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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Die Homoostase der Haut

Das grofite Organ des Menschen ist die Haut (Held et al. 2016). Sie ist die Schutzbarriere des
Korpers vor Krankheitserregern, UV-Strahlung und anderen Umwelteinfliissen (Fritsch 2009).
Sie setzt sich aus Epidermis, Dermis und Subkutis zusammen, wobei erstere ein verhorntes
Plattenepithel ist und zu ~90% aus Keratinozyten besteht (Fritsch 2009; Held et al. 2016). Die
Dermis, die vor allem aus Extrazellulirer Matrix (EZM) und Fibroblasten besteht, wird in die
papillare und retikulire Dermis unterteilt. Die papillare Dermis enthilt Kapillaren, welche
postkapillar zu Venolen werden und die Epidermis tber Diffusion ernidhren. Die retikulire

Dermis ist im Gegensatz zur papillaren Dermis deutlich dicker und enthilt mehr EZM-Proteine

(Sorrell und Caplan 2004).

1.1.1 Aufbau der Dermis: Dermale Fibroblasten und Extrazellulire Matrix

Die EZM sorgt nicht nur passiv fir die Struktur der Dermis, sondern ist auch in der Lage, aktiv
Proliferation, Funktionen und Uberleben von Zellen zu beeinflussen (Frantz et al. 2010). In
gesunder Haut sind Fibroblasten essentiell fiir die Produktion von EZM-Bestandteilen und
damit fiir die Aufrechterhaltung der Gewebehomoostase zustindig (McAnulty 2007; Sorrell und
Caplan 2004). Den Hauptbestandteil der EZM bildet Kollagen, vorwiegend Kollagen Typ 1
(Kollagen 1); sie beinhaltet aber auch andere Kollagentypen wie beispielsweise Kollagen Typ 111,
IV, V1 und X1l (Krieg und Aumailley 2011). Die beiden a-Ketten des Kollagen | werden von
den Genen COL7A7 und COL7A2 codiert und von der Zelle sezerniert. Extrazellulir setzen
sich drei a-Ketten als prozessierte Triple-Helices zum fibrilliren Kollagen 1 zusammen (Krieg

und Aumailley 2011).

Weitere Bestandteile der EZM sind Fibronektin, FElastin, Proteoglykane und
Glykoaminoglykane (Frantz et al. 2010; Tracy et al. 2016). Neu synthetisierte EZM-Proteine

werden in die vorhandene EZM eingebettet und verankert (Krieg und Aumailley 2011).

Zur Aufrechterhaltung der gesunden Dermis gehort neben der EZM-Produktion auch deren
enzymatischer Abbau, fir den Matrix-Metalloproteinasen essentiell sind. Matrix-
Metalloproteinasen regulieren das homoostatische Gleichgewicht zwischen Synthese und

Abbau der EZM (McAnulty 2007; Tracy et al. 2010).
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1.1.2 Fibrose und Myofibroblasten

Wihrend eine temporire Fibrose physiologisch bei der Wundheilung wichtig ist, fithren viele
chronische Entzindungen im menschlichen Kérper zu einer persistierenden pathologischen
Fibrose (Wynn und Ramalingam 2012). Die systemische Sklerose (Sklerodermie) ist eine von
Fibrose geprigte Erkrankung (Eckes et al. 2014).

Wird die Integritit der Haut gestort, wie bei einer Wunde, so wird sie durch den komplexen
Prozess der Wundheilung wiederhergestellt. Nach der Blutstillung und Synthese von
Granulationsgewebe werden unter anderem Fibroblasten aus der umgebenden Dermis durch
Zyto- und Chemokine, wie fransforming growth factor beta (TGEFB), zur Wunde rekrutiert.
Beeinflusst von der mechanischen Spannung der Wunde differenzieren sie Uber einen
Transitionsstatus, die sogenannten Proto-Myofibroblasten, zu Myofibroblasten (Barrientos et
al. 2008; Evans et al. 2013; Gerarduzzi und Di Battista 2017) (Abbildung 1). Proto-
Myofibroblasten exprimieren vermehrt EZM-Proteine und iiben durch ihr kontraktiles Aktin-

Zytoskelett mechanische Spannung auf die EZM aus (Hinz 2007; Tomasek et al. 2002).

Die Kombination aus mechanischer Spannung und TGFB-Stimulation fithrt zu weiterer
Ausdifferenzierung zu Myofibroblasten. Diese sind durch die De-novo-Synthese von afpha
smooth muscle actin («SMA), die Ausreifung fokaler Adhisionskontakte sowie TGFB-Expression
charakterisiert (Dabiri et al. 2006; Hinz et al. 2003; Tomasek et al. 2002). Das neu synthetisierte
aSMA, eine ausschlieBlich in den Zellen der glatten Muskulatur vorkommende Aktin-Isoform,
wird in die intrazelluliren Aktin-Fasern integriert (Skalli et al. 1989). Dadurch wird die

Kontraktilitit der Myofibroblasten erheblich verstirkt.

Myofibroblasten sind aktiv an der Wundkontraktion beteiligt (Hinz et al. 2001b). Die
Kombination aus TGFB und Kontraktion bewirkt eine positive Riickkopplung und es kommt
zu vermehrter Myofibroblasten-Differenzierung (Dabiri et al. 2006; Gerarduzzi und Di Battista

2017).

Sobald ausreichend EZM-Proteine (,,Narbengewebe®) synthetisiert wurden, lisst der
mechanische Stress auf die Myofibroblasten nach (Hinz 2007). Infolgedessen wird die positive
Rickkopplung unterbrochen und die Zahl der Myofibroblasten wird durch Apoptose—
Induktion (Catlson et al. 2003; Grinnell et al. 1999; Niland et al. 2001) sowie moglicherweise
durch Re-Differenzierung in einen inaktiven Phianotyp reduziert (Driesen et al. 2014;
Gerarduzzi und Di Battista 2017). Parallel zur EZM-Synthese erfolgt die Re-Epithelisierung
durch eingewanderte Keratinozyten (Takeo et al. 2015). Den Abschluss der Wundheilung bilden
die Anordnung und Vernetzung der neu synthetisierten EZM-Proteine in ein organisiertes und

moglichst funktionsfihiges Gewebe (Diegelmann und Evans 2004).
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Abbildung 1: Differenzierung dermaler Fibroblasten zu Myofibroblasten

Durch mechanische Spannung erfolgt die Differenzierung dermaler Fibroblasten (blassgriin, oben), die
tber Adhidsionsrezeptoren (gelb) mit den Fasern der EZM verbunden sind, zu Proto-Myofibroblasten
(links unten). Diese zeichnen sich durch die Bindelung der Aktinfilamente des Zytoskeletts zu
sogenannten Stressfasern (griine Linien) sowie beginnender fokaler Adhisionsreifung (orange) aus.
Durch weiteren mechanischen Stress und zusitzliche Zytokinstimulation (TGEF) differenzieren die
Proto-Myofibroblasten zu Myofibroblasten (unten rechts). Myofibroblasten sind durch De-novo-
Synthese von aSMA (dargestellt durch die dickeren, dunkleren Linien in der Zelle) und die Ausreifung
fokaler Adhisionskontakte (rot) charakterisiert. Die Myofibroblasten erfahren eine positive
Riickkopplung durch die von ihnen erzeugte mechanische Spannung sowie ebenfalls von ihnen
synthetisiertes TGF (runder Pfeil). In der physiologischen Wundheilung reduziert sich das Vorkommen
der Myofibroblasten nach Abschluss der Wundheilung durch Apoptose (rechter Pfeil) oder Re-
Differenzierung in einen inaktiven Phinotyp (linker Pfeil zu Fibroblasten). Der rote Blitz markiert den
Ubergang in die pathologische Fibrose, bei der das Vorkommen der Myofibroblasten persistent ist.

Im Gegensatz zur Wundheilung ist bei der ,,pathologischen Fibrose* die Differenzierung von
Myofibroblasten erhéht und deren Vorkommen permanent. Die GbermiBige, persistierende
EZM-Produktion bedingt im Fall der dermalen Fibrose eine Zunahme der Dermisdicke (Luzina
und Atamas 2008) sowie eine Reduktion der Dermiselastizitit (Tomasek et al. 2002). Die
physiologische Struktur und Funktionalitit der gesamten Haut werden zerstort; dies fithrt zum

klinischen Bild der Fibrose (Gerarduzzi und Di Battista 2017).

Unkontrollierte positive Riickkopplung scheint fir die permanente Aktivierung von
Myofibroblasten verantwortlich zu sein (Bechtel et al. 2010). Diese Hypothese wird dadurch
gestitzt, dass aus sklerotischer Haut kultivierte Myofibroblasten ihre Charakteristika ohne
zusitzliche Stimuli behalten (LeRoy 1974). Eine dysregulierte Fas-L-induzierte Apoptose wurde

ebenfalls in Zusammenhang mit dem permanenten Myofibroblasten-Vorkommen gebracht
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(Maheret al. 2010). Dennoch wurde der Ursprung der persistenten Myofibroblasten-
Aktivierung bisher nicht abschlieBend geklirt.

1.2 Systemische Sklerodermie

1.2.1 Allgemeines, Epidemiologie und Pathogenese

Die systemische Sklerodermie ist eine chronisch entziindliche Autoimmunerkrankung. Durch
die bereits erwihnte Myofibroblasten-Aktivierung mit ibermaBiger EZM-Produktion fihrt sie
zur Fibrosierung der Haut und innerer Organe. Obwohl viele Organe von der systemischen
Sklerodermie betroffen sein kénnen, imponiert sie klinisch zuerst in der Haut (Eckes et al.
2014). Ein durch Fibrose bedingter Funktionsverlust des jeweils betroffenen Organs kann
lebensbedrohlich sein (Yanaba 2016). Bis heute existiert keine kurative Behandlung fir diese

Erkrankung (Eckes et al. 2014; Yanaba 2010).

Die systemische Sklerodermie weist eine Pravalenz von ca. 100-200 Erkrankten pro eine Million
Einwohner in Deutschland auf (Chifflot et al. 2008; Hunzelmann 2013). Das Krankheitsbild ist
variabel und die Finf-Jahres-Uberlebensrate hingt maBgeblich von der Organbeteiligung ab
(Hunzelmann und Krieg 2012).

Die Atiologie der systemischen Sklerodermie ist nicht bekannt. Mit der Entstehung der
Erkrankung werden verschiedene Faktoren, wie genetische Pradisposition, bakterielle und virale

Infektionen sowie Umwelteinfliisse in Verbindung gebracht (Viswanath et al. 2013).

Das aktuelle Pathogenesemodell favorisiert teilweise Ubetlappende Phasen: Mikrovaskulire
Schiden markieren den Beginn der Erkrankung. Die dadurch induzierten Zyto- und Chemokine
tragen zum Umbau der Gefil3e bei, was zur Stérung der Blutzirkulation in den Kapillaren und
zur Nekrose des minderversorgten Gewebes fuhrt (Eckes et al. 2014; Viswanath et al. 2013).
Dies wiederum 16st eine entziindliche Reaktion aus. Dabei freigesetzte Zytokine, wie TG,
connective tissue growth factor (CTGF) und platelet derived growth factor PDGF) (Barrientos et al. 2008;
Cozzani et al. 2013), aktivieren Fibroblasten und induzieren deren Differenzierung zu

Myofibroblasten (Eckes et al. 2014).

1.2.2 Klassifikation, Symptome und Therapie der Sklerodermie

Die systemische Sklerodermie wird zumeist in zwei Formen unterteilt: die limitierte Zwited
cutaneous systemic sclerosis und die diffuse dzffuse cutaneons systemic sclerosis (Hunzelmann 2013; Yanaba

2016). Gemeinsam ist beiden die der Fibrose oft jahrelang vorausgehende Raynaud
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Symptomatik, eine anfallsartige zeitweise Minderdurchblutung akraler Kapillaren (Hunzelmann
2013; Thompson et al. 2001).

Die limitierte Form verlduft langsam progredient und die Fibrosierung betrifft vor allem die
distalen Teile der Gliedmal3en bis zu Ellenbogen und Knien sowie das Gesicht. Die diffuse
Form der systemischen Sklerodermie ist rasch progredient. Sie breitet sich auch nach proximal

auf den Rumpf des Patienten aus (Hunzelmann 2013).

Da es bis heute es keine kurative Therapie der systemischen Sklerodermie gibt, orientiert sich
die Behandlung an den betroffenen Organen unter anderem durch Suppression der
Autoimmunreaktion mittels Immunsuppressiva wie Mycophenolat-Mofetil, Methrotrexat,
Glukokortikosteroide und Cyclophosphamid (Denton et al. 2016; Yanaba 2016). Neuerdings
werden auflerdem anti-fibrotische Therapieansitze verfolgt, die gezielt die Aktivierung von
Fibroblasten supptrimieren und die Re-Differenzierung/Apoptose von Myofibroblasten
induzieren sollen. Fin aktueller Ansatz ist beispielsweise die Verhinderung der TGFj-
vermittelten Myofibroblasten-Differenzierung (Distler et al. 2017; Wynn und Ramalingam
2012).

Da die genannten Strategien noch keine befriedigende LLosung bieten (Distler et al. 2017), ist die
Identifizierung weiterer involvierter Signalwege und deren Liganden als therapeutische

Angriffspunkte wichtig.

1.3  Das Zytokin transforming growth factor beta (TGFf) und seine

Funktion in der Haut

TGEFB spielt eine wichtige Rolle bei verschiedenen Prozessen. Es sind drei TGF Isoformen (1,
1I, IlI) bekannt, die zunichst inaktiv im extrazelluliren Raum als grofle Pro-Peptidmolekiile
vorliegen und durch unterschiedliche physikalische und chemische Faktoren, wie UV-Strahlung,
pH-Wert-Verinderungen und mechanischen Stress, aktiviert werden (Robertson und Rifkin

2016; Wipff et al. 2007).

1.3.1 Smad-abhingiger TGFB-Signalweg

Als Ligand bindet TGFB 1 an den TGFB-Rezeptor 2, welcher daraufthin mit dem TGFB-
Rezeptor 1 dimerisiert (Ramirez et al. 2014). Dieses Heterodimer phosphoryliert tber eine
Serin/Threonin-Kinase die inaktiv im Zytoplasma liegenden Smad-Proteine 2 oder 3, bei denen
es sich um Transkriptionsfaktoren handelt (Massagué 1998). Das so aktivierte Smad-Protein
bildet daraufhin mit Smad 4 ein Heterodimer, das in den Nukleus transloziert. Dort induziert

es die Transkription einer Vielzahl fibroseassoziierter Gene, wie aSMA, plasminogen-activator
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inbibitor-1 (PAI-1), CTGF und Endothelin 1 (ET-1) (Eckes et al. 2014; Rodriguez-Pascual et al.
2004). Ebenso werden die Smad-Proteine 6 und 7 transkribiert, die als negative Regulatoren des

Smad Signalwegs fungieren (Ramirez et al. 2014; Shi und Massagué 2003) (Abbildung 2).

Neben der Aktivierung des Smad-Signalwegs stimuliert TGFB auch Mitogen-aktivierte
Proteinkinasen (ERK, p38, JNK) und Rho-dhnliche GTPasen (Abbildung 2), die ebenfalls an
der Remodellierung des Zytoskeletts beteiligt sind (Derynck und Zhang 2003; Zhang 2009).

6 6 Nicht-Smad-assoziierte
Smad Signalweg 6 Signalwege

<> ” /
N

|\
1 O® 00

Abbildung 2: TGFB-assoziierte Signalwege

TGFB (graue Rauten) bindet als Ligand an den TGFB-Rezeptor 1l (orange), der darauthin mit dem
TGFB-Rezeptor | dimerisiert (orange) und phosphoryliert wird (gelb). Dadurch wird der Smad-Signalweg
(hellgriiner Kasten) aktiviert. Die inaktiv im Zytoplasma votliegenden Smad-Proteine 2/3 werden
phosphoryliert und bilden mit Smad 4 ein Oligomer, das in den Nukleus transloziert (schwarzer
Halbkreis im unteren Bild) und als Transkriptionsfaktor fungiert (schwarze, parallele Linien
symbolisieren die DNA). Dadurch wird die Expression wichtiger Gene fiir die Homdostase,
Wundheilung, aber auch Fibrose induziert (rechteckiger Pfeil aus DNA). Andere von TGFp aktivierte
Signalwege (hellblauer Kasten) beinhalten die Rho-Kinase (rot) sowie MAP-Kinasen (blau).

1.3.2 TGF in der Haut

TGFB hat diverse Funktionen in der Haut und beeinflusst beispielsweise die epidermale
Differenzierung (Ito et al. 2001). Widersprichliche Erkenntnisse gibt es beziglich seines
Einflusses auf die epidermale Homoostase; TGFR wirkt regulatorisch auf den Zellzyklus von
Keratinozyten und kann deren Proliferation sowohl inhibieren als auch induzieren (Buschke et
al. 2011; Fowlis et al. 1996; Gordon und Blobe 2008; Massagué et al. 2000). Von den drei
bekannten Isoformen ist besonders TGFR 1 fiir die Wundheilung wichtig. Es wird unmittelbar
nach dem Wundereignis induziert, um die initiale Entzindungsreaktion einzuleiten (Ramirez et
al. 2014). TGEB ist sowohl bei der Wundheilung als auch bei der Hautfibrose fiir Entstehung
und Aufrechterhaltung der Fibrose essentiell (Desmoulicre et al. 1993; Hinz 2007; Roberts et
al. 1980).
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1.4  Nuclear factor kappa light chain enhancer of activated B-cells

)

Mitte der 1980er Jahre wurde der Transkriptionsfaktor Nuclear factor “kappa light chain enbancer’
of activated B-cells (NF-xB) in B-Lymphozyten beschrieben (Sen und Baltimore 1986). NF-kB
reguliert verschiedene zentrale Prozesse angeborener und die adaptiver Immunantworten, die
Apoptose, die Zelldifferenzierung und -proliferation. Es wird auch mit der Tumorgenese oder
Autoimmunerkrankungen in Verbindung gebracht (Karin et al. 2002); letztere werden unter

anderem mit einer verinderten NF-kB-Aktivitit verkniipft (Okamoto 2000).

1.4.1 NF-xB-Proteinuntereinheiten

Von NF-kB sind funf Proteinuntereinheiten bekannt: p105/p50 (NF-kB 1), p100/p52 (NF-«xB
2), p65 (auch als RelA bekannt), RelB und c-Rel. Allen ist eine ,,Re/ homology domain®™ (RHD) am
N-Terminus gemein. Die RHD vermittelt die Dimerbildung und sequenzspezifische DNA-
Bindung (Huxford und Ghosh 2009; Oeckinghaus und Ghosh 2009). RelB, p65 und c-Rel
tragen zusitzlich eine C-terminale ,,#ransactivation  domain (T'AD), welche die
Transkriptionsaktivitit verstirkt. Die NF-kB Untereinheiten bilden miteinander Homo- oder

Heterodimere, die hauptsichlich inaktiv im Zytoplasma vorliegen. Eine Ausnahme bildet RelB,

welches ausschlieBlich in Heterodimeren auftritt (Huxford und Ghosh 2009).

1.4.2 Signalwege

Die hauptsichlichen Signalwege sind der kanonische (klassische) sowie der nicht-kanonische
(alternative) Signalweg. Zu den beim kanonischen Signalweg aktivierten NF-kB-
Proteinuntereinheiten zihlen c-Rel, p65 und p50. Bindet ein Ligand wie Tumornekrosefaktor
alpha (TNFa) an seinen Rezeptor (Osborn et al. 1989) wird dadurch der trimere ,,Inhibitor von
KB alpha® (IkB)-Kinase (IKK) Komplex (IKKo, IKK@ und NF-&B essential modulator NEMO))

aktiviert. Der IKKKomplex wiederum bewirkt eine Polyubiquitinierung des IxkB, welcher
anschlieBend proteasomal abgebaut wird (Karin und Ben-Neriah 2000). Das freigegebene
Dimer transloziert daraufthin in den Nukleus und fungiert dort als Transkriptionsfaktor

(Gilmore 2006) (Abbildung 3).

Der alternative Signalweg ist bisher hauptsachlich mit der B- und T- Zell-Entwicklung assoziiert
und die Induktion erfolgt tiber Liganden wie CID40, Lymphotoxin beta und B-ce// activating factor
(BAFT) (Perkins 20006). Besonders das Heterodimer aus RelB und p52 wird vom alternativen
Signalweg aktiviert (Sun 2012) (Abbildung 3).
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Kanonischer Alternativer
Signalweg Signalweg

Abbildung 3: NF-xB-assoziierte Signalwege
Vereinfachtes Schema fiir die beiden hauptsichlichen NF-kB-Signalwege. Der kanonische Weg (griin)

nutzt die NF-kB-Proteinuntereinheiten c-Rel, p65 und p50. Bindet ein Ligand wie TNFa an seinen
Rezeptor, so wird das inaktiv im Zytoplasma vorliegende Dimer aktiviert, indem der ,,Inhibitor von

kappa B* proteasomal abgebaut wird. NF-kB transloziert darauthin in den Nukleus (beiger Kreis), um
dort als Transkriptionsfaktor an die DNA (parallele Linien) zu binden. Der alternative Signalweg (blau)
aktiviert unter anderem tiber CD40 das aus RelB und p52 (p100 als inaktive Vorlduferform) bestehende
Dimer.

1.4.3 NF-«B in der Haut

NF-xB ist ein wichtiger Regulator der Homdostase in verschiedenen Organen (Perkins und

Gilmore 20006). In der Haut beeinflusst NF-kB die Proliferation und Apoptose sowie die

Induktion entztindlicher Prozesse (Hinata et al. 2003).

Vorausgegangene Untersuchungen beschiftigten sich mit Zelltyp-spezifischen Wirkungen von
NF-kB in der Haut. In epidermalen Keratinozyten wurde die Proliferation durch
Uberexpression von p65, p50 (Seitz et al. 1998) sowie c-Rel, RelB und p52 inhibiert (Hinata et
al. 2003), wogegen die Uberexpression aller fiinf NF-kB-Untereinheiten die Proliferation
dermaler Fibroblasten nicht beeintrichtigte (Hinata et al. 2003). Ein Proliferationsarrest der

Fibroblasten wurde hingegen durch Inhibition von NF-kB und der damit resultierenden,

fehlenden Cyclin D1-Induktion erzielt (Guttridge et al. 1999; Hinz et al. 1999).

Die einzelnen NF-kB-Untereinheiten haben vielfiltige Funktionen, beispielsweise in der
Ontogenese und Homéostase gesunder Haut, wie sich in Studien mit Knockout-Mausen zeigte.
Eine statke Dermatitis mit Haarausfall und verdickter Hornschicht (Hyperkeratose)
entwickelten beispielsweise Re/B /- -Miuse (Barton et al. 2000). Bei p52 .- -Miusen wurden

dagegen keine offensichtlichen Hautlisionen beschrieben (Franzoso et al. 1998). Die Epidermis
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von p50 -/ und ¢-Rel /- -Miausen war diinner und exprimierte weniger Proliferating cell
nuclear antigen (PCNA) (Fullard et al. 2013). Ein Effekt von c-Rel auf die Proliferation mit
Implikationen fir den Zellzyklus zeigte sich auch in humanen Keratinozyten: Die c-Rel-
Suppression in Keratinozyten fihrte 2zu reduzierter Proliferation und verdnderter

Zellzyklusphasenverteilung (Lorenz et al. 2014).

1.4.4 NF-B bei Fibrose und systemischer Sklerodermie

Einzelne NF-kB-Untereinheiten konnten bereits mit systemischer Sklerodermie und Fibrose
assozilert werden. So wurde erhohte p65-Expression in sklerotischen Fibroblasten identifiziert
und die Kollagen I-Synthese wurde in diesen Zellen durch p65-Uberexpression verstirkt
(Beauchef et al. 2012). Auch bei Miusen mit Bleomycin induzierter Fibrose wurde eine
verstirkte p65-Expression beobachtet (Koca et al. 2012). Der Einzelnukleotid-Polymorphismus
rs1598859 im Intron von p50 konnte in einer genomweiten Assoziationsstudie zudem als

Risikofaktor fiir die systemische Sklerodermie identifiziert werden (Martin et al. 2012).

Eine besondere Rolle bei Fibrose und systemischer Sklerodermie kommt allerdings der

Untereinheit c-Rel zu:

Bei der fibrosierenden graft versus host (GvH)-Reaktion wurde gezeigt, dass «-Re/ /- T-Zellen in
ihrer Fihigkeit, eine akute GvH-Reaktion auszul6sen, eingeschrinkt waren. (Yu et al. 2013).
C-Re/ /-Miuse waren zudem vor induzierter hepatischer und kardialer Fibrose geschiitzt
(Gaspar-Pereira et al. 2012; Gieling et al. 2010). Fullard ez a/. zeigten, dass ein c-Rel Verlust bei
Miusen die Bleomycin induzierte Hautfibrose verhindert (Fullard et al. 2013). In ¢-Re/-/-Miusen
war auflerdem die Genexpression von COL7.A2 (Gen fir Kollagen 1), fissue inhibitor of
metalloproteinases-1 (TIMP-T) und TGEFB 1 erniedrigt (Fullard et al. 2013). Die Rolle von c-Rel

bei zelluliren Mechanismen der Fibrose ist allerdings noch unbekannt.

1.5  Ziel des Projekts

NF-kB und seine Untereinheiten wurden im Kontext der Fibrose verschiedener Organe
beschrieben. Der genaue Einfluss der einzelnen Untereinheiten und Dimere bei der Aktivierung
von Fibroblasten zu Myofibroblasten sowie der Myofibroblasten-Differenzierung ist allerdings
unbekannt.

Daher zielt dieses Projekt auf die genauere funktionelle Analyse von NF-kB mit speziellem
Fokus auf c-Rel ab. Dabei werden sowohl unstimulierte dermale Fibroblasten als auch aktivierte

Fibroblasten, die Myofibroblasten, in einem 2 vitro-Fibrose-Modell untersucht. Die Analysen


https://en.wikipedia.org/wiki/Tissue_inhibitor_of_metalloproteinases
https://en.wikipedia.org/wiki/Tissue_inhibitor_of_metalloproteinases
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umfassen dabei die Expression myofibroblastenassoziierter Marker sowie zellulirer
Eigenschaften wie Viabilitit, Kontraktilitit und zytoskelettale Verinderungen. Dabei steht die
Frage im Vordergrund, ob eine NF-kB Untereinheiten-spezifische Inhibition Grundlage fiir die
Entwicklung einer innovativen Behandlungsstrategie der dermalen Fibrose sein konnte. Dies

koénnte wichtig fiir die bisher nicht kurativ behandelbare systemische Sklerodermie sein.
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2.1.1 Laborausriistung

Tabelle 1: Laborgerite

Laborgerite

Bezugsquelle

APPLISKAN Platten-Photometer

Aqua bidest. Wasseranlage arium(R) 611 VF
Autoklav

CO:zInkubator HeraCell 150i
Elektrophorese Spannungsquelle EPS 1001
Elektrophoresekammer Sub-cell
Feinwaage Acculab ALC

Feinwaage Acculab Vicon

FlexCycler Thermozykler

Genesys 10 Bio (Photometer)

Heizblock Thermostat Plus

IKA R MS1 Mini Schiittler

Kamera Cool Snap

Kihlschrinke 4°C,-20°C,-80°C
Bildanalysesystem LAS 4000
Magnetrithrplatte (Szrrer)
Membran-Vakuumpumpe

Mikroskop AXIO Imager.M1

Mikroskop Axiovert 200

Mikroskop Axiovert 40C

Mikrozentrifuge Galaxy Mini Star

Thermo Fisher Scientific
Sartorius Stedim Biotech
Sanyo

Thermo Fisher Scientific
Amersham Biosciences
Bio-Rad Laboratories
Satorius Group

Satorius Group

Analytik Jena

Thermo Fisher Scientific
Eppendorf
Sigma-Aldrich/ Merck
Roper Scientific Photometrics
Liebherr, Privileg
Fujifilm

VWR

vacuubrand

Catl Zeiss AG

Carl Zeiss AG

Catl Zeiss AG

VWR
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Laborgerite

Bezugsquelle

Mikrozentrifuge Sprout

Pipetboy

Pipetten

Protean ® 3 Elektrophoresekammer

Schiittler Polymax 1040

Schittler See Saw Rocker SSI.4
Spannungsquelle Power Pac Basic
Thermozykler Quant Studio 5
Thermomixer

Tissuelyser L'T

Tray Cell (Mikro Messzelle)

Vortex Mixer VELP Scientifica
Vortex Mixer 1.46

Wasserbad

Zellkulturbank HeraSafe
Zellkulturbank Safe 2020
Zentrifuge 5417R

Zentrifuge Heraeus Megafuge 16R
Zentrifuge Heraeus Multifuge 1S-12
Zentrifuge Heraeus Multifuge 1S-R

Zentrifuge Heraeus PICO 17

Mini Protean ® Kimme 1mm (10 Well; 15 Well)

Protean ® 3 System zur Gelherstellung:

Glasplatten, Deckplatten, Klammern, Halter

TransBlot Semi Dry Transfer Cell (Blotter)

Biozym Sientific
Bio-Rad Laboratories
Integra Biosciences

Eppendorf, Starlab

International
Bio-Rad Laboratories

Bio-Rad Laboratories

Heidolph

Stuart

Bio-Rad Laboratories
Thermo Fisher Scientific
Eppendorf

Qiagen

Bio-Rad Laboratoties
Hellma

Starlab International
Labinco

Memmert

Kendro Laboratory Products
Thermo Fisher Scientific
Eppendorf

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific
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Laborgerite

Bezugsquelle

Zentrifuge Sprout Mini

Biozym Sientific

2.1.2 Verbrauchsmaterialen

Tabelle 2: Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial

Bezugsquelle

384-Well PCR-Platte

6-Well, 24-Well, 96-Well Zellkulturplatten
Einfrierrohrchen (1 ml)
Kultur-Kammern (cu/ture slides)
Deckglischen

Falcon Réhrchen (15 ml, 50 ml)
Filterpapier Whatmanrv

Glaspipetten steril (5 ml, 10 ml, 25 ml)
Kantle 20G BD Microlane 3

Kimtech Science Delicate Task Ttcher
Kivetten

Neubauer Zihlkammer

Nitrozellulose Membran 0,45 um
Omnifix 20 ml LuerLock Solo Spritzen
Parafilme

Pasteurpipetten

Pipettenspitzen

Reaktionsgefil3 (1,5 ml, 2 ml)

Reaktionsgefil3e 0,5 ml

PCR SingleCap 8er-Soft Strips 0,2 ml Reaktionsgefil3e

Starlab International
Greiner Bio One

Greiner Bio One

Falcon/ Corning
Menzel-Gliser

Greiner Bio One

GE Healthcare Life Sciences
Sarstedt

Becton Dickinson
Kimberly-Clark Professional
Sarstedt

LO-Laboroptik Ltd
Bio-Rad Laboratories
B.Braun

Bemis

Catl Roth

Biozym Scientific

Eppendorf und Starlab

International
Sarstedt

Eppendorf
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Verbrauchsmaterial

Bezugsquelle

Spritze Injekt-F

StarSeal Advanced Polyoletin Film
Sterile Filteraufsitze Filtropur S plus 0,2
TechnoCut Skalpell

TipOne Filter Pipetten 10 pl,100 pl,1000 pl

B.Braun

Starlab International

Sarstedt

HMD Healthcare

Starlab International

Transferpipetten Eppendorf und Brand
Vernichtungsbeutel Sarstedt
Zellkulturflaschen T75 Greiner Bio One
Zellschaber 25 cm Sarstedt

2.1.3 Chemikalien

Tabelle 3: Chemikalien
Chemikalie/ Reagenz Bezugsquelle

30%-Actylamid/Bis-Actylamid

Aceton

Ammonium Persulfat (APS)

Bovine Gamma Globulin Component 1-7
Bovines Serumalbumin (BSA)

Bromphenolblau

DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol)
Essigsaure

Ethanol

Fluoreszierendes Mounting Medium
Glycin

Isopropanol

Complete Tablets 7x Mini (Proteaseinhibitor)

Bio-Rad Laboratories
Carl Roth

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich/ Merck
LKB Bromma

Roche

Sigma-Aldrich/ Merck
Carl Roth

Carl Roth

Dako

Serva

Nalgene
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Chemikalie/ Reagenz

Bezugsquelle

Luminol

Methanol

NaCl
Natriumdesoxycholat
Natronlauge
Nonidete P-40

p-Cumarsaure

Ponceau S

Reagenz)

Tris-Salzsaure (Tris-HCL)
Tris Puffer

Triton X 100

Trypanblau 0,4%

Tweene 20

Wasserstotfperoxid 30%

Zitronensaure

Kollagen I aus Rattenschwinzen

Magermilchpulver (,,Blockmilch” Pulver)

PageRulerrv Prestained Protein Leiter

Protein Assay Farbstoffreagenzkonzentrat

Restorem WesternBlot Stripping Puffer

RNase Away (Oberflichendekontamination)
Sodium Dodecyl Sulfat (SDS, Natriumdodecylsulfat)
Spectrarn Multicolor High Range Protein Leiter

TEMED (Tetramethylethylendiamin)

Ultra Pure 0,5 M EDTA, pH 8,0

Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich/ Merck
Bio-Rad Laboratories
Merck

Carl Roth

Merck

Catl Roth

USB

Sigma-Aldrich/ Merck
Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich/ Merck

Bio-Rad Laboratories

Thermo Fisher Scientific
Molecular Bio Products
Carl Roth

Fermentas
Sigma-Aldrich/ Merck
Carl Roth

Carl Roth

Merck

Sigma-Aldrich/ Merck
Carl Roth

Thermo Fisher Scientific
Carl Roth

Carl Roth
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2.1.4 Losungen und Puffer
RIPA-Lysispuffer

50 mM Tris-HCL, pH 7,4
1% Nonidete P-40

0,5% Natriumdesoxycholat
0,1% SDS

150mM NaCl

2mM EDTA

ECL Loésungen

Losung 1

1 mM Tris-HCL, pH 8,5
0,4 mM p-Cumarsiure

2,5 nM Luminol

Losung 2

100 mM Tris-HCL, pH 8,5

0,018% Wasserstoffperoxid

Transferpuffer

48 mM Ttis
39 mM Glycin
200 ml Methanol

0,0375% SDS

Ponceau S Losung

0,1% Ponceau S

5% Essigsdure
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Laufpuffer, 10fach

1,92 M Glycin
250 mM Ttris

5% SDS

SDS-Probenpuffer, 5fach

200 mM TRIS, pH 6,8
4% SDS
40% Glycerol

0,07% Bromphenolblau

TBS-Puffer

10 mM Tris-HCI pH 7,0
1 mM EDTA pH 8,0
150 nM NaCl

0,05% Tweene 20

2.1.5 Gebrauchsfertige Reaktionssysteme

Tabelle 4: Reaktionssystem (K7

SuperScriptrm ]V cDNA Synthese

Reaktionssystem (Ki7) Bezugsquelle
CellTiter 960 Non-Radioactive Cell Proliferation Assay Promega
(MTT)

innuPREP RNA Mini Kit Analytik Jena
Nuclear Extraction Kit (Subzellulire Lysate) Panomics

Thermo Fisher Scientific
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2.1.6 Zellkultur-Reagenzien und Medium

Tabelle 5: Zellkultur-Reagenzien

TGFB1 (Rekombinantes humanes Protein)

Produkt Bezugsquelle
DPBS ohne Caz+und Mgz+ Lonza
Einfriermedium CryoSFM PromoCell
EMEM Lonza

FCS (Fetales Kilber Serum) Biochrome
L-Glutamin Lonza

Thermo Fisher Scientific

Trypsin Lonza
2.1.7 Oligonukleotide
2.1.7.1 Primer
Tabelle 6: Primer
Forward Primer
Gen/Name GroBle  Bezugsquelle
Reverse Primer
Anchored .
Oligo(dT) 2 PM-305 - Jena Bioscience
5-CGTGGGTGACGAAGCACAG-3’ Sigma-Aldrich/
«SMA 5-GGTGGGATGCTCTTCAGGG-3’ ISIhp yrrek
c-Rel QuantiTec-QT00052472 117bp  Qiagen
COLIA1 5-GCTCCTGCTCCTCTTAGCG-3 108 b Sigma-Aldrich/
5-CCGTTCTGTACGCAGGTGAT-3’ P Merck
CTGE 5-CTCGCGGCTTACCGACTG -3’ b Sigma-Aldrich/
5-GGCTCTGCTTCTCTAGCCTG -3 P Merck
ET-1 5-GCTCCAGAAACAGTCTTAGGC -3’ 169 bp Sigma-Aldrich/
5-ACTGGGAGTGGGTTTCTCCC -3’ Merck
GAPDH QuantiTec - QT00079247 95bp  Qiagen
5-CACTTAGCAATCATCCACCTT-3’ Eurofins MWG
P50 NF-«xB1) 5 GCCCTCAGCAAATCCT S 171 bp Operon
5- GGGGCATCAAACCTGAAGATTTCT-3 Eurofins MWG
P52 (NF-kB2) 5 0CGGAACACAATGGCATACTGTy 202 bp Operon
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Forward Primer

Gen/Name GroBle  Bezugsquelle
Reverse Primer

P65 (RelA) QuantiTec-QT02324308 136bp  Qiagen

PAI-l 5- CTCTCTCTGCCCTCACCAAC-3 212 b Eurofins MWG

) 5 -GTGGAGAGGCTCTTGGTCTG-3 p Operon

RelB QuantiTec-QT00038640 113bp  Qiagen

RNA- 5 -GGAGATTGAGTCCAAGTTCA -3 Sioma-Aldrich/
5 -GCAGACACACCAGCATAGT -3 115 bp &

Polymerase Merck

2.1.8 siRNA

Alle in Tabelle 7 enthaltenen Produkte stammen von der Bezugsquelle Qiagen

Tabelle 7: siRNA

Name

Produktname Zielsequenz

Control siRINA

c-Rel-siRINA 1

c-Rel-siRNNA 11

AllStars neg. Control siRNA Nicht angegeben

Hs Rel 1 5-CCGGTGCGTATAACCCGTATA-3’

Hs Rel 6 5-CAGGCGCCAATTCCAATACTA-3

2.1.9 Antikoérper

2.1.9.1 Primire AntikGrper

Tabelle 8: Primire Antikorper

P52 (NF-kB2)

Primirer Antikorper Bezugsquelle

aSMA Abcam

c-Rel CellSignaling Technology
GAPDH CellSignaling Technology
Kollagen1 Santa Cruz Biotechnology
N-Cadherin Takara Bio

P50 (NF-kB1) Abcam

CellSignaling Technology
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Primirer Antikorper

Bezugsquelle

P65 (RelA) CellSignaling Technology
PAI-1 Santa Cruz Biotechnology
pSmad 3 Abcam
RelB CellSignaling Technology
SM22« Abcam
Smad 3 CellSignaling Technology
Vinculin Sigma-Aldrich/ Merck
2.1.9.2 Sekundire Antikorper
Tabelle 9: Sekundire Antikorper
Sekundirer Antikorper Bezugsquelle
Alexa Fluor 488 Konjugat Cell Signaling Technology

Alexa Fluore 555 Ziege Anti-Kaninchen IgG (H+L)

Thermo Fisher Scientific

Anti-Maus IgG (H+L), HRP Konjugat Promega
Anti-Kaninchen IgG (H+L), HRP Konjugat Promega
2.1.9.3 Isotypkontrollen
Tabelle 10: Isotypkontrollen
Isotypkontrolle Bezugsquelle

Kaninchen IgG Isotypkontrolle

Maus IgG1 Isotypkontrolle

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific
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2.1.10 Software

Tabelle 11: Software

Software Bezugsquelle

AxioVision Rel 4.7.1 Carl Zeiss AG

Image] 1.51 National Institutes of Health
LAS 4000 Imaging System Fujifilm

MAC OS High Sierra Apple Inc.

Metamorph 6.3r2 Molecular Devices
Microsoft Office 2016 Microsoft

REST Software Pfaftl, Qiagen
QuantStudiom Design & Analysis Software Thermo Fisher Scientific

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Zellkultivierung

Bei den in dieser Arbeit verwendeten Zellen handelt es sich um die Fibroblasten-Zelllinie BJ
(ATCCwe CRL-25221v). Diese wurde aus der Vorhaut eines Neugeborenen etabliert. Die BJ-

Fibroblasten wurden maximal bis Passage 14 verwendet.

BJ-Zellen wurden in ,,Eagle’s minimum essential medinn'* (EMEM) inklusive 10% Fetales Kilber
Serum (FCS) und 1% L-Glutamin (=EMEM-Wachstumsmedium) bei 37°C und 5% CO:
kultiviert. Mykoplasmenkontaminationen wurden durch regelmifBlige Untersuchungen mittels

PCR ausgeschlossen.

2.2.1.2 Zellpassagen

Bei einer Konfluenz von etwa 95% wurden die Zellen passagiert. Dazu erfolgte eine Waschung
mit 5 ml PBS und eine anschlieBende Zugabe von 2 ml Trypsin mit vierminttiger Inkubation
bei 37°C. Bei einer Ablosung von etwa 90% der Zellen wurde die Reaktion mit 5 ml EMEM-
Wachstumsmedium gestoppt und die Zellsuspension in ein 15 ml Reaktionsréhrchen tiberfiihrt.
Bei 1200 tpm (rounds per minute) wurde die Suspension fiir 3 min zentrifugiert und danach der

Uberstand abgesaugt. Das verbliebene Zellsediment wurde in 10 ml EMEM-
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Wachstumsmedium re-suspendiert und weiter kultiviert oder mit Hilfe einer Neubauer

Zihlkammer gezahlt und fir weitere Versuche genutzt.

2.2.1.3 Zellen einfrieren

Zum Einfrieren kultivierter Zellen erfolgte eine Waschung mit 5 ml PBS und eine anschlieSende
Zugabe von 2 ml Trypsin-Lésung mit vierminiitiger Inkubation bei 37°C. Die Reaktion wurde
mit 5 ml EMEM-Wachstumsmedium gestoppt und die Zellsuspension in ein 15 ml
Zentrifugenrohrchen tberfithrt. Je 20 ul der Zell-Medium Suspension wurden mit 40 pl
Trypanblau gemischt und in einer Neubauer Zihlkammer die Anzahl der vitalen Zellen
bestimmt. Bei 1200 rpm wurde die verbliebene Suspension fiir 3 min zentrifugiert und
anschlieBend der Uberstand abgesaugt. Das Zellsediment wurde in EMEM/ 6%
Einfriermedium re-suspendiert, wobei in 1 ml Suspension 1 Mio. Zellen enthalten waren. Je 1
ml wurde in ein Einfrierr6hrchen tiberfihrt und stufenweise auf -80°C heruntergekiihlt, bevor

sie zur Lagerung in flissigen Stickstoff gegeben wurden.

2.2.1.4 Zellen auftauen

Die Zellen in den Einfrierréhrchen wurden im Wasserbad bei 37°C aufgetaut und anschlieBend
in 37°C warmes EMEM-Wachstumsmedium tberfithrt und in einer T75 Zellkulturflasche im

Brutschrank bei 37°C und 5% CO:zinkubiert. Nach 24 h erfolgte ein Mediumwechsel. Das alte

Medium wurde dazu abgesaugt und anschlieBend frisches, 37°C warmes Medium hinzugegeben.

2.2.1.5 Zellaussaat

Far Western Blots, guantitative real time polymerase chain reactions (QRT-PCRs) und Kollagen-
Kontraktions-Experimente wurden jeweils 50 x 103 Zellen in insgesamt 2 ml EMEM-

Wachstumsmedium je Kammer einer Kulturplatte mit 6 Kammern (6-well plate) ausgesit.

Fir Immunfluoreszenzfirbungen wurden 3 x 103 Zellen in insgesamt 500 ul Volumen pro

Kammer in einem Zellkultur-Objekttrager mit 8 Kulturkammern (8-wel/ culture slide) ausgesit.

Fir MTT-Experimente wurden 5 x 102 Zellen pro Kammer einer 96-Kammer Kulturplatte (96-
well plate) ausgesit und mit EMEM-Wachstumsmedium auf insgesamt 100 ul Volumen

aufgefullt.

Nach 24 h erfolgte ein Mediumwechsel sowie weitere Behandlungen der Zellen.

2.2.1.6 Zellen abschaben

Fir Western Blots und qRT-PCRs wurden die Zellen mit kaltem PBS (1 ml, 4°C) gewaschen

und umgehend mit 500 pl PBS bedeckt, um sie vor Austrocknung zu schiitzen. Es erfolgte die
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Ablosung der Zellen mit einem Zellschaber. Anschliefend wurde die Zell-PBS-Mischung in ein
1,5 ml Reaktionsgefil gegeben. Um moglichst viele Zellen zu gewinnen, wurde die
Kulturkammer erneut mit 500 pl kaltem PBS gespult. Das Reaktionsgefd3 wurde direkt auf Eis
gestellt. Im Anschluss wurden die Zellen durch achtminttige Zentrifugation bei 800 x g bei 4°C
pelletiert, der Uberstand wurde abgenommen und verworfen. Bis zur weiteren Aufarbeitung

wurden die Zellsedimente bei -20°C gelagert.

2.2.2 Stimulation mit TGFJ
Adhirente Zellen wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten durch einmalige Zugabe von

Transforming growth factor beta 1 (TGFB, 10 ng/ml) ins Medium stimuliert.

Die Stimulationszeitpunkte erfolgten nach Aussaat und einmaligem Mediumwechsel (24 h nach
der Aussaat). Die Zellen wurden 72 h, 48 h, 24 h, 10 h, 6 h oder 2 h vor Ablésung stimuliert. In

jedem Versuchsaufbau gab es zusitzlich eine unstimulierte Probe (0 h).

2.2.3 siRNA-Transfektion

Je nach AnsatzgroBe wurde swall interfering RNA (siRNA) (20 uM, finale Konzentration 40 nM)
und anschlieBend die entsprechende Menge Promofectin als Transfektionsreagenz in
raumwarmes EMEM gegeben und unmittelbar fir 10 s geschittelt und 10 min bei

Raumtemperatur inkubiert.

Tabelle 12: Beispielansatz der siRNA-Transfektion fiir eine Kammer einer 6-Kammer-Platte

Probe Unbehandelt Promofectin CTRL- c-Rel- c-Rel-
Reagen? (1x) (1x) siRNA (1x) siRNAI1 (1x) siRNA 1l
(Ix)
EMEM 200 wl 200 wl 200 wl 200 ul 200 pl
Promofectin - 8l 8 ul 8l 8 ul
siRNA - - 4ul 4ul 4ul

Im nichsten Schritt wurde die siRNA-Transfektionslosung mit je 2 ml Medium auf die Zellen

gegeben und die Zellen bei 37°C fiir 24 h inkubiert.

AnschlieBend wurde das Medium abgesaugt und frisches EMEM-Wachstumsmedium
hinzugegeben; teilweise erfolgte eine anschlieBende Stimulation mit TGFB fir weitere 48 h

(siehe 2.2.2). Die Analysen fanden 72 h nach der Transfektion statt und beinhalteten die drei
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Kontrollansitze ,,Unbehandelt, ,,Promofectin®, ,,CTRL-siRNA*“ sowie die Proben ,,c-Rel-
siRNA I und ,,c-Rel-siRNA 11, die entweder unstimuliert oder fir 48 h mit TGF stimuliert

worden waren.

2.2.4 Proteinlysate und Western Blot

2.2.4.1 Proteinlysat mit RIPA-Lysispuffer

Fur die Proteinisolation wurden die sedimentierten Zellen zunidchst in RIPA-
Proteaseinhibitorlésung re-suspendiert, fur 30 min auf Eis gestellt und dabei alle 10 min
geschiittelt. Im Anschluss wurde das Homogenat fiir 15 min bei 14000 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen, in ein neues Reaktionsgefal tiberfithrt und auf Eis gestellt oder

bis zur weiteren Analyse bei -80°C aufbewahrt.

2.2.4.2 Zytoplasma- und Kern-Proteinlysat

Aus den sedimentierten Zellpellets wurde nach Anleitung des Nuclear Extraction Kits (Panomics)
Zytoplasma- und Kernproteinlysat gewonnen. Dazu wurden die Zellen in einer ihrer

SedimentgréBe entsprechenden Menge Puffer A resuspendiert.

Puffer A

1 ml Puffer A

10 Wl DTT

10 pl Proteinaseinhibitor

10 pl Phosphataseinhibitor 1

10 pl Phosphataseinhibitor 11

AnschlieBend wurde die Zell-Puffer-Suspension fiir 10 min auf Eis auf dem Schwenker sanft
durchmischt. Es folgte eine Zentrifugation bei 14.000 x g fiir 3 min bei 4°C. Der dabei
entstandene Uberstand war das Zytoplasma-Proteinlysat. Zur Extraktion des Kern-

Proteinlysats wurden je nach PelletgroBe 25-50 ul Puffer B hinzugegeben.

Dieser wurde unmittelbar vor Gebrauch folgendermallen zubereitet:
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Puffer B

1 ml Pufter B

10 I DTT

10 ul Proteinaseinhibitor

10 ul Phosphataseinhibitor 1

10 pl Phosphataseinhibitor 11

Die mit Puffer B bedeckten sedimentierten Zellen wurden umgehend fiir 10 s geschiittelt. Die
Zellen wurden dabei vollstindig vom Boden des ReaktionsgefiB3es gelost und suspendiert. Die
Proben wurde fir 1 h auf Eis gestellt und alle 20 min vier- bis finfmal mit der Hand invertiert.
Zum Schluss wurde die Puffer-Suspension fiir 5 min mit 14.000 x g bei 4°C zentrifugiert. Der
dabei entstandene Uberstand war das Kern-Proteinlysat. Dieses und das Zytoplasma-

Proteinlysat wurden bei -80°C bis zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt.

2.2.4.3 Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe der Bradford-Reaktion. Zur
Erstellung einer Standardkurve wurden Standard-Proteinkonzentrationen von 0,125 pg/ml bis
20 pg/ml in 800 ul Aqua Bidest und 1 ul RIPA-Puffer hergestellt. Den Lysaten wurde 1 pl
Puffer (bei Zytoplasmalysat Puffer A, bei Kernlysat Puffer B) hinzugegeben und anschlieBend
10 min mit 200 ul Bradford-Reagenz bei Raumtemperatur inkubiert. Von den zu bestimmenden
Proteinlysat-Proben wurde je 1 pl in 800 ul Aqua Bidest hinzugegeben und diese ebenfalls fur
10 min mit 200 pl Bradford-Reagenz bei Raumtemperatur inkubiert. Die Proteinkonzentration

wurde anhand des Genesys Spektrometers (Thermo Fisher Scientific) bestimmt.

2.2.4.4 SDS-PAGE (Polyacrylamid Gelelektrophorese) und Western Blotting
Zwischen 20 pg und 40 ug Protein wurden auf ein einheitliches Volumen mit Aqua Bidest und
mit % des Gesamtvolumens 5 x SDS Probenpuffer aufgefillt. Nach funf miniitiger Inkubation

bei 95°C wurden die Proteine mittels SDS-Gelelektropherese sepatiett.
Fir die SDS-PAGE wurden je nach Gro3e der zu untersuchenden Proteine Acrylamid-Gele
zwischen 8% und 15% verwendet. Die Gele setzten sich aus einem oberen Sammelgel und

einem unteren Trenngel zusammen.
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Tabelle 13: Pipettierschema fir ein 10%-Acrylamid-Gel

Sammelgel Trenngel 10%

1,6 ml Aqua Bidest 2 ml Aqua Bidest

415 ul 30% Acrylamid 1,6 ml Acylamid 30%

315 ul 1,0 M Tris-HCL, pH 6,8 1,3 ml 1,5 M Tris-HCL, pH 8,8
25 ul SDS 10% 50 ul 10% SDS

25 ul APS (Ammonium Persulfat) 10% 50 ul 10% APS

2,5 ul TEMED 5ul TEMED

Die Gele wurden in die Laufkammer eingesetzt, welche im Anschluss mit Laufpuffer beftllt

wurde. Dann wurden die Proben aufgetragen.

Es wurde eine Spannung von 150-200 V angelegt, bis die Lauffront die untere Gelkante
erreichte. Nach Herauslosen der Gele aus der Gelkammer wurden die Proteine durch Sewi-dry-
Blotting bei 150 mA fiir 50 min auf eine Nitrocellulosemembran tibertragen. Zur Uberpriifung
eines gleichmifligen Proteintransfers wurden die Membranen mit Ponceau S angefirbt und
anschlieBend mit Aqua dest. (Aqua destillata) wieder entfirbt. Abhinglg vom spiter
aufzutragenden Antikérper wurden die Membranen fiir 60 min in 5% ,,Blockmilch®/TBS-T (#is
buffered saline-Tweenw) oder 5% BSA (Bovines Serumalbumin)/TBS-T inkubiert und anschlieBend
in 1% ,,Blockmilch*/TBS-T oder 1% BSA/TBS-T und dem primiren AntikGrper des zu
untersuchenden Proteins bei 4°C tber Nacht inkubiert. Am nichsten Tag folgten drei
Waschungen der Membran mit TBS-T fir je 10 min und die Inkubation mit dem sekundiren
Antikérper, entweder ,,Anti-Kaninchen oder ,,Anti-Maus®, in 1% ,,Blockmilch“/TBS-T fur
eine Stunde bei Raumtemperatur. Nach drei erneuten Waschungen mit TBS-T fiir je 10 min
wurde die Membran gleichmaf3ig mit ECL-Losung fiir drei Minuten bedeckt und danach das

Chemilumineszenz-Signal im LLAS 4000 (Fujifilm) mit gleichnamiger Software dokumentiert.

2.2.4.5 Membranen ,,strippen

Zur Detektion weiterer Proteine wurden die Membranen nach der Detektion und dreimaligen
Waschen mit TBS-T fiir jeweils 5 min mit ,,Stripping®-Puffer fir 12 min bei Raumtemperatur
inkubiert und anschlieBend wieder drei Mal fir je 5 min mit TBS-T gewaschen. Im Anschluss

daran erfolgte die Inkubation mit ,,Blockmilch* sowie die Antikérperzugabe (2.4.4.4).
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2.2.5 Genexpressionsanalysen

Zur Untersuchung der Transkriptionsrate verschiedener Gene wurde isolierte RNA in
sogenannte complementary DNA (cDNA) umgeschrieben. Durch Amplifikation spezifischer
Sequenzen wurden die jeweils transkribierten Gene quantitativ in Echtzeit durch ein
Fluoresenzsignal bestimmt. Genutzt wurde dazu der Zeitpunkt Cycle threshold (CT-Wert), an dem
das Fluoresenzsignal einen bestimmten, genspezifischen Wert tiberschreitet. Dies geschieht
umso frither, je stirker die Genexpression ist. Mit Hilfe einer Standardkurve lassen sich diese

CT-Werte zu quantitativen Aussagen auswerten (Obermaier 2000).

2.2.5.1 RNA-Isolation und Konzentrationsbestimmung

Aus den sedimentierten Zellen (2.2.1.6) wurden gemal3 dem Protokoll des Herstellers (InnuPrep
RNA mini Kit; Analytik Jena) RNA isoliert. Dazu wurden die sedimentierten Zellen in 400 ul
RL-Puffer suspendiert und mittels einer 20G Kaniile homogenisiert. Nach Zentrifugation durch
einen Spinfilter wurden dem durch die Zentrifugation gewonnenem Eluat 400 ul 70% Ethanol
hinzugegeben. Es folgten zwei Waschungen mit HS wund LS Puffer und eine
Trockenzentrifugation. Darauthin wurden 33 pul RNA-freies Wasser auf den Spinfilter gegeben
und die RNA aus dem Filter herauszentrifugiert. Der Eluat wurde erneut auf den Filter gegeben

und zentrifugiert.

RNA-Konzentration und -Reinheit wurden durch Absorption bei 260 und 280 nm mit dem
Genesys Spektrometer (Thermo Fisher Scientific) bestimmt. Der Nullwert wurde durch RNase-

freies Wasser gesetzt.

2.2.5.2 ¢cDNA Synthese

Jeweils 1T pg RNA wurde mit RNase-freiem Wasser auf 11 ul aufgefillt, dazu wurden 1 pl
Primermix sowie 1 ul dNTPs hinzugegeben.

Primermix fir 1 ug RNA

3 ul Random Hexamer Primer

1 ul Anchored Oligo(dT)zo Primer

Der Ansatz wurde fiir 5 min bei 65°C inkubiert und danach fiir 1 min auf Eis gestellt. Es wurden

7 ul ,,Mastermix‘ hinzugegeben.
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Mastermix cDNA fiir 1 ug RNA

6 pl 5-fach SSIV Puffer
1 ul 100 nM DTT
1 pl RNase Inhibitor

1 pl Reverse Transkriptase

Es erfolgte eine Inkubation fiir je 10 min bei Raumtemperatur, 55°C und 80°C. Die Lagerung

der cDNA fand bis zum weiteren Gebrauch bei -20°C statt.

2.2.5.3 qRT-PCR

Auf einer Platte mit 384 Reaktionskammern (384-well plate) wurden zunichst fir jedes zu

untersuchende Gen 3 pl ,,Mastermix“ vorgelegt. Letzterer bestand zu zwei Teilen aus dem
DNA-bindenden EVA Green Dye und einem Teil genspezifischen Primer (% Forward und%

Reverse Primer).

Tabelle 14: Mastermix qRT-PCR

1 Well 50 Wells
EVA Green Dye 2l 100 wl
Forward Primer 0,5 ul 25wl
Reverse Primer 0,5 ul 25 ul

»EVA Green Dye“ fluoresziert nach Bindung an doppelstringice DNA und aus der Intensitit

des fluoreszierenden Signals lisst sich die Menge der doppelstringigen DNA bestimmen.

Fir die Generierung einer Standardkurve fir jedes Gen wurden vorgegebene
Standardkonzentrationen von 500 aM mehrfach im Verhiltnis 1:10 mit Ampuwa Wasser

verdinnt, sodass die Standard-Konzentrationen zwischen 50 aM und 0,0005 aM betrugen.

1 ul cDNA Template wurde mit 6 pl Ampuwa (1:7) verdiinnt. Dem Mastermix wurden je 7 pl
der Standards/Proben hinzugefigt und die Reaktionsplatte mit einer Folie luftdicht
verschlossen. Standards wurden jeweils als Duplikate, Proben jeweils als Triplikate aufgetragen.
Im Thermozykler Quant Studio 5 (Thermo Fisher Scientific) erfolgte die PCR-Reaktion nach
folgendem Schema (Tabelle 15).
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Tabelle 15: Schema qRT-PCR-Reaktion

Schritt Zeit Temperatur
Denaturierung 15 min 95°C
40 PCR Zyklen
Denaturierung 15s 95°C
Annealing 20's 60°C
Elongation 20's 72°C
Schmelzkurve 15s 95°C

15s 60°C
Dissoziation 15s 95°C

Die Analyse der qPCR erfolgte mit der QuantStudiorm Design & Analysis Software von Applied

Biosystems, Thermo Fisher Scientific.

2.2.6 Immunfluoreszenz

Zu Beginn wurde das Medium aus den Zellkultur-Kammern entfernt und die Zellen vorsichtig
zweimal mit 4°C kaltem PBS gewaschen. AnschlieSend erfolgte die Fixierung durch Inkubation
bei Raumtemperatur mit 4% PFA fiir 10 min. Nach erneuter, zweimaliger Waschung mit PBS
folgte eine einstindige Blockung mit 0,25% Triton-X/ 5% FCS/ PBS bei Raumtemperatut.
Nach Entfernung der Blockinglésung wurde der erste Antikérper in die Antikorper-
Grundlésung (2,5% FCS/ PBS) dazugegeben und bei 4°C tber Nacht inkubiert. Am
darauffolgenden Tag wurden die Objekttriger dreimal mit PBS fir je 10 min gewaschen und
mit dem sekundiren Antikérper in der Antikérper-Grundlésung fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss erfolgten drei Waschungen a 5 min und 2
Waschungen a 1 min. Zum Einbetten der Zellen sowie einer besseren Photostabilitit der
Fluorophore wurde fluoreszierendes Mounting-Medium dazugegeben. Im fluoreszierenden
Mounting-Medium war 0,5 pg/ml 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) enthalten. Ohne
Einschluss von Luftblasen wurde auf dem Objekttriger ein Deckglas aufgelegt und
anschlieBend durch Klarlack luftdicht verschlossen.

Erfolgte die Immunfluoreszenz-Farbung mit zwei unterschiedlichen Primirantikérpern, so

wurde nach der Inkubation mit dem ersten Antikorper iiber Nacht am darauffolgenden Tag der
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Objekttriger dreimal fiir je 10 min mit PBS gewaschen und zusammen mit dem zweiten
Antikorper fir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden die
Objekttrager dreimal mit PBS fiir je 10 min gewaschen und mit den sekundiren Antikérpern in
der Antikérper-Grundlosung fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss
erfolgten drei Waschungen a 5 min und 2 Waschungen a 1 min. Zum Einbetten der Zellen
sowie einer besseren Photostabilitit der Fluorophore wurde fluoreszierendes Mounting-
Medium dazugegeben. Im fluoreszierenden Mounting-Medium war 0,5 pg/ml 4',6-Diamidin-2-
phenylindol (IDAPI) enthalten. Ohne Einschluss von Luftblasen wurde auf dem Objekttriger
ein Deckglas aufgelegt und anschlieBend durch Klarlack luftdicht verschlossen.

Die digitalen Aufnahmen wurden mit dem Axio Imager M1 Mikroskop (Catl Zeiss AG) und
der AxioVision Rel. 4.7.1 Software (Carl Zeiss AG) gemacht.

2.2.7 Kollagen-Kontraktions-Experimente

Die Zellen wurden transfiziert, 24 h spiter wurde das Medium gewechselt und zum Teil mit
TGFB stimuliert. Fur die Kontraktions-Experimente erfolgte die Ablosung der Zellen mit
Trypsin. Fur die Ablésung wurden in jede Kammer einer 6-Kammer-Platte 700 pl Trypsin
gegeben und nach vierminitiger Inkubation bei 37°C und Ablésung von 90% der adhirenten
Zellen die enzymatische Reaktion mittels Zugabe von 1.400 ul EMEM-Wachstumsmedium
gestoppt. Die Zell- EMEM Mischung wurde darauthin in ein 2 ml Reaktionsgefal3 Gberfihrt und
bei 1.200 rpm fiir 3 min pelletiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen mit EMEM-

Wachstumsmedium re-suspendiert.

Je 1¥10s Zellen wurden in insgesamt 1 ml Medium EMEM-Wachstumsmedium gegeben.
AnschlieBend wurden 400 pl dieser Zell-Suspension mit 200 ul Kollagen Typ 1 gemischt und
mit 5 ul NaOH versetzt. Es erfolgte umgehend die Uberfithrung des Kollagen-Zell-Gemisches
in die Kammer einer 24-Kammer-Platte. Fir das in dieser Arbeit verwendete Floating-Modell
(Bell et al. 1979) wurde nach 20-minttiger Inkubation bei Raumtemperatur das polymerisierte
Zell-Kollagengel mit 600 pl EMEM-Wachstumsmedium bedeckt und vorsichtig vom Rand der
Kammer gelost. Die Aufnahmen erfolgten 24 h nach Aussaat der Zellen in das Kollagengel mit
dem LAS 4000 (Fujifilm).

Die Kontraktions-Experimente wurden anhand der Bestimmung der Oberfliche der Kollagen-

Zell-Gele mittels Image] Version 1.51(National Institutes of Health) ausgewertet.



2 Material und Methoden 31

2.2.8 MTT-Experimente

Bei einem MTT-Experiment wird die Viabilitit der Zellen durch Stoffwechselaktivititen der
Zellen bestimmt. Der gelbliche, wasserlosliche Farbstoff 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT) wird zu den Zellen pipettiert. Dieser Farbstoff wird von den
Zellen durch die Reduktion von NADP zu NADPH sowie NAD zu NADH in das violett-
farbene, wasserunldsliche Formazan umgewandelt, dessen Absorption anschlieBend

photometrisch gemessen werden kann.

Die Durchfiihrung der MTT-Experimente (Ce//Titer 96® Non-Radioactive Cell Proliferation Assay,
Promega) begann 72 h nach Transfektion der auf einer 96-Kammer-Platte ausgesiten Zellen
und 0 h oder 48 h nach Stimulation mit TGFp. Es wurden 15 ul Farbstoff-Losung in jede
Kammer gegeben. Nach 4 h Inkubation im Brutschrank wurde die Reaktion durch Zugabe von
je 100 ul Stopp-Losung beendet. Die 96-Kammer-Platte wurde tiber Nacht im Brutschrank bei
37°C inkubiert, bevor am drauffolgenden Tag die Absorption bei 570 nm und 630 nm im

Appliskan (Thermo Fisher Scientific) gemessen wurde.

2.2.9 Aufnahmen von Phasenkontrastbildern

Die Phasenkontrastbilder der Zellen wurden mit dem Axiovert 200 Mikroskop (Carl Zeiss AG)
und dem Programm Metamorph 6.3r2 (Molecular Devices) bei 50- und 100-facher

VergroBerung aufgenommen.

2.2.10 Auswertung qRT-PCR

Die Auswertung der quantitativen rea/ #7me PCR Ergebnisse erfolgte mit der Pfaffl-Methode
(Pfaffl 2001).

Pfaffl-Methode

1
Effizienz E =10 Steigung’

E(Zielgen)ACT(CTRL si—Probe)

Ratio = E(HKG)ACT(CTRL si-Probe)

In einem idealen Experiment wiirde die Effizienz E bei 100% liegen. Dies wiirde eine
Verdopplung der jeweiligen DNA Sequenz pro Zyklus bedeuten. Bei E=100% betrigt die
Steigung der Schmelzkurve -3,32. Die Steigung ergibt sich aus einer Schmelzkurve mit
Standardkonzentrationen.

Die Effizienz des jeweiligen Gens wird in der Pfaffl-Methode als Basis einer

Exponentialfunktion mit dem ACT-Wert als Exponent verwendet. Der ACT-Wert entspricht
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der Differenz des CT-Wertes der zu analysierenden Probe und des CT-Wertes des
Referenzwertes (0 h TGFB oder CTRL-siRNA 0 h TGFpB) des jeweiligen zu untersuchenden
Gens.

Das Verhiltnis ist demzufolge der Quotient der Exponentialfunktionen zu den Basen des Ziel-
und des Referenzgens (bousekeeping gene, HKG). In dieser Arbeit war das in die Berechnung
einbezogene HKG ,,RNA-Polymerase®.

2.2.11 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der qRT-PCR-Ergebnisse erfolgte mit der RESTe Software (Relative
Expression Software Tool) (Pfaffl et al. 2002, Qiagen). Die dabei verwendeten Referenzgene waren
GAPDH und RNA-Polymerase. Die statistische Auswertung der qRT-PCR-Ergebnisse
unterschiedlicher Stimulationszeitriume beinhaltete die Vergleiche aller Stimulationszeitriume
untereinander (Abbildung 5a, Abbildung 7a & c). Die statistische Auswertung der qRT-PCR-
Ergebnisse nach siRNA-Transfektion (Abbildung 8b, Abbildung 10) erfolgte jeweils zur CTRL-
siRNA-Probe gleicher Bedingung (mit bzw. ohne TGFj-Stimulation).

Die statistische Auswertung der MTT- und Kontraktions-Experimente erfolgte mit dem
zweiseitigen, gepaarten T-Test. Dazu wurden die jeweiligen Werte aller finf Proben der gleichen

Bedingung miteinander verglichen.
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3  Ergebnisse

3.1 Etablierung eines Fibrose-Modells in vitro

Ein der Fibrose zugrundeliegender Mechanismus ist die tibermafige Differenzierung von
Fibroblasten zu Myofibroblasten. Dem Zytokin TGFB 1 kommt dabei eine Schlisselrolle zu. I
vitro kultivierte Fibroblasten kénnen durch Stimulation mit TGF@ 1 zur Differenzierung zu
myofibroblastenartigen Zellen angeregt werden (Roberts et al. 1986). Der wichtigste
Differenzierungs- beziechungsweise Myofibroblastenmarker ist «SMA, zusitzlich finden

beispielsweise auch Kollagen 1, PAI-1 und SM22« als Fibrosemarker Anwendung.

Fur die Etablierung des In-vitro-Fibrose-Modells wurden BJ Zellen mit 10 ng/ml TGFS1
(TGER) fir 24 h, 48 h oder 72 h stimuliert. Durch TGFB-stimulierte Fibroblasten wurden im
Hinblick auf ihren Phinotyp sowie die Induktion fibrotischer Marker jeweils im Vergleich zu
unstimulierten Zellen untersucht.

Mit TGFB-stimulierte BJ-Zellen zeigten generell eine verinderte Zellmorphologie. Die Zellen
erschienen nach der Stimulation kompakter im Vergleich zu den unbehandelten Zellen. Dieser
Effekt trat tendenziell schon nach 24 h und sehr deutlich nach 48 h und 72 h auf (Abbildung
4a). Um typische myofibroblastenassoziierte Verinderungen des Zytoskeletts, wie die Zunahme
filamentdser Aktin-Stressfasern, zu untersuchen, wurden Immunfluoreszenztirbungen des F-
Aktin-bindenden Fibrosemarkers SM22a durchgefiihrt. Die Zellen zeigten nach Stimulation
durch TGFB eine deutliche Zunahme des filamentésen Aktins, insbesondere nach 48 h und
72 h (Abbildung 4b, vergrofierte Ausschnitte).

24h TGFB 0Oh TGFB 24h TGFB

48h TGFB 72h TGFB 48h TGFB 72h TGFB

Abbildung 4: Morphologische Verinderungen der Fibroblasten nach TGFJ-Stimulation
a) Reprisentative Phasenkontrastaufnahmen von BJ-Fibroblasten nach unterschiedlichen TGEj-
Stimulationszeitrdumen (0 h, 24 h, 48 h und 72 h). Die GroBenbalken entsprechen 200 um. b)
Immunfluoreszenztirbung des F-Aktin-bindenden Proteins SM22a nach 0 h, 24 h, 48 h und 72 h TGFj-
Stimulation. Die Nuklei sind mit DAPI angefirbt. Gezeigt ist eines von drei reprisentativen
Experimenten; die GroBenbalken entsprechen 50 pm.
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Mittels qRT-PCR wurde die Expression der fibrotischen Marker «SMA, PAI-1 und Kollagen 1
(COL1AT) untersucht, die nach TGFB-Stimulation verglichen mit der jeweiligen unbehandelten
Probe (0 h) deutlich anstieg (Abbildung 5a). Nach 24-stiindiger Stimulation ergab sich fir PAI-
1 eine Expressionsinduktion um das 3,87fache (p=0,02), fur Kollagen 1 um das 3,49fache
(p=0,015) und fiir «SMA um das 2,75fache (p=0,85). Nach einer Stimulationsdauer von 48 h
zeigte sich fur PAI-1 ein Expressionsanstieg um etwa das 3,22fache (p=0,20) und fiir Kollagen
1 um das 2,64fache (p=0,033). Das Expressionsniveau von aSMA war nach 48 h Stimulation
ahnlich dem der unstimulierten Probe (Abbildung 5a). Nach 72 h Stimulation mit TGF@ war
die Genexpression von PAI-l um das 2,9fache (p=0,12) und Kollagen | um das 2,8fache
(p=0,023) gesteigert, die Expression von aSMA um das 2,4fache (p=0,78) (Abbildung 5a).

Auf Translationsebene war die Expression von PAI-] zu allen drei gemessenen Zeitpunkten
(Abbildung 5b) und die von aSMA nach 48 h und 72 h TGFg-Stimulation gesteigert (Abbildung
5b).

Ein weiteres untersuchtes Protein war Smad 3, dessen Expression nach allen drei
Stimulationszeitriumen reduziert war. Zusitzlich wurde phosphoryliertes Smad 3 (pSmad 3) als
Positivkontrolle fur die Aktivierung des TGFf-assoziierten Smad-Signalwegs untersucht. Die

pSmad 3-Expression war nach 48 h und 72 h Stimulation induziert (Abbildung 5b).

=]
#*
[~

60 TGFB

T S
3 50 oh 24h 48h 72h
§ 40 SmadS -
& S,
S 30
: psmadz W e A e
g 20 e
PSS U | A | ﬁ PAFL e . - —
] -

0,0 T T | asSMA — — — —

PAI-1 Kollagen 1 aSMA
WOhTGFp m24hTGFB D48hTGFR O72h TGFB GAPDH  wws —n e —

Abbildung 5: Fibrose-Induktion durch Stimulation von Fibroblasten mit TGFp in vitro
a) Durch qRT-PCR wurde die Genexpression der Fibrosemarker PAI-1, Kollagen 1 (COL7.47) und
aSMA nach 24 h, 48 h und 72 h TGFB-Stimulation im Vergleich zu unstimulierten Zellen (0 h TGF@)
untersucht. Das Diagramm zeigt die Mittelwerte aus vier Versuchen. Fehlerbalken = Standardfehler,

* p<0,05. b) Die Proteinexpression der Fibrosemarker PAI-1, Kollagen 1 und «SMA sowie Smad 3 und
pSmad 3 nach 24 h, 48 h und 72 h TGFB-Stimulation ist dargestellt. Abgebildet ist einer von insgesamt
drei bis fiinf Western Blots. GAPDH dient als Ladekontrolle.

Da das dem Medium zugegebene FCS ebenfalls TGF enthalten kann (Oida und Weiner 2010),
wurde zusitzlich iberprift, ob eine reduzierte FCS Konzentration (5%) die Induzierbarkeit des

klassischen Myofibroblastenmarkers «aSMA beeinflusst (Abbildung 6).
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Unterschiede waren weder morphologisch (Abbildung 6a) noch im Hinblick auf die Expression
von aSMA (Abbildung 6b) nachweisbar. Daher wurde gefolgert, dass moglicherweise im FCS
enthaltenes TGF die Induzierbarkeit der Fibroblasten nicht beeinflusste. Somit wurden die
folgenden Experimente mit der fiir eine hohe Zellviabilitit empfohlenen FCS-Konzentration

von 10% durchgefihrt (ATCC, 2018).

5% FCS 10% FCS 5% FCS 10% FCS

TGFB
Oh 72h  Oh 72h

TGFB

Abbildung 6: Die Induktion von «SMA ist unabhingig von der FCS-Konzentration.

a) Reprisentative Phasenkontrastaufnahmen von BJ-Zellen in EMEM-Wachstumsmedium mit 5% FCS
und 10% FCS sowie ohne und mit TGFB-Stimulation fiir 72 h. Einer von zwei reprisentativen
Versuchen ist gezeigt. Die Lingenbalken entsprechen 200 um. b) Die Expression von «SMA nach 0 h
und 72 h TGFB-Stimulation mit jeweils 5% beziehungsweise 10% FCS im Medium wurde durch Western
Blotting bestimmt. Abgebildet ist das Ergebnis eines von insgesamt zwei Versuchen. GAPDH dient als
Ladekontrolle fiir eine gleichmidfige Proteinkonzentration.

Insgesamt wurde nach Stimulation mit TGFJ auf verschiedenen Ebenen eine Aktivierung der
Fibroblasten hin zu myofibroblastenartigen Zellen nachgewiesen, sodass alle weiteren

Untersuchungen auf diesem Modell aufbauen konnten.

3.2 Verstiarkte NF-kB c-Rel-Expression durch fibrotische Induktion

NF-xB ist in die Aufrechterhaltung der Zell-Homoostase und in Immunreaktionen involviert,
wobei Letzteres seine Funktion bei Autoimmunerkrankungen zumindest teilweise erklart. Die
Regulation einzelner NF-kB-Proteine kann Anhaltspunkte fiir ihre Funktion bei der Fibrose
bieten. Aus diesem Grund erfolgten Gen- und Proteinexpressionsanalysen der einzelnen NF-
kB Proteinuntereinheiten im zuvor etablierten In-vitro-Fibrose-Modell.

Auf Transkriptionsebene zeigte sich eine tendenziell gesteigerte Expression von c-Rel nach 24
h um 48%, nach 48 h um 45% und nach 72 h um 63% (p=0,35-0,59) (Abbildung 7a). Die

Transkriptionsniveaus der vier anderen NF-kB-Untereinheiten zeigten geringere

Verinderungen: Fir p65 und RelB ergaben sich kaum Verinderungen (Abbildung 7a). Eine
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reduzierte Expression zeigte sich bei p50 (-24%, p=0,20) sowie etwas deutlicher bei p52 (-34%,
p=0,030) jeweils nach 48 h TGFB-Stimulation (Abbildung 7a).

Um auch die Proteinexpression der NF-kB-Untereinheiten unter fibrotischen Bedingungen zu
untersuchen, wurden Western Blot-Analysen durchgefiihrt (Abbildung 7b). Hier wurde c-Rel
nach 48 h Stimulation verstirkt exprimiert (Abbildung 7b). RelB, p65 und p50 wurden nach
TGFB-Stimulation dhnlich exprimiert wie in unstimulierten Zellen. Die Untereinheit p52 wurde

nach 72 h Stimulation leicht reduziert exprimiert (Abbildung 7b).

Aufgrund der Transkriptionsinduktion von c-Rel nach TGFB-Stimulation sollte zusitzlich
untersucht werden, ob diese Induktion bereits nach kiirzerer Stimulation ihr Maximum erreicht.
Parallel dazu wurde als Kontrolle das stark induzierbare PAI-I untersucht. C-Rel wurde nach
zweistindiger Stimulation nicht vermehrt exprimiert; allerdings lief3 sich nach 6 h eine Induktion
um 44% und nach 10 h Stimulation um 39% nachweisen (Abbildung 7c). PAI-1 war nach 2 h
Stimulation um das 2,88fache induziert (p<<0,001), nach 6h um das 4,43fache (p<0,001) und
nach 10 h um das 4,62fache (p<0,001) (Abbildung 7c). C-Rel wurde also, verglichen mit der
Induktion fibroseassoziierter Marker, etwas verzogert induziert. Zwischen 6 h und 72 h nach

TGFB-Stimulation war es relativ konstant exprimiert.

Da neben der Expression auch die Aktivitit der Transkriptionsfaktoren wichtig ist, wurde diese
tir die NF-xB Proteine des klassischen Signalwegs, c-Rel, p65 und p50, mittels Fraktionierung
der subzelluliren Kompartimente bestimmt (Abbildung 7d). Dadurch wurde das
Proteinvorkommen in Zytoplasma und Kern differenziell bestimmt. Als Kontrolle fur die
zytoplasmatischen Proteine diente GAPDH, und die Reinheit der Kernlysate wurde durch das

ausschlieBlich im Zellkern vorkommende Intermedidrfilament Lamin A/C bestitigt.

C-Rel, p65 und p50 waren nach Stimulation mit TGFQ im Zytoplasma reduziert bei
gleichbleibender nukledrer Signalintensitit (Abbildung 7d). Dies konnte auf Translokation in
den Nukleus und somit auf eine erhohte Aktivitit als Transkriptionsfaktor hindeuten, erfordert
allerdings wegen der nicht immer eindeutigen Trennung zwischen Zytoplasma- und

Kernfraktion weitergehende Analysen.

Insgesamt wurde die Expression von c-Rel als einzige NF-kB Proteinuntereinheit sowohl auf
Gen- als auch auf Proteinebene nach Stimulation mit TGF induziert, was auf eine Funktion

bei der Fibrose beziehungsweise Myofibroblasten-Differenzierung hindeutet.
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Abbildung 7: Verstirkte c-Rel-Expression im Fibrose-Modell in vitro.

a) Die Genexpression der fiinf NF-kB-Proteine c-Rel, p65, p50, RelB und p52 wurde nach TGFj-
Stimulation (24 h, 48 h und 72 h) mittels qRT-PCR bestimmt und zu den unstimulierten Zellen ins
Verhiltnis gesetzt. Im Diagramm sind die Mittelwerte aus vier Versuchen abgebildet. Fehlerbalken =
Standardfehler, * p<0,05. b) Die Proteinexpression der fiinf NF-kB-Untereinheiten wurde nach 0 h,
24 h, 48 h und 72 h TGFB-Stimulation nachgewiesen. Abgebildet ist einer von insgesamt vier bis finf
Western Blots. GAPDH dient als Ladekontrolle. ¢) Die Genexpression von c-Rel (links) und PAI-1
(rechts) wurde nach kurzer TGFB-Stimulationsdauer (2 h, 6 h und 10 h) mittels qRT-PCR bestimmt.
Abgebildet sind die zu den unstimulierten Zellen ins Verhiltnis gesetzten Mittelwerte aus drei
durchgefiihrten Versuchen. Fehlerbalken = Standardfehler, *** p<0,001 d) Das subzellulire
Verteilungsmuster der Proteine c-Rel, p65 und p50 nach TGFB-Stimulation (0 h, 24 h 48 h und 72 h)
wurde durch Western Blotting bestimmt. Abgebildet ist das Ergebnis eines von insgesamt zwei
durchgefiihrten Versuchen. Lamin dient als Kontrolle fiir die Kernlysate und GAPDH als Kontrolle fur
die Zytoplasmalysate.
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33  Funktionelle Analyse von c-Rel in Fibroblasten unter

homéoostatischen und fibrotischen Bedingungen

3.3.1 c-Rel Knockdown durch siRNA-Transfektion

Die unter fibrotischen Bedingungen gesteigerte c-Rel-Expression legt einen Einfluss von c-Rel

in der Fibrose nahe und wurde im Folgenden durch siRNA-Transfektion analysiert.

Die Experimente erfolgten unter zwei Bedingungen: Zum einen wurde die c-Rel-Suppression
in unstimulierten BJ-Fibroblasten analysiert. Zum anderen wurden siRNA-transfizierte BJ-
Zellen fur 48 h mit TGF@ stimuliert, wodurch eine Myofibroblasten-Differenzierung induziert
(Abbildung 5) und gleichzeitig der Zeitpunkt der stirksten c-Rel-Expression (Abbildung 7b)
gewihlt wurde.

Fir beide Bedingungen wurden zwei verschiedene c-Rel-spezifische siRNA-Konstrukte
verwendet, um mogliche konstruktspezifische Figenschaften aufzudecken. Zusitzlich wurden
drei Kontrollbedingungen mitgefithrt: Unbehandelte, nur mit Transfektionsreagenz
(Promofectin) behandelte sowie mit Kontroll-siRNA (CTRL-siRNA)-transfizierte Zellen. Die
Kontroll-siRNA soll nach Herstellerangaben keinen Effekt auf die Expression eines Gens
haben (Qiagen, 2018). Durch die drei Kontrollbedingungen konnten stirkere Schwankungen
der c-Rel-Gen- und Proteinexpression aufgrund der Transfektionsprozedur ausgeschlossen
werden (Abbildung 7a und b). Zunichst wurde die Suppression von c-Rel auf Gen- und

Proteinebene Gberpriift.

Die c-Rel-Proteinexpression war nach beiden siRNA-Konstrukten sowohl unter
homdostatischen als auch fibrotischen Bedingungen deutlich reduziert (Abbildung 8a). Auf
Transkriptionsebene zeigte sich unter homdéostatischen Bedingungen bei beiden via siRNA c-
Rel-supprimierten Zellen eine verminderte c-Rel-Expression. Die Reduktion von c-Rel war bei
den c-Rel-siRNA 1l-Konstrukt-transfizierten Zellen mit -66% (p<<0,001) verglichen mit dem
Referenzwert CTRL-siRNA 0 h TG stirker ausgeprigt als bei den c-Rel-siRNA 1-Konstrukt-
transfizierten Zellen (-21%, p=0,15) (Abbildung 8b, links). Unter fibrotischen Bedingungen
wurde, wie bereits in Abbildung 7a gezeigt, eine Induktion der c-Rel-Expression bei den
Kontrollbedingungen nachgewiesen und auch hier war die Suppression auf Genebene im
Vergleich zur mit TGFB stimulierten CTRL-siRNA-transfizierten Probe deutlich
herunterreguliert (c-Rel-siRNA 1-47% p<0,005, c-Rel-siRNA 11 -72%, p<0,005) (Abbildung 8b,
rechts). Die Schwankungen innerhalb der Kontrollbedingungen lagen bei <25%.

Die erfolgreiche c-Rel-Suppression durch siRNA erlaubte die Durchfithrung der folgenden,

funktionellen Analysen mit diesem Modell.
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Abbildung 8: Suppression von c-Rel durch siRNA-Transfektion

a) Die c-Rel-Proteinexpression genannter Bedingungen ohne (links) und mit (rechts) TGFB-Stimulation
wurde mittels Western Blot nachgewiesen. GAPDH dient als Kontrolle. Gezeigt ist das Ergebnis eines
von insgesamt vier Western Blots. b) Die Genexpression von c-Rel ohne (links) und mit (rechts) TGF§-
Stimulation wurde mittels qRT-PCR bestimmt. In dem Diagramm sind die Mittelwerte aus drei
Versuchen abgebildet. Die mit CTRL-siRNA-transfizierten, unstimulierten Zellen dienen den genannten
Bedingungen als Referenzwert. Fehlerbalken = Standardfehler, * p<0,05, *** p<0,001.

3.3.2 Zellmorphologie und -viabilitit nach c-Rel-Suppression

Zunachst wurde untersucht, ob die c-Rel-Suppression Einfluss auf die Zellviabilitit und -

morphologie hat.

Die Viabilititsanalyse (MTT-Experimente) zeigte eine geringfiigio reduzierte Zellviabilitit nach
c-Rel-Suppression verglichen mit der Zellviabilitit nach CTRL-siRNA-Transfektion unter
homdostatischen Bedingungen (Abbildung 9a, links). Unter fibrotischen Bedingungen war die
Viabilitit der unbehandelten und der c-Rel supprimierten Zellen im Vergleich zur Viabilitit der

mit CTRL-siRNA-transfizierten Zellen ebenfalls leicht reduziert (Abbildung 9).

Zusammenfassend beeinflusst die Suppression von c-Rel die Viabilitit der Zellen sowohl unter

homoostatischen als auch fibrotischen Bedingungen nur geringftigig.

Die c-Rel-supprimierten BJ-Zellen neigten vor allem nach Transfektion mit c-Rel-siRNA 1 unter
homoostatischen sowie noch deutlicher unter fibrotischen Bedingungen zu abgerundeten
Formen (siche Pfeile, Abbildung 9b). Dieser morphologische Effekt war bei den c-Rel-siRNA

lI-transfizierten Zellen weniger stark ausgepragt.
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Abbildung 9: Zellmorphologie und -viabilitit nach c-Rel-Suppression

a) Die Zellviabilitit ohne (links) bzw. mit (rechts) TGFB-Stimulation ist mittels MTT-Viabilitits- Assay
dargestellt. Die Diagramme zeigen die Mittelwerte aus drei Versuchen, Fehlerbalken = Standardfehler.
* p<0,05, ** p<0,01. b) Reprisentative Phasenkontrastaufnahmen ohne (oben) und mit (unten) TGF3-

Stimulation sind abgebildet. Die Pfeile zeigen auf abgerundete Zellen. Die Groenbalken entsprechen
100 um.

3.3.3 Expressionsinderungen fibrotischer Marker nach c-Rel-Suppression

Der Einfluss von c-Rel auf EZM-Proteine sowie ausgewihlte fibroseassoziierte Marker wurde
im Folgenden untersucht. Neben den drei im Fibrose-Modell (Abbildung 5) betrachteten
Proteinen, aSMA, PAI-1 und Kollagen 1, wurden auf Transkriptionsebene zusitzlich das mit
systemischer Sklerodermie-assoziierte Endothelin-1 (ET-1) und der fibroseassoziierte
Bindegewebs-Wachstumsfaktor (connective tissue growth factor, CIGF) untersucht (Barrientos et al.

2008; Cozzani et al. 2013).

PAI-1 war nach c-Rel-Suppression unter homoostatischen Bedingungen kaum verindert

(Abbildung 10), unter fibrotischen Bedingungen aber erwartungsgemal3 deutlich induziert.

Ahnlich verhielt sich CTGF: Nach erwartungsgemifBer Induktion durch TGFB waren nach
cRel-Suppression keine eindeutigen Tendenzen sichtbar (Abbildung 10).

Kollagen 1 (COL7.A7) wurde unter homoostatischen Bedingungen ebenfalls einheitlich

exprimiert (Abbildung 10). Unter fibrotischen Bedingungen wurde die Expression in Kontroll-
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Zellen induziert. Die Kollagen l-Expression nach TGFB-Zugabe war auch in c-Rel-
supprimierten Zellen gesteigert, allerdings fiel der Anstieg insgesamt geringer aus als bei den
Kontroll-Zellen. Die Expressionsinduktion der mit c-Rel-siRNA I-transfizierten Zellen war
geringer (+54%, p=0,40) als die der mit c-Rel-siRNA ll-transfizierten Zellen (+143%, p=0,051),
jeweils verglichen mit der Referenzprobe CTRL-siRNA 0 h TGFf (Abbildung 10).

oSMA wurde unter homdostatischen Bedingungen einheitlich exprimiert, lediglich die
Expression in mit c-Rel-siRNA I-transfizierten Zellen war leicht induziert (65%, p=0,12)
(Abbildung 10). xSMA wurde durch TGFS-Stimulation nicht induziert, zudem war nach c-Rel-
Suppression keine einheitliche Tendenz erkennbar (Abbildung 10).

Die ET-1-Expression unterlag bei den funf Bedingungen deutlichen Schwankungen. Durch
TGFB war keine Induktion nachweisbar (Abbildung 10).

PAI-1
T 80 -
8 B Unbehandelt
[
5 60 4
7 O Promofectin
L)
g4 mCTRL
w o,
é 2,0 4 ﬁ‘_}‘ Ec-Rell 2
EON [ g
& 0,0 . . dc-Relll
oh TGFf 48h TGFB
CTGF Kollagen | (COL1IAZ)
6,0 4 5,0 -
T K]
g 50 g 4,0 1
= =
§ %07 5 30
g 07 g 2,0
22,0 | g
[¥¥) L
3 1,0 -- ’—I—‘.i < 10 l.
-4 (-4
. oo L CCMER .
oh TGFB 48h TGFp oh TGFB 48h TGFp
aSMA Endothelin-1
2,5 4 2,5 -
T o
3 20 2 20 A
z g
5 15 - S 1,5 4
g §
g 4
& 10 T - g 10 - . =
2 3
[ ™)
= 0,5 = 0,5 1
0,0 | 0,0 T 1
oh TGFB 48h TGFB Oh TGFB 48h TGFp

Abbildung 10: Genexpressionsanalyse fibrotischer Marker nach c-Rel-Suppression

Die Genexpression von PAI-1, Kollagen I, «SMA, CTGF und ET-1 ohne (links) und mit (rechts) TGF§-
Stimulation ist dargestellt. Relative Mittelwerte aus drei qRT-PCR-Versuchen sind abgebildet zu CTRL-
siRNA 0 h TGFB. Die Fehlerbalken = Standardfehler.
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Fibrosemarker wurden nach c-Rel-Suppression auch auf Proteinebene untersucht (Abbildung
11): PAI-1 wurde unter homdostatischen Bedingungen von Kontroll- und c-Rel-supprimierten
Zellen einheitlich exprimiert. TGFB-Stimulation steigerte die Expression deutlich (Abbildung
11). Die Expression in c-Rel-supprimierten Zellen unterschied sich nicht von den

Kontrollzellen.

Kollagen 1 wurde besonders von c-Rel-siRNA I-transfizierten BJ-Zellen unter nicht-fibrotischen
Bedingungen vermindert exprimiert (Abbildung 11, links), was unter fibrotischen Bedingungen
noch deutlicher ausgeprigt war (Abbildung 11, rechts). Die Expression in mit c-Rel-siRNA 1I-
transfizierten Zellen war sowohl unter nicht-fibrotischen als auch unter fibrotischen
Bedingungen dhnlich wie unter Kontrollbedingungen (Abbildung 11, rechts), bei denen TGFB

die Expression deutlich steigerte.

Fir das transmembrane Zell-Zell-Adhisionsprotein N-Cadherin war unter nicht-fibrotischen
Bedingungen nach Transfektion mit dem c-Rel-siRNA 1-Konstrukt die Expression reduziert;
die Expression in den drei Kontrollen und nach Transfektion mit dem c-Rel-siRNA 1I-
Konstrukt lagen auf einem einheitlichen Niveau (Abbildung 11, links). Unter fibrotischen
Bedingungen war eine verstirkte N-Cadherin-Expression der drei Kontrollen (Unbehandelt,
Promofectin und CTRL-siRNA) sowie der mit c-Rel-siRNA l-transfizierten BJ-Zellen
erkennbar (Abbildung 11, rechts). Im Vergleich dazu fiel die Induktion der c-Rel-siRNA 1-
supprimierten Probe geringer aus (Abbildung 11, rechts).

CTRL-und c-Rel-siRNA-transfizierte BJ-Zellen unterschieden sich hinsichtlich der aSMA-
Expression unter homoéostatischen Bedingungen nicht. Es zeigte sich eine in der Intensitit
uneinheitliche Expressionsinduktion der drei Kontrollen. Unter fibrotischen Bedingungen war
bei den drei Kontroll- sowie c-Rel-siRNA ll-supprimierten Proben eine leichte Induktion der
Proteinexpression erkennbar. Keine Expressionsinduktion zeigte sich bei der mit c-Rel-siRNA

I-transfizierten Probe.

Eine verstirkte Phosphorylierung von Smad 3 (pSmad 3) markierte die Aktivierung des Smad-
Signalwegs durch TGF. Unter nicht-fibrotischen Bedingungen zeigte sich fiir pSmad 3 eine
gleichmiBlige Expression sowohl unter den verschiedenen Kontrollbedingungen als auch bei c-
Rel-supprimierten Proben (Abbildung 11, links). Nach TGFg-Stimulation war die pSmad 3-
Proteinexpression in den drei Kontrollen induziert. Im Vergleich zu den Kontrollen war die
Expressionsinduktion der c-Rel herunterregulierten Proben nach TGFg-Stimulation tendenziell

geringer (Abbildung 11).

Insgesamt zeigten die ausgewahlten fibrotischen Marker sowohl auf Transkriptions- als auch

auf  Proteinebene bei den untersuchten Bedingungen keine eindeutigen
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Expressionsveranderungen nach c-Rel-Suppression. Auf Transkriptionsebene war Kollagen 1
(COL1AT) unter fibrotischen Bedingungen nach c-Rel-Suppression vermindert exprimiert. Auf
Proteinebene zeigte sich eine tendenziell verminderte Expression von Kollagen 1 und N-
Cadherin unter nicht-fibrotischen Bedingungen. Unter fibrotischen Bedingungen war die
pSmad 3-Proteinexpression tendenziell bei beiden c-Rel-supprimierten Proben reduziert. Fir
das c-Rel-siRNA l-Konstrukt war unter fibrotischen Bedingungen ebenfalls die

Proteinexpression von aSMA, Kollagen 1 und N-Cadherin reduziert.
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Abbildung 11: Expression fibrotischer Marker nach c-Rel-Suppression.

Die Proteinexpression von PAI-1, aSMA, Kollagen 1, N-Cadherin und pSmad 3 ohne (links) und mit
(rechts) TGFB-Stimulation sind im Western Blot dargestellt. GAPDH dient als Kontrolle. Gezeigt wird
einer von insgesamt drei bis vier durchgefithrten Versuchen.

3.3.4 Reduzierte Kontraktilitit nach c-Rel Knockdown im 3D Modell

Die Kontraktilitit der Myofibroblasten ist bei Fibrose verindert. Daher wurden Kontraktions-
Experimente nach Suppression von c-Rel durchgefiihrt. Das in dieser Arbeit verwendete Modell
wird als Floating-Modell bezeichnet, da die Kollagen-Zell-Gele unmittelbar nach der
Polymerisation vom Rand des Kulturgefilles gelost werden und im Medium schwimmen (Bell
et al. 1979). Die Kontraktionsfihigkeit der transfizierten BJ-Zellen wurde unter unstimulierten
sowie unter fibrotischen (TGFB-stimulierten) Bedingungen bestimmt.

Im homoostatischen Modell zeigte sich nach c-Rel-Suppression eine geringere Gel-Kontraktion
im Vergleich zu der mit CTRL-siRNA-transfizierten Zellen. Fur das c-Rel-siRNA 1-Konstrukt
ergab sich eine um 59% (p=0,005), fir c-Rel-siRNA 1l-Konstrukt eine um 47% (p=0,03) gréBere
TGFB-Stimulation Unter fibrotischen Bedingungen bestand ein dhnlicher, allerdings weniger

stark ausgeprigter Effekt. Die Gele mit den c-Rel-siRNA I-transfizierten BJ-Zellen waren 48 h
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nach TGFB-Stimulation um 27% (p=0,02) groBer als die mit CTRL-siRNA-transfizierten; die
des c-Rel-siRNA II-TGFB-Konstrukts um 40% (p=0,02) (Abbildung 12b).

Unter homdéostatischen und fibrotischen Bedingungen war die Zell-Kontraktilitit nach c-Rel-
Suppression beeintrichtigt, was eine Funktion von c-Rel bei der Kontraktilitit nahelegt. Die
Geloberflichen der mit TGF-stimulierten BJ-Zellen waren insgesamt nicht kleiner als die der

unstimulierten Zellen.
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Abbildung 12: Reduzierte Kontraktilitit nach c-Rel-Knockdown

a) Oben: Eine reprisentative Aufnahme von insgesamt drei Kontraktions-Experimenten nach siRNA-
Transfektion unter homdéostatischen Bedingungen. Unten: Im Diagramm sind die im Mittel gemessenen
Geloberflichen der Proben relativiert zu CTRL-siRNA Oh TGFB dargestellt. Fehlerbalken =
Standardfehler, * p<0,05, ** p<0,01. b) Oben: Eine reprisentative Aufnahme von insgesamt vier
Kontraktions-Experimenten nach siRNA-Transfektion sowie zusitzlicher TGF@-Stimulation. Unten:
Im Diagramm sind die im Mittel gemessenen Geloberflichen relativiert zu CTRL-siRNA 48h TGFj
dargestellt. Fehlerbalken = Standardfehler, * p<0,05.

Die c-Rel-Suppression geht mit reduzierter Kontraktilitit einher (Abbildung 12). Die
Kontraktilitit einer Zelle wird durch deren Zytoskelett vermittelt, zu dem Aktinfilamente und
Adhisionsrezeptoren gehoren. Um einen moglichen Einfluss von c-Rel auf das Zytoskelett und

das damit assoziierte fokale Adhiasionsprotein Vinculin zu identifizieren, wurden filamentdses
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Aktin  (SM22« Firbung, rotes Fluoreszenzsignal) und Vinculin (grines Signal) durch
Immunfluoreszenz angefirbt. Die Immunfluoreszenz erfolgte mit transfizierten Zellen unter
homdostatischen und fibrotischen Bedingungen (Abbildung 4). Die Signalintensitit war sehr

variabel (Abbildung 13). Eine eindeutige Aussage war daher nicht méglich.

Unbehandelt Promofectin c-Rel Il

Oh

TGFB

48h

Abbildung 13: Immunfluoreszenzfirbung des Zytoskeletts nach c-Rel-Suppression
Gezeigt werden Immunfluoreszenzfirbungen des F-Aktin-bindenden Proteins SM22a« (rot) und der
Fokalen Adhisionskontakte (Vinculin; griin) ohne (obere Reihe) oder mit (untere Reihe) TGE@-
Stimulation fiir 48 h. Die Nuklei sind mit DAPI angefirbt. Gezeigt wird eine reprisentative Aufnahme
von drei durchgefiihrten Analysen. Die GréBenbalken entsprechen 50 um.
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4 Diskussion

Die systemische Sklerodermie ist durch Fibrose, also die tbermiflige Produktion und
Akkumulation von EZM, geprigt (Eckes et al. 2014). Eine kurative Therapie existiert nicht. Der
mit der Fibrose assoziierte Zelltyp ist der Myofibroblast, dem in der physiologischen
Wundheilung eine wichtige Rolle zukommt (Gabbiani 2003). Myofibroblasten kommen in der
physiologischen Wundheilung temporir vor und werden durch Apoptose oder eine mégliche
Reversion zu inaktiven (Myo)Fibroblasten umgewandelt (Carlson etal. 2003; Driesen et al. 2014;
Gerarduzzi und Di Battista 2017; Grinnell et al. 1999; Niland et al. 2001). Im Gegensatz dazu

ist das Vorkommen von Myofibroblasten in fibrotischer Haut permanent.

Die Reduktion der Myofibroblasten am Ende der Wundheilung ist Gegenstand aktueller
Untersuchungen zur Therapie der Fibrose (Distler et al. 2017). Bisherige Ergebnisse deuten
darauf hin, dass NF-kB in die Pathogenese der Fibrose und systemischen Sklerodermie

involviert ist (Beauchef et al. 2012; Martin et al. 2012)

Die in dieser Arbeit durchgefithrten funktionellen Analysen von c-Rel zielten speziell auf die
Frage ab, ob eine c-Rel-Inhibition als Ansatzpunkt zur Entwicklung anti-fibrotischer Therapien

dienen kann.

41 c-Rel-Implikation in dermaler Fibrose

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine erhdhte c-Rel-Expression in Assoziation mit dem
Erlangen von myofibroblastenartigen Charakteristika auf Proteinebene und als Tendenz auf
Transkriptionsebene nachgewiesen werden. Dies suggeriert eine zuvor noch nicht beschriebene
Funktion von c-Rel bei der Differenzierung von dermalen Fibroblasten zu

myofibroblastenartigen Zellen, die Gegenstand weiterer funktioneller Untersuchungen wurde.

Zuvor wurde c-Rel bereits als Regulator bei der Fibrose beschrieben. So sind +Re/ ./-T-Zellen
in ihrer Fahigkeit beschrinkt eine akute GvH-Reaktion auszulésen (Yu et al. 2013). C-Re/ /-
Miuse sind vor induzierter hepatischer und kardialer Fibrose (Gieling et al. 2010; Gaspar-Pereira
et al. 2012) und vor einer durch Bleomycin induzierten Hautfibrose geschiitzt (Fullard et al.
2013). Die letztere Arbeit zeigte zudem, dass in ¢-Re/ /-Miusen die Genexpression von

COL1A2, TIMP-1 und TGFp1 erniedrigt ist (Fullard et al. 2013).

Im Gegensatz zu fritheren Arbeiten basiert diese Arbeit auf einem In-vitro-Modell mit humanen
dermalen Fibroblasten. Dies ermdglichte es, explizit auf die Fragestellung der dermalen Fibrose
einzugehen. Die dermalen fibroseassoziierten Zellen, Myofibroblasten, konnten

zelltypspezifisch analysiert werden.
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4.2  Kontraktilitit dermaler Fibroblasten unterliegt dem Einfluss von c-
Rel

Kontraktilitit ist essentiell fiir die Fahigkeit von (Myo)Fibroblasten eine Wundheilungsreaktion
zu initiieren. Die Fibrose ist mit einer ibermifBigen und unkontrollierten Myofibroblasten-
Differenzierung assoziiert. Letztlich resultiert eine makroskopische Gewebesteitheit (Luzina

und Atamas 2008; Tomasek et al. 2002).

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Suppression von c-Rel die Kontraktilitit
homoostatischer und (in geringerem Ausmal) TGFEFB-stimulierter dermaler Fibroblasten
reduziert. Dies legt einen unabhingig von der Myofibroblasten-Differenzierung auftretenden

Finfluss von c-Rel auf die Kontraktilitat nahe.

Uber verschiedene Adhisionsrezeptoren, wie beispielsweise Integrine, interagieren Zellen mit
der EZM (McAnulty 2007; Tracy et al. 2016) und tbertragen mechanische Krifte (Lopez et al.
2008). Dadurch werden Signalkaskaden in der Zelle, die unter anderem die Kontraktion des
Zytoskeletts bewirken, ausgelost (Agarwal 2014). Die Kontraktion mesenchymaler Zellen wird
tber den Rho-A-Kinase-Signalweg, der von TGFJ aktiviert wird, und Myosin-Phosphatase
vermittelt (Tomasek et al. 2002; Van De Water et al. 2013). Da die c-Rel-Suppression die
Kontraktilitit reduzierte, ist vorstellbar, dass c-Rel als Mediator in diesem Signalweg fungiert.

Die experimentelle Bestitigung dieser Hypothese steht allerdings noch aus.

Da TGFB direkt durch c-Rel reguliert wird (Slotta et al. 2017), konnte die in dieser Arbeit
beobachtete reduzierte Kontraktilitit nach c-Rel-Suppression demnach auf eine reduzierte
TGFB Transkription zuriickzufiihren sein. Diese Hypothese wird dadurch gestitzt, dass auch

bei c-Re//-Miusen die TGFB-Expression erniedrigt war (Fullard et al. 2013).

Gleichzeitig wiirde ein Einfluss von TGEp auf die Kontraktions-Induktion erkliren, warum der
Kontraktionsverlust der TGFg-stimulierten Kollagen-Zell-Gele geringer ausfiel als der der
unstimulierten: Der durch die c-Rel-Suppression erzielte Effekt auf die TGFB-Transkription
wiurde dann durch entsprechende TGFB-Supplementierung aufgehoben. Zukinftige Arbeiten
konnten daher den Zusammenhang zwischen c-Rel und TGFp eingehender beleuchten, da

TGFB Myofibroblasten und somit die Fibrose erheblich beeinflusst (Dabiri et al. 2000).

Eine weitere mogliche Erklirung fir die reduzierte Kontraktilitit von Fibroblasten und
Myofibroblastenidhnlichen Zellen nach c-Rel-Suppression ist die eingeschrinkte Interaktion der
Zellen untereinander, moglicherweise infolge der leicht reduzierten N-Cadherin-Expression. C-

Rel kénnte beispielsweise Einfluss auf die Verankerung von N-Cadherin mit dem Zytoskelett
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nehmen (Derycke und Bracke 2004), die iber B-Catenin miteinander interagieren. Eine

Interaktion von NF-kB mit 3-Catenin wurde beschrieben (Ma und Hottiger 2016).

Invasive Tumore wie Mammakarzinome exprimieren verstirkt N-Cadherin, was
moglicherweise die Motilitit der Tumorzellen erhéht (Hazan et al. 2000). N-Cadherin ist
demnach in pathologische Prozesse mit unkontrollierter Proliferation, Differenzierung und
Proteinexpression involviert. Ahnliche Prozesse sind Bestandteil der Fibrose, bei der es durch
unkontrollierte Myofibroblasten-Differenzierung zur tibermifligen EZM-Expression kommt.
Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse legen nahe, dass N-Cadherin bei der dermalen Fibrose
cine Rolle spielt. Komplementir dazu wurde gezeigt, dass N-Cadherin in fibrotischem
Lungengewebe verstirkt exprimiert wird und somit eine Rolle in der Fibrose unterschiedlicher
Gewebe spielt (Li et al. 2012). Die NF-kB-Untereinheit p65 wurde bereits mit verstirkter N-
Cadherin-Expression in Verbindung gebracht (Li et al. 2012); c-Rel wurde diesbeziiglich noch
nicht untersucht. Die vorliegende Arbeit konnte nun Anlass geben, die Rolle von c-Rel in der

N-Cadherin-Expression genauer zu untersuchen.

Unter Verwendung des sogenannten Floating-Modells wurde hier der Einfluss von c-Rel auf die
Fibroblasten-Kontraktilitit gezeigt. Um die Funktion der Myofibroblasten in der Wundheilung
besser zu verstehen, wire es interessant herauszufinden, ob sich in den Gelen fibroseassoziierte
zellulire Parameter verindern. Dazu missten zukiinftig die Zellen aus den Gelen isoliert und

entsprechend analysiert werden.

Das organotypische Floating-Modell weist einige Eigenschaften der homoostatischen Dermis
auf (Grinnell 1994). Dazu gehéren beispielsweise die vergleichbare Gewebe-Steifigkeit sowie
die Moglichkeit der Zellen, im Gegensatz zu Zellen in an der Kulturgefilwand fixierten
Kollagengelen, Krifte in alle Richtungen aufbauen zu kénnen (Kanta 2015). Da sich allerdings
durch das frihzeitige Ablosen des Gels vom Gefil3rand weniger Zugkrifte aufbauen kénnen,
konnte kinftig auch das sogenannte S#essed-Modell etabliert werden, in dem die Zellen erst 24 h
nach Polymerisation von der Gefillwand gelost werden. Dadurch haben sie die Moglichkeit,
linger zu adhirieren und stirkere Zugkrifte aufzubauen. Dieses Modell wiese eine hohere
Gewebesteifigkeit auf. Es konnte gemeinsam mit dem Floating-Modell verschiedene

Bedingungen in fibrotischen Geweben abbilden.

4.3 Kollagen l1-Expression wird durch c-Rel reduziert

In fibrotischem Gewebe akkumuliert die von Myofibroblasten produzierte EZM. Der

Hauptbestandteil der dermalen EZM, Kollagen 1, wird in physiologischem Gewebe von
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Fibroblasten und nach einem Wundereignis verstirkt von Myofibroblasten synthetisiert. Die
EZM-Expression wird unter anderem durch TGF induziert (Roberts et al. 19806). In dieser
Arbeit zeigte sich unter fibrotischen Bedingungen eine reduzierte Kollagen 1 (COL1.AT7)-
Transkription und -Translation nach c-Rel-Suppression, besonders bei einer von zwei mit c-
Rel-siRNA-transfizierten Proben. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass c-Rel die Kollagen
I-Transkription beeinflusst. Ubereinstimmend mit dieser Hypothese wurde COL7.A2 in ¢-Re/ /-
-Miusen vermindert exprimiert (Fullard et al. 2013). Des Weiteren wurde gezeigt, dass die
Transkription von COL7.A42 durch Bindung aktivierter Smad-Proteine mit der COL7.A42-
Promotorregion induziert wird (Jinnin 2010). Somit kénnte die reduzierte Kollagensynthese
eine Folge der in dieser Arbeit gezeigten, tendenziell reduzierten pSmad 3-Expression sein, die

wiederum Folge der durch c-Rel reduzierten TGFJ Expression sein kénnte.

Es wurde gezeigt, dass p65 und p50 Kollagen 1 (COL7.A7)-Transinhibitoren sind (Bigot et al.
2012). Demzufolge wire es moglich, dass unter homdostatischen Bedingungen ein
Gleichgewicht zwischen c-Rel als COL7.A7-Transaktivator und p65 und p50 als
Transinhibitoren besteht. Unter fibrotischen Bedingungen waren in dieser Arbeit die p65- und
p50-Expressionsniveaus tendenziell leicht reduziert und die Expression von c-Rel induziert.
Demnach tberw6ge der induzierende Einfluss von c-Rel und folglich die Kollagen 1-Synthese
in der Fibrose. Obwohl in dieser Arbeit keine Aussage zur spezifischen Aktivitit von c-Rel
getroffen werden konnte, deutet die Expressionsinduktion darauf hin, dass c-Rel bei Fibrose
verstirkt als Transkriptionsfaktor aktiv ist. Analog konnte beispielsweise in humanen
Kardiomyozyten gezeigt werden, dass c-Rel vermehrt im Endstadium der kardialen Fibrose
nukledr lokalisiert war (Gaspar-Pereira et al. 2012). Obwohl Zusammenhinge mit der
systemischen Sklerodermie bekannt sind, zeigten sich keine Expressionsunterschiede von p50
und p65 nach TGFB-Stimulation in den dermalen Fibroblasten (Beauchef et al. 2012; Bigot et
al. 2012; Martin et al. 2012). Da c-Rel mit p50 und p65 im Rahmen des klassischen NF-kB-
Signalweg Heterodimere bildet und aktiviert werden kann (Smale 2012), sollte zukiinftig die
Dimerzusammensetzung untersucht werden. Die Lokalisations- und Aktivititsanalyse von c-
Rel, p50 und p65 in der Haut von Sklerodermie-Patienten, beispielsweise mittels Proximzity

Ligation Assay (PLA), wire zukinftig von grolem Interesse.

Des Weiteren wire es moglich, dass die reduzierte Kollagensynthese eine Reduktion von
Kollagenrezeptoren wie des Integrins a231 bedingt. Durch weniger Zell-EZM-Kontakte wire
die Mechanotransduktion eingeschrinkt, was womoglich die Kontraktilitit vermindern kénnte.
In Ubereinstimmung dazu wurde gezeigt, dass das Integrin o2 NF-kB-abhingig die

Kontraktilitit von Fibroblasten beeinflusst (Xu et al. 1998). Analysen der Zell-Matrix-Kontakte,
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beispielsweise anhand von Integrinen und fokalen Adhisionskontakten, wiren ein weiterer

interessanter Ansatzpunkt fir zuktnftige Untersuchungen.

Ein weiterer beachtenswerter Aspekt ist die (indirekte) Interaktion von Cadherinen und
Integrinen (Agarwal 2014). Eine mogliche Reduktion der Integrine durch reduzierte
Kollagensynthese konnte zu einer Reduktion der Cadherine fihren oder andersherum kénnte
die reduzierte N-Cadherin-Expression eine reduzierte Integrin-Expression bedingen. Beide
Folgen wiirden Mechanosensibilitit und Zell-Zell-Interaktionen reduzieren. Sie kénnten
mechanischen Stress als wichtigen Faktor der Fibrose reduzieren. An dieser Stelle offenbaren
sich deutlich die engen Verknupfungen vieler Aspekte und Signalwege der Fibrose, deren

weitere Aufdeckung Motivation und Ziel zukiinftiger Untersuchungen sein sollte.

4.3.1 Mogliche Effekte von c-Rel auf fibroseassoziierte Proteine

Unter den mit systemischer Sklerodermie und fibrosessoziierten Genprodukten zeigten sich bei
PAI-1 und CTGF in c-Rel-supprimierten Fibroblasten nach TGFg-Stimulation keine
Unterschiede im Vergleich zu den Kontrollbedingungen. Eine Erklirung wire, dass PAI-1 und
CTGF indirekt von c-Rel iiber TGFB beeinflusst werden. In Ubereinstimmung dazu wurde
gezeigt, dass die Expression sowohl von CTGF und PAI-1 durch TGF induziert wird (Igarashi
et al. 1993; Lund et al. 1987). Um die Expression myofibroblastenassoziierter Marker
unabhingig von experimenteller TGFB-Zugabe bestimmen zu koénnen, wiren kultivierte
Myofibroblasten von Sklerodermie-Patienten geeignet. Da gezeigt wurde, dass Myofibroblasten
in vitro ihren Phanotyp behalten (LeRoy 1974), konnten die Effekte einer c-Rel-Suppression

kiinftig auch unabhingig von TGFf3-Zugabe untersucht werden.

4.4  Die Viabilitit wird durch c-Rel-Suppression nicht beeinflusst

Bei der Entwicklung anti-fibrotischer Therapien steht der Nutzen fiir die Patienten im Fokus.
Es ist also wichtig, dass ein Verlust von c-Rel keinen Uberlebensnachteil mit sich bringt.
Tatsichlich schiitzt ein c-Rel-Verlust Mause vor Fibrose, ohne gleichzeitig deren Mortalitit zu
erthohen (Fullard et al. 2013). Die in dieser Arbeit untersuchte Viabilitit war in den c-Rel-
supprimierten Fibroblasten und Myofibroblasten nur leicht reduziert. C-Rel scheint also keinen

starken Einfluss auf Zell-Viabilitat zu haben.

Das Ziel einer c-Rel-basierten anti-fibrotischen Behandlung kénnte durch eine langfristig /7 vivo
anwendbare Strategie zur c-Rel-Suppression erreichbar sein. Dazu kime die CRISPR/Cas 9

Methode (Hsu et al. 2014) fur einen gezielten c-Rel-Knockout 7 vitro in Betracht.
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4.5 Myofibroblasten-Differenzierung erfolgt durch Kombination
mechanischer Krifte und TGFB

Das in dieser Arbeit verwendete In-vitro-Fibrose-Modell, welches bereits seit mehr als drei
Jahrzehnten etabliert ist (Roberts et al. 19806), zeigte eine Induktion Fibrose-typischer
Verinderungen nach TGFB-Stimulation (Hinz 2007).

In vitro wirken auf die adhirenten Fibroblasten mechanische Krifte, die gro3er sind als die in
physiologischer Haut (Grinnell und Petroll 2010). Demzufolge kann nicht ausgeschlossen
werden, dass es sich bei den vermeintlich homd&ostatischen dermalen Fibroblasten bereits um

Proto-Myofibroblasten handelt.

Nach der experimentellen Zugabe von TGF zeigte sich allerdings eine deutliche Zunahme
fibroseassoziierter Genprodukte. In Ubereinstimmung mit fritheren Arbeiten (Arora et al. 1999;
Hinz et al. 2001a) war der auf die Fibroblasten wirkende mechanische Stress allein nicht
ausreichend, um die Differenzierung zu Myofibroblasten zu induzieren. Erst durch zusitzliche
Stimulation mit TGF erfolgte die Differenzierung zu myofibroblastenihnlichen Zellen. Dieser
Aspekt konnte im Zusammenhang mit dem Einfluss von c-Rel auf mechanische Eigenschaften
der Zellen eine Bedeutung fiir die Fibrose haben, da die Myofibroblasten-Differenzierung erst

durch die Kombination aus TGFB und mechanischem Stress induziert wird.

4.6 Resuiimee und Ausblick

In dieser Arbeit wurde eine Funktion von c-Rel in der Fibrose durch seine verstirkte Expression
unter fibrotischen Bedingungen identifiziert. Es wurde gezeigt, dass c-Rel mit Fibroblasten-
Kontraktilitit assoziiert ist und wohl auch auf die Kollagen 1-Synthese wirkt. C-Rel scheint
Einfluss auf wichtige Parameter zu nehmen, daher koénnten die vorliegenden Ergebnisse

Motivation fiir zukiinftige Untersuchungen der Rolle von c-Rel in der Fibrose sein.

Die experimentellen Ergebnisse und ihre Interpretation im Lichte der relevanten Literatur
geben einen Einblick in die engen Verknipfungen der an der Fibrose beteiligten Proteine,
Mechanismen und Signalwege. Es er6ffnen sich einige Ansatzpunkte fiir weitere Analysen,
beispielsweise hinsichtlich der Aktivitit und Dimerbildung von c-Rel oder zytoskeletaler
Veranderungen 7z vitro und in vive. Zusiatzlich sollten die NF-kB-Proteinuntereinheiten in
sklerotischem Gewebe sowie die Folgen der c-Rel-Suppression bei der Fibrose weiter analysiert

werden.

Die zukinftige Untersuchung weiterer Zusammenhinge koénnte die Therapie der Fibrose

verbessern. Die Inhibition von c-Rel oder einzelner NF-kB-Signalwege hat sich in dieser Arbeit
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als ein verfolgenswerter Ansatz erwiesen, zumal die c-Rel-Suppression die Zellviabilitat kaum
beeintrichtigte. Die reduzierte Kontraktilitit nach c-Rel-Suppression kénnte genutzt werden,
um beispielsweise durch topische Applikation eines niedermolekularen c-Rel-Inhibitors eine
lokale Remission der Fibrose zu erreichen. Ein weiteres Anwendungsgebiet lige moglicherweise
auch in der Prophylaxe iiberschieBender Narbenbildung. Durch eine c-Rel-Suppression und
dadurch reduzierte Kontraktion konnte diese vermieden werden und die Gewebesteifigkeit

frither an die gesunde Dermis angeglichen werden.
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5 Zusammenfassung

Die nicht heilbare systemische Sklerose resultiert aus permanenter Myofibroblasten-Aktivitit

und der damit verbundenen tUbermiBigen Produktion von EZM-Proteinen. Die zentrale

Fragestellung dieser Arbeit war, ob eine Hemmung einzelner NF-kB-Untereinheiten als
Angriffspunkt einer Therapie gegen die unkontrollierte Myofibroblasten-Differenzierung
dienen konnte. Die Analysen dieser Arbeit erfolgten auf Basis eines In-vitro-Modells, dessen

Funktionalitit anhand der Induktion fibroseassoziierter Parameter bestitigt wurde.

Die NF-kB-Untereinheit c-Rel war sowohl auf Transkriptions- als auch auf Translationsebene
induziert, was einen Einfluss von c-Rel auf fibroseassoziierte Charakteristika nahelegte. Die
darauf aufbauende funktionelle siRNA-Suppression von c-Rel erfolgte sowohl unter
homoostatischen Bedingungen zur Untersuchung der Funktion von c-Rel in normalen
Fibroblasten als auch unter fibrotischen Bedingungen, um fibroseassoziierte Funktionen
identifizieren zu kénnen. Die Zell-Viabilitit war bei beiden Konditionen lediglich geringfiigig
verschieden. Tendenzielle Unterschiede bestanden hinsichtlich der Expression zentraler
tibroseassoziierter Proteine wie Kollagen L. In organotypischen (dermisiquivalenten) Kollagen-
Matrizen konnte eine deutlich und signifikant reduzierte Kontraktilitit von c-Rel-supprimierten
Fibroblasten gezeigt werden. Dieser Effekt war unter homdostatischen Bedingungen stirker

ausgepragt als unter fibrotischen.

Insgesamt wurde die Expression von c-Rel unter fibrotischen Bedingungen induziert und
Einflisse von c-Rel auf die EZM-Produktion und die Zell-Kontraktilitit wurden gezeigt.
Deshalb kénnte die c-Rel-Suppression als Ansatzpunkt zur therapeutischen Fibrosereduktion

dienen.
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