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1 EINLEITUNG

1.1 Lungenentwicklung

Die Entwicklung der Lunge hat ihren Ursprung im Vorderdarm des Endoderms, einem
Gewebe aus dem viele weitere Organe ihren Urspung finden (Herriges and Morrisey
2014). Sowohl das Uberleben des Vorderdarms, als auch die weitere Differenzierung
steht unter dem Einfluss vieler Transkriptionsfaktorgene, die frithzeitig im Endoderm
gebildet werden (Kuo et al. 1997). Uber eine Vielzahl von Verzweigungen in Kombina-
tion (Koordination) mit GefaBentwicklung entsteht ein baumartiges Geriist aus epitheli-
alen Kanilen, die sich schlieBlich zu Atemwegen und Alveolen differenzieren (Cardoso
und Lii 20006).

Die Lungenentwicklung lésst sich in drei groBe Hauptphasen einteilen: die embryonale,
die fetale und die postnatale Phase (Schittny 2017). Wihrend in der Embryonalphase
die Organogenese stattfindet (Schittny 2017), kommt es in der fetalen Phase zur finalen
Anlage des luftleitenden Bronchialbaums inklusive des gasaustauschenden terminalen
Baumes mit Anlage der Alveolen (Duncker und Kummer 2008). Diese Phase ldsst sich
nochmals unterteilen in eine pseudoglanduldre, eine kanalikuldre und eine sakkuldre
Phase (Schittny 2017). In der postnatalen Phase kommt es schlieBlich zur Ausreifung
der Alveolen und der Mikrovaskularisation und somit zur Ausbildung der adulten Lun-

genstruktur (Duncker und Kummer 2008, Schittny et al. 1998/2008).
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Abb. 1: Ubersicht iiber die Stadien der Lungenentwicklung.

Abbildung modifiziert nach Herriges und Morrisey 2014.

1.1.1 Embryonale und fetale Phase

Sowohl die Lunge als auch die Trachea entwickeln sich aus dem Vorderdarm des En-
doderms. Dieser Prozess beginnt bei der Maus ab dem Embryonaltag E9.5 mit der Aus-
stiilpung von Epithelzellen und somit der Bildung der Trachea sowie zweier Lungen-
knospen.

Im Anschluss daran kommt es zu einem komplexen Verzweigungsprozess, der soge-
nannten pseudoglanduléren Phase (E12.5-E16.5), in dem die beiden Lungenknospen zu
einem baumartigen System aus Luftwegen und terminalen Bronchien heranreifen (Her-
riges und Morrisey 2014). In den beiden darauf folgenden Phasen, der kanalikuldren
(E16.5-E17.5) und der sakkuldren Phase (E18.5-postnataler Tag (p) 5), kommt es zur
weiteren Verzweigung und Verengung der terminalen Bronchien sowie zu der Ausbil-
dung von epithelialen Biindeln, den Sacculi, die letztendlich zu Alveolen heranreifen

und somit die zukiinftige Gasaustauschflidche bilden (Herriges und Morrisey 2014). In



diesen Phasen kommt es also zum Heranreifen der Lungenstruktur und zur Vorberei-
tung auf das extrauterine Leben. Neben dem zunehmenden Heranreifen der Vaskularisa-
tion kommt es zur Reduktion des interstitiellen Gewebes und zur Differenzierung der
Epithelzellen zu Typ I und Typ II Zellen. Ebenso kann eine Groflenzunahme des pul-
monalen Parenchyms sowie ein Ausdiinnen der Septen zwischen den Luftrdumen beo-

bachtet werden (Post und Copland 2002).

Pseudoglandulédre Phase

v " Epithel

Mesoderm

Kanalikuldre Phase

Sakkuldre Phase

Abb. 2: Strukturelle Verinderungen in den verschiedenen Stadien der pulmonalen

Entwicklung.

Pseudoglanduliire Phase (oben), kanalikulire Phase (mitte), sakkuldre Phase (unten).
Abbildung modifiziert nach McGeady et al. 2012.



1.1.2 Die postnatale Phase

Bei der Geburt ist die bisher ausgebildete Lunge noch unreif. Dies beruht auf dem Fakt,
dass die gasaustauschenden Alveolen zu diesem Zeitpunkt noch nicht ausreichend aus-
gebildet sind (Post und Copland 2002). Wéhrend der Alveolarisation kommt es zur
VergroBerung der Gasaustauschfliche durch Aussprossen neuer Septen in den bereits
bestehenden terminalen Luftwegen (Schittny et al. 2008). Der Gasaustausch bei neuge-
borenen Méusen findet also in sogenannten ,,priméren Sacculi statt, welche im Unter-
schied zu den ausgereiften Alveolen glatte und dicke Wénde besitzen und von der Gro-
Be her die der Alveolen iibersteigen (Amy et al. 1977).

Die Wénde der primédren Sacculi besitzen im Gegensatz zu den reifen Alveolen ein
doppeltes Kapillarnetzwerk. Der Beginn des Umbauprozesses findet in den ersten zwei
bis drei Tagen mit der Bildung von Briicken statt, die wie Ausldufer ins Lumen ragen
(Amy et al. 1977). Zu einer erneuten offensichtlichen Verdnderung der Lungenstruktur
kommt es dann am dritten bzw. vierten postnatalen Tag. Zu diesem Zeitpunkt kommt es
zur Ausdehnung der Briicken (sekundiren Septen), die die dickwandigen Primérsepten
der Sacculi in Untereinheiten und Alveolen unterteilen. Durch diese Umbauvorgédnge
wird die Gasaustauschfliche um ein Vielfaches vergroBert (Schittny et al. 1998). Dieses
»Ausreifen® der primiren Sacculi zu Alveolen findet nicht an allen Orten zur selben
Zeit statt, sondern erstreckt sich ca. bis zum vierzehnten postnatalen Tag, an dem die

Lunge ein dhnliches Aussehen zu der Adulten aufweist (Amy et al. 1977).

1.1.3 Die vaskulire Entwicklung der Lunge

Die Entwicklung der vaskuldren Lungenstruktur ist abhéngig von einer Vielzahl an po-
sitiven und negativen Mediatoren, welche in einer feinen Balance zueinander stehen
miissen. Bei den beeinflussenden Molekiilen handelt es sich zum Beispiel um Proteine
der extrazelluldren Matrix, Zelladhdsionsproteine, Wachstumsfaktoren und deren Re-
zeptoren (Warburton et al. 2000).

Frithere Studien vermuteten, dass die GefaB3struktur der Lunge sich zum Zeitpunkt der
Ausbildung der Lungenknospen durch ein Auswandern von bereits existierenden Blut-
gefdflen entwickelt (Angiogenese) (Hislop 2002). DeMello et al. (1997) postulierten,
dass vor allem die proximalen Blutgefdfe sich durch den Prozess der Angiogenese ent-
wickeln, jedoch die peripheren durch den Prozess der Vaskulogenese aus Mesenchym-

zellen hervorgehen und sich mit zentralen Arterien verbinden.



Die Mesenchymzellen um die Lungenknospe herum bilden einen sogenannten vaskulé-
ren Plexus, welcher nach oben hin Kontakt zum Aortenbogen und nach unten mit dem
linken Vorhof aufnimmt. Wéhrend der Verzweigung und Entstehung neuer Atemwege
bildet sich ein neuer Kapillarplexus um jede einzelne neu geformte Lungenknospe her-
um und verbindet sich mit der Lungenzirkulation.

Letztendlich entsteht der GefdBbaum durch steten Umbau, Riickbildung und Angioge-
nese der anfianglich geformten Gefélle nach der Vorlage des Brochialbaumes

(Schittny 2017).

Die pulmonalen Arterien verlaufen parallel zu den Aufzweigungen des Bronchial-
baums, wohingegen die sich spiter ausbildenden Venen an der Oberfliche der Lungen-
segmente intersegmental bzw. interlobuldr im Bindegewebe eingebettet verlaufen
(Duncker 1990).

Hislop und Reid beschrieben in zwei fritheren Arbeiten (1972/1973), dass die préazini-
ren Arterien und Venen bereits in der 16. Schwangerschaftswoche ausgebildet sind,
wohingegen die intraazindren Gefédl3e sich erst spéter ausbilden.

Ein GroBteil sogar wird wie die Alveolarginge und die Alveoli erst nach der Geburt ge-

bildet (Haworth 1995).

Abb. 3: Bildliche Darstellung der Ge-
fapanbindung eines 34-Tage alten

humanen Embryos.

Eigene Abbildung nach Vorlage von
Dr. Susan Hall in Hislop 2002. Pa
(Pulmonalarterie), Pv (Pulmonalvene),
Ao (Aorta), Ab (Aortenbogen), At (Atri-
um), Vd (Vorderdarm), Kn (Kapillar-
netzwerk), Lk (Lungenknospe).




In der weiteren Phase der Lungenentwicklung nach der Geburt sieht man neben der
GroBenentwicklung der Lunge samt ihres Bronchialbaumes und der Ausbildung der Al-
veolen auch eine Verdnderung der vaskuldren Strukturen (Schittny 2017). Die Wand-
starke passt sich den zunehmenden GefaBBdurchmessern postpartal an (Duncker 1990).
Im Unterschied zur adulten Lunge weisen die GefdBe der fetalen Lunge einen sehr viel
hoheren Anteil an muskulidren Zellen und eine stirkere Wanddicke auf (Hislop und
Reid 1972).

Man unterscheidet beim Wandautbau der Arterien einen elastischen Typ und einen
muskuldren Typ. Die Arterien des elastischen Types befinden sich in der herznahen Re-
gion, wohingegen die anschlieBenden Arteriensegmente vom muskuldren Typ sind
(Liillmann-Rauch und Asan 2019).

In Abhidngigkeit von den intravasalen Druckverhéltnissen verdndert sich die Wanddicke
der Arterien. Dementsprechend beobachtet man im fetalen Kreislauf gleiche Druckver-
hiltnisse und eine dhnliche Wandstruktur in der A. pulmonalis samt ihrer grolen Aus-
laufer wie in der Aorta. Das ist vor allem auf den offenen Ductus arteriosus zuriickzu-
fiihren und andert sich erst nach der Geburt (Duncker 1990).

Bei den peripheren kleinen arteriellen Gefdflen hingegen beobachtet man hohe Gefal3-
widerstdnde und niedrige Stromungsfrequenzen. Dies ist auf den muskuldren Typ (und
somit die stiarkere Kontraktilitdt) zuriickzufiihren und fiir die geringe Durchblutung der
Lunge in der Fetalperiode verantwortlich (Hislop und Reid 1972). Bei der Geburt tragen
genau diese peripheren Gefdfle durch Dilatation und somit groBere GefaBdurchmesser
zu dem Widerstandsverlust bei. Als Folge des Verschlusses des Ductus arteriosus und
der Entfaltung und Offnung des pulmonalen GefiiBsystems resultieren hohere Flussraten
und niedrigere Druckverhéltnisse und es kommt zu einem Umbau der GefdBwinde auf
die sehr viel geringere Wanddicke der adulten Pulmonalarterien (Duncker 1990).
Andererseits bekommen auch mit zunehmender Lungengrofe periphere, urspriinglich
muskelfreie Arterien und Venen im Zusammenhang mit einer Zunahme des Durchmes-

sers eine Wand mit komplettem bzw. partiellem Muskelbesatz (Duncker 1990).



1.2 Progenitorzellen der Gefillwand

1.2.1 Stammzellen in der Gefiflwand

Stammzellen werden in der Literatur beschrieben als Zellen, die die Fahigkeit besitzen,
sich selbst zu erncuern und die als Quelle vieler verschiedener anderer Zelllinien dienen
(Warburton et al. 2008).

Stammzellen nehmen eine wichtige Rolle in der Entwicklung und dem adulten Heran-
wachsen (Zhang et al. 2018 a) sowie als therapeutisches Target vieler verschiedener Er-
krankungen (Yang et al. 2017) ein.

Man unterscheidet die embryonalen Stammzellen von den adulten Stammzellen. Bei
den embryonalen Stammzellen handelt es sich um pluripotente Zellen, welche sich un-
begrenzt vermehren (Walter 2015 b) und in alle unterschiedlichen Gewebearten ausdif-
ferenzieren konnen (Jaenisch und Young 2008). Bei den adulten multipotenten oder
unipotenten Stammzellen hingegen ist die Mdglichkeit der Ausdifferenzierung begrenzt
auf bestimmte Gewebearten (Wagers und Weissman 2004, Jaenisch und Young 2008).
Die Bildung eines Gesamtorganismus ist daher nicht mehr moglich.

Eine wichtige Unterscheidung zwischen adulten Stammzellen und embryonalen
Stammzellen oder Tumorzellen wurde von Warburton et al. 2008 aufgezeigt. Adulte
Stammzellen stellen keine unendliche Ressource fiir Reparaturvorginge durch die im
Alter abnehmende Telomerlénge dar.

Demzufolge besitzen die endogenen Stammzellen ab einem bestimmten Punkt im Le-
ben eine limitierte Einsatzmoglichkeit und somit Reparaturmoglichkeit.

Folkman et al. (1989) postulierten vor mehreren Jahrzehnten, dass der Prozess der Ge-
faBneubildung beim Adulten durch Aufkeimen/Sprieflen aus bereits existierenden Gefa-
Ben moglich sei (Angiogenese).

Viele Jahre wurde angenommen, dass die adulten GefiaBwandzellen ausdifferenziert und
somit stillgelegt seien (zur Ubersicht siehe Psaltis und Simari 2015). Dieser Gedanken-
gang verdnderte sich durch angiogenetische Forschung, wobei die Existenz von en-
dothelialen Progenitorzellen (EPCs) im peripheren Blut von Asahara et al. 1997 belegt
wurde.

In vielen darauffolgenden Arbeiten wurde zundchst das Knochenmark als eine Art La-
ger fiir EPCs beschrieben, welche von dort aus mobilisiert und iiber die vaskulire Zir-

kulation zu den Arealen der GefdBBneubildung gebracht werden (Shi et al. 1998).



Doch auch auferhalb des Knochenmarks wurde in weiteren Studien die Existenz von
multipotenten Stammzellen/Progenitorzellen fiir Endothelzellen in der GefdBwand be-
schrieben (Alessandri et al. 2001, Zhang et al. 2018 a). Diese speziellen Stammzellen
wurden als sogenannte ,,vascular wall-resident EPCs (VW-EPCs)*“ bezeichnet (Zengin
et al. 2006, Klein et al. 2010, Psaltis und Simari 2015). Sie nehmen eine entscheidende
Rolle in der GefdBneubildung bei der Entwicklung ein und sind ebenso wichtig in der
Reparatur und Regeneration unter unphysiologischen Konditionen. Dabei wurde der
frithere Gedanke von ausschlieBlich ausdifferenzierten adulten GefdBen grundlegend

iiberarbeitet (Zhang et al. 2018 a).
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Abb. 4: Schichten der Gefifiwand.

Eigene Abbildung nach einer Vorlage aus Liillmann-Rauch und Asan 2019.

Die GefaBwand setzt sich aus drei verschiedenen Schichten zusammen (Psaltis et al.
2011). Die Tunica intima besteht vor allem aus Endothelzellen. Diese kleiden das Inne-
re des GefaBBes aus (Mazurek et al. 2017). Subendothelial befindet sich ein unterschied-
lich stark ausgeprigter bindegewebiger Raum mit wenigen Zellen und der extrazelluli-
ren Matrix (Liilllmann-Rauch und Asan 2019). Die Tunica media wird durch die kon-
zentrisch zu den Endothelzellen verlaufenden glatten Muskelzellen gebildet (Mazurek et
al. 2017).

Als dulerste Schicht verlduft die Tunica adventitia, welche vor allem aus Fibroblasten

(Martinez-Quinones et al. 2018) und Kollagenmaterial aufgebaut ist und z.T. Vasa va-
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sorum sowie Nervenbiindel beherbergt, welche fiir die Kontraktilitit der GefaBwand zu-
standig sind (Liillmann-Rauch und Asan 2019).

Neuere Arbeiten erlangten durch Studien an menschlichen Geweben sowie Tiermodel-
len die Erkenntnis iiber die Existenz von Vorlduferzellen und Stammzellen in allen drei
Schichten der GefdBwand (Zhang et al. 2018 a).

Zengin et al. beschrieben 2006 das Vorkommen von reichlich endothelialen Progenitor-
zellen in einer Zone zwischen den glatten Muskelzellen der Media und Adventitia der
GefiaBwand. Diese Zone bezeichneten sie als ,,Vasculogenic Zone*.

In einer weiteren Studie untersuchten Torsney et al. 2007 atherosklerotische und norma-
le Arterien, welche sie mittels Immunfluoreszenz (fiir Progenitorzellmarker) anférbten.
In diesen Untersuchungen konnten sie das Vorhandensein vaskuldrer Stammzellen in
neointimalen Lasionen sowie der Adventitia belegen. Diese Zellen zeigten ein positives
Féarbemuster fiir die Progenitorzellmarker CD34, Sca-1, c-kit, VEGFR2.

Dariiber hinaus scheint die GefaBwand noch weitere unterschiedliche Typen von Vor-
lauferzellen und Stammzellen mit einer Moglichkeit der Differenzierung in glatte Mus-
kelzellen (SMC) (Hu et al. 2004), Fibroblasten (Klein et al. 2010) und Perizyten
(Howson et al. 2005) zu beherbergen.

Wihrend der initiale Schritt einer Gefédfneubildung (Vaskulogenese) von den Endothel-
zellen ausgeht, sind funktionelle und morphologische Reifungsprozesse auch von Peri-
zyten oder glatten Muskelzellen abhédngig (Carmeliet 2004).

Perizyten beobachtet man in kleinkalibrigen Gefdflen wie z.B. in Arteriolen, Kapillaren
und postkapilliren Venolen, an deren GefdBaulenwand sie anliegen (Armulik et al.
2005). Die Literatur beschreibt verschiedene Arten von Perizyten, die sich in ihrer zel-
luldren Struktur und auch in ihrer Funktion unterscheiden. Sie sollen auch an unter-
schiedlichen Stellen des Kapillarbetts zu finden sein (Martinez-Quinones et al. 2018).
SMCs gehoren ebenso wie die Perizyten zu den stabilisierenden Faktoren eines Ge-
faBnetzwerkes und sind im Gegensatz zu den Perizyten in groBeren Gefdflen zu finden
(Zhang et al. 2018 a).

Der embryonale Ursprung der kontraktilen Elemente wie Perizyten in der GefdBwand
sind hauptsidchlich mesenchymale Zellen (Creazzo et al. 1998).

Aufgabe dieser Zellen ist es, neu durch Vaskulogenese geformte Gefdlle zu stabilisieren
und postnatale Angiogenese, z.B. bei ischdmischen Erkrankungen, zu induzieren.

Diese Stabilitit der Gefdl3e ist essenziell fiir den gewebeabhingigen Blutfluss.



Schichten der GefdBwand

Tunica adventitia

Sub-endotheliale Zone

Vaskulogenetische Zone

Abb. 5: Schichten der Gefifiwand samt der bisher beschriebenen ,,Stammzell-

Nischen*,

Immunhistochemische Fédrbung mit dem Proliferationsmarker PCNA eines grofien Lun-
gengefifies (links). Die rechte Grafik zeigt die verschiedenen Schichten der Gefdfswand

inklusive der bisher beschriebenen Stammzell-Nischen. Eigene Abbildung nach einer

Vorlage von Klein et al. 2010.
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1.3 Charakterisierung des Stammzellmarkers Nestin

1.3.1 Das Intermediirfilament Nestin

Lendahl et al. beschrieben 1990 Nestin, ein Intermedidrfilament (IF) der Klasse VI, als
neuronalen Stamm- und Progenitorzellmarker wéhrend der Entwicklung des zentralen
Nervensystems. Es findet sich auch noch im erwachsenen Gehirn im Zusammenhang
mit der adulten Neurogenese (Bernal und Arranz 2018).

Intermediérfilamente gehdren zu den Hauptkomponenten des Zytoskeletts und nehmen
eine wichtige Rolle als Stiitzgeriist der Zellen ein (Etienne-Manneville 2018). Aktuell
werden sechs verschiedene Typen der Intermedidrfilamentfamilie beschrieben (Bernal
und Arranz 2018). Diese haben einen sehr komplexen Aufbau und sind aus iiber 50 Pro-
teinen zusammengesetzt, welche morphologisch dhnliche Filamente bilden (Bernal und
Arranz 2018). Der grundsitzliche molekulare Aufbau der IFs besteht aus dem N-
terminalen Kopf, einem zentralen stabformigen Mittelteil (a-Helix) sowie einem C-
terminalen Schwanz (Yamagishi et al. 2019).

Das Protein Nestin besitzt im Ganzen ein Molekulargewicht von 240 kD (Wiese et al.

2004) und setzt sich aus 1618 Aminosduren zusammen (Xie et al. 2015).

Molekulare Struktur von Nestin:

AR ,co,“ ok .““' EAR.

) v l' s )
st sl foaanrh

a-helix C-ter

Kopf zentrale Doméne Schwanz

Abb. 6: Schematische Darstellung der molekularen Struktur von Nestin.

Das Intermedidrfilament Nestin teilt das gleiche Bauprinzip wie die anderen IF-
Proteine mit seiner o-helikalen zentralen Domdne (blau), sowie seinem N-terminalen
Kopfteil (rosa) und dem C-terminalen Schwanz (griin). Abbildung modifiziert nach Ber-
nal und Arranz 2018.
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Ein Unterschied zwischen Nestin und den meisten anderen Intermedidrfilamenten be-
ruht auf der Unmdglichkeit der eigenen Polymerisation. Dahingegen kopolymerisiert es
mit anderen Typen der [F-Familie, wie zum Beispiel der Klasse III oder IV (Park et al.
2010). Die Erkldrung fiir diese Unmoglichkeit liegt in dem untypischen kurzen N-
Terminus (,,Kopfteil), welcher bei den anderen IF-Proteinen fiir die Assemblierung
verantwortlich ist (Park et al. 2010). Der untypisch lange C-Terminus hingegen ist fiir
die Interaktion mit anderen Zellbestandteilen, wie Mikrofilamenten und Mikrotubuli,

zustindig (Wiese et al. 2004).

Nestin Monomer Vimentin Monomer
N-ter a-helix C-ter N-ter a-helix C-ter
Kopf zentrale Doméne Schwanz Kopf zentrale Doméne Schwanz

Nestin-Vimentin Dimer

Xt Y

N-ter a-helix C-ter

Abb. 7: Unterschiede im strukturellen Aufbau zwischen Nestin und Vimentin.

Nestin (oben links) weist im Gegensatz zu Vimentin (oben rechts) einen deutlich kiirze-
ren N-Terminus (rosa) und einen dafiir wesentlich lingeren C-Terminus (griin) auf.
Ebenfalls dargestellt die Kopolymerisation von Nestin mit Vimentin (unten). Abbildung
modifiziert nach Bernal und Arranz 2018.
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1.3.2 Vorkommen von Nestin-exprimierenden Zellen in verschiedenen Organen
Nach der Erstbeschreibung 1990 durch Lendahl et al. beschrieben zahlreiche Publikati-
onen ebenso die Expression von Nestin auch in anderen Organen aullerhalb des zentra-
len Nervensystems. Viele Arbeiten belegen das Vorkommen von Nestin in unterschied-
lichen Geweben vielfach als Stamm- oder Progenitorzellen (Bernal und Arranz 2018).
So ist sein Vorkommen in adulten Geweben vor allem in Bereichen mit aktiver Prolife-
ration, Geweberegeneration aber auch Wundheilung belegt worden, wie z.B. im Kno-
chenmark (Méndez-Ferrer et al. 2010), der Niere (Jiang et al. 2015) oder auch dem Ho-
den (Davidoff et al. 2004) oder dem Skelettmuskel (Vaittinen et al. 2001). Aber auch in
der Pathogenese scheint Nestin eine entscheidende Rolle einzunehmen. Aufgrund der
Expression in vielen unterschiedlichen humanen Tumorentititen wird die Frage beziig-
lich der Rolle von Nestin als ein diagnostischer oder prognostischer Marker von Tumo-
ren ausgiebig diskutiert (Krupkova et al. 2010, Neradil und Veselska 2015, Nowak und
Dziegiel 2018).

1.3.3 Die Rolle von Nestin wihrend der Entwicklung und im Adulten

Wie im vorherigen Abschnitt bereits erwihnt, ist Nestin weitaus mehr als ein neuronaler
Stammzellmarker. Seine Expression ist keinesfalls auf das Nervensystem begrenzt,
denn auch viele Zellen anderer Gewebe, wie der sich entwickelnde Muskel oder das
Herz, weisen ein positives Féarbemuster fiir Nestin in der frithen Entwicklung auf (Kach-
insky 1994/1995, Hertig et al. 2018).

Kommen diese Zellen in einen differenzierten Zustand, kann man eine reduzierte Nes-
tin-Expression beobachten, welche hdufig in Begleitung einer Hochregulierung anderer
gewebespezifischer [F-Proteine einhergeht (Park et al. 2010).

In Adulten sind die Nestin-exprimierenden Zellen auf Areale begrenzt, welche der Re-
generation dienen und wo sie als Reservoir von Stamm- und Progenitorzellen fungieren
(Park et al. 2010). Im Falle einer Gewebeverletzung ist in der Literatur hiufig von einer
Hochregulierung oder Reexpression von Nestin die Rede. Es wird in diesem Falle im
Kontext von Proliferation, Differenzierung und Migration gesehen (Wiese et al. 2004,
Ishiwata et al. 2011).

About et al. (2000) verglichen zum Beispiel die Unterschiede der Nestin-Expression im

Embryo und im adulten menschlichen Zahn und das unter normalen und pathologischen
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Konditionen. Sie haben aufgezeigt, dass die Nestin-Expression im jungen (permanen-
ten) Zahn auf die Odontoblasten begrenzt ist und im dlteren bereits fehlt. In karidsen
Zihnen hingegen beobachtet man eine Hochregulierung von Nestin in Odontoblasten,
welche die geschwichte Stelle umgeben (About et al. 2000).

Interessanterweise haben bereits Frisén et al. 1995 einen Unterschied in der Auspragung
der Nestin-Expression in Zellen im Falle einer Riickenmarksverletzung erkennen kon-
nen. Aufgrund der Beobachtung sowohl einer erhdhten Nestin-Expression in den epen-
dymalen Zellen als auch in Zellen auBlerhalb dieser Zellschicht, welche eine positive
Féarbung fiir Nestin verzeichneten, entstand die Annahme, dass im Falle einer solchen
Gewebeschadigung neue Zellen aus den Nestin-exprimierenden Zellen generiert werden
konnen (Frisén et al. 1995, Johansson et al. 1999, Cawsey et al. 2015).

Eine dhnliche Beobachtung wurde von El-Helou et al. (2005, 2008) am Herzen be-
schrieben. Wihrend gesunde adulte ventrikulire Kardiomyozyten keine Nestin-
Expression aufweisen, beobachtet man im Gegensatz dazu im Falle einer hypoxischen
Schéadigung des Myokards eine Expression des Intermedidrfilaments insbesondere um
die Infarktregion herum (Calderone 2018).

Doch nicht nur in den Kardiomyozyten war eine Expression des Intermedidrfilaments
zu verzeichnen, ebenso zeigte sich eine Expression in Endothelzellen und VSMCs (EI-
Helou et al. 2013). Der Effekt einer Hochregulierung in diesen Zellen auf die Ge-

faBneubildung und den GefdBumbau wird im Folgenden beschrieben.

1.3.4 Die Expression von Nestin in der GefifSwand

Wie zuvor bereits erwihnt, konnte eine positive Fiarbereaktion fiir Nestin auch in Ge-
faBzellen wie Endothelzellen (Calderone 2018) oder VSMCs (Davidoff et al. 2004,
Calderone 2018) beobachtet werden. In vielen Quellen wird eine Hochregulierung der
Nestin-Expression im Zusammenhang mit angiogenetischen Prozessen beschrieben. Mit
der Frage, inwieweit das Intermedidrfilament Nestin als mogliches Target in der Tu-
mortherapie dient oder als Marker flir Angiogenese eine entscheidende Rolle einnimmt,
haben sich z.B. Matsuda et al. 2013 beschiftigt. In der Literatur wurde oftmals eine
Uberexpression in Endothelzellen beschrieben, welche mit einer pathologischen Angio-
genese und damit einer Tumorgenese einhergeht (Liang et al. 2015). Hingegen konnten
Matsuda et al. 2013 ebenfalls die Beobachtung machen, dass bei Nestin-Knockouts in

Endothelzellen eine reduzierte Tumorbildung bzw. reduziertes Zellwachstum in Pankre-
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askarzinomen zu verzeichnen ist. Schon hiufig wurde Nestin als Marker fiir Endothel-
zellen in neu entstandenen Gefdalen beschrieben (Mokry et al. 2004). Wie bereits ein-
gangs erwihnt, ist ein Unterschied in der fetalen und adulten Nestin-Expression zu ver-
zeichnen, welche sich ebenso in Endothelzellen darlegt. Wiahrend eine hohe Nestin-
Expression in Endothelzellen im Rahmen der Vaskulogenese bei Tieren in der Fetalzeit
zu finden ist, ist die Expression in der adulten GefaBstruktur wieder heruntergefahren.
Dort scheint die Expression auf neu geformte Endothelzellen begrenzt zu sein, welche
sich im Rahmen der Angiogenese bilden (Teranishi et al. 2007). Teranishi et al. unter-
suchten 2007 die Nestin-Expression in kolorektalen Karzinomen von Patienten. Sie
konnten ebenfalls eine Expression des Intermedidrfilaments in den kleinen Gefaen der
Darmtumore beobachten. Mit Hilfe des Proliferationsmarkers PCNA konnten sie eben-
so nachweisen, dass diese Zellen proliferierende Zellen waren. Ein dhnliches Ergebnis
wurde 2012 von Yamahatsu et al. in Gefdflen des Andenokarzinoms vom Pankreas be-
schrieben.

Neben der Rolle in der Tumorgenese wurde Nestin ebenso im Zusammenhang mit Re-
paraturprozessen bzw. pathologischen Zustinden im Gewebe, wie z.B. bei neu geform-
ten BlutgefiBen im Bereich der Narbenbildung nach Myokardinfarkt beschrieben
(Calderone 2012). Eine erhohte Nestin-Expression der Zellen ist ebenso in den Gefal314-

sionen bei pulmonaler Hypertonie zu detektieren (Bhagwani et al. 2019).

Oikawa et al. beschrieben 2010 neben Endothelzellen das Vorkommen von Nestin in
sich entwickelnden vaskuldren glatten GefaBmuskelzellen (VSMC). Sie verzeichneten
eine ausgeprdgte Expression in Embryonen, welche ca. 3-6 Wochen nach der Geburt
bereits heruntergefahren und im Adulten schlieBlich aufgehoben war. In dieser Arbeit
liel3 sich ebenfalls eine erhohte Nestin-Expression in glatten Muskelzellen im Zuge von
Ballon-Kathetereingriffen belegen. Oikawa et al. (2010) beschrieben Tage nach dem
Eingriff die Entstehung einer Neointima, welche eine ausgeprigte Nestin-Expression
aufwies.

Tardif et al. zeigten in zwei unterschiedlichen Arbeiten (2014, 2015) ebenfalls das Vor-
handensein von Nestin in VSMCs in krankem bzw. verletztem Gewebe. In der Arbeit
von 2014 setzten sie Ratten mit induziertem Typ-I-Diabetes einer Hyperglykdmie aus
und konnten dabei eine reduzierte Nestin-Expression in den VSMCs verzeichnen. Des

Weiteren konnten sie aufzeigen, dass die GefaBumstrukturierung aufgrund hypertensi-
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ver Verhiltnisse mit einer Hochregulierung von Nestin in VSMCs zu beobachten war
(Tardif et al. 2015).

Perizyten werden, wie bereits erwdhnt, im Bereich des kapilldren GefaB3systems beo-
bachtet. Sie nehmen eine wichtige Stiitzfunktion in der GeféBstruktur ein und liegen der
AuBenwand der Kapillare an. Dass in diesen Zellen ebenfalls eine Nestin-Expression zu
detektieren ist, zeigte eine 2004 publizierte Arbeit unserer Arbeitsgruppe (Davidoff et
al. 2004).

Anhand eines Modells an adulten Ratten konnten sie mittels Injektion von Ethandime-
thansulphonat (EDS) eine bereits existierende Population von Leydig-Zellen im Hoden
eliminieren. Im Anschluss konnte aufgezeigt werden, dass die anschlieBend sich neu
entwickelnden Leydig-Zellen sowohl Nestin-positive Perizyten als auch VSMCs als
Vorlauferzellen aufweisen (Davidoff et al. 2004).
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Abb. 8: Zell-Gefiiffarchitektur von Arteriole zu Venole sowie Perizyten-Endothelzell-

Interaktion.

(A) Zusammenstellung der Zell-Gefdfiwandarchitektur von Arteriole zu Venole. (B)
Schematische Darstellung eines Perizyten (P) mit Endothelzell-Interaktion (EC), Dar-

stellung der Zellkerne (N, gelb) sowie der weiteren Zellbestandteile (siehe Beschrif-
tung). Abbildung modifiziert nach Armulik et al. 2011.
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1.4 Die DNA und ihre Modifikationen

1.4.1 DNA und ihre Verpackung

In eukaryotischen Zellen liegt der Grofteil der genetischen Information im Nucleolus
als Chromatin vor (Bartke et al. 2010). Als Chromatin wird die Einheit aus DNA, RNA
sowie chromosomalen Proteinen bezeichnet (Schmidt 2017 a). Die chromosomalen Pro-
teine lassen sich unterteilen in Histone und Nicht-Histon-Proteine (Schmidt 2017 a).

Die Struktur des Chromatins wird vorrangig durch Wechselwirkungen zwischen DNA
und Histonen bestimmt, wobei sich ein DNA-Strang aus 146 bp um einen Kern aus acht
Histonen, dem sogenannten Histonoktamer, windet und somit das Element eines Nu-
cleosoms bildet (Luger et al. 1997).

Bisher wurden flinf verschiedene Typen von Histonen beschrieben: H1, H2A, H2B, H3,
H4 (Schiebel 2015). Je zwei Histone der Typen H2A, H2B, H3 und H4 bilden das Ok-
tamer und somit den Kern des Nucleosoms (White et al. 2001). Das Histon Hl nimmt
eine gesonderte Stellung ein. Dieses, auch als ,,Linker-Histon* bezeichnet, befindet sich
zwischen den Nucleosomen und verbindet diese, indem es eine Bindung mit der Linker-
DNA und dem Nucleosom selbst eingeht (Schmidt 2017 a). Die einzelnen Histontypen
unterscheiden sich beziiglich ihres Grundgeriistes kaum. Gemeinsam ist allen eine im
Zentrum liegende globuldre Doméne mit peripheren flexiblen amino- und carboxyter-
minalen Armen (Schiebel 2015). Diese spielen erstens eine entscheidende Rolle bei der
Assoziation mit anderen Histonen, zweitens bei der Bindung der DNA (Schmidt 2017
b).

Die Verbindung zwischen DNA und Histon wird durch den hohen Anteil basischer
Aminosduren in Histonen, wie Arginin und Lysin, hervorgerufen (Schmidt 2017 a).
Bemerkenswerterweise zeigt sich eine relativ konstante Aminosduresequenz der Histo-
ne im Laufe der fortschreitenden Entwicklung (Schiebel 2015). Dennoch existieren in-
nerhalb eines Histontypes sogenannte Subtypen und es gibt die Moglichkeit der Modi-
fikation von AS-Seitenketten der flexiblen Arme (Schiebel 2015).
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Abb. 9: Die Verpackung der DNA und der Aufbau des Nucleosoms.

Abbildung modifiziert nach Buselmaier und Tariverdian 2007 in Schmidt (2017 a).

Die enge Beziehung zwischen der DNA-Sequenz und dem Histonoktamer wird durch
Wechselwirkungen zwischen der DNA und vor allem dem aminoterminalen Ende von
Histon H3 hervorgerufen (Schiebel 2015). Die N-terminalen Enden ragen aus dem Nu-
cleosom heraus (Pepenella et al. 2014). Diese spielen eine grofle Rolle sowohl bei der
Interaktion mit der DNA, als auch bei der Regulierung der Chromatinstruktur, da an den
N-terminalen Enden eine Vielzahl von Modifizierungen stattfindet (Mozzetta et al.

2015).

1.4.2 Modifikationsmoglichkeiten der DNA

Epigenetische Mechanismen, wie die Histon- und DNA-Modifizierung, nehmen Ein-
fluss auf den Aufbau des Chromatins und spielen somit eine entscheidende Rolle bei
der Regulierung genetischer Prozesse (Del Rizzo und Trievel 2011).

Da die DNA einer menschlichen Zelle eine beachtliche Lange aufweist, ist sie, wie oben
bereits beschrieben, im Zellkern als Chromatin verpackt. Fiir verschiedene Prozesse be-
darf es jedoch der Zugénglichkeit einzelner Proteine fiir bestimmte DNA-Abschnitte.
Dieses ,,Auflockern® der DNA wird durch Modifizierung der Aminosduren gewéhrleis-

tet (Schmidt 2017 a). Zu den wichtigsten Histon-Modifizierungen gehoren die Acetylie-
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rung, die Phosphorylierung, die Methylierung und die Ubiquitinierung (Schmidt 2017
b).

Eine wichtige Rolle spielen hierbei die Acetyltransferasen, welche einen Acetylrest auf
die Aminosduren tibertragen. Die Methylierung wird durch sogenannte Histon-
Methyltransferasen durchgefiihrt. Diese Enzyme sind fiir die Ubertragung von Methyl-
gruppen auf Lysin- oder Argininreste der Histone H3 und H4 verantwortlich (Schiebel
2015). Um den ganzen Prozess der Methylierung wieder riickgéingig zu machen, knnen
Histon-Demethylasen die Methylgruppen wieder entfernen (Schiebel 2015).

Die Art und Weise, wie die Chromatinstruktur verdndert wird und somit die Transkrip-
tion aktiviert oder reprimiert, hangt zum einen von der Art der Modifizierung ab, zum
anderen vom Ort der Modifikation (also der Aminosdure und ihrer Position) (Schmidt
2017 b). Da Histon-Acetyltransferasen Acetylgruppen iibertragen und somit zu einer
verringerten positiven Ladung der Histone beitragen, kommt es in der Folge zu einer
Destabilisierung des DNA-Histon-Komplexes und damit zur Aktivierung der Genex-
pression (Schiebel 2015). Andere Modifikationen fithren dazu, dass spezielle Proteine
an sie binden, die dann weitere Vorginge vermitteln oder direkt die Chromatinstruktur
beeinflussen (Schiebel 2015). Beispiele fiir solche Proteine sind das HP1 und das Poly-
comb-(Pc-)Protein (Schiebel 2015). Methylierte Lysine z.B. tragen eine Bindungsstelle
fiir Proteine mit einer sogenannten Chromodoméne, wie sie beim HP1 vorliegt (Schie-
bel 2015). HP1 geht eine spezifische Bindung mit Lysin 9 des Histon H3 ein und be-
giinstigt somit die Kondensation von Chromatin und damit einhergehend die Repression

der genetischen Aktivitit (Bannister et al. 2001).

#m - Phosphorylierung

Abb. 10: Histonmodifikationen am Beispiel von H3 und H4.

Eigene Abbildung nach Vorlage von Spivakov und Fisher 2007.
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Eine weitere entscheidende Rolle in der epigenetischen Modifikation nimmt die DNA-
Methylierung ein (Robertson 2005). Diese durch DNA-Methyltransferasen (DNMTs)
katalysierte Reaktion hat die Besonderheit in Eukaryoten auf die C5-Position von Cyto-
sin beschrinkt zu sein. Eine hdufig zu beobachtende Sequenz ist die Abfolge 5'-CpG-3’
(Walter 2015 a). Eine Vielzahl an Funktionen wurde dieser Methylierung zugeschrie-
ben, wie z.B. der Einfluss auf die Transkription sowie auf die Chromatinstruktur (Ehr-
lich und Wang 1981). Der Einfluss auf die genetische Information kommt nicht durch
eine veridnderte Basenpaarung zustande, sondern durch Behinderung eines Bindegliedes
der DNA fiir spezielle Proteine. Andersherum existieren ebenfalls Proteine, welche spe-
zifisch an modifizierte DNA binden, wie z.B. MeCP2 (Walter 2015 a).

Durch die Bindung von MeCP2 an methylierte DNA werden weitere Proteine aktiviert
und gebunden, welche zu den modifizierenden Effekten im Chromatin fiihren.

Zu diesen Proteinen zdhlen z.B. Histon-Deacetylasen (HDAC) oder Cytosin-
Methyltransferasen (Valinluck et al. 2004).

(.4,

Histon-Deacetylase \ methylierte DNA

Histon-Methyltransferase

Offenes Chromatin

N

Histonoktamer

geschlossenes Heterochromatin,
transkriptionelle Stilllegung

Abb. 11: Umwandlung von Chromatin zu stillgelegtem Heterochromatin.

Bindung von MeCP2 an methylierte DNA (schwarze Punkte) und somit Aktivierung ver-
schiedener Proteine (Histon-Deacetylase, Histon-Methyltransferase), welche zur Kon-
densation der Chromatinstruktur beitragen. Eigene Abbildung auf der Basis von

Robertson 2005 in Walter (2015 a).
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1.4.3 Funktion von Histon-Methyltransferasen

Wie wir bereits wissen, ist die physiologische Vorlage fiir die Transkription das Chro-
matin. Epigenetische Mechanismen schreiten insofern in den Prozess ein, indem sie die
DNA-Struktur verandern und somit einen Zugangsweg zur DNA schaffen oder ihn ver-
sperren (Dambacher et al. 2010).

Der Vorgang der Histonmethylierung wurde erstmalig 1964 beschrieben (Murray
1964). Der Zusammenhang hinter diesem Prozess war lange Zeit unklar. Anfang der
2000er erschienen Arbeiten, in denen ein direkter Zusammenhang zwischen der Histon-
methylierung sowie der Organisation der Chromatinstruktur und der Aktivitit von Ge-
nen beschrieben wurde (Lachner und Jenuwein 2002). Wie bereits vorher erwahnt, wer-
den die Enzyme dieser Reaktion als Histon-Methyltransferasen bezeichnet. Im Gegen-
satz zur Acetylierung, welche lediglich am Lysin erfolgen kann, ist die Methylierung
sowohl am Arginin als auch am Lysin moglich. Die Methyltransferasen haben somit die
Aufgabe der Ubertragung von Methylgruppen des S-Adenosyl-L-Methionin (SAM) auf
Lysin oder Arginin (Vaquero et al. 2003). Ein weiterer Unterschied zwischen den bei-
den ist, dass Arginin nur mono- oder dimethyliert werden kann (Zhang und Reinberg
2001, Kim et al. 2014). Die Enzyme dieser Reaktion werden als Protein-Arginin-
Methyltransferasen (PRMT) bezeichnet (Krause et al. 2007). Lysin hingegen kann tiber
seine e-Aminogruppe entweder mono-, di- oder trimethyliert werden (Zhang und Rein-
berg 2001). Neben der PRMT-Gruppe existieren zwei weitere Gruppen in der Familie
der Histonmethylierung: die Methyltransferasen mit SET-Doméne und die Proteine oh-

ne SET-Domine (Kim et al. 2014).
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Abb. 12: Die Aminosiiuren Arginin und Lysin samt ihrer Modifizierungen.

(A) Molekularstruktur von Arginin (Arg) und die Modifizierung in Mono-, und Dime-
thylarginin katalysiert durch Protein-Arginin Methyltransferasen (PRMT). (B) Die Mo-
lekularstruktur von Lysin (Lys) sowie von Mono-, Di- und Trimethyllysin katalysiert
durch Histon-Methyltransferasen (HMT). Abbildung modifiziert nach Zhang und Rein-
berg 2001.

Die SET-Domine, welche aus ca. 130 Aminosduren besteht (Jenuwein et al. 1998), ver-
dankt ihren Namen den drei Proteinen, in denen sie erstmalig bei Drosophila melano-
gaster beschrieben worden ist: Su(var)3-9, Enhancer of Zeste und Trithorax (Dillon et
al. 2005). Insgesamt konnten bei Mensch und Maus iiber 50 Proteine beschrieben wer-

den, die eine solche SET-Domine aufweisen (Lachner et al. 2003).
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Abb. 13: Aminosiiure-Sequenz der SET- und post-SET-Domdine verschiedener His-

ton-Methyltransferasen.

Die SET-Domdine und die post-SET-Domdne sind in der jeweiligen Klammer darge-
stellt. Einige Aminosduren (AS) sind mit einem roten Punkt markiert. Bei ihnen konnte
nachgewiesen werden, dass sie die HMT-Aktivitdt beeinflussen. Die Anzahl der jeweili-
gen AS sind hinter dem Namen (griin) dargestellt. Abbildung modifiziert nach Zhang
und Reinberg 2001.

DOTI1/DOTIL (disruptor of telomeric silencing-1) gehort zu der dritten Gruppe der
Histon-Methyltransferasen und besitzt keine SET-Doméne (Min et al. 2003).

Im Weiteren wird hauptsichlich auf das Thema der lysinspezifischen Methylierung von
Histonen eingegangen, da dies das Thema der Arbeit beinhaltet.

Als erste Histon-Lysin-Methyltransferase wurde die SUV39H1, eine SET-Doménen be-
inhaltende Methyltransferase, beschrieben (Rea et al. 2000). Studien mit SUV39H1
konnten die enzymatische Aktivitit der SET-Doméne sowie zwei benachbarter cystein-
reicher Regionen, der sogenannten pre-SET und post-SET-Domine, belegen (Rea et al.
2000, Schultz et al. 2002). SUV39HI1 ist spezifisch fiir die Methylierung des Lysin-9
am Histon H3 (Rea et al. 2000). Mittlerweile sind eine Vielzahl an lysinspezifischen
Histon-Methyltransferasen gefunden worden, welche auf Histon H3 und H4 beschréinkt

sind. Die bisher am besten charakterisierten Methylierungen finden an speziellen Lysin-
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resten entweder am N-terminalen Schwanz (fiir H3: K4, K9, K27 und K36 sowie fiir
H4: K20) oder in der globuliren Domine (fiir H3: K79) statt (Vaquero et al. 2003,
Dambacher et al. 2010). Ebenso wurden weitere bisher wenig charakterisierte Stellen

der Lysin-Methylierung beschrieben. Einen Uberblick zeigt die Abbildung 14.
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Abb. 14: Zusammenstellung der bisher am besten charakterisierten Positionen der

Lysin-Methylierung.

Darstellung verschiedener methylierter Lysinreste. Lysin (K) kann an verschiedenen
Stellen im Histon (3 oder 4) methyliert werden. Die Position wird entsprechend durch
die dahinterstehende Zahl angegeben. Um die Histone (blau) ist die DNA (schwarze Li-
nien) gewickelt. Rechts dargestellt sind die moglichen Funktionen abhdngig von der
Methylierung und somit der Chromatinstruktur. Abbildung modifiziert nach Husmann
und Gozani 2019.

Der Einfluss der Methylierung auf die Transkription oder nukledre Funktionen ist ab-
hiangig vom Ort der Methylierung (Position des Lysinrestes), als auch von der Anzahl
an Methylierungen (Mono-, Di- oder Trimethylierung) (Mozzetta et al. 2015). Im Fol-

genden werden einige Beispiele dargestellt.
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Aktivierung durch Histonmethylierung:

Methylierungen, die mit aktiver Transkription in Verbindung gebracht werden sind
H3K4, H3K36 und H3K79 (Schotta et al. 2004, Hyun et al. 2017).

Markenzeichen fiir aktiv transkribiertes Chromatin ist H3K4me3. Es findet sich vor-
zugsweise in der Promoterregion (Santos-Rosa et al. 2002) und im Bereich des Tran-
skriptionsstarts (Hyun et al. 2017). Die Methyltransferase Set9, welche fiir die Methy-
lierung von Lysin 4 des Histon H3 verantwortlich ist, besitzt wie viele Histon-
Methyltransferasen eine SET-Doméne. Besonderheit ist jedoch, dass bei ihr die pra- und
post-SET-Domine fehlt (Nishioka et al. 2002 a). Nishioka et al. beschreiben 2002 a
ebenfalls die H3K4-Methylierung als beeinflussenden Faktor fiir die Suv39H1 vermit-
telte H3K9-Methylierung. Durch die Methylierung von H3K4 soll die Methylierung
von H3K9 durch Su(var)3-9 verhindert werden (Nishioka et al. 2002 a).

Dotl katalysiert als einziges Enzym die Methylierung von Histon H3 an der Lysinstelle
79 (Feng et al. 2002, Farooq et al. 2016). Wie viele andere Methyltransferasen kataly-
siert es alle drei Stadien (Mono-, Di- und Trimethylierung) von H3K79 (Frederiks et al.
2008, Farooq et al. 2016). Dotl beinhaltet im Gegensatz zu vielen anderen Histon-
Methyltransferasen keine SET-Doméne (Min et al. 2003, Ng et al. 2002, Farooq et al.
2016, Hyun et al. 2017). Ein weiterer Unterschied besteht darin, dass die Methylierung
nicht wie die meisten Histonlysinmethylierungen an den terminalen Enden stattfindet,
sondern, wie bereits vorher erwéhnt, in der globuldren Doméne (Hyun et al. 2017). In S.
cerevisiae konnten die Dotl-vermittelten H3K79-Trimethylierungen in transkribierten
Regionen aktiver Gene beobachtet werden (Farooq et al. 2016). Ebenso konnten Studien
bei Menschen und in Drosophila (Schiibeler et al. 2004) verschiedene Methylierungs-
stadien von H3K79 wiahrend der Transkription von Genen in Verbindung bringen. Seit
der erstmaligen Entdeckung der Methyltransferase konnte eine Vielzahl an Funktionen
sowie die Rolle der Dotl-vermittelten H3K79-Methylierung z.B. im Zusammenhang
mit der Transkriptions- und Zellzyklusregulierung beschrieben werden (Nguyen und
Zhang 2011).

In S. cerevisiae werden alle Stadien der H3K36-Methylierung durch die Histon-
Methyltransferase Set2 (SET domain containing protein-2) vermittelt (Strahl et al.
2002), wihrend in groBeren Eukaryoten eine Vielzahl von Proteinen existiert, die diese
Methylierungen umsetzt (McDaniel und Strahl 2017).

Aufmerksamkeit erweckte die H3K36-Methylierung in den darauffolgenden Jahren

durch die Vielzahl an entdeckten Funktionen und Einfliissen, wie z.B. im Rahmen der
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Transkriptionsregulation (Bannister et al. 2005, Zaghi et al. 2020), der ,,DNA damage
response” (Pai et al. 2014) und in Verbindung mit DNA-Methylierung (Weinberg et al.
2019, Zaghi et al. 2020).

Repression durch Histonmethylierung:

Drei Lysinmethylierungen, die hdufig mit transkriptionell inaktivem Chromatin in Ver-
bindung gebracht werden, sind H3K9, H3K27 und H4K20 (Kouzarides 2007, Damba-
cher et al. 2010, Hyun et al. 2017).

Als Charakteristikum fiir transkriptorisch repressives Chromatin gilt methyliertes H3K9
(Lachner et al. 2003).

Die Su(var)3-9-Proteine enthalten neben der SET-Doméne auch eine sogenannte Chro-
modoméne. Diese ist ebenso in einer Vielzahl von Chromatinbindeproteinen zu finden
(Koonin et al. 1995). Einige Studien haben den Zusammenhang von Suv39hl und dem
HP1 aufgezeigt. Kommt es zur Methylierung von H3K9, erkennt die Chromodoméne
des HP1 diese Methylierung und fiihrt somit zur Heterochromatinbildung (Haldar et al.
2011). H3K27me3 ist ebenfalls charakteristisch fiir transkriptionelle Repression. Ver-
antwortlich fiir alle drei Modalititen der Methylierung (Mono-, Di- und Trimethylier-
ung) ist die EZH2- Untergruppe (Enhancer-of-zest homolog 2) innerhalb des PRC2 (po-
lycomb repressive complex 2) (Hyun et al. 2017). Als eigenstindige Unit besitzt
EZH1/2 keine enzymatische Aktivitdt. Erst die Kooperation als PRC2 ermdglicht die
Lysinmethylierung von H3K27 (Hyun et al. 2017). Den Fakt, dass verschiedene Methy-
lierungsstadien oder Kombinationen unterschiedliche Chromatinregionen oder sogar
ganze Chromosomen charakterisieren konnen, zeigt sich z.B. bei der H3K27-
Trimethylierung in Zusammenhang mit der H3K9-Dimethylierung bei inaktiven X-
Chromosomen (Plath et al. 2003, Silva et al. 2003, Okamoto et al. 2004).

Im Gegensatz dazu sind die H3K27-Monomethylierung zusammen mit der H3K9-
Trimethylierung mit perizentrischem Heterochromatin in Verbindung zu bringen (Peters
et al. 2003).

GroBles Interesse ist in den letzten Jahren auf die Funktion der Histon-H4K20-
Methylierung gelegt worden. Auch diese Methylierung gehdrt zu einer der zuerst be-
schriebenen Methylierungen und stellt einen entscheidenen Faktor fiir biologische Pro-
zesse dar (Jorgensen et al. 2013). Die Monomethylierung wird durch die Histon-
Methyltransferase SETS8 (auch bezeichnet als PR-SET7) vermittelt (Nishioka et al. 2002

b). Daneben existieren viele Di- und Trimethyltransferasen, wobei die Mehrzahl der
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entsprechenden Methylierungen durch die Transferasen SUV4-20H1 und SUV4-20H2
umgesetzt werden (Jorgensen et al. 2013). Wie bei den meisten Histonmodifikationen
ist die Funktion abhédngig vom Methylierungsstatus. Einfluss auf DNA-Replikation so-
wie ,,DNA Damage Repair* hat die Mono- und Dimethylierung von H4K20. Die Trime-
thylierung hingegen gilt als Charakteristikum fiir stillgelegte heterochromatische Berei-

che der DNA (Jorgensen et al. 2013).
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1.4.4 Der Zusammenhang von Histonmethylierung und verschiedenen Erkran-
kungen
Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die Auswirkung von Mutationen bzw. Fehlregulatio-
nen im Rahmen der Histonmethylierung, der Methyltransferasen oder auch bei den Bin-
dungsproteinen. In vielen Studien konnte ein Zusammenhang mit verschiedenen Krank-
heiten aufgezeigt werden (Hyun et al. 2017).
So konnte eine Hochregulierung der Histon-Methyltransferase G9a in verschiedenen
Tumoren beobachtet werden (Casciello et al. 2015, Hua et al. 2014).
G9a ist fiir die Mono- und Dimethylierung von H3K9 verantwortlich. Eine Uberexpres-
sion von (9a fiihrt zur verstirkten Methylierung (Hypermethylierung) von H3K9 an
speziellen Tumorsupressorgenen. In der Folge kommt es zur Unterdriickung ihrer Ex-
pression (Casciello et al. 2015).
Einen weiteren Zusammenhang der Fehlregulation von Histonmethylierung mit neuro-
degenerativen Erkrankungen konnten Walker et al. 2013 belegen. Dafiir untersuchten
sie Alzheimer-Mausmodelle, in denen sie erhohte H3K9-Methylierungen im BDNF-
Gen (brain-derived-neurotropic fractor) beobachteten (Walker et al. 2013). BDNF
scheint eine wichtige Rolle bei der neuronalen Entwicklung sowie der Gedéchtnisleis-
tung zu spielen (Lipsky und Marini 2007). Folge der abnormal erhéhten H3KO9-
Methylierung ist die Herunterregulierung der BDNF-Expression in Neuronen (Walker
et al. 2013). Ryu et al. untersuchten in einer ihrer Studien 2006 den Zusammenhang
zwischen ESET, einer H3K9-Methyltransferase, sowie trimethyliertem H3K9 in Bezug
auf die Krankheitsentstehung der Chorea Huntington, einer autosomal-dominant ver-
erbbaren neurodegenerativen Erkrankung (Ryu et al. 2006). Sie ermittelten erhdhte Ex-
pressions-Level der Histon-Methyltransferase ESET und H3K9me in Patienten mit
Chorea Huntington und konnten somit heilende Effekte bei der Herunterregulierung des

ESET-Promoters beobachten (Ryu et al. 2006).
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1.4.5 Lysin-spezifische Histon-Methyltransferasen am Beispiel von SETDB1

Es existiert eine Vielzahl von Lysin-spezifischen Histon-Methyltransferasen sowie eini-
ge, die besonders die Methylierung des Lysinrestes 9 am Histon H3 katalysieren.
Beispiele der dazu gehorigen Histon-Methyltransferasen sind SUV39H1, SUV39H2
und SETDB1 (SET Domain bifurcated 1) (Hyun et al. 2017). Ebenso auf die Methylie-
rung von H3K9 spezifiziert sind die Methyltransferasen GLP und G9A (Kang 2015).
SUV39HI1 und H2 sind als erste Methyltransferasen entdeckt worden, als Schliissel-
komponenten von konstitutivem Heterochromatin (Peters et al. 2001). SETDBI ist zu-
nédchst entdeckt worden im Zusammenhang mit Repression der Gentranskription in Eu-
chromatin und fakultativem Heterochromatin (Schultz et al. 2002, Adoue et al. 2019).
Das SETDB1-Gen ist im humanen Chromosom an Stelle 1q21 lokalisiert (Batham et al.
2019). Es kodiert fiir eine Histon-H3-Lysin-9-Methyltransferase. Diese ist auch bekannt
als ESET oder KMTIE (Kang 2015). SETDBI1 ist im Unterschied zu den anderen
H3K9-Histon-Methyltranferasen die Einzige, welche alle drei Formen der Methylierung
(Mono-, Di- und Trimethylierung) katalysiert (Zhu et al. 2020).

In Abbildung 15 sind drei Histon-Methyltransferasen mit SET-Domine von Maus
(Mm) und Mensch (Hs) dargestellt. Sie besitzen zusdtzlich verschiedene Proteine, wie
eine Chromodoméne (chromo), eine Methyl-CpG-Bindedoméne (MBD) oder wie im

G9a beinhaltet, Ankyrinwiederholungen (ANK) oder glutaminsdurereiche Abschnitte.

Mm SUV39H1 SET] H3-K9
Hs G9: E) ANK]) SET H3-K9, H3-K27
Hs ESET MBD S ET (H3-K4, H3-K9)
Hs SET-9 (SET-i SET H3-K4

Abb. 15: Darstellung verschiedener Histon-Methyltransferasen mit SET-Domidine bei
Maus (Mm) und Mensch (Hs) sowie die jeweiligen Spezifitiiten.

Eigene Abbildung nach Vorlage von Knippers aus Molekulare Genetik, 9. Auflage,
2006 Georg Thieme Verlag Stuttgart.
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Struktureller Aufbau von SETDBI:
SETDBI besteht aus 1291 Aminoséduren und hat ein Molekulargewicht von 143,1 kD
(Batham et al. 2019). Strukturell setzt sich der C-Terminus von SETDBI aus einer SET

sowie pre-SET und post-SET-Doméne zusammen, welche flir die H3K9-spezifische
Lysinmethylierung verantwortlich ist (Batham et al. 2019, Fukuda und Shinkai 2020).
Das Besondere bei SETDBI ist, dass die SET-Doméne durch Insertion vieler hunderter
Aminosduren unterbrochen ist. Diese Unterbrechung ist einzigartig fiir SETDB1 (Kang
2015). Die genaue Bedeutung bzw. der Einfluss dieser Aminosiurekette auf das
SETDBI ist bisher noch ungeklért (Kang 2015, Batham et al. 2019). Weitere Bestand-
teile der Histon-Methyltransferase sind eine Methyl-CpG-Bindedomédne (MBD) (Zhang
und Reinberg 2001, Batham et al. 2019) sowie drei Tudor-Dominen (Fukuda und Shin-
kai 2020). Tudordoménen wurden bisher als Proteine beschrieben, welche an Methyl-
arginin- und lysin von Histon- und Nichthiston-Proteinen binden und somit Einfluss auf
viele epigenetische Prozesse ausiiben (Kang 2015, Ying und Chen 2012). Die im
SETDBI hintereinander liegende Tudor-Doméne (TTD) ist einzigartig und hat als Auf-
gabe die Erkennung von Methyllysin- und Arginin-Sequenzen am Histon H3 (Guo et al.
2021).

SETDBI Proteinstruktur (1291 Aminosduren, 143kD)

e - | —

SIM Triple Tudor domain MBD PreSET SET PostSET

Abb. 16: Darstellung der SETDB1 Proteinstruktur beim Mensch.

Das SETDB1-Protein beinhaltet im N-terminalen Ende drei Tudordomdnen (TTD/triple
Tudor domain, orange) sowie eine Methyl-CpG-Bindedomdne (MBD, dunkelblau).
Ebenfalls befindet sich in diesem Bereich ein SUMO-Interaktionsmotiv (SIM, orange) in
der Nachbarschaft von einem nukledren Exportsignal (NES, blaue Kreise) sowie einem
Kernlokalisierungssignal (NLS, blaue Kreise in TTD). Der C-Terminus setzt sich aus
Pre-SET, SET und Post-SET-Domdne (griin) zusammen. Die SET-Domdne zeichnet sich

durch eine Insertion (hellblau) aus. Eigene Abbildung nach Vorlage von Fukuda und
Shinkai 2020.
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Die Methyl-CPG-Bindedomine im SETDBI1 scheint einen moglichen Zusammenhang
zwischen DNA-Methylierung und Histonmethylierung zu schaffen (Zhang und Rein-
berg 2001). In der Literatur werden verschiedene Wege beschrieben, in denen beide
Prozesse miteinander vereint werden (Zhang und Reinberg 2001, Walter 2015 a). Zum
einen fithren Methyl-CPG-Bindungsproteine dazu, dass Histon-Deacetylasen (HDAC)
an sie binden, die Histone deacetylieren und fiir eine Methylierung durch Histon-
Methyltransferasen zugénglich machen. Eine weitere Moglichkeit ist, dass in Chroma-
tinregionen mit Hypoacetylierung die MBD-beinhaltenden HMTs direkt binden und die
Histonschwinze methylieren. Diese rekrutieren anschlieBend DNMTs, um DNA zu me-
thylieren (Zhang und Reinberg 2001). Was unklar bleibt, ist die Frage, ob die Methyl-
bindedomine von SETDBI1 selektiv methylierte DNA bindet. Fakt ist jedoch, dass sie
zwel mit der DNA interagierende Arginin-Reste beinhaltet, welche ebenso in den
MBD-Doménen von MBD1 und MeCP2 zu finden sind (Kang 2015). Dies macht die
Funktionsfihigkeit der Methylbindedoméane des SETDB1 wahrscheinlicher.
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Funktionen:

Die Funktionen von SETDBI sind vielfdltig und eine Reihe von Arbeiten haben den
Einfluss von SETDB1 im Rahmen der Genexpression (Zhu et al. 2020, Jiang et al.
2017, Kang 2015), u.a. bei tumordsen Prozessen (Rodriguez-Paredes et al. 2014, Ceol et
al. 2011, Ryu et al. 2006) sowie bei Erhalt und Differenzierung embryonaler Stammzel-
len (ESCs) beschrieben (Kang 2015).

Das Spektrum an Einflussmoglichkeiten der H3K9-Methylierung auf die Chromatin-
struktur wurde bereits vielfach untersucht und beschrieben. So ist ein Zusammenhang
mit der Stilllegung der Transkription, der Heterochromatinbildung sowie der X-
Inaktivierung (Keniry et al. 2016, Zhu et al. 2020) belegt worden.

Ein Zusammenhang mit erhohter Zellproliferation bei verschiedenen Tumoren ist eben-
falls mehrfach beschrieben worden. Zu diesen gehoren Karzinome der Leber (Fei et al.
2015, Zhang et al. 2018 b), der Lunge (Sun et al. 2015, Cruz-Tapias et al. 2019), des
Dickdarms (Cao et al. 2020) sowie der Mamma (Wu et al. 2018, Batham et al. 2019,
Zhou et al. 2020).

Sun et al. untersuchten in ihrer Studie 2015 die Rolle von SETDB1 beim nichtkleinzel-
ligen Lungenkarzinom (NSCLC). Sie zeigten einen positiven Einfluss von SETDB1 auf
den WNT-B-Catenin-Stoffwechselweg, verbunden mit einer reduzierten p53-Expression
und einem gesteigerten Wachstum des NSCLC (Sun et al. 2015). Yang et al. zeigten in
ihrer Arbeit von 2019, dass eine Uberexpression von SETDB1 die Zellproliferation,
Migration und Invasion bei Brustkrebs erhohte. Eine Depletion von SETDB1 hingegen
senkte die Lungenmetastasierung in vivo (Yang et al. 2019). Eine erhdhte Expression
von SETDB1 wurde auch bei Melanomen entdeckt (Ceol et al. 2011).

Diese Studien weisen darauf hin, dass SETDB1 eine wichtige Rolle bei der Karzinoge-
nese und Metastasierung einnimmt. Aus diesem Grund erscheint diese Histon-
Methyltransferase als mogliches epigenetisches Target fiir die klinische Therapie.

Nach der heutigen Studienlage kann bei SETDBI1 von einer bedeutenden Rolle in der
frithen embryonalen Entwicklung sowie der Instandhaltung embryonaler Stammzellen
ausgegangen werden. Koide et al. beschrieben 2016 die Methyltransferase SETDBI als
essenziellen Faktor fiir die Instandhaltung hdmatopoetischer Stamm- und Progenitorzel-
len (HSPCs) in Mausmodellen. Dodge et al. belegten 2004 eine hohe Letalitit bei
SETDB1-Knockout-Méusen zwischen E3.5 und E5.5 (Dodge et al. 2004). Das Ausmaf
des Defektes beschrieben Dodge et al. 2004 in ihrer Arbeit, in der sie bei ,,null mutant*-

Blastozysten keine embryonalen Stammzelllinien nachweisen konnten. Interessanter-
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weise wird bei dem Ausschalten anderer H3K9-Methyltransferasen eine spétere Letali-
tat der Tiere beobachtet. Tachibana et al. untersuchten dies 2002 in einer Studie mit
GY9A-Null-Mutanten (Letalitdit zwischen E9.5 und E12.5) sowie 2005 mit GLP-
mutierten Embryonen (Letalitidt um E9.5).

Weitere Studien zeigten ebenfalls den Einfluss von SETDBI1 auf die frithe neuronale
Entwicklung sowie den Zusammenhang mit neuronalen Erkrankungen (Tan et al. 2012,
Zhu et al. 2020). Tan et al. konnten in ihrer Arbeit von 2012 hohe Expressionslevel von
SETDBI in der frithen neuronalen Entwicklung bei Mausen belegen. Ebenfalls zeigte
sich im Verlauf eine Herunterregulierung der Expression. Bei fehlender Histon-
Methyltransferase konnten ausgeprdgte Gehirndefekte und sogar frithe Letalitdt be-
schrieben werden. In Zusammenhang mit Schizophrenie konnten Chase et al. 2013 im
Vergleich zu gesunden Patienten erhdhte Expressionen der H3K9-Methyltransferasen in
kortikalen Gewebestiicken verstorbener Patienten mit Schizophrenie aufzeigen (Chase
et al. 2013). Ahnliche Entdeckungen haben Ryu et al. bereits 2006 in Verbindung mit
Chorea Huntington gemacht. Sie belegten einen signifikanten Anstieg der ESET-
Expression als auch der H3K9-Trimethylierung sowohl in Patienten mit Chorea
Huntington als auch in R6/2 Miusen (Ryu et al. 2006). Als Ursache der Erkrankung
sind Mutationen im HTT-Gen und die daraus resultierende vermehrte Abfolge der

CAG-Sequenz nachgewiesen worden (MacDonald et al. 1993).
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2 FRAGESTELLUNG UND ZIELSETZUNG

SETDBI1 wurde primér als Histon-Methyltransferase bezeichnet, welche speziell fiir die
Methylierung von Histon H3 am Lysinrest 9 verantwortlich ist. In den vergangenen Jah-
ren stand die tibergeordnete Funktion von SETDB1 im Vordergrund der Forschung. In
diesem Zusammenhang belegten Publikationen den genaueren Zusammenhang mit der
Genexpression. Ebenso wurde beschrieben, dass SETDB1-Knockout-Méuse um die
Geburt herum starben. Der Grund dafiir konnte bisher nicht belegt werden. Es ist jedoch
naheliegend, dass SETDBI eine entscheidende Rolle in der embryonalen Entwicklung
einnimmt.

In den von uns untersuchten Mausen war SETDBI1 ausschlieBlich in Zellen, die Nestin
exprimieren, ausgeschaltet. Nestin ist urspriinglich als Intermedidrfilament sowie
Stamm- und Progenitorzellmarker in der neuronalen Entwicklung bekannt geworden.
Vor dem Hintergrund, dass auch diese Knockout-Méuse mit fehlendem SETDB1 nur in
Nestin-exprimierenden Zellen zumeist um die Geburt herum sterben, stellte sich die
Frage, ob dafiir Lungenstérungen, d.h. Nestin-exprimierende Zellen der Lunge, verant-
wortlich sein konnten.

Um sich dieser Fragestellung zu nihern, war zunichst die zelluldre Charakterisierung
der Nestin-Expression von Interesse.

Anschlielend sollte untersucht werden, ob ein SETDBI1-Knockout in Nestin-
exprimierenden Zellen mit Verdnderungen der perinatalen Lungenentwicklung einher-
geht.

Danach wurde getestet, ob die Proliferation Nestin-exprimierender Zellen mit SETDBI1-
Knockout im Zusammenhang mit potenziellen strukturellen Lungenverdanderungen un-

terschiedlich ist.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Materialien

3.1.1 Untersuchungsmaterial

Fiir die Studie wurde perinatales Mausgewebe genutzt. Perinatale Wildtyp-Méuse (Tag
1 postnatal) in GieBen wurden mit Bouin fixiert und in Paraffin eingebettet. Bei den
Tieren wurden die Richtlinien des Tierschutzgesetzes beachtet und alle notwendigen
MaBnahmen durchgefiihrt. Die Meldung der Vorhaben (,,Totungsanzeigen) wurden
durch die Tierschutzbeauftragten der Justus-Liebig-Universitit Gieen unter den JLU-
Nummern A38/2011 V54-19¢2015(1)GI20/23 und A29/2009 V54-19¢20/15¢GI20/23
bestitigt.

Fixiertes Gewebe perinataler Nestin-GFP-Méuse wurde unserer Arbeitsgruppe von Dr.

Grigori Enikolopov, Cold Spring Harbor Laboratory, NY, USA, zur Verfiigung gestellt.

Im Rahmen einer langjdhrigen Zusammenarbeit erhielten wir hierbei fiir Immunfluores-
zenz-Analysen an Kryomaterial immersionsfixierte (4% PFA) perinatale Nestin-GFP-
Maiuse (Mignone et al. 2004, Davidoff et al. 2004, Saboor et al. 2016, Reckmann et al.
2018).

Daneben lag uns auch Untersuchungsmaterial von Nestin-GFP-Mé&usen vor, bei denen
in Nestin-exprimierenden Zellen SETDBI1 fehlt. Diesbeziiglich wurden uns bereits fi-
xierte perinatale (18.5 dpc und Tag 1 postnatal) homozygote sowie heterozygote Miuse
mit SETDB1-Knockout in Nestin-exprimierenden Zellen und eine entsprechende An-
zahl von Wildtypen iiberlassen. Bei den Knockouts war das SETDB1-Gen, welches fiir
eine Histonmethyltransferase kodiert, mittels Cre/lox P-System in Nestin-

exprimierenden Zellen ausgeknockt und die Promoterregion mit GFP gekoppelt.
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3.2 Geriite

Fluoreszenz Mikroskop, Axioskop 2 plus (Zeiss, Miinchen)
Kryostat, CM1900 (Leica, Wetzlar)
Axiostar Plus (Zeiss, Miinchen)
Rotationsmikrotom RM2255 (Leica, Wetzlar)
Axioplan 2 imaging (Zeiss, Miinchen)
Motic SMZ-171 (Motic, Wetzlar)
Waérmeschrank Heraeus B5042 (Heraeus, Deutschland)

3.3 Antikorper

3.3.1 Priméarantikorper in der Immunhistochemie

PCNA-Antikorper:
- Abcam ab 92552 (vormals Epitomics #2714-1) (Berlin, Deutschland)
- Monoklonal aus Kaninchen

- Verdiinnung: 1:500 in PBS + 0,2 % BSA + 0,1 % Natriumazid

3.3.2 Priméarantikorper fiir die Inmunfluoreszenz
CD31-Antikdrper:
- Dianova DIA-310-M (Hamburg, Deutschland)
- Monoklonal aus Ratte

- Verdiinnung: 1:20 in PBS + 0,2 % BSA + 0,1 % Natriumazid

SMA -Antikorper:
- Sigma # A 5228 (St. Louis, USA)
- Monoklonal aus Maus

- Verdiinnung: 1:500 - 1:1000 in PBS + 0,2 % BSA + 0,1 % Natriumazid
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PCNA-Antikorper:
- Abcam ab 92552 (vormals Epitomics #2714-1) (Berlin, Deutschland)
- Monoklonal aus Kaninchen

- Verdiinnung: 1:500 in PBS + 0,2 % BSA + 0,1 % Natriumazid

3.3.3 Sekundéirantikorper fiir die Immunfluoreszenz

Cy3-Goat-anti-Rabbit IgG:
- Jackson Immuno Research iiber Dianova 111-166-045 (Hamburg, Deutschland)
- Verdiinnung: 1:500 in PBS

Cy3-Donkey-anti-Rat:
- Jackson Immuno Research iiber Dianova #68682 (712-165-153) (Hamburg,
Deutschland)
- Verdiinnung: 1:1250 in PBS

Cy3-Goat-anti-Mouse IgG:
- Jackson Immuno Research iiber Dianova #115-165-003 (Hamburg, Deutsch-
land)
- Vediinnung: 1:500 in PBS

Cy5-Donkey-anti-Mouse 1gG:

- Jackson Immuno Research iiber Dianova 715-175-151 (Hamburg, Deutschland)
- Verdiinnung: 1:800 in PBS
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3.4 Methoden

3.4.1 Azanfirbung

3.4.1.1 Verwendete Chemikalien, Puffer und Losungen

- Xylol

- Ethanol (70 %, 96 %, 100 %)

- Aqua dest.

- Anilinalkohol: 100 ml 90 %iger Ethanol mit 0,1 ml Anilin

- Azokarminlosung: 0,1 g Azokarmin G mit 100 ml Aqua dest., kurz aufkochen,
filtrieren und je 100 ml Filtrat 1 ml Eisessig dazugeben

- 5 % Wolframatophosphorséure

- Anilinblau-Orange-Gemisch: 0,5g Anilinblau, 2g Orange G in 100ml Aqua
dest., 8ml Eisessig autkochen und filtrieren

- Anilinblau-Orange-Gebrauchslosung: 1 Teil Anilinblau-Orange-Gemisch + 2
Teile Aqua dest.

- Isopropanol absolut

- Eukitt Quick-hardening mounting medium

- Super Frost Plus Objekttriager

3.4.1.2 Durchfiihrung

Von den Bouin-fixierten Geweben der Nestinzellspezifischen-Knockout-Méuse (n=22,
homozygote und heterozygote Knockouts und Wildtypen) sowie von anderen Wildty-
pen (n=3) wurden mithilfe des Rotationsmikrotoms 6 pm dicke Schnitte angefertigt und
auf Objekttrager aufgelegt. AnschlieBend wurden die Schnitte iber Nacht im Wérme-
schrank bei 37 °C getrocknet. Ebenso wurde auch noch Kryogewebe der Knockouts
(n=5, homozygote Knockouts und ein Wildtyp), welches mit PFA fixiert wurde, ge-

schnitten (siche 3.4.3.2 Immunfluoreszenz) und ebenfalls Azan-gefarbt.

Im Folgenden werden die Versuchsschritte schematisch unter Angabe der Inkubations-

zeiten dargestellt.

- Entparaffinieren in Xylol und einer absteigenden Alkoholreihe, dann in Wasser

bringen fiir jeweils 5 min
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- Schnitte fiir 5 min in Anilinalkohol stellen

- Azokarminldsung im Wirmeschrank bei 56 °C vorwédrmen und anschlieend die
Schnitte fiir 10-15 min farben

- Spiilen mit Aqua dest.

- Differenzieren mit Anilinalkohol

- Spiilen mit Aqua dest.

- Fiir ca. 2 Stunden in 5 %ige Wolframatophosphorséure

- Spiilen mit Aqua dest.

- Anilinblau-Orange-Gebrauchsldsung fiir 1-2 Stunden

- Spiilen mit Aqua dest.

- 2-5 min in Isopropanol entwéssern, in Xylol geben

- Eindeckung mit Eukitt Quick-hardening mounting medium

- Lagerung und Trocknung bei Raumtemperatur

AnschlieBend wurden von den Schnitten Bilder mit einem Mikroskop (Axioskop 2 plus)
angefertigt.
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3.4.2 Immunhistochemie

3.4.2.1 Verwendete Chemikalien, Puffer und Losungen

- Super Frost Plus Objekttriger

- Xylol

- Ethanol (100 %, 96 %, 70 %)

- Hy0,/ Methanol (2 ml H,O; 30 % + 50 ml Methanol)

- Aqua dest.

- PBS: 0,13 M Na(Cl; 0,05 M Na,HPO4; mit HCI auf pH 7,4 einstellen

- Primérantikorper (siehe Liste) in Verdiinnungspuffer: PBS + 0,2 % BSA + 0,1 %
NaN3

- Peroxidase-markiertes Polymer (Dako EnVision + System-HRP, Labelled Polymer,
Anti-mouse / Anti-rabbit)

- PB 0,1 M pH 7,4 (4,9 g KH,PO4; 29,2 g Na,HPO4 * 2 H,0 gelost in 2 Liter Aqua
dest. und auf pH 7,4 eingestellt)

- DAB-Stammlosung (1 g DAB in 44,4 ml PBS, pH 7,4) in 45 ml PB 0,1 M

- Ammoniumchlorid

- Nickelsulfat (0,05 M, 4 °C) (130 mg Nickelsulfat, 10 ml Aqua dest., bei 4°C lagern)

- Glukose 10 % (-20 °C)

- Glukose-Oxidase (-20 °C) 0,18 mg / 150 pl Aqua dest.

- Eukitt Quick-hardening mounting medium

3.4.2.2 Durchfiihrung

Von den Bouin-fixierten Geweben der Nestinzellspezifischen-Knockout-Mause (n=9,
homozygote und heterozygote Knockouts und Wildtypen) sowie von anderen Wildty-
pen (n=3) wurden mithilfe des Rotationsmikrotoms 6 pm dicke Schnitte angefertigt und
auf Objekttrager aufgelegt. AnschlieBend wurden die Schnitte iber Nacht im Wérme-
schrank bei 37 °C getrocknet.

Im Folgenden werden die Versuchsschritte systematisch unter Angabe der Inkubations-

zeiten dargestellt.

- Entparaffinieren mit Xylol insgesamt dreimal fiir 5 min
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- Rehydrieren in einer Ethanolreihe (abnehmender Ethanolgehalt 100 %, 96 %, 70 %)
fiir jeweils 5 min sowie fiir 30 min in H,0, / Methanol (2 ml H>O; 30 % + 50 ml Me-
thanol)

- Spiilen mit Aqua dest. flir 5 min

- Spiilen mit PBS fiir 5 min

- Inkubation mit dem Primédrantikdrper iiber 24 h bei 4 °C (Verdiinnung: PBS + 0,2 %
BSA + 0,1 % NaN3)

- Spiilen mit PBS dreimal fiir jeweils 5 min

- Zugabe des Peroxidase-markierten Polymer fiir 30 min bei Raumtemperatur

- Spiilen mit PBS und PB fiir jeweils 10 min

- Entwicklung der Peroxidase-Aktivitit mit Diaminobenzidin (DAB):

- 1 ml DAB-Stammldsung (1 g DAB in 44,4 ml PBS, pH 7,4) in 45 ml PB 0,1 M

-+ 18 mg/ 100 pl Ammoniumchlorid

-+ 900 pl Nickelsulfat (0,05 M, 4 °C) (130 mg Nickelsulfat, 10 ml Aqua dest.,
bei 4 °C lagern)

- +900 pl Glukose 10 % (-20 °C)

- Riihren und filtrieren

- Vor der Reaktion Zugabe von Glukose-Oxidase (-20 °C) 0,18 mg / 150 pl Aqua
dest. und ca. 15 min einwirken lassen (abhéngig von dem verwendeten Antikor-
per)

- Spiilen mit PB fiir 10 min

- Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe

- Eindecken mit Eukitt

Von den Schnitten wurden anschlieBend Bilder mit dem Mikroskop (Axioskop 2 plus)

angefertigt. Zur Kontrolle wurde auf jedem Objekttrager ein Schnitt anstelle des Pri-

mérantikorpers nur mit der Pufferlosung (PBS + 0,2 % BSA + 0,1 % NaN3) inkubiert.
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3.4.3 Immunfluoreszenz

3.4.3.1 Verwendete Chemikalien, Puffer und Losungen

- Super Frost Plus Objekttriger

- PBS: 0,136 M NacCl; 0,05 M Na,HPOy, « 2 H,0 ; mit HCI auf pH 7,4 einstellen

- 2% Normalseren verschiedener Tierspezies (20 pl Serum + 980 ul PBS)

- Primérantikorper (siehe Liste) in Verdiinnungspuffer: PBS + 0,2 % BSA + 0,1 %
NaN3

- Sekundidrantikorper (siehe Liste) in Verdiinnungspuffer: PBS

- DAPI = 4°,6-Diamidine-2-phenylindole dihydrochloride, Verdiinnung: 1:1250 (bei
einer Konzentration von 1 mg / ml)

- 4% PFA (40 g PFA + 500 ml H,0 auf 70 °C erhitzen; 2 M NaOH dazugeben; 500 ml
0,2 M PB zugeben und den pH auf 7,2-7,4 einstellen)

- Eindecken mit gepuffertem Glycerol 3:1 (Glycerol + PBS)

3.4.3.2 Durchfiihrung

Von dem PFA-fixierten Kryo-Gewebe der Knockout-Gruppen (n=7, homozygot und he-
terozygot sowie Wildtyp) und von einem anderen Wildtyp wurden mit dem Kryostat
(CM1900) 10 um dicke Schnitte bei ca. -18 °C angefertigt und auf Objekttriger gezo-
gen. Die Objekttriger wurden anschlieBend bei Raumtemperatur fiir 1 h getrocknet.

Bei der Durchfithrung des Versuches wurde speziell darauf geachtet, dass die Lichtex-
position auf die Schnitte so gering wie moglich gehalten wird, um die Fluoreszenz des
griin fluoreszierenden Proteins (GFP) und der verwendeten AntikOrper zu schiitzen.
Aufgrund dessen wurden die Schnitte wiahrend des Versuches durchgehend in einer ab-

gedunkelten ,,Feuchtekammer* gelagert und inkubiert.

Im Folgenden sind die Einzelschritte des Versuchablaufs systematisch dargestellt.

- Teilweise Vorbehandlung der Schnitte mit PBS und 0,1 % Triton je nach Antikdrper
fiir 10 min zur Verbesserung der Permeabilitit des Gewebes

- Spiilen in PBS dreimal fiir je 10 min

- Blockung mit 2 %igem Normalserum in PBS von verschiedenen Tierspezies fiir 60

min bei Raumtemperatur
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- Zugabe des Primédrantikorpers (Verdiinnung mit PBS + 0,2 % BSA + 0,1 % NaN3)
und Inkubation iiber Nacht bei 4 °C

- Spiilen mit PBS zweimal je 10 min

- Zugabe des Sekunddrantikorpers in Verbindung mit DAPI (Verdiinnung mit PBS fiir
1 h bei Raumtemperatur)

- Bei Durchfiihrung der Doppelfiarbung erfolgt die Férbung mit zwei verschiedenen
Primérantikdrpern, sowie den entsprechenden Sekundérantikorpern

- Spiilen mit PBS zweimal je 10 min

- Fixierung mit 4 % PFA fiir 10 min

- Spiilen mit PBS zweimal je 10 min

- Eindecken mit gepuffertem Glycerol (3:1 Glycerol + PBS) und Aufbewahrung der
Schnitte bei 4 °C

Von den Schnitten wurden anschlieBend Bilder mit dem Fluoreszenz Mikroskop (Axi-
oskop 2 plus) angefertigt. Als Kontrolle wurde auf jedem Objekttriger ein Schnitt an-
stelle des Primérantikdrpers nur mit der Pufferlosung (PBS + 0,2 % BSA + 0,1 %
NaNj3) inkubiert.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Nestin-Expression in der Lunge bei SETDB1-Knockout-Feten

4.1.1 Nestin-Expression in den Lungengefifien bei SETDB1-Knockout-Feten

In unseren ersten Versuchen wurde der Fokus auf die Lokalisation von Nestin-
exprimierenden Zellen in der Lunge gelegt. Hierfiir wurden Kryo-Schnitte von
SETDBI1*P- und P? in Nes*- Feten im Alter von 18.5 dpc untersucht.

Bei den SETDBI1-Knockout-Feten wurde das SETDBI1-Gen explizit in Nestin-

exprimierenden Zellen ausgeschaltet und Nestin mit GFP gekoppelt.

Die Nestin-GFP-Firbung konnte innerhalb der kompletten Lunge in zahlreichen Zellen
dargestellt werden und ist groBtenteils auf groBere und kleinere Gefdllie (Abb. 17) ein-
schlieBlich der Kapillaren (Abb. 18) begrenzt. Dies trifft sowohl auf die SETDB1PP in
Nes'- Feten, als auch auf die SETDB1*? in Nes*- Feten zu. Ein Unterschied beziiglich
des Farbemusters konnte nicht beobachtet werden (Abb. 17).
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Nestin-GFP «. Nestin-GFP

Nestin- ¥ Nestin-GFP

Abb. 17: Nestin-GFP-exprimierende Zellen mit homozygotem und heterozygotem
SETDBI-Knockout in Lungengefiifien verschiedener Grofie

a,b: SETDBI™ in Nes™: Aufnahme eines Gefifiquerschnitts der Lunge (G) mit positi-
vem Nestin-GFP-Signal (griin, Pfeile) in der Gefifswand des transgenen SETDBI-
Knockout-Feten. Ebenso angefdrbt sind die Gefdfiwdinde der Kapillaren (*).

¢,d: SETDBIP? in Nes*: Ubersichtsaufnahme eines Lungengefifes (G) im Lings- und
Querschnitt mit positiven Nestin-GFP-Zellen (griin, Pfeile) in dem SETDBI”? in Nes'-
Feten.
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Abb. 18: Lokalisation von Nestin-GFP in Kapillaren der Lunge von Feten mit ho-

mozygotem SETDBI1-Knockout in Nestin-exprimierenden Zellen

a,b: Nestin-GFP (griin) in Kapillaren (*) der Lunge. Die Nestin-GFP-Expression zeigte
sich in Wiinden unterschiedlich groffer Gefdfe.

Die Bronchioli (B) hingegen weisen kein Signal fiir Nestin-GFP auf.
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4.1.2 Verifizierung der SETDB1-Knockout-Zellen anhand von Nestin-GFP in-
nerhalb der Gefifiwand

Nachdem das Vorhandensein der Nestin-GFP-Expression innerhalb der Lungengefaf3e

bestitigt werden konnte, stellte sich anschlieBend die Frage, um welchen Zelltyp es sich

hierbei handelt.

Um dies genauer verifizieren zu konnen, wurden im Folgenden Immunfluoreszenz-

Farbungen mit den Antikoérpern gegen CD31 und SMA an Lungenschnitten von

SETDBI1PP in Nes'- Feten durchgefiihrt. CD31, auch bekannt als ,,platelet endothelial

cell adhesion molecule-1“ (PECAM-1) oder auch ,,cluster of differentiation 31, richtet

sich gegen ein Endothelzell-Protein (CD31). Es dient somit der Identifizierung von En-

dothelzellen (Dissertation Berndt C. 2011, Saboor et al. 2016).

Zur Darstellung von glatten GefaBmuskelzellen wurde der Antikérper SMA verwendet.

Dieser richtet sich gegen das in glatten Muskelzellen enthaltene Cytoskelettprotein

(smooth muscle actin) (Dissertation Berndt C. 2011, Saboor et al. 2016).
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4.1.2.1 Fehlende Kolokalisation von Nestin-GFP und dem Endothelzellmarker
CD31 in Lungengefiflen bei homozygoten SETDB1-Knockout-Feten
In den folgenden Immunfluoreszenz-Untersuchungen lag der Fokus auf der Spezifizie-
rung der Nestin-GFP-positiven Zellen. Zunichst erfolgte die Untersuchung mittels des
Endothelzellmarkers CD31.
Die Untersuchungen wurden erneut an Lungenabschnitten von SETDB1P? in Nes'- Fe-
ten im Alter von 18.5 dpc durchgefiihrt. Ziel war es also, zu verifizieren, ob es sich bei
den Nestin-exprimierenden Zellen mit SETDB1-Knockout um Endothelzellen handelt.
Abbildung 19 zeigt eine Ubersichtsaufnahme von einer Arterie (Abb. 19 a-c) sowie ei-
ner Vene (Abb. 19 d-f). Die Arterie zeichnet sich durch eine kriftige Muskelschicht
(Abb. 19 a-c (siche doppelkopfigen Pfeil in c)) aus, die Vene hingegen durch ihre
schmalere Gefdwand (Abb. 19 d-f). Neben den Nestin-GFP-positiven groflen Gefillen
sind im umliegenden Gewebe weitere Nestin-GFP-Signale zu verzeichnen, welche sich
in kleineren Gefillen befinden. Sowohl um die Arterie als auch um die Vene sind eben-
falls Bronchioli ohne Nestin-GFP-Signal angeschnitten (Abb. 19, siche B). Weder in
Venen noch in Arterien gibt es eine Kolokalisation von CD31-positiven Endothelzellen
und Nestin-GFP-positiven Zellen (Abb. 19, siche ¢ und f).
Es ist eindeutig erkennbar, dass sich die Nestin-GFP-exprimierenden Zellen (Abb. 19,
siche MC in ¢ und f) in der GefdBmuskelschicht befinden. CD31 hingegen ist fiir die
Féarbung der Endothelzellschicht verantwortlich. Diese Zellen kleiden das GefaBBlumen
aus und ragen ins Lumen hinein (Abb. 19, siche EC in b und e).
Dass es sich nicht um dieselbe Zelle handelt, sondern um zwei unterschiedliche Zellty-
pen ist in Abb. 19 ¢ und f klar erkennbar. Die Nestin-GFP-exprimierenden glatten Mus-
kelzellen befinden sich lumenfern und liegen von aulen den Endothelzellen auf (Abb.

19, siehe ¢ und f (EC, MC)).
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Abb. 19: fehlende Kolokalisation von Nestin-GFP und dem FEndothelzellmarker
CD31 bei homozygoten SETDB1-Knockout-Feten in Nestin-exprimierenden Zellen

Nestin-GFP und CD31 sind in einer Arterie (A) (a-c) und Vene (V) (d-f) dargestelit.
CD31-positive Endothelzellen erscheinen in rot (b und e), Nestin-GFP-positive Zellen
sieht man in griin (a und d). Bei gleichzeitiger Darstellung von Nestin-GFP und CD31
sieht man keine Mischfarbe von CD31 und Nestin-GFP (c und f). Die CD3I-positiven
Zellen befinden sich luminal der Nestin-GFP-positiven Zellen (c und f, siehe Kreis).

(MC) bezeichnet Nestin-GFP gefirbte Muskelzellen, (EC) CD31-positive Endothelzel-
len, (B) Bronchiolus.
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4.1.2.2 Fehlende Kolokalisation von Nestin-GFP und dem Endothelzellmarker
CD31 in Kapillaren der Lunge bei homozygoten SETDB1-Knockout-Feten
Wie bereits beschrieben, wurde Nestin-GFP nicht nur in den grof8en Gefd3en der Lunge
beobachtet, sondern ist ebenso in Kapillaren zu finden.
Auch hier erfolgten zur Identifizierung der Zelltypen Farbungen von Lungenabschnitten
mit dem Endothelzellmarker CD31.
In Abbildung 20 konnten einige Kapillare (Abb. 20, siehe *) mittels Immunfluoreszenz-
Féarbungen dargestellt werden.
In Querschnitten von Kapillaren erkannte man die zirkuldr um das Lumen verlaufende
Endothelschicht mithilfe des gegen Endothelzellproteine gerichteten Antikdrpers CD31
(Abb. 20 c und d). Abbildung 20 a und b zeigt die Fluoreszenz von Nestin-GFP. Bei
den hier angefdrbten Zellen handelt es sich um Perizyten, welche mit ihren Fortsdtzen
um die Kapillaren herumliegen. Bei den Perizyten findet sich ein GFP-Signal sowohl
beim Zellkern als auch bei den Fortsdtzen (Abb. 20 b, siche P).
Dass es sich hierbei um keine Kolokalisation von Nestin-GFP und CD31 handelt, wird
in Abbildung 20 e und f verdeutlicht. Es ist eindeutig zu erkennen, dass die CD31-
positiven Endothelzellen keine Nestin-GFP-Expression aufweisen und es sich somit um
Zellen unterschiedlichen Types handelt. Bei den Kapillaren weisen lediglich die Perizy-
ten ohne Endothelzellschicht eine Nestin-GFP-Expression auf und gehéren somit eben-

falls zu den Nestin-exprimierenden Zellen in der Lunge.
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Abb. 20: fehlende Kolokalisation von dem Endothelzellmarker CD31 und Nestin-
GFP in Kapillaren bei Feten mit homozygotem SETDBI-Knockout in Nestin-

exprimierenden Zellen

a,b: Nestin-GFP-(griin) positiv angefirbte Perizyten (P) um Kapillarwand (*).
¢, d: positive Farbung der Endothelzellen (rot) in der Kapillarwand (*) mit dem En-
dothelzellmarker CD31.

e,f- keine Kolokalisation von Nestin-GFP (griin) und dem Endothelzellmarker CD31
(rot) in Kapillaren (*).
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4.1.2.3 Kolokalisation von Nestin-GFP und dem Gefiflmuskelzellmarker SMA in
Lungengefifien von homozygoten SETDB1-Knockout-Feten
Parallel zu den Untersuchungen mit dem Endothelzellmarker CD31 wurden Immunfluo-
reszenz-Férbungen mit dem GefdBmuskelzellmarker SMA angefertigt. Ziel der Unter-
suchung war herauszufinden, ob es sich bei den Nestin-exprimierenden Zellen in grof3e-
ren GefiBen von SETDB1PPin Nes'- Feten um glatte GefdBmuskelzellen handelt. Um
dies zu untersuchen, wurden Lungenabschnitte der SETDB1PP in Nes'- Feten mit dem
SMA-Antikorper gefirbt und die Lokalisation von Nestin-GFP und SMA unter dem
Fluoreszenz-Mikroskop (Axioskop) verglichen.
Exemplarisch siecht man in Abbildung 21, 22 und 23 eine typische Lokalisation von
Nestin-GFP und SMA.
Betrachtet man zunichst nur die Nestin-GFP-Lokalisation, so kann festgestellt werden,
dass nicht alle Zellen der GefaBmuskulatur Nestin-exprimierende Zellen sind. Es ist je-
doch eindeutig, dass es sich bei den Nestin-exprimierenden Zellen in der GefaBwand
um glatte Muskelzellen handelt (Abb. 21-23). Wihrend der SMA-Antikorper das Zyto-
plasma der glatten GefdBmuskelzellen anfédrbt (Abb. 21 und 22, siehe ¢ und d), kann das
Nestin-GFP-Signal primér im Zellkern der Muskelzelle beobachtet werden (Abb. 21
und 22, sieche a und b).
Die Koexpression von Nestin-GFP und dem Muskelzellmarker SMA kann also eindeu-

tig belegt werden (Abb. 21 und 22, siehe e und f sowie Abb. 23 c).
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Abb. 21: Kolokalisation von Nestin-GFP und SMA in glatten Gefiifimuskelzellen bei

Feten mit homozygotem SETDBI1-Knockout in Nestin-exprimierenden Zellen

a,b: Nestin-GFP (griin) firbt den Zellkern der glatten GefifSmuskelzelle (MC).

¢, d: positive SMA-Férbung (rot) des Zytoplasma der Gefdfmuskelzelle (MC).

ef- Kolokalisation von Nestin-GFP (griin) und SMA (rot) ist nachweisbar in glatten
Gefifsmuskelzellen (MC) in grofieren Gefdfien (G) der Lunge (gelbes Signal).
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Abb. 22: Kolokalisation von Nestin-GFP und SMA in glatten Gefiiffmuskelzellen un-
terschiedlich grofier Gefiifie bei Feten mit homozygotem SETDBI-Knockout in Nes-

tin-exprimierenden Zellen

a,b: Nestin-GFP (griin) firbt den Zellkern der glatten GefifSmuskelzelle (MC).

¢, d: positive SMA-Férbung (rot) des Zytoplasma der Gefdfmuskelzelle (MC).

ef- Kolokalisation von Nestin-GFP (griin) und SMA (rot) ist nachweisbar in glatten
Gefifsmuskelzellen (MC) in unterschiedlich grofsen Gefdifien (G) der Lunge.
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Nestin-GFP +

Abb. 23: Kolokalisation von Nestin-GFP und SMA in glatten Gefiifimuskelzellen ei-
nes Lungengefifies bei Feten mit homozygotem SETDBI-Knockout in Nestin-
exprimierenden Zellen

a-c:  Ubersichtsaufnahme eines Lungengefiifes (G) mit Nestin-GFP/- und SMA-
positiven glatten Gefdifimuskelzellen (MCI und MC2); Nestin-GFP firbt primdr den
Zellkern der Gefifimuskelzelle (griin), SMA firbt das Zytoplasma der Muskelzelle (rot);
umliegend weitere Nestin-GFP-positive Kapillare (*) und Nestin-GFP-negative Bron-
chioli (B),; Darstellung der Zellkerne mittels DAPI (blau).
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4.2 Verifizierung der  Proliferationsfihigkeit = von  Nestin-

exprimierenden Zellen mit SETDB1-Knockout

Wie bereits eingangs erwédhnt (siche 1.3), konnten Nestin-exprimierende Zellen
innerhalb verschiedener Gewebe auch auflerhalb des Gehirns als Stamm- oder
Progenitorzellen identifiziert werden. Ebenso wurde eine erhdhte Nestin-Expression
besonders in sich entwickelnden oder in Regeneration befindlichen Organen
nachgewiesen, wihrend die Expression im Adulten herunterreguliert war.

In den folgenden Untersuchungen lag der Fokus darauf, herauszufinden, ob es sich bei
den Nestin-exprimierenden Zellen mit SETDB1-Knockout um proliferierende Zellen
handelt. Als Untersuchungsmaterial standen transgene Nestin-GFP-Méuse am
postnatalen Tag 1 sowie SETDB1* in Nes™- (18.5 dpc) und SETDBIP? in Nes*- Feten
(18.5 dpc) zur Verfiigung. Um zu untersuchen, ob Nestin-exprimierende glatte Gefal3-
muskelzellen mit SETDBI1-Knockout auch Proliferationspotenzial besitzen, wurden
Immunfluoreszenzuntersuchungen an Kryoschnitten der Lunge mit Antikoérpern gegen
den Muskelzellmarker SMA und den Proliferationsmarker PCNA durchgefiihrt. Im
Lungengewebe aller drei Mausgruppen lieBen sich proliferierende Nestin-GFP-positive
GefiBmukelzellen darstellen (Abb. 24, 25, 26). Abbildung 24 a zeigt eine Ubersichts-
aufnahme eines LungengefiBes des SETDB1™ in Nes'- Feten sowie in b und ¢ einen
vergroferten GefaBausschnitt mit zwei Nestin-GFP-positiven GefaBBmuskelzellen (MC1
und MC2). Die SMA-positive GefaBmuskelzelle wird in lila dargestellt (siche gelbe
Pfeile in Abb. 24 b und c). Dass es sich bei diesen Zellen um proliferierende Zellen
handelt wird in Abb. 24 ¢ anhand der gelben Mischfarbe verdeutlicht (Abb. 24 ¢, MCl1
und MC2). In Abbildung 25 wurde ebenfalls eine Lungeniibersichtsaufnahme einer
transgenen Nestin-GFP-Maus (Abb. 25 a), sowie zwei vergroflerte GefdBausschnitte
(Abb. 25 b und c) dargestellt. Man erkennt die Kolokalisation von Nestin-GFP und
SMA (Abb. 25 b, gelber Kasten). Dass es sich hierbei ebenfalls um proliferierende Zel-
len handelt wird in Abb. 25 ¢ anhand der Mischfarbung (gelber Stern) deutlich.
Abbildung 26 zeigt eine Ubersichtsaufnahme eines Lungengefifies des SETDBI1P? in
Nes'- Feten. Die glatte GefiBmuskelschicht kommt in dieser Abbildung in blau zur
Darstellung (Abb. 26 a). In Abb. 26 b, ¢ und d sieht man die isolierte Darstellung von
SMA, Nestin-GFP und PCNA am selben Schnitt in schwarz/wei3. Die gelben Pfeile
weisen auf die proliferierenden Nestin-GFP-positiven glatten GefaBmuskelzellen (Abb.

26 a-d).
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Abb. 24: Kolokalisation von Nestin-GFP, SMA und PCNA in glatten
Gefiifmuskelzellen bei heterozygotem Feten mit SETDBI-Knockout in Nestin-
exprimierenden Zellen im Alter von 18.5 dpc

a: Ubersichtsaufnahme eines Lungengefifies (G) bei SETDBI™ in Nes*- Feten.

b: vergréflerte Aufnahme des Lungengefdifies (G) mit Darstellung von zwei Nestin-GFP-
(griin) und SMA-positiven (lila, gelbe Pfeile) glatten Gefdfsmuskelzellen (MCI, MC2).
Nestin-GFP firbt dabei besonders den Kern. c: Kolokalisation von Nestin-GFP (griin),
SMA (lila) sowie PCNA (orange), dargestellt anhand einer Mischfarbe (gelb). Im
Hintergrund  ebenfalls  Fdarbung  aller  Zellkerne  mittels DAPI  (blau).
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Abb.  25: Kolokalisation von
Nestin-GFP, SMA und PCNA in
glatten  Gefifimuskelzellen  bei
einer Zelltypunabhiingigen trans-
genen Nestin-GFP-Maus im Alter

von dl1

a: Ubersichtsaufnahme eines
Lungengefifies (G) bei der Nestin-
GFP-Maus.

b: vergrofferte  Aufnahme  des
Lungengefifses (G) mit Darstellung
von Nestin-GFP- (griin) und SMA-
positiven (lila, gelber Pfeilkopf)
glatten Gefifsmuskelzellen.

c. Kolokalisation von Nestin-GFP
(griin), SMA (lila) und PCNA
(orange, Stern). Die Zellkerne
wurden mithilfe des Blaufarbstoffes
DAPI angefiirbt.
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Abb. 26: Kolokalisation von Nestin-GFP, SMA und PCNA in glatten
Gefiifmuskelzellen bei homozygotem Feten mit SETDBI-Knockout in Nestin-
exprimierenden Zellen im Alter von 18.5 dpc

a: Ubersichtsaufnahme eines LungengefifSes (G) bei SETDBI? in Nes'- Feten. Es zeigt
sich eine Kolokalisation von Nestin-GFP (griin) und PCNA (orange) in SMA-positiven
(blau) glatten Gefdfimuskelzellen (gelbe Pfeile, vergrofierter Ausschnitt in farbigen
Kdsten). b: Fdrbung der glatten Gefdfsmuskelschicht mit dem Muskelzellmarker SMA.
Hierbei kommt es zur Anfirbung des Zytoplasmas der Gefdfimuskelzellen. c: einzelne
glatte Gefdfimuskelzellen zeigen eine positive Firbung fiir Nestin-GFP (gelbe Pfeile).
d: Darstellung proliferierender Zellen mittels des Proliferationsmarkers PCNA.
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4.3 Unterschiede in Lungenmorphologie und -entwicklung bei Wild-
typ-Méusen und SETDBI1-Knockout-Mausen in Nestin-

exprimierenden Zellen

Bei der Suche nach morphologischen Unterschieden beziiglich der Lungenentwicklung
zwischen Wildtyp-Méusen und den SETDBI-Knockout-Miusen (in Nestin-
exprimierenden Zellen) wurden im Folgenden Paraffinlings- und Querschnitte aller
Miuse auf Hohe des kardiopulmonalen Systems angefertigt und die Lungenstruktur
mittels histologischer Ubersichtsfirbung (Azanfirbung) beurteilt.

Bei den untersuchten Wildtyp- sowie SETDB1-Knockout-Miausen handelte es sich so-
wohl um prénatale Feten (18.5 dpc) als auch postnatale Mause (d1).

Im Fokus der Untersuchung lagen Auffilligkeiten in der Lungenstruktur sowie Zeichen
einer Lungenunterentwicklung aufgrund des fehlenden SETDB1-Gens in den Nestin-
exprimierenden Zellen als mogliche Ursache einer perinatalen Todesursache.

Es wurde ebenfalls zwischen SETDB1* in Nes*- Mausen und SETDBI1? in Nes'-
Maiusen verglichen.

Zur Beurteilung der Lungenentwicklung wurde auf die verschiedenen Differenzie-
rungsphasen der Lungenentwicklung bei Mausen Bezug genommen. Von Interesse wa-
ren Auffilligkeiten in der Vaskularisation, der Grof3e des Lungenparenchyms, der Ent-

wicklung des interstiticllen Gewebes sowie der Anzahl an Alveolen.
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4.3.1 Unterschiede in der Lungenmorphologie und -entwicklung bei Wildtyp-
und SETDB1-Knockout-Feten in Nestin-exprimierenden Zellen im Alter
von 18.5 dpc

Fiir die Untersuchung mdéglicher Unterschiede in der Lungenentwicklung und morpho-

logischer Auffilligkeiten wurden im Folgenden Ubersichtsfarbungen mit Azan von Pa-

raffin-Préparaten angefertigt.

Durch die Azanfarbung konnten verschiedene Gewebe- und Zellarten farblich darge-

stellt werden. Neben dunkelblau gefarbten Kollagenfasern nehmen zelluldre Strukturen,

u.a. auch glatte Muskelzellen, eine orange-rote Farbe an.

In Abbildung 27 sind Ubersichtsfirbungen der Lunge von Wildtyp-Feten (Abb. 27 a-d)

mit denen von SETDB1"? (Abb. 27 e-h) und SETDB1”? in Nes'- Feten (Abb. 27 i-1) im

Alter von 18.5 dpc verglichen worden.

Bereits in der kleinsten Vergroferung (Abb. 27 a,e,i) ist die dichtere Lungenstruktur der

homozygoten und heterozygoten Knockout-Feten zu beobachten. Néher betrachtet zei-

gen die Lungenabschnitte der heterozygoten (*?) (Abb. 27 h) und homozygoten (°P)

(Abb. 27 1) Feten deutlich unterentwickelte Lungenbereiche mit breiten interstitiellen

Septen sowie einer reduzierten Anzahl an sakkuldren Strukturen. Im Vergleich zum WT

erscheinen die SETDB1-Knockout-Lungen weniger weit entwickelt.

Die Lungen der Wildtyp-Feten zeichnen sich durch schmale interstitielle Septen und

reichlich Sacculae aus (Abb. 27 b und c).
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Abb. 27: Unterschiede in der Lungenstruktur bei Wildtyp-Feten im Vergleich zu ho-
mozgygoten und heterozygoten SETDBI-Knockout-Feten in Nestin-exprimierenden

Zellen im Alter von 18.5 dpc

a-1: Ubersichtsaufnahmen von azangefiirbten Lungenabschnitten im Alter von 18.5 dpc
bei WT- (a-d), SETDBI*" in Nes'- (e-h) und SETDBIP? in Nes'- Feten (i-l).

Sowohl der SETDBI™ in Nes™- Fet (e-h) als auch der SETDBIP? in Nes™- Fet (i-1) wei-
sen ein verdichtetes Lungengewebe mit breiten interstitiellen Septen und reichlich

mesenchymalem Gewebe und somit auch schlechter ausgebildeten sakkuldren Struktu-

ren im Vergleich zum WT (a-d) auf.
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4.3.2 Unterschiede in der Lungenmorphologie und -entwicklung bei Wildtyp-
und SETDB1-Knockout-Miusen in Nestin-exprimierenden Zellen im Alter
von d1

Fiir die Untersuchung der Lungenentwicklung und die Suche nach moglichen Unter-

schieden oder Verzogerungen in den Entwicklungsphasen der Lunge wurden auch post-

natale Mduse im Alter von dl in Paraffin eingebettet. AnschlieBend wurden Schnitte
angefertigt.

Zur besseren Ubersicht wurden die Schnitte in verschiedenen VergroBerungen unter

dem Mikroskop beurteilt und abgelichtet.

In Abbildung 28 sind verschiedene Ubersichtsaufnahmen sowohl von Wildtyp- (a-d),

SETDBI1* in Nes'- (e-h) und SETDBIP? in Nes'- Miusen (i-1) im Alter von d1 ange-

fertigt worden.

Vergleicht man zunichst die Wildtyp-Maus (a-d) mit der SETDB1”” in Nes*- Maus

(Abb. 28 i-1) so ist auf den ersten Blick bereits ein Unterschied in der Lungenstruktur zu

erkennen. Die Lungenabschnitte der SETDBIP? in Nes'- Maus (i-1) zeigen weniger

entwickelte Lungenbereiche mit breiten interstitiellen Septen und eine geringe Anzahl
an priméren Sacculae (Abb. 28 i-1). Die Wildtyp-Méuse (a-d) hingegen zeichnen sich

durch eine hohe Anzahl an primiren Sacculae aus. Das Interstitium ist schmal (Abb. 28

b). Die SETDB1* in Nes*- Maus (e-h) zeigt jedoch bis auf minimal breitere interstiti-

elle Septen keine weitere offensichtliche Entwicklungsverzogerung verglichen zum

Wildtyp. Die Anzahl an priméiren Sacculae erscheint im Vergleich zum Wildtyp ebenso

nicht vermindert (vergleiche Abb. 28 b und f).

Deutliche Unterschiede in der Lungenstruktur lassen sich also nur bei der SETDB1? in

Nes'- Maus beobachten (Abb. 28 i-1).

Vergleichbare Ergebnisse zeigten sich auch mit HE-Farbung und Kryomaterial.
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Abb. 28: Unterschiede in der Lungenstruktur beim Wildtyp im Vergleich zu
SETDBI™” und SETDBI"? in Nes'- Miiusen im Alter von d1

a-1: Ubersichtsaufnahmen von azangefiirbten Lungenabschnitten im Alter von dl bei
WT (a-d), SETDBI'" in Nes'- (e-h), und SETDBI"? in Nes'- Mdiusen (i-1). Im Gegen-
satz zum Wildtyp weisen die Lungenabschnitte der SETDBI?? in Nes*- Maus (i-1) ver-
mehrt mesenchymales Gewebe (siehe Pfeile) und weniger sakkuldre Strukturen auf. Die
SETDBI™ in Nes*- Maus (e-h) zeichnet sich jedoch durch eine dhnliche Lungenstruk-
tur wie die der WT-Maus (a-d) aus.
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4.3.3 Unterschiede in der Lungenmorphologie und -entwicklung anhand von
Querschnitten auf Hohe des kardiopulmonalen Systems bei Wildtyp- und
SETDB1-Knockout-Miusen in Nestin-exprimierenden Zellen im Alter von
18.5 dpc und d1

Fiir die folgenden Untersuchungen wurden Feten im Alter von 18.5 dpc sowie Miuse

im Alter von dl in Paraffin eingebettet und schlieBlich Querschnitte angefertigt. Von

Interesse waren vor allem die Schnitte auf Hohe des kardiopulmonalen Systems. Ziel

war es, die Lunge als Ganzes im Querschnitt betrachten zu konnen und Unterschiede in

der Lungenstruktur zwischen WT-, SETDB1PP in Nes*- Miusen sowie SETDB1™ in

Nes'- Miusen zu untersuchen. Unterschiede innerhalb verschiedener Abschnitte einer

Lunge waren ebenfalls von Interesse. Zur besseren Beurteilung dienten vergroferte

Ausschnitte der Lungenquerschnitte wie in Abbildung 29 dargestellt.

Abb. 29: Lungenquerschnitt einer Maus

a: Lungenquerschnitt einer Maus mit Anschnitt des Herzens samt des umliegenden
Weichteilgewebes und der knochernen Struktur.

b: Vergrofierung des Lungenquerschnittes ohne umliegendes Weichteilgewebe und kno-
cherne Strukturen. Ebenfalls dargestellt die verschiedenen Lungenfliigel samt pulmona-

ler Arterien (A) sowie Bronchiolen (B) und dem Herz.
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Abb. 30:

Querschnitte auf Hohe des
kardiopulmonalen  Systems
bei WT-, SETDBI"” in Nes'-
und SETDBI”” in Nes'-
Miiusen im Alter von d1

a-c:  Darstellung der ver-
schiedenen Lungenfliigel
samt eines Querschnittes vom
Herzen.

Die WT-Maus (a) sowie
SETDBI™ in Nes*- Maus (b)
weisen ein schmales intersti-
tielles Gewebe und reichlich
sakkuldre Strukturen (siehe
Pfeile) auf. Im Gegensatz da-
zu kann bei der SETDBIP? in
Nes'- Maus (c) ein deutlich
breiteres interstitielles Ge-
webe sowie eine reduzierte
Anzahl an primdren Sacculae

beobachtet werden (siehe c,

Pfeilkopf).
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Abb. 31:

Liingsschnitt auf Hohe des kar-
diopulmonalen Systems bei WT-,
SETDBI™” in  Nes*- und
SETDBI”? in Nes'- Feten im Alter
von 18.5 dpc

a-c: Darstellung der verschiedenen
Lungenfliigel, teilweise mit An-
schnitt eines Ldngsschnittes vom
Herzen.

a: Léingsschnitt des WT-Feten.

b und c¢: Ldngsschnitt des
SETDBI™ in Nes™- (b) und
SETDBIP? in Nes'- Feten (c). Im
Gegensatz  zu  den beiden
SETDBI'™ in Nes'- und SETDBI"?
in Nes™- Feten weist der WT-Fet (a)
schmalere interstitielle Septen und
somit ein ausgereifteres Lungensys-

tem auf.



4.4 Unterschiede beziiglich der Anzahl an proliferierenden Zellen bei
WT- Feten und SETDB1”?in Nes'- Feten im Alter von 18.5 dpc

sowie postnatalen Mausen im Alter von d1

Im Fokus der folgenden Untersuchungen standen Unterschiede beziiglich der Anzahl an
proliferierenden Zellen zwischen den SETDBIP? in Nes'- Miusen und den WT-
Maiusen. Ziel war es herauszufinden, ob bei den Lungen der Knockout-Mause im Ge-
gensatz zu den Wildtyp-Mausen eine Entwicklungsverzogerung bzw. Unterentwicklung
im Zusammenhang mit verdnderter Proliferation der Lungen zu beobachten ist. Ein be-
sonderes Augenmerk wurde vor allem auf verdnderte Proliferation in pulmonalen Gefa-
Ben gelegt. Hierfir wurden Paraffinschnitte von Wildtyp- und SETDBIP® in Nes'-
Maiusen im Alter von 18.5 dpc und postnatalem Tag 1 angefertigt. Die Farbung der
proliferierenden Zellen erfolgte mit dem Proliferationsmarker PCNA.

Abbildung 32 zeigt verschiedene Lungeniibersichtsaufnahmen beider Méduse im Alter
18.5 dpc. Verglichen zum Wildtyp (Abb. 32 a und b) kann man in den Lungen der
Knockout-Méuse (Abb. 32 ¢ und d) eine deutlich dichtere Lungenstruktur (wie bereits
in 4.3 beschrieben) beobachten. Die dichtere Lungenstruktur und erhdhte Zellzahl bei
den Knockouts (Abb. 32 ¢ und d) zeichnet sich somit auch durch eine erhohte Anzahl an
in Proliferation befindlichen Zellen aus. Der Wildtyp hingegen sieht in der Lungen-
struktur bereits relativ differenziert aus (Abb. 32 a und b). In Bezug auf die pulmonalen
Gefdlle konnen keine Unterschiede beziiglich verdnderter Proliferation beobachtet wer-
den. Diese Ergebnisse konnen weitestgehend auf die postnatalen Miuse iibertragen
werden. Die Lungenausschnitte der in Abbildung 33 dargestellten postnatalen WT- und
Knockout-Méuse sind verglichen zu den 18.5 dpc alten Feten deutlich weiter entwi-
ckelt, was anhand der groBeren und vermehrten primdren Sacculae sowie der schmalen
Septen zu sehen ist. Aulerdem verhélt sich die Verteilung der in Proliferation befindli-
chen Zellen dhnlich zu den 18.5 dpc alten Feten (vergleiche Abb. 32 a-d und Abb. 33 a-
d). Bedingt durch die weiterhin dichtere und unreifere Lungenstruktur bei den Knock-
out-Mdusen erscheint die Anzahl an proliferierenden Zellen bei den Knockouts (Abb.

33 c und d) héher im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 33 a und b).
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Abb. 32: Unterschiede in Bezug auf die Anzahl proliferierender Zellen zwischen
Wildtyp- sowie homozygoten SETDB 1-Knockout-Feten im Alter von 18.5 dpc

a-d: Lungeniibersichtsfirbungen von Wildtyp (a und b) und homozygotem ("?) (c und d)
SETDBI1-Knockout im Alter von 18.5 dpc mit dem Proliferationsmarker PCNA. Be-
trachtet man vor allem die Lungengefdfse (G) so kénnen keine signifikanten Unterschie-
de zwischen Wildtyp (a und b) und Knockout (c und d) beobachtet werden. Die dichtere
Lungenstruktur und das vermehrte interstitielle Gewebe beim Knockout (¢ und d) be-
dingen auch die pulmonal erhohte Anzahl proliferierender Zellen verglichen zum Wild-

typ (a und b). Ebenfalls angeschnitten sind die Bronchiolen (B).
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Abb. 33: Unterschiede in Bezug auf die Anzahl proliferierender Zellen zwischen
Wildtyp-Miiusen sowie SETDBI"? in Nes'- Miiusen im Alter von d1

a-d: Lungeniibersichtsfirbungen von Wildtyp (a und b), sowie homozygotem ()
SETDBI1-Knockout (c und d) im Alter von d1 mit dem Proliferationsmarker PCNA. Die
WT- (a und b) und die SETDBIP? in Nes*- Mduse (c und d) weisen dhnliche Féirbungs-
muster verglichen zu den 18.5 dpc alten Feten auf. In Bezug auf die Anzahl an prolife-
rierenden Zellen im Gefdfy (G) konnen keine signifikanten Unterschiede zwischen Wild-
typ und Knockout beobachtet werden. Der Knockout (c und d) zeichnet sich durch eine
dichtere Lungenstruktur und vermehrt interstitiellem Gewebe aus und beinhaltet dabei
auch mehr proliferierende Zellen im Vergleich zum Wildtyp (siehe ¢ und d, verglichen
zu a und b). Teilweise ebenfalls angeschnitten sind die mit (B) gekennzeichneten Bron-

chiolen (siehe c).
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S DISKUSSION

Die vorliegenden Untersuchungen befassen sich mit dem Einfluss und der Funktion der
Histon-Methyltransferase SETDBI1 auf Nestin-exprimierende Zellen. Besonders von In-
teresse waren in diesem Zusammenhang Auffalligkeiten im Lungenkreislauf als mogli-
che Todesursache von Mausen mit SETDB1-Knockout in Nestin-exprimierenden Zel-
len, die meist um die Geburt herum versterben. Die Nestin-exprimierenden Zellen (mit
SETDBI1-Knockout) in der Lunge lieBen sich als GefaBmuskelzellen identifizieren.
Hierbei handelte es sich primir um proliferative Zellen. Durch histologische Ubersichts-
farbungen konnten Unterschiede in der Lungenstruktur als Hinweis auf eventuelle Ent-
wicklungsverzogerungen in der Lunge zwischen homozygotem und heterozygotem
Knockout sowie dem Wildtyp festgestellt werden. Morphologische Gefallverdnderun-

gen waren nicht zu erkennen.

5.1 Identifizierung von Nestin-exprimierenden Zellen mit SETDBI1-

Knockout in der Lunge

In Ubereinstimmung mit vorherigen Untersuchungen mit einem Nestin-GFP-
Mausmodell (Berndt et al. 2008, Saboor et al. 2016) konnten auch in dem hier unter-
suchten Mausmodell die Zellen mit SETDB1-Knockout in Nestin-exprimierenden Zel-
len als glatte Muskelzellen des LungengefiaBBsystems identifiziert werden. Mikrosko-
pisch konnten keine morphologischen Gefdfverdnderungen verglichen mit Wildtyp-
Maiusen beobachtet werden.

Die Histon-Methyltransferase SETDB1 wurde wiederholt in Zusammenhang mit Re-
pression der Gentranskription beschrieben (Schultz et al. 2002). Ebenso konnte der Ein-
fluss auf den Erhalt und die Differenzierung embryonaler Stammzellen beobachtet wer-
den (Kang 2015). Aufgrund der Letalitit unserer Mauspopulation mit SETDBI-
Knockout um die Geburt herum, stellte sich die Frage, ob der Lungenkreislauf durch die
Funktionen der Histon-Methyltransferase SETDB1 beeinflusst wird und welche Verén-
derungen innerhalb der Lunge durch das Ausschalten der Histon-Methyltransferase in
speziellen Zellen beobachtet werden konnen.

Dazu war in der vorliegenden Arbeit zunéchst die Identifizierung und Lokalisation der

Nestin-GFP-Zellen mit SETDB1-Knockout in der Lunge von Interesse. Vorteile bei den
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mittels Cre/loxP-System behandelten Méusen war die Moglichkeit des gezielten Aus-
schaltens eines gewiinschten Gens in lebenden Organismen innerhalb einer speziellen
Zell- oder Gewebeart und / oder Zeitspanne (Kim et al. 2018). Bei den zuvor gingigen
Methoden resultierte das Ausschalten eines Gens hiufig in Letalitdt des Phénotypes.
Somit konnten keine Riickschliisse beziiglich der Auswirkung des Knockouts auf den
lebendigen Organismus gezogen werden. Ein weiterer wichtiger Faktor ist die Moglich-
keit des Ausschaltens von Genen innerhalb gezielter Zellpopulationen. Wihrend bei den
herkdmmlichen Verfahren die Genveridnderung zu Veridnderungen in einer Mehrheit der
Gewebe und Zelllinien fiihrt, kann mittels Cre/loxP die gewiinschte Zellpopulation be-
stimmt werden und somit auch genauere Riickschliisse gezogen werden (Kos 2004). In
unseren Mausmodellen wurde das SETDB1-Gen speziell in Nestin-exprimierenden Zel-
len ausgeschaltet und diese mit dem griin fluoreszierenden Protein gekoppelt. Dies er-
moglichte uns, mit Hilfe von Immunfluoreszenzen das griin fluoreszierende Protein
(GFP) darzustellen und somit die Zellen mit SETDB1-Knockout zu identifizieren. Un-
tersuchungen mit ESET-null-Embryonen zeigten bereits eine Letalitdt der Embryonen
in der Periimplantationsphase (Dodge et al. 2004). Verglichen dazu zeigte das Aus-
schalten anderer Histon-Methyltransferasen, wie z.B. bei G9a-null-Embryonen eine spi-
tere Letalitdt der Méduse im Zeitraum von E9.5 - E12.5 (Tachibana et al. 2002). Interes-
santerweise beeinflusst die Histon-Methyltransferase die Embryonalentwicklung in ei-
nem solchen Ausmal, dass sogar das Ausschalten des Gens in einer einzelnen Zellpopu-
lation (wie bei uns in Nestin-exprimierenden Zellen) zum Tode der Miuse um die Ge-
burt herum fiihrt.

Als Nestin-exprimierende Zellen mit SETDB1-Knockout konnten innerhalb der Lunge
zahlreiche Zellen identifiziert werden. Diese waren vor allem in Gefdlen unterschiedli-
cher GroBe inklusive Kapillaren zu finden.

Das Intermediérfilament Nestin konnte neben der priméren Beschreibung als neuronaler
Stamm- und Progenitorzellmarker wihrend der Entwicklung des zentralen Nervensys-
tems (Lendahl et al. 1990) bereits vielfach auBerhalb des Gehirns in vielen Organen be-
schrieben werden (Kachinsky et al. 1994/1995, Hertig et al. 2018). In diesem Zusam-
menhang zeigte sich héufig eine erhohte Nestin-Expression wihrend der Embryonal-
entwicklung sowie eine Herunterregulation im ausdifferenzierten Zustand (einherge-
hend mit der Zunahme anderer Intermediérfilamente) (Park et al. 2010). Eine erneute

Uberexpression konnte schlieBlich im Adulten vermehrt bei pathologischen Zustinden

72



(wie Tumoren) (Teranishi et al. 2007) oder nach Zellschdden beobachtet werden (About
et al. 2000, El-Helou et al. 2005, Calderone 2012).

Nestin-exprimierende Zellen wurden hiufig in Endothelzellen beschrieben (Mokry et al.
2004, Calderone 2018). Es konnte jedoch auch mehrfach der Nachweis von Nestin-
Expression in glatten GefaBmuskelzellen erfolgen (Oikawa et al. 2010, Calderone 2018,
Tardif et al. 2015, Davidoff et al. 2004, Saboor et al. 2016, Reckmann et al. 2018). In
unseren Untersuchungen konnte eine eindeutige Nestin-GFP-Lokalisation und somit die
Lokalisation des SETDB1-Knockouts in glatten GefdBmuskelzellen der Lunge nachge-
wiesen werden. Es konnte sowohl bei den Arterien als auch bei den Venen neben den
Nestin-exprimierenden Zellen eine groBe Population von glatten GefaBBmuskelzellen
auch ohne Nestin-GFP-Signal dargestellt werden. Die Endothelzellen der Lungengefi3e
zeigten kein Nestin-GFP-Signal. In den kleineren Gefdflen wie Kapillaren konnten an
vielen Stellen ebenfalls Zellen mit SETDB1-Knockout wahrgenommen werden. Dies-
beziiglich ist die Lokalisation in den um Kapillare gelegenen Perizyten zu vermuten.
Zur Identifizierung des Zelltypes mit Nestin-GFP-Expression und SETDB1-Knockout
in den LungengefaBen wurden Farbungen sowohl mit dem Endothelzellmarker CD31,
als auch mit dem glatten Muskelzellmarker SMA angefertigt.

Fiir eine genauere Differenzierung der Perizyten gibt es einige Marker, wie das
PDGFR-B (platelet-derived growth factor receptor ) oder das NG2 (neural/glial Anti-
gen 2), ein Co-Protein von PDGF. Diese Proteine werden jedoch nicht nur von Perizy-
ten exprimiert, sodass es zu keiner spezifischen Darstellung der Perizyten kommt. Die
Schwierigkeit der Entwicklung eines spezifischen Perizyten-Markers liegt in dem brei-
ten Spektrum an Funktionen sowie Lokalisationen in zahlreichen Organen (Bergers und
Song 2005). Neben den o.g. zwei Proteinen, welche sich an der Zelloberflache von Pe-
rizyten befinden, existieren ebenso drei intrazelluldre Proteine, die zur Detektion von
Perizyten geeignet sind. Diese sind Desmin, alpha-smooth muscle actin und RGS-5 (ein
GTPase-aktivierendes Protein) (Bergers und Song 2005).

Perizyten nehmen eine entscheidende Rolle ein und haben zahlreiche Funktionen.
Kommt es zum Verlust von Perizyten in GefiBen, so kann dies letztendlich zu Odem-
bildung und embryonaler Letalitét fiihren, ausgeldst durch Hamorrhagie und Hyperdila-
tation (Bergers und Song 2005). In unserer Arbeit wurden die Perizyten durch eine klas-
sische SMA-Farbung dargestellt und durch die morphologische Untersuchung von Ka-

pillaren detektiert.
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Auch in diesem Modell konnten die Nestin-GFP-positiven Zellen bei den SETDBI-
Knockout-Méusen als glatte GefaBmuskelzellen identifiziert werden. Bereits in vorheri-
gen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte die Expression von Nestin in Gefdllen so-
wohl im Hoden (Davidoff et al. 2004), als auch Nebenhoden (Dissertation, Reckmann
AN. 2017, Reckmann et al. 2018) und in der Lunge im Rahmen der Gefdllentwicklung
adulter Mduse sowie bei der pulmonalen Hypertonie (Dissertation Berndt C. 2011) be-
schrieben werden. Somit konnte anhand unserer SETDB1-Knockout-Méuse die Lokali-
sation der Nestin-GFP-Zellen mit SETDB1-Knockout ebenfalls innerhalb verschiedener
GefiaBwiande der Lunge beschrieben und diese als glatte Muskelzellen identifiziert wer-

den.
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5.2 Nestin-exprimierende Zellen als Vorliuferzellen der Gefillwand?

Vor dem Hintergrund, dass Nestin-exprimierende Zellen in der Literatur bereits vielfach
als Stamm- und Progenitorzellen beschrieben wurden, sollte im Folgenden herausge-
funden werden, ob es sich bei unseren Nestin-positiven glatten GefdBmuskelzellen mit
SETDB1-Knockout ebenfalls um Zellen mit Proliferationspotential handelt.

Ein Proliferationspotential Nestin-positiver GefaBmuskelzellen wurde in den vergange-
nen Jahren sowohl im Hoden und Nebenhoden (Davidoff et al. 2004, Dissertation
Reckmann AN. 2017, Reckmann et al. 2018) als auch in der Lunge (Dissertation Berndt
C. 2011, Saboor et al. 2016) durch unsere Arbeitsgruppe beschrieben. Proliferationsfa-
higkeit in Nestin-exprimierenden Zellen mit SETDB1-Knockout konnte sowohl bei he-
terozygoten als auch homozygoten Knockouts dargestellt werden. Zum Einsatz kamen
immunfluoreszierende Untersuchungen mit dem gegen glatte GefdBmuskelzellen ge-
richteten smooth muscle actin (SMA) und dem Proliferationsmarker PCNA. Eine Kolo-
kalisation der glatten Nestin-GFP-Muskelzellen mit dem Proliferationsmarker PCNA
konnte innerhalb der Lungengefifle sowohl bei heterozygotem als auch homozygotem
Knockout dargestellt werden. Zur Verifizierung der Ergebnisse erfolgte parallel die Un-
tersuchung transgener Nestin-GFP-Méuse ohne SETDBI1-Knockout. In diesem Fall
konnte ebenfalls Proliferationspotenzial von Nestin-GFP-Zellen, welche als glatte Mus-
kelzellen zu verzeichnen waren, bestitigt werden. Die Methode der Immunfluoreszenz
ermOglichte uns in diesem Fall eine Mehrfachmarkierung der Schnitte. Aufgrund der
geringen Uberlappung zu anderen Fluorochromen erfolgte neben dem Sekundirantikor-
per Cy3 die Verwendung eines zusétzlichen Sekundirantikorpers Cy5 (Indodicarbocya-
nine). Mittels Immunfluoreszenz-Mikroskop konnten sowohl die Einzelfarbungen als
auch die Mehrfachfiarbung dargestellt werden und somit auch die Kolokalisation von
SMA, PCNA und Nestin-GFP sicher beurteilt werden.

Aufgrund der fluoreszierenden Farbstoffe war es von Bedeutung, die lichteinwirkende
Zeitspanne so gering wie moglich zu halten, da die Fluoreszenz durch zunehmenden
Lichteinfall beeinflusst wird. Ebenfalls konnte eine deutliche Unterscheidung in der
Qualitdt der Antikdrper beobachtet werden. Von Nachteil war die teilweise vermehrte
gewebeunspezifische Farbung einiger zur Verfiigung stehender Antikorper. Ebenfalls
zeigten sich aufgrund der Nutzung ganzer Méuse teilweise Probleme im Vordringen der

Fixierung und Férbung bis ins Innere der Tiere.
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In der GefdBwand wurde bereits mehrfach das Vorhandensein von Stammzellen mit der
Moglichkeit der Differenzierung in glatte Muskelzellen (Hu et al. 2004) oder Perizyten
(Howson et al. 2005) beschrieben. Neben den Endothelzellen, denen der initiale Schritt
der Gefdlneubildung zugesprochen wird, scheinen funktionelle und morphologische
Reifungsprozesse auch im Aufgabengebiet der Perizyten und glatten Muskelzellen zu
liegen (Carmeliet 2004). Ebenso wie Nestin, welches hdufig in Verbindung mit Stamm-
und Progenitorzellen beschrieben wurde (Bernal und Arranz 2018), wird auch SETDB1
eine bedeutende Rolle in der friihen Entwicklung sowie fiir das Fortbestehen embryona-
ler Stammzellen zugesprochen (Koide et al. 2016).

Dodge et al. 2004 konnten bei SETDB1-Knockout-Méusen in ,,null-mutant*- Blastozys-
ten keine embryonalen Stammzellen nachweisen. Sie beobachteten eine hohe Letalitit
der Maiduse zwischen E3.5 und ES5.5. Analog zu Nestin zeigte sich eine erhdhte
SETDBI1-Expression in der frilhen neuronalen Entwicklung und eine Abnahme bei
Adulten (Tan et al. 2012). Auch bei verschiedenen Tumoren zeigt sich eine Gemein-
samkeit in der erhohten Expression von Nestin (Teranishi et al. 2007) und SETDBI
(Sun et al. 2015, Batham et al. 2019). In diesem Zusammenhang konnte durch Uberex-
pression beider Proteine eine erhdhte Zellproliferation sowie verschlechterte Prognosen
bei verschiedensten Karzinomen beobachtet werden (Chen et al. 2014, Yang et al.
2019). Cao et al. untersuchten 2020 den Einfluss von SETDBI1 auf die Entstehung und
Entwicklung des kolorektalen Karzinoms. Sie konnten bei Herunterregulation von
SETDBI in SW480- und HCT116-Zellen eine reduzierte Zellproliferation sowie Migra-
tion und Invasion zusammen mit einem erhdhten Absterben von Tumorzellen beobach-

ten (Cao et al. 2020).
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5.3 Der Einfluss von SETDB1-Knockout in Nestin-exprimierenden

Zellen auf die Lungenentwicklung und -morphologie

In den hier vorliegenden Untersuchungen konnte ein Unterschied in der Lungenmorpho-
logie zwischen den heterozygoten als auch bei den homozygoten Knockouts zum Wild-
typ gezeigt werden. Um einen zeitlichen Verlauf beurteilen zu konnen, erfolgten die
Analysen an prénatalen (18.5 dpc) und postnatalen (d1) Méusen.

Normalerweise kommt es in den spéten Stadien der regelrechten Lungenentwicklung im
Bereich des Alveolarepithels zu einer ausgeprédgten Differenzierung als Bestandteil der
Vorbereitung auf die Geburt und den Gasaustausch (Yu et al. 2004). In unseren Versu-
chen konnten Unterschiede in Bezug auf die Ausdifferenzierung der Lungenstruktur
zwischen Wildtyp und Knockout beobachtet werden. Die Lungenstruktur der 18.5 dpc
alten Feten zeigte bei den homozygoten und heterozygoten Knockouts dhnliche Auffil-
ligkeiten. Diese Lungen schienen weniger sakkulidre Rdume aufzuweisen und mehr
mesenchymales Gewebe verglichen zum Wildtyp zu haben. Bei den Wildtyp-Feten hin-
gegen zeigte sich eine normale Entwicklung der sakkuldren Formation, welche sich in
Richtung Alveolen differenzieren. Betrachtet man die d1-alten Méause, so konnten &hn-
liche Verdnderungen beobachtet werden. Die Wildtypen zeichneten sich durch eine re-
gelrechte Entwicklung der sakkuldren Strukturen aus. Dementsprechend fand sich auch
eine Reduktion des mesenchymalen Gewebes. Dies betraf den kompletten Lungenflii-
gel. Verglichen dazu zeigte sich bei homozygoten SETDBI-Knockouts vermehrt
Mesenchym, resultierend in einer Hemmung der Sakkulierung. Interessanterweise zeig-
ten die heterozygoten Knockouts zwar noch Zeichen einer Entwicklungsverzogerung,
jedoch deutliche Fortschritte in der Entwicklung der Alveolen. Verglichen zu anderen
Methyltransferasen, wie CARM1 (coactivator-associated arginine methyltransferase 1),
konnten O’Brien et al. 2010 dhnliche Lungenverdnderungen bei CARM1-Knockout-
Embryonen im Alter von 18.5 dpc beobachten. Die Lungen der CARM1-Knockout-
Embryonen zeigten ebenfalls eine zellreichere Lungenstruktur, verdickte Septen und
weniger Luftraum im Vergleich zu den Wildtypen. Die CARM1-Knockout-Embryonen
zeigten ein Uberleben bis kurz nach der Geburt. AnschlieBend litten sie unter Atemnot,
zeigten ein bliuliches Kolorit und starben ca. 20 min postpartal (Yadav et al. 2003). Da
die Ziichtung der Tiere in einem externen Labor stattfand, konnen wir keine Aussagen

beziiglich des postpartalen Verlaufs der d1-alten Mause treffen.
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In anderen Studien mit Knockout-Médusen wurden Auffilligkeiten in der Lungenent-
wicklung ebenfalls erst im spiteren Gestationsalter (ab 17.5 dpc) beschrieben. Yu et al.
(2004) untersuchten Knockout-Embryonen, in denen das Ausschalten der Dehydrocho-
lesterol-7-Reduktase zu einem Cholesterol-Mangel fiihrte. In frithen Stadien der Lun-
genentwicklung (von Beginn der Entstehung der Lungenknospe bis hin zur sakkulidren
Phase) konnten keine Verdanderungen verglichen zum Wildtyp gefunden werden. Hin-
gegen auffillig war die spétere Entwicklung in der sakkulidren Phase, welche sich durch
Lungenhypoplasie samt partiell entwickelter epithelialer Tubuli, reduziertem Raum an
terminalen Sakkuli und verzogerter GefdBlentwicklung auszeichnete (Yu et al. 2004).
Eine Untersuchung der frithen Lungenentwicklung war in unserem Fall aufgrund des
fehlenden Bestandes junger Embryonen nicht mdglich. Aus diesem Grund konnte ledig-
lich die Lungenentwicklung im spéten Gestationsalter untersucht werden. Auch wir
konnten Auffilligkeiten in der Lunge mit vermehrt mesenchymalem Gewebe und redu-
zierten sakkuldren Strukturen beobachten.

Die Anfertigung der Querschnitte auf Hohe des kardiopulmonalen Systems bei unseren
Maiusen ermoglichte die gleichzeitige Betrachtung aller Lungenfliigel innerhalb einer
Ebene. Somit konnten auch Unterschiede beziiglich des mesenchymalen Anteils und der
sakkuldren Strukturen innerhalb eines einzelnen Lungenfliigels detektiert werden.

Die Verdickung des mesenchymalen Gewebes zwischen den Alveolen bei den Knock-
out-Miusen konnte eine mogliche Ursache einer Hypoxie bei Geburt sein.

Yu et al. untersuchten 2004 ebenfalls den Abstand zwischen Lungen und kndchernem
Brustkorb, um somit Aussagen iiber Grofenunterschiede der Lungen zu treffen. Sinn-
voll wire in diesem Zusammenhang sicherlich die Bestimmung der einzelnen Lungen-
gewichte sowie die Bestimmung der Lungen-Korper-Ratio, um mogliche Lungenhypo-
plasien belegen zu konnen.

Die Verwendung der Querschnitte scheint mir in diesem Zusammenhang jedoch schwer
aufgrund einiger beeinflussender Variabeln. Die kndchernen Strukturen des Brustkorbes
und das innenliegend weiche Lungengewebe erschwerte das Anfertigen der Schnitte
und fiihrte in unserem Fall ebenso zu diskreten Verformungen des Brustkorbes. Wichtig
wire in diesem Zusammenhang ebenfalls die einheitliche Verwendung von Schnitten
auf ein und derselben Hohe des kardiopulmonalen Systems mit Anschnitt des maxima-

len Lungendurchmessers.
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Zur spezifischeren Untersuchung wire eine Lungen-Morphometrie der terminalen Sac-
culae zwischen Knockout und Wildtyp ebenfalls denkbar. Zur Quantifizierung der Al-
veolarisation kdnnen Radial-alveolar Counts (RAC) herangezogen werden.
Hinderungsgrund fiir die Nutzung derartiger Methoden bei unserer Mauspopulation war
vor allem die grofle Variation in der Anzahl der Méuse innerhalb der einzelnen perinata-
len Altersgruppen. Weiterhin gab es jeweils nur wenige Méuse der jeweiligen Knock-
out-Gruppe (z.B. homozygot Knockout mit Nestin-GFP und ohne GFP,...). Aullerdem
waren die GruppengroBen gering aufgrund der verschiedenen postpartal genutzten Fi-
xierungs- bzw. Einbettungsverfahren mit zum Teil notwendigerweise gednderten Férbe-
verfahren. Dies erschwerte eine ausgedehntere Untersuchung zum zeitlichen Verlauf der
Embryonalentwicklung zwischen homozygoten, heterozygoten und Wildtyp-Mausen.
Somit war die N-Anzahl der Méduse pro Untergruppe unter Beriicksichtigung aller duf3e-
ren Faktoren (Alter, Vorbehandlung, Féarbemethode, heterozygote oder homozygote
Maus, mit oder ohne GFP-Transgen) gering und ist als kritisch zu bewerten. Dennoch
war es moglich mitsamt der vorhandenen Materialien einen qualitativen Vergleich zwi-
schen Wildtyp, heterozygoten und homozygoten Méusen sowohl préinatal als auch post-
natal zu machen und Entwicklungsveranderungen zu beobachten. Um sicher signifikan-
te Aussagen treffen zu kdnnen, wéren weitere Untersuchungen mit einer groferen An-
zahl der genutzten Mausuntergruppen sowie zusétzlichen Altersgruppen sinnvoll.

Die Méause waren nach Institutsumzug jedoch nicht mehr verfiigbar. Die Rolle von
SETDBI in diesem Kontext konnte letztendlich nicht eindeutig beurteilt werden.
SETDBI wird in der Literatur vor allem die Funktion der Modifizierung von Chromatin
zugesprochen. Dabei bendtigt die Histon-Methyltransferase zahlreiche Protein-Partner.
In der bislang vorliegenden Literatur wird angenommen, dass die primére Funktion von
SETDBI in der Regulierung der Genexpression durch Transkriptionsfaktoren liegt
(Kang 2015).

Transkriptionsfaktoren, oder auch microRNAs und viele Wachstumsfaktoren nehmen
auch im Rahmen der Lungenentwicklung eine entscheidene Rolle ein. Thre Funktionen
beinhalten neben der Regulation der Differenzierung auch die der Proliferation und der
Migration. Die Notwendigkeit einer geregelten Interaktion zwischen Zellen der Tubuli
und der Kapillaren, welche fiir eine korrekte Lungenmorphologie zusténdig sind, konnte
anhand von Studien mit Knockout-Miusen gezeigt werden. Ebenso zeigten Dysregula-
tionen dieser Signalkaskaden durch Genmutationen reichlich Lungenerkrankungen mit

verdndertem Kapillarnetzwerk oder Alveolarstruktur (Bolte et al. 2018).

79



Betrachtet man diese beiden Signalkaskaden, so konnte eine Stérung im Zusammenspiel
moglicherweise durch das Ausschalten von SETDB1 verursacht sein, was letztendlich

die regelrechte Entwicklung der Lungenstruktur behindert.
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5.4 Die Histon-Methyltransferase SETDB1 und ihr Einfluss auf die

Proliferationsfihigkeit im Gewebe

Vor dem Hintergrund des engen Zusammenhangs zwischen der Lungenentwicklung
insgesamt und der pulmonalen GefdBlentwicklung (Yu et al. 2004), legten wir im Fol-
genden unser Augenmerk auf morphologische und proliferative Verdnderungen in den
pulmonalen GefdBlen. Die kapilldre GefdBBentwicklung spielt vor allem in den spéteren
Entwicklungsstadien der Lunge (wie es bei uns der Fall ist) eine wichtige Rolle fiir die
Reifung der alveoldren Gasaustauschfldche. Dies hat die Reduktion des Mesenchyms
zur Folge, das fiir die Trennung des Kapillarbetts und der Alveolarepithelzellen zustin-
dig ist (Warburton et al. 2000). Bei einem SETDB1-Knockout in Zellen von Lunge und
Darm wurden keine GefaB3e untersucht (Na et al. 2020, Cao et al. 2020).

Fiir unsere Untersuchung standen sowohl Wildtyp- als auch homozygote SETDBI-
Knockout-Méuse (18.5 dpc und d1) zur Verfiigung. Die Farbungen mit dem Proliferati-
onsmarker PCNA zeigten keine Unterschiede in der Anzahl proliferierender Zellen in
den pulmonalen GefdBen. Auch waren die Gefdle morphologisch unauffillig. Da nur
Maiuse zu einem Entwicklungszeitpunkt untersucht werden konnten, kénnen wir jedoch
nicht ausschlieen, dass in den vaskuldren Nestin-exprimierenden Zellen mit SETDB1-
Knockout Verdnderungen der Proliferation in fritheren Stadien zu beobachten wiren.
Dariiberhinaus wiren ebenso Verdanderungen in der Proliferation auch in den Tagen
nach der Geburt moglich. Dies konnen wir jedoch nicht belegen, da der Grofiteil der
Maiuse zu diesem Zeitpunkt bereits verstorben war.

Auch in anderen Mausmodellen wurde der Einfluss auf die Proliferationsfahigkeit im
Rahmen der Lungenentwicklung bei Knockout-Mausen untersucht (Epaud et al. 2012,
O’Brien et al. 2010). Epaud et al. 2012 konnten bei IGF-1R ('/ ) Knockout-Méiusen ne-
ben einer Retardierung der Lungenentwicklung ebenso eine erhohte Zellproliferation
und Apoptose beobachten. Ahnliche Ergebnisse haben auch wir in unserem Knockout-
Modell erwartet, jedoch konnte eine Zunahme der Zellproliferation nicht beobachtet
werden. Aussagen beziiglich eines erhohten Zelltodes bei unseren Knockout-Mausen
konnen wir nicht treffen, da keine Untersuchungen mit Apoptose-Markern durchgefiihrt
wurden. O'Brien et al. machten 2010 dhnliche Beobachtungen bei CARM1-Knockout
Miusen. Wie bereits bei 5.3 beschrieben, zeigten die Embryonen mit CARMI-
Knockout dhnliche Entwicklungsverzogerungen im Alter von 18.5 dpc verglichen mit

unseren SETDB1-Knockouts. Die Autoren stellten sich die Frage, ob die Hyperzellula-
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ritdt aus einer Zunahme der Proliferation und Abnahme der Apoptose resuliert (O Brien
et al. 2010). Sie konnten anhand von Farbungen mit dem Proliferationsmarker Ki67 eine
Zunahme der Proliferation bestétigen. In Bezug auf eine geringere Apoptoserate konn-
ten O'Brien et al. 2010 keine signifikanten Beobachtungen machen.

Epaud et al. 2012 interessierten ebenfalls, ob die verzogerte Lungenentwicklung ihrer
Knockouts auf Verdnderungen der Zelldifferenzierung zuriickzufiihren ist. Hierfiir un-
tersuchten sie die mikrovaskuldre Organisation sowie die kapillire Komplexitdt unter
der Verwendung von CD31 an E17.5 und E19.5 alten Knockouts. Sie konnten hierbei
eine verringerte Endothelzelldichte im Lungenparenchym der Knockouts beobachten.
Farbungen mit dem Endothelzellmarker CD31 wurden auch mit unseren Knockouts
durchgefiihrt. Priméres Ziel unserer Farbung war zundchst die Identifizierung der Nes-
tin-exprimierenden SETDBI1-Knockout-Zellen, welche vor allem als VSMC identifi-
ziert werden konnten. Ein Augenmerk auf die mikrovaskuldre Organisation bzw. Kapil-
larkomplexitét erfolgte aus diesem Grund nicht. Da diese Verdnderungen jedoch im
Zeitraum E17.5 und E19.5 aufgezeigt werden konnten, ist nicht auszuschlieen, dass
auch bei unseren Méusen (18.5 dpc und d1) Verdnderungen zu beobachten gewesen wi-
ren.

Na et al. konnten 2020 eine verminderte Proliferation von SETDB1-defizienten huma-
nen A549-Lungenkarzinomzellen im Vergleich zu nicht behandelten AS549-Zellen
nachweisen. In unserem Fall konnte kein Unterschied zwischen den Wildtyp-M&usen
und den Miusen mit SETDB1-Knockout in Nestin-exprimierenden Zellen beziiglich der
Proliferationsfahigkeit beobachtet werden. Mdglicherweise wiéren differenziertere Un-
tersuchungen mit isolierten Zellen unseres Mausmodelles sinnvoll und wiirden zu siche-
reren Ergebnissen fiihren. Ein Vergleich zu Zellen unseres Mausmodells ohne
SETDB1-Knockout wire ebenfalls denkbar. Zur signifikanten Beurteilung der Ergeb-
nisse kann die Verwendung von Zell-Proliferations-Assays zur Hilfe gezogen werden.
Na et al. untersuchten 2020 neben der Proliferationsfahigkeit ebenfalls die Migrations-
aktivitit und konnten in ihrem Fall eine deutliche Zunahme der Migrationsaktivitit bei
SETDB1-Knockout-Zellen beobachten (Na et al. 2020). Aufgrund der fehlenden Kulti-
vierung isolierter Zellen konnte eine Beurteilung der Migrationsaktivitdt bei uns eben-
falls nicht erfolgen.

Ebenso zeigten Na et al. 2020 eine Reduktion von B-Catenin und E-Cadherin im
SETDBI1-Knockout, welche eine entscheidende Rolle in der Zell-Zell-Interaktion sowie

der Signaltransduktion und der embryonalen Entwicklung einnehmen. Eine gezielte Un-
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tersuchung dieser beiden Proteine erfolgte bei unseren Versuchen nicht. Unterschiede
im Lungenverband bzw. Auffilligkeiten bei der Zell-Zell-Interaktion konnten aber nicht
beobachtet werden. In Bezug auf unsere Mausmodelle wire die Betrachtung dieser Pro-
teine im Nachhinein als sinnvoll zu erachten. Denn es konnte nachgewiesen werden,
dass das Herunterregulieren von E-Cadherin zu einer verstirkten Expression einiger
pluripotenter Gene fiihrt, wie z.B. Nestin, OCT3/4, SOX2 und c-MYC (Farmakovskaya
et al. 2016).

Auch in Brustkrebszellen scheint SETDB1 Einfluss auf die Proliferationsfihigkeit zu
haben (Yang et al. 2019). Ebenso konnten sie nachweisen, dass SETDBI als Induktor
fiir EMT (epithel-mesenchymal Transition) in MCF7-Zellen fungiert (Yang et al. 2019).
Vergleichbares konnten Cao et al. 2020 in HCT116-Zellen beim kolorektalen Karzinom
feststellen.

Bei den Zellen, fiir die bislang eine Beeinflussung durch SETDBI1 beschrieben wurde,
handelt es sich hdufig um bosartige Zellen epithelialen Ursprungs. Dies ist z.B. bei den
Lungenkarzinomzellen, den Zellen des kolorektalen Karzinoms und den Brustkrebszel-
len der Fall (Cao et al. 2020, Yang et al. 2019).

In unserem Mausmodell wurde SETDBI1 gezielt in Nestin-exprimierenden Zellen aus-
geschaltet, welche sich vorrangig in den pulmonalen Gefillen finden lieBen. Somit ist
das Besondere der hier vorliegenden Studie die Untersuchung von SETDBI in Zellen
anderen Ursprungs.

Bezogen auf den nicht-epithelialen Bereich ist auch von Interesse, dass in Folge einer
Deletion von SETDBI eine Vergroflerung des Meckel-Knorpels anstelle der normaler-
weise auftretenden Degeneration beobachtet werden konnte (Yahiro et al. 2017). Bei
den Chondrozyten konnte hierbei eine VergroBerung der einzelnen Zellen gesichtet
werden. Neben dieser Hypertrophie konnte mithilfe von Proliferationsanalysen auch ei-
ne erhohte Proliferation in Chondrozyten des Meckel-Knorpels ohne SETDB1 nachge-
wiesen werden (Yahiro et al. 2017).

Neben der Nutzung klassischer Marker fiir proliferierende Zellen wire in Bezug auf die
Frage nach einer abnormalen Gefiflentwicklung ebenso der Einsatz spezifischer Ge-
faBmarker, wie Cav-la denkbar gewesen. Cav-1a ldsst sich speziell im Endothel von in
Entwicklung befindlichen Kapillaren und Blutgefdfen der Lunge nachweisen (Yu et al.
2004). Interessant wire in unserem Zusammenhang eine Beobachtung des Cav-la-

Féarbemusters wahrend der frithen und spiten Lungenentwicklung (E13.5-E20.5) gerade
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in unserem Mausmodell, bei welchen die benachbarten vaskuldren glatten Muskelzellen
und Perizyten SETDBI negativ sind.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass verschiedene Arbeiten bereits eine frithe
Letalitdit von SETDB1-Knockout-Méausen beschrieben haben, wobei die genaue Ursa-
che bzw. Funktion von SETDBI in diesem Zusammenhang bislang nicht sicher geklart
werden konnte. Die peripartale Letalitit bei unserem Mausmodell (SETDB1-Knockout
in Nestin-exprimierenden Zellen) zeigt, dass das Ausschalten der Histon-
Methyltransferase SETDBI allein in einer Subpopulation von Zellen weitreichende

Folgen fiir die embryonale Entwicklung hat.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

SETDBI ist eine Histon-Methyltransferase, welche fiir die Di- und Tri-Methylierung
des Histon H3 an Lysin 9 verantwortlich ist und an der transkriptionellen Abschaltung
euchromatischer Gene beteiligt ist.

Das Intermedidrfilament Nestin ist vor allem bekannt als neuronaler Stammzellmarker
und wurde in den vergangenen Jahren mehrfach auch als Marker von Vorlduferzellen
fiir andere Zelltypen identifiziert. So konnte die Expression von Nestin auch im Ge-
faBsystem, z.B. von Hoden, Nebenhoden und Lunge beschrieben werden.

Noch unveroffentlichte Daten zeigen, dass Méuse mit einem SETDBI-Knockout in
Nestin-exprimierenden Zellen eine Letalitit um die Geburt herum aufweisen. Die ge-
naue Ursache ist bisher unbekannt.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob pulmonale Verianderungen urséch-
lich sein konnen. Diesbeziiglich wurde bei Méausen mit SETDB1-Knockout in Nestin-
exprimierenden Zellen die Morphologie der Lunge pri- und postnatal mit der von Wild-
typ-Méusen verglichen. Initial wurden die Nestin-exprimierenden Zellen mit SETDBI1-
Knockout, die durch GFP-Expression sichtbar waren, identifiziert. Dabei lie sich Nes-
tin-GFP im GefidB3system nachweisen.

Eine exakte Zellzuordnung erfolgte durch Farbungen mit dem Endothelzellmarker
CD31 sowie dem glatten Muskelzellmarker SMA (smooth muscle actin). Nestin-GFP
fand sich in vaskuldren glatten Muskelzellen. Eine Lokalisation in Endothelzellen konn-
te ausgeschlossen werden. Ebenso fanden sich in kleineren GefdBlen wie Kapillaren
Nestin-exprimierende Zellen, welche am ehesten den Perizyten zugeordnet wurden. Die
gleiche Nestin-GFP-Lokalisation zeigte sich auch in Nestin-GFP-Méusen ohne
SETDB1-Knockout.

Bei beiden Mausgruppen lieBen sich mit Hilfe des Proliferationsmarkers PCNA prolife-
rierende Nestin-GFP-positive GefaBmuskelzellen nachweisen.

Fir die Untersuchung struktureller Auffilligkeiten der Lunge wurden Azan-
Ubersichtsfirbungen bei Miusen mit SETDB1-Knockout in Nestin-exprimierenden Zel-
len angefertigt, die Lungenstruktur beurteilt und mit dem Wildtyp verglichen.

Hierbei konnte bei SETDB1-Knockout-Mausen unmittelbar vor und nach der Geburt
eine Entwicklungsretardierung beobachtet werden. Die Knockout-Méduse zeichneten
sich durch eine dichtere Lungenstruktur mit verbreiterten interstitiellen Septen und we-

niger sakkuldren bzw. alveoldren Strukturen aus.
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Mit der PCNA-Farbung sollte auch ein Einfluss von SETDB1 auf die Proliferationsfa-
higkeit in den pulmonalen (Nestin-exprimierenden) GefiaB3zellen an Tag 18.5 dpc und
postnatal Tag 1 untersucht werden. Ein Unterschied in den pulmonalen Gefden konnte
bislang nicht nachgewiesen werden. Auch gab es keinen Hinweis darauf, dass der
SETDBI1-Knockout in Nestin-exprimierenden Zellen indirekt die Proliferation anderer
pulmonaler Strukturen beeinflusst hat.

Die Ergebnisse sprechen dafiir, dass der SETDB1-Knockout Nestin-exprimierender Zel-
len in der Lunge vornehmlich vaskuldre glatte Muskelzellen betrifft und perinatal mit
strukturellen Verdnderungen der Lunge verbunden ist. Somit konnte das Versterben der
Mehrzahl der Tiere um die Geburt herum mit pulmonalen Verédnderungen in Verbin-

dung stehen.
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7 SUMMARY

SETDBI is a histone methyltransferase which is responsible for the di- and tri-
methylation of histone H3 on lysine 9 and is involved in the transcriptional silencing of
euchromatic genes.

The intermediate filament nestin is known as a neuronal stem cell marker and has been
identified as a marker for precursor cells of other cell types. The expression of nestin
could also be described in the vascular system of different organs like testis, epididymis
and lung.

Unpublished data show that mice with a SETDB1 knockout percifically in nestin-
expressing cells die perinatally. The underlying reasons are unknown.

In the present work it was investigated whether pulmonary changes could be involved.
In this regard, pre- and postnatal lung morphology of mice with SETDB1 knockout in
nestin-expressing cells was compared with wild-type mice. Initially, the nestin-
expressing cells with SETDBI1 knockout, visible by GFP expression, were identified.
By this, nestin-GFP could be detected in the vascular system.

More detailled cellular characterisation was performed by stainings with the endothelial
cell marker CD31 and the smooth muscle cell marker SMA (smooth muscle actin).
Nestin-GFP was found in vascular smooth muscle cells. An expression in endothelial
cells could be excluded. In capillaries, nestin was also found and most likely exclusivly
expressed in pericytes. The same nestin-GFP localization was visible in nestin-GFP
mice without SETDB1 knockout.

By use of the proliferation marker PCNA, proliferating nestin-GFP positive vascular
muscle cells were found.

To investigate structural abnormalities of the lung, classical histological stainings (azan)
were performed in mice with SETDBI knockout in nestin-expressing cells and
compared with the wild-type. Compared to the wild-type, SETDB1 knockout mice
showed a developmental delay immediately before and after birth. The knockout mice
were characterized by a denser lung structure with thicker interstitial septa and less
saccular or alveolar structures.

Comparing the PCNA staining pattern on day 18.5 dpc and postnatal day 1 there was
not found any evidence of SETDBI on cell proliferation between wild-type and
knockouts neither directly in the pulmonary (nestin-expressing) vascular cells nor

indirectly in other pulmonary structures.
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Results suggest, that in the lung the SETDB1 knockout within nestin-expressing cells is
in particular related to vascular smooth muscle cells and perinatally associated with
structural changes. Thus, the death around birth of the majority of these cell-type

specific SETDBI1 knockouts may be associated with pulmonal changes.
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