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ZUSAMMENFASSUNG 

 

 

In chronischen Leberschäden trägt das Renin-Angiotensin-System (RAS) zur hepa-

tischen Fibrose bei. Daher dient die Erforschung der intrazellulären Signalwege des 

Angiotensin II-Typ 1-Rezeptors (AT1R) dem besseren Verständnis der Strukturver-

änderungen der Leber und deren Regulation. Diese Arbeit zeigt, dass diese Signal-

kaskaden vor allem in den aktivierten hepatischen Sternzellen (HSC) relevant sind, 

da sie die Hauptproduzenten der extrazellulären Matrix (ECM) darstellen und somit 

am meisten zur Fibrose beitragen.  

Es konnte erstmals gezeigt werden, dass die phosphorylierte Janus Kinase 2 

(pJAK2) eine große Rolle in einem AT1R-vermittelten G-Protein-abhängigen Signal-

weg spielt. Dieser führt über RhoA und Arhgef1 zur Rho-Kinase-Aktivierung und 

trägt dadurch zur Fibrose bei. Nach dessen Stimulation phosphorylieren G-Protein-

Rezeptor-Kinasen (GRK) den AT1R, was die Bindung von  β-Arrestin 2 (bArr2) an 

den Rezeptor ermöglicht. bArr2 entkoppelt daraufhin die G-Protein-abhängigen Sig-

nalwege, wodurch die Signalweiterleitung des pJAK2/Rho-Kinase-Signalwegs unter-

brochen wird. Während die Induktion der G-Protein-abhängigen Signalwege und die 

AT1R-Desensibilisierung in der gesunden Leber in einem Gleichgewicht stehen, 

scheint sich dieser Prozess während einer chronischen Leberschädigung zugunsten 

der hepatischen Fibrose zu verschieben.  

Diese Arbeit zeigt, dass die verstärkte AT1R-Stimulation zur Aktivierung der HSCs 

und infolgedessen zur Leberfibrose führt.  
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ABSTRACT 

 

 

The Renin Angiotensin System (RAS) contributes to hepatic fibrosis in chronic liver 

injury. Therefore, the investigation of intracellular pathways of the Angiotensin II-type 

1-receptor (AT1R) provides a better understanding for the structural changes of the 

liver and its regulation. This work displays the relevance of these signalling pathways 

in the activated hepatic stellate cells (HSCs). These are the main producers of the 

extracellular matrix (ECM) and thus the main responsible hepatic celltype for the 

development of liver fibrosis. 

It could be shown for the first time that the phosphorylated Janus kinase 2 (pJAK2) 

plays a crucial role in the AT1R-mediated G-protein-dependent pathway. It leads to 

Rho-kinase activation via RhoA and Arhgef1 and thereby contributes to HSC-

activation. After its stimulation, the AT1R is phosphorylated by G-protein-receptor-

kinases (GRKs), which allows the uncoupling of the G-protein-dependent pathways 

by the binding of β-Arrestin2 (bArr2) to the AT1R. This causes an interruption of the 

JAK2/Rho-kinase-pathway. While the induction of the G-protein-dependent path-

ways and the AT1R-densensitization are balanced in a healthy liver, this  

process seems to be dysregulated in a chronic liver injury in favour of the hepatic 

fibrosis. 

This thesis demonstrates that the increased AT1R-stimulation leads to the activation 

of the HSCs and consequently liver fibrosis.  
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I. EINLEITUNG 

 

1. Anatomie und Fibrogenese der Leber  

 

Die Aufgabe der Leber ist hauptsächlich die Entgiftung des Körpers. Dabei wird das 

Blut, das aus dem Magen und dem Darm in die Leber gelangt, in der Leber aufbe-

reitet. Die Nährstoffe und Medikamente werden in Produkte aufgespalten, die vom 

restlichen Körper einfacher aufgenommen werden können. Außerdem spielt die 

Leber im weiteren Metabolismus, wie der Glykogenspeicherung, dem Abbau von 

roten Blutkörperchen, der Plasma-Protein-Synthese und der Hormonproduktion, 

eine große Rolle. 

Die Leber befindet sich im rechten oberen Bereich der Bauchhöhle unterhalb des 

Zwerchfells und über dem Magen, der rechten Niere und des Darms. Sie ist dun-

kelrot-braun gefärbt und wiegt beim erwachsenen Menschen etwa 1,5 kg. Das 

sauerstoffreiche Blut fließt durch die Arteria hepatica in die Leber, während das 

nährstoffreiche Blut durch die hepatische Portalvene in das Organ gelangt. Die acht 

Leberlappen, aus denen die humane Leber aufgebaut ist, bestehen wiederum aus 

tausenden von winzigen Leberläppchen, an deren Eckpunkte die Portalfelder lie-

gen. Diese Einheit, bestehend aus der Arteria interlobularis, einem Ast der Leberar-

terie, der Vena interlobularis, einem Ast der Pfortader und aus dem Ductus bilife-

rus, dem Gallengang, wird auch aus Glisson Tria bezeichnet. Die Leber ist aus 

epithelialen Zellen (Hepatozyten), endothelialen Zellen und ruhenden nichtpa-

renchymalen Zellen aufgebaut, wozu auch die hepatischen Sternzellen (HSC) und 

die Kupfferzellen zählen. Das Sinusoid ist die hepatisch mikrovaskuläre Einheit, die 

von dem Endothelium umgeben ist. Im subendothelialen Dissé-Raum, der das En-

dothelium von den Hepatozyten trennt, befinden sich die HSCs. In diesem Raum ist 

eine Basalmembran-ähnliche Matrix lokalisiert, die essentiell zur Instandhaltung der 

differenzierten Funktion der Parenchymzellen ist. Diese erlauben den metaboli-

schen Austausch zwischen dem Blut und den Hepatozyten (Abb. I/1., Bedossa & 

Paradis 2003).  

Die Erkrankung der Leber ist in Deutschland die vierthäufigste Todesursache. Die 

Leberfibrose stellt dabei eine reversible Leberschädigung dar, die durch eine akute 

oder chronische Zellschädigung hervorgerufen wird. Während sich bei einer akuten 

Verletzung die Veränderungen in der Leberstruktur wieder zurückbilden, wird bei 

einer chronischen Entzündung der Leber das Leberparenchym zunehmend durch 
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Narbengewebe, der sogenannten extrazellulären Matrix (ECM), ersetzt. Dies ruft 

über einen längeren Zeitraum verschiedene Komplikationen hervor, die in Abschnitt 

I/2. genauer erläutert werden. Eine Ablagerung von ECM im Dissé-Raum führt zum 

Verlust der normalen Fenestration, die charakteristisch für die Endothelschicht ist. 

Diese veränderte Fenestration verursacht wiederum eine Beeinträchtigung im nor-

malen bidirektionalen metabolischen Austausch zwischen dem Portalvenenblut-

fluss und den Hepatozyten (Schaffner et al. 1963; Abb. I/3.). 

 

 

 

 

 

Die Fibrose entwickelt sich in unterschiedlichem Maße und hängt von dem Krank-

heitsauslöser, wie Infektionen, Ernährung, Toxine oder Stoffwechselveränderungen 

ab (Bircher et al. 1999, Sherlock & Dooley 2002, Schiff et al. 2003). Durch virale 

Infektionen mit dem Hepatitis B oder C-Virus (HBV, HCV), Fettleibigkeit, die zur 

nicht-alkoholischen Fettleber (NASH) führt, toxischen Komponenten, wie Alkohol, 

Cholestase und genetischen Erkrankungen, kann die Leberfibrose induziert werden 

Abb. I/1. Überblick über ein Sinusoid mit den umgebenden Zellen einer gesunden Leber 
[eigene Darstellung, modifiziert nach Frevert et al. 2005] 

 Das Sinusoid der Leber ist von verschiedenen Zelltypen umgeben. Das Blut aus der 
Portalvene und der hepatischen Arterie fließt im Sinusoid zusammen und führt zur 
Zentralvene der Leber. Die Gefäße werden von Endothelzellen (dargestellt durch die 
rote Linie) umgeben, die im Sinusoid-Bereich fenestriert sind. Außerdem sind die 
Kupfferzellen in den Blutgefäßen lokalisiert. Um die Endothelzellen, durch den Dis-
sé-Raum getrennt, liegen die Hepatozyten. Die ruhenden hepatischen Sternzellen 
mit ihren Lipidtropfen (gelbe Punkte) liegen im Dissé-Raum. In entgegengesetzter 
Richtung zum Blutstrom fließt die von den Hepatozyten gebildetete Galle in den Gal-
lengang ab. Zusammen mit der Portalvene und der hepatischen Arterie bildet der 
Gallengang ein sogenanntes Portalfeld.  
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(Schuppan & Afdhal 2008). Je nachdem, wo die Schädigung auftritt, welche fibro-

genen Zellen involviert sind, welche Krankheitsursache vorliegt und welcher vor-

herrschende fibrogene Mechanismus besteht, werden verschiedene Muster der 

Fibroseentwicklung beschrieben (Cassiman et al. 2002). 

Bei der chronisch viralen Hepatitis B und Hepatitis C-Infektion tritt meist die über-

brückende (bridging) Fibrose auf, die zur Bildung von portal-zentral fibrotischen 

Septen führt. Bei alkoholbedingten Krankheiten und in der nichtalkoholischen Fett-

leber wird meist die perisinusoidale oder perizelluläre Fibrose beobachtet. Die Fib-

rose, die durch Alkoholmissbrauch entsteht, wird durch eine ECM-Ablagerung im 

Dissé-Raum um die Sinusoide oder Hepatozyten charakterisiert. Bei der biliären 

Fibrose proliferieren die Gallengänge um die periduktulären Myofibroblasten 

(MFB), was zur Bildung von portal-portal fibrotischen Septen um die Leberknoten 

führt. Wird durch eine Leberschädigung der Venenfluss verändert, bildet sich die 

zentrolobuläre Fibrose, die durch zentral-zentral fibrotische Septen gekennzeichnet 

ist (Hernandez-Gea & Friedman 2011).  

Die hepatische Fibrose wird durch unterschiedliche Stimuli ausgelöst. Ein Auslöser 

sind die reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). Diese instabilen Moleküle, wie z.B. 

Superoxid, Hydroxyl-Radikale, Hydrogenperoxid und Aldehyd-Endprodukte, wer-

den durch Lipid-Peroxidation gebildet und können von Hepatozyten, Makrophagen, 

Sternzellen oder inflammatorischen Zellen stammen (Parola & Robino 2001, 

Jaeschke 2006). Der klassische Signalweg in Hepatozyten, der durch ROS ausge-

löst wird, resultiert aus der Induktion des Zytochroms P450 2E1 und führt zur peri-

zentralen Schädigung in der alkoholischen und nicht-alkoholischen Steatohepatitis 

(Castillo et al. 1992, Chitturi & Farrell 2001). Außerdem konnte eine reduzierte 

Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH)-Oxidase als eine weitere Quel-

le des oxidativen Stresses in hepatischen Sternzellen und Kupfferzellen identifiziert 

werden (De Minicis & Brenner 2007).  

Die Apoptose parenchymaler Zellen ist ein wichtiger inflammatorischer Stimulus in 

der Leberfibrose (Jaeschke 2003) der zur HSC-Aktivierung führt, wodurch die 

HSCs die Fähigkeit zur Phagozytose von apoptotischen Zellkörper erlangen (Can-

bay et al. 2004). Dies führt schließlich zur Induktion von NADPH (Zhan et al. 2006). 

Ein profibrogener Prozess kann auch durch die Apoptose von Hepatozyten, indu-

ziert durch die Störung des anti-apoptotischen Mediators Bcl-xL und Fas, hervorge-

rufen werden (Canbay et al. 2002, Takehara et al. 2004). Sind in der Leberfibrose 

die Schäden durch äußere Stimuli sehr hoch, spielt die Nekrose in der Zellantwort 

eine größere Rolle als die Apoptose (Parola & Robino 2001, Jaeschke 2006). Zum 
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Verständnis der humanen Pathogenese hat die Entdeckung der Toll-like-

Rezeptoren (TLR) maßgeblich beigetragen (Wagner & Bauer 2006). Während die 

Identifizierung des TLR4 auf Kupfferzellen gut bekannt ist (Poltorak et al. 1998, 

Hoshino et al. 1999, Uesugi et al. 2001), war die Expression auf HSCs unerwartet 

(Paik et al. 2003). Es ist bekannt, dass die Signalweiterleitung über TLR4 in Mak-

rophagen essentiell für die inflammatorische Antwort ist (Hua et al. 2007). Die Sig-

nalgebung als Antwort auf Lipopolysaccharide und möglicherweise endogenen 

TLR4-Liganden in HSCs scheint jedoch bei der Ausbildung einer fibrogenen Ant-

wort wichtiger zu sein als in Kupfferzellen. Die Expression des Knochen-

morphogenen Proteins (BMP) und des Activin-Inhibitors, der den Transforming 

Growth Faktor β1 (TGFβ1) hemmt, werden in HSCs herunterreguliert. Dadurch 

wird vermehrt TGFβ1 freigesetzt, was das bedeutendste Zytokin in der Fibrogene-

se ist (Seki et al. 2007). 

Während eine Fibrosierung der Leber anfangs größtenteils asymptomatisch ver-

läuft, führt das Fortschreiten der Erkrankung im weiteren Verlauf zur Leberzirrhose 

und ihren Komplikationen bis hin zum Leberversagen. 

 

 

2. Komplikationen der Leberfibrose  

 

Im Gegensatz zu vielen anderen Organen besitzt die Leber die Fähigkeit, sich nach 

einer Schädigung zu regenerieren. Eine andauernde Belastung der Leber führt al-

lerdings zur Zersetzung des gesunden Lebergewebes und somit zu verschiedenen 

Komplikationen. 

 

2.1. Leberzirrhose  

 

Die Leberzirrhose resultiert aus einer fortgeschrittenen hepatischen Fibrose. Wie 

häufig eine Zirrhose in der europäischen Bevölkerung auftritt kann nicht genau be-

stimmt werden, da die Prävalenz sehr stark von den Risikofaktoren und dem unter-

suchten Patientenkollektiv abhängt. In Obduktionsstudien beispielsweise schwankt 

die Häufigkeit von etwa 5% in Dänemark bis hin zu 10% in Italien (Graudal et al. 

1991, Savolainen et al. 1992). 

Bei der hepatischen Zirrhose füllt sich vor allem der Dissé-Raum als Antwort auf 

die chronische Schädigung zunehmend mit Narbengewebe und ECM, wodurch die 

endotheliale Fenestration verloren geht. Dieser Prozess wird als sinusoidale Kapil-
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larisierung bezeichnet (Schaffner & Hopper 1963). Die vaskularisierten fibrotischen 

Septen verbinden die Portalfelder untereinander und mit den Zentralvenen. 

Dadurch bilden sich abgeschnürte Inseln von Hepatozyten, die von den fibrotischen 

Septen umgeben sind, aber dadurch keine Verbindung mehr zur Zentralvene besit-

zen. Dies resultiert in einer beeinträchtigten Hepatozyten- und somit Leberfunktion. 

Außerdem erhöht sich der Widerstand für den portalvenösen Ausfluss, wodurch die 

portale Hypertension entsteht, die in Abschnitt II./2.2. näher beschrieben wird. Eine 

weitere schwerwiegende Folgeerkrankung ist die Entwicklung eines hepatozellulä-

ren Karzinoms (HCC), auf das in Abschnitt II./2.3. eingegangen wird. 

Normalerweise wird die Leberzirrhose mit ihren veränderten Gefäßstrukturen als 

irreversibel erachtet (Friedman & Bansal 2006, Mallet et al. 2008), doch einige Stu-

dien zeigen, dass der Rückgang der Zirrhose nach Unterbrechung des entzündli-

chen Reizes zumindest teilweise möglich ist (Wanless et al. 2000, Desmet & Ros-

kams 2004, Ramachandran & Iredale 2009, Henderson & Iredale 2007). 

 

2.2. Portale Hypertonie  

 

Die portale Hypertension ist eine schwere Komplikation der Leberzirrhose (Bosch 

2007, Iwakiri & Groszmann 2006) und ist mit einer intra- und extrahepatische Stö-

rung der Endotheliumfunktion verbunden (Iwakiri & Groszmann 2007). Der Pfort-

aderdruck, der als Druckgradient über der Leber gemessen wird, wird nach dem 

Ohm’schen Gesetz als das Produkt aus dem portalen Blutfluss und dem intrahepa-

tischen Widerstand definiert (Bosch et al. 1992). Demnach kann die portale Hyper-

tonie durch die Zunahme des Blutflusses („Forward-Flow-Theory“) als auch durch 

eine Erhöhung des intrahepatischen Widerstandes bedingt sein („Backward-Flow-

Theory“). Die Durchblutung des Gefäßbettes der Leber wird durch präsinosoidale 

portale Venolen reguliert. Durch die Aktivierung und Transdifferenzierung von he-

patischen Sternzellen und Kupfferzellen kapillarisieren die Sinusoide, was eine Wi-

derstandserhöhung hervorruft (Housset et al. 1993, Kawada et al. 1993, Bauer et 

al. 1994). Die „Backward-Flow-Theory“ besagt, dass die Verstärkung des portalen 

Hochdrucks auf die primäre Erhöhung des intrahepatischen Widerstands zurückzu-

führen ist (Bosch & Garcia-Pagan 2000). An der Dysregulation der Gefäßkontrakti-

on in der Leber und der Vasodilatation der splanchnischen Gefäße sind vor allem 

Endotoxine, Plättchen-aktivierende Faktoren und Stickstoffmonoxid (Mahl & 

Groszmann 1990, Lee et al. 1993), aber auch die Gefäßneubildung und gesteigerte 

Angiogenese beteiligt (Geerts et al. 2006). 
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Die Druckerhöhung vor der Pfortader, die an alle zuführenden Äste weitergegeben 

wird, bedingt die Bildung von Kollateralen und Anastomosen, die das portalvenöse 

Blut an der Leber vorbei zum kavalen Venensystem leiten (Abb. I/2.). Von großer 

klinischer Bedeutung sind die entstehenden gastro-ösophagealen Kollaterale, die 

sich zu Varizen entwickeln. Je größer diese Varizen werden und je höher der Por-

taldruck steigt, desto wahrscheinlicher wird eine Ruptur, die in bis zu 50% der Fälle 

für den Patienten tödlich endet.  

Eine weitere aus der portalen Hypertonie resultierende Komplikation ist die Bildung 

von Aszites, eine Flüssigkeitsansammlung in der Bauchhöhle. Daraus ergeben sich 

weitere klinische Komplikationen, wobei die spontan-bakterielle Peritonitis das 

größte Risiko für den Patienten darstellt, da hierbei die Sterberate bei etwa 50% 

liegt (Wiest et al. 2000). 

 

 

 

 

Abb. I/2. Entstehung und Komplikation der portalen Hypertension 

 Mit zunehmender Vernarbung kann das Blut nur noch verlangsamt und in geringe-
rem Maße durch die erkrankte Leber fließen. Dieser intrahepatische Widerstand 
verursacht einen Blutstau in der Pfortader, was wiederum zu einem höheren Blut-
druck in den splanchnischen Gefäßen führt. Die Bildung von Varizen im Ösophagus 
und Magen sowie Anastomosen stellen dabei die gefährlichste Komplikation der por-
talen Hypertension dar.   

Bildquelle: http://www.vascularsurgeon.org/vascular/images/stories/acf57d.jpg,     
die Abbildung wurde modifiziert, indem der untere Teil abgeschnitten 
und Beschriftungen aus dem Englischen ins Deutsche übersetzt wur-
den 
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2.3. Weitere Komplikationen  

 

Verliert die Leber zunehmend intakte Hepatozyten und kann aufgrund ihrer Erkran-

kung nicht mehr ausreichend durchblutet werden, kommt es zur Leberinsuffizienz. 

Die Schwere der Leberschädigung wird anhand des sogenannten Child-Pugh-

Score ermittelt (Child & Turgotte 1964, Pugh et al. 1973). Dieser Score wird an-

hand zwei klinischer Befunde und drei Laborwerten ermittelt und gibt eine Aussage 

über die Mortalitätsprognose des Patienten und somit auch über die Dringlichkeit 

einer Lebertransplantation.  

Die hepatische Enzephalopathie entsteht durch die Auswirkung von Giftstoffen im 

Blut auf das zentrale Nervensystem und wird im Endstadium als Leberkoma be-

zeichnet. Doch auch das hepatorenale Syndrom sowie Ikterus über unterschiedli-

che pathophysiologische Wege sind Folgen des Leberversagens. Dies kann zum 

Multiorganversagen und schlussendlich zum Tod führen. 

Das hepatozelluläre Karzinom (HCC) ist einer der meist verbreiteten Organtumore 

weltweit. Er entsteht hauptsächlich als Folge einer Leberzirrhose (Bruix et al. 2001, 

Llovet et al. 2003, Sherman & Klein 2004). In Entwicklungsländern sind sehr häufig 

junge Patienten mit einer chronischen HBV-Infektion betroffen (Zhou et al. 2001), 

während in den Industrieländern vor allem ältere Patienten, die aufgrund HCV-

Infektion an einer Zirrhose leiden, an HCC erkranken (Bruix et al. 1989, Colombo et 

al. 1991). Jährlich sterben etwa 700.000 Menschen an HCC, was 9 % der weltwei-

ten Krebstodursachen entspricht (Ferlay et al. 2010) 

 

 

3. Ursprungszellen der Leberfibrose  

 

Nach der Entdeckung der portalen Fibroblasten in der Leber (Steiner & Carruthers 

1961, Carruthers et al. 1962) konnte gezeigt werden, dass die α-smooth-muscle 

Aktin (αSMA)-exprimierenden Myofibroblasten (MFB) die Zellen sind, die haupt-

sächlich das Narbengewebe bei der Wundheilung produzieren (Schurch et al. 

1998). Die ruhenden Zellen in der Leber können durch verschiedene Stimuli akti-

viert und so zu MFB werden. Dafür kommen zum einen die in den hepatischen Por-

taltrakten lokalisierten Fibroblasten und zum anderen vor allem die im Dissé-Raum 

ruhenden hepatischen Sternzellen (HSC) in Betracht (Brenner 2009). So wurde 
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beispielsweise in den typischen Kollagenbereichen izirrhotischer Lebern eine große 

Anzahl an aktivierten HSCs gefunden (Olaso et al. 2001).  

Bisher ist die exakte Herkunft der MFB allerdings noch ungeklärt, da verschiedene 

Zellen in Betracht kommen. Einiges deutet darauf hin, dass  Fibrozyten aus dem 

Knochenmark oder zirkulierende mesenchymale Zellen in die geschädigte Leber 

einwandern und durch Transdifferenzierung zu MFBs zur Fibrose beitragen können 

(Bhunchet & Wake, 1992, Knittel et al. 1998, Kinnman et al. 2003, Guyot et al. 

2006, Kisseleva et al. 2006, Asahina 2011)). Darüber hinaus gibt es auch verein-

zelte Hinweise auf eine Umwandlung von Hepatozyten, Cholangiozyten oder En-

dothelzellen zu mesenchymalen Zellen, die wiederum zu aktivierten MFBs werden 

können. Dieser Prozess wird bei Hepatozyten und Cholangiozyten als epithelial-

mesenchymale Transition (EMT) bezeichnet (Kalluri & Neilson 2003, Thiery & 

Sleeman 2006, Thiery et al. 2009, Piera-Valazquez et al. 2011). Es spricht aber 

sehr viel dafür, dass vor allem die Aktivierung der HSCs, die auf verschiedenste 

Wege erfolgen kann, zur Entstehung und Entwicklung der Leberfibrose beiträgt 

(Friedman 2008). 

 

3.1. Rolle der hepatischen Sternzellen in der Leberfibrose 

 

Vieles deutet darauf hin, dass die Aktivierung der ruhenden HSC eine der Hauptur-

sachen für die Produktion von fibrogenem Narbengewebe bei der chronischen Le-

berschädigung ist (Friedman et al. 1985, Maher & McGuire 1990). Spezifische 

Marker für HSC erlauben deren Identifizierung in gereinigten Zellproben wie auch 

in histologischen Schnitten. So konnte gezeigt werden, dass sowohl bei der tierex-

perimentellen als auch der humanen Leberschädigung eine höhere Anzahl an 

HSCs als bei gesunden Lebern vorliegt (Ballardini et al. 1983, Enzan 1985, Enzan 

et al. 1994). 

Die ruhenden HSCs sind reich an Vitamin A, was in Form von Retinyl-Ester in Fett-

tröpfchen im Zytoplasma gespeichert wird (Wake 1980, Hendriks et al. 1987). Die 

Identifizierung und Isolation der HSCs war ein großer Schritt in dem Verständnis 

der Leberfibrose (Bissel et al. 1990). Frisch isolierte und kultivierte ruhende HSC 

zeigen eine niedrige Proliferationsrate, ein sehr beschränktes fibrogenes Potenzial, 

wenig Zytokinsekretion und keine kontraktilen Eigenschaften (Blomhoff 1991, Ro-

ckey et al. 1993, Maher et al. 1994, Abb. I/3.A). Wenn die HSCs aktiviert werden, 

verlieren sie die Retinoide und exprimieren neue Rezeptoren wie den PDGF-

Rezeptor und den TGFβ-Rezeptor (Friedman et al. 1994, Friedman 2008, Gressner 
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1996, Kawada et al. 1999, Pinzani 2002, Melton und Yee 2007). Außerdem expri-

mieren die aktivierten Zellen neue Proteine, wie z.B. αSMA, proliferieren und syn-

thetisieren extrazelluläre Matrix-Proteine (z.B. Kollagen-I, Kollagen-III und Kol-

lagen-IV), die Narbengewebe produzieren (Schwabe et al. 2003, Bataller & Brenner 

2005, Rockey 2006, Abb. I/3.B). HSCs, die aus fibrotischen Lebern isoliert wurden, 

weisen eine Überexpression der Gene auf, die für die ECM-Proteine kodieren, was 

in keinen anderen Zelltypen beobachtet werden konnte (Milani et al. 1995). HSCs 

können aber auch kontrahieren und so die portalen Hypertension durch Erhöhung 

des intrahepatischen Widerstandes verstärken (Trebicka et al. 2007, Trebicka et al. 

2009, Hennenberg et al. 2011, Klein et al. 2012). Über die Produktion der Matrix-

Metalloproteinase MMP2 tragen die HSCs zudem auch zum Abbau der normalen 

ECM bei (Friedman et al. 1985, Ramadori et al. 1987, Schafer et al. 1987, Arenson 

et al. 1988, Maher et al. 1988, Mak & Lieber 1988, Takahara et al. 1988, Milani et 

al. 1989, Milani et al. 1990a, Milani et al. 1990b, Friedman 1993). Außerdem sind 

die HSCs an der Entstehung des oxidativen Stresses durch die Produktion von 

ROS über die NADPH-Oxidase und an der Chemotaxis durch die Produktion von 

Chemokinen und Zytokinen beteiligt (Siegmund et al. 2005, Szuster-Ciesielska et 

al. 2009). 

In der Zellkultur können primäre HSC durch die  Kultivierung auf unbeschichteten 

Plastikoberflächen aktiviert werden. So konnte auch gezeigt werden, dass die akti-

vierten HSCs die Hauptquelle der Matrix-Proteine sind (Friedman et al. 1985, Ra-

madori et al. 1987, Schafer et al. 1987, Arenson et al. 1988, Maher et al. 1988).  

Die Auslöser für die Aktivierung der HSCs, die zu deren Proliferation und ihren syn-

thetisierenden Eigenschaften führen, sind mitunter TGFβ, das unter anderem von 

den Kupfferzellen sezerniert wird (Maher 1989, Matsuoka & Tsukamoto 1990, 

Nakatsukasa et al. 1990, Bachem et al. 2002), PDGF (Friedman & Arthur 1989), 

IGF (Pinzani et al. 1990, Gressner & Bachem 1995) und FGF (Pinzani et al. 1989). 

Die HSCs entwickeln während ihrer Aktivierung auch kontraktile Eigenschaften. 

Diese werden stark von der Rho-GTPase reguliert, die wiederum durch die sezer-

nierten Zytokine aktiviert wird (Yee 1998, Charest & Firtel 2007). Die Rho-Kinase 

ist der am intensivsten untersuchte Mediator der Rho-GTPase (Wettchureck & Of-

fermanns 2002, Riento & Ridley 2004, Kitamura et al. 2007) und reguliert z.B. die 

Myosin-leichte-Kette durch Phosphorylierung, was einen direkten oder indirekten 

Effekt auf die Kontraktion haben kann (Pellegrin & Mellor, 2007). Sorafenib und 

Atorvastatin inhibieren die kontraktilen Signalwege der HSCs bei der Leberzirrhose 
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und senken damit den intrahepatischen Widerstand (Trebicka et al. 2007, Trebicka 

et al. 2008). 

Die Wirkung der HSCs wird vorwiegend durch Apoptose oder Seneszenz eliminiert 

(Brenner 2009). Es konnte gezeigt werden, dass verschiedene endogene Mediato-

ren in HSCs Apoptose induzieren können (Salle et al. 1997, Lang et al. 2000, Trim 

et al. 2000). Allerdings werden diese Mediatoren auch auf anderen hepatischen 

Zellen wie Hepatozyten exprimiert und stellen daher kein geeignetes Ziel für die 

Therapie der Leberfibrose dar.  

Daher ist die Forschung bestrebt, bestimmte Effektoren zellspezifisch hemmen zu 

können oder aber Proteine zu finden, die spezifisch in HSCs zu deren Aktivierung 

und somit zur Leberfibrose beitragen.  

 

 

I 

 

 

 

Abb. I/3. Schematischer Überblick über die HSC-Aktivierung und Leberfibrose [eigene 
Darstellung, modifiziert nach Iredale 1997] 

A: Die ruhenden HSCs mit ihren Lipidtröpfchen liegen im Dissé-Raum, der mit Kol-
lagen-IV und anderen Basalmembrankomponenten gefüllt ist. Das Endothelium ist 
fenestriert. 

B: In der fibrotischen Leber aktivieren sich die HSCs und transdifferenzieren zu ei-
nem Myofibroblasten-ähnlichen Phänotyp, der proliferiert und im Dissé-Raum Kol-
lagen und Matrix synthetisiert. Außerdem verlieren die Endothelzellen ihre Fenest-
rierung und werden undurchlässig. 
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4. Das Renin-Angiotensin-System (RAS) 

 

Das Renin-Angiotensin-System (RAS), das schon über 100 Jahre bekannt ist, 

spielt eine zentrale Rolle in der Regulation der kardiovaskulären Funktionen 

(Skeggs et al. 1952, Hall 2003). Trotz der ausgedehnten Forschung auf diesem 

Gebiet werden immer wieder neue Komponenten entdeckt, die das System zu-

nehmend komplexer machen (Schindler et al. 2007, Santos et al. 2008). Die 

Hauptkomponente des RAS ist das, ursprünglich bekannt als zirkulierendes endo-

krines Hormon, Oktapeptid Angiotensin II (Ang II) (Unger et al. 1996, Csikos et al. 

1997). 

Das klassische RAS beschreibt die C-terminale Spaltung des Vorläuferpeptids  

Angiotensinogen, das in der Leber gebildet wird, durch das aus der Niere stam-

mende zirkulierende Enzym Renin zum Dekapeptid Angiotensin I (Ang I). Schließ-

lich entsteht Ang II durch die Abspaltung  zweier Aminosäuren, welche von dem 

Angiotensin-converting Enzyme (ACE) katalysiert wird. In einem geringeren Maße 

kann Ang I aber auch direkt durch Endopeptidasen zu Angiotensin(1-7) (Ang(1-7)) 

konvertiert werden (Ferrario et al. 1997). Außerdem kann Ang I bzw. Ang II durch 

das Angiotensin-converting Enzyme 2 (ACE2) zu Angiotensin(1-9) bzw. Ang(1-7) 

abgebaut werden. Ang(1-7) ist der endogene Ligand des Mas-Rezeptors (MasR), 

welcher kardiovaskuläre Wirkungen hat, indem er den AT1R antagonisiert (Santos 

et al. 2003, Pinheiro et al. 2004). 

Ang II dagegen ist der Agonist zweier gut untersuchter Rezeptoren, nämlich des 

Angiotensin II-Typ 1-Rezeptors (AT1R) und des Angiotensin II-Typ 2-Rezeptors  

(AT2R), die Ang II mit unterschiedlicher Affinität binden (Timmermans et al. 1997, 

de Gasparo et al. 2000, Kaschina & Unger 2003, Abb. I/4.). Im kardiovaskulären 

Bereich sind diese Rezeptoren vor allem bei der Blutdruckregulation beteiligt, wo-

bei der AT1R zur Vasokontraktion und kardiovaskulären Hypertrophie führt, wäh-

rend der AT2R gegenregulatorisch wirkt und bei der Vasodilatation eine Rolle spielt 

(Widdop et al. 2008). Neben dem zirkulierenden RAS wurde das lokale RAS in ei-

ner Reihe von Organen, wie Herz, Niere, Lunge, Pankreas und Leber beschrieben 

(Bataller et al. 2003, Leung & Chappell 2003, Leung 2004). In der Leber konnte 

beobachtet werden, dass die Expression von Angiotensinogen, Renin, ACE, Ang II 

und AT1R bei einer Erkrankung verändert ist (Sakata et al. 1991, Paizis et al. 2002, 

Bataller et al. 2003). Angiotensinogen wurde sowohl in Hepatozyten (Morris et al. 

1979, Paizis et al. 2002), als auch in geringem Maße in Kupfferzellen und im Gal-
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lengangsepithelium gefunden (Sawa 1990). Zudem konnte im Plasma von Men-

schen und Nagern mit Leberzirrhose ein erhöhter Spiegel von Renin, eine stärkere 

Renin-Aktivität und mehr Angiotensinogen nachgewiesen werden (Morris et al. 

1979, Richoux et al. 1983, Kojima et al. 1998, Rincon-Sanchez et al. 2005). In der 

Leber ist in fibrotischen Septen, mesenchymalen Zellen wie HSCs und Kupfferzel-

len eine erhöhte ACE- und AT1R-Expression zu finden (Paizis et al. 2002, Leung et 

al. 2003, Ikura et al. 2005). Der AT1R kommt vermehrt in der Leber vor, während 

der AT2R jedoch nur sehr schwach in der gesunden oder erkrankten Leber expri-

miert (Bataller et al. 2002, Nabeshima et al. 2006) oder gar nicht detektierbar ist 

(Paizis et al. 2002). Diese Arbeit konzentriert sich daher vor allem auf den AT1R.  

 

 

 

 

Abb. I/4. Schematisches Diagramm über das RAS [eigene Darstellung, modifiziert nach 
Taal & Brenner 2000, Kurdi et al. 2005, Elton et al. 2010] 

 Angiotensinogen wird durch Renin zu Ang I gespalten, was wiederum entweder zu 
Angiotensin II durch ACE (der Hauptweg) oder durch ACE2 zu Angiotensin(1-9) ge-
spalten wird. Angiotensin II ist der Agonist des AT1R und des AT2R. Der Agonist 
des MasR Angiotensin(1-7) wird durch Spaltung von Angiotensin II durch ACE2  o-
der durch Spaltung von Angiotensin(1-9) durch ACE gebildet. Endopeptidasen kön-
nen Angiotensin(1-7) direkt aus Angiotensin I katalysieren. 

Abkürzungen: ACE = Angiotensin-converting Enzyme; ACE2 = Angiotensin-
converting-Enzyme 2; AT1R = Angiotensin II-Typ 1-Rezepor; AT2R = Angioten-
sin II-Typ 2-Rezeptor; MasR = Mas-Rezeptor 
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5. Der Angiotensin II-Typ 1-Rezeptor (AT1R)  

 

Der AT1R gehört zu den Sieben-Transmembrandomänen-Rezeptoren (7TMR). 

Diese Rezeptoren regulieren nahezu jeden bekannten physiologischen Prozess in 

Säugetieren und repräsentieren die größte Klasse der Zelloberflächenrezeptoren, 

weshalb sie das Zielmolekül von bis zu 40% der derzeitigen Medikamente sind (Ma 

& Zemmel 2002). Klassischerweise wird die Signalweiterleitung bei den 7TMRs 

durch die Ankopplung eines heterotrimeren G-Proteins eingeleitet, das nachfolgend 

eine Vielzahl von Effektoren, einschließlich sekundärer Botenstoffe und der Mito-

gen-aktivierten Protein-Kinase (MAPK)-Kaskaden, aktiviert (Reiter & Lefkowitz 

2006). 

Viele Merkmale des AT1R wurden zuerst in Studien der Leber und Nebenniere 

identifiziert (Saltman et al. 1975, Campanile et al. 1982). Die G-Proteine Gαq/11 und 

Gα12/13, die an den Rezeptor koppeln, sind für die meisten AT1R-abhängigen Pro-

zesse verantwortlich (Mehta et al. 2007). 

 

 

 

 

Abb. I/5. Schema des ternären Komplexmodells für die Bindung von Agonisten und G-
Proteinen an GPCRs [aus Cottingham & Wang 2012] 

 Der Rezeptor liegt in aktiver und inaktiver Form vor. Beide aktiven Konformationen 
erlauben eine Komplexbildung mit G-Proteinen. Der Agonist kann an freie inaktive 
Rezeptoren und aktive Rezeptoren, an die G-Proteine gebunden sind, mit verschie-
denen Affinitäten binden. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren haben dabei eine höhe-
re Bindungsaffinität zu Agonisten als freie Rezeptoren. 

Abkürzungen: A = Agonist; G = G-Protein; R = freier Rezeptor; AR* = Agonist-
gebundener Rezeptor; R*G = G-Protein-gebundener Rezeptor; AR*G = Ago-
nist/G-Protein/Rezeptor-Komplex; KH = Hohe Bindungsaffinität; KL = niedrige 
Bindungsaffinität  
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Wie andere G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR) ist der AT1R der sponta-

nen Isomerisierung zwischen seinem inaktiven (R) und aktiven (R*) Zustand aus-

gesetzt. Der inaktive R liegt in der Abwesenheit von Agonisten vor und hält ein 

Gleichgewicht mit einem geringen Anteil aktiven R* Zustandes ohne Ligandenbin-

dung. In Anwesenheit von Ang II wird die aktive R* Form durch die Agonistenbin-

dung, verbunden mit einer strukturellen Veränderung, induziert (Cottingham & 

Wang 2012, Abb. I/5.). Die aktive Form des Rezeptors erlaubt die Ankopplung ei-

nes oder mehrerer G-Proteine, die intrazelluläre Signalkaskaden über nachge-

schaltete Effektoren vermitteln (Thomas et al. 2000).  

Die Agonisten-induzierte Aktivierung des AT1-Rezeptors wird durch eine Interakti-

on in der dritten Transmembrandomäne zwischen dem Tyrosin4-Rest (Tyr4) von 

Ang II und dem Asparagin111-Rest und durch die Interaktion von Phenylalanin8 

des Angiotensin-Moleküls mit Histidin256 in der sechsten Transmembrandomäne 

des Rezeptors eingeleitet (Noda et al. 1995, Noda et al. 1996). Nach der Aktivie-

rung und Dissoziation des G-Proteins von dem Rezeptor wird dieser durch G-

Protein gekoppelte Rezeptor-Kinasen (GRKs) an spezifischen Serin/Threonin-

Resten phosphoryliert, so dass β-Arrestin 2 (bArr2) an den Rezeptor binden kann. 

Diese Interaktion veranlasst die Internalisierung des Rezeptors, die in Abschnitt 

I/5.3. genauer erläutert wird (Dale et al. 2004). 

Ang II ruft viele intrazelluläre Signalantworten hervor, die üblicherweise mit der Ak-

tivierung von Wachstumsfaktoren assoziiert sind (TGFβ, PDGF, IGF, VEGF, EGF, 

usw.). Diese beinhalten auch die Tyrosin-Phosphorylierung von Phospholipase C 

(PLC) und anderen Effektor-Enzymen (Bernstein & Marrero 1996).  

Außerdem befürworten mehrere Studien die Annahme, dass der AT1R  die in-

flammatorischen, proliferativen und vaskulären Effekte von Ang II in der Leber ver-

mittelt (Yoshiji et al. 2001, Bataller et al. 2003, Kanno et al. 2003). Darüber hinaus 

korreliert die AT1R-Expression in MFBs mit dem Ausmaß der Fibrose und dem 

Grad der portalen Hypertension (Ikura et al. 2005).  

 

5.1. Klassischer kontraktiler Signalweg des AT1R 

 

Schon früh wurde entdeckt, dass der AT1R das Phosphatidylinositol-4,5-

biphosphat über die PLC in glatten Gefäßmuskelzellen (VSMC) hydrolysiert (Ale-

xander et al. 1985). Dies resultiert in einer rapiden Produktion von 1,4,5-Inositol-

Triphosphat (IP3) und einem Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration, sowie 

in einer anhaltenden Freisetzung von Diazylglyzerol (DAG), die die Proteinkinase C 
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Abb. I/6. 

Schematischer Überblick über den 
klassischen kontraktilen Signalweg 
des AT1R [eigene Darstellung, modi-
fiziert nach Touyz & Berry 2002] 

Nach der Stimulation des AT1R durch 
seinen Agonisten Ang II kommt es G-
Protein-abhängig zur Aktivierung der 
PLC. Diese wiederum katalysiert die 
Abspaltung von DAG von Phosphatidy-
linositol-4,5-bisphosphate, wodurch IP3 
entsteht. IP3 veranlasst daraufhin die 
Freisetzung von Ca2+, was über CaM 
und der anschließenden MLC-Phos-
phorylierung zur Kontraktion führt. Die 
Aktivierung von PKC durch DAG führt 
ebenso zur Kontraktion, reguliert aber 
auch den pH-Wert über Ionenaustau-
scher. 

Abkürzungen: AT1R = Angiotensin II 
Typ 1-Rezeptor; PLC = Phospholi-
pase C; IP3 = Inositoltriphosphat; 
DAG = Diazylglyzerol; Ca2+ = Kal-
zium; PKC = Proteinkinase C; CaM 
= Calmodulin; MLC = Myosin-
leichte-Kette 

(PKC) stimuliert (Ushio-Fukai et al. 1998). Die erhöhten Ca2+-Spiegel führen zu 

einer VSMC-Kontraktion, während die PKC-Aktivierung den intrazellulären pH-Wert 

über Na+/H+-Austauscher reguliert (Alexander et al. 1985, Ushio-Fukai et al. 1998). 

Die Kontraktion der VSMCs erfolgt Ca2+-abhängig über die Calmodulin (CaM)-

aktivierte Phosphorylierung der Myosin-leichten-Ketten (MLC) (Gusev 2001, Berri-

dge 2008, Abb. I/5).  

 

 

 

 

 

 

5.2. Kontraktiler Signalweg über Janus-Kinase-2 (JAK2)-

Aktivierung  

 

JAK2 gehört zu der Janus-Kinase Familie, die ebenso JAK1, JAK3 und TYK2 bein-

haltet (Harpur et al. 1992, Jones et al. 2005, Steensma et al. 2005) und wurde 

erstmals bei der Beschreibung neuer Protein-Tyrosin-Kinasen identifiziert (Wilks 

1989, Firmbach-Kraft 1990).  Der Name „JAK“ stand zuerst für die Abkürzung „Just 

Another Kinase“ („Nur eine andere Kinase“), wurde aber später in JAnus Kinase 

umbenannt, da die zwei sich wiederholenden homologen Kinase-ähnlichen Domä-
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Abb. I/7. 

Schematischer Überblick über den 
kontraktilen JAK2/Rho-Kinase-Signal-
weg des AT1R [eigene Darstellung, 
modifiziert nach Trebicka et al. 2007, 
Guilluy et al. 2010, Klein et al. 2012] 

Nach der Stimulation des AT1R durch 
seinen Agonisten Ang II kommt es G-
Protein-abhängig zur Aktivierung von 
JAK2. Das phosphorylierte JAK2 aktiviert 
daraufhin Arhgef1, wodurch wiederum 
RhoA-GDP zu RhoA-GTP phosphoryliert 
wird. Das aktivierte RhoA kann nachfol-
gend die Rho-Kinase aktivieren, die für 
die HSC-Aktivierung und Zellkontraktion 
verantwortlich ist, indem sie die MLCP 
hemmt. Ein weiteres Substrat der Rho-
Kinase ist das Moesin, dessen phospho-
rylierte Form daher als Marker der Rho-
Kinase-Aktivierung verwendet wird. 

Abkürzungen: AT1R = Angiotensin II Typ 
1-Rezeptor; JAK2 = Janus-Kinase 2; 
Arhgef1 = anti-Rho Guanin-Aus-
tauschfaktor 1; HSC = hepatische 
Sternzelle 

nen des Proteins mit den zwei Gesichtern des römischen Gottes Janus verglichen 

wurden (Rane & Reddy 2000).  

Normalerweise ist JAK2 in den Signalwegen von Zytokinen, Hormonen und Wachs-

tumsfaktoren involviert (Rane & Reddy 2002). Dabei bindet JAK2 an die zytoplas-

matischen Bereiche von Zytokin- oder Hormonrezeptoren. Die Liganden-induzierte 

neue Konformation des Rezeptors erleichtert die JAK2 trans-Phosphorylierung an 

der Aktivierungsseite in der Tyrosin-Kinase-Domäne an Tyr1007 und Tyr1008, was 

zur JAK2-Aktivierung führt. Weitere Phosphorylierungen an Tyrosinresten in den 

Rezeptoren schaffen Bindungsstellen für SH2-enthaltende Signalproteine, wie z.B. 

STAT(Signal Transducers and Activators of Transcription)-Proteine (Silvennoinen 

et al. 1993, Yamaoka et al. 2004). Nach ihrer Aktivierung dimerisieren die STATs 

und translozieren in den Zellkern, wo sie die Transkription bestimmter Zielgene 

induzieren (Kerr et al. 2003, Saharinen et al. 2003). 

Allerdings konnte kürzlich gezeigt werden, dass JAK2 auch eine zentrale Rolle in 

der Ang II-vermittelten Kontraktion in VSMCs  über RhoA/Rho-Kinase spielt 

(Guilluy et al. 2010, Abb. I/6.). 
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Die Überaktivierung des monomeren G-Proteins RhoA ist eine entscheidende 

Komponente in der Pathogenese der Hypertension in vielen Krankheitsmodellen 

(Uehata et al. 1997, Chrissobolis & Sobey 2001, Mukai et al. 2001, Seko et al. 

2003) und im Menschen (Masumoto et al. 2001). Die inaktive Form ist das GDP-

gebundene RhoA, das durch Phosphorylierung zu GTP-RhoA aktiviert wird (Jaffe & 

Hall 2005). Das aktive RhoA aktiviert wiederum die Rho-Kinase, die die Myosin-

leichte-Ketten Phosphatase (MLCP) hemmt. Dadurch kommt es zu einer Ca2+-

Sensibilisierung der kontraktilen Proteine und schlussendlich zur tonischen VSMC-

Kontraktion (Somlyo & Somlyo 2003). 

Da die Aktivierung von RhoA eine bedeutende Rolle in diesem Signalweg spielt, 

liegt besonderes Augenmerk auf den Guanin-Nukleotid-Austauschfaktoren (GEFs), 

die GDP gegen GTP austauschen (Rossman et al. 2005, Bos et al. 2007). Bei dem 

Ang II-vermittelten Signalweg über den AT1R konnte der anti-Rho-Guanin-

Austauschfaktor 1 (Arhgef1) als GEF identifiziert werden, das zur RhoA-Aktivierung 

führt (Guilluy et al. 2010). GEFs selber werden aber auch aktiviert. Anhand phar-

makologischer Analysen unter Verwendung von Tyrosin-Kinase Inhibitoren konnte 

die Tyrosin-Kinase JAK2 als potenzielles Enzym identifiziert werden, das Ang II-

induziert Arhgef1 phosphoryliert und dadurch aktiviert (Guilluy et al. 2010). 

Da auch schon gezeigt wurde, dass die Rho-Kinase-Aktivierung HSCs aktiviert und 

zu deren Kontraktion führt (Zhou et al. 2006, Trebicka et al. 2007, Trebicka et al. 

2009, Klein et al. 2012), ist eine Untersuchung von JAK2 und dessen Rolle in der 

Leberfibrose  aufgrund dieser neuen Erkenntnisse sehr interessant. 

 

 

5.3. Rezeptor-Internalisierung über β-Arrestin 2 (bArr2)  

 

Die G-Protein-Ankopplung an den Rezeptor wird durch einen zweistufigen Prozess 

beendet, der mit der Phosphorylierung des Agonisten-gebundenen Rezeptors 

durch GPCR-Kinasen (GRKs) eingeleitet wird (Lefkowitz 1998). Daraufhin werden 

β-Arrestine (bArr) zum GRK-phosphorylierten Rezeptor rekrutiert, die Schlüssel-

funktionen in der Rezeptor-Desensibilisierung und Internalisierung besitzen 

(Goodman et al. 1996, Lefkowitz 1998, Ferguson 2001). Die bArr entkoppeln den 

Rezeptor von dem G-Protein und beenden dadurch die Signalweiterleitung. Die G-

Proteine dissoziieren vom Rezeptor, was zur Entkopplung der nachfolgenden Sig-

nalwege und Desensibilisierung des Rezeptors führt (Böhm et al. 1997, Bünemann 
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& Hosey 1999, Ferguson 2001, Luttrell & Lefkowitz 2002, Shenoy & Lefkowitz 

2003, Thomas & Qian 2003, Willets et al. 2003).  

 

 

 

 

 

 

 

Abb. I/8. Schematischer Überblick über die Entkopplung des AT1R durch bArr2 
nach G-Protein-Bindung [eigene Darstellung, modifiziert nach Luttrell et al. 
2001, Ge et al. 2004, Trebicka et al. 2007,  Hennenberg 2009, Guilluy et al. 
2010, Klein et al. 2012] 

Der aktivierte Zustand des Rezeptors, der durch das gebundene G-Protein cha-
rakterisiert ist, wird durch die Phosphorylierung von GRK beendet. Daraufhin 
kann bArr2 an den AT1R binden, wodurch der G-Protein-abhängige Signalweg 
vollkommen entkoppelt ist. bArr2 selbst kann die GTPasen Ras und Raf1 akti-
vieren, die ihrerseits wiederum über MEK-Aktivierung zur ERK-
Phosphorylierung führen. Dies resultiert schließlich in einer HSC-Aktivierung mit 
vermehrter Zellmigration. 

Abkürzungen:  AT1R = Angiotensin II Typ 1-Rezeptor; bArr2 = β-Arrestin 2; 
Ras = Rat sarcoma; Raf1 = Rat fibrosarcoma; ERK1/2 = Extra-
zellulär regulierte Kinase 1/2; HSC = hepatische Sternzelle 
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Der AT1R gehört zu den sogenannten Klasse B-Rezeptoren und formt mit β-

Arrestin 2 (bArr2) stabile Komplexe (Oakley et al. 2005), was schließlich zur Clath-

rin- oder Dynamin-abhängigen Internalisierung führt (Zhang et al. 1996, McDonald 

1999, Gáborik et al. 2001). Die Ang II-induzierte AT1R-Phosphorylierung, bArr2-

Rekrutierung und Rezeptor-Internalisierung wird hauptsächlich von GRK2/3 vermit-

telt. Die Aktivierung des bArr2-vermittelten ERK-Signalwegs ist allerdings GRK5- 

und GRK6-abhängig (Kim et al. 2005). Neueste Studien zeigen, dass GRK2 einen 

starken negativen Effekt auf die bArr2-abhängige Signalweiterleitung durch den 

Wettbewerb mit GRK5 und GRK6 bei der Rezeptorphosphorylierung ausübt (Heitz-

ler et al. 2012). 

Der am besten charakterisierte Mechanismus, der durch bArr stimuliert wird, ist der 

ERK-Signalweg. Über kleine Kinasen, wie Ras und Raf1, hat bArr Einfluss auf die 

Signalweiterleitung (DeFea et al. 2000, Luttrell et al. 2001, Holloway et al. 2002, 

Seta et al. 2002, Ahn et al. 2003, Hines et al. 2003). Eine Hemmung von bArr2 

durch die Verwendung spezifischer kleiner interferierender RNAs (siRNA), behin-

dert den AT1R-stimulierten ERK-Signalweg, während eine Depletion von bArr1 die 

AT1R-vermittelte ERK-Aktivierung erhöht (Ahn et al. 2004b). Es gibt eine klare 

räumliche Verteilung von ERK, je nachdem ob es vom G-Protein- oder bArr2-

abhängigen Mechanismus aktiviert wird: Der G-Protein-abhängige Signalweg ver-

anlasst die Translokation von pERK in den Nukleus, während das durch bArr2 akti-

vierte ERK im Zytoplasma bleibt (DeFea et al. 2000, Luttrell et al. 2001, Ahn et al. 

2004a). 

Es wurde gezeigt, dass MAPK in der HSC-Aktivierung involviert sind. bArr2 kann 

selber als sogenanntes Gerüstprotein fungieren. Es vermittelt die Komplexierung 

von Kinasen wie Ras und Raf1, die zur ERK1/2-Aktivierung führen (Marshall 1995, 

Marra et al. 1999, Pinzani et al. 1998, DeFea et al. 2000, Gentilini et al. 2000, Lut-

trell et al. 2001, Abb. I/7.). Somit kann ERK1/2 entweder G-Protein-vermittelt oder 

aber G-Protein-unabhängig über bArr2 aktiviert werden (Wei et al. 2003, Shenoy & 

Lefkowitz 2005). Pharmakologische ERK-Hemmer vermindern merklich die Zell-

proliferation in Fibroblasten und deuten so auf die Bedeutung dieses Signalweges 

in der HSC-Proliferation hin (Pages et al. 1993). 

Die extrahepatischen Gefäße von Menschen und Tieren mit Leberzirrhose sind 

hyporeaktiv auf Ang II ohne Veränderung der Expression des AT1R oder der G-

Proteine (Schepke et al. 2001, Heller et al. 2003, Heller et al. 2005, Hennenberg et 

al. 2006). Das deutet darauf hin, dass in der Zirrhose-induzierten Vasodilatation der 

AT1R desensibilisiert wird und die darunter liegenden Signalkaskaden sich verän-
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dern. Unter anderem findet man ein verändertes Muster von phosphorylierten Ca2+-

sensibilisierten Proteinen, wodurch die Ca2+-Empfindlichkeit erhöht wird und zur 

Hypokontraktilität führt. Als eine Folge der Rezeptor-Komplexierung mit bArr2 ist 

die Agonisten-Aktivierung von RhoA und Rho-Kinase in extrahepatischen Gefäßen 

von Patienten und Tieren mit Leberzirrhose beeinträchtigt (Hennenberg et al. 2006, 

Hennenberg et al. 2007). 

 

 

6. Therapeutische Strategien zur Behandlung der Leberfibrose  

 

Während es für die Spätfolgen einer Leberfibrose, der Leberzirrhose mit ihren 

Komplikationen, seit Jahren getestete Behandlungsmöglichkeiten gibt (Ahmed & 

Keeffe 2001, Sauerbruch et al. 2013), ist die Unterbrechung oder Reversion einer 

Leberfibrose schwieriger. Schon die rechtzeitige Diagnose ist meist schwer zu stel-

len, da die Erkrankung anfangs asymptomatisch verläuft und kaum Auswirkungen 

auf die Lebensqualität des Patienten hat. Die Leberbiopsie wird als Goldstandard 

zur Bestimmung der Fibrose und des Fibrosegrades eingesetzt (Afdhal & Nunes 

2004), aber aufgrund ihrer invasiven Messtechnik nur bei weiteren systemischen 

Erkrankungen oder des konkreten Verdachts auf eine Leberfibrose angewendet. 

Da die Fibrose prinzipiell ein reversibler Prozess ist (Arthur 2002, Issa et al. 2004), 

kann die Behandlung der zugrunde liegenden Krankheit die hepatische Fibrose 

aufhalten oder heilen. Diese Beobachtungen konnten in Patienten mit Eisen- oder 

Kupferspeicherkrankheit, der Alkohol-induzierten Leberschädigung, HBV, HCV, 

Hepatitis D, sekundär biliärer Zirrhose und NASH gemacht werden (Pares et al. 

1986, Hammel et al. 2001, Kweon et al. 2001, Arthur 2002, Czeja & Carpenter 

2004, Dixon et al. 2004). Am Besten untersucht ist die HCV-Infektion und deren 

Behandlung. Eine Interferon-α-Therapie, kombiniert mit einer Ribavirin-Gabe, führt 

zu einem Stillstand oder sogar Rückgang der Fibrose, wenn die Hepatitis C-

Virämie unterbrochen wird (Davie et al. 1998, Poynard et al. 1999, Poynard et al. 

2000).  

Die Zielzellen bei der Behandlung einer hepatischen Fibrose sind die hepatischen 

Sternzellen. Daher ist eine Therapie, die darauf abzielt die Aktivierung der HSCs zu 

hemmen, vielversprechend. Da einige Zellen Lipid-Peroxide produzieren, die zu 

oxidativem Stress und dadurch zur HSC-Aktivierung führen (Britton & Bacon 2000, 

Poli 2000), können Antioxidantien die Leberfibrogenese verlangsamen (Kawada et 

al. 2008). Ein weiteres Therapieziel ist die Apotose der Zellen. Es wurde gezeigt, 
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dass die Apoptose aktivierter HSCs, die dem Kollagenabbau vorausgeht, bei der 

spontanen Erholung der Leber in der experimentellen Fibrose in Nagern eine wich-

tige Rolle spielt (Iredale et al. 1998,  Isse et al. 2001). Daher können eine Stimula-

tion der Todesrezeptoren von HSCs und eine Verminderung von Überlebensfakto-

ren zur HSC-Apoptose und somit zur Heilung beitragen (Iredale 2001). Kürzlich 

wurde entdeckt, dass Tanshinone IIA durch die Förderung des  ERK/Bax/Caspase-

Signalwegs über den C-Raf/Prohibitin-Komplex zur Apoptose der HSCs beiträgt 

(Pan & Wang 2012). Auch die Seneszenz aktivierter HSCs ist ebenfalls ein wichti-

ger Schritt beim Fibroserückgang (Schnabl et al. 2003, Krizhanovsky et al. 2008). 

Neueste Daten lassen vermuten, dass Interleukin-22 über die Aktivierung von 

STAT3, SOCS3 und p53 zur Seneszenz der HSCs und damit zur Hemmung der 

Fibrose beiträgt (Kong et al. 2012). 

Der erhöhte Kollagenabbau ist ein Hauptmechanismus während der Regression 

der Fibrose (Arthur 2002, Issa et al. 2004) und daher ebenso interessant für die 

antifibrotische Therapie. Die Prolyl-4 Hydroxylase katalysiert die Synthese vom 

Hydroxyprolin des Prolins, was zur Stabilität der Kollagenhelix beiträgt. Im Ratten-

modell, in dem die hepatische Fibrose durch eine L-Aminosäuren-definierte Diät, 

CCl4 oder Schweineserum induziert wurde, führte die Gabe des Prolyl-4 Hydro-

xylase-Hemmers HOE077 zu einer verminderten Hydroxyprolin-Akkumulation und 

histologisch nachweisbaren Leberfibrose (Sakaida et al. 1996, Wang et al. 1998, 

Sakaida et al. 1999). Zudem hemmt HOE077 die HSC-Aktivierung in der Zellkultur 

und in vivo (Matsumura et al. 1997). Auch die veränderte ECM selber trägt zum 

Fortschreiten der Leberfibrose bei. Integrine, deren Liganden Matrix-Moleküle sind, 

die von den HSCs exprimiert werden, übertragen ihre extrazellulären Signale in die 

Zellen (Carloni et al. 1996). Daher könnte eine pharmakologische Modulation der 

Interaktion zwischen den HSCs und dem umgebenden ECM die Fibrose ein-

schränken. In der experimentellen Leberfibrose wurden bereits sogenannte RGD-

Antagonisten verwendet, um die Integrin-vermittelten Signalwege zu hemmen 

(Bruck et al. 1996). Da die HSCs die Zellen sind, die nach ihrer Aktivierung alle 

grundlegenden Komponenten für einen Matrix-Abbau (Banyon et al. 1999), wie 

auch die Gewebeinhibitoren der MMPs (TIMP) produzieren (Knittel et al. 1999), ist 

dies auch ein Angriffspunkt für eine pharmakologische Modulation. Anhand trans-

gener Mäuse, die TIMP überexprimieren, konnte gezeigt werden, dass diese Tiere 

nach einer Leberschädigung sehr schnell eine hepatisch Fibrose entwickeln (Yos-

hiji et al. 2000). Zudem wurde uPA, ein Initiator der Matrix Proteolyse Kaskade, in 

zirrhotischen Ratten untersucht. Eine vermehrte Expression dieses Proteins führte 
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dabei zu einer gesteigerten Kollagenase-Expression und einem Rückgang der Fib-

rose (Salgado et al. 2000).  

Über GPCRs können auch vasoaktive Substanzen die HSC-Aktivierung regulieren. 

Wie schon beschrieben, haben Vasokonstriktoren einen mitogenen Effekt auf akti-

vierte HSCs, während Vasodilatoren die Zellproliferation eher hemmen. Einer die-

ser Vasokonstriktoren ist Ang II (Bataller et al. 2000). Daher können auch Inhibito-

ren, die auf das RAS wirken, wie z.B. ACE-Hemmer oder AT1R-Blocker, eingesetzt 

werden. Bisher konnte allerdings nur bei lebertransplantierten Patienten ein positi-

ver Effekt auf die hepatische Fibrogenese beobachtet werden (Ahmed & Keeffe 

2001). Auch der Einsatz von Statinen führt zu einer Hemmung des RhoA/Rho-

Kinase-Signalwegs und somit in vitro zu einer Relaxation der HSC mit gleichzeitig 

weniger Fibrose in der geschädigten Leber (Trebicka et al. 2007). Weitere intrazel-

luläre Signalkaskaden, wie der Ras/ERK/MAPK-Weg, tragen auch zur HSC-

Aktivierung und Zellproliferation bei. Daher zielen einige Therapien darauf ab, diese 

intrazellulären Signalwege zu blockieren (Bataller & Brenner 2001, Trebicka et al. 

2010). 

Da viele Substanzen systemisch zu Nebenwirkungen führen können, ist man be-

strebt Komponenten zu finden, die ihre spezifische Wirkung nur in der Zielzelle er-

lauben. Es wurde bereits ein Trägermolekül mit einem angekoppelten Wirkstoff 

entwickelt, das nur an die HSC-Rezeptoren bindet und somit kaum Nebenwirkun-

gen hat (Beljaars et al. 1999, Beljaars et al. 2000, Prakash et al. 2006,, Gonzalo et 

al. 2007, Klein et al. 2012). Allerdings kann nicht jede Substanz aufgrund ihrer ste-

reometrischen Konformation an das Trägermolekül gekoppelt werden.  
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II. ZIELSETZUNG 

 

 

Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung der intrazellulären kontraktilen Signalwege 

des AT1R und deren Bedeutung in der Leberfibrose. Dabei soll vor allem die Rolle 

von JAK2 bestimmt werden. Bisher wurde JAK2 nur in VSMCs mit dem RhoA/Rho-

Kinase-Signalweg in Verbindung gebracht (Guilluy et al. 2010). Interessant ist da-

her, wie JAK2 in der hepatischen Fibrose exprimiert und dadurch ebenfalls AT1R-

abhängig der RhoA/Rho-Kinase Signalweg aktiviert wird.  

 

Folgende Fragen sollen in dieser Arbeit geklärt werden: 

 

• Wie verändert sich die Expression des AT1R und dessen Effektoren des 

JAK2/Rho-Kinase Signalwegs im zirrhotischen oder fibrotischen Leberge-

webe im Vergleich zur gesunden Leber? 

• Wie sind JAK2 und dessen aktivierte Form pJAK2 im Lebergewebe verteilt?  

• In welchen hepatischen Zellen (HSCs, Hepatozyten, Kupfferzellen) werden 

Proteine des JAK2/Rho-Kinase Signalwegs exprimiert? 

• Findet die JAK2-Aktivierung AT1R-vermittelt statt? 

• Welche Auswirkung hat eine JAK2-Hemmung auf den intrahepatischen Wi-

derstand? 

• Wird der bArr2/ERK-Signalweg im fibrotischen Lebergewebe exprimiert? 

• Ist die ERK1/2-Aktivierung in der Leberfibrose AT1R-abhängig? 

• Enkoppelt bArr2 die JAK2/Rho-Kinase Signalkaskade vom AT1R? 

• Welchen Effekt hat eine AT1R-Stimulation und JAK2-Hemmung auf die he-

patische Fibrose bei bArr2
-/-

 Mäusen? 

  

Diese Studie zielt auf ein besseres Verständnis der AT1R-abhängigen Signalkas-

kaden sowie deren Regulation ab. Aufgrund der neuen Erkenntnisse sollen An-

griffspunkte und Zielproteine zur hepatischen Fibrosetherapie gefunden werden. 
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III. MATERIAL UND METHODEN 

 

1. Material 

 

1.1 Chemikalien 

 

Aceton       Merck, Darmstadt 

Acrylamid/Bisacrylamid     AppliChem, Darmstadt 

AEC-Lösung       DakoCytomation, Hamburg 

AG490       Calbiochem, Darmstadt 

Ammoniumperoxodisulfat (APS)    AppliChem, Darmstadt 

Angiotensin II       Sigma-Aldrich,Taufkirchen 

Aquatex®       Merck, Darmstadt 

β-Mercaptoethanol      Merck, Darmstadt 

Calciumchlorid      Merck, Darmstadt 

Chloramin-T       AppliChem, Darmstadt 

Coomassie-Blue R-250     Serva, Heidelberg 

Dexamethason      Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Dimethylaminobenzaldehyd     Merck, Darmstadt 

Dimethylformamid      Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Dimethylsulfoxid      Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Dinatriumhydrogenphosphat    Merck, Darmstadt 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)   Roth, Karlsruhe 

Essigsäure        Merck, Darmstadt 

Ethanol absolut      AppliChem, Darmstadt 

Ethidiumbromid      Invitrogen, Groningen, NL 

Fetales Kälberserum (FKS)     PAA, Pasching, AU 

Formaldehyd 37% (v/v)     Merck, Darmstadt 

Formamid 99% p.a.      Roth, Karlsruhe 

Glucose       AppliChem, Darmstadt 

Glycerin 87% (v/v)      Roth, Karlsruhe 

Glycin        Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Hämatoxilin       DakoCytomation, Hamburg 

2-(4-(2-Hydroxylethyl)-1-piperazinyl)- 

ethansulfonsäure (HEPES)    Roth, Karlsruhe 
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Hoechst 33258      Sigma Aldrich, Taufkirchen 

Hydroxyprolin       Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Insulin        Invitrogen, Groningen, NL 

Isopropanol       Merck, Darmstadt  

Kaliumacetat       Fluka, Neu-Ulm 

Kaliumchlorid       Merck, Darmstadt  

Kaliumdihydrogenphosphat     Merck, Darmstadt 

Ketamin       Medistar, Ascheberg 

L-Glutamin       Gibco, Darmstadt 

Lipofectamin       Invitrogen, Groningen, NL 

Losartan       Merck, Darmstadt 

Magermilchpulver      AppliChem, Darmstadt 

Magnesiumchlorid      Merck, Darmstadt 

Magnesiumsulfat      Merck, Darmstadt 

Methanol p.a.       AppliChem, Darmstadt 

Natriumacetat      Merck, Darmstadt 

Natriumchlorid      Merck, Darmstadt 

Natriumdihydrogenphosphat    Merck, Darmstadt 

Natriumdodecylsulfat (SDS)    AppliChem, Darmstadt 

Natriumhydrogencarbonat     Merck, Darmstadt 

Natriumhydroxid      Merck, Darmstadt 

NGS (normal goat serum)     Dako, Glostrup, DK 

Nycodenz       Nycomed, Singen 

Orthovanadat       Merck, Darmstadt 

Penicillin/Streptomycin     Gibco, Darmstadt 

Perchlorsäure      AppliChem, Darmstadt 

Percoll        Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Phenobarbital (Luminal)     Desitin, Hamburg 

Ponceau S       Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

n-Propylgallat       Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Roti®-Load 1, 4x konzentriert    Roth, Karlsruhe 

Rinderserumalbumin (BSA)     Roth, Karlsruhe 

Salzsäure 37% (v/v)      Roth, Karlsruhe 

Tetrachlorkohlenstoff (CCl4)     Merck, Darmstadt 

Tetramethyldiamin (TEMED)    AppliChem, Darmstadt 

Transferrin/Selenium Mix     Invitrogen, Groningen, NL 



III. MATERIAL UND METHODEN 

 

 
27 

Trichloressigsäure      Merck, Darmstadt 

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)   AppliChem, Darmstadt 

Trypanblau       Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Tween 20       Merck, Darmstadt 

Ultra Pure™ Agarose     Invitrogen, Groningen, NL 

Wasserstoffperoxid (H2O2)     AppliChem, Darmstadt 

Xylazin       Alvetra, Neumünster 

 

1.2. Enzyme 

 

Accutase      PAA, Pasching, AU 

Kollagenase D     Roche, Mannheim 

DNase I      Roche, Mannheim 

REDTaq® ReadyMix™    Sigma-Aldrich, Taufkirchen  

RNase Inhibitor (RNasin)    Promega, Madison, USA 

rDNase      Macherey-Nagel, Düren 

Pronase E      Merck, Darmstadt 

Proteinase K      Peqlab, Erlangen 

Streptavidin-HRP     DakoCytomation, Glostrup, DK 

 

1.3. Antikörper 

 

Tab. III/1. : Primäre Antikörper 

Antigen / Herkunft Anwendung Hersteller / Kat.Nr. Verdünnung 

αSMA 

aus Maus IgG 
WB 

Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Kat.Nr. A2547 
1:200 

αSMA 

aus Maus IgG 
IF 

Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Kat.Nr. A2547 
1:100 

Arhgef1 

aus Kaninchen IgG 
WB 

Cell Signaling, Beverly, USA 

Kat.Nr. #3771 
1:1000 

AT1-Rezeptor 

aus Kaninchen IgG 
WB 

Santa Cruz, Santa Cruz, USA 

Kat.Nr. sc-1173 
1:200 

β-Aktin 

aus Maus IgG 
WB 

Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Kat.Nr. A1978 
1:20.000 

β-Arrestin2 

aus Maus IgG 
WB 

Santa Cruz, Santa Cruz, USA 

Kat.Nr. sc-13140 
1:200 
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ERK1/2 

aus Kaninchen IgG 
WB 

Santa Cruz, Santa Cruz, USA 

Kat.Nr. sc-93 
1:200 

pERK1/2 

aus Kaninchen IgG 
WB 

Cell Signaling, Beverly, USA 

Kat.Nr. #4370 
1:2000 

GAPDH 

aus Kaninchen IgG 
WB 

Santa Cruz, Santa Cruz, USA 

Kat.Nr. sc-54848 
1:200 

JAK2  

aus Kaninchen IgG 
WB 

Cell Signaling, Beverly, USA 

Kat.Nr. #3230 
1:1000 

JAK2  

aus Kaninchen IgG 
IHC 

Cell Signaling, Beverly, USA 

Kat.Nr. #3230 
1:50 

pJAK2 

aus Kaninchen IgG 
WB 

Cell Signaling, Beverly, USA 

Kat.Nr. #3771 
1:1000 

pJAK2 

aus Kaninchen IgG 
IHC 

Abcam, Cambridge, UK 

Kat.Nr. ab32101 
1:50 

pJAK2 

aus Kaninchen IgG 
IF 

Abcam, Cambridge, UK 

Kat.Nr. ab32101 
1:50 

MAS-Rezeptor 

aus Kaninchen IgG 
WB 

Alomone Labs, Jerusalem, IL 

Kat.Nr. #AAR-013 
1:200 

pMoesin 

aus Kaninchen IgG 
WB 

Santa Cruz, Santa Cruz, USA 

Kat.Nr. sc-12895 
1:200 

RhoA 

aus Maus IgG 
WB 

Santa Cruz, Santa Cruz, USA 

Kat.Nr. sc-418 
1:200 

Rho-Kinase 

aus Kaninchen IgG 
WB 

Santa Cruz, Santa Cruz, USA 

Kat.Nr. sc-5561 
1:200 

 

WB = Western Blot; IF = Immunfluoreszenz; IHC = Immunhistochemie 

 

Tab. III/2.: Sekundäre Antikörper, gekoppelt an ein Konjugat 

Antikörper Antigen Konjugat Hersteller Verdünnung 

Anti-Rabbit-IgG 

aus Ziege 
Kaninchen IgG Peroxidase 

Calbiochem 

Kat.Nr. 401315 
1:20.000 

Anti-Maus-IgG 

aus Ziege 
Maus IgG Peroxidase 

Calbiochem 

Kat.Nr. 401315 
1:20.000 

Anti-Rabbit-IgG 

aus Ziege 
Kaninchen IgG Dylight 488 

Jackson, Kat.Nr. 

#111-485-144 
1:400 

Anti-Maus-IgG 

aus Ziege 
Maus IgG Dylight 594 

Jackson, Kat.Nr. 

#115-585-207 
1:400 
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1.4. Oligonukleotide 

 

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Biomers.net (Ulm) bezogen. Zur Ermitt-

lung der Schmelztemperatur wurden pro GC-Paar 4 °C und pro AT-Paar 2 °C be-

rechnet. Die Oligonukleotide wurden in einer Konzentration von 100 pmol/µl in H2O 

bidest. gelöst, aus der eine Gebrauchslösung mit einer Konzentration von 10 

pmol/µl in H2O bidest. hergestellt wurde. 

 

 

Die Sequenzen der Oligonukleotide sind in 5’→3’-Richtung angegeben. 

 

Oligonukleotide zur Genotypisierung der AT1-Rezeptor Knock-out Mäuse: 

AT1-Ko-murin-3  (0738)  TGA GAA CAC CAA TAT CAC TG 

AT1-Ko-murin-4  (0739)  TTC GTA GAC AGG CTT GAG 

AT16218    CCT TCT ATC GCC TTC TTG ACG 

 

Oligonukleotide zur Genotypisierung der β-Arrestin2 Knock-out Mäuse: 

BARR2CIN   (bArr2-a) GAT CAA AGC CCT CGA TGA TC 

BARR2FLAG22  (bArr2-b) ACA GGG TCC ACT TTG TCC A 

BARR2FLAG23  (bArr2-c) GCT AAA GCG CAT GCT CCA GA 

 

 

Sonden von Applied Biosystems für die relative Echtzeit-PCR von Mensch: 

Gen     Bestellnummer         

Arhgef1    Hs00180327_m1 

AT1a-Rezeptor   Hs01096942_m1 

JAK2     Hs00234567_m1 

RhoA     Hs01051295_m1 

Rho-Kinase    Hs00153074_m1 

 

 

1.5. Laborgeräte 

 

Analysenwaage 770    KERN, Forchtenberg 

Analysenwaage ALS 120-4N  KERN, Forchtenberg 

AxioCam MR R3    Carl Zeiss Jena, Jena 
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Axioobserver Z1    Carl Zeiss Jena, Jena 

Brutschrank MCO-18AIC (UV)  Sanyo, Moriguchi, Japan 

Centrifuge 5430    Eppendorf, Hamburg 

Centrifuge 5804R    Eppendorf,Hamburg 

ChemiSmart     Peqlab, Erlangen 

Cryostat     SLEE, Mainz 

DNAEngine Peltier Thermal Cycler  Bio-Rad, München 

Electrophoresis Power Supply EPS301 Amersham, Freiburg 

Fettstift, PAP-Pen    Kisker Biotech, Steinfurt   

FlexCycler     Analyticjena, Jena 

Gefrierschrank, -80°C   Thermo Scientific, Schwerte 

Heizbad     Köttermann Labortechnik, Uetze 

Heizblock     VWR, Darmstadt 

Heizschrank     Binder, Hebertshausen 

Heizspirale XATHERM U3 electronic Julabo, Seelbach 

Inkubator SI60D    Stuart, Staffordshire, UK 

konfokales Mikroskop LSM-710  Carl Zeiss Jena, Jena 

M3 Lauda     Hugo Sachs, March-Hugstetten 

Magnetrührer     Cenco, Buffalo, USA 

Membranpumpe Typ 420312  ILMVAC GmbH, Ilmenau 

Microplate Reader MRX   Dynatech Laboratories, Delaware, USA 

Mikroskop H550S    Nikon, Düsseldorf 

Mikroskop Typ 120    Nikon, Düsseldorf 

Mini-PROTEAN® Tetra System  Bio-Rad, München 

miniSpin     Eppendorf, Hamburg 

MP 100 Pulse Transducer   ADInstruments, Spechheim 

ND-1000 Spectrophotometer  Nanodrop Tech., Rockland, USA 

Pasteurpipette    Brand, Wertheim 

Peristaltische Pumpe Peri-Star  WPI, Berlin 

pH-Meter FiveEasy    Mettler, Gießen 

pH-Meter HI 8314    HANNA Instruments, Kehl am Rhein 

Pipette 0,1 - 2,5 µl Research  Eppendorf, Hamburg 

Pipette 0,5 - 10 µl Research  Eppendorf, Hamburg 

Pipette 10 - 100 µl Reference  Eppendorf, Hamburg 

Pipette 20 - 200 µl Research  Eppendorf, Hamburg 

Pipette 100 - 1000 µl Reference  Eppendorf, Hamburg 
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Pipette 500 - 5000 µl Research  Eppendorf, Hamburg 

Potter S     Braun Biotech, Melsungen 

Power Lab 8/35    ADInstruments, Spechheim 

Power Pac 200    Bio-Rad, München 

Power Pac Basic    Bio-Rad, München 

Real Time PCR System 7300  Applied Biosystems, Carlsbad, USA 

Retsch Schüttler    Retsch, Haan 

Scanner Pannoramic Midi   3DHistech, Budapest, H 

Schüttler     Edmund Bühler, Hechingen 

Syringe Pumpe, Model 22   Hugo Sachs, March-Hugstetten 

Thermomixer comfort   Eppendorf, Hamburg 

Trockenschrank    Memmert, Schwabach 

Vortexer 444-1372    VWR, Darmstadt 

Waage KB     KERN, Forchtenberg 

Waage TE1502S    Sartorius, Göttingen 

Werkbank MSC-Advantage   Thermo Scientific, Schwerte 

Zentrifuge GS-6KR    Beckman Coulter, Krefeld 

 

 

1.6. Verbrauchsmaterialien 

 

ES-Kompresse     Hartmann, Heidenheim  

Gel-Blotting-Papier GB003    Whatman, Dassel 

Handschuhe, Nitril Micro-Touch, S   Ansell, Brüssel, Belgien 

Kanüle Neolus     Terumo, Leuven, Belgien 

Kulturröhrchen     VWR, Darmstadt 

Küvetten Macro PS, 4ml    VWR, Darmstadt 

Marsilene, 0, nicht resorbierbar   Ethicon, Norderstedt 

Mikrotiterplate 96-well, Flachboden  Sarstedt, Nümbrecht 

Monocryl, 5/0, resorbierbar    Ethicon, Norderstedt 

Nadel 0,4 mm x 19 mm    BD Microlance™3, Heidelberg 

Nitrozellulosemembran Protan BA83, 0,2 µm Whatman, Dassel 

Nucleopore Polycarbonate    Whatman, Madison, UK 

Optical clear film     Peqlab, Erlangen 

Papierfilter      Whatman, Dassel 

Pasteurpipetten Plastik    Copan, Murrieta, USA 
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PCR-Platte, 96-well     Peqlab, Erlangen 

PCR-Reaktionsgefäß, flacher Deckel, 0,2 ml Axygen, Union City, USA 

PCR-Reaktionsgefäß, flacher Deckel,  0,5 ml Axygen, Union City, USA 

PE-50 Katheter 0,28x0,61    Everhardts, Meckenheim 

Pipettenspitzen, weiß, 10 µl    Axygen, Union City, USA 

Pipettenspitzen, gelb, 200 µl   Sarstedt, Nümbrecht 

Pipettenspitzen, blau, 1000 µl   Sarstedt, Nümbrecht 

Pipettenspitzen, weiß, 5000 µl   Eppendorf, Hamburg 

Reaktionsgefäß, safe lock, 0,5 ml   Eppendorf, Hamburg 

Reaktionsgefäß, safe lock, 1,5 ml   Eppendorf, Hamburg 

Reaktionsgefäß, safe lock, 2 ml   Eppendorf, Hamburg 

Retsch-Kugeln, # 22.455.0002   Retsch, Haan 

Seide, 3/0, nicht resorbierbar   Resorba, Nürnberg 

Serologische Pipetten (5 ml / 10 ml / 25 ml) Corning B.V., Corning, USA 

Spritze, 20 ml      BD Discardit™II, Heidelberg 

Tuberkulinspritze, 1 ml    BD Plastipak™, Heidelberg 

Whatman Filter, 0,2 µm Nylon   BD, Heidelberg 

Zellkulturflaschen 25 cm2    Greiner bio one, Frickenhausen 

Zellkulturflaschen 75 cm2    BD Falcon™, Heidelberg 

Zellschaber      TPP, Trasadingen, CH 

Zentrifugenröhrchen (15 ml / 50 ml)  Greiner bio-one, Frickenhausen 

 

 

  1.7. Größenstandards 

 

DNA-Größenstandard         

MassRuler™ DNA Ladder,  Kat.Nr. #SM0403 Fermentas, St. Leon-Rot 

  

Protein-Größenstandard         

peqGOLD Protein-Marker V, Kat.Nr. 27-2210 Peqlab, Erlangen 
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1.8. Kits 

 

Ace Glow™ Solution  Kat.Nr. 37-3420  Peqlab, Erlangen 

DC Protein Assay Kit     

 Reagent A   Kat.Nr. 500-0113  Bio-Rad, München 

Reagent B   Kat.Nr. 500-0114 Bio-Rad, München 

Reagent S   Kat.Nr. 500-0115 Bio-Rad, München 

Protein Standard  Kat.Nr. 500-0007 Bio-Rad, München 

ImProm-II™ Reverse Transcription System  

    Kat.Nr. #A3800  Promega, Madison, USA 

Mikrosphären rot  Kat.Nr. #155-0531 FMI, Seeheim 

Mikrosphären weiß  Kat.Nr. #155-0370 FMI, Seeheim 

Mikrosphären gelb  Kat.Nr. #155-0448 FMI, Seeheim 

Mikrosphären blau  Kat.Nr. #155-0672 FMI, Seeheim 

NucleoBond Xtra Maxi-Kit Kat.Nr. 740414.10 Macherey-Nagel, Düren 

NucleoSpin® RNAII  Kat.Nr. 740955.50 Macherey-Nagel, Düren 

Protease Inhibitor Cocktail Kat Nr.   Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

REDTaq® ReadyMix™ Kat.Nr. R2523  Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

TaqMan Gene Expression Master Mix  Applied Biosystems, Carlsbad, 

    Kat.Nr. 4369016 USA 

TaqMan Ribosomal RNA Control Reagents Applied Biosystems, Carlsbad, 

    Kat.Nr. 4308329 USA 

 

  1.9. Software 

 

Computer-Programme          

Bio1D      Peqlab, Erlangen 

ChemiSmart     Peqlab, Erlangen 

Clone Manager Suite 7, Version 7.01 Scientific & Educational Software 

GraphPad Prism 4    GraphPad Software, USA 

Lab Chart 7 Pro v7.2.1 2011  ADInstruments, Spechbach 

Microsoft Excel    Microsoft Corporation, USA  

Pannoramic Viewer    3DHistech, Budapest, H 

7300 System SDS Software, Version 1.3 Applied Biosystems, Carlsbad, USA 

Triton 5, Triton Technology   Föhr Medical Instruments, Seeheim 

Zen 2009     Carl Zeiss Jena, Jena 
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1.10. Versuchstiere 

 

Die Haltung und Aufzucht der Tiere erfolgte nach tierschutzrechtlichen Bestimmun-

gen und dem internationalen Standard entsprechend im Haus für Experimentelle 

Therapie (HET) an der Universitätsklinik Bonn. Dabei stand den Tieren autoklavier-

tes Futter und Wasser ad libitum zur Verfügung. Die Käfige aus Polycarbonat 

(Tecniplast, Hohenpeißenberg) waren in ein Regalsystem integriert, das die Käfige 

einzeln belüftet und konstante Umweltbedingungen sicherstellt (20-22 °C Tempera-

tur, 50% relative Luftfeuchtigkeit, 12 Stunden Tag/Nacht-Rhythmus). Wildtyp-

Ratten mit einem Sprague-Dawley Ursprung und Mäuse mit einem C57BL/6J Ur-

sprung wurden von der Firma Charles River über das HET bezogen. Im Alter von 

vier bis sechs Wochen wurden die Tiere zu den Versuchen herangezogen. 

Die Tierversuche wurden vom Landesamt für Natur, Umwelt und Verbraucher-

schutz Nordrhein-Westfalen genehmigt (LANUV NRW, 9.93.2.10.35.07.035). 

  

   1.10.1. AT1a-Rezeptor knock out Mäuse 

 

Zur Generierung der AT1a-Rezeptor knock out Mäuse (AT1R-/-) wurde das Agtr1A-

Gen in embryonalen Stammzellen deletiert. Durch Einbringen der mutierten 

Stammzellen in die Keimbahn wurden zunächst Chimäre und durch Rückkreuzun-

gen mit dem C57BL/6J-Wildtyp heterozygote Mäuse erstellt. Durch weitere Ver-

kreuzungen der heterozygoten Tiere erhielt man schließlich den vollständigen 

Knock-out des Agtr1A-Gens. Diese Mäuse wiesen einen erniedrigten Blutdruck 

(89±4 mmHg, Normalwerte 113±2)  auf, zeigten aber keine merklichen Beeinträch-

tigungen in ihrer Entwicklung und ihrem Überleben (Ito et al. 1995, Sugaya et al. 

1995, Chen et al. 1997). 

 

   1.10.2. β-Arrestin2 knock out Mäuse 

 

Zur Generierung der β-Arrestin2 knock out Mäuse (bArr2-/-) wurde das bArr2-Gen 

in embryonalen Stammzellen deletiert. Durch Einbringen der mutierten Stammzel-

len in die Keimbahn wurden zunächst Chimäre und durch Rückkreuzungen mit 

dem C57BL/6J-Wildtyp heterozygote Mäuse erstellt. Durch weitere Verkreuzungen 

der heterozygoten Tiere erhielt man schließlich den vollständigen Knock-out des 

bArr2-Gens. Diese Mäuse zeigten eine deutliche Potenzierung und Verlängerung 
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der analgetischen Effekte von Morphin, was auf eine verhinderte Desensibilisierung 

des µ-Opioid-Rezeptors deutete (Bohn et al. 1999). 

 

  1.11. Gewinnung humaner Leberproben 

 

Die humanen Leberproben stammen aus Lebertransplantationen, die zwischen 

1996 und 2005 durchgeführt wurden. Alle Proben wurden unmittelbar nach der 

Entnahme in Probenröhrchen (Falcon 50 ml, BD, USA) überführt, schockgefroren 

und anschließend bei -80 °C bis zur Verwendung gelagert. Die zirrhotischen Le-

berproben stammen von Patienten, die aufgrund einer alkoholbedingten Leberer-

krankung transplantiert wurden. Als Kontrolle dienten Gewebeproben aus nichtzir-

rhotischen Lebersegmenten, die bei Leberresektionen gewonnen wurden. Es wur-

de sichergestellt, dass die Patienten zuvor weder mit Katecholaminen, Angiotensin-

converting-Enzyme-Inhibitoren oder AT1-Rezeptor-Antagonisten behandelt wur-

den. Die Versuche wurden von der Ethikkommission der Universität Bonn geneh-

migt (Ethikkommission der Universität Bonn 202/01 und 128/08). 

 

 

 2. in vivo Methoden 

 

  2.1. Anästhesie 

 

Zur Anästhesie der Tiere wurde ein Ketamin/Xylazin-Gemisch verwendet, das in 

0,9%igem sterilem NaCl verdünnt wurde. Für die Ratten wurde 100 mg Ketamin 

und 10 mg Xylazin pro kg Körpergewicht, bei Mäusen 100 mg Ketamin und 6 mg 

Xylazin pro kg Körpergewicht eingesetzt. 

 

2.2. Isolierung primärer hepatischer Sternzellen 

   

2.2.1. Lösungen 

 

Gekaufte Puffer und Lösungen: 

HBSS(+Ca2++Mg2+)  Kat.Nr. 140025-050   Gibco, Darmstadt 

PBS, pH 7,4  Kat.Nr. 10010-015   Gibco, Darmstadt 

 

Alle folgenden Lösungen wurden durch einen 22 µM-Filter sterilfiltriert. 
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10x Stock-Lösung 

Komponente    Endkonzentration Menge    

NaCl     1,37 M   80 g 

KCl     53,7 mM  4 g 

NaH2PO4 x H20   5,47 mM  0,882 g  

Na2HPO4    8,45 mM  1,2 g 

HEPES    10,1 mM  2,4 g 

NaHCO3    41,7 mM  3,5 g 

        ad 1000 ml H2O bidest. 

Die Lösung wurde bei 4 °C gelagert. 

 

 

GBSS (Gey’s balanced salt solution) 

Komponente    Endkonzentration Menge    

KCl     5 mM   370 mg 

MgCl2 x 6H2O   1 mM   210 mg 

MgSO4 x 7H2O   0,28 mM  70 mg 

Na2HPO4    0,42 mM  59,6 mg 

KH2PO4    0,22 mM  30 mg 

Glucose    5,5 mM  991 mg 

NaHCO3    2,7 mM  227 mg 

CaCl2 x 2H2O    1,53 mM  225 mg 

        ad 1000 ml H2O bidest. 

Die Lösung wurde bei 4 °C gelagert. 

 

 

EGTA-Lösung 

Komponente    Endkonzentration Menge    

10x Stock-Lösung   1x   100 ml 

EGTA     0,5 mM  190 mg 

Glucose    5 mM   900 mg 

        ad 1000 ml H2O bidest. 

Die Lösung wurde bei 4 °C gelagert. 
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Enzym-Lösung 

Komponente    Endkonzentration Menge    

10x Stock-Lösung   1x   100 ml 

CaCl2 x 2H2O    3,81 mM  560 mg 

        ad 1000 ml H2O bidest. 

Die Lösung wurde bei 4 °C gelagert. 

 

HBSS (Hank’s balanced salt solution) 

Komponente    Endkonzentration Menge    

KCl     5,37 mM  400 mg 

MgSO4 x 7H2O   0,81 mM  200 mg 

Na2HPO4    0,63 mM  90 mg 

KH2PO4    0,44 mM  60 mg 

Glucose    5,55 mM  1 g 

NaHCO3    4,17 mM  350 mg 

CaCl2 x 2H2O    1,26 mM  185 mg 

        ad 1000 ml H2O bidest. 

Die Lösung wurde bei 4 °C gelagert. 

 

 

    2.2.1.1. HSC-spezifische Lösungen 

Pronase-Lösung           

40 mg Pronase in 80 ml Enzym-Lösung 

Kollagenase-Lösung          

36 mg Kollagenase in 120 ml Enzym-Lösung 

DNase-Lösung          

30 mg Pronase, 30 mg Kollagenase und 10 mg DNase I  

in 100 ml Enzym-Lösung 

Nycodenz-Stock-Lösung         

8 g Nycodenz in 27,5 ml GBSS 

 

    2.2.1.2. Hepatozyten-spezifische Lösungen 

Kollagenase-Lösung          

45 mg Kollagenase in 120 ml Enzym-Lösung 

Percoll-Lösung ____       ____  

50% (v/v) Percoll in HBSS/B + 10% FKS 
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    2.2.1.3. Kupfferzell-spezifische Lösungen 

Lösung I           

50 mg Kollagenase in 10 ml HBSS/B 

Kollagenase-Lösung          

40 mg Kollagenase in 10 ml Enzym-Lösung 

Percoll-Lösung 25%          

5 ml Percoll und 15 ml HBSS  

Percoll-Lösung 50%          

7,5 ml Percoll und 7,5 ml HBSS  

MACS-Puffer           

PBS; 1% FKS; 2 mM EDTA 

 

 

   2.2.2.  Isolierung primärer muriner HSCs 

 

Die Isolation der hepatischen Sternzellen wurde durch einen in situ-Verdau durch-

geführt, gefolgt von einer Dichtegradientenzentrifugation, die auf der spezifischen 

Dichte der Vitamin A-reichen HSCs beruht (Friedman und Roll, 1987; Friedman et 

al. 1985;  Knook et al., 1982). Diese Methode benötigt einen hohen Vitamin A-

Gehalt in den Zellen. Da bekannt ist, dass die Größe und Anzahl der Vitamin A-

speichernden Lipidtropfen im Alter ansteigt, wurden Mäuse, die älter als 240 Tage 

alt waren, verwendet. 

Nach der Anästhesie durch eine intraperitoneale Injektion wurde die Maus auf einer 

Styroporunterlage mit dem Abdomen nach oben fixiert. Das Abdomen wurde geöff-

net und die Eingeweide nach rechts geschoben. Nach Freilegen der Pfortader wur-

de eine 27G-Venenverweilkanüle in die Vene eingeführt. Sofort danach wurde 

oberhalb die posterior vene cava durchtrennt. 

Drei verschiedene Perfusionsschritte, die mit einer Flussrate von 4,9 ml/min durch-

geführt wurden, sind nötig, um die HSCs aus dem Lebergewebe herauszulösen. 

Durch Waschen mit der EGTA-Lösung für 3 min wurden die überschüssigen Blut-

zellen aus den Lebersinusoiden gespült. Um die Desmosomen der Zell-Zell-

Komplexe zu öffnen, wurde die Leber zuerst mit der Pronase-Lösung und danach 

mit der Kollagenase-Lösung für etwa 2 bis 4 min perfundiert. Während dieser 

Schritte entfärbt sich die Leber und wechselt von einer dunkelroten zu einer gelb-

lich-beigen Farbe. Die behandelte Leber wurde aus der Maus herauspräpariert, 
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unter der Werkbank in der DNase-Lösung zerkleinert und für 5 bis 10 min bei 37 °C 

unter konstantem Rühren inkubiert. Die entstandene Suspension wurde durch ein 

Nylon-Gewebe (150 µm Durchmesser) in 50 ml Zentrifugenröhrchen gefiltert und 

für 7 min bei 500 x g bei 4 °C zentrifugiert. Die sedimentierten Zellen wurden an-

schließend zweimal mit HBSS(+Ca2++Mg2+) + 1% FKS gewaschen. Danach wurde 

das Pellet in 34 ml HBSS(+Ca2++Mg2+) + 10% FKS gelöst und 13,5 ml der 

Nycodenz-Stock-Lösung hinzugefügt (Endkonzentration 8,2%). Nach Zentrifugation 

für 24 min bei 1400 x g bei 4 °C ohne Bremse konnte man eine weißliche Sternzell-

angereicherte Bande erkennen. Diese wurde abgenommen, mit 

HBSS(+Ca2++Mg2+) + 10% FKS gewaschen, bei 500 x g für 7 min bei 4 °C zentri-

fugiert und im Zellmedium resuspendiert. 

Die HSCs wurden auf unbeschichteten Plastikoberflächen aktiviert und an Tag sie-

ben ohne Passagierung verwendet.  

 

 

   2.2.3. Isolierung primärer muriner Hepatozyten  

 

Die Isolierung primärer Maus Hepatozyten wurde zuerst durch Howard et al. 1967 

beschrieben und 1976 von Seglen et al. optimiert. Die Anästhesie, Fixierung und 

das Einführen der Nadel erfolgte wie zuvor in Abschnitt III./2.2.2. beschrieben. Die 

Isolation der parenchymalen Zellen basiert auf einem zweistufigen Prozess, der 

aus dem Spülen der Leber mit der EGTA-Lösung und der darauffolgenden Perfusi-

on mit der Kollagenase-Lösung besteht. Beide Schritte wurden mit einer Flussrate 

von 8 ml/min für jeweils 5 und 10 min durchgeführt. Danach wurde die Leber vor-

sichtig aus der Maus präpariert und in eine Petrischale gelegt. Nach Zerkleinerung 

der Leber in 40 ml GBSS/B + 10% FKS wurde die entstandene Suspension durch 

ein Nylon-Gewebe (150 µm) in ein 50 ml Zentrifugenröhrchen gefiltert. Anschlie-

ßend wurde die Hepatozyten-Suspension bei 28 x g für 5 min zentrifugiert. Nach 

Wiederholung des Waschschritts mit 40 ml GBSS/B + 10% FKS wurde das 

Zellsediment in der Percoll-Lösung resuspendiert und bei 50 x g bei 4 °C für 10 min 

zentrifugiert. Dadurch werden die lebenden Zellen sedimentiert, während die toten 

Zellen an die Oberfläche steigen. Das Zellsediment wurde zuletzt mit Medium ge-

waschen, bei 28 x g für 5 min bei 4 °C abzentrifugiert und in Waymouth Medium 

(siehe III./5.1.) resuspendiert. 

 

 



III. MATERIAL UND METHODEN 

 

 
40 

   2.2.4. Isolierung primärer muriner Kupfferzellen  

 

Die Kupfferzellisolation erfolgte am getöteten Tier. Dazu wurde eine zervikale 

Dislokation durchgeführt. Die Maus wurde fixiert und deren Leber wie in III/2.2.2. 

beschrieben zur Perfusion vorbereitet. Die Perfusion selber wurde mit der Lösung I  

und einer Perfusionsrate von 4 ml/min für 30 sec durchgeführt. Danach wurde die 

Leber aus dem Tier entnommen und in ein 50 ml-Röhrchen mit Lösung II überführt. 

Dies wurde mit zwei weiteren Mäusen wiederholt, so dass am Ende drei Lebern in 

dem Röhrchen lagen. Die Leberzellen wurden danach mechanisch in der Lösung II 

gelöst, in ein 50 ml Röhrchen überführt und für 17 min unter ständigem Schütteln 

bei 250 Upm inkubiert. Die Suspension wurde anschließend durch einen Filter (250 

µm) filtriert. 40 ml HBSS/B wurde zugegeben und bei 50 x g für 2 min bei 4 °C 

zentrifugiert. Der Überstand wurde gesammelt und bei 800 x g für 10 min und 4 °C 

abzentrifugiert. Das entstandene Zellsediment wurde durch Wiederholung des 

Zentrifugationsschritts nach Zugabe von 40 ml HBSS/B gewaschen. Die Zellen 

wurden in 10 ml PBS resuspendiert, auf einen zweistufigen Percoll-Gradienten 

(25% vs. 50%, 15 ml und 20 ml jeweils) geschichtet und bei 1350 x g für 30 min bei 

4 °C abzentrifugiert. Die Grenzschicht zwischen der unteren und oberen Bande 

wurde gesammelt, mit MACS-Puffer gewaschen und bei 800 x g für 10 min bei 4 

°C zentrifugiert. Danach wurden die Zellen gezählt, mit CD11b Mikrokügelchen (10 

µl Kügelchen / 1x107 Zellen) und für 20 min bei 4 °C inkubiert. Nach der Zentrifuga-

tion bei 300 x g für 10 min wurden die Zellen in MACS-Puffer resuspendiert (bis zu 

1x108 Zellen/ml) und durch ein Nylongewebe (30 µm) filtriert. Anschließend wurden 

die Zellen magnetisch durch autoMACS sortiert. Dies wurde von Frank A. Schild-

berg, Institut der Molekularen Medizin und Experimentellen Immunologie, Universi-

tät Bonn, durchgeführt.  

 

 

  2.3. Induktion der Fibrose in Maus und Ratte 

    

2.3.1. Gallengangsligatur 

 

Durch Ligatur des Gallengangs (BDL) entwickeln die operierten Tiere eine sekun-

där biliäre Leberzirrhose. Da dies bei Mäusen schneller geschieht, wurde die BDL 

bei Mäusen zwei Wochen und bei Ratten vier Wochen vor der Organentnahme 

durchgeführt. Die hämodynamische Messungen wurden an Ratten durchgeführt, 
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die so lange BDL hatten, bis sich Aszites gebildet hatte. Dazu wurde nach der An-

ästhesie der Tiere das abdominale und substernale Fell mittels Rasur entfernt und 

das Abdomen durch einen medianen Schnitt geöffnet. Der Ductus hepaticus com-

munis wurde vorsichtig isoliert, zweifach ligiert und zwischen den Ligaturen durch-

trennt. Scheinoperierte Tiere, deren Abdomen geöffnet und der Gallengang isoliert 

wurde, danach aber keine Ligatur stattfand, dienten als Kontrollen. Die abdominale 

Muskulatur und die Haut-Inzision wurden mit einer absorbierenden Wundnaht ver-

näht. Die Tiere blieben bis zum Aufwachen aus der Narkose unter Beobachtung, 

wurden gegebenenfalls mittels Rotlicht vor dem Auskühlen bewahrt und danach 

wieder in den Haltungsbereich überführt. 

 

 

   2.3.2. Tetrachlorkohlenstoff(CCl4)-Intoxikation 

 

Die nichtinvasive Leberschädigung durch CCl4-Inhalation wurde im HET bei Mäu-

sen und Ratten unter einem Abzug durchgeführt. Dabei wurde je nach Tiermodell 

ein unterschiedliches Intoxikationssprotokoll angewandt: 

 

   Tab. III/3.: Intoxikationsschema 

Zeitraum 
Inhalationsdauer (sec) 

Maus Ratte 

     Woche 1 60 30 

     Woche 2 90 60 

     Woche 3 120 120 

     Woche 4 2x 120 180 

     Woche 5 - 240 

ab Woche 6 - 300 

 

Zur Intoxikation wurden die Tiere in den Käfigen belassen. Über einen Schlauch, 

der an einen Glaskolben angeschlossen war, in dem sich der Tetrachlorkohlenstoff 

befand, wurde das Gasgemisch durch Druckluft in die Käfige geleitet. Das Durch-

flussvolumen der Druckluft betrug bei den Ratten 1 l/min und den Mäusen 2 l/min. 

Nachdem die Begasungszeit laut Protokoll verstrichen war, blieben die Tiere bei 

geschlossenem Deckel noch einmal die gleiche Zeit der CCl4-angereicherten Luft 

ausgesetzt, bevor der Käfigdeckel geöffnet wurde und das Gasgemisch entweichen 
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konnte. Zusätzlich wurde den Tieren im Trinkwasser Phenobarbital (Luminol, 0,5 

g/l) verabreicht. Dies erhöht zusätzlich die CCl4-Toxizität und führt dadurch zu einer 

beschleunigten Leberschädigung. Die Begasung der Mäuse wurde bis zum Ende 

der vierten Woche durchgeführt. Die Behandlung der Ratten erstreckte sich von 12 

bis 16 Wochen und wurde bei Auftreten von sichtbarem Aszites beendet. 

 

2.4. In situ Leberperfusion 

 

Krebs-Henseleit-Lösung 

Komponente      Menge    

Krebs-Henseleit-Puffer (Sigma Aldrich)  9,55 g 

NaHCO3      2,1 g 

CaCl x H2O       373 mg 

Heparin      2000 IU 

      ad 1000 ml H20 bidest. 

Die Lösung wird auf den pH-Wert 7,4 eingestellt.  

Zum Gebrauch wird die Lösung auf 37 °C erwärmt und 20 min mit Carbogen-Gas 

(Zusammensetzung: 95% O2, 5% CO2) präoxygeniert.   

 

Die Leberperfusion wurde an Ratten durchgeführt, um die Auswirkungen verschie-

dener Inhibitoren auf die Durchblutung der Leber zu untersuchen.  

Dazu wurde nach der Anästhesie und Fixierung der Tiere das abdominale und 

substernale Fell mittels Rasur entfernt und das Abdomen durch einen medianen 

Schnitt geöffnet. Nach der Erweiterung des Schnitts in lateraler Richtung wurde der 

Darm auf der linken Seite ausgelagert. Die Vena cava inferior wurde suprarenal 

präpariert und die Vena lienalis ligiert. Danach wurden zwei lose Ligaturen an die 

Vena portae angelegt und eine 14G-Venenverweilkanüle in die Pfortader gescho-

ben. Zur Fixierung des Katheters wurde die proximale Ligatur zugezogen. Nach-

dem künstlich eine Pneumothorax herbeigeführt wurde, wurde die Vena cava supe-

rior aufgesucht und der Abflusskatheter angeschlossen. Der Perfusionskreislauf 

wurde mit einer Flussrate von 30 ml/min Krebs-Henseleit-Lösung hergestellt und 

die Messung des Pfortaderdrucks gestartet. Dazu wurde der Druckkanal des 

Druckmessers (Power Lab 8/35, ADInstruments, Spechbach) auf 0 mmHg und 30 

mmHg geeicht. Der Druckaufnehmer wurde auf Herzebene eingestellt. Die Mes-

sungen wurden mit der Software AcqKnowledge, MP100, aufgezeichnet. Der hepa-

tische Gefäßwiderstand ist dabei nach dem Ohmschen Gesetz als Druckgradient 
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geteilt durch den Fluss definiert. Nach einer 20 minütigen Ruhephase, die zur Sta-

bilisierung der Perfusionsverhältnisse dient, wurde dem Perfusat 5 mM des AT1R-

Agonisten Ang II zugefügt, um einen Anstieg des intrahepatischen Gefäßwider-

standes zu erreichen. Nachdem der Perfusionsdruck ein Plateau erreicht hatte, 

wurde dem Perfusat alle 20 min der JAK2-Inhibitor AG490 in steigenden Konzent-

rationen (1 µM, 10 µM, 100 µM, 1mM) zugegeben. Die Veränderung des hepati-

schen Widerstands wurde in Bezug auf die Dosierung des Agonisten bestimmt. Um 

die AT1R-Abhängigkeit zu untersuchen, wurde in einem weiteren Versuch nach 

Vorkontraktion mit Ang II der AT1R-Blocker Losartan in einer Dosis von 10 mg/kg 

Körpergewicht zugefügt und danach wie zuvor mit AG490 in ansteigenden Kon-

zentrationen (1 µM, 10 µM, 100 µM)  perfundiert. 

 

 

2.5. Hämodynamische Messungen 

 

Um Druckmessungen an der Ratte vornehmen zu können, die dem Zustand der 

Tiere bei vollem Bewusstsein am nächsten kommen, wurde intramuskulär eine 

Narkose mit  60 mg/kg Körpergewicht Ketamin vorgenommen (Seyde & 

Longnecker 1984). Diese Narkosemethode wird häufig bei Tiermodellen verwand, 

die auf die Hämodynamik bei Vorhandensein eines portalen Hypertonus untersucht 

werden (Kojima et al. 2000, Van de Casteele et al. 2001). 

Die Messungen selber wurden von Sabine Klein durchgeführt. 

 

   2.5.1. Messung von Blut- und Pfortaderdruck 

 

Um den Druck zu messen, wurde die Ratte zunächst narkotisiert, fixiert und das 

Fell über der linken Leiste durch einen longitudinalen Schnitt geöffnet. Die Femo-

ralarterie und die Femoralvene wurden freipräpariert und mit einem PE-50 Katheter 

kanüliert.  

Danach wurde das abdominale und substernale Fell mittels Rasur entfernt und das 

Abdomen durch einen medianen Schnitt geöffnet. Die Eingeweide wurden heraus-

luxiert. Ein weiterer PE-50 Katheter wurde in die kleine ileocoecale Vene einge-

führt, bis zur Vena portae vorgeschoben und am Eingang in das mesenteriale Ge-

fäßbett fixiert. Die Eingeweide wurden wieder zurück in die Bauchhöhle gelegt und 

Bauchwand sowie Fell mit einer Naht verschlossen. 
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Die Katheter wurden in der Pfortader und Femoralarterie über Druckaufnehmer 

(MP 100 Pulse Transducer, ADInstruments, Spechbach) an den Druckmesser 

(Power Lab 8/35, ADInstruments, Spechbach) angeschlossen. Der Nullpunkt wurde 

1 cm über dem Operationstisch geeicht und der mittlere arterielle Druck, der Por-

taldruck und die Herzfrequenz über einen Zeitraum von 20 min kontinuierlich auf-

genommen. 

 

2.5.2. Messung der Durchblutung mittels kolorierter Mik-

rosphären  

 

Durch die Verwendung von kolorierten Mikrosphären ist es möglich, das Herzaus-

wurfvolumen und die regionale Durchblutung zu messen. Die Anwendung radioak-

tiver Mikrosphären bestätigt diese Technik (Hakkinen et al. 1995). 

Um diese Methodik durchführen zu können wurde zunächst das Fell am rechten 

lateralen Halsdreieck durch einen longitudinalen Schnitt geöffnet. Nach Freipräpa-

ration der rechten  A. Carotis communis in der Vagina carotica wurde ein weiterer 

PE-50 Katheter in die A. Carotis communis gelegt und bis zum linken Herzventrikel 

geschoben. Die Lage des Katheters wurde an der Pulskurve validiert und post mor-

tem überprüft. 

Mit einer Pumpe wurde eine Blutprobe, die als Referenz dient, aus der A. Femora-

lis 1 min lang entnommen (0,65 ml/min). Über den Katheter des linken Ventrikels 

wurden gleichzeitig 300 µl rote Mikrosphären (15 µM Durchmesser) injiziert. Dies 

geschah 10 sec nachdem die Referenzblutentnahme begonnen hatte und dauerte 

20 sec an. Die Verteilung der roten Mikrosphären entspricht somit der Durchblu-

tung der einzelnen Organe. Die geleerte Blutspritze wurde dann mit NaCl gespült 

und der Inhalt aufbewahrt. Innerhalb von 30 sec wurden danach 200 µl weiße Mik-

rosphären über den Mesenterialvenenkatheter in die Pfortader injiziert. Die weißen 

Mikrosphären dienen zur Bestimmung des porto-systemischen Shunts. Danach 

wurden beide Katheter mit NaCl und Heparin  gespült, so dass keine Mikrosphären 

mehr in den Kathetern verbleiben. Durch den Femoralisvenenkatheter wurden da-

nach der JAK2-Inhibitor AG490 injiziert und für 60 min der mittlere arterielle Druck, 

der Portaldruck und die Herzfrequenz aufgezeichnet. Danach wurde die Prozedur 

wie zuvor wiederholt: Eine Referenzblutprobe wurde entnommen und Mikrosphären 

in den Karotis- und Mesenterialkatheter gespritzt. Allerdings wurden für die zweite 

Messung zuerst 300 µl gelbe Mikrosphären und danach 200 µl blaue Mikrosphären 

verwendet. 
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10 min nach Gabe der letzten Mikrosphären wurde die Ratte durch Injektion von 1 

ml 10x Ketamin getötet und Lungen, Leber, Nieren, Milz, Verdauungstrakt sowie 

Pankreas entnommen. Nach dem Wiegen der Organe wurde das Gewebe in 4 M 

KOH + 2% Tween 80 in einer Konzentration von 14 ml/g Gewebe aufgenommen, 

während die Referenzblutprobe in 3,8 ml 5,3 M KOH + 11,6% Tween 80 gelöst 

wurde. Zum Zersetzen des Gewebes wurden alle Proben 1 Std bei 60 °C inkubiert, 

gevortext und anschließend durch spezielle Filter (Nucleopore Polycarbonate) fil-

triert. 

Die Filter mit den anhaftenden Mikrosphären wurden in jeweils 200 µl Dimethyl-

formamid überführt. Dabei löst sich die Farbe der Mikrosphärenkügelchen in dem 

Lösungsmittel. Nach Zentrifugation der Proben bei 3000 x g für 5 min wurde ein 

Absorptionsspektrum (300 - 800 nm) aufgenommen. Mit Hilfe des Softwarepro-

gramms Triton 5 wurde aus den Messdaten die Anzahl der Mikrosphären in den 

jeweiligen Organen, die Organdurchblutung, das Herzauswurfvolumen und der por-

tosystemische Shunt errechnet. Dabei wird das Herzauswurfvolumen pro 100 g 

Körpergewicht angegeben. 

Zur Berechnung des portosystemischen Shunts wird die Anzahl der Mikrosphären 

in der Lunge mit 100 multipliziert und dieser Wert durch die Anzahl der Mikrosphä-

ren in der Lunge und der Leber dividiert.  

Die Summe der Durchblutungen in Magen, Milz, Darm, Mesenterien und Pankreas 

stellt den portalvenösen Einstrom dar, während der kollaterale Blutfluss das Pro-

dukt des portosystemischen Shunts und des portalvenösen Einstroms geteilt durch 

100 ist und in ml/min x 100 g angegeben wird. 

Der Gefäßwiderstand bezeichnet den Quotienten aus Blutfluss der entsprechenden 

Gefäßregion und Perfusionsdruck. Zur Berechnung des systemischen Gefäßwider-

stands wird der mittlere arterielle Druck durch den kardialen Index geteilt, während 

der portalvenöse Widerstand der Quotient aus portalvenösem Einfluss und Pfort-

aderdruck ist. 
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   2.6. Pharmakologische Modifikation von Maus und Ratte 

 

    2.6.1. Implantation osmotischer Minipumpen 

 

Zur Stimulation des AT1-Rezeptors wurden osmotische Minipumpen in die Tiere 

implantiert. Diese osmotischen Minipumpen gewährleisten eine kontinuierliche Ab-

gabe des AT1-Rezeptor-Agonisten Angiotensin II über einen Zeitraum von 14 Ta-

gen sowohl in Mäusen (ALZET, Modell 2002, Füllvolumen 200 µl, Durchfluss 0,5 

µl/h) als auch in Ratten (ALZET, Modell 2ML2, Füllvolumen 2 ml, Durchfluss 5 

µl/h). Nach Anästhesie der Tiere wurde hinter dem Schulterblatt subkutan eine Ta-

sche präpariert, in die die befüllte Pumpe eingesetzt werden konnte. Scheinoperier-

te Tiere, die auch narkotisiert und operiert wurden, aber keine Pumpe erhielten, 

dienten als Kontrolle. Nach 14 Tagen wurden die Tiere getötet und deren Organe 

entnommen. 

 

    2.6.2. Injektion von AG490 

 

Da der JAK2-Inhibitor AG490 bei 37 °C Körpertemperatur über sieben Tage nicht 

stabil ist und gekühlt gelagert werden muss, konnte keine Administration über die 

osmotische Minipumpe erfolgen und wurde daher den Ratten subkutan gespritzt. 

Für einen Zeitraum von sieben Tagen wurde täglich 1 mg/kg Körpergewicht AG490 

injiziert. 

 

   2.7. Organentnahme 

 

Die Organentnahme erfolgte am getöteten Tier. Dazu wurde bei den Mäusen eine 

zervikale Dislokation durchgeführt. Die Ratten erhielten eine tödliche Überdosis des 

Ketamin/Xylazin-Gemisches. Durch eine mediane Laparotomie wurde erst das Ab-

domen und schließlich durch Entlastungsschnitte die gesamte Bauchhöhle geöff-

net. Die Leber wurde entnommen, in eine sterile Petrischale überführt und in ein-

zelne Stücke zerteilt. Ein Leberlappen wurde für die Histologie in 4% Formaldehyd 

überführt. Die restlichen Stücke wurden in mehrere Reaktionsgefäße gegeben, in 

Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Benutzung bei -80 °C gelagert. 
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3. Molekularbiologische Methoden 

  

  3.1. Isolierung und Reinigung von DNA 

 

Lysepuffer:  

Komponente    Endkonzentration Menge    

5 M NaCl    200 mM  4 ml 

1 M Tris/HCl-Lösung, pH 8  100 mM  10 ml 

5 mM EDTA-Lösung, pH 8   5 mM   1 ml 

20%(w/v) SDS-Lösung  0,2% (w/v)  1 ml 

       ad 100 ml H20 bidest. 

Der Lysepuffer wurde in 15 ml-Reaktionsgefäße aliquotiert und bei -20 °C gelagert. 

Der verwendete Lysepuffer wurde bei RT gelagert. 

 

Pro Schwanzspitze wurde in einem 1,5 ml-Reaktionsgefäß 200 µl Lysispuffer und 

20 mg Proteinase K gegeben. Über Nacht wurde der Ansatz bei 55 °C und 800 

Upm verdaut. Danach wurde die Probe bei 18.000 x g für 15 min bei RT sedimen-

tiert. Der Überstand wurde vollständig abgenommen und in ein neues Reaktionsge-

fäß überführt. Das gleiche Volumen Isopropanol wurde zu der Probe gegeben und 

diese anschließen invertiert, so dass die an der Phasengrenze ausfallende geno-

mische DNA sichtbar wurde. Danach wurde die Probe für 15 min bei 18.000 x g 

und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde dann mit 500 µl 70%igen Ethanol (v/v) ge-

waschen und anschließend wieder 15 min bei 18.000 x g und 4 °C zentrifugiert. 

Nach Abnehmen des Überstandes wurden der Waschschritt und die Zentrifugation 

nochmals wiederholt. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet bei 50 °C auf 

dem Heizblock getrocknet. Zuletzt wurde das Pellet in 100 µl H20 bidest. für 30 min 

bei 50 °C gelöst und anschließend die Konzentration und Reinheit der DNA photo-

metrisch bestimmt. 

 

 

  3.2. Isolierung und Reinigung von RNA  

 

Zur Isolierung und Aufreinigung von RNA wurde das NucleoSpin® RNAII-Kit ver-

wendet. Die Leberproben wurden zuvor in den vom Kit mitgelieferten Puffer, der mit 

β-Mercaptoethanol versetzt wurde, in 2 ml-Reaktionsgefäße gegeben. Außerdem 
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wurde pro Ansatz noch eine Retsch-Kugel hinzugefügt und die Leber dann im 

Retsch-Schüttler für 4 min bei einer Frequenz von 30 hertz/sec zerkleinert. Danach 

wurde nach dem Protokoll des Kits weiter verfahren und die Konzentration und 

Reinheit der RNA anschließend photometrisch bestimmt. 

  

 

  3.3. Horizontale Gelelektrophorese - Auftrennung von DNA 

 

Mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese wurde die DNA ihrer Größe nach aufge-

trennt (modifiziert nach Sambroock und Russell, 2004). 

Die Agarosekonzentration betrug, je nach Größe der aufzutrennenden DNA, zwi-

schen 1% und 2% (w/v). 

 

 

50x TAE-Puffer    

Komponente    Endkonzentration Menge    

Tris    2 M   242 g 

Essigsäure    1 M   120 g 

EDTA    50 mM   14,6 g 

       ad 1000 ml H2O bidest. 

Die Lagerung erfolgte bei RT. Zum Gebrauch wurde eine 1:50 Verdünnung (1x 

TAE-Puffer) hergestellt. 

 

In einem 500 ml Becherglas wurden 200 ml TAE-Puffer mit der benötigten Agaro-

semenge bis zum Sieden in der Mikrowelle erhitzt. Anschließend wurde das Gel in 

einer Gießkammer luftblasenfrei gegossen, 10 µl Ethidiumbromid (Endkonzentrati-

on 0,05‰) hinzugemischt und abgekühlt.  

Die DNA-Probe wurde zur Auftrennung in TBE-Puffer bei 10-12 V/cm 1-2 Stunden 

aufgetrennt. Zur Dokumentation wurde die DNA durch Fluoreszenzanregung des 

interkalierten Ethidiumbromids mit UV-Licht der Wellenlänge 302 nm visualisiert. 
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  3.4. Polymerasekettenreaktion (PCR) 

 

Die PCR wird eingesetzt, um eine bestimmte Sequenz der DNA in vitro zu verviel-

fältigen. Dabei dienen die Produkte vorheriger Zyklen, die durch flankierende Oli-

gonukleotide bestimmt werden, wiederum der DNA-Polymerase als Vorlage, so 

dass eine exponentielle Vervielfältigung der Sequenz in einer Art „Kettenreaktion“ 

erfolgen kann (Mullis 1983). 

 

 

  3.4.1. Standard-PCR 

 

Standard-PCR-Ansatz 

Komponente    Endkonzentration Menge    

2x REDTaq® ReadyMix™  1x    12,5 µl 

10 pmol/µl Oligonukleotid 1  0,4 mM  1µl 

10 pmol/µl Oligonukleotid 2  0,4 mM  1µl 

DNA-Matrize  50 - 100 ng chromosomale DNA  

       ad 25 µl H2O bidest. 

 

Tab. III/4.: Standard-PCR-Programm 

  5 min 96°C initiale Denaturierung 

35 x      

30 sec 96°C Denaturierung 

30 sec 5-10°C unter Tm Annealing 

1 min/kb synthetisierter DNA 72°C Elongation 

  7 min 72°C abschließende Elongation 

  ∞ 4°C  

 

Tm bezeichnet die Schmelztemperatur der Oligonukleotide, die durch Annährung, 

wie in III.1.4. beschrieben, ermittelt wird. 
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3.4.2. Reverse Transkription 

 

Bei der reversen Transkription wird die RNA in cDNA umgeschrieben. Dazu wurde 

das ImProm-II™ Reverse Transcription System verwendet.  

 

Komponente    Menge    

RNA    1 pg - 1 µg 

0,5 µg/µl Random Primer 1 µl 

    ad 5 µl H2O bidest. 

 

Der Ansatz wird im Thermocycler für 5 min bei 70 °C erhitzt und anschließend für 

mindestens 5 min auf Eis gestellt. Danach wird der Reverse Transkriptions-Mix 

zugegeben. 

 

Reverse Transkriptions-Mix: 

Komponente    Menge    

5x RT-Puffer   4 µl 

dNTP-Mix   1 µl 

25 mM MgCl2   2,5 µl 

Rnasin   0,5 µl  

Reverse Transkriptase 1 µl 

    ad 15 µl H2O bidest. 

 

Die Proben werden dann zuerst 5 min bei 25 °C, danach 60 min bei 42 °C und zu-

letzt 15 min bei 70 °C im Thermocycler erhitzt. 

 

Die fertige cDNA wird 1:10 zu einer Gebrauchslösung verdünnt, die in die quantita-

tive Echtzeit-PCR eingesetzt wird.  

 

 

 

 

 

 



III. MATERIAL UND METHODEN 

 

 
51 

3.4.3. Relative Echtzeit-PCR  

 

Die Echtzeit-PCR wird verwendet, um die Expression bestimmter Gene zu quantifi-

zieren. Die TaqMan-Methode verwendet Oligonukleotide, an deren 5’-Ende ein 

fluoreszierender Farbstoff (FAM oder VIC) und am 3’-Ende ein sogenannter 

„Quencher“ (TAMRA) gekoppelt ist. Wenn die Quencher-Gruppe und die fluoreszie-

rende Gruppe nah zusammen sind, absorbiert TAMRA die Emission des FAM- o-

der VIC-Farbstoffes. Bindet das Oligonukleotid an die cDNA, spaltet die DNA-

Polymerase durch ihre 5’3’ Exonuklease Aktivität die fluoreszierende Gruppe ab, 

so dass die Fluoreszenz gemessen werden kann. Dabei ist die Menge der synthe-

tisierten DNA proportional zu der Intensität der detektierten Fluoreszenz (Russel 

2001).  

 

Ansatz für die 18S-RNA, zur Normierung: 

Komponente     Menge    

2x Gen Expression Master Mix 12,5 µl 

Oligonukleotid forward  0,25 µl 

Oligonukleotid reverse  0,25 µl 

Sonde VIC    0,25 µl  

cDNA     2 µl 

     ad 25 µl H2O bidest. 

 

Ansatz für die Gensonden: 

Komponente     Menge    

2x Gen Expression Master Mix 12,5 µl 

Gen Sonde (FAM)   1,25 µl 

cDNA     2 µl 

     ad 25 µl H2O bidest. 

 

Von der cDNA einer Probe wurden die 18S-RNA und das gewünschte Gen jeweils 

in Doppelbestimmung mittels Echtzeit-PCR gemessen. Der messbare Grenzbe-

reich wurde von der 7300 System SDS Software festgelegt. Zur Normierung wurde 

danach der 18S-RNA-Wert von dem Wert des Zielgens subtrahiert (Δct). Um alle 

Proben miteinander vergleichen zu können, wurde jeweils der Mittelwert einer Be-

handlungsgruppe gebildet. Die erste Gruppe (Kontrollgruppe) wurde gleich eins 

und die restlichen Behandlungsgruppen dazu in Relation gesetzt (ΔΔct). 
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4. Biochemische Methoden  

 

  4.1. Homogenisierung von Leberproben 

 

Homogenisationspuffer 

Komponente   Endkonzentration  Menge    

Tris-HCl   25 mM    1,5 g 

EDTA    5 mM    0,73 g 

        ad 500 ml H2O bidest. 

Der Puffer wird auf den pH-Wert 7,5 eingestellt und bei 4 °C gelagert. 

 

Alle folgenden Schritte wurden auf Eis durchgeführt.  

Zur Homogenisierung von Lebern wurde ein Stück der noch gefrorenen Leber mit 

einem sterilen Einmalskalpell abgeschnitten. Der Homogenisationspuffer wurde mit 

dem Protease Inhibitor Cocktail (1% v/v) und Orthovanadet (1% v/v) versetzt und 1 

ml des Gemischs mit einem Stück Leber in den Homogenisator (Potter S) über-

führt. Bei Zellproben wurde das Pellet mit 50 µl des Gemischs versetzt. Nach dem 

Homogenisieren (Leberstückchen im Potter, Zellpellet durch Scheren mit einer 

Spritze) wurde das erhaltene Lysat bei 18.000 x g für 5 min bei 4 °C abzentrifugiert. 

Der Überstand wurde in einem neuen Reaktionsgefäß bei -20 °C gelagert. 

 

  4.2. Bestimmung der Proteinkonzentration  

 

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde das Detergent Compatible (DC) 

Protein Assay Kit verwendet. Die DC-Methode ist ein empfindlicher Proteinnach-

weis und beruht auf der Lowry-Bestimmungsmethode durch Bildung von Cu+ aus 

Cu2+ im alkalischen Milieu. Diese Reaktion bewirkt zusammen mit den Aminosäu-

reresten eine Farbentwicklung, die eine maximale Absorption bei 750 nm aufweist. 

Zur Proteinbestimmung wurde eine Eichreihe von 0 - 1,47 mg/ml Rinderserumal-

bumin (BSA) mit 8 Verdünnungen angefertigt. Die Proteinproben wurden wie folgt 

verdünnt: Bei Leberlysaten wurden 1:25 und 1:50 Verdünnungen gewählt, bei Zell-

lysaten 1:16 und 1:32 Verdünnungen. Jeweils 5 µl Proteinlösung wurden in Drei-

fachbestimmung in eine Flachboden-Mikrotiterplatte pipettiert. 

Das Nachweisreagenz A/S wurde hergestellt, indem Reagenz S im Verhältnis 1:50 

im Reagenz A verdünnt wurde. 25 µl des A/S-Gemischs wurden auf die Proben 

gegeben. Danach wurde 200 µl Reagenz B auf jede Probe pipettiert und 15 min bei 
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RT inkubiert. Anschließend wurde die Absorption der Proben bei 700 nm im ELISA-

Reader bestimmt und mit dem Programm Excel ausgewertet. 

 

4.3. Auftrennung von Proteinen mittels SDS-Polyacrylamid Gel-

elektrophorese (SDS-PAGE)  

 

Die Auftrennung der Proteine entsprechend ihrem Molekulargewicht erfolgte im 

elektrischen Feld unter denaturierenden Bedingungen (Laemmli 1970).  

Durch die diskontinuierliche SDS-PAGE (Ornstein & Davis 1964) mit unterschiedli-

chen pH-Werten und Porengrößen in Sammel- und Trenngel werden eine hohe 

Bandenschärfe und eine große Trennleistung erreicht. Die Konzentration des Ac-

rylamids im Trenngel richtet sich nach der Größe der aufzutrennenden Proteine. 

 

 

Trenngelpuffer 

Komponente   Endkonzentration  Menge    

Tris-Base   1,5 M    181,71 g 

20 % (w/v) SDS-Lösung 0,4% (w/v)   20 ml 

ad 1000 ml H2O bidest. 

Mit HCl wurde pH 8,8 eingestellt und die Lösung bei RT gelagert. 

 

 

Sammelgelpuffer 

Komponente   Endkonzentration  Menge    

Tris-Säure   0,5 M    78,8 g 

20 % (w/v) SDS-Lösung 0,4% (w/v)   20 ml 

ad 1000 ml H2O bidest. 

Mit HCl wurde pH 6,8 eingestellt und die Lösung bei RT gelagert. 

 

 

APS-Lösung 

Komponente   Endkonzentration  Menge    

APS    10% (w/v)   0,1 g 

  ad 1000 ml H2O bidest. 

Die Lösung wurde für einen längeren Zeitraum bei -20 °C und für einen kürzeren 

Zeitraum bei 4 °C gelagert. 
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10x Laufpuffer 

Komponente   Endkonzentration  Menge    

Tris    0,25 M    30,3 g 

20 % (w/v) SDS-Lösung 1 % (w/v)   50 ml 

Glycin    1,92 M    144 g 

  ad 1000 ml H2O demin. 

Der Puffer wurde bei RT gelagert. Zum Gebrauch wurde 1x Laufpuffer hergestellt. 

 

Coomassie-Färbelösung 

Komponente   Endkonzentration  Menge    

Coomassie-Blue R-250 0,25% (w/v)   1,25 g 

Methanol   50% (v/v)   250 ml 

Eisessig   10% (v/v)   50 ml 

  ad 500 ml H2O demin. 

Die Lösung wurde bei RT gelagert. 

 

 

Entfärbelösung 

Komponente   Endkonzentration  Menge    

Methanol   5% (v/v)   50 ml 

Eisessig   10% (v/v)   100 ml 

  ad 1000 ml H2O demin. 

Die Lösung wurde bei RT gelagert. 

 

Zur Auftrennung der Proteine wurden je nach deren Größe Gele mit 8, 10 und 15% 

Polyacrylamid (v/v) verwendet. 

 

Trenngel (8, 10 und 15%ig)      Sammelgel 

Komponente  Menge    Komponente  Menge___ 

Trenngelpuffer 0,9375 ml    Sammelgelpuffer 0,469 ml 

Acrylamidlösung 1,4 / 1,75 / 2,625 ml   Acrylamidlösung 0,405 ml 

APS-Lösung  12,5 µl    APS-Lösung  9,4 µl 

TEMED  2,5 µl     TEMED  1,875 µl 

ad 3,75 ml H20 bidest.  ad 2,5725 ml H20 bidest. 
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APS und TEMED leiten die Polymerisierung ein und wurden daher zuletzt zugege-

ben. Nach Mischen der Lösung wurde das Trenngel mit der Pipette in die Gieß-

kammer gegeben bis diese etwa zu 2/3 gefüllt war, anschließend mit Isopropanol 

überschichtet und ca. 30 min zur Polymerisierung inkubiert. Das Isopropanol wurde 

abgegossen und das Sammelgel mit der Pipette auf das Trenngel gegeben.  

Die Proteinproben wurden mit ¼ Volumen 4x Probenpuffer versetzt und 5 min bei 

95 °C denaturiert. Anschließend wurden die Proben mit einer Pipette in die Gel-

taschen gegeben. 

Die Elektrophorese erfolgte bei 14-20 V/cm. Als Marker wurde ein vorgefärbter 

Größenstandard verwendet. 

 

 

4.4. Transfer von Proteinen auf eine Membran (Western Blot) 

 

10x Transferpuffer 

Komponente   Endkonzentration  Menge    

Tris-Base   25 mM    30 g 

Glycin    192 mM   144 g 

  ad 1000 ml H2O demin. 

Mit HCl wurde pH 8,3 eingestellt und die Lösung bei RT gelagert. 

Zum Gebrauch wurde 1 Liter 1x Laufpuffer hergestellt und 50 ml Methanol (5% v/v) 

zugegeben. 

 

Die zuvor aufgetrennten Proteine wurden mittels Western Blot auf eine Nitrozellulo-

semembran transferiert. 

Dazu wurden zuerst zwei Gel-Blotting-Papiere mit den Abmessungen 10 x 7,5 cm 

in Transferpuffer äquilibriert und zwei Papiere auf die schwarze Seite der Kassette  

gelegt. Das Polyacrylamidgel mit den zu transferierenden Proteinen wurde kurz in 

Transferpuffer gewaschen und auf die Blotting-Papiere geschichtet. Darauf wurde 

die Membran (9 x 6 cm) luftblasenfrei gelegt, nachdem sie ebenfalls in Transferpuf-

fer äquilibriert wurde. Zuletzt wurden weitere in Transferpuffer äqulibrierte zwei 

Blatt Blotting-Papiere darauf geschichtet. Mit einem Reagenzglas wurden Luftbla-

sen herausgewalzt. 

Der Blot erfolgte 75 min - 90 min bei 1-3 mA/cm2. 
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Um zu überprüfen, ob die Proteine vollständig auf die Membran transferiert wurden, 

wurde das Gel anschließend in Coomassie-Färbelösung 1-2 Std gefärbt und über 

Nacht in Entfärberlösung gewaschen. 

Zur Schnelldetektion der geblotteten Proteine wurde auf die Membran die Ponceau 

S-Lösung gegeben und kurz inkubiert. Die Farbe haftet reversibel an den Proteinen 

und markiert deren Lage rot auf der Membran.  

 

 

4.5. Immunologische Detektion von Proteinen mittels Chemilu-

mineszenz  

 

Waschpuffer: 

 

20x PBS 

Komponente   Endkonzentration  Menge    

NaCl    2,73 M    160 g 

NaH2PO4 x H2O  34,3 mM   5,52 g 

Na2HPO4 x 12 H2O  160 mM   57,28 g 

  ad 1000 ml H2O bidest. 

Zum Gebrauch wurde 1x PBS hergestellt. Die Lösung wurde bei RT gelagert. 

 

PBST 

Komponente   Endkonzentration  Menge    

20x PBS   1x    50 ml 

Tween 20    0,1 % (v/v)   1 ml 

  ad 1000 ml H2O bidest. 

Die Lösung wurde bei RT gelagert. 

 

Blockierungslösungen: 

 

Magermilchlösung 

Komponente   Endkonzentration  Menge    

Magermilchpulver  5% (w/v)   5 g 

  ad 100 ml PBST 

Die Lösung wurde frisch angesetzt und bei 4°C gelagert. 
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BSA-Lösung 

Komponente   Endkonzentration  Menge    

BSA    2,5% (w/v)   0,5 g 

ad 20 ml PBST 

Die Lösung wurde frisch angesetzt und sofort verwendet. 

 

Um unspezifische Reaktionen der Antikörper mit der Membran zu verhindern, wur-

de die Oberfläche der Membran zunächst auf dem Schüttler in 5% Magermilchlö-

sung oder 2,5% BSA-Lösung bei RT geblockt. Danach wurde kurz mit PBST gewa-

schen, der Antikörper in verschiedenen Blockierungslösungen verdünnt auf die 

Membran gegeben und über Nacht bei 4 °C auf einem Schüttler inkubiert. An-

schließend wurde ungebundener primärer Antikörper durch viermaliges Waschen 

für je 5 min in PBST entfernt. Die Inkubation mit dem jeweiligen sekundären Anti-

körper, Anti-Kaninchen-IGg oder Anti-Maus-IGg, erfolgte 1 Stunde in den Lösun-

gen, mit denen anfangs geblockt wurde. Ungebundener sekundärer Antikörper 

wurde ebenfalls durch viermaliges Waschen für je 5 min in PBST entfernt. Da der 

sekundäre Antikörper mit einer Peroxidase gekoppelt ist, kann die proteinspezifi-

sche Bande durch eine Lichtreaktion sichtbar gemacht werden. Dazu wurde das 

Ace Glow™ Solution-Kit verwendet: Unmittelbar vor dem Gebrauch wurden Solu-

tion A und Solution B im Verhältnis 1:1 zusammengegeben und gemischt. Diese 

Lösung wurde auf die Membran pipettiert. Dabei oxidiert die Peroxidase das Lumi-

nol, wodurch Licht abgestrahlt wird. Die feuchte Membran wurde unter einer durch-

sichtigen Folie in die Entwicklermaschine (ChemiSmart) gelegt. Am Objektiv der 

Kamera wurde die Schärfe eingestellt und danach die Membran je nach Stärke des 

Signals unterschiedlich lange belichtet. Das erhaltene Bild wurde dann auf dem 

Computer abgespeichert. 

 

4.6. Densitometrische Quantifizierung der Proteinmenge   

 

Die Bestimmung der Proteinmenge auf dem Western Blot erfolgte mit der Auswer-

tungssoftware „Bio-1D“. Dazu wurden die zu quantifizierenden Signale zuerst au-

tomatisch von dem Programm oder manuell markiert. Danach wurde die Stärke des 

Signals anhand der Tiefenschwarzfärbung bestimmt. Die Werte wurden in einer 

Excel-Datei gespeichert und konnten anschließend weiter bearbeitet werden.  
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  4.7. Hydroxyprolinmessung 

 

Hydroxyprolin ist eine bestimmte α-Aminosäure, die im Kollagen vorkommt. Da die 

Leberfibrose mit einem erhöhten Kollagengehalt einhergeht, kann Hydroxyprolin als 

Maß für den Fibrosegrad herangezogen werden. Die Messung erfolgte enzyma-

tisch (Jamall et al. 1981, Boigk et al. 1997). 

 

Chloramin-T-Puffer 

Komponente    Endkonzentration  Menge   

1 M Natriumacetat   42 mM    8,4 ml 

1 M Zitronensäure   2,6 mM   520 µl 

        ad 200 ml H2O bidest. 

Die Lösung wurde auf pH 6 eingestellt und bei 4 °C gelagert. 

 

Chloramin-T-Lösung 

Komponente    Endkonzentration  Menge   

Chloramin-T    37,3 mM   170 mg 

Chloramin-T-Puffer   60,5% (v/v)   12,1 ml 

Isopropanol    39,5% (v/v)   7,9 ml  

Die Lösung wurde frisch angesetzt und sofort verwendet. 

 

Ehrlich’s Reagenz-Lösung (für 1 Probe) 

Komponente    Endkonzentration  Menge   

Dimethylaminobenzaldehyd  1,66 M    248 mg 

60%(v/v) Perchlorsäure  16,2% (v/v)   270 µl 

Isopropanol    73% (v/v)   730 µl 

Die Lösung wurde frisch angesetzt und sofort verwendet. 

 

50 bis 100 mg Leber wurden abgewogen und in der entsprechenden Menge 6 N 

HCl aufgenommen (20 µl HCl / 1 mg Leber). Nach 30 min Inkubation in einem 

Heizschrank bei 110 °C wurde das Gemisch homogenisiert und für weitere 16 Std 

im Heizschrank bei 110 °C inkubiert. Danach wurde das Gemisch durch einen Pa-

pierfilter filtriert. Um alle Reste aus dem Filter zu erhalten, wurden diese für 2 min 

bei 200 x g  zentrifugiert. Danach wurde in 2 ml-Reaktionsgefäße 30 µl Methanol 

vorgelegt. Dazu wurden 30 µl der Probe jeweils in Doppelbestimmung in Reakti-

onsgefäße pipettiert. Über Nacht wurden die Proben im Heizschrank getrocknet. 
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Aus einer Stammlösung (1 mg/µl Hydroxyprolin in 50%(v/v) Isopropanol) wurde 

eine Arbeitslösung hergestellt, indem die Stammlösung 1:100 verdünnt wurde. Da-

raus wurde eine Standardreihe (0 - 2,6 µg Hydroxyprolin) mit 10 Verdünnungen 

pipettiert, indem zu der entsprechenden Menge an Arbeitslösung 50%(v/v) Isopro-

panol zugefügt wurde. Das Kristallat der getrockneten Proben wurde in 1 ml 

50%(v/v) Isopropanol gelöst. Zum Standard und zu den Proben wurde danach die 

Chloramin-T-Lösung pipettiert und 10 min bei RT inkubiert. Dann wurde 1 ml Ehr-

lich’s Reagenz-Lösung zugegeben, alles gemischt und bei 50 °C im Heizschrank 

90 min inkubiert. Das Hydroxyprolin in den Proben geht dabei eine Farbreaktion mit 

dem Dimethylaminobenzaldehyd ein und verfärbt sich ins Rötliche, wobei die In-

tensität der Färbung proportional zur Hydroxyprolinkonzentration ist. Die Proben 

wurden zuletzt im Photometer bei 558 nm gegen den Leerwert gemessen und an-

hand der Standardgerade im Excel-Programm mit folgender Formel berechnet: 

Absorption / Koeffizient der Standardgerade x 666,7 = µg/g Leber 

 

 

 5. Zellbiologische Methoden 

 

Alle zellbiologischen Methoden wurden unter der Werkbank bei sterilen Bedingun-

gen durchgeführt. 

 

 

5.1. Zellkulturmedien 

  

Waymouth Medium     Gibco, Kat.Nr. 11220 

 + 10% (v/v) FKS 

 + 1% (v/v) Penicillin/Streptomycin 

 + 2 mM L-Glutamin 

 + 1 mM Insulin 

 + 100 µM Dexamethason 

 

RPMI-Medium      Gibco, Kat.Nr. 12633 

+ 1% (v/v) Penicillin/Streptomycin 

 + 2 mM L-Glutamin 

 + 1,5 mM Insulin 

 + 1% (v/v) Transferrin/Selenium Mix 
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DMEM (Dulbecco modified Eagle Medium) Gibco, Kat.Nr. 11960 

 + 10% (v/v) FKS 

 + 1% (v/v) Penicillin/Streptomycin  

+ 2 mM L-Glutamin 

 

5.2. Zellzahlbestimmung 

 

Die Zellzahl wurde mittels einer Neubauer-Zählkammer bestimmt. Dazu wurde 

Trypanblau mit einer Endkonzentration 0,1% (v/v) zu der Zellsuspension gegeben, 

um die lebenden von den toten Zellen unterscheiden zu können. Das Trypanblau 

wird von Zellen mit intakter Zellmembran nicht aufgenommen und vitale Zellen da-

her nicht angefärbt. Jedes große Quadrat der Zählkammer besteht aus 16 kleinen 

Quadraten, hat eine Größe von 1 mm2 und eine Tiefe von 0,1 mm, was ein definier-

tes Volumen von 0,1 mm3 ergibt. Mit folgender Formel kann daher die Zellzahl pro 

ml errechnet werden: 

Durchschnittliche Zellzahl / Großquadrat x Verdünnungsfaktor x 104 = Zellzahl/ml 

 

5.3. Zellkultivierung 

 

Die Zellen wurden in einem 37 °C Brutschrank mit 5% CO2 inkubiert. 

 

5.3.1. LX2-Zelllinie (human) 

 

Die humane LX2-Zelllinie wurde in Plastikkulturflaschen in DMEM kultiviert (Bataller 

et al. 1997). Das Medium wurde alle 48 Std erneuert. 

 

  5.3.2. primäre hepatische Sternzellen 

 

Nach der Isolation wurden die primären HSCs in Plastikkulturflaschen in DMEM 

kultiviert (Bataller et al. 1997). Das Medium wurde alle 48 Std erneuert. 

 

   5.3.3. primäre Hepatozyten 

 

Zur Beschichtung der Plastikkulturflaschen wurde das Rattenschwanzkollagen  

Typ I verwendet. Dazu wurde es 1:50 in 1%(v/v) Essigsäure verdünnt. Die Oberflä-
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che der Zellkulturflaschen wurde mit der Kollagen-Lösung beschichtet und für 30 

min bei RT auf dem Schüttler inkubiert. Nach dem dreimaligen Waschen der Fla-

schen mit HBSS konnten die Zellkulturflaschen verwendet oder bis zu vier Wochen 

bei 4 °C gelagert werden. 

Nach der Isolation wurden die Hepatozyten für 4 Std im Waymouth Medium kulti-

viert. Danach wurden die Zellen dreimal in HBSS gewaschen, dann im RPMI Medi-

um bis zu drei Tage kultiviert und zuletzt zur Proteinisolierung geerntet. 

 

5.4. Inkubation der Zellen 

 

5.4.1. Angiotensin II-Inkubation 

 

Das pulverförmige Angiotensin II (Sigma, Kat.Nr. A9525-5MG) wurde mit PBS zu 

einer Stammlösung angesetzt (1 mg/ml). Von der Stammlösung wurde 512,5 µl in 

50 ml Medium gegeben (Endkonzentration 10-5 M). Die Zellen wurden für die Ver-

suche drei Tage in diesem Medium inkubiert. 

 

5.4.2. AG490-Inkubation 

 

Der JAK2-Inhibitor AG490 wurde in DMSO gelöst von der Firma Calbiochem 

(Kat.Nr. # 658411) mit einer Konzentration von 100 mM bezogen. Zur Herstellung 

der Medien wurden 7,36 µl AG490 auf 500 ml Medium (Endkonzentration 1,47 µM) 

oder 2,5 µl AG490 auf 50 ml Medium (Endkonzentration 5 µM) gegeben. Die Zellen 

wurden für die Versuche drei Tage in diesem Medium inkubiert. 

 

 

  5.5.  Ernten der Zellen für DNA- oder RNA-Isolation 

 

Zum Ernten der Zellen wurde nach Absaugen des Mediums 40 µl/cm2 Accutase auf 

die Zellen gegeben und für 10 min im Brutschrank inkubiert. Falls sich danach die 

Zellen nicht vollständig von der Plastikschale gelöst hatten, wurden sie zusätzlich 

mit einem sterilen Schaber abgekratzt. Zum Stoppen der Accutase wurde nach 

dem Lösen der Zellen vom Boden Medium hinzugegeben. Die Zellsuspension wur-

de dann 5 min bei 350 x g und 4 °C abzentrifugiert, anschließend das Zellpellet mit 

sterilem PBS gewaschen und nochmals 5 min bei 350 x g und 4 °C abzentrifugiert. 

Dann wurde das Pellet in 1 ml PBS gelöst und in 1,5 ml Reaktionsgefäßen 5 min 
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bei 10.000 x g und 4 °C abzentrifugiert. Zuletzt wurde der Überstand verworfen und 

das erhaltene Pellet bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.  

 

 6. Immunhistochemie  

 

Mit Hilfe der Immunhistochemie lassen sich bestimmte Proteine in Gewebeschnit-

ten anfärben. Dadurch erhält man Aufschluss darüber, in welchen Zellen sich die 

Proteine befinden und in welchen Zellkompartimenten sie vorkommen. 

 

6.1. Immunhistochemische Färbung  

 

Die immunhistochemischen Färbungen wurden entweder an Kryoschnitten 

(JAK2/pJAK2-Färbung) oder mit Formalin-fixierten, in Paraffin-eingebetteten Le-

bern (αSMA- und Sirius-Rot Färbung) durchgeführt. Die JAK2/pJAK2-Färbung, so-

wie die indirekte Immunfluoreszenzmarkierung, wurden unter meiner Anleitung von 

Robert Schierwagen im Rahmen seiner Diplomarbeit angefertigt. 

 

6.1.1. Janus-Kinase-2 (JAK2) / pJAK2-Färbung  

 

Zunächst wurden die Gefrierschnitte bei RT 3 min angetaut und anschließend 10 

min in Aceton bei -20 °C inkubiert. Danach wurden die Schnitte 30 min getrocknet 

und die Probe auf dem Objektträger mit einem Fettstift umrandet, um ein Zerlaufen 

der Antikörper, Puffer und Lösungen im weiteren Hergang zu verhindern. Zur Re-

hydrierung wurden die Schnitte zweimal für 5 min mit PBS gewaschen. 

Alle nun folgenden Schritte wurden zum Schutz vor Austrocknung in einer feuchten 

Kammer durchgeführt. Um die Aktivität der endogenen Peroxidasen zu blockieren 

wurden die Schnitte 15 min in einem Gemisch aus Wasserstoffperoxid und Metha-

nol inkubiert und danach wieder zweimal für 5 min mit PBS gewaschen. Der Pri-

märantikörper (JAK2 oder pJAK2) wurde in PBS mit 1% BSA verdünnt, auf die 

Schnitte gegeben und über Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach zweimaligem Waschen 

mit PBS für 5 min wurde der Sekundärantikörper in PBS mit 1% BSA verdünnt und 

im Dunkeln 120 min bei RT inkubiert. Der Antikörper wurde durch erneutes zwei-

maliges Waschen für 5 min mit PBS entfernt und mit Streptavidin-HRP 30 min bei 

RT inkubiert. Danach folgte eine Inkubation mit der AEC-Substratlösung für 10 min 

und ein erneutes Auswaschen mit PBS. Für 35 sec wurden die Schnitte mit Häma-

toxylin gegengefärbt und anschließend 10 min unter fließendem Wasser gebläut. 
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Zuletzt wurden die Färbungen zweimal für 3 min mit H2O bidest. gewaschen und 

mit Aquatex® eingedeckelt. Die Aushärtung erfolgte im Dunkeln bei RT. 

 

6.1.2. α-smooth muscle Aktin (αSMA)-Färbung  

 

Die αSMA-Färbung in Leberschnitten wurde von der Plattform Q1 im Institut für Pa-

thologie an der Uniklinik Bonn unter der Leitung von Prof. Dr. H.-P. Fischer durchge-

führt. Diese wurden im Rahmen des  transregionalen Sonderforschungsbereichs 57: 

"Organfibrose: Von den Mechanismen der Schädigung zur Beeinflussung der Er-

krankung" angeboten. 

 

6.1.3. Sirius-Rot Färbung  

 

Die Sirius-Rot Färbung in Leberschnitten wurde von der Plattform Q1 im Institut für 

Pathologie an der Uniklinik Bonn unter der Leitung von Prof. Dr. H.-P. Fischer 

durchgeführt. Diese wurden im Rahmen des  transregionalen Sonderforschungsbe-

reichs 57: "Organfibrose: Von den Mechanismen der Schädigung zur Beeinflussung 

der Erkrankung" angeboten. 

 

6.2. Indirekte Immunfluoreszenzmarkierung  

 

Die indirekte Immunfluoreszenzmarkierung diente zur Kolokalisierung von pJAK2 

und αSMA in Leberproben. 

Zuerst wurde eine Fixierung der Gewebestruktur vorgenommen. Dazu wurde der 

Kryoschnitt 2 min in -20 °C kaltem Methanol inkubiert und anschließend in -20 °C 

kaltem Aceton fixiert, wodurch die Probe vollständig dehydriert wurde. Danach 

wurde mit den Schnitten wie in Abschnitt III/6.1.1. beschrieben bis zur endgültigen 

Rehydrierung fortgefahren.  

Alle nachfolgenden Schritte wurden zum Schutz vor Austrocknung in einer feuchten 

Kammer durchgeführt. Die unspezifischen Bindungen wurden mit Ziegenserum 

(NGS) in 1% (w/v) BSA in PBS für 45 min bei 37 °C  im Wärmeschrank blockiert. 

Danach wurden beide Primärantikörper in 1% (w/v) BSA in PBS gemischt, auf den 

Schnitt aufgetragen und bei 4 °C über Nacht inkubiert. Anschließend wurde der 

Schnitt zweimal mit 0,1% (v/v) PBST und einmal mit PBS für jeweils 5 min gewa-

schen. Um ein Ausbleichen der Fluorochrome zu verhindern, wurden die folgenden 

Schritte lichtgeschützt durchgeführt. Die Sekundärantikörper wurden ebenfalls in 
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1% (w/v) BSA in PBS gemischt, auf den Schnitt aufgetragen und über Nacht bei  

4 °C inkubiert. Anschließend wurde der Schnitt zweimal mit 0,1% (v/v) PBST und  

einmal mit PBS für jeweils 5 min gewaschen. Zur Zellkernfärbung wurde der Farb-

stoff Hoechst 33258, der bevorzugt an die AT-reichen Sequenzen der DNA bindet, 

1:10.000 in PBS verdünnt und damit der letzte Waschschritt durchgeführt. Schließ-

lich wurden die gefärbten Schnitte mit Mowiol mit Bleichschutz (n-Propylgallat) ein-

gedeckelt und bis zur Aushärtung lichtgeschützt bei RT gelagert. 

  

6.3. Konfokale Laser Scanning Mikroskopie (LSM)  

 

Die immunfluoreszenzmarkierten Leberschnitte wurden an einem konfokalen Laser 

Scanning Mikroskop (LSM-710) ausgewertet. Das vollmotorisierte inverse For-

schungsmikroskop (Axioobserver Z1) wurde mit einem 63x Plan-Apochromat DIC-

Objektiv betrieben und war mit einem Argon-Laser (488 nm) und einem Helium-

Neon-Laser (594 nm) zur Anregung der Fluorochrome ausgestattet. Mit einem 34-

Kanal Meta-Detektor wurde die emittierte Strahlung detektiert. Die Steuerung des 

Mikroskops und die Bilderfassung erfolgten mit der Software Zen 2009. Für die 

Doppelimmunfluoreszenzmarkierung wurden die einzelnen Fluorochrome separat 

mit den spezifischen Wellenlängen angeregt.  

 

6.4. Auswertung der Immunhistochemie  

 

Zur quantitativen Auswertung der immunhistochemischen Färbungen wurden die 

Schnitte zuerst eingescannt und somit digitalisiert. Nach Anlegen eines Profils wur-

de die quantitative Messung durchgeführt. Zudem wurden von jedem Schnitt reprä-

sentative Bilder mit dem Programm Pannoramic Viewer erstellt und in verschiede-

nen Vergrößerungen abgespeichert. 

 

6.4.1. Digitalisierung der Färbungen 

 

Die Schnitte wurden mit dem Scanner Pannoramic Midi digitalisiert. Mittels der 

Software Pannoramic Viewer konnten die Färbungen auf dem Computer gespei-

chert werden. Die notwendigen Parameter wurden anhand eines repräsentativen 

Schnittes als Profil gespeichert. Dieses Profil wurde auf alle weiteren Schnitte an-

gewendet und gegebenenfalls je nach Qualität der Färbung manuell angepasst. 

Die Aufnahmen wurden mit der AxioCam MR R3 angefertigt.  
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6.4.2. Auswertung mittels spezieller Software  

 

Die quantitative Messung der Färbungen wurde mit dem Histoquant, einem Modul 

des Programms Pannoramic Viewer, durchgeführt. Dazu wurde zuerst ein reprä-

sentativer Bereich ausgewählt, der etwa eine Fläche von 2 mm2 besaß. Innerhalb 

dieser Fläche wurde ein kleiner Bereich markiert, der alle vorkommenden Farbtöne 

der Positivfärbung enthielt und anhand dessen das Profil für die Messung erstellt 

wurde. Dazu wurde zunächst ein Gaußfilter auf den Bereich angewandt, der Unre-

gelmäßigkeiten des Fokusbereichs ausglich. Nach manueller Markierung der posi-

tiv gefärbten Bereiche konnten das Programm anschließend anhand der RGB-

Werte alle Bereiche, die den gleichen RGB-Wert besaßen, markieren. Das erstellte 

Profil wurde gespeichert und auf die große Fläche übertragen. Der Messwert stellt 

die prozentuale Positivfärbung im markierten Bereich im Vergleich zur Gesamtflä-

che des großen Bereichs dar. 

 

7. Statistische Auswertung  

 

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism. Zur Un-

tersuchung der statistischen Signifikanz wurde ein parameterfreier statistischer 

Test, der sogenannte Mann-Whitney-U-Test, durchgeführt.  

p-Werte von < 0,05 (*) wurden als signifikant erachtet, p-Werte von < 0,005 (**) und 

< 0,001 (***) als hoch signifikant. Falls nicht anders angegeben, zeigen die p-Werte 

die Signifikanz der unterschiedlichen Gruppe zur Kontrollgruppe an. 
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IV. ERGEBNISSE 

 

 

1. Rolle von JAK2 in der AT1R-vermittelten Fibrose  

 

Der erste Teil dieser Arbeit beschäftigt sich mit dem kontraktilen AT1R-vermittelten 

Signalweg über die JAK2/Rho-Kinase-Achse in der Leberfibrose. JAK2 wurde 

AT1R-abhängig in den glatten Gefäßmuskelzellen identifiziert, wobei die Aktivie-

rung von JAK2 durch die Phosphorylierung an den Aminosäureresten 

Tyr1007/1008 zur Zellkontraktion über RhoA und die Rho-Kinase führt. In der Le-

berfibrose ist der RhoA/Rho-Kinase Signalweg auch maßgeblich an der Ausbil-

dung des Krankheitsbildes beteiligt (Klein et al. 2012). Dabei stehen vor allem die 

hepatischen Sternzellen (HSCs) im Fokus, da diese nach ihrer Aktivierung Myo-

fibroblasten-ähnliche Eigenschaften entwickeln, wozu auch die Fähigkeit zur Kon-

traktion zählt. Diese ist Rho-Kinase-vermittelt und verstärkt die portale Hypertonie. 

Letztere ist ein entscheidendes Moment für die Entstehung der Komplikationen der 

Leberzirrhose (Klein et al. 2012). Da die Beteiligung von JAK2 in der hepatischen 

Fibrose bisher nicht untersucht wurde, sollte die Funktion und Lokalisation dieses 

Proteins in der Leber bestimmt werden. 

 

 

 

1.1. Hepatische Expression von AT1R und dessen Effektoren 

 

Um die Relevanz des untersuchten JAK2/Rho-Kinase Signalwegs in der Leber-

fibrose zu evaluieren, wurde die Expression des AT1-Rezeptors und dessen Ef-

fektoren untersucht. Dazu wurden humane gesunde Leberproben mit zirrhotischen 

Leberproben verglichen. In den Tiermodellen Ratte und Maus wurde eine experi-

mentelle Fibrose durch Gallengangsligatur sowie durch CCl4-Intoxikation induziert 

und die Proteinexpression des Lebergewebes mit der Expression der Leberproben 

der entsprechenden Kontrollen verglichen.   
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Abb. IV/1. Hepatische Expression des AT1R und dessen Effektoren in der humanen 
Zirrhose 

 A: mRNA-Expression von AT1R, JAK2, Arhgef1, RhoA und Rho-Kinase bei  
zirrhotischen humanen Leberproben im Vergleich zu gesunden Proben. Das Dia-
gramm zeigt die Mittelwerte ± SEM. 

 B: Quantifizierung der Protein-Spiegel durch Densitometrie von AT1R, JAK2, 
pJAK2, Arhgef1, RhoA, Rho-Kinase und pMoesin bei zirrhotischen humanen Le-
berproben im Vergleich zu gesunden Proben. Das Diagramm zeigt die Mittelwerte 
± SEM. 

 C: Repräsentative Western Blots von AT1R, JAK2, pJAK2, Arhgef1, RhoA, Rho-
Kinase und pMoesin bei zirrhotischen humanen Leberproben im Vergleich zu ge-
sunden Proben. Von jedem Leberhomogenat wurde jeweils 40 µg Protein aufge-
tragen. Als endogene Kontrolle wurde GAPDH verwendet. 
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1.1.1. Expression in der humanen Zirrhose  

 

Im zirrhotischen humanen Lebergewebe sind die mRNA-Spiegel des AT1R und 

dessen Effektoren der JAK2/Rho-Kinase Achse hochreguliert. Während der AT1R 

und sein Effektor Arhgef1 zwar nur einen leichten Anstieg in der Transkription zei-

gen, ist die Expression von JAK2, RhoA und Rho-Kinase im Vergleich zur gesun-

den Leber  jedoch signifikant erhöht (Abb. IV/1.A). Dies lässt vermuten, dass die-

ser Signalweg in der hepatischen Fibrose und Zirrhose aktiviert ist.  

Auf der Proteinebene sieht man schließlich, dass alle AT1R-Effektoren sowie der 

AT1R selber signifikant in der hepatischen Zirrhose beim Menschen ansteigen 

(Abb. IV/1.B,C). JAK2 und Rho-Kinase sind verstärkt aktiviert, was anhand der 

Phosphorylierung von JAK2 (pJAK2) und der Phosphorylierung von Moesin, einem 

Substrat der Rho-Kinase, gezeigt wird. 

Somit weist dies auf eine Beteiligung und eine posttranskriptionelle Regulation des 

JAK2/Rho-Kinase-Signalwegs bei der Leberzirrhose und dessen Komplikationen 

hin. 

 

 

1.1.2. Expression im Rattenmodell  

 

Zur genaueren Untersuchung der Leberfibrose im Tiermodell wurde bei Ratten 

eine vierwöchige Gallengangsligatur (BDL) oder eine 12-wöchige CCl4-Intoxikation 

durchgeführt. Auch hier sieht man einen sehr deutlichen Anstieg der Proteinex-

pression nach der Fibroseinduktion. Sowohl die Expression des AT1Rs, als auch 

die Expression der Effektoren JAK2, Arhgef1, RhoA und Rho-Kinase sind signifi-

kant erhöht. Die Aktivierung des JAK2/Rho-Kinase Signalweges wurde durch die 

Phosphorylierung von JAK2 und Moesin, dem Substrat der Rho-Kinase, unter-

sucht. Dabei zeigt sich, dass neben der vermehrten Expression des gesamten 

JAK2/Rho-Kinase-Signalweges auch eine verstärkte Aktivierung stattfindet (Abb. 

IV/2). Die Proteinexpression des hepatischen AT1R und der JAK2/Rho-Kinase 

Signalkaskade im Rattenmodell ist somit mit den Ergebnissen der humanen Le-

berproben vergleichbar. 
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Abb. IV/2. Hepatische Expression vom AT1R und dessen Effektoren in der experi-
mentellen Fibrose im Rattenmodell 

 A: Quantifizierung der Protein-Spiegel durch Densitometrie von AT1R, JAK2, 
pJAK2, Arhgef1, Rho-Kinase und pMoesin bei Leberproben von gallengangsli-
gierten Ratten im Vergleich zu Proben von scheinoperierten (sham) Tieren. Das 
Diagramm zeigt die Mittelwerte ± SEM. 

 B:. Repräsentative Western Blots von AT1R, JAK2, pJAK2, Arhgef1, Rho-
Kinase und pMoesin bei Leberproben von gallengangsligierten Ratten im Ver-
gleich zu Proben von sham Tieren. Von jedem Leberhomogenat wurde jeweils 
50 µg Protein aufgetragen. Als endogene Kontrolle wurde GAPDH verwendet. 
C: Quantifizierung der Protein-Spiegel durch Densitometrie von AT1R, JAK2, 
pJAK2, Arhgef1, RhoA, Rho-Kinase und pMoesin bei Leberproben von Ratten 
nach CCl4-Intoxikation im Vergleich zu Proben von unbehandelten Tieren. Das 
Diagramm zeigt die Mittelwerte ± SEM. 

 D:. Repräsentative Western Blots von AT1R, JAK2, pJAK2, Arhgef1, RhoA, 
Rho-Kinase und pMoesin bei Leberproben von Ratten nach CCl4-Intoxikation im 
Vergleich zu Proben von unbehandelten Tieren. Von jedem Leberhomogenat 
wurde jeweils 50 µg Protein aufgetragen. Als endogene Kontrolle wurde GAPDH 
verwendet. 
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Abb. IV/3. Hepatische Expression vom AT1R und dessen Effektoren in der experi-
mentellen Fibrose im Mausmodell 

 A: Quantifizierung der Protein-Spiegel durch Densitometrie von AT1R, JAK2, 
pJAK2, Arhgef1, RhoA, Rho-Kinase und pMoesin bei Leberproben von gallen-
gangsligierten Mäusen im Vergleich zu Proben von scheinoperierten (sham) Tie-
ren. Das Diagramm zeigt die Mittelwerte ± SEM. 

 B:. Repräsentative Western Blots von AT1R, JAK2, pJAK2, Arhgef1, RhoA, 
Rho-Kinase und pMoesin bei Leberproben von gallengangsligierten Mäusen im 
Vergleich zu Proben von scheinoperierten (sham) Tieren. Von jedem Leberho-
mogenat wurde jeweils 50 µg Protein aufgetragen. Als endogene Kontrolle wur-
de GAPDH verwendet. 
C: Quantifizierung der Protein-Spiegel durch Densitometrie von AT1R, JAK2, 
pJAK2, Arhgef1, RhoA, Rho-Kinase und pMoesin bei Leberproben von Mäusen 
nach CCl4-Intoxikation im Vergleich zu Proben von unbehandelten Tieren. Das 
Diagramm zeigt die Mittelwerte ± SEM. 

 D:. Repräsentative Western Blots von AT1R, JAK2, pJAK2, Arhgef1, RhoA, 
Rho-Kinase und pMoesin bei Leberproben von Mäusen nach CCl4-Intoxikation 
im Vergleich zu Proben von unbehandelten Tieren. Von jedem Leberhomogenat 
wurde jeweils 50 µg Protein aufgetragen. Als endogene Kontrolle wurde GAPDH 
verwendet. 
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1.1.3. Expression im Mausmodell  

 

Ein weiteres Tiermodell ist die Maus. Bei den Mäusen wurde durch eine zweiwö-

chige Gallengangsligatur (BDL) oder eine vierwöchige CCl4-Intoxikation die Fibro-

se herbeigeführt. Wie bei den Ratten sieht man einen sehr deutlichen Anstieg der 

Proteinexpression der AT1R-Effektoren und des AT1R nach der Fibroseinduktion. 

Wieder ist eine deutliche Aktivierung von JAK2 sowie der Rho-Kinase in den fibro-

tischen Leberproben anhand der JAK2- und Moesin-Phosphorylierung erkennbar 

(Abb. IV/3.).  

Zusammenfassend kann man sagen, dass im Menschen, als auch in Ratte und 

Maus, der JAK2/Rho-Kinase-Signalweg einen wichtige Rolle in der hepatischen 

Fibrose und Zirrhose zu spielen scheint. Daher stellte sich die Frage, in welchen 

Bereichen der erkrankten Leber dieser Signalweg hochreguliert ist. Dazu wurden 

histologische Schnitte angefertigt. 

 

 

1.2. Zelluläre Verteilung von JAK2 und pJAK2 in gesundem und 

fibrotischem Lebergewebe  

 

Einen wichtigen Schritt im JAK2/Rho-Kinase Signalweg stellt die Aktivierung von 

JAK2 durch dessen Phosphorylierung dar. Durch die Detektion von pJAK2 kann 

das Vorkommen des Signalwegs in der Leber bestimmt werden. Daher wurde zur 

Bestimmung der zellulären Verteilung von aktiviertem (pJAK2) und nicht aktivier-

tem JAK2 das Protein mit spezifischen Antikörpern immunhistochemisch auf Ge-

frierschnitten von Lebergewebe angefärbt. Hier wurde wieder gesundes hepati-

sches Gewebe von Mensch, Ratte und Maus mit krankem Lebergewebe vergli-

chen.   

Im Rattenmodell ist nach BDL eine stärke JAK2-Expression im Vergleich zur Kon-

trolle vorhanden, die allerdings nicht signifikant erhöht ist (Abb. IV/4,B). Sonst sieht 

man in allen drei Spezies und allen Fibrosemodellen, dass sowohl JAK2 als auch 

seine aktivierte Form pJAK2, die hier als Protein mit Phosphatresten an den Ami-

nosäuren Tyr1007/1008 vorliegt, in der Zirrhose und Fibrose vermehrt in fibroti-

schen Septen vorkommt (Abb. IV/4.). Dies weist nochmals auf eine Beteiligung von 

JAK2 in der Leberfibrose hin. 



IV. ERGEBNISSE 

 

 

 
73 

 

 

Abb. IV/4. JAK2- und pJAK2-Immunhistochemie in gesundem und fibrotischem Le-
bergewebe 

 A: Quantifizierung der JAK2-Immunhistochemie sowie repräsentative Färbungen 
bei zirrhotischen humanen Leberproben im Vergleich zu gesunden Proben. 

 B: Quantifizierung der pJAK2-Immunhistochemie sowie repräsentative Färbun-
gen bei zirrhotischen humanen Leberproben im Vergleich zu gesunden Proben. 
C: Quantifizierung der JAK2-Immunhistochemie sowie repräsentative Färbungen 
bei fibrotischen Leberproben nach Gallengangsligatur (BDL) oder CCl4-
Intoxikation bei Ratten im Vergleich zu gesunden Proben. 

 D:. Quantifizierung der pJAK2-Immunhistochemie sowie repräsentative Färbun-
gen bei fibrotischen Leberproben nach Gallengangsligatur (BDL) oder CCl4-
Intoxikation bei Ratten im Vergleich zu gesunden Proben. 
E: Quantifizierung der JAK2-Immunhistochemie sowie repräsentative Färbungen 
bei fibrotischen Leberproben nach Gallengangsligatur (BDL) oder CCl4-
Intoxikation bei Mäusen im Vergleich zu gesunden Proben. 

 F: Quantifizierung der pJAK2-Immunhistochemie sowie repräsentative Färbun-
gen bei fibrotischen Leberproben nach Gallengangsligatur (BDL) oder CCl4-
Intoxikation bei Mäusen im Vergleich zu gesunden Proben.  

 Die Größe des Messbalkens beträgt bei allen Bildern 500 µm. 
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1.3. JAK2 wird in aktivierten HSCs phosphoryliert  

 

Aktivierte HSCs sind die Hauptproduzenten der extrazellulären Matrix (ECM) und 

tragen dadurch am meisten zur Ausbildung der fibrotischen Septen bei. Die Vertei-

lung von JAK2 und pJAK2 in der Nähe dieser Bereiche legt die Vermutung nahe, 

dass das Protein vermehrt in HSCs exprimiert und aktiviert wird. Um diese Hypo-

these zu verifizieren wurden Doppelfärbungen an humanen zirrhotischen Leber-

schnitten angefertigt. In grün ist das phosphorylierte JAK2 angefärbt, das mit einer 

Wellenlänge von 488 nm detektiert wurde. Das in rot angefärbte αSMA, das mit 

Licht der Wellenlänge 594 nm angeregt wird, dient als Marker für die aktivierten 

HSCs, da eine erhöhte Expression mit der Differenzierung von den ruhenden 

HSCs zu den kontraktilen MFBs einhergeht. Um die Lage der unterschiedlichen 

Zellen zu markieren, wurden die Zellkerne mit dem Farbstoff Hoechst angefärbt. 

Dadurch sollen auch hepatische Zellen deutlich gemacht werden, die kein αSMA 

exprimieren. Eine Überlagerung der drei Färbungen zeigt, dass pJAK2 vor allem in 

Abb. IV/5. Doppelfärbung von pJAK2 und αSMA in zirrhotischen humanen Leber-
schnitten 

 A: In grün angefärbtes pJAK2 in zirrhotischen humanen Leberschnitten wurde 
bei 488 nm detektiert.  
B: In rot angefärbtes αSMA in zirrhotischen humanen Leberschnitten wurde bei 
594 nm detektiert. 
C: Doppelfärbung von pJAK2 und αSMA inklusive Zellkernfärbung mit dem 
Farbstoff Hoechst 33258 in zirrhotischen humanen Leberschnitten. 
Die Größe des weißen Messbalkens beträgt 20 µm. 
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den αSMA-positiven Zellen, also den aktivierten HSCs, vorkommt (Abb. IV/5.). 

Somit bestätigt dies die Annahme, dass die Phosphorylierung von JAK2 in hepati-

schen Sternzellen, welche die Ursprungszellen der Fibrose sind, stattfindet. 

 

 

1.3.1. Expression von AT1R und dessen Effektoren in 

primären Leberzellen  

 

Um diese Erkenntnisse in vitro zu bestätigen wurden Zellkulturexperimente mit 

primären Zellen, die aus Mäusen isoliert wurden, durchgeführt. Dazu wurde die 

Proteinexpression von primären HSCs mit der Proteinexpression von primären 

Hepatozyten und primären Kupfferzellen verglichen.  

 

 

 

 

Nach dem siebten Tag Kultivierung und Aktivierung durch die Plastikoberfläche 

exprimieren HSCs deutlich mehr AT1R-Effektoren als unmittelbar nach deren Iso-

lation an Tag Null (Abb. IV/6.A). Dies weist auf die Bedeutung des JAK2/Rho-

Kinase-Signalwegs in den MFBs hin. Außerdem kann man gut sehen, dass im 

Vergleich weder in den Hepatozyten noch in den Kupfferzellen die Proteine dieses 

Signalwegs verstärkt exprimiert werden (Abb. IV/6.A,B). Als Ladekontrolle wurde 

β-Aktin verwendet. Da HSCs, MFBs und Hepatozyten unterschiedliche Expres-

Abb. IV/6. Hepatische Proteinexpression in primären Leberzellen aus der Maus 
 A: Western Blots von JAK2, pJAK2, Arhgef1, Rho-Kinase und pMoesin von pri-

mären HSC und Hepatozyten. Die HSC wurden einmal direkt nach der Isolation 
ohne Aktivierung und nach einer Kultivierung von sieben Tagen in ihrem aktivier-
ten Zustand gegen Hepatozyten aufgetragen. Von jedem Zellhomogenat wurde 
jeweils 20 µg Protein aufgetragen. Als endogene Kontrolle diente β-Aktin. 

 B: Western Blots von JAK2, pJAK2, Arhgef1, Rho-Kinase und pMoesin von pri-
mären HSC und Hepatozyten. Die HSC wurden nach einer Kultivierung von sie-
ben Tagen in ihrem aktivierten Zustand gegen Kupfferzellen aufgetragen. Von 
jedem Zellhomogenat wurde jeweils 20 µg Protein aufgetragen. Als endogene 
Kontrolle diente β-Aktin. 
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sionsmuster dieses Proteins aufweisen, konnte hier keine einheitliche Expression 

der Ladekontrolle erreicht werden.  

Dieser Versuch ist ein weiterer Hinweis auf die Bedeutung des JAK2/Rho-Kinase 

Signalwegs in hepatischen Sternzellen. 

 

 

1.4. Die JAK2-Hemmung oder das Fehlen des AT1R verzögert 

die hepatische Fibrogenese 

 

Um die Relevanz der JAK2-Inhibierung in vivo zu untersuchen, wurde in WT-

Ratten mittels Gallengangsligatur eine Leberfibrose induziert und daraufhin der 

JAK2-Hemmer AG490 injiziert.  

Um die Abhängigkeit des JAK2/Rho-Kinase Signalwegs zu untersuchen wurden 

AT1R-/- Mäuse verwendet. Nach Herbeiführung einer Fibrose durch eine vierwö-

chige CCl4-Intoxikation wurde die hepatische Proteinexpression dieser Signal-

kaskade sowie die Fibrosierung des Lebergewebes dieser Tiere mit ebenfalls fibro-

tischen WT-Mäusen verglichen. 

  

 

1.4.1. Hepatische Fibrose, α-SMA- und pJAK2-Immun-

histochemie in BDL-Ratten nach JAK2-Hemmung

  

Zur Fibroseinduktion wurde zunächst eine BDL durchgeführt. Nach einer Woche 

wurden die Ratten zusätzlich eine Woche lang mit dem JAK2-Inhibitor AG490 be-

handelt. Nach der zweiwöchigen Gallengangsligatur mit oder ohne JAK2-

Hemmung wurden die Ratten getötet. Die Lebern wurden untersucht und mit Le-

berproben von scheinoperierten Ratten verglichen. 

Die Bestimmung der Fibrosierung des Lebergewebes erfolgte über die Messung 

des Hydroxyprolingehalts in der Leber. Da die Aminosäure Hydroxyprolin charakte-

ristisch für das Kollagen ist, da es über Wasserstoffbindungen die Quartärstruktur 

stabilisiert, kann sie als Maß für den Kollagengehalt in einem Gewebe und somit 

als Marker des Fibrosegrades verwendet werden. 
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Abb. IV/7. Hepatische Fibrose, α-SMA- und pJAK2-Immunhistochemie in BDL-Ratten 
nach JAK2-Hemmung 

 In allen Diagrammen wurden gallengangsligierte (BDL) Ratten mit scheinoperier-
ten (sham) Ratten verglichen sowie mit BDL-Ratten mit zusätzlicher AG490-
Behandlung. 

 A: Hydroxyprolingehalt im Lebergewebe der jeweiligen Gruppen. Das Diagramm 
zeigt die Mittelwerte ± SEM. 

 B: Quantitative Auswertung der Sirius-Rot Färbung in histologischen Leberschnit-
ten der jeweiligen Gruppen. Das Diagramm zeigt die Mittelwerte ± SEM der posi-
tiv angefärbten Fläche. Die Bilder zeigen repräsentative Ausschnitte der Färbun-
gen je Gruppe. Die Größe des Messbalkens beträgt 500 µm. 

 C: Quantitative Auswertung der αSMA-Färbung in histologischen Leberschnitten 
der jeweiligen Gruppen. Das Diagramm zeigt die Mittelwerte ± SEM der positiv 
angefärbten Fläche. Die Bilder zeigen repräsentative Ausschnitte der Färbungen 
je Gruppe. Die Größe des Messbalkens beträgt 500 µm. 

 D: Quantitative Auswertung der pJAK2-Färbung in histologischen Leberschnitten 
der jeweiligen Gruppen. Das Diagramm zeigt die Mittelwerte ± SEM der positiv 
angefärbten Fläche. Die Bilder zeigen repräsentative Ausschnitte der Färbungen 
je Gruppe. Die Größe des Messbalkens beträgt 500 µm.  
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In den fibrotischen Lebern ist im Vergleich zu den gesunden Lebern scheinoperier-

ter Tiere der Hydroxyprolingehalt erwartungsgemäß stark signifikant erhöht (Abb. 

IV/7.A). Nach einwöchiger AG490-Behandlung ist das Lebergewebe signifikant 

weniger stark fibrosiert.  

Mithilfe der Sirius-Rot Färbung wird das Bindegewebe rot angefärbt und daher 

auch zur Bestimmung der Fibrosierung von Gewebe herangezogen. Anhand der 

Färbungen sieht man sehr deutlich, dass nach Gallengangsligatur eine starke Fi-

brosierung der Leber im Vergleich zur Kontrollgruppe stattfindet. Außerdem zeigt 

sich in der Sirius-Rot Färbung, dass im Vergleich zur BDL-Gruppe die Tiere mit 

dem JAK2-Hemmer weniger Kollagen in der Leber bilden (Abb. IV/7.B).  

Die αSMA-Immunhistochemie dient zur Ermittlung der aktivierten HSCs im Gewe-

be, da sich bei der Aktivierung der HSCs auch deren Zytoskelett verändert, so 

dass sie mehr αSMA exprimieren. In der αSMA-Immunhistochemie zeigt sich nach 

BDL eine verstärkte Färbung, die nach der Behandlung mit AG490 signifikant zu-

rückgeht. Man kann daher annehmen, dass aufgrund der geringeren Anzahl akti-

vierter HSCs auch weniger Fibrose entsteht (Abb. IV/7.C).  

Schließlich zeigt sich in der Immunhistochemie von pJAK2, dass JAK2 vor allem in 

der Fibrose in seinem aktiven phosphorylierten Zustand vorliegt. Durch die Hem-

mung der Phosphorylierung von JAK2 durch AG490 wird die JAK2-Aktivierung 

rückgängig gemacht (Abb. IV./7.D).  

Alle diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine Hemmung der JAK2-

Phosphorylierung zur verminderten Kollagenakkumulation, verzögerten Fibrosie-

rung des Lebergewebes und einer verringerten Aktivierung der HSCs führt. 

 

 

1.4.2. Hepatische Proteinexpression und Fibrose in  

AT1R
-/-

 und WT-Mäusen nach CCl4-Intoxikation 

  

Zur Herbeiführung einer hepatischen Fibrose wurden sowohl WT-Mäuse als auch 

AT1R-/- Mäuse einen Monat lang einer CCl4-Intoxikation unterzogen. 

Die AT1R-/- Mäuse zeigen im Vergleich zu WT-Tieren eine verringerte Fibroseent-

wicklung, wie man anhand des Hydroxyprolingehalts und der Sirius-Rot Färbung 

sehen kann (Abb. IV/8.A,B). Auch auf Proteinebene sind die Spiegel der AT1R-

Effektoren JAK2, Arhgef1, RhoA und Rho-Kinase bei den Knockout-Tieren ernied-

rigt. Zudem findet weniger Aktivierung von JAK2 und Rho-Kinase, hier gemessen 



IV. ERGEBNISSE 

 

 

 
79 

an der Phosphorylierung von JAK2 (pJAK2) sowie der Phosphorylierung des Rho-

Kinase Substrats Moesin  (pMoesin), statt (Abb. IV/8.C). Daraus kann man schlies-

sen, dass der JAK2/Rho-Kinase Signalweg tatsächlich über den AT1R induziert 

wird, da bei Fehlen des Rezeptors die Expression der JAK2/Rho-Kinase Signalweg 

Komponenten in der Leberfibrose in geringerem Maße als bei den WT-Mäusen 

hochreguliert wird. Die verlangsamte Fibroseentwicklung unterstreicht außerdem 

die Bedeutung des Rezeptors und dessen abhängigen JAK2/Rho-Kinase Signal-

wegs im Krankheitsverlauf. 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. IV/8. Hepatische Proteinexpression und Fibrose in AT1R
-/-

 und WT-Mäusen nach 
CCl4-Intoxikation 

 A: Hydroxyprolingehalt im Lebergewebe von WT-Mäusen nach CCl4-Intoxikation 
im Vergleich zu AT1R-/- Mäusen nach CCl4-Intoxikation. Das Diagramm zeigt die 
Mittelwerte ± SEM. 

 B: Quantitative Auswertung der Sirius-Rot Färbung in histologischen Leberschnit-
ten von WT-Mäusen nach CCl4-Intoxikation im Vergleich zu AT1R-/- Mäusen nach 
CCl4-Intoxikation. Das Diagramm zeigt die Mittelwerte ± SEM der positiv ange-
färbten Fläche. Die Bilder zeigen repräsentative Ausschnitte der Färbungen je 
Gruppe. Die Größe des Messbalkens beträgt 500 µm. 

 C: Western Blots von JAK2, pJAK2, Arhgef1, RhoA, Rho-Kinase und pMoesin bei 
Leberproben von WT-Mäusen nach CCl4-Intoxikation im Vergleich zu Proben von 
AT1R-/- Mäusen nach CCl4-Intoxikation. Von jedem Leberhomogenat wurde je-
weils 50 µg Protein aufgetragen. Als endogene Kontrolle wurde β-Aktin verwen-
det. 
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1.4.3. Hepatische αSMA-, JAK2- und pJAK2-Immunhisto-

chemie in AT1R
-/-

 und WT-Mäusen nach CCl4-

Intoxikation  

 

Da in den fibrotischen AT1R-/- Mäusen die Proteinexpression des JAK2/Rho-

Kinase Signalwegs und die Fibrosierung der Leber im Vergleich zum WT vermin-

dert sind, stellt sich die Frage, welche Rolle dabei die Aktivierung der HSCs spielt. 

Deshalb wurde dies in den Lebern fibrotischer AT1R-/- Mäuse untersucht und mit 

Leberproben von WT-Mäusen verglichen.  
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Abb. IV/9. Hepatische αSMA-, JAK2 und pJAK2-Immunhistochemie in AT1R
-/-

 und WT-
Mäusen nach CCl4-Intoxikation 

 A: Quantitative Auswertung der αSMA-Färbung in histologischen Leberschnitten 
von WT-Mäusen nach CCl4-Intoxikation im Vergleich zu AT1R-/- Mäusen nach 
CCl4-Intoxikation. Das Diagramm zeigt die Mittelwerte ± SEM der positiv ange-
färbten Fläche. Die Bilder zeigen repräsentative Ausschnitte der Färbungen je 
Gruppe in zwei Vergrößerungen. Die Größe des Messbalkens der oberen Bilder 
beträgt  500 µm, der Maßbalken der unteren Bilder 100 µm. 
B: Quantitative Auswertung der JAK2-Färbung in histologischen Leberschnitten 
von WT-Mäusen nach CCl4-Intoxikation im Vergleich zu AT1R-/- Mäusen nach 
CCl4-Intoxikation. Das Diagramm zeigt die Mittelwerte ± SEM der positiv ange-
färbten Fläche. Die Bilder zeigen repräsentative Ausschnitte der Färbungen je 
Gruppe in zwei Vergrößerungen. Die Größe des Messbalkens der oberen Bilder 
beträgt  500 µm, der Maßbalken der unteren Bilder 100 µm.  

 C: Quantitative Auswertung der pJAK2-Färbung in histologischen Leberschnitten 
von WT-Mäusen nach CCl4-Intoxikation im Vergleich zu AT1R-/- Mäusen nach 
CCl4-Intoxikation. Das Diagramm zeigt die Mittelwerte ± SEM der positiv ange-
färbten Fläche. Die Bilder zeigen repräsentative Ausschnitte der Färbungen je 
Gruppe in zwei Vergrößerungen. Die Größe des Messbalkens der oberen Bilder 
beträgt  500 µm, der Maßbalken der unteren Bilder 100 µm. 
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Im Lebergewebe der AT1R-/- Mäuse wurden geringere Mengen an αSMA detektiert 

als im WT (Abb. IV/9.A). Das zeigt, dass  in den Lebern der WT-Tiere mehr HSCs 

vorliegen bzw. stärker aktiviert sind. Weiterhin stellt sich die Frage nach der Be-

deutung von JAK2 im Lebergewebe. Auch in der Immunhistochemie von JAK2 und 

pJAK2 ist eine verminderte Expression und Aktivierung in Mäusen ohne AT1R er-

kennbar (Abb. IV/9.B,C). All das erhärtet die Theorie, dass die AT1R-vermittelte 

Aktivierung von JAK2 auch in vivo eine bedeutsame Rolle in der hepatischen Fib-

rogenese spielt. 

 

1.5. Die Stimulation des AT1R aktiviert JAK2 in HSCs in vivo 

  

Um den JAK2/Rho-Kinase Signalweg noch genauer zu untersuchen, sollte der 

AT1R gezielt stimuliert werden. Da Ang II auch über einen längeren Zeitraum und 

bei Körpertemperatur stabil ist, wurden in Ratten und in Mäusen osmotische Mini-

pumpen eingesetzt, die zwei Wochen lang kontinuierlich den AT1R-Agonisten  

Ang II abgaben.  

 

1.5.1. Hepatische Proteinexpression nach Ang II-Gabe in 

Ratten  

 

Die Ang II-Gabe über eine Woche bewirkt eine verstärkte Expression des AT1Rs 

und dessen nachgeschalteten Signalwegs. Die Expression des AT1R, JAK2,  

Arhgef1, RhoA und Rho-Kinase sind signifikant erhöht. Zudem sieht man eine sehr 

deutliche Aktivierung von JAK2 und Rho-Kinase über die Detektion von pJAK2 und 

dem phosphorylierten Substrat der Rho-Kinase, pMoesin (Abb. IV/10.). Somit 

scheint die Stimulation des AT1R eine Hochregulierung des JAK2/Rho-Kinase  

Signalwegs zu bewirken. Dies ist ein weiterer Hinweis auf die AT1R-Abhängigkeit 

des JAK2/Rho-Kinase Signalwegs. 
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1.5.2. Hepatische Fibrose, Protein- und pJAK2-Expres-

sion in AT1R
-/-

 und WT-Mäusen nach Ang II-Gabe

  

Um zu untersuchen, ob wirklich die Ang II-Gabe den AT1R-vermittelten Signalweg 

reguliert oder die Expression der nachgeschalteten Komponenten über einen an-

deren Rezeptor erfolgt, wurden AT1R-/- Mäuse mit Ang II behandelt und mit WT-

Mäusen verglichen. 

Tatsächlich kann man sehen, dass eine Kollagenakkumulation, gemessen an dem 

Hydroxyprolingehalt im Lebergewebe, nur in den behandelten WT-Mäusen stattfin-

det. In den AT1R-/- Mäusen dagegen bleibt der Hydroxyprolingehalt auch nach  

Ang II-Infusion unverändert (Abb. IV/11.A). Auf Proteinebene sieht man ebenfalls 

keine Veränderung der Expression und Aktivierung der nachgeschalteten Ef-

fektoren des AT1R (Abb. IV/11.B). Die Auswertung der Immunhistochemie von 

pJAK2 zeigt darüber hinaus eine verstärkte Aktivierung von JAK2 nur in den WT-

Mäusen nach Ang II-Gabe. In den AT1R-/- Mäusen ist keine signifikant erhöhte 

Phosphorylierung erkennbar (Abb. IV/11.C). 

Diese Experimente verdeutlichen die Abhängigkeit der untersuchten Proteine, ins-

besondere JAK2, von der Stimulation des AT1R. Ohne den Rezeptor erfolgt keine 

Induktion des JAK2/Rho-Kinase Signalwegs. Während die Gabe von Ang II in den 

Abb. IV/10. Hepatische Proteinexpression nach Ang II-Gabe in Ratten 
 A: Quantifizierung der Protein-Spiegel durch Densitometrie von AT1R, JAK2, 

pJAK2, Arhgef1, RhoA, Rho-Kinase und pMoesin bei Leberproben von Ratten 
nach zweiwöchiger Ang II-Gabe im Vergleich zu Proben von unbehandelten Tie-
ren. Das Diagramm zeigt die Mittelwerte ± SEM. 

 B:. Repräsentative Western Blots von AT1R, JAK2, pJAK2, Arhgef1, RhoA, Rho-
Kinase und pMoesin bei Leberproben von Ratten nach zweiwöchiger Ang II-Gabe 
im Vergleich zu Proben von unbehandelten Tieren. Von jedem Leberhomogenat 
wurde jeweils 50 µg Protein aufgetragen. Als endogene Kontrolle wurde β-Aktin 
verwendet. 

  



IV. ERGEBNISSE 

 

 

 
83 

WT Mäusen eine leichte Fibrosierung des Lebergewebes hervorruft, hat die Ang II 

Infusion in AT1R-/- Mäusen keinen Effekt auf den Hydroxyprolingehalt. 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Abb. IV/11. Hepatische Fibrose, Protein- und pJAK2-Expression in AT1R
-/-

 und WT-
Mäusen nach Ang II-Gabe 

 A: Hydroxyprolingehalt im Lebergewebe von AT1R-/- Mäusen mit und ohne Ang 
II-Behandlung sowie von WT-Mäusen nach Ang II-Gabe im Vergleich zu WT-
Mäusen  ohne Behandlung. Das Diagramm zeigt die Mittelwerte ± SEM. 

 B: Western Blots von JAK2, pJAK2, Arhgef1 und pMoesin bei Leberproben von 
AT1R-/- Mäusen nach zweiwöchiger Ang II-Gabe im Vergleich zu Proben von un-
behandelten AT1R-/- Mäusen. Von jedem Leberhomogenat wurde jeweils 50 µg 
Protein aufgetragen. Als endogene Kontrolle wurde β-Aktin verwendet. 

 C: Quantitative Auswertung der pJAK2-Färbung in histologischen Leberschnitten 
der jeweiligen Gruppen. Das Diagramm zeigt die Mittelwerte ± SEM der positiv 
angefärbten Fläche. Die Bilder zeigen repräsentative Ausschnitte der Färbungen 
je Gruppe. Die Größe des Messbalkens beträgt 500 µm.  

 



IV. ERGEBNISSE 

 

 

 
84 

+ Ang II + Ang II + AG490

p
J
A

K
2
  
IH

C
S

ir
iu

s
 R

o
t 

F
ä
rb

u
n

g

Hydroxyprolingehalt

+ AngII + AngII + AG490
0

100

200

300

400

*

(0.7 mg/kg*d) (0.7 mg/kg*d)  (1 mg/kg*d)

µ
g

/g
 L

e
b

e
r

Sirius-Rot Färbung

AngII AngII + AG490
0.0

0.1

0.2

0.3

*

(0.7 mg/kg*d) (0.7 mg/kg*d)  (1 mg/kg*d)

p
o

s
it

iv
e
 F

ä
rb

u
n

g
/F

lä
c
h

e
 (

%
)

pJAK2 Immunhistochemie

+ AngII + AngII + AG490
0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

***

(0.7 mg/kg*d) (0.7 mg/kg*d)  (1 mg/kg*d)

p
o

s
it

iv
e

 F
ä

rb
u

n
g

/F
lä

c
h

e
 (

%
)

+ Ang II          + Ang II + AG490

αSMA

GAPDH

42 kD

37 kD

A

B

C

D

 

 

 

 

Abb. IV/12.  Hepatische Fibrose, αSMA- und Proteinexpression in WT-Ratten nach  
Ang II-Gabe mit oder ohne JAK2-Hemmung 

 A: Hydroxyprolingehalt im Lebergewebe von Ratten, die zwei Wochen lang mit 
Ang II behandelt wurden, und Ratten, die in der zweiten Woche zusätzlich täglich 
eine AG490-Injektion erhalten haben. Das Diagramm zeigt die Mittelwerte ± SEM. 

 B: Quantitative Auswertung der Sirius-Rot Färbung in histologischen Leberschnit-
ten von Ratten, die zwei Wochen lang mit Ang II behandelt wurden, und Ratten, 
die in der zweiten Woche zusätzlich täglich eine AG490-Injektion erhielten. Das 
Diagramm zeigt die Mittelwerte ± SEM der positiv angefärbten Fläche. Die Bilder 
zeigen repräsentative Ausschnitte der Färbungen je Gruppe. Die Größe des 
Messbalkens beträgt  500 µm. 

 C: Quantitative Auswertung der pJAK2-Färbung in histologischen Leberschnitten 
von Ratten, die zwei Wochen lang mit Ang II behandelt wurden, und Ratten, die in 
der zweiten Woche zusätzlich täglich eine AG490-Injektion erhielten. Das Dia-
gramm zeigt die Mittelwerte ± SEM der positiv angefärbten Fläche. Die Bilder zei-
gen repräsentative Ausschnitte der Färbungen je Gruppe. Die Größe des Mess-
balkens beträgt  500 µm. 

 D: Western Blot von αSMA im Lebergewebe von Ratten, die zwei Wochen lang 
mit Ang II behandelt wurden, und Ratten, die in der zweiten Woche zusätzlich 
täglich eine AG490-Injektion erhielten. Von jedem Leberhomogenat wurde jeweils 
50 µg Protein aufgetragen. Als endogene Kontrolle wurde GAPDH verwendet. 
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1.5.3. Hepatische Fibrose, αSMA- und Proteinexpression 

in WT-Ratten nach Ang II-Gabe mit oder ohne 

JAK2-Hemmung 

 

Um den Effekt der JAK2-Hemmung in der AT1R-vermittelten Fibrose zu untersu-

chen, wurde den Ratten zusätzlich zur Ang II-Behandlung der JAK2-Inhibitor 

AG490 in der zweiten Woche injiziert. Nach dieser Behandlung verringerte sich der 

hepatische Hydroxyprolingehalt um 18% im Vergleich zur Gruppe, der ausschließ-

lich Ang II verabreicht wurde (Abb. IV/12.A). Die anhand der Sirius-Rot Färbung 

gemessene Kollagenakkumulation im Lebergewebe verringert sich sogar um etwa 

60% (Abb. IV/12.B). Außerdem ist die Phosphorylierung von JAK2 hoch signifikant 

gehemmt (Abb. IV/12.C). Auch die hepatische αSMA-Expression ist vermindert, 

was für eine geringere Aktivierung der HSCs nach der JAK2-Hemmung spricht 

(Abb. IV/12.D). Dies bezeugt die Abhängigkeit des JAK2/Rho-Kinase Wegs von 

der Stimulation des AT1R. 

 

 

1.6. Einfluss der JAK2-Hemmung auf die Hämodynamik 

 

Eine schwere Komplikation in der Leberzirrhose ist die portale Hypertonie. Es soll-

te untersucht werden, wie eine Hemmung des JAK2/Rho-Kinase Wegs durch den 

JAK2-Inhibitor AG490 zur Veränderung der Hämodynamik in zirrhotischen Lebern 

beiträgt. Dazu wurden wieder die Modelle Gallengangsligatur und CCl4-Inhalation 

zur Zirrhose-Induktion in Ratten gewählt.  

 

 

1.6.1. Effekt von AG490 auf die portale Hämodynamik und 

den mittleren arteriellen Druck in zirrhotischen 

Ratten in vivo 

 

Um den Effekt der JAK2-Hemmung auf die Hämodynamik zirrhotischer Ratten zu 

untersuchen, wurden vor AG490-Gabe und eine Stunde nach Verabreichung des 

Inhibitors der Portaldruck und der mittlere arterielle Druck gemessen. Zur Berech-

nung des hepatischen Widerstandes wurden zu Beginn kolorierte Mikrosphären 

injiziert, die sich im Organismus verteilen konnten. Nach Gabe von AG490 wurden 
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60 min die Drücke aufgezeichnet, bis dann erneut Mikrosphären injiziert wurden. 

Die Unterscheidung der Mikrosphären vor und nach JAK2-Inhibition erfolgte durch 

die Verwendung verschiedener Farben.  

Es zeigt sich, dass der erhöhte Portaldruck in den zirrhotischen WT-Ratten durch 

die Gabe von AG490 signifikant gesenkt wird (Abb. IV/13.A). Auch der hepatische 

Gefäßwiderstand nimmt sowohl in BDL- wie auch in CCl4-Ratten deutlich ab 

(Abb.IV/13.B). Der mittlere arterielle Druck verändert sich nach JAK2-Hemmung in 

beiden Fibrosemodellen jedoch nicht (Abb. IV/13.C). Dies bestätigt die Annahme, 

dass der JAK2/Rho-Kinase Signalweg maßgeblich an der Kontraktion der Sternzel-

len, die neben der vermehrten Kollagenproduktion verantwortlich für den behinder-

ten Blutfluss durch die Leber ist, beteiligt ist.  
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Abb. IV/13.  Effekt von AG490 auf die portale und systemische Hämodynamik in zirrho-
tischen Ratten in vivo 

 A: Portaldruck in zirrhotischen BDL- und CCl4-Ratten vor und nach JAK2-
Hemmung. 

 B: Hepatischer Gefäßwiderstand in zirrhotischen BDL- und CCl4-Ratten vor und 
nach JAK2-Hemmung. 

 C: Mittlerer arterieller Druck in zirrhotischen BDL- und CCl4-Ratten vor und nach 
JAK2-Hemmung. 



IV. ERGEBNISSE 

 

 

 
87 

 

 

1.6.2. Effekt von AG490 und AT1R-Blockade auf den he-

patischen Widerstand in Ratten in situ 

 

Um einen genaueren Einblick auf den Einfluss der JAK2-Hemmung in der Leber zu 

erhalten, wurde eine in situ Leberperfusion durchgeführt. Anhand dieser kann die 

Durchblutung des Lebergewebes gemessen werden. Zur Vorkontraktion wurde 

dazu zunächst der AT1R-Agonist Ang II gegeben. Durch die Stimulation des AT1R 

werden die kontraktilen AT1R-abhängigen Signalwege induziert, was schließlich 

zur Kontraktion der Sternzellen und somit zu einem erhöhten intrahepatischen Wi-

derstand führt. Während bei den unbehandelten WT-Ratten keine Erhöhung des 

Drucks stattfindet, steigt der Druck der zirrhotischen CCl4-Ratten von 12 mmHg auf 

22 mmHg (Abb. IV/14.A). Dies ist mit den ruhenden Sternzellen in der gesunden 

Leber zu erklären, die keine kontraktilen Eigenschaften besitzen. Die aktivierten 

Sternzellen in der geschädigten Leber sind allerdings in der Lage durch ihre Kon-

traktion den schon erhöhten Portaldruck weiter zu steigern. Gibt man nach der 

Vorkontraktion den JAK2-Inhibitor AG490 in die Leber, so sinkt der Druck abhängig 

von der verabreichten Dosis in den zirrhotischen Ratten. Somit erhält man eine 

sigmoidale Dosis-Wirkungskurve des Perfusionsdrucks (Abb. IV/14.B). Dies belegt, 

dass die Hemmung von JAK2 den intrahepatischen Widerstand in der Zirrhose 

senken kann. Dagegen zeigt AG490 in der gesunden Leber keine Wirkung. Der 

Druck bleibt wie schon nach der Vorkontraktion mit Ang II auch nach JAK2-

Hemmung unverändert (Abb. IV/14.B). Dies weist ebenfalls auf die Bedeutung des 

JAK2/Rho-Kinase Signalwegs in aktivierten Sternzellen hin, die nur in der zirrhoti-

schen Leber vorliegen. Um die Bedeutung des AT1R noch genauer zu evaluieren 

wurde nach der Vorkontraktion mit Ang II in zirrhotische Lebern der AT1R-Blocker 

Losartan gegeben. Dies bewirkt eine starke Senkung des Portaldrucks von 157% 

auf 90% des Basaldrucks vor der Vorkontraktion. Der danach verabreichte JAK2-

Hemmer AG490 hat danach keinen Einfluss mehr auf den Druck und den intrahe-

patischen Widerstand (Abb. IV/14.C). Dies belegt, dass der JAK2/Rho-Kinase Sig-

nalweg von dem AT1R abhängt. Nach dessen Blockade zeigt eine JAK2-

Hemmung keine Wirkung mehr, was dafür spricht, dass diese Signalkaskade durch 

den stimulierten AT1R aktiviert wird.  
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Abb. IV/14.  Effekt von AG490 und Losartan auf den hepatischen Widerstand in Ratten in 

situ 
 A: Perfusionsdruck vor und nach Vorkontraktion mit Ang II in zirrhotischen CCl4-

behandelten und unbehandelten Kontroll-Ratten (sham). 
 B: Leberperfusion mit ansteigenden Konzentrationen des JAK2-Inhibitors AG490 

in zirrhotischen CCl4-behandelten und unbehandelten Kontroll-Ratten (sham). 
 C: Leberperfusion mit ansteigenden Konzentrationen des JAK2-Inhibitors AG490 

nach AT1R-Blockade mit Losartan in zirrhotischen CCl4-behandelten Ratten. 
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2. Rolle von bArr2 in der AT1R-vermittelten Fibrose  

 

Es konnte bereits gezeigt werden, dass bArr2 über GRK2 den AT1R durch Phos-

phorylierung entkoppelt und dadurch die Signaltransduktion über die nachgeschal-

teten Proteine, wie z.B. die JAK2/Rho-Kinase-Achse, unterbindet (Lefkowitz 1998). 

Allerdings ist das an den Rezeptor gebundene bArr2 über die Aktivierung von klei-

nen Kinasen wie Ras und Raf1 bis hin zur Phosphorylierung von ERK1/2 selber in 

der Lage eine Fibrose zu induzieren (Kim et al. 2005). Wie genau dieser Signalweg 

reguliert ist und wie er im Gleichgewicht mit der JAK2/Rho-Kinase-Signalkaskade 

steht sollte hier untersucht werden. 

 

 

2.1. Expression der bArr2/ERK-Achse im Mausmodell 

  

Die experimentelle Fibrose wurde bei den WT-Mäusen durch eine zweiwöchige 

Gallengangsligatur (BDL) oder eine vierwöchige CCl4-Intoxikation herbeigeführt. In 

den fibrotischen Mäusen sieht man einen signifikanten Anstieg des bArr2-

Proteinspiegels sowie eine erhöhte Aktivierung von ERK1/2 sowohl nach Gallen-

gangsligatur als auch nach CCl4-Intoxikation (Abb. IV/15.). Dies zeigt, dass bArr2 

eine Rolle in der Fibrose spielt und der alternative Signalweg über die Aktivierung 

von ERK hochreguliert wird.  
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Abb. IV/15. Expression der bArr2/ERK-Achse im Mausmodell 
 A: Western Blots von bArr2, ERK1/2 und pERK1/2 in Leberproben von Mäusen 

nach Gallengangsligatur (BDL) im Vergleich zu Proben von scheinoperierten 
(sham) Tieren. Von jedem Leberhomogenat wurde jeweils 50 µg Protein aufge-
tragen. 

 B: Western Blots von bArr2, ERK1/2 und pERK1/2 in Leberproben von Mäusen 
nach CCl4-Intoxikation im Vergleich zu Proben von unbehandelten Tieren. Von 
jedem Leberhomogenat wurde jeweils 50 µg Protein aufgetragen. 
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2.2. Expression und Aktivierung von ERK1/2 in fibrotischen 

AT1R
-/-

 Mäusen 

 

Da bArr2 auch andere Rezeptoren, wie z.B. den µ-Opioid-Rezeptor, entkoppeln 

kann (Kovoor et al. 1997), wurde die Abhängigkeit des bArr2/ERK-Signalwegs 

durch die Untersuchung von AT1R-/- Mäusen bestimmt, die zuvor mit CCl4 behan-

delt wurden. Dabei konnte man sehen, dass die Proteinexpression von ERK in der 

Leber auch nach Fibroseinduktion nur gering erhöht ist. Außerdem fand keine 

vermehrte ERK1/2-Aktivierung in der Leber statt, was durch die Messung des 

phosphorylierten Proteins gemessen werden konnte (Abb. IV/16.). Dies deutet da-

rauf hin, dass der bArr2/ERK-Signalweg hauptsächlich AT1R-vermittelt ist, da ohne 

den AT1R keine vermehrte Aktivierung von ERK1/2 stattfindet.  

 

ERK1/2

pERK1/2

Kontrolle              CCl4

40/42 kD

40/42 kD

AT1R-/- Mäuse

 

 

 

2.3. Stimulation des AT1R entkoppelt den JAK2/Rho-Kinase-

Signalweg vom Rezeptor in vitro  

 

Um zu untersuchen, was im JAK2/Rho-Kinase und bArr2/ERK Signalweg ge-

schieht, wenn der AT1R vermehrt stimuliert wird, wurden Zellkulturexperimente mit 

der humanen HSC-Linie LX2 durchgeführt. Die Zellen wurden mit dem AT1R-

Agonisten Ang II in ansteigenden Konzentrationen (10-7M, 10-6M, 10-5M) drei Tage 

lang inkubiert. Wie erwartet, konnte schon bei einer geringen Stimulation des 

AT1R ein deutlicher Anstieg in der JAK2-Phosphorylierung gemessen werden. Wie 

schon gezeigt, führt eine Stimulation des AT1R zu einer Aktivierung des 

JAK2/Rho-Kinase-Signalweges und dadurch auch zu einer erhöhten Phosphorylie-

rung von JAK2.  

Abb. IV/16.  Expression und Aktivierung von ERK1/2 in fibrotischen AT1R
-/-

 Mäusen 
Western Blots von ERK1/2 und pERK1/2 in Leberproben von AT1R-/- Mäusen 
nach CCl4-Intoxikation im Vergleich zu Proben von unbehandelten AT1R-/- Mäu-
sen. Von jedem Leberhomogenat wurde jeweils 50 µg Protein aufgetragen. 
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Allerdings sank die Aktivierung von JAK2 mit ansteigender Ang II-Konzentration 

ab. Im Gegenzug dazu stieg die bArr2-Expression an (Abb. IV/17.). Dies legt die 

Vermutung nahe, dass eine übermäßige Stimulation des AT1R zu einer Entkopp-

lung des JAK2/Rho-Kinase Signalwegs vom AT1R durch bArr2 führt. 

 

 

 

 

2.4. Ang II-Gabe und JAK2-Hemmung in bArr2
-/-

 Mäusen  

 

Stimuliert man den AT1R in Mäusen, denen bArr2 fehlt, müsste der JAK2/Rho-

Kinase Signalweg vermehrt stimuliert werden, ohne dass es zur Entkopplung die-

ser Signalkaskade vom Rezeptor kommt. Demnach müsste auch eine JAK2-

Hemmung eine deutliche Auswirkung auf die hepatische Fibrogenese haben. 

Diese Annahme wurde mit einer Ang II-Gabe über osmotische Minipumpen über 

zwei Wochen und einer einwöchigen AG490-Injektion in bArr2-/- Mäusen unter-

sucht.  

 

 

 

 

Abb. IV/17. Proteinexpression von bArr2 und pJAK2 in LX2-Zellen nach Ang II-Gabe 
 Western Blot von bArr2 und pJAK2 in LX2-Zellen. Die Zellen wurden drei Tage 

lang in Medium inkubiert, das verschiedene Konzentrationen Ang II enthielt 
(10-7M, 10-6M, 10-5M) und mit der unbehandelten Kontrolle verglichen. Von jedem 
Zellhomogenat wurde jeweils 20 µg Protein aufgetragen. Als endogene Kontrolle 
diente GAPDH. 
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2.4.1. Fibrose und HSC-Aktivierung nach AT1R-Stimula-

tion und JAK2-Hemmung 

 

In den bArr2-/- Mäusen ist nach der AT1R-Stimulation durch Ang II-Gabe eine ver-

mehrte Kollagenakkumulation im Lebergewebe und eine signifikante HSC-

Aktivierung durch die Detektion des αSMA-Gehalts messbar (Abb. IV/18.). Nach 

Hemmung der JAK2-Aktivierung mit dem Inhibitor AG490 können diese Effekte 

wieder rückgängig gemacht werden. Sowohl der Hydroxyprolingehalt wie auch die 

Intensität der αSMA-Färbung sinken signifikant auf das Niveau der Kontrollgruppe 

ohne Behandlung (Abb. IV/18.). 
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Abb. IV/18.  Fibrose und HSC-Aktivierung nach AT1R-Stimulation und JAK2-Hemmung 
 A: Hydroxyprolingehalt im Lebergewebe von bArr2-/- Mäusen, die zwei Wochen 

lang mit Ang II behandelt wurden und bArr2-/- Mäusen, die in der zweiten Woche 
zusätzlich täglich eine AG490-Injektion erhielten im Vergleich zur unbehandelten 
Kontrollgruppe. Das Diagramm zeigt die Mittelwerte ± SEM. 

 B: Quantitative Auswertung der αSMA-Färbung in histologischen Leberschnitten 
von bArr2-/- Mäusen, die zwei Wochen lang mit Ang II behandelt wurden und 
bArr2-/- Mäusen, die in der zweiten Woche zusätzlich täglich eine AG490-Injektion 
erhielten im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe. Das Diagramm zeigt die 
Mittelwerte ± SEM der positiv angefärbten Fläche. Die Bilder zeigen repräsentati-
ve Ausschnitte der Färbungen je Gruppe. Die Größe des Messbalkens beträgt  
500 µm.  
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2.4.2. Expression des JAK2/Rho-Kinase-Signalwegs nach 

AT1R-Stimulation und JAK2-Hemmung 

 

Auch auf der Proteinebene sieht man die Veränderung des Expressionsmusters 

der nachgeschalteten AT1R-Effektoren. Nach Ang II-Behandlung ist der 

JAK2/Rho-Kinase Signalweg und vor allem pJAK2 deutlich hochreguliert. Nach der 

JAK2-Hemmung sinkt die Arhgef1- und Rho-Kinase-Expression (Abb. IV/19.). Das 

zeigt, dass die Expression dieser Proteine von der JAK2-Phosphorylierung abhän-

gig ist. Außerdem führt das Fehlen von bArr2 zur verstärkten Aktivierung der 

JAK2/Rho-Kinase-Achse, da keine Entkopplung von dem AT1R stattfinden kann. 
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Abb. IV/19. Expression des JAK2/Rho-Kinase-Signalwegs nach AT1R-Stimulation und 
JAK2-Hemmung in bArr2

-/-
 Mäusen 

 Western Blots von JAK2, pJAK2, Arhgef1 und Rho-Kinase bei Leberproben von 
bArr2-/- Mäusen, die zwei Wochen lang mit Ang II behandelt wurden und bArr2-/- 
Mäusen, die in der zweiten Woche zusätzlich täglich eine AG490-Injektion erhal-
ten haben im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe. Von jedem Leberho-
mogenat wurde jeweils 50 µg Protein aufgetragen. Als endogene Kontrolle wurde 
GAPDH verwendet. 
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V. DISKUSSION 

 

 

1. Charakterisierung von JAK2 in der hepatischen Fibrogenese  

 

JAK2 ist ein Protein der Janus-Kinase Familie und als wichtiger Vermittler von Sig-

nalwegen von hämatopoetischen Zytokinen und Hormonen bekannt (Imada & Le-

onard 2000, Gadina et al. 2001). Kürzlich wurde gezeigt, dass Ang II seinen AT1R-

abhängigen kontraktilen Effekt in den vaskulären glatten Gefäßzellen (VSMCs) 

durch die Phosphorylierung von JAK2 und des Nukleotidaustauschfaktors für Rho-

A, Arhgef1, entfaltet. Dabei führt die Stimulation des AT1R durch Ang II zuerst zur 

Phosphorylierung von JAK2 und infolgedessen über den Nukleotidaustausch-

Faktor Arhgef1 zur Aktivierung von RhoA, was im weiteren Verlauf über den Rho-

Kinase Signalweg schließlich in der Zellkontraktion resultiert (Guilluy et al. 2010, 

Abb. I/7.). In dieser wegweisenden Veröffentlichung beschreiben die Autoren die 

Verbindung zwischen der AT1R-Stimulation und dem RhoA/Rho-Kinase Signalweg 

in arteriellen VSMCs als einen potenziellen Mechanismus für die arterielle Hyper-

tension (Guilluy et al. 2010).  

Die in vivo und in vitro Ergebnisse dieser Arbeit zeigen die Bedeutung der AT1R-

abhängigen JAK2-Aktivierung in der hepatischen Fibrose und Entwicklung der por-

talen Hypertension im Tiermodell und im Menschen. Diese Entdeckungen werden 

mittels verschiedener Versuchsansätze durch die Verwendung unterschiedlicher 

Fibrosemodelle sowie durch pharmakologische und genetische Modulation in den 

Tiermodellen gestützt. 

 

 

1.1. JAK2 wird in der Leberfibrose aktiviert 

 

Die hepatische Fibrose ist die Folgeerkrankung einer chronischen Schädigung der 

Leber. Das Renin-Angiotensin-System (RAS) ist maßgeblich an der Entwicklung 

der progressiven Fibrose in verschiedenen Geweben, wie z.B. in Herz, Niere, Lun-

ge und in der Leber, hauptsächlich durch die AT1R-Stimulation durch Ang II, invol-

viert (Bataller et al. 2003, Ma et al. 2010, Wolf 2008, Uhal et al. 2012). Im Falle der 

chronischen Leberschädigung ist die Aktivierung des RAS ein wichtiges Charakte-

ristikum der progressiven Lebererkrankung (Bosch & Garcia-Pangan 2000, Ben-



V. DISKUSSION 

 

 

 
96 

vegnu et al. 2004,  Bataller & Brenner 2005, Gressner & Weiskirchen 2006). In die-

ser Arbeit konnte im Menschen und im Tiermodell eine JAK2-Aktivierung bei der 

Zirrhose bzw. experimentellen Fibrose nachgewiesen werden. Durch die Verwen-

dung spezifischer Antikörper ließ sich die Phosphorylierung an den Aminosäuren 

Tyr1007/1008, die genau im Aktivierungsbereich des JAK2-Moleküls lokalisiert sind 

(Feng et al. 1997), detektieren. JAK2 kann jedoch auch an weiteren Aminosäu-

reresten phosphoryliert werden. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Phosphory-

lierung an Tyr221, Tyr637, Tyr813, Tyr868, Tyr966, Tyr972 und Tyr1007/1008 die 

Kinasefunktion von JAK2 aktiviert, während eine Phosphorylierung an den Resten 

Serin523, Tyr119, Tyr317, Tyr570 und Tyr913 die inaktive Konformation begünstigt 

(Argetsinger et al. 2004, Feener et al. 2004, Mazurkiewicz-Munoz et al. 2006, 

Robertson et al. 2009, Argetsinger et al. 2010). Da diese Phosphorylierung von 

JAK2 wesentlich für dessen Regulation ist, wäre auch eine Untersuchung anderer 

Phosphorylierungsstellen, welche die Aktivierung von JAK2 hemmen, in den fibroti-

schen Leberproben interessant. Neben der vermehrten Aktivierung von JAK2 sind 

jedoch auch alle anderen Komponenten des für die Leber postulierten JAK2/Rho-

Kinase Signalweges hochexprimiert. Es konnte gezeigt werden, dass die Rho-

Kinase vor allem über die Stimulation des AT1R durch Ang II aktiviert wird (Tre-

bicka et al. 2007, Hennenberg et al. 2007). Die Ergebnisse dieser Arbeit bestäti-

gen, dass dieser Mechanismus ebenfalls in der Leber vorliegt. Zusätzlich scheint 

eine Beteiligung von JAK2 in dieser Signalkaskade vorzuliegen. 

 

 

1.2.  JAK2 wird in Myofibroblasten-ähnlichen HSCs exprimiert 

und aktiviert  

 

In dieser Arbeit wurde unter anderem die Expression des JAK2/Rho-Kinase-

Signalwegs in frisch isolierten und nicht aktivierten, wie auch in Zellkultur-aktivier-

ten HSCs, also MFBs, untersucht. Dabei konnte man sehr deutlich sehen, dass 

JAK2 und die nachgeschaltete Rho-Kinase nur in MFBs aktiviert wird. Da der Anteil 

von HSCs nur etwa 15% des Lebergewebes ausmacht (Bataller & Brenner 2001) 

wurde diese Signalkaskade auch in Hepatozyten, die den Hauptbestandteil der 

Leber darstellen, überprüft. Zur Bedeutung von JAK2 in Hepatozyten gibt es wider-

sprüchliche Aussagen. Kürzlich wurde gezeigt, dass eine Hepatozyten-spezifische 

Deletion von JAK2 in Mäusen vor NASH und Glukoseintoleranz schützt (Shi et al. 
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2012). Demnach könnte eine Hemmung von JAK2 auch in Hepatozyten einen posi-

tiven Effekt haben und die Pathogenese der Leberfibrose minimieren. Eine andere 

Arbeit, die ebenfalls mit Mäusen durchgeführt wurde, deren Hepatozyten kein JAK2 

exprimieren, zeigt jedoch, dass das Fehlen von JAK2 die Ansammlung von Fett in 

der Leber induziert (Sos et al. 2011). Auch in der vorliegenden Arbeit konnten wir 

weder eine Expression von JAK2 noch von pJAK2 in Hepatozyten detektieren. 

Somit scheinen Hepatozyten zumindest in unseren Modellen keine Rolle in der 

JAK2/Rho-Kinase Signalkaskade zu spielen. 

Als weiterer hepatischer Zelltyp wurden Kupfferzellen untersucht. Kupfferzellen 

sind residente Lebermakrophagen, die in den Lebersinusoiden fremde Partikel 

phagozytieren und bei inflammatorischen Ereignissen eine Rolle spielen (Adams et 

al .2010). Ebenso wie Hepatozyten exprimieren auch Kupfferzellen die Komponen-

ten des JAK2/Rho-Kinase Signalwegs nicht. Zudem konnte pJAK2 in den hier ge-

zeigten Tiermodellen nicht in den inflammatorischen Infiltraten von Gewebeschnit-

ten nachgewiesen werden. Folglich findet in der Leber eine JAK2-Phosphorylierung 

vornehmlich in den aktivierten HSCs und nicht in den anderen Zelltypen statt. Zu-

sätzlich konnte in den in vivo Versuchen demonstriert werden, dass die Zellen, in 

denen JAK2 an Tyr1007/1008 phosphoryliert ist, tatsächlich myofibroblastische 

HSCs sind, da pJAK2 in immunhistochemischen Färbungen in fibrotischen Septen 

detektiert wurde. Außerdem bestätigten Kolokalisationsexperimente, dass αSMA-

positive Zellen, also HSCs, die aktivierte Form von JAK2 exprimieren, während 

αSMA-negative Zellen (z.B. Hepatozyten) kein pJAK2 aufweisen. Die Phosphory-

lierung von JAK2 ist maßgeblich an der Aktivierung der HSCs und somit an der 

hepatischen Fibroseentwicklung beteiligt. Die Untersuchungen in dieser Arbeit kon-

zentrieren sich somit auf den JAK2/Rho-Kinase Signalweg.  

Allerdings können die Effekte, die durch den JAK/STAT Signalweg hervorgerufen 

werden, auch eine Rolle in der Leberzirrhose spielen. Dies wurde unter anderem 

für die Transdifferenzierung der HSCs, die Ischämie/Reperfusion in der geschädig-

ten Leber, das hepatozelluläre Karzinom und die Steatohepatitis gezeigt (Freitas et 

al. 2010, Lakner et al. 2010, Gu et al. 2011, Sos et al. 2011, Yu et al. 2011, Shi et 

al. 2012). Nach einer Aktivierung der JAK/STAT-Signalkaskade sah man bei-

spielsweise eine verstärkte Migration der Endothelzellen und eine erhöhte Tumori-

genese (Zhuang et al. 2012). Daher sollten in Zukunft auch die sinusoidalen En-

dothelzellen auf den JAK2/Rho-Kinase Signalweg untersucht werden, um die Wir-

kung der JAK2-Hemmung genauer einschätzen zu können. 
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1.3. Die JAK2-Aktivierung erfolgt AT1R-abhängig  

 

Es konnte gezeigt werden, dass der AT1R viele der physiologischen Prozesse von  

Ang II vermittelt und vor allem in der Kontrolle der Ang II-induzierten vaskulären 

Funktionen wichtig ist (Matsusakt & Ichikawa 1997). Die Aktivierung des AT1R trägt 

aber auch maßgeblich zur Leberfibrose bei (Bataller et al. 2003). In den fibroti-

schen Lebern von AT1R
-/-

 Mäusen konnte neben der verringerten Expression von 

Arhgef1, RhoA, Rho-Kinase sowie einer verminderten Rho-Kinase Aktivierung auch 

weniger Phosphorylierung von JAK2 im Vergleich zu WT-Mäusen detektiert wer-

den. Die Aktivierung von JAK2 scheint in der Leberfibrose somit auch AT1R-

abhängig zu sein. Bisher konnte jedoch nicht geklärt werden, wie JAK2 durch den 

AT1R aktiviert wird. Studien zeigten bereits, dass der AT1R einige Eigenschaften 

von Zytokinrezeptoren besitzt, da er auch die Tyrosin-Phosphorylierung vermitteln 

kann (Huckle et al. 1990, Duff et al. 1992, Huckle et al. 1992, Tsuda et al. 1992, 

Molloy et al. 1993). Die Aktivierung des AT1R durch Ang II führt zur Bindung von 

JAK2 an den Rezeptor, weshalb angenommen wurde, dass G-Protein gekoppelte 

Rezeptoren durch die Phosphorylierung verschiedener Proteine auch in der Lage 

sind, intrazelluläre Signalwege zu induzieren, die sonst von Zytokinrezeptoren ge-

nutzt werden (Silvennoinen et al. 1993, Watling et al. 1993, Marrero et al. 1995, 

Berk & Corson 1997, Luchtefeld et al. 2001). Durch Verwendung verschiedenster 

Agonisten und Inhibitoren wurde in VSMCs gezeigt, dass PLC und dessen Signal-

moleküle IP3/Ca
2+

 sowie DAG/PKC essentiell für die Ang II-induzierte JAK2-

Phosphorylierung sind. Außerdem wurde PYK2, eine Ca
2+

/PKC-sensitive Tyrosin-

kinase, identifiziert, die konstitutiv mit JAK2 assoziiert ist. Daher nimmt man an, 

dass vor allem Ca
2+

 und PKC über PYK2 zur AT1R-vermittelten JAK2-Aktivierung 

beitragen (Frank et al. 2002, Abb. V/1.). In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass in den 

Myofibroblasten-ähnlichen HSCs ebenfalls eine JAK2-Aktivierung stattfindet. Die 

aktivierten HSCs besitzen besondere Eigenschaften von kontraktilen Elementen 

wie αSMA (Rockey et al. 1992, Rockey 2003) und Myosin (Saab et al. 2002), die 

Ca
2+

-abhängig wie auch Ca
2+

-unabhängig zur Kontraktion beitragen (Bataller et al. 

2001, Laleman et al. 2001, Yee 2001). Zudem gibt es viele Hinweise darauf, dass 

Ca
2+

-Signalkaskaden durch die Aktivierung der MLCK die HSC-Kontraktion regulie-

ren (Pinzani et al. 1992, Bataller et al. 1998, Yee 2001, Reynaert et al. 2002): Lig-

anden, wie z.B. Ang II, Thrombin und Endothelin-1, die einen vorübergehenden 
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Abb. V/1. 

Schematischer Überblick über den 
hypothetischen AT1R-abhängigen 
Signalweg der JAK2-Aktivierung 
[eigene Darstellung, modifiziert 
nach Frank et al. 2002, Bernstein 
& Fuchs 2010] 

Nach der Stimulation des AT1R 
durch seinen Agonisten Ang II 
kommt es G-Protein-abhängig zur 
Aktivierung von PLC. Durch die da-
rauffolgende Freisetzung von DAG 
und Ca

2+ 
wird ein Signal an PYK2 

gesendet, was wiederum zur Aktivie-
rung von JAK2 führt. 

Abkürzungen: AT1R = Angiotensin II 
Typ 1-Rezeptor; PLC = Phos-
pholipase C; IP3 = Inosi-
toltriphosphat; DAG = Diazylgly-
zerol; Ca

2+
 = Kalzium; PKC = 

Proteinkinase C; PYK2 = Protein 
Tyrosin Kinase 2 

Anstieg der zytosolischen Ca
2+

-Konzentration verursachen, stimulieren ebenfalls 

die Sternzellkontraktion (Pinzani et al. 1992, Kawada et al. 1993, Pinzani et al. 

1996, Thimgan & Yee 1999, Bataller et al. 2000, Saab et al. 2002). Darüber hinaus 

korreliert die Expression der membranständigen Ca
2+

-Kanäle, der Ca
2+

-Einstrom 

und die erhöhte zytosolische Ca
2+

-Konzentration mit einer Reduktion der HSC-

Oberfläche (Bataller et al. 1998, Bataller et al. 2001, Gasull et al. 2001). Zudem 

können Inhibitoren der Ca
2+

-abhängigen MLCK das Ausmaß der Kontraktion von 

Kollagen-Gelen, worauf HSCs kultiviert werden, vermindern (Yanase et al. 2003, 

Laleman et al. 2007). Basierend auf diesen Erkenntnissen kommt die Ca
2+

-

abhängige Phosphorylierung von JAK2 in HSCs durchaus in Betracht. 
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1.4. Eine Hemmung von JAK2 verlangsamt die Fibrogenese 

 

Die systemische Aktivierung des RAS ist ein einheitlicher Befund in der fortge-

schrittenen Zirrhose (Bosch & Garcia-Pagan 2000, Benvegnu et al. 2004, Hennen-

berg et al. 2008). Die RAS-Aktivierung bewirkt eine Natrium-Retention in der Niere, 

was in späteren Krankheitsstadien zur Bildung von Aszites führt, aber auch zur 

Einleitung, Aufrechterhaltung und Steigerung der inflammatorischen und fibrogenen 

Prozesse in der Leber. Dabei kommt den hepatischen Sternzellen eine Schlüssel-

rolle zu (Friedman 2008). Es ist fraglich, ob, wie hier gezeigt, die systemische RAS-

Aktivierung tatsächlich alleine die hepatische JAK2-Aktivierung bedingt. Allerdings 

muss es einen systemischen Effekt geben, da gezeigt werden konnte, dass eine 

Ang II-Gabe die hepatische Kollagenakkumulation erhöht und die AT1R-abhängige 

JAK2/Rho-Kinase Achse in der Leber aktiviert. Dennoch gibt es vermutlich auch 

parakrine intrahepatische Faktoren, die zu einer Hochregulation der AT1R-

Expression auf aktivierten HSCs beitragen und zur Entstehung von lokalem Ang II 

mit anschließender Phosphorylierung von JAK2 führen, wie es schon für oxidativen 

Stress und den IKK/RelA Signalweg gezeigt werden konnte (Bataller et al. 2003, 

Oakley et al. 2009). In verschiedenen Tiermodellen und im Menschen konnte ge-

zeigt werden, dass die hepatische Fibrose mit einer gesteigerten JAK2-Expression 

und Aktivierung assoziiert ist. Umgekehrt kann die Entwicklung der Leberfibrose 

durch die Hemmung von JAK2 durch die Gabe des JAK2-Inhibitors AG490 verzö-

gert werden. Eine stetige exogene Ang II-Infusion (Bataller et al. 2005, Moreno et 

al. 2009) erhöht dagegen die Kollagenakkumulation in der Leber und die HSC-

Aktivierung. Die vermehrte AT1R-Stimulation mit Ang II führt in dieser Arbeit zu 

einer verstärkten Expression des hepatischen JAK2/Rho-Kinase-Signalwegs. Zu-

dem entwickelt sich auch eine leichte hepatische Fibrose in den Tiermodellen, wo-

bei dies jedoch in den AT1R
-/-

Mäusen nicht der Fall ist. Das unterstreicht erneut die 

Bedeutung des AT1R für die Pathogenese der Fibrose. Trotzdem wird JAK2 mög-

licherweise auch noch durch verschiedene Zytokine oder verschiedene begleitende 

pathologische Bedingungen in der Leber aktiviert (Freitas et al. 2010, Gu et al. 

2011, Sos et al. 2011, Yu et al. 2011, Shi et al. 2012).  

Zur JAK2-Hemmung wurde in vitro und in vivo der JAK2-Inhibitor AG490 verwen-

det. Er gehört zu den Tyrphostinen, die eine neue Klasse der Protein-

Tyrosinkinase-Hemmer darstellen. Normalerweise sind die Moleküle dieser Klasse 
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gegen die Kinase-Substrate gerichtet (Levitzki & Gilon 1991), wobei einige dieser 

Komponenten jedoch hoch selektiv wirken (Levitzki & Gazit 1995). In vivo zeigten  

WT-Ratten nach Ang II-Behandlung oder Gallengangsligatur einen Rückgang der 

Fibrose sowie eine verminderte HSC-Aktivierung. Diese Ergebnisse belegen die 

Beteiligung von JAK2 an der Fibrogenese. Doch auch hier kann nicht ausgeschlos-

sen werden, dass neben dem postulierten JAK2/Rho-Kinase Signalweg auch die  

Beeinflussung der JAK/STAT-Kaskade Anteil an der Fibroseregression hat. Die 

Leber ist die Hauptquelle für zirkulierende Plasmaproteine und daher das primäre 

Ziel für die Metabolisierung und Wirkung des peripher freigesetzten Zytokins IL-6 

(Castell et al. 1988, Gabay & Kushner 1999). Zusammen mit Cortisol kann IL-6 die 

Angiotensinogen- und Fibrogen-Synthese stimulieren (Fuller & Zhang 2001, Ray et 

al. 2002). In Hepatozyten aktiviert IL-6 den JAK/STAT-Signalweg. Die erhöhte An-

giotensinogen-Produktion führt wiederum zu mehr Substraten für das aktivierte 

RAS (Brasier et al. 2002). Kürzlich wurde auch gezeigt, dass in MHCC97H, einer 

humanen HCC-Zelllinie, Ang II die Produktion angiogenetischer Faktoren teilweise 

über den AT1R/JAK2/STAT3/SOCS3-Signalweg induziert (Ji et al. 2012). Daher 

hat eine JAK2-Hemmung in der Leber möglicherweise auch über andere Signal-

kaskaden einen Einfluss auf die Lebererkrankung.  

 

 

1.5. Der erhöhte intrahepatische Widerstand in der Fibrose kann 

durch eine JAK2-Hemmung vermindert werden 

 

Rund 75% der Leberdurchblutung gelangt durch die Portalvene in das Organ (Rey-

naert et al. 2002). Während die Ca
2+

-abhängigen Signalwege vor allem in den 

VSMCs eine Rolle spielen, scheinen die kleinen GTPasen mit ihren Rho-

Signalwegen in den myofibroblastischen Zellen einen Einfluss auf deren Kontrolle 

zu haben (Somlyo & Somlyo 2000, Yee et al. 2001). In dieser Arbeit konnte gezeigt 

werden, dass die JAK2-Expression und Aktivierung hauptsächlich in den HSCs 

stattfindet, was sowohl bei der Kollagenproduktion als auch der Regulation des 

intrahepatischen Blutflusses eine zentrale Rolle spielt. Mehrere Gruppen haben 

gezeigt, dass, im Gegensatz zu der extrahepatischen Situation, die kontraktilen 

Zellen in der Leber hyperreaktiv sind und dadurch den intrahepatischen Widerstand 

durch eine dynamische Komponente, die empfänglich für pharmakologische Modu-

lationen ist, erhöht. Die Aktivierung der Rho-Kinase über RhoA ist ausschlagge-

bend in diesem Zusammenhang und beschränkt sich hauptsächlich auf die HSCs 
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(Zhou et al. 2006, Trebicka et al. 2007, Trebicka et al. 2009, Trebicka et al. 2010, 

van Beuge et al. 2011a, van Beuge et al. 2011b, Klein et al. 2012). Durch das spe-

zifische Targeting von HSCs mit einem Rho-Kinase-Inhibitor war es möglich die 

Fibroseentwicklung zu verlangsamen und die Zellkontraktion zu verringern (van 

Beuge et al. 2011a, van Beuge et al. 2011b, Klein et al. 2012). Diese Arbeit identifi-

ziert JAK2 als eine wichtige Komponente für die Rho-Kinase Aktivierung. Eine 

JAK2-Hemmung in zirrhotischen Ratten bewirkte einen signifikant erniedrigten Por-

taldruck sowie einen verminderten Perfusionsdruck in der Leber. Dieser Effekt war 

augenscheinlich AT1R-abhängig, da Ang II als Stimulus verwendet wurde. In ge-

sunden Ratten sah man dagegen keinen Effekt auf den intrahepatischen Wider-

stand und auch nach AT1R-Blockade senkte die JAK2-Hemmung den intrahepati-

schen Widerstand in zirrhotischen Tieren nicht weiter. Insgesamt zeigen diese Er-

gebnisse, dass die JAK2-Hemmung AT1R-abhängig erfolgt und der vermittelte 

Signalweg in der erkrankten Leber zur Erhöhung des intrahepatischen Widerstan-

des beiträgt. Die Verabreichung des JAK2-Inhibitors ist daher ein möglicher Thera-

pieansatz zur Behandlung der portalen Hypertension und Leberzirrhose.  

 

 

 

2. Charakterisierung von bArr2 in der hepatischen Fibrogenese  

 

Bisher wurde die AT1R-Desensibilisierung durch bArr2 nur in Zusammenhang mit  

einer extrahepatischen Gefäßkontraktion bei einer Leberschädigung untersucht. 

Dabei konnte bei CCl4-behandelten Ratten eine verminderte Antwort auf Ang II in 

Gefäßen beobachtet werden, was der vermehrten Entkopplung der kontraktilen 

Signalkaskaden vom AT1R durch bArr2 zugeschrieben wird (Hennenberg et al. 

2009). Außerdem fungiert bArr2 durch die Komplexierung von Ras und Raf1 als 

Gerüstprotein und führt dadurch zur ERK1/2-Aktivierung (DeFea et al. 2000, Luttrell 

et al. 2001, Thomas & Qian 2003, Ahn et al. 2009, Kim et al. 2009). Diese Arbeit 

zeigt erstmals, dass bArr2 auch einen Effekt auf die Leberfibrose ausübt und in 

Verbindung mit der Entkopplung des JAK2/Rho-Kinase-Signalweges vom AT1R 

steht.  

 

 

 



V. DISKUSSION 

 

 
103 

 

 

2.1.  Die bArr2/ERK-Achse wird in der hepatischen Fibrose größten-

teils AT1R-abhängig hochreguliert  

 

In der experimentellen Fibrose sind bArr2 und ERK1/2 sowie dessen aktivierte 

Form pERK1/2 hochexprimiert. Durch die vermehrte Stimulation des AT1R kommt 

es zu einer verstärkten Internalisierung des Rezeptors. Die erhöhte bArr2-

Expression bei der experimentellen Fibrose weist auf eine AT1R-Desensibilisierung 

in dieser Situation hin. Auch in AT1R
-/-

Mäusen ist die ERK1/2-Expression leicht 

erhöht. Studien an mutierten AT1R, an denen keine G-Proteine ankoppeln können, 

zeigten, dass die bArr2-vermittelte ERK-Aktivierung auch bei Abwesenheit einer G-

Protein-Aktivierung stattfinden kann (Wei et al. 2003). Allerdings kann in dieser 

Arbeit keine vermehrte Phosphorylierung von ERK1/2 in den Lebern von AT1R
-/-

Mäusen detektiert werden. Das spricht wiederum für einen hauptsächlich AT1R-

abhängigen Mechanismus in der hepatischen Fibrose. Mit Hilfe von Untersuchun-

gen der Protease-aktivierten Rezeptoren fand man heraus, dass die bArr-

vermittelte MAPK-Aktivierung nicht die DNA-Synthese oder Zellteilung stimuliert, 

jedoch zur Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts und Chemotaxis führt und auch 

zur Migration beiträgt. Dazu komplexiert bArr ERK1/2 am leitenden Ende von ver-

schiedenen Zellen während der Zellmigration (DeFea et al. 2000, Ge et al. 2003, 

Ge et al. 2004). Daher ist eine Beteiligung bei der HSC-Aktivierung, die auch mit 

einer morphologischen Umwandlung der Zelle einhergeht, wahrscheinlich. Außer-

dem werden immer mehr 7TMR bekannt, die ERK durch einen G-Protein/bArr-

vermittelten Weg phosphorylieren (Kjim et al. 2005, Gesty-Palmer et al. 2006, Kara 

et al. 2006, Shenoy et al. 2006, Luttress & Gesty-Palmer 2010). Dabei unterschei-

det sich jedoch die Rolle von bArr1: Manche 7TMR benötigen beide bArr-Isoformen 

um ERK zu aktivieren, während bei anderen Rezeptoren, zu denen auch der AT1R 

gehört, bArr1 die Wirkung von bArr2 antagonisiert (Ahn et al. 2004). Daher wäre 

auch das Expressionslevel von bArr1 in fibrotischen Lebern interessant und sollte 

untersucht werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit beweisen die Abhängigkeit des 

bArr2/ERK-Signalweges vom AT1R in der experimentellen Fibrose. 
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2.2.  Nach einer starken AT1R-Stimulation entkoppelt bArr2 den 

JAK2/Rho-Kinase Signalweg in HSCs  

 

Der AT1R und seine kontraktilen Signalwege wurden bisher vor allem in VSMCs 

näher untersucht. Da er wie bereits gezeigt auch in der Leber vor allem in den 

HSCs vorkommt und zur Pathogenese der Fibrose beträgt, wurde der Effekt der 

AT1R-Stimulation auf die bArr2-Expression in vitro untersucht. Ansteigende Kon-

zentrationen des AT1R-Agonisten Ang II führen in der humanen LX2-Zelllinie zu 

einer ansteigenden Expression von bArr2. Je mehr der Rezeptor stimuliert wird, 

desto stärker muss er entkoppelt werden und umso mehr bArr2 wird in der Zelle 

benötigt. Im Gegenzug dazu sinkt die Aktivität von JAK2, wenn die Zellen in höhe-

ren Ang II-Konzentrationen inkubiert werden. Somit ist eine enorm starke Rezeptor-

Aktivierung mit einer übersteigerten Entkopplung der G-Protein-abhängigen Sig-

nalwege verbunden. Andere Arbeiten zeigten, dass bArr2 stark an das Serin-

Threonin-Leucin-Motiv im zytoplasmatischen Teil des AT1R bindet (Hunyady et al. 

1994, Smith et al. 1998, Oakley et al. 2000, Oakley et al. 2001). Diese starke Bin-

dung führt dazu, dass bArr2 mit dem Rezeptor assoziiert bleibt, wenn dieser in En-

dosomen internalisiert wird (Thomas & Qian 2003). Daher muss vermutlich mehr 

bArr2 bei einer erhöhten AT1R-Stimulation exprimiert werden. Es ist nicht klar, ob 

das detektierte bArr2 frei im Zytosol oder am AT1R-gebunden in Endosomen vor-

liegt. Daher sollten weitere Experimente zur Klärung dieser Frage in Betracht ge-

zogen werden. Insgesamt lässt sich aus diesen Ergebnissen schließen, dass zu 

Beginn einer Leberfibrose, wenn das RAS noch nicht so stark aktiviert ist, die Akti-

vierung der HSCs eher durch den JAK2/Rho-Kinase-Signalweg bestimmt ist. Im 

weiteren Verlauf, wenn das RAS überaktiviert ist und große Mengen an Ang II bil-

det, wird die Fibrose auch über den bArr2/ERK-Signalweg vermittelt (Abb. V/2.).  

 

 

2.3. Bei Fehlen von bArr2 führt die AT1R-Stimulation durch eine 

JAK2-Aktivierung zur hepatischen Fibrose 

 

In bArr2
-/-

Mäusen, denen zwei Wochen lang über eine osmotische Minipumpe  

Ang II verabreicht wurde, konnte signifikant eine Kollagenakkumulation beobachtet 

werden. Noch deutlicher war jedoch der Anstieg in der αSMA-Expression im hepa-
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tischen Gewebe. Da in diesen Tieren der AT1R nicht mehr entkoppelt werden 

kann, führte die starke Stimulation über die G-Protein-abhängigen Signalwege zu 

einer starken HSC-Aktivierung. Der JAK2/Rho-Kinase-Signalweg war nach Ang II-

Gabe deutlich hochexprimiert. Nach der JAK2-Hemmung mit AG490 sanken die 

Fibrose und die HSC-Aktivierung signifikant. Doch wie bereits diskutiert, ist es 

durchaus möglich, dass auch der JAK/STAT-Signalweg, der ebenfalls durch 

AG490 gehemmt wird, einen Effekt auf die Fibrose hat. Im Hinblick auf die Expres-

sion von Arhgef1 und Rho-Kinase sowie der Aktivierung von JAK2, die nach JAK2-

Hemmung stark vermindert war, kann man allerdings annehmen, dass die anderen 

G-Protein-vermittelten Signalwege unterhalb des AT1R keine größere Relevanz bei 

der hepatischen Kollagenproduktion und somit bei der Fibrosierung der Leber ha-

ben. 

 

 

3. Zusammenspiel von pJAK2 und bArr2 in der hepatischen Fibrose 

 

Betrachtet man die Ergebnisse dieser Studie im Zusammenhang, so lässt sich ab-

schließend sagen, dass sowohl der AT1R-abhängige JAK2/Rho-Kinase-Signalweg 

als auch die bArr2/ERK-Signalkaskade in der Leberfibrose eine Rolle spielen. Da-

bei werden beide Signalwege bei einer Leberschädigung vermehrt exprimiert (Abb. 

V/2). Für den JAK2/Rho-Kinase-Signalweg konnte gezeigt werden, dass er nur in 

den aktivierten HSCs, nicht aber in Hepatozyten oder Kupfferzellen, vorkommt. Da 

auch der AT1R selbst in der hepatischen Fibrose hochexprimiert ist, werden die 

fibrogenen Eigenschaften des JAK2/Rho-Kinase-Signalwegs und des bArr2/ERK-

Signalwegs verstärkt. Nach erhöhter AT1R-Stimulation kommt es erst zur G-

Protein-abhängigen JAK2/Rho-Kinase-Aktivierung. Daraufhin wird der AT1R von 

GRK2 phosphoryliert, wodurch bArr2 an den Rezeptor binden kann und eine weite-

re Signalweiterleitung über die G-Proteine verhindert. Die von bArr2 vermittelte 

Komplexbildung von Kinasen, die schließlich zur ERK1/2-Phosphorylierung führt, 

wird jedoch von GRK5 und GRK6 vermittelt (Kim et al. 2004). Ein möglicher  

Mechanismus ist, dass die Entkopplung des AT1R und die darauf folgende Indukti-

on des bArr2/ERK-Signalwegs zur Fibrogenese beiträgt. Es ist denkbar, dass in der 

gesunden Leber die Aktivierung des JAK2/Rho-Kinase-Signalwegs und die Ent-

kopplung dieses G-Protein-abhängigen Signalwegs in einem Gleichgewicht stehen, 

so dass keine Aktivierung der HSCs stattfindet (Abb. V/2.A,B).  
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Abb. V/2. Überblick über den hypothetischen JAK2/Rho-Kinase- und bArr2/ERK-
Signalweg in der gesunden und fibrotischen Leber [eigene Darstellung] 

 A: In der gesunden Leber aktiviert Ang II nur in geringem Maße den AT1R, so 
dass wenig JAK2 phosphoryliert wird, was wiederum die Rho-Kinase aktiviert. 

 B: Unmittelbar nach der Stimulation wird der AT1R phosphoryliert und durch die 
bArr2-Anbindung die G-Protein-abhängigen Signalwege entkoppelt. 

 C: In der fibrotischen Leber liegt der AT1R vermehrt vor. Außerdem führt das 
überaktive RAS zu einer vermehrten Produktion des Agonisten Ang II. Dadurch 
wird der JAK2/Rho-Kinase Signalweg in starkem Maße induziert. 

 D: Der stimulierte Rezeptor wird auch in der geschädigten Leber phosphoryliert. 
Das an den Rezeptor bindende bArr2 induziert allerdings durch die Komplexie-
rung verschiedener Kinasen die ERK1/2-Phosphorylierung. Außerdem ist auf-
grund der gesteigerten AT1R-Stimulation mit Ang II auch der JAK2/Rho-Kinase-
Signalweg weiterhin aktiv. Zusammen mit der ERK1/2-Aktivierung führt dies 
schließlich zur Aktivierung der Sternzellen, zur Kontraktion und somit zur hepati-
schen Fibrose.  

  



V. DISKUSSION 

 

 
107 

 

Bei einer Leberschädigung führen verschiedenste Faktoren, wie beispielsweise 

auch das überaktivierte RAS, zu einer Veränderung der Expression der JAK2/Rho-

Kinase-Komponenten. Dadurch kann bArr2 den AT1R, der in der Fibrose selber 

auch vermehrt vorliegt, nur noch unvollständig desensibilisieren. Andererseits indu-

ziert bArr2 seinerseits über bestimmte GRKs die Phosphorylierung von ERK1/2, 

was ein weiterer Faktor für die HSC-Aktivierung ist. Zusammen mit dem JAK2/Rho-

Kinase-Signalweg führt die bArr2/ERK-Signalweiterleitung schließlich zur Leber-

fibrose (Abb. V/2.C, D). 

 

 

4. Fazit 

 

Zusammenfassend zeigt die vorliegende Arbeit, dass die JAK2-Expression und 

Aktivierung in aktivierten HSCs in der hepatischen Fibrose erhöht ist. Dabei führt 

eine übermäßig gesteigerte AT1R-Aktivierung durch Ang II zu einer vermehrten 

Expression von bArr2 und zur Induktion des bArr2/ERK-Signalwegs. Die Hemmung 

von JAK2 vermindert die Fibrose und den Portaldruck. Des Weiteren sollte die Rol-

le von JAK2 bei der Aktivierung von Arhgef1 und von bArr2 bei der Entkopplung 

des AT1R von seinen G-Protein-gekoppelten Signalkaskaden, sowie die Induktion 

des hepatischen bArr2/ERK-Signalwegs weiter untersucht werden. 
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VI. AUSBLICK 

 

Zum besseren Verständnis der AT1R-vermittelten kontraktilen Signalwege und de-

ren Rolle in der Leberfibrose und -zirrhose muss in diese Richtung weiter geforscht 

werden.  

Da nicht ausgeschlossen werden kann, dass in HSCs auch der JAK/STAT-Weg ei-

nen Beitrag zur Fibrose leistet, sollte die AT1R-abhängige Aktivierung von Arhgef1 

durch JAK2 genauer betrachtet werden. Dazu können Experimente mit siRNA in 

Erwägung gezogen werden. Auch die Überprüfung der RhoA-Aktivierung durch Arh-

gef1 würde Aufschluss über diese Signalkaskade geben. Des Weiteren könnte man 

die Phosphorylierung von STAT-Proteinen in vivo und in vitro messen, um deren 

Bedeutung beurteilen zu können. 

Auch der bArr2/ERK-Signalweg muss weiter erforscht werden. Da verschiedene 

GRKs an der Regulation der Rezeptor-Desensibilisierung und dem bArr2/ERK-

Signalweg involviert sind, wäre deren Regulation und Expression in der chronischen 

Leberschädigung sowie in den HSCs sehr interessant. Während GRK2 und GRK3 

vor allem an der Rezeptor-Phosphorylierung und der bArr2-Rekrutierung zum AT1R 

beteiligt sind, hängt die ERK1/2-Aktivierung vor allem von GRK5 und GRK6 ab. 

GRK2/3 wirken in diesem Prozess sogar eher hemmend (Kim et al. 2004). Betrach-

tet man die Ergebnisse dieser Arbeit, so kann angenommen werden, dass die Initia-

tion durch GRK5/6 der ERK1/2-Aktivierung neben dem JAK2/Rho-Kinase-Signalweg 

eventuell der Grund für die gesteigerte HSC-Aktivierung ist. Daher sollten in vitro die 

Expressionslevel für die verschiedenen GRKs gemessen werden, um deren Rele-

vanz in der hepatischen Fibrogenese abschätzen zu können. 

Obwohl die Leberfibrose meist asymptomatisch verläuft und nicht lebensbedrohlich 

ist, stellt sie doch eine Krankheit dar, die behandelt werden sollte und muss, da sie 

die Vorstufe einer Reihe von Lebererkrankungen ist, die ohne Therapie schließlich 

zur Leberzirrhose mit den bekannten lebensgefährlichen Komplikationen bis hin zum 

Leberversagen führt. 

Daher sollte die HSC-spezifische Hemmung von JAK2 als eine Therapieoption un-

tersucht werden. Da es bereits Moleküle gibt, die spezifisch an die HSCs binden und 

so einen daran angekoppelten Wirkstoff in die Zellen abgeben können, sollte dies 

auch mit einem JAK2-Inhibitor versucht werden. Durch die Hemmung von JAK2 

ausschließlich in den HSCs können so systemische Nebenwirkungen unterbunden 

werden, da JAK2 in vielen weiteren Signalwegen im Organismus, vor allem über 
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Zytokinrezeptoren, eine bedeutsame Rolle spielt. Vor Kurzem wurden neue JAK2-

Inhibitoren für die Behandlung verschiedener Krankheiten veröffentlicht (Rama-

krishnan et al. 2010, Verstovsek et al. 2010, Lafave & Levine 2012), die auf Grund-

lage dieser neuen Erkenntnisse auch für die Behandlung der Fibrose und portalen 

Hypertension einschließlich eines spezifischen Targetings für HSCs in einem klini-

schen Umfeld in Erwägung gezogen werden können. Ein großer Schritt wäre auch 

die Entdeckung eines Inhibitors, der spezifisch die Nukleotidaustausch-

Eigenschaften von Arhgef1 hemmt.  

Für bArr2 ist bisher kein Inhibitor bekannt. Trotzdem sollte die bArr2/ERK-Achse 

weiter studiert werden um Zielmoleküle zu identifizieren, die zur Fibrose beitragen 

und um dann diese Moleküle zellspezifisch zu inhibieren. Zudem sollte auch ein Fo-

kus auf bArr1 gelegt werden, da das Protein bekanntlich bArr2 bei der AT1R-

vermittelten Signalweitergabe antagonisiert (Ahn et al. 2004). 

Da auch das RAS maßgeblich an der Leberfibrose beteiligt ist, wird auch ein Ansatz 

verfolgt, der dieses System moduliert. Allerdings hat eine ACE-Hemmung zu starke 

Nebenwirkungen, da eine Komplikation bei der fortgeschrittenen Fibrose die Dysre-

gulation des Blutdrucks im Splanchnikus und in der Leber ist. Besser dagegen er-

scheint eine AT1R-Blockade mit Sartanen, die allerdings auch HSC-spezifisch erfol-

gen sollte. 

Abschließend lässt sich festhalten, dass diese Arbeit wichtige Erkenntnisse in der 

Regulation der HSC-Aktivierung und Anhaltspunkte für die Erforschung weiterer da-

ran beteiligter Signalkaskaden liefert. 
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