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1. Aufgabenstellung

Klarung der produktiven Leistung von HSC und Lebermyofibroblasten (MF) im Rahmen
akuter und chronischer Schadigungsmodelle in vivo.

Identifizierung der fur die produktive Leistung malfigeblichen Zytokine in vitro und Vergleich
von Ratten- HSC und MF mit humanen Zellen.

Klarung der Bedeutung der produzierten extrazelluldare Matrix (ECM) - Proteine fur das
Uberleben oder Absterben von HSC und Lebermyofibroblasten (Ratte und Mensch).

2. Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefiihrt wurde

Analyse des akut und chronisch geschadigten Lebergewebes im Rahmen des toxischen
Schadigungsmodells.

Unterscheidung zwischen Hepatischen Sternzellen (HSC) und Lebermyofibroblasten (MF)
der Ratte durch Markerproteine.

Klarung der Bedeutung der produzierten ECM- Proteine fiir das Apoptoseverhalten von HSC
und MF.

3. Planung und Ablauf des Vorhabens

Im Lebergewebe wurden ruhende und aktivierte HSC sowie MF mittels
Immunhistologie identifiziert. Als Differenzierungsmarker zwischen HSC und MF
werden Fibulin-2 (nur MF sind positiv) und Reelin (nur HSC sind positiv) verwendet.
Ratten- HSC und MF konnten durch mehrere Markerproteine (z.B. Fibulin-2, CD95L
und reelin) unterschieden werden. Im Folgenden sollten auch humane HSC und MF
untersucht werden. Aus diesem Grund sollten humane HSC und MF zunachst unter
Verwendung der selben Marker charakterisiert werden und die Daten mit denen aus
dem Rattensystem verglichen werden. In vitro sollte die Produktion der oben
genannten ECM- Proteine durch HSC und Lebermyofibroblasten (Ratte und Mensch)
in Abhangigkeit von jeweils pro- und anti- apoptotisch wirkenden Zytokinen
untersucht werden.

4. Wissenschaftlichem und technischem Stand, Ergebnisse

Akut und chronisch geschadigtes Lebergewebe im Rahmen des toxischen
Schadigungsmodells mit CCl, wurde gewonnen. Des Weiteren haben wir ein nicht-invasive
Leberschadigungs-Modell in Ratten mittels Thyoacetamide erfolgreich etabliert. Das Modell
ist mit der humanen chronischen Leberschadigung und mit dem konventionellen
Rattenmodellen der chronischen Leberschadigung vergleichbar. Als Differenzierungsmarker
zwischen HSC und MF hatten wir Fibulin-2 (nur MF sind positiv) und Reelin (hur HSC sind
positiv) verwendet. Des Weiteren hatten wir einen neuen Zell-Oberflachen-Marker: Thy-1 an
Lebermyofibroblasten indentifiziert. Diesen Marker haben wir in Myofibroblasten anderer
Organe gefunden (Pankreas, Lunge, Knochenmark, Niere, Darm), und damit konnten wir
den Myofibroblast-Subpopulation zuordnen. Mit Hilfe der Kombination von mehreren Markern
konnten wir Hepatische Sternzellen von Lebermyofibroblasten unterscheiden, und diese
Zellpopupationen nicht nur in vitro, aber auch in vivo identifizieren. Wir haben die Produktion
von Kollagenen (Kollagen Typ I, Typ lll, Typ IV und Typ VI), von Glykoproteinen (Fibronektin,
Tenascin, Laminin), Proteoglykanen (Dekorin, Syndecan), Glykosamino-glykanen
(Hyaluronsaure, Heparansulphat) sowie von Fibrillin und Elastin untersucht

Wir haben die Isolierungsmethode flir humane Lebermyofibroblasten etabliert, diese Zellen
sind mit dem Ratten-Myofibroblasten morphologisch vergleichbar (wie Verdffentlicht bei
Knittel et al. 1999; beide fibroblastische und myofibroblastische Morphologie hatten wir
identifiziert). Demnachst werden wir die weiteren Eigenschaften dieser Zellen mit dem
Lebermyofibroblasten der Ratte vergleichen.

Weitere Arbeiten kénnten nachweisen, dass Dekorin, ein Inhibitor von TGF-[11, ein wichtiger
fibrogenetischer Faktor ist. Obwohl wahrend des fibrotischen Leberumbaus signifikant
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erhohte Konzentrationen von Dekorin gemessen werden, kommt es zu einem weiteren
Fortschreiten der Erkrankung, bis zur Entwicklung einer Zirrhose. Wahrend des aktuellen
Projekts - der Expression und Synthese von wichtigen extrazellularen Matrix (ECM)-Proteine
- wurde in Hepatische Sternzellen (HSC) und Myofibroblasten nach der Stimulierung mit
Dekorin und TGFL11 gemessen. Die Expression von solchen Matrixproteinen wurde auf
RNA-Ebene durch real-time RT-PCR und Northern Blot, auf Protein-ebene durch Western
Blot, und durch biosyntetischer Markierung und Immunprazipitation untersucht. Hepatische
Sternzellen und Myofibroblasten haben auf TGFL1-Stimulierung unterschiedlich reagiert. In
der HSC induzierte TGFL1I die mRNA Expression und Protein Synthese von verschiedenen
Matrixproteinen, wohingegen in Ratten Lebermyofibroblasten keine signifikante Regulation
von der Matrixprotein-Expression nachgewiesen werden konnte. Der starkste Unterschied
wurde bei der Kollagen | Expression gefunden. Ein Hemmungseffekt von Dekorin, an der
TGF[1-stimulierten Produktion von Kollagen |, Ill, wurde in HSC gefunden. Dekorin alleine
konnte die Genexpression von Matrixproteinen (insbesondere Kollagen I, Ill) hemmen, und
zusatzlich Dekorin behandelte Ratten Lebermyofibroblasten waren TUNEL (terminal dNTP
nick end labeling) -positiv. Dieser Befund weist auf die apoptotische Antwort auf besonderen
Matrixbestandteile in Ratten Lebermyofibroblasten hin.

5. Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Wahrend des Projekts haben wir an internationaler Kooperation teilgenommen.
Kooperationspartner: Prof. Dr. llona Kovalszky, I. Abt. Pathologie und Exp. Krebsforschung,
Semmelweis Universitat, Budapest, Ungarn

6. Die erfolgten oder geplanten Veroéffentlichungen des Ergebnisses

7. Erfolgte Veroffentlichungen

1. Aprigliano I, Dudas J, Ramadori G, Saile B. Atorvastatin induces apoptosis in
activated rat hepatic stellate cells by a caspase-9 dependant pathway (accepted in Liver
International), 2007.
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M, Buzatu E, lonescu C, Dudas J, Saile B, Ramadori G. Inflammation and Repair in Viral
Hepatitis C. Dig Dis Sci. 2007 Nov 10

3. Dudas J, Mansuroglu T, Batusic D, Saile B, Ramadori G. Thy-1 is an in vivo and in
vitro marker of liver myofibroblasts. Cell Tissue Res. 2007; 329 (3): 503-514.

4, Saile B, Ramadori G. Inflammation, damage repair and liver fibrosis--role of
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8. Novosyadlyy R, Dudas J, Pannem R, Ramadori G, Scharf JG. Crosstalk between
PDGF and IGF-I receptors in rat liver myofibroblasts: implication for liver fibrogenesis. Lab
Invest. 2006; 86(7):710-723.

8. Geplannte Veroéffentlichungen

9. Firneisz G, Dudas J, Fullar A, Szarvas T, Sari E, Hammoudeh EI Armouche,
Ramadori G Kovalszky I. Different transforming growth factor-beta-1 induced extracellular
matrix production in rat hepatic stellate cells versus hepatic myofibroblasts, inhibitory effects
of decorin

10. Dudas J, Mansuroglu T, Ramadori G: Thy-1-gene-expression in rat liver injury and
regeneration
11. Dudas J, Mansuroglu T, Ramadori G: Analysis of lipid rafts and lipid raft markers in

hepatic stellate cells and rat liver myofibroblasts in vitro and in vivo

12. Dudas J, Ramadori G: Matrix (a book chapter planned in 2008)
13. Dudas J, Ramadori G: Thy-1" Myofibroblasts in the liver (a book chapter planned
in 2008)
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