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Introduction 

• Wound Healing: Inflammation (48 hours after injury) 

 

Source: Wound repair and regeneration 
Geoffrey C. Gurtner, Sabine Werner, Yann Barrandon & Michael T. Longaker 
Nature 453, 314-321(15 May 2008) 
 
 

Vorführender
Präsentationsnotizen
Inflammation. This stage lasts until about 48 h after injury. Depicted is a skin wound at about 24–48 h after injury. The wound is characterized by a hypoxic (ischaemic) environment in which a fibrin clot has formed. Bacteria, neutrophils and platelets are abundant in the wound. Normal skin appendages (such as hair follicles and sweat duct glands) are still present in the skin outside the wound
Immune system, inflammatory pathways and coagulation cascade, prevent infection, Haemostasis 
Neutrophile und monocytes which differentiate into macrophages migrate to the wound site. 




Introduction 

• Wound Healing: New tissue formation (2-10 days 
after injury) 

 
 

Source: Wound repair and regeneration 
Geoffrey C. Gurtner, Sabine Werner, Yann Barrandon & Michael T. Longaker 
Nature 453, 314-321(15 May 2008) 
 
 

Vorführender
Präsentationsnotizen
New tissue formation. This stage occurs about 2–10 days after injury. Depicted is a skin wound at about 5–10 days after injury. An eschar (scab) has formed on the surface of the wound. Most cells from the previous stage of repair have migrated from the wound, and new blood vessels now populate the area. The migration of epithelial cells can be observed under the eschar. 
Cellular proliferation and migration of different cell types ( we can see keratinocytes over the injured dermis) angiogenesis occurs. Fibroblasts and macrophages replace fibrin matrix with granulation tissue. Factors for angiogenesis FGF2 and VEGFA. Fibroblasts differentiate to myofibroblasts and brin the edges of a wound together. Mainly fibroblasts produce and secrete extracellular matrix (mainly collagen)  forms the bulk of the mature scar. 



Introduction 

• Wound Healing: Remodelling (1-12 months afer repair)  

 

Source: Wound repair and regeneration 
Geoffrey C. Gurtner, Sabine Werner, Yann Barrandon & Michael T. Longaker 
Nature 453, 314-321(15 May 2008) 
 
 

Vorführender
Präsentationsnotizen
Remodelling. This stage lasts for a year or longer. Depicted is a skin wound about 1–12 months after repair. Disorganized collagen has been laid down by fibroblasts that have migrated into the wound. The wound has contracted near its surface, and the widest portion is now the deepest. The re-epithelialized wound is slightly higher than the surrounding surface, and the healed region does not contain normal skin appendages.
Meisten Zellen, die nicht mehr gebraucht werden in die Apoptose geschickt. Es bleibt eine relativ zellarmes und kollagenreiches nicht-funktionierendes Gewebe zurück, also fibrotisches Gewebe. Remodelling from type III collagen to type I collagen. Carried out by fibroblasts/myofibroblasts and strengthens the tissue. Viele Menschen, bei denen die Wunden falsch oder gar nicht in vorgesehener Weise verschlossen werden oder gar nicht zum Arzt gehen bilden sich oft ästhetische unschöne und große Narben. Genau hier möchte ich jz den Bogen zu dem Paper, welches ich heute vorstelle schlagen. Fibroblasts are the predominant cell type that synthesizes and remodels the extracullular matrix and are the prinipcal cell type responsible for tissue and organ fibrosis, cutaneous scarring, atheroslerosis, systemic sclerosis and formation of atheromatous plaques after blood vessel injury. 



 
 

• Aim of the study: To identify and isolate 
the fibroblast lineage(s) with fibrogenic 
potential in vivo  

Vorführender
Präsentationsnotizen
Würde man dies nämlich schaffen wäre das der erste Schritt, um die übermäßige Antwort der Fibroblasten auf verschiedene Krankheitszustände zu manipulieren und regulieren. 



Source: Falke, L. L. et al. (2015) Diverse origins of the myofibroblast—implications for kidney fibrosis 
Nat. Rev. Nephrol. doi:10.1038/nrneph.2014.246 

Cre/LoxP Mouse Model  

Engrailed-1 
(Transcription factor) + 
Cre transgenic mouse 

ROSA26mTmG 
transgenic mouse 

En1Cre;R26mTmG 
mouse 

Vorführender
Präsentationsnotizen
Basic Model: left Mouse A: Transgenic mouse “A” contains Cre recombinase capable of recognizing loxP sites, under the control of a specific tracer–marker promoter (in this case Foxd1). The Cre recombinase is only expressed in cells that are positive for the marker

Transgenic mouse “B” contains a signalling sequence (in this case GFP) that is driven by a ubiquitous driver sequence (Rosa26) that is normally prematurely terminated by an inserted stop codon. The stop sequence is flanked by loxP sites.

Crossbreeding mouse “A” and “B” can produce transgenic mouse “C” in which the tracer or marker promoter driven Cre recombinase recognizes the loxP sites flanking the stop sequence, upon which the latter is excised. This excision allows the driver sequence to complete transcription and translation of the signalling cassette, thus allowing for specific lineage tracing

In unserem Modell haben wir einerseits eine Mouse a mit Engrailed 1 und Cre (recombinase, welche Loxp sites erkennt) Mouse b hat 2 fluorescierende reporter gene einerseits membran bound tomato red oder green flouorescent protein. Durch kreuzung wird maus c erzeugt welche beide dna stränge von maus a und b hat. Dies erlaubt es uns gezielt eine Fibroblasten population zu tracken. Nämlich Engrailed-1 positive Fibroblasten welche Cre exprimieren und dadurch die Sequenz für den rotne fluoreszierenden Marker heruasugeschnitten wird und nunmehr der grüne Marker exprimiert wird. D.h. Wir können unserer bestimmte anhand der in vivo grün fluorescent verfolgen. Während alle anderen zellen, die den driver rosa 26 und rfp und gfp haben nur den roten exprimieren. Dadurch der unterschied.  Engrailed 1 lineage migrates from somites to dorsal trunk dermis. 



Cre/LoxP Mouse Model  

FACS – based isolation of Engrailed-1 
positive Fibroblasts (EPFs) and Engrailed-1 
negative Fibroblasts (ENFs) from dorsal 
skin samples 

Gene expression 
analysis 

Vorführender
Präsentationsnotizen
Zellcluster in dermalem Gewebe. Zwei cluster waren zu großen anteilen in den ENFs und EPFs repräsentiert. Während der dritte fast nicht vorzufinden war. Hierarchisches clustering der simultan exprimiereten gene von unfraktionieren dermalen lysat (blau), EPFs(grün) und ENFs (rot) 



I. Engrailed-1 lineage positive 
(EPFs) vs Engrailed-1 lineage 
negative (ENFs) fibroblasts – 
Gene expression analysis 

Vorführender
Präsentationsnotizen
Vom Rücken der Ratten wurden hautstücke herausgeschnitten und nach lyse der roten blutkörperchen aus dem zell lysat via facs alle zellen ausgeschlossen, die einen membranständigenmarker für hämatopoetische, endotheliale oder eptheliale zellen aufweisten. Dadurch konnte dermale Fibroblasten isoliert werden.  Diese Fibroblasten konnten danach wiederum anhand ihrer Green Fluorescent Protein positivität oder negativität in En1-lineage positive (EPFs) und En1-lineage neegative (ENFs) Fibroblasten eingeteilt werden.  Als erstes wurden einige versuche durchgeführt um zu zeigen, dass es sich bei den isolierten zellen auch wirklich um fibroblasten handelt wurde eine transkriptom weite analyse der Epfs und Enfs durchgeführt. Bild erklären!!! 
Figure C: microfuidic singel cell gene expression erhöhte Expression für bekannte Fibroblasten gene, aber erniedrigte für marker endothelialer epithelialer und hämatopeotischer herkunft. Figure D: qRT PCR. Fibroblast vs non fibroblast associated genes. 



I. Differential gene expression 
of EPFs and ENFs  
Population dynamics 

Vorführender
Präsentationsnotizen
A/B/C microarray analysis. Scatter plot zeigt trankrptom weite unterschiede zwischen unselektierten EPFs und ENFs von EN1 R26 mice. Ähnliche Expression vonFibroblasten marker und fibroblasten related genes (left inB) und Extracellular matrix remodeling genes (right). Jedoch trotzdem unterschiedliche expression einiger gene.  Es besteht eben doch ein Unterschied. Figure D zeigt dass sich die beiden Fibroblasten Populationen unterschiedlich verhalten wärhend der Entwicklung. ENFs Dominanz zu Beginn und dann shift zu EPFs. 



I. Morphologie of EPFs and 
ENFs 

EPFs green (GFP) 
ENFs red  (RFP)  

Vorführender
Präsentationsnotizen
Anhand von Fluorescent imaging kann man im Bild E sehen, dass EPFs und ENFs außerdem die gleiche spindelförmige Morphologie auzeigen, welche für Fibroblasten typisch ist. Staining mit mit markern die mit Fibroblasten assoziiert (FSP1 und Vimentin) und Staining gegen sezernierte komponenten der ECM (Collagen Typ 1 und Fibronectin) sind in beiden population in gelicher weise exprimiert. 



II. Fibrogenic potential is 
lineage-restricted 

Vorführender
Präsentationsnotizen
Histologische Untersuchung: wurde gezeigt, dass zellen fluorescent signal an proteine der ECM weitergeben. E10.5 ENFs stellen die Gesamtheit der sich entwickelnden Dermis dar und RFP signal war auf praktisch allen zellen und in der gesamten Extracellulären matrix zu finden. E12.5 EPFs wurden in der papillären dermis gefunden und wanderten danach bei E16.5 weiter in den retikulären anteil. Im adulten Stadium der Maus erreichten EPFs dann ihre volle Ausdehnung und stellen im Prinzip die Gesamtheit der Dermis dar und fast das gesamte Bindegewebe wurde demnach von EPFs sezerniert (GFP positiv). Figure C: schnitt durch haarfollikel, hair follicle and epidermis zeigen rpf + . 
Bild B – Daten sind auch mit graph 2 folien zuvor kongruent, da man sieht, dass die Anzahl an EPFs kontinuierlich steigt und in der postnatalen phase 75% ausmachen und ENFs 25 %. 
Bild C axialschnitt durch haarfollikel. Transversal schnitt. EPFs wahren ihre präsenz dann eben auch in späteren stadien der postnatalen phase. BILD C



At least two embryonic lineages 
exist (EPFs and ENFs), but 
EPFs are the only effectors of 
connective tissue secretion and 
formation in vivo during 
embryonic development, 
postnatal wound healing, cancer 
stroma formation and radiation 
fibrosis of the skin.  

II. Fibrogenic potential is 
lineage-restricted 

Vorführender
Präsentationsnotizen
Figure D overlapping expression of collagen types 1 and 3 with GFP expression. So those collagens also came from the EPFs. Stained on frozen sections. Keratin 14 amarker for basal keratinocytes and hiar follicle epithelium did not overlap. Dies zeigt uns schon, dass zwar zwei Zelllinien vorhanden sind, aber eigentlich fast nur EPFs in vivo für die Bildung des Bindegewebes verantwortlich sind. 
Figure E: Histologische Untersuchung der verwundeten Haut nach 12-14 Tagen. Scar tissue is mainly EPFs derived. Zeigt wiederum dass EPFs die wichtigsten Fibroblasten für die Sekretion und Formation des Extrazellulärraums sind. Kollagen -1 expression war auch hier überlappend. In einem weiterführenden humanisierten Wundmodell wurde dasselbe gezeigt.
Figure F: . Facs analyse von den wunden der mäuse – zeigt die hohe rate an epfs und enfs. Bindegewebe ist hauptsächlich EPFs herkünftlich obwohl ENFs in der Dermis vorhanden sind.
Um auszuschließen, dass dass eine migratorische funktionierende Zelllinie zur Sekretion der Extrazellulärmatrix beiträgt wurde parabiose zwischen EN1Cre R26mtmg mice und ground strain B6 mice durchgeführt. Nach setzten einer wunde und 14 tägiger nachsorge wurde gesehen, dass nur wenige RPF+ cell vorhanden waren und gar keine RFP+ ECM und GFP+ cells vorhanden waren. EPFs können daher nicht durch das Blutsystem wandern, um zu entfernten wunden zu gelangen. In einem radiation-induced fibrosis haut modell und einem melanom modell  wurde gezeigt das das Bingewebestroma des Tumors hauptsächlich vom Host stammenden EPFs kam. Die Fibrose wurde bei radiation wurde hauptsächlich durch EPFs verursacht. 



III. Fibrogenic potential of 
dermal fibroblasts is cell-

intrinsic 

• Oral mucosa wounds show more rapid healing and less scarr 
formation than cutaneous wounds – is this property cell-intrinsic or 
owed to the evnironmental conditions of the host tissue?  

Wnt1Cre transgenic mouse (labels early 
migratory neural crest populations)  

R26mTmG transgenic mouse  

Wnt1Cre;R26mTmG transgenic 
mouse 

Vorführender
Präsentationsnotizen
WNT1 cre ist eben in früh migrierenden zellen des neuralhrohrs vorzufinden. Und sollte daher auch in der mundschlimhaut und der kopfhaut zu finden sein. 



III. Fibrogenic potential of 
dermal fibroblasts is cell-

intrinsic 

FACS – based isolation of Wnt-1 positive 
Fibroblasts (WPFs) and Wnt-1 negative 
Fibroblasts (WNFs) from oral dermis 
samples 

Vorführender
Präsentationsnotizen
Figure A: Histologische analyse der oralen dermis. (aus der Wange). WPFs zeigen den stärksten beitrag zum Bindegewebsaufbau (GFP  WPFs) Figure C: beide Zellpopulationen (WNFs und WPFs sind spindelförmig.  kultivierte Fibroblasten. Auch in der Mundschleimhaut gibt es zwei Zelllinien, wobei wiederum die WPFs am meisten zur Bindegewebsszernierung beitragen. 
Figure B: scatter plot der zeigt dass über die hälfte der population in der oralen dermis wpfs sind und 31.3 % wnfs. 



III. Fibrogenic potential of 
dermal fibroblasts is cell-

intrinsic 

Wounded oral dermis 

Vorführender
Präsentationsnotizen
Figure D: Autoren beschreibne das Muster des Kollagenaufbaus Bienenwabenartig. Scar tissue was WPF-derived also GFP positiv. Gefäßstrukturne, fettgewebe und epidermis waren alle RFP positiv. 
Figure E: Weniger Blaustaining für Kollagen in oralen wunden im vergleich zu hautwunden am rücken. Ganze architektur ist anders. Nicht so dicht gelagert. 
Es gibt also irgendeinen unterschied zwischen EPFs und WPFs. 



III. Fibrogenic potential of 
dermal fibroblasts is cell-

intrinsic 

Vorführender
Präsentationsnotizen
Deswegen wurde zuerst eine transkriptomanalyse durchgeführt. Figure F: EPFs von dorsal und ventraler hautund WPFs von der kopfhaut und mundschleimhaut. Microarrayanalyse. In Figure F sind 4 unterschiedlich exprimierte Gencluster gezeigt. Fuzzy cluster. Jeder kreis repräsentiert eine microaaray data set, wobei die linien die gemeinsamheiten zwischen zwei samples oder microarray data sets eben aufzeigt. 



New approach: Reciprocal transplantation experiments  

III. Fibrogenic potential of 
dermal fibroblasts is cell-

intrinsic 

Vorführender
Präsentationsnotizen
EPFs were transplanted into mundhöhle und dei WPFs wurden in Haut des rückens tranplantiert. Es wurde die gleiche zellzahl 1x10hoch 5 tranplantiert. EPFS im Mund zeigen die typische ausprägugn des bindegewebes, welches man in einer narbe nach einer wunde auf dem rücken vermuten würde. Währen die wpfs eine viel kleinere narbe mit bienenwarbig artigen verteilung des kollagens wie sie im mund zu erwarten währe. Also imitation einer minimalen mundhöhlen narbe. Dies weist darauf hin, dass die unterschiede in der dermisstruktur auf Grund von intrinsischen Eigenschaften der Zelllinien existieren und nicht vom umgebenden gewebe, der anatomoischen lokalisation oder alter der haut beeinflusst werden. 



IV. Ablation of EPF-lineage 
reduces scarring?  

• Different mouse model: En1Cre;R26mTmG mice were crossed with 
R26tm1(HBEGF)Awai mice which express simian diptheria toxin 
receptor (DTR)   EPFs are GFP and DTR positive 

Vorführender
Präsentationsnotizen
Diesen neuen trangenen Mäuse die triplepositiv waren wurde eine wunde zugefügt am rücken und entweder mit diphteria toxin behandelt oder mit pbs (dienten als kontrolle)  Figure A: showing the healing rate of the 3 wounds on the mice. Wundgröße in den DT mäusen mit DTR Rezeptor vergrößerte sich von Tag 0 auf Tag 3.  Weist darauf hin, laut Autoren, dass EPFs die Fibroblasten sind die kontraktile, myofibroblasten zur verfügung stellen. 6 Tage länger brauchten DT-treated wunden (insgesamt 20 tage). B und C erklären. C scar size as percentage of inital wound was not significantly different. 



Trichrome staining: showing 
reduced collagen deposition in 
DT-treated mice.  

IV. Ablation of EPF-lineage 
reduces scarring?  

Vorführender
Präsentationsnotizen
Aber man hat gesehen, dass in DT-behandelten Wunden viel weniger GFP markiertes Bindegewebe vorzufinden war, als mit den kontrol mäusen (Figure D) Figure E: Trichrome staining zeigte eine reduziertee Kollagen dichte und höhere zelldichte. Diese Veränderung der Kollagendeposition veränderte jedoch nicht den Zugwiderstand der verheilten wunden. Gezeigt in Figure F. 
Da man zuvor gesehen hatte dass epfs hauptverantwortlich sind für die fibrose bei melanomen, wurde untersucht, ob es einen utnerschied gibt wenn man wieder mit diphterie toxin dei EPFs versucht zu deletieren. In den kontroll mäusen war das Tumorgewicht signifikant höher als bei DT behandelten Mäusen. Dt-treated viel weniger EPF abstammende GFP signale. 5J zeiget ähnliche patterns wie die melanoma in den En1Cre und R26mtmg positiven mäusen. 



• FACS-based fibroblast purification from skin lysates of wild-type mice aged 
8 weeks  

• Cell surface marker screening (including 176 monoclonal antibodies) 
revealed CD26 as the marker with the biggest difference between EPFs and 
ENFs 

V. How to isolate EPFs 

Vorführender
Präsentationsnotizen
CD44, CD 90, biglycan and CD73, all markers for fibroblast isolation, and 35 additional surface molecules were all expressed on EPFs and ENFs and therefore not useful as a marker for only EPFs 

Facs Scatter plot der zeigt dass Cd 26 expression in EPFs viel höher ist als in ENFs. 94% der EPFs werden angezeigt gegen 5.6%

Figure B:  Immunohistochemy Bilder die zeigen dass GFP mit CD26 überlappend ist, und vor allem in der oberen Dermis und zwischen den Haarfollikeln, aber nicht ihnen vorkommt. Währen RFP nicht mit CD26 überlappt. Daher CD 26 marker für EPFs ist. 



V. How to isolate EPFs 

At baseline ECM expression of 
EPFs and ENFs is similar, 
whereas the response to a 
stimuli and the following 
upregulation of ECM gene 
expression is much higher in 
EPFs.  

Vorführender
Präsentationsnotizen
Um CD26 als marker auszutesten wurden aus R26 ungekreutzten mäusen CD26positive und CD26 negative fibroblasten isoliert und dann intradermal in die haut von immunodefiezienten RAG-2 double knockout mäusen injiziert. Intradermale injektion induziert eine initiale inflammation die dann von fibrose gefolgert wird. 10 Tage nach der injektion zeigte sich dass viel RFP positives Extrazellulärmaterial in CD26 postivien mäusen vorhanden war während es in CD26 negativen fast nicht da war. 
FIGURE C Cd26 positive (welche vorraussichtlich eps entsprechen) zeigen dermale strukturen und ecm sekretion. Graph zeigt die quantifizierung der RFP fluorescence (random section using imagej software were used) Baseline gene expression ist der unterschied nicht so groß zwischen CD26 positiven und CD26- Fibroblasten, d.h. Dass die fähigkeit auf Stimuli zu reagieren bei den CD26positiven, also EPFs größer ist. FIGURE D

Auch 



VI. Inhibition of CD26 reduces 
cutaneous scarring during 

wound healing 

• CD26 is a surface marker for a fibroblast lineage 
rseponsible for ECM deposition 

• Diprotin A was used to inhibit CD26 

Vorführender
Präsentationsnotizen
Figure F: anfangs gleiche heilungsrate, wobei ein unterschied in der Wundgröße am Tag 9 sichtbar war. Schlussendlich betrug die Heilungsdauer für CD26 inhibitor als EPFs ausgeschaltete 5 Tage länger. Die Narbengröße war aber enorm kleiner als bei den unbehandelten mäusen. 



Conclusion/Discussion 

• Distinct fibroblast lineages represent unique cell types 
• EPFs are the primary lineage contributing to connective 

tissue deposition during embryonic development, 
postnatal wound healing, cancer stroma formation 

• EPFs fibrogenic potential is cell intrinsic  
• CD26 is a marker for the distinct lineage of fibroblasts 

that contributes the bulk of connective tissue in scarring 
and other conditions involving fibrosis (EPFs)   

• Inhibition of CD26 might be a promosing step forward to 
regulating fibrosis 
 



Personal 
Comments/ Critics 

• Why did they use Engrailed-1 mice? 
• Where do the Engrailed-1 positive fibroblasts 

come from?  
• Mouse model is used in this study – to what 

extent are the findings applicable in humans? 
• CD26 maybe marker for other cells?  
• In my opinion a very credible and sophisticated 

paper  



Thank you for your 
attention! 
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