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Abstract \Y]

Abstract

Tumors often arise at sites of inflammation and chronic inflammation is increas-
ingly recognized to be important in the pathogenesis of many malignancies. Ac-
tivation of the adaptive immune system in response to tumors might result in
eradication of malignant cells. On the other hand, immune cells, which infiltrate
tumors and pre-neoplastic lesions, produce a variety of cytokines and chemoki-
nes that propagate a localized inflammatory response and that can also en-
hance the growth and survival of pre-malignant cells. Hepatocellular carcinoma,
which is one of the most lethal and prevalent cancers worldwide, represents a
classic case of inflammation-linked cancer. Although many studies have re-
ported significant alterations in the expression of different cytokines in chronic
liver disease, the critical components linking inflammation and hepatocarcino-
genesis are not fully understood.

In order to characterize the role of the immune system in chronic liver injury and
hepatocarcinogenesis a mouse model of hereditary tyrosinemia type-1 (HT-1)
was used. HT-1 is an autosomal-recessive disease caused by a genetic inacti-
vation of the enzyme fumarylacetoacetate hydrolase (FAH) and is characterized
by an extremely high susceptibility for liver cancer. Flares of liver injury were
induced in Fah™ mice. This procedure led to the accelerated HCC formation
within  3-4 months. To determine the role of the immune system,
Fah” Rag-2"" ¢, mice (FCR) were treated in the same way. Interestingly, sur-
vival of alymphoid Fah™ mice was dramatically shorter than that of Fah” mice.
Almost 70% of the FCR mice died within the first 2 months whereas over 90%
of Fah” mice survived the FAA-induced hepatitis suggesting that the immune
system plays an important pro-survival function during chronic liver injury. The
activation of the immune system not only increased liver damage but also pro-
moted liver regeneration. Interestingly however, liver tumor development was
completely suppressed in surviving FCR mice. To better understand the role of
the immune system in the Fah” model, extensive molecular and immunological
profiling, hepatocyte and hematopoietic stem cell transplantations, partial hepa-
tectomies adoptive transfer of specific immune cell populations were performed.
These experimental studies revealed that specifically T-cells are important for
liver regeneration by supporting proliferation of hepatocytes and hepatic pro-
genitor cells/ oval cells allowing the survival of Fah-deficient mice. Importantly
however, we also provide evidence that additional cells such as myeloid cells
are required for tumor development in these mice. Together, our analysis identi-
fies distinct functions of the immune system which are required for liver regen-
eration and survival and for hepatocarcinogenesis on the other hand. Targeting
specifically the tumor-promoting pathways may be an attractive chemopreven-
tive strategy for patients at risk.
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Zusammenfassung

Viele Tumorerkrankungen entstehen auf dem Boden einer andauernden, chro-
nischen Entzindungsreaktion. Ein Paradebeispiel fur die Krebsentstehung auf
dem Boden einer chronischen Entziindung ist das hepatozellulare Karzinom.
Das Leberzellkarzinom ist weltweit eine der haufigsten bosartigen Krebserkran-
kungen. Bislang ist nicht abschliel3end geklart welche Rolle das Immunsystem
fur die Tumorentstehung in der Leber spielt. Auf der einen Seite kommt dem
Immunsystem eine wichtige protektive Rolle bei der Uberwachung und Elimina-
tion von pramalignen Zellen zu. Auf der anderen Seite kann das Immunsystem
unter bestimmten Umstanden Tumorwachstum sogar begunstigen und zur Ent-
stehung von aggressiveren Tumoren beitragen. Diese das Tumorwachstum
begunstigende Rolle des Immunsystems wird durch die Rekrutierung und Inter-
aktion verschiedener Zellen des adaptiven und angeborenen Immunsystems
und die Freisetzung von Zytokinen und reaktiven Sauerstoffspezies vermittelt.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Rolle des Immunsystems fir die Leberregeneration
und die Hepatokarzinogenese in einem Mausmodell der hereditaren Tyrosina-
mie Typ-1 (HT-1) weiter zu untersuchen. Bei der HT-1 wird aufgrund eines au-
tosomal rezessiv vererbten Defektes der Fumarylazetoazetat-Hydrolase (FAH)
Tyrosin nicht vollstandig abgebaut und resultiert in einer Akkumulation des toxi-
schen, elektrophilen Metaboliten Fumarylazetoazetat (FAA), welcher in der Fol-
ge zu einer raschen Tumorentwicklung fiihrt. Um die Rolle des Immunsystems
in diesem Modell zu untersuchen wurden immunsupprimierte
Fah” Rag-2"" ¢,” Mause (FCR) generiert. Interessanterweise konnte in diesem
Modell gezeigt werden, dass die Aktivierung des Immunsystems nicht nur zur
primaren Leberschadigung beitragt, sondern auch in Folge fir eine effektive
Leberregeneration notwendig ist. Sowohl die Leberregeneration durch Aktivie-
rung von Leberstammzellen (ovalen Zellen) als auch durch Hypertrophie und
Teilung der Hepatozyten war in den immunsupprimierten Mausen deutlich be-
eintrachtigt. In der Folge zeigte sich eine deutlich erhdohte Mortalitéat der
FCR-Mause. In Langzeitversuchen war interessanterweise die sehr schnelle
Tumorentstehung, die in den Fah”-Mausen zu beobachten war, in den tberle-
benden FCR-M&ausen nahezu vollstandig verhindert. Weiterfihrende Untersu-
chungen zeigten, dass insbesondere die Aktivierung von T-Zellen im Rahmen
der chronischen Lebererkrankung sowohl fur die Leberschadigung als auch fur
die effiziente Leberregeneration entscheidend ist. Einerseits ist fur die Tumor-
entstehung nicht nur die Aktivierung von T-Zellen, als auch andererseits die
Aktivierung von Zellen des angeborenen Immunsystems wie den myeloiden
Zellen notwendig.
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Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit die zweifache Rolle des Immunsys-
tems im Rahmen einer chronischen Lebererkrankung gezeigt werden. Auf der
einen Seite ist es fir das Uberleben der Mause und eine effiziente Leberrege-
neration wichtig, auf der anderen Seite tragt es entscheidend zur Leberschadi-
gung und langfristig zur Tumorentwicklung bei. Ein besseres Verstandnis dieser
unterschiedlichen Prozesse wird in der Zukunft neue therapeutische Mdglichkei-
ten zur Verhinderung als auch Therapie von Tumorerkrankungen eroffnen.
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1 Einleitung

1.1 Relevanz der Grundlagenforschung zur molekularen
EntschlUsselung von Tumorerkrankungen beim Menschen

Unter den Sterbeféllen von 2011 in Deutschland, gewertet durch die Internatio-
nal Statistical Classification of Diseases and Related Health Problems (ICD-10),
rangieren neben den Herz-Kreislauf-Erkrankungen bésartige Neubildungen ver-
schiedener Gewebe immer oOfter unter den zehn haufigsten Todesursachen. Am
vierthaufigsten vertreten sind in Deutschland bdsartige Neubildungen der Bron-
chien und der Lunge. Auf Platz neun und zehn rangieren bereits die Neoplasien
des Dickdarms und der Brustdrisen. Diese drei Krebserkrankungen waren al-
lein im Jahr 2011 ursachlich fur Gber 134.000 Sterbefalle in Deutschland (An-
gaben vom Statistischen Bundesamt). Durch die fortschreitenden diagnosti-
schen Moglichkeiten ist die Dokumentation der Krebserkrankungen deutlich
verbessert worden. Krebs ist aber keine Erkrankung der modernen Gesell-
schaft. Bereits bei mumifizierten Leichnamen aus aller Welt konnten Falle von
Krebs nachgewiesen werden. Dennoch ist Krebs eine Erkrankung des Alters
und die steigende Bedeutung in der heutigen Gesellschaft korreliert klar mit der
zunehmenden Lebenserwartung und paradoxerweise auch mit den hygieni-
schen und medizinischen Fortschritten der vergangenen Dekaden. Es wird
deutlich, dass auch der Lebenswandel in unserer modernen Gesellschaft sei-
nen Teil zur Entstehung von Krebs beitragen kann. So gelten unlangst der
ubermallige Konsum von Alkohol und Tabak, sowie Fettleibigkeit als Risikofak-
toren. Krebserkrankungen beruhen auf Verdnderungen im Erbmaterial einer
Zelle. Die meisten Schadigungen des genetischen Materials sammeln sich erst
nach der Geburt in den Zellen an und werden daher nicht vererbt. In der Regel
wirkt nicht die einzelne Mutation kanzerogen, sondern die Summe der Uber die
Jahre in den Zellen angesammelten genetischen Veranderungen. In etwa
5-10% der Falle besteht eine familiare Veranlagung fir eine Krebsart. Hier fin-
det sich eine Mutation der Gene schon in den Gameten und kann damit auf die
nachste Generation vererbt werden. In diesen Féllen tritt die Erkrankung be-
sonders haufig in aufeinanderfolgenden Generationen und meist schon in jun-
gen Jahren auf.

Das Hepatozellulare Karzinom (HCC) hat eine jahrliche Inzidenz von uber
600.000 Neuerkrankungen (Thorgeirsson & Grisham, 2002). Das HCC stellt
damit die haufigste Krebserkrankung der Leber beim Erwachsenen dar und ist
die sechsthaufigste Krebserkrankung weltweit (Befeler & Di Bisceglie, 2002,
Parkein et al., 2001). Betrachtet man die Sterberate, so ist diese Tumorerkran-
kung die dritthaufigste Todesursache unter den Krebserkrankungen weltweit.
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Das HCC stellt eine primar maligne Neoplasie der epithelialen Leberzellen da.
Es kann sehr gut differenziert sein und ist damit nur schwer von ,gesunden*
Leberzellen unterscheidbar. Oder es ist nur wenig differenziert und die entarte-
ten Zellen kbnnen sowohl gleichférmig als auch deutlich pleomorph sein. Die
Pravalenz der Félle liegt bei Patienten Gber 50 Jahren, jedoch erkranken auch
Kinder an dieser Tumorart. Das HCC scheint verbreiteter in der m&nnlichen Be-
volkerung und ist meist mit einer chronischen Infektion mit dem Hepatitis C Vi-
rus (in den USA, Europa und Japan) oder dem Hepatitis B Virus (Afrika stdlich
der Sahara und Sidostasien), ibermafligem Alkoholabusus und einer Zirrhose
assoziiert. Das HCC metastasiert sehr rasch in regionale Lymphknoten und in
die Lunge. Die mediane Uberlebensrate betragt nicht mehr als vier Monate.
Meist bleibt als einzige Heilungsaussicht nur die totale Resektion des Tumors.
Zwischen 1999 und 2007 starben in den USA 54.411 Personen an einem HCC
(*ICD-10 C22.0). Die Tumorinzidenz und die Mortalitdt haben sich in den letzten
25 Jahren allein in den USA mehr als verdoppelt und der Trend ist weiter stei-
gend (El-Serag et al., 2003, El-Serag & Mason, 1999).

1.2 Funktion der Leber im Organismus

Die Leber hat zentrale Stoffwechselaufgaben im Organismus die nicht durch ein
anderes Organ kompensiert werden kdnnen. Der komplexe Aufbau der Leber
wird verstandlich, wenn man die vielschichtigen Aufgaben betrachtet. Die Leber
bildet die Galle und ist an vielseitigen Stoffwechselvorgdngen wie dem Protein-,
Kohlenhydrat- und Lipidstoffwechsel beteiligt. AuRerdem speichert sie Vitamine,
Kohlenhydrate und Lipide und ist an der Sekretion von Bilirubin, dem Abbau-
produkt des roten Blutfarbstoffs Hamoglobin, beteiligt. Eine der Hauptfunktionen
der Leber stellt die Entgiftung dar. Hierbei gelangen vor allem Schadstoffe, die
Uber den Darm in das Blut aufgenommen werden, wie zum Beispiel Alkohol
oder Medikamente, zur Entgiftung in die Leber. Aus dieser Entgiftungsfunktion
erklart sich auch die Schadigung der Leber durch tibermagigen Alkoholkonsum.
Das Voranschreiten der Leberzerstérung durch chronischen Alkoholkonsum ist
ein vielschichtiger Prozess der sowohl genetische Faktoren als auch Umwelt-
einflisse mit einschliel3t. Die Leber wird Uber zwei Systeme mit Blut versorgt.
Dabei erhélt sie circa 20% des Blutes als sauerstoffreiches Blut Uber die Arteria
hepatica und circa 80% Uber die Pfortader (Vena portae).
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Gallengang
Ast der Vena portae
Ast der Arteria hepatica

Abbildung 1: Schema des Leberaufbaus: (in Anlehramglas Lehrbuch Klinische Hepatologie, Grund-
lagen, Diagnostik und Therapie hepatobiliarer Erktengen von H. Dancygier). Um eine Zentralvene
ordnen sich regelmafige Portalfelder an. Ein Plefthist aus einem Gallengang, einem Ast der Vena
portae und einem Ast der Arteria hepatica aufgebaut

Das Blut gelangt hauptséachlich tber die Gefal3e der Portalfelder in das Leber-
parenchym und passiert die Lebersinusoide. In den Lebersinusoiden mischt
sich das arterielle mit dem Pfortaderblut und flie3t sternférmig zur Zentralvene
jedes Leberlappchens. Das Pfortaderblut ist mit resorbierten N&hrstoffen aus
dem Dunndarm, Abbauprodukten der Milz sowie pathogenen Peptiden und
Hormonen aus dem Pankreas angereichert. Der Unterschied der Versorgung
der Leber mit Blut dieser zwei Gefal3systeme wird zum Beispiel auch in der
Therapie von Leberzellkarzinomen ausgenutzt, da jeder Tumor ab einer Grol3e
von wenigen Millimetern bereits durch ein eigenes Gefal3system versorgt wer-
den muss. Die Verhaltnisse kehren sich um und das HCC erhalt bis zu 95%
seines Blutes uber eine arterielle Versorgung. Dadurch kann zum Beispiel bei
der Chemotherapie gezielt entartetes Gewebe behandelt werden.

1.3 Die Hereditare Tyrosinamie Typ-1 (HT-1) und ihr Verlauf

Die HT-1 ist ein autosomal-rezessiv vererbter Defekt im Tyrosinkatabolismus.
Dieser Defekt wird durch einen Mangel an der Fumarylazetoazetathydrolase
hervorgerufen. Hierbei werden vornehmlich die Leber, die Nieren (Tubulopathie
mit hypophosphatamischer Rachitis) und das periphere Nervensystem (Pa-
rasthesien, vegetative Symptome, progressive Paralyse) geschadigt. Bei der
Schadigung der Leber kommt es direkt zu einem akuten Leberversagen oder zu
einer Leberzirrhose die zur Ausbildung eines Hepatozellularen Karzinoms fih-
ren kann. Die Leberzirrhose ist durch eine dramatische Bindegewebsvermeh-
rung und dem damit einhergehenden Verlust von funktionalem Leberparenchym
gekennzeichnet. Eine Zirrhose stellt den vorlaufigen Endpunkt vieler Krank-
heitsbilder der Leber dar. Die Diagnose einer HT-1 wird bei den betroffenen
Patienten durch die Hypertyrosinamie gestellt und zusatzlich durch den Nach-
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weis der fur diese Erkrankung typischen pathologischen Metabolite des Tyro-
sinstoffwechsels im Urin gesichert. Der Therapieansatz besteht in erster Linie
aus einer Phenylalanin-/ Tyrosin-definierten Diat. In den letzten Jahren steht
auch eine sehr wirksame medikamentdse Therapie zur Verfigung. Das Medi-
kament 2-(2-nitro-4-trifluor-methylbenzyl)-1,3-zyklohexanedion (NTBC), blo-
ckiert effizient das Enzym Hydroxyphenylpyruvatdehydrogenase (HPD) und
hemmt effektiv den weiteren Katabolismus von Tyrosin. Durch die Inhibition
wird die Assimilation der kanzerogenen Metabolite Maleylazetoazetat und Fu-
marylazetoazetat verhindert. Beides sind elektrophile Stoffe, die zu oxidativem
Stress und zur Schadigung von DNA und Proteinen fihren. Die Krankheit kann
sowohl einen akuten als auch einen chronischen Verlauf nehmen. Bei dieser
Erkrankung entwickeln 36% der Patienten ein HCC. Diese Erbkrankheit ist ne-
ben dem Alpha-1-Antitrypsin-Mangel, der Hamochromatose (Eisenspeicher-
krankheit) und z.B. der Glykogen Speicherkrankheit Typ-1 nur eine, die in der
Entstehung eines HCC gipfeln kann. Die HT-1 hat allerdings die hochste Inzi-
denz fur ein HCC tberhaupt.

Tyrosine
1 TAT
4-hydroxyphenylpyruvic acid
— HPD Renal injury
Homoge;;tisic acid
HED
I\/Ialeylac:a'toacetate ‘Succinylacetone
l |

i FAR
Fumarylacetoacetate ~———— Succinylacetoacetate

Acetoacetate Succinate

Abbildung 2: Abbauweg des Tyrosins in der Leberr Dgrosinkatabolismus ist schematisch dargestellt.
Die im Abbau von Tyrosin beteiligten Enzyme sindATT = Tyrosinaminotransferase; HPD = 4-
Hydroxyphenylpyruvatdioxygenase; HGD = Homogentiacid oxidase; MAI = Maleylazetoazetatiso-
merase; und FAH = Fumarylazetoazetathydrolase

Fumarate
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Praliminare Arbeiten zur ,humanen” Hereditaren Tywiodmie Typ-1

Die erste Veroffentlichung zu einem Defekt im Tyrosinmetabolismus erschien
bereits 1932. Grace Medes arbeitete damals als Medizinerin am Universitats-
hospital in Minnesota und beschrieb als Erste den Fall eines 49-jahrigen Man-
nes russischer Abstammung. Der Mann wurde bereits 1927 im Minneapolis
General Hospital aufgenommen, wo man die Diagnose Myasthenia gravis stell-
te und ihn dahingehend behandelte. Vier Jahre blieb der Patient frei von akuten
Symptomen der Myasthenia gravis. Die Myasthenia gravis ist eine neurologi-
sche Erkrankung, bei der es zu einer gestorten Reizweiterleitung kommt. Es
handelt sich um eine Autoimmunerkrankung, bei der sich die Autoantikdrper
gegen die motorische Endplatte eines Neurons richten. Der Patient wies kon-
stant einen erhdhten Kreatininwert im Urin auf. Anfanglich brachte man diesen
Befund nur mit der Myasthenia gravis in Verbindung. Doch es zeigte sich, dass
nur der Urin des 49-Jahrigen in der Lage war Phosphormolybdansaure zu redu-
zieren, nicht jedoch der Urin von mehr als einem Dutzend klar diagnostizierter
Myasthenia gravis-Patienten. Daher vermutete Medes schon 1932 eine andere
Erkrankung und publizierte diesen Fall. Im Urin des Patienten konnte
4-Hydroxyphenylpyruvic acid (4-HPPA) nachgewiesen werden. Dieser Metabolit
entsteht beim Katabolismus von Phenylalanin wobei die aromatische Seitenket-
te des Phenylalanins durch die Phenylalaninhydroxylase hydroxyliert wird. Hier-
bei wird Tyrosin gebildet. Als auch bei der Verstoffwechselung von Tyrosin zu
4-HPPA, durch die Tyrosinaminotransferase (TAT). Tyrosin kann weiterhin zu
Homogentisinsaure (HGA) umgewandelt werden. Homogentisinsaure wiederum
induziert ein fulminantes Sterben von Hepatozyten (Vogel et al. 2004). Medes
erkannte in ihrer Arbeit nicht nur den Zusammenhang zwischen der exogenen
Zufuhr von Phenylalanin und Tyrosin, sondern konnte durch die Gabe verschie-
dener Diaten die Konzentration von allen schadlichen Metaboliten im Urin regu-
lieren. Sakai und Kitagawa (1956/57), Zetterstrom (1963) und Fritzell et al.
(1964) beschrieben alle verschiedene Falle von Hepatomegalie, Splenomegalie
und Leberfunktionsstérungen bei Kleinkindern. Diese Falle hatten gemein, dass
bei allen Patienten 4-HPPA oder Hydroxyphenylazetatsdure zusammen mit Ty-
rosin im Urin und Tyrosin im Serum nachgewiesen wurden. In einer Publikation
von Taniguchi und Gjessing (1965) konnte gezeigt werden, dass bei einem Pa-
tienten mit Tyrosinosis das Enzym Hydroxyphenylpyruvatdioxigenase nicht
nachweisbar war. Aul3erdem gab es schon 1964 durch Taniguchi und Gjessing
erste Hinweise darauf, dass es sich um einen rezessiven Erbdefekt handelt. Bei
zwei Patienten handelte es sich um Schwestern, von jedoch gesunden Eltern.

Im Jahr 1977 wurde weiterhin festgestellt, das der Urin von Patienten mit HT-1
Succinylazeton und Sukzinylazetoazetat enthalt. Beides sind potente Inhibitoren
der Porphobilinogensynthase. Dieses Enzym katalysiert einen wichtigen Schritt
in der Synthese von Porphyrinen, wie zum Beispiel dem Ham in dem ham-
basierten Protein Hamoglobin, einem wichtigen Bestandteil der roten Blutkor-
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perchen. In den Erythrozyten dieser Patienten ist das Enzym in seiner Aktivitat
stark eingeschrankt. Sukzinylazeton und Sukzinylazetoazetat werden mal3geb-
lich in einer Nebenreaktion aus Maleylazetoazetat und Fumarylazetoazetat ge-
bildet. Aus der Akkumulation von Maleylazetoazetat und Fumarylazetoazetat
schlussfolgerten die Autoren richtig, dass es sich nicht um einen Defekt an der
Hydroxyphenylpyruvatdioxygenase handelt, sondern dass der Defekt bei der
Fumarylazetoazetathydrolase liegt (Lindblad et al. 1977). Der nachste entschei-
dende Schritt wurde von Sven Lindstedt und Kollegen gemacht. Sie veroéffent-
lichten 1992 eine Studie, bei der sie die Gabe von NTBC an Patienten mit HT-1
beschrieben. Wie von den Autoren beschrieben konnte die Konzentration der
Metabolite des Tyrosinstoffwechsels im Urin und im Serum unter das Detekti-
onslimit gesenkt werden. Bei allen Patienten stellte sich nach einer sieben-
neunmonatigen Behandlung mit NTBC eine deutliche Verbesserung der Leber-
funktion ein.

Bei der Hereditaren Tyrosindmie unterscheidet man heute drei Typen dieser
genetischen Erkrankung mit unterschiedlichem klinischem Verlauf. Die HT-1 ist
ein Defekt im Gen kodierend fur die Fumarylazetoazetathydrolase. Die
HT Typ-2 und HT Typ-3 werden durch Defekte an zwei unterschiedlichen En-
zymen im Tyrosinabbauweg verursacht (siehe Abbildung 2). Bei der HT-2 ist es
ein Defekt in der Tyrosinaminotransferase und bei der HT-3 in der 4-Hydroxy-
phenylpyruvatdioxygenase. Bei beiden Formen der Hereditdren Tyrosinamie ist
der Tyrosinspiegel im Plasma der Patienten zwar stark erhoht, aber die Leber
weist keine Schaden auf. Dies gilt als Beleg, dass Tyrosin kein kanzerogener
Metabolit ist (Mitchell et al. 2001). Die Hereditare Tyrosinamie ist in ihrer akuten
Form eine fulminante Erkrankung im Kindesalter, die durch das frihe Auftreten
hepatorenaler Dysfunktionen gekennzeichnet ist (Weinberg et al. 1976). Die
betroffenen Kinder haben keine hohe Lebenserwartung und entwickeln ein HCC
bereits in einer frihen Lebensphase.

1.3.1 Das Mausmodell zur humanen Erkrankung

Die Fumarylazetoazetathydrolase-defiziente Maus ist ein etabliertes Modell bei
dem sich die humane Erkrankung HT-1 in all ihren Facetten widerspiegelt. Die-
se Mause entwickeln nach vollstandigem Entzug des Medikaments NTBC ein
akutes Leberversagen sowie eine Schadigung der Nieren. Die Tiere versterben
an einem akuten Leberversagen innerhalb weniger Wochen. Die Haltung und
Zucht dieser Mause bedarf der Gabe von NTBC, dem einzigen Medikament in
der Behandlung der humanen Erkrankung. Uber das Trinkwasser kann die Me-
dikamentengabe genau reguliert werden. Der chronische Verlauf der Krankheit
kann durch eine reduzierte Gabe von NTBC simuliert werden. Die Mause ent-
wickeln eine Hepatitis, versterben aber nicht innerhalb weniger Wochen, son-
dern durchlaufen alle Krankheitsstadien bis hin zur Entstehung eines HCC. Die
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Therapie mit NTBC ist ein wirksamer, aber kein hundertprozentiger Schutz vor
einem Hepatozellularen Karzinom. Bei einer Dosis von 2,5% NTBC entwickeln
alle Tiere ein HCCs binnen neun Monaten. Bei einer 100%-igen
NTBC-Therapie entwickeln immerhin noch rund ein Viertel der Tiere ein HCC
binnen 24 Monaten. Fir diese Arbeit stand ein zweiter Mausstamm zur Verfi-
gung. Durch die Kreuzung des bereits etablierten Fah”-Stamms mit einem
common gamma chain (yc)/ Rag2 Doppel-Knock-out-Stamm konnte eine im-
munsupressive Fah”-Maus generiert werden. Diesem neu generierten Maus-
stamm fehlen bedingt durch den Knock-out der common gamma chain funktio-
nale Rezeptorketten fur viele Zytokine wie zum Beispiel Interleukin-2 (IL-2),
IL-4, IL-7, IL-9 und IL-15. Dies resultiert darin, dass die Entwicklung von Lym-
phozyten sehr stark eingeschrankt ist. Daher bilden diese Méause keine NK-
Zellen und nur geringfugig T-Zellen und B-Zellen aus. Um auch die letzten T-
und B-Zellen zu eliminieren sind diese Mause zusatzlich fir das recombination
activation gene 2 (Rag2) defizient. Dieses Gen ist essentiell fir das Genrear-
rangement der Rezeptorketten der B- und T-Zellrezeptoren. Dieser Defekt re-
sultiert wiederum in einem Verlust reifer T- und B-Zellen, da diese nur durch die
positive Selektion Uber ihre funktionsfahigen Rezeptoren in Knochenmark und
Thymus ein Uberlebenssignal bekommen. Da dieses Signal fehlt, wird in den
unreifen T- und B-Zellen der programmierte Zelltod induziert. Dieser Knock-out
erlaubt es die Rolle von T-, B- und NK-Zellen in der Entstehung eines HCC in
diesem Modell zu untersuchen.

1.4 Die Entstehung von Krebs

» That this seemingly simple mechanism — cell growth without bar-—
rier — can lie at the heart of this grotesque and multifaceted illness
IS a testament to the unfathomable power of cell growth. Cell divi—
sion allows us as organisms to grow, to adopt, to recover, to repair
— to live. And distorted and unleashed, it allows cancer cells to
grow, to flourish, to adopt, to recover and repair — to live at the
cost of our living. Cancer cells grow faster, adapt better. They are

more perfect versions of ourselves.”
The Emperor of All Maladies, Siddhartha Mukheriee

Die Krebsentstehung ist zwar immer ein mehrstufiger Prozess und Krebszellen
missen verschiedene biologische Fahigkeiten in sich vereinen, die es ermdgli-
chen unabhangig vom Gewebeverband zu agieren, doch das auffalligste Merk-
mal einer Krebszelle ist wohl als grenzenlose Proliferation. Zu den Eigenschaf-
ten einer Krebszelle zahlen ausserdem die Fahigkeit einem induzierten Zelltod
zu entgehen, die Bildung von neuen Gefal3en zur Versorgung zu induzieren,
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einen invasiven und metastasierenden Charakter zu entwickeln und die Kontrol-
le durch das Immunsystem zu umgehen (Hanahan, D. und Weinberg, R.A.
2011). Anders als im gesunden Gewebe, wo die Bildung von Wachstumsfakto-
ren einer strengen Kontrolle unterliegt um die Funktion und die Gewebehomo-
ostase zu gewahrleisten, scheint es der Krebszelle fortwahrend mdglich in den
Zellzyklus einzutreten. Die Ursache flr die chronische Proliferation kann in ei-
ner Uberexpression von Wachstumsfaktoren durch die entartete Zelle, eine sti-
mulierte Uberexpression durch die umgebenden Zellen, eine Uberexpression
von Rezeptoren fur Wachstumsfaktoren auf der Zelloberflache oder in gestorten
Feedbackmechanismen liegen. Ein Beispiel fur eine solche negative Feed-
back-Schleife sind die PTEN-Phosphatasen. Sie sind die Gegenspieler der
P13-Kinasen (PI3K). Ein Funktionsverlust von PTEN steigert die Signalweiterlei-
tung Uber PI3K und fordert so die Krebsentstehung in vielen Krebsmodellen
(Jiang, B.H. and Liu, L.Z. 2009). Auch mTOR ist ein wichtiger Regulator im
Zellwachstum und im Metabolismus. So induziert mTOR die Zellzyklus-
Progression in Hepatozyten mit DNA-Schaden und mTOR-Inhibitoren kdnnen
das Wachstum von HCC reduzieren und erh6hen die Wirksamkeit von Che-
motherapeutika (Buitrago-Molina, L.E. et al. 2009). Mit der unkontrollierten Zell-
teilung geht oft der Verlust zur Fahigkeit der Differenzierung verloren wie zum
Beispiel bei der akuten lymphoblastischen Leukamie (ALL), die von bésartig
entarteten Vorlauferzellen der Lymphozyten ausgeht.

Auf das HCCs Ubertragen definiert das Lehrbuch Klinische Hepatologie, Grund-
lagen, Diagnostik und Therapie hepatobiliarer Erkrankungen von H. Dancygier
den Leberkrebs als einen: ,bdsartigen, von Hepatozyten ausgehenden, epithe-
lialen Tumor, der aus hepatozytendhnlichen, aber abnormen Zellen besteht.”
Ausgehend von ,normalen“ gesunden Hepatozyten entwickelt sich ein HCC
Uber Stadien der Schadigung des Leberparenchyms. In den letzten zwanzig
Jahren hat sich die Auffassung verbreitet, dass sich aus frihen Stadien hepati-
scher Knoten das HCC entwickelt. Im Jahr 1995 wurde vom Weltkongress der
Gastroenterologie eine internationale Arbeitsgruppe gegriindet, die einheitliche
Richtlinien zur Nomenklatur und diagnostische Kriterien erarbeiten sollte. Die
von der Arbeitsgruppe vorgeschlagene Klassifizierung der in chronischen Le-
bererkrankungen vorkommenden nodularen Lasionen ist folgende (International
Working Party (IWP) 1995). Unterschieden wird heute zwischen grof3en regene-
rativen Knoten, den wenig differenzierten Dysplastischen Knoten (L-DN), hoch-
differenzierten Dysplastischen Knoten (H-DN) und als letzte Stufe, dem HCC.
Als eine weitere Neuerung schlug die IWP die Existenz von Dysplastischen Foci
als ein Cluster von Hepatozyten mit klaren Eigenschaften von friihen Neopla-
sien vor. Diese Neoplasien sind zum Beispiel kleine Zellverdnderungen oder
eisenfreie Bereiche im Hintergrund einer Eisenspeicherkrankheit. Diese No-
menklatur wurde weitgehend in die Diagnostik tbernommen. Abbildung 3 zeigt
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eine vereinfachte Zusammenfassung der Ereignisse, ausgehend von der nor-
malen Hepatozyte Uber die IWP-definierten Stadien bis hin zum HCC.

normale Permanenter Zelluntergang , _ Dysplast. Dysplast.

Hepatozyten und Regeneration Focus Knoten HCC

Genet. | |Chron. Inaktivierung | | aysivierung Uber-/ Reex-
Erkran- | | Alkohol-| | HCV HBV von Tumor- | |\ progo- | | Pression von

suppressor- Wachstums-
kungen | | abusus e onkogenen | | rktoren

Abbildung 3: Genetische und urbane Faktoren inEfgwicklung des HCCs: Die Abbildung zeigt eine
schematische Darstellung der Ereignisse, die ztstéimung eines HCCs beitragen. Genetische Erkran-
kungen, Umweltfaktoren aber auch Infektionen mipéatéisviren fihren zu einer Entgleisung der Ho-
moostase des Leberparenchyms.

Weitgehend akzeptiert ist auch die Unterteilung in ein frihes HCC, welches ei-
ne unklare nodulare Struktur aufweil3t und meist als gut differenziert erscheint,
von einem fortgeschrittenen HCC mit einer moderaten Differenzierung und An-
zeichen von Gefaleinwanderungen. Ein friihes HCC ist bereits durch eine dop-
pelt so hohe Zelldichte, ein erhdhtes Nukleus/ Zytoplasma-Verhaltnis, einer va-
riierenden Zahl von Portalfeldern und einer variierenden Anzahl von Arterien
gekennzeichnet. In den letzten Jahren intensiver Forschung wurden verschie-
dene Tumormarker identifiziert. Unter ihnen ist beispielsweise Glypican-3
(GPC3), das mit einer 96%-igen Spezifitdt im frithen HCC einen starken An-
haltspunkt fur die Malignitat von noduldren Veranderungen liefert (Midorikawa
Y. et al. 2003). Des Weiteren findet sich im frihen HCC das heat shock Protein
70 (HSP70). Dieses Protein gehdrt zu einer Gruppe von Genen, deren Funktio-
nen in der Zellzykluskontrolle, der Apoptose und in der Tumorentstehung liegen
(Garrido C et al. 2001 und Jolly C. et al. 2000). Viele HCCs sind mit chroni-
schen Entzindungen und Fibrose assoziiert. Beides wirkt als ein potenter Trig-
ger fur die Synthese von HSP70, welches wiederum unter diesen Bedingungen
sein anti-apoptotisches Potential entfalten kann. Im programmierten Zelltod, der
Apoptose, liegt eine naturliche Barriere fur die Krebsentstehung. Es konnte ge-
zeigt werden, dass dieser natiirliche Schutzmechanismus in Fah”-Mé&usen
nach Entzug von NTBC nicht mehr greift. Geschadigte Hepatozyten sind resis-
tent gegen eine Fas-induzierte Apoptose mit Jo,, sowie gegen eine Induktion
nekrotischer Schadigung durch Azetaminophen (APAP) (Vogel. A. et al. 2004).
Eine verringerte Apoptose-Sensitivitat spielt nicht nur eine entscheidende Rolle
am Hebel zur Karzinogenese, sondern ist auch entscheidend fur Therapiean-
satze, die in der Regel darauf abzielen die entarteten Zellen zu téten und ge-
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sundes Gewebe maoglichst zu erhalten. Daher ist ein detailliertes Verstandnis
der Apoptosemechanismen in normalen und neoplastischen Zellen unerlasslich.
Adams und Cory (2007) beschreiben in einem Ubersichtsartikel die beiden
Hauptwege zur Induktion von Apoptose in Saugerzellen. Unterschieden wird
hier ein extrinsischer Weg, der Uber Rezeptor-Liganden-Bindung den Zelltod
induziert und Caspase-8/10 Uber Adaptermolekiile mit einer Fas-associated
death domain (FADD) aktiviert sowie ein intrinsischer Weg, der unterschiedliche
Stress-signale aus dem Zellinneren, zum Beispiel von geschadigten Mitochon-
drien, Ubersetzt. TP53 gilt als ein Tumorsuppressor und nimmt Chromosomen-
abnormalitdten und DNA-Strangbriiche wahr. Diese Zellschdden werden von
TP53 Uber die Regulierung der Expressionslevel der BH-3-only Proteine Noxa
und Puma in ein Apoptosesignal Ubersetzt. In Tumorzellen kénnen die Apopto-
sesignalwege auf verschiedenen Ebenen blockiert sein. In vielen Tumorzellen
ist die Tumorsuppressorfunktion von TP53 verloren gegangen oder es werden
anti-apoptotische Mitglieder der Bcl-2-Familie bzw. Uberlebenssignale, wie bei-
spielsweise 1gf1/2, Uberexprimiert. Beides verschiebt das Gleichgewicht von
apoptotischen und anti-apoptotischen Signalen und bewirkt eine Zelltodresis-
tenz von neoplastischen Zellen und férdert somit die Karzinogenese. Ein voll-
standiges Verstandnis der zellularen und molekularen Mechanismen der Zell-
zyklusregulation, der Apoptose und der Beteiligung des Immunsystems in der
Tumorentstehung sind von grundlegender Bedeutung fur die Therapie von Tu-
morerkrankungen.

1.5 Das Immunsystem

1.5.1 Uberblick tiber das Immunsystem

Das Immunsystem hat sich in allen vielzelligen Organismen unter dem evolutio-
naren Druck von Pathogenen entwickelt und ist bei den Saugetieren wahr-
scheinlich am komplexesten ausgebildet. Es stellt ein kompliziertes Geflecht
aus zellularen und humoralen Bestandteilen dar und ist in seiner Komplexitéat
nicht, wie beispielsweise die Leber oder das Herz, als ein Organ mit klaren
Grenzen zu erkennen. Vielmehr befinden sich die zellularen und humoralen
Bestandteile im Organismus verteilt: im Blut, im Lymphsystem und vielen ande-
ren Organen und Geweben, wie beispielsweise der Leber, der Milz und der
Haut. Man schéatzt die Masse des Immunsystems auf 2-3 kg. Damit gehort das
Immunsystem zu einem der gréf3ten Organe. Zum Immunsystem zahlt man ei-
ne Vielzahl von Zellen, die weil3en Blutzellen/ Leukozyten, aber auch Eiweil3-
stoffe, die im Blut und in der Lymphe gel6st vorliegen. Die Vorlauferzellen des
Immunsystems werden bereits wahrend der Embryogenese im Knochenmark
der langen Ro6hrenknochen, des Beckens und der Wirbelkérper gebildet und
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schitzen das ungeborene Leben bereits in den Wochen vor der Geburt. Das
Immunsystem hat sich entwickelt, um den Koérper durch eine Vielzahl von Stra-
tegien vor fremden und kérpereigenen Gefahren zu schitzen. Es ist immer
wachsam und bereit, auf eine Bedrohung durch Bakterien, Viren und Pilze, etc.
zu reagieren. Ein Pionier auf diesem Gebiet war Edward Jenner, der schon
1796 entdeckte, dass beim Mensch eine Infektion mit den Rinderpocken zu ei-
nem Schutz gegen die humanpathogenen Pocken fiihren kann. Er pragte als
Erster den Begriff ,Vaccination* — Impfung. Weiterentwickelt wurde die Impfung
durch Louis Pasteur, der entdeckte, dass es moglich ist, Pathogene zu téten
oder abzuschwachen und sie dann gezielt als Impfstoff einzusetzen. In den
80er Jahren des 19. Jahrhunderts entwickelte er einen ersten Impfstoff gegen
die Cholera in Hihnern und heilte einen Jungen, der von einem tollwitigen
Hund gebissen wurde. Im 19. Jahrhundert trat Robert Koch mit einer Entde-
ckung in Erscheinung, dass Infektionskrankheiten durch Mikroorganismen her-
vorgerufen werden. Ab diesem Zeitpunkt begann die Blite der Immunologie
und viele weitere Entdeckungen folgten. Heute wird das Immunsystem in zwei
grundlegende Komponenten gegliedert, dem angeborenen Immunsystem und
dem adaptiven Immunsystem. Dabei ist es nicht nur die Aufgabe des Immun-
systems eindringende Mikroorganismen zu bekampfen, sondern auch das sen-
sible Gleichgewicht zwischen Immunitat und ,self-tolerance” aufrecht zu erhal-
ten. Einblicke in die Komplexitat des Immunsystems gewinnt man bei der Lekti-
re von Charles Janeway ,Immunology - The immune system in health and di-
sease”. Die Abbildung 4 stellt einen groben Uberblick tiber die zwei Arme des
Immunsystems dar.

pluripotente hamatopoetische
Stammzell

—
o ©

Lymphoide Myeloide
|
v

E i i Granulozyten !
T Zellen B Zellen NK Zellen Dendritische I
Zelle Monozyten

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Arme ldesiunsystems in Sdugern: ausgehend von einer
pluripotenten hematopoetischen Stammzelle bildeim aus zwei Typen von Vorlauferzellen das angebo-
rene und das adapive Immunsystem.
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1.5.2 Das angeboren Immunsystem

Man geht heute davon aus, dass sich das angeborene Immunsystem vor dem
adaptiven Immunsystem entwickelt hat. Einige Punkte sprechen fur diese Hypo-
these. Erstens findet sich das angeborene Immunsystem in allen vielzelligen
Organismen, das adaptive Immunsystem tritt erst in der Gruppe der Vertebraten
auf. Zweitens kann das angeborene Immunsystem zwischen kdrpereigenen und
korperfremden Antigenen unterscheiden, eine Eigenschaft, die das adaptive
Immunsystem nicht besitzt. Drittens unterscheidet das angeborene Immunsys-
tem zwischen ,self“ und ,non-self* durch keimbahnkodierte Rezeptoren. Eine
wichtige Funktion des angeborenen Immunsystems ist die Entzindung, ein
schneller und sich selbst regulierender Prozess. Die an entzundlichen Prozes-
sen beteiligten Chemokine locken Effektorzellen in das betroffene Gewebe.
Diese Effektorzellen des angeborenen Immunsystems befinden sich zum Bei-
spiel in der Haut sowie den Schleimh&uten, wie etwa denen der Lunge und des
Intestinal- und Urogenitaltrakts. Das angeborene Immunsystem zeichnet sich
dabei durch seine schnelle Reaktion wie auch durch seine vielfaltigen Méglich-
keiten aus. Die Zellen des angeborenen Immunsystems sind zum Beispiel Mak-
rophagen, spezialisierte phagozytierende Zellen und die Granulozyten. Letztere
stellen eine weitere Gruppe von Leukozyten dar, die durch ihre namensgeben-
den Granula charakterisiert werden. Die Zellen des angeborenen Immunsys-
tems tragen, wie bereits erwahnt, keimbahnkodierte Rezeptoren, mit denen sie
zwischen verschiedenen koérpereigenen Strukturen und Pathogenen unter-
scheiden kénnen. Die Unterscheidung findet durch sogenannte ,pattern re-
cognition molecules” statt. Diese Molekiile erkennen hochspezifisch pathogen-
assoziierte Strukturen. Zu den Erkennungsrezeptoren zahlt die Familie der Toll-
like Rezeptoren (TLR), die ihren Namen wegen ihrer Homologie zu einem in der
Fruchtfliege Drosophila melanogaster entdeckten Molekils erhielten, und die
Familie der NOD-like Rezeptoren (NLR). Die TLR erkennen dabei ein weites
Spektrum an Strukturen auf der Oberflache von Pathogenen wie zum Beispiel
das Lipopolysaccharid (LPS) der gram-negativen Bakterien (TLR4), aber auch
viele andere pathogen-assoziierte Motive, wie beispielsweise doppelstrangige
RNA (TLR3) von Viren, oder CpG DNA-Motive und Lipoteichonséure (TLR9)
von gram-positiven Bakterien. Die Familie der NLR bilden ausschlie3lich intra-
zellulare Rezeptoren, die Pathogene im Zytosol erkennen. Mit den Rezeptoren
des angeborenen Immunsystems ist keine antigenspezifische Erkennung von
Pathogenen moglich. Ein wichtiger Zelltyp des angeborenen Immunsystems ist
die NK-Zelle. NK-Zellen werden trotz eines fehlenden antigenspezifischen Re-
zeptors auf ihrer Oberflache zu den Lymphozyten gezahlt. Sie wurden 1975 von
einer Arbeitsgruppe um H. Wigzell entdeckt. Sie fanden ,natirlich* vorkommen-
de Killer-Zellen in der Maus, die eine selektive lytische Aktivitat gegeniber Mo-
loney Leukemia Zellen aufweisen. Sie sind in der Lage den Organismus vor
einer Vielzahl eindringender Mikroorganismen zu schiitzen. NK-Zellen erkennen
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dabei Zellen die kein oder nur sehr wenig Major Histocompartibility complex |
(MHCI) auf ihrer Zelloberflache exprimieren (Hans-Gustaf Ljuggren und Klas
Karre, 1990). Eine weitere wichtige Gruppe von Immunzellen sind die Monozy-
ten. Sie stellen die Vorlauferzellen fiir Makrophagen und einen Teil der Dendri-
tischen Zellen dar. Unter Beteiligung von verschiedenen Wachstumsfaktoren
wie beispielsweise GM-CSF und M-CSF entwickeln sich aus den hamatopoe-
tischen Vorlauferzellen im Knochenmark die Monozyten. Monozyten finden sich
vor allem in der Milz, zirkulieren aber auch im Blut. Nach Antigenkontakt wan-
dern sie in das betroffene Gewebe ein und entwickeln sich zu Makrophagen. Es
werden dabei zwei Klassen von Makrophagen unterschieden. M1 Makrophagen
sind an der sogenannten Typ 1-Reaktion beteiligt. Diese Makrophagen werden
klassischerweise durch mikrobielle Produkte aktiviert. Aktivierte M1 Makropha-
gen produzieren dann wiederum reaktive Sauerstoffspezies und Stickstoffinter-
mediate. M2 Makrophagen werden Uber einen alternativen Weg aktiviert. Sie
regulieren die Entzindungsreaktion. Sie fordern aber auch Zellwachstum und
Zellteilung in dem sie Wachstumsfaktoren bilden, die Angiogenese unterstitzen
und die Gewebestruktur verandern (Balkwill, 2005). Nach Schéadigung der Le-
ber durch beispielsweise hepatotoxische Substanzen oder eine Hepatitis
B-Virusinfektion kann es zu einem akuten Leberversagen kommen. Der massi-
ve Zelltod in der Leber fihrt hier zu einer sterilen inflammatorischen Reaktion.
Hierbei kommt vor allem den in der Leber residierenden Makrophagen eine be-
sondere Rolle zu, da sie eine Vielzahl von pro-inflammatorischen Mediatoren
bilden, wie beispielsweise TNF und IL-6, die eine direkte Wirkung auf Apoptose-
mechanismen in den Hepatozyten haben und so die Schadigung der Leber for-
dern (Zimmermann, 2012). Die Aufgabe des angeborenen Immunsystems ist es
nicht nur schnell Pathogene zu eliminieren, sondern auch maf3geblich an der
Gewebsheilung mitzuwirken und die langfristige Immunantwort des adaptiven
Immunsystems zu initiieren.

1.5.3 Das adaptive Immunsystem

Das adaptive Immunsystem unterscheidet sich wesentlich vom angeborenen
Immunsystem. Konnte das angeborene Immunsystem schnell und effektiv
durch die Erkennung von allgemeinen pathogenen Strukturen reagieren, so
geht die Evolution mit der Entwicklung des adaptiven Immunsystems weiter.
Das zentrale Paradigma des adaptiven Immunsystems ist die ,klonale Selek-
tion“. Es wird von antigenspezifischen, klonal-expandierenden Zellen gebildet,
den B-Zellen und T-Zellen. Die B-Zell- und T-Zell-Rezeptoren sind hochspezifi-
sche Antigenerkennungsstrukturen, die durch einen komplizierten mehrstufigen
Prozess (Genrearrangement) gebildet werden und jeden T-Zell- und B-Zell-Klon
einzigartig machen. Max D. Cooper und Kollegen (1965) studierten an Hihnern
die Funktion des Thymus und der Bursa und charakterisierten im Zuge ihrer
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Experimente zwei Linien von Lymphozyten, bei denen sie mutmalten, dass sie
zwei unterschiedliche Arme des adaptiven Immunsystems darstellten. Die T-
und B-Zellen entwickeln sich aus pluripotenten Vorlauferzellen im Knochenmark
und reifen spater im Thymus oder im Knochenmark heran. Diese pluripotenten
Vorlauferzellen sind die Geburtszellen der hamatopoetischen Stammzellen, aus
denen sich die lymphoiden Vorlauferzellen entwickeln. Das klassische Model
der T-Zellentwicklung besagt, dass sich aus diesen lymphoiden Vorlauferzellen
die T-Zell-Vorlaufer entwickeln, die das Knochenmark verlassen und in den
Thymus einwandern, wo sie reifen und differenzieren. Die klonale Selektion,
welche die T-Zellen im Thymus durchlaufen, ist ein Prozess, bei dem weniger
als 5% der Zellen reifen und wieder in die Zirkulation gelangen (Scollay R.G. et
al. 1980). Der T-Zell-Vorlaufer exprimiert noch kein CD3 (proxy Marker fur
T-Zellen), CD4 (Marker fur T-Helferzellen) und auch kein CD8 (Marker fir zyto-
toxische T-Zellen). Erst wéahrend der T-Zell-Differenzierung und im Zuge des
Rearrangements der V-, D- und J-Segmente zur Bildung der [(-Kette des
T-Zell-Rezeptors (TCRs) erscheinen auch die Molekile CD4 und CD8 auf der
Zelloberflache. Im Anschluss an diese Selektion schliel3t sich die Formierung
der V- und J-Segmente der a-Kette des TCRs an (Takahama, Y. 2006). Eine
positive Selektion resultiert in der Formierung des TCRs auf der Oberflache.
Neben den T-Zellen mit einem (af) T-Zell-Rezeptor gibt es eine zweite Popula-
tion an T-Zellen, die weniger haufig auftreten. Im Unterschied zu den (af)
T-Zellen weisen diese T-Zellen ein anderes funktionales und phanotypisches
Profil auf und unterliegen einer wenig beschriebenen Form der Selektion. Der
TCR dieser Linie wird durch das Rearrangement der alternativen V-Segmente
V, und Vs gebildet. Der wesentliche Unterschied zu Rezeptoren des angebore-
nen Immunsystems, besteht in der hohen Diversitat, die durch die Kombination
einiger genomkodierter Sequenzen zu einem individuellen Rezeptor entsteht.
Der evolutionare Vorteil klonal expandierender Zellen und individueller Rezepto-
ren mit einer Diversitat von mehr als 10™® Méglichkeiten, erlaubt eine antigen-
spezifische Erkennung und ist Grundlage fur die Entwicklung eines immunolo-
gischen Gedachtnisses. T-Zellen stellen den Arm der zell-vermittelten adaptiven
Immunantwort dar. Die zweite Linie des adaptiven Immunsystems bilden die
B-Zellen. Sie sind der humorale Arm der adaptiven Immunantwort. Die Entwick-
lung der B-Zellen findet ausnahmslos im Knochenmark statt. Die Spezifitat und
Diversitat der B-Zell-Antwort ist durch den B-Zell-Rezeptor (BCR) gegeben.
Auch dieser Zelltyp unterliegt im Zuge seiner Reifung dem Genrearrangement
und der klonalen Selektion. Wie bei der Generierung des TCRs kommt es auch
beim BCR zur Rekombination der variablen (V), diversity (D) und juncional (J)
Segmente. Diese V(D)J-Rekombination wird durch das recombination-activating
gene 1 (RAG1) und 2 (RAG2) initiiert. Reife naive B-Zellen zirkulieren bis zum
Antigenkontakt im Blut, nehmen das Antigen Uber Phagozytosemechanismen
auf und présentieren verdaute pathogene Peptide auf MHCII-Molekilen (Batista
A. et al. 2009). Abhéangig von der Art des Pathogens findet die Aktivierung un-
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abhangig oder mit der Hilfe von T-Zellen statt. Aktivierte B-Zellen sekretieren
grof3e Mengen an Antikérpern und tragen so auf verschiedene Weise zur Im-
munitat bei. Zum Eindringen in Zellen binden Viren und intrazellulare Pathoge-
ne an die Zelloberflache. Antikdrper neutralisieren diesen Prozess, indem sie an
die Oberflache von Pathogenen binden. Die Neutralisierung funktioniert nicht
nur auf der Ebene der Pathogene, sondern hindert auch bakterielle Toxine am
Eindringen in die Zellen. In einem zweiten wichtigen Schritt kdnnen durch die
Bindung von Antikdrpern an Pathogene diese durch Immunzellen besser pha-
gozytiert werden. Dies wird als Opsonisierung bezeichnet. Alternativ kann durch
die Bindung von Antikdrpern das Komplementsystem aktiviert werden. Das
Komplementsystem ist ein Set von Plasmaproteinen und Teil des Angeborenen
Immunsystems und tragt zur Lyse extrazellularer Pathogene bei.

Das adaptive Immunsystem entwickelte sich vor rund 500 Millionen Jahren und
tritt bereits in der Klasse der Agnatha, einer sehr urspringlichen Gruppe von
kieferlosen Wirbeltieren, auf. Es entwickelten sich Funktionen der adaptiven
Immunzellen, die sich mit dem Angeborenen Immunsystem Uberlappen, es er-
ganzen und regulieren.

1.5.4 Die Leber als ein immunogenes Organ

Wie bereits erwahnt, wird die Leber tber zwei Gefal3systeme versorgt. Sie er-
halt arterielles Blut aus der systemischen Zirkulation und vendses Blut aus dem
Intestinum. Da die Lebersinusoide sehr diinnwandig sind, trifft dieses Mischblut
auf die in der Leber angesiedelten Kupfferzellen. Die Kupfferzellen sind eine
leberspezifische Population von Makrophagen. Neben den Kupfferzellen finden
sich auch nattrliche Killer (NK)-Zellen und naturliche Killer-T (NKT)-Zellen in
hoher Zahl in der Leber. Beide Zelltypen sind Teil des Angeborenen Immunsys-
tems. In der Haut und den Epithelien des Koérpers sind es zumeist die dendri-
tischen Zellen, welche die Funktion der antigenprasentierenden Zellen (APC)
inne haben. In der Leber jedoch wird diese wichtige Aufgabe auch von nicht-
hamatopoetischen Zellen Gbernommen. Dazu zahlen die Leberparenchymzel-
len, die Sternzellen und die Epithelzellen der Sinusoide.
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Abbildung 5: Zellularer Aufbau der Leber: (a) ze@hen schematischen Aufbau der Lebersinusoide mit
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The Liver as an Immunological Organ, 2006)

Die Abbildung 5 zeigt den Aufbau der Lebersinusoide. Die Sinusoide sind das
weit vernetzte System von Blutgefal3en. Sie werden von den Sinusendothelzel-
len ausgekleidet. Bei den Pit-Zellen handelt es sich um Leber-assoziierte Lym-
phozyten. Dieser Zelltyp wurde als erstes von E. Wisse 1976 beschrieben. Die
Ito-Zellen (Synonym: Sternzellen/ hepatic stellate cells) spielen eine wichtige
Rolle bei der Entstehung einer Fibrosse, also der Narbenbildung nach einer
Leberverletzung.

Die Vielfalt der antigenprasentierenden Zellen er deber

In der Leber der Maus lassen sich verschiedene Subtypen der dendritischen
Zellen (DC) unterscheiden. Die plasmazytoid DC (pDC) und die myeloid DC
(mDC) lassen sich sowohl im Menschen als auch in der Maus finden. Hier sind
es vor allem die pDC die in einer deutlich h6heren Frequenz in der Leber vor-
kommen als in den anderen immunologischen Organen. Sie sind auch die
Hauptquelle fur INF-a in der Leber. INF-a wird vor allem als Reaktion einer Ak-
tivierung des angeborenen Immunsystems durch virale Pathogene gebildet. In
der Mausleber lassen sich zwei weitere Subtypen der DC finden, die bisher im
Menschen nicht nachgewiesen werden konnten. Es handelt sich um CD8a* DC
und die wenig beschriebenen nattrlichen Killer DC (NKDC). Kupfferzellen sind
phagozytierende Zellen und sie exprimieren auf ihrer Zelloberflache auch
MHC-Molekile und eine Vielzahl von ko-stimulatorischen Molekiilen, die sie zu
hervorragenden APC machen. Auch die Epithelzellen der Sinusoide sind in der
Lage Antigene zu prasentieren, da sie sowohl MHCI und MHCII als auch die
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erforderlichen ko-stimulatorischen Molekile, Cluster of Differentiation (CD),
CD40, CD80 und CD86 exprimieren. Diese Klassen antigenprasentierender
Zellen kénnen zum Beispiel auf die Aktivierung der TLR-Signalwege IL-10 und
IL-18 sekretieren. Dadurch kdnnen sie direkt die Aktivierung von NK-Zellen re-
gulieren. IL-10 inhibiert die Aktivierung von NK Zellen wahrend IL-18 eine
NK-Zellaktivierung bewirkt (Zhengkun Tu et al. 2008). Neben den Immunzellen
kdbnnen auch Hepatozyten tUber MHC-Molekile Antigene présentieren, eine
Vielzahl von Zytokinen und Chemokinen sekretieren und so nicht nur das Mik-
romilieu in der Leber maf3geblich regulieren, sondern auch die systemische
Immunantwort beeinflussen.

1.5.5 Das Immunsystem in der Krebsentstehung

Die etwa 10'® Zellen des menschlichen Kérpers sind permanent den destrukti-
ven Einflissen der Umwelt ausgesetzt. Strahlung, oxidativer Stress, aber auch
die individuelle genetische Veranlagung und Vieles mehr kénnen ursachlich far
die Entstehung von Krebs sein. Betrachtet man die Vielzahl an potentiell ,ge-
fahrlichen* Mutationen, stellt sich die Frage, warum man nicht haufiger eine
Tumorerkrankung hat. In der Tat leben die meisten Menschen Uber Jahrzehnte
ein tumorfreies Leben (Folkman, J. & Kalluri, R 2004). Dennoch hat man in et-
wa 14% der Prostatabiopsien Tumore gefunden (Rich, A. R. 2007). Bei etwa
39% der Frauen in den Vierzigern lassen sich histologisch Tumore der Brustdi-
sen nachweisen (Nielsen, M. et al. 1993). Solche Belege finden sich auch fir
den Thymus, die Lunge, den Pankreas und andere Gewebe. Eine normale Kor-
perzelle teilt sich, aus ihr entstehen Zellverbande und Gewebe. In diesem Ge-
webe herrscht Reziprozitat, die Zellen kommunizieren miteinander und mit der
extrazellularen Matrix Gber Zell-Zell-Kontakte, Rezeptoren, Hormone und ande-
ren loslichen Faktoren, ein Austausch der erst multizellulares Leben mdglich
macht. Damit sich ein Tumor formieren kann, bedarf es eines ,Initiators* und
mindestens eines Tumorpromotors (Slaga, T. J. 1983). Was entscheidet nun,
ob eine maligne Mutation in einem Tumor gipfelt oder vom Immunsystem elimi-
niert wird? Verschiedene Ergebnisse lassen darauf schliel3en, dass die Umge-
bung, also das Gewebe, in dem sich der Tumor entwickelt, eine entscheidende
Rolle spielt. In Studien an Hihnerembryonen konnte gezeigt werden, dass sich
der Embryo auch unter der Anwesenheit eines aktiven Onkogens normal entwi-
ckelt. Wird der Flugel, in dem das Rous sarcoma virus (RSV) injiziert wurde,
entfernt, entwickelte sich innerhalb weniger Stunden ein transformierter Phano-
typ. Hier zeigt sich der wesentliche Einfluss der Tumorumgebung (Dolberg, D.
S. et al.1984). Peyton Rous gelang es 1911 durch die Injektion von filtriertem
zellfreiem Extrakt aus Huhnertumoren in gesunde Huhner die gleichen Tumore
zu induzieren. Da die Tumore aus Bindegewebe bestehen bezeichnet man sie
als Sarkome. Peyton Rous wurde 1966, 55 Jahre nach seiner Entdeckung des
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Rous Sarkoma Virus, der Nobelpreis fur Medizin/ Physiologie fir seine ,Virus
Theory of Cancer” in Stockholm verliehen. Die Beobachtung von Dolberg und
Kollegen legt nahe, dass die Umgebung in der Lage ist die Gewebearchitektur
aufrecht zu erhalten, Zellwachstum zu inhibieren und so einen malignen Phano-
typ zu unterdriicken. Allerdings kdnnen ,falsche® Signale zu einer Destabilisie-
rung des Gewebes fuhren und so malignes Zellwachstum stimulieren. Das Im-
munsystem spielt eine bedeutende Rolle in der Kontrolle der Gewebehomo-
ostase. Es schitzt den Organismus, indem es zum Beispiel Virusinfektionen
schnell bekampft und dadurch eine Virus-induzierte Tumorentstehung unter-
drickt sowie durch die strenge Kontrolle von inflammatorischen Prozessen,
damit kein inflammatorisches ,pro-Tumor“-Millieu entsteht (Swann, J.B. 2007).
In einer Vielzahl von Arbeiten konnte gezeigt werden, dass es durch den Ver-
lust von Teilen des adaptiven und angeborenen Immunsystems zur spontanen
Tumorentstehung in einer groRen Zahl von Geweben kommt, wie beispielswei-
se Adenokarzinomen der Lunge und des Kolons sowie der Brust (Shankaran,
V. et al 2001.). Hier konnte gezeigt werden, dass Rag2-defiziente Mause, de-
nen also T- und B-Zellen fehlen, eine um circa 15% erhodhte Rate fur eine spon-
tane Krebsentstehung in der Lunge haben als vergleichbare wild-typ (wt) Mau-
se. Ist zusatzlich der Signalweg fur Typ | und Il INF durch den Knock-out von
STAT1 unterbrochen, erhéht sich die Tumorrate noch einmal um etwa 10-40%
bezogen auf Adenokarzinome der Brust und des Colons. Diese Ergebnisse ver-
schiedener Arbeitsgruppen zeigen einen deutlichen Zusammenhang zwischen
chronischer Entziindung und Tumorentstehung.

Tabelle 1: Chronische Entziindung und Krebs

Krebs entsteht besonders haufig an Entziindungsherde n

Immunzellen, die eine chronische Entziindung begtinst igen, finden sich besonders haufig in der Na-
he von Tumoren und férdern das Tumorwachstum

. Der Tumor selbst ist in der Lage inflammatorische M ediatoren zu bilden

. Genetische Variationen in inflammatorischen Genen b  eeinflussen die Tumorentstehung und —
progression

. Langzeitnutzung von inflammatorischen Medikamenten (Non-steroids) senkt das Risiko der Krebs-
entstehung

Fur viele Krankheiten konnte bereits ein direkter Zusammenhang zwischen Pa-
thogenen, Entziindung und der Entstehung von Tumoren in den betroffenen
Geweben nachgewiesen werden. So zum Beispiel bei Blasenkrebs und Schis-
tosomiasis, einer Heliobacter pylori-induzierten Gastritis, dem Magenkarzinom,
Inflammatory Bowl Disease (IBD) und Dickdarmkrebs, sowie einer Prostatitis
und dem Prostatakarzinom.
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In der Leber ist bereits bekannt, dass sich das HCC auf der Basis einer Fibrose
und der damit einhergehenden chronischen Entziindung entwickeln kann (Ali-
son, M. R. 2011). Eine Fibrose in der Leber geht Hand in Hand mit entzindli-
chen Reaktionen, die wiederum die Gewebehomoostase entscheidend beein-
flussen. Weiterhin konnte belegt werden, das sich auf der Basis einer
HBV/ HCV Infektion ebenfalls ein HCC entwickeln kann (Veldt, B. J. et al.
2008). Eine Veroffentlichung von Schneider et al. (2012) weist einen Zusam-
menhang zwischen dem Immunsystem und einer chemisch-induzierten Hepa-
tokarzinogenese durch Diethylnitrosamin (DEN) nach. Durch den Verlust von
verschieden Asten des Adaptiven Immunsystems konnte die Tumorlast in den
Knock-out-Méausen gesteigert werden. Sie mutmalfiten dabei, dass durch
T-Zellen die initiale Tumorentstehung gemindert werden kann und dass
B-Zellen eine entscheidende Rolle in der Kontrolle des Tumorwachstums spie-
len. Die Vielzahl von Publikationen, die eine Beteiligung des Immunsystems bei
der Tumorentstehung in so vielen Geweben belegen, verdeutlicht die Notwen-
digkeit die Tumorentstehung unter dem Aspekt der beteiligten Signalwege des
Immunsystems zu betrachten.
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1.6 Die Bedeutung dieser Arbeit

In dieser Arbeit soll der Fokus auf die besondere Rolle des Immunsystems in
Prozessen der Leberschadigung und der Entstehung eines HCCs gerichtet
werden.

Mit einem neuen Ansatz soll es gelingen, die inflammatorischen Prozesse, die
zur Krebsentstehung im murinen Modell der HT-1 fuhren, besser zu verstehen.
Um dieses Ziel zu erreichen, wurden zwei Knock-out-Stamme benutzt. Der
Fah”-Stamm erlaubt die Induktion von Leberschaden. Auf der Basis dieser
Schaden kommt es zur Entstehung eines HCC. Der immunsuppressive
Fah”-Stamm kann gezielt die Rolle des Immunsystems in den kanzerogenen
Prozessen ansprechen.

Fragestellungen:

* Fuhrt ein partieller Verlust des Immunsystems zur beschleunigten Kreb-
sentstehung?

* Welche Gene werden bei der Entstehung eines HCCs in diesem Model
differenziell reguliert?

* Welche Zellen des Immunsystems sind fur die Entstehung eines HCCs
von Bedeutung?

* Welche Signalwege des Immunsystems werden aktiviert?

Die weltweit steigende Rate der Neuerkrankungen aller Tumorarten im Allge-
meinen und im Speziellen, die sehr schlechten Prognosen, sowie die steigende
Inzidenz des HCCs rechtfertigen weitere Forschungsarbeiten an dieser in der
Regel todlich verlaufenden Erkrankung.
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Material und Methoden

Tabelle 2: Mausstamme

2.1 Material

2.1.1 Mause

Name Stammbezeichnung
Fah C57BL/6-Faff"e°

Fah/ Rag2/ cgc (FCR)

2.1.2 Medikamente fir Mause

B6;Cg-Fafi"™M® Rag2™ ™2 ||2rg!mW!

Abkiirzung
Fah"
FCR

Tabelle 3: Medikamente und Diaten

Name

2-(2-nitro-4-trifluor-methylbenzyl)-1,3-cyklohexanedion
(NTBC)

BrdU
Ketamin Graub Injektionslésung
Rompun 2% Injektionslésung

Heparin-Natrium 25000-ratiopharm

2.1.3 Antikorper

Hersteller

Business Office Reed College, Portland

Sigma-Aldrich #39073
aniMedica GmbH
Bayerhealthcare

Ratiopharm GmbH

Tabelle 4: Antikorper fur Western Blot

Name Verdiinnung Wirtstier/ Molekular- Eingesetzte Pro- Firma/ Bestell-
gewicht [kDa] teinmenge nummer

Aktin 1:1.000 Ziege 1gG/ 100 pg Santa cruz #sc-1615
5% Trockenmilch 43 kDa

Akt 1:1000 Ziege IgG/ 100 pg Cell signalling #9272
5% BSA 60 kDa

c-jun 1:500 Kaninchen IgG/ 150 pg Cell signalling #9165
5% BSA 43, 48 kDa

Cyclin D1 1:500 Maus 19G2a/ 100 pg BD Biosciences
5% Trockenmilch 36 kDa #sc-718
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GAPDH

p21 (M-19)

p-p38

pAkt

p-S6 Ribosomales

Protein (S240/244)

p-SAPK/INK
(Thr183/ Tyriss)

pSTAT3 (Y705)

STAT3

4E-BP1

Name

A6

B-catenin

BrdU

Ki67

p21 (M-19)

1:1.000

5% Trockenmilch
1:500

5% Trockenmilch
1:1000

5% BSA

1:1000

5% BSA

1:2.000

5% BSA + 1% OVA
1:500

5% BSA

1:1.000

5% BSA

1:1.000

5% BSA

1:1000
5% BSA

Tabelle 5: Primar-Antikorper fur die ImmunhistochiertiCH)

Verdiinnung/ Puffer

1:100
PBS

1:50
3% BSA

1:200

5% Ziegenserum in
PBST

1:500 oder 1,000

2% Ziegenserum in
PBST

1:50

2% Pferdeserum in
PBST

Maus 1gG,/
37 kDa
Ziege IgG/
21 kDa

Kaninchen IgG/ 43 kDa

Kaninchen 1gG/ 60 kDa

Kaninchen IgG/
32 kDa

Kaninchen 1gG/
46, 54 kDa

Kaninchen IgG/
76, 86 kDa

Kaninchen 1gG/ 76, 86
kDa

Kaninchen IgG/ 15-20
kDa

Wirtstier

Ratte 1gGza

Maus 1gG2a

Rekombinanter 1gG2a

Kaninchen 1gG

Ziege 1gG

100 pg

100 pug

100 pg

100 ug

100 pg

150 ug

100 pg

100 pg

100 g

Gewebe Permeabi-
lisierung

Proteinase K Be-
handlung [1 pg/ul
PBS]

Tris/ EDTA

Natrium Zitrat Puffer
pH 6,0 [10 mM
Natrium Citrat,
0,05% Tween-20]

EDTA-Puffer pH 9,0
[1 mM EDTA, 10 mM
Tris, 0,05% Tween-
20]

Zitrat-Puffer pH 6,0
[10 mM Zitronen-
saure, 0,05%
Tween-20]

Santa cruz #sc-
32233

Santa cruz #sc-471

Cell signalling #9215

Cell signalling #4060

Cell signalling
#2215S

Cell signalling #9251

Cell signalling
#9131S

Cell signalling #9132

Cell signalling #9452

Firma/ Bestell-
nummer

Zur Verfigung ge-
stellt durch V Factor
(National Institute of
Health)

BD Bioscience
Pharmingen

#610153

GE Healthcare
#RPN202

Vector

#VP-K451

Santa Cruz

#sc-471
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Tabelle 6: Sekundar-Antikdrper fur die Immunhisteatie

Name Verdiinnung
Affe anti-Ziege 1gG- 1:2.500
HRP

Ziege anti-Kaninchen  1:2.500
IlgG-HRP

Ziege anti-Maus IgG
Alexa Fluor 488
Ziege anti-Maus IgG-  1:2.500
HRP

Huhn anti Ratte IgG 1:200
Alexa 488

1:100-1:1.000

Wirtstier
Ziege lgG

Kaninchen IgG
Maus IgG
Maus 1gG

Ratte IgG

Firma/ Bestellnummer
Santa Cruz #sc-2020

Santa Cruz #sc-2004
Invitrogen #A11001
Santa Cruz #sc-2005

Invitrogen A21470

Tabelle 7: Antikérper fur die FACS Analyse

Antibody

Anti-Maus Ter119-FITC
Anti-Maus PDCA-1-PE
Anti-Maus NK1.1-PerCp-Cy5.5
Anti-Maus Ly6G-PE

Anti-Maus Ly6G (Grl)-PerCP-Cy5.5
Anti-Maus Ly6C-FITC
Anti-Maus CD8a-FITC
Anti-Maus CD69-PE-Cy7
Anti-Maus CD62L-PE-Cy7
Anti-Maus CD4-APC
Anti-Maus CD45.2-FITC
Anti-Maus CD45.1-PE
Anti-Maus CD3-PB

Anti-Maus CD31-FITC
Anti-Maus CD26-PerCP-Cy5.5
Anti-Maus CD16/CD32 Purified
Anti-Maus CD133-PE
Anti-Maus CD11c-PE-Cy7

Anti-Maus CD11b-eFluor450 (PB replact

Anti-Maus CD11b-FITC
Anti-Maus CD49b-FITC
Anti-Maus F4/80-APC
Anti-Maus CD19-APC

Isotype
Ratte IgG2b,k

Ratte IgG2b

Maus lgG2a,k
Ratte IgG2a,k
Ratte IgG2b,k
Ratte IgG2c,k
Ratte IgG2a,k

Armenischer Hamster IgG

Ratte IgG2a,k
Ratte IgG2b,k
Maus lgG2a,k
Maus lgG2a,k
Ratte IgG2b,k
Ratte IgG2a,k
Ratte IgG2a,k
Ratte IgG2a,y
Ratte IgG1,k

Armenischer Hamster I1gG

Ratte IgG2a,k
Ratte IgG2b,k
Ratte IgM, k
Ratte IgG2a, k
Maus IgA, k

clon Firma
Ter-119 eBioscience
eBiol29c eBioscience
PK136 eBioscience
1A8 Biolegend
RB6-8C5 eBioscience
HK1.4 Biolegend
53-6.7 eBioscience
H1.2F3 eBioscience
MEL-14 eBioscience
GK1.5 eBioscience
104 BD Bioscience
A20 eBioscience
17A2 eBioscience
390 eBioscience
H194-112 eBioscience
93 eBioscience
13A4 eBioscience
N418 eBioscience
M1/70 eBioscience
M1/70 eBioscience
DX5 eBioscience
BM8 eBioscience
MB19-1 eBioscience
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2.1.4 Primer

Name
Fah (66)
Fah (67)
Fah (68)
Rag2 A
Rag2 B
Rag2 neo
H59
C47
HNA84
C41

ATR for
ATR rev
ATM for
ATM rev
Chk1 for
Chk1 rev
Chk2 for
Chk2 rev
Brcal for
Brcal rev
p53 for
P53 rev
p21 for
P21 rev
Mdmz2 for
Mdm2 rev
Noxa for
Noxa rev
Gadd45a for
Gadd4ba rev
Gapdh for
Gapdh rev

Tabelle 8: Primersequenzen fur die GenotypisiedergVMlausstamme

Frequenz 5-3°

CTA GGT CAATGG CTG TTT GG

GGA CAT ACC AAT TTG GCA AC

TAA AAT GAG GAA ATT GCATCG

GGG AGG ACA CTC ACT TGC CAG TA
AGT CAG GAG TCT CCA TCT CAC TGA
CGG CCG GAG AAC CTG CGT GCA A
CCT TCC AGA GGT TCAGTG CTT TGT GT
CAT TCC AGG AGT GCA GTC ACT ATT TG
GTG CAA TCC ATC TTG TTC AAT GGC CG

GAT TGT CTG TTG TGC CCA GTC ATA GCC

Hersteller

Eurofins MWG Operon
Eurofins MWG Operon
Eurofins MWG Operon
Eurofins MWG Operon
Eurofins MWG Operon
Eurofins MWG Operon
Eurofins MWG Operon
Eurofins MWG Operon
Eurofins MWG Operon
Eurofins MWG Operon

Tabelle 9: Primer fUr die semi-quantitative PCR

TGC GCT CTG CTA GAG CAC GGT
AGT GCT GGC TGG CTG TGC TG

GAT CTG CTC ATT TGC TGC CG

GTG TGG TGG CTG ATA CAT TTG AT
GGATCACCATCC CAGACATT

AGA CTC TGA CAT ACC ACC TGATGT
CTC GGC TAT GGG CTC TTC AG

CTT CTC AAC AGT GGT CCA TCG

TAC CGG AAC CGT GTC AGA A

TGA TCT CAC GAT TCC AAG GTT
AGA GAC CGC CGT ACA GAA GA
GCATGG GCATCC TTT AAC TC

ATC ACC AGG ATT GGA ACATGG
CGG TGT CAG AGT CTA GGG GA

TGG GCG AGC GGG AGA CCG AC
AGA GTC TCT TGT TCC GAA GC

CGT CGG AAC GCG CCAGTG AAC CC
TCC TTC CTG GGA GGT CCC TTC TTG C
CAG ATC CAT TTC ACC CTC ATC C
CCA CTG ATC CAT GTA GCG ACT
TGC ACC ACC AACTGC TTAG

GGA TGC AGG GAT GAT GTT C

Eurofins MWG Operon
Eurofins MWG Operon
Eurofins MWG Operon
Eurofins MWG Operon
Eurofins MWG Operon
Eurofins MWG Operon
Eurofins MWG Operon
Eurofins MWG Operon
Eurofins MWG Operon
Eurofins MWG Operon
Eurofins MWG Operon
Eurofins MWG Operon
Eurofins MWG Operon
Eurofins MWG Operon
Eurofins MWG Operon
Eurofins MWG Operon
Eurofins MWG Operon
Eurofins MWG Operon
Eurofins MWG Operon
Eurofins MWG Operon
Eurofins MWG Operon
Eurofins MWG Operon
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2.1.5 Chemikalien

Tabelle 10: Chemikalien

Name Hersteller Artikelnummer
(+)-5-Bromo-2’-deoxyuridine [BrdU] Sigma B5002-5g
Cell lysis buffer Cell signaling 9803
Collagenase Roche 5001740
10x PBS Gibco 14200-083
2-Methoxyethanol Th.Geyer 8006.250
Accutase PAA L11-007
30% Acrylamid/ Bisacrylamid 37,5:1 Bio-rad 161-0158
AEC Chromogen Zymed 00-2007
Agarose Invitrogen 15510.027
Amersham Hyperfilm ECL GE Healthcare Bio- 28906837
Science AG
Ammoniumperoxidsulfat (APS) Roth 9592.3
Avidin/ Biotin blocking solution Vector SP-2001
Antigen unmasking solution Vektor H-3300
Borsaure Sigma B6768-1kg
Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma A6003-10g
Complete (Protease Inhibitor) Roche 04693116001
Einbettmedium mit DAPI (Vectashield) Vektor H-1200
Entellan Merck 1.07961.0100
Eosin Y Solution Sigma HT11.0232
Ethylendiamin-tetraacetic acid Sigma E5134-25¢g
Formaldehyd-L&sung Fisher 200-001-00-S
Gel Loading Solution Sigma G7654
GelStar Gelstain Lonza 50535
Glycerol Sigma G8773-500ml
Glycerin Sigma G8898-1kg
GVA Mounting Medium Zymed 00-8000
HCI 37% Merck 1.09057.1000
HEPES Sigma H0887
Hydrogen peroxide (}D.) Sigma 21.676-3
Immuno-Blot PVDF-Membran Bio-rad 162-0177
In Situ Cell Death Detection Kit (TUNEL) Roche 11684795910
KCI Roth 67813
M.O.M Immunodetection Kit Vector PK-2200
Magnesium Chlorid (MgG) Sigma M2670-5009
Natrium Acetat KMF 08-319
NucleoSpin® RNA Il (fur 50 Reaktion) Macherey-Nagel 740955.50
PageRuler Prestained Protein Ladder Fermentas SM0671
Peroxidase-Konjugat Plus Zymed 50-4202
Pferdeserum Zymed S-2000
Ponceau S Solution Sigma P7170
Protein Assay Dye Reagent Concentrat Bio-rad 500-0006
Proteinkinase K Merck 1.24568.0500
RT Profiler PCR Array Mouse Chemokine & Receptor Qiagen PAMM-022
RT Profiler PCR Array Mouse Common Cytokines Qiagen PAMM-021
Sodium Citrat Sigma S1804-500¢g
Sodium Chlorid (NaCl) Fluka 71376
Sodium Dodecyl! Sulfat (SDS) Sigma 75746
Sodiumhydroxid (NaOH) Merck 1.06482.1000
SuperScript™ |I-First-Strand Synthesis System for R Invitrogen 12574-018

PCR
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TEMED Fluka 87689
Tissue Tek O.C.T. Compound Sekura 4583
Transcriptor High Fidelity cDNA Sysnthesis Kit Roche Diagnostics #04896866N8P11
Tris UltraPure Invitrogen 15504-020
SuperScrigt" II-First-Strand Synthesis System for RT-  Invitrogen 11904018
PCR
Tween-20 Sigma P5927-500ml
Weigert’s Eisenhamatoxylin Merck 1.09249.2500
Westernlightning reagent Perkin-Elmer N101
Whatman Chromatographie Paper Schleicher & Schuell 3017-915
Bioscience GmbH
Xylol J.T.Baker 8080
Ziegenserum Zymed S-1000
Zitronensaure Merck 8.18707.1000

2.2 Methoden

2.2.1 Tierexperimentelle Methoden

Alle tierexperimentellen Methoden sind unter Bertcksichtigung der im Tier-
schutzgesetz verankerten Richtlinien durchgefiihrt. Alle Tierversuche sind durch
das Niedersachsische Landesamt fir Verbraucherschutz und Lebensmittelsi-
cherheit genehmigt worden.

2.2.2 Mausmodelle

Fur die Tierexperimente wurden zwei verschiedene Knock-out Stdmme ver-
wendet. Beiden Stdmmen ist gemeinsam, dass sie fur die Fumarylazetoaze-
tathydrolase (Fah) defizient sind. Der Einfach-knock-out-Stamm wird in der Ar-
beit nur als Fah” bezeichnet. Der zweite verwendete Stamm hat zusétzlich zur
Fah-Defizienz auch einen Knock-out flir die common gamma chain (c,) und das
Recombination activating gene 2 (Rag2). Die common gamma chain ist eine
Ko-Rezeptorkette, die von vielen Interleukin-Rezeptoren genutzt wird. Rag2 ist
ein essentielles Protein fur das Rearrangement von Rezeptorgenen. Mause, in
denen dieses Gen funktionsunfahig ist, kbnnen keine T- und B-Zell Rezeptoren
bilden und haben daher keine Lymphozyten. Dieser Stamm wird mit der Be-
zeichnung FCR abgekirzt. Der Stamm ist immunsuppressiv. Neben reifen
T- und B-Zellen kann dieser Stamm auch keine NK-Zellen bilden.

2.2.3 Tierhaltung

Alle Tiere wurden in den klimatisierten Raumen des Zentralen Tierlabors der
Medizinischen Hochschule Hannover in einem Temperaturbereich von 20-24TC
und mit einer Luftfeuchtigkeit von 50-60% in individuell ventilierten Kafigen
(IVC) gehalten und verpaart. In den Tierlaboratorien herrschte ein 14 zu 10
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Stunden Tag/ Nacht-Rhythmus. Den Haltungstieren stand Futter (Altromin Di&t
1320) und Trinkwasser ad libitum zur Verfugung. Alle Zuchttiere wurden zusatz-
lich mit einer Protein-reduzierten Diat geflittert.

2.2.4 Behandlung der Tiere

Zur Haltung und Zucht aller Fah”-Mause ist die Zugabe von 2-(2-nitro-4-
trifluormethyl)1,3-cyclohexanedion (NTBC) zum Trinkwasser essentiell. NTBC
wurde taglich in einer Konzentration von 16 pg/ ml Trinkwasser angeboten. Die-
se Konzentration entspricht einer 100%igen Gabe von NTBC Uber das Trink-
wasser. Zur Herstellung einer Stocklésung wurden 4 mg NTBC/ 0,5 % Natrium-
hydrogencarbonat auf 55C erhitzt und unter Riihren gel6st. Der experimentelle
Ansatz erforderte den Entzug von NTBC fir einen Zeitraum von 21 Tagen und
die anschlie3ende Therapie mit 100% NTBC fur weitere funf Tage. Ein Behand-
lungszyklus besteht also aus zwei Phasen (21 Tage auf 0% NTBC und 5 Tage
auf 100% NTBC). Dieser Behandlungszyklus wiederholte sich mehrere Male.
Die Abbildung 6 zeigt die Behandlung der Tiere schematisch. Die Pfeile markie-
ren die Zeitpunkte, an denen die Versuchstiere getdtet wurden. Wéahrend des
ersten Zyklus wurde das NTBC Uber drei Tage schrittweise und schonend
(50%, 25% und 0%) reduziert. Vor der Gewebeentnahme wurde den Tieren
BrdU und Glukose in einer Konzentration von 0,8 mg BrdU/ ml Trinkwasser +
5% Glukose verabreicht.

0% NTBC

—— 100% NTBC
—— 50% NTBC

VA J L J /L
|

21 days 2.cycle 4.cycle 6.cycle
Y 5 days y Yy y

Abbildung 6: Schematische Abbildung des Behandlscigsmas von F&h und FCR-Mausen: Die Pro-
benentnahme fand zu jeweils drei verschiedenermpuhiten, jeweils vor und nach einer 100%igen
NTBC-Phase, statt. Insgesamt wurden sechs Zeitpldtrachtet (in der Abbildung mit Pfeilen gekenn-
zeichnet), ein friiher Zeitpunkt nach zweimaligemBCFEntzug (2°Cycle), ein mittlerer Zeitpunkt nach
viermaligem NTBC-Entzug {4 Cycle) und ein spater Zeitpunkt nach sechsmaliyiBC-Entzug (&'
Cycle).

In einem zweiten Versuchsaufbau ging es speziell darum einen bestimmten
Zelltyp in seiner Entwicklung zu verfolgen. Mittels der Gabe von BrdU sollen
proliferierende nicht-parenchymale Zellen markiert werden. Unter diesen nicht-
parenchymalen Zellen sind auch sogenannte Leberstammzellen. Differenzieren
diese Zellen zu Hepatozyten, sollten nach einigen Zellteilungen auch BrdU
markierte Hepatozyten zu erkennen sein. Der Versuchsaufbau ist im Folgen-
dem durch ein Schema dargestellt.
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VA v
H,0+BrdU . H,0 W—|

14 days 7 days 3 days 5 days 7 days

=1 100% NTBC
=1 50% NTBC
=T~ 0% NTBC
=i BrdUi.p.

Abbildung 7: Schematische Abbildung des Behandlscgsmas von FdhMausen: 14 Tage nach

NTBC-Entzug erfolgte eine einmalige Injektion (J.pon BrdU. Im Anschluss erhielten die Tiere Uiber
sieben Tage BrdU Uber das Trinkwasser. Die Prolirabme fand zu jeweils drei verschieden Zeitpunk-
ten, direkt vor und nach einer 100%igen NTBC Phasel sieben Tage nach der letzten
NTBC-Behandlung statt. Insgesamt wurden drei Zeikpe: betrachtet (in der Abbildung mit Pfeilen

gekennzeichnet)

Das NTBC wurde schrittweise Uber drei Tage entzogen, vierzehn Tage nach
NTBC-Entzug bekamen alle Versuchstiere eine einmalige intraperitoneale (i.p.)
Injektion mit BrdU (0,1 mg/ g Maus). Die Tiere erhielten zuséatzlich fir sieben
Tage uUber das Trinkwasser BrdU. Die Dosis im Trinkwasser betrug 0,8 mg
BrdU/ ml Trinkwasser + 5% Glukose. Die Zeitpunkte der Toétung der Ver-
suchstiere sind im Schema durch Pfeile gekennzeichnet.

2.2.5 Totung und Entnahme von Gewebe

Die Tiere wurden gemald den Bestimmungen des Tierschutzgesetzes nach der
chemischen und mechanischen Methode getétet. Dazu wurde den Tieren intra-
peritoneal (i.p.) das Dissoziativanasthetikum Ketamin (Ketanest Graub Injekti-
onslosung: 100 mg/ kg Kérpergewicht Ketaminhydrochlorid, aniMedica GmbH)
zusammen mit dem Analgetikum Rompun (Rompun 2% Injektionslésung: 4mg/
kg Koérpergewicht Xylazinhydrochlorid, Bayer HealthCare) injiziert. Nach der
Betaubung wurde der intraperitoneale Raum gedffnet. Die Blutentnahme erfolg-
te durch Punktion der Vena portae mit einer Venenverweilkanile (24G). Uber
diese Kanile wurde nach der Blutentnahme die Leber mit einer 0,9%igen Natri-
umchloridlésung mit 22 Units/ ml Heparin perfundiert. Durch die Perfusion wur-
de mdglichst das gesamte Blutvolumen aus dem Leberkreislauf verdrangt.
Nach der Perfusion der Leber wurde das Tier mittels zervikaler Dislokation ge-
tétet. Die Leber wurde ziigig entnommen. Jeder Leberlappen wurde einer ande-
ren Bestimmung zugefuhrt. Die Bezeichnung der Leberlappen ist in der Abbil-
dung 8 dargestellt. Der Leberlappen L1 wurde halbiert und beide Teile wurden
separat in flussigem Stickstoff schockgefroren. Ebenfalls wurden die Lappen L3
und L5-7 in flissigen Stickstoff schockgefroren. Diese Lappen wurden zur bio-
chemischen Untersuchung, zur Isolierung von DNA, RNA und Proteinen ge-
nutzt. Der Lappen L2 wurde in 30%igem Formalin U.N. bei 4T fixiert, in PBS
gewaschen und in Paraffin eingebetet. Der Lappen L4 wurde in Tissue Tec
O.C.T. aufgenommen und bei -20<C tiefgefroren.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der Leberapin der Maus: Aufsicht. Es werden links die Le-
berlappen 1-3 gezeigt. Die Leberlappen 4-6 liegaerudem Leberlappen 1 und sind in der rechten Ab-
bildung dargestellt. (gb = Gallenblase, Lobe 146 &6)

tail

2.2.6 Leberteilresektion

Fir die Leberteilresektion wurden die Mause i.p. mit Ketamin/ Rompun betaubt.
Die vollstandige Analgesie ist durch ein fehlendes Schmerzempfinden beim
Setzen eines Zwischenzehenreizes gekennzeichnet. Fir die Leberteilresektion
wurde der Intraperitonealraum auf einer Lange von ca. 1,5 cm ge6ffnet. Durch
diese Offnung wurden die Leberlappen L1 bis L3 durch Abbinden mit einem
Néahfaden entfernt. Die Hautschichten wurden einzeln vernaht und die Mause
wurden bis zum vollstdndigen Wiedererwachen beobachtet. Die Entfernung der
Leberlappen L1 bis L3 entspricht einer /5 Leberteilresektion. Fiir die Untersu-
chung des Proliferationsverhaltens von differenzierten Hepatozyten werden die
Zeitpunkte 37 Stunden und 1 Woche nach der Leberteilresektion betrachtet. Die
Kontrolle (O h) fur den basalen Wert der Proliferation in den Mausen stellt der
bei der Leberteilresektion zuerst entfernte Lappen L2 dar.

2.2.7 lIsolation von Hepatozyten aus C57BL/6N-Méausen und Transplantation in
Fah”- und FCR-Mé&use

Isolation von Hepatozyten aus C57BL/6N

Die aus den C57BL/6N-Méausen isolierten Zellen sollen in die Empfangerméuse
des Genotyps Fah”™ und FCR transplantiert werden. Daher war hier auf eine
moglichst sterile Arbeitsweise zu achten. Die Arbeitsmaterialen wurden mit
Ethanol gereinigt und das OP-Besteck autoklaviert. Der Pumpenschlauch wur-
de mit 70% Ethanol gespiilt und anschlielend mit PBS gewaschen. Fur eine
optimale Wirkung der Enzyme wurden alle Losungen auf 37C erwarmt. Den
narkotisierten Mausen wurde der Intraperitonealraum gedffnet. Die inneren Or-
gane wurden ausgelagert und die Vena portae wurde mit einer Venenverweil-
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kantle (24 G) punktiert. Die Leber wurde solange mit EBSS ohne Ca,- und
Mg.-lonen Uber die Kantule gesplult, bis das Blut aus dem Leberkreislauf ver-
drangt war. Danach wurde das System mit einer zweiten Perfusionsldsung
(EBSS mit Ca,- und Mg,-lonen + 10 mM HEPES, pH 7,4) ein bis zwei Minuten
gespllt. Die Leberstruktur wurde durch eine dritte Perfusionslésung (EBSS mit
Cay- und Mgz-lonen + 10 mM HEPES, pH 7,4 + 0,04 mg/ ml Trypsininhibitor
und 0,05 mg/ ml Liberase Blendzyme 3) aufgeldst. Die intrahepatische Struktur
der Leber wurde durch das Enzym aufgeldst, die Leber lielR sich dennoch im
Ganzen entfernen. Ohne die Gallenblase wurde die Leber in einer Petrischale
mittels zweier Pinzetten mechanisch zerkleinert. Hierbei gingen die Hepatozy-
ten in Losung. Mittels eines 100 um Nylonsiebes (BD) wurden Gewebereste
von der Hepatozytensuspension getrennt. Die Zellen konnten bei 300 rpm fir
zwei Minuten pelletiert werden. Fir die Transplantation wurden die Zellen in
PBS aufgenommen und auf Eis gekuhlt gelagert. Ein Aliquot der Zellen wurden
mittels einer 1:2 Verdiinnung mit Trypan-Blau-Lésung gefarbt und die Zellzahl
sowie die Vitalitat Uber die Zahlung in der Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Die
Hepatozyten wurden bei einer Vitalitdt von mindestens 75% transplantiert.

Transplantation der Hepatozyten in die Empfangemsnau

Da die Mause nach der Transplantation weiter in den Raumen des Zentralen
Tierlabors der Medizinischen Hochschule Hannover verblieben, wurde die
Transplantation der isolierten Hepatozyten in den Raumen des Tierlabors
durchgeflihrt. Bei der anasthesierten Maus wurde ein linkslateraler subkostaler
Schnitt gesetzt. Dieser Schnitt war nicht grof3er als ein Zentimeter und ermdg-
lichte die Sicht auf die Milz. Die frisch isolierten Hepatozyten wurden in einem
Volumen zwischen 100-150 pl direkt in die Milz injiziert. Nach der Injektion wur-
de die Einstichstelle abgedriickt. Die Hautschichten wurden einzeln vernaht und
die Mause bis zum vollstandigen Wiedererwachen beobachtet. Die Mause wur-
den nach dem oben beschriebenen Verfahren eine Woche bzw. vier Wochen
nach der Transplantation getdtet und Blut sowie die Leber zur weiteren Unter-
suchung entnommen.

2.2.8 Transplantation von fetalen Hamatopoetischen Stammzellen (HSC) aus
der Leber von Fah™-Mausen in neugeborene FCR-Méause

Die FCR-Mause koénnen keine reifen T-, B- und NK-Zellen bilden. Um das blut-
bildende System in diesem Stamm zu rekonstruieren, wurden fetale Hamato-
poetische Stammzellen aus der Leber von Fah”-Mausen in die FCR-Mause
transplantiert. Die Fah”-Mause wurden filr ein Zeitfenster von 60 Stunden ver-
paart. Die tragenden Weibchen wurden 14,5 Tage nach Beendigung der Ver-
paarung mittels zervikaler Dislokation getotet und die Embryonen aus der Ge-
barmutter entnommen. Die HSC wurden aus der Leber des 14,5 Tage alten
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Embryo isoliert. Hierzu wurden die Lebern aller Embryonen gesammelt, die Zel-
len durch ein 100 um Nylonsieb vereinzelt und in PBS aufgenommen. Via
.Magnetic cell sorting” (#130-090-858) konnten hochreine HSCs isoliert werden.
Das Sortieren der HSC mit dem ,Lineage Cell Depletion Kit* (Miltenyi Biotec)
erfolgte nach dem von der Firma angegebenen Protokoll. Diese Zellen wurden
direkt perkutan in die Leber der neugeborenen Mause vom Stamm FCR inji-
ziert. In einem Alter von 6 Wochen wurde den Jungtieren zum ersten Mal zwei
bis drei Tropfen Blut retroorbital entnommen, um auf periphere Zellen des adap-
tiven Immunsystems, T-, B- und NK-Zellen, zu prufen. Mit erfolgreich repopu-
lierten Mausen wurden nach dem beschriebenen System des zyklischen NTBC-
Entzugs weitere Versuche durchgefihrt.

2.2.9 Isolation von T-Zellen aus der Milz von Fah”-Mausen und
Transplantation in die FCR-Mause

Die T-Zellen wurden aus der Milz von Fah”-Mausen isoliert. Hierzu wurde die
Milz der Tiere entnommen und die Zellen wurden mechanisch vereinzelt. Die
Zellen wurden in PBS aufgenommen. Uber das MACS System wurden alle
CD3" Zellen separiert. Diese Zellen wurden gewaschen und iiber die Schwanz-
vene in die FCR-Mause injiziert.

2.2.10 Induktion der Ovalzell-Proliferation in den Fah”- und FCR-Mausen durch
die Cholin-defiziente Diat (CDE-Diat)

Ein in der wissenschaftlichen Fachwelt anerkanntes Modell zur Aktivierung von
Ovalzellen ist die Futterung von Mausen mit einer Cholin-defizienten Diat. Die
Tiere wurden fur drei Wochen ausschlieBlich mit einer solchen Cholin-
defizienten Diat gefuttert. Dem Trinkwasser wurde DL-Ethionin in einer finalen
Konzentration von 0,165% beigefligt. Die Tiere wurden nach drei Wochen mit-
tels der unter Punkt 2.2.5 beschriebenen Methode getdtet und die Leber ent-
nommen. Zum Nachweis der Ovalzellen wurde an in Paraffin eingebetteten
Gewebeschnitten eine A6-immunhistochemische Farbung angefertigt. Als quan-
titativer Nachweis von Ovalzellen wurden die nicht-parenchymalen Zellen aus
der Leber isoliert.

2.2.11 Proteinisolierung und Bestimmung der Proteinkonzentration

Aus ca. 250 mg schockgefrorenem Gewebe wurden die Proteine isoliert. Das
Gewebe wurde in 350 ul 1x Lysepuffer homogenisiert. Das Lysat wurde bei
13000 rpm fir zehn Minuten zentrifugiert. Der Uberstand enthielt das Protein
und wurde bei -80C bis zur weiteren Verwendung tie fgefroren. Die Proteinkon-
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zentration wurde aus Dreifachbestimmungen in einem colorimetrischem Assay
gemittelt. Hierzu wurde eine Verdinnungsreihe der Proteine hergestellt, mit
Protein Assay Dye reagent concentrate im Verhaltnis 4:1 gemischt und bei 595
nm die Absorption am pQuant von Bio-Tek Inc. bestimmt. Mittels einer mitge-
fuhrten Standardreihe fur BSA konnte auf die Konzentration an Protein in der

Probe geschlossen werden.

Tabelle 11: 5x Zelllysepuffer fur die Proteinisoliag

Chemikalien

Hepes
KCl

NaF (Natriumfluorid, Sigma,
S7920)

NaPPi (Sodium pyrophosphate
decahydrat)

EDTA
EGTA

B-Glycerophosphate

Konzentration

1M, pH 7,6

2M

50 mM

Menge
(200ml)

25 ml
12,5 ml

1,05 g

1,11g

10 ml
190,2 mg

0,54 g

Finale Konzentration

250 mM

250 mM

250 mM

25 mM

5mM

5mM

25 mM

Tabelle 12. 1x Zelllysepuffer fir die Proteinisoliag

Chemikalie Konzentration
Zelllysepuffer 5x
DTT (Promega V315A) 100 mM

Complete cocktail (Roche 25 x

11697489001)
NP40

Vanadate (Na3VO4)

2.2.12 Serumanalysen

Mittels Serumanalysen konnte eine Aussage Uber die Funktionsfahigkeit der
Leber gemacht werden. Aus dem Blutserum wurden die Parameter ALT, AST,
Bilirubin und Glucose bestimmt. Zur Messung der Serumproben wurde der AU

160 mM

400 von Olympus verwendet.

Menge (50ml)
10 ml
500 pl

2ml

500 pl

312,5 pl

Finale Konzentration
1x
1mM

1mM

1% (v/v)

1mM
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Tabelle 13: Parameter der Serummessung

Parameter Unterer  Grenz-  Oberer Grenz-  Normwerte human Messvolumen
wert wert

ALT (GPT) 3U/L 500 U/ L bis 34 U/ L 10 pl

AST (GOT) 3U/L 1000 U/ L bis 31 U/ L 10 pl
Glukose 0,6 mmol/ L 45 mmol/ L 4,4-6 mmol/ L 2 ul

Harnstoff (HST) 0,8 mmol/ L 50 mmol/ L 3,3-6,7 mmol/ L 2,5 pl
Kreatenin 18 umol/ L 2200 pmol/ L 45-84 pmol/ L 10 pl
Billirubin 0 pmol/ L 513 pmol/ L 2-21 pmol/ L 6 pl

2.2.13 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Entsprechend der gesuchten Proteingrof3e wurde ein Gel zwischen 7,5% und
15% Acrylamid/ Bis-Acrylamid verwendet. Die Proteinproben wurden nach
funfminttiger Inkubation bei 95T auf dem Thermomix er in einem diskontinuier-
lichen SDS-Gel aufgetragen. Die Proteine wurden mittels SDS-PAGE, modifi-
ziert nach Laemmli, in vertikalen Bio-Rad Gelkammern (Mini-Protein System)
bei einer konstanten Stromstarke von 20 mA pro Gel aufgetrennt. Zur Bestim-
mung des apparenten Molekulargewichts lief als Standard bei jedem Gel ein
Molekularmarker (PAGE-Ruler™, Fermentas) mit. Mittels Western Blot wurden
die Proteine anschlielend auf eine Immuno-Blot PVDF-Membran (Bio-rad
#162-0177) in einem vertikalen Bio-rad Tank Transfer System Ubertragen. Der
Transfer erfolgte fur eine Stunde bei einer angelegten Spannung von 100 V.

Laufpuffer 25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1% SDS
Transferpuffer 25 mM Tris
192 mM Glycin
Ix TBST 50 mM Tris/HCI pH 7,5
150 mM NacCl
0,1% Tween-20
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Tabelle 14: Zusammensetzung von Sammel- und Trégmge

Sammelgel 7,5% Trenngel  10% Trenngel 12% Trengel 15% Trengel

H.O 6 ml 9,8 ml 8,2 ml 6,8 ml 4,9 ml

30% Acrylamid 1,3 ml 5ml 6,6 ml 8 ml 9,9 ml

0,5 M Tris 2,5ml

1,5 M Tris 5 ml 5 ml 5 ml 5 ml

10% SDS 0,1 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml

APS 100 pl 150 pl 150 pl 150 pl 150 pl
TEMED 30 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl

Die im Western Blot verwendeten Antikdrper sind mit Angaben zum Hersteller
und der eingesetzten Konzentration in der Tabelle 3 aufgefihrt.

2.2.14 Histologische Methoden

H&E-Farbung

Die Weigert's Eisenhamatoxylin- & Eosin- (H&E) Farbung diente der morpholo-
gischen Beurteilung der Leberpraparate. Bei dieser klassischen Farbemethode
wird der Zellkern durch das Hamatoxylin blau angefarbt wahrend das Zytoplas-
ma durch das Eosin blassrot gefarbt wird. Die in Paraffin eingebetteten Gewebe
wurden mit einer Schichtdicke von 2 um geschnitten. Die Gewebeschnitte wur-
den durch die Pathologie der Medizinischen Hochschule Hannover angefertigt
und mittels H&E gefarbt. Uber eine absteigende Reihe von Xylol/ Ethanol (Xylol,
100% Ethanol, 97% Ethanol, 70% Ethanol) wurden die Schnitte deparaffiniert
und anschlieRend in ddH,O rehydriert. Die Schnitte wurden fur 15 sec in Hama-
toxylin gefarbt und fir 5 min in handwarmem Wasser inkubiert. Die Schnitte
wurden nochmals kurz in ddH,O gespult und anschlie3end flr 2 min in ange-
sauertem Eosin gefarbt. Die Schnitte wurden kurz in ddH,O gespult und an-
schlieBend in einer aufsteigenden Reihe Ethanol/ Xylol (70% Ethanol, 97%
Ethanol, 100% Ethanol, Xylol) wieder dehydriert. Fir diese Farbung wurden die
Schnitte mit einem auf Xylol basierendem Einbettmedium eingedeckelt.
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Ki67-immunhistochemische Farbung

Verwendete Losungen und Kits

e Primar-Antikorper: Kaninchen polyklonaler Antikdrper Ki67 Antigen®,
#VP-K451, Vector

e Sekundar-Antikorper: broad spectrum Antikorper plus (#50441Z, Zymed)

* Avidin/ Biotin Blocking: SP-2001, Vector

* HRP-Konjugat: HRP-Strepavidin Plus (#50420Z, Zymed)

« AEC-Solution: AEC (Red) Substrate Kit (#00-200Z, Zymed)
* Waschpuffer: PBST (1x PBS + 0,1% Tween-20)

GVA Mount: #00-8000, Zymed

Die in Paraffin eingebetteten Gewebeschnitte wurden in Xylol deparaffiniert und
in Ethanol/ H,0 rehydriert. Das ,Antigen retrival“ wurde mit einem EDTA-Puffer
(1 mM EDTA, 10 mM Tris, 0,05% Tween-20) fur 35 min bei 96C im Wasserbad
durchgefiihrt. Die Schnitte konnten nach dem ,Antigen retrival® fir 15 min bei
RT abkihlen. Die Gewebeschnitte wurden in mehreren Schritten geblockt. Zu-
nachst wurde die endogene Peroxidase mittels Methanol/ H,0, fir 10 min bei
RT geblockt und die Schnitte anschlielend in ddH,O gespult. An diesen Block-
schritt schloss sich ein 15-mintiger Avidin/ Biotin-Block an. Zuletzt wurden un-
spezifische Bindungsstellen mit 5% Ziegenserum (Goat Serum, #50-062Z, Zy-
med) in PBST fur 1 h ebenfalls bei RT geblockt. Der Primar-Antikérper wurde in
1x PBS/ 2% Ziegenserum 1:1.000 verdinnt und die Gewebeschnitte fir 30 min
bei RT inkubiert. Als Sekundar-Antikorper wurde ein ,broad spectrum*“ Antikor-
per Plus von Zymed verwendet und die Schnitte fir 30 min bei RT inkubiert.
Dieser Antikorper ist biotinyliert und wurde durch das HRP-Streptavidin Konju-
gat Plus detektiert (15 min, RT). Die Farbreaktion entwickelte sich mittels AEC
(Red)-Solution. Die Schnitte wurden mit Mayer's Hamatoxylin gegengefarbt und
mit einem wasserhaltigen Medium eingedeckelt.

Tunel-Farbung

Verwendete Losungen und Kits
« Citratpuffer: 10 mM Zitronensaure, 0,05% Tween
20, pH 6.0 in PBS

e Proteinase K: 20 pg/ ml 1 x PBS
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* 4% Paraformaldehyd in PBS

* Natriumcitratpuffer: 0,1% Natriumzitrat + 0,1% Triton X in
PBS

* In Situ Cell death Detection Kit: #1168475910, Roche

« DAPI-Einbettmedium Vectorshield, Vector Laboratories,
CA94010
* Waschpuffer: 1 xPBS

Die Paraffinschnitte wurden in Xylol entparaffiniert und in einer absteigenden
Ethanolreihe und H,O rehydriert. Die Aktivitat der endogenen Peroxidase wurde
fur 10 min bei RT in 3%igem H,O, in Methanol geblockt und die Schnitte an-
schlieBend in ddH,O gewaschen. Das ,Antigen retrival“ wurde mit einem 0,01 M
Zitratpuffer in der Mikrowelle bei anfanglich 750 W fur 3-5 min durchgefihrt. Bei
einer verringerten Wattzahl von 150 W wurden die Schnitte weitere 15 min in-
kubiert. Anschlielend konnten die Gewebeschnitte bei RT fur 10 min abkuhlen.
Das Gewebe wurde mittels einer Proteinkinase K-LOsung fir 10 min bei RT
permeabilisiert. Im Anschluss an die Permeabilisierung folgte eine Fixierung
des Gewebes mit Paraformaldehyd fir eine Stunde bei RT. Die Gewebe wur-
den danach mit einem 0,1%igen Natriumcitratpuffer fir 30 min bei RT behan-
delt. Die eigentliche TUNEL-Reaktion wurde nach diesen vorbereitenden Schrit-
ten nach Herstellerangaben fur 1,5 h im Dunkeln bei RT durchgefihrt. Die ge-
farbten Gewebeschnitte wurden mit einem DAPI-haltigem Einbettmedium ein-
gedeckelt.

Fah-immunhistochemische Farbung

Verwendete Losungen und Kits

e Primar-Antikorper: Kaninchen Anti-FAH 1:1000

* Sekundar-Antikorper: biotinylierter Ziege Anti-Kaninchen-
Antikdrper 1:1000

* Peroxidaseblock: 3% H»0, in 1 x PBS

* Antikdrper Verdinnungslosung: 1x PBS/ 1% BSA

e Blocking Solution Antibody Diluent + 20% Ziegenserum
» Avidin/ Biotin Blocking SP-2001, Vector
e AEC-Solution: AEC (Red) Substrate Kit (#00-200Z,

Zymed)
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* Waschpuffer: 1 xPBS
*  GVA Mount: #00-8000, Zymed
 EDTA-Puffer: 10 mM Tris/ 1 mM EDTA, pH 8,0

Die Paraffinschnitte wurden in Xylol entparaffiniert und in einer absteigenden
Ethanolreihe und H,O rehydriert. Die Aktivitat der endogenen Peroxidase wurde
fur 10 min bei RT in 3%igem H,O, in PBS geblockt und die Schnitte anschlie-
Bend in ddH,O gewaschen. Das ,Antigen retrival® wurde mit einem EDTA-
Puffer fir 20 min bei 96C im Wasserbad durchgefiihrt. Die Schnitte wurden im
Wasserbad gekuhlt und anschlieRend fur 5 min in ddH,O gewaschen. Die
Schnitte wurden nach dem Protokoll des Avidin/ Biotin Blocking Kits behandelt.
Anschliel3end wurden die Schnitte mit dem Priméar-Antikorper bei 4C 0.N. inku-
biert. Es wurde eine Stunde bei RT mit dem Sekundar-Antikérper und eine hal-
be Stunde mit dem HRP-Streptavidin-Konjugat inkubiert. Die Farbentwicklung
fand mit dem AEC Kit statt. Die Schnitte wurden in Mayer's Hamatoxylin-
Losung gegengefarbt und anschliel3end mit einem wasserhaltigen Einbettmedi-
um eingedeckelt. Um die Repopulierung der Leber quantitativ zu bestimmen,
wurde die Flache der positiven Zellen zu den negativen Zellen berechnet.

A6-immunhistochemische Farbung

Verwendete Losungen und Kits
e Primar-Antikorper: Aufgereinigter monoklonaler Anti-Ratte A6
Antikorper (IgG2a)
* Sekundar-Antikorper: Huhn Anti-Ratte IgG2a, Alexa 488 konjugiert

* Peroxidaseblock: 0,01 M Perjodséaure in PBS,
* Natriumborohydrid: 0,1 Min PBS

* Proteinase K: 1 pg/ ml PBS

* Waschpuffer: 1x PBS

« DAPI-Eindeckmedium

In Paraffin eingebettete Gewebeschnitte wurden in Xylol deparaffiniert und in
Ethanol/ H,O rehydriert. Die endogene Peroxidase wurde fir 10 min mit Perjod-
saure und anschlie3end fur 10 min mit Natriumborohydrid bei RT geblockt. Die
Schnitte wurden mit Proteinase K fur 10 min bei RT vorbehandelt und wurden
mit einer 1:100-Verdiunnung mit dem A6-Antikérper U.N. bei 4T inkubiert. An-
schlieBend wurden die Gewebeschnitte mit dem spezifischen Sekundéar-
Antikorper in einer 1:100-Verdinnung fur 30 min bei RT inkubiert. Die Schnitte
wurden mit PBS gewaschen und mit DAPI-Einbettmedium eingedeckelt.
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B-Catenin-immunhistochemische Farbung

Verwendete Losungen und Kits:

e Priméar-Antikorper: monoklonaler Anti-Maus 3-Catenin BD
Biosciences Pharmingen (#610153)
und Santa Cruz Biotechnology
(sc-7963)

* Sekundar-Antikorper: Huhn Anti-Maus 1gG2a, Alexa 488-
konjugiert

* Antigen unmasking solution (50x Stock-L&ésung fur 1 Liter):

242 g Ultra Pure Tris, 18,6 g EDTA;
2 ml Stock in 100 ml Wasser, pH 9

* Blocklosung: 1 xPBS + 1% BSA

* Antikdrper-Verdinnungslosung: 3% BSA, 5% normal horse serum in
PBS

* Waschpuffer: PBS

* DAPI-Eindeckmedium

Die Gewebeschnitte wurden in Xylol deparaffiniert, in Ethanol rehydriert, und in
ddH,O gesplilt. Die Schnitte wurden fur 40 min bei 96<C mit der ,Antigen un-
masking Solution” vorbehandelt und anschliel3end bei RT fur 60 min abgekdihilt.
Die Gewebeschnitte wurden in PBS gespilt und im Anschluss fur eine Stunde
in PBS + 1% BSA geblockt. Die Schnitte wurden fur 5 min mit der Verdun-
nungslosung behandelt und mit einer 1:50 Verdinnung des Primar-Antikdrpers
bei 4C U.N. inkubiert. Der Sekundar-Antikorper Anti-Maus IgG1l-Alexa 488
wurde 1:100 verdinnt und die Schnitte fiir zwei Stunden bei RT inkubiert. An-
schlielend wurden die Schnitte gewaschen und mit DAPI-Einbettmedium ein-
gedeckelt.

Gespaltene Caspase-3-immunhistochemische Farbung

Verwendete Losungen und Kits

e Primar-Antikorper: Anti-Maus-gespaltene Caspase-3-Antikorper

» Sekundar-Antikorper: Biotinylierter Ziege Anti-Kaninchen-Antikor; #B82770
¢« HRP-Konjugat: HRP-Strepavidin Plus (#50420Z, Zymed)
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« AEC-Solution: AEC (Red) Substrate Kit (#00-200Z, Zymed)
* Waschpuffer: 1 xTBST

* Blocklésung: 5% Pferdeserum in PBST

« Citratpuffer: 10 mM Zitronensaure, 0,05% Tween

20, pH 6.0 in PBS

Die Schnitte wurden in Xylol deparaffiniert und in einer absteigenden Ethanol-
reihe und H,O rehydriert. AnschlielRend wurden die Schnitte in ddH,O gewa-
schen. In einem Citratpuffer wurde die Schnitte bei 750 W fir 5 min gekocht,
anschlieBend wurden die Schnitte fur 10 min bei 150 W weiter behandelt. Das
Abkuhlen der Gewebeschnitte fand bei RT fir 30 min statt. Die Schnitte wurden
erneut in ddH,O gewaschen und anschlieRend mit 3%iger H,O, fir 10 min in-
kubiert, um die endogenen Peroxidasen zu blocken. Nach dem Waschen wur-
den die unspezifischen Bindungsstellen mit 5%igem Ziegenserum in TBST fir 1
h geblockt. Die Gewebeschnitte wurden @.N. bei 4C mit einer 1:100 Verdin-
nung des Priméar-Antikdrpers in Blocklosung inkubiert. Es wurde jeweils eine
halbe Stunde bei RT mit dem Sekundar-Antikérper und dem HRP-Streptavidin-
Konjugat inkubiert. Die Farbentwicklung fand mit dem AEC Kit statt. Die Schnit-
te wurden mit einem wasserhaltigen Einbettmedium eingedeckelt und die Pro-
zentzahl positiver Zellen bestimmt.

2.2.151solierung, Messung, und Quantifizierung von Nukleinsauren

Isolierung von DNA aus einer Biopsie der Schwanzspitze

Verwendete Losungen:

» Lyse-Puffer Stock-Lésung: 10 mM Tris/ HCI
400 mM NacCl
2 mM EDTA
* Master-Mix: 200 pl Lyse-Puffer Stock-Ldsung

10 pl Proteinkinase K (20 U)
50 pl 10% SDS

e TE- Puffer: 10 mM Tris/ HCI, pH 8,0
1 mMEDTA

Eine etwa 2-3 mm lange Biopsie der Schwanzspitze wurde den Mausen im Al-
ter von ca. 2-3 Wochen entnommen und zur Bestimmung des Genotyps ver-
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wendet. Die Biopsie wurde in 260 pl Master-Mix aufgenommen und U.N. bei
56T in einem Thermomixer inkubiert. Das Lysat wurd e mit 50 pl einer gesattig-
ten NaCl-Losung gemischt und bei 13.200 rpm fur 10 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefa? tberfuhrt und mit
Isopropanol gemischt. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen
und das Pellet mit 70%-igem Ethanol gewaschen. Das getrocknete Pellet wurde
in 100 pl TE-Puffer aufgenommen. Die DNA wurde in einer 1:10-Verdinnung
fur die PCR zur Genotypisierung eingesetzt.

Isolierung von RNA aus Lebergewebe

Die RNA-Isolierung erfolgte mittels des NucleoSpin® Il Kits von Macherey-
Nagel GmbH & Co. KG. Fur die Isolierung wurde sich strikt an die Angaben des
Herstellers gehalten. Die RNA wurde hierfir aus 10-20 mg gefrorenem oder
frisch isoliertem Gewebe der murinen Leber isoliert.

Bestimmung der Konzentration von Nukleinsauren

Mittels einer Absorptionsmessung erfolgte die Bestimmung der Konzentration
aller Nukleinsduren bei 260 nm im Spektrometer von Eppendorf. Zur Berech-
nung der Konzentration wurde von folgender Beziehung ausgegangen: eine
Absorption von 1,0 entspricht bei doppelstrangiger DNA einer Konzentration
von 50 pg/ ml, bei RNA einer Konzentration von 40 pg/ ml.

2.2.16 cDNA Synthese und semi-quantitative Reverse Transkriptase-
Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

Mittels des SuperScript™ II-First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Her-
steller: Invitrogen) und des Transcriptor High Fidelity cDNA Sysnthesis Kit (Her-
steller: Roche Diagnostics) konnte sehr effizient cDNA synthetisiert werden. Als
Ausgangsmaterial diente die nach Punkt 2.2.15 isolierte RNA. Diese wurde mit
einer Gesamtkonzentration von 2-4 mg fiur die cDNA-Synthese eingesetzt. Da-
bei wurden die Angaben des Herstellers zur Synthese von cDNA mittels der
genannten Kits als Grundlage verwendet.

2.2.17 Standard Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde zum einen nach der Genotypisierung der
Mausstamme zum Auftrennen der Amplifikate nach ihrer Grof3e eingesetzt.
Zum anderen wurde diese Methode benutzt, um die Amplifikate nach einer se-
miquantitativen RT-PCR sichtbar zu machen. Nach der PCR zur Genotypisie-
rung sind die zu erwartenden Produkte relativ grol3, daher wurde hier fur die
Auftrennung ein 1%-iges Agarosegel benutzt. Die Produkte nach der RT-PCR
sind deutlich kleiner und erfordern eine héhere Agarosekonzentration zur Auf-
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trennung. Die Gele hatten hierfiir eine Konzentration von 3%. Die elektrophore-
tische Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte hierbei in einer Bio-rad Elekt-
rophorese-Kammer bei konstant 5 Volt/ cm?. Die Dauer des Gellaufes variierte
zwischen 30 und 60 min. Die Agarose wurde in 0,5 x TBE Puffer (44,5 mM Tris/
HCI, 44,5 mM Borséaure, 1 mM EDTA, pH 8,3) unter Aufkochen in der Mikrowel-
le gelost und mit GelStar Gelstain zur Detektion der DNA versetzt. Vor dem Auf-
tragen auf das Agarosegel wurden die Proben mit Gel Loading Solution ver-
setzt. Die Agarose-Gele wurden zur Archivierung des Ergebnisses mit dem Ge-
nius Bio Imaging System und der GeneSnap Software (synGene) fotografiert.

2.2.18 Mikroarray

Die differentielle Genexpression wurde mit einem GenChip MOE 430 2.0 Ge-
neChip Array (Affymetrix) untersucht. Die RNA wurde hierfir wie unter 2.2.15
angegeben isoliert. Durchgefuhrt wurde der Array an der Microarray Core Facili-
ty des Helmholzzentrums fir Infektionsforschung in Braunschweig. Die Daten
wurden mittels Affymetrix-Expression-Analysis Software GCOS 1.4 analysiert.

2.2.19RT-PCR Arrays: RT Profiler PCR Array Mouse Chemokine & Receptor
und Common Cytokines

Mit isolierter RNA wurden zwei Arrays von Qiagen durchgefuhrt. Die RNA wur-
de nach der beschriebenen Methode aus gefrorenem Gewebe isoliert und mit
dem RT? First Strand kit von SA Bioscience/ Qiagen in cDNA umgeschrieben.
Fur diese Arrays wurden nur speziell abgestimmt Produkte der Firma Qiagen
benutzt, da nur so ein verlassliches Ergebnis erzielt werden konnte. Die Arrays
wurden nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt und mit der durch SA
Biosience online zur Verfligung gestellten Software ausgewertet

2.2.201solierung, Farbung und Analyse verschiedener Zelltypen aus der
murinen Leber

Zellen des Immunsystems

Wasch/ FACS-Puffer: PBS + 2% FCS +, eiskalt
Blockpuffer: PBS + 2% FCS + 1:100 CD16/32
Erythrozyten-Lysepuffer: 0,83% NH,CI

0,5% KHCO3

0,5% mM EDTA
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sterilfiltriert
Percoll: 40% Percoll aus Stocklésung
80% Percoll aus Stocklésung

Der betaubten Maus wurde der Intraperitonealraum getffnet. Die Vena portae
wurde wie bereits beschrieben punktiert und die Leber mit eiskaltem Waschpuf-
fer perfundiert. Die Leber wurde herausgenommen und die Gallenblase ent-
fernt. Alle folgenden Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgefiihrt. Mit dem
Stempel einer 5 ml Spritze wurde die Leber vorsichtig durch ein 100 um Nylon-
sieb von BD gedrickt. Dies fuihrte zu einer Vereinzelung der Zellen. Das Sieb
wurde mit eiskaltem Waschpuffer gespilt. Die Zellen wurden in einem 50 ml
Falcon-Tube in Waschpuffer aufgenommen. Alle Waschschritte wurden mit
Waschpuffer durchgefuhrt. Nach dem Waschen schloss sich ein Zentrifugati-
onsschritt an. Die Zentrifugation wurde immer bei 1250 rpm flr 7 min durchge-
fuhrt. Die gewonnene Zellsuspension enthélt alle in der Leber vorkommenden
Zelltypen. Um die Leukozyten abzutrennen, wurde ein 40%/ 80% Percollgra-
dient bei 2000 rpm fur 20 min bei RT eingestellt. Die Leukozyten konnten an der
Grenzschicht zwischen der 40% und 80% Percollschicht abgenommen werden.
Die Erythrozyten wurden mit Erythrozyten-Lysepuffer lysiert. Die Lyse fand fur 3
min auf Eis statt. Die Zellen wurden mit einem grof3en Volumen an Waschpuffer
gewaschen und anschlieRend gezahlt. Fir die Farbung der Immunzellen wur-
den 1 x 10° Zellen pro Ansatz eingesetzt. Alle Schritte fiir die Farbung der Leu-
kozyten fanden in der 96-well Mikrotiterplatte statt. Unspezifische Bindungsstel-
len wurden mit Blockpuffer 20 min abgesattigt.

Ovalzellen aus der Leber

verwendete Losungen:

Verdaulosung 1: 2,5 mg/ ml Collagenase D (Roche) in PBS
Verdaulésung 2: Accutase, PAA, L11-007

Kulturmedium: eiskaltes DMEM-Medium + 2% FCS
Waschpuffer/ FACS-Puffer: PBS + 2% FCS

Eiskaltes PBS

Der betaubten Maus wurde der Intraperitonealraum geéffnet. Die Vena portae
wurde wie bereits beschrieben punktiert und die Leber mit eiskaltem PBS per-
fundiert. Die Leber wurde aus dem Bauchraum entnommen und die Gallenblase
wurde entfernt. Das Organ wurde in eiskaltem PBS gelagert. In einer 60 mm
Pertrischale mit eiskaltem PBS wurde das Organ mittels zweier Pinzetten in
kleinere Stiicke gerissen. Die Leberstiicken wurden in ein 50 ml Falcon-Tube
transferiert und das Volumen auf 50 ml mit eiskaltem PBS aufgeflllt. Die Leber-
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stiicke wurden fir 30 sec ruhen gelassen, so dass sie sich am Boden des Fal-
con-Tubes absetzen konnten. Der Uberstand wurde abgenommen und durch
ein 40 um Nylonsieb (BD) in ein neues Tube transferiert. Dieser Uberstand stellt
die Fraktion 1 der nicht-parenchymalen Zellen (NPC) da. Diese Zellen wurden
bei 300 g und 4<C fir 10 min zentrifugiert. Das Zel Ipelett wurde in 3 ml kaltem
Kulturmedium resuspendiert. Die Leberstiicke wurden mit der Verdaulésung 1
aufgenommen und fir 20 min bei 37<C inkubiert. Im A nschluss wurden die Sti-
cke erneut mit zwei Pinzetten und durch eine 10 ml Serologischen Pipette durch
wiederholtes Auf- und Abpipetieren zerkleinert. Die Suspension wurde erneut
durch ein 40 um Nylonsieb in ein Falcon-Tube transferiert und das Volumen mit
eiskaltem PBS auf 50 ml aufgefiillt. Dieser Uberstand bildet die Fraktion 2. Die
Zellen wurden bei 300 g pelletiert und in Kulturmedium aufgenommen. Die im
Nylonsieb gesammelten Reste der Leber wurden mit der Verdauldsung 2 auf-
genommen und erneut bei 37<C fur 20 min inkubiert. Anschliel3end wurden sie
mit Hilfe einer 10 ml Serologische Pipette resuspendiert und durch ein 40 pum
Nylonsieb filtriert. Der Durchfluss stellt die Fraktion 3 dar. Auch diese Fraktion
wurde zentrifugiert und das Zellpellet in Kulturmedium aufgenommen. Alle drei
Fraktionen wurden vereint. Bei 50 g fir zwei Minuten wurden die Hepatozyten
von den NPC getrennt. Bei 300 g wurden die NPC pellettiert und anschlieRend
fur die weitere Behandlung in einem geeigneten Volumen aufgenommen.

Die NPC wurden fur die Analyse am FACS (LSRII von BD) in eiskaltem PBS/
2% FCS resuspendiert und mit verschiedenen Antikorpern gefarbt. Unspezifi-
sche Bindungsstellen wurden mit 1:100 CD16/32 geblockt. Die Zellen wurden
mit folgenden Fluoreszenz-gekoppelten Antikorpern gefarbt:

CDA45-FITC
CD31-FITC
CD11b-FITC
CD26-PerCP-Cy5.5
MIC1-APC
CD133-PE
Terl19-FITC

Ovalzellen sind CD45/ CD31/ CD11b/ CD26/ Terll9 negativ MIC1/ CD133
positiv.

Nach der Farbung wurden die Ovalzellen zeithah am FACS gemessen.
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2.2.22 Statistische Auswertungen

Die Auswertung der erhobenen Daten wurde mithilfe des Tabellenkalkulations-
programms Microsoft Excel (Microsoft Deutschland) durchgefuihrt. Die Einzelda-
ten der jeweiligen Versuchsgruppen wurden zusammengefasst und der Mittel-
wert mit Standardabweichung (MW + SD) ermittelt. Der Vergleich zweier Ver-
suchsgruppen erfolgt mittels Student’s t-Test. Als statistisch signifikant wurden
die p-Werte von < 0,05 angenommen. Die Darstellung der Uberlebenskurve
erfolgte mit GraphPad Prism (GraphPad Software USA).
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3 Ergebnisse

3.1 Der zyklische Entzug von NTBC flhrt zu einer fulminanten
Hepatitis und zur beschleunigten Entstehung eines HCC

Bei humanen Lebererkrankungen wechseln sich haufig Phasen der massiven
Leberschadigung mit Phasen der Regeneration ab. Dieses neue Modell der
zyklischen Leberschéadigung soll die im Menschen beobachtete physiologische
Situation besser widerspiegeln. Unterschieden werden drei Zeitpunkte, jeweils
vor und nach einer funftagigen NTBC-Behandlung. Das Behandlungsschema ist
in der Abbildung 6 im Abschnitt 2.2.4 dargestellt. Im Verlauf der Arbeit ist von
folgenden Zeitpunkten die Rede. Es werden ein friher Zeitpunkt nach zweima-
ligem NTBC-Entzug (2™ cycle), ein mittlerer Zeitpunkt nach viermaligem NTBC-
Entzug (4™ cycle) und ein spater Zeitpunkt nach sechsmaligem NTBC-Entzug
(6™ cycle) unterschieden.

In Fah-defizienten Mausen kommt es nach vollstandigem Entzug von NTBC zu
einer Schadigung der Hepatozyten aufgrund des toxischen Metaboliten FAA.
Dies fuhrt zu einem akuten Leberversagen und zum Versterben der Mause. In
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass kurze Phasen der NTBC-Behandlung
das Versterben der Mause verringern koénnen. Circa 70% der Fah™-
Versuchstiere tberleben den wiederholten Entzug von NTBC bis zum 4. Zyklus
(siehe Abbildung 9). Dieser Zeitraum entspricht circa vier Monaten. Nach dem
vierten Zyklus ist eine erhdhte Mortalitdt zu beobachten. Die Kontrolle des Kor-
pergewichts zeigt einen Abfall um rund 30% innerhalb des zweiten Zyklus. In
den folgenden Zyklen steigt das Korpergewicht der Versuchstiere an. Im Ver-
gleich dazu nimmt auch das Gewicht der Leber innerhalb der ersten beiden
Zyklen um etwa den gleichen Faktor ab. Dieser Gewichtsverlust spiegelt die
Schwere der Leberschadigung wieder. Die Klassifizierung der Leberschadigung
geschah durch einen Pathologen. Der wiederholte Entzug von NTBC flhrt in
den Fah™-Mausen zu einer mittel- bis schwergradigen hepatischen Schadigung
mit Zeichen von Regeneration. Die entzindlichen Infiltrate sind zu diesem fri-
hen Zeitpunkt in der H&E-Farbung (siehe Abbildung 10) deutlich zu erkennen.
Der zyklische Entzug von NTBC schadigt die Leber dabei deutlich schwerer, als
es bisher nach chronischer Leberschadigung beobachtet wurde. Mit fortschrei-
tender Schadigung der Hepatozyten und dem damit einhergehenden Verlust
von funktionalem Leberparenchym steigen die Transaminasen im Serum deut-
lich an (siehe Abbildung 16).
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Abbildung 9: Beschleunigte Tumorentstehung in Fatausen: Oben: Die Uberlebenskurve (survival
curve). Mitte: Makroskopische Aufnahmen der Lebes &af-Mausen nach zwei, vier und sechs Zyk-
len. Unten: Darstellung der Verdnderungen im Kdgpeiicht (body weight), Lebergewicht (liver weight)
und dem Verhaltnis von Leber-/ Kérpergewicht (lfbedy weight ratio) der Versuchstiere Gber den
gesamten Behandlungszeitraum. Rechts: Darstelleng dmorinzidenz (tumor incidence) und der ma-
ximalen Tumorgréf3e (tumor size).

In diesem Modell kommt es zu einer beschleunigten Tumorentstehung. Nach
zwei Zyklen liegt die Tumorinzidenz bereits bei Gber 25%. Nach sechsmaligem
NTBC-Entzug haben alle Versuchstiere ein multinoduldres HCC entwickelt, mit
einer mittleren maximalen Tumorgrof3e von etwa einem Zentimeter. Da die Tu-
mormasse in der Leber der Versuchstiere mit der Zyklenzahl deutlich ansteigt,
steigt auch das Verhéltnis von Lebergewicht zu Korpergewicht. Mit fortschrei-
tender Behandlung nehmen auch die Tumorinzidenz und die maximale Tumor-
grof3e proportional zu. Die Tumorentstehung ist in diesem Model deutlich be-
schleunigt und beginnt mit circa 3 Monaten. Das Gewicht der Leber nimmt, im
Vergleich zum Lebergewicht gesunder Mause gleichen Alters, um etwa 75% zu.
In der H&E-Farbung lassen sich zahlreiche dysplastische Hepatozyten und
dysplastische Knoten bis 2 mm GréRRe erkennen. In den Fah”-Mausen entwi-
ckelte sich nach bereits vier Zyklen ein multinodulares HCC Grad 1-2.
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3.1.1 Mechanismen der Regeneration nach zyklischer FAA-induzierter
Leberschadigung in Fah-defizienten Mausen

Die Fah”-Méause entwickeln eine schwere Hepatitis. Trotz der schweren Scha-
digung der Hepatozyten kann in der Tunel-Farbung keine Apoptose nachgewie-
sen werden. Auch konnte gespaltene Caspase-3 in der immunhistochemischen
Farbung nicht nachgewiesen werden (Daten werden nicht gezeigt). Die Tunel-
Farbung und gespaltene Caspase-3 sind zwei spezifische Marker flr Apoptose.

In der H&E-Farbung fallen vor allem die deutlichen Verdnderungen in der Gro6-
Be der Hepatozyten auf. Die pleomorphen Veranderungen der Hepatozyten
nach FAA-induzierter Schadigung kénnen mittels B-Catenin-
immunhistochemischer Farbung quantifiziert werden. Bei der [-Catenin-
immunhistochemischen Farbung handelt es sich um eine Zellwand-assoziierte
Farbung. Hierbei zeigt sich, dass es in der Leber der Fah”-M&use zu groRen
strukturellen Veranderung mit einem Anstieg der Zellgrof3e und einer Abnahme
der Zellzahl kommt. Wahrend sich die mittlere GroRe der Hepatozyten verdop-
pelt, zeigt die Quantifizierung der Zellen pro Gesichtsfeld, dass es zu einem
deutlichen Verlust an Hepatozyten von circa 70% kommt. Diese Veranderung
beginnt bereits zu einem frihen Zeitpunkt und setzt sich tUber die Behandlung
fort.
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Abbildung 10: Dysplastische Hepatozyten und Irdlitbn von nicht-parenchymatischen Zellen nach
zyklischem NTBC-Entzug: Oben links: H&E-Farbung haoveimaligem NTBC-Entzug. Oben rechts:

Tunel-Fabung ebenfalls nach zweimaligem NTBC-Entziigen: eingg-Catenin-Farbung und die quan-

titative Auswertung der ZellgroR3e (cell size) urat dellzahl/ Gesichtsfeld (cells/field of vision).

Die Hypertrophie der Hepatozyten ist ein Mechanismus der Regeneration nach
FAA-induzierter Schadigung in diesem Modell. Neben der Hypertrophie kommt
es auch zur Proliferation von differenzierten Hepatozyten. Die Regenerationsfa-
higkeit der Leber durch bereits differenzierte Hepatozyten soll hier mittels einer
immunhistochemischen Farbung fur die Marker Ki67 und BrdU gezeigt werden.
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Beide Farbungen sind Zellkern-assoziiert. Hier lasst sich das Verhaltnis der pro-
liferierenden Zellen zu den nicht proliferierenden Zellen mikroskopisch im Hell-
feld bestimmen. Die Zellzéhlung ist als # positiver Zellen/ Gesichtsfeld angege-
ben und erlaubt eine Aussage Uber die Regenerationsfahigkeit nach FAA-
induzierter Schadigung (siehe Abbildung 11)
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Abbildung 11: Unter NTBC-Entzug ist die Prolifeiati differenzierter Hepatozyten gehemmt: Die Ab-
bildung zeigt représentative immunhistochemischeblrdgen fur die Zellzyklusmarker Ki67 (oben),
BrdU (mitte) und p21(unten) und die quantitativestvertung der positiven Zellen/ Gesichtsfeld

Die Abbildung 11 zeigt reprasentative Ausschnitte der Farbungen fur Ki67 und
BrdU wahrend des zweiten Zyklus. Neben den Féarbungen ist die Quantifizie-
rung der positiven Zellen gezeigt. p21 ist ein Marker fir den Zellzyklusarrest
und die immunhistochemische Farbung fur p21 weist auf Zellen hin, die sich
momentan nicht weiter teilen. In den Kontrollgruppen (ctr.) finden sich keine
positiven Zellen fur Ki67, BrdU oder p2l. Die Proliferationsmarker Ki67 und
BrdU sind nur nach der finftagigen Phase der NTBC-Behandlung (2xoff/on) zu
erkennen. Es sind etwa doppelt so viele Zellen in der Farbung fur BrdU positiv
markiert als in der Farbung fir Ki67. Das Antigen Ki67 wird von allen Zellen ex-
primiert, die sich zum Zeitpunkt der Totung der Versuchstiere in den aktiven
Phasen des Zellzyklus, also in der spaten G1-Phase, der Synthesephase, der
G2-Phase oder der Mitose befinden. Bromdesoxyuridin ist ein chemisches Ba-
senanalogon des Nukleotids Thymidin bzw. Desoxyuridin und wurde den Ver-
suchstieren fur einen Zeitraum von vier Tagen Uber das Trinkwasser verab-
reicht. Alle proliferierenden Zellen bauen dieses Analogon wéhrend der Synthe-
sephase des Zellzyklus in ihre DNA ein. Alle proliferierenden Zellen innerhalb
dieser letzten vier Tage vor der Tétung der Versuchstiere sind durch das BrdU
markiert. Daher zeigt die Farbung fir BrdU mehr positive Zellen. Es finden sich
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sowohl nach der off-Phase als auch nach der on-Phase p21-positive Zellen. Der
Unterschied in den Phasen ist nicht signifikant. Der Proliferationsblock nach
NTBC-Entzug ist typisch fir die FAA-induzierte Schadigung. Die Proliferation
von Hepatozyten ist ein zweiter Regenerationsmechanismus der Leber um auf
die massive Zellschadigung zu reagieren.

Weiterhin kann an der H&E-Farbung das vermehrte Auftreten von nicht-
parenchymalen Zellen beobachtet werden. Eine Klassifizierung dieser Zellen
zeigt dabei, das es zu einer Aktivierung von Leberstammzellen (Ovalzellen)
kommt. MIC1 und CD133 gelten als Marker fur Ovalzellen. Diese Leber-
Stammzellen sind auch fur den Marker A6 positiv und lassen sich in einer im-
munhistochemischen Farbung nachweisen (siehe Abbildung 12).
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Abbildung 12: Leber-Stammzellen proliferieren una@nsmigrieren nach NTBC-Entzug in das Leberpa-
renchym: A6-Farbung als Marker fur Leber-Stammzelie der Immunhistochemie und MIC1 und
CD133 als Marker in der FACS-Analyse. Leber-Stanlerevurden nach zweimaligem NTBC-Entzug
vor und nach einer NTBC-Behandlung quantifiziert

Die Quantifizierung dieser Zellen zeigt deutlich den Anstieg unter zyklischem
NTBC-Entzug. Um zu klaren, ob die Leber-Stammzellen in Hepatozyten diffe-
renzieren und somit flr die Regeneration der Leber in diesem Modell eine wich-
tige Rolle spielen, wurde Fah”-Mausen das NTBC fiir 14 Tage entzogen. Mit-
tels BrdU- und Ki67-immunhistochemischer Farbung kann zu diesem Zeitpunkt
belegt werden, das differenzierte Hepatozyten nach NTBC-Entzug nicht mehr
proliferieren. Die Tiere erhielten anschliel3end eine einmalige Injektion mit BrdU
und fur einen Zeitraum von sieben Tagen das BrdU im Trinkwasser. Nach Ende
dieser sieben Tage, bekamen die Mause weitere drei Tage normales Trinkwas-
ser. Da die Hepatozyten in dieser Zeit nicht mehr proliferieren, wurden nur die
proliferienden Leber-Stammzellen durch das BrdU markiert.
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Abbildung 13: Leberhoméostase und Regeneration hdetigigem NTBC-Entzug in den FaiMausen:
Bei Fal-Mausen wurde das NTBC fiir 14 Tage vollstandig @y¢n. Am 14. Tag bekamen die Tiere
eine Injektion mit BrdU und anschlieBend siebeneT8gdU Uber das Trinkwasser verabreicht (siehe
Schema in der Abbildung oben). Die Pfeile weisehdie Zeitpunkte hin, zu denen die Veruchstiere
getotet wurden. Unten: BrdU-Farbung, hier deutensghwarzen Pfeile im Bild auf BrdU-positive Hepa-
tozyten hin.

Die durch das BrdU markierten Zellen kénnen nach der Tétung der Versuchstie-
re in einer BrdU-immunhistochemischen Farbung nachgewiesen werden. Inte-
ressanterweise konnten in der Farbung keine BrdU-positiven Hepatozyten
nachgewiesen werden. Dieses Experiment zeigt somit, dass die Leber-
Stammzellen zwar unter zyklischem NTBC-Entzug aktiviert werden, aber auch,
dass sich aus diesen Zellen nur wenige Hepatozyten differenzieren, die zur Re-
generation der Leber beitragen.

Nach massiver Schadigung gibt es also verschiedene Moglichkeiten fur eine
Leberregeneration. Hier konnte gezeigt werden, dass es zum Einen zu einer
Hypertrophie, also zu einer Zunahme der ZellgroRe kommt, und dass zum An-
deren Hepatozyten proliferieren um einen Teil der Leberschadigung zu regene-
rieren. Die Aktivierung von Leber-Stammzellen spielt fir die Regeneration nur
eine untergeordnete Rolle.

Im Verlauf der Arbeit wurde der Schwerpunkt auf den frithen Zeitpunkt nach
zweimaligem NTBC-Entzug gelegt, da angenommen werden kann, dass hier
die frihesten Verdnderungen stattfinden und die maligen Transformation der
Zellen initiert wird.
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3.3 Fah’/ common gamma chain”/ Rag2”-M&use entwickeln
unter zyklischer Schadigung der Hepatozyten kein
Hepatozellulares Karzinom

Ohne die zellularen Bestandteile des Adaptiven Immunsystems zeigen sich in
Fah-defizienten Mause zwei wesentliche Ph&notypen. Zum einen ist die Mortali-
tat der Fah”/ ¢,”/ Rag2”-Mause (FCR-Mause) signifikant erhéht. Wie die Ab-
bildung 14 zeigt, versterben mehr als die Halfte der behandelten Mause inner-
halb der ersten beiden Zyklen. Zweitens entwickelt dieser Stamm zu keinem
Zeitpunkt ein HCC. Um eine verzdgerte Tumorentstehung in diesem Stamm
auszuschliel3en, wurde die Zahl der Zyklen auf acht erhéht. Auch zu einem so
spaten Zeitpunkt konnte keine Tumorentstehung beobachtet werden (Daten
werden nicht gezeigt). Diese Beobachtung legt nahe die beiden Phanotypen zu
unterscheiden und die Prozesse, die zum Einen zu einem Versterben in %/5 der
Tiere fuhren und zum Anderen eine Tumorentstehung verhindern, getrennt zu
betrachten.

Die Leber der FCR-Mause zeigt makroskopisch keine Veranderungen. In den
FCR-Mé&usen ist ebenfalls ein Abfall des Kdrpergewichts um etwa 30% wahrend
der ersten beiden Zyklen zu beobachten.
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Abbildung 14: Der Verlust des Adaptiven Immunsyssefitlhrt zu einer erhéhten Mortalitéat nach zykli-
schem NTBC-Entzug und verhindert die EntstehungsidCCs: Oben: Die Uberlebenskurve (survival
curve). Mitte: Makroskopische Aufnahmen der Leben \Fah-defizienten Mausen nach zwei, vier und
sechs Zyklen. Unten: Darstellung der VerdnderunigerKorpergewicht (body weight), Lebergewicht
(liver weight) und dem Verhaltnis von Leber-/ Kérgewicht (liver/body weight ratio) der Versuchsger
Uber den gesamten Behandlungszeitraum. Rechtstelang) der Tumorinzidenz (Tumor incidence) und
der maximalen Tumorgrof3e (tumor size).
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Das Verhaltnis von Lebergewicht zu Kdrpergewicht unterliegt in den Gberleben-
den FCR-Mausen Uber den gesamten Beobachtungszeitraum nur geringen
Schwankungen. In den FCR-Mausen kommt es nach NTBC-Entzug zu einer
deutlich geringeren hepatischen Schadigung mit perivenular betonten Einzel-
zell- und Gruppennekrosen in der H&E-Farbung. In den FCR-Mausen finden
sich, wie auch schon in den Fah”-Mausen, keine apoptotischen Zellen. Dies
konnte sowohl in der Tunel-Farbung als auch in der Farbung fur gespaltene
Caspase-3 nachgewiesen werden. Als ein Mechanismus der Regeneration
nach Leberschadigung konnte in den Fah”-Mausen eine Zunahme der Zellgro-
Be nachgewiesen werden. Die B-Catenin-immunhistochemische Féarbung lasst
jedoch erkennen, dass die ZellgréRe und die Zellzahl pro Gesichtsfeld in den
FCR-Mausen konstant bleiben. Darin liegt ein weiterer wesentlicher Unter-
schied zu den Fah”-Mausen. Die FAA-induzierte Schadigung nach NTBC-
Entzug scheint in den FCR-Mausen geringer auszufallen als in den Fah’-
Mausen. Hierflir sprechen auch die niedrigeren Transaminasen im Serum der
FCR-Mause nach NTBC-Entzug (siehe Abbildung 16).
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Abbildung 15: Dysplastische Hepatozyten und Irdlibn von nicht-parenchymalen Zellen nach zykli-
schem NTBC-Entzug sind in den FCR-Mausen deutkctuziert: Oben links: H&E-Farbung nach zwei-
maligem NTBC-Entzug. Oben rechts: Tunel-Farbungédis nach zweimaligem NTBC-Entzug. Unten:
eine B-Catenin-Farbung und die quantitative AuswertungZidigrof3e (cell size) und der Zellzahl/ Ge-
sichtsfeld (cells/field of vision).

Der Entzug von NTBC induziert allerdings in beiden Fah-defizienten Stammen
denselben Grad an oxidativem Stress, gekennzeichnet durch einen ansteigen-
de Proteinlevel fur die Proteine Heat Shock Protein 32 (Hsp32) und NQOL1. Bei-
de Gene sind NRF-2 Zielgene und dienen als Marker fur die FAA-induzierte
Leberschéadigung. Die auf einer 100%-igen NTBC-Dosis gehaltenen Kontrollen
zeigen die basalen Level von Hsp32 und NQOL. Der Level beider Proteine
steigt in den behandelten Fah™- und FCR-Tieren deutlich an. Der oxidative
Stress fir die Hepatozyten geht auch wahrend der funftagigen NTBC-Gabe in
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beiden Stammen nicht zurlick. Dies zeigt sich an dem immer noch erhdhten
Level beider Proteine, der nicht mehr auf den basalen Wert zurtickgeht. Dies
konnte auf eine Akkumulation der toxischen Metabolite in den Hepatozyten hin-
deuten und zeigen, dass eine funftagige NTBC-Therapie nicht zu einer voll-
standigen Regeneration der Leber flhrt.
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Abbildung 16: Oxidativer Stress in Fah-defizientdausstimmen: Die Proteinlevel der Marker HO-1
und NQO-1 wurde mittels Western Blot nach zweinedigNTBC-Entzug fiir Fah und FCR-Méause
bestimmt. Als Marker fur die Leberschadigung geltém Werte der Glutamat-Oxalazetat-Transaminase
(GOT) und Bilirubin

Obwonhl der Ausldser fur eine Leberschadigung in beiden Stdmmen gleich ist,
fuhrt dies in den FCR-M&ausen zu einer geringeren Schadigung und zu keiner
kompensatorischen Zunahme der Zellgrol3e als Zeichen der Regeneration.

3.3.1 Die FCR-Mause haben eine geringere Proliferationsrate und zeigen eine
starkere Aktivierung von p21

Die Fah™-Mause konnten auf die Leberschadigung mit der Proliferation von
Hepatozyten reagieren. Die Abbildung 17 zeigt die Proliferation differenzierter
Hepatozyten und vergleicht dabei die Genotypen miteinander. Der Unterschied
zwischen den Genotypen ist zu den entsprechenden Zeitpunkten signifikant.
Auch hier ist keine Zellteilung der Hepatozyten unter NTBC-Entzug nachzuwei-
sen. Circa 40% der differenzierten Hepatozyten in den Fah”-Mausen und circa
25% in den FCR-Mausen proliferieren unter der NTBC-Therapie. Etwa 40% der
Hepatozyten in den Fah”-Mausen bzw. die Hélfte aller Hepatozyten in den
FCR-Mausen sind unter NTBC-Entzug positiv fir den Marker p21. Dies bedeu-
tet, dass diese Zellen sich nicht teilen und einem Zellzyklusarrest unterliegen.
Nach dem Entzug von NTBC unterliegen Hepatozyten einem generellen Prolife-
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rationsblock. Dass weniger Zellen nach NTBC-Gabe in den FCR-Mausen proli-
ferieren, kann ein Zeichen fur eine generell niedrigere Regeneration in den
FCR-Mausen sein.
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Abbildung 17: Fah/ ¢ Rag2-Mause zeigen signifikant weniger Regeneration nagdtiischer Schadi-
gung der Hepatozyten: Die Abbildung zeigt immurdésiemische Farbungen fiir die Zellzyklusmarker
Ki67 (oben), BrdU (mitte) und p21(unten) und dieagtitative Auswertung der positiven Zellen/ Ge-
sichtsfeld.

Konnte bei den Fah”-Mausen noch die deutliche Aktivierung des Stammzell-

kompartiments mittels FACS und A6-immunhistochemischer Farbung nachge-
wiesen werden, so zeigen die FCR-Mause keine Aktivierung der Leber-
Stammzellen unter zyklischem NTBC-Entzug (siehe Abbildung 18).
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Abbildung 18: Keine Proliferation von Leber-Stamtiee in den FCR-Mausen: A6-Farbung als Marker
fur Leber-Stammzellen in der Immunhistochemie undCM und CD133 als Marker in der

FACS-Analyse. Leber-Stammzellen wurden nach zwegeai NTBC-Entzug vor und nach einer
NTBC-Behandlung quantifiziert

Zellen, die fur den Marker A6 in der immunhistochemischen Farbung positiv
sind, zeigen sich bei den FCR-Mausen nur im Bereich der gefal3auskleidenden
Epithelzellen. Auch in anderen Modellen der chemischen Leberschadigung
konnen Leberstammzellen aktiviert werden. So zum Beispiel nach Schadigung
der Leber durch eine Cholin-defiziente, Ethionin-erganzte (CDE) Diét.

Macro H&E

FCR + CDE

Abbildung 19: Keine Proliferation von OvalzellenchaCDE-Diat in den FCR-M&usen: Die Abbildung
zeigt links eine makroskopische Aufnahme einer Lefaeh drei-wochiger CDE-Diat, die Morphologie
der Hepatozyten in der H&E Farbung (mitte), und eainsignifikanten Ausschnitt der A6-
immunhistochemischen Farbung (rechts).

Fah”-Mause und FCR-Mause wurden fiir drei Wochen mit einer Cholin-
defizienten Diat geflttert. Zusatzlich erhielten sie im gesamten Zeitraum DL-
Ethionin Gber das Trinkwasser. Diese Behandlung induziert in Wildtyp-Mausen
eine starke Ovalzell-Reaktion. Auch hier ist es in den immundefizienten Fah™-
Mausen nicht moglich Stammzellen der Leber zu aktivieren.
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Die zuvor fiir die Fah™-Mause beschriebenen Mechanismen zu Regeneration
von Leberschéden sind in den FCR-Mausen nicht oder nur teilweise nachzu-
weisen. Es kommt nur zu einer eingeschréankten Proliferation von Hepatozyten.
Der Verlust von Hepatozyten kann auch nicht durch eine Hyperplasie oder die
Aktivierung von Stammzellen ausgeglichen werden.

3.4 Regenerationsmechanismen in der murinen Leber nach
partieller Hepatektomie und allogener Transplantation von
Hepatozyten

Um eine generelle Regenerationshemmung auszuschliel3en, wurden zwei Mo-
delle der Regeneration nach massiver Leberschadigung an den Fah- und FCR-
M&ausen Uberprift. Zum einen wurde eine Leberteilresektion (partielle Hepatek-
tomie = pH) durchgefuhrt, zum anderen wurden Hepatozyten aus Wildtyp-
Mausen isoliert und in die Fah”- und FCR-M&use transplantiert. Bei der Leber-
teilresektion werden ?/; der Leber chirurgisch entfernt. Dies entspricht in der
Maus den Leberlappen L1 und L2/ 3. Ein Verlust von etwa 70% der Lebermas-
se ist notwendig, um einen kontrollierten Eintritt aller verbleibenden Hepatozy-
ten in den Zellzyklus und somit eine Regeneration der Leber zu induzieren.
Nach der Leberteilresektion wurden die Versuchstiere flr einen Zeitraum von
37 Stunden oder 7 Tagen beobachtet und anschliel3end getdtet. Diese beiden
Zeitpunkte wurden gewahlt, da sowohl nach 37 Stunden die Proliferationsrate
der Hepatozyten am hdchsten ist und zum anderen die Leber nach 7 Tagen
ihre urspriingliche Masse wiedererlangt hat.

survival after partial Hepatectomy
100 == O=F=O= OO O=O= ===~

37 hours
o TLed

= S TF e ]
e « V& TRy
PR P B
.

Fah
I;. L3

& :
98- ) ° e

I
e
o
o

Survival [%]

96

94

liver weight [g

o
o
°
.
8
o
Ki67

pH37h ' pH7d

'
.
o -1 N
o0 g

T hbH37h

pH7d

4 6
time [d] -9~ Fah - FCR

Abbildung 20: Partielle Hepatektomie: Ein Mechanisnzur Leberregeneration durch Duplikation diffe-
renzierter Hepatozyten. Einé, partielle Hepatektomie wurde an acht Wochen aliabehandelten
Fah"- und FCR-Mé&usen durchgefiihrt. Links: Das Uberleden Fai- und FCR-Mause ist in einer
Uberlebenskurve dargestellt, sowie das Lebergevielter Stamme zu dem Zeitpunkt 37 Stunden nach
pH und 7 Tage nach pH. Mitte: Die Ki67-Farbung zeigch 37 Stunden und 7 Tage die proliferierenden
Zellen in Fai™- und FCR-Méausen. Rechts: Das Balkendiagramm zkéytKi67-positiven Zellen pro
Gesichtsfeld zu den Zeitpunkten 37 Stunden undgeTa
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Die Uberlebensrate liegt in beiden Stammen bei 100% der Versuchstiere und
deutet darauf hin, dass das Uberleben der Tiere nach Leberteilresektion nicht
durch den Verlust der Zellen des adaptiven Immunsystems eingeschrankt ist.
Fah™- und FCR-Mause sind in gleichem MaRe fahig die Lebermasse zu rege-
nerieren und erreichen 7 Tage nach Leberteilresektion beide dasselbe Leber-
gewicht. In der Ki67-immunhistochemischen Farbung konnte gezeigt werden,
dass der Anteil proliferierender Hepatozyten 37 Stunden nach pH bei etwa 20%
und nach 7 Tage bei etwa 5% liegt und somit in beiden Stammen gleich ist
(siehe Abbildung 21).

Im zweiten Modell wurden aus einer Donor-Maus Hepatozyten isoliert. Diese
Hepatozyten sind nicht Fah-defizient und kdénnen mittels Fah-
immunhistochemischer Farbung von den Hepatozyten des Empfanger-Tieres
unterschieden werden.

2 wks 3 wks

f’?
2 wks 3 wks

_)

Abbildung 21: Allogene Transplantation von Hepateryaus C57BL/6N-Mausen in die Fahund FCR-
Méause: Die Hepatozyten wurden aus C57BL/6N-Mauselieirt und direkt in die Milz der sechs Wochen
alten Versuchstiere injiziert. Anhand der Fah-Fahkonnen transplantierte Spender-Hepatozyten von
den endogenen Hepatozyten des Empfanger-Tierssahteden werden. Die Tiere wurden an zwei Zeit-
punkten (2 wks und 3 wks) nach der Transplantagietdtet. Die Féarbung fur Fah zeigt die Repopulie-
rung der Leber zu diesen beiden Zeitpunkten (miite) die quantitative Bestimmung der repopulierten
zur nicht repopulierten Flache (rechts).

Nach der Transplantation wurde das NTBC bei den Versuchstieren entzogen,
dies fuhrt zu einer Schadigung der endogenen Hepatozyten im Empfanger-Tier
und 16st damit den Reiz zur Proliferation der Spender-Hepatozyten und zur Re-
populierung der Leber aus. Als Beobachtungszeitraum ergaben sich zwei bzw.
drei Wochen nach der Transplantation. Zwei Wochen nach der Transplantation
lassen sich die ersten Kluster Fah-positiver Hepatozyten in der ansonsten Fah-
defizienten Leber der Empfanger-Mause nachweisen (siehe Abbildung 21). Ei-
ne Woche spéter ist die Leber der Mause zu etwa zwei Drittel repopuliert. Auch
hier ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Geno-

typen.

Nach mechanischer Leberschadigung sind endogene Hepatozyten beider
Stamme in der Lage die Leber zu regenerieren, dies bedeutet, dass die zellei-
genen Mechanismen aktiviert werden konnen und zur Proliferation der Hepato-
zyten fuhren. Ausserdem konnte hier gezeigt werden, dass auch endogene
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Faktoren in beiden Stammen eine Proliferation der Hepatozyten induzieren und
so die Regeneration der Leber erlauben. Dies bedeutet aber auch, dass der
Grund fur die geringe Regeneration der Lebern der FCR-M&ause ein anderer ist.

3.5 Durch die Schadigung der Leber kommt es zu einer
Aktivierung des Immunsystems

Nach dem Entzug von NTBC entwickeln die Fah”-Mé&use eine deutliche Hepati-
tis. Infiltrierende Zellen sind in der H&E-Farbung deutlich zu erkennen. Immun-
zellen kénnen wesentlich zur Leberschadigung beitragen. Um die infiltrierenden
Zellen zu charakterisieren wurden die Immunzellen nach dem unter Punkt
2.2.19 beschriebenen Protokoll isoliert und analysiert. Zunachst wurden im
Forward scatter (FSC/ Grof3e) und Sideward scatter (SSC/ Granularitat) die
entsprechenden Zellpopulationen ausgewahlt. Tote Zellen und Zellklumpen
wurden ausgeschlossen. Exemplarisch ist in der Abbildung 14 je ein Dot plot fur
die entsprechenden Gruppen der Immunzellen dargestellt. Die Balkendiagram-
me zeigen den prozentualen Anteil der entsprechenden Zellpopulation an allen
nicht parenchymalen Zellen der Leber.
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Abbildung 22: Das adaptive Immunsystem in Fa#ausen: Untersucht wurden die prozentualen Veran-
derungen in der Verteilung der Immunzellen bei ~aéusen in den Gruppen der unbehandelten Kon-
trollen und zum frilhen Zeitpunkt jeweils vor undchasiner NTBC-Behandlung. Links: CBBD4" T-
Zellen (blauer Balken) und CDGDS8" T-Zellen (schwarzer Balken) Mitte: COSK1.1'Dx5" NKT-
Zellen (blauer Balken) und CDMK1.1'Dx5" NK-Zellen (schwarzer Balken) Rechts: CDB220
B-Zellen.
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Alle CD3" Zellen wurden auf die Marker CD4 (T-Helferzellen) und CD8 (cytoto-
xische T-Zellen) hin unterschieden. Naturliche Killerzellen (NK-Zellen) exprimie-
ren die Marker NK1.1 und Dx5, sind aber fiir CD3 negativ. Nattrliche Killer T-
Zellen (NKT-Zellen) lassen sich daher von NK-Zellen tber den Marker CD3 un-
terscheiden, fur den sie ebenfalls positiv sind. Der Anteil der CD3"CD4" T-
Helferzellen steigt unter zyklischem NTBC-Entzug an, wahrend sich der Anteil
der cytotoxischen T-Zellen kaum verdndert. Der prozentuale Anteil der
CD19'B220" B-Zellen bleibt dagegen unverandert. NK-Zellen nehmen wéhrend
der off-Phase um etwa das Doppelte zu, in der anschlielRenden on-Phase geht
der Anteil der NK-Zellen leicht zurlick. Genauso kommt es zu einem Anstieg der
NKT-Zellen in der Leber wahrend der off-Phase. Dieser Anstieg geht ebenfalls
nur leicht in der anschlieRenden on-Phase zurtick.
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Abbildung 23: Zellen des angeborenen Immunsystenter inflammatorischen Leber: Untersucht wur-
den die totalen Veranderungen in der Zahl der Inmalien bei Fah- und FCR-Mausen in den Gruppen
der unbehandelten Kontrollen und zum frihen Zeigpyeweils vor und nach einer NTBC-Behandlung.
Links oben: Gezeigt wird ein exemplarischer Dott piot der ,gating”- Strategie fur Zellen des angebo

ren Immunsystems in einer FalMaus. Gate a reprasentiert die Granulozyten, Bateprasentiert die

Makrophagen. Das Kompartiment der Monozyten (gatex@ d) wird in Monozyten, die den Marker
Ly6C stark exprimieren (gate d = high MoMa) undcsel die eine intermedidre Expression des Markers

Ly6C (gate ¢ = low MoMa) zeigen, unterschieden kBatliagramme).
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Die starksten Veranderungen zeigen sich beim angeborenen Immunsystem.
Die Veranderungen in der Zusammensetzung der Immunzellen kdnnen hier
nicht in Prozent angegeben werden. Da den FCR-Mausen wesentliche Teile
des Immunsystems fehlen (T-, B- und NK-Zellen) beeinflusst dies die Verhalt-
nisse der anderen Immunzellen. Daher wird hier die absolute Zahl der Immun-
zellen in der quantitativen Auswertung angegeben. Fah”-Mause zeigen eine
starkere Aktivierung von Granulozyten, Monozyten und Makrophagen. Vor al-
lem die Zahl der Granulozyten und der Makrophagen steigt in den Fah’-
Mausen auf Gber das funffache im Vergleich zu den gesunden Kontrolltieren an.
Die Zahl der Ly6C"" Monozyten steigt in den Fah”-Mausen auf das Doppelte,
die der Ly6C™" Monozyten um etwa den Faktor 0,5 an. Es ist ein Anstieg von
Ly6C'"®" Monozyten hin zu Ly6C"" Monozyten zu beobachten. FCR-Mause ha-
ben nach zyklischem NTBC-Entzug nur etwa halb so viele Granulozyten und
deutlich weniger Monozyten im Vergleich zu den behandelten Fah™-Mausen.
Besonders aufféllig ist, dass es nur sehr wenige Makrophagen in der Leber der
FCR-Mause gibt. Alle Zellgruppen nehmen unter zyklischem NTBC-Entzug zu,
nach der on-Phase gehen die Zahlen nur gering zurtck.

Es konnte gezeigt werden, dass es zu einer Aktivierung des Immunsystems
nach zyklischem NTBC-Entzug kommt und das der Leberschaden nur in den
Fah”-Mausen zu einer Aktivierung vor allem von Monozyten und Makropagen
fuhrt.

3.6 Die Transplantation von T-Zellen und Hamatopoetischen
Stammzellen stellt den inflammatorischen Phanotyp in den
FCR-Mausen wieder her

Es konnte gezeigt werden, dass das Immunsystem auf der einen Seite eine
wesentliche Rolle fiir das Uberleben der Mause nach zyklischem NTBC-Entzug
spielt, aber auf der anderen Seite die Entstehung von Tumoren beginstigt. Da
die FCR-Méause nach einem chronischen Leberschaden kein HCC entwickeln
und nach akutem Leberschaden mit Proliferation reagieren, soll durch ein Kon-
trollexperiment geklart werden, ob sie auch unter zyklischem NTBC-Entzug ein
HCC entwickeln kénnen, wenn die fehlenden Komponenten des Immunsystems
substituiert werden. Hierfir wurden zwei Ansatze gewahlt. Zum Einen wurden
T-Zellen aus der Milz von Fah-defizienten Mausen isoliert und mittels Injektion
Uber die Schwanzvene transplantiert. Zum Anderen wurden aus etwa 14,5 Tage
alten Embryonen Hamatopoetische Stammzellen (HSC) aus der embryonalen
Leber isoliert. Die lineage-depleted, CD34 positiven Hamatopoetischen Stamm-
zellen wurden direkt perkutan in die Leber der neugeborenen Mause vom
Stamm FCR injiziert.
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Abbildung 24: Das Uberleben von FCR-Mausen ist ndeh Transplantation von HSC und T-Zellen
deutlich verbessert: Links ist die Uberlebenskuiiuedie vier Gruppen (Fah, FCR, FCR + T cells und
FCR + HSC) dargestellt. Rechts sind die Werte fér @lutamat-Oxalazetat-Transaminase (GOT) als
Marker fur die Leberfunktion aufgetragen.

Die Abbildung 24 verdeutlicht, dass die Transplantation sowohl von T-Zellen als
auch von HSCs das Uberleben der FCR-Mause deutlich verbessert. Etwa 70%
der transplantierten Versuchstiere Uberleben bis zu vier Zyklen. Die Transami-
nasen steigen in den transplantierten Tieren deutlich an. Der Unterschied zu
der Gruppe Fah4xoff ist nicht signifikant. Das Verhaltnis zwischen Lebergewicht
und Kdrpergewicht der Versuchstiere ist in den vier Gruppen nicht signifikant
unterschiedlich (siehe Abbildung 25).
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Abbildung 25: Durch die Transplantation von HSC undellen in die FCR-Mause wird eine Hepatitis
gefordert: Das Verhéltnis von Lebergewicht/ Kérmawicht steigt deutlich an (rechts). Die Leber der
transplantierten FCR-Mause wurde immunhistochemisaiersucht, gezeigt werden eine makroskopi-
sche Aufnahme der Leber, H&B;Catenin, A6, und Ki67 (oben), sowie die Quantdizing der prolife-
rierenden Zellen in der Ki67-Farbung (unten linkepd die Messung der ZellgréRe anhand der
B-Catenin-Farbung (unten rechts).
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Durch die Substitution von Immunzellen konnte eine Hepatitis in den
FCR-Mausen induziert werden. Diese Hepatitis geht mit einer starken Infiltration
von nicht-parenchymalen Zellen (H&E) und einem Anstieg der Zellgrél3e (siehe
Abbildung 31: B-Catenin-Farbung) einher. Die Zellgrdl3e ist in beiden transplan-
tierten Gruppen signifikant groRer als in den Fah™- bzw. FCR-Mausen nach
zweimaligem NTBC-Entzug. Sowohl durch die transplantierten T-Zellen als
auch durch die HSC kénnen nach Leberschadigung wieder Leber-Stammzellen
aktiviert werden (siehe Abbildung 31: A6-Immunhistochemie). In diesen Grup-
pen sind signifikant mehr proliferierende Zellen in der Farbung fir Ki67 nach-
weisbar als in der entsprechenden Gruppe der FCR 4xoff Mause.
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Abbildung 26: Die Zahl der Makrophagen nimmt dumdie Transplantation von T-Zellen leicht zu:

Links: Gezeigt wird ein exemplarischer Dot plot rdiér ,gating“-Strategie fir Zellen des angeboren
Immunsystems in einer FCR-Maus nach der T-Zell Spéantation. Gate a reprasentiert die Granulozy-
ten, Gate b reprasentiert die Makrophagen. Das kotinpent der Monozyten (gate ¢ und d) wird in
Monozyten, die den Marker Ly6C stark exprimiereatégd = high MoMa) und solche die eine interme-
diare Expression des Markers Ly6C (gate ¢ = low Mdkkigen, unterschieden (Balkendiagramm).

Vor allem die Makrophagen kamen in den behandelten FCR-Mausen in sehr
niedriger Zahl vor. Durch die Transplantation der T-Zellen in diesen Stamm
kommt es allerdings nur zu einem geringen Anstieg der Makrophagen in der
Leber. Durch den Transfer von T-Zellen in die FCR-Mause konnten wesentliche
Merkmale der Hepatitis nach zyklischem NTBC-Entzug wieder hergestellt wer-
den.
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3.7 Aktivierung von Stress-Signalwegen in der Leber

Auf der Basis der Leberschadigung und der chronischen Entziindung ist es
auch zur Entstehung eines HCCs in den Fah”-Mausen gekommen. Um die
Verédnderungen in wichtigen Signalwegen in den Hepatozyten zu dokumentie-
ren, wurden Western Blot-Analysen von Totallysaten der Leber durchgefuhrt.
Hierbei sind nur leichte Unterschiede zwischen den beiden Genotypen erkenn-
bar. Der Zellzyklusinhibitor p21 wird sowohl von Fah™- als auch von den
FCR-Mausen unter NTBC-Entzug und in der darauf folgenden Phase der
NTBC-Behandlung stark exprimiert. Allerdings zeigt der Fah”-Stamm eine star-
kere Expression von Cyclin D1, einem Promotor des Zellzyklus, unter NTBC-
Entzug.
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Abbildung 27: Aktivierung von Stresssignalwegeneaurgyklischem NTBC-Entzug: PTEN/ PI3K/ AKT/
mTOR Signalweg (p-S6, 4EBP1, p-AKT), Zellzyklus {(p2Xyclin D1, STAT3, p-STAT3). Western
Blot-Analysen wurden aus Totallysat der Leber dgseftihrt. Einzelproben wurden von vier Versuchstie-
ren gepoolt.

Der PTEN/ PI3K/ AKT/ mTOR-Signalweg ist haufig in transformierten Zellen
dysreguliert. Dieser Mechanismus begiinstigt das Uberleben von tranformierten
Zellen. Targets in diesem Signalweg sind AKT, S6-Kinase und 4EBP1. pS6-
Kinase ist in den Fah”-M&usen im Vergleich zu den unbehandelten Tieren star-
ker induziert als in den FCR-Mausen. Das Translation-Repressor-Protein
4EBP1 bindet an den Translation-Initiation-Factor elF4E, dadurch wird eine
cap-abhéngige Translation inhibiert. Durch die Hyperphosphorylierung von
4EBP1 wird diese Interaktion aufgeldst, was zur Translation der Zielgene fihrt.
In der Expression von 4EBP1 kdnnen zwischen den beiden Genotypen keine
Unterschiede nachgewiesen werden. Auch in der Phosporylierung von AKT
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zeigen sich keine klaren Unterschiede. c-Jun ist eine Komponente des transc-
ription factor activator protein-1 (AP-1). AP-l-abhangige Transkription wird
durch verschiedene extrazellulare Signale induziert. Dazu gehdren zum Beispiel
Wachstumsfaktoren, Chemokine und Stresssignale. c-Jun ist jedoch deutlich
starker in den Fah”-Mausen unter Stress-Konditionen exprimiert.

3.8 Tumorentstehung in Fah™- und Fah/ common gamma chain/

Rag2”-Mausen nach chronischer Leberschadigung

Wiederkehrende inflammatorische Prozesse haben in den immunkompetenten
Fah-defizienten Mausen zur beschleunigten Entstehung eines HCCs binnen
drei bis vier Monaten geflihrt. Diese Entwicklung konnte bei den FCR-Mausen
nicht bestatigt werden. Neben einem geringen Grad der Hepatitis in diesem
Modell konnte jedoch gezeigt werden, dass die Fahigkeit der Leber zur Rege-
neration in beiden Stdammen vorhanden ist. Um zu Uberprifen, ob die FCR-
Mause nach einer chronischen Hepatitis ein HCC entwickeln, wurden die Ver-
suchstiere fur einen Zeitraum von mindestens neun Monaten auf einer 2,5%-
igen NTBC-Therapie gehalten.
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Abbildung 28: Chronischer Leberschaden und HCCEah"-und FCR-Mausen auf 2,5% NTBC: Ein

chronischer Leberschaden wurde durch eine subdefia¢rapie mit NTBC erzielt. Dargestellt sind tu-
morlastige Lebern und reprasentative Ausschnitte HigE-Farbung, Ki67- und p21-Farbung (oben),

sowie die Tumorinzidenz in den Fahund FCR-Mausen (rechts). Die maximale Tumorgrifs, Ver-

haltnis aus Lebergewicht und Kdrpergewicht, soweegliantitative Auswertung der positiven Zellen in

der Ki67-Farbung sind graphisch dargestellt (unten)
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Die zuvor unter zyklischem NTBC-Entzug beobachtete erhdhte Mortalitat tritt
bei einem chronischen Verlauf der HT-1 nicht mehr auf. Sowohl die Fah™-
Méause als auch die FCR-Mause entwickeln nach chronischer Leberschadigung
und binnen neun Monaten ein HCC. Die Tumorinzidenz sowie auch das gestei-
gerte Verhéaltnis zwischen Leber- und Korpergewicht ist in beiden Stdmmen
gleich. Eine erhéhte Zahl proliferierender Hepatozyten findet sich vor allem im
Tumor, im Nicht-Tumorgewebe liegt der Prozentsatz proliferierender Hepatozy-
ten zwischen 5% und 7,5% in beiden Stdmmen. Die Expression des Zellzyklu-
sinhibitors ist ausschlief3lich auf Nicht-Tumorgewebe begrenzt. Hierbei ergaben
sich keine signifikanten Unterschiede (siehe Abbildung 28).

Durch die letzten Experimente konnte gezeigt werden, dass die FCR-Mause die
gleichen Mechanismen aktivieren kénnen, um auf eine Leberschadigung zu
reagieren. Auch konnte gezeigt werden, dass nach chronischem Leberschaden
ein HCC in diesem Stamm entsteht. Dieser Versuch zeigt deutlich, dass die
Mechanismen, die zur Entstehung eines HCCs fuhren, nach chronischem Le-
berschaden und bei massiven inflammatorischen Prozessen zu unterscheiden
sind.

3.9 Nach vollstandigem NTBC-Entzug versterben die Mause an
einem akuten Leberversagen

Das adaptive Immunsystem scheint in diesem Modell ebenfalls eine entschei-
dende Rolle fiir das Uberleben der Mause nach zyklischem NTBC-Entzug zu
spielen. Daher soll das Augenmerk nun auf die Prozesse gelenkt werden, die
zu einem Versterben der Versuchstiere nach NTBC-Entzug fuhren. Moribunde
Tiere wurden getotet und die Leber wurde zur weiteren histologischen Untersu-
chung entnommen. Hierbei konnte beobachtet werden, dass zumindestens im
Trend, die FCR-Méause friher an einem akuten Leberversagen versterben als
die Fah”-Mause (siehe Abbildung 29, survival curve). Etwa 95% der FCR-
Mause verstarben innerhalb der ersten 30 Tage. Im selben Zeitraum nach
NTBC-Entzug verstarben nur etwa 20% der Fah”-Mause. Wie zu erwarten ver-
starben fast alle Fah-defizienten M&ause innerhalb von acht bis zehn Wochen
nach vollstandigem NTBC-Entzug. Die Lebern der moribunden Mause sind
kleiner als die der Kontrollgruppen.
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Abbildung 29: Akutes Leberversagen nach vollstaeigNTBC-Entzug: Oben: Die Uberlebenskurve
zeigt die Sterberate der Fahund FCR-Mause (mit und ohne Antibiotikagabe). lRecTransaminasen
(GOT) fur die Kontrollgruppen und moribunden Maukkten: Makroskopische Aufnahme der Leber,
sowie signifikante Ausschnitte aus der H&E-, Ki6Tunel- und3-Catenin-Farbung.

Vergleicht man die Stamme jedoch miteinander wird deutlich, dass der akute
Leberschaden bei beiden Stammen dasselbe Erscheinungsbild annimmt. In der
H&E-Farbung zeigen sich massive Nekrosen. Aul3erdem zeigt die Tunel-
Farbung einen massiven Zelltod durch den Mechanismus der Apoptose. Zu
diesem Befund passen auch die gestiegenen Serum-Transaminasen in den
moribunden Tieren (siehe Abbildung 29). Den Verlust an funktionalem Leberpa-
renchym kénnen die Versuchstiere nicht durch kompensatorische Proliferation
ausgleichen. Nur wenige proliferierende Hepatozyten konnten in der Ki67-
Farbung nachgewiesen werden. Das Bild dieses akuten Leberversagens gleicht
dabei sehr dem durch Endotoxine induzierten Leberschaden. Dieser Verdacht
wird verstarkt, da die Mortalitat der FCR-Mause durch die Gabe eines Antibioti-
kums positiv beeinflusst werden kann. Des Weiteren konnte durch Expressions-

analysen ein Anstieg der Expression der mRNA fir den TLR4 und CD14 nach-
gewiesen werden.

Die Griinde fiir ein Versterben der Fah”- und FCR-Mause nach FAA-induzierter
Schadigung sind in beiden Stdmmen gleich, allerdings sind die FCR-Mause

sensitiver fur eine zusatzliche akute Schadigung im Rahmen der chronischen
Lebererkrankung.
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3.10 Expressionsanalysen zeigen differentiell regulierte Gene unter
zyklischem NTBC-Entzug

Als nachstes wurden Expressionsanalysen von Uber 41.000 Genen in den
Fah™- und FCR-Mausen durchgefiihrt. Die Analysen geben Aufschluss tiber die
unter zyklischem NTBC-Entzug differenziell regulierten Gene.
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Abbildung 30: Heatmap von Uber 41.000 Genen inElgressionsanalyse: Die Heatmap ist in Klustern
angeordnet. Gruppiert sind die beiden Kontrollgemppnd die FaftM&use sowie die FCR-M&use nach
der 2xoff/off und 2xoff/on. Gene, die in ihrer Exgsion hochreguliert sind, zeigen eine rote Bande,
solche die runterreguliert sind, zeigen eine blBaade, gelb weist auf keine Regulation hin. Kluger
entspricht Genen bzw. Gengruppen, die in Pra-TuBswebe mindestens zehnfach hochreguliert sind.

In der Analyse dieser Expressionsdaten wurde besonders nach Genen gesucht,
deren Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe eine mindestens zehnfache
Erhéhung zeigt. Solche Gene erscheinen als besonders relevant fir den in-
flammatorischen Phanotyp und die Hepatitis sowie fir die Tumorentstehung in
den Fah”-Mausen. Im Kluster 8 konnten solche Gene identifiziert werden. Klus-
ter 8 enthélt etwa 200 Gene, die vorwiegend in der Zellzyklusregulation, Zell-
Zell-Interaktionen und der Migration von Immunzellen aus der Peripherie in die
Gewebe beteiligt sind. Diese Gene konnten verschiedenen Signalwegen zuge-
ordnet werden. Im Anhang befindet sich eine Tabelle mit allen im Kluster 8 ent-
haltenen Genen (siehe Tabelle 13, Anhang).
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Abbildung 31: Relative Expression von Genen in B&MA-Schaden-Signalwegen: Im Expressionsarray
(links) und in der semi-quantitativen RT-PCR (rehtAuf Grund der zellschadigenden Wirkung von
FAA kommt es zu oxidativem Stress, der zur Schauigder DNA fiihren kann, woraufhin Signalwege
zur Kontrolle von DNA-Schaden aktiviert werden. li®@rze Balken = Fdh weiRe Balken = FCR)

Chk1, Brcal und Cdc25b sind besonders stark in den Fah”-Mausen induziert.
Fur die FCR-Mause konnte eine starke Induktion der Genexpression fur Chekl
and Cdknla (p21) nachgewiesen werden. Eine erhéhte Proteinmenge konnte
auch im Western blot flr p21 nachgewiesen werden (siehe Abbildung 31). Auf
Grund dieser Funde wurden andere Gene, von denen bekannt ist dass sie an
der Kontrolle von DNA-Schaden und der Zellzyklusregulation beteiligt sind, un-
tersucht. Die Ergebnisse aus der Expressionsanalyse wurden mit semi-
quantitativen RT-PCRs validiert. Neben Genen, die an der Wahrnehmung von
DNA-Schaden beteiligt sind, wurden auch solche gefunden, die den Zellzyklus
regulieren. Fah”-Mause zeigen dabei eine starkere Induktion Zellzyklus-
relevanter Gene. In den FCR-Mausen ist es der Zellzyklusinhibitor p21, der be-
sonders stark exprimiert ist.
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Abbildung 32: Wnt-Signalweg nach zyklischer FAA-irmierter Schadigung: Links: relative mRNA-
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Whnt/B-Catenin-Signalweges. Rechts: relative ExpressamRNA fur Axin2.
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Im Kluster 8 zeigt jedoch eine andere mRNA die starkste Regulation. Wnt10a
ist 250-fach Uberexprimiert. Wntl10a ist Teil des wnt-Signalweges. Weitere Pro-
teine in diesem Signalweg sind B-Catenin und Survivin, die ebenfalls in den
Fah”-Mausen mindestens 10-fach hochreguliert sind (sieche Abbildung 30).
Wnt-Singaling ist an der frihen Embryogenese und an der Tumorentstehung
beteiligt. Die Glykogen-Synthase Kinase-3 (GSK-3) ist ein Enzym das die Gly-
kogensynthese nach einer Insulinantwort reguliert. GSK-3 ist ein downstream
Target des PI3K/Akt-Signalweges und eine Komponente des Wnt-Signalweges.
GSK-3 ist allerdings in beiden Stammen unter Stressbedingungen phosphory-
liert. Es gibt verschiedene Serinreste an denen B-Catenin phosphoryliert wer-
den kann. Eine Phosphorylierung an dem Ser552-Rest fihrt zu einer Akkumula-
tion von B-Catenin im Nukleus und fordert die Transkription genauso wie eine
Phosphorylierung an Ser675. Die Phosphorylierung von B-Catenin entscheidet
also dariiber ob Gene abgelesen werden oder nicht. GSK3p phosphoryliert -
Catenin an den Serin-Resten 33/ 37 und destabilisiert es damit. Diese Destabi-
lisierung fuhrt zu einer Degradation am Proteasom.
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4  Diskussion

In Deutschland erkranken jedes Jahr etwa 500.000 Menschen neu an Krebs.
Krebs ist einer Erkrankung, die aus DNA-Schaden hervorgeht und bei der es
zur Fehlregulation von Signalwegen in den Zellen kommt, die zu einem Uberle-
ben transformierter Zellen fihren und/ oder Apoptosemechanismen aussetzen.
Das Hepatozellulare Karzinom ist die haufigste Krebserkrankung der Leber und
scheint in der mannlichen Bevolkerung verbreiteter zu sein. Es ist meist mit ei-
ner chronischen Infektion mit dem Hepatitis C Virus oder dem Hepatitis B Virus
und Ubermalligem Alkoholabusus sowie einer Zirrhose assoziiert. Es gilt Au-
Rerdem als erwiesen, dass ein HCC auf der Grundlage einer Fibrose entstehen
kann. Ein weiterer Grund fur die Entstehung eines HCCs sind hereditare Leber-
erkrankungen. Hierzu z&ahlt die Hereditare Tyrosinamie Typ-1 (HT-1). Bei dieser
Erkrankung kommt es zur Akkumulation von kanzerogenen Metaboliten in der
Leber. Dies fuhrt zu oxidativem Stress und DNA-Schaden und letztlich zu einer
hohen Inzidenz fir ein HCC.

In dieser Arbeit wurde das murine Modell der hereditaren Tyrosinamie Typ-1
zur Induktion eines HCCs genutzt. Um speziell die Rolle des Immunsystems bei
der Entstehung eines HCCs in der HT-1 zu untersuchen, wurde ein immun-
suppressiver Fah”-Stamm generiert. Es gibt immer mehr Hinweise, dass es
unter chronischen Entziindungen zur Krebsentstehung kommt. So zum Beispiel
beim Kolorektalem Karcinom (colorectalem carcinom = CRC) wo Frank et al.
(2010) in einer grofRen Fallkontroll-Studie erneut einen Zusammenhang zwi-
schen SNPs in immunrelevanten Genen und CRC nachgewiesen haben. Der
Immunsuppressive Stamm FCR kann auf Grund des Knockouts der common
gamma chain — einer wichtigen Ko-Rezeptorkette fiir zahlreiche Interleukine —
und des Recombination activation Gene 2 keine T-, B- und NK-Zellen bilden.
Da die Leber ein immunprivilegiertes Organ ist, ist es wichtig zu klaren, ob es
durch den Verlust der Immunzellen schon zu einem verénderten Phanotyp in
den ,gesunden* FCR-Mausen kommt.

Durch diesen Verlust von Immunzellen entsteht den ,gesunden” FCR-M&ausen
jedoch kein Nachteil. Diese Mause weisen dasselbe Kdrpergewicht und auch
Lebergewicht auf wie die Fah™-Kontrollen (siehe Abbildung 16). Als Marker fiir
einen Leberschaden wurden hier die Glutamat-Oxalazetat-Transaminase und
Bilirubin gemessen. Bilirubin ist ein Indikator fur eine Cholestase, also einen
Rickstau von Gallensauren und anderen Gallenbestandteilen. Aber auch die
Transaminasen sind in den Kontrolltieren nicht erhoht. Als weiterer Marker wur-
de die Leberstruktur beurteilt. Anhand der H&E-Farbung kann man jedoch er-
kennen, dass es auch hier keinen Unterschied zwischen den gesunden immun-



4 Diskussion 85

kompetenten und immunsupressiven Fah”-Mausen gibt. Daher kann man sa-
gen, dass alle Veréanderungen tatséchlich auf die Behandlung zurtickgehen.

Aus frilheren Arbeiten ist bereits bekannt, dass die Fah”-Mause nach dem Ent-
zug von NTBC innerhalb von sechs bis acht Wochen an einem akuten Leber-
versagen versterben. Ein chronischer Leberschaden kann in diesem Model
durch die reduzierte Gabe von NTBC induziert werden. Hierbei kommt es in den
Fah”-Mausen zu einer Hepatitis und einem HCC innerhalb von neun bis zwolf
Monaten (Marhenke et al., 2008). Das Modell des akuten und chronischen Le-
berschadens spiegelt nicht die haufig beobachtete physiologische Situation mit
wiederkehrenden Phasen der Leberschadigung wieder. Dazu wurde in dieser
Arbeit ein neuer Ansatz gewahlt. Durch den zyklischen Entzug von NTBC sollen
hier inflammatorische Prozesse induziert werden, die zu einer starkeren Scha-
digung der Leber fuhren.

4.1 Durch inflammatorische Prozesse kann in den Fah”-M&usen
eine schwere Leberschadigung ausgeldst werden.

Es ist immer noch nicht genau geklart, wie es durch FAA zu einem akuten Le-
berversagen kommt. Das akute Leberversagen ist sicher auf eine direkte toxi-
sche Wirkung von FAA auf die Hepatozyten zurlickzufiihren. Es konnte gezeigt
werden, dass Mause defizient fur Fah und Hpd vor einem akuten Leberschaden
geschutzt sind. Das liegt daran, dass durch die Mutation in dem Gen fur Hpd
kein FAA gebildet wird (Vogel et al., 2004). AuRerdem ist bekannt, dass in der
Leber residierende Makrophagen - Kupffer-Zellen - und infiltrierende Monozyten
eine Nicht-Alkoholische Steatohepatitis (NASH) auslésen und zusatzlich ihr vo-
ranschreiten fordern. Hierbei sind es vor allem die in der frihen Phase der
NASH von den Makrophagen gebildeten Zytokine IL-1la und TNFa, die eine
entscheidende Rolle zu spielen scheinen (Tosello-Trampont et al., 2012). In der
Leber scheint es also verschiedene Mechanismen zu geben, die zu einer Scha-
digung der Hepatozyten fuhren. In dieser Arbeit konnte durch eine wiederkeh-
rende Schadigung der Hepatozyten eine fulminate Hepatitis induziert werden.

AulRerdem konnten drei mdgliche Mechanismen als Teil der Leberregeneration
nach massiver Schadigung aufgezeigt werden. Zum Einen kommt es in der kur-
zen Phase der Regeneration unter der NTBC-Behandlung zu einer kompensa-
torischen Proliferation der Hepatozyten. Diese kompensatorische Proliferation
der Hepatozyten ist in den Fah”-Mé&usen signifikant starker ausgepragt als in
den FCR-Mausen. Die Fah”-Mause zeigen auch eine starkere Regulation von
Zellzyklusgenen (siehe Abbildung 34). Zum Anderen kommt es in den gescha-
digten Lebern der Fah”-M&use zu einem Zellverlust und zu einer kompensato-
rischen Zunahme der ZellgroRe. Bei der Hyperplasie kommt es zu einer Gro-
Renzunahme aufgrund von vermehrter Zellteilung. Bei der Hypertrophie, als
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Mechanismus zur Leberregeneration, kommte es zu einer Zunahme der Zell-
gro3e. Dieser Mechanismus wurde bisher in alten Mausen diskutiert. In altern-
den Organismen ist die Proliferationsfahigkeit aufgrund von beispielweise einer
verminderten Konzentration von Wachstumsfaktoren, einer Akkumulation von
DNA-Schaden und einer verringerten Moglichkeit Stammzellen in den Geweben
zu aktivieren deutlich eingeschrankt. An alten und jungen tragenden Mausen
konnte gezeigt werden, dass der Wechsel von einer Regeneration durch Proli-
feration hin zu einer Regeneration durch Hypertrophie durch den AKT/mTORC1
vermittelt wird. Als Folge dessen konnte gezeigt werden, dass wieder mehr Pro-
liferation stattfindet, wenn der Komplex inhibiert wird (Gielchinsky, 2010). Das
Akute Leberversagen (ALF) ist ein schweres klinisches Syndrom. Wahrend ei-
nes akuten Leberversagens kommt es ebenfalls zu massivem Zelltod und zu
einer stark eingeschréankten Regeneration durch Proliferation.

Ein dritter kontrovers diskutierter Mechanismus der Leberregeneration ist die
Aktivierung von bipotenten Leber-Stammzellen (Ovalzellen). Ovalzellen stellen
eine Mdglichkeit der Leberregeneration dar wenn die Proliferation differenzierter
Hepatozyten nach massiver Schadigung inhibiert ist. Die Schéadigung nach
NTBC-Entzug l6st so einen Proliferationsblock in den Hepatozyten aus (Vogel
et al., 2004). Es konnte gezeigt werden, dass die Proliferation von Ovalzellen
unter experimentellen Bedingungen durch INF-y gesteigert werden kann. Im
Gegensatz dazu ist die Ovalzell Antwort in INF-y”-Mausen eingeschrankt
(Brooling et al., 2005). INF-y wird nicht nach partieller Hepatektomie — einem
Modellen in dem man annimmt, dass ausschliel3lich differenzierte Hepatozyten
proliferieren und zur Regeneration beitragen — hoch reguliert. INF-y ist jedoch in
Modell mit Leberschaden induziert, in denen es zu einer Aktivierung von Oval-
zellen kommt. In dieser Arbeit konnte ausschlieflich in den Fah”-Mausen eine
starke Aktivierung von Ovalzellen unter zyklischem NTBC-Entzug nachgewie-
sen werden. Diese Gruppe zeigt auch eine achtfache Induktion der mRNA fur
INF-y. In den FCR-Mausen ist die Transkription der mRNA fir INF-y um das
doppelte runterreguliert. Es besteht aul3erdem ein Zusammenhang zwischen
Entzindungsreaktionen und der Aktivierung von Ovalzellen. Fehlen zum Bei-
spiel T-Zellen kommt es zu einer verringerten Aktivierung von Oval Zellen nach
CDE-Diat induziertem Leberschaden. In alymphoiden Mausen (Rag2” c¢,”)
kommt es zu keiner Ovalzell-Antwort und zu einer erh6hten Mortalitat nach in-
duzierter Leberschadigung (Strick-Marchand et al., 2008). Dies ist in Uberein-
stimmung mit den hier gefundenen Ergebnissen, dass es nach Leberschadi-
gung unter zyklischem NTBC-Entzug zu keiner Ovalzell-Antwort und auch zu
einer erhéhten Mortalitat in den Fah”™ Rag2” c,”-Mausen kommt. Es konnte
auch nach CDE-Diat in diesen Mausen keine Ovalzell-Aktivierung nachgewie-
sen werden. Ob die Ovalzellen in Hepatozyten differenzieren ist noch nicht hin-
reichend geklart. Eine Arbeit von Holger Willenbring (Malato et al., 2011) hat in
verschiedenen Schadigungsmodellen den Ursprung neu gebildeter Hepatozy-
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ten verfolgt und kommt zu dem Schluss, dass neu gebildete Hepatozyten in der
Leberhomdostase von bereits existierenden Hepatozyten abstammen. Hier
konnte gezeigt werden, dass Leberstammzellen auch nach partieller Hepatek-
tomie oder CCl4-Intoxikation einen kleinen Teil zur Regeneration beitragen
konnen. In dieser Arbeit wurden proliferierende Ovalzellen mit BrdU markiert,
um eine Differenzierung in Hepatozyten nachzuweisen. Hier zeigten sich aller-
dings nur wenige BrdU-positive — und damit von markierten Ovalzellen ab-
stammende — Hepatozyten.

4.2 Das Immunsystem verstarkt die Leberschadigung in
Fah”-Mausen

Obwohl in beiden Knock-out Stammen der gleiche oxidative Stress zu einer
Schadigung der Hepatozyten fuhrt, ist in den FCR-Mausen allgemein eine mil-
dere Hepatitis zu beobachten. Dies wirft die Frage auf, in wie weit das Immun-
system in diesem Modell die Schadigung beschleunigt oder verstéarkt. Greten et
al. konnte 2004 zeigen, dass eine Aktivierung von NF-kB die Tumorentstehung
in Modellen fordert, in denen Entziindungsreaktionen als Promotor fir die Kreb-
sentstehung dienen. CCl4 induziert eine Leberfibrose und Makrophagen sind im
Besonderen mit der Narbenbildung in diesem Modell assoziiert. In einem trans-
genen Mausmodell (CD11b-DTR) konnte gezeigt werden, dass man bei den
Makrophagen funktionale Subtypen unterscheiden muss, die nebeneinander im
Gewebe existieren aber verschiedene Funktionen in der Schadigungsphase
und der Regeneration haben (Duffield, J. 2005). Das Immunsystem kann dabei
selbst zur Schéadigung beitragen. Durch freie Radikale die von Zellen des ange-
borenen Immunsystems gebildet werden, kénnen zusatzliche DNA-Schaden
induziert werden. Unter chronischen inflammatorischen Prozessen werden
Wachstumsfaktoren, Zytokine, Chemokine und Matrix-Metalloproteinasen ge-
bildet, die zur Angiogenese und zur Neubildung von Geweben fiihren kdénnen.
Nicht zuletzt kann das angeborene Immunsystem eine anti-Tumor-
Immunantwort des adaptiven Immunsystems unterdrticken.

Das Profil der Immunzellen in der entziindeten Leber der Fah”-Mé&use zeichnet
sich vor allem durch einen deutlichen Anstieg der NK- und NKT-Zellen und der
Myeloiden Zellen aus. Es lasst sich ein moderater Anstieg bei den CD4" T-
Zellen erkennen, wahrend es zu keiner B-Zell-Antwort kommt. Hier scheint der
initiale Schaden der Hepatozyten das Immunsystem zu aktivieren, was wieder-
um die Leberschadigung vorantreibt. NKT-Zellen sekretieren eine grol3e Menge
an INF-y, einem Typ-1-Zytokin und IL-4, einem Typ-2-Zytokin (Exley und Koziel,
2004). In den Fah™-Mausen zeigt sich in Ubereinstimmung mit der Literatur ei-
ne erhohte Expression von INF-y (8-fach) und IL-4 (3-fach) auf mMRNA-Ebene.
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Abbildung 33: Modell zur Aktivierung von Typ-1/ Typ CD4" T-Helferzellen. Hier sind zwei Typen von
Th-Zellen dargestellt. Die Th2-Zellen interagiemait B-Zellen und l16sen so eine humorale Immunan-
wort aus wahrend die Thl-Zellen eine zellulare Imantwort auslésen und zum Beispiel mit Makropha-
gen interagieren.
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Neben INF-y wird auch TGFB (14-fach erhoht) gebildet. INF-y wiederum indu-
ziert die Bildung von IL-12 (8-fach erhoht). Dies kann in einer Feedback-
Schleife die INF-y Sekretion stimmulieren. CD1d-reaktive T-Zellen werden auch
mit Modellen der Leberschadigung in Verbindung gebracht. Der Verlust von
NKT-Zellen, aber auch Méause die fir CD1d defizient sind, sind unempfindlich
gegenuber einem Concanavalin A (Con-A)-induziertem Leberschaden (Toyabe
S, 1997 und Takeda K, 2000). CD4" Thi-Zellen lésen wiederum eine zellulare
Immunantwort aus. Ihre Gegenspieler sind Makrophagen.

Makrophagen nehmen eine Schlisselrolle in chronischen Entziindungen ein. Es
werden dabei zwei Klassen von Makrophagen unterschieden. M1-Makrophagen
sind an der sogenannten Typ 1-Reaktion beteiligt. Diese Makrophagen werden
klassischerweise durch mikrobielle Produkte aktiviert. Aktivierte M1 Makropha-
gen produzieren dann wiederum reaktive Sauerstoffspezies und Stickstoffinter-
mediate. M2-Makrophagen werden Uber einen alternativen Weg aktiviert. Sie
regulieren die Entzindungsreaktion. Sie fordern aber auch Zellwachstum und
Zellteilung indem sie Wachstumsfaktoren bilden, die Angiogenese unterstitzen
und die Gewebestruktur verandern (Balkwill, 2005). Vor allem Monozyten und
Makrophagen wandern in groRer Zahl in die geschadigte Leber der Fah’-
Méause ein wahrend die Makrophagen in den FCR-Mé&usen fast vollstandig feh-
len.

Der initiale Schaden ist in beiden Stammen gleich, aber nur in den Fah’-
Mausen kann das Immunsystem Uber NKT-Zellen und Makrophagen aktiviert
werden. Dieser zusatzliche inflammatorische Schaden kdnnte dann zu einer
Verstarkung der Hepatitis und vielleicht Uber reaktive Sauerstoffspezies und
Stickstoffintermediate zu zusétzlichen DNA-Schaden in den Hepatozyten fih-
ren. Bedingt durch eine Vielzahl von gebildeten Wachstumsfaktoren kommt es
in den Fah™-Mausen zu einer partiellen Regeneration und zum Uberleben neo-
plastischer Zellen. Dies kdnnte letztlich zur Entstehung eines HCCs beitragen.
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Die Bedeutung des Immunsystems an diesem transformierenden Phanptyp wird
auch anhand der durchgefiihrten Transplantationsexperimente ersichtlich. Hier
fuhrt der adaptive Transfer von hamatopoetischen Stammzellen, aber auch der
Transfer von T-Zellen allein, in die FCR-Mause zu einer verstarkten Hepatitis.
Dies fuhrt in den FCR-Mausen nach Transplantation zu einer erhéhten Prolife-
ration von differenzierten Hepatozyten, einer Zunahme der Zellgré3e und einer
Aktivierung der Leberstammzellen wie sie schon in den Fah’-M&usen unter
zyklischem NTBC-Entzug beobachtet wird. Allerdings wird an diesen Experi-
menten auch deutlich, dass die Substitution von Immunzellen allein nicht fur die
Karzinogenese ausreicht. Daher kénnen noch andere Faktoren angenommen
werden, die eine Tumorentstehung in den Fah™-Mausen begiinstigen. Hepato-
zyten koénnen nicht nur als antigenprasentierende Zellen dienen. Der IL-4-
Rezeptor benutzt ebenfalls die common gamma chain als Ko-Rezeptorkette.
Neben vielen hamatpoetischen Zellen wird der IL-4-Rezeptor auch auf endothe-
lialen und epithelialen Zellen, Muskelzellen, Fibroblasten und auch auf Hepato-
zyten exprimiert (Nelms et al. 1999). Aul3erdem konnte gezeigt werden, dass
Leberkrebszelllinien fir IL-4 sensitiv sind. IL-4 inhibiert die Expression von He-
patitis B-Oberflachenantigenen und dem Heptitis Be-Antigen in stabil transfizier-
ten HepG2.2.15 Zellen (Yao 2011). Die erhéhte Expression von IL-2 und seiner
drei Rezeptorketten hat einen direkten Effekt auf die Entstehung von Brustkrebs
und die Malignitat dieser Tumore (Garcia-Tufion, 2004). Ahnliche Zusammen-
hange werden auch fir die Rezptoren von IL-7 und IL-15 diskutiert. Dies legt
nahe, dass auch die Signalweiterleitung tber die c,-Ko-Rezeptorkette auf trans-
formierte Zellen eine entscheidende Rolle spielen kdnnte.

4.3. Tumorentstehung in Fah”-M&usen.

Die Hepatitis fuhrt zu einer beschleunigten Krebsentstehung in den
Fah”-Mausen. Erste Tumore wurden in den Fah”-Mausen bereits nach zwei
Monaten beobachtet, die Tumorinzidenz lag nach vier Monaten bei 100%. In
einem Modell der chemisch-induzierten Karzinogenese konnte an
c-Jun®"-Mausen gezeigt werden, dass der Knock-out von c-Jun die Tumorbil-
dung deutlich verringert. Hier konnte ebenfalls gezeigt werden, dass c-Jun die
Tumorzellen nach der Initiations-Phase vor Apoptose schitzt. Fir die weitere
Tumorprogression ist c-Jun nicht entscheidend (Eferl et al. 2003). Der zyklische
Entzug von NTBC fiihrt in den Fah’-M&usen zu einem erhéhten Level von
c-Jun im Vergleich zu den FCR-Mausen. Aulerdem konnte in den
Fah”-Mausen keine apoptotischen Zellen nachgewiesen werden. Eferl konnte
auch zeigen, dass c-Jun der pro-apoptotischen Wirkung von p53 entgegenwirkt.
In der semiquantitativen RT-PCR konnte gezeigt werden, dass p53 starker in
den FCR-Mausen induziert ist. Diese Mause entwickeln keinen Tumor und zei-
gen ebenfalls eine starkere Expression von p21 auf mRNA- und Proteinebene.
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Hier kann eventuell ein Initiator fur die Tumorentstehung in den Fah”-Mausen
liegen.

Neben Genen die ihr Rolle in der Zellzyklusregulation haben, sind in den ent-
ziindeten Lebern der Fah”-Mause auch Komponenten des Wnt/ B-Catenin Sig-
nalweges hochreguliert. Dieser Signalweg ist in Krebszellen vieler Gewebe,
darunter auch dem HCC, fehlreguliert (Coulouarn, 2012 und Lee 2006). Nach
Whnt-Ligandenbindung an Frizzled-Rezeptoren kommt es zu einer Aktivierung
von Dishevelled. Dishevelled wiederum inaktiviert den Komplex aus
GSK3p/ APC/ Axin und verhindert die Phosphorylierung von B-Catenin durch
die GSK3B. Dadurch wird B-Catenin nicht mehr degradiert und sammelt sich
intrazellular an bzw. kann in den Zellkern translozieren (Seidensticker, 2000).
Zwei Mitglieder der Wnt-Familie zeigen in den Fah”-Mé&usen eine deutliche dif-
ferentielle Regulation. Wnt4 und Wntl10a sind zehnfach, bzw. mehr als 250-fach
hochreguliert. Und lassen daher eine Fehlregulation des Wnt/ p-Catenin Sig-
nalweges vermuten. Einige Zielgene des Wnt/ B-Catenin Signalweges beein-
flussen mal3geblich das Zellwachstum und den Zellzyklus, wie beispielsweise
Cyclin D1, c-Jun, fra-1 und WISP-1, oder sind an einem invasiven Charakter
von Tumoren beteiligt, wie etwa MMP7 und VEGF (Giles, 2003). Die Zielgene
Cyclin D1 und c-Jun zeigen eine deutlich starkere Induktion auf Proteinebene in
den geschadigten Fah”-Mausen im Vergleich zu den FCR-Mausen. Die Ex-
pression der mRNA fiir verschiedene Matrix-Metalloproteinasen sind zwischen
den Fah”-Mausen und den FCR-Mausen differenziell reguliert. Die Fah™-
Mause zeigen eine deutlich starkere Expression von MMP7, MMP9 und
MMP12. MMP7 zum Beispiel wird auch als Zielgen fir eine EpCam-vermittelte
Signalweiterleitung beschrieben. EpCam ist in diesem Model auf mRNA-Ebene
doppelt so stark in den geschadigten Fah”-Mausen induziert wie in den Lebern
der FCR-Mause. EpCam hat ebenfalls wichtige Funktionen in zellularen Pro-
zessen wie etwa der Zelladhasion, -migration und -proliferation. Eine Uberex-
pression beider Gene wird mit der Tumorentstehung in verschiedenen Gewe-
ben in Verbindung gebracht (Denzel 2012).

Fazit

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit die zweifache Rolle des Immunsys-
tems im Rahmen einer chronischen Lebererkrankung gezeigt werden. Auf der
einen Seite ist es fir das Uberleben der Mause und eine effiziente Leberrege-
neration wichtig, auf der anderen Seite tragt es entscheidend zur Leberschadi-
gung und daher langfristig zur Tumorentwicklung bei. Es konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass nicht ein einzelner Zelltyp fir die Leberschadigung und
die Tumorentstehung verantwortlich ist, sondern dass ein Zusammenwirken von
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Komponenten des Angeborenen und des Adaptiven Immunsystems notwendig
ist. Ein besseres Verstandnis dieser unterschiedlichen Prozesse wird in der Zu-
kunft neue therapeutische Méglichkeiten zur Verhinderung und auch Therapie
von Tumorerkrankungen eroffnen.
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A Expressionsanalysen

Sample name

A_51_P452876
A 52 _P214134
A 52 _P512955
A_52_P646684
A_51_P432380
A_52_P482897
A_51_P409496
A_51_P422625
A_52_P260696
A_51_P217778

A_51_P189121
A_51_P212038
A_51_P167410

A_51_P230103
A _51_P475523
A_51_P421559
A_51_P490509

A_52_P405177
A_52_P474089
A_51_P455647
A_51_P317031
A_51_P471362
A_52_P145993
A_51_P114462
A_51_P408595
A_51_P464703
A_51_P481920
A 51_P171382
A_51_P474431
A_52_P211223
A_51_P155142
A 51_P173114
A_51_P275101
A 51_P165185
A_52_P549190
A_52_P447284
A_52_P108845
A_52_P476075
A_51_P514029
A_51_P145130
A_51_P182303
A 51_P214127
A_51_P438841
A_51_P180463
A_51_P140017
A_51_P122649

A_52_P220176
A_52_P411003
A_51_P219868
A_51_P115441
A_52_P362603

A_51_P337655

A_52_P14686
A_52_P609918
A_52_P10622

A_51_P513898
A_52_P447944

name
Akl

Alox5

Anin

Ano9
Aplpl

Areg
Arhgaplla
Arl11l
Arnt2
Aspm

Atp2c2
Atp6v0e2
Bglap-rs1

Birc5
Brcal
Bspry
Bublb

C1qtnf6
Capn6é
Car2
Ccdc109b
Ccdc64b
Ccdc74a
Ccl17
Ccl20
Ccl8
Ccna2
Cd163I1
Cdc25b
Cdca2
Cdca8
Cdhrl
Chst11
Cldn7
Cldn8
Clicé
Clip3
Clspn
Cmal
Cma2
Colla2
Cpa3
Ctnna2
Cux2
Cysltrl
Degs2

Dkk3
Digap5
Dnml
DpysI3
Dsccl

Dsnl

Dtl

Ehf

Emb
Epb4.114a
EpCam

description

adenylate kinase 1

arachidonate 5-lipoxygenase

anillin, actin binding protein

anoctamin 9

amyloid beta (A4) precursor-like protein 1
amphiregulin

Rho GTPase activating protein 11A
ADP-ribosylation factor-like 11

aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator 2 (

asp (abnormal spindle)-like, microcephaly assodiate
(Drosophila)

ATPase, Ca++ transporting, type 2C, member 2
ATPase, H+ transporting, lysosomal VO subunit E2

bone gamma-carboxyglutamate protein, related
sequence 1

baculoviral IAP repeat-containing 5
breast cancer 1
B-box and SPRY domain containing

budding uninhibited by benzimidazoles 1 homolog,
beta (S. cerevisiae)

C1q and tumor necrosis factor related protein 6
calpain 6

carbonic anhydrase 2

coiled-coil domain containing 109B
coiled-coil domain containing 64B
coiled-coil domain containing 74A
chemokine (C-C motif) ligand 17

chemokine (C-C motif) ligand 20

chemokine (C-C motif) ligand 8

cyclin A2

CD163 molecule-like 1

cell division cycle 25 homolog B (S. pombe)
cell division cycle associated 2 Gene

cell division cycle associated 8
cadherin-related family member 1
carbohydrate sulfotransferase 11

claudin 7

claudin 8

chloride intracellular channel 6 (

CAP-GLY domain containing linker protein 3
claspin homolog (Xenopus laevis)

chymase 1, mast cell

chymase 2, mast cell

collagen, type |, alpha 2

carboxypeptidase A3, mast cell

catenin (cadherin associated protein), alpha 2
cut-like homeobox 2

cysteinyl leukotriene receptor 1

degenerative spermatocyte homolog 2 (Drosophila),
lipid desaturase

Mus musculus dickkopf homolog 3 (Xenopus laevis)
discs, large (Drosophila) homolog-associated pndiei
dynamin 1

dihydropyrimidinase-like 3

defective in sister chromatid cohesion 1 homolag (S
cerevisiae)

MIND kinetochore complex component, homolog (S
cerevisiae)

denticleless homolog (Drosophila)

ets homologous factor

embigin

erythrocyte protein band 4.1-like 4a

Mus musculus epithelial cell adhesion molecule

Tabelle 15: relative Expression von Genen

Fold change Fah*
11,8
23,6
32,4
20,8
13,3
47,6
15,4
12,4
15,1
38,2

14,1
17,3
22,6

42,3
11,4
31,3
15,7

11,9
16,7
19,1
10,7
10,9
12,4
17,3
13,0
159
252
11,8
10,6
12,9
11,2
11,1
19,1
58,1
11,8
16,5
123
18,3
96,1
47,4
132
517,1
10,3
26,6
14,1
23,2

10,9
16,8
16,5
A2
15,5

10,2

14,9
28,0
21,3
13,9
19.8

Fold change FCR**
2,4
4.4
55
2,7
o3
5,6
52
4,0
6,2
3,9

3,2
4,6
5,6

8,9
2,6
5,7
7,0

57
31
43
33
1,4
57
2,6
3.2
52
6,3
18
23
28
4,4
13
48
41
41
48
47
6,1
18
1,0
34
56
19
6,7
53
45

8,5
3,8
4,7
13
4,6

1,6

6,9
51
51
2.8
9,4
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A 51_P123134

A_52_P79821
A_52_P329207
A_51_P467798
A_51_P502357
A_51_P511250
A_51_P455897
A_51_P273556
A_52_P66205

A_51_P309370
A_51_P289341
A_51_P269404
A_51_P456870
A_52_P28806

A_51_P286748
A_51_P149422

A_51_P127695
A_52_P68221

A_51_P494744
A 51_P183414
A_52_P93393

A_51_P159612
A_51_P351970
A_52_P435080
A_52_P536796
A_52_P599317
A_52_P957659
A 52_P383114

A_52_P443701
A_52_P484194
A_51_P228658
A_51_P103007
A_51_P303424
A_51_P153132

A 52_P319774
A_52_P473966

A_52_P227391
A_52_P49378

A_51_P133138
A_51_P493467
A_52_P27602

A_51_P135092
A_51_P254805
A_51_P154753
A_51_P356642
A_52_P331762
A_51_P194306
A_51_P233101

A_51_P128667
A_51_P243514
A_51_P230873
A_52_P996341
A_52_P254908
A_51_P145132
A_52_P99341

A_52_P706060
A_51_P241791
A_51_P426096
A_52_P507214
A 51_P313674
A_51_P389650
A_51_P375543
A_51_P488368
A_52_P613255
A_52_P363039
A_52_P251366
A_51_P232868
A_51_P339055
A_52_P670978
A_52_P529570

A 51_P513682

A_52_P642453

Erccél

Esrpl
Expi
Fam129a
Faml63a
Fam46b
Fam64a
Fam83d
Fancd2
Fblim1
Fermtl
Fmo3
Foxj1
Foxm1
Frzb
Gng13

Grebl
Gria3
Gripl
Guca2b
Gxylt2
Hebp2
Hells
Hgf
Hpgds
Hs6st2
Igkv1-117
Igl-v1

1gsf9
111rl1
Isynal
Itgam
Itgax
Kcne2

Kcnip4
Kdelr3

Kif15
Kifla
Kif20a
Kif22
Kif23
Kif2c
Kif4
Klc3
Krt19
Lmol
Lrrcl
Ltbp3

Lynx1
Maccl
Mad2I1
Mastl
Mcf2l
Mcpt4
Meg3
Mex3a
Miflip
Mmp7
Mmp9
MMP12
Mrgprb2
Myb
Myot
Ncam1l
Ncaph
Neil3
Neurl1B
Nipal2
Nkainl
Nsl1

Nuf2

Obscn

excision repair cross-complementing rodent repair
deficiency complementation group 6 - like

epithelial splicing regulatory protein 1
extracellular proteinase inhibitor

family with sequence similarity 129, member A
family with sequence similarity 163, member A
family with sequence similarity 46, member B
family with sequence similarity 64, member A
family with sequence similarity 83, member D
Fanconi anemia, complementation group D2
filamin binding LIM protein 1

fermitin family homolog 1 (Drosophila)

flavin containing monooxygenase 3

forkhead box J1

forkhead box M1

Mus musculus frizzled-related protein

guanine nucleotide binding protein (G protein), gzan
13

gene regulated by estrogen in breast cancer protein
glutamate receptor, ionotropic, AMPA3 (alpha 3)
glutamate receptor interacting protein 1

guanylate cyclase activator 2b (retina)

glucoside xylosyltransferase 2

heme binding protein 2

helicase, lymphoid specific

hepatocyte growth factor

hematopoietic prostaglandin D synthase

heparan sulfate 6-O-sulfotransferase 2

IgK processed chain

anti-deoxynivalenol scFv lambda light chain varébl
region

immunoglobulin superfamily, member 9

interleukin 1 receptor-like 1

myo-inositol 1-phosphate synthase Al

integrin alpha M

integrin alpha X

potassium voltage-gated channel, Isk-related subfar
ily, gene 2

Kv channel interacting protein 4

KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu) endoplasmic reticulum
protein retention receptor 3

kinesin family member 15
kinesin family member 1A
mRNA for rabkinesin-6.
kinesin family member 22
kinesin family member 23
kinesin family member 2C
kinesin family member 4
kinesin light chain 3
keratin 19

LIM domain only 1
leucine rich repeat containing

latent transforming growth factor beta binding pint
3

Ly6/neurotoxin 1

metastasis associated in colon cancer 1
MAD2 mitotic arrest deficient-like 1 (yeast)
microtubule associated serine/threonine kinase-like
mcf.2 transforming sequence-like

mast cell protease 4

maternally expressed 3

mex3 homolog A (C. elegans)

myeloid leukemia factor 1 interacting protein
matrix metallopeptidase 7

matrix metallopeptidase 9

matrix metallopeptidase 12

MAS-related GPR, member B2
myeloblastosis oncogene

myotilin

neural cell adhesion molecule 1

non-SMC condensin | complex, subunit H
nei like 3 (E. coli)

neuralized homolog 1B (Drosophila)
NIPA-like domain containing 2

Na+/K+ transporting ATPase interacting 1

NSL1, MIND kinetochore complex component,
homolog (S. cerevisiae)

NUF2, NDCB80 kinetochore complex component,
homolog (S. cerevisiae)

obscurin, cytoskeletal calmodulin and titin-inteiag

12,6

27,7
20,8
20,1
22,6
13,0
20,7
24,9
10,9
23,9
19,8
59,9
43,5
13,57
10,8
14,8

13,2
10,8
24,9
18,7
16,7
23,6
10,2
11,7
21,3
31,7
19,6
13,8

13,5
25,2
11
12,2
28,3
54,7

15,4
25,1

19,9
20,2
22,8
25!
46,6
17,6
21,4
13,7
12,7
20,8
{201
11,7

12,4
35,1
Ll il
1281}
15,3
74,2
48,1
19,8
10,9
83,4
12,6
45,5
16,4
11,8
15,8
13,3
13,1
19,3
18,4
13,3
10,2
11,3

23,8

19,8

8,1

1,4
56
5,0
31
34
23
6,8
4.4
26
338
45
37
6,8
12,7
33

1,2
47
5,6
15
1,4
3,4
3,6
7,0
7,1
3,5
-il, 2
1,4

2,4
L2
3.8
53
53
4,2

-1,2
7,2

58
4,9
8,8
5,6
8,6
4,8
3,0
7,3
4,6
7,0
3,0
3,0

3,9
3,0
35
23
59
15
3.2
51
41
22,9
48
96
13
37
1.2
2,0
19
6,2
4.4
1,0
13
6,3

7,0

2,5
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A_52_P144368
A_51_P107326
A_51_P280117
A_52_P264790
A_51_P463428
A_51_P312360
A_52_P240036
A_51_P396570
A_51_P256706

A_51_P167360
A_52_P149577
A_51_P243750
A_51_P148105
A_51_P188772
A_52_P244

A_51_P419226
A_51_P208083
A_52_P527977
A_51_P487999
A_51_P238523
A_52_P105040

A_51_P304607
A 51_P110088

A_51_P513530
A_51_P210510
A_51_P421790

A_52_P509886
A_51_P123676
A_51_P220222
A_51_P218335
A_51_P317640
A_51_P154379
A_51_P419711
A_51_P385099
A_52_P167411
A_52_P254155
A_51_P258721
A_51_P256246
A_51_P473272
A_52_P306744
A_51_P491742

A_51_P309234
A_51_P381409
A_51_P342773
A_51_P372456
A_51_P390804
A_51_P171616
A_51_P130475
A_51_P231958

Odz4
Oxctl
Padi2
Pdgfd
Pik3ip1
Pkmyt1
Plchl
Plod2
Psmc3ip

Ptpn7
Rab25
Racgapl
Rad51
Rgnef
Rian
S100a14
S100b
Sdk2
Sgoll
Shisa4
Slc25a4

Slc5a9
Slc9a7

Spag5
Sparcll
Spdef

Spintl
Synpo
Tacc3
Tbx1
Tgfb2
Tmem150c
Tmsb10
Tnf
Tnk1
Tpsb2
Tpsgl
Tspanl3
Tspan6
Tspan8
Uhrfl

Vgli3
Vill
Vipr2
Wdr86
Wisp2
Wntl0a
Wnt4
Zwilch

RhoGEF

odd Oz/ten-m homolog 4 (Drosophila)

3-oxoacid CoA transferase 1

peptidyl arginine deiminase, type Il

platelet-derived growth factor, D polypeptide
phosphoinositide-3-kinase interacting protein 1
MYT1 kinase

phospholipase C, eta 1

procollagen lysine, 2-oxoglutarate 5-dioxygenase 2

proteasome (prosome, macropain) 26S subunit,
ATPase 3, interacting protein

protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 7
RAB25, member RAS oncogene family
Rac GTPase-activating protein 1

RAD51 homolog (S. cerevisiae)
Rho-guanine nucleotide exchange factor
RNA imprinted and accumulated in nucleus
S100 calcium binding protein A14

S100 protein, beta polypeptide, neural
sidekick homolog 2 (chicken)]
shugoshin-like 1 (S. pombe)

shisa homolog 4 (Xenopus laevis)

solute carrier family 25 (mitochondrial carrier.emihe
nucleotide translocator), member 4

solute carrier family 5 (sodium/glucose cotransport
member 9

solute carrier family 9 (sodium/hydrogen exchanger)
member 7

sperm associated antigen 5
SPARC-like 1

SAM pointed domain containing ets transcription
factor

serine protease inhibitor, Kunitz type 1
synaptopodin

transforming, acidic coiled-coil containing prot&n
T-box 1

transforming growth factor, beta 2
transmembrane protein 150C
thymosin, beta 10

tumor necrosis factor

tyrosine kinase, non-receptor, 1
tryptase beta 2

tryptase gamma 1

tetraspanin 13

tetraspanin 6

tetraspanin 8

ubiquitin-like, containing PHD and RING finger
domains, 1

vestigial like 3 (Drosophila)

villin 1

vasoactive intestinal peptide receptor 2

WD repeat domain 86

WNT1 inducible signaling pathway protein 2
wingless related MMTV integration site 10a
wingless-related MMTYV integration site 4

Zwilch, kinetochore associated, homolog (Drosophil:

20,1
11,75
36,8
16,3
26,0
11,4
17,4
10,7
13,6

115
12,4
45,92
25,3
15,9
10,1
18,5
15,6

13,2
10,5

18,7

11,0

26,6
12,8
10,1

54,9
20,3
12,5
55,9
14,2
10,2
iliL e
10,8
23,3
42,0
42,7
13,5
10,1
22,4
29,0

15,0
37,8
13,0
59
115
253,7
24,6
10,5

24
23
71
23
38
7,1
59
3,1
36

4,5
2,0
6,7
5,6
6,4
2l
2ol
5,6

19
&2

4,1

4,5

59
54
2,3

57
33
4,2
44
2,4
1,2
6,5
37
19
2,9
75
44
35
7,0
78

3,6
4,8
2,0
2,0
4,9
14,37
58
4,0

* relativer Anstieg der Expression in den Fah 2xoff/off bezogen auf die Fah 100% Kontrollen ** relativer Anstieg der
Expression in den FCR 2xoff/off bezogen auf die FCR 100% Kontrollen

Sample name

A 51_P262766
A _52_P558401
A _52_P558401
A_52_P371108
A_51_P450033
A_51_P312360
A_52_P110534
A_51_P230873
A _51_P490509

A_51_P361022
A_51_P344566

name
Ccndl
Ccnb
Cdknla
Cdc6
Cdk1
Mytl
Ttk
Mad2l1
Bubl

Cdc20
Plk1

description

cyclin D1

cyclin B1

cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (P21)
cell division cycle 6 homolog (S. cerevisiae)
cyclin-dependent kinase 1

MYT1 kinase

Ttk protein kinase

MAD?2 mitotic arrest deficient-like 1

budding uninhibited by benzimidazoles 1 homolog,
beta

cell division cycle 20 homolog (S. cerevisiae)
polo-like kinase 1 (Drosophila

Tabelle 16: Zellzyklusregulierende Gene

Fold change Fah*
23,6

36,8

2,7

32,0

42,6

11,4

35,9

9.479216

15,7

37.673580
30.204220

Fold change FCR**
8,2

13,7

22,1

13,9

7,1

7,1

8,9

3.227611

6,9

9.288904
5.339802

* relativer Anstieg der Expression in den Fah 2xoff/off bezogen auf die Fah 100% Kontrollen ** relativer Anstieg der
Expression in den FCR 2xoff/off bezogen auf die FCR 100% Kontrollen
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Tabelle 17: Gene in der Kontrolle von DNA-Schaden

Sample name name description Fold change Fah* Fold change FCR**
A 52_P611538 Atr ataxia telangiectasia and Rad3 related 1,7 1,2
A_52_P400509 Atm ataxia telangiectasia mutated homolog 1,1 1,2
A_51_P326499 Chek1 checkpoint kinase 1 homolog 9,2 9,7
A 51 _P137111 Chek2 CHK2 checkpoint homolog 59 1,6
A 51 P475523 Brcal breast cancer 1 11,4 2,6
A_51_P363947 Cdknl cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (P21) 1,7 14,5
A_52_P469842 Mdm2 transformed mouse 3T3 cell double minute 2 2,0 1,0
A 52_P650259 Noxal NADPH oxidase activator 1 2,7 1,0
A 51_P296608 Gadd45a growth arrest and DNA-damage-inducible 45 3,6 2,1
alpha

A_52_P282729 Cdc25a cell division cycle 25 homolog A 59 -1,0
A_51_P474431 Cdc25b cell division cycle 25 homolog B 12,6 2,4
A 51 _P279575 Cdc25¢ cell division cycle 25 homolog C 15 -1,8

* relativer Anstieg der Expression in den Fah 2xoff/off bezogen auf die Fah 100% Kontrollen ** relativer Anstieg der
Expression in den FCR 2xoff/off bezogen auf die FCR 100% Kontrollen

B Real-time RT-PCR-Analysen

Tabelle 18: Chemokine, Zytokine und deren Rezeptore

name Fold change Fah* Fold change FCR** Fold change controls***

Aimp1l 2.5847 -1.5519 3.1383
Aplnr 1.7532 -4.0000 1.3947
Bdnf 1.6935 -8.8766 -1.1647
Bmpl 41.1266 -5.1124 1.3947
Bmp10 38.0546 -1.0526 -1.1647
Bmp15 1.6495 -1.5476 2.0139
Bmp2 37.2715 -1.2518 -1.6702
Bmp3 34.3443 -2.0195 -1.0353
Bmp4 27.2843 -2.9160 2.0139
Bmp5 25.2813 -1.3324 1.0644
Bmp6 23.9176 1.5011 1.1975
Bmp7 23.5883 -4.2398 7.2100
Bmp8b 22.6274 64.2667 -1.1647
Ccbp2 1.6381 -1.9319 1.1975
Ccll 1.6155 1.3104 7.2100
Ccll1 1.5823 1.0718 -1.1647
Ccl12 1.5052 9.7136 1.3472
Ccll7 1.4763 3.4343 1.7411
Ccl19 1.4763 2.2038 -1.4540
Ccl2 1.4763 7.3107 1.8025
Ccl20 1.4661 4.3772 -1.5583
Ccl4 1.4459 4.9246 3.6553
Ccls 1.4044 2.6759 8.0556
Cclé 1.3851 11.5514 -1.4241
Ccl7 1.3775 13.2691 1.3195
Cclg 1.3660 5.9794 -1.6021
Ccl9o 1.3398 1.0943 2.0705
Ccerl 1.3398 12.0420 1.7777
Ccrl0 -1.9159 -1.2483 -2.4453
Cerlll 1.3122 -1.7411 1.8150
Ccr2 1.3031 1.9862 -2.0994
Ccr3 1.3013 2.7321 -1.5369
Ccrd 1.2746 -1.0867 2.4623
Ccer5 1.2142 3.4343 1.5911
Ccré 1.2075 2.0849 1.5801
Cer7 1.1583 1.1728 -1.8404
Ccr8 1.1567 -1.0570 4.5631
Ccr9 1.0807 -3.0738 1.3104
Ccrll 1.0658 -3.3404 2.6027
Ccrl2 1.0585 2.6390 1.9053
Cd40lg 2.0307 -1.7703 -4.9933

Cd70 1.9889 -1.2781 -1.5369
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Cmkirl -1.0629 2.3784 -46.2057
Cmtm2a 1.0512 -9.9177 2.2346
Cmtm3 1.0084 1.2834 1.5476
Cmtm4 -1.0267 -1.9053 2.1435
Cmtm5 -1.0353 -2.4623 1.0140
Cmtm6 -1.0497 -4.9246 2.2974
Csfl 22.0087 1.0253 1.3472
Csfl -1.1004 -1.3472 2.3784
Csf2 20.4213 -1.3232 1.7411
Csf2 -1.1096 2.3950 1.1810
Ctfl IL6 famely memeber 19.6983 -3.3729 -1.4540
Ctf2 19.5622 -1.8712 1.8025
Cx3cl1 -1.1173 1.2311 2.4967
Cx3crl -1.1235 1.4641 2.3950
Cxcll -1.1313 -2.7321 2.1435
Cxcl10 -1.1471 2.8679 1.1487
Cxcll1 -1.1487 -2.1140 -1.5369
Cxcl12 -1.1810 -5.7358 1.1975
Cxcl13 -1.2397 -1.2483 -1.0210
Cxcl15 -1.2553 -4.0000 2.4794
Cxcl2 -1.2995 42.8137 1.7901
Cxcl5 -1.3195 21.2590 -1.0281
Cxcl9 -1.4241 -1.4241 3.2266
Cxcrl -2.2974 4.1989 3.1383
Cxcr2 -2.2974 10.3388 3.0738
Cxcr3 -1.5136 -1.7654 1.0943
Cxcrd -1.5562 2.5847 1.1173
Cxcrb 1.6609 -2.0279 -1.6702
Cxcré -1.6679 -2.4794 2.3134
Cxcr7 -1.0943 3.8106 1.8150
Fasl 18.5070 15.7360 -1.5583
Fbrs 17.7531 -6.5161 3.6553
Fgf10 16.0000 -1.9239 8.0556
Fit3l 15.4764 -4.3289 -1.4241
Gdfi 15.0324 1.4399 1.3195
Gdf10 14.9285 1.6540 -1.6021
Gdfil 14.8254 1.1615 2.0705
Gdfi5 14.5203 3.0022 1.7777
Gdf2 11.9588 -1.4990 1.8150
Gdf3 11.4716 3.1954 -2.0994
Gdfs -1.8000 -4.0000 3.4105
Gdf9 10.0561 2.5775 1.5911
Gpr81 -2.0000 1.3472 -3.0525
Hifla -2.0420 2.2191 3.2043
Hprt 1.8277 1.1219 1.2483
Hsp90ab1l 1.8150 -1.9643 1.4948
Ifna2 9.5798 -1.6290 1.5801
Ifna4 9.1388 2.5597 -1.8404
Ifnb1 8.9383 2.1675 4.5631
Ifng 8.6458 -1.3050 1.3104
1110 8.5861 45.7595 2.6027
1111 8.4679 1.8609 1.9053
1112b 8.2249 -2.4521 2.2346
1113 8.1229 2.6135 1.5476
1115 7.8354 -1.1925 2.1435
1116 6.9644 1.2193 1.0140
1117b 6.6438 -1.1680 2.2974
117¢ 6.4980 22.4089 -46.2057
1117f 6.0713 -1.0600 2.3784
1118 5.7757 -6.3379 1.1810
1119 5.7041 -1.6290 2.4967
ll1a 5.5867 1.6088 2.3950
ll1b 5.3591 5.4490 2.1435
111f10 5.3147 1.0541 1.1487
1125 5.2054 -1.0454 -1.5369
1116 4.9657 2.1525 1.1975
1118 4.9588 2.0083 -1.0210
1129 4.9246 20.4780 2.4794
IlZrn 4.8232 1.5977 1.7901
112 4.6978 -2.1495 3.6050
1120 4.5065 -2.4351 -1.0281
1121 4.1989 -1.7826 -1.5369
1124 3.8637 -1.0526 3.2266
1125 6.1988 -2.4016 1.8150
1127 3.7895 -1.0526 1.0943
113 3.5064 1.1859 1.1173
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114 3.3450 1.8480 2.3134
7 3.3219 2.9814 2.2191
119 3.2310 1.4600 3.4105
Inha 3.0568 6.4800 -2.4453
Inhba 2.9938 -5.2927 -3.0525
Inhbb -2.3457 13.6422 2.0849
Leftyl 2.9897 1.2277 3.2043
Lif 2.8521 14.0841 -1.5157
Lta 2.8128 -1.0973 2.2815
Ltb 2.8089 -1.4886 -1.5263
Ltb4r2 -2.8639 1.4845 -1.4540
Mif 2.7321 -1.6632 2.2974
Mmp2 -2.8639 4.2281 1.2397
Mstn 10.0561 -3.0610 2.4623
Pf4 -1.3177 4.2871 3.6050
Ppbp -1.3947 -2.0562 -1.5369
Scgb3al 2.6063 1.1219 1.9319
Tnf 2.5527 3.5950 3.0738
Tnfrsfllb 2.5001 -1.1680 2.2038
Tnfsf10 2.4829 -2.0619 2.0849
Tnfsfll 2.4116 1.3623 -1.5369
Tnfsfl2 2.3983 -2.2879 -1.4540
Tnfsf13 2.3817 1.1535 1.2397
Tnfsf13b 2.2815 3.5950 -1.4142
Tnfsfl4 2.2377 1.9534 1.3013
Tnfsfl5 2.0591 -4.9041 8.8152
Tnfsf18 2.0591 1.1065 1.1810
Tnfsf4 2.0307 -1.7703 -1.5369
Tnfsf8 1.9752 4.1872 1.1728
Tnfsfo 1.9616 14.6822 2.6574
Txlna 1.8817 -2.4183 2.2191
Tymp -1.7267 -5.9381 2.2191

* relativer Anstieg der Expression in den Fah 2xoff/off bezogen auf die Fah 100% Kontrollen ** relativer Anstieg der
Expression in den FCR 2xoff/off bezogen auf die FCR 100% Kontrollen *** relativer Anstieg der Expression in den FCR

100% Kontrollen bezogen auf die Fah 100% Kontrollen
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