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Die Forschung hat in Wirklichkeit zwei Gesichter.

Wie ein Rdderwerk greifen die Beweisfiihrungen der Tagwissenschaft

ineinander, und ihre Resultate haben die Kraft der Gewissheit.

Die Nachtwissenschaft dagegen ist blindes Irren. Sie zégert, stolpert, weicht
zuriick, gerdt ins Schwitzen, schreckt auf. Wie ein Gefangener in seiner Zelle
lduft der Geist im Kreis, sucht nach einem Ausweg, springt von Hoffnung zu
Enttduschung, von Begeisterung zu Melancholie. Nichts ldsst darauf schliefSen,
dass die Nachtwissenschaft jemals das Tagesstadium erreichen wird, dass der

Gefangene dem Dunkel entkommen kann.

Und geschieht es doch, so ist es unerwartet,
aus dem Nichts, wie eine Urzeugung,
irgendwo,
irgendwann,

wie ein Blitz.

Frangois Jacob
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1 Einleitung

Polaritat (d.h. die spezifische Ausrichtung der Zellstruktur) ist eine wichtige Eigenschaft von
Leberzellen in vivo und stellt eine Voraussetzung fiir viele leberspezifische Vorgéinge dar.
Verschiedene Zelllinien wie MDCK (Madin-Darby Canine Kidney) [1] oder WIF-B
(Hepatozelluldre Karzinom-Hybridzelllinie) [2] wurden als Modelle fiir Polaritét, Transport
und Proteinsortierung etabliert. Da die charakteristischen Funktionen von Leberzellen
(Stoffwechsel, Produktion bestimmter Proteine usw.) in Zelllinien aber nur begrenzt erhalten
sind [3], ist es fiir einige Fragestellungen (wie z.B. Regulation der Endozytose bei
leberspezifischen Prozessen) notwendig, mit primdren Zellen zu arbeiten. Eine polarisierte
Kultur fiir primére Rattenhepatozyten (Sandwichkultur) wurde schon 1989 von Dunn et al. [4]
beschrieben, allerdings bietet die Maus als Modellorganismus mehr Moglichkeiten fiir
genetische Analysen. Bis jetzt gibt es jedoch kein in-vitro-System fiir polarisierte primére
murine Hepatozyten.

In dieser Arbeit wurde ein solches System etabliert. Da dieses System im Rahmen des BMBF-
Projekts Endosys (,,Systems Biology of Hepatocyte Endocytosis*) von Kooperationspartnern
verwendet werden sollte, um Endozytose in primidren Hepatozyten zu untersuchen, wurden
zundchst dafiir benotigte Analysemethoden etabliert. AnschlieBend wurde das Kultursystem
anhand einer Betrachtung des Interleukin-6-Signalwegs auf seine Eignung fiir die in Endosys

geplanten Aufgaben hin untersucht.

1.1 Die Leber

Die Leber ist das zentrale Stoffwechselorgan des Menschen. Zu ihren Funktionen zdhlen der
Kohlenhydrat-, Aminosiure-, Protein- und Lipidstoffwechsel, sowie die Biotransformation
von Xenobiotika (Entgiftung), die Abwehrfunktion, Speicherfunktion, Synthese von
Hormonen, Regulation des Séure-Base-Haushalts, Gallenbildung und -sekretion [5].
Hepatozyten, die Parenchymzellen der Leber, stellen die Mehrheit der Leberzellen dar (60-
65%). AuBlerdem befinden sich in der Leber in geringer Anzahl Endothelzellen (15-20%),
Kupftfer-Zellen (Makrophagen) (8-12%) und Ito-Zellen (3-8%) (Fettspeicherzellen) [6].

Der Stoffaustausch zwischen Leberzellen und Organismus erfolgt tiber Blutgefile und
Gallenginge, jeder Hepatozyt hat Zugang zu Blutkapillaren und Gallenkandlchen. Das
arterielle Blut versorgt die Leber mit Sauerstoff, das vendse bringt Néhrstoffe aus Magen,
Darm, Pankreas und Milz zur Metabolisierung. Die Gallenfliissigkeit wird von den
Hepatozyten produziert und enthélt Bilirubin, Gallenséuren, Cholesterin und Phospholipide,

die fiir die Verdauung von Fetten im Diinndarm erforderlich sind. Gleichzeitig transportiert
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die Galle die in der Leber metabolisierten Gifte und Stoffwechselprodukte in den Darm, wo

sie anschlieBend ausgeschieden werden konnen [5], [7].

1.2 Polaritiit in Epithelgewebe

Die Parenchymzellen (Hepatozyten) befinden sich als Epithel in einer Umgebung aus
Bindegewebe und Blutgefdlen [7].

Allgemein wird das Epithel als ein Gewebe definiert, das aus einer oder mehreren
Zellschichten besteht, die die inneren und duBeren Korperoberflichen auskleiden [8]. Zu den
Funktionen eines Epithelgewebes gehdren die Barrierefunktion (physikalische Trennung
verschiedener Rdume und/oder chemische Trennung — kein Fliissigkeitsverlust durch die
Zellschicht) und die Transportfunktion (z.B. Resorption bei der Nahrungaufnahme in der
Darmschleimhaut oder Sekretion von Hormonen aus endokrinen Driisen) [7].

Eine wichtige Eigenschaft von Epithelzellen ist die Polaritit. Eine Zelle wird als polarisiert
bezeichnet, wenn ihre Membran oder ihr Zytoplasma verschiedene strukturelle und/oder
funktionelle Bereiche enthilt. Diese Bereiche sind durch ihre spezifische Zusammensetzung
von Lipiden und Proteinen charakterisiert und ermoglichen, dass spezifische Prozesse

raumlich getrennt stattfinden konnen.

(ej0 404040 oo o]0 0]

Polaritit in Hepatozyten Polaritit in einfachen Epithelzellen

Abbildung 1.1: Polaritit in Hepatozyten und einfachen Epithelzellen. Illustration nach
Peng et al. [9]. Griin: Apikaler Bereich;  Rot: Grenze zwischen apikalem und

basolateralem Bereich, Dunkelgrau: Zellkern

Epitheliale Zellen haben eine apikale und eine basolaterale Membran, getrennt durch 7ight
Junctions. Hepatozyten sind spezielle polarisierte Zellen. Thre apikale Seite bildet die
Gallenkanélchen, die basale grenzt an die Blutgefdlle, und durch die laterale Membran bilden
die Zellen Kontakte zu angrenzenden Hepatozyten. Ein Hepatozyt hat mehrere apikale
Bereiche [4], [10], [9] und durch die Verbindung apikaler Regionen benachbarter Zellen
entstehen die Gallenkanélchen. Ein Vergleich der Polaritit von Hepatozyten und einfachen

epithelialen Zellen ist in Abbildung 1.1 dargestellt.

1.3 Zelluliire Junctions

Um eine undurchldssige Schicht zu bilden, miissen die Zellen fest aneinander und an eine
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extrazellulire Matrix (EZM) binden. Diese Adhidsion erfolgt iiber Strukturen, die als
Junctions bekannt sind. Einige Junctions dienen zusdtzlich der Trennung verschiedener
Membranbereiche (z.B. apikal von basolateral). Epithelzellen haben drei Arten Junctions fiir
Adhésion (Adherens junctions, Tight Junctions und Desmosomen) und die Gap Junctions fir
den Stofftransport zwischen den Zellen. Zusétzlich gibt es Junctions, die Zellen mit der EZM
verbinden [11], [12]. Im Allgemeinen besteht eine Junction aus Transmembranproteinen, die
zur Verbindung mit anderen Zellen oder mit der EZM dienen, und intrazelluldren Proteinen,
die in der Regel an das Zytoskelett binden. Viele Junctions haben nicht nur eine strukturelle
Funktion, sondern konnen auch zusétzlich an der Signalweiterleitung beteiligt sein [11].

In dieser Arbeit wurde die Polaritdt der kultivierten Zellen anhand der Adherens und Tight

Junctions untersucht.

1.3.1 Adherens Junctions

Die typische Adherens Junction (AJ) besteht aus einem Cadherin-Catenin-Komplex.
Cadherine sind Transmembranproteine, die extrazelluldr eine Ca*"-abhidngige Bindung mit
Cadherinen benachbarter Zellen eingehen und intrazellulér durch -, y- und a-Catenin an das
Actin-Zytoskelett binden [11], [12], [13]. Auf diese Weise erhélt der Zellverband
mechanische Stabilitit.

Ein Merkmal polarisierter Epithelzellen ist die Prasenz von E-Cadherin in AJ. Eine schwache
oder fehlende Expression von E-Cadherin ist ein Zeichen fiir eine epithelial-mesenchymale
Transition (EMT), ein Prozess, der héufig einerseits wéhrend der Embryogenese und
andererseits wéihrend der Krebsentwicklung beobachtet wird. Dabei verlieren benachbarte
Zellen den Kontakt zueinander und entwickeln migratorische Eigenschaften [14], [15]. Auch
in vitro konnen primdre Epithelzellen durch EMT-dhnlichen Prozesse dedifferenzieren, wenn

die Kulturbedingungen nicht geeignet sind.

1.3.2 Tight Junctions

Die TJ erfiillen eine Barrierefunktion (Abdichten der Zellzwischenrdume) und eine Fence-
Funktion (Verhinderung der Diffusion von Proteinen und Lipiden innerhalb der
Membrandoppelschicht zwischen den Membranregionen, z.B. zwischen apikalen und
basolateralen Regionen) [3].

Die wichtigsten Transmembranproteine der 7ight Junctions (TJ) sind die Claudine und
Occludin, die eine entscheidende Rolle bei der Bildung und Funktion dieser Junctions spielen
[12]. Der Kontakt mit dem Zytoskelett erfolgt mithilfe verschiedener Proteine, darunter die

Zonula-occludens-Proteine (ZO-1, -2 und -3), die haufig als TJ-Marker verwendet werden
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[13], [16]. In dieser Arbeit wurde die apikale Lokalisierung von ZO-1 als Merkmal einer

ausgebildeten Polaritdt verwendet.

1.4 Hepatozytenkulturen

Die am hiufigsten verwendeten Hepatozytenkulturen sind die Monolayer- und die

Sandwichkultur.

1.4.1 Monolayerkultur

Die erste Monolayerkultur fiir primdre Hepatozyten wurde fiir Rattenzellen etabliert und die
Methode ist in [17] und [18] zusammengefasst. In dieser Kultur werden die Zellen auf einer
diinnen Schicht aus einem EZM-Protein (meistens Collagen I) kultiviert (siche Abbildung 1.2
A).

Verschiedene Parameter (Beschichtung, Zelldichte, Kulturmedium, Mediumzusétze) kdnnen
die Kultureigenschaften beeinflussen [19]. Zum Beispiel fiihrt die Beschichtung der
Kulturplatten mit Laminin statt Collagen I zu einer verldngerten Albuminsekretion [20], eine
serumfreie Kultur sorgt fiir die Aufrechterhaltung der Expression einiger leberspezifischer
Gene [21], wihrend die Zugabe von Serum eine Hemmung des Wachstums bewirkt [22].

In einer Monolayerkultur weisen die Hepatozyten zuerst eine rechteckige Form auf, und
bilden Tight junctions und Desmosomen [23]. Nach kurzer Zeit (3-5 Tage) findet aber eine
Dedifferenzierung statt, wobei die spezifischen hepatischen Funktionen abnehmen, die Zellen
verdndern ihre Form, und eine erhohte Expression von Actin, Tubulin und Collagen I ist zu
beobachten [17]. Trotz dieser Nachteile ist die Monolayerkultur einfach zu handhaben und
eignet sich fiir viele Analysen wie Gen- oder Proteinexpression, Immunfirbung. Eine fiir
primidre Maushepatozyten optimierte Monolayerkultur fiir Signaltransduktionsanalysen
wurde 2006 beschrieben [24] und wurde in dieser Arbeit der neu etablierten Kultur

gegeniibergestellt.

1.4.2 Sandwichkultur

Die Sandwichkultur wurde zunidchst fiir Rattenhepatozyten von Dunn et al. [4] als eine
Langzeitkultur beschrieben (siche schematische Darstellung in Abbildung 1.2). In dieser
Kultur werden die Zellen zwischen zwei Schichten Collagen kultiviert, die dicker sind als in
der Monolayerkultur. Direkte Vergeiche mit der Monolayerkultur haben gezeigt, dass in der
Sandwichkultur die in- vivo-dhnliche Zellmorphologie und die Expression leberspezifischer
Gene ldnger erhalten bleibt [4], [25], [26] und auch die Polaritit entspricht der in
Leberschnitten [27].
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der Monolayer- (A.) und Sandwichkultur (B.) am

ersten Tag nach der Kultivierung (Al. bzw. Bl.) und einige Tage spdter (A2. bzw. B2.). Die
Sandwichkultur ist stabiler und verhindert die in Monolayer beobachtete friihe

Dedifferenzierung der Zellen. Rot: TJ; Dunkelgrau: Zellkerne; Griin: Collagenschicht

Im Gegensatz zur Monolayerkultur weisen die Hepatozyten in Sandwichkultur viele
lebercharakteristische Stoffwechselreaktionen auf [28]. Aus diesem Grund wird diese Kultur
als in vitro-System zum Testen verschiedener Pharmazeutika verwendet [29], [30]. Da sie
bislang jedoch noch nicht fiir murine Hepatozyten beschrieben wurde, wurde sie fiir diese
Arbeit entsprechend angepasst.

Auch fiir die Sandwichkultur wurde der Einfluss verschiedener Parameter wie Zelldichte,
Kulturmedium, Beschichtung und Sauerstoffversorgung auf die Morphologie und Funktion
der Zellen untersucht [31], [32], [33]. So fiihrt z.B. eine hdhere Zelldichte zu einer verstirkten
Bildung von Gallenkanélchen [31], [34], und die Kultivierung der Hepatozyten in Sandwich
auf einer sauerstoffdurchldssigen Membran verbessert die Stoffwechseleigenschaften der
Kultur [33]. Die dahingehend modifizierte von Schmitmeier et al. [35] beschriebene
Kulturplatte wurde fiir die Etablierung einer Sandwichkultur fiir murine Hepatozyten in dieser
Arbeit verwendet. In dem neu etablierten Kultursystem wurden Aspekte des Interleukin-6-

Signalwegs untersucht.

1.5 Endozytose

Proteine aus dem extrazelluliren Raum, die durch die hydrophobe Doppelschicht der
Plasmamembran nicht diffundieren konnen, werden in allen Zellen mittels Endozytose
aufgenommen. Dabei bildet die Membran Einstiilpungen, die die Proteine umschlieBen und
sich von der Membran ins Zytoplasma losen (Vesikel). Diese dienen zum Transport in der
Zelle und fusionieren mit frithen Endosomen (von einer Membran umgebene Organellen), in
denen die endozytierten Proteine sortiert werden. AnschlieBend konnen die Proteine
verschiedenen Wegen folgen: Sie konnen zuriick an die Membran transportiert, durch

Transzytose in eine andere Membranregion befordert oder in den Lysosomen degradiert
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werden [12]. Molekulare Aspekte der Endozytose sind von Miaczynska und Zerial [36]
beschrieben. Die Endozytose ist nicht nur fiir die Aufnahme verschiedener Molekiile wichtig,

immer mehr Studien beschéftigen sich mit ihrer Rolle bei der Signaltransduktion [37].

1.6 Interleukin-6-Signalweg

Interleukin-6 (IL-6) gehort zusammen mit Interleukin-1 (IL-1), LIF (Leukemia inhibitory
factor), CNTF (ciliary neurotrophic factor), CT-1 (cardiotrophin 1) und CLC (cardiotrophin-
like cytokine) zu einer Proteinfamilie, deren Rezeptoren aus zwei gp130-Einheiten und einer
spezifischen Einheit bestehen. Sie besitzen keine eigene Kinaseaktivitit, jedoch ist mit jeder
gp130-Einheit eine Kinase von der Famile der Janus-Kinasen (JAK) im nicht aktivem
Zustand assoziiert. Nach der Ligandenbindung findet eine Multimerisierung des Rezeptors
statt, und anschlieBend phosphorylieren die zwei JAKs sich gegenseitig und den
zytoplasmatischen Teil des Rezeptors. An dem phosphorylierten Rezeptor konnen STATSs
(Signal Transducer und Activator of Transcription) binden, und nach deren Phosphorylierung
bilden sie Homo- oder Heterodimere, die im Zellkern die Transkription bestimmter Gene

beeinflussen [38], [39] (siche Abbildung 1.3).

IL-6 EGF
.
74 \ 4
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b |
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o 3HP1 |EGFR
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s / s & l\ o |
|
/ J ) sre
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v Erk ¢ 5 Mcl-1
Akt ;
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Abbildung 1.3: Darstellung des IL-6-Signalwegs von
http://www.cellsignal.com/pathways/jak-stat.jsp
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Es gibt vier verschiedene JAKs (JAK1, JAK2, JAK3 und TYK2) und sieben STATs (STATI,
STAT2, STAT3, STAT4, STATS5a, STATSb und STAT6), davon kdnnen durch IL-6 JAKI,
JAK2, TYK2, STAT3 und STAT1 aktiviert werden [38].
AuBer dem JAK/STAT-Signalweg werden von IL-6 auch die MAPK- (Mitogen-activated
protein kinase) und PI3K (Phosphatidylinositol 3-kinase)/AKT-Signalwege aktiviert [39]
(siche Abbildung 1.3).
IL-6 wird in der Leber in Kupffer-Zellen produziert, und bindet an IL-6-Rezeptoren von
Hepatozyten.
Die Wirkung des Signalwegs ist in der Regel transient (mit Ausnahme von einigen
Tumorzellen [40], [41]) und kann von drei Klassen negativer Regulatoren ausgeschaltet
werden [39], [42], [43]:
e Uber Proteine der SOCS-Familie (Suppressors of cytokine signaling: CIS und SOCS1-
6) lauft eine negative Feedback-Regulierung ab. Die Transkription des SOCS-Gens
wird von den phosphorylierten STATSs aktiviert. SOCS bindet an die aktivierten JAKs
(und inhibiert dadurch ihre Kinaseaktivitdt) und an Zytokinrezeptoren (wo es die
Bindungsstellen fiir JAKs oder STATSs blockiert).
e PIAS (protein inhibitors of activated stats) verhindern eine Bindung aktivierter
STAT-Dimere an DNA.
e PTPs (protein tyrosine phosphatases) (z. B. SHP-1, SHP-2) dephosphorylieren
STATs, JAKs und die Rezeptoren.
Ein Aspekt des IL-6-Signalwegs, der bislang wenig untersucht wurde, ist die Rolle der
Endozytose bei der Signalweiterleitung. Einige Studien an Zelllinien haben gezeigt, dass die
rezeptorvermittelte Endozytose fiir den zytoplasmatischen Transport von STAT3 notwendig
ist [44], und dass STAT3 mit friihen Endosomen colokalisiert [45].
AulBlerdem wurde gezeigt, dass in Hep3B-Zellen die Behandlung mit Endozytose-Inhibitoren
auch den IL6-stimulierten STAT3-Signalweg hemmt [45]. Desweiteren wird nach
Unterdriickung der Endozytose die Aktivitdit von STAT3 als Transkriptionsfaktor inhibiert
[44].
Da STAT3 die Hauptrolle im IL-6-Signalweg spielt [39], sind viele direkt von STAT-3
aktivierte Gene schon bekannt [46] (siche Tabelle 1.1).
IL-6 beeinflusst verschiedene Prozesse: das “priming” (Ubergang von der Go- zur G;-Phase
des Zellzyklus) von Hepatozyten in der regenerierenden Leber, das Zellwachstum, die Akut-
Phase-Reaktion, die Apoptose, die Proliferation und die Glukoneogenese [47] - [55]. Die
Wirkung des Signalwegs ist systemabhingig, und es konnen je nach Zelltyp verschiedene

Funktionen aktiviert werden [38], [55], [56].
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Tabelle 1.1: STAT3-aktivierte Gene (modifiziert nach[46])

Prozess Gen
Proliferation C-myc, Cyclin D1, D2, D3, A, Cdc25a, p21
Apoptose Sunivin, Fas, mcl-1, Bcl-X, Bcl-2

Angiogenese VEGF
Invasion/Metastase |MMP-2
Transformation MMP-9

Uber den IL-6-Signalweg bei primiren Hepatozyten in Kultur ist wenig bekannt. Einige

Publikationen zeigen die Phosphorylierung von STAT3 [24] oder die Inhibierung der
Proliferation [57] nach Stimulation mit IL-6 in Monolayer-Kulturen, aber die Expression von
STAT3-aktivierten Genen wurde bis jetzt nur in Zelllinien [46] oder in frisch isolierten
Hepatozyten in Suspension [58] untersucht. Zur Signaltransduktion in Sandwichkultur liegen
bislang keine Studien vor. Da diese Kultur aber die Morphologie und Funktion von priméren
Hepatozyten am besten wiedergibt, ist es denkbar, dass auch die Antworten der Zellen auf
Stimuli in Sandwichkultur dem Verhalten der Zellen in vivo am nichsten kommen.

Wihrend der Arbeit stellte es sich als sinnvoll heraus, zusitzliche Untersuchungen
durchzufiihren, um die in den Kulturen beobachteten Transformationen genauer zu

charakterisieren.

1.7 Epithelial-mesenchymale Transformation

Die Epithelial-mesenchymale Transformation (EMT) und die mesenchymal-epitheliale
Transformation (MET) sind héiufig beobachtete Phidnomene wihrend der embryonalen
Entwicklung bei Prozessen wie Gastrulation oder Migration der Neuralleistenzellen, aber
auch in pathologischen Situationen wie z.B. Tumorentwicklung oder Fibrose [59], [15], [60].
Die EMT ist ein sehr komplexer Vorgang, der sich von Zelltyp zu Zelltyp unterscheiden kann,
daher ist es nicht einfach, eine pridzise Definition zu finden. Die EMT kann als
morphologische Umwandlung von Epithelschichten in einzelne, fibroblasten-dhnliche Zellen
definiert werden [61]. Nach Janda et al. ([62]) erlangen die Zellen durch die EMT epitheliale
Plastizitit, die zu dauerhaften morphologischen und dramatischen molekularen Anderungen
fiilhrt. Eine weniger drastische Verdnderung von epithelialen zu fibroblastoiden Zellen wird
als ,,Scattering® bezeichnet ([63]). Charakteristisch fiir eine EMT sind: Aufbrechen der AJ,
verringerte Transkription von e-cadherin, Zytoskelettumbau, Hochregulation mesenchymaler
Marker wie Vimentin [61], Kernlokalisierung von B-Catenin [64] und in manchen Fillen
Hochregulierung von Fibronectin sowie Collagen und Matrix-Metalloproteinasen (MMPs)
[60]. Die Auflosung der AJ kann auch durch posttranskriptionale Modifikationen einiger

Proteine (z.B. von E-Cadherin) stattfinden, deren Internalisierung und Abbau dadurch
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eingeleitet wird [61], [65]. Merkmale von Scattering sind der Verlust der intrazelluldren
Junctions (Zell-Zell-Kontakte), Gewinn der Migrationsfahigkeit durch Zytoskelettumbau und
Bildung von neuen Zell-Matrix-Adhésionen, Reversibilitit des Zellphédnotyps, keine
dauerhaften Anderungen der Genexpression wie z.B. die Herunterregulation epithelialer Gene

bei der EMT. Scattering ist in der Regel nicht mit Tumorigenitit verbunden [66] [60].

1.8 Ziele der Arbeit

In dieser Arbeit sollte ein Kultursystem fiir polarisierte primire Maushepatozyten etabliert
werden, mit dem sich molekulargenetische und proteinbiochemische Untersuchungen
durchfiihren lassen. Dieses Kultursystem und eine konventionelle Monolayerkultur sollten
vergleichend charakterisiert werden. Anschlieend sollte seine Eignung fiir Studien von
Endozytose und Signaltransduktion (am Beispiel des IL-6-Signalwegs) untersucht werden.
Dazu wurden folgende Schritte geplant:
e FEtablierung einer Zellkultur fiir Maushepatozyten auf Basis der filir Ratte
beschriebenen Sandwich-Kultur
e Etablierung von Protokollen fiir molekularbiologische, proteinchemische und
immunologische Experimente in der Sandwichkultur
e Nachweis der Polaritdt der Hepatozyten in der Sandwichkultur im Vergleich zur
konventionellen Kultur (Monolayer)
e Erweiterung des semiquantitativen Western-Blot-Verfahrens zum besseren Vergleich
der Proteinexpression in den beiden Kultursystemen.
e Ermittlung des Einflusses des Kulturtyps (Monolayer/Sandwich) auf den IL-6-
Signalweg
e Betrachtung einiger Aspekte der Rolle von Endozytose im IL-6-Signalweg
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2 Material und Methoden

Die verwendeten Chemikalien sind in Anhang A, die Gerdte in Anhang B und die Puffer,
Medien sowie Losungen (in diesem Kapitel kursiv geschrieben) in Anhang C aufgelistet.
Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Puffer und Losungen mit doppelt destilliertem

Wasser hergestellt.

2.1 Zellbiologische Methoden

2.1.1 Isolierung muriner Hepatozyten'

Die fur diese Arbeit verwendeten Zellen wurden nach zwei Protokollen isoliert:

Material: Collagenase IA, Williams Medium E

Protokoll 1

Hanks-Puffer I und Il wurden einen Tag vor der Isolation vorbereitet und sterilfiltriert.

Durchfiihrung:

Die hier beschriebene Verfahrensweise zur Isolation muriner Hepatozyten ist abgeleitet von
der von Klingmiiller et al. beschriebenen Methode [24]. Fiir die Hepatozytenkultur wurden
ménnliche 6-12 Wochen alte NMRI-Mduse benutzt. Die in-sifu-Perfusion der Leber wurde in
einer  Isolationsapparatur durchgefiihrt, die aus einem Pufferkreislauf und einem
entgegengesetzt gerichteten Warmekreislauf (42°C) besteht. Dadurch wurde eine konstante
Puffertemperatur von 37°C gewihrleistet. Ein zwischengeschalteter Blasenfanger diente
auBBerdem der Druckkontrolle im Perfusionssystem. Die Narkotisierung der Maus erfolgte
intraperitoneal mit 300 pl Pentobarbital (12mg/ml). Nach Offnen des Bauchraums und
Freilegen der Leber wurde diese in situ iiber die Vena cava posterior fiir 10 Minuten mit
Hanks-Puffer I gespiilt und dadurch entblutet, wiahrend die durchtrennte Vena portae als
Abfluss diente. Es schloss sich die Perfusion mit Hanks-Puffer II an (5-10 Minuten). Die
FlieBgeschwindigkeit wihrend der gesamten Perfusion betrug 8-10 ml/min. Nach dem Verdau
wurde die Leber herauspripariert und die Gallenblase entfernt. Durch vorsichtiges
Schwenken der Leber in einer Petrischale wurden die Einzelzellen gewonnen und in
Isolationsmedium (RT) aufgenommen und schlieBlich tiber sterile Gaze (100pum) filtriert, um
Zellaggregate zu entfernen. Nach der Zentrifugation (5 min, 50 x g, RT) wurden die Zellen

nochmals mit Medium gewaschen und erneut zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Zellpellet

1 Die Isolierung wurde von Isabell Schulz durchgefiihrt
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vorsichtig gelockert und in einem definierten Mediumvolumen resuspendiert. Durch die
Zentrifgation wurde sichergestellt, dass eine anndhernd homogene Hepatozytenpopulation fiir
die Kultur benutzt wurde. Die Zellzahl- und Vitalitdtsbestimmung erfolgte mittels Trypan-
Blau-Féarbung in einer Neubauerzihlkammer unter dem Mikroskop. Die durchschnittliche

Vitalitit der Hepatozyten lag bei 70-80%.

Protokoll 2

Die Losungen A, B und C wurden einen Tag vor der Isolation angesetzt und sterilfiltriert.

Durchfiihrung:

Die Isolation erfolgte wie im Protokoll 1 beschrieben, mit folgenden Anderungen: Statt
Hanks-Puffer I, Il und Isolationsmedium wurden die Losungen A, B und C verwendet und die

gesamte Aufarbeitung der Zellen fand bei 4°C statt.

2.1.2 Vorbereitung des Mini-Bioreaktors

Material: Teflonmembran, Minibioreaktoren

Durchfiihrung:
Sowohl fiir die Monolayerkultur als auch fiir die Sandwichkultur wurde der in Abbildung 2.1

dargestellte Mini-Bioreaktor verwendet, der in [35] beschrieben ist.

Abbildung 2.1: Einzelteile (A), zusammengebauter Mini-Bioreaktor (B, C); Hauptteil (1),
Metallboden (2), Dichtung (3), Halterung (4)

Zwischen dem Hauptteil und der Dichtung wird eine gaspermeable Teflonmembran gespannt
und mithilfe eines Metallbodens festgeschraubt. Der zusammengebaute Bioreaktor wird
autoklaviert und fiir die Zellkultur mit einem Deckel verschlossen. Eine Halterung sorgt
dafiir, dass die untere Seite des Bioreaktors direkten Kontakt zur Umgebungsatmosphére im
Inkubator hat. Eine schematische Darstellung einer Kultur in Bioreaktor ist in Abbildung 2.2

zu sehen. In dieser Arbeit wurden 6-Well-Mini-Bioreaktoren verwendet.
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A B

48ug/ml Kollagen Medium

Medium 0,4 mg/ml Kollagen

Well Q§Q§Q’§Q(§Q Oé@é@@OéOJ

Membran 1 mg/ml Kollagen

Halterung

Abbildung 2.2: Zellkultur in Mini-Bioreaktor: Monolayer (4), Sandwich (B)
2.1.3 Monolayerkultur

Material: Collagen I, PBS, Medium 1, 2, 3, Collagen-Lésung fiir Monolayerbeschichtung

Durchfiihrung:

e Beschichtung des Mini-Bioreaktors:
Je 1 ml Collagen-Losung fiir Monolayerbeschichtung wurde in jedes Well eines 6-Well-
Bioreaktors gegeben und fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Wells
zweimal mit sterilem doppelt destilliertem Wasser gewaschen. Kollagenbeschichtete
Bioreaktoren konnen fiir mehrere Wochen bei 4°C autbewahrt werden.

e Aussaat und Kultur der Zellen:
Der Tag der Isolation wurde als Tag O definiert. Frisch isolierte Hepatozyten wurden in
Medium 1 aufgenommen und mit einer Konzentration von 75000 Zellen/cm? (fiir polarisierte
Kulturen) oder 10000 Zellen/cm* (fiir nichtpolarisierte Kulturen) ausgesdt. 2 ml
Zellsuspension wurden pro Well pipettiert. Die Kultur wurde fiir eine Stunde in den Inkubator
gestellt (37°C, 5% CO,, 95% Luftfeuchtigkeit), um die Adhdrenz der Hepatozyten zu

gewdhrleisten, und nach einer Stunde mit warmem PBS (1x) gewaschen.

Medium 3

A. Tag 0 Tag 1 B. Tago Tag 1 Tag 2 Tag 3
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Abbildung 2.3: Monolayerkultur fiir Analysen am Tag 1 (A.) und am Tag 3 (B.)

In dieser Arbeit wurden Monolayerkulturen am Tag 1 und Tag 3 mit IL-6 stimuliert und
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analysiert. Um die Wirkungen anderer Wachstumsfaktoren und/oder Zytokine, die sich im
Serum befinden konnten, auszuschlieen, wurden die Zellen ab dem Tag vor der Stimulation

in serumfreien Medien kultiviert. Eine schematische Darstellung der Versuchsabldufe ist in

Abbildung 2.4 dargestellt.

2.1.4 Sandwichkultur

Material: Collagen I, DMEM (10x), Kollagen-Losungen fiir Sandwichbeschichtung fiir die

untere und obere Schicht

Durchfiihrung:

e Beschichtung des Mini-Bioreaktors (untere Schicht):
Je 1 ml Kollagen-Losung (1 mg/ml) wurde in jedes Well eines 6-Well-Bioreaktors gegeben
und fir 90 Minuten bei 37°C polymerisiert. AnschlieBend wurde das Medium 1 fiir
mindestens eine Stunde zum Aquilibrieren dazugegeben. Die Platten konnen auch einen Tag
frither beschichtet und liber Nacht bei 4°C aufbewahrt werden, jedoch sind lingere Zeiten
nicht zu empfehlen.

e Aussaat der Zellen:
Die Aussaat der Zellen erfolgte am Tag 0 wie bei der Monolayerkultur.

e Beschichtung des Mini-Bioreaktors (obere Schicht):
Am Tag 1 wurde das Medium abgesaugt und je 1 ml Kollagen-Losung (0,4 mg/ml) in jedes
Well gegeben. Die Polymerisierung fand wiederum fiir 90 Minuten bei 37°C statt.

AnschlieBend wurden je 2 ml Medium 1 dazugegeben.

Tag 0 Tag 1 Tag 2 Tag 3
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\ \ \
Abbildung 2.4: Sandwichkultur fiir Analysen am Tag 3

Der Verlauf der Beschichtung und Kultivierung der Zellen in Sandwichkultur ist in

Abbildung 2.1 zu sehen.
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2.1.5 Stimulation der Kulturen

Material: /L-6-Stammlosung, PAO-Arbeitslosung

Durchfiihrung:
e Behandlung mit PAO:

Das Protokoll wurde von [67] abgeleitet. In Vorversuchen wurde beobachtet, dass die PBS-G-
Losung eine Schiddigung der Hepatozyten verursacht. Deswegen wurde die PAO-
Arbeitslosung fiir weitere Behandlungen in Kulturmedium verdiinnt. Die Inhibierung mit
5 uM PAO fiir 10 Minuten bei 37°C wurde als optimale Bedingung fiir primédre Hepatozyten
bestimmt.

e Stimulation mit IL-6:
Obwohl in der Literatur verschiedene Konzentrationen von IL-6 in der Zellkultur verwendet
werden, wurde fiir diese Arbeit 20 ng/ml eingesetzt, da diese Konzentration der
physiologischen Konzentration entspricht.
Fiir Proteinanalysen wurden die Zellen fiir 30 Minuten, 1, 2, 6 und 24 Stunden mit IL-6 ab
Tag 1 oder ab Tag 3 stimuliert. Als Kontrolle wurden zu den entsprechenden Zeitpunkten
Proteine aus nichtstimulierten Zellen extrahiert.

e Verlauf:
Die Behandlung mit PAO erfolgte 10 Minuten vor jeder Stimulation. Da PAO selbst eine
Wirkung auf die Expression einiger Proteine hat, wurden einige Kontrollwells in jeder Kultur
zum gleichen Zeitpunkt vor der Proteinextraktion mit PAO behandelt (eine Stunde vor
Protein- und RNA-Extraktion bzw. 30 Minuten vor Immunfarbung).
Um einen direkten Vergleich der Kulturmediumsiiberstinde zu erhalten, wurden die Wells
mit und ohne PAO-Behandlung vor der Stimulation mit IL6 gleichzeitig gewaschen und die
Medien gewechselt.
Fiir RNA-Extrakte wurden die Zellen eine Stunde lang mit IL-6 stimuliert, fiir die

Immunfarbung erfolgte die Stimulation fiir 10 und 30 Minuten.

2.1.6 Suspensionskultur

Durchfiihrung:

25x10° frisch isolierte Maushepatozyten wurden in 5 ml Medium 1 in einem 15-ml Réhrchen

auf einem Roller im Inkubator fiir 30 Minuten mit 20 ng/ml IL-6 stimuliert.

2.1.7 Fluoresceindiacetat (FDA)-Test

Um die sekretorische Aktivitit und damit die Funktionalitit der in Kultur gebildeten
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Gallengidnge zu zeigen, wurde der FDA-Test angewendet. Das Protokoll wurde von [68]
abgeleitet.

Das FDA wird von Hepatozyten aufgenommen, zu Fluorescein umgebaut und in die
Gallengédnge transportiert. Das Fluorescein emittiert nach Anregung durch UV-Strahlung
Licht mit einer Wellenldnge von 514 nm. Funktionelle Gallenginge erscheinen dann unter

einem Fluoreszenzmikroskop als leuchtende Strukturen.

Material: FDA-Stammlésung

Durchfiihrung:
Die Zellen wurden mit 0,5 pg/ml FDA in Kulturmedium fiir 10-15 Minuten bei 37°C

inkubiert. Anschliefend wurden die Wells zweimal mit Medium gewaschen und unter dem

Fluoreszenzmikroskop (Filtersatz 44 (griin)) fotografiert.

2.1.8 Annexin V-Test

Der Annexin-V-Test ist eine Standardmethode zur Markierung sterbender Zellen. Annexin-V
bindet sowohl an apoptotische als auch an nekrotische Zellen, wihrend Propidiumiodid {iber
phosphatidylserine, das bei sterbenden Zellen von der zytoplasmatischen in die dussere

Membranschicht gelangt,die DNA in nekrotischen Zellen farbt.

Material: Annexin-V-Fdrbelosung

Durchfiihrung:

Bei Verwendung des vom Hersteller empfohlenen HEPES-Puffer zeigten sich negative
Wirkungen auf die Hepatozyten. Es stellte sich heraus, dass mit Medium I anstelle des Puffers
gute Ergebnisse erreicht werden konnen.

Die Membran des Bioreaktors mit den Zellen wurde mithilfe eines Skalpells in kleine Stiicke
geschnitten, die mit einer Pinzette in eine 24-Well-Platte iibertragen wurden. Nach Zugabe
von 150ul Fdérbelosung wurden die Zellen fiir 10 bis 15 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend wurde die Fluoreszenz unter dem Mikroskop detektiert (Filtersatz 44
fiir Annexin-V und Filtersatz 43 fiir Propidiumiodid).

2.1.9 Live/Dead-Test

Der Live/Dead-Test ist ein Verfahren zur gleichzeitigen Fluoreszenzmarkierung von lebenden
und toten Zellen mittels Calcein AM und Ethidium Homodimer. Lebende Zellen zeigen
Esterase-Aktivitit, die an dem enzymatischen Umbau vom nichtfluoreszentem Calcein AM zu
fluoreszierendem Calcein beobachtet werden kann. Ethidium-Homodimer dringt in Zellen mit

beschidigten Membranen ein und bindet an Nukleinsduren
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Material: Calcein AM, Ethidium-Homodimer

Durchfiihrung:
Die Zellen wurden im Kulturmedium mit 1:1000 Calcein AM und 1:1000 Ethidium-

Homodimer fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde die
Fluoreszenz unter dem Mikroskop detektiert (Filtersatz 44 fiir Calcein AM und Filtersatz 43

fiir Ethidium-Homodimer).

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 RNA-Extraktion
Die Etablierung der RNA-Extraktion fiir die Sandwichkultur ist Teil dieser Arbeit (siehe auch
Kapitel 3.2.2).

Material: RNeasy Mini Kit, PBS

Durchfiihrung:

Alle Losungen wurden in DEPC-Wasser angesetzt.

e Lyse der Zellen
Die Zellen aus Monolayerkulturen wurden zweimal mit kaltem (4°C) PBS gewaschen und in
600 pl RLT-Puffer aus dem Rneasy Mini Kit (Qiagen) abgeschabt.
Die Zellen aus Sandwichkulturen wurden ebenfalls zweimal mit kaltem PBS gewaschen.
Danach wurde das gesamte Sandwich mithilfe einer abgeschnittenen Pipettenspitze in 2-ml
Eppendorf-Gefdle transferiert. Nach Zentrifugation (1 min, 7500 U/min, 4°C) wurde das
restliche Medium und Kollagen entfernt und das Pellet in 600 pl Lysepuffer homogenisiert.

e Aufreinigung und Ethanol-Fillung
Die nichsten Schritte der Aufreinigung erfolgten nach dem Qiagen-Protokoll mit einem
Elutionsvolumen von 40 pl. Da der Quotient Azsonm/ Azzonm (Siche Kapitel 2.2.2) in der Regel
zu gering war, wurde fiir alle Proben eine Ethanol-Féllung durchgefiihrt. Daflir wurden die
Proben mit 1/10 Vol 5M NaCl und 3 Vol 96%igem Ethanol versetzt, fiir eine Stunde bei
-80°C inkubiert und anschlieBend fiir 20 Minuten bei 13000 U/min und 4° C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 1 ml 75%igem Ethanol gewaschen. Nach
einer Zentrifugation bei 13000 U/min, und 4°C fiir 10 Minuten wurde das Pellet getrocknet

und in 40 pl RNase-freiem Wasser resuspendiert.

2.2.2 Quantitative Nukleinsiurebestimmung

Zur Quantifizierung der RNA wurde mit dem Spektrometer Nanodrop ND-1000 die
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Absorption bei 260nm bestimmt. Eine Absorption von Asemm=1,0 entspricht ca. 40 ug/ul
RNA. Des Weiteren wurden die Absorptionen bei 230 nm und 280 nm gemessen und die
Quotienten Ao/ A2zonm UNd Azeonm/Aszsonm €rmittelt. Bei einer reinen Priparation liegen der

Wert von Aseonm/ Azzonm zWischen 1,8 und 2,2 und von Azsonm/Asgonm bEL 2.

2.2.3 Qualititskontrolle der RNA

Zur Qualitdtskontrolle wurden je 500 ng RNA in einem 1,2%igen Agarosegel getrennt. Bei
guter Qualitidt der RNA (keine Degradation) konnen die 28S rRNA und 18S rRNA-Banden
distinkt detektiert werden.

2.2.4 Reverse Transkription

Material:MLV-Reverse Transkriptase, 5x M-MLV-Puffer, Rekombinantes RNAsin (Rnase-
Inhibitor), Oligo-dT-Primer, dNTP-Mix.

Durchfiihrung:

I ug RNA wurde mit 0,5 pl Oligo-dT-Primer vermischt, mit DEPC-Wasser auf 10 pl
aufgefiillt und fiir 5 Minuten bei 70°C inkubiert. AnschlieBend wurden 10 pl Mastermix (4 pl
dANTP-Mix, 4 ul 5xM-MLV-Puffer, 0,5 ul RNAsin, 1 ul M-MLV-Reverse Transkriptase, 0,5
pul DEPC-Wasser) dazugegeben und die Ansétze wurden fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert.

2.2.5 Primerentwurf

Die genomischen und cDNA-Sequenzen der untersuchten Gene wurden der freien Datenbank
MGI — Mouse Genome Information® — entnommen. Die Primersequenzen wurden mit dem
Programm Primer3® entworfen [69]. Um zu testen, ob sich zwischen den Forward- und
Reverse-Primern (mindestens) ein Exon befindet, wurden die genomische und die cDNA-
Sequenz mithilfe der Blast-Funktion verglichen, die auf der Internetseite des NCBI* [70]
verfligbar ist. Des Weiteren wurden die moglichen sekunddren Strukturen der Forward-,
Reverse-Primer und des Primerpaares mit der Software Netprimer’ ermittelt, und das Paar mit
der geringsten Wahrscheinlichkeit zur Sekundérstrukturbildung ausgewihlt.

Die Datenbank und die verwendeten Programme sind im Internet frei verfiigbar.

Die Primer wurden von der Firma Operon synthetisiert.

2http://www.informatics.jax.org/

3http://primer3.sourceforge.net/

4http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/bl2seq/wblast2.cgi

Shttp://www.premierbiosoft.com/netprimer/netprlaunch/netprlaunch.html
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2.2.6 PCR

Material: PCR-Kit, dNTP-Mix, Primer (sieche Anhang E).

Durchfiihrung:
Der PCR-Ansatz ist in der Tabelle 2.1 beschrieben, die PCR wurde mit folgenden Parameter
durchgefiihrt:
1. Initiale Denaturierung 5 min 95°C
2. Denaturi 30sek  95°C
catriering 3¢ Tabelle 2.1: PCR-Ansatz
Annealing der Primer 30 sek Reagenz Volumen ()
dNTP-Mix 1
Elongation 30sek  72°C 10x Puffer 1
MgCl -Losung 0,4
(Fiir die Annealing-Temperatur und die Anzahl der Zyklen |5, Primer 0.2
siche Anhang E) v Primer 0,2
Taq Polymerase 0,05
3. Finale Elongation 5 min 72°C dH,0 4.15

2.2.7 Agarose-Gelelektrophorese

Material: DNA-GroBenstandard, Ethidiumbromid, 7BE-Puffer (1x), Ladepuffer fiir

Nukleinsduren (5x)

Durchfiihrung:
Der TBE-Puffer (1x) wurde fiir die Agarose-Gele sowie als Laufpuffer fiir die Elektrophorese

eingesetzt. Die Gellosung (1,2% Agarose in TBE (1x)) wurde in einer Mikrowelle
aufgekocht. Nach der Abkkiihlung auf ca. 60°C wurde 1:10.000 Ethidiumbromid
dazugegeben, und anschlieBend wurde die Losung in einen Geltrdger gegossen. Nachdem das
Gel polymerisiert war, wurden die Proben mit Ladepuffer versetzt und in die Geltaschen
geladen. Die Elektrophorese lief ca. eine Stunde bei 5 V/cm, und die aufgetrennten Proben
wurden mit dem Geldokumentationssystem (mit Bandpass-Filter: 540-640 nm) unter UV-

Licht fotografiert.

2.2.8 Mikroarrays

Die RNA-Proben (2 pg Gesamt-RNA) wurden der Firma Miltenyi Biotec geschickt, die
folgende Experimente durchfiihrte: Qualititskontrolle der Gesamt-RNA, Amplifikation der
RNA, Hybridisierung und Scannen der Mikroarrays, Bild- und Datenauswertung. Die

Dokumentation der Analysen befinden sich im Anhang F1.
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2.3 Proteinchemische und immunologische Methoden

2.3.1 Priparation von Gesamtproteinextrakten und quantitative Proteinbestimmung
Die Etablierung der RNA-Extraktion fiir die Sandwichkultur ist Teil dieser Arbeit (Siehe auch
Kapitel 3.2.2)

Material: BCA Protein Assay Kit, Lysepuffer fiir Proteine (frisch hergestellt)

Durchfiihrung:

e Adhérente Kulturen
Die Lyse wurde wie bei der RNA-Extraktion (Kapitel 2.2.1) durchgefiihrt, allerdings mit
350 ul Lysepuffer fiir Monolayerkulturen und je nach PelletgroBe mit 150-300 pl fiir
Sandwichkulturen. Die Lysate wurden fiir 10-15 Sekunden sonifiziert und 30 min auf Eis
inkubiert. Nach einer Zentrifugation fiir 20 min bei 13.000 U/min und 4°C wurde der
Uberstand (Proteinextrakt) in ein anderes GefiB transferiert und die Proteinkonzentration mit
dem BCA-Kit (Pierce) laut Hersteller-Protokoll bestimmt. Die Extrakte wurden bei -20°C
eingefroren.

e Suspensionkultur
Die Zellen wurden in einem 15 ml-Rorchen fiir 5 Minuten bei 50g zentrifugiert, das Medium
abgesaugt, das Pellet mit kaltem (4°C) PBS gewaschen, in 1-2 ml Lysepuffer homogenisiert
und in ein Eppendorf-Gefdl} tiberfiihrt. Die weiteren Schritte erfolgten wie bei der Extraktion

der Proteine aus adhirenten Kulturen.

2.3.2 Priparation von Zytoplasma- und Kernextrakten

Material: PBS, Zytoplasmapuffer und Kernpuffer (frisch angesetzt)

Durchfiihrung:
Das Protokoll nach [71] und [72] wurde angepasst und folgendermaBlen durchgefiihrt:

Der Bioreaktor wurde auf Eis gestellt, das Medium verworfen oder fiir weitere Analysen
entnommen und die Zellen wurden einmal mit kaltem PBS gewaschen. Fiir
Monolayerkulturen wurde je 1 ml kaltes PBS in jedes Well gegeben, die Zellen abgeschabt
und in vorgekiihlte Gefdfle transferiert. Bei den Sandwichkulturen wurde das Sandwich ohne
Zugabe von PBS mit einer abgeschnittenen Pipettenspitze in vorgekiihlte Eppendorf-Gefille
transferiert. Die Proben wurden fiir eine Minute bei 7500 U/min, 4°C zentrifugiert und das
PBS abgesaugt (Monolayer) oder das Medium und die Kollagenreste vorsichtig entfernt
(Sandwich). Die Pellets wurden in je 100 pl Zytoplasmapuffer resuspendiert und fiir 15
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Minuten auf Eis gestellt. Nach einer Zentrifugation von 15 Minuten bei 13 000U/min, 4°C
wurden die Uberstinde (Zytoplasmaextrakte) in neue GefiBe iiberfiihrt. Die Pellets wurden
mit ca. 100 pl kaltem PBS gewaschen, in 100 ul Kernpuffer homogenisiert, 15 Minuten auf
Eis inkubiert, 15 Minuten bei 13.000U/min, 4°C zentrifugiert, und die Uberstinde
(Kernextrakte) vorsichtig abgenommen. Alle Extrakte wurden zur Lagerung bei -20°C
eingefroren.

Da die Pufferzusammensetzungen mit der BCA-Bestimmung nicht kompatibel sind und die
Gesamtproteinmenge daher nicht bestimmt werden konnte, wurden fiir Western Blot jeweils

20 pl Zytoplasma- und Kernextrakt verwendet.

2.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Material: Protein-GroBenstandard, Ladepuffer fiir Proteine, Gellésung, SDS-Laufpuffer (1 x)

Durchfiihrung:

Das Trenngel wurde gemischt und sofort in die zusammengebaute Gelapparatur gegossen.
Die Geloberfliche wurde mit Wasser iiberschichtet. Nach ca. 40 Minuten wurde das Wasser
mit einem diinnen Filterpapier abgesaugt, die Kimme wurden eingesetzt, die Losung fiir das
Ladungsgel vorbereitet und gegossen. Nach weiteren 40 Minuten konnte das Gel beladen
werden. Als Laufpuffer wurde der SDS-Laufpuffer verwendet.

Je 20 ng Gesamtprotein oder 20 pl Zytoplasma- und Kernextrakt wurden mit Ladepuffer fiir
Proteine vermischt, fiir 5 Minuten bei 95°C denaturiert und aufgetragen. Die Elektrophorese-
Einstellungen waren 30mA/Gel, 300 V, 20W, 2h, wobei die Stromstdrke konstant bleiben
sollte.

Einige Western Blots wurden nach einem selbstentwickelten Verfahren semiquantitativ
ausgewertet (sieche [73] und Kapitel.3.2.1). Fiir die Eichreihe wurde ein Suspensionsextrakt
aus frisch isolierten Hepatozyten verwendet, die mit 20 ng/ml IL-6 stimuliert wurden. Die

Auswertung ist in Kapitel 2.4.1. beschrieben.

2.3.4 Western blot

Material: 0,45 pum Nitrozellulose-Blotmembran, Filterpapier, ImperialTM Protein Stain,
AmphiGreen Fluo, Ponceau S-Lésung, Transferpuffer, Entfdrbelosung fiir AmphiGreen

Durchfiihrung:
Nach der SDS-PAGE wurden das Gel, das Filterpapier und die Blotmembran fiir 20 Minuten

in kalten Transferpuffer dquilibriert. Der Blottransfer erfolgte in einer Semi-dry-Blotkammer

mit den Einstellungen 25 V, 500 mA, 45 mW/cm?, 15 Minuten, wobei die Leistung konstant
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bleiben sollte. Die Qualitdt des Transfers wurde nach zwei Protokollen {iberpriift:

Protokoll 1

Die Membran wurde fiir 5 Minuten auf dem Wipptisch mit Ponceau S-Losung inkubiert und
mit Wasser gewaschen. AnschlieBend wurde sie unter Weillicht fotografiert und in TBST

entfarbt.

Protokoll 2

Die Membran wurde fiir 30 Minuten auf dem Wipptisch mit AmphiGreen Fluo-Losung
inkubiert und mit 30%igem Methanol gewaschen. Anschlieend wurde sie unter UV-Licht
fotografiert (mit SYBR-Green-Filter) und mit Entfarbelosung gewaschen.

2.3.5 Immundetektion

Material: TBST, Blocklosung, Verdiinnungspuffer fiir Antikorper (siche Tabelle im Anhang
D), ECL-Losung

Durchfiihrung:
Die Blocklosung, die Verdiinnungpuffer fiir Antikorper sowie die ECL-Losung wurden frisch

hergestellt.

Die Sittigung der unspezifischen Bindungsstellen erfolgte fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur in Blocklosung. AnschlieBend wurde die Membran dreimal fiir jeweils 5
Minuten in TBST gewaschen und iiber Nacht mit dem priméren Antikorper bei 4°C inkubiert.
Alle verwendeten Antikorper mit der jeweiligen Verdiinnung und den Verdiinnungspuffern
sind im Anhang D aufgelistet. Am ndchsten Tag wurde die Membran dreimal in TBST
gewaschen, fiir eine Stunde bei Raumtemperatur mit dem sekundiren Antikorper inkubiert,
und erneut dreimal in TBST gewaschen. Alle Inkubationen und Waschschritte wurden auf
dem Wipptisch durchgefiihrt. Schlielich wurde die Membran in ECL-Losung mit dem
System Molecular Imager ChemiDoc XRS und der Software QuantityOne von BioRad
fotografiert. Die Belichtungszeiten waren zwischen 20 und 240 Sekunden, je nach Intensitét

des Signals.

2.3.6 Reprobing

Material: Strip-Puffer

Durchfiihrung:
Die Membran wurde nach der ECL-Entwicklung mit TBST gewaschen, mit Strip-Puffer fiir
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eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, zweimal mit Wasser und dreimal mit TBST

gewaschen und fiir 30 Minuten erneut geblockt.

2.3.7 Immunfluoreszenz

Die obere Schicht der Standard-Sandwichkultur hat eine Kollagen-Konzentration von 1mg/ml
[4] und ist dadurch ein Hindernis fiir die Diffusion von grof8en Molekiilen, z. B. Antikorpern.
Deswegen war es notig, die Kultur zu optimieren, um eine Immunférbung durchfiihren zu
konnen. Die optimierte Kultur wurde in Zusammenarbeit mit Isabell Schulz und Mario Keller

etabliert (siehe Kapitel 3.2.2).

Material: Phalloidin, Mounting-Puffer, Antikorperlosung fiir Immunfdrbung, DAPI-Losung,

Fixierungslosung

Durchfiihrung:

Die Immunfirbung wurde nach dem Protokoll von Cell Signaling Technology® mit folgenden
Anpassungen durchgefiihrt: Die Fixierung und der Block fanden in 6-Well-Bioreaktoren statt.
Dann wurde die Teflonmembran jedes Wells des Bioreaktors mithilfe eines Skalpells in 6-8
kleine Stiicke geschnitten, von denen jedes mit der Pinzette in ein Well einer 24-Well-Platte
iibertragen wurden. Die weiteren Schritte erfolgten in der 24-Well-Platte. Anschliefend
wurde die Farbung unter dem Fluoreszenzmikroskop fotografiert (Filtersatz 44 fiir Alexa-488,

Filtersatz 43 fiir Alexa-555, Filtersatz 49 fiir DAPI).

2.4 Bildverarbeitung und Auswertung

Alle Bilder wurden zunichst im herstellerspezifischen Format aufgenommen und dann in das
Format TIFF (bei 16 Bit Farbtiefe pro Farbkanal) konvertiert. Bei Fotos (Ausnahme:
Belichtungsreihen), die quantifiziert wurden, wurde eine Uberbelichtung vermieden.
Hellichkeits-, Kontrast- und Gammakorrektur wurden nur zur Illustration oder in Form

nondestruktiver Ebenen in Adobe® Photoshop® angewendet.

2.4.1 Semiquantitativer Western Blot
Die quantitative Auswertung von Western Blots wurde nach der selbst etablierten Methode

[73] wie folgt durchgefiihrt:

Quantifizierung von ECL-Bildern

Fiir die untersuchten Proteine und das Housekeeping-Protein wurde jeweils das ECL-Bild

6http://www.cellsignal.com/support/protocols/IF.html
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analysiert. Die Analyse der ECL-Bilder wurde mit dem frei erhéltlichen Programm ImageJ’
durchgefiihrt. Dabei wurden die integrierten ,,Gel Analysis“-Funktionen benutzt. Der
Hintergrund wurde mit dem ebenfalls in /mageJ implementierten ,,Rolling Ball*“-Verfahren

korrigiert, mit einem ,,Ball“~-Radius, der der vierfachen Breite einer Bande entspricht.

Kalibrierkurve

Nach Quantifizierung der ECL-Bilder wurde durch die Werte der Verdiinnungsreihe eine
Regressionskurve gelegt. Im allgemeinen Fall war dies eine Hyperbel, wenn jedoch keine
Sattigung sichtbar war, wurde eine Gerade verwendet. Fiir die hyperbolische Regression
wurde ein Python-Skript [73] benutzt, das eine ,Least squares“-Optimierung der
Kurvenparameter vornimmt.

Uber die Regressionskurve wurde den Ergebnissen aus Imagel je eine dquivalente relative
Proteinmenge zugeordnet sowohl fiir die untersuchten Proteine als auch fiir das
Housekeeping-Protein. Der Wert fiir jedes Protein wurde anschlieBend auf den des
Housekeeping-Proteins der gleichen Probe normiert. Weitere Erlduterungen zum Prozess sind

in Kapitel 3.2.1 dargestellt.

2.4.2 Mikroarrays

Die Ergebnisse des Mikroarrays wurden von Miltenyi Biotec bioinformatisch ausgewertet.
Folgende Analysen wurden durchgefiihrt: Vorbearbeitung der Daten, Korrelationsanalyse,
Ermittlung der unterschiedlich-regulierten Gene. Die Dokumentation der Analysen befindet

sich im Anhang F2.

2.4.3 Statistik
Zur Beurteilung signifikanter Unterschiede zwischen Messwerten wurde der t-Test

durchgefiihrt. Das Signifikanzniveau wurde auf p<0,05 festgelegt.

7http://rsb.info.nih.gov/ij/
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3 Ergebnisse und Diskussion

Da bis jetzt keine Sandwichkultur fiir murine Hepatozyten beschrieben wurde, war die
Etablierung einer solchen Kultur notwendig, um murine Zellen unter dhnlichen Bedingungen
kultivieren zu konnen®. Als Ausgangspunkt wurde die Kultur unter analogen Bedingungen
wie bei der fiir Rattenhepatozyten beschriebenen Sandwichkultur angesetzt [4]. Des Weiteren
wurden Protokolle fir RNA- und Proteinextraktion sowie Immunfirbung in der
Sandwichkultur etabliert und zum besseren Vergleich der Proteinprofile in verschiedenen
Kulturen eine semiquantitative Western Blot-Methode weiterentwickelt. Mithilfe der
entwickelten Protokolle wurde der Interleukin-6-Signalweg in Monolayer- und

Sandwichkulturen von murinen Hepatozyten charakterisiert.

3.1 Kultursysteme

3.1.1 Allgemeines

NN 4 & Vo el

Abbildung 3.1: Monolayerkultur (4) im Bioreaktor, (B) in der Platte. Messbalken = 100 um.

Aufnahmen am Tag 0 einige Stunden nach Aussaat; Rote Pfeile: Gallenkandlchen.

Ein wichtiger Aspekt bei Hepatozytenkulturen ist die Sauerstoffversorgung, die fiir die
Kulturen von metabolisch sehr aktiven Zellen meistens eine Limitierung darstellt [74]. Unter
hypoxischen Bedingungen stellt sich ein anaerober, nicht physiologischer Stoffwechsel ein

[33]. Daher wurden fiir die in dieser Arbeit untersuchten Hepatozytenkulturen

8Schulz I, Keller M, Heidebrecht F, nicht veréffentliche Ergebnisse
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Minibioreaktoren [35] verwendet, deren Geometrie den klassischen Kulturplatten entspricht,
deren Boden aber aus einer gaspermeablen Teflonmembran besteht, die eine
Sauerstoffversorgung der Zellen auch von unten ermoglicht. Der Aufbau der Bioreaktoren ist
in Kapitel 2.1.2. erkléart. Die Hepatozyten adhirieren schneller (Siehe Abbildung 3.1, Tag 0)
und bilden mehr Gallenkandlchen (Abbildung 3.1, rote Pfeile) in Bioreaktoren als auf einer
Kulturplatte.

Die beiden Kultursysteme (Monolayer und Sandwich) wurden zunéchst beziiglich folgender
Aspekte charakterisiert: Morphologie, Vitalitit der Zellen in Kultur, Polaritit der Membran,
Bildung und Funktionalitit von Gallenkandlchen, Dedifferenzierung. Da sich die
Eigenschaften der Zellen wihrend der Kulturdauer dndern, war es notwendig, bestimmte
Zeitpunkte fiir weitere Analysen festzulegen. Die Zellen in der Monolayerkultur
dedifferenzieren sehr schnell und werden deswegen iiblicherweise schon am ersten Tag nach
der Aussaat mit Wachstumsfaktoren oder Zytokinen stimuliert [24]. Daher wurde in der
Monolayerkultur die Polaritdt und die Reaktion der Zellen auf IL-6 am Tag 1 untersucht.

Die wichtigste strukturelle Eigenschaft der Sandwichkultur ist die Polaritit. Eine
Besonderheit der Leberzellen ist, dass die apikalen und sinusoidalen Membranregionen sowie
die Zell-Zell-Kontakte auch wéhrend der Zellteilung bei der Leberregeneration erhalten
bleiben [75]. Da aber die Polaritidt der Hepatozyten bei der Isolierung aus der Leber zerstort
wird, muss eine Reetablierung der Polaritdt in Kultur stattfinden. Die Neubildung der Polaritét
in Kultur ist ein Prozess, der Ahnlichkeiten mit der Polarisierung der Hepatozyten wihrend
der embryonalen Entwicklung aufweist [76], [77], allerdings ist iiber die entsprechenden
molekularen Mechanismen wenig bekannt. Eine Hypothese besagt, dass die Entwicklung der
Polaritit durch Zell-Zell-Kontakte eingeleitet wird. Demnach ermdglicht E-Cadherin die
Bildung von Vorlauferkomplexen, die sich anschlieBend zu separaten Adherens und Tight
Junctions entwickeln. Aktin bindet an diese apikalen Komplexe, und das Zytoskelett
reorganisiert sich [77], [78]. Andere Arbeiten zeigen, dass Zellen ohne E-Cadherin zwar
apikal-basale Polaritdt etablieren, die Gallenkandlchen sich aber nicht zu einem Netzwerk
weiterentwickeln konnen [79]. In der in dieser Arbeit etablierten Sandwichkultur ist der
Polarisierungsprozess in der Regel am dritten Tag nach der Isolierung abgeschlossen (ZO-1
ist nachweisbar und umgibt den apikalen Bereich), daher wurde dieser Zeitpunkt flir die
Stimulation gewihlt. Als Vergleich dazu wurde die zu diesem Zeitpunkt bereits
dedifferenzierte Monolayerkultur ebenfalls am Tag 3 stimuliert und analysiert.

Als Nachweis der Polaritit wurde die Lokalisierung folgender Proteine betrachtet: E-Cadherin
und B-Catenin als laterale Marker, Dipeptidylpeptidase IV (DPP 1V) als apikaler Marker und
Z0-1 als Bestandteil der Tight Junctions [80], [16]. Zusétzlich wurde die Verteilung bzw. der
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Umbau des Zytoskeletts anhand einer Tubulin- und Actin-Farbung untersucht.

3.1.2 Monolayerkultur

Allgemeine Charakterisierung

Auf einer Monolayerbeschichtung adhédrieren die Hepatozyten sehr schnell, schon am ersten
Tag nach der Aussaat ist die typische hexaedrische Morphologie erkennbar (Abbildung 3.2
Al). Die Dichte der Zellschicht ist am Rand eines Wells geringer (siche Abbildung 3.2 A,
links und rechts). Die Zellen, die keine freien Oberflachen zur Adhéasion finden, sterben, was
sich in der Mitte des Wells ofter beobachten ldsst. Zellen, die aufgrund der geringeren
Zelldichte am Rand keine Zell-Zell-Kontakte bilden konnen (siehe gelber Pfeil in Abbildung
3.2 A1 rechts), breiten sich stark aus.
Die Zellsuspension (Zellen frisch nach der Isolierung) enthilt bereits eine Anzahl an toten
oder sterbenden Zellen (Siehe rote Farbung in Abbildung 3.2 B1). Nach einer Stunde sollten
die meisten Zellen adhériert sein, obwohl sie in den ersten Stunden nach der Aussaat noch die
fiir nicht-adhérierte Zellen typische runde Form aufweisen. Tote Zellen kdnnen auch
adhérieren, allerdings langsamer. Daher reduziert eine kiirzere Adhésionszeit die Anzahl an
toten Zellen in der Kultur. Adhérente Zellen, die in den ersten Stunden nach der Isolierung
sterben, bleiben abgerundet (sieche Abbildung 3.2 B2) im Gegensatz zu anderen Zellen, die
erst spater wihrend der Kultivierung sterben (siche Abbildung 3.2 B3).
Charakteristisch fiir die Monolayerkultur ist eine schnelle Dedifferenzierung. Schon am
zweiten Tag nach der Aussaat zeigen viele Zellen (vor allem in den Randbereichen der Wells)
einen verdnderten Phinotyp: Die Zellen haben kaum noch Membrankontakte zu den
benachbarten Zellen und breiten sich aus (sieche Abbildung 3.2 A2). Das Ausbreiten einer
Zelle geschieht relativ schnell (siche Abbildung 3.2 C).

* %
Die Kultur ist im 6-Well-Format nicht homogen. Griinde dafiir kdnnen die natiirliche
Inhomogenitit der Hepatozyten in der Leber [7], aber auch die Collagenbeschichtung sein.
Durch Adhésion der Collagenlosung an den Seitenwinden der Wells entsteht eine leicht

konkave Schicht, was dazu fiihrt, dass die Zellschicht in der Mitte dichter ist als am Rand.
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Abbildung 3.2: Monolayerkultur. (4): Phasenkontrastbilder in der Mitte (links) bzw. am
Rand eines Wells (rechts) am Tag 1 (Al) und am Tag 2 (A2), Pfeil: ausgebreitete Zelle,
Messbalken 100 um,; (B): Fluoreszenzaufnahmen eines ,, Live/Dead “-Assays (tote Zellen sind
rot gefdrbt). Frisch ausgesdte Zellen (Bl);, Kultur am Tag 1 mit Zellen, die bereits vor der
Aussaat abgestorben waren (B2) und Zellen, die wihrend der Kultivierung gestorben sind
(B3). Pfeile: abgestorbene Zellen, Messbalken 200 um, (C): Beweglichkeit der Zellen in der
Monolayerkultur. Aufnahmen am Tag 1. Messbalken 50 um.
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Die Dedifferenzierung der Zellen in der Monolayerkultur und der damit verbundene Verlust
der charakteristischen Stoffwechselaktivitit ist seit ldngerer Zeit bekannt [17].
Dedifferenzierende Epithelzellen verlieren ihre Polaritit und konnen entweder durch
Apoptose sterben oder durch eine epithelial-mesenchymale Transition zu Fibroblasten werden
[81]. Mdglicherweise haben die Zellen, die wihrend der Kulturzeit sterben, trotz Nachbarn
keine Junctions mehr und dadurch auch keine Polaritit, konnen aber aus Platzmangel nicht

transformieren.

Polynuklearitit in der Monolayerkultur

Polynuklearitidt und Polyploidie sind keine ungewo6hnlichen Eigenschaften von Hepatozyten
in vivo, wobei gezeigt wurde, dass der Ploidiegrad mit dem Alter steigt. So sind in der fotalen
Leber die Mehrheit der Hepatoyzten mononuklear und diploid, in der jungen adulten Leber
dagegen ist ein gewisser Prozentsatz der Zellen binuklear und tetraploid [82]. Auch andere
Faktoren konnen die Ploidie erhdhen, wie zum Beispiel eine partielle Hepatektomie oder
einige Krankheiten wie virale Hepatitis oder Leberzirrhose. Hohe Ploidie ist ein Zeichen von
Reifung oder terminaler Differenzierung und Seneszenz [83], [84].

In der Literatur sind zwei Hypothesen beschrieben, wie die Polynuklearitit entstehen kann.
Nach der ersten Hypothese ([82], [83]) findet in einigen Zellen eine Kernteilung ohne
Zytokinese statt. Einige Studien haben gezeigt, dass mononukleare diploide Hepatozyten eine
acytokinetische Mitose eingehen, und die daraus hervorgehenden binuklearen tetraploiden
Zellen konnen bei der néchsten Teilung eine vollstindige Mitose vollziehen. Die
Tochterzellen sind dann mononuklear tetraploid [85]. Obwohl die polyploiden Zellen eine
reduzierte proliferative Kapazitit aufweisen, ermdglicht die unvollstindige Mitose eine
Steigerung der metabolischen Leistung ohne den Energieaufwand fiir eine Zytokinese [86].
Die zweite Hypothese besagt, dass die Hepatozyten miteinander fusionieren kdnnen.
Derartige Ereignisse konnten zum Beispiel nach Behandlung mit Mitemcinal [87], bei einer
viralen Infektion mit HCV/HIV [88] oder bei idiopathischer neonataler Hepatitis [89]
nachgewiesen werden.

* *

Die Hepatozyten in Kultur sind hdufig polynuklear, meistens binuklear. In allen fiir diese
Arbeit betrachteten Kulturen wurden mono- und polynukleare Zellen beobachtet (siche
Abbildung 3.3 Al), wobei die Grof3e der Kerne in mononuklearen Zellen nicht immer gleich
ist (rote/weille Pfeile). Zellen mit mehr als zwei Kernen traten nur in Monolayerkulturen an
spiteren Tagen auf, da die Anzahl der Kerne wihrend der Dedifferenzierung steigt (siche

Abbildung 3.3 A3).
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Abbildung 3.3: Polynuklearitiit und Zellfusion in Monolayerkultur

(A): Nuklearitdit der Hepatozyten in Kultur, Monolayerkultur am Tag 1 (Al); Tag 3 (A2);
Tag 5 (A3). Rote Pfeile: Grofie Kerne in mononuklearen Zellen, Weifle Pfeile: Kleine Kerne
in mononuklearen Zellen; Gelbe Pfeile: Multinukledre Zelle. Messbalken 100 um
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(B): Morphologische Verdnderungen der Zellen in Monolayerkultur am Tag 2-3.
Phasenkontrastbilder, Messbalken 100 um.

(C): Immunfirbung in Monolayerkultur am Tag 3. Ubersicht (C1) und Ausschnitt (C2); j3-
Catenin rot; DAPI blau; Messbalken 50 um

(D-E): Immunfirbung einer Monolayerkultur am Tag 7. Zellen mit abgegrenzten Membranen
(roter Pfeil) und eigenem Actin-Zytoskelett (griiner Pfeil) (D1); Zytoskelettverbund (D2); p-
Catenin rot;, Actin griin;, DAPI blau; Tubulinfirbung (E). o/p-Tubulin rot; DAPI blau;
Messbalken 50 um.

Um die Frage beantworten zu konnen, ob die Polynuklearitit das Ergebnis einer
unvollstindigen Teilung oder einer Zellfusion ist, wurden die Hepatozyten im Zeitverlauf
fotografiert (siche Abbildung 3.3 B). Wie in dieser Abbildungsreihe zu sehen ist, bleibt die
Anzahl der Kerne konstant, und die Zellen scheinen zu fusionieren. Eine Immunfiarbung am
Tag 3 (Abbildung 3.3 C1) zeigt nur noch eine sehr schwache B-Catenin-Expression an der
Membran einiger Zellen, besonders bei stark ausgestreckten und polynuklearen Zellen. Erst
nach Verstirkung des Kontrastes und Anhebung der Helligkeit kann noch eine sehr schwache
Membranfarbung nachgewiesen werden (Pfeil in Abbildung 3.3 C2). An den folgenden Tagen
nimmt die Expression von f-Catenin an der Membran stetig ab. Am Tag 7 (siche Abbildung
3.3 D) gibt es nur noch wenige Zellen, die abgegrenzte Membranen aufweisen (roter Pfeil in
Abbildung 3.3 D1), die Mehrheit der Zellen ist sehr stark dedifferenziert, und das Actin-
Zytoskelett bildet lange zirkulire Fasern (Abbildung 3.3 D2). Ahnliche Zytoskelett-
Verbindungen zwischen Zellen zeigt auch die Tubulinfarbung in Abbildung 3.3 E.
* %

Dass die Grofle der Kerne in mononuklearen Zellen nicht immer gleich ist, konnte daran
liegen, dass sich die Zellen im Ploidiegrad unterscheiden (grofere Kerne besitzen eine hohere
Ploidie) [82]. Die Polynuklearitit konnte entweder als Folge einer unvollstindigen Zellteilung
([82], [83]) oder einer Fusion ([88], [89]) entstehen. Die Ergebnisse dieser Arbeit

unterstiitzen die Hypothese der Zellfusion.

Zelldichte

Ein wichtiger Parameter, der die Eigenschaften der Kultur beeinflusst, ist die Zelldichte.
Grundsitzlich lassen sich primdre Hepatozyten bei geringen Zelldichten zur Proliferation
stimulieren, hohe Zelldichten bewirken hingegen Differenzierung der Zellen (hepatische
Aktivitdt) [90]. Fiir eine Stimulation der Zellen mit Wachstumsfaktoren werden iiblicherweise
Zelldichten zwischen 10.000 und 25.000 Zellen/cm? verwendet [24], [91], [92]. Fiir die

Reetablierung der Polaritit ist es allerdings wichtig, dass die Zellen enge Kontakte zueinander
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bilden kdnnen. Unter diesem Aspekt ist also eine hohere Zelldichte vorteilhaft.

Abbildung 3.4: Verschiedene Zelldichten in einer Monolayerkultur am Tag 1. 10.000
Zellen/cm? (A); 75.000 Zellen/cm? (B), Pfeile: Gallenkandlchen; Messbalken 50 um

Bei ausreichend hohen Zelldichten bilden die Hepatozyten auch in einer Monolayerkultur

Gallenkanélchen (siehe Pfeile in Abbildung 3.4 und Abbildung 3.5), allerdings ist dies nicht

ausreichend fiir die Langzeit-Erhaltung der hepatischen Funktionen’.

Zellen/cm®  (A); 25.000 Zellen/cm’ (B); 75.000 Zellen/cm’ (C) Fluoreszenz- und
Phasenkontrastaufnahmen in der Mitte (A1, Bl, C1) und am Rand (42, B2, C2) des Wells;
Messbalken 100 um

9 Schulz I, Keller M, Heidebrecht F, nicht veroffentlichte Ergebnisse
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Die Funktionalitéit der gebildeten Gallenkanélchen in Kulturen mit verschiedenen Zelldichten
(10.000, 25.000 und 75.000 Zellen/cm?) wurde mittels Flouresceindiacetat- (FDA-) Assay
(siche Kapitel 2.1.7) untersucht (sieche Abbildung 3.5). Dabei sollte das FDA von Hepatozyten
aufgenommen, zu Fluorescein umgebaut und in die Gallenkanilchen transportiert werden.
Auch Zellen, die keine Gallenkandlchen besitzen, konnen FDA aufnehmen (Abbildung 3.5
A2), allerdings reichert es sich dann im Zytoplasma an. Bei allen drei untersuchten
Zelldichten ist die Anzahl an Gallenkanilchen in der Mitte des Wells am grofiten (Abbildung
3.5Al1,B1,Cl).
* %

Da gezeigt werden konnte, dass unter diesen Bedingungen die Aktivitdt der Gallenkanilchen
am hochsten ist, wurde 75.000 Zellen/cm® als beste Zelldichte fiir polarisierte
Monolayerkulturen ausgewihlt. Bei noch hoheren Zelldichten nimmt der Anteil der toten
Zellen nach der Aussaat deutlich zu. Fiir Studien des IL-6-Signalwegs in einer

nichtpolarisierten Kultur wurden 10.000 Zellen/cm?* eingesetzt.

3.1.3 Sandwichkultur

Auf einer Sandwichbeschichtung adhérieren die frisch isolierten Hepatozyten langsamer als
auf Monolayer (siche Abbildung 3.6 A). Auch die Gallenkandlchen werden in der
Sandwichkultur langsamer gebildet (siehe die von den Tight Junctions abgegrenzten Bereiche
in Abbildung 3.6 B). Schon eine Stunde nach der Aussaat sind in der Monolayerkultur kleine
runde Gallengéinge erkennbar, die sich nach einigen Stunden zu léngeren Strukturen
entwickeln, wihrend in der Sandwichkultur auch nach vier Stunden nur Anzeichen von
apikalen Bereichen zu beobachten sind.

Sandwichkulturen mit 100.000 Zellen/cm? bilden mehr Zell-Zell-Kontakte als mit 75.000
Zellen/cm?, allerdings konnen bei dieser Zelldichte auch mehr tote oder apoptotische Zellen
adhérieren, und die verfiigbare Zellzahl einer Leber ist oft nicht ausreichend fiir die bendtigte
Anzahl an Wells. Die Zelldichte fiir die Sandwichkultur wurde zur besseren Vergleichbarkeit
mit der Monolayerkultur auf 75.000 Zellen/cm? festgelegt.

Die Konkavitét der unteren Schicht ist stirker als bei der Monolayerkultur, weil das Volumen
der Collagenlosung hoher ist. Deshalb ist die Zelldichte in der Mitte eines Wells meistens
hoher als in einer Monolayerkultur. Da die Adhidsion der Zellen auf Sandwichbeschichtung
schwicher ist, konnen die {iberflissigen Zellen beim Waschen durch leichte
Schiittelbewegungen entfernt werden. Die meisten Zellen in einer Sandwichkultur behalten
fiir mindestens eine Woche ihre hexaedrische Form, eine morphologische Dedifferenzierung

ist in der Regel in den Randbereichen starker zu beobachten (siehe Abbildung 3.6 C).
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-

Abbildung 3.6: Sandwichkultur. Adhdsion der Zellen (4) und Bildung der Gallenkandilchen

(B) in den ersten Stunden nach Aussaat im Vergleich zu einer Monolayerkultur; (C):
Morphologische Unterschiede der Hepatozyten in der Mitte und im Randbereich eines Wells,
Messbalken 100 um (A), 50 um (B) und (C)
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Abbildung 3.7: Sandwichkultur. (4): Gallenkandlchen in einer Sandwichkultur am Tag 1
(A1), Tag 2 (A2) und Tag 3 (A3), Messbalken 100 um; (B): Apikale Bereiche in
Sandwichkultur am Tag 1, Immunfdrbung gegen DPP IV (griin), DAPI (blau), Messbalken 50
um (C): Aktivitit der Gallenkandichen am Tag 3 (FDA-Assay), Messbalken 50 um; (D):
Entwicklung der Gallenkandlchen, Phasenkontrastbilder, Messbalken 100 um; (E):
Apoptotische Zellen; (F): Live/Dead-Fdirbung am Tag 3, Messbalken 50 um. Die Bedeutung
der Pfeile ist im Text erkldrt.

In den fiir diese Arbeit angesetzten Sandwichkulturen mit murinen Hepatozyten wurden am
Tag 1 kleine runde helle Strukturen beobachtet, die teilweise eine zytoplasmatische
Lokalisierung aufwiesen (Abbildung 3.7 Al, rote Pfeile). Am néchsten Tag waren die
zytoplasmatischen Strukturen nur noch selten vorhanden (Abbildung 3.7 A2, roter Pfeil), und

ausgestreckte Gallenkanédlchen zwischen benachbarten Zellen waren zu erkennen (Abbildung
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3.7 A2, gelber Pfeil). Am Tag 3 war die Bildung der Gallenkandlchen in der Regel
abgeschlossen (Abbildung 3.7 A3). Um die Frage beantworten zu konnen, ob die
zytoplasmatischen Strukturen am ersten Tag eine Vorstufe der Gallenkandlchen darstellen,
wurde zundchst mittels einer Immunfarbung die Expression des apikalen Markers DPP IV
untersucht. Dabei konnte eine positive Farbung und damit apikale Merkmale nachgewiesen
werden (siehe Abbildung 3.7 B). Des Weiteren wurde die zeitliche Entwicklung der Zellen in
Sandwichkultur fotografiert, um die Weiterentwicklung solcher Strukturen verfolgen zu
konnen. Wie in Abbildung 3.7 D zu sehen ist (Pfeile), sammeln sich die zytoplasmatischen
apikalen Bereiche an der Membran, fusionieren miteinander und bilden langgestreckte
Gallenkanélchen. Obwohl die Gallenkanédlchen schon am Tag 3 ein Netzwerk bilden, ist deren
sekretorische Aktivitdt nicht gleichmifBig. Einige Kandlchen zeigen eine intensive FDA-
Farbung (roter Pfeil in Abbildung 3.7 C), andere hingegen nur eine schwache Féarbung (gelber
Pfeil in Abbildung 3.7 C). Auch in der Sandwichkultur konnen verschiedene abgestorbene
Zellen beobachtet werden: Zellen, die kurz nach der Isolierung sterben, bleiben wie in der
Monolayerkultur abgerundet (sieche Abbildung 3.7 F1). Zellen, die wiahrend der Kulturzeit
sterben (Abbildung 3.7 F2, gelber Pfeil), haben in der Regel weniger Zell-Zell-Kontakte und
zeigen Ausstlilpungen (Abbildung 3.7 E2, roter Pfeil). Bei geringer Zelldichte (Abbildung
3.19 E), wenn die Zellen kaum Kontakte zueinander bilden konnen, wird deutlich, dass Zell-
Zell-Adhisionen notwendig fiir das Uberleben der Zellen sind.

Die Hepatozyten in einer Sandwichkultur sind mono- oder binuklear (gelber bzw. griiner Pfeil
in Abbildung 3.7 A3) und die Polynuklearitit bleibt konstant. Zellen mit mehr als zwei
Kernen sind eine Ausnahme (weiller Pfeil in Abbildung 3.7 A3).

* %

Wie auch im Fall der Sandwichkultur fiir Rattenhepatozyten beschrieben, entspricht die
Morphologie der Zellen sowie ihre Fahigkeit, Gallenkanédlchen zu bilden in der etablierten
Sandwichkultur fiir murine Hepatozyten besser der in-vivo-Situation als in einer
Monolayerkultur. Jedoch sind verschiedene Untersuchungsmethoden, die fiir die Analyse von
Signalwegen notwendig sind, allgemein in Sandwichkultur deutlich schwieriger
durchzufiihren. Daher wurde in einem nachsten Schritt versucht, neue Protokolle fiir Protein-
und RNA-Extraktion sowie Immunfarbung in der Sandwichkultur zu entwickeln. Zusitzlich
wurde ein semiquantitatives Western-Blot-Verfahren zum besseren Direktvergleich von
Proteinprofilen in der Sandwich- und Monolayerkultur erweitert (siche folgendes Kapitel).
Mit den etablierten Protokollen wurden anschlieBend Aspekte der Interleukin-6-Signalweg in

den Kulturen analysiert.
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3.2 Etablierte Protokolle

3.2.1 Neuetablierung eines Protokolls zur Durchfithrung eines semiquantitativen
Western-Blot"’

Obwohl die am weitesten verbreitete Methode fiir quantitative Proteinanalysen der ELISA ist,
hat der Western Blot einige Vorteile: Zum Einen wird durch die Trennung der Proteine nach
GroBe sichergestellt, dass nur spezifisch gebundenes Antikorper detektiert wird, zum Anderen
lassen sich mehrere Proteine im gleichen Extrakt analysieren. Im Folgenden wurden die
einzelnen Schritte des Western-Blot-Verfahrens analysiert und ein mathematisches Modell"!
fiir die Messkette abgeleitet. Basierend auf diesem Modell wurde eine Methode zur
semiquantitativen Analyse von Western Blots entwickelt, die die gleichzeitige relative
Quantifizierung verschiedener Proteine erlaubt.

Im Allgemeinen wird fiir absolute Quantifizierung von Western-Blot-Ergebnissen eine
Verdiinnungsreihe aus bekannten Konzentrationen eines rekombinanten Proteins als Eichreihe
verwendet. Fiir relative Quantifizierung wird entweder ein Housekeeping-Protein [93], [94],
[95] oder die aus der Membranfarbung ermittelte Gesamtmenge der transferierten Proteine
[96] benutzt, um die Ergebnisse zu normieren. Wie bei anderen Verfahren, die auf
Antikorper-Antigen-Reaktionen basieren (z.B. ELISA), kann auch beim Western Blot
Séttigung auftreten, daher ist relative Quantifizierung ohne weiteres nur dann zuverldssig,
wenn keine Sattigung auftritt. Daher ist eine Verdiinnungsreihe (auch aus Gesamtprotein,
sieche Seite 45) in jedem Fall hilfreich, um eine mdgliche Sittigung zu detektieren. Die in
dieser Arbeit etablierte Methode benutzt die Verdiinnungsreihe, um die Ergebnisse zu
linearisieren und auch bei einsetzender Sattigung noch korrekte relative Grofen ermitteln zu
konnen. Dafiir wird aus der Verdiinnungsreihe eine hyperbolische Kalibrierkurve ermittelt.
Fiir die hyperbolische Regression wurde ein Programm'? geschrieben, das die Koeffizienten
der Kalibrierkurve bestimmt. Mithilfe dieses Programms koénnen auch Eichreihen fiir andere

Verfahren wie ELISA, BCA oder Bradford-Assays approximiert werden.

Messkette im Western Blot

Fiir eine quantitative Analyse von Western-Blot-Ergebnissen muss eine Korrelation zwischen
den messbaren Ergebnissen und den Proteinmengen in den jeweils untersuchten Proben
gefunden werden. Diese Korrelation wird durch die folgenden Arbeitsschritte bestimmt:

Blotting, Inkubation mit primérem und sekunddrem Antikorper, Chemilumineszenz-Reaktion,

10 Diese Ergebnisse sind in [73] veroffentlicht.
11 Das mathematische Modell wurde in Zusammenarbeit mit Alexander Heidebrecht erstellt.

12 Das Programm wurde von Alexander Heidebrecht geschrieben.
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Bildaufnahme und -verarbeitung sowie Quantifizierung des Bildes (Densitometrie).
Parameter, die die Korrelation beeinflussen, sind: Bedingungen des Blottransfers,
UnregelmiBigkeiten im Blot [97], Konzentrationen der Antikdrper und der ECL-L&sung,
Belichtungszeit und Blende der Kamera, Farbformat, Definition der Banden sowie Art der
Hintergrundkorrektur beim Quantifizieren.

Oberhalb einer bestimmten Proteinkonzentration wird die FEichreihe nichtlinear, weil
Séttigung auftritt. Normalerweise wird der lineare Teil der Eichreihe durch eine
Regressionsgerade angendhert und nur in diesem Bereich quantifiziert (siche Mathrubutham

M. and K. Vattem.: http://www.piercenet.com/files/AN0012.pdf und [98]). Um den nutzbaren

Bereich der Eichreihe zu erweitern, muss zur Ermittlung der Kalibrierkurve eine nichtlineare
Regression verwendet werden. Dazu muss zundchst ihr Kurventyp bestimmt werden. Dafiir
wiederum ist es erforderlich, die Prozesskette von der Proteinkonzentration in den Proben bis
zur gemessenen Intensitdt der Banden im ECL-Bild zu betrachten. Dabei bleiben bei Schritten
mit linearem Verhalten die Groenverhiltnisse der Banden untereinander erhalten, wiahrend
nichtlineare Effekte wie Sattigung diese Verhéltnisse verdndern konnen und Korrekturen am
Endergebnis notwendig machen.

Fiir jede Probe wird eine bekannte Menge des Gesamtproteins in die Geltaschen pipettiert und
per Elektrophorese nach Grofle getrennt. Ein bestimmter Anteil davon wird danach beim
Blotten auf die Membran transferiert. Idealerweise ist dieser Anteil fiir alle Proben gleich,
allerdings ergeben sich Unterschiede aus dem inhomogenen elektrischen Widerstand des Gels
iiber die Oberfliache, bedingt durch die lokale Proteinkonzentration, die Temperatur, und
vermutlich auch durch andere Faktoren [97]. Dennoch wird hier die Transferfunktion als
linear angenommen, da diese Faktoren groftenteils nicht systematisch sind. Die Qualitédt des
Blottransfers und damit die Groe der entstandenen Fehler ldsst sich durch quantitative
Analyse der Membranfarbung abschétzen [73].

Nach dem Blotten wird die Membran mit dem primdren AntikOrper inkubiert. Die
Bindungskinetik wird von einigen Autoren als hyperbolisch angenommen [99], [100].
Tatsdchlich wird die Reaktion zwischen Antikérper und Antigen durch das
Massenwirkungsgesetz beschrieben [101], [102], [103], das analog zur von Michaelis und
Menten beschriebenen Kinetik von Enzymreaktionen [104] einen hyperbolischen Verlauf
bewirkt. Gleichung (1) zeigt die entsprechende Hyperbelformel:

a

T (1)

Cproz - prot 0

CAK1= hyp(cprot) = CAKI  max


http://www.piercenet.com/files/AN0012.pdf
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Dabei ist C,, die lokale Konzentration des gebundenen priméren Antikorpers und C,,,
die Konzentration des spezifischen Proteins. C i .. ist die gesittigte Konzentration, die der
Antikorper maximal erreichen konnte (bei extrem hohen Proteinkonzentrationen). a und
C ..o haben keine direkte physikalische Bedeutung sondern sind Koeffizienten, die den
Verlauf der Hyperbel beschreiben. Sie sind von der Antikdrperkonzentration bei der
Inkubation und von der Antikérper-Antigen-Paarung abhidngig. Abbildung 3.1 zeigt den

Einfluss verschiedener Antikorper-Konzentrationen auf die Quantifizierungsergebnisse
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Abbildung 3.8: Beispiel-Blot mit drei gleichen Verdiinnungsreihen, die mit jeweils
verschiedenen Antikorperkonzentrationen inkubiert wurden. (A): Membran, mit Ponceau S
gefirbt. Das Bild wurde an der vertikalen Koordinate quantifiziert, die der Groffe von P-
STAT3 entspricht, (B): Die Quantifizierung der Membranfdrbung zeigt jeweils eine lineare
Funktion, der Transfer ist somit in guter Ndaherung linear, mit kleineren nicht-systematischen
Abweichungen; (C): Western Blot mit P-STAT3(Tyr 705)-Banden; (D): Quantifizierung des
Western Blots: Abhdngig von den Antikorperkonzentrationen ist eine Sdttigung erkennbar
oder nicht. Die Hyperbolische Regression liefert in jedem Fall ein gleich hohes
Bestimmtheitsmaf3 (R°), wdhrend die lineare Regression bei einsetzender Sdttigung

ungenauer wird.
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Der sekundédre Antikorper bindet auf die gleiche Weise, also auch mit hyperbolischem
Verhalten, an den primdren Antikorper. Durch mathematische Umformungen kann gezeigt
werden, dass die hyperbolische Funktion einer anderen hyperbolischen Funktion wiederum
eine Hyperbel ist, mit entsprechend verdnderten Koeffizienten (sieche ergénzende
Informationen zu [73]). Die kombinierte Transferfunktion der beiden Antikorper ist also

weiterhin hyperbolisch:

2
Cuo=hyp(C,.) 2)

Die ECL-Reaktion ist eine klassische Enzym-Substrat-Reaktion, bei der das Substrat in
groflen Mengen vorhanden und das Enzym an den sekundiren Antikorper gebunden ist. Die
lokale Emissionsrate von Licht (oder Intensitit, /) hdngt also von der lokalen
Enzymkonzentration Cp,. (welche proportional zu C 4, ist) und der Reaktionsrate des
Enzyms ab:

I=Cp. Ve 3)
Die Reaktionsgeschwindigkeit Vo, wird nach der Michaelis-Menten-Formel bestimmit,

wobei als Voraussetzung die Substratkonzentration viel hoher als die des Enzyms sein muss:

V = Vmax' CSubst (4)
Fet Km + CSubst

wobei V... und K, fiir eine bestimmte Enzym-Substrat-Paarung Konstanten sind und Cg,,
die Konzentration des Substrats ist. Man beachte, dass die Reaktionsgeschwindigkeit nicht
von der Enzymkonzentration abhingig ist sondern nur vom Substrat. Ist C,,, konstant, ist
auch die Reaktionsgeschwindigkeit iiber die gesamte Membran konstant. Dies ist nicht
unbedingt gegeben, wenn die Membran nur mit ECL-Losung benetzt wird, da an Stellen mit
erhohter Enzymkonzentration (also mit viel spezifischem Protein) das Substrat schneller
verbraucht wird als an anderen Stellen. Daher wurde die Membran fiir zu quantifizierende
Aufnahmen komplett in ECL-Losung getaucht, sodass innerhalb der Fliissigkeit ein
Austausch zwischen den Stellen mit hohem und niedrigem Substratverbrauch stattfindet.
Damit ist die Reaktionsgeschwindigkeit iiber die Membran konstant und die lokale
Emissionsrate proportional zur Konzentration des sekundidren Antikérpers (Gleichung (3) bei
konstantem V z¢;).

Wie die meisten Chemilumineszenz-Systeme hat das fiir diese Arbeit verwendete einen
kalibrierten Sensor und liefert Pixelwerte, die zu der lokalen Leuchtdichte / auf der Membran
proportional sind, solange keine Uberbelichtung stattfindet. Bei der Quantifizierung in
ImageJ werden die Pixelwerte je iiber eine Bande integriert, um einen Wert fiir die

Gesamthelligkeit zu erhalten (IDV: Integrated Density Value), der wiederum proportional zur
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Lichtmenge ist, die von der gesamten Bande emittiert wird.

Insgesamt besteht die Signalkette also aus mehreren linearen und hyperbolischen Schritten.
Damit ist das Endergebnis proportional zu einer hyperbolischen Funktion der Proteinmengen
in den Geltaschen zu Beginn des Prozesses.

Uber das relevante Intervall mag diese Funktion im speziellen Fall zwar linear sein, wird
allerdings eine Verdiinnungsreihe benutzt, um die Linearitit zu kontrollieren, so kann nach
Bestimmung der Parameter der hyperbolischen Transferfunktion eine relative Quantifizierung

auch auflerhalb des linearen Bereichs stattfinden.

Kalibrierkurve

Die Verdiinnungsreihe fiir die Kalibrierkurve wurde jeweils aus einer Proteinlosung
hergestellt, die alle Proteine in ausreichender Menge enthielt, die jeweils von Interesse waren.
Dafiir erwiesen sich Proben als geeignet, die aus der gleichen oder einer dhnlichen Kultur wie
der zu untersuchenden stammen. Die Verdiinnungsreihe sollte einen Bereich abdecken, der
die Proteinkonzentrationen in den Proben einschlieBt. Extrapolation {iber den Bereich der
Verdiinnungsreihe hinaus ist zwar moglich, reduziert aber die Zuverlédssigkeit der Ergebnisse
mit steigender Extrapolationsweite. Im Zweifelsfall kann die grofite und geringste bendtigte
Verdiinnung iiber einen Vorversuch mit sehr umfangreicher Verdiinnungsreihe bestimmt
werden, die dann bei spéteren Blots auf den zu erwartenden Umfang reduziert wird.

KkDa P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9P10P11P12 5 14 23 32 41 50ug
A il e e s e e

130
1. 95

B

9
1. P-STAT3 (Tyr 705)
2. P-Akt (Thr 308) 55

43
3. P-ERK1/2 (Thr202/Tyr204)

Abbildung 3.9: Analyse mehrerer Proteine mit einer Kalibrierkurve. A: Membranfdrbung mit
Ponceau S. Links 12 unterschiedliche Proben und rechts 6 Verdiinnungen einer Probe fiir die
Kalibrierkurve. Die horizontalen Linien zeigen, an welchen Stellen die Membran geschnitten

wurde; B: ECL-Bilder der einzelnen Membranstreifen mit den verschiedenen Proteinen.

Da die verwendete Hyperbelfunktion drei Freiheitsgrade hat, kann eine Hyperbel mit

perfekter Ubereinstimmung durch jeden beliebigen Satz von drei Punkten gefiihrt werden.
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Dann geht aber jeder Messfehler direkt in die Koeffizienten der Kurve ein. Daher ist fiir
sinnvolle Ergebnisse eine Verdiinnungsreihe aus mindestens 4 Proben notwendig. Ahnlich
wie bei der Mittelwertbildung wird durch Verwendung zusitzlicher Punkte die statistische
Signifikanz erhoht. In dieser Arbeit wurden jeweils Verdiinnungsreihen aus 6 Proben
verwendet.

Wie in Abbildung 3.9 zu sehen ist, kann eine einzelne Verdiinnungsreihe fiir die
Quantifizierung mehrerer verschiedener Proteine auf der gleichen Membran verwendet
werden. Dazu wird anhand der Marker abgeschétzt, wo auf der Membran sich die jeweils
gesuchten Proteine befinden, und die Membran entsprechend in Streifen geschnitten. Diese
Streifen konnen dann unabhédngig voneinander mit verschiedenen Antikdrpern behandelt

werden.

Datenverarbeitung

Abbildung 3.10 illustriert die Gewinnung der quantitativen Daten am Beispiel von P-
ERK1/2(Thr202/Tyr204). Zunichst werden alle Banden (Proben und Eichreihe) im jeweiligen
ECL-Bild (Abbildung 3.10 A) mit ImageJ quantifiziert, d.h. die Lichtmenge (IDV) fiir jede
Bande wird bestimmt. Da fiir die Verdiinnungsreihe die Gesamtproteinmengen bekannt sind,
konnen die Messpunkte fiir die Kalibrierkurve gebildet werden, indem jedem gemessenen
IDV aus der Verdiinnungsreihe (Abbildung 3.10 B, y-Achse) die -eingesetzte
Gesamtproteinmenge zugeordnet wird (Abbildung 3.10 B, x-Achse). Diese ist proportional
zur jeweiligen Menge an P-ERK1/2, da innerhalb der Verdiinnungsreihe der Anteil des
spezifischen Proteins an der Gesamtproteinmenge konstant ist. Durch diese Punkte wird dann
die hyperbolische Regression ausgefiihrt. Uber die dabei entstehende hyperbolische Funktion
kann jeder Proteinmenge ein IDV zugeordnet werden. Invertiert man die Funktion der
Kalibrierkurve (Abbildung 3.10 C), so ordnet sie umgekehrt jedem IDV eine Proteinmenge
zu. Diese Beziehung kann nun verwendet werden, um den IDV einer Probe mit unbekannter
Menge an spezifischem Protein zu interpretieren. Die resultierenden Zahlen sind zwar keine
absoluten Proteinmengen (zu deren Berechnung miisste die Zusammensetzung der
Verdiinnungsreihe genau bekannt sein), sind aber immer proportional zur Menge an P-
ERK1/2 in der quantifizierten Probe. Sie konnen also benutzt werden, um die Verhiltnisse der

Proteinkonzentrationen der verschiedenen Proben untereinander zu bestimmen.
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Abbildung 3.10: Schema der Datenverarbeitung. A: ECL-Bild mit 12 Proben und einer 6-
stufigen Verdiinnungsreihe; B: Die Menge an Proteinlosung in der Verdiinnungsreihe wird
dem Ergebnis der Quantifizierung (ein IDV je Bande) zugeordnet und per Regression
geeignete Koeffizienten fiir die hyperbolische Kalibrierkurve gefunden; C: Nach Invertieren
der Kalibrierkurve konnen den iibrigen Proben anhand ihrer IDV-Werte jeweils
entsprechende relative Proteinmengen zugeordnet werden, die proportional zur Menge an

spezifischem Protein in den Ausgangsproben sind.

3.2.2 Neu etablierte experimentelle Protokolle in Sandwichkultur

Die Sandwichkultur, eine polarisierte Langzeitkultur fiir primire Hepatozyten, wird
weitgehend als in vitro-Modell fiir die Analyse des Stoffwechsels unter Einwirkung
verschiedener Pharmaka verwendet. Trotz der vielen Vorteile, die diese Kultur bietet (siche
auch Kapitel 1.2.2) wurden bisher kaum Untersuchungen der Gen- und Proteinexpression in
der Sandwichkultur verdffentlicht. Ein Grund dafiir konnte sein, dass RNA- und
Proteinextraktion durch die Collagenschicht und die hohen Albuminmengen, die Hepatozyten
in Sandwichkultur erzeugen, erschwert werden: Bei Verwendung eines konventionellen
Protokolls zur Proteinextraktion werden groBe Mengen Albumin mitisoliert, und fiir die

Analyse anderer Proteine als Albumin ist eine Immunprézipitation notwendig [105]. Fiir
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RNA-Extraktion nach derzeit verfligbaren Protokollen muss entweder ein Verdau der
Collagenschichten mit Collagenase [106] oder die aufwendigere Prozedur fiir RNA-Isolierung
aus Gewebeproben [107] durchgefiihrt werden. Die Extraktion der Proteine oder RNA nach
einem Collagenase-Verdau ist zwar eine einfaches Verfahren, fiihrt aber zu Verdnderungen in
der Expression von Genen und Proteinen [108].

Auch Immunfirbungen eine

sind nur bedingt moglich, da die Collagenschicht

Diffusionsbarriere darstellt.

Immunférbung”

Durch die Kultivierung der Zellen zwischen zwei Collagenschichten entsteht ein
Massentransferproblem [109], d. h. Molekiile kénnen, je nach Grée und Porengrofle der
Collagenmatrix, die Schicht durchdringen oder nicht. Die Antikorper fiir die Immunférbung

sind mit einem Molekulargewicht von ca. 150 kDa relativ grof3e Molekiile.

% %

Die  Immunfirbung  einer  Standard-

0,7 mg/ml

0,5 mg/ml
Sandwichkultur (mit 1 mg/ml Collagen fiir
die obere Schicht [4]) zeigt dementsprechend
eine sehr starke Hintergrundfiarbung (nicht
dargestellt), weil ein groBer Teil der
Antikorper nicht in die Zellen gelangt,
sondern in der Collagenschicht zuriickbleibt.
Um die Porengréfle zu erhéhen, wurden
zundchst geringere Collagenkonzentrationen
die obere Schicht

fiir getestet.

Immunfarbungen am Tag 1 (einige Stunden

nach der Polymerisierung der zweiten

Abbildung 3.11: Immunfirbung in der

Schicht) zeigten, dass nicht alle Antikorper

bei der gleichen Collagenkonzentration eine
spezifische Farbung aufweisen: Zum Beispiel
funktionierte die B-Catenin-Farbung erst bei

0,5 mg/ml gut, die DPP-IV-Féarbung aber

Sandwichkultur. Kultur mit oberer Schicht
von 0,7 (links) bzw. 0,5 (rechts) mg/ml
Collagen; (A1): DPP 1V; (A2): [3-Catenin;
DAPI (blau); Messbalken 100 um

schon bei 0,7 mg/ml (siche Abbildung 3.11 A1 und A2). Um eine Konzentration zu ermitteln,
bei der moglichst viele Antikoérper anwendbar sind, wurde die minimale Konzentration
bestimmt, bei der die Schicht noch polymerisiert. Fiir Kulturen in 6-Well-Platten ist das
Ergebnis 0,4 mg/ml, in 24-Well-Platten 0,3 mg/ml.

13 Dieses Protokoll wurde in Zusammenarbeit mit Isabell Schulz und Mario Keller etabliert.
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Die modifizierte Sandwichkultur mit einer oberen Schicht aus 0,4 mg/ml Collagen in 6-Well-
Platten bzw. 0,3 mg/ml Collagen in 24-Well-Platten eignet sich besser fiir eine
Immunfarbung, allerdings wurde bei Betrachtung iiber lingere Zeiten beobachtet, dass die
Qualitdt der Immunfarbung wéhrend der ersten drei Tage der Kulturzeit abnimmt, spéter aber
wieder besser wird".

Bei dem Versuch, STAT3 in der Sandwichkultur mittels Immunfarbung nachzuweisen,
konnte nach der Stimulation mit IL-6 keine Kernfarbung beobachtet werden (siche Abbildung
3.12 Al und A2). Daher wurde getestet, ob es sich um ein Problem der Immunfiarbung
handelt oder ob in Sandwichkultur kein Kerntransport von P-STAT3 stattfindet: Dazu wurde
zundchst das Histonprotein H2A.Z gefédrbt und dabei ebenfalls keine Kernfarbung beobachtet
(siche Abbildung 3.12 B). Des Weiteren wurde durch Western Blot von P-STAT3 in Kern-
und Zytoplasma-Extrakten eindeutig gezeigt, dass STAT3 phosphoryliert wird und sich nach
der Stimulation im Kern befindet (Abbildung 3.12 C).

C
IL-6: 30" 30
Kern Zytoplasma
e
P-STAT3 (Tyr 705 o
| | =

Abbildung 3.12: Immunfirbung von kernlokalisierten Proteinen in Sandwichkultur. STAT3
in Kontrollzellen (A1); STAT3 in stimulierten Zellen (20 ng/ml IL-6, 30') (42); H2A.Z; (B);
Western Blot in Kern- und Zytoplasmaextrakte (C). DAPI blau. Messbalken 50 um

* *

Der Grund fiir die Variation der Farbungsqualitit ist vermutlich die Verdnderung der
Schichtzusammensetzung, die aufgrund der Remodellierung der EZM durch die Hepatozyten
geschieht (siehe auch Kapitel 3.6 ). In 6-Well-Platten konnte die Farbung verbessert werden,
indem das Sandwichkonstrukt nach der Fixierung zusammen mit der Membran in kleinere
Stiicke geschnitten wurde (siehe auch Kapitel 2.3.7). Damit war zu erwarten, dass die

Antikorper dann von allen Seiten Zugang zu den Zellen haben. Mit dieser Methode sind auch

14 Schulz I, Keller M, Heidebrecht F, nicht verdffentlichte Ergebnisse
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am Tag 3 qualitativ gute Farbungen moglich.

Eine Erklarung fiir die problematische Immunfiarbung der Kernproteine in der Sandwichkultur
konnte sein, dass die Collagenschicht die PFA-Fixierung behindert. Bei unzureichender
Fixierung konnten die Proteine innerhalb der Zelle beweglich bleiben, wihrend an die
Zellmembran gebundene Proteine (etwa die ausgewdhlten Polarititsmarker) ihre

Lokalisierung besser behalten.

Proteinextraktion'

Die aktuell verfiigbaren Protokolle fiir Proteinextraktion aus Sandwichkultur sind entweder
sehr aufwendig oder benutzen enzymatische Verfahren, die die Proteinexpression verédndern
konnen.

Sowohl das Kulturmedium als auch die Proteinextrakte von Hepatozyten in Sandwichkultur
enthalten hohe Albuminmengen [105], [4], [110]. Das ist nicht ungewdhnlich, da Albumin das
Hauptprotein im Plasma ist und von Hepatozyten synthetisiert und ins Blut abgegeben wird.
* %

Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass ein Grofteil des Albumins in den Proteinextrakten
ein Artefakt des Extraktionsprotokolls ist: Die Collagenschicht enthélt ein bestimmtes
Volumen Kulturmedium (im Folgenden als Restmedium bezeichnet), das vor der Extraktion
nicht durch Absaugen entfernt werden kann (siche schematische Darstellung in Abbildung
3.13 A). Die Albuminkonzentration im Restmedium kann sogar etwas hoher sein als im
Kulturmedium, weil je nach Konzentration die Collagenschicht eine Diffusionsbarriere fiir
groBBere Molekiile darstellt [111]. Da bei der Standard-Extraktion nur das Kulturmedium
abgesaugt und die Collagenschicht mit dem Restmedium zusammen mit den Zellen
homogenisiert wird, befindet sich hinterher auch das Albumin aus der Collagenschicht im
Proteinlysat.

Western-Blot- und ELISA-Analysen (Abbildung 3.13 Bl bzw. B2) zeigen, dass die
Albuminkonzentration im Restmedium (RM) der untersuchten Sandwichkulturen tatséchlich
etwas hoher ist als im Kulturmedium (KM) (bei 1 mg/ml Collagen in der unteren und 0,4 mg/

ml in der oberer Collagenschicht).

15 Diese Ergebnisse wurden in [108] veroffentlicht
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Abbildung 3.13: Proteinextraktion. (A): Schematische Darstellung der Sandwichkultur; (B):
Albuminnachweis im Kulturmedium (KM) und Restmedium (RM) zweier Wells mittels
Western Blot (Bl) und ELISA (B2); (C): Ponceau-S-Fdrbung der Blotmembran (fiir
Gesamtproteinextrakte, die mit dem etablierten Protokoll (links) und nach direkter Lyse des
Collagenkonstrukts (rechts) gewonnen wurden;, (D): P-STAT3 (Tyr 705) in der
Sandwichkultur; (E): Gesamtproteinmengen von Sandwich- und Monolayerproben,

Mittelwerte von jeweils 10 Proben, * P<0.001.

Um die Co-Isolierung von Proteinen aus dem Restmedium zu verhindern, wurde das
Extraktionsprotokoll folgendermallen gedndert: Nachdem die Zellen im Well mit kaltem PBS
gewaschen wurden, wird das gesamte Sandwich mithilfe einer abgeschnittenen Pipettenspitze
in 2-ml-Eppendorf-Gefdlle transferiert. Nach einer sanften Zentrifugation, die die Zellen
intakt lassen sollte (1 min, 7500 U/min'’, 4°C), werden das Restmedium (Uberstand) und das
Collagen soweit wie moglich entfernt, das Zellpellet in Lysepuffer homogenisiert und die
Lyse normal weiter durchgefiihrt.

Die Albuminkonzentration in den nach diesem Protokoll aufgereinigten Proteinextrakten ist
geringer, sodass nach Auftragen von 20 pg Gesamtprotein in SDS-PAGE schon in der
Ponceau-S-Farbung der Membran auch andere Proteine als Albumin sichtbar sind (Abbildung

3.13 C rechts), im Gegensatz zu den nach Standardprotokoll gewonnenen Lysaten (Abbildung

16 Die Drehzahlangaben in U/min beziehen sich auf eine Tischzentrifuge mit einem Rotor von 8,5 cm Radius.
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3.13 C links). Auch relativ schwach exprimierte Proteine wie phosphoryliertes STAT-3

konnen so in den Sandwichextrakten nachgewiesen werden (Abbildung 3.13 E).

Des Weiteren wurden die extrahierten Mengen an Gesamtprotein pro Well aus jeweils zehn
Monolayer- bzw. Sandwichkulturen verglichen. Dabei lieB sich feststellen, dass die aus den
Sandwichkulturen extrahierten Proteinmengen signifikant geringer als bei Monolayerkulturen
sind (308.02+11.54 ug vs. 473.79£17.08 pg, P<0.001, Abbildung 3.13 E). Das konnte daran
liegen, dass die Zellen nach der sanften Zentrifugation nicht vollstindig pelletiert sind und

teilweise mit dem Restmedium entfernt werden.

% %

Trotz der geringeren Ausbeute sind 300 pug Protein pro Well fiir zahlreiche Analysen
ausreichend, und bei Verwendung entsprechend geringerer Volumina von Lysepuffer kann
eine dhnliche Konzentration der Lysate wie bei Monolayerextrakten erreicht werden.

Diese Ergebnisse zeigen auch, dass die Albuminmenge im Kulturmedium nur einen Teil des
von den Zellen sekretierten Albumins darstellt, da auch das Restmedium in der
Collagenschicht eine hohe Albuminkonzentration aufweist. Daher ist fiir die korrekte
Bestimmung der Albuminmenge mittels ELISA die Analyse beider Mediumfraktionen

notwendig.

RNA-Extraktion'’

Auch fiir die RNA-Extraktion aus Sandwichkultur sind die aktuell verfiigbaren Protokolle
entweder zeitaufwendig, oder verwenden enzymatische Reaktionen, die die Genexpression
der Zellen beeinflussen konnen [106], [107]. Daher wurde eine neue Methode entwickelt.
* *

Der Versuch, RNA aus Sandwichkultur durch Lyse des gesamten Konstrukts zu isolieren und
die RNA {iber eine Sdule (RNeasy-Kit, Qiagen) zu extrahieren, fithrte zu keinen Ergebnissen.
Das kann zum einen daran liegen, dass das Collagen die Saule verstopft, zum anderen daran,
dass die Prasenz von Medium die Bindung von RNA an die Séule erschwert.

Um die Menge an Collagen im Extrakt zu reduzieren, wurden fiir die RNA-Isolierung aus
Sandwichkulturen zundchst, wie bereits bei der Proteinextraktion beschrieben, durch
Zentrifugation Zellpellets gewonnen. Anschlieend wurde die RNA mit dem RNeasy Mini
Kit von Qiagen aus den Pellets isoliert und ihre Reinheit bestimmt (siehe Kapitel 2.2.2). Das
Verhiltnis Ajenzo sollte iiber 1,8 liegen, ist aber in einigen Fillen direkt nach der
Saulenaufreinigung noch zu gering (siche Abbildung 3.14 A), die Reinheit der RNA kann

aber durch eine einfache Ethanolfillung ohne signifikanten Verlust an RNA verbessert

17 Diese Ergebnisse wurden in [108] veroffentlicht
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werden (Vergleiche Abbildung 3.14 vor und nach der Féllung).

vor der Fallung nach der Fallung
A Konzentration Konzentration|

Probe (ng/pl) Menge (ug) Ast/zso A260/230 (ng/pl) Menge (ug) A260/280 260/230
1 476,89 19,08 2,11 2,15 422,54 16,9 2,02 2,3
2 4442 17,77 2,11 2,14 406,36 16,25 2,03 2,28
3 377,61 15,1 2,11 1,78 317,53 12,7 2,01 2,34
4 302,07 12,08 2,15 287,66 11,51 1,99 2,34
5 300,53 12,02 2,12 273,57 10,94 1,98 2,34
6 313,59 12,54 2,12 279,31 11,17 1,97 2,33
7 300,53 12,02 2,12 263,14 10,53 2,04 2,29
8 391,88 15,68 2,1 2,01 348,34 13,93 2,01 2,3
9 305,53 11,92 2,1 1,93 267,81 10,44 1,97 2,31
10 304,28 11,87 213 OBl 27891 10,88 1,96 2,32
11 324,93 12,67 2,1 2,05 305,14 11,90 1,98 2,3
12 243,32 9,49 2,1 1,86 237,07 9,25 1,96 2,31

B bp 1 2 34 5 6 7 8 9 10 1112

4000 |

2000 = — —

1000 —

500 =

200

25

Abbildung 3.14: RNA-Extraktion. (A): Konzentration, Menge und Reinheit der RNA

von 12 Proben vor und nach der Ethanolfdllung. Axp»so -Verhdltnisse unter 1,8 sind

hervorgehoben; (B): Darstellung der Densitometrie-Ergebnisse zur Bewertung der

Qualitdt.

Die Qualitdt der RNA wurde von Miltenyi Biotec mit dem Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent

Technologies) ermittelt und in einem Gelbild-dhnlichen Graphen dargestellt (Abbildung 3.14

B). Dieser sollte idealerweise nichts anderes als zwei klar definierte Banden fiir 18S und 28S

rRNA zeigen. Als quantitatives Mal} fiir die RNA-Qualitit wurde die RIN-Nummer (RNA

Integrity Number) mit einem Algorithmus ausgerechnet, der unter anderem auch die

Intensititen der 28S und 18S rRNA-Banden beriicksichtigt. Eine RIN von 10 zeigt perfekte

RNA-Qualitdt an, wihrend ein Wert von 1 auf sehr niedrige Qualitdt hinweist [112]. Die fiir

die analysierten Proben ermittelten RIN-Werte liegen zwischen 9,5 und 10, was bedeutet, dass

das verwendete Protokoll RNA-Extrakte von sehr hoher Qualitit erzeugt.

Abbildung 3.15 zeigt eine Ubersicht der entwickelten Protokolle sowie praktische Hinweise

zur Durchfiihrung.



3 Ergebnisse und Diskussion

54

Kulturmedium

1. Kulturmedium absaugen
und mit kaltem PBS waschen

Hepatozyten

Kollagenschichten

auf Eis arbeiten, zweimal waschen

2. Kollagenkonstrukt in
> gekiihltes GefaR uberfiihren

mit abgeschnittener Pipettenspitze, auf Eis

3. zentrifugieren
1', 7500 U/min, 4°C

Restmedium 4. Restmedium und
Zellpellet Kollagenreste entfernen
Kollagen

Protein- RNA-
extraktion Extraktion

5. Pellet in Lysepuffer 5. Pellet in Lysepuffer homogeniseren, RNA
homogenisieren und mir Qiagen-Kit ehtrahieren
Proteine extrahieren - 600 ui Lysepuffer/well

- RNAin 100 pl RNase-freiem Wasser eluieren

- Proben 30" auf Eis inkubieren und fir
10-15" sonifizieren
- 20", 13.000 U/min bei 4 °C 6. Ethanolfillung durchfiihren
zentrifugieren T -1/10 Vol. 5M NaCl und 3 Vol. 100%iges Ethanol dazugeben
- Uberstand in neues GefaR Gberflhren _q p pej -80 °C fallen
- 20', 13.000 U/min bei 4° C zentrifugieren, Uberstand verwerfen
- 1 ml 75%iges Ethanol dazugeben B
-10', 13.000 U/min bei 4°C zentrifugieren, Uberstand verwerfen
6. Proteine bei -80 °C - Pellet trocknen
aufbewahren - Pellet in 40 pl RNase-freiem Wasser resuspendieren

7. RNA bei -80 °C aufbewahren

Hinweise
RNA-Extraktion: - die Extraktion sollte so schnell wie méglich erfolgen

Schritt 2: - fir die RNA-Extraktion sollten RNase-freie Spitzen verwendet werden

Schritt 4: - das Pellet wird nicht vollstandig fest, al® ist Vorsicht geboten.
- Kollagenfasern kénnen die Pipettenspitze verstopfen. Eine leicht abgeschnittene Spitze
ist besser geeignet
- Es ist nicht maéglich, das Restmedium 100%ig zu entfernen. Schritte 3 und 4 zu
wiederholen, verbessert das Ergebnis.

Abbildung 3.15: Ablaufdiagramm fiir die etablierten Extraktionsprotokolle
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Des Weiteren wurde ein Vergleich der neu etablierten Protokolle fiir RNA- und
Proteinextraktion mit den in der Literatur beschriebenen Verfahren, die auf einem
enzymatischen Verdau der Collagenschichten basieren, durchgefiihrt'®. Dazu wurden jeweils
Protein und RNA aus einer Sandwichkultur am Tag 3 extrahiert. Fiir die Proteinextraktion
wurde eine Stimulation mit IL-6 fiir 10 und 30 Minuten durchgefiihrt. Proteine aus je drei
Wells und einem Kontrollwell wurden nach den zwei Methoden extrahiert und die
Phosphorylierung von STAT3 mittels Western Blot untersucht (Abbildung 3.16 Al) und
semiquantitativ ausgewertet (Abbildung 3.16 A2). RNA wurde aus je zwei Wells extrahiert,
und die Expression von c-Fos wurde mittels PCR analysiert. C-Fos wird nach der Isolierung
von Hepatozyten aus Leber durch den Collagenaseverdau hochreguliert (siehe auch Kapitel
3.6), deswegen wurde fiir die PCRs als Vergleich auch RNA aus frisch isolierten Hepatozyten
verwendet (Abbildung 3.16 B).

Zentrifugation Collagenase
Al g g
IL6:

; 0 30 T T |
P-STAT3 (Tyr 705) T

GAPDH = .. s w——— - i S——— - —

0,6

A2 | o B

0,5
0.4 Zentrifugation Collagenase Susp.
S
0,2 @ Collagenase
0,1
10' 30'

.
o
Abbildung 3.16: Vergleich der etablierten Methoden (,, Zentrifugation ) mit einer Extraktion
nach Collagenaseverdau (,, Collagenase™). (A): Western Blot (A1) mit quantitativer
Auswertung, n=3 (A2); (B): PCR. Susp = Hepatozyten in Suspension direkt nach der
Isolierung.
* %

Der Vergleich zeigt eindeutig, dass sogar die Behandlung mit Collagenase alleine die
Phosphorylierung von STAT3 hervorruft (sieche Abbildung 3.16 A1 und A2, Kontrollzellen).
Auch nach der Stimulation mit IL-6 konnten in Proteinextrakte gewonnen durch
Kollagenaseverdau hohere Mengen an P-STAT3 nachgewiesen werden. Die Expression von
c-Fos in RNA-Proben ist ebenso nach einem Collagenaseverdau etwas hoher, allerdings nicht
so hoch wie in frisch isolierten Zellen. Damit ist gezeigt, dass die Entfernung der

Collagenschichten durch enzymatischen Verdau eine Verdnderung der Expression sowohl auf

18 Experimente in Zusammenarbeit mit Isabell Schulz, siche auch [108]



3 Ergebnisse und Diskussion 56

Gen- als auch auf Proteinebene bewirkt. Der Vorteil gegeniiber nichtenzymatischen Methoden
ist, dass die neu etablierten Protokolle weniger zeitaufwendig sind, da sie in einem einfachen
Schritt das Collagen und das darin enthaltene Medium vor der Lyse entfernen. Dadurch ist fiir
die Proteinextraktion keine Immunprizipitation mehr nétig, da das sekretierte Albumin
zusammen mit dem Restmedium vor der Lyse entfernt wird, und eine sehr gute Qualitit der
RNA wird auch ohne Anwendung der zeitintensiven Methoden fiir Gewebeextraktion
erreicht. Der wichtigste Vorteil dieser Protokolle gegeniiber enzymatischen Methoden ist,
dass die Ergebnisse von der Extraktionsprozedur nicht beeinflusst werden.

Auch eine Immunfarbung in der Sandwichkultur ist mit nur noch wenigen Einschrinkungen

moglich.

Die etablierten Protokolle sind eine Voraussetzung dafiir, dieses Kultursystem fiir
Signaltransduktionsanalysen verwenden zu koénnen, und erlauben es, die Monolayer- und

Sandwichkultur weitergehend vergleichend zu charakterisieren (siehe folgende Kapitel).
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3.3 Untersuchungen zur Polaritit in Monolayer- und Sandwichkulturen

Nachdem in den vorangegangenen Arbeiten die grundlegenden Techniken zur genaueren
Analyse von Gen- und Proteinexpressionsprofilen etabliert wurden, sollte nun die
Sandwichkultur im Vergleich zur Monolayerkultur genauer charakterisiert werden.

Im Folgenden sind Immunfiarbungen, Western Blots, PCRs sowie Mikroarrays aus
verschiedenen Kulturen dargestellt. Fiir eine bessere Zuordnung und Korrelation der
Ergebnisse werden diese Kulturen als ML1 — ML5 (Monolayerkulturen) und SW1 - SW9
(Sandwichkulturen) bezeichnet. Dabei stammen in der Regel die Zellen fiir jede Kultur aus je
einer Isolierung, also aus je einer Maus. Wo Zellen aus der gleichen Maus fiir je eine

Sandwich- und eine Monolayerkultur verwendet wurden, ist dies im Text erwéhnt.

3.3.1 Monolayerkultur

Wie der FDA-Test zeigt (Abbildung 3.13), bilden die Zellen in Monolayerkultur (bei
75.000 Zellen/cm?) am Tag 1 funktionelle Gallenkanilchen, was auf eine polarisierte Kultur
hindeutet. Mittels Immunfirbung wurde die erwartete Lokalisierung der ausgewihlten
Polaritdtsmarker nachgewiesen, allerdings wurden auch erste Zeichen einer Dedifferenzierung
beobachtet (sieche Abbildung 3.17 oben): Nicht alle Zellen sind gleich polarisiert, einige
Hepatozyten bilden Kontakte zu den benachbarten Zellen, wie in der B-Catenin-und E-
Cadherin-Féarbung zu sehen ist (weiler Pfeil), andere hingegen exprimieren kein E-Cadherin
(gelber Pfeil). Anhand einer ZO-1-Fiarbung sind relativ kleine aber deutlich definierte
Gallenkanélchen erkennbar, die allerdings kein Netzwerk bilden. Eine genauere Betrachtung
des Zytoskeletts ldsst erkennen, dass sich Aktin (Phalloidin-Férbung) nur teilweise an der
Membran konzentriert und Stressfasern bildet. Die Tubulinfarbung zeigt eine relativ
kompakte Organisierung der Mikrotubuli. Im Gegensatz zu der Situation am Tag 1 kann am
Tag 3 in der Monolayerkultur eine stirkere Dedifferenzierung beobachtet werden (siehe
Abbildung 3.17 unten). Die zytoplasmatische Expression von B-Catenin nimmt zu, und sogar
Zellen, die enge Nachbarn haben, verlieren die Expression von E-Cadherin an der Membran.
Die Tight Junctions (ZO-1-Firbung) umgeben nur selten Gallengénge und sind meistens
zufillig verteilt. Des Weiteren ist ein Umbau des Zytoskeletts nachweisbar: Die Mikrotubuli
sind lang und richten sich parallel zueinander aus, und die Aktin-Stressfasern sind noch

deutlicher.
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Actin Uberlage}ung
.

Abbildung 3.17: Immunfdrbungen einer Monolayerkultur am Tag 1 (oben) MLI und Tag 3
ML4 (unten) DAPI blau; weifler Pfeil; Zell-Zell-Kontakte; gelber Pfeil: fehlende Expression
von E-Cadherin;, Messbalken 50 um
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3.3.2 Sandwichkultur

Abbildung 3.18: Immunfdrbung in Sandwichkulturen und Leberschnitten. (4): Kultur
SW3; (B): Kultur SW2; (C): Leberschnitte. Messbalken 50 um

Die Hepatozyten in einer Sandwichkultur am Tag 3 bilden viele Zell-Zell-Kontakte (sieche
Catenin- und E-Cadherin-Farbung in Abbildung 3.18 A) und die ZO-1-Féarbung zeigt ein gut
ausgebildetes Netzwerk von Gallenkandlchen. Das Aktin-Zytoskelett bildet keine Stressfasern
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und ist an der Membran lokalisiert, auch die Mikrotubuli sind relativ kompakt organisiert.
Wie bereits erwéhnt, kdnnen Sandwichkulturen mit Zellen aus verschiedenen Isolierungen
unterschiedlich sein. So ist zum Beispiel die Polaritit der Kultur SW2 (Abbildung 3.18 B)
weniger gut entwickelt als bei der Kultur SW3 (Abbildung 3.18 A). Zum Vergleich mit dem
in-vivo-Zustand ist die Lokalisierung von B-Catenin und ZO-1 in Leberschnitten' dargestellt
(Abbildung 3.18 C).

* *
Die Beweglichkeit der Zellen in der Monolayerkultur, die fiir Epithelzellen unnatiirlich ist
[113], die morphologischen Verdnderungen des Zytoskeletts und der Polaritdtsverlust deuten
auf eine epithelial-mesenchymale Transformation (EMT) hin. Dies ist ein Vorgang, der auch
unter pathologischen Bedingungen wie Krebs oder Fibrose stattfindet. Es wurde lange Zeit
angenommen, dass die Ito-Zellen die Hauptrolle bei der Leberfibrose spielen [114], [115],
allerdings haben neue Studien gezeigt, dass auch Hepatozyten eine fibrotische Transformation
in vivo vollziehen konnen [116].
Im Gegensatz dazu zeigen die Morphologie und die Verteilung der Polaritdtsmarker in der fiir
murine Hepatozyten etablierten Sandwichkultur (wie auch in entsprechenden Kulturen mit
Rattenzellen beobachtet [25]) eindeutig, dass die Zellen wieder eine Polaritit ausbilden.
Genauere Untersuchungen der Monolayer- und Sandwichkultur hinsichtlich der

Transformation sind in Kapitel 3.6 beschrieben.

19 Die Leberschnitte wurden von Isabell Schulz prépariert und gefarbt.
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3.4 Reaktion auf Interleukin-6 in Monolayer- und Sandwichkultur

Interleukin-6 (IL-6) ist bekannt als pleiotropes Zytokin, das eine wichtige Rolle bei
Immunantwort, Apoptose und Proliferation spielt [47], indem es drei Signalwege aktiviert:
JAK/STAT, MAPK, PI3K/Akt [39].

Nach der Etablierung der wesentlichen Grundtechniken fiir die Sandwichkultur fiir murine
Hepatozyten wurde nun, wie geplant, der IL-6-Signalweg in Monolayer- und
Sandwichkulturen primérer Hepatozyten untersucht.

Um die Aktivierung der erwdhnten Signalwege nachzuweisen, wurde die Expression
folgender Proteine im Western Blot analysiert**: P-STAT3 (Tyr 705 und Ser 727), SOCS3, P-
ERK1/2 (Thr 204/Tyr 202), P-Akt Thr (308 und Ser 473). Der Kerntransport von STAT3
nach der Stimulation wurde durch Immunfirbung?' und Western Blot von Kern- und
Zytoplasmaextrakten untersucht. Als Marker einer antiapoptotischen Wirkung von IL-6
wurde BclXL [117] ausgewihlt. Der Nachweis erfolgte auf Proteinebene, da die Regulation
der Genexpression auch posttranskriptional erfolgt [118].

Die Rolle von IL-6 als Mitogen ist sowohl in in vivo- als auch in in vitro- Studien umstritten.
Einige Publikationen besagen, dass IL-6 in vivo die Proliferation der Hepatozyten stimuliert
[119]. Andere kommen zu dem Schluss, dass der mitogene Effekt nur teilweise auf die
Aktivierung von STAT3 zuriickzufiihren ist, und die gleichzeitige Aktivierung des MAPK-
Signalwegs durch IL-6 fiir eine vollstindige Regeneration notwendig ist [120]. Um den
Einfluss von IL-6 auf den Zellzyklus in Hepatozytenkultur zu ermitteln, wurde Cyclin D1
untersucht, weil die D-Cycline notwendig und limitierend wéhrend der Gl-Phase des
Zellzyklus sind [121].

Als Zeitpunkte fiir die Analyse (gleichzeitig Dauer der Stimulation) wurden 30 min, lh, 2h
und 6h gewdhlt, um sowohl eine schnelle als auch eine spdtere Antwort beobachten zu
konnen. Fiir einige Kulturen wurde die Reaktion auch nach 24h untersucht. Die verwendete
Konzentration von IL-6 betrug 20 ng/ml, was etwa der physiologischen Konzentration
entspricht.

Eine semiquantitative Auswertung der Western-Blot-Ergebnisse wurde nach dem in dieser
Arbeit etablierten Verfahren durchgefiihrt. Hohere Werte bei unterschiedlichen Proteinen sind
kein Indikator fiir stirkere Expression, weil die Menge an gebundenem Antikorper nicht nur
von der Proteinquantitit sondern auch von der Affinitit bzw. Aviditit des Antikorpers

abhingt. Um die Zeitverldufe verschiedener Proteine miteinander vergleichen zu koénnen,

20 Die Auswahl der Marker war teilweise durch Verfiigbarkeit von passenden Antikérpern bedingt.
21 Statt P-STAT3 wurde STAT3 gefarbt, weil ein geeigneterer Antikdrper zur Verfiigung stand. Da STAT3 nur
phosphoryliert in den Kern gelangt, hat die Farbung im Kern die gleiche Bedeutung.
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wurden die bereits auf Housekeeping normierten Werte anschlieBend auf die entsprechende
Kontrollprobe (nicht stimulierte Zellen) bezogen. Die resultierenden Zahlen geben dann das
Verhiltnis an, um den ein Protein gegeniiber der Kontrollprobe hoch- bzw. herunterreguliert
wurde. Als Ladungskontrolle (Housekeeping) wurden GAPDH, B-Actin oder eEF2
verwendet. Die Auswahl wurde fallspezifisch getroffen, weil keines dieser drei Proteine
tatsdchlich immer konstant ist: GAPDH wird in Sandwich- etwas hoher als in
Monolayerkulturen exprimiert, B-Actin wird mit der Dedifferenzierung stirker exprimiert,
und eEF2 fehlt komplett in seneszenten Zellen ([122]).

Bei P-STAT3 (Ser 727), P-Akt (Thr 308), P-Akt (Ser 473), SOCS3 und BclXI1 waren weder
bei Monolayer- noch bei Sandwichkulturen im Western Blot signifikante Verdnderungen nach
der Stimulation mit IL-6 zu beobachten. Daher sind im Folgenden nur die Ergebnisse fiir P-

STAT3 (Tyr 705), P-ERK (Thr 204/Tyr 202 ) und Cyclin D1 betrachtet.

Um reprisentative Ergebnisse zu erhalten, wurden jeweils mindestens drei Kulturen mit IL-6
stimuliert und analysiert: ML1-ML3 (Monolayerkulturen, stimuliert am Tag 1 nach der
Isolierung), ML4-ML6 (Monolayerkulturen, stimuliert am Tag 3 nach der Isolierung) und
SW1-SW4 (Sandwichkulturen, stimuliert am Tag 3 nach der Isolierung).
* %

Fiir die Auswertung der folgenden Experimente ist es wichtig anzumerken, dass eine hohere
Vitalitdt der Zellen nach der Isolierung auch fiir die Kultur iiblicherweise als Vorteil
angesehen wird. In Abbildung 3.19 sind verschiedene Hepatozytenkulturen mit dem
jeweiligen Anteil lebender Zellen nach der Isolierung dargestellt*. Abbildung 3.19 Al und B
stellt die Lokalisierung der Tight Junctions (TJ) in Monolayer- bzw. Sandwichkulturen dar.
Gelbe Pfeile markieren Gallenkandlchen, weille Pfeile Stellen, an denen die TJ zwar
vorhanden sind, aber keine Kanélchen umgeben, was bei nicht polarisierten Zellen auftritt.
Wie in diesem Bild zu sehen, ist eine Monolayerkultur mit hoéherer Vitalitit nach der
Isolierung (82,6%) nicht notwendigerweise besser polarisiert. Die drei Monolayerkulturen,
die am Tag 3 mit IL-6 stimuliert wurden, hatten Vitalititen zwischen 74% und 75%, und bei
keiner der betrachteten Eigenschaften waren Unterschiede sichtbar. Daher wurde in
Abbildung 3.19 nur ML4 ausgewertet. Anders ist der Fall bei den Sandwichkulturen, wo die
Kultur mit der hochsten Vitalitdt (84%) gleichzeitig das am besten ausgebildete Netzwerk von
Gallenkanilchen aufweist. Fiir weitere Details zur Polaritit in den Kulturen ML1, ML4, SW2
und SW2 siehe auch Abbildung 3.17 und Abbildung 3.18.

22 Die Vitalitdt wurde sofort nach der Isolation der Zellen aus der Leber mittels Trypan-Blau-Féarbung bestimmt

(siehe Kapitel 2.1.1)
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Fir Monolayerkulturen wurde der Kerntransport von STAT3 als Reaktion auf eine
Stimulation mit IL-6 mittels Immunfirbung analysiert (Abbildung 3.19 A2). Es wurde
festgestellt, dass nach Stimulation am Tag 1 das Verhiltnis zwischen den IL-6-
Konzentrationen im Kern und im Zytoplasma, das an dem Kontrast der Farbung zwischen
Kern und Zytoplasma abgelesen werden kann, je nach Kultur unterschiedlich ist. Am Tag 3
sind kaum Unterschiede zwischen Kern- und Zytoplasmafirbung zu beobachten. Eine

Immunfarbung von STAT3 in Sandwichkultur war nicht méglich (siehe Kapitel 3.2.2)

Tag 1 Tag 3
ML1 ML2

ML4

ML3
82,6% / 7%
N
N\

-

»
. ’

SW1

SW3
B 71,8% 84%
.
/
N\

Abbildung 3.19: Immunfirbungen in verschiedenen Kulturen. TJ-Marker ZO-1 in
Monolayer- (A1) und Sandwichkulturen (B), Angabe der Vitalitdt; STAT3 in IL-6 stimulierten
Monolayerkulturen (30 min), (A2). DAPI (blau), gelbe Pfeile: Gallenkandlchen; weifle Pfeile:

zufdllige Lokalisierung von ZO-1; Messbalken 50um

Des Weiteren wurden Proteinprofile nach der Stimulation mit IL-6 in Western Blot analysiert
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(Abbildung 3.20) und quantitativ ausgewertet (Abbildung 3.21).
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Abbildung 3.20: Western Blot in verschiedenen Kulturen.
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Abbildung 3.21: Semiquantitative Auswertung der Western Blots. Intensitdt normiert auf
Housekeeping. Werte in nichtstimulierten Kontrollzellen sind als Zeitpunkt 0 dargestellt.

Trotz der Unterschiede in der Intensitit der STAT3-Kernfiarbung sind die wesentlichen
Charakteristika der Proteinprofile in den Monolayerkulturen am Tag 1 qualitativ gleich.

Daher wurde in den Abbildungen 3.20 und 3.21 ML3 als Beispiel fiir am Tag 1 stimulierten
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Monolayerkulturen dargestellt. Auch die Proteinprofile der Monolayerkulturen am Tag 3

unterschieden sich wenig voneinander, reprisentativ ist die Kultur ML4 dargestellt. Die

Proteinprofile der Kulturen SW1 und SW2 waren fiir alle untersuchten Proteine dhnlich (als
Beispiel ist in Abbildung 3.20 links die Kultur SW2 dargestellt), bei SW3 waren allerdings
nach der Stimulation mit IL-6 Unterschiede (zu sehen (Abbildung 3.20 rechts).

Fir einen eindeutigen und direkten

Vergleich wurden Proteinextrakte aus der

Kontrollprobe und eine Stunde nach

Stimulation verschiedenen

Kulturvarianten (ML2, ML6, SW3, SW4%)

von

in einem gemeinsamen Western Blot

aufgetragen. AuBler den Dbis jetzt

betrachteten Proteinen wurde auch die
Expression von o,Makroglobulin und
Albumin analysiert.

Die Ergebnisse des Western Blots sind in
Abbildung 3.22 dargestellt. Abbildung 3.23
zeigt die Ergebnisse der quantitativen
Auswertung. Da alle Proben im gleichen
Western-Blot analysiert wurden, konnen die
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Abbildung 3.22: Western Blot in Monolayer-

und Sandwichkulturen. Direkter Vergleich

der Monolayerkulturen am Tag 1 und 3 und

der Sandwichkultur am Tag 3.
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Abbildung 3.23: Semiquantitative Auswertung des Western Blots. Intensitit normiert auf

Housekeepingprotein.

23 Von der Sandwichkulturen SW1 und SW2 waren keine Proben mehr verfiigbar.
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* *

Nach einer Stimulation mit IL-6 wird die hochste Quantitdt an P-STAT3 nach 30 Minuten
Stimulation erwartet, in der Regel gefolgt von einer Reduktion und einem zweiten, etwas
geringeren Anstieg, nach dem die Wirkung abklingt.

Abgesehen von der schwachen konstitutiven Phosphorylierung von STAT3 (siehe
Kontrollzellen in Abbildung 3.20 und Abbildung 3.21) ist das Profil von P-STAT3 in der
ML3 (Tag 1) dem erwarteten Verlauf am &hnlichsten. Am Tag 3 ist die konstitutive
Phosphorylierung von STAT3 starker ausgepriagt, und die Menge an P-STAT3 steigt nach
Stimulation mit IL-6 nur noch gering an. Im Gegensatz zur Monolayerkultur ist STAT3 in
keiner der Sandwichkulturen konstitutiv phosphoryliert. Bei den dargestellten
Sandwichkulturen &hnelt der Zeitverlauf von P-STAT3 in SW3 stirker dem erwarteten
Verlauf als in SW2, allerdings sind die Maxima im Verlauf spiter als erwartet, und die
Wirkung klingt innerhalb des untersuchten Zeitraums von 24 Stunden nicht ab.

Auch bei ERKI1/2 ist in allem Monolayerkulturen eine konstitutive Aktivierung sichtbar,
wihrend in den Sandwichkulturen P-ERK1/2 nur nach IL-6-Stimulation nachweisbar ist.

Die erwartete Aktivierung von Cyclin D1 nach einer Stimulation mit IL-6 wurde in
Monolayerkulturen nicht beobachtet: Wahrend das Protein am Tag 1 vollstindig fehlt, wird es
am Tag 3 unabhdngig von IL-6 exprimiert. Auch in der Sandwichkultur SW2 war kein Cyclin
nachweisbar. Allerdings konnten in der Kultur SW3 und in geringerem Malle auch in SW4
nach IL-6-Stimulation Cyclin D1 nachgewiesen werden (Abbildung 3.20, Abbildung 3.22), in
SW3 auch Cyclin E (nicht dargestellt).

Weiterhin ist offenbar a,Makroglobulin ausschlieBlich in Sandwichkulturen exprimiert und
Albumin in héheren Quantititen, was Indizien filir aufrechterhaltene Leberfunktionen sind.
Eine Korrelation zwischen Vitalitit der Zellen nach der Isolierung, Ausbildung der Polaritit
und Reaktion der Zellen auf die Stimulation mit IL-6 konnte bei den Monolayerkulturen nicht
festgestellt werden. Bei den Sandwichkulturen hingegen weisen die Ergebnisse darauf hin,
dass eine hohere Vitalitit die sowohl die Ausbildung von Gallenkandlchen als auch die
Antwort auf IL-6 positiv beeinflusst: So dhnelt der Zeitverlauf von P-STAT3 in SW3, der
Sandwichkultur mit der hochsten Vitalitit (84%, verglichen mit 71,8% und 73,5% bei SW1
bzw. SW2), stirker dem erwartetem Verlauf als in SW2. SW3 hebt sich aulerdem durch die
von IL-6 abhingige Expression von Cyclin D1 und die stirker ausgeprigte Polaritdt (siche
Abbildung 3.18, Kapitel 3.3.2 ) von den anderen Sandwichkulturen ab. Da die Vitalitit der
Zellen, die fiir diese Arbeit zur Verfiigung standen, selten iiber 80% lag, war es nicht moglich,
einen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen Vitalitit, Polaritit und Expression

von Cyclin D1 in Sandwichkultur nachzuweisen. Es gelang jedoch eine weitere Isolierung mit
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Vitalitdt 81,6%, deren Zellen fiir die Kultur SW4 verwendet wurden. Diese Kultur zeigte

ebenfalls eine Cyclin D1-Expression nach Stimulation mit IL-6 (sieche Abbildung 3.22).

Die konstitutive Aktivierung von STAT3 und ERKI1/2 in Monolayerkulturen ist
wahrscheinlich auf die Zell-EZM-Kontakte zuriickzufiihren. Es ist bereits bekannt, dass
Hepatozyten auf Monolayerbeschichtung, anders als in Sandwichkultur, Kontakte mit der
EZM durch Integrine bilden (Fokalkontakte) [123], [124], wodurch unter anderem ERK und
STAT3 aktiviert wird [125], [126], [127]. Diese Fokalkontakte sind notwendig fiir die
Fortbewegung der Zellen, allerdings sind Epithelzellen (also auch Hepatozyten) eigentlich
nicht beweglich.

STATS3 inhibiert die Apoptose wéhrend einer Immunreaktion, um den Zellen die Mdglichkeit
zu geben, in einer toxischen Umgebung zu iiberleben. Als Folge einer chronischen
Entziindung der Leber konnen sich Krankheiten wie Leberfibrose, Zirrhose und
hepatozelluldre Karzinome (HCC) entwickeln [128], [129]. Eine von Stimulation
unabhingige Aktivierung von STAT3 wurde auch bei einigen Karzinomen beobachtet [130],
daher kann anhand der P-STAT3-Profile eine &hnliche Transformation der Zellen in
Monolayerkultur vermutet werden. Diese Vermutung wird gestiitzt durch die in den Kapiteln
3.1.2 und 3.3.1 beschriecbene morphologische Dedifferenzierung der Zellen in der
Monolayerkultur. Insofern erinnert die konstitutive Aktivierung von STAT3 am Tag 3 in der
Monolayekultur an Karzinomzellen oder an eine chronische Entziindung. Auch schon am Tag
1 zeigen die Kontrollzellen einer Monolayerkultur eine schwache Expression von P-STAT3
(Tyr 705) — das heiBt, dass die eindeutige Transformation der Zellen am Tag 3 ein Prozess ist,
der viel frither anfingt. Weitere Aspekte der Dedifferenzierung in der Monolayer- und

Sandwichkultur sind in Kapitel 3.6 beschrieben.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Monolayerkultur kein geeignetes System fiir in vitro-
Untersuchungen von Prozessen in der gesunden, funktionellen Leber darstellt, allerdings
weist der Zustand der Zellen, zumindest in den ersten Tagen der Kultur, Ahnlichkeiten mit
einem Regenerationszustand auf, wédhrend dessen sich die Zellen zur Teilung stimulieren
lassen [123]. Im Gegensatz dazu sprechen die Charakteristika der Sandwichkultur fiir einen
vitalen Zustand der Hepatozyten, so sind die Polarisierung und der Stoffwechsel wesentlich
besser als in der Monolayerkultur, und die Western Blot-Analysen zeigen, dass Proteine wie
STAT3 und ERK1/2 in Sandwichkulturen nicht konstitutiv aktiv sind. Damit ist dieses
Kulturmodell besser geeignet als die Monolayerkultur, um die Wirkung von

Wachstumsfaktoren zu untersuchen, die den JAK/STAT- oder ERK-Signalweg aktivieren. Da
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die Aktivierung von Cyclin D1 nur in einzelnen Sandwichkulturen beobachtet werden konnte,
ist eine Weiterentwicklung der Kulturtechnik wiinschenswert, die diese Variationen zwischen
einzelnen Kulturen minimiert.

Im néchsten Kapitel wird die Eignung der Sandwichkultur fiir Studien von Endozytose und

Signaltransduktion am Beispiel des IL-6-Signalwegs untersucht.
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3.5 Endozytose in Hepatozytenkulturen

Das neu etablierte Kultursystem fiir murine Hepatozyten soll im Rahmen des BMBF-Projekts
Endosys (,,Systems Biology of Hepatocyte Endocytosis®) von Kooperationspartnern
verwendet werden, um Endozytoseprozesse in primiren Hepatozyten zu untersuchen. Um zu
priifen, ob dieses Systems geeignet ist, die in Endosys vorgesehenen Fragestellungen zu
bearbeiten, wurden die bereits durchgefiihrten Untersuchungen am Interleukin-6-Signalweg
um Experimente zur Rolle der Endozytose bei der Signalweiterleitung erweitert.
Wie bereits in der Einleitung erwéhnt, sind in der Literatur erste Erkenntnisse tiber die Rolle
der Endozytose bei der Signalweiterleitung im JAK/STAT3-Signalweg beschrieben: Shah et
al. ([45]) haben gezeigt, dass STAT3 mit den frithen Endosomen kolokalisiert, und Bild et al.
konnten die Notwendigkeit der Endozytose beim Kerntransport von STAT3 nach der
Stimulation mit EGF nachweisen ([44]).
In dieser Arbeit wurde die Reaktion auf IL-6 von primédren Hepatozyten in Kultur mit oder
ohne Behandlung mit Phenylarsinoxid (PAO) untersucht. PAO wird hiufig als Endozytose-
Inhibitor verwendet ([131], [67]), allerdings konnen zu hohe Konzentrationen oder zu lange
Behandlungszeiten zu unerwiinschten Nebeneffekten wie z.B. Anderung des ATP-Gehalts der
Hepatozyten, Verlust der zelluldren Integritit oder Zelltod fiihren ([131]). Deswegen war
zunichst eine Optimierung der verwendeten Konzentration notwendig. Dazu wurden
verschiedene Konzentrationen von PAO (1,25; 2,5; 5; 10; 20 und 30 uM) getestet und die
geringste ausgewdhlt, bei der noch der Kerntransport von STAT-3 nach der Stimulation mit
IL-6 verhindert wird. Da die Monolayerkultur weniger robust als die Sandwichkultur ist,
wurde die Arbeitskonzentration fiir die Monolayerkultur bestimmt und auch fiir die
Sandwichkultur verwendet. Bei dieser PAO-Konzentration war auch in Sandwichkulturen ein
deutlicher Effekt (Unterdriickung der Phosphorylierung von STAT3, Nachweis im Western
Blot) sichtbar.
Die Wirkung von PAO auf mit IL-6 behandelte Zellen wurde auf Proteinebene in allen
Kulturen untersucht. Um die von IL-6 beeinflussten Gene in Sandwichkulturen mit und ohne
PAO-Behandlung zu ermitteln, wurden Mikroarray-Analysen durchgefiihrt. Die
Stimulationszeit fiir die Mikroarray-Analysen wurde auf eine Stunde festgelegt, da die
Regulation der Gene nach der IL-6-Stimulation sehr schnell stattfindet.

* *
Das Protokoll fiir die Behandlung mit PAO wurde von Yumoto R et al. abgeleitet [67] (siche
auch Kapitel 2.1.5): Die Zellen wurden fiir 10 Minuten mit PAO inkubiert, gewaschen und

anschlieffend in frischem Medium weiter kultiviert oder mit IL-6 stimuliert. Da eine zu hohe
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PAO-Konzentration (ab 10 uM) nach einer Stunde* zu Integritéitsverlust und Zelltod fiihrt
(siche Abbildung 3.24 A) und zu geringe Konzentrationen (£ 2,5 uM) kaum ein Effekt haben
(nicht gezeigt), wurde eine Konzentration von 5 uM festgelegt. Bei dieser Konzentration wird
der Kerntransport von STAT3 deutlich inhibiert (Abbildung 3.24 B2 im Vergleich zu B1).
Zusitzlich wurden die mit 5 pM PAO behandelten Zellen auf Apoptose und Nekrose
untersucht (Abbildung 3.24 Cl1), wobei mit 10 puM PAO behandelte Zellen als
Positivkontrolle benutzt wurden (siehe Abbildung 3.24 C2). Auch dieser Test bestitigt, dass

die Konzentration von 5 uM weder Apoptose noch Nekrose auslost.

Abbildung 3.24: PAO-Wirkung in Monolayerkultur. (A): Hepatozyten eine Stunde nach
Behandlung mit verschiedenen PAO-Konzentrationen, (B): Immunfdrbung von STAT3 (griin)
nach 30" Stimulation mit IL-6 in unbehandelten (B1) und mit 5 uM PAQO behandelten Zellen
(B2); DAPI (blau); (C): Annexin-V-Test nach Behandlung mit 5 uM (C1l) und 10 uM (C2)
PAO; apoptotische Zellen sind griin und nekrotische sowohl griin als auch rot angefdrbt.
Messbalken 100 um

Des Weiteren wurden Proteinextrakte aus mehreren mit IL-6 stimulierten Monolayer- und
Sandwichkulturen mit und ohne PAO-Behandlung im Vergleich mittels Western Blot
analysiert. Jeweils eine reprdsentative Monolayer- (ML3, siehe Abbildung 3.25 links) und
Sandwichkultur (SW3, siehe Abbildung 3.25 Mitte) ist dargestellt, fiir SW3 zusétzlich Kern-

24 Die Zeitangaben bei PAO-Experimenten beziehen sich auf die Kultivierungsdauer der Zellen nach der 10-

miniitigen PAO-Behandlung und anschlieBendem Waschen.
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und Zytoplasmaextrakte. Die Proteine aus den mit PAO behandelten Kontrollzellen (ohne IL-
6-Stimulation) wurden nach einer Stunde extrahiert. Um eventuelle zeitliche Verdnderungen
der Proteinprofile allein durch die PAO-Zugabe zu bestimmen, wurden fiir die
Monolayerkultur ML4 solche Kontrollextrakte an verschiedenen Zeitpunkten nach der PAO-
Behandlung prépariert (Abbildung 3.25 rechts).

Monolayer Sandwich Monolayer
A A A
Vs ~ S r A
- PAO +PAO -PAO +PAO -PAO +PAO PAO:- 30' 1h 2h 6h
Kn Cy Kn Cy
IL6: — 30'1h 2h 6h — 30'1h 2h6h - 30'1h 2h 6h24h — 30'1h 2h 6h24h 30' 30' 30'30' - - - - -
P-STAT3 Tyr705 N : - |
STAT3 —————— ———— —_— - - T=smoee
P-ERK1/2 Thr202/Tyr204 =~ — — — — = == S
—————— e
ERK1/2
Cyclin D1 e
eEF2/AmphiGreen —— — o e

Abbildung 3.25: Western Blot von Kulturen mit und ohne PAO-Behandlung.
Gesamtextrakte aus der Monolayerkultur ML3 (links); Gesamt-, Kern- (Kn) und
Zytoplasmaextrakte (Cy) aus der Sandwichkultur SW3 (mitte);, Gesamtextrakte aus ML4 nach
Behandlung mit PAO allein (rechts).

Fir die Kern- und Zytoplasmaextrakte ist in Abbildung 3.25 (Mitte) die AmphiGreen-

Firbung der Membran?® als Ladungskontrolle gezeigt.

Abbildung 3.26: PAO-Effekte in der Sandwichkultur. (4): 24h nach PAO-Behandlung;
unbehandelte Zellen (A1), tote Zellen (A2), Zellen mit breiten Gallenkandlchen (43); (B):
Verdnderung der Kandlchen innerhalb von 72 Minuten, 6 h nach der Behandlung.

Gleichfarbige Pfeile markieren dieselben Gallenkandilchen zu beiden Zeitpunkten.
‘Messbalken 100 um
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Des Weiteren wurde in Sandwichkulturen beobachtet, dass 24 Stunden nach der Behandlung
mit PAO folgende Effekte auftreten: Ein gewisser Anteil der Zellen stirbt ab (Abbildung 3.26
A2), wihrend sich bei den iiberlebenden Zellen die Gallenkandlchen erweitern (Abbildung
3.26 A3). Als Vergleich ist in Abbildung 3.26 Al eine unbehandelte Kultur zum gleichen
Zeitpunkt gezeigt. In Abbildung 3.26 B1 und B2 ist die Erweiterung der Gallenkandlchen
innerhalb von 72 Minuten dargestellt.

Fiir Mikroarrayanalysen wurden die Hepatozyten mit IL-6 (eine Stunde Stimulation), PAO
(10 Minuten Behandlung und anschlieend eine Stunde Kultivierungszeit) oder mit beiden
gleichzeitig (10 Minuten PAO-Behandlung und anschlieBend eine Stunde IL-6-Stimulation)
behandelt, und als Kontrolle wurden nicht behandelte Zellen analysiert. Die vier
verschiedenen Behandlungen werden im Weiteren als ,,IL-6“, ,,PAO*, ,IL-6 PAO* bzw. , K*
bezeichnet. Drei unabhédngige Kulturen (SW5, SW6 und SW7) mit dhnlicher Zellvitalitdt nach

K IL-6 PAO IL-6 PAO
SW5
SW6
SW7
B SW5 swe sw7

e - + -+ -+
pim-1
eef-2
Abbildung 3.27: Kulturen fiir Mikroarrays. (4): Ausgewdhlite Wells fiir die RNA-Extraktion.

Immunfarbung von ZO-1 (links) und Phasenkontrastbilder (rechts); Messbalken 50 um

(links) und 100 um (rechts),; (B): Validierung der Mikroarrayergebnisse.
der Isolierung (70-70,5%) und vergleichbarem Polarisierungszustand (siehe Abbildung 3.27

A) wurden dafiir verwendet. Fiir die RNA-Extraktion wurden Wells ausgesucht, die auch
optisch dhnlich waren. Die RNA-Extrakte wurden der Firma Miltenyi Biotec zur

Hybridisierung von Mikroarrays und fiir eine bioinformatische Auswertung geschickt.
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Die Mikroarrayanalysen wurden mittels PCR validiert, als Beispiel ist die Expression des
nach IL-6-Stimulation hochregulierten Gens Pim-1 in Abbildung 3.27 B dargestellt.
Verhiltnisse zwischen Expressionsniveaus in den unterschiedlich behandelten Zellen und den
Kontrollzellen der gleichen Maus (IL-6/K, IL-6 PAO/K und PAO/K) wurden von Miltenyi
Biotec berechnet. Dabei wurde ein Gen als signifikant reguliert betrachtet, wenn es in allen 3
Mauszellkulturen signifikant entweder hoch- oder herunterreguliert war. Details zur
statistischen Auswertung befinden sich im Anhang F. Die signifikant regulierten Gene nach
der IL-6-Stimulation sowie ihre Expression nach der kombinierten Behandlung sind in
Anhang F3 aufgelistet. Die fiir diese Gene ermittelten Daten wurden einer eigenen
Auswertung unterzogen. Bei der Kategorisierung der Gene wurden, um einige Effekte besser
isoliert betrachten zu kénnen, zunéchst folgende Verhiltnisse mit der angegebenen Bedeutung
berechnet:

- -: Wirkung von IL-6 alleine

- : Wirkung von IL-6-auf mit PAO-behandelte Zellen. Der Vergleich mit
IL-6/K gibt Hinweise, ob und wie PAO die Wirkung von IL-6 auf das jeweilige Gen
beeinflusst. Ein Unterschied zu IL-6/K kann aber auch an der Uberlagerung der
isolierten Wirkungen von PAO und IL-6 liegen.

- PAO/K: Wirkung des Inhibitors alleine

- _: Wirkung von PAO auf IL-6-stimulierte Zellen. Liefert im Vergleich mit
PAO/K Indizien, ob PAO den Effekt von IL-6 auf das jeweilige Gen tatsdchlich
inhibiert, oder eine Verringerung der IL-6-Wirkung durch PAO evtl. darauf
zuriickzufiihren ist, dass PAO direkt eine gegenteilige Wirkung entfaltet.

- IL6 PAO/K: Kombinierte Wirkung von PAO und IL-6

Auf Basis dieser Werte konnen 6 Arten von Effekten auf die Genexpression unterschieden
werden, die die gewonnenen Erkenntnisse liber die Wirkungen von IL-6 und PAO auf das
jeweilige Gen und die Wechselwirkungen zwischen beiden Behandlungen widerspiegeln. Die
Klassen sind vollstindig in Anhang F3 aufgelistet. Da nur die Ergebnisse aus der ersten
Klasse klare Schliisse zulassen, werden nur diese hier dargestellt (siche Abbildung 3.28):

1. Auf diese Gene hat PAO alleine keine Wirkung, aber die Wirkung von IL-6 ist bei
Anwesenheit von PAO vermindert, bei einigen fast vollstindig deaktiviert. Es ldsst
sich klar schlussfolgern, dass PAO die entsprechende Funktion von IL-6 inhibiert.

In Abbildung 3.28 sind reprédsentativ nur die Werte der aus Maus 1 gewonnenen Zellen

dargestellt.
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Abbildung 3.28: Gene der Gruppe 1. Die y-Achse ( logarithmisch skaliert) zeigt den Faktor,
um den das Expressionsniveau eines Gens verdndert wurde. Werte iiber 1: Hochregulation,

Werte unter 1: Herunterregulation.

* *

Es ist schwierig, eine geeignete PAO-Konzentration zu wihlen, die zwar die Endozytose
deutlich inhibiert, aber nicht letal auf die Zellen wirkt. Endozytose und Vesikeltransport sind
Prozesse, die nicht nur bei Signalweiterleitung nach Stimulation mit Wachstumsfaktoren eine
Rolle spielen. Deswegen kann angenommen werden, dass eine vollstindige Inhibierung
solcher Prozesse zum Tod der Zellen fiihrt. Sowohl die Proteinanalysen als auch die
Ergebnisse der Mikroarrays zeigen, dass PAO allein schon die Zellen beeinflusst. Eine PAO-
Konzentration von 5 pM hat sich in den Vorversuchen als optimal herausgestellt, um die
kurzfristige Wirkung von IL-6 (z.B. Phosphorylierung von P-STAT3) zu inhibieren. Bei
dieser Konzentration sind aber in Monolayerkultur nach 24 Stunden Kulturzeit bereits alle
Zellen abgestorben. Eine noch geringere PAO-Konzentration koénnte zwar die langfristigen
Wirkungen mildern, allerdings ist dann die kurzfristige Wirkung zu schwach, um einen
sichtbaren Einfluss auf den IL-6-Signalweg auszuiiben. In Sandwichkultur héngt die
Uberlebensrate der Zellen 24 Stunden nach der PAO-Behandlung mit der Anzahl und dem
Volumen der ausgebildeten Gallenkandlchen zusammen. Die Ausweitung der
Gallenkanélchen in mit PAO behandelten Kulturen spricht fiir eine hohe Aktivitét der Zellen,
sie scheinen das PAO dorthin zu transportieren, um die toxischen Effekte zu minimieren. Das
Ausscheiden von PAO hilft allerdings nur begrenzt, weil die Gallenkandlchen in
Sandwichkultur geschlossene Gefille sind und kein Abtransport stattfinden kann. Bei

Kulturen mit besonders vielen und gut ausgebildeten Gallenkanélchen ist der Effekt von PAO
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schwicher und die Ausweitung der Kanilchen stéirker.

In der Monolayerkultur sind von P-ERK1/2 nach den verschiedenen Behandlungen (IL-6,
PAO, IL6 und PAO gleichzeitig) dhnliche Mengen zu beobachten (Abbildung 3.25 links und
rechts). STAT3 wird von PAO alleine nicht phosphoryliert, und nach der kombinierten
Behandlung mit IL-6 und PAO ist die Phosphorylierung inhibiert.

Die Kernextrakte der Sandwichkultur SW3 zeigen ohne den Einfluss von PAO eine deutlich
erkennbare Kernlokalisierung von P-STAT3 (Tyr 705) nach Stimulation mit IL-6. Bei
zusitzlicher PAO-Zugabe enthalten die Gesamtextrakte nur noch wenig P-STAT3, welches
eher im Zytoplasma als im Kern lokalisiert ist. Die Reaktionen von P-STAT3 (Tyr 705) und
P-ERK1/2 (Thr 202/Tyr 204) erscheinen nach PAO-Zugabe verzdgert.

Die verzogerte Aktivierung von STAT3 (Tyr 705) und ERK1/2 (Thr 202/Tyr 204) in der
Kultur SW3 konnte dadurch zustande kommen, dass der Transport von PAO in die
Gallenkanélchen ausreichend gut funktioniert, um binnen einer Stunde die PAO-
Konzentration in den Zellen soweit zu verringern, dass der STAT-Signalweg aktiv werden
kann. Sandwichkulturen mit weniger oder kleineren Gallenkanédlchen kénnen demnach die
PAO-Konzentration nicht ausreichend reduzieren. Das konnte erkldren, warum ihre Reaktion
auf PAO drastischer ist und eher der von Monolayerkulturen dhnelt. So ist in der Kultur SW2
zu keinem der untersuchten Zeitpunkte P-STAT3 (Tyr 705) nachweisbar, und ERK1/2 ist
nach PAO-Behandlung unabhéngig von der IL-6-Stimulation stirker phosphoryliert (nicht

gezeigt).

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Aktivierung von STAT3 eindeutig von PAO unterdriickt
oder verzogert wird (z.B. in SW3). Das bedeutet, dass die Endozytose notwendig fiir die
Signalweiterleitung nach Stimulation mit IL-6 ist. Die Western-Blot-Experimente von
Kernextrakten und Immunfarbungen zeigen die erwartete Inhibierung des Kerntransports.
Allerdings ist, anders als von Bild et al. ([44]) beobachtet, in den Gesamtextrakten zu sehen,
dass auch die Phosphorylierung von STAT3 an Tyr 705 unterdriickt wird.

Anders als im Fall von STAT3, dessen Phosphorylierung, wie die Ergebnisse aus jeder Kultur
bestitigen, von Endozytose abhingt, ist die Rolle der Endozytose bei der Aktivierung von
ERK1/2 unklar. In den Monolayerkulturen ML1 und ML4 sowie den Sandwichkulturen SW1
und SW2 ist nach der PAO-Behandlung mehr ERK phosphoryliert, dagegen sind bei den
Monolayerkulturen ML2 und ML3 keine Unterschiede zu sehen. Erst die verzogerte Reaktion
in der Kultur SW3 ldsst vermuten, dass die Phosphorylierung von der Endozytose abhingt. Es
stellt sich allerdings die Frage, warum diese Kultur eine abweichende Reaktion zeigt. In allen

Kulturen, mit Ausnahme von SW3, ist ERK1/2 bereits in den PAO-Kontrollextrakten
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(Behandlung mit PAO, keine IL-6-Stimulation) phosphoryliert. Dies zeigt, dass PAO alleine
diese Phosphorylierung bewirken kann. Unter der Voraussetzung, dass das Anschwellen der
Gallenkanélchen tatsdchlich auf Ausscheidung von PAO zuriickzufiihren ist, ldsst sich
vermuten, dass die PAO-Konzentration in den Zellen der Kultur SW3 so schnell verringert
wird, dass die Wirkung auf ERK deutlich schwicher ausfillt. Etwas spidter (verzogert
gegeniiber der Reaktion in Kulturen ohne PAO) ist sogar die IL-6-induzierte
Phosphorylierung von STAT3 und ERK zu beobachten.

Eine allgemeine Korrelationsanalyse der Genexpressionsdaten der 12 Experimente (drei
Kulturen mit jeweils vier Behandlungen) zeigt, dass die Ahnlichkeiten zwischen
verschiedenen Behandlungen von Zellen der gleichen Maus grofler sind als die zwischen
gleichen Behandlungen in verschiedenen Mé&usen/Kulturen. Aus diesen Griinden wurden
keine klassischen statistischen Verfahren angewendet.

Die Mikroarrayanalysen zeigen zunichst, dass in den drei untersuchten Kulturen quantitative
Variationen in der Genexpression vorkommen. Das ist nicht ungewdhnlich bei der
Verwendung primérer Zellen, die individuumsspezifische Unterschiede aufweisen konnen.
Die nach IL-6-Stimulation regulierten Gene spielen zum Teil eine Rolle bei Proliferation oder
Entziindung, auch tumorspezifische Gene sind reguliert. Zum Beispiel werden jun-B und
gadd45 als unmittelbar frithe Gene (,,immediate early genes®) nach einer partiellen
Hepatektomie hochreguliert [132]. Pim-1 ist ein Proto-Onkogen [133], das zusammen mit c-
myc eine Rolle beim Ubergang von der G- zu S-Phase spielt [55]. Pim-3 ist hiufig in
hepatozelluldren Karzinomen (HCC) exprimiert und notwendig fiir die Proliferation von
daraus gewonnenen Zelllinien [134].

Fiir die Gene der Gruppe 1, ist eindeutig, dass die Endozytose fiir ihre Regulation notwendig
ist. Obwohl IL-6 in der Sandwichkultur einige Proliferationsgene reguliert, sind andere
typischerweise von STAT3 aktivierten Gene (z.B. Cyclin-D1, -D2, -D3,-A, p21, [46]) in
diesen Kulturen in Vergleich zu Kontrollzellen nicht hochreguliert, und Zellteilung kann in

Sandwichkultur nicht beobachtet werden.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass auch in der Sandwichkultur der
Kerntransport von P-STAT3 von Endozytose abhéngt, wie in der Literatur schon beschrieben.
Somit ist die Sandwichkultur geeignet fiir die Analyse von Signalwegen, die Endozytose
voraussetzen. Weiterhin ist aus diesen Ergebnissen erkennbar, dass, anders als bei dem EGF-
Signalweg [44], nicht nur der Kerntransport sondern bereits die Phosphorylierung von STAT3

nach einer Stimulation mit IL-6 Endozytose voraussetzt.
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Die unvollstindige Aktivierung der IL-6-Zielgene sowie die Aktivierung einiger
tumorspezifischer Gene stellt die Frage, ob die Hepatozyten in der Sandwichkultur trotz
Ahnlichkeiten mit dem in-vivo-Zustand auch Anzeichen einer malignen Transformation
aufweisen. Eine genauere Untersuchung der Transformation von Zellen in Monolayer- und

Sandwichkulturen ist im folgenden Kapitel beschrieben.
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3.6 Transformation in Hepatozytenkulturen

Primédre Hepatozyten in einer Sandwichkultur behalten 1dnger und besser die in-vivo-dhnliche
Morphologie sowie charakteristische Funktionen wie z.B. Albuminsekretion bei, allerdings
lassen die morphologischen Verdanderungen der Zellen im Randbereich (siehe Abbildung 3.6,
Kapitel 3.1.3) sowie die Aktivierung einiger tumorspezifischer Gene (siche Kapitel 3.5) eine
epithelial-mesenchymale Transformation (EMT) vermuten.
Um die in Monolayer- und in geringerem Malle auch in Sandwichkulturen beobachteten
Transformationen besser zu charakterisieren, wurden Kulturen anhand verschiedener Marker
analysiert. Als klassische epitheliale bzw. mesenchymale Marker wurden E-Cadherin bzw.
Vimentin ausgewdhlt, und ihre Expression wurde sowohl auf Gen- als auch auf Proteinebene
untersucht. Der Matrix-Abbau wurde mittels Expression von MMPs (Transkription von mmp-
2, mmp-9 und mmp-13 und als Protein die aktive Form von MMP-9) nachgewiesen. Als
Marker fiir die EZM-Synthese wurde Collagen I ausgewéhlt, weil es das von Hepatozyten am
meisten synthetisierte Matrix-Protein ist ([135]). Da in der Sandwichkultur das von den
Zellen synthetisierte Collagen von den Collagenresten der Beschichtung nicht unterscheidbar
1st, wurde es nur auf Genebene untersucht, und das Protein Fibronectin wurde mittels Western
Blot nachgewiesen. Des Weiteren wurden in Proteinextrakten einer Kultur auch die
Expression von ZO-1 und B-Catenin als TJ- bzw. AJ-Bestandteile sowie Albumin und Cyp
1A2 als Stoffwechselmarker untersucht.

* %
Zunichst wurden Zellen aus derselben Maus auf Monolayer- und Sandwichkultur (75.000
Zellen/cm?) ausgesdt und RNA und Proteine am Tag 1, 3 und 6 extrahiert und analysiert.
Dieses Experiment wurde mit zwei Mausen durchgefiihrt, die Ergebnisse einer Maus (ML5
und SW8) sind im Folgenden als Beispiel dargestellt. Die charakteristische morphologische
Verdanderung der Zellen in beiden Kulturtypen ist in den Phasenkontrastbildern erkennbar
(Abbildung 3.29 A1 (ML5) und A2 (SWS)). Die Expression von E-Cadherin, Vimentin,
MMP-13, MMP-9, Collagen 1A1 wurde mittels PCR untersucht (Abbildung 3.29 B).
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Abbildung 3.29: Transformation in Hepatozytenkulturen. (4): Phasenkontrastbilder einer
Monolayerkultur (A1) und einer Sandwichkultur (A2), Messbalken. 100 um; (B): PCR-

Nachweis fiir Transformationsmarker.

Des Weiteren wurde eine Sandwichkultur angesetzt (SW9), in der die Transformation im
Detail verfolgt wurde. Dazu wurden sowohl die Gen- als auch die Proteinexpression sowie die
Lokalisierung verschiedener Marker betrachtet (siche Abbildung 3.30).

Da eine morphologische Verdnderung in Sandwichkulturen vor allem in Randbereichen
beobachtet wurde, wurden im Folgenden zunichst die Genexpression von Zellen aus dem
Rand- und Mittelbereich separat analysiert. Die getrennte RNA-Isolierung wurde
folgendermaBlen durchgefiihrt: Der Bioreaktor wurde auf Trockeneis gestellt und das Well
zweimal mit kaltem PBS gewaschen. Dann wurde mit einem Skalpell ein kreisférmiges Stiick
aus der Mitte des Wells herausgeschnitten. Der Randbereich wurde dann mit dem Skalpell
vom Wellrand getrennt, und beide Regionen wurden unter dem Mikroskop kurz beobachtet,
um sicherzustellen, dass der mittlere Bereich nur rechteckige Zellen enthielt. Die Sandwich-
Konstrukte aus beiden Fraktionen wurden mit abgeschnittener Pipettenspitze in 2-ml-Gefdl3e
iiberfiihrt, und die RNA-Isolierung erfolgte wie in Kapitel 2.2.1 beschrieben. Die Ergebnisse
der PCRs fiir die zwei RNA-Fraktionen im Vergleich zum Gesamt-RNA-Extrakt am Tag 5
sind in Abbildung 3.31 A dargestellt. Des Weiteren wurden mogliche Unterschiede in der
Collagenstruktur in der Mitte und am Rand eines Wells analysiert. Daflir wurde eine
Collagenschicht ohne Zellen mit Antikorpern gegen Collagen I gefdarbt und verschiedene
Bereiche mit gleichen Mikroskopeinstellungen fotografiert (Abbildung 3.31 B).
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Abbildung 3.30: Sandwichkultur SW9. (4): Phasenkontrastbilder in der Mitte und am Rand
eines Wells, Messbalken 100 um; (B): Immunfirbung von E-Cadherin, a/B-Tubulin, ZO-1, -
Catenin und Actin. Fiir die Farbung mit p-Catenin/Phalloidin sind fiir Tag 5 auflerdem je
eine Aufnahme in der Mitte (a), am Rand (c) und dazwischen (b) dargestellt, Messbalken 50
um; (C): Zeitverlauf der Expression verschiedener Gene (PCR) und (D) Proteine (Western

Blot); (E): Phosphorylierung von STAT3 nach Stimulation mit IL-6 am Tag 5, Western Blot.
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A Tag:

E-Cadherin

Vimentin

Collagen 1A1
MMP2
MMP9
MMP13
Cyp1A2
Albumin

eEF2

1]
o
3
o
g

Abbildung 3.31: Vergleich zwischen Mitte und Randbereich in Sandwichkultur. (A):
Genexpression (PCR) am Tag 5 im gesamten Well (5), in der Mitte (5m) und am Rand (5r).
Unterschiede zwischen Mitte und Randbereich sind markiert; (B): Immunfdirbung der

Collagen-Fasern in der Mitte (B1) und am Rand (B2). Messbalken 100 um

*

%

Der Vergleich der Genexpression in Monolayer- und Sandwichkultur (Abbildung 3.29 B)
zeigt, dass die Expression von E-Cadherin in beiden Kulturen konstant bleibt, obwohl
Vimentin mit der Zeit hochreguliert wird (besonders stark in Monolayerkultur). Collagen I
wird in Sandwichkultur stirker exprimiert, die Expression steigt aber in beiden Kulturen an.
Auch bei MMP9 und MMP13 wird eine zunehmende Expression beobachtet, wobei MMP13
in der Sandwichkultur stirker exprimiert wird als in der Monolayerkultur.

Auch in der Kultur SW9 ist die morphologische Anderung der Zellen in den Randbereichen
starker ausgepragt (Abbildung 3.30 A, vergleiche Mitte mit Rand). Ebenso sind in der
Immunfirbung zeitliche Anderungen sichtbar (Abbildung 3.30 B): Die Lokalisierung von E-
Cadherin an der Membran nimmt mit der Zeit ab, Tubulin bildet am Tag 5 lange Mikrotubuli,
die am Tag 3 gut ausgebildeten TJ (ZO-1-Farbung) werden am Tag 5 weniger, die gestreckten
Zellen am Tag 5 weisen ovale Kerne auf, schon am Tag 3 bilden einige Zellen intrazelluldre
Actin-Fasern, und am Tag 5 zeigen die stark ausgestreckten Zellen deutliche Stressfasern
(Tag 5 c), wobei B-Catenin an der Membran lokalisiert bleibt. Die Genexpressionsprofile fiir
E-Cadherin, Vimentin, Collagen I, MMP-9 und MMP-13 &hneln der Expression in der Kultur
SW8. Bei MMP-2 zeigt zunehmende, CyplA2 abnehmende Expression, wéhrend bei
Albumin keine signifikanten Anderungen zu beobachten sind (Abbildung 3.30 C1). Der
Western Blot (Abbildung 3.30 D) zeigt am Tag 1 eine stdrkere Expression von E-Cadherin als

am Tag 0 (eine Stunde nach der Aussaat), allerdings wird sie im weiteren Verlauf schwicher,
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und am Tag 5 ist E-Cadherin nicht mehr nachweisbar. Ahnliche Profile sind fiir B-Catenin
und ZO-1 zu beobachten. Vimentin und Fibronectin sind schon am Tag 0 schwach vorhanden,
und ihre Menge nimmt weiter zu. Die aktive Form von MMP9 kann erst ab Tag 3
nachgewiesen werden. Weiterhin steigt die Albuminmenge mit der Zeit, aber Cypl1A2 kann
nur am Tag 0 und 1 nachgewiesen werden. Trotz der sichtbaren Verdnderungen der Kultur am
Tag 5 wird keine konstitutive Phosphorylierung von STAT3 beobachtet (siche Abbildung
3.30E).

Die getrennte Analyse der Genexpression im mittleren Bereich und am Rand zeigt nur bei
Vimentin und Albumin Unterschiede: Vimentin ist im Randextrakt hoher exprimiert als in der
Mitte, bei Albumin ist die Situation umgekehrt. Die Collagenmatrix scheint am Rand dichter

zu sein (Abbildung 3.31).

Die steigende Expression vom mesenchymalen Marker Vimentin zusammen mit der
konstanten Genexpression von E-Cadherin und die leicht steigende Expression von MMP9,
MMP13 und Collagen 1A1 in der Monolayerkultur deutet auf Scattering hin. Einige Studien
haben gezeigt, dass die Transformation der Hepatozyten in Monolayerkulturen nach
Beschichtung der Zellen mit einer zweiten Collagenschicht reversibel ist ([26], [136]),
allerdings wurden dabei nicht so extreme morphologischen Verdnderungen und
Polynuklearitit beobachtet wie in dieser Arbeit (sieche Abbildung 3.3, Kapitel 3.1.2). Diese
Veranderungen sowie die fehlende Antwort der Zellen auf IL-6 sind Merkmale seneszenter
Zellen [137]. Auch die fehlende Expression des Housekeeping-Proteins eEF2 am Tag 6,
sowie die sehr schwachen Signale bei allen anderen Proteinen mit Ausnahme des Zytoskelett-
Proteins Vimentin (nicht dargestellte Ergebnisse) sprechen fiir Seneszenz (siehe auch Parrado
et al.,[122]).

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die beobachtete Transformation in der
Monolayerkultur weniger einer EMT oder Scattering entspricht, sondern eher einer Alterung

der Zellen.

In der Sandwichkultur deutet die Herunterregulation des leberspezifischen Proteins Cypl1A2
auf einen Funktionsverlust hin, trotz der konstant hohen Expression des Albumin-Gens und
-Proteins. Die nur begrenzte Fahigkeit der Sandwichkulturen, den hepatischen Phénotyp
aufrechtzuerhalten, wurde auch in anderen Studien festgestellt [138].

Die Regulation von E-Cadherin scheint posttranskriptional zu sein, da die Genexpression
konstant bleibt, wihrend die Proteinmenge, genauso wie die anderer Bestandteile der 4/ und

TJ (B-Catenin, ZO-1), mit der Zeit abnimmt. Auch in der Sandwichkultur wird eine steigende
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Expression von Vimentin (Gen und Protein) beobachtet, allerdings viel schwécher als in
Monolayerkulturen. Die Expression der MMP und Matrixproteine ist in der Sandwichkultur
eindeutig hoher als in Monolayerkultur, was bedeutet, dass diese Zellen ihre EZM stéirker
umbauen. Die Synthese von Collagen, Fibronectin und Laminin von Hepatozyten in
Sandwichkulturen wurde bereits beschrieben [136]. Fibronectin wird typischerweise von
Fibroblasten synthetisiert, und seine Ablagerung in der EZM ist ein Zeichen fiir chronische
Schéden und nicht fiir Regeneration [135], [139]. Allerdings enthdlt die Basallamina der
Leber auch Komponenten, die untypisch fiir eine Basallamina sind wie Collagen I und
Fibronectin [135]. Daher stellt sich die Frage, ob die Hepatozyten in Sandwichkultur
Fibronectin synthetisieren, um die Zusammensetzung der kiinstlichen EZM an ihre
Bediirfnisse anzupassen, sich in einem entziindungsidhnlichen Zustand befinden oder
Fibroblasten-typische Eigenschaften gewonnen haben. Die EMT kann nicht nur durch
Wachstumsfaktoren wie TGF-f induziert werden [140], auch die Aktivierung von a,f-
Integrinen durch Collagen ist ausreichend, um eine von Wachstumsfaktoren unabhéngige
EMT zu bewirken [141]. Die spindeldhnliche Form und die ovalen Kerne der Zellen sowie die
Bildung von Stressfasern und Zell-Zell-Kontakten im Randbereich (Abbildung 3.30 Tag 5 ¢)
sind typische Fibroblasten-Charakteristika. Bei den Zellen in der Mitte zeigen die
Morphologie, das Zytoskelett und die Polaritdt keine Verdnderungen. Anders ist die Situation
bei der Genexpression: Verglichen mit den Zellen am Rand ist in der Mitte die Expression
von MMP-2, -9, -13 und Collagen-1 gleich hoch. Das spricht dafiir, dass auch in diesen
Zellen eine Transformation stattfindet. Die schwichere Expression von Vimentin, die stirkere
Expression von albumin und die Morphologie in der Mitte des Wells zeigen aber, dass die
Transformation in diesem Bereich weniger ausgeprigt ist. Weaver et al. haben gezeigt, dass
die EZM und ihre Rezeptoren den Phénotyp von Brust-Epithelzellen beeinflussen konnen und
so dominant auf den zelluliren Phénotyp wirken [142]. Da in Sandwichkulturen die
Collagenstruktur am Rand dichter erscheint als in der Mitte (sieche Abbildung 3.31 B), was
eine unterschiedliche Aktivierung der Integrine im mittleren oder Randbereich ermoglichen
kann, konnte die Auspridgung der Transformation in verschiedenen Bereichen eines Wells mit
der Collagenbeschichtung zusammenhingen. Gleichzeitig ldsst dies vermuten, dass die
Veranlagung zur Transformation im zelluldren Phidnotyp der Hepatozyten in Kultur schon
durch Verdnderungen wéhrend der Isolierung aus der Leber vorgegeben ist.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass die in Monolayerkulturen beobachtete
Transformation fiir Seneszenz spricht, wihrend die leichte Verdnderung der Zellen in der
Sandwichkultur Merkmale eines Scattering zeigt. Im folgenden Kapitel wurde untersucht, ob

ein Zusammenhang zwischen Isolierung und Transformation besteht.
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3.7 Isolierung

Loyer et al. haben gezeigt, dass wihrend der Isolierung der Hepatozyten aus der Leber ein
Ubergang von der Go- zur G,-Phase (,,priming* der Hepatozyten) stattfindet, wobei der
Ausloser der Collagenaseverdau ist. Sie unterteilen das G1-Stadium in die unmittelbar frithe
(,,immediate-early), die frithe (,,early”) und die mittlere (,,mid*“) Phase. Danach folgt der
Restriktionspunkt, der erst nach der Stimulation mit Mitogenen tiberschritten wird. Als Folge
wird Cyclin D1 sowohl auf Gen- als auch auf Proteinebene aktiviert [143].

Um zu klaren, ob dies auch in den untersuchten Kulturen der Fall ist bzw. um einen
Zusammenhang zwischen diesem Ubergang und der Stirke der Ausprigung der
Transformation herstellen zu konnen, wurden folgende verschiedene (nicht stimulierte)
Kulturen auf Genebene vergleichend charakterisiert: Eine Suspension (Zellen frisch nach dem
Collagenaseverdau), die Kultur SW8 und die mit

Zellkultur: Susp. ML5/SW8 SW5 SW6 SW7
den Zellen derselben Maus angesetzte Tag: 11 3 3 3

0
Monolayerkultur ~ ML5  sowie  die 3 anerin [l

Sandwichkulturen, deren RNA fir die
Mikroarrayanalysen verwendet wurden (SWS5- ~ Collagen1A1 - _

7). Als Marker fir verschiedene Stadien des  MMP-2

Ubergangs von Gy zu G, wurden folgende von ~ MmP-9

Loyer et al. untersuchten Gene ausgewihlt: c-  MMP-13
Fos als unmittelbar-frithes Gen, c-Myc als

Albumin
Marker fiir die frilhe G;-Phase, p53 fiir die

Cyp1A2

mittlere G;-Phase und Cyclin D1 fiir die
Uberschreitung  des  Gj-Restriktionspunkts.  c-fos
Gleichzeitig wurde auch die Expression der  c-myc

Transformationsmarker betrachtet.

p53
% %
Cyclin D1
Die Ergebnisse der PCR sind inAbbildung 3.32
eEF2

dargestellt. C-Fos wird, wie erwartet, schon in

=~

den  Suspensionszellen exprimiert. Beim Abbildung  3.32:  Vergleich  de
Vergleich einer Monolayer- und einer Genexpression in verschiedenen
Sandwichkultur mit Zellen aus der gleichen Kulturen. (PCR).

Isolation (ML5 und SW8) zeigt sich, dass in ML5 die Expression von c-Fos, c-Myc und
Cyclin D1 leicht, die von p53 deutlich hoher ist als in SW8. Auch die Transformation ist hier
starker ausgeprdgt (Vimentin) und die spezifische Aktivitdt deutlich geringer (Albumin
CyplA2) .Der Kulturtyp hat also einen Einfluss darauf, wie sich die Folgen der Isolierung auf
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die Zellen auswirken.

Die Aktivierung der unmittelbar-friihen Gene nach der Isolierung (,,priming®) erinnert an
Regeneration, allerdings findet in den untersuchten Sandwichkulturen keine Mitose statt, und
auch der fiir Hepatozyten natiirliche Zustand (G,) wird nicht wieder erreicht. Die
Hochregulation von c-Fos nach der Isolierung, sowie die spétere Aktivierung von c-Myc, p53
und Cyclin DI sind Indizien dafiir, dass die Hepatozyten das G;-Stadium durchlaufen.
Allerdings bleiben dabei c-Fos und c-Myc bis zum Tag 3 aktiviert, obwohl sie normalerweise
nur transient akiv sind (siehe [143]). Es ist bekannt, dass die Uberexpression von c-Fos eine
EMT oder eine Dedifferenzierung von Epithelzellen einleiten kann, die mit einer Inhibierung
der Proliferation und Aktivierung der Apoptose verbunden ist [61]. Reichmann et al. haben
gezeigt, dass in Brust-Epithelzellen die kurzfristige Aktivierung von c-Fos einen reversiblen
Polarititsverlust induziert, wihrend eine langzeitige Aktivierung dazu fiihrt, dass die Zellen
ihre Polaritét irreversibel verlieren und eine epithelial-fibroblastoide Transformation beginnen
([144]). Ahnliche Merkmale zeigen in unterschiedlichem MaBe die in dieser Arbeit
beobachteten Sandwichkulturen: c-Fos ist durchgingig aktiv, Anzeichen von Transformation
sind vorhanden, Apoptose ist aktiviert und kann nur durch Zell-Zell-Kontakte umgangen
werden (siehe auch Kapitel 3.1.3). Die als Indikatoren fiir den Ubergang Go-G; benutzten
Gene (c-Fos, c-Myc, p53 und Cyclin D1) sind in SW7 am geringsten exprimiert, und
gleichzeitig zeigt diese Kultur die schwiéchsten Anzeichen einer Transformation (Expression
von Vimentin, MMP-2 und MMP-9). Die gleichen Indikatoren sind bei SWS5 etwas schwécher
ausgepragt als bei SW8, und auch die Transformation ist hier weniger deutlich, wihrend in
Monolayerkultur sowohl die Marker fiir den Go-G,-Ubergang als auch die Transformation am

stirksten ausgepragt sind.

Diese Beobachtungen sowie der Vergleich zwischen Monolayer- und Sandwichkultur weisen
darauf hin, dass eine hohere Expression von c-fos, c-myc und p53 nach der Isolierung eine
deutlicher ausgepridgte Transformation verursacht, wobei sich in der Sandwichkultur diese

Veranderungen nach der Isolierung schwicher auswirken als in Monolayerkultur.
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3.8 Abschliefiender Vergleich

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Kultursystem fiir polarisierte primire murine
Hepatozyten flir Signaltransduktionsanalysen etabliert und vergleichend mit der
Monolayerkultur charakterisiert. Fiir einen abschlieBenden Vergleich wurden die Kulturen an
verschiedenen Tagen einzeln betrachtet und die Eigenschaften in Tabelle 3.1 festgehalten.
Anschliefend wurden anhand der Tabelle und der Ergebnisse der einzelnen Kapitel die
Monolayer- und die Sandwichkultur zusammentfassend charakterisiert:
Monolayerkultur_(Abbildung 3.33 Zellschient - nachbarlose Zelle poditgrenzierung
A) A m
Die Polaritdit wird schneller é%)

reetabliert, geht aber auch

schnell wieder verloren.

- Die konstitutive Aktivierung
von Akt und ERK konnte auf

die Kontakte zwischen Zellen B

und EZM, die auf einer

Monolayerbeschichtung ~ von @ : ';'- "l,

Anfang an moglich sind, N x R
zuriickzufiihren  sein.  Die T

Bildung von Fokalkontakten

kann auch die von IL-6 un- Abbildung 3.33: Schematische Darstellung der Zellen
abhingige  Phosphorylierung  (4): Monolayerkultur, (B): Sandwichkultur. B-Catenin
von STATS3 erkliren. (rot), Actin (griin), Gallenkandlchen (gelb).

~ Eine deutliche Antwort auf IL-6 (Phosphorylierung von STAT3, aber keine sichtbaren
Verdnderungen in der Aktivierung von ERK) ist nur am Tag 1 sichtbar, schon am Tag 3
reagiert die Kultur nicht mehr auf Stimulation und die meisten Proteine sind konstitutiv
aktiviert

— Die hepatische Aktivitit ist sehr gering

— Nachbarlose Zellen konnen durch Integrine Zell-EZM-Kontakte bilden und sind so trotz
fehlender AJ vor Anoikis geschiitzt; B-Catenin zeigt bei diesen Zellen -eine
zytoplasmatische Lokalisierung

— Die Dedifferenzierung ist am Rand stirker ausgeprigt; dedifferenzierte Zellen zeigen
Seneszenz-Merkmale (hohe Expression von p53, abgeflachte Form, Polinuklearitt,

fehlende Proteinsynthese)
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Insgesamt ist die Monolayerkultur instabil, veréndert sich bzw. altert schnell, ihre Reaktivitét

auf Stimulationen ist begrenzt, und die spezifische Funktion der Hepatozyten ist sehr

schwach.

Sandwichkultur (Abbildung 3.33 B)

Die Polaritét ist gut (in einigen Kulturen sehr gut) ausgebildet; die Gallenkanilchen sind
funktionsfahig, allerdings haben sie keinen Ausgang, wodurch sich sekretierte toxische
Stoffwechselprodukte in thnen sammeln konnen. Das konnte mit der Zeit zur Vergiftung

der Zellen fiihren.

Die Zellen konnen keine Kontakte mit dem Collagen der Sandwichbeschichtung
eingehen, moglicherweise wird deswegen keine konstitutive Aktivierung von ERK und

STATS3 beobachtet

Die Antwort auf IL-6 (Phosphorylierung von STAT3 und ERK1/2) ist auch am Tag 5 der
Kultivierung eindeutig, in guten Kulturen werden auch Cyclin D1 und Cyclin E1 von IL-6
aktiviert. Auf Genebene werden durch IL-6 unmittelbar-frithe- sowie Zellzyklus-Gene

reguliert.
Die Expression von Albumin ist sehr hoch, aber das Cyp1A2-Niveau sinkt mit der Zeit.

Nachbarlose Zellen sterben, da sie weder Zell-Zell- noch Zell-Matrix-Kontakte bilden

konnen.

Die Dedifferenzierung ist am Rand stdrker ausgeprégt, allerdings ist keine Seneszenz,
sondern eher EMT oder Scattering (Streckung der Zellen, lange Stressfasern, die
Collagenschichten werden abgebaut und Fibronectin wird synthetisiert) zu beobachten.
AuBlerdem weisen die Stressfasern auf Bildung von Fokalkontakten hin, was wiederum
Integrinbindungen voraussetzt. Die Zellen bilden diese Integrinverbindungen also
moglicherweise mit dem selbstsynthetisiertem Fibronectin. Anzeichen einer
Transformation sind auch im mittleren Bereich der Wells vorhanden, trotz unverianderter

Morphologie und Zytoskelettorganisierung.

Fir die Sandwichkultur Idsst sich zusammenfassen, dass sie zeitlich stabiler als die

Monolayerkultur ist und sich nur langsam verindert. Sie behélt ihre deutliche Reaktivitit auf

IL-6 iiber mehrere Tage aufrecht, und die leberspezifischen Funktionen werden in dieser Zeit

nur teilweise schwécher. Daher stellt sie eine bessere in vitro-Kultur fiir Hepatozyten dar und

ist auch fiir Analysen von Signalwegen geeignet.
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SW Tag 5 (nur
Prozess/ ML Tag 1 ML Tag 3 ML Tag 6/7 SW Tag 1 SW Tag 3 SW Tag 5/6 g (.
Parameter Strukt Genexpression)
ruxktur : S : z S
Mitte Rand Mitte | Rand | Mitte Rand Mitte Rand Mitte | Rand
Morphologie rechteckig| ausgebreitet | rechteckig| ausgebreitet [ ausgebreitet Fusion rechteckig rechteckig rechteckig gestreckt
Vimentin (G/P) Trans- ja/mein >Tag l/ja >Tag 3 wenig/nein >Tag 1/nein >Tag 3/nein ja ja, > Mitte
Cadherin (G/P) formation ja/>Tag0 ja’>Tag 0; <Tagl ja/mein ja ja, = Mitte
Keme rund rund mehrkernig rund | oval, mehrkernig rund rund rund oval
. . . . Membran, leicht Membran,
Actin-Strukturen Fokal- Ringe, kurze Faser Ringe, kurze Faser grof3e Ringe . Membran T R lange Faser
kontakte
konst.Expr. ERK ja ja nein
g - . Zytoplasma, Membran, selten | Membran, auch
B-Cateni/E-Cadherin Al Membran wenig Membran Zytoplasma Zytoplasma Membran Zytoplasma Zytophsma Membran
. .. .. lange GK, auch Keine oder
Z0O-1 Polaritit kleine GK iiberall iiberall Membran lange GK il A s e G
Gallenkanélchen klein nein wenig, klein kaum Kaum ? lange GK lange GK
konst. Expr. STAT3 etwas viel allgemein keine Proteine nein nein nein
Cyclin D1 nein ja, konstitutiv Nein oder nur nach
IL-6
Profil STAT3 ;
1
Matrixsynthese (G/P) | Matrix- nein/sehr wenig wenig/>Tag 1 > Tag 3/nein sehr wenig/sehr wenig |>ML T3/>T1, >ML} >ML T5/>T3 - -
MMPs (Gp) | Remodelling sehr wenig/nein sehr wenig/wenig > Tag 3/nein wenig, >ML/nein | wenig/wenig,> ML vielviel ja ja, = Mitte
Albumin (G/P) Heoatisch <<SW/wenig -/wenig vielviel viel/viel viel/viel ja ja, < Mitte
CyplA2 (G/P) ;ﬁfgne -/wenig -/nein ja/wenig weniger/nein weniger/nein ja ja, = Mitte
o2M (G/P) -/nein -/nein -/ja -fja
Apoptose manchmal, Gruppen selten, einzelne Zellen selte;;ﬁlen:ehae

Konst. Expr. — Konstitutive Expression, Z-Z-K — Zell-Zell-Kontakte, Strich (-) in der Tabelle bedeutet nicht untersucht.

Tabelle 3.1: Ubersichtscharakterisierung der Kulturen. Abkiirzungen und Notationen: GK — Gallenkandilchen; (G/P) — auf Gen-/Proteinebene,
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Da die Leber ein sehr komplexes System darstellt, ist es kaum denkbar, ein einfaches
Kultursystem zu entwickeln, das voll funktionsfihige Zellen enthdlt und gleichzeitig
Standardmethoden wie Immunfarbung, Gen- und Proteinanalysen ermdglicht. Trotz
allmdhlicher Transformation und Abnahme der hepatischen Funktionen kommt die
Sandwichkultur in allen betrachteten Aspekten dem in-vivo-Zustand ndher als die
Monolayerkultur. Allerdings konnen Sandwichkulturen aus verschiedenen Isolierungen sehr
unterschiedlich sein, wobei die sehr gut polarisierten und/oder wenig transformierten eine
Minderheit darstellen. Daher wire es wiinschenswert, die Kultivierung von Hepatozyten von
der Isolierung an zu optimieren, um eine Reproduzierbarkeit zu erreichen und die Qualitét der

Kultur zu verbessern.
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4 Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, eine Kultur fiir polarisierte murine Hepatozyten zu
etablieren, in der molekulargenetische und proteinbiochemische Untersuchungen
durchgefiihrt werden koénnen. Diese Kultur soll im Projekt ,,Endosys* verwendet werden, um
Mechanismen der Endozytoseregulation in polarisierten Hepatozyten zu untersuchen. Die neu
etablierte Kultur und die konventionelle Monolayerkultur sollten beziiglich der Morphologie,
Polaritdt, und Reaktion nach der Stimulation mit Interleukin-6 vergleichend charakterisiert
werden. Dazu wurden zundchst Protokolle fiir RNA- und Proteinextraktion sowie
Immunfarbung in der Sandwichkultur etabliert. Bei der RNA- und Proteinextraktion hat sich
die nichtenzymatische Entfernung der Collagenschichten vor der Lyse der Zellen als
notwendig und ausreichend erwiesen, um vom Protokoll unverfélschte Ergebnisse zu erhalten.
Die von der oberen Collagenschicht herrithrende Beeintrichtigung der Immunfiarbung, die
sich mit der Zeit vermindert, lieferte das erste Indiz dafiir, dass die Zellen in der
Sandwichkultur ihre extrazellulire Matrix verdndern. Um die Antwort auf IL-6 auf
Proteinebene besser vergleichen zu konnen, wurde zuerst das semiquantitative Western-Blot-
Verfahren weiterentwickelt und eine hyperbolische Regression fiir die Eichreihe verwendet.
Die Aktivierung verschiedener Proteine nach der Stimulation mit IL-6 wurde in beiden
Kulturen analysiert, in der Sandwichkultur zusétzlich die Genexpression. So zeigt die
Sandwichkultur auch am Tag 5 noch eine deutliche Reaktion auf der IL-6-Stimulation,
wihrend in der Monolayerkultur schon am Tag 3 eine konstitutive Expression aller
untersuchten Proteine und dadurch eine sehr schwache Antwort auf IL-6 beobachtet wurde.
Dies ging einher mit Dedifferenzierung und Polarititsverlust. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass nicht nur der Kerntransport von P-STAT3 (Tyr 705), sondern bereits die
Phosphorylierung von STAT3 nach IL-6-Stimulation ohne Endozytose nicht stattfindet.

Alle in dieser Arbeit betrachteten Sandwichkulturen bildeten ldngere und mehr
Gallenkanédlchen und zeigten gleichzeitig eine deutlichere Antwort auf IL-6 (z.B.
Phosphorylierung von STAT3) als die Monolayerkulturen. Bei einzelnen Sandwichkulturen
mit einem besonders gut entwickelten Netzwerk aus Gallenkanédlchen konnte nach der IL-6-
Behandlung auch die Aktivierung von Cyclin D1 nachgewiesen werden. Trotzdem wurden
auch in der Sandwichkultur leichte Anzeichen einer Transformation beobachtet. Im Gegensatz
zur Monolayerkultur, bei der es sich um Seneszenz handelt, liegt in der Sandwichkultur
vermutlich EMT oder Scattering vor, und die Transformation setzt deutlich spéter ein. PCR-
Ergebnisse zeigen eine Vimentin-Expression in der Sandwichkultur auch in Zellen, die keine

morphologischen und strukturellen Verdnderungen aufweisen, daher kann die Sandwichkultur
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verwendet werden, um vom Umbau des Zytoskeletts unabhéngige Verdnderungen wiahrend

der Transformation zu untersuchen.

Obwohl die Sandwichkultur die Struktur und Funktion der Leber keinesfalls vollstindig
wiedergeben kann, konnte in der vorliegenden Arbeit eine Kultur fiir murine Hepatozyten

etabliert werden, die auch fiir Untersuchungen von Signalwegen geeignet ist.
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Anhang A: Chemikalien, Materialien und Kits

Anhange

A.1 Chemikalien

20x LumiGLO® Reagent and 20x Peroxide  |New England Biolabs (Frankfurt a. Main) 7003
Agarose Roth (Karlsruhe) 6352.4
Acrylamid AppliChem (Darmstadt) A3626
AmphiGreen Fluo Biostep (Jahnsdorf) LNO03-K1035
APS Bio-Rad Laboratories (Miinchen) 178388A
beta-Mercaptoethanol Roth (Karlsruhe) 4227.1
Borsaure Roth (Karlsruhe) 5935.1
Bromphenolblau Roth (Karlsruhe) T116.1
BSA PAA (Colbe) K45-001
CaCl, Roth (Karlsruhe) Al119.1
Calcem AM Biotrend (K61n) 80011-2
Collagen I BD biosciences (Heidelberg) 354236
Collagenase IA Sigma- Aldrich (Deisenhofen) C2674
DAPI Sigma- Aldrich (Deisenhofen) D9542
DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol) Sigma- Aldrich (Deisenhofen) D9542
Dexamethason Sigma- Aldrich (Deisenhofen) D2915
DMEM (10x) Biochrom (Berlin) F0435
DN A-GroBenstandard Fermentas (St. Leon-Rot ) SM0313
DTT Roth (Karlsruhe) 6908.1
E64 Sigma- Aldrich (Deisenhofen) E3132
EDTA Fluka (St.Gallen) 3680
EGTA Roth (Karlsruhe) 3054.3
Essigsdure Roth (Karlsruhe) 3738.2
Ethanol Roth (Karlsruhe) P076.2
Ethidiumbromid Roth (Karlsruhe) 2218.1
Ethidium Homodimer I Biotrend (K6ln) 40014
Fluoresceindiacetat Sigma- Aldrich (Deisenhofen) F7378
Fotales Kélberserum Gibco (Karlsruhe) 10270-106
Glucose Merck (Darmstadt) 8346
Glutamin Sigma- Aldrich (Deisenhofen) G8540
Glycerin Roth (Karlsruhe) 7530.1
HSO, Riedel-de Haén 30743
Hepes Roth (Karlsruhe) 9105.3
ImperialTM Protein Stain Pierce (Rockford, USA) 24615
Interleukin-6 Immunotools GmbH (Friesoythe) 11340060
Interleukin-6 Holzel Diagnostika (K6ln) 11340064
K HPO, Roth (Karlsruhe) P749.1
KCl Fluka (St.Gallen) 60130
KH,PO, Merck Darmstadt) 4873
Leupeptin Sigma- Aldrich (Deisenhofen) 12884
Milchpulver Roth (Karlsruhe) T145.2
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Milchpulver Roth (Karlsruhe) T145.2
MLV-Reverse Transkriptase Invitrogen (Karlsruhe) M1701
Na,CO, Riedel-de Haén (Seelze) 31432
Na,HPO x2H,0 Roth (Karlsruhe) 4984.1
Na,PO *12H,0 Roth (Karlsruhe) 8613.1
Na3VO, Sigma- Aldrich (Deisenhofen) $6508
NaCl Roth (Karlsruhe) 3957.2
NaHCO, Merck (Darmstadt) 6329
NaOH Roth (Karlsruhe) KO021.1
Nonidet P40 Roche (Mannheim) 1754599
Nukleotide (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) Promega (Mannheim) U1240
Oligo-dT-Primer Promega (Mannheim) C1101
Para-Formaldehyd Roth (Karlsruhe) Al46.3
PBS mit Ca und Mg PAA (Colbe) H15-001
Penicillin/Streptomycin PAA (Colbe) P11-010
Pentobarbital Chemische Fabrik Berg (Bitterfeld) 10026
Phalloidin Invitrogen (Karlsruhe) 07466
Phenolrot Sigma- Aldrich (Deisenhofen) P3532
Phenylarsinoxid Sigma- Aldrich (Deisenhofen) P3075
Phosphatase Inhibitor Cocktail 1 Sigma- Aldrich (Deisenhofen) P2850
Phosphatase Inhibitor Cocktail 2 Sigma- Aldrich (Deisenhofen) P5726
PMSF Sigma- Aldrich (Deisenhofen) P7626
Ponceau S Roth (Karlsruhe) 5938.2
Ponceau S Roth (Karlsruhe) 5938.2
Protease Inhibitor Cocktail Sigma- Aldrich (Deisenhofen) P2714
Rekombinanter RN Asin Promega (Mannheim) N2511
Roti®-Histofix 10 % Roth (Karlsruhe) Al146.3
SDS Sigma- Aldrich (Deisenhofen) L-6026
TEMED Bio-Rad Laboratories (Miinchen) 1610800
Tris Roth (Karlsruhe) 4855.2
Triton X Sigma- Aldrich (Deisenhofen) X-100
Trypanblau Gibco (Karlsruhe) 15250-061
Tween 20 Sigma- Aldrich (Deisenhofen) P7949
Williams Medium E Biochrom (Berlin) F1115
Xylen-Cyanol Roth (Karlsruhe) A513.1
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A.2 Materialien

Filterpapier Sigma- Aldrich (Deisenhofen) P8171-100EA
0,45 um Nitrozellulose-Blotmembran Biostep (Jahnsdorf) MNC45
Teflonmembran 25 pm Du Pont (Luxemburg) FEP 100 C
A.3 Kits
Annexin-V-FLUOS Staining Kit Roche (Mannheim) 11 858 777 001
RNeasy Mini Kit Qiagen (Hilden) 74104
Taq DNA Polymerase (250 U) Qiagen (Hilden) 201203
BCA Protein Assay Kit Pierce (Rockford, USA) 23227
Anhang B: Geriéte
ELISA Reader Tecan Safire Tecan (Genf, Schweiz)

Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200

Zeiss (Oberkochen)

Mikroskop Olympus 1X51

Olympus (Hamburg)

Geldokumentationssystem Fluorescence- und
Chemiluminescence-Imaging- System

Bio-Rad Labratories (Miinchen)

Geldokumentationssystem

DH-30/32 mit UV-

Biostep (Jahnsdorf)

Transilluminator UXT-20M-15R

NanoDrop-Spektrometer ND-1000

Peqlab Biotechnologie (Erlangen)

PCR-Cycler MWG Biotech Primus 96 plus

MWG Biotech (Ebersberg)

Elektrophoresekammer TV 200

Biostep (Jahnsdorf)

Blotkammer Trans-blot SD cell

Bio-Rad Labratories (Minchen)
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Anhang C: Medien, Puffer und Lé6sungen

C.1 Medien
Medium 1 —- 1% Penicillin/Streptomycin
- William's Medium E ergénzt mit:
10 x DMEM
- 5% FCS
- 10 g DMEM Pulver
- 100 nM Dexametason
- 44 M NaHCO3

- 2 mM L-Glutamin

- mit Wasser auf 100ml auffiillen
~ 1% Penicillin/Streptomycin

— bei RT 0N rithren lassen

Medium 2 - sterilfiltrieren

- William's Medium E ergénzt mit:
Isolationsmedium
- 100 nM Dexametason
- William's Medium E erginzt mit:
- 2 mM L-Glutamin
- 10% FCS;
~ 1% Penicillin/Streptomycin
- 100 nM Dexametaon;

Medium 3 ~ 0,028 uM Glucagon;
- William's Medium E ergénzt mit: - 1,7 uM Insulin;
- 2 mM L-Glutamin - 2 mM L-Glutamin;

~ 1% Penicillin/Streptomycin

C.2 Puffer

Hanks-Grundpuffer 2,5 mM EGTA;

- 137 mM NaC(l, - 0,1% Glukose;
- 5,36 mM KCiI; - 0,1% Penicillin/Streptomycin
- 15 mM HEPES;
Hanks-Puffer Il (pro Maus):
- 0,34mM NazHPO4X2H20;
~ 50 ml HANKS-Grundpuffer;
- 0,44 mM KH,POy;
- 5mM CaCly;
- pH74
- 0,3 mg/ml Collagenase (vor der Isolation
Hanks-Puffer | (pro Maus): frisch

~ 100 ml HANKS-Grundpuffer: dazugegeben)
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Kern-Grundpuffer Lysepuffer fiir Proteine

~ 20 mM Hepes pH 7.9, —  Lyse-Grundpuffer fiir Proteine ergénzt
- 420 mM NaCl mit:

~ 1.5mM MgCI2 — 1:40 Protease Inhibitor Cocktail

- 0,2mM EDTA - jeweils 1:100 Phosphatase

25% (v/v) Glycerol Inhibitor Cocktail 1 und 2

Kernpuffer PBS (10x)

—  Kern-Grundpuffer ergénzt mit: - 2,67mMKCI

~0,3mM Na;VOu; 1,47 mM KH,PO,

- 200 MM Leupeptin; - 137,93 mM NaCl

- 8,098 mM Na,HPO,

- 10 uM E-64;
- 5mM DTT; Puffer A+B
- 300 uM PMSF ~ 1,37 M NaCl
~ 53,65mMKCI

Ladepuffer fiir Nukleinsduren (5x)
7,1 mM MgSO, x 7H,O

- 200 mM EDTA
~ 50% Glycerin 3,31 mM Na,HPO4x 2H,0O
- 0,25% Bromphenolblau - 4,41 mM KH,PO,
- 0,25% Xylencyanol Puffer C
- PHED 1,18 M NaCl
- 48,3 mM KCl

Ladepuffer fiir Proteine

~ 60 mM Tris pH 6.8 - 10,3 mM MgSO. x 7TH,0

- 25,4 mM CaCl,x 2H,0

- 25% glycerol

- 5% B-mercaptoethanol - 935KHPO,

- 2% SDS SDS-Laufpuffer (10x)

~  0.1% bromphenol blue 0,25 M Tris (30,285¢/1)

Lyse-Grundpuffer fiir Proteine - 1,92 M Glycin (144¢/1)

1% SDS (10g/1 -electrophoresis-grade
SDS)

- 25 mM Tris
- 150 mM NaCl
- pH7,2
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Strip-Puffer

- 200 mM Glycin
0,1% SDS

- 1% Tween-20
- pH22

TBE-Puffer (10x)
- 0,89M Tris

- 0,89M Borsaure
0,02M EDTA

_ pHS83

TBS (10x)

— 200 mM Tris base
- 1,37 M NaCl

- pH7,6

TBST

- 1xTBS
- 0,1% Tween-20

Transferpuffer
- 39 mM Glycin (2,9¢/1)
~ 48 mM Tris (5,8g/1)

~ 20% MeOH (200ml/1)
1,37 mM SDS (0,395g/1)

Tris-Puffer pH 6,8 (4x)
0,5M Tris-Cl

- 0,4% SDS

- pH6,8

Tris-Puffer pH 8,8 (4x)
- 1,5M Tris-Cl

- 0,4% SDS

- pHZ8,8

Zytoplasma-Grundpuffer
- 10 mM Hepes pH 7.9,
- 1.5 mM MgCl2,

- 10 mM KCl

Zytoplasmapuffer
- Zytoplasma-Grundpuffer erginzt mit:
- 0,3 mM Na;VOy;
— 200 uM Leupeptin;
—- 10 uM E-64;
- 5mM DTT;
- 300 uM PMSF

C.3 Losungen

Annexin V-Farbelésung

—  1:50 Annexin-V-Fluos-Ldsung (Kit)
~1:50 Propidiumiodid-Ldsung (Kit)

- in Medium 3

Antikorperlésung fir Immunfarbung

0,15% Triton X in 1 x PBS

APS

- 10% APS in Wasser
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Blocklésung

5 % Milchpulver in TBST

DAPI

- 1 pg/ml in Antikorperlosung  fiir Trenngel (4x) | ™ | 3mi | 3ml | 3mi
APS 120ul | 120ul | 120p1 | 120ul
Immunfarbung TEMED 12ul | 12ul | 12u | 12l

DEPC-Wasser

- 1 ml DEPC in 11 Wasser

— iiber Nacht kraftig riihren

- anschlieBend DEPC durch autoklavieren Tris-Puffer fiir

zerstoren

dNTP-Mix

- je 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP in

Trengellésung:

| TRENNGEL
15% | 12% | 10% | 8%
dH,0 3ml | 42ml | 5ml | 5.8ml

Acrylamid 30% 6ml 4.8ml 4ml 3,2ml
Tris-Puffer fiir

Ladungsgellésung:

LADUNGSGEL
6%
dH,0 2,7ml
Acrylamid 30% 1ml
Ladungsgel (4x) | 2ol
APS 504l
TEMED 5yl

IL-6-Stammlésung

5ug/ml in 5% BSA

DEPC-Wasser

DTT-LO6sung

~ 12,5mM DTT

ECL-Lésung

- 1:20 20x LumiGLO® Reagent;
- 1:20 20x Peroxide 1:20 in Wasser

Entfarbelésung fiir Amphi Green Fluo
- 0,2 M Tris
- 50mM EDTA

Essigsaure

— 0,02N Essigsédure in Wasser

FDA-Stammlésung

- 0,1 mg/ml FDA in Aceton

Losung A (pro Maus)

- 25 ml Puffer A+B;

-~ 200 ml Wasser;

- 0,5 mM NaHCO:;,

- 26,04 mM EGTA;

- mit Wasser auf 250ml auffiillen (pH 7,4)

Lésung B (pro Maus):

- 5 ml Puffer A+B;

- 36,6 ml Wasser;

- 12 mM NaHCO:;,

- 26,07 mM CaCl,x2 H,0;

- mit Wasser auf 50ml auffiillen (pH 7.,4)

Lésung C (pro Maus):

- 12 ml Puffer C;

- 96 ml Wasser;

- 23,81 mM NaHCO:s;
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- 4,95 mM GlucosexH,O;

- mit Wasser auf 120ml auffiillen (pH 7,4)

Mounting-Lésung

- 90% Glycerol in Wasser

NacCl

-  5M NacCl in DEPC-Wasser

PAO-Stammldsung (0.3mM, 0.5mg/ml)
- 50 mg/ml in DMSO

PAO-Arbeitslosung

—~ 1:100 von der PAO-Stammldsung in

PBS-G

PBS-G

- 5 mM D-Glucose

- 0,5% DMSO

- in PBS mit Ca und Mg

PFA-Losung

— 3,7% Para-Formaldehyd in Wasser

Ponceau S

- 0,1% Ponceau S in 5% Essigsaure
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Anhang D: Antikérper
A . Bestell- . .
Antikorper gerichtet gegen Firma Wirt Verdiinnung Puffer Anwendung
nummer
Primdiir-Antikorper

AKT Cell Signalling Technology 9272 Kaninchen 1:1000 TBST + 5% BSA WB
P-AKT (Ser 473) Cell Signalling Technology 9271 Kaninchen 1:1000 TBST + 5% BSA WB
P-AKT (Thr 308) Cell Signalling Technology 9275 Kaninchen 1:1000 TBST + 5% BSA WB
Albumin Bethyl A90-134P Ziege 1:10000 TBST + 5% Milcpulver WB
BCLXL Cell Signalling Technology 2764 Kaninchen 1:1000 TBST + 5% Milcpulver WB
Cyclin D1 Cell Signalling Technology 2922 Kaninchen 1:1000 TBST + 5% BSA WB

DPPIV/CD26 R&D Systems AF954 Ziege 1:12,5 tBST + 5% BSA IF

. 0, o

E-Cadherin Cell Signalling Technology 3195 Kaninchen 111100(% PB"?;S(;ZIES/?’ A)TEtSOAn X V{/FB
ERK Cell Signalling Technology 9102 Kaninchen 1:1000 TBST + 5% BSA WB
P-ERK1/2 (Thr 202/ Tyr 204) Cell Signalling Technology 9106 Maus 1:1000 TBST + 5% Milcpulver WB
GAPDH Cell Signalling Technology 2118 Kaninchen 1:1000 TBST + 5% BSA WB
Histon H2A.Z Cell Signalling Technology 2718 Kaninchen 1:1000 TBST + 5% BSA WB
Histon H3 Cell Signalling Technology 9715 Kaninchen 1:1000 TBST + 5% BSA WB
MMP-9 Cell Signalling Technology 2270 Kaninchen 1:1000 TBST + 5% BSA WB
SOCS3 Cell Signalling Technology 2923 Kaninchen 1:1000 TBST + 5% BSA WB

. . 1:400 PBS +0,15% Triton X IF
STAT3 Cell Signalling Technology 9139 Maus 1:1000 TBST + 5% Milcpulver WB

. - o

P-STATS3 (Tyr 705) Cell Signalling Technology g4s ~ Kaninchen 11:‘1100& PBTSI;S(%IE 5/‘; A)Tgts": X \;]FB
P-STAT3 (Tyr 705) Cell Signalling Technology 9131 Kaninchen 1:1000 TBST + 5% BSA WB
P-STAT3 (Tyr 705) Cell Signalling Technology 9138 Maus 1:1000 TBST + 5% Milcpulver WB
P-STAT3 (Ser 727) Cell Signalling Technology 9136 Maus 1:1000 TBST + 5% Milcpulver WB
Vimentin Abcam ab8978 Maus 1:500 TBST + 5% Milcpulver WB

Z0-1 Zymed Laboratories 61-7300 Kaninchen 1:100 PBS + 0,15% Triton X IF
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Antikorper gerichtet gegen Firma Bestell- Wirt Verdiinnung Puffer Anwendung
nummer
o/B-Tubulin Cell Signalling Technology 2148 Kaninchen 1:100 PBS + 0,15% Triton X IF
a2-Makroglobulin GenWay 15-288-20008F Huhn 1:500 TBST + 5% Milcpulver WB
B-Actin Sigma-Aldrich A5316 Maus 1:5000 TBST WB
B-Catenin Cell Signalling Technology 9581 Kaninchen 1:100 PBS +0,15% Triton X IF
Sekundir-Antikorper
Kaninchen Ig (Alexa Fluour 555-gekoppelt) Molecular Probes A21429 Ziege 1:500 PBS +0,15% Triton X+ DAPI IF
Ziege Ig (Alexa Fluour 488-gekoppelt) Molecular Probes A11078 Kaninchen 1:500 PBS +0,15% Triton X + DAPI IF
Maus Ig (Alexa Fluour 488-gekoppelt) Molecular Probes A11029 Ziege 1:500 PBS +0,15% Triton X + DAPI IF
Rabbit IgG (HRP-gekoppelt) Cell Signalling Technology 7074 Ziege 1:1000 TBST + 5% Milcpulver WB
Maus IgG (HRP-gekoppelt) Cell Signalling Technology 7076 Pferd 1:1000 TBST + 5% Milcpulver WB
Huhn IgY (HRP-gekoppelt) Jackson Immuno 303-035-003 Kaninchen 1:5000 TBST + 5% Milcpulver WB
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Anhang E: Primer fiir PCR

Annealing-
Gen Primersequenz temperatur | Zyklenzahl
(°O)
o ACG CCA TCA ACA CTG AGT TC
. )
vimentin | GTG CCA GAG AAG CAT TGT CA 60 0
v TGC CAC CAG ATG ATG ATA CC
E-cadheri 60 25
cacierit 1 TCC GAC TCA GAG GAG TIC AG
colgen-1A1 ™ AAG AGG CGA GAG AGG TTT CC 0 s
rv ATC ACC AGG TTC ACC TTT CG
fiv GCT CAT CGC AGA CTC CTG
Mmp-2 60 35
rv TGC TTC ACA TCC TTC ACC TG
v | GAA CTC ACA CGA CAT CTT CCA G
Mmp-9 58 30
v TCA ATT CTC AGA CGC CAC AC
o CCT TGA TGC CAT TAC CAG TC
Mmp-13 60 35
v TCA CAA TGC GAT TAC TCC AG
fv CAC TAA CGG CAA GAG CAT GA
Cyp-1A2 60 25
v GCT CCT GGA CAG TTT TCT GC
. fw| AGGCGA CTA TCT CCA GCC AAA
albumin 60 17 oder 10
rv AGT TGG GGT TGA CAC CTG AG
o AGT GTG CCG TTG TCT CTT CG
21 62 20
P v TCT GCG CTT GGA GTG ATA GA
v TTG ACT GCC GAG AAG TTG TG
lin D1 61 30
ey - AGA CCA GCC TCT TCC TCC AC
v AAT GGA TGG TTC CGT TCG
lin E1 60 23
oy N TCA GTG GTG TTC TGG AGG TG
fiv | CTGTCC GTC TCT AGT GCC AAC
C-fos 63 30
- CAA CGC AGA CTT CTC ATC TTC
fv ATC CTG ACG ACG AGA CCT TC
C-myc 63 25
rv GCC TCT TCT CCA CAG ACA CC
o | CCATCATCACACTGGAAGACTC " 0
P v AAG GCT TGG AAG GCT CTA GG
4 | GGA GCC TAT CTA TCT GGT GGA
eef2 60 20
. GCA GCA TGT GGC AGT ATC AG
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Anhang F: Mikroarrays

F.1 Hybridisierung

Service report

Microarray service report

Gene expression analysis of different murine RNA samples
using Agilent Whole Mouse Genome Oligo Microarrays

April 4, 2008

Sabrina Schmitz Bernhard Gerstmayer, PhD
Research Scientist Manager Genomics Services
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1. Quality control (QC) of total RNA

__1@; wolecular

Twelve vials containing human RNA samples were shipped to Miltenyi Biotec on dry ice.
Table 1 shows the RNA samples, which were quality-checked via the Agilent 2100
Bioanalyzer platform (Agilent Technologies).

Sample no. RNA Miltenyi-ID
1 M1-0-KIl 1
2 M2-0-KI 2
3 M3-0-KI 3
4 M1-20-KI 4
5 M2-20-KI 5
6 M3-20-KI 6
7 M1-0-PAO 7
8 M2-0-PAO 8
9 M3-0-PAO 9
10 M1-20-PAO 10
11 M2-20-PAO 11
12 M3-20-PAO 12

Table 1: List of RNA samples

The results of the Bioanalyzer run are visualized in a gel image and an electropherogram
(fig. 1) using the Agilent 2100 Bioanalyzer expert software. In addition to this visual control,
the software allows the generation of an RNA Integrity Number (RIN) to check integrity and
overall quality of total RNA samples. The RIN value is calculated by a proprietary algorithm
that takes several QC parameters into account, for example, 28S RNA/18S RNA peak area
ratios and unexpected peaks in the 5S RNA region. A RIN number of 10 indicates high RNA
quality, and a RIN number of 1 indicates low RNA quality. According to published data and
our own experience, RNA with a RIN number >6 is of sufficient quality for gene expression
profiling experiments (see also Fleige, S. et al. (2006) Mol Aspects Med. 27:126—-139).
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Here, all RNA samples revealed RIN values between 9.5 and 10.0.

Figure 1: Gel image (A) and electropherogram (B) of total RNA samples. As a reference, the RNA
molecular weight ladder (in nucleotides, nt) is shown in the first lane. The lowest migrating green band
represents an internal standard. The two prominent peaks within the electropherograms represent
ribosomal RNA: left 18S RNA, right 28S RNA. Scaling of the y-axis is done automatically, relative to
the strongest signal within a single run.
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2. Linear T7-based amplification of RNA

For the linear T7-based amplification step, 0.5 pg of each total RNA sample was used. To
produce Cy3-labeled cRNA, the RNA samples were amplified and labeled using the Agilent
Low RNA Input Linear Amp Kit (Agilent Technologies) following the manufacturer’s protocol.
Yields of cRNA and the dye-incorporation rate were measured with the ND-1000

Spectrophotometer (NanoDrop Technologies).

ﬁ_& wolecular

Sample

10

11

12

Labeling

GRNA | Volume | cy3 | Incorporation

(ng/pL) (L) | (pmol/pL) (fmoL/ng)
129.5 55 18 14
156.7 55 2.3 15
143.0 55 18 13
158.7 55 2.1 13
1721 55 18 10
160.7 55 24 14
162.7 55 23 14
179.4 55 27 15
150.7 55 2.1 13
128.4 55 17 13
1736 55 23 13
140.1 55 15 11

Table 2: cRNA yield and dye-incorporation rate
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3. Hybridization of Agilent Whole Genome Oligo Microarrays

The hybridization procedure was performed according to the Agilent 60-mer oligo microarray

processing protocol

using the Agilent Gene Expression Hybridization Kit (Agilent

Technologies). Briefly, 1.65 ug Cy3-labeled fragmented cRNA in hybridization buffer was
hybridized overnight (17 hours, 65 °C) to Agilent Whole Mouse Genome Oligo Microarrays

4x44K using Agilent’s recommended hybridization chamber and oven.

Experiment no. -

1

1

Microarray no.

251486817676_1_1

2 2 251486817676_1_2
3 3 251486817676_1_3
4 4 251486817676_1_4
5 5 251486817677_1_1
6 6 251486817677_1_2
7 7 251486817677_1_3
8 8 251486817677_1_4
9 9 251486817678_1_1
10 10 251486817678_1_2
11 11 251486817678_1_3
12 12 251486817678_1_4

Table 3: Hybridization schedule

Finally, the microarrays were washed once with 6x SSPE buffer containing 0.005% N-
lauroylsarcosine for 1 min at room temperature followed by a second wash with preheated
0.06x SSPE buffer (37 °C) containing 0.005% N-lauroylsarcosine for 1 min. The last washing
step was performed with acetonitrile for 30 sec.
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4. Scanning results

Fluorescence signals of the hybridized Agilent Microarrays were detected using Agilent’s
Microarray Scanner System (Agilent Technologies). All Cy3 images can be found on the
provided CD-ROM.

5. Image and data analysis

The Agilent Feature Extraction Software (FES) was used to read out and process the
microarray image files. The software determines feature intensities (including background
subtraction), rejects outliers and calculates statistical confidences. For determination of
differential gene expression FES derived output data files were further analyzed using the
Rosetta Resolver® gene expression data analysis system (Rosetta Biosoftware). This
software offers — among other features — the possibility to compare two single intensity
profiles in a ratio experiment (table 4). All samples were labeled with Cy3, here, the ratio
experiments are shown as control versus (vs.) sample experiments.

- p?::li:e nt o Intensity In.tensity Ratio experiment
e rofile control Profile sample control vs. sample no.
1 456 123 456vs123
2 4 1 4 vs_1
3 5 2 5 vs 2
4 6 3 6_vs_3
5 7809 123 789vs 123
6 7 1 7_vs_1
7 8 2 8 vs 2
8 9 3 9 vs 3
9 10_11_12 123 10_ 1112 vs 1.2 3
10 10 1 10_vs_1
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11 11 2 11_vs_2
12 12 3 12_vs_3
13 10_11_12 789 10_11.12.vs 7.8 9
14 10 7 10_vs_7
15 11 8 11_vs_8
16 12 9 12_vs_9
17 456 10_11_12 456 vs 10_11_12
18 4 10 4 vs 10
19 5 1 5 vs_ 11
20 6 12 6 vs_12

Table 4: List of virtually created ratio experiments based on single intensity profiles
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The results of the ratio experiments can be visualized in a double-log scatter plot. A
representative double-log scatter plot for ratio experiment no. 1 is shown in figure 2; all
scatter plots are provided on CD-ROM.

A "4_5_6_vs_1_2_3"
1.400 F
0 Legend
QL | g L + Unchanged
= | p2Es {10,032/40,032)
S| & | + Signature
€ | B {1,14011,140)
= = + Downregulated
T | g -1400f {634/634)
> |- + Upregulated
‘g) : (506/506)
e}
© -2.800
ey
S
®©
w 1 1 1 1 1 1 1

-2.800 -1.400 2.384E-7 1.400
Log 10(Intensity 1)

control log signal intensities

Figure 2: Scatter plot of signal intensities of all spots. As an example the data of one array experiment
is shown (experiment no. 1). The signal intensities of each feature represented by a dot is shown in
double logarithmic scale. X-axis: control-log signal intensity; y-axis: sample-log signal intensity. Red
diagonal lines define the areas of 2-fold differential signal intensities. Blue cross: unchanged genes.
Red cross: significantly upregulated genes (p-value <0.01). Green cross: significantly downregulated
genes (p-value <0.01). Grey cross in legend: summary of significantly up- and downregulated
signatures.
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6. Gene lists

Single-experiment raw data list
Single-experiment normalized data list
Gene ratio list

Pre-selected candidate gene list

The output data of the Agilent Feature Extraction software includes gene lists with the
complete raw data sets, referred to as single-experiment raw data list. The complete gene
lists with all raw data are provided on CD-ROM.

Furthermore, the signal intensities from the single-experiment raw data lists are normalized
by dividing the intensity values by their median. These normalized signal intensities are
joined to a common table the single-experiment normalized data list. This list comprises in
addition to the normalized intensity values the feature glsPosAndSignif which indicates with a
value = 1 that the signal intensity is positive and significant above the background and a
value = 0 that the signal intensity is not positive and significant above the background. The
complete single-experiment normalized data list is enclosed on CD-ROM.

The Resolver® Software allows the export of a gene list with all normalized sample/control-
log10 ratios and -fold changes, sequence descriptions, p-values, etc., referred to as gene
ratio list (of all genes). The gene ratio lists for all ratio experiments are provided on CD-ROM.
Putative candidate genes with a fold change >2 and p-value <0.01 are summarized in the
pre-selected candidate gene list. An extract of such a list comprising some of the
differentially expressed genes for ratio experiment no. 1 is shown in table 5. The complete
pre-selected candidate gene lists for all experiments are enclosed on the provided CD-ROM.

Sequence ID|Sequence Name(s ) Sequence Description Log(Ratio) |Fold Change| P-value
689089 [Socs3 Mus musculus suppressor of cytokine signaling 3 (Socs3), mRl -1.6463 -44.28967 0
683040 [BC023202 Mus musculus 12 days embryo spinal cord cDNA, RIKEN full-le{  -1.4192 -26.25439 0.00005
682316 [OIfr1391 Mus musculus olfactory receptor 1391 (OIfr1391), mRNA [NM_1] -1.25399 | -17.94711 0.00002
709732 |V2r6 PREDICTED: Mus musculus vomeronasal 2, receptor, 6 (V2r6), | -1.24938 -17.7573 0.00004
707380 |AK084662 Mus musculus 13 days embryo heart cDNA, RIKEN full-length e -1.23441 -17.15562 0.00005
703382 |Fndc1 PREDICTED: Mus musculus fibronectin type Ill domain containil -1.22483 [ -16.78135 0.00004
688157 |Muc19 Mus musculus mucin 19 (Muc19), mRNA [NM_207243] 1.19685 15.73433 0.00002
691022 |ENSMUST0000003Mus musculus adult male testis cONA, RIKEN full-length enrich¢  1.19773 15.7663 0.00002
708183 [Aoah Mus musculus adult male colon cDNA, RIKEN full-length enrichd ~ 1.20071 15.87473 0.00002
700833 |Ephab Mus musculus Eph receptor A5 (Epha5), mRNA [NM_007937] 1.20551 16.0512 0.00002
691238 |LOC245600 PREDICTED: Mus musculus similar to transforming, acidic coild  1.21175 16.28358 9.94E-06
706809  |Ablim3 Mus musculus actin binding LIM protein family, member 3 (Abli 1.22061 16.61901 0.00002
698625  [1700092C02Rik  [Mus musculus adult male testis cDNA, RIKEN full-length enrich  1.23618 17.22586 0.00001
702887 |4930549C01Rik  |Mus musculus RIKEN cDNA 4930549C01 gene (4930549C01Ri{  1.30007 19.95587 0.00001

Table 5: Excerpt of a pre-selected candidate gene list for ratio experiment no. 1

For further information please check also http://www.miltenyibiotec.com or contact us
directly.
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Unless otherwise specifically indicated, Miltenyi Biotec products and services are for research use
only and not for therapeutic or diagnostic use.

MACS is a registered trademark of Miltenyi Biotec GmbH.
NanoDrop is a trademark of NanoDrop Technologies, Inc.
Agilent is a registered trademark of Agilent Technologies, Inc.
Microsoft and Excel are registered trademarks of Microsoft Corp.
Rosetta is a registered trademark of Rosetta Inpharmatics LLC.

© 2008 Miltenyi Biotec GmbH.
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F.2 Bioinformatische Auswertung

Service report

Bioinformatics service report

Gene expression analysis of different murine RNA samples
using Agilent Whole Mouse Genome Oligo Microarrays

April 29, 2008

Corinna Scholz, PhD Kay Hofmann, PhD
Senior Scientist Bioinformatics Head of Bioinformatics
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2. Remark on the Agilent platform and data analysis

The Agilent microarrays are built using the design elements “Features”, “Reporters”, and
“Sequences”. The physically spotted probes on the arrays are the so-called Features. Some
Features are spotted in replicates; identical Features are summarized to Reporters (figure 1).

Features

Reporter Sequence Gene

Py
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8 8 882 g 8 ;g RN ‘Sequence’ {dynamic process,
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000000000 tReporter: database current knowledge)
000000000 accession number) S

000000000 ]

Figure 1: Sketch of the structure of an Agilent Microarray. Features are the physically spotted probes.
The bioinformatical analysis is usually done on Reporter-level (summarized Features) or Sequence-
level (summarized Reporters).

Reporters may be directed against different locations on the same transcript and thus share
the same database identifier. These Reporters are then combined to Sequences. Sequences
can be assigned to Genes in a dynamic process which is dependent on the growing
knowledge about genes and genomes.

In the current dataset, the analysis was done on the Reporter level. This may cause some
redundancy on the level of associated sequence names but is in statistical sense more
accurate than combining the Reporters to Sequences right at the beginning of the analysis.

Intensity-based microarray experiments can be combined to ratio experiments. Basically, the
intensity-value of each Reporter from one experiment is divided by the corresponding value
from the control experiment (“baseline”). In the current dataset, computed ratios were used
as basis for the analysis.
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3. Data pre-processing

From the single channel data, ratios were computed which were further processed as
described below. The raw data of the computed ratios are contained in the folder
“1_Raw_ratio_data” on the enclosed CD. The ratio datasets were used as basis for the
subsequent analyses.

3.1. Computation of ratios

Ratios were computed using the RosettaResolver™ Software (Rosetta Inpharmatics). Using
this software system has the advantage that due to the implemented universal error model
not only the ratios are computed, but also an associated p-value, which is a measure of the
reliability of the observed difference between the two samples.

For the computation of the ratios, the donor-specific control samples were used as
references. The samples combined to ratios are listed in table 2. The MS-Excel file
“ratios_all_genes.xls” in the folder “2_Pre-processing” on the CD lists the ratios of all
samples for a better overview.

Ratio no. ProflirI‘e:e“';salrt:ple” ProflirI:e“r::s;;‘:rol” Ratio name
1 M1_IL6 M1_control M1_IL6-vs-M1_control
2 M2_IL6 M2_control M2_IL6-vs-M2_control
3 M3_IL6 M3_control M3_IL6-vs-M3_control
4 M1 _inhibitor M1_control M1_Inh-vs-M1_control
) M2_inhibitor M2_control M2_Inh-vs-M2_control
6 M3_inhibitor M3_control M3 _Inh-vs-M3_control
7 M1_IL6 + inhibitor M1_control M1_IL6 + Inh-vs-M1_control
8 M2_IL6 + inhibitor M2_control M2_IL6 + Inh-vs-M2_control
9 M3_IL6 + inhibitor M3_control M3_IL6 + Inh-vs-M3_control

Table 2: Computed ratios comparing the treated samples with the donor mouse matched reference.

3.2. Further data processing

All ratio data were transformed to logarithms to the base 2 (log2 ratio). In addition, for each
ratio the corresponding “fold-change” was computed for a more intuitive understanding of the
expression changes. All computed data are contained in the MS-Excel file
“ratios_all_genes.xls” in the folder “2_Pre-processing” on the CD.
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4, Inter-experiment correlation analysis

As an initial step in the analysis, all unfiltered ratio data were compared in a correlation
analysis. The obtained inter-experiment correlation coefficients are listed in the
supplementary MS-Excel file “correlation.xls” which can be found in the folder “2_Pre-
processing” on the enclosed CD. A graphical representation of the correlation values is
shown in figure 2 (see also “correlation.png” on the CD). Positive correlation is indicated by
shades of yellow (better correlation = more intensive color), while anti-correlation is indicated
by shades of blue.
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Figure 2: Inter-experiment correlation analysis of the unfiltered ratio dataset. The correlation matrix
was clustered using Euclidean distance metric.

The overall correlation coefficients between the different arrays range from 0.027 between
M3_Inh-vs-M3_control and M1_IL6-vs-M1_control to 0.624 in the comparison of M1_Inh-vs-
M1_control and M1_IL6+Inh-vs-M1_control. Due to the animal-specific references used and
also possibly due to a slight donor effect, the samples of the three animals form three distinct
groups with mouse 3 forming the most distant group. The slight donor-effect is also visible
(especially for mouse 3) when analyzing a ratio dataset with one common reference for all
treated samples (data not shown). For mouse 1 and 3, the IL6 + inhibitor-treated samples
show a closer correlation to the inhibitor-alone treated samples than to the IL6-alone treated
samples.
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5. Identification of genes responding the different treatments

Some genetic variability between the cell cultures studied is expected (according to the
customer, the cell cultures show differences in terms of mortality and others) and thus,
fluctuations in the gene expression levels of differentially regulated genes can be expected.
Statistical analyses aiming at the detection of differentially regulated genes, however, are
sensitive to variability in the treatment group — if the range of expression values covered
within one experimental group is too large in comparison to the expression differences to the
other experimental group in the statistical comparison, a gene may not be identified as
differentially regulated. Due to these expected fluctuations in combination with a relatively
low sample size (N =3), no classical statistical method was used but the genes with
consistent differential regulation after one of the treatments were identified by a simpler
algorithm.

To be considered for the further analysis, a gene was required to be either positively or
negatively regulated in all three donor mice with an associated p-value of 0.01 or below (i.e.
the expression fold-change had to be either above 1 or below -1 in all three mice). The other
genes, which did not meet this criterion, were removed from the dataset (i.e. the whole row
with all expression values in it). These criteria were used to identify differentially regulated
genes after treatment with IL6 alone, the inhibitor alone, and IL6 and the inhibitor combined.
Table 3 lists the number of genes retained in the dataset after this step. A full list showing all
of the genes is provided on the CD in the file “regulated_genes.xls” (see folder
“3_Selected_genes”).

Treatment
IL6 PAO IL6 + PAO
% total 142 409 705
[}
=8 [up 95 177 508
(= JT)
Z o | down 47 232 197

Table 3: Number of genes differentially regulated in all three donor mice after the three different
treatments.

Among the genes upregulated after treatment with IL6 are FOS, SOCS3, STAT1, STAT3, the
CCAAT/enhancer binding protein CEBPD, CISH, IRF1, JUNB, MAP3K8, PIM1, and ZFP36.
Of these genes, STAT1 is repressed by the inhibitor and more or less unregulated after the
combined treatment of IL6 and the inhibitor.
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Unless otherwise specifically indicated, Miltenyi Biotec products and services are for research use
only and not for therapeutic or diagnostic use.

MACS is a registered trademark of Miltenyi Biotec GmbH.

Agilent is a registered trademark of Agilent Technologies, Inc.

Rosetta Resolver is a registered trademark of Rosetta Inpharmatics LLC.
TreeRanker is a proprietary product of Miltenyi Biotec GmbH.
PathwayArchitect is a trademark of Stratagene Inc.

Microsoft and Excel are registered trademarks of Microsoft Corp.

© 2008 Miltenyi Biotec GmbH.
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F.3 Regulierte Gene

fold-change

IL-6/Kontrolle | PAO/Kontrolle | IL-6 +PAO/Kontrolle

SW5 SW6 SW7 SW5
Socs3 62,801 47,115/ 31,11 -1,089] -1,630§ -1,360 14,349 12,567 9,070
Socs 1 13,935 9,902 18,760 1,078 1,060y -1,01§ 1,442 1,264 3,691
Cxcl1 7,781 7,349 3,324 -1,813] -1,589 -2,059 2,704 4,226 1,996
Gadd45g 6,671 8,095 12,711 -1,464 -1,559 1,190 1,354 1,874 2,531
Junb 6,479 6,349 5659 1,347] -1,064 -1,309 4,499 4,321 4,544
ler3 5927 3524 371 2,354 1,203 1,283 4,178 1,879 2,701}
Egr1 5631 4,003 4,749 3,729 1,611 2,281 6,407 4,269 6,674
Fos 4,757 1,859 3,261 8,269 1,360 2,940 19,372 3,075 7,301
7036 4,303 3,684 4,594 2,141 1,011 1,554 4,311 3,021 4,007
Egr2 4,003 1,942 2,734 8410 2504 3,163 12,300 4,044 5,713
Pim1 4,072 4,789 4,434 -1,004] 1,044 -1,02¢ 2,174 2,807 2,231
Cish 3,980 2,473 1,934 1,808 1,240 1,247 2,253 1,667 -1,099
7fp36 3,832] 2,875 36200 1,53¢] -1,249 2,009 4,777 3,476 5,042
Uunb 3,661 3,079 3,951 1,039 -1,311] -1,12§ 2,703 2,437 3,515
Mt 1 3,436 6,262 4,484 -1,83] -1,251] -1,651 1,153 2,971 1,426
Egfr 3,254 4,945 2,694 -15987] -4,889 -5,487 -3,069 1,246 -1,616
Map3k8 3,216 2,286 2,474 -1,047] -1,193 -1,185 1,395 1,301 1,208
Pim3 2,998 3,578 3,534 -1,078] -1,29 1,037 1,258 1,362 1,594)
Igf1 2,995 5720 2,561 -2,622] -1,637] -1,492 -1,697 1,392 -1,279
Stat1 2,770 2,020] 1,689 -3,937] -1,691| -3,011 -1,239 -1,042 1,121
Pdedb 2,768 2,254 2,401 -1,9900 -1,57 -2,47§ -1,052 -1,060 -1,317,
Cebpd 2,695 2,644 2,844 -1,291] -1,269 -1,419 1,173 1,354 1,260
Lrp1 2,552 2,650 3,457 -2,13] -2,281] -1,361 -1,305 -1,083 1,334
Sema6b 2,492 2,177] 2,094 -1,031] -1,103 1,049 -1,026 -1,018 1,444
OIfr638 2,471 3,250 2,774 3,048 2,840 2,199 3,724 3,426 2,741
Hes1 2,467 1,745 2,004 1,343] 1,097] 1,085 1,353 1,124 2,025
Btg2 2,453 2,127] 2,444 26420 1,39 -1,029 2,876 1,854 1,819
Btg2 2,418 2,087 2,114 2474 1,959 1,065 2,860 2,018 1,607
Sox9 2,365 1,722 2,124 1,274 -1,463 -1,507 -1,005 -1,362 -1,201
[ifitm5 2,107 2,433 2,984 1,173 1,097 -1,072 -1,027 1,263 1,794
Btg2 2,103 2,442 221 2,743 2,341 1,027 2,781 2,225 1,454
Epas 2,060 2,076] 2,670 -2,489 -2,214 -3,544 -1,880 -1,064 -1,219
Mrpl52 2,058 2,124 2,184 -1,757] -1,168 -1,484 1,262 1,409 2,070
Nrp1 2,024 1,795 2,454 -1,113 -1,281] -1,704] -1,115 -1,085 1,286
A3 1,915 2,378 2,38 -1,076] -1,147] 1,139 1,355 2,061 1,785
T2bp 1,827, 2,011] 2,764 1,008 1,28 1,169 1,276 1,558 1,838
Ncam1 1,597 2,454] 2,604 3,155 2,324 1,918 2,197 2,153 1,824]
Slc38a2 1,567 2,008 2,10§ -1,199 -1,334 1,034 1,086 -1,101 1,268
AW476689 | -1,502 -2,286] 2,019 -1,682] -1,904 1,687 1,062 1,455 1,655
Fgf21 1,745 -2,614] 3,600 1,162 -1,337] 1,262 1,267 -1,378 -1,412
Fgf21 -2,028 -2,865 -4,10] -1,00 1,48 1,322 1,222 -1,432 -1,381
Fbp2 2,108 -2,223| -1,6000 -1,499 -2,223 -1,469 -1,314 -3,032 -3,584}
Cyp2d22 2,137 -2,301] 1,97 2,333 -2,5200 -2,158 -3,463 -2,239 -2,384}
Snai2 -2,258 -2,048] 2,064 -1,783 -1,623 -1,300 -1,804 -1,695 -1,858
Terc -2,282 -3,249 1,97 -1,974 -2,43Q -1,574 -1,931 -1,916 -1,502
Cypla1 -2,821] -3,589 -1,469 -3,058 -5,339 1,560 1,242 -4,879 1,367
AsxI3 4,950 -11,527| 9,924 -7,321] -12,8400 2,050 7,075 13,333 1,046
Lpin2 6,978 -6,296] 9,717 -2,076] -1,074 -1,244] -2,227 -1,660 -1,954
Lpin2 -7,036 -6,073| -4,857] -1,587] -1,08¢] -1,177 -2,250 -2,214 -2,003
Agxt2l1 -0,094 4,377 -3,607] 1,305 1,870) 2,149 -1,065 1,524 1,268
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Abbildung 1: Einteilung der von IL-6 regulierten Gene nach der maoglichen Wechselwirkung
zwischen IL-6 und PAO. Die y-Achse ( logarithmisch skaliert) zeigt den Faktor, um den das
Expressionsniveau eines Gens verdndert wurde. Werte tiber 1: Hochregulation, Werte unter 1:

Herunterregulation.
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und Vorschlidge bei der wihrend der letzten Monaten der Arbeit entstandenen Frage zur
Transformation der Hepatozyten in Kultur.

Fiir eine Fachkorrektur der Dissertation aus neutraler Sicht sowie fiir die Aufmunterung
wihrend des Zusammenschreibens bedanke ich mich herzlich bei Dr. Sophie von Elsner.

Da ich keine Diplombiologin bin, wire diese Doktorarbeit ohne weitere Bildung nicht
moglich gewesen. Hier mdchte ich mich bei allen Dozenten der TU-Braunschweig bedanken,
deren Vorlesungen und Praktika ich vor dem Beginn dieser Doktorarbeit besucht habe, und
bei den ehemaligen Kollegen des Instituts fiir Genetik der TU-Braunschweig, besonders Dr.
Juan Cabello, Dr. Marcus Bischoff, Dr. Sophie von Elsner, Dr. Ingo Biissing und Dipl. Biol.
Ufuk Gilinesdogan, die mir viel mehr als das gute wissenschaftliche Arbeiten in einer
freundschaftlichen und gleichzeitig ambitionierten Umgebung beigebracht haben.

Der Deutsche Bahn AG danke ich fiir die Mdglichkeit, die mehr als 2400 Stunden Zugfahrt
zwischen Magdeburg und Leipzig mit dem Dokumentieren und Auswertung meiner Arbeit
verbringen zu konnen.

Die Durchfiihrung der Promotionsarbeit wére ohne das Bundesministerium fiir Bildung und
Forschung nicht moglich gewesen, deshalb bedanke ich mich fiir die finanzielle

Unterstuitzung.

Summer has come and passed
The innocent can never last

Wake me up when september ends

BJ Armstrong
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EIDESSTATTLICHE ERKLARUNG

Hiermit erkldre ich, dass ich bis jetzt weder an der Martin-Luther-Universitit Halle-
Wittenberg noch an einer anderen wissenschaftlichen Einrichtung eine Dissertation zur

Erlangung eines Doktortitels eingereicht habe.
Weiterhin versichere ich, dass ich diese Arbeit selbstindig und nur unter Verwendung der

angegebenen Literatur und Hilfsmittel angefertigt habe. Wo Ergebnisse verwendet sind, die in

Zusammenarbeit mit anderen Personen erarbeitet wurden, ist dies im Text vermerkt.

Felicia Heidebrecht Braunschweig, den 9. September 2009
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