong Gold antifade mountant with DAPI

Thermo-Fisher Scientific, Waltham, USA

Pronase Protease, Streptomyces griseus

Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

Protein Assay Dye Reagent Concentrate

BioRad Laboratories, Miinchen, Deutschland

Proteaseinhibitor

Roche Applied Science, Penzberg,
Deutschland
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Chemikalie

Hersteller

Proteinladepuffer Lane Marker Reducing Sample
Buffer

Thermo-Fisher Scientific, Waltham, USA

Rompun 2% (Xylazin)

Bayer Vital GmbH, Leverkusen Deutschland

Rotifree Stripping-Puffer 2.0

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Roti-Histofix 4%

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Rotiphorese 10x TBE Puffer

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Salzsdure rauchend 37%

Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

SD5 Deutschland

TEMED Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

. Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Tris
Deutschland

Triton X-100 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Tween20 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,

Deutschland

Western Blot HRP Substrat
Advansta WesternBright ECL HRP Substrate
Quantum, Sirius

Advansta Inc, Menlo Park, USA

Tabelle 4: Liste aller verwendeter kommerzieller Komplettsysteme und Restriktionsenzyme

System

Hersteller

Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric)

Roche Applied Science, Penzberg,
Deutschland

DNeasy Blood & Tissue Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

Epitect Bisulfite Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

Hhal (10U/ul)

Thermo-Fisher Scientific, Waltham, USA

Hpall (10U/pl)

Thermo-Fisher Scientific, Waltham, USA

Maxima Hot Start PCR Master Mix (2x)

Thermo-Fisher Scientific, Waltham, USA

Maxima SYBR Green/Rox gPCR Master Mix (2x)

Thermo-Fisher Scientific, Waltham, USA

MethylFlash Methylated DNA 5mC Quantification Kit
(colorimetric)

Epigentek Group Inc., Farmindale, USA

RevertAid First Strand cDNA synthesis Kit

Thermo-Fisher Scientific, Waltham, USA

Rneasy Mini Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

Wizard SV Gel and PCR Clean up System

Promega GmbH, Mannheim, Deutschland
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System

Hersteller

ZR-Duet DNA/RNA Miniprep

Zymo Research Group, Irvine, USA

Tabelle 5: Liste aller verwendeter Puffer.

Puffer Zusammensetzung
5 g/l SDS
Elektrophoresepuffer 15,1 g/l Tris
95 g/l Glyzin

PBST

PBS + 0,05 % Tween20

Protein-Lysepuffer

20mM TrispH 7,4

140 mM Natriumchlorid

10 mM Natriumfluorid

10 mM Natriumpyrophosphat
1% Triton X-100

1 mM EDTA

1 mM EGTA

1 mM Natrium-Vanadat

20 mM B-Glycerolphosphat

20 Tabletten/| Proteaseinhibitor

Sammelgel

je 5ml:

800 pl Acrylamid (30%)
630 ul Sammelgelpuffer
3,4 ml H,0

50 pl SDS (10%)

10 ul TEMED

100 pl APS (10%)

Sammelgelpuffer

1 M Tris/HCl pH 6,8

TBS-T

20mM TrispH 7,4
150 mM Natriumchlorid
0,1% Tween20

Transferpuffer

40 mM SDS
10 mM Glyzin
10 mM Tris
25% Methanol

Trenngel

je 10 ml:

4,17 ml Acrylamid (30%)
2,5 ml Trenngelpuffer
100 pl SDS (10%)

10 ul TEMED

200 ul APS

Trenngelpuffer

1,5 M Tris/HCl pH 8,8
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Tabelle 6 Auflistung aller wahrend der Arbeit verwendeter DNA-Oligonukleotide.

Gen

Primer forward (5’-3’)

Primer reverse (3’-5’)

ID

Primer fiir Bisulfitsequenzierungen

APC2

TTTGGGTGGTGGGTATAGAGATA

CTTCATTAAAAAATCCCCAAATCT

NC_005106.4
(12258468..122
80459)

Bmp4

GGTTTTTATTGAATAAATTTGATAAA
TATA

CCAACACTATAAAAAATTTCCATCA

NC_005114.4
(20776060..207
91013)

Cnr2

GGTTTGGAGTTTAATTTTATGAAGG

ACATAACACCAAAAACCACCAATA

NC_005104.4
(154242010..15
4268126)

Dtx4

GTGGGTTGTTATGGGTAAGTATATTT

TTTCTCTCCAAAAACCTAATCCTAC

NC_005100.4
(228729842..22
8759783)

KIf2

GGAATTGGTGGTAAAGTTATTTTTTT

ATCAACTTCAAAAACCCAAAAATC

NC_005115.4
(19223087..192
25037)

Lhx6

GATTAGGAAGTTAGGTGTTAGGGAA

CCAATCAATCAACTTAATAAAATTTAA

NC_005102.4
(15409349..154
33504)

Lyvel

TGGTTTGTTTTTTGAATGAAATTT

CAACACTACAACCTAATATTACTCCTC

NC_005100.4
(175663266..17
5676699)

miR126

GGGTGGAGGTTAGTATTATGTTGAG

AAAAAATTTCCTATCCCACAAAAAC

NC_005102.4
(4042488..4042
560)

Mmrn2

AAATTTGTTGGAAAGTTGAGGTTAG

CAACCACTCAAATCAATTCCTATATC

NC_005115.4
(10727552..107
49303)

Robo4

GGAGGTAAGGTTTTGGATTTTTTAT

CAACCTAACTCTACCTCACCCTAAAC

NC_005107.4
(39082693..390
93344

Sparcll

GGGTTTTTTAAGTTTGTTTGAA

TAACTACCCTTTTACATCCCTC

NC_005107.4
(39082693..390
93344

Sulf2

GAGGGGATGGGTAAATTTTAGT

CCAAAACCAAAAACCTCCTATA

NC_005102.4
(162791349..16
2872984,

Whnt5a

AAGGAGAAGTTTATTTTTTGGATTGT

ATTCTCCAATCTACACTTTCTCTAAACC

NC_005115.4
(4469451..4490
271)
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NC_005102.4
Wit1l TGAAAAGTTGGTTGATTTTTTAGTT | CAAAACCATCCTACAATAACCC (95133221..951

80574
Primer fiir Expressionsanalysen
APC2 GCCTGCTGGAAGAACTAGACC CGTGTCTACGTGTGGCAGTTC NM_001106769
B-Aktin | GCCCTAGACTTCGABCAAGA CAGTGAGGCCAGGATAGAGC NM_031144.3
Bmp4 ATCTTTACCGGCTCCAGTCT ARAGCAGAGCTCTCACTGGTC NM_012827.2
CD26 GTGCCTCTCATTGAATACTCC AGTTGAGCTGAGAGAGTCTGTA NM_012789_1
cnr2 GATCTCCTACCTACCGCTCAT TTCCAGAGGACATACCCATAG NM_001164143.3
Dtx4 TGTGTGTCTCACTCGTCCAC ACTTCCTCTGGGGTTTTACCT NM_001047855.1
Fral CCGAAGAAAGGAATTGACAG GTCTTCTTCTGGGATTTTGCAG NM_012953
KIf2 AGCCTATCTTGCCGTCCTTT GTCCCATGGACAGGATGAAGT NM_001007684.1
Lhx6 CCGTCTGCTGGCAAGAATATC AGCAGCTATTCTGCTGCCTCA NM_001107837.1
Lyvel CACGGAAGTTTACACAGAACC GCACCAAAGAAGAAGAGAGCC NM_001106286.1
miR126 | TGACAGCACATTATTACTTTTG TGACCACGCATTATTACTCA NR_031871.1
Mmrn2 | TCCAGGTTCTCCAACCCTAAT CTGTTTTGCAGGCAGCTACA XM_003751550.4
Notchl | ACAGTGGGGTATGCAAGGAG ATTGGTGTTCTGGCAAGAGG NM_001105721.1
Notch2 | CACCTTGAAGCTGCAGACATC GAGAGAAGCCAGCATCAGTGG NM_024358.2
Notch3 | CTACCTTGGCTCTGCTGARAA AGCCTGTCCAAGTGATCTGTG NM_020087.2
Notch4 | ATCAACACCCCTGGCTCCTT CACTTCACAGAGCCTCCCTTC NM_001002827.1
Robo4 CCTATATGTGTATGGCCACCAA TTTTACAGGTTCTGGGTTCAGC NM_181375.1
Rps6 GGAAGCGCAAGTCTGTCCGA AGGTCCCAACCGACGAGGCA NM_017160.1
Sparcll | CCTCAAATACGGAGAGGAGAC GTCCCCTTTTACACTGGAAGT NM_012946.1
Sulf2 AAGAACCTTCGAGAAGTCAGG TTGTCTTTCTCCTGCAGACC NM_001034927.1
Vegf-d | CAACCATACGGGTTGTAAGTG GTTATCCCACAGCATGTCAAC XM_006256863.3
Wnt5a | GCAGCACAGTGGACAACACT GGCTCATGGCATTTACCACT NM_022631.2
Wt1 CATTCCTTCAAACACGAGGAC AGCTGGGAGGTCATCTGGTA NM_031534.2
Primer fir gAMP

NC_005111.4
Actb (1) | GTGATAAATGGCCTTGGAGTG TGAGTGAGACATGCAAAGAGG (13715843..1371

8813)
Actb (2) | CCAACTTTACCTTGGCCACT CCCTAGGCGGAAAGTTAAGC s.0.
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Ervl CCAACATTCCTTTACCCTCT TGATGGAACAGGATAGGAGA LTR3_Rn

Erv2 CCAGACCTCCTAGATAGTGAA GCCCACCACCTTCCTCTAAT LTR2_Rn

Erv3 CCATTGTTCATACCAAGCTG GGTCACAAGCCTTGCCTATTT LTR9_RN

Ervbl TCGCTGAGCCTTTTTAGCCT CCGACCCAATCAAGGGCATA ERVB1_1-LTR_RN
Ervb2 CCGTGCCTACAGCAGAGATA AGTCCAGGTGCACATCTTCTT ERVB2_2-LTR_RN
ID TGGCAGCAAGAGCTAACGTTC CTTCGGAGCTGAGGACCGAA ID_Rn1

1"1';“51 CACTCCTGACACACAGGCTTA CGATGATGCCATGTAGTCTTG L1_RN

a’;‘E 1 CCACCCAATTAGACAAGATGG TCTCAGTTCAGTGGTTTGCTG 5-0:

SRV ATCCAGGAGCGTCACTTATG ATAATCAACACCTGCCTCTGC SRV_RN_|

Tabelle 7: Liste aller verwendeter Primar- und Sekundarantikérper.

Antikorper Wirt Anwendung Hersteller
Primarantikérper
Dtx4 (pAB)
Kaninchen WB: 1:1000 in 5% BSA Proteintech, Rosemont, USA
(25222-1-AP)
Gadd45a (mAB) Santa Cruz Biotechnology
Kaninchen WAB: 1:1000 in 5% BSA
(sc-797) Inc,. Dallas, USA
MBD3 (mAB) Abcam, Cambridge, United
Maus WAB: 1:1000 in 5% Milch
(ab115692) Kingdom
Notch1 (C-20) (pAB) Santa Cruz Biotechnology
Kaninchen WAB: 1:1000 in 5% Milch
(sc-6014-R) Inc., Dallas, USA
Notch3 (pAB)
Kaninchen WB: 1:1000 in 5% Milch | Proteintech, Rosemont, USA
(55114-1-AP)
Phospho-Histone
Cell Signaling Technology
H2A.X (Ser139) 20E3 Kaninchen WB: 1:1000 in 5% BSA
Inc,. Danvers, USA
(mAB) (9718)
Refl (C-4) Santa Cruz Biotechnology
Maus WAB: 1:2500 in 5% Milch
(mAB) (sc-17774) Inc., Dallas, USA
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Tdg (mAB) Santa Cruz Biotechnology
Maus WB: 1:1000 in 5% BSA

(sc-376652) Inc., Dallas, USA

Tet3 (mAB) Biomol GmbH, Hamburg,
Maus WB: 1:4000 in 5% Milch

(AC-M1092-3) Deutschland

Wtl (mAB)
Maus WB: 1:1000 in 5% Milch | Millipore, Temecula, USA

(05-753)

5-Methylcytidine 33D3
IF: 1:100 verdiinnt in Santa Cruz Biotechnology
(mAB) Maus
PBST/1% BSA Inc., Dallas, USA
(sc-56615)

Sekundarantikorper

Anti-Maus IgG, Cy3- IF: 1:500 verdiinnt in
Ziege Millipore, Temecula, USA
konjugiert (AP124C) PBST/1% BSA

WB: 1:10.000 verdinnt
Anti-Maus IgG, HRP-

Esel in 5% Milch oder 5% Millipore, Temecula, USA
konjugiert (AP192P)
BSA
Anti-Kaninchen IgG, WB: 1:10.000 verdiinnt
HRP-konjugiert Esel in 5% Milch oder 5% Millipore, Temecula, USA
(AP182P) BSA

Tabelle 8: Liste aller verwendeter Softwareprogramme

AlphaView SA Proteinsimple, San Jose, USA
Hall, T.A. 1999. BioEdit: a user-friendly biological

BioEdit 7.2.5 sequence alignment editor and analysis program
for Windows 95/98/NT. Nucl. Acids. Symp. Ser.
41:95-98.

CellAF Olympus Soft Imaging Solutions GmbH, Mnster,

Deutschland

Corel Draw Home and Student X8 Corel, Miinchen, Deutschland
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EndNote X7 Thomson Reuters, New York, USA
Expression Console Software Affymetrix, Santa Clara, USA

Chromas Lite 2.1.1 Technelysium, South Brisbane, Australia
Image Lab 5.2.1 BioRad Laboratories, Miinchen, Deutschland

Microsoft Office Access, Excel, PowerPoint, | Microsoft Corporation, Redmont, USA
Word 2010

gPCR Soft 3.1 Analytik Jena AG, Jena, Deutschland

Transcriptome Analysis Console Software Affymetrix, Santa Clara, USA
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3 Methoden

3.1 Isolation und Kultur der Hepatischen Sternzellen

Die Isolation der HSZ aus der Rattenleber erfolgte im Wesentlichen nach der Methode von Hendriks
und Mitarbeitern (Hendriks et al., 1985). Verwendet wurden adulte Wistar-Ratten mit einem Gewicht
von Uber 500 g. Nach Betdubung der Tiere mit Ketamin/Xylazin wurde die Leber zundchst mit
physiologischer Salzlésung lber die Pfortader perfundiert, dann entnommen und mit 0,35% Pronase
sowie 0,028% Kollagenase durchspilt, um einen Verdau der extrazellularen Matrix und eine
Vereinzelung der Zellen zu erreichen. Uber Zentrifugation bei geringer Zentrifugalkraft (50 x g) wurden
im Anschluss die Parenchymzellen entfernt. Die Isolation der HSZ erfolgte liber eine Nycodenz-
Dichtezentrifugation (28% Nycodenz). Aufgrund ihres hohen Lipidgehalts reicherten sich die HSZ in
einer Schicht im Dichtegradienten an. Die Isolationen der HSZ fiir die vorliegende Arbeit wurden von
Claudia Rupprecht durchgefihrt. Fiir die Gewinnung der primadren HSZ aus Wistar-Ratten lagen
Genehmigungen des Landesamts fiir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz, Recklinghausen,
Deutschland unter folgenden Referenznummern vor: 84-02.04.2012A214 sowie 84-02.04-2012A344.

Im Anschluss wurden die HSZ auf Zellkulturschalen (3x10° Zellen pro 10 cm-Schale) in Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) bei 37°C, 5% CO,, 21% O, sowie sattigender Luftfeuchtigkeit
kultiviert. Das Kulturmedium enthielt zusatzlich 10% FCS, sowie 1% einer gebrauchsfertigen
Antibiotikum/Antimykotikum-L&sung (Arbeitskonzentrationen: 100 Units/ml Penicillin, 100 Units/ml
Streptomycin, 0,25 pg/ml Fungizone® Antimycotic) und wird im Folgenden als DMEM** bezeichnet. Die
HSZ adhdrierten innerhalb von vier Stunden nach Aussaat auf dem Plastikuntergrund. Nach dieser Zeit
wurde ein erster Medienwechsel durchgefiihrt, um tote Zellen und nicht adharierte Fremdzellen zu
entfernen. Weitere Medienwechsel erfolgten in einem Abstand von 2-3 Tagen. Die Reinheit der HSZ
wurde am Mikroskop anhand der Morphologie sowie der Eigenfluoreszenz der Retinoide bei etwa 350

nm beurteilt.

Zur Diskriminierung zwischen einem passiven oder aktiven DNA-Demethylierungsmechanismus
wurden die HSZ in Kultur mit L-Mimosin behandelt. Die nicht proteinogene Aminosaure L-Mimosin
hemmt den Zellzyklus am Ubergang der G1-Phase in die S-Phase (Watson et al., 1991). Der
Zellzyklusstopp wurde durch Zugabe von 1 mmol/l L-Mimosin in das Kulturmedium an den Tagen 0-4
der HSZ-Kultur eingeleitet und erhalten. Kontrollzellen erhielten eine dquivalente Menge an PBS, da
das verwendete L-Mimosin in PBS geldst war. Die Inhibition der DNA-Replikation wurde lber einen
Bromdesoxyuridin (BrdU)-Assay kontrolliert. Eine genaue Beschreibung dieser Methode erfolgt in

Kapitel 3.6

25



Methoden

3.2 Untersuchung der DNA-Methylierung

Zur Bestimmung der DNA-Methylierung in HSZ wurden die Zellen nach 4 Stunden (frisch isoliert,
ruhend), einem Tag (ruhend), 3 Tagen (frih aktiviert) und 7 Tagen (aktiviert) nach mehrmaligem
Waschen mit PBS lysiert und die DNA mithilfe des DNeasy® Blood and Tissue Kits aufgereinigt. Die

Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte photometrisch.

3.2.1 Globale DNA-Methylierung

Die globale DNA-Methylierung gibt die Menge der in einer Probe vorhandener 5-Methylcytosine nach
Markierung mit einem 5mC-spezifischen Antikorper an. Bei dieser Methode wird die Lage der DNA-
Modifikation im Genom nicht beriicksichtigt. Die Bestimmung der globalen DNA-Methylierung erfolgte
mit dem Kit MethylFlash Methylated DNA 5mC Quantification Kit, das auf einem ELISA (enzyme-linked
immunosorbant assay) beruht. Dabei wurden je Messung 100 ng DNA eingesetzt, jede Messung
erfolgte im dreifachen technischen Replikat und in mindestens drei biologischen Replikaten. Das
Experiment wurde nach der Gebrauchsanweisung des Herstellers durchgefiihrt. Prinzipiell wurde bei
dieser Methode die DNA an einem Plastikuntergrund immobilisiert und methylierte Cytosine mit
einem 5mC-spezifischen Antikorper markiert. Mittels eines zweiten HRP-markierten Antikorpers, der
spezifisch flr den zuvor gebundenen Primarantikorper war und einer Substratldsung wurde eine bei
450 nm messbare Farbentwicklung detektiert, die proportional zum Gehalt an methylierter DNA war.
Die Absorptionswerte flr frisch isolierte HSZ wurden als Referenz mit 100% DNA-Methylierung

festgelegt und die Gbrigen Zeitpunkte in Relation zu dieser Referenz gesetzt.

3.2.2 Genomweite DNA-Methylierung

Im Gegensatz zur globalen DNA-Methylierung kann bei der Bestimmung der genomweiten DNA-
Methylierung die Lokalisation der Modifikation im Genom durch Sequenzierung in basengenauer
Auflosung bestimmt werden. Die Bestimmung der genomweiten DNA-Methylierung erfolgte als
Auftragsarbeit durch ZymoResearch. Der Methyl-MiniSeq®-Service zur Detektion der genomweiten
DNA-Methylierung beruhte auf einer Bisulfitbehandlung fragmentierter genomischer DNA-Proben.
Bisulfit kann genutzt werden, um methylierte und unmethylierte Cytosine voneinander zu
unterscheiden, da Bisulfit in einzelstrangiger DNA zur Deaminierung von Cytosin fiihrt (Shapiro et al.,
1973; Shapiro, 1970), wohingegen die Deaminierung von 5mC eine zu vernachlassigende Reaktivitat
aufweist (Wang et al., 1980). Dies fiihrt dazu, dass durch die Bisulfitbehandlung methyliertes Cytosin
als Cytosin erhalten bleibt, unmodifiziertes Cytosin allerdings zu einem Uracil deaminiert wird, sodass
eine nachfolgende Replikation mittels PCR zu einem Wechsel von einer Cytosin:Guanin-Basenpaarung
zu einer Adenin:Thymin-Basenpaarung fiihrt. Mit den Bisulfit-behandelten DNA-Fragmenten wird

dann im weiteren Verlauf eine Genombibliothek erstellt. Uber next generation sequencing (NGS) wird
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diese Bibliothek sequenziert und mit dem Rattengenom abgeglichen. Auf diese Weise kénnen die
vorliegenden methylierten Cytosine in ihren genomischen Regionen identifiziert werden. Diese
Methode wird auch als reduced representation bisulfite sequencing (RRBS) (Meissner et al., 2005)

bezeichnet.

Zur Analyse der genomweiten DNA-Methylierung wurde die DNA aus frisch isolierten (ruhenden) und
drei Tage kultivierten (frihe Aktivierung) HSZ gewonnen und zur Analyse eingeschickt. Die frisch
isolierten Zellen wurden anhand ihrer Vitamin A-Fluoreszenz mittels fluorescence assisted cell sorting
(FACS) sortiert, um die Reinheit der HSZ, vor allem ohne Kultur auf Plastik, zu gewahrleisten. Diese
FACS-Sortierung erfolgte als Auftragsarbeit durch die Core Flow Cytometry Facility des Institutes fiir
Transplantationsdiagnostik und Zelltherapeutika am Universitatsklinikum Dusseldorf. Der Methyl-
MiniSeq-Array wurde fir eine einzelne HSZ-Prapararation durchgefiihrt, die Auswertung der Daten
erfolgte mit Microsoft Excel. Dabei wurden lediglich die Daten berticksichtigt, die differentiell
methylierte Regionen (DMR) mit einer Verdnderung von mindestens 20% zwischen den beiden Proben
aufwiesen. Der gemessene Unterschied sollte zudem signifikant sein, das Signifikanzniveau wurde auf
0,05 festgelegt. Die so erfolgte einfache Bestimmung der genomweiten DNA-Methylierung wurde im
Anschluss fiir einzelne Gene Uber Bisulfit-Polymerase-Kettenreaktion (PCR) in mindestens drei

biologischen Replikaten verifiziert.

3.2.3 Genspezifische DNA-Methylierung

Die DNA-Methylierung einzelner Gene, die in der genomweiten DNA-Methylierungsanalyse eine
differentielle Methylierung zwischen frisch isoliertem und friih aktiviertem Zustand aufwiesen, wurde
mittels Bisulfit-Polymerasekettenreaktion (PCR) verifiziert. Zur Durchfiihrung wurde DNA aus frisch
isolierten sowie frih aktivierten HSZ mit Bisulfit behandelt, dazu wurde das Epitect® Bisulfite Kit
verwendet. Zur Bisulfitbehandlung wurden jeweils 500 ng DNA eingesetzt und die bisulfitmodifizierte
DNA in 40 ul Elutionspuffer eluiert. Das verwendete Temperaturprofil der Bisulfitbehandlung
entsprach den Herstellerangaben (5 min 95°C, 25 min 60°C, 5 min 95°C, 85 min 60°C, 5 min 95°C, 175
min 60°C). Die Bisulfit-PCR wurde mit genspezifischen Primern durchgefiihrt, die nur
bisulfitmodifizierte DNA amplifizierten. Die PCR erfolgte mit dem Maxima Hot Start PCR Master Mix.
Die Hot Start Taq Polymerase wurde aufgrund ihrer Spezifitdt gewahlt und sollte eine stabile
Amplifikation der Adenin- und Thymin-reichen DNA gewahrleisten. Fiir die im Anschluss an die PCR
geplante Sequenzierung wurden PCR-Ansatze mit einem Gesamtvolumen von 50 pl erstellt (Tabelle 9).
Das PCR-Programm beinhaltete zunachst 10 Minuten bei 95°C zur Aktivierung der Hot Start Taq
Polymerase und im Anschluss 45 Zyklen aus jeweils 20 Sekunden DNA-Denaturierung bei 95°C, 20

Sekunden Primerbindung bei primerspezifischer Temperatur (APC2: 50°C, Bmp4: 53°C, Cnr2: 54°C,
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Dtx4:58°C, KIf2: 53°C, Lhx6: 53°C, Lyvel: 53°C, miR126: 53°C, Mmrn2: 54°C, Robo4: 54°C, Sparcl1: 58°C,
Sulf2: 54°C, Wnt5a: 56°C, Wt1: 53°C) und 30 Sekunden Amplifikation bei 72°C.

Tabelle 9 Zusammensetzung des PCR Master Mixes

Substanz Volumen [pl]
Maxima Hot Start PCR Master Mix (2x) 25
Vorwartsprimer (10 uM) 3
Rickwartsprimer (10 uM) 3
Bisulfitmodifizierte DNA 2,5
H20 6,5

Jeweils 15 ul der Amplifikate wurden in einem 2% Agarosegel aufgetrennt und mittels Ethidiumbromid-
Farbung sichtbar gemacht, um die spezifische Amplifikation des gewilinschten Produkts zu liberprifen.
Die restlichen 35 ul der Amplifikate wurden mit dem Promega Wizard SV Gel and PCR Clean up Kit aus
den PCR-Ansatzen aufgereinigt und im Anschluss sequenziert. Die Sequenzierung erfolgte als
Auftragsarbeit am Biologisch-Medizinischen Forschungszentrum (BMFZ) der Heinrich-Heine-
Universitat Disseldorf, dazu wurden die aufgereinigten PCR-Produkte zu einer Konzentration von 15
ng/ul verdinnt und gemeinsam mit den verwendeten Primern an das BMFZ versendet. Die
Auswertung der Sequenzierungsdaten erfolgte in Anlehnung an die Mquant-Methode (Leakey et al.,
2008). Dazu wurden die Sequenzierungswerte fir Thymin mittels BioEdit Sequence Alignment Editor
(Hall, 1999) bestimmt. Fir ein bestimmtes CpG wurde der Thymin-Sequenzierungswert des Cytosins
von dem mittleren Sequenzierungswert von zehn originalen Thyminen aus der umgebenden Sequenz
abgezogen. Dieser Wert wurde dann durch den mittleren Sequenzierungswert dividiert, um das

relative Methylierungslevel des Cytosins im CpG zu erhalten.

3.2.4 Bestimmung der DNA-Methylierung in repetitiven Elementen

Zur Untersuchung des DNA-Methylierungsstatus in repetitiven DNA-Elementen wurde die Methode
gAMP (quantitative Analyse der DNA-Methylierung mittels real-time PCR) angewendet (Oakes et al.,
2009). Da repetitive DNA-Elemente in grofer Anzahl im Genom vorhanden sind und durch
Konsensussequenzen gekennzeichnet sind, konnen sie mit dieser Methode gut im Ganzen untersucht
werden. Die gAMP-Methode beruht auf dem Einsatz von methylierungssensitiven
Restriktionsenzymen, welche die DNA an ihrer Erkennungssequenz nur dann schneiden, wenn diese
nicht methyliert vorliegt. In einer anschlieRenden quantitativen PCR (qPCR) mit Primern, welche die
Restriktionsschnittstelle flankieren, kann dann untersucht werden, ob die Restriktionsenzyme
geschnitten haben (CpG ist unmethyliert) oder nicht (CpG ist methyliert). Die Beschreibung der
Methode gPCR ist unter 3.3.3 zu finden. Zur Bestimmung der DNA-Methylierung in repetitiven

Elementen wurde DNA aus null Tage alten (frisch isolierten) und drei Tage kultivierten (frih aktivierten)
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HSZ verwendet. Die frisch isolierten HSZ wurden zur Erzielung einer héheren Reinheit mittels FACS
sortiert. Die DNA wurde nach Aufreinigung mittels der Restriktionsenzyme Hhal oder Hpall verdaut.
Hhal schneidet in der Sequenz GCGC, Hpall in der Sequenz CGGG und beide Enzyme schneiden nur,
wenn die DNA unmethyliert vorliegt. Die Restriktion erfolgte mit 300 ng genomischer DNA und 1 pl
des entsprechenden Restriktionsenzyms im jeweils empfohlenen Restriktionspuffer fiir 1 Stunde bei
37°C. Die Primer fir verschiedene repetitive Elemente wurden anhand der Konsensussequenzen aus
der Datenbank RepBase (www.girinst.org/repbase/) entworfen und so gewahlt, dass die Amplifikate
mindestens eine der oben genannten Restriktionsschnittstellen enthielten. In jedem gPCR-Ansatz
wurden 2,5 ng verdaute DNA und 0,6 uM der entsprechenden Primer eingesetzt. Die Reaktion erfolgte
in 1x Maxima SYBR Green pPCR Mastermix. Das PCR-Programm umfasste eine einmalige Aktivierung
der Hot-Start-Tag-Polymerase bei 95°C fiir 10 Minuten. Im Anschluss folgten 40 Zyklen mit jeweils 20
Sekunden Denaturierung bei 95°C, 20 Sekunden Primerannealing bei 56°C und 30 Sekunden Elongation
bei 72°C. Die Spezifitdt des Produkts wurde Uber die Auswertung einer sich anschlieBenden
Schmelzkurve bestimmt. Die Auswertung der PCR erfolgte nach der 22:“-Methode (Livak &
Schmittgen, 2001), die in Absatz 3.3.3 genauer beschrieben ist. Dabei wurden die Ct-Werte fiir ein
repetitives Element auf die Ct-Werte eines Gens, welches keine Hhal bzw. Hpall-Schnittstelle enthalt
(in diesem Fall Actin b), normalisiert. Als Referenz wurde dann der Ct-Wert in einem Ansatz ohne
Restriktionsenzym verwendet. Der DNA-Methylierungsgrad in frisch isolierten HSZ wurde auf 100%

gesetzt und der Wert an Tag 3 in Relation dazu ausgewertet.

3.3 Untersuchung der Genexpression
3.3.1 Gen-Expressionsarray

Um einen umfassenden Uberblick iiber die Genexpressionsverdnderungen wihrend der HSZ-
Aktivierung zu bekommen, wurde ein Genexpressionsarray durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden
die HSZ aus drei Wistar-Ratten isoliert, wie unter 3.1 beschrieben kultiviert und nach 4 Stunden, einem
Tag, drei Tagen und sieben Tagen geerntet. Die RNA-Aufreinigung erfolgte mit dem RNeasy® Mini Kit
nach Herstellerangaben. Die Durchfiihrung des Arrays wurde von der Genomic Core Facility des
European Molecular Biology Laboratory (EMBL) bernommen und die Ergebnisse in Form von CEL-
Dateien (Affymetrix Probe Result File) zur Verfligung gestellt. Die CEL-Dateien enthielten jeweils die
Fluoreszenzintensitdten aller Sonden eines Microarray-Chips. Diese Dateien sind in der Datenbank
ArrayExpress  (http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress) unter der Zugangsnummer E-MTAB-5404
hinterlegt. Der verwendete Genchip war der Affymetrix Genechip Rat Gene 2.0 ST. Zur
Qualitatsanalyse und zur Auswertung der Ergebnisse wurden die von Affymetrix zur Verfligung
gestellten Programme Expression Console™ Software, Version 1.4.1 sowie Affymetrix Transcriptome

Analysis® Software, Version 3.0 verwendet. Expression Console™ wurde zum einen verwendet, um die
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CEL-Dateien in CHP-Dateien umzuwandeln, diese enthielten dann die nomalisierten Intensitatswerte
der Arrays. Die Normalisierung erfolgte anhand von Array-internen Kontrollen. Des Weiteren wurden
mit dieser Software die Qualitdat der durchgefihrten Arrays bewertet. Dazu wurden die
Hybridisierungskontrollen und die Verteilung der Signalintensitdten der einzelnen Arrays visualisiert
sowie eine Korrelationsanalyse durchgefiihrt. Die in Expression Console™ erstellten CHP-Dateien
wurden im Anschluss in Transcriptome Analysis® geoffnet. Diese Software ermoglichte die
Visualisierung der normalisierten Arraydaten in einer Heatmap, auRerdem war hier eine Darstellung
der Arrayergebnisse fiir einzelne Gene in Tabellenform mdglich, dabei wurde jeweils der Mittelwert
der drei biologischen Replikate dargestellt. Die Tabelle stellte die normalisierten Signalintensitaten
sowie die Veranderung in der Genexpression zwischen zwei Beobachtungszeitrdumen und die
Signifikanz der Verdnderung nach Durchfiihrung einer gepaarten Varianzanalyse (ANOVA) dar. Diese
Tabelle wurde zur Auswahl von Kandidatengenen genutzt, Gene mit einer mindestens zweifachen und
signifikanten Zunahme bzw. Abnahme der Expression wurden im Folgenden weiter untersucht. Das

Signifikanzniveau wurde auf 0,05 festgelegt.

3.3.2 RNA-Qualitatsanalyse

Die Qualitat der fur die Genexpressionsarrays eingesetzte RNA wurde durch mehrere Methoden
Uberprift. Zunachst wurde die RNA im Agarosegel auf Degradation und Verunreinigung mit
genomischer DNA untersucht. Dazu wurden aus jeder Probe 250 ng RNA mit 6x DNA-Ladepuffer
versetzt und zur Denaturierung eine Minute auf 70°C erhitzt. Im Anschluss wurden die Proben in einem
1% Agarosegel 20 Minuten lang in einem elektrischen Feld bei 150 V der GroRe nach aufgetrennt. Das
Gel wurde 15 Minuten in einer Ethidiumbromidlosung gefarbt und das Signal nach 10 Minuten
Entfarben im Wasserbad, mit dem UV-Detektionsgerat Gelstick Touch sichtbar gemacht und
dokumentiert. Eine weitere Qualitatskontrolle umfasste die Umschreibung der RNA in komplementare
DNA (cDNA) und die Amplifikation von CD26 und B-Aktin in einer PCR. Die cDNA-Synthese ist in Kapitel
3.3.3 beschrieben. Das angewendete PCR-Programm umfasste mehrere Zyklen 20 Sekunden
Denaturierung (95°C), 20 Sekunden Primer-Annealing (58°C) und 30 Sekunden Elongation (72°C). Die
Amplifikate wurden im Anschluss mit DNA-Ladepuffer versehen und im 2% Agarosegel aufgetrennt.

Die Detektion erfolgte wie sie in diesem Kapitel (3.3.2) bereits fir das RNA-Gel beschrieben wurde.

3.3.3 Quantitative PCR (qPCR)

Die Ergebnisse aus den Gen-Expressionsarrays wurden fiir einzelne Gene mittels quantitativer PCR
(qPCR) verifiziert. Diese Methode beruht auf der fluorimetrischen Quantifizierung der Amplifikat-
Menge nach jedem PCR-Zyklus. Fiir diese Experimente wurde RNA aus 0 Tage alten (frisch isoliert) und

aus jeweils fiir einen (ruhend), drei (frih aktiviert) und sieben (spat aktiviert) Tage kultivierten HSZ
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verwendet. Je 400 ng RNA wurden mit dem Revert Aid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit in einem
20 ul Reaktionsansatz in cDNA umgeschrieben. Dazu wurde die entsprechende Menge an RNA
zunachst mit dem Oligo (dT)-Primer und dem Hexamerprimer gemischt und zur Denaturierung der RNA
5 Minuten bei 70°C inkubiert. Nach Kihlung der Proben auf Eis wurden der Reaktionspuffer, die
Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs), der RNase-Inhibitor und die reverse Transkriptase
hinzugegeben (Tabelle 10). Nach 5 Minuten bei 37°C fand die Umschreibung fiir eine Stunde bei 42°C

statt. Die Reaktion wurde durch die Inaktivierung der Enzyme bei 70°C fiir 10 Minuten beendet.

Tabelle 10 Zusammensetzung des Reaktionsansatzes zur Umschreibung von RNA in cDNA

Substanz Volumen [ul]

RNA (400 ng) Entsprechend der RNA-Konzentration
Oligo (dT)- Primer 1

Hexamerprimer 1

Reaktionspuffer 4
Desoxyribonukleosidtriphosohate 2

RiboLock RNase-Inhibitor 1

Reverse Transkriptase 1

H.0 Ad 20

Die Zusammensetzung des qPCR-Reaktionsansatzes ist in Tabelle 11 beschrieben.

Die Messung erfolgte am TOptical Cycler (Analytik Jena AG, Jena, Deutschland). Das PCR-Programm
umfasste eine zehnminiitige Aktivierung der Tag-Polymerase bei 95°C, gefolgt von 45 Zyklen aus 20
Sekunden Denaturierung (95°C), 20 Sekunden Primer-Annealing (58°C) und 30 Sekunden Elongation
(72°C), abschlieBend wurde eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt, um die Qualitat und Spezifitat
der Amplifikate zu beurteilen. Die Auswertung der Primardaten erfolgte iber die 2"*2“-Methode (Livak
& Schmittgen, 2001). Grundlage dieser Methode ist die Annahme einer exponentiellen Amplifikation
des Produkts. Fir jede Probe wird ein treshold cycle (Ct)-Wert bestimmt, dies ist der PCR-Zyklus, in
dem das Signal der Amplifikate einen festgesetzten Wert liberschreitet. Dieser wird normalisiert auf

den Ct-Wert eines Haushaltsgens in derselben Probe (ACt).

Tabelle 11 Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fiir die quantitative PCR

Substanz Volumen [ul]
Maxima SYBR Green/Rox qPCR Master Mix (2x) 12,5
Vorwartsprimer (10 uM) 1,5
Rickwartsprimer (10 uM) 1,5
RNA 2,5
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H,O 7

Flr die vorliegende Arbeit wurde das Gen ribosomal protein S6 (Rps6) als Haushaltsgen eingesetzt. Der
ACt-Wert einer Referenz, in der vorliegenden Arbeit die Expression in ruhenden HSZ, wurde vom ACt-
Wert der Proben von Tag 3 und Tag 7 der HSZ-Kultur abgezogen. Der Wert, der sich daraus ergab, wird
als AACt-Wert bezeichnet. Die Annahme, dass die Effizienz der Amplifikation eins ist, fihrt dazu, dass

2-AACt

die relative RNA-Menge in einer Probe = ist. Die quantitativen PCR-Analysen wurden jeweils flr

sechs unabhéangige biologische Replikate durchgefiihrt.

3.4 Gene ontology (GO)- Analyse

Gene ontology (GO)-Termini sind Genannotationen, welche die Zuordnung von Genen zu bestimmten
biologischen Prozessen beschreiben. Diese Zuordnung ermdglicht es, einen Satz von Genen daraufhin
zu untersuchen, ob bestimmte biologische Prozesse in diesem Satz im Vergleich zum gesamten Genom
signifikant vermehrt reprasentiert werden. In der vorliegenden Arbeit wurden drei Sets an Genen
(vermehrt exprimiert, vermindert exprimiert, differentiell methyliert) einer GO-Analyse unterzogen.
Dabei wurden nur die Gene in die Analyse einbezogen, die eine mindestens zweifache Verdanderung in
der Genexpression bzw. mindestens 20% Veranderung in der DNA-Methylierung zwischen den
ruhenden und friih aktivierten HSZ aufwiesen. Die GO-Analyse wurde mithilfe des AmiGO 2, Panther

Classification System 10.0 Internet-Tool durchgefiihrt (http://pantherdb.org/) durchgefiihrt.

3.5 Proteinanalysen

3.5.1 Immunfluoreszenz

In der Immunfluoreszenz wird die Spezifitdt von Antikdrpern genutzt, um in fixierten Zellen das
Vorkommen und die Lokalisation von Proteinen oder von DNA-Modifikationen zu bestimmen. Dabei
erfolgt die Markierung eines bestimmten Proteins oder anderen Antigens mithilfe eines spezifischen
Primarantikoérpers und der visuelle Nachweis (iber den Einsatz eines Fluorochrom-gekoppelten

Sekundarantikorpers, der spezifisch an den Priméarantikérper bindet.

Zur Durchfiihrung der Immunfluoreszenz wurden HSZ in 12-Well-Platten (1x10°® HSZ pro Platte) auf
runden Deckglasern aus Glas (@18 mm) ausgebracht und unter den in 3.1 beschrieben Bedingungen
kultiviert. Fur die Ernte an Tag 1, 2 und 3 der Kultur wurden die Zellen flir 5 min in eiskaltem Methanol
fixiert. Im Anschluss wurden die Zellen fiir 20 Minuten mit 0,5% Triton X-100 permeabilisiert. Zur
Farbung von 5mC erfolgte zusatzlich eine Denaturierung der DNA fiir zwanzig Minuten mit 2 M
Salzsdure (HCI). Dadurch verbesserte sich die Zuganglichkeit der DNA fiir den Antikérper. Vor der

Inkubation mit dem Primarantikdrper wurde das Deckglas fir 1 Stunde in 1% bovinem Serumalbumin
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(BSA) blockiert, um unspezifische Bindestellen fiir den Antikérper zu maskieren. Die Inkubation mit
dem in 1% BSA verdiinnten Primarantikorper erfolgte (iber Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer,
die einzelnen Verdinnungen der Primédrantikdrper sind in Tabelle 7 aufgelistet. Nach drei
zehnminttigen Waschschritten mit PBS mit 0,05% Tween 20 (PBST) wurden die Zellen mit dem in 1%
BSA verdiinnten Sekundarantikdrper inkubiert. Im Anschluss an das erneute Waschen wurden die
Deckglaser auf einem Objekttrager mit dem Versiegelungsmedium ProLong® Gold antifade reagent
with DAPI bzw. DAPI Fluoromount-G Uberschichtet. 4’-6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI) wurde zur
Gegenfarbung der DNA benotigt. Die Auswertung der Fluoreszenzfarbungen erfolgte am Mikroskop
Olympus IX50 mit einer Fluoreszenzeinrichtung und der Digitalkamera DP71 sowie der Software Cell*

von Olympus.

3.5.2 Western Blot Analysen
3.5.2.1 Proteingewinnung

Die HSZ fiir den Proteinnachweis im Western Blot wurden nach entsprechender Kulturzeit 2x mit PBS
gewaschen und im Anschluss in 500 pl kaltem Protein-Lysepuffer (Tabelle 5) aufgenommen. Die Lyse
erfolgte flir 30 min auf Eis. Danach wurde das Proteinlysat 6 Minuten bei 5000xg zentrifugiert und der

Uberstand, der das Gesamtprotein der lysierten Zellen enthielt, zur weiteren Analyse eingesetzt.

3.5.2.2 Photometrische Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration in den Lysaten erfolgte mittels Bradford-Assay. Die
Bradford-Methode basiert auf der Eigenschaft des Farbstoffs Coomassie Brilliant Blue G-250 an
Proteine zu binden und durch diese Bindung eine Verschiebung des Absorptionsmaximums von 465
nm auf 595 nm zu durchlaufen (Bradford, 1976). Die Absorption bei 595 nm ist dabei proportional zur
Proteinmenge. Das Proteinlysat wurde 1:200 mit dem Bradford-Reagenz gemischt und die Absorption
bei 595 nm nach 5 Minuten in einem ELISA-Plattenreader gemessen. Die Bestimmung der
Proteinkonzentration im Zelllysat erfolgte anhand der Absorptionswerte eines ebenfalls gemessenen

BSA-Proteinstandards.

3.5.2.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

In einer SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) kénnen Proteine in einem elektrischen Feld
entsprechend ihres Molekulargewichts aufgetrennt werden. Dabei ist ihre elektrophoretische
Mobilitat umgekehrt proportional zum Logarithmus ihres Molekulargewichts. Durch den gleichzeitigen
Einsatz von Proteinstandards, die Proteine definierten Gewichts enthalten, lassen sich Riickschlisse
auf das Gewicht der zu untersuchenden Proteine ziehen. Die Gelelektrophorese erfolgte nach der von

Laemmli beschriebenen Methode unter denaturierenden Bedingungen (Laemmli, 1970). Durch die
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Komplexierung der Proteine mit Natriumdodecylsulfat (SDS) sind bei dieser Methode alle Proteine
negativ geladen und wandern wahrend der Elektrophorese in Richtung Anode. Ein Sammelgel mit 4%
Polyacrylamid und niedrigem pH (pH 6,8) dient der Aufkonzentrierung der Proteine in der Probe, das
Trenngel mit einem hoheren pH-Wert (pH 8,8) dient der GréRentrennung der Proteine. Es wurden
unterschiedliche Trenngele mit 8% bis 12,5% Polyacrylamid in Abhadngigkeit von der GrofRe der zu
untersuchenden Proteine eingesetzt. In allen Proben einer Western Blot Analyse wurde die gleiche
Menge an Proteinlysat mit 1x Proteinladepuffer versehen und 5 Minuten im Wasserbad aufgekocht.
Die Proben wurden im Gel bei 150 V aufgetrennt, bis die gefarbte Lauffront das Ende des Gels erreicht

hatte.

3.5.2.4 Proteintransfer und Immundetektion

Zur Detektion der Proteine mittels spezifischer Antikdper wurden die aufgetrennten Proteine im
Anschluss auf einer Nitrocellulosemembran (PorengréBe 0,45 um) immobilisiert. Zum Proteintransfer
wurde das Semidry-Verfahren verwendet, der Transfer erfolgte fiir ein bis zwei Stunden bei 1 mA/cm?.
Im Anschluss an den Proteintransfer wurde die Membran fir eine Stunde bei Raumtemperatur in 5%
fettfreier Milch bzw. 5% BSA je nach verwendetem Primarantikorper auf dem Schiittler inkubiert um
freie Proteinbindestellen zu blockieren. Die Inkubation mit dem Primarantikorper erfolgte stets tber
Nacht bei 4°C auf dem Schiittler. Nach drei zehnminitigen Waschschritten in TBS mit 1% Tween zur
Entfernung nicht gebundener Antikorper erfolgte dann fir zwei Stunden die Inkubation mit einem
horseradish peroxidase (HRP)-gekoppelten Sekundéarantikbrper bei Raumtemperatur auf einem
Schittler. Die jeweils verwendeten Verdiinnungen fir Primar-und Sekundarantikorper sind in Tabelle
7 aufgefiihrt. Die HRP oxidiert Substrat unter Verbrauch von Wasserstoffperoxid zu einem Produkt,
das Licht emittiert. Diese Lichtemission kann dann detektiert werden. Nach weiteren Waschschritten
wie oben beschrieben, erfolgte die Detektion mit chemilumineszenten HRP-Substraten der Firma
Advansta am ChemiDoc-Detektionsgerat. Die spatere Quantifizierung der Signale wurde mittels der

Software Alpha View SA Version 3.4.0 (Protein Simple, San Jose, CA, USA) durchgefiihrt.

3.6 BrdU-Zellproliferationassay

Bromodesoxyuridin (BrdU) ist ein Pyrimidinanalog, das anstelle von Thymin in die DNA proliferierender
Zellen eingebaut wird und im Anschluss mittels spezifischer Antikorper detektierbar ist. Mithilfe des
BrdU-Zellproliferationsassays sollte in der vorliegenden Arbeit die Proliferationshemmung von HSZ
durch L-Mimosin kontrolliert werden. Dazu wurden auf 96-well-Platten 12.000 HSZ pro Well
ausgebracht und in DMEM™ mit 1 mM L-Mimosin bzw. PBS zur Kontrolle ein, zwei oder drei Tage
kultiviert. Zur Analyse der Proliferation wurde das Cell Proliferation ELISA BrdU (colorimetric) Kit

verwendet. Vor der Ernte der Zellen wurden diese 20 Stunden mit 10 uM BrdU inkubiert, das weitere
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Vorgehen entsprach den Vorgaben im Handbuch des Assays. Die spezifische Bindung eines markierten
Antikorpers an BrdU konnte im Anschluss bei 450 nm im ELISA-Plattenreader gemessen werden. Die
Hohe der Absorption gab Auskunft tiber die Menge an BrdU das in die DNA eingebaut wurde und damit

indirekt Gber die DNA-Synthese und die Proliferation der untersuchten Zellen.

3.7 Statistik

Zur statistischen Auswertung wurde in dieser Arbeit der t-Test durchgefiihrt, wenn zwei Messpunkte
miteinander verglichen wurden. In einigen Fallen waren die Ergebnisse der Epressionsanalysen im t-
Test nicht signifikant. Dies lag daran, dass die untersuchten biologischen Replikate bei den
Expressionsveranderungen zwar die gleiche Tendenz (zunehmende/abnehmende Expression)
aufwiesen, das Ausmald dieser Verdnderungen allerdings sehr unterschiedlich war. In diesen Fallen
wurde der Mann-Whitney U-Test angewandt. Beim Vorliegen multifaktorieller Daten wurde der
ANOVA-Test mit anschlieBendem Bonferroni & Holm-Test durchgefiihrt. Der t-Test wurde mithilfe des
Programms Graph Pad Quick Calcs (https://www.graphpad.com/quickcalcs/, 1.12.2016))
durchgefiihrt. Zur Durchfiihrung des Mann-Whitney U-Test wurde ebenfalls ein Internet-Tool
verwendet (http://www.socscistatistics.com /tests/mannwhitney/Default2.aspx, 1.12.2016). Sowohl
ANOVA- als auch Bonferroni & Holm-Test wurden mit folgendem Tool durchgefiihrt:
http://astatsa.com/OneWay_Anova_with_TukeyHSD/ ,1.11.2016). Das Signifikanzniveau wurde auf

0,05 festgelegt. Die Varianz der Werte ist jeweils als Standardfehler (+SEM) angegeben.
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4 Ergebnisse

4.1 Globale Dynamik der DNA-Methylierung wahrend der HSZ-Aktivierung

Eine erste Anndherung an die Dynamik der DNA-Methylierung wahrend der Kultur-induzierten HSZ-
Aktivierung erfolgte Gber die Bestimmung der globalen DNA-Methylierung. Diese gibt Auskunft tber
die Menge der zu einem bestimmten Zeitpunkt in einer Zelle bzw. in einem Zelllysat vorhandenen
methylierten Cytosine. Zur Detektion dieser modifizierten Base wurden Antikdrper verwendet, die
spezifisch 5mC erkennen. Der Nachweis von 5mC erfolgte mittels Immunfluoreszenz an fixierten Zellen

und mittels eines 5mC-ELISA in Zelllysaten.

Zwischen Tag 0 und Tag 3 bzw. Tag 7 der HSZ-Kultur zeigte sich sowohl im ELISA, als auch in den
Immunfluoreszenzexperimenten eine sehr starke Abnahme der DNA-Methylierung. Eine nukleare
Bindung des Cy3-gekoppelten 5mC-Antikdrpers war nur an Tag 1 deutlich sichtbar, an den Tagen 2, 3
und 7 war hingegen nur eine geringe Menge an Cy3-Fluoreszenz ersichtlich (Abbildung 5, A). Der durch
die Immunfluoreszenz ermittelte Riickgang der DNA-Methylierung wurde durch einen ELISA bestatigt,
denn die globale DNA-Methylierung fiel bis Tag 3 um etwa 60% (+12,1%) des Ausgangswertes zurlick
(Abbildung 5, B).

Um beurteilen zu konnen, ob diese starke DNA-Demethylierung auf einem passiven,
replikationsabhangigen oder einem aktiven, replikationsunabhdngigen Mechanismus beruhte, wurden
die HSZ wahrend des Aktivierungsprozesses mit 1 mM des Replikationsinhibitors L-Mimosin behandelt
(Abbildung 5, B). Die Hemmung der Replikation zeigte keinen Einfluss auf den DNA-
Demethylierungsprozess. Dieser fand in den L-Mimosin-behandelten Zellen in vergleichbarem MaRe
wie in den PBS-behandelten Kontrollzellen statt, sodass von einer aktiven DNA-Demethylierung
ausgegangen werden konnte. In einem Kontrollexperiment wurde Uberprift, ob die HSZ unter L-
Mimosin-Behandlung tatsachlich keine Proliferation aufwiesen. Mittels der Quantifizierung der BrdU-
Inkorporation in neu synthetisierte DNA konnte gezeigt werden, dass L-Mimosin die Proliferation
effektiv inhibierte (Abbildung 5, C). Zusatzlich konnte auch in den Kontrollzellen, ohne Einsatz von L-
Mimosin, erst am dritten Tag der Kultur eine relevante DNA-Synthese detektiert werden (Abbildung 5,
C). Dies war ein weiterer Hinweis darauf, dass die DNA-Demethylierung wahrend der Kultur-

induzierten HSZ-Aktivierung durch einen aktiven Mechanismus erfolgte.
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Abbildung 5: Dynamik der globalen DNA-Methylierung wihrend der Kultur-induzierten HSZ-Aktivierung.
(A) Immunfarbung von methyliertem Cytosin (5mC, orange) in fixierten HSZ an den Tagen 1, 2, 3 und 7 nach
Isolation. Der Gehalt an 5mC ging zwischen Tag 1 und Tag 2 stark zurlck. Die DNA in den Zellkernen wurde
mit DAPI (blau) gefarbt. Die beschriebene Immunfarbung wurde in drei unabhangigen Proben durchgefiihrt.
Abgebildet ist eine reprasentative Immunfarbung von 5mC. (B) Quantifizierung des 5mC-Gehalts in HSZ-
Zelllysaten mittels ELISA. Der 5mC-Gehalt an Tag 0 wurde auf 100% gesetzt und die Messungen an den
darauffolgenden Tagen in Relation dazu gesetzt. Die Zellen wurden entweder mit 1 mM L-Mimosin oder PBS
(Kontrolle) behandelt. Die DNA-Methylierung ging in beiden Fallen von Tag 0 bis Tag 3 um etwa 60% (+12,1%)
der urspriinglichen Methylierung zuriick. Die statistische Auswertung erfolgte lber eine Varianzanalyse
(ANOVA-Test), gleiche Buchstaben oberhalb der Sdulen entsprechen dabei Gruppen ohne signifikante
Unterschiede (p<0,05). Die Varianz ist als positiver Standardfehler des jeweiligen Mittelwerts angegeben
(n=3). (C) Zur Kontrolle der Proliferationshemmung durch L-Mimosin wurde die BrdU-Inkorporation
wahrend des Experiments unter (B) mittels ELISA quantifiziert. In den Kontrollzellen stieg das BrdU-Signal
erst ab Tag 3 an. L-Mimosin konnte die Proliferation effektiv unterdriicken. Diese Kontrolle wurde fir jedes
Experiment einzeln durchgefiihrt, gezeigt ist ein reprasentatives Beispiel. Abbildung modifiziert aus Gotze
et al. (2015). (BrdU: Bromdesoxyuridin, DAPI: 4‘-6-Diamidin-2phenyindol, ELISA: enzyme-linked
immunosorbent assay; HSZ: Hepatische Sternzellen, 5mC: 5-Methylctosin)

4.2 Genomweite Dynamik der DNA-Methylierung wahrend der HSZ-Aktivierung

Die Bestimmung der globalen DNA-Methylierung gibt keine Auskunft dariiber, in welchen Bereichen
des Genoms die Veranderungen der DNA-Methylierung auftreten und welche Gene dadurch
beeinflusst werden. Diese Information ist zur Beurteilung funktioneller Konsequenzen allerdings sehr
wichtig. Zur Identifikation der differentiell methylierten CpGs in basengenauer Auflésung wurde der
Methyl-MiniSeq Service von Zymo Research genutzt. Frisch isolierte und FACS-sortierte HSZ (Tag 0)
und 3 Tage Kultur-aktivierte HSZ wurden in diesem Assay auf Unterschiede in der DNA-Methylierung
hin untersucht. Die Qualitdtsanalyse des Assays erfolgte durch Zymo Research und zeigte deutlich, dass

der Assay methylierte CpG-, aber nicht CHG- oder CHH-Dinukleotide detektiert hat, wobei H flir Adenin
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oder Thymin stehen kann (Abbildung 6). Die Verteilung der Signale Uber die unterschiedlichen

Chromosomen weist nach, dass CpG-Dinukleotide auf allen Chromosomen untersucht wurden.
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Abbildung 6: Qualitdtskontrolle Methyl-MiniSeq. Dargestellt ist jeweils das Methylierungslevel der
unterschiedlichen chromosomalen Positionen in CpG-, CHH- und CHG-Dinukleotiden in den untersuchten
Proben HSZ 0d und HSZ 3d. H steht dabei fiir die Basen Adenin oder Thymin. Der Assay hat spezifisch CpG-
Methylierungen detektiert. Die Abbildungen wurden durch den Service von Zymo Research bereitgestellt
und zugunsten einer besseren Lesbarkeit modifiziert. Abbildung teilweise publiziert in Gotze et al. (2015).
(CpG: Cytosin-Guanin, HSZ: Hepatische Sternzellen)

Die von Zymo Research bereitgestellten Daten beinhalteten Informationen (iber die genaue
chromosomale Positionen der identifizierten, differentiell methylierten Regionen (DMR), den Namen
des assoziierten Gens, sowie die Anzahl der Sequenzierungsdurchldufe und die mittlere DNA-
Methylierung in dieser Region fiir jede Probe. Die Differenz aus den mittleren DNA-Methylierungen
der frisch isolierten und friih aktivierten HSZ ergab das Ausmal der differentiellen Methylierung, wobei
positive Werte einer Abnahme und negative Werte einer Zunahme der DNA-Methylierung
entsprachen. Zusatzlich wurde in den bereitgestellten Daten auch die Signifikanz des detektierten
Unterschieds durch Angabe des p-Wertes bewertet. Mithilfe der chromosomalen Position lie8 sich
jede differentiell methylierte Region in einem Genombrowser im genomischen Kontext darstellen. Fir
diese Arbeit wurde der Genombrowser der University of California Santa Cruz verwendet
(https://genome.ucsc.edu). Beispielhaft fur die Darstellung der Ergebnisse in diesem Genombrowser
wurde das Gen Cannabinoidrezeptor 2 (Cnr2) auf Chromosom 5 gewahlt (Abbildung 7). Die Ansicht
gibt Auskunft tGber die Lage der DMR im Gen. In diesem Fall lagen die untersuchten CpG-Dinukleotide
im Promoterbereich. Die untersuchten CpGs sind als vertikale Striche angezeigt, die Zahlen auf der
linken Seite beziehen sich auf diese CpGs und geben Auskunft Uber die Anzahl der
Sequenzierungsdurchldufe insgesamt sowie die Anzahl der Sequenzierungen, bei denen ein
methyliertes CpG detektiert wurde. Daraus errechnet sich eine relative DNA-Methylierung fir ein
untersuchtes Dinukleotid. Aus allen Dinukleotiden, die in der jeweiligen Probe, Tag 0 bzw. Tag 3, in
dieser Region untersucht wurden, ergibt sich die in den Daten angegebene relative, mittlere DNA-

Methylierungsdifferenz.
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UCSC Genome Browser on Rat Nov. 2004 (Baylor 3.4/rn4) Assembly
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Abbildung 7: Darstellung der Methylomdaten im UCSC Genombrowser. Die DNA-Methylierung der
frisch isolierten HSZ (Tag O, Probe 4792) und der friih aktivierten HSZ (Tag 3, Probe 4793) lasst sich im
Genombrowser im genomischen Kontext darstellen. Als Beispiel wurde hier das Gen
Cannabinoidrezeptor 2 (Cnr2) auf Chromosom 5 gewahlt. In Blau ist im unteren Teil des Bildes ein Teil
des Gens und seine Transkriptionsrichtung zu erkennen. Darliber sind die untersuchten CpG-
Dinukleotide in den zwei Proben zu sehen, jeder vertikale Strich entspricht einem CpG-Dinukleotid. Die
CpG-Dinukleotide liegen im Promoterbereich des Gens. Der Methylierungsstatus ist farbkodiert, rot
steht flir eine geringe, gelb fiir eine starke Methylierung. Zusatzlich ist an der linken Seite fiir jedes CpG
angegeben wie oft ein Sequenzierungsdurchlauf fir dieses CpG-Dinukleotid durchgefiihrt wurde und
wie oft es als methyliert erfasst wurde. Daraus ergibt sich eine prozentuale DNA-Methylierung fiir das
untersuchte  CpG-Dinukleotid. Die  Abbildung ist ein Screenshot von der Seite
https://genome.ucsc.edu/cgibin/hgTracks?db=rn4&lastVirtModeType=default&lastVirtModeExtraStat

e=&virtModeType=default&virtMode=0&nonVirtPosition=&position=chr5%3A154698523%2D 1547005
228&hgsid=523514361_JNkXK2UjCDIiVOUYOBkv8AqvgKOw vom 27.09.2016. (Cnr2: Cannabinoidrezeptor
2, CpG: Cytosin-Guanin, HSZ: Hepatische Sternzellen)

Fir die weitere Auswertung der Daten wurden nur die DMR verwendet, die zwischen Tag 0 und Tag 3
der Kultur einen signifikanten und mindestens 20%igen Unterschied in der DNA-Methylierung
aufwiesen. Wahrend der HSZ-Aktivierung zeigte sich deutlich, dass Veranderungen der DNA-
Methylierung im Genkérper viel haufiger auftraten als in Promotoren (Abbildung 8). Wahrend 248 der
identifizierten DMR in Promoterbereichen lokalisiert waren, traten in den Genkdrpern, zu denen
Introns, Exons und CpG-Inseln gezdhlt wurden, insgesamt 5017 DMR auf. Des Weiteren zeigte sich,
dass die Mehrheit der DMR im Zuge des Aktivierungsprozesses eine zunehmende DNA-Methylierung
erfuhren (Abbildung 8). Im Promoterbereich wurden 163 Regionen hypermethyliert, aber nur 85

hypomethyliert. Dieses Muster zeigte sich auch bei der Untersuchung von DMR im Genkoérper,
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wahrend 3592 DMR eine zunehmende Methylierung aufwiesen, fand in 1425 Regionen eine DNA-

Demethylierung statt.
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Abbildung 8: Differentiell methylierte Regionen wahrend der Kultur-
induzierten HSZ-Aktivierung. Dargestellt sind alle differentiell methylierten
Regionen mit einem signifikanten und mindestens 20%igen Unterschied in der
DNA-Methylierung zwischen Tag O und Tag 3 der HSZ-Aktivierung. Die
dargestellten Ergebnisse wurden liber den Methyl-MiniSeq Assay von Zymo
Research ermittelt. Die linke Saule fasst alle differentiell methylierten Regionen
zusammen, die eine zunehmende DNA-Methylierung aufwiesen, wohingegen in
der rechten Saule alle hypomethylierten Regionen dargestellt sind. Die Regionen
wurden jeweils unterschieden nach Introns, Exons, CpG-Inseln und
Promoterregionen. Wahrend der HSZ-Aktivierung traten h&ufiger Hyper- als
Hypomethylierungen der DNA auf, aullerdem lagen die Verdnderungen vor allem
in intergenen Bereichen. Abbildung modifiziert aus Schumacher et al. (2017).
(CpG: Cytosin-phosphatidyl-Guanin-Dinukleotid, HSZ: Hepatische Sternzellen)

4.3 Gene ontology (GO)-Analyse

Um Hinweise auf die funktionellen Konsequenzen dieser Verdanderungen zu bekommen, wurde eine
GO-Analyse durchgefiihrt. Diese kann bestimmen, ob in einer definierten Gruppe von Genen
bestimmte biologische Funktionen im Vergleich zum gesamten Genom Uberreprasentiert sind. Die GO-
Analyse der differentiell methylierten Gene (DMG) ergab, dass von 3180 analysierten DMG 820 Gene
mit der Funktion Zelldifferenzierung assoziiert waren (Tabelle 12). Des Weiteren waren 689 Gene an
Stressreaktionen beteiligt. AuRerdem traten Verdnderungen der DNA-Methylierung in Genen auf, die
in den Funktionen Zellmigration (300), Regulation der Sekretion (259), Wundheilung (109) und der
Organisation der extrazellularen Matrix (64) eine Rolle spielen. Diese Auswertung lieferte einen
Uberblick dariiber, welche Prozesse wahrend der HSZ-Aktivierung wichtig sind, da diese sehr stark
epigenetisch kontrolliert wurden. In der oben dargestellten Auswertung wurden nur die biologischen
Funktionen beriicksichtigt, die eine sinnvolle Aussage Uber die funktionelle Relevanz zulassen, sehr

allgemein gefasste biologische Funktionen wie ,zellulare Prozesse” wurden nicht mit in die Analyse
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genommen. Ebenso wurden sehr spezielle Funktionen wie ,Migration Epithelzellen” nicht
bericksichtigt und stattdessen libergeordnete Begriffe wie ,,Zellmigration” ausgewertet.

Tabelle 12: Wichtige biologische Funktionen differentiell methylierter Gene
wahrend der HSZ-Aktivierung. Die Tabelle fasst die wichtigsten biologischen
Funktionen zusammen, welche die Gene in den differentiell methylierten
Regionen laut gene ontology-Analyse erfiillen. Neben der Anzahl der Gene
dieser Gruppe, die einer bestimmten Funktion zugeordnet werden konnten,
wurde auBerdem die -x-fache Anreicherung dieser Funktion im Vergleich zum
Gesamtgenom und die Signifikanz angegeben. Tabelle modifiziert aus
Schumacher et al. (2017).

Biologische Funktion Anzahl x-fache p-Wert
Gene Anreicherung
Zelldifferenzierung 820 1,45 5,88E-31
Stressreaktionen 689 1,37 1,23E-17
Prozesse des Immunsystems 433 1,36 7,31E-09
Zellmigration 300 1,74 2,78E-20
Regulation der Sekretion 259 1,59 2,87E-12
Wundheilung 109 1,79 2,47E-06
Organisation der EZM 64 2,00 4,43E-05

4.4 Dynamik der Genexpression wahrend der HSZ-Aktivierung

Da die DNA-Methylierung an der Regulation der Genexpression beteiligt ist, ergab sich im Anschluss
an die Untersuchung der DNA-Methylierung die Frage, wie sich die Genepression wahrend der HSZ-
Aktivierung verandert. Dazu wurden Affymetrix GeneChip Rat Gene 2.0 ST Genexpressionsarrays
durchgefiihrt. Die Genexpression wurde in RNA-Proben von frisch isolierten HSZ (Tag 0), sowie

kultivierten HSZ (1 Tag, 3 Tage, 7 Tage) ermittelt und miteinander verglichen.

4.4.1 Qualitatsanalyse der Arraydaten

Zunachst wurde die Qualitat der aus drei HSZ-Zeitreihen isolierten RNA getestet. Dazu wurde die RNA
im 1% Agarosegel aufgetrennt, um eine mogliche Degradation feststellen zu konnen. In allen Proben
waren klare Signale flir die dominante 28S- und 185-RNA zu erkennen, es waren keine weiteren Signale
von Molekiilen mit geringerem Molekulargewicht zu finden, sodass eine Degradation der RNA
ausgeschlossen werden konnte (Abbildung 9, A). Zur weiteren Beurteilung der RNA-Integritat wurde
die RNA in cDNA umgeschrieben und mittels zweier Primerpaare fir die Transkripte B-Aktin und CD29
Uberprift, ob in einer PCR spezifische Amplifikate entstehen. Die Beurteilung der Ergebnisse erfolgte
nach Auftrennung der Amplifikate im 2% Agarosegel. Aus allen Proben konnten beide Produkte

spezifisch amplifiziert werden (Abbildung 9, B).

Die Qualitatsanalyse der Ergebnisse der Genexpressionsarrays wurde mit Hilfe der Software

Expression Console von Affymetrix durchgefiihrt. Die Analyse bestand aus drei Bereichen, zum einen
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besalen die verwendeten Arrays interne Kontrollen zur Uberpriifung der allgemeinen Funktionalitat,

dazu gehorten beispielsweise Hybridisierungskontrollen.
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Abbildung 9: Qualitatsanalyse der RNA-Proben fiir den Genexpressionsarray. Die RNA-Proben aus drei
HSZ-Zeitreihen (Tag 0, 1, 3, 7) wurden vor der Verwendung in Genexpressionsarrays auf ihre Qualitat
Uberprift. (A) Bestimmung der RNA-Degradation im 2% Agarosegel. In allen Proben waren die 18S-,
sowie die 28S-RNA und keine RNA-Degradationsprodukte zu sehen. Die Proben Tag 0 C und Tag 1 C
wiesen zusatzlich geringe Mengen an genomischer DNA auf. (B) Nach cDNA-Generierung aus den RNA-
Lysaten konnten CD26 und B-Aktin in allen Proben spezifisch amplifiziert werden. (cDNA:
komplementare DNA, HSZ: Hepatische Sternzellen)

Des Weiteren wurde die Verteilung der Signalintensitdten innerhalb eines Arrays bewertet und in
Relation zu den anderen Arrays gesetzt, die miteinander verglichen werden sollten. Wenn man
mehrere Genexpressionsarrays miteinander vergleichen will, missen die Signalintensitaten in den
Arrays einander entsprechen. Zuséatzlich wurden Analysen durchgefiihrt, welche die Daten
verschiedener Arrays miteinander vergleichen, um so beispielsweise Gruppen mit unterschiedlichen
Merkmalen zu bilden oder die Korrelation von Replikaten zu liberprifen. Dazu wurde die Korrelation
nach Pearson bestimmt, die den linearen Zusammenhang zwischen den Proben bewertete. Zur
Hybridisierungskontrolle wurden der eigentlichen Probe RNA-Transkripte fiir verschiedene Proteine
der Biotin-Synthese in E.coli und fir die Cre-Rekombinase des P1 Bakteriophagen in bekannten
Konzentrationen zugesetzt. Diese Transkripte konnten nur an bestimmte bakterielle Kontrollsonden
und nicht an die Ratten-spezifischen Sonden des Arrays binden. Die Menge dieser Kontrolltranskripte
war bekannt, sodass anhand der detektierten Signalintensitat an den Kontrollsonden Riickschliisse auf
die Hybridisierungseffizienz der Arrays gezogen werden konnten. Nach Vorgaben der Firma Affymetrix

sollte das Transkript BioB die geringste und Cre die hochste Signalintensitat aufweisen, dazwischen
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sollten in aufsteigender Reihenfolge BioC und BioD liegen. Diese Unterschiede in den
Signalintensitaten der Kontrolltranskripte konnten fiir alle zwolf durchgefiihrten Arrays nachgewiesen
werden (Abbildung 10, A). AuRerdem wiesen die zwolf Arrays fir alle Hybridisierungskontrollen eine
vergleichbare Signalintensitdt auf. Es kann daher fiir alle Genexpressionsarrays von einer guten

Hybridisierungsqualitat ausgegangen werden.
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Abbildung 10: Qualitdtsanalyse Affymetrix Genechip Rat Gene 2.0 ST Expressionsarrays. Die
Qualitatsanalysen wurden mit dem Programm Expression Console von Affymetrix durchgefihrt. (A) Die
Signale der internen Hybridisierungskontrollen wiesen eine vergleichbare Hybridisierungseffizienz fir
alle zwolf Arrays nach. AuBerdem war die Signalstarke der Arrays proportional zur RNA-Menge. (B) Die
mittleren Signalintensitaten aller Arrays waren dhnlich, daher waren die Arrays gut untereinander
vergleichbar. (C) Die Bestimmung der Korrelation nach Pearson zeigte, dass die biologischen Replikate
gut miteinander korrelierten, wohingegen die Proben fiir unterschiedliche Zeitpunkte gut voneinander
abzugrenzen waren.

Die Darstellung der nicht normalisierten Signalintensitdten in einem Box-Plot-Diagramm zeigte, dass

die zwolf Arrays eine vergleichbare Verteilung ihrer Signalintensitdten aufwiesen und es keine
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auffallige Abweichung von dieser Verteilung gab (Abbildung 10, B). Dies ist ein Hinweis darauf, dass

die Qualitat der Signaldetektion in allen Arrays zufriedenstellend war.

Alle zwolf Arrays wurden weiter hinsichtlich ihrer Korrelation untersucht. Dabei wurde klar ersichtlich,
dass die Replikate untereinander einen sehr hohen Korrelationswert aufwiesen, wohingegen zwischen
den unterschiedlichen Zeitpunkten eine deutlich geringere Korrelation zu erkennen war. Dabei war die
Korrelation zwischen Tag O und Tag 1, sowie Tag 3 und Tag 7 jeweils starker, als die zwischen Tag 0 und

Tag 3 bzw. 7 oder zwischen Tag 1 und den Tagen 3 und 7 (Abbildung 10, C).

4.4.2 Differentielle Genexpression wahrend der HSZ-Aktivierung

Insgesamt wurde die Expression von 30.429 Genen im Rattengenom untersucht. In der hier
aufgefiuhrten Analyse der Daten wurden nur die Gene beriicksichtigt, die eine signifikante und
mindestens zweifache Verdnderung in der Genexpression zwischen zwei aufeinanderfolgenden
Messzeitpunkten aufwiesen. Die Mehrheit der Gene zeigte wadhrend der HSZ-Aktivierung eine

verstarkte Expression (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Differentielle Genexpression wahrend der HSZ-Aktivierung. Fiir
die Beobachtungszeitraume Tag 0 bis 1, Tag 1 bis 3 und Tag 3 bis 7 wurde jeweils
die Anzahl verstarkt bzw. vermindert exprimierter Gene in den Affymetrix
Genexpressionsarrrays aufgetragen. Dabei wurden nur die Gene bericksichtigt,
die eine signifikante und mindestens zweifache Verdanderung der Genexpression
aufwiesen. Insgesamt wurde eine hohere Anzahl an Genen verstarkt als
vermindert exprimiert. Abbildung modifiziert aus Schumacher et al., 2017. (HSZ:
Hepatische Sternzellen)

Zudem war auffdllig, dass die Anzahl der differentiell exprimierten Gene im Verlauf des
Aktivierungsprozesses stetig abnahm, die starksten Veranderungen im Transkriptom fanden im friihen
Aktivierungsstadium statt. Zwischen den Tagen O und 1 erfuhren 1042 Gene eine vermehrte

Expression, wahrend gleichzeitig 528 Gene vermindert exprimiert wurden. Im darauffolgenden
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Beobachtungszeitraum zwischen den Tagen 1 und 3 wurden 709 Gene verstdrkt und 381 Gene

vermindert exprimiert. In der spateren Aktivierungsphase zwischen Tag 3 und 7 wurden lediglich 215

Gene inihrer Expression hochreguliert und 71 Gene herunterreguliert (Abbildung 11). Fir die weiteren

Auswertungen wurden die Ergebnisse fir frisch isolierte HSZ (Tag 0) nicht weiter berlcksichtigt, da

frihere quantitative PCR-Analysen gezeigt haben, dass in diesen Zellen die zur Normalisierung

verwendeten Haushaltsgene differentiell exprimiert werden (Lakner et al., 2010) und daher nur

bedingt fiir eine verlassliche Normalisierung herangezogen werden kénnen. Da nicht bekannt war,

welche Haushaltsgene im Rahmen des Chips zur Normalisierung verwendet wurden und wie deren

Expression im Verlauf der HSZ-Aktivierung war, wurde auf einen Vergleich der Ergebnisse an Tag 0 mit

den Proben darauffolgender Tage verzichtet.
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Abbildung 12: Heatmap der differentiell exprimierten Gene wahrend der HSZ-Aktivierung. Die
Heatmap fasst die Ergebnisse der Genexpressionsarrays auf eine tibersichtliche Weise zusammen. Auf
der linken Seite ist das Expressionsverhalten aller signifikant differentiell exprimierten Gene mit einer
mindestens zweifachen Veranderung wahrend der Kultur-induzierten HSZ-Aktivierung zwischen Tag 1,
Tag 3 und Tag 7 dargestellt. Dabei ist das Mal} der Expression farbkodiert, Blau bedeutet eine geringe
Expression, der Farbwechsel Giber Weil} zu Rot weist eine ansteigende Expression nach. Auf der rechten
Seite sind einzelne Gruppen vergréRert dargestellt. In dieser Ansicht ldsst sich auch erkennen, um
welche Gene es sich handelt. Die Abbildung wurde mit dem Programm Transcriptome Analysis Console
von Affymetrix erstellt. Abbildung modifiziert aus Schumacher et al., (2017). (HSZ: Hepatische
Sternzellen)
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Zur Ubersichtlichen Darstellung wurde das Expressionsverhalten der HSZ an Tag 1, 3 und 7 in einer
Heatmap dargestellt (Abbildung 12). In dieser Darstellung ist die Expression fir jedes einzelne
untersuchte Gen farbkodiert, wobei Blau einer geringen Expression entspricht und der Farbverlauf
iber WeiR zu Rot eine zunehmende Expression darstellt. Uber die Heatmap lieRen sich Gruppen von
Genen erkennen, die im Zuge der Kultur-induzierten HSZ-Aktivierung ein dhnliches Expressionsmuster
zeigten. Einzelne Gruppen wurden zur detaillierteren Ansicht vergroRert dargestellt (Abbildung 12).
Die obere Gruppe zeigte eine kontinuierliche Zunahme in der Expression von Tag 1 bis Tag 7. Die Gene
in dieser Gruppe waren beispielsweise mit Differenzierungsvorgingen (z.B. bone morphogenetic
protein 4, Bmp4) (Hogan, 1996), regenerativen Prozessen (z.B. growth arrest specific protein 6, Gas6)
(Ferrero et al., 1994) oder dem in der Entwicklungsbiologie wichtigen Wnt-Signalweg (z.B. Cadherin-3)
(Samuelov et al., 2012) assoziiert. Auch Gene die mit Prozessen des Immunsystems verkniipft sind (z.B.
Lipopolysaccharid Bindeprotein CD84) (Sintes et al., 2010), konnten sich in dieser Gruppe finden
lassen. Die mittlere Gruppe umfasste Gene, die an Tag 3 temporar in ihrer Expression hochreguliert
wurden und deren Expression an Tag 7 schon wieder unter dem Wert fir Tag 3 lag. Zu dieser Gruppe
gehorten Gene die an der Regulation des Zellzyklus (z.B. Kinetochorprotein Nuf2, methyl-

methansulfate sensitiv protein 22-like, MmI22) (Nabetani et al., 2001; Piwko et al., 2010) beteiligt sind.

Tabelle 13: Wichtige biologische Funktionen differentiell exprimierter Gene. Die Tabelle fasst die wichtigsten
biologischen Funktionen zusammen, denen die wdhrend der Aktivierung von Hepatischen Sternzellen
differentiell exprimierten Gene zugeordnet werden konnten. Neben der Anzahl der Gene, die einer Funktion
zugeordnet werden konnten, wurde auRerdem die -x-fache Anreicherung dieser Funktion im Vergleich zum
Gesamtgenom und die Signifikanz der Anreicherung angegeben. Tabelle modifiziert aus Schumacher et al.
(2017).

Anzahl x-fache

Biologische Funktion p-Wert

Gene Anreicherung
Gene mit verstarkter Expression

Stressreaktionen 147 1,89 1,67E-10
Zelldifferenzierung 144 1,67 2,37E-06
Zellzyklus 92 4,73 1,30E-30
Zellmigration 40 2,29 1,4E-02
Organisation der EZM 29 >5 4,53E-10
Regulation der Sekretion 28 2,78 1,51E-02
Wundheilung 26 2,96 1,14E-02
Zelldifferenzierung 103 2,29 1,40E-12
Stressreaktionen 78 1,92 8,49E-05
Prozesse des Immunsystems 54 2,47 6,90E-08
Zellmigration 40 4,08 7,40E-10
Regulation der Sekretion 27 2,66 4,17E-02

Fir die zwischen Tag 1 und 3 differentiell exprimierten Gene wurde im Anschluss, wie fir die

differentiell methylierten Gene auch eine GO-Analyse durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass erneut
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viele der differentiell exprimierten Gene der biologischen Funktion ,Zelldifferenzierung” (144 bzw.
103) zuzuordnen waren (Tabelle 13).

Stark hochreguliert waren auRerdem Gene, die mit Stressreaktionen (147) assoziiert sind, eine Rolle
im Zellzyklus (92), bei der Zellmigration (40), der Organisation der extrazellularen Matrix (29), der
Regulation von Sekretion (28) und der Wundheilung (26) haben. Auch unter den vermindert
exprimierten Genen fanden sich Gene, die an Stressreaktionen (78), Zellmigration (40) und Regulation
der Sekretion (27) beteiligt sind. Interessanterweise wurden mit Prozessen des Immunsystems
assoziierte Gene nur vermindert exprimiert (54), in der Gruppe der verstarkt exprimierten Gene war

diese biologische Funktion nicht zu finden.

4.5 Korrelationsanalyse DNA-Methylierung und Genexpression wahrend der HSZ-
Aktivierung

In der Literatur ist hinreichend beschrieben, dass DNA-Methylierungen im Promoter mit
transkriptioneller Repression, DNA-Methylierungen im Genkdrper hingegen mit transkriptionell
aktiven Genen assoziiert sind (Jones, 1999; Murrell et al., 2001; Hansen & Gartler, 1990; Mohandas et
al., 1981). Anhand der Ergebnisse aus dem Methyl-MiniSeq DNA-Methylierungsarray und dem
Affymetrix Genexpressionsarray wurde Uberpriift, ob diese Verhiltnisse auch wahrend der HSZ-
Aktivierung bestehen.

Dafir wurden alle Gene verwendet, die eine signifikante Verdanderung in der DNA-Methylierung von
mindestens 20% sowie gleichzeitig eine signifikante und mindestens zweifache
Expressionsverdanderung aufwiesen. Diese Gene wurden in einem Graphen gegeneinander
aufgetragen (Abbildung 13). Die zuvor genannten Kriterien trafen auf insgesamt 51 Gene mit einer
veranderten DNA-Methylierung im Promoterbereich zu (Abbildung 13, A).

Fir 82 % der Gene lieR sich eine negative Korrelation zwischen DNA-Methylierung und Genexpression
nachweisen, 57% der Gene wiesen eine zunehmende DNA-Methylierung und abnehmende Expression
auf, 25% der Gene wiesen hingegen einen DNA-Hypomethylierung und gleichzeitige Zunahme der
Expression auf. Fiir weitere 12% der Gene konnte eine gleichzeitig zunehmende DNA-Methylierung
und Expression nachgewiesen werden und 6% der Gene zeigten das umgekehrte Verhiltnis einer
gleichzeitig abnehmenden DNA-Methylierung und Genexpression. Die beiden zuletzt genannten
Gruppen entsprechen nicht der Theorie einer negativen Regulation der Genexpression durch
Promotermethylierung (Mohandas et al., 1981; Hansen & Gartler, 1990). Eine wesentlich groRere
Anzahl an Genen, namlich 988 Gene wiesen eine gleichzeitige Veranderung der DNA-Methylierung im
Genkorper und in der Genexpression auf (Abbildung 13, B). An dieser Stelle konnte keine klare
Korrelation zwischen der DNA-Modifikation und der Expressionsrate nachgewiesen werden, so wiesen
46% der Gene eine positive Korrelation und 54% eine negative Korrelation auf. Wahrend 34% der Gene

eine gleichzeitig abnehmende und 12% eine gleichzeitig zunehmende DNA-Methylierung und
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Expression aufwiesen, konnte fiir 38% der Gene eine zunehmende DNA-Methylierung und
abnehmende Expression, sowie fiir 16% der Gene eine abnehmende DNA-Methylierung und

zunehmende Expression gezeigt werden.
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Abbildung 13: Korrelationsanalyse der DNA-Methylierung und der
Genexpression wahrend der HSZ-Aktivierung. Alle Gene, die eine gleichzeitige
Veranderung der DNA-Methylierung von mehr als 20% und eine mindestens
zweifach veranderte Genexpression aufwiesen, wurden gegeneinander
aufgetragen, um eine mogliche Korrelation der beiden Verdnderungen
nachzuweisen. Jedes dieser Gene wird in der Abbildung durch einen roten Punkt
reprasentiert. (A) 51 Gene wiesen eine differentielle Promotermethylierung und
Genexpression auf. Fiir 82% der Gene konnte eine negative Korrelation zwischen
DNA-Methylierung und Genexpression nachgewiesen werden. (B) 988 Gene
zeigten gleichzeitig Veranderungen der Genkorpermethylierung und der
Genexpression. Es konnte keine Korrelation zwischen diesen beiden
Veranderungen nachgewiesen werden. Die Daten stammen aus dem Methyl-
MiniSeq Array und dem Affymetrix Genexpressionsarray. Abbildung modifiziert
aus Schumacher et al. (2017). (HSZ: Hepatische Sternzellen)

4.6 Epigenetische Regulation spezifischer Gene wahrend der HSZ-Aktivierung

Nach der globalen und genomweiten Betrachtung der DNA-Methylierung und Genexpression wahrend
der HSZ-Aktivierung folgte eine vertiefende Analyse von spezifischen Genen. Dazu wurden Gene
ausgewahlt, die in den Arrays Veranderungen sowohl in der DNA-Methylierung als auch in der
Expression aufwiesen. Die in den Arrays dokumentierten Veranderungen wurden mittels Bisulfit-

Sequenzierung (BS-Seq) und gPCR verifiziert. Die Auswahl der Gene erfolgte anhand der Starke der
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Veranderungen und bereits bekannter biologischer Funktionen, die in Hinblick auf die HSZ-Aktivierung
eine interessante Rolle spielen kénnten. In den Kapiteln 4.6.1 und 4.6.2 wird zunachst die vertiefende
Analyse der Gene Deltex 4 (Dtx4) und Wilms tumor protein homolog 1 (Wt1) besprochen werden. In
Kapitel 4.6.3 folgen dann weitere Gene mit differentieller Promotermethylierung, in Kapitel 4.6.4

werden weitere Gene mit differentieller DNA-Methylierung im Genkdrper vorgestellt.

4.6.1 Dtx4 wahrend der HSZ-Aktivierung

Das Gen fiir den Notch-Regulator Dtx4 erfuhr wahrend der HSZ-Aktivierung sowohl eine verdanderte
DNA-Methylierung im Bereich des Promoters, als auch eine Veranderung der Genexpression. Die im
Array angegebene Abnahme der Promotermethylierung von 21% konnte iber BS-Seq bestatigt werden
(Tabelle 14, Abbildung 14, B).

Ebenso konnte in der qPCR ein mehr als dreifacher Anstieg der mRNA-Menge fiir Dtx4 im Verlauf der
HSZ-Aktivierung detektiert werden (Abbildung 14, A), dieser Anstieg der Dtx4-Expression war auch
schon aus den Genexpressionsarrays ersichtlich (Tabelle 14). Da Dtx4 als ein Regulator des Notch-
Signalwegs beschrieben wird und dieser Signalweg eine wichtige Rolle in Entwicklungs- und
Differenzierungsprozessen spielt, erfolgte eine tiefergehende Analyse. Zunachst wurde die Expression
von Dtx4 in aktivierten HSZ mit der Expression des Gens in weiteren Zelltypen der Leber verglichen.
Dabei wurde festgestellt, dass weder Parenchymzellen, noch Sinusendothel- oder Kupfferzellen eine
derart starke Dtx4-Expression aufwiesen wie aktivierte HSZ. Interessanterweise wiesen MSZ aus dem
Knochenmark der Ratte ebenfalls eine erhohte Dtx-4-Expression auf. Im Anschluss wurde anhand von
Western Blot Experimenten untersucht, ob sich die steigende Dtx4-Genexpression im Verlauf der HSZ-
Aktivierung auch in einem erhdhten Dtx4-Proteingehalt widerspiegelt. Der Nachweis von Dtx4 mittels
spezifischem Antikorper zeigte deutlich den gestiegenen Gehalt an Dtx4 in aktivierten HSZ im Vergleich
zu den ruhenden Zellen (Abbildung 14, C). Eine Quantifizierung der Signale im Western Blot aus drei
unabhangigen Experimenten ergab, dass der hochste Gehalt an Dtx4-Protein am dritten Tag der HSZ-

Aktivierung vorlag (Abbildung 14, D).

4.6.2 Witl wahrend der HSZ-Aktivierung

Wt1 wies im Verlauf der HSZ-Aktivierung eine Zunahme der DNA-Methylierung im intronischen Bereich
des Gens auf, im DNA-Methylierungsarray konnte eine Zunahme um 28%, in der BS-Seq eine Zunahme
um 23% gezeigt werden (Tabelle 14, Abbildung 15, B). Neben der ansteigenden intergenen
Methylierung erfolgte begleitend eine verstérkte Expression des Wt1-Gens, diese wurde sowohl in den
Expressionsarrays als auch anhand von gPCR-Analysen gezeigt. Die Quantifizierung der mRNA-Menge
ergab eine mehr als 8-fache Zunahme der Wt1-Expression wahrend der HSZ-Aktivierung (Tabelle 14,
Abbildung 15, A). Da Wtl in Mesothelzellen exprimiert wird, aus denen HSZ im Rahmen der

Embryogenese hervorgehen sollen (Asahina et al., 2011), erfolgte auch fiir dieses Gen eine vertiefende
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Abbildung 14: Epigenetische Regulation der Dtx4-Expression. (A) Die Genexpression von Dtx4
wurde in HSZ an Tag 1 und 7 der Kultur, sowie in mesenchymalen Stammzellen und diversen
Zelltypen der Leber bestimmt. Aktivierte HSZ an Tag 7 wiesen eine signifikant erhohte Dtx4-
Expression im Vergleich zu ruhenden HSZ und anderen Zelltypen der Leber auf. MSZ wiesen
interessanterweise ebenfalls eine erhéhte Dtx4-Expression auf. (n=3-4) (B) Das Ergebnis des DNA-
Methylierungsarrays konnte tiber Bisulfit-Sequenzierung bestatigt werden. Die DNA-Methylierung
im Promoter von Dtx4 nahm von Tag 0 zu Tag 3 signifikant ab (n=3). (C) Der Proteingehalt an Dtx4
wurde in Kultur-induzierten HSZ in Western Blot Experimenten zu verschiedenen Zeitpunkten
bestimmt. Dabei zeigte sich ein deutlicher Anstieg an Dtx4-Protein in aktivierten gegeniiber
ruhenden HSZ. (D) Die Signale dreier unabhingiger Western Blot Experimente wurden
densitometrisch ausgewertet (n=3). Die statistische Auswertung erfolgte Gber den T-Test nach
Student und Varianzanalyse (ANOVA). Dargestellt ist jeweils der Mittelwert der erhobenen Daten
+ SEM. Das Sigifikanzniveau wurde auf 0,05 festgelegt, gleiche Buchstaben oberhalb der Saulen
bedeuten, dass diese Messwerte keinen signifikanten Unterschied aufweisen. Abbildung
modifiziert aus Schumacher et al. (2017). (Dtx4: Deltex4, HSZ: Hepatische Sternzellen, KZ:
Kupfferzellen MSZ: mesenchymale Stammzellen, PZ: Parenchymzellen, SEM: standard error of the
mean, SEZ: Sinusendothelzellen)

Analyse. Im Vergleich mit Parenchym-, Sinusendothel- und Kupfferzellen wurde gezeigt, dass in der
Leber lediglich aktivierte HSZ eine erhohte Wtl-Expression aufwiesen. Die Expression in

Sinusendothel- und Kupfferzellen lag dabei auf dem Level der ruhenden Sternzellen, Parenchymzellen
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exprimierten Wtl im Vergleich dazu nur in sehr geringem MaRe. Dies galt auch fir die ebenfalls

analysierten MSZ aus dem Knochenmark der Ratte (Abbildung 15, A).
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Abbildung 15: Epigenetische Regulation der Wt1-Expression. (A) Die Genexpression von Wt1 wurde in HSZ an
Tag 1 und 7 der Kultur, sowie in mesenchymalen Stammzellen und diversen Zelltypen der Leber bestimmt.
Aktivierte HSZ an Tag 7 wiesen eine signifikant erhohte Wt1-Expression im Vergleich zu ruhenden HSZ, anderen
Zelltypen der Leber und MSZ auf. (n=3-4) (B) Das Ergebnis des DNA-Methylierungsarrays konnte tber Bisulfit-
Sequenzierung bestatigt werden. Die DNA-Methylierung im Genkdrper von Wtl stieg von Tag 0 zu Tag 3
signifikant an (n=3). (C) Der Proteingehalt an Wt1 wurde in Kultur-induzierten HSZ in Western Blot Experimenten
zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt. Dabei zeigte sich ein deutlicher Anstieg an Wt1-Protein in aktivierten
gegeniliber ruhenden HSZ. (D) Die Signale dreier unabhidngiger Western Blot Experimente wurden
densitometrisch ausgewertet (n=3). Dargestellt ist jeweils der Mittelwert der erhobenen Daten + SEM. Das
Sigifikanzniveau wurde auf 0,05 festgelegt. Gleiche Buchstaben oberhalb der Sdulen bedeuten, dass diese
Messwerte keinen signifikanten Unterschied aufwiesen. Abbildung modifiziert aus Schumacher et al. (2017).
(HSZ: Hepatische Sternzellen, KZ: Kupfferzellen MSZ: mesenchymale Stammzellen, PZ: Parenchymzellen, SEM:
standard error of the mean, SEZ: Sinusendothelzellen, Wt1: Wilms tumor protein homolog 1.)
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Die im Anschluss durchgefiihrten Western Blot Analysen zeigten einen deutlichen Anstieg des Wt1-
Proteingehalts im Verlauf der HSZ-Aktivierung. Wahrend an Tag 0 und Tag 1 ein nur sehr geringes Signal
flr Wtl detektiert werden konnte, zeigte sich an Tag 2 der Kultur eine leichte und an den Tagen 3 und

7 eine deutliche Zunahme an Wt1-Protein (Abbildung 15, C, D).

4.6.3 Gene mit differentieller Promotermethylierung

Zu den Genen mit differentieller Promotermethylierung gehorte unter anderen der
Cannabinoidrezeptor 2 (Cnr2). Wahrend die DNA-Methylierung im Promoter von Cnr2 zwischen Tag 0
und 3 der HSZ-Aktivierung um 35% anstieg (Abbildung 16, A), ging die Genexpression bis Tag 3
temporar auf 10% der Expression in ruhenden HSZ zurilick (Abbildung 16, B). Bis Tag 7 stieg die
Expression wieder auf ca. 50% des Ausgangswertes an Tag 1 an. Im DNA-Methylierungsarray wurde im
Cnr2-Promoter an zwei Stellen eine differentielle DNA-Methylierung angegeben, diese wies an einer
Stelle einen Unterschied zwischen Tag 0 und Tag 3 von 63%, in einem weiteren Bereich von 25% auf
(Tabelle 14). AuBerdem war die temporare Abnahme der Cnr2-Expression an Tag 3 der HSZ-Aktivierung
auch im Genexpressionsarray sichtbar (Tabelle 14). Die Ergebnisse fir DNA-Methylierung und

Genexpression aus den Arrays konnten also mittels BS-Seq und gPCR bestétigt werden.

Der Promoter des Hyaluronsdurerezeptors Lyvel erfuhr wahrend der frilhen HSZ-Aktivierung eine
zunehmende DNA-Methylierung um 34% (Abbildung 16, C), im Array war eine Hypermethylierung von
26% angegeben worden (Tabelle 14). Die aus den Genexpressionsarrays ersichtliche starke Reduktion
der Lyvel-Expression wahrend der HSZ-Aktivierung konnte durch die gPCR bestéatigt werden, von Tag
1 der Kultur bis zum letzten Messzeitpunkt an Tag 7 zeigte sich ein Riickgang auf fast 0% des

Ausgangswertes (Tabelle 14, Abbildung 16, D).

Von der epigenetischen Regulation waren nicht nur proteinkodierende Gene, sondern auch
Genombereiche betroffen, die fir miRNAs kodieren. Dazu gehorte die Vorlaufersequenz der
miRNA126, deren Promoter im Untersuchungszeitraum eine Zunahme der DNA-Methylierung um 25%
aufwies (Abbildung 16, E). Damit konnte zwar die Tendenz aus dem Array bestatigt werden, allerdings
wurde im Array eine starkere Hypermethylierung von 36% angegeben (Tabelle 14). Gleichzeitig mit der
zunehmenden Promotermethylierung sank die Expression der miRNA126 im Verlauf der HSZ-
Aktivierung auf weniger als 10% des Ausgangswerts (Abbildung 16, F). Diese starke Abnahme der

mRNA-Menge war auch aus den Ergebnissen der Genexpressionsarrays ersichtlich (Tabelle 14).

Auch das Gen Multimerin 2 (Mmrn2) erfuhr eine zunehmende Promotermethylierung und gleichzeitig
eine abnehmende Expression. In der BS-Seq zeigte sich eine Zunahme der DNA-Methylierung um 18%

Abbildung 16, G), obwohl der DNA-Methylierungsarray eine starkere Hypermethylierung von 50%
( g 16, G), y g y yp y g
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aufzeigte (Tabelle 14). Die gPCR-Untersuchungen ergaben eine Abnahme der mRNA-Menge auf fast

0% des Ausgangswertes (Abbildung 16, H), auch in den entsprechenden Arrays war eine starke

Abnahme der Mmrn2-Expression zu sehen (Tabelle 14).
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Abbildung 16: Differentielle DNA-Methylierung im Promoter und differentielle Genexpression von
ausgewahlten Genen wahrend der HSZ-Aktivierung. In ausgewahlten Genen wurden die Ergebnisse aus
dem DNA-Methylierungsarray sowie aus den Genexpressionsarrays mittels Bisulfit-Sequenzierung und
guantitativer PCR bestéatigt. Die DNA-Methylierung wurde in frisch isolierten und bis Tag 3 kultivierten
HSZ in Relation zueinander bestimmt. Die mMRNA-Menge der untersuchten Gene wurde an den Tagen 1,
3 und 7 der HSZ-Aktivierung bestimmt und relativ zum Wert an Tag 1 dargestellt. Zu den Genen die im
Rahmen der HSZ-Aktivierung eine negative Korrelation zwischen Promotermethylierung und
Genexpression aufwiesen gehoérten (A+B) Cnr2, (C+D) Lyvel, (E+F) microRNA126, (G+H) Mmrn2 und
(1+J) Robo4. Die statistische Auswertung erfolgte Uber eine Varianzanalyse (ANOVA). Gleiche
Buchstaben oberhalb der Sdulen entsprechen dabei Gruppen ohne signifikante Unterschiede (p<0,05).
Die Varianz ist als positiver Standardfehler des jeweiligen Mittelwerts angegeben (Bisulfitsequenzierung:
n=3, Expressionsanalysen: n=3-5). Daten publiziert in Gotze et al. (2015) und Schumacher et al. (2017).
(Cnr2: Cannabinoidrezeptor 2, HSZ: Hepatische Sternzellen, Lyvel: lymphatic vessel endothelial
hyaluronic acid receptor 1, miRNA: microRNA, Mmrn2: Multimerin 2, Robo4: Roundabout 4)
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Der Promoter des Gens roundabout 4 homolog (Robo4) wies eine zunehmende DNA-Methylierung um
33% bei Durchfiihrung der BS-Seq (Abbildung 16, 1) bzw. 41% im DNA-Methylierungsarray (Tabelle 14)
auf. Gleichzeitig zeigte sich auf mRNA-Ebene sowohl in der gPCR als auch in den Expressionsarrays eine
Abnahme der Robo4-Expression (Abbildung 16, J, Tabelle 14). Die Quantifizierung der mRNA-Menge
mittels gPCR ergab zwischen Tag 1 und 7 einen Rickgang der mRNA-Menge auf fast 0% des

Ausgangswertes.

Tabelle 14: Zusammenfassung der DNA-Methylierungs- und Genexpressionsianderungen fiir ausgewahlite
Gene mit differentieller Promoter- oder Genkorpermethylierung. Angegeben ist jeweils der Name des
Gens, die ermittelten Veranderungen der DNA-Methylierung in HSZ zwischen Tag 0 und 3 bestimmt Gber den
Methyl MiniSeq DNA-Methylierungsarray und (iber Bisulfit-Sequenzierung (BS-Seq) sowie die Tendenz der
differentiellen Genexpression wahrend der ersten Tage der HSZ-Aktivierung, die im Gen-Expressionsarray
von Affymetrix und quantitativ in der qPCR ermittelt wurde. (HSZ: Hepatische Sternzellen)

Gen DNA-Methylierung Genexpression
Methyl MiniSeq BS-Seq Expressionsarray gqPCR
Gene mit differentieller Promotermethylierung

63% 33% Abnahme Abnahme
26% 34% Abnahme Abnahme

m 50% 18% Abnahme Abnahme

Gene mit differentieller intergener DNA-Methylierung

Aonatme _ Abrahme

Witl 28% 23% Anstieg Anstieg

4.6.4 Gene mit differentieller Genkdérpermethylierung

Zusatzlich zu den ausgewahlten Genen mit differentieller Promotermethylierung wurden auch Gene
untersucht, die eine differentielle DNA-Methylierung im Genkdorper aufwiesen. Das am Wnt-Signalweg
beteiligte Gen adenomatous polyposis coli protein 2 (Apc2) wies eine zunehmende DNA-Methylierung
im sechsten Exon des Gens auf. Die hier auftretende Hypermethylierung betrug laut DNA-
Methylierungsarray 34%, eine Hypermethylierung von 18% konnte Uber Bisulfitsequenzierung
bestatigt werden (Abbildung 17, A, Tabelle 14). Gleichzeitig mit der zunehmenden intergenen DNA-

Methylierung konnte sowohl in den Expressionsarrays als auch in der qPCR eine zunehmende
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Genexpression festgestellt werden. Die Quantifizierung wies eine Zunahme der mRNA-Menge bis Tag

7 um mehr als das 10-fache des Ausgangswerts an Tag 1 nach (Tabelle 14, Abbildung 17, B).

Das Gen Bmp4 wies sowohl in den Arrays als auch im Rahmen der BS-Sequenzierung eine
vergleichsweise geringe Zunahme der DNA-Methylierung von knapp 20% im Intronbereich auf (Tabelle
14, Abbildung 17, C). Auch fiir dieses Gen zeigte sich parallel zur Veranderung der DNA-Methylierung
eine sehr starke Zunahme der mRNA-Menge. Diese Tendenz aus den Daten der Expressionsarrays
konnte in der gPCR quantitativ bestatigt werden. Bis zum Tag 7 der HSZ-Aktivierung stieg die Bmp4-

Expression auf liber das 60-fache des Ausgangswerts (Tabelle 14, Abbildung 17, D).

Obwohl die im Array nachgewiesene DNA-Hypermethylierung von 30% im zweiten Exon des CXXC-type
zinc finger protein 5 (Cxxc5)-Gens in der BS-Sequenzierung nicht bestatigt werden konnte (hier ergab
sich nur ein Unterschied von 7%) (Abbildung 17, E, Tabelle 14) zeigte sich sowohl in den Arrays, als
auch in den qPCR-Analysen eine Zunahme in der Genexpression von Cxxc5 (Tabelle 14, Abbildung 17,
F). In der gPCR lieR sich eine stetige Zunahme der mRNA-Menge bis Tag 7 auf Gber das 4-fache des

Ausgangswertes feststellen.

Bei der Auswertung der Arrays ergab sich flr Krueppel-like factor 2 (KIf2) eine Zunahme der DNA-
Methylierung im dritten und letzten Exon und dariber hinaus in der 3’untranslatierten Region (3‘-UTR)
um 52% sowie eine Abnahme der Genexpression (Tabelle 14). Beide Ergebnisse konnten bestéatigt
werden, in der BS-Sequenzierung ergab sich eine Zunahme der DNA-Methylierung um 34% (Abbildung
17, G) und in der gPCR eine Abnahme der KIf2-mRNA-Menge auf etwa 50% des Ausgangswertes bis
Tag 3 (Abbildung 17, H). Danach war bis zum Tag 7 der Kultur wieder eine langsame Zunahme der

mRNA-Menge zu beobachten.

Das LIM/homeobox protein 6 (Lhx6) wies laut DNA-Methylierungsarray an mehreren Stellen im Intron-
und Exonbereich eine abnehmende Methylierung zwischen 23% und 36% auf, in der BS-Sequenzierung
konnte eine Hypomethylierung von 28% bestéatigt werden (Tabelle 14, Abbildung 17, 1). Obwohl der
Expressionsarray keine nennenswerte Veranderung der Lhx6-Expression anzeigte, konnte mittels gPCR
gezeigt werden, dass die Expression auf 25% des Ausgangswerts an Tag 1 zuriickgeht (Tabelle 14,

Abbildung 17, J).
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Abbildung 17: Differentielle DNA-Methylierung im Genkorper und differentielle Genexpression von
ausgewahlten Genen wihrend der HSZ-Aktivierung. In ausgewdahlten Genen wurden die Ergebnisse aus dem
DNA-Methylierungsarray, sowie aus dem Genexpressionsarray mittels BS-Sequenzierung und gPCR bestatigt. Die
DNA-Methylierung wurde in frisch isolierten und bis Tag 3 kultivierten HSZ in Relation zueinander bestimmt. Die
mRNA-Menge wurde an den Tagen 1, 3 und 7 der HSZ-Aktivierung bestimmt und relativ zum Wert an Tag 1
dargestellt. Die untersuchten Gene umfassten (A+B) APC2, (C+D) Bmp4, (E+F) Cxxc5, (G+H) KIf2, (1+J) Lhx6, (K+L)
Sparcll, (M+N) Sulf2 und (O+P) Wnt5a. Die statistische Auswertung erfolgte Uber eine Varianzanalyse (ANOVA).
Gleiche Buchstaben oberhalb der Sdulen entsprechen dabei Gruppen ohne signifikante Unterschiede (p<0,05).
Die Varianz ist als positiver Standardfehler des jeweiligen Mittelwerts angegeben (Bisulfitsequenzierung: n=3,
Expressionsanalysen: n=3-5). Daten publiziert in Gotze et al. (2015) und Schumacher et al. (2017). (APC2:
adenomatous polyposis coli protein 2, Bmp4: bone morphogenetic protein 4, Cxxc5: CXXC-type zinc finger protein
5, HSZ:Hepatische Sternzellen, KIf2: Krueppel-like factor 2, Lhx6: LIM/homeobox protein 6, Sparcll: Sparc-like
protein 1, Sulf2: extracellular sulfatase 2)
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Der Marker ruhender HSZ, SPARC-like protein 1 (Sparcll) wies wahrend der HSZ-Aktivierung sowohl im
Array als auch in den BS-Sequenzierungen eine abnehmende Methylierung im Intronbereich auf. Diese
DNA-Hypomethylierung war in der BS-Seq mit 40% hoher als im Array, dort lag sie bei 23% (Tabelle 14,
Abbildung 17, K). Gleichzeitig mit der abnehmenden DNA-Methylierung im Genkorper trat ein
deutlicher Rickgang der Genexpression ein, der in den Arrays und in der qPCR zu beobachten war
(Tabelle 14). In der gPCR ergab sich in den ersten 7 Tagen der HSZ-Aktivierung ein Riickgang der
Sparcll-Expression um 85% (Abbildung 17, L).

Die Sulfatase 2 (Sulf2) wies eine zunehmende Methylierung im letzten Exon des Gens von 48%, sowie
im Intronbereich von 33% auf. Eine Hypermethylierung von 30% konnte Uber BS-Sequenzierung
bestatigt werden (Abbildung 17, M). Die gleichzeitige Zunahme der Expression von Sulf2, die im
Expressionsarray ersichtlich war, konnte auch in der gPCR-Analyse gezeigt werden, bis zum Tag 7 liel§

sich ein Anstieg auf das 30-fache des Ausgangswerts beobachten (Tabelle 14, Abbildung 17, N).

Auch Wnt5a wies wahrend der HSZ-Aktivierung sowohl in intronischen als auch in exonischen
Bereichen laut Array eine ansteigende DNA-Methylierung von 26% auf (Tabelle 14). In der BS-
Sequenzierung ergab sich eine Zunahme der DNA-Methylierung um 20% (Abbildung 17, O). Die
Expression von Wnt5a nahm laut der Arrays und der qPCR-Ergebnisse wahrend der HSZ-Aktivierung
stark zu, in der Quantifizierung ergab sich eine Zunahme um mehr als das 20-fache bis Tag 7 (Tabelle

14, Abbildung 17, P).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass alle untersuchten Gene mit differentieller Methylierung in

Introns oder Exons eine positive Korrelation der DNA-Methylierung mit der Genexpression aufwiesen.

4.7 Der Notch-Signalweg wahrend der HSZ-Aktivierung

Aufgrund der stark verdnderten Genexpression von Dtx4 (Abbildung 14), einem Regulator des Notch-
Signalwegs, wurde im Folgenden die Expression der vier Notch-Rezeptoren wahrend der HSZ-
Aktivierung genauer untersucht.

Zunachst konnte gezeigt werden, dass sich die Expression einzelner Notch-Rezeptoren wahrend des
Aktivierungsprozesses veranderte (Abbildung 18, A). Wahrend Notchl und Notch4 in den ersten 7
Tagen der HSZ-Kultur stark vermindert exprimiert wurden und Notch2 keine signifikante Verdanderung
in der Genexpression aufwies, erfuhr Notch3 eine verstarkte Expression bis zum Tag 7 auf das fast 10-

fache des Wertes in ruhenden HSZ.
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Abbildung 18: Der Notch-Signalweg wahrend der HSZ-Aktivierung. Die HSZ wurden bis zu 7 Tage in Kultur
aktiviert, im Anschluss wurde die Genexpression mittels quantitativer PCR und der Proteingehalt tber
Western Blot bestimmt. (A) Wahrend Notch1 und Notch4 vermindert exprimiert wurden, wies Notch2 keine
signifikante Veranderung und Notch3 eine starke Hochregulation der Genexpression in den qPCR-Analysen
auf (n=5-6). (B) Nachweis des Proteingehalts an Notch1 und Notch3 in Kultur-induzierten HSZ. Notch3 wurde
verstarkt, Notch1 vermindert auf Proteinebene nachgewiesen. (C+D) Densitometrisch ausgewertete Western
Blot Analysen fiir Notch 1 (C) und Notch3 (D) (n=3). (E+F) Die Notch1-Zielgene Hesl und Fral wiesen in der
gPCR eine verminderte Expression auf, wohingegen die Expression von Vegf-d stark anstieg (n=3). Dargestellt
ist jeweils der Mittelwert der erhobenen Daten + SEM Die statistische Auswertung erfolgte Uber eine
Varianzanalyse (ANOVA). Gleiche Buchstaben oberhalb der Saulen entsprechen dabei Gruppen ohne
signifikante Unterschiede (p<0,05). Abbildung modifiziert aus Schumacher et al. (2017). (Fral: fos-related
antigen 1, Hes1: hairy and enhancer of split 1, HSZ: Hepatische Sternzellen, Vegf: vascular endothelial growth

factor)
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Die veranderte Expression fiihrte im Fall von Notch1 auch auf Proteinebene zu einem verminderten

Gehalt des 120 kDa schweren membranstandigen Rezeptors (Abbildung 18 B, C).

Der Rezeptor Notch3 wurde hingegen im Verlauf der HSZ-Aktivierung verstarkt im Western Blot
nachgewiesen (Abbildung 18, B, D). Einen weiteren Hinweis auf eine Veranderung in der Notch-
Signalgebung lieferte die Quantifizierung der mMRNA von Notch-Zielgenen. Wahrend die
Transkriptionsfaktoren hairy and enhancer of split 1 (Hesl) und fos-related antigen 1 (Fral), deren
Expression durch Notch1 positiv (Jarriault et al., 1998; Talora et al., 2002) und Notch3 negativ (Gu et
al., 2016) beeinflusst wird, im Verlauf der HSZ-Aktivierung vermindert exprimiert wurden (Abbildung
18, E), zeigte der Wachstumsfaktor vascular endothelial growth factor d (Vegf-d) eine verstarkte
Expression (Abbildung 18, F). Die Expression von Vegf-d wird durch den Transkriptionsfaktor cFos
induziert, welcher negativ durch Notch1 reguliert wird (Wang et al., 2007; Talora et al., 2002). In den

Genexpressionsarrays ergab sich wahrend der HSZ-Aktivierung eine verminderte Expression von cFos.

4.8 DNA-Methylierung repetitiver Elemente wahrend der HSZ-Aktivierung

In den vorherigen Abschnitten konnte gezeigt werden, dass wahrend der HSZ-Aktivierung starke
Veranderungen sowohl auf der Ebene der DNA-Methylierung, als auch der Genexpression auftraten.
Dabei wurde nachgewiesen, dass differentiell methylierte Regionen, die im Kontext mit einem
kodierenden Gen auftraten, vorrangig eine zunehmende DNA-Methylierung aufwiesen, obwohl global
eine sehr starke DNA-Demethylierung beobachtet wurde. In einem weiteren Versuch sollte daher
geklart werden, an welcher Stelle im Genom, wenn nicht im kodierenden Bereich, diese starke
Abnahme der DNA-Methylierung stattfand. Repetitive Sequenzen, die etwa 40% des Rattengenoms
ausmachen, sind Bereiche mit einem hohen Grad an DNA-Methylierung (Yoder et al., 1997). Mithilfe
dieser Modifikation wird die genomische Stabilitdt gewahrleistet, so wird z.B. die Transkription und
Reintegration transposabler Elemente verhindert (Yoder et al., 1997). Mittels der
Konsensussequenzen fir verschiedene repetitive Elemente wurde in der vorliegenden Arbeit
untersucht, ob die starke DNA-Demethylierung in diesen repetitiven Elementen erfolgte. An dieser
Stelle wurde die DNA-Methylierung nicht Gber Bisulfitsequenzierung, sondern mittels gAMP ermittelt
(siehe Kapitel 3.2.4). Uber diese Methode konnten keine signifikanten Verinderungen der DNA-
Methylierung in verschiedenen repetitiven Sequenzen nachgewiesen werden (Abbildung 19). Das long
interspersed nuclear element LINE1l ist das am hdaufigsten auftretende repetitive Element im
Sdugergenom. Da es sich dabei um eine im Vergleich relativ lange Sequenz handelt, wurden zwei
Bereiche der Sequenz ausgewahlt und auf ihre DNA-Methylierung hin untersucht. In einem Bereich
wurde eine leichte Abnahme, in dem anderen eine leichte Zunahme detektiert, diese Unterschiede
waren allerdings nicht signifikant. Gleiches gilt fiir die endogenen Retroviren (ERV), aus dieser Gruppe

wurden sechs verschiedene Sequenzen, ERV1-3 und ERVB1-2 sowie das simian retrovirus (SRV)
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untersucht. Mit Ausnahme der Konsensussequenz fir ERV3, in der keine Veranderung in der DNA-
Methylierung festzustellen war, konnte fiir alle Elemente eine leichte, aber nicht signifikante Abnahme
der DNA-Methylierung nachgewiesen werden. Gleiches gilt auch fiir eine Konsensussequenz fir
identifier-(ID)-Elemente. Zusammenfassend ldsst sich also feststellen, dass die starke DNA-
Demethylierung, die wahrend der HSZ-Aktivierung auftrat, nicht auf Veranderungen der DNA-

Methylierung in den untersuchten repetitiven Elementen zurlickzufiihren war.

DNA-Methylierung repetitiver Elemente wihrend der HSZ-Aktivierung
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Abbildung 19: DNA-Methylierung verschiedener repetitiver Elemente wahrend der HSZ-Aktivierung.
Die Konsensussequenzen verschiedener repetitiver Elemente wurden mittels methylierungssensitiver
Restriktionsenzyme auf Veranderungen in der DNA-Methylierung zwischen den Tagen 0 und 3 der
Kultur-induzierten HSZ-Aktivierung untersucht. Alle untersuchten Elemente zeigten keine signifikanten
Veranderungen der DNA-Methylierung. Die DNA-Methylierung wurde in sechs unabhangigen HSZ-
Isolationen untersucht. Die statistische Auswertung erfolgte Uiber eine Varianzanalyse (ANOVA). Gleiche
Buchstaben oberhalb der Sdulen entsprechen dabei Gruppen ohne signifikante Unterschiede (p<0,05).
Die Varianz ist als positiver Standardfehler des jeweiligen Mittelwerts angegeben (n=6). Abbildung
mdifiziert aus Gotze et al. (2015). (ERV: endogener Retrovirus, HSZ: Hepatische Sternzellen, ID:
identifier, LINE: long interspersed nuclear element, SRV: simian retrovirus)

4.9 Mechanismus der aktiven DNA-Demethylierung in HSZ

Inhibitorexperimente mit L-Mimosin zeigten, dass die starke DNA-Demethylierung, die wahrend der
HSZ-Aktivierung zu beobachten war, auf einem aktiven Mechanismus beruhte (siehe Kapitel 4.1). Einen
weiteren Hinweis darauf, dass ein aktiver DNA-Demethylierungsmechanismus fiir die starke DNA-
Demethylierung wahrend der HSZ-Aktivierung verantwortlich war, lieferte die Untersuchung des y-
H2A . X-Gehalts. H2A.X ist eine Variante des Histons H2, einem Bestandteil des Histonkomplexes, der
an der Organisation des Chromatins im Zellkern beteiligt ist (West & Bonner, 1980). Wenn
Doppelstrangbriiche in der DNA auftreten, erfolgt eine Phosphorylierung des H2A.X an Serin 139, das
modifizierte Histon wird auch als y-H2A X bezeichnet (Rogakou et al., 1998). Die Modifikation dient der
Rekrutierung von Enzymen der DNA-Reparatur, wie beispielsweise Nibrin (Nsb1) (Kobayashi et al.,
2002) und des mediator of DNA damage checkpoint protein 1 (Mdc1) (Stewart et al., 2003). Um eine
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Aussage liber das Auftreten von DNA-Doppelstrangbriichen wahrend der HSZ-Aktivierung treffen zu
kénnen, wurde die Menge an y-H2A.X mittels Western Blot bestimmt. Es zeigte sich, dass y-H2A.X
wahrend der Kultur-induzierten HSZ-Aktivierung nur sehr kurzzeitig an Tag 1 nachweisbar war

(Abbildung 20, A, B). An Tag 1 der HSZ-Aktivierung traten DNA-Doppelstrangbriiche also vermehrt auf.

A Western Blot yH2A.X in HSZ-Zeitreihen
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Abbildung 20: y-H2A.X-Gehalt in aktivierenden HSZ. In Kultur-induzierten HSZ wurde mittels Western
Blot das Auftreten der Histonmodifikation y-H2A.X bestimmt. An Tag 1 konnte im Gegensatz zu den
anderen Zeitpunkten ein verstarktes Auftreten der Modifikation nachgewiesen werden. Die statistische
Auswertung erfolgte Uber eine Varianzanalyse (ANOVA). Gleiche Buchstaben oberhalb der Sdulen
entsprechen dabei Gruppen ohne signifikante Unterschiede (p<0,05). Die Varianz ist als positiver
Standardfehler des jeweiligen Mittelwerts angegeben (n=3). (HSZ: Hepatische Sternzellen)

relatives Signal yH2A.X/ y-Tubulin

Die aktive DNA-Demethylierung ist noch nicht zufriedenstellend aufgeklart und scheint, abhangig von
Zelltyp und Entwicklungsstadium, unterschiedliche Enzyme und Reaktionswege zu beinhalten (siehe

Abschnitt 1.4.4). Um einen moglichen Mechanismus der aktiven DNA-Demethylierung wahrend der
HSZ-Aktivierung identifizieren zu kénnen, wurde sowohl die Expression als auch der Proteingehalt
verschiedener potentiell an der aktiven DNA-Demethylierung beteiligter Proteine untersucht. Dazu
wurde die mRNA-Menge mittels gPCR und der Proteingehalt (iber Western Blot Analysen bestimmt.
Obwohl in Abschnitt 4.4.2 dieser Arbeit darauf hingewiesen wurde, dass die Haushaltsgene an Tag 0
der HSZ-Aktivierung differentiell exprimiert werden und dieser Zeitpunkt daher nicht zur Auswertung
hinzugezogen wurde, wurde er an dieser Stelle trotzdem fiir die Analysen verwendet und in den
folgenden Abbildungen dargestellt. Ein Grund dafir ist, dass der Aktivierungsprozess sehr zeitnah nach
der Isolation der HSZ begann und die Werte an Tag 0 wichtig waren, um Verdnderungen an Tag 1

Uberhaupt sehen zu kénnen. Zudem ergaben sich die erwdhnten Schwierigkeiten in der Auswertung
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unter Bericksichtigung von Tag 0 durch die sehr starke Expression des Haushaltsgens Rps6 an Tag 0 im
Vergleich zu den restlichen Messzeitpunkten. Dies filihrte dazu, dass sich vor allem fir die
Interpretation vermindert exprimierter Gene Schwierigkeiten ergaben, wohingegen vermehrt
exprimierte Gene, die an dieser Stelle identifiziert werden sollten, in ihrer Hochregulation eher
unterschatzt wurden. Aus diesen Griinden finden sich auch die qPCR-Ergebnisse fiir Tag O in den

folgenden Auswertungen.

Ten eleven translocation (Tet)-Dioxygenasen spielen in vielen DNA-Demethylierungsprozessen eine
wichtige Rolle (siehe Abschnitt 1.4.4), daher war die Expression von Tet1-3 auch im Kontext der HSZ-
Aktivierung interessant.

In einem Zeitraum von 0 bis 7 Tagen Kultur-induzierter Aktivierung zeigte sich bei der mRNA-
Quantifizierung, dass an Tag 1, zeitgleich mit der starken DNA-Demethylierung, eine deutliche
temporare Hochregulation der Tet3-mRNA erfolgte. An Tag 3 war dieTet3-Expression schon wieder
stark reduziert (Abbildung 21). Fiir Tet1 und Tet2 zeigte sich von der Isolation an eine starke Abnahme
des mRNA-Gehalts (Abbildung 21). Eventuell ist Tet3 also im Rahmen der HSZ-Aktivierung an der DNA-

Demethylierung beteiligt.

Expression von Tet-Dioxygenasen in HSZ
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Abbildung 21: Expression der Tet-Dioxygenasen wahrend der HSZ-Aktivierung. Die relative mRNA-
Menge der Tet-Dioxygenasen 1-3 wurde in Kultur-induzierten HSZ an den Tagen 0, 1, 3 und 7 mittels
guantitativer PCR bestimmt. Lediglich die Tet3-Expression wurde an Tag 1 des Aktivierungsprozesses
signifikant hochreguliert. Die statistische Auswertung erfolgte Uber eine Varianzanalyse (ANOVA).
Gleiche Buchstaben oberhalb der Sdulen kennzeichnen dabei Gruppen ohne signifikante Unterschiede
(p<0,05). Die Varianz ist jeweils als positiver Standardfehler des jeweiligen Mittelwertes angegeben
(n=3-6). (HSZ: Hepatische Sternzellen, Tet: ten eleven translocation)

Im Anschluss an die Oxidation methylierter Cytosine kann wahrend der DNA-Demethylierung eine
Deaminierung zu Thymin oder zu Hydroxyuracil erfolgen (siehe Abschnitt 1.4.4). Die Deaminasen

Apex1, Apobecl und Apobec3b werden in der Literatur haufiger im Zusammenhang mit der aktiven
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DNA-Demethylierung diskutiert, daher wurde auch ihre Expression im Verlauf der HSZ-Aktivierung
bestimmt. Wahrend Apex1 und Apobec3b an Tag 1 eine Hochregulation der Genexpression auf das
fast 4-fache bzw. das 1,8-fache des Wertes in frisch isolierten HSZ aufwiesen, kam es fir das Gen
Apobecl an Tag 1 und 3 der kulturinduzierten HSZ-Aktivierung zu einer verminderten Expression. An
Tag 7 war dann allerdings fiir Apobecl eine nicht signifikante verstarkte Expression auf das mehr als 4-
fache zu beobachten. Die Ergebnisse der HSZ-Isolationen von drei Tieren wiesen zwar die gleiche
ansteigende Tendenz, jedoch stark voneinander abweichende Werte auf (Abbildung 22). Die erhdhte
Apex1-Expression war nur temporar und ab Tag 3 wieder deutlich geringer als an Tag 1, wohingegen
die Expression des Apobec3b-Gens wahrend des Beobachtungszeitraums auf dem erhéhten Niveau
blieb, der Unterschied zu Tag 0 allerdings erst an Tag 7 signifikant wurde (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Expression verschiedener Deaminasen wahrend der HSZ-Aktivierung. Die relative
mRNA-Menge von Apex1, sowie Apobecl und Apobec3a wurde in Kultur-induzierten HSZ an den Tagen
0, 1, 3 und 7 mittels quantitativer PCR bestimmt. Apex1 wies eine tempordr verstarkte Genexpression
an Tag 1 auf, die Apobecl-Expression ging zundchst zuriick, stieg dann aber zwischen Tag 3 und Tag7
stark an, Apobec3b wies eine erhohte Expression an Tag 1 auf, diese blieb dann liber den gesamten
Zeitraum der Messung stabil. Die statistische Auswertung erfolgte Gber eine Varianzanalyse (ANOVA).
Gleiche Buchstaben oberhalb der Sadulen kennzeichnen Gruppen ohne signifikanten Unterschied
(p<0,05). Varianzen sind als positiver Standardfehler des jeweiligen Mittelwerts angegeben (n=3-6).
(HSZ: Hepatische Sternzellen)

Durch die zuvor beschriebene Deaminierung entstehen Basenfehlpaarungen, die im weiteren Verlauf
der aktiven DNA-Demethylierung entfernt werden missen (siehe Abschnitt 1.4.4). Die Thymin-DNA-
Glykosylase (Tdg) und die single-strand selective monofunctional uracil DNA glycosylase (Smugl) sind
DNA-Glykosylasen, die diese Aufgaben tGbernehmen kdnnen. Tdg findet in der Literatur auBerdem
deswegen haufig Erwdhnung, weil es die Oxidationsprodukte von 5-Methylcytosin, 5-Formylcytosin
und 5-Carboxycytosin erkennen und durch Bindung die BER und einen Austausch der modifizierten
Base durch ein unmethyliertes Cytosin induzieren kann (siehe Abschnitt 1.4.4). Im Folgenden wurde

daher auch untersucht, ob diese beiden DNA-Glykosylasen wahrend des Aktivierungsprozesses
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verstarkt exprimiert werden (Abbildung 23). Eine signifikante Hochregulation der Genexpression an
Tag 1 der HSZ-Aktivierung liel8 sich nur fiir Tdg nachweisen. Zwar lag die Expression von Smugl zu
diesem Zeitpunkt auch etwas hoher als kurz nach der Isolation, allerdings war der Unterschied
zwischen den beiden Zeitpunkten nicht signifikant. Nach Tag 1 fiel die Expression beider Gene bis zum
Tag 7 ab, fur Tdg fiel sie auf das Niveau in den frisch isolierten HSZ zurlick, fir Smugl zeigte sich eine

starkere Abnahme der Genexpression auf ca. 40 % des Wertes an Tag 0 (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Expression verschiedener DNA-Glykosylasen wahrend der HSZ-Aktivierung. Die relative
MRNA-Menge von Tdg und Smugl wurde in Kultur-induzierten HSZ an den Tagen 0, 1, 3 und 7 mittels
gPCR bestimmt. Eine signifikante Hochregulation der Genexpression an Tag 1 der HSZ-Aktivierung
konnte nur fiir Tdg, nicht aber fiir Smugl nachgewiesen werden. Die statistische Auswertung erfolgte
Uber eine Varianzanalyse (ANOVA). Gleiche Buchstaben oberhalb der Siulen kennzeichnen dabei
Gruppen ohne signifikante Unterschiede (p<0,05). Varianzen sind als positiver Standardfehler des
jeweiligen Mittelwerts angegeben (n=5-6). (HSZ: Hepatische Sternzellen, Smug1: single-strand selective
monofunctional uracil DNA glycosylase, Tdg: G/T mismatch-specific thymine DNA glycosylase
Neben Enzymen, die wahrend des DNA-Demethylierungsprozesses eine bestimmte katalytische
Funktion libernehmen, gibt es auch sogenannte Scaffolder-Proteine. Deren Funktion ist die Interaktion
mit den an der Reaktion beteiligten funktionellen Proteinen, um diese in rdumliche Ndhe zueinander
zu bringen und so die ablaufenden Reaktionen zu ermdoglichen. Eine solche Aufgabe wird fiir die growth
arrest and DNA damage inducible (Gadd)45-Proteinfamilie diskutiert (Schuermann et al., 2016). Um
die Bedeutung von Gadd45 fiir die DNA-Demethylierung in HSZ weiter zu erforschen, wurde die
Expression der Familienmitglieder Gadd45a, B und y wahrend des Aktivierungsprozesses bestimmt.
Zusatzlich wurde noch die Expression des Ringfingerproteins 4 (Rnf4) untersucht, ein Protein dessen

Funktion unter anderen die Modulation der DNA-Demethylierung ist und fiir das auch eine Interaktion

mit Tdg nachgewiesen ist (Hu et al., 2010)
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Expression von Scaffolder-Proteinen in HSZ
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Abbildung 24: Expression verschiedener Scaffolder-Proteine wahrend der HSZ-Aktivierung. Die relative
mMRNA-Menge von Proteinen der Gadd45-Familie und von Rnf4 wurde in Kultur-induzierten HSZ an den
Tagen 0, 1, 3 und 7 mittels quantitativer PCR bestimmt. Eine signifikante Hochregulation der
Genexpression an Tag 1 der HSZ-Aktivierung konnte nur fiir Gadd45a nachgewiesen werden. Gadd45f
und y wurden im Verlauf der HSZ-Aktivierung herunterreguliert. Die Rnf4-Expression blieb an Tag 1
zunachst stabil, nahm dann aber bis Tag 3 ab. Die statistische Auswertung erfolgte lber eine
Varianzanalyse (ANOVA), gleichnamige Buchstaben oberhalb der Saulen kennzeichnen dabei Gruppen
ohne signifikante Unterschiede (p<0,05). Varianzen sind als positiver Standardfehler des jeweiligen
Mittelwerts angegeben (n=3-5). (Gadd: growth arrest and DNA damage inducible protein, HSZ: Hepatische
Sternzellen, Rnf4: ringfinger protein 4)

Von den drei Gadd45-Familienmitgliedern wurde nur Gadd45a an Tag 1 der HSZ-Aktivierung signifikant
hochreguliert (Abbildung 24). Danach fiel die Expression an Tag 3 und 7 auf das Ursprungsniveau
zurick. Sowohl die Expression von Gadd45p als auch von Gadd45y wurde im Zuge der HSZ-Aktivierung
um etwa die Halfte der Expression in frisch isolierten Sternzellen herunterreguliert. Die Expression von

Rnf4 blieb an Tag 1 der Aktivierung stabil und nahm erst zwischen Tag 1 und 3 ab (Abbildung 24).

In der Methylbindedomane (MBD)-Familie sind verschiedene Proteine zusammengefasst, die eine
Domaéne zur Bindung von methylierter DNA besitzen. Aufgrund dieser Fahigkeit ist es denkbar, dass
auch diese Proteinfamilie an der Regulation der aktiven DNA-Demethylierung beteiligt ist. Zudem ist
bekannt, dass MBD3 bei der Induktion der DNA-Demethylierung eine Rolle spielt (Brown et al., 2008).
Daher wurde im Folgenden die Expression von MBD1-4 und MeCP2 wahrend der HSZ-Aktivierung
untersucht (Abbildung 25). Sowohl MBD1, als auch MBD2, MBD4 und MeCP2 wurden wahrend des
Aktivierungsprozesses stark vermindert exprimiert. Lediglich MBD3 zeigte an Tag 1 eine signifikante
Hochregulation der mRNA-Menge (Abbildung 25). Diese Hochregulation war allerdings nur temporar,

zwischen Tag 1 und 3 sank die Expression wieder auf das Ursprungsniveau der frisch isolierten Zellen.
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Expression von methylbindenden Proteinen in HSZ
200

180 _L

160 1

140 -

120 -
100 4 2 d_ 9

9 g
—Ll_T_ i I

80 b e

relative mRNA-Menge [%]

60 i
40 c K i kK K

20 1 n

MBD1 MBD2 MBD3 MBD4 Mecp2
Abbildung 25: Expression verschiedener methylbindender Proteine wahrend der HSZ-Aktivierung. Die
relative mRNA-Menge von MBD1 bis 4 und MeCP2 wurde in Kultur-aktivierten HSZ an Tag 0, 1, 3 und 7
mittels quantitativer PCR bestimmt. Eine temporére signifikante Hochregulation der Genexpression an
Tag 1 der HSZ-Aktivierung konnte nur fiir MBD3 nachgewiesen werden. Alle anderen untersuchten Gene
wiesen einen konstanten Abfall der mRNA-Menge im Verlauf der HSZ-Aktivierung auf. Die statistische
Auswertung erfolgte Uber eine Varianzanalyse (ANOVA). Gleiche Buchstaben oberhalb der Sédulen
kennzeichnen Gruppen mit nicht signifikanten Unterschieden (p<0,05). Varianzen sind als positiver
Standardfehler des jeweiligen Mittelwerts angegeben (n=3-6). (HSZ: Hepatische Sternzellen, MBD:
methyl binding domain, MeCP2: methyl-CpG-binding protein 2)
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Expression des 5mC-oxidierende Enzyms Tet3, der
Deaminasen Apex1 und Apobec3b, der DNA-Glykosylase Tdg sowie des Scaffolder-Proteins Gadd45a
und des methylbindenden Proteins MBD3 an Tag 1 der Kultur-induzierten HSZ-Aktivierung signifikant
hochreguliert wurde. Da die starkste DNA-Demethylierung schon sehr friih im Aktivierungsprozess

zwischen Tag 0 und 1 stattfand, sind die oben genannten Proteine potentiell wichtig fiir diesen Prozess.

Um zu Uberprifen, ob die Erhéhung der Genexpression auch zu einer Erhdhung des jeweiligen
Proteinlevels fiihrte, wurden fir Tet3, Apexl, Tdg, Gadd45a und MBD3 Western Blot Analysen
durchgefiihrt (Abbildung 26). Die verstarkte Transkription der fiinf Gene wurde auch von einer
erhohten Translation begleitet. Apexl und Gadd45a wiesen nur eine kurzfristige Erhéhung der
Proteinmenge an Tag 1 auf, wahrend MBD3 und Tdg verstarkt ab Tag 1 nachzuweisen waren und die
Proteinmenge auch an den darauffolgenden Tagen auf einem erhéhten Niveau blieb. Tet3 war an allen
Tagen der HSZ-Aktivierung nachweisbar, allerdings war ein erhdhter Proteingehalt an den Tagen 3 und

7 nachzuweisen.
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Western Blot verschiedener Proteine
der aktiven DNA-Demethylierung in HSZ

HSZ (Tage in Kultur)

0 1 2 3

y-Tubulin

| 51kDa

Gadd45a

y-Tubulin

[ ——— - | 13 kDa

e v —

51kDa

MBD3

y-Tubulin

- — —

28 kDa

|-_. e ——

| 51kDa

Tdg

y-Tubulin

| > e == |45kDa

| 51kDa

Tet3

y-Tubulin

|\-—--w

| 195 kDa

I

| 51Da

Abbildung 26: Western Blot Analysen moglicher Kandidaten fiir die DNA-Demethylierung
wahrend der HSZ-Aktvierung. HSZ wurden fiir die angegebene Zeit auf Plastik kultiviert und
dadurch aktiviert. Nach Gewinnung der Proteinlysate wurden diese im Western Blot
analysiert. Als Ladekontrolle diente in allen Fallen y-Tubulin (n=3). (Gadd45a: growth arrrest
and DNA damage inducible protein a, HSZ: Hepatische Sternzellen, MBD3: methyl-CpG-
binding domain protein 3; Tdg: G/T mismatch-specific thymine DNA glycosylase, Tet3: ten

eleven translocation 3)
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5 Diskussion

5.1 Veranderung der globalen DNA-Methylierung wahrend der HSZ-Aktivierung

Stammzellen kénnen durch ihr Entwicklungspotenzial von ausdifferenzierten somatischen Zellen
abgegrenzt werden. Alle Zellen eines Korpers gehen urspriinglich aus pluripotenten Zellen hervor, die
dadurch gekennzeichnet sind, dass sie Zelltypen aller drei embryonalen Keimblatter, Ektoderm,
Mesoderm und Entoderm bilden kénnen (siehe Abschnitt 1.3). Diese Pluripotenz geht im Laufe der
Entwicklung und der Ausbildung verschiedener Zelltypen mit zelltypspezifischer Genexpression und
Funktion verloren. Auf molekularer Ebene spiegelt sich diese Beobachtung in der Verdanderung von
DNA- und Chromatinmodifikationen wieder. So korrelieren wahrend der Embryogenese die Nanog-
und octamer binding protein 4 (Oct4) -Expression mit der Pluripotenz, eine abnehmende Pluripotenz
geht einher mit einer verringerten Zuganglichkeit des Chromatins im Bereich der Gene fiir Oct4 und
Nanog, sowie mit einer erhéhten DNA-Methylierung des Nanog-Promoters (Osorno et al., 2012). Die
Entdeckung der Pluripotenzfaktoren cMyc, KIf4, Oct4 und Sox2 fihrte dazu, dass der Prozess der
Differenzierung nun auch riickgangig gemacht werden kann, sodass ausdifferenzierte Zellen zuriick in
einen pluripotenten Zustand gefiihrt werden kénnen (Takahashi & Yamanaka, 2006) und auf diese
Weise induzierte pluripotente Stammzellen (iPSZ) entstehen. Dazu missen die epigenetischen
Informationen, die eine ausdifferenzierte Zelle charakterisieren, geléscht werden, damit das
Chromatin in einen weniger differenzierten Zustand Gberfiihrt wird. Dieser Prozess, der Auswirkungen
auf das gesamte Genom hat, wird auch als epigenetische Reprogrammierung bezeichnet (Simonsson

& Gurdon, 2005).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass HSZ wahrend der Kultur-induzierten
Aktivierung starke Veranderungen in der DNA-Methylierung durchlaufen. Auf globaler Ebene wurde
zunachst eine starke DNA-Demethylierung wahrend der friihen HSZ-Aktivierung nachgewiesen (siehe
Abschnitt 4.1), ein Prozess, der an die bereits bekannte epigenetische Reprogrammierung wahrend
der Embryonalentwicklung (Hajkova et al., 2002; Santos et al., 2002), die Generierung von induzierten
pluripotenten Stammzellen (Mikkelsen et al., 2008) und die Entstehung von Tumoren (Gama-Sosa et
al., 1983; Ehrlich, 2002) erinnert. In den benannten Fallen ist der Prozess der globalen DNA-
Demethylierung an der Ausbildung eines Entwicklungspotentials beteiligt, welches im Anschluss durch
eine spezifische Remethylierung wieder eingeschrankt werden kann. Dass HSZ ebenfalls einen solchen
Prozess durchlaufen, ist ein Hinweis darauf, dass auch sie durch die Aktivierung einen potenteren
Status erreichen, von dem aus sie sich in funktionale Zelltypen, wie beispielsweise Hepatozyten
differenzieren und dadurch zur Leberregeneration beitragen konnen. Die beobachtete globale DNA-

Demethylierung erweitert die bisherigen Kenntnisse {iber die HSZ als mesenchymale Stammzelle. So
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kann davon ausgegangen werden, dass das Differenzierungspotential der HSZ schon im ruhenden
Zustand in der Stammzellnische vorhanden ist, eine aktive und entwicklungsfahige Stammzelle
allerdings erst wahrend des Aktivierungsprozesses entsteht (Kordes et al., 2013). Ein solches Modell,
in dem zwischen potenziellem und aktivem Stammzellstatus unterschieden wird, wurde von Huch und

Dollé postuliert (Huch & Dolle, 2016).

Die DNA-Demethylierung im paternalen und maternalen Vorkern des Prdimplantationsembryos
beruht sowohl auf aktiven, als auch passiven sowie gekoppelten Mechanismen, deren Zusammenspiel
noch nicht endgultig aufgeklart ist (Gu et al., 2011; Guo et al., 2014; Oswald et al., 2000; Shen et al.,
2014). Wahrend der HSZ-Aktivierung wurde beobachtet, dass die DNA-Demethylierung von einer
Inhibition der Replikation durch L-Mimosin nicht verhindert werden konnte (siehe Abschnitt 4.1).
Daher kann davon ausgegangen werden, dass hauptsachlich ein aktiver Mechanismus fiir die globale
DNA-Demethylierung in aktivierenden HSZ verantwortlich ist. Unterstiitzt wird diese Hypothese
dadurch, dass Enzyme mit einer Rolle in der aktiven DNA-Demethylierung durch BER sowohl auf
Transkript- als auch auf Proteinebene an Tag 1 der Aktivierung vermehrt nachzuweisen waren (siehe

Abschnitt 4.9).

Fir die aktive DNA-Demethylierung wahrend der epigenetischen Reprogrammierung in der Zygote ist
die Oxidation von 5mC ein moglicher Ausgangspunkt, denn gleichzeitig mit der Abnahme des 5mC-
Gehalts kann 5hmC verstarkt nachgewiesen werden (Gu et al., 2011). In der Mauszygote wird von den
drei Tet-Isoformen Tet3 am starksten exprimiert, KO-Studien zeigten, dass maternal exprimiertes Tet3
fir die paternale DNA-Demethylierung essenziell ist und das Fehlen von Tet3 zu einer gestbrten
Embryonalentwicklung fiihrt (Gu et al., 2011). Wie wahrend der sehr friihen Embryonalentwicklung
wurde in aktivierenden HSZ eine verstarkte Tet3-Expression nachgewiesen (siehe Abbildung 21). Tetl
und Tet2 hingegen, die auch weniger in der Zygote als in der inneren Zellmasse und in adulten
Geweben zu finden sind (Rasmussen & Helin, 2016), wiesen eine verminderte Expression auf. Dies ist
ein weiterer Hinweis darauf, dass wahrend der HSZ-Aktivierung eine epigenetische Reprogrammierung
analog zur Embryonalentwicklung stattfindet. Die DNA-Glykosylase Tdg wurde ebenfalls zu Beginn der
HSZ-Aktivierung verstarkt exprimiert (siehe Abbildung 22). Zu ihrer Beteiligung am DNA-
Demethylierungsprozess liefern verschiedene Studien unterschiedliche Aussagen. Wahrend eine KO-
Studie eine DNA-Demethylierung unabhangig von Tdg nachweist (Guo et al., 2014), legt eine weitere
KO-Studie eine Tdg-abhidngige DNA-Demethylierung und Entwicklung nahe (Cortellino et al., 2011).
AulRerdem sind Tdg, aber auch die drei Tet-Isoformen essentiell flir die Reprogrammierung von
embryonalen Fibroblasten aus der Maus in iPSZ (Hu et al., 2014). Auch fur das methylbindende Protein
MBD3 konnte in der vorliegenden Arbeit eine Hochregulation wahrend des Aktivierungsprozesses

nachgewiesen werden (siehe Abbildung 25). Eine Beteiligung von MBD3 an der DNA-Demethylierung
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wird bereits in der Literatur diskutiert, so fiihrt eine Uberexpression des Proteins zu einer globalen
DNA-Demethylierung und zur Demethylierung an unterschiedlichen Promotoren (Brown et al., 2008).
Eine Beschreibung der Funktion von MBD3 lber die Bindung an methylierte Sequenzen hinaus ist
allerdings noch nicht vorhanden. Trotz vieler Hinweise darauf, dass die BER an DNA-
Demethylierungsprozessen beteiligt ist, ist noch nicht aufgeklart, wie die methylierte DNA erkannt
wird und wie die beteiligten Komponenten rekrutiert und fiir eine effektive Katalyse
zusammengebracht werden. MBD3 koénnte als methylbindendes Protein die Sequenzspezifitat
gewadhrleisten. Gadd45a wird hingegen als sogenanntes Scaffolder-Protein diskutiert, welches an der
Regulation der DNA-Demethylierung und der Rekrutierung der einzelnen Faktoren beteiligt ist
(Schuermann et al., 2016). Ein wichtiger Hinweis auf eine solche Rolle ist die Tatsache, dass Gadd45a
mit allen wichtigen Enzymen der BER interagiert, dazu gehdren Tetl (Kienhofer et al., 2015), Tdg
(Cortellino et al., 2011; Li et al., 2015) und die Deaminasen (Cortellino et al., 2011). Tet2 und Tet3
wurden in diesem Zusammenhang noch nicht untersucht. Dariliber hinaus konnte bereits
nachgewiesen werden, dass Gadd45a sowohl die Aktivitdt von Tetl, als auch von Tdg verstarken kann

(Kienhofer et al., 2015; Li et al., 2015).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass wahrend der HSZ-Aktivierung eine massive globale DNA-
Demethylierung aufgetreten ist, die auf einem aktiven DNA-Demethylierungsmechanismus beruhte.
Wadhrend dieser Prozess ablief, liel sich gleichzeitig eine Hochregulation verschiedener Proteine
beobachten, die, wie schon in anderen Zusammenhangen gezeigt werden konnte, an der BER beteiligt
sind. Ein mogliches Szenario zur DNA-Demethylierung wahrend der HSZ-Aktivierung ist daher die
Oxidation von 5mC zu 5hmC durch Tet3 und eine anschlieRende Deaminierung durch Apexl oder
Apobec 3b. Tdg ist das Verbindungsglied zur eigentlichen BER, es kdonnte die Base des Nukleotids
entfernen und so liber die entstandene abasische Stelle fiir den Beginn der DNA-Reparatur sorgen.
Gadd45a konnte die Aufgabe der Rekrutierung Gbernehmen und eine Interaktionsplattform fiir die
restlichen Enzyme bilden. Die Rolle von MBD3 ist noch unklar, eventuell ist es fiir die Erkennung der
methylierten Regionen notwendig. An dieser Stelle ist noch der Nachweis notig, dass diese Enzyme
tatsachlich an der DNA-Demethylierung wahrend der HSZ-Aktivierung beteiligt sind. Daflir missen
diese (iber Inhibitoren in ihrer Funktion gehemmt werden oder die Translation ihrer mRNA lber RNA-
Interferenz verhindert werden. Sollten diese Experimente die starke DNA-Demethylierung verhindern,
ist dies ein Zeichen fiir eine Beteiligung des entsprechenden Enzyms. Sollte der Prozess durch diese
Intervention jedoch nicht aufgehalten werden kénnen, ist das Enzym entweder nicht beteiligt oder es
existieren Alternativmechanismen (iber welche die DNA-Demethylierung stattfinden kann, wenn
dieser Weg blockiert ist. Wie schon in der Einleitung gezeigt (siehe Abschnitt 1.4.4), existieren
verschiedene Theorien dariiber, wie die DNA-Demethylierung stattfinden kann und verschiedene

enzymatische Mechanismen kdnnen auf unterschiedliche Weise miteinander kombiniert werden.
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Besonders interessant ist in diesem Zusammenhang Tdg, da es fur fast alle DNA-
Demethylierungswege, die lber BER funktionieren, bendtigt wird. Es stellt sich dartiber hinaus die
Frage, ob ein Verlust an Tdg durch andere DNA-Glykosylasen wie MBD4, Smug oder die Neil-

Glykosylasen 1-3 kompensiert werden kann.

Es ist erstaunlich, dass Zellen den BER-Mechanismus fiir die globale DNA-Demethylierung verwenden,
denn dieser Reaktionsweg beinhaltet einen Einzelstrangbruch der DNA. Vor allem in Hinblick auf die
5mC-Demethylierung ist dies fiir die Zelle sehr riskant. CpG-Dinukleotide sind kurze Palindrome, sodass
sie an gleicher Stelle auch immer im revers-komplementaren Strang vorliegen. Daher besteht bei CpG-
Dinukleotiden die Gefahr, dass gehauft Doppelstrangbriiche auftreten, wenn die CpG-Dinukleotide bei
der globalen DNA-Demethylierung an vielen Stellen im Genom gleichzeitig aktiv demethyliert werden.
Dies bedeutet eine groRe Gefahr fir die Integritat des Genoms. Dass wahrend der globalen DNA-
Demethylierung in aktivierenden HSZ vermehrt Doppelstrangbriiche auftraten, zeigte sich an dem
erhdhten Nachweis der phosphorylierten Histonvariante H2A.X (siehe Abbildung 20), einem Indikator
flir Doppelstrangbriiche (Rogakou et al., 1998). An dieser Stelle ware es interessant, weiter zu
erforschen, welche Mechanismen in den HSZ genutzt werden, um das Genom vor diesen negativen
Einfllissen zu schiitzen. Eventuell markiert yH2A.X die Doppelstrangbriiche, um Proteine zu rekrutieren
deren Funktion es ist, die sensiblen Stellen, an denen DNA-Demethylierung stattfindet, zu schiitzen
oder zu stabilisieren bis die DNA-Reparatur abgeschlossen ist. Andere Autoren propagieren als weitere
Moglichkeit eine sequenzielle Demethylierung der beiden Strdnge, um das Auftreten der
Doppelstrangbriiche zu verhindern (Weber et al., 2016). In einem solchen Fall wére allerdings nicht mit

einer Zunahme an yH2A.X zu rechnen.

5.2 Veranderung der genomweiten DNA-Methylierung wahrend der HSZ-Aktivierung

Die Bestimmung der genomweiten DNA-Methylierung mittels RRBS fiir die vorliegende Arbeit hat
gezeigt, dass im Verlauf der frilhen HSZ-Aktivierung in Promotoren und Genkdrpern vor allem
zunehmende DNA-Methylierungen zu beobachten waren (siehe Abbildung 8). Hypomethylierungen
traten hingegen in einem viel geringeren MaRe auf.

Dies stand in einem klaren Kontrast zu den Ergebnissen aus der Untersuchung der globalen DNA-
Methylierung, die wahrend der HSZ-Aktivierung deutlich abnahm. Die starke DNA-Demethylierung
muss also in Bereichen erfolgen, die auRerhalb von Promotoren und Genkdorpern liegen. Als mogliche
Bereiche wurden in der vorliegenden Arbeit die repetitiven Elemente untersucht, die zur Wahrung der
Integritat im Genom normalerweise stark methyliert vorliegen (Yoder et al., 1997). AuRerdem kénnen
etwa die Halfte der CpG-Dinukleotide im Genom den repetitiven Elementen zugeordnet werden
(Moyzis et al., 1989), sodass Veranderungen in diesem Bereich den oben angesprochenen Unterschied

ausmachen konnten. Zur DNA-Methylierung repetitiver Elemente wahrend der epigenetischen
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Reprogrammierung gibt es unterschiedliche Aussagen. So besagt eine Studie, dass LINE1- und inhibitor
of apoptosis domain (IAP)-Wiederholungen wahrend der globalen DNA-Demethylierung in
primordialen Keimzellen methyliert bleiben, um eine transkriptionelle Aktivierung zu verhindern
(Hajkova et al., 2002). Im Gegensatz dazu zeigten weitere Studien, dass die Expression von LINE1- und
ERV-dhnlichen Elementen wahrend der epigenetischen Reprogrammierung durch DNA-
Demethylierung sowohl auf dem paternalen als auch dem maternalen Genom aktiviert wird (Inoue et
al., 2012), wobei die Expression von LINE1-Elementen sogar fir die Embryonalentwicklung notwendig
sein soll (Beraldi et al., 2006).

Wahrend der HSZ-Aktivierung kam es jedoch zu keiner signifikanten Verdanderung der DNA-
Methylierung innerhalb der haufigsten repetitiven Elemente (siehe Abbildung 19). Folglich muss die
nachgewiesene DNA-Demethylierung in anderen Bereichen des Genoms erfolgen. Es konnte sich dabei
um viele, einzeln liegende CpG-Dinukleotide handeln, deren Methylierungsstatus mit der im Rahmen
dieser Arbeit durchgefiihrten RRBS-Sequenzierung nicht zu bestimmen war. Einzeln liegende CpG-
Dinukleotide lassen sich nur lber eine komplette Sequenzierung des Genoms identifizieren und
untersuchen. Eine weitere Maoglichkeit ist, dass es sich bei den demethylierten Cytosinen um Nicht-
CpG-Methylierungen (CpA, CpT, CpC) handelt, die bereits mit der Regulation der Pluripotenz in
Zusammenhang gebracht wurden (Lister et al., 2009). Der Antikorper, der fur die globale Detektion
eingesetzt wurde, erkennt 5mC unabhéangig davon in welchem Sequenzkontext die modifizierte Base
auftritt, wohingegen im Array nur die Methylierung von CpG-Dinukleotiden untersucht wurde, dieser
Sachverhalt konnte die unterschiedlichen Ergebnisse erklaren. Mehrere Studien zeigen, dass die Nicht-
CpG-Methylierungen mit dem Grad der Differenzierung abnehmen, so folgt in humanen embryonalen
Stammzellen auf etwa ein Viertel der methylierten Cytosine ein Adenosin, Thymin oder Cytosin. In
ausdifferenzierten Fibroblasten lassen sich CpG-unabhdngige-DNA-Methylierungen nicht nachweisen,
wohingegen iPSZ diese aufweisen (Laurent et al., 2010; Lister et al., 2009; Ziller et al., 2011). Aus diesen
Griinden wird fiur die Nicht-CpG-Methylierung eine Schliisselrolle im Rahmen der Entwicklung und des
Erhalts des pluripotenten Zustands postuliert (Lister et al., 2009). Diese Nicht-CpG-Methylierungen
kénnten auch in ruhenden HSZ vorliegen, die adulte, leberstandige Stammzellen sind. Es gibt allerdings
auch Berichte dariber, dass ausdifferenzierte Zellen, z.B. im Gehirn ebenfalls Nicht-CpG-
Methylierungen aufweisen und dass diese Modifikationen an der Regulation der Transkription beteiligt
sind (Pinney et al., 2014), sodass die tatsadchliche Rolle der Nicht-CpG-Methylierung noch nicht geklart
ist. Wie CpG-Methylierungen korrelieren auch DNA-Methylierungen ohne CpG-Kontext im Genkoérper
positiv mit der Genexpression (Lister et al., 2009). Um die aktivierenden HSZ auf eine differentielle
Nicht-CpG-Methylierung hin zu untersuchen, kénnen verschiedene Methoden angewandt werden. Es
stehen allerdings aktuell nur zwei Restriktionsenzyme fiir den Nicht-CpG-methylierungsspezifischen

Nachweis zur Verfligung, sodass nach dem Einsatz von methylierungssensitiven Restriktionsenzymen,
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Bisulfitmodifikation oder der Anreicherung methylierter DNA Uber spezifische Antikorper oder MBD-

Proteine immer eine Sequenzierung erfolgen muss (Pinney et al., 2014).

Eine vertiefende Analyse der DMG erfolgte Gber die GO-Analyse, die Auskunft dariber gab, welche
biologischen Funktionen von den DMG erfiillt werden (siehe Tabelle 12). Einige wichtige Funktionen
der DMG sind bereits fir die HSZ-Aktivierung bekannt. So waren von der differentiellen DNA-
Methylierung Gene der Zellmigration betroffen. Dies ist naheliegend, denn aktivierte HSZ werden
mobiler (Friedman et al., 2008). AuRerdem sind HSZ bisher vorrangig fiir ihre Beteiligung an der Fibrose
durch EZM-Produktion bekannt, sodass auch das Auftreten der GO-Begriffe ,Regulation der
Sekretion”, ,,Organisation der EZM*” und ,, Wundheilung” nicht Giberraschend war. Auch die Beteiligung
aktivierter HSZ an Prozessen des Immunsystems ist bereits bekannt (Paik et al., 2003; Schildberg et al.,
2011). Stressassoziierte Gene waren wahrscheinlich aufgrund des Isolationsprozesses und der Kultur
auf Plastik von der differentiellen Methylierung betroffen. Eine im Vergleich zu den zuvor genannten
GO-Begriffen hohe Anzahl an differentiell methylierten Genen, namlich 820 von insgesamt 3180,
hatten eine Funktion im Kontext der ,Zelldifferenzierung”. Dynamische Verdnderungen in
Differenzierungs-assoziierten Genen sind ein weiterer Hinweis darauf, dass die HSZ eine adulte
Stammzelle mit Differenzierungspotential darstellt. Die starke Dynamik der DNA-Methylierungen vor
allem in Genen, die an der Differenzierung von Zellen beteiligt sind, ldsst vermuten, dass der friihe
Aktivierungsprozess fir das Schicksal der HSZ sehr wichtig ist, entweder zur Ausbildung des

Entwicklungspotentials oder bereits zur Kanalisierung einer moglichen Differenzierung.

5.3 DNA-Methylierungs- und Genexpressionsanderungen wahrend der HSZ-
Aktivierung

Die Untersuchung des Transkriptoms in HSZ innerhalb der ersten Tage der Aktivierung zeigte deutlich,
dass zu Beginn des Prozesses die starksten Verdnderungen in der Genexpression auftraten (siehe
Abbildung 11). Im Verlauf der Aktivierung waren immer weniger Gene von Verdnderungen betroffen.
AulRerdem wurde sichtbar, dass eine héhere Anzahl an Genen verstarkt als vermindert exprimiert
wurde. Dies passt gut zu den Daten des DNA-Methylierungsarrays, da dort vor allem zunehmende
Methylierung in Genkoérpern nachgewiesen wurde und Genkdrpermethylierungen positiv mit der
Expression korrelieren sollen (Jones, 1999). Auch dieser Befund unterstreicht die These, dass die ersten
Tage der Aktivierung eine entscheidende Phase darstellen, denn in dieser Zeit finden sehr viele
Veranderungen im Expressionsmuster der HSZ statt. In der spaten Aktivierungsphase haben die Zellen
dann eine stabilere Genexpression. In diesem Kontext ware es interessant zu untersuchen, ob dieser
stabilere Zustand ein determiniertes Schicksal bedeutet, die HSZ also bereits eine Differenzierung

eingegangen sind.
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Die GO-Analyse wurde getrennt fiir Gene mit hoch- und herunterregulierter Expression durchgefiihrt
(siehe Tabelle 13). Die Ergebnisse dhnelten sehr der Analyse fiir die differentiell methylierten Gene.
Gene, die an der Regulation von Prozessen des Immunsystems beteiligt sind, wurden wahrend der
HSZ-Aktivierung vermindert exprimiert. Daflir wurden Gene, die an Prozessen beteiligt sind, die fur
aktivierte HSZ typisch sind, ,,EZM-Organisation”, ,Wundheilung” und ,Zellzyklus“ verstarkt exprimiert.
Stress-, sowie migrations- und sekretionsassoziierte Gene wurden teilweise verstarkt, teilweise
vermindert exprimiert, diese Funktionen waren in beiden Analysen zu finden. Dies ist ein Hinweis
darauf, dass die aktivierenden HSZ in diesen Funktionen starke Anderungen durchlaufen und diese
Prozesse sehr wichtig fiir die Aktivierung sind. AuBerdem traten in beiden Analysen wieder die
differenzierungsassoziierten Gene hervor. Die starke Dynamik der Gene im Kontext der
Differenzierung, nicht nur auf Methylom- sondern auch auf Transkriptomebene zeigt auf, dass

wahrend der Aktivierung Differenzierungsprozesse in den Zellen ablaufen oder vorbereitet werden.

Bei der gemeinsamen Auswertung der differentiell methylierten und exprimierten Gene wurde
zwischen Promoter- und Genkorpermethylierung unterschieden, da diese zwei Modifikationen
unterschiedliche Einflisse auf die Genexpression haben. Fir die differentiell methylierten
Promoterregionen ergab sich eine negative Korrelation mit der Genexpression (siehe Abbildung 13, A).
Das heit, mit zunehmender Methylierung ging die Expression des assoziierten Gens zuriick. Damit
konnte die allgemein anerkannte Annahme, dass die Promotermethylierung einen negativen Einfluss
auf die Genexpression hat (Jones, 1999), bestatigt werden. Fir die differentiell methylierten
Genkorper wurde aufgrund der bereits vorhandenen Literatur erwartet, dass eine positive Korrelation
mit der Genexpression besteht (Jones, 1999), diese Annahme konnte nicht bestatigt werden. Eine klare
Korrelation zwischen den beiden Prozessen lief sich nicht erkennen (siehe Abbildung 13, B). Dafiir gibt
es verschiedene mogliche Ursachen. Zum einen kdnnte dieses Ergebnis ein Hinweis darauf sein, dass
die Genkorpermethylierung lber die Regulation der Genexpression hinaus noch weitere Aufgaben
erfillt. So wird der Genkérpermethylierung auch die Regulation von Enhanceraktivitat (Aran et al.,
2013; Bogdanovic et al., 2016) und eine Rolle im mRNA-Splicing (Wan et al., 2013) zugeschrieben. Ein
weiterer Grund fir dieses Ergebnis konnte innerhalb des DNA-Methylierungs-Arrays selbst liegen.
Identifizierten DMR wurden innerhalb des Arrays entweder den Promotoren oder Introns/Exons
zugeordnet. Einige Regionen, die dem Genkorper zugeordnet wurden, liegen allerdings so nah an der
Transkriptionsstartstelle des dazugehdrigen Gens, dass sie eventuell eher zur Promoterregion des
Gens gehoren. Durch die Zuordnung zum Genkdrper kénnte es so zu einer Verzerrung der Ergebnisse

gekommen sein.
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5.4 Genspezifische Analyse der DNA-Methylierungs- und
Genexpressionsveranderungen

Zur weiteren Charakterisierung der epigenetischen Regulation des HSZ-Aktivierungsprozesses wurden

Gene ausgewahlt, die sowohl im DNA-Methylierungsarray als auch in den Genexpressionsarrrays

signifikante Unterschiede aufwiesen. Die Ergebnisse aus den Arrays wurden dann mittels gPCR und BS-

Sequenzierung verifiziert. Kriterien zur Auswahl dieser Gene waren zum einen die Starke der

Veranderung als auch bereits bekannte Funktionen der Gene, die sie im Kontext der HSZ-Aktivierung

interessant machten.

Fir die in dieser Arbeit aufgeflihrten Gene war die Validierung der Ergebnisse aus den Arrays
erfolgreich. AuBerdem wurde gezeigt, dass die Promotermethylierungen negativ und die
Genkoérpermethylierungen, zumindest bei den hier untersuchten Genen, positiv mit der Genexpression

korrelierten.

Zu den ausgewdhlten Genen gehort das kiirzlich als Marker ruhender Sternzellen identifizierte Sparcll
(Coll et al., 2015), welches bei abnehmender Genkdrper-Methylierung auch eine verminderte
Expression im Verlauf der Aktivierung aufwies (siehe Abbildung 17, K+L). Die Expression von Sparcll in
ruhenden Sternzellen und der Verlust der Expression im Rahmen der Aktivierung konnten bestatigt

werden.

Ein wichtiger Prozess wahrend der HSZ-Aktivierung ist die zunehmende Migration der Zellen. Sehr viele
Gene, deren Produkte in anderen Zusammenhangen antimigrativ wirken, wurden wahrend der HSZ-
Aktivierung vermindert exprimiert. Dazu gehoéren Lhx6 (siehe Abbildung 17, I+J), Mmrn2 (siehe
Abbildung 16, G+H), Robo4 (siehe Abbildung 16, I+]) und Lyve 1 (siehe Abbildung 16, C+D). Das Konzept
der Stammzellnische besagt, wie schon in der Einleitung erwdhnt, dass adulte Stammzellen sich in
einem geschiitzten Milieu aufhalten, in dem ihr undifferenzierter und selbstreplizierender Zustand
erhalten bleibt (Fuchs et al., 2004). Auch HSZ besitzen eine Stammzellnische mit charakteristischen
Eigenschaften, wie die Sdf1-CXCR4-Interaktion zwischen SEZ und HSZ, die Zusammensetzung der
Basallamina und eine sympathische Innervierung (Sawitza et al., 2009). In ihrer Stammzellnische, dem
Disseschen Raum, halten sich die HSZ im ruhenden Zustand auf. Adulte Stammzellen werden als
Reservoir benétigt, um bei Schadigungen durch Differenzierung zur Regeneration beizutragen. Um
diese Aufgabe zu erfiillen, missen die Stammzellen aus ihrer Nische mobilisiert werden, damit sie an
den Ort der Schadigung gelangen kdnnen. Neurale Progenitorzellen werden beispielsweise bei einer
schadlichen Demyelinisierung durch einen aktiven EGF-Signalweg in ihrer Nische mobilisiert und
wandern zum Ort der Schadigung (Klingener et al., 2014). Ebenso wurde gezeigt, dass der Verlust der

Interaktion zwischen Stammzellen und residenten, ausdifferenzierten Zellen der Nische im Falle der

75



Diskussion

Satellitenzellen, den muskuldren Stammazellen, zu einer Mobilisierung der Zellen aus der Nische heraus
und zu einer verbesserten Muskelregeneration flihrt (Pisconti et al., 2016). Der Verlust der HSZ-
Lokalisation im Disseschen Raum nach Leberschadigung konnte durch die Herunterregulation der
antimigrativen Kandidatengene erfolgen. Ein vielversprechender Kandidat ist dabei auch die miRNA
126, denn es ist bereits bekannt, dass die Expression dieser miRNA wahrend der HSZ-Aktivierung sinkt
(Gong et al., 2014). Eine artifizielle Uberexpression hingegen verhindert die Aktivierung und die
Migration der HSZ (Gong, 2014). Ein Ziel der miR126 ist das Adaptermolekiil Crk, das an der positiven
Regulation der Migration beteiligt ist und wahrend der HSZ-Aktivierung vermehrt exprimiert wird
(Gong et al.,, 2014). Die von uns durchgefiihrten Genexpressionsarrays zeigen allerdings keine
veranderte Crk-Expression wahrend der HSZ-Aktivierung (Arraydaten sind in der Datenbank
ArrayExpress einsehbar, siehe Kapitel 3.3.1). Die Suche nach weiteren Zielen der miR126 in einer
entsprechenden Online-Datenbank fuhrte zur Identifikation von Inpp5d/Shipl (www.mirdb.org/cgi-
bin/searchType=miRNA&searchBox=rno-miR126a-5p&full=1, 17.11.2016). Die Expression von
Inpp5d/Ship1 stieg laut Expressionsarrays nach einem starken Abfall zwischen Tag 1 und Tag 3 der HSZ-
Aktivierung an Tag 7 wieder an (Arraydaten sind in der Datenbank ArrayExpress einsehbar, siehe
Kapitel 3.3.1). Inpp5d/Shipl ist bereits aus Neutrophilen als negativer Regulator der Zelladhasion
bekannt, die loss of function-Situation fiihrt zu einem Verlust der Zellpolaritdt und verstarkter
Zelladhasion (Mondal et al., 2012). Der Verlust an miR126 wahrend der HSZ-Aktivierung (siehe
Abbildung 16, E+F) kénnte zur verstarkten Expression von Inpp5d/Shipl fihren, welche dann einen
positiven Einfluss auf die Zellmigration hat. In weiterfihrenden Experimenten kdnnte mit Hilfe von
Interaktionsassays die Interaktion zwischen miR126 und der Inpp5d-mRNA genauer untersucht und
zum Beispiel der Einfluss einer miR126-Uberexpression auf Inpp5d und die HSZ-Aktivierung bestimmt
werden. Dabei ware auch die Identifikation der Halbwertszeit von der miRNA126 wichtig, um den
Einbruch der Inpp5d-Expression zwischen Tag 1 und Tag 3 der HSZ-Aktivierung erkldaren zu kénnen.
Auch Mmrn2 kommt als Inhibitor der Zellmigration infrage, denn der antimigrative Effekt dieses
Proteins wurde schon flr Endothelzellen im Rahmen der Angiogenese nachgewiesen (Lorenzon et al.,
2012). Lyvel ist ein Rezeptor fiir die Hyaluronsdure, urspriinglich identifiziert in der Wand
lymphatischer Gewebe (Banerji et al., 1999), wird aber auch in SEZ der Leber exprimiert (Mouta
Carreira et al., 2001). Die genaue Rolle von Lyvel im Hyaluronsduremetabolismus ist noch nicht
aufgeklart, allerdings ist bekannt, dass Lyvel Hyalurons&dure im lymphatischen Gewebe bindet und ihre
Internalisierung fordert. Eine &hnliche Funktion konnte Lyvel auch in der Leber haben. Die
Hyaluronsaure ist an der positiven Regulation der Zellmigration beteiligt (Prevo et al., 2001). Es wére
moglich, dass Zellen der Leber (SEZ und HSZ) die Hyaluronsaure tber Lyvel aufnehmen, sie aus dem

Kreislauf entfernen und so einen antimigrativen Effekt vermitteln.
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Robo4 ist vor allem fiir seine Expression in hamatopoetischen Stammzellen bekannt, die Expression
nimmt dort mit zunehmender Differenzierung ab (Smith-Berdan et al., 2011). Die Aufgabe von Robo4
in diesen Zellen ist die Erhaltung der Stammzellen in ihrer Nische, denn ein Knockdown von Robo4
flhrt zu einer Delokalisierung der hamatopoetischen Stammzellen. Diese sind dann vermehrt in der
Peripherie und nicht in ihrer Nische, dem Knochenmark, nachzuweisen (Smith-Berdan et al., 2011).
Diese Aufgabe erfiillt Robo4 in Kooperation mit CXCR4, ein Rezeptor, der ebenfalls von ruhenden HSZ
exprimiert wird und wichtig ist fur die Interaktion von SEZ und HSZ im Disseschen Raum (Sawitza et al.,
2009; Smith-Berdan et al., 2011). Die stark verminderte Robo4-Expression wahrend der HSZ-
Aktivierung konnte dazu fuhren, dass die HSZ ihre Lokalisation in der Nische aufgeben. Liganden fir
die Robo-Proteine sind die sogenannten Slit-Proteine, die Interaktion zwischen Slit2 und Robo1 ist fir
eine positive Regulation der Zellmigration verantwortlich, wohingegen Robo4 einen inhibierenden
Einfluss hat. Dabei ist bisher noch unsicher, ob Slit2 auch von Robo4 gebunden wird (Enomoto et al.,
2016). Wahrend der HSZ-Aktivierung zeigte sich im Expressionsarray eine gleichbleibende Robol-
Expression und eine leicht erhéhte Slit2-Expression (Arraydaten sind in der Datenbank ArrayExpress
einsehbar, siehe Kapitel 3.3.1). Eventuell wird Robol nicht Gber die Genexpression, sondern mittels
anderer Mechanismen in seiner Aktivitat reguliert. Es ist bereits bekannt, dass die Expression von
Robo4 liber Promotermethylierung reguliert werden kann (Okada et al., 2014), dies wurde in dieser

Arbeit auch fiur die HSZ-Aktivierung nachgewiesen.

Um eine erhohte Migration zu realisieren, missen auch Verdanderungen des Cytoskeletts erfolgen,
beispielsweise eine Polarisierung der Zellen. Diese Aufgabe kdnnte in der aktivierenden HSZ Septin 5
Ubernehmen, dass verstarkt exprimiert wird (Arraydaten sind in der Datenbank ArrayExpress

einsehbar, siehe Kapitel 3.3.1). Septin5 ist ein GTPase des Cytoskeletts (Dent et al., 2002).

In der vorliegenden Arbeit wurde des Weiteren gezeigt, dass die Sulfatase Sulf2 wahrend der HSZ-
Aktivierung epigenetisch reguliert und verstarkt exprimiert wird (siehe Abbildung 17, M+N). Die
zunehmende Sulf2-Expression ist bereits aus der Gewebsregeneration nach Leberschadigung bekannt,
zudem wurde schon gezeigt, dass Sulf2 einen promigrativen Effekt hat (Graham et al., 2016). An dieser
Stelle zeigt sich sehr schon, dass wahrend der HSZ-Aktivierung antimigrative Proteine vermindert und

Proteine mit einem positiven Einfluss auf die Migration verstarkt exprimiert werden.

Neben der Regulation der Zellmigration ist auch die Regulation der Proliferation ein wichtiger Prozess
in aktivierenden HSZ. Einige Gene, deren Produkte einen antiproliferativen Effekt haben, werden an
spateren Tagen der Aktivierung vermindert exprimiert. Lhx6 gehort zu einer Familie von
Transkriptionsfaktoren, die eine Rolle in vielen Entwicklungsprozessen spielen. Das entsprechende
Gen ist in vielen Tumorarten hypermethyliert und hat einen antiproliferativen und zusatzlich auch

einen antimigrativen Effekt (Liu et al., 2013). Die verminderte Expression von Lhx6 im Verlauf der HSZ-
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Aktivierung legt die Vermutung nahe, dass die Proliferation in ruhenden HSZ unterdriickt ist.
AulRerdem wird deutlich, dass einige der differentiell exprimierten Genprodukte mehrere Funktionen
in der Regulation der HSZ-Homoostase ibernehmen. Dies gilt nicht nur fir Lhx6, sondern auch fir die
miRNA126, die zusatzlich zu ihrer antimigrativen auch eine antiproliferative Wirkung hat (Guo et al.,

2013).

Eine epigenetische Regulation und verstarkte Expression erfuhr auch das Protein Wt1 (Abbildung 15),
welches vor allem als Tumorsuppressorgen mit gestorter Expression in kindlichen Nierentumoren
bekannt ist (Haber et al., 1990). Die verstarkte Expression von Wt1 wahrend der HSZ-Aktivierung weist
darauf hin, dass die HSZ durch den Aktivierungsprozess in einen urspriinglicheren, potenteren Zustand
zurlickkehren. HSZ entstehen wahrend der Embryogenese in der Maus aus Wtl1-positiven Zellen, die
aus dem Septum transversum in die Leber einwandern (Asahina et al., 2011), zudem ist Wt1 essentiell
fur die Entwicklung der Leber (ljpenberg et al., 2007). Ruhende HSZ exprimierten in den hier
beschriebenen Experimenten kein Wt1, die Expression kehrt erst im aktivierten Zustand zurlick, dies
unterstlitzt die Theorie, dass HSZ potentielle adulte Stammzellen sind, die einige
Stammzelleigenschaften erst durch den Aktivierungsprozess erhalten. Eine funktionelle Erklarung fir
die Wtl-Hochregulation liefert die Erkenntnis, dass Wtl Tet2 binden kann und an Wtl-Zielgene
rekrutiert, um deren DNA-Demethylierung und Expressionsaktivierung zu vermitteln (Wang et al.,
2015). Da wahrend der HSZ-Aktivierung eine starke globale DNA-Demethylierung auftrat, ist es

moglich, dass Wt1 an der Initiation dieses Prozesses beteiligt ist.

Neben dem Einfluss auf Migration und Proliferation wurden auch viele Gene epigenetisch reguliert, fur
die eine Beteiligung an Differenzierungsprozessen bekannt ist. Hierzu gehoren Cnr2 (siehe Abbildung
16, A+B), KIf2 (siehe Abbildung 17, G+H) und Bmp4 (siehe Abbildung 17, C+D), aber auch Gene, die am

Whnt- und am Notch-Signalweg beteiligt sind.

Erst kiirzlich wurde entdeckt, dass sowohl der Cannabinoidrezeptor 1 als auch 2 fir die Entwicklung
der Leber wichtig sind (Liu et al., 2016). Diese Abhangigkeit zeigt sich in kleineren Lebern und
verminderter Gallengangsbildung in KO-Tieren, die zuriickzufihren sind auf eine verminderte
Zellproliferation und eine gestorte Physiologie der Leber (Liu et al., 2016). Als zugrundeliegende
Ursache wurde ein deregulierter Methionin-Metabolismus aufgefiihrt, der u.a. zu einem reduzierten
Gehalt an SAM fiihrt. Dies kann zur Ausbildung von Steatosen flihren, kdnnte allerdings auch einen
Einfluss auf die DNA-Methylierung haben, da SAM in diesem Prozess ein wichtiger
Methylgruppendonor ist. Wahrend der HSZ-Aktivierung wurde Cnr2 verstarkt exprimiert, wahrend der
Expressionsarray nur eine sehr geringe Cnrl-Expression nachwies, die sich wahrend der HSZ-
Aktivierung nicht veranderte. Dieses Ergebnis ist in Einklang mit den Erkenntnissen von Liu et al., die

besagen, dass Cnr2 in nicht-parenchymalen Zellen, Cnrl hingegen in den Hepatozyten exprimiert wird
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(Liu et al., 2016). Die starke Expression von Cnr2 in aktivierten gegeniiber ruhenden HSZ ist schon
langer bekannt (Julien et al., 2005). Die Aktivierung des Rezeptors wirkt in Abhadngigkeit von der
Ligandenmenge wachstumsinhibierend und apoptosefordernd, daraus ergibt sich eine antifibrotische

Wirkung der Cnr2-Signalgebung (Julien et al., 2005).

KIf2 wurde in embryonalen Stammzellen der Maus, neben KIf4 und 5 als potentester Faktor fir den
Erhalt des undifferenzierten Zustands charakterisiert. AuBerdem ist KIf2 an der Reprogrammierung
wahrend der Herstellung von iPSZ beteiligt (Hall et al., 2009; Jeon et al.,2016) und wird im Verlauf von
Differenzierungsprozessen sehr schnell in seiner Expression reduziert (Bruce et al., 2007). Eine weitere
Studie hat gezeigt, dass Bmp4 die Selbstreplikation durch die Induktion von KIf2 tiber den Mek5/Erk5-
Signalweg fordert (Morikawa et al., 2016), allerdings wurden Bmp4 und KIf2 wahrend der HSZ-
Aktivierung gegensatzlich reguliert. Eine mogliche Erklarung ist, dass Bmp4 auch KIf4 induzieren kann,
dies geschieht allerdings Uiber einen anderen Signalweg, den Stat3-Signalweg (Hall et al., 2009). Durch
unterschiedliche Signalwege konnte somit die Bmp4-Wirkung moduliert werden. Im Gegensatz zu KIf2
wurde KIf4 in den von uns durchgefiihrten Expressionsarrays wie Bmp4, wahrend der HSZ-Aktivierung
verstarkt exprimiert. KIf2 ist allerdings nicht nur im Kontext der Stammzellbiologie bekannt, sondern
besitzt auch eine Funktion im Rahmen der HSZ-Aktivierung. So wurde gezeigt, dass die KIf2-Expression
durch SEZ den ruhenden Zustand der HSZ induziert und so auch eine antifibrotische Funktion erfiillt
(Marrone et al., 2015; Marrone et al., 2013). Die vorliegende Arbeit liefert die neue Information, dass
ruhende HSZ diesen Faktor auch selbst exprimieren, der dann wahrscheinlich autokrin oder parakrin
den ruhenden Zustand der HSZ-Population erhalten kdnnte. Die Signalwege, Uber die KIf2 in HSZ
potentiell fir den Erhalt der Pluripotenz und des ruhenden Zustands sorgt, miissen noch genauer
untersucht werden, dabei sollte auch beriicksichtigt werden, welche Rolle Bmp4 in diesem
Zusammenhang spielt. Wahrend in der zuvor genannten Studie darauf hingewiesen wurde, dass Bmp4
die Selbstreplikation erhalt (Morikawa et al., 2016), weist eine weitere Studie darauf hin, dass Bmp4
wahrend der HSZ-Aktivierung vermehrt exprimiert wird und zu einer Erhéhung der aSMA-Expression
fihrt (Fan et al., 2006). Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dass Bmp4 in der Stammzellbiologie eine
duale Rolle spielt und seine Wirkung kontextabhangig ist. Die Familie der Bmp-Proteine ist an diversen
Entwicklungsprozessen beteiligt, Bmp4 wird beispielsweise eingesetzt, um embryonale Stammzellen
zu funktionellen Hepatozyten zu differenzieren (Gouon-Evans et al., 2006; Zhou et al., 2007). Die
verstarkte Expression von Bmp4 wahrend der HSZ-Aktivierung konnte also als Zeichen einer
beginnenden Differenzierung als Beitrag zur Leberregeneration gewertet werden. AuRerdem koénnte
eine Verbindung zwischen Bmp4 und dem entwicklungsassoziierten Notch-Signalweg bestehen, denn
in der Embryonalentwicklung von Végeln konnte gezeigt werden, dass Deltex, ein Regulator des Notch-

Signalwegs, flir die Expression von Bmp4 bendtigt wird (Endo et al., 2003). Sowohl Deltex4 (siehe
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Abbildung 14), als auch Bmp4 werden wahrend der HSZ-Aktivierung epigenetisch reguliert und

verstarkt exprimiert.

Der Notch-Signalweg ist ein zentraler und hochkonservierter Signalweg, der ein groRes Spektrum an
Entwicklungsprozessen reguliert. Die Signalgebung erfolgt (iber membranstandige Notch-Rezeptoren
und ebenfalls membranstandige Delta- oder Jagged-Liganden auf der gleichen oder auf benachbarten
Zellen, daher spricht man bei der Notch-Signalgebung auch von einer lateralen Spezifikation. Bei einer
Rezeptoraktivierung wird die intrazellulaire Domiane des Notch-Rezeptors abgespalten, diese
transloziert in den Zellkern, wo sie als Transkriptionsfaktor die Expression von Zielgenen reguliert.
Neben der Beteiligung an zahlreichen Entwicklungsprozessen sind Notch-Rezeptoren auch an der
Inhibition der Apoptose und der Induktion von Proliferation beteiligt (Artavanis-Tsakonas et al., 1999).
Die Wirkung des Notch-Signalwegs ist sehr stark abhangig vom Kontext und von interagierenden
Faktoren, daher ist die Notch-Signalgebung weniger als linearer Signalweg, sondern unter

Einbeziehung des gesamten Signalnetzwerks einer Zelle zu sehen (Artavanis-Tsakonas et al., 1999).

In Sdugern werden vier verschiedene Notch-Rezeptoren, Notch 1-4, unterschieden. In der
vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass diese in aktivierenden HSZ unterschiedlich exprimiert werden.
Wahrend die Expression von Notch2 keine Regulation erfuhr, wurden Notch1 und 4 stark vermindert
exprimiert, Notch3 hingegen wurde im Verlauf der Aktivierung verstarkt exprimiert (siehe Abbildung
18). Es fand also wahrend der HSZ-Aktivierung ein Wechsel in der Notch-Signalgebung statt, der
wahrscheinlich funktionell wichtig fiir diesen Prozess ist. Die vier Notch-Rezeptoren scheinen
unterschiedliche Funktionen zu haben (Ortica et al., 2014), die auch wahrend der Leberentwicklung
deutlich werden. So wurde festgestellt, dass Notchl in Leberprogenitorzellen aktiv ist, dieser
Signalweg aber wahrend der Differenzierung abgeschaltet wird (Ortica et al., 2014). Dies konnte auch
fir den Aktivierungsprozess in HSZ gezeigt werden, denn Notchl wurde im Verlauf erstens sehr stark
in seiner Expression minimiert, was sowohl auf mRNA-Ebene und Proteinebene gezeigt werden konnte
(siehe Abbildung 18, A, B, C) und friihere Befunde bestéatigte (Sawitza et al., 2009). Zweitens war auch
die Expression von Zielgenen entsprechend verdndert (siehe Abbildung 18, E+F). Darliber hinaus sind
die Rezeptoren Notch 1, 2 und 4 proliferationsférdernd, wohingegen Notch3 die Proliferation hemmt
und die Differenzierung von Progenitorzellen in Hepatozyten unterstitzt (Ortica et al., 2014). Fir die
HSZ bedeutet dies, dass der Aktivierungsprozess fur das Schicksal der Zellen einen entscheidenden
Moment darstellt, in dem die Zelle durch die Verdanderung in ihrer Ausstattung an Notch-Rezeptoren
die Proliferation verhindert und vermutlich eine Differenzierung vorbereitet. Wie bereits weiter oben
erwahnt, ist die Wirkung von Notch sehr vielseitig und daher abhangig von interagierenden Faktoren.
Ein wichtiger Interaktionspartner von Notch-Rezeptoren, der wahrend der HSZ-Aktivierung

epigenetisch reguliert und verstarkt exprimiert wird, ist Deltex. Die Funktion und Bedeutung von
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Deltex ist vor allem in Drosophila melanogaster untersucht worden, die nur ein Deltex-Protein
besitzen, Sduger weisen hingegen flinf Deltex-Proteine auf (Obiero et al., 2012; Busseau et al., 1994).
Deltex kann sowohl als negativer als auch als positiver Regulator des Notch-Signalwegs fungieren. So
wurde flr Drosophila melanogaster gezeigt, dass die Proteine Deltex, Kurtz und Notch in
intrazelluldren Vesikeln kolokalisieren und eine Deltex- und Kurtz-abhangige Polyubiquitinylierung zu
einem proteosomalen Abbau von Notch und damit einer Inhibition des Signalwegs fiihren (Mukherjee
et al., 2005). Kurtz ist homolog zu B-Arrestin der Sduger (Roman et al., 2000). Sowohl der DNA-
Methylierungsarray als auch die Genexpressionsarrays zeigten, dass B-Arrestin2 wahrend der HSZ-
Aktivierung epigenetisch reguliert und verstarkt exprimiert wurde (Arraydaten sind in der Datenbank
ArrayExpress einsehbar, siehe Kapitel 3.3.1). Hori et al., haben einen weiteren negativen Regulator von
Notch identifiziert, Shrub als Bestandteil des endosomalen Sortierungskomplexes ESCRT-III (Hori et al.,
2011). Dadurch wird das Bild der Notch-Regulation erweitert, Notch wird in Anwesenheit von Kurtz
und Shrub polyubiquitinyliert und degradiert, wohingegen die alleinige Interaktion von Notch mit
Deltex zu einer Monoubiquitinylierung und damit zu einer Liganden-unabhangigen intrazelluldren
Notch-Signalgebung fiihrt (Hori et al., 2004; Hori et al., 2011). Diese Erkenntnis ermoglicht auch die
Integration urspringlich widersprichlicher Daten die besagen, dass Deltex ein positiver Regulator des
Notch-Signalwegs ist. In diesem Zusammenhang wurde gezeigt, dass Notch mit dem Supressor of Hairy
Wings (Su(H)) interagiert und diesen so im Zytoplasma zurlickhilt. Die Interaktion von Notch mit Deltex
flhrt zu einer Freilassung von Su(H) und einer Translokation in den Kern (Matsuno et al., 1995). Fir die
Funktion von Deltex4 wahrend der HSZ-Aktivierung ist nun wichtig festzustellen, mit welchen Notch-
Rezeptoren es interagiert und ob auch Interaktionen mit weiteren Kofaktoren, wie B-Arrestin oder
Komponenten des ESCRTIII-Komplexes, vorliegen. Diese kdnnten in weiteren Versuchen uber eine
Immunprazipitation und anschlieBende massenspektrometrische Analyse des Prazipitats identifiziert

und dann weiter charakterisiert werden.

Der Notch-Signalweg interagiert mit einem weiteren, flr Entwicklungsprozesse sehr wichtigen
Signalweg, dem Wnt-Signalweg, fiir den bereits starke Veranderungen wahrend der HSZ-Aktivierung
publiziert wurden (Kordes et al., 2008), welche auch in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen werden
konnten. Man unterscheidet den B-Catenin-abhangigen, kanonischen von B-Catenin-unabhingigen
Whnt-Signalwegen (Nusse, 2012). Es existieren verschiedene Wege, lber die Notch- und Wnt-
Signalgebung sich gegenseitig beeinflussen. Zum einen kdnnen sie miteinander kooperieren, indem
beispielsweise die intrazelluldare Domadne von Notch und B-Catenin im Rahmen der Angiogenese
gemeinsam einen transaktivierenden Komplex bilden (Yamamizu et al., 2010). Des Weiteren kénnen
die Zielgene des einen Signalwegs den anderen Signalweg beeinflussen. Am Beispiel der
Differenzierung von Stammzellen der weiblichen Brust wurde gezeigt, wie die beiden Wege

miteinander interagieren, um das Gleichgewicht zwischen Selbsterneuerung und Differenzierung zu
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kontrollieren. In diesen Zellen sorgt der B-Catenin-abhangige Wnt-Signalweg dafiir, dass die Notch3-
Expression durch Pygo2 gehemmt und dadurch eine Differenzierung unterdriickt wird (Gu et al., 2013).
AulRerdem ist eine direkte molekulare Interaktion moglich, so kann Notch in Stammzellen aktives B-
Catenin Uber Bindung inhibieren und so das Wnt-Signal regulieren und Entwicklungsentscheidungen

prazisieren (Kwon et al., 2011).

Wie der Notch-Signalweg zeigen auch Wnt-vermittelte Signalwege wahrend der HSZ-Aktivierung eine
starke Veranderung (Kordes et al., 2008; Corbett et al., 2015). Wahrend in ruhenden Sternzellen der
B-Catenin-abhangige kanonische Wnt-Signalweg aktiv ist, flihrt die Aktivierung zu einer verstarkten
Aktivitdat von B-Catenin-unabhangigen Wnt-Signalwegen. Dies kdnnte unter anderem durch eine
verstarkte Expression von Cxxc5 (siehe Abbildung 17, E+F) und APC2 (siehe Abbildung 17, A+B) als
Inhibitor des B-Catenin-abhangige Wnt-Signalwegs (Kim et al., 2010) bzw. Bestandteil des B-Catenin-
Abbaukomplexes (Munemitsu et al., 1995; Roberts et al., 2011) bedingt worden sein. Auch die
wahrend der HSZ-Aktivierung ansteigende Expression von Wnt5a (siehe Abbildung 17, O+P), einem
Liganden zur Vermittlung B-Catenin-unabhangiger Wnt-Signalwege, weist auf eine wesentliche
Veranderung in der Wnt-Signalgebung hin. Auch Wt1, das im Rahmen der HSZ-Aktivierung verstarkt
exprimiert wurde, wird als negativer Regulator des B-Catenin-abhangigen Wnt-Signalwegs diskutiert
(Kim et al., 2010). Die HSZ-Aktivierung kann durch den Einsatz von Glykogen Synthase Kinase 3 beta-
Inhibitoren verhindert werden, sodass davon auszugehen ist, dass HSZ die B-Catenin-abhangigen Wnt-
Signalgebung bendtigen, um den ruhenden Zustand aufrechtzuerhalten (Kordes et al., 2008, Corbett
et al., 2015). Obwohl ein verstarkter B-Catenin-abhangiger Wnt-Signalweg mit einem erhdhten
Auftreten von fibrotischen Ereignissen in Verbindung gebracht wird (Cheon et al., 2002), gibt es
Studien, die zeigen, dass der aktive B-Catenin-abhdngige Wnt-Signalweg fiir die Erhaltung der
Pluripotenz in embryonalen Stammzellen wichtig ist und wahrend der Differenzierung inaktiviert wird
(Sato et al., 2004). Dies konnte erkldren, warum HSZ im ruhenden Zustand einen aktiven B-Catenin-
abhdngigen Wnt-Signalweg aufweisen, der wahrscheinlich zur Erhaltung dieses Zustands beitragt

(Sawitza et al., 2009).

Wie bereits ausgefiihrt, war eine Vielzahl von Genen aus dem Notch- und den Wnt-Signalwegen von
einer epigenetischen Regulation betroffen. Zahlreiche Studien zeigen, dass ein kompliziertes
Zusammenspiel zwischen den beiden Signalwegen das Schicksal von Stammzellen in verschiedenen
Kontexten bestimmt. In beiden Signalwegen war wahrend der HSZ-Aktivierung eine bedeutende
Verdnderung nachzuweisen, sodass davon auszugehen ist, dass diese Signalwege essenziell fiir das
Schicksal der aktivierenden HSZ sind und ihr Entwicklungsweg analog zu anderen Stammzellen

kontrolliert wird.
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5.5 AbschlieBende Beurteilung und weiterfihrende Experimente

Es lasst sich festhalten, dass HSZ wahrend der Aktivierung eine bemerkenswerte Dynamik in der DNA-
Methylierung und der Genexpression aufweisen. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die Aktivierung einen
sehr wichtigen Prozess fir die HSZ darstellt, der ihr Verhalten stark andert und mit dem Erlangen neuer
Eigenschaften und Funktionen verbunden ist. Dabei erinnert die HSZ-Aktivierung an die epigenetische
Reprogrammierung, die aus der frithen Embryonalentwicklung bekannt ist. Der aktive Prozess der
DNA-Demethylierung, der DNA-Reparaturmechanismen beinhaltet, findet vermutlich zum GroRteil in
nicht-kodierenden Bereichen statt, da fir die kodierenden Bereiche vermehrt Hypermethylierungen
nachgewiesen wurden. Die Lokalisation der DNA-Hypomethylierung ist nicht abschlieRend geklart,
allerdings konnte fiir die hier analysierten repetitive Elemente kein veranderter DNA-
Methylierungsstatus wahrend der HSZ-Aktivierung nachgewiesen werden. In dieser Arbeit konnte
bestatigt werden, dass Promotermethylierung und Genexpression negativ miteinander korrelieren, die
positive Korrelation zwischen Genkorpermethylierung und Genexpression konnte fiir einzelne Gene
bestatigt werden. Gene mit gleichzeitiger Veranderung in DNA-Methylierung und Expression
beeinflussen biologische Funktionen, die mit der HSZ-Aktivierung assoziiert sind, allerdings unterlagen
auch zahlreiche Gene, die an Differenzierungsprozessen beteiligt sind einer starken epigenetischen
Regulation. Auch die genspezifischen Analysen wiesen viele Gene nach, die an der Regulation von
Migration, Pluripotenz und Differenzierung beteiligt sind. Sowohl dem Wnt- als auch dem Notch-
Signalweg kommen wahrend der HSZ-Aktivierung zentrale Bedeutungen zu, denn in beiden
Signalwegen kam es zu funktionellen Verdanderungen der Signalgebung, die sich in epigenetischen

Verdnderungen assoziierter Gene manifestierten.

Zusammengenommen unterstiitzen alle Ergebnisse die Sichtweise, dass es sich bei der HSZ um eine
ruhende adulte Stammzelle handelt, die im Aktivierungsprozess viele Ahnlichkeiten mit etablierten
Stammzellen aufweist.

Weiterfihrende Experimente sind zum einen notwendig, um den Prozess der aktiven DNA-
Demethylierung weiter zu charakterisieren. Da verschiedene Theorien zur Katalyse dieses Vorgangs
existieren und der gewdhlte Mechanismus stark kontextabhangig zu sein scheint, ware es interessant
zu erfahren, welche Enzyme wahrend der HSZ-Aktivierung fiir die DNA-Demethylierung bendtigt
werden und ob alternative Reaktionswege bestehen. Des Weiteren bleibt die Klarung der Frage, in
welchem Bereich des Genoms die detektierte starke DNA-Demethylierung auftritt. Ferner kdnnen die
in der Arbeit identifizierten und wahrend der HSZ-Aktivierung epigenetisch regulierten Gene in
weiterfihrenden Experimenten funktionell charakterisiert werden, um ihre Bedeutung fir ruhende

oder aktivierte HSZ zu klaren.
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