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ACG,T Adenin, Cytosin, Guanin, Thymin

A, mA Ampere

ALDH Aldehyd-Dehydrogenase

ALP alkalische Phosphatase

ALT Alanin-Aminotransferase (ALAT); GPT

AP-1 Activator protein 1

APC antigenprasentierende Zellen

APP Akute-Phase-Proteine

APR Akute-Phase-Reaktion

APS Ammoniumpersulfat

ARD Ankyrin repeat domain

AS Aminosaure

ASK1 Apoptosis signal-regulating kinase 1

AST Aspartat-Aminotransferase (ASAT); GOT
ATGS Autophagy protein 5

BAFF B cell activating factor of the TNF family; BLyS
BAR Bile Acid Receptor (FXR)

BCG Mycobacterium bovis

Bcl-XL B-cell lymphoma-extra large

BDL Gallengangsligatur (bile duct ligation)

Bp Basenpaare

BSEP Bile Salt Export Pump; ATP-binding cassette sub-family B member 11 (Abcb11)
BTLA B- and T-Lymphocyte attenuator

C/EBP CCAAT/Enhancer-Binding-Proteine
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ccc cholangiozelluldres Karzinom

ccL4 Chlorkohlenwasserstoff

CCR5 Chemokinrezeptor 5

CDCA Chenodesoxycholsaure

CDE Cholin-deficient Ethionine-supplementary dietary
CDKs Cyclin-abhangiger-Kinasen

cDNA complementary DNA

cm, mm, pum, nm Zenti-, Milli-, Mikro-, Nanometer

cMOAT], 2 canicular Multispecific Organic Anion Transporter 1/2
cMVv Zytomegalovirus

CcT Schwellenwert-Zyklus (Threshold Cycle)



CXCL10 Chemokin (C-X-C motif) Ligand 10

CYP7A1 Cholesterol-7a-Hydroxylase/Monooxygenase; Cytochrom P450 7A1
DC Dendritische Zelle

DCA Deoxycholsdure

DcR3 Decoy receptor 3; TNFRSF6B

DD Todesdomaéne (death domain)

DEPC Diethylpyrocarbonat

DGKQ Diacylglycerol-Kinase theta

dH,0 Milli-Q-Wasser

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdaure

dNTPs Desoxy-Nukleosidtriphosphate
dsDNA doppelstrangige DNA

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGF epidermaler Wachstumsfaktor

etal. et alii; und andere

Etanercept Enbrel®

EtBr Ethidiumbromid

FADD Fas-associated-Death-Domain
Fas/FasL CD95

FDC follikulare Dendritischen Zelle

FgF15 Fibrobasten-Wachstumsfaktor 15

FXR Farnesoid-X-Rezeptor; nuclear receptor subfamily 1, group H, member 4 (NR1H4)
g Beschleunigung (m/s?)

GBP Guanosine nucleotide-binding protein
G-CA Glykocholsaure

G-CDCA Glykochenodesoxycholsiure

GOT Glutamat-Oxalacetat-Transaminase
GPI-Protein Glycosylphosphatidylinositol-anchored protein
GPT Glutamat-Pyruvat-Transaminase

GS Gallensalz(e)

GTPBP1 GTP-Binding Protein 1

h, min, s Stunde, Minute, Sekunde

HCC hepatozelluldres Karzinom

HCO3" Hydrogencarbonat, Bicarbonat

HGF Hepatozyten Wachstumsfaktor

HPC hepatische Progenitorzelle
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IKK
IL-18
IL-6
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IRGM3
JNK
kDa
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LCA
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LK
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LTB
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M. tuberculosis

MCMV
MEKK1
MIP-2
M-MLV
mRNA
MRP2
MRP3
mTNF
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Mw

N

Meerrettich-Peroxidase

Herpes Virus Entry Mediator; CD270; TNFRSF14
Intraperitonal

Interferon gamma / Interferon gamma Rezeptor
(IkB-Kinase)-Komplex

Interleukin-1B

Interleukin-6

Thromboplastinzeit

Immunity Related Guanosine Triphosphatase
IRG family M protein 3
c-Jun-N-terminale-Kinase

Kilodalton

Liver Bile Acid Transporter (NTCP)
Lithocholsdure

lymphozytares Choriomeningitisvirus

Laktat-Dehydrogenase

Lymphotoxin homolog which exhibits Inducible expression and completes with the
herpes simplex virus Glycoprotein D for binding of HVEM, a receptor expressed by T
lymphocytes; HVEM-L; TNFSF14

Lymphknoten

Lipopolysaccharid

Lymphotoxin a; TNFB; LTas; TNFSF1

Lymphotoxin B; LTa,B,; LTa,B1; TNFSF3

Lymphotoxin B Rezeptor; CD18; TNFRSF3

Mycobakterium tuberculosis

murines Zytomegalovirus

Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1

CXCL2; Macrophage inflammatory protein 2

Moloney murine leukemia virus
messenger-Ribonukleinsdure

Multidrug Resistance-associated Protein 2; Abcc2; cMOAT1
Multidrug Resistance-associated Protein 3; Abcc3; cMOAT2
membranstandiges TNF

Murinoglobulin1, 2, 3

Molekulargewicht

Anzahl



NF-kB1 p50/p105

NF-kB2 p52/p100

NIK NF-kB-induzierende Kinase

NK natirliche Killerzelle

NLS nukledre Lokalisationssequenz

NO Stickstoffmonoxid

NS Nukleinsdure

NTCP Natrium-Taurocholate-Cotransporting-Polypeptide; Slc10al; LBAT
OD.nm optische Dichte bei einer bestimmten Wellenlange
OPG Oseteoprotegerin

P-AM Pankreas-Amylase

p.i. post infection

PBS Phosphatgepufferte Salzlésung
PCR Polymerase Kettenreaktion

p.g. post gestationem

PHx partielle (2/3; 70 %) Hepatektomie
PKA cAMP-abhangige Proteinkinase

PP Peyer’s Patches

PT Prothrombin

QRT-PCR quantitative Real Time-PCR

RA Retinoic acid

RAGs Recombination-activating genes
RANK/RANKL Receptor Activator of NF-kB

RelA NF-kB/p65

RelB NF-kB/p50

RHD Rel-Homologie-Domane

RIP Receptor-interacting protein

RNA Ribonukleinsdure

RNase Ribonuklease

ROS reaktive Sauerstoffspezies

Rpm Umdrehungen pro Minute

RT Raumtemperatur

RT-PCR Reverse Transkriptase PCR

SDS Natriumdodecylsulfat

SODD Silencer of death domains

STAT1 Signal transducer and activator of transcription 1

STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3
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TGF-a
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TIMs
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Vv

v/v
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VE-H20
vs.
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z.B.
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y-GT
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TNF converting enzyme
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Toxoplasmen-Enzephalitis

transgen

Transforming Growth Factor-a

Gpbar-1; G-protein-coupled bile acid receptor 1)
TNF-assoziierten Faktor (TRAF)-interagierenden Molekiilen
Toll-like-Rezeptoren

Tumornekrosefaktor; TNFa; TNF3;; TNFSF2

Tumor Nekrose Faktor p55; TNFR1; CD120a; TNFRSF1la
Tumor Nekrose Faktor p75; TNFR2; CD120b; TNFRSF1b
TNF-receptor-associated-Death-Domain
Tumornekrosefaktor-verwandter Apoptose-induzierender Ligand
Decoy receptor 1; DcR1

Tripartite motif-containing protein 30 alpha

unter anderem

Universitatsklinikum Dusseldorf
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volume per volume

Vascular cell adhesion protein 1

vollentsalztes (demineralisiertes) Wasser

versus

Wildtyp

weight per volume

zum Beispiel

zentrales Nervensystem

Gamma-Glutamyl-Transferase

Lambda / Wellenlange



V Zusammenfassung

Der Lymphotoxin-B Rezeptor (LTBR) und der Tumor-Nekrose-Faktor Rezeptor p55 (TNFRp55), die zu
den Kernmitgliedern der TNF/TNFR Superfamilie gehoren, spielen eine zentrale Rolle bei der
Hepatozyten-vermittelten Leberregeneration nach partieller Hepatektomie (PHx) und sind fir eine
effiziente Leberregeneration notwendig. Die synchrone Teilung der normalerweise mitoseinaktiven
Hepatozyten nach einem Verlust von >30 % Lebermasse ist ein streng regulierter Prozess. Wahrend
des Regenerationsprozesses muss die Leber weiterhin ihre Funktionen im Organismus erfllen, u.a.
die Synthese von Blutproteinen und von Galle. Im Rahmen dieses Projekts konnte bestatigt werden,
dass sowohl LTBR'/’ als auch TNFRp55'/' Tiere nach PHx eine erhdhte Sterblichkeit im Vergleich zum
WT aufweisen (LTBR'/': ca. 40 %; TNFRp55'/': ca. 50 %), wobei die Uberlebenden Tiere der
gendefizienten Linien eine im Verlauf und in der Dauer dem WT entsprechende Leberregeneration
zeigen, wie aus dem Vergleich der Lebergewicht/Kérpergewicht-Ratio hervorging. Die akute
Leberschadigung nach PHx war in beiden Genotypen (d.h. WT und LTBR'/' Tieren) durch eine
Erhohung der Leber-Transaminasen geprdagt und wurde durch deutliche Veranderungen in der
Leberpathologie begleitet. Insbesondere LTBR’/’ Tiere zeigten 24 h und 48 h nach PHx ein erhéhtes
Vorkommen von grof3flachigen Nekrosen, eine Fettakkumulation in den Hepatozyten und erweiterte
Lymphgefdle, die mit ddematdsen Verdnderungen um die Portalfelder einhergingen. In einer
Transkriptomanalyse von WT im Vergleich zu LTBR'/' Tieren 12 h nach PHx wurden differentiell
regulierte Gene in der Leber identifiziert. Bei dem am starksten differentiell exprimierten Gen
handelte es sich um Mug2 (Murinoglobulin 2), das in den LTBR'/' Tieren einen Defekt in der
Expression aufwies. Mug2 gehort zur Familie der a2-Makroglobuline, die zu den Proteinen der
Akuten-Phase gehoren und neben ihrer Funktion als Protease-Inhibitoren die Fahigkeit besitzen,
Zytokine (z.B. TNF, IL-6) zu binden. Bei einer nachfolgenden Gene Ontology-Analyse waren in LTBR’/’
Tieren folgende funktionale Gengruppen Uberreprasentiert: Zellzyklusgene, Gene des Fett-
/Cholesterinstoffwechsels und Gene des Koagulationssystem. AuRerdem zeigten LTBR‘/‘ Tiere eine
grundsatzliche Deregulation unterschiedlicher Zytokine bzw. Serumproteine, wobei es u.a. zu einer
signifikant erhohten Induktion der Alkalischen Phosphatase in LTBR'/' Tieren (24, 48 und 240 h) nach
PHx kam. Uberdies zeigten WT und LTBR'/' Tiere, dass es nach PHx sowohl im Serum, als auch in der
Leber zu einer Stérung der Gallensalz(GS)-Homdostase kommt, so dass der LTBR auch eine
essentielle Rolle bei der Regulation des enterohepatischen Kreislaufs nach PHx spielt. Liegt ein Defekt
im LTBR vor, zeigten LTBR'/' Tiere im Vergleich zu WT Tieren bereits 6 h nach PHx deutlich erhéhte GS-
Werte und es kam zu einer vermehrten Akkumulation toxischer GS (wie u.a. LCA), die zu einer
Cholestase in den LTBR'/’ Tieren fhrten. Dies konnte die Ursache fiir das groBere AusmaR der in den
LTBR'/' Tieren beobachteten pathologischen Leberschdaden sein und auch, zumindest zum Teil, das
verminderte Uberleben der LTBR'/' Tiere nach PHx erklaren. TNFRp55'/' Tiere zeigten &dhnliche

Verdanderungen in den Leberparametern und Serumproteinen wie die LTBR'/' Tiere. Um die



Auswirkung einer gleichzeitigen Blockade beider Signalwege zu tberprifen, wurde den LTBR'/' Tieren
Etanercept (Enbrel®), ein TNFR2-F. Fusionsprotein, injiziert, das die TNFR-Signaltransduktion
blockiert. Das Ausschalten des TNFR-Signalweges fiihrte in LTBR‘/' Tieren nach PHx zu einer 100 %igen
Letalitat. Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass ein Zusammenspiel beider Signalwege notwendig ist,
um eine effiziente Leberregeneration nach PHx zu gewahrleisten.

Mitglieder der TNFR-Superfamilie sind essentiell fir die Abwehr von Pathogenen. Allerdings
existieren bisher keine Daten zur Rolle des LTBR bei der Abwehr von Toxoplasma gondii (T. gondii).
Akute Toxoplasmeninfektionen verlaufen in WT Tieren inapparent, da in der Regel eine effektive,
schitzende Immunantwort induziert wird, die zur Entstehung einer symptomlosen, chronisch-
persistierenden Infektion fihrt. In LTBR'/' Tieren kann das Immunsystem die Replikation von T. gondii
nicht zigig begrenzen, daher kommt es zu einer erhohten Letalitat (WT: 8 %; LTBR‘/‘: 91 %) mit
starken inflammatorischen Reaktionen in Lunge und Leber, einer erhéhten Parasitenlast in Lunge und
Gehirn und einer abgeschwichten inflammatorischen Reaktion der Milz. Uberdies weisen LTBR'/'
Tiere im Vergleich zu WT Tieren eine verzogerte und generell deregulierte Zytokinantwort auf und
lassen im Verlauf einer T. gondii Infektion sowohl in der Lunge als auch in der Milz eine differentielle
Genexpression erkennen: Die Expression von IFNy sowie IFNy-abhdngiger Gene (z.B. mGBPs, iNOS)
ist dabei in LTBR’/‘ Tieren verzogert bzw. wird nicht induziert.

Zusammengefasst zeigen die Daten dieser Arbeit, dass der LTBR nicht nur wahrend der
Leberregeneration sowohl an der Regulation von Zytokinen und der Gallensalzhomdostase beteiligt

ist, sondern auch fir die Abwehr von T. gondii essentiell ist.



VI Summary

The lymphotoxin B receptor (LTBR) and the tumor necrosis factor receptor p55 (TNFRp55), both core
members of the TNF/TNFR superfamily, play a pivotal role in hepatocyte-mediated liver regeneration
after partial (70%) hepatectomy (PHx). It has been shown that the signaling via both receptors is
important for efficient liver regeneration. Loss of >30% of liver mass leads to synchronized
proliferation of mature hepatocytes and rapid restoration of liver mass via compensatory
hyperplasia, a process orchestrated by distinct signaling cascades. While regenerating, the liver has
to continue to fulfill its biological functions, e.g. synthesis of bile and blood proteins. In this thesis,
decreased survival rates in LTBR’/’ and TNFRp55‘/' mice after PHx compared to WT mice could be
confirmed (LTBR'/': 40%; TNFRp55'/': 50%, respectively). Interestingly, increase of liver mass in
surviving LT[%R'/‘ and TNFRp55'/’ animals is not delayed and comparable to WT animals, as
demonstrated by liver weight/body weight ratios. After PHx, levels of the liver transaminases GPT
and GOT were elevated in both cohorts accompanied by substantial changes in liver morphology.
Compared to WT animals, LTBR'/' animals showed a higher number of necrotic areas and major fat
accumulation in hepatocytes 24 and 48 h post PHx, accompanied by dilated lymphatics and enlarged
hepatocytes in liver sections. Using microarray analysis, a panel of differentially expressed genes in
WT and LTBR‘/' mice could be identified in the liver 12h after PHx. Most prominent among these was
a markedly decreased expression in LTBR'/' mice of murinoglobulin-2, a proteinase inhibitor of the
a2-macroglobulin family. a2-macroglobulins are known to be able to bind cytokines (e.g. TNF, IL-6).
Additional Gene Ontology analysis revealed overrepresentation of the GO terms cell cycle, fat-
/cholesterol metabolism and coagulation in LTBR”" mice. In addition, the cytokine expression profile
of LTBR'/' animals was altered and several serum proteins appeared to be deregulated (e.g. a
significant increase in alkaline phosphatase in LTBR'/’ animals 24 h, 48 h and 240 h post PHx). Total
bile acid (BA) levels as well as the BA profile changed markedly after PHx and differed between WT
and LTBR’/‘ animals. This might indicate an important role for LTBR signaling in the regulation of the
enterohepatic circulation/BA homeostasis after PHx, which seems to be disrupted in LTBR'/' animals.
In contrast to WT mice, LTBR” mice showed increased elevation of BA levels already 6 h post PHx.
Sustained elevation of BA levels in LTBR'/' mice with an accumulation of toxic BA leads to cholestasis
and severe liver damage, which might be at least in part responsible for the reduced survival of this
genotype after PHx. The results from TNFRp55'/' mice were comparable to the LTBR'/' phenotype
after PHx. To investigate a simultaneous inhibition of both signaling pathways, LTBR‘/' animals were
injected with Etanercept (Enbrel®). Etanercept is a TNFR2-F. fusion-protein that inhibits TNFR signal
transduction. Elimination of TNFR signaling in LTBR'/' mice leads to 100% lethality after PHx. These
findings clearly demonstrate the importance of both signaling pathways for sufficient liver

regeneration after PHx.



Several members of the TNFR superfamily are important players in the control of infections with
intracellular pathogens. To date, the role of LTBR'/' animals in response to Toxoplasma gondii (T.
gondii) infection has not been analyzed. In WT animals, T. gondii infection usually proceeds
inapparently and elicits a protective immune response that leads to a symptomless, chronic form of
toxoplasmosis. LTBR'/' animals were less able to contain replication of the parasites, leading to
markedly different organ pathology and higher cyst numbers in lung and liver, causing significantly
decreased survival after T. gondii Infection. Contrary to WT animals, spleen weight of surviving
LTBR'/' animals increased only marginally during acute infection, indicating a reduced inflammatory
response. In addition, the cytokine response of LTBR’/’ animals was delayed and the gene expression
profile of lung and spleen appeared to be differentially regulated: Expression of IFNy and IFNy-
dependent genes (i.e. mGBPs, iNOS) in infected LTBR‘/‘ animals was delayed or not induced.

Taken together, these data demonstrate that the LTBR is not only important for regulation of
cytokines and bile acid homeostasis during liver regeneration but also essential for an efficient

immune response against T. gondii.






Einleitung

1. Einleitung

An einer Immunantwort sind eine Vielzahl von Zelltypen, l6slichen Faktoren und Rezeptoren
beteiligt, deren koordiniertes Zusammenwirken zur Aktivierung des Immunsystems fihrt. Eine
Gruppe von Molekiilen ist dabei von besonderer Bedeutung: die Tumornekrosefaktor (TNF)/TNF
Rezeptor (R)-Superfamilie, die zu den am besten charakterisierten Genfamilien gehort und eine
Gruppe von mehr als 40 Liganden und ihren Rezeptoren umfasst (Ashkenazi and Dixit, 1998;
Hehlgans and Pfeffer, 2005, Locksley et al., 2001). Die Rezeptoren der TNFR-Superfamilie sind
Transmembranproteine vom Typ |, deren C-Terminus intrazellular liegt. Als typisches Merkmal
besitzen die Rezeptoren 1 - 6 extrazellular gelegene Cystein-reiche Doméane(n)(Hehlgans and Pfeffer,
2005). Die meisten TNF-Liganden und Rezeptoren werden von Immunzellen exprimiert und besitzen
sowohl eine protektive Funktion als auch eine kritische Rolle in der Abwehr von Pathogenen, in der
Autoimmunitat, der Organogenese des lymphatischen Systems und der Differenzierung, Proliferation
und Apoptose von Zellen. Die Mitglieder der TNF-Superfamilie sind Transmembranproteine vom Typ
I, das heilt Proteine deren N-Terminus intrazellular liegt (Remouchamps et al., 2011). Mitglieder der
TNFR-Superfamilie lassen sich aufgrund ihrer intrazellularen Domanen in drei Subgruppen
unterteilen: Die TNFR-Subgruppe zu der u.a. TNFRp55 (TNFR1; CD120a), Fas (CD95) und TRAIL-
Rezeptor (Tumornekrosefaktor-verwandter Apoptose-induzierender Ligand-Rezeptor) gehoren,
enthédlt eine konservierte Struktureinheit, die sogenannte Todesdomane (death domain; DD).
Mitglieder dieser Gruppe werden daher auch als Todesrezeptoren (death receptors; DR) bezeichnet,
da ihre Aktivierung Uber spezielle Adaptermolekiile, z.B. TNF-receptor-associated-Death-Domain
(TRADD) oder Fas-associated-Death-Domain (FADD) zur anschlieRenden Rekrutierung der Caspase-8
und zur Apoptose fiihrt. Die zweite Subgruppe, zu der u.a. CD40, TNFRp75 (TNFR2; CD120b)
(Bluethmann et al., 1994), LTBR (Lymphotoxin B Rezeptor) (Nakano et al., 1996), RANK (Receptor
Activator of NF-kB) (Anderson et al., 1997) und HVEM (Herpes Virus Entry Mediator) (Marsters et al.,
1997; Zhai et al., 1998) gehoren, besitzen keine DD und induzieren Uber Signal-Transduktionsketten
mit diversen TNF-Rezeptor assoziierten Faktor (TRAF)-interagierenden Molekiilen (TIMs) (Chaudhary
et al., 2000; Force et al., 2000; Remouchamps et al., 2011) die Aktivierung intrazellularer Signalwege
wie z.B. des nukledren Faktors kB (NF-kB), der c-Jun-N-terminalen-Kinase (JNK), was die Proliferation
und das Uberleben von Zellen férdert. Die dritte TNFR-Subgruppe umfasst DcR1 (Decoy receptor 1,
TRAIL-R3), DcR3 (Decoy receptor 3, TNFRSF6B) und Osteoprotegerin (OPG), die keine Signal-
Transduktionskette besitzen, jedoch mit den beiden anderen TNFR-Subgruppen um ihre
korrespondierenden Liganden kompetitieren (Hehlgans and Pfeffer, 2005). Zusammengefasst kann

die Aktivierung der Rezeptoren der TNF-Familie durch ihre Liganden in der Zelle sowohl apoptotische
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als auch proliferative Signale induzieren (Abb. 1.1). Das Gleichgewicht zwischen diesen beiden

entgegengesetzten Signalen wird durch eine Vielzahl von weiteren Faktoren reguliert.

Die Liganden TNF (Tumornekrosefaktor; TNF;), LTa (Lymphotoxin a; LTas), LTB (Lymphotoxin B;
LTa; B, LTa,B1), LIGHT (Lymphotoxin homolog which exhibits Inducible expression and completes
with the herpes simplex virus Glycoprotein D for binding of HVEM, a receptor expressed by T
lymphocytes; TNFSF14) und BTLA (B- and T-Lymphocyte Attenuator) und ihre Rezeptoren TNFRp55,
TNFRp75, LTBR, HVEM und DcR3 werden auch als Kernmitglieder der TNF/TNFR-Superfamilie
bezeichnet, wobei BTLA und DcR3 nur eine untergeordnete Rolle spielen (Mauri et al., 1998) (Abb.
1.1). Der LTBR ist auf follikuldren Dendritischen Zellen (FDCs), Stromazellen und Hepatozyten
konstitutiv exprimiert (Browning et al., 1997, Wang et al., 2005), jedoch ist er nicht auf
hamatopoetischen Zellen, mit Ausnahme von Makrophagen zu finden (Futterer et al., 1998). Im
humanen Genom ist der LTBR (Tab. 1.1) auf dem Chromosom 12 lokalisiert (Ware, 2005). Das LTB
Gen ist im humanen Genom ist auf dem Chromosom 6 innerhalb der MHC Class Ill Region lokalisiert
(Collette et al., 2003). LTB, bezeichnet in der Regel das nicht kovalent gebundene Heterotrimer
LTa;B,. AuBerdem existiert eine weitere Form, LTa,B, (Browning et al., 1993). LTa,B, bindet an
beide TNF-Rezeptoren, wird jedoch nur in geringer Menge von T-Lymphozyten exprimiert (Browning
et al., 1995) und spielt soweit bekannt, nur eine untergeordnete Rolle. Die biologisch wichtige Form
ist das Heterotrimer LTa 4, (33 kDa), welches ausschlieRlich an den LTBR bindet (Crowe et al., 1994)
und auf B-, T- und NK-Zellen vorkommt (Ansel et al., 2000). Wenn im weiteren Verlauf dieser Arbeit
der Begriff LTB verwendet wird, ist immer LTa; B, gemeint. Da eine I6sliche Form fiir LTa, 8, bis dato
nicht beschrieben wurde, bendtigt die Aktivierung des LTBR liber LTa,B, einen Zell-Zell-Kontakt.
Neben dem LTB Heterotrimer bindet auch das 29 kDa grof3e Protein LIGHT an den LTBR (Crowe et al.,
1994; Mauri et al., 1998). LIGHT ist ein Typ Il Transmembranprotein, das als Homotrimer vorliegt und
durch Matrix-Metalloproteinasen von der Zelloberflache abgespalten werden kann (Morel et al,
2000). Es wird in erster Linie von aktivierten CD8" T-Zellen und in geringerem MaRe von CD4" T-Zellen
exprimiert (Mauri et al., 1998; Morel et al., 2000). AuBerdem ist LIGHT ein Ligand des Rezeptors
HVEM, der zunachst als Rezeptor fiir das Herpes Simplex Virus beschrieben wurde (Montgomery et
al., 1996). Sein zelluldres Expressionsmuster ist weitgehend komplementar zu dem des LTBR und
erstreckt sich auf unreife Dendritische Zellen (DCs) (Morel et al., 2000, Traber et al., 1999), T- und B-
Zellen, natdrliche Killerzellen (NK-Zellen), Monozyten und Endothelzellen (Harrop et al., 1998; Morel
et al.,, 2000). Sowohl TNF als auch der I6sliche Faktor LTa interagieren als Homotrimere mit den

homologen TNF-Rezeptoren p55 und p75, die ihre Namen aufgrund ihres jeweiligen
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Molekulargewichts von 55-60 kDa bzw. 75-80 kDa erhielten (Corti et al., 1995; Jacob et al., 1991;
Loetscher et al., 1990). Das Gen fur den TNFRp55 liegt auf dem humanen Chromosom 12p13 dicht
am LTBR (Mus Musculus: Chromosom 6), wahrend das Gen fiir den TNFRp75 auf dem humanen
Chromosom 1p36 (Mus Musculus: Chromosom 4) lokalisiert ist (Tab. 1.1) (Budd et al., 1991; Fuchs et
al., 1992). Beide Rezeptoren werden von allen kernhaltigen Zellen auf der Oberflache exprimiert,
kénnen aber auch proteolytisch von der Zelloberflache abgespalten werden (Crowe et al., 1995). Fir
die l6slichen Varianten von TNFRp55 und TNFRp75, die keine Rolle in der intrazelluldren
Signaltransduktion spielen, werden zwei mogliche biologische Funktionen diskutiert. Einerseits
koénnte so die systemische Bioverfligbarkeit reguliert werden, indem die sezernierten Rezeptoren die
TNF und LTa gebunden halten und diese verzogert fir die Interaktion mit membranstandigen
Rezeptoren zur Verfligung stellen. Andererseits konnte es sich um eine kompetitive Inhibition
handeln, bei der die |6slichen Rezeptorvarianten die Liganden endgiltig aus dem System entfernen
(Crowe et al., 1995). TNF kann nach Stimulation von einer Vielzahl von Zelltypen des Immunsystems
(z. B. Mastzellen, Lymphozyten oder Makrophagen) exprimiert werden. Dabei existiert TNF neben
der membranstandigen Form (mTNF) auch als I6sliches Trimer (sTNF, TNF3), welches in einem streng
regulierten Prozess durch Shedding mittels der Metalloprotease TACE (TNF converting enzyme) von
der Zelloberflaiche abgespalten werden kann (Black et al., 1997, Remouchamps et al., 2011).
Wahrend der TNFRp55 durch I6sliches und membranstandiges TNF aktiviert werden kann, wird der
TNFRp75 vor allem durch membranstandiges TNF aktiviert (Grell, 1995). Die Aktivierung Gber TNF
erfolgt jedoch mit einer unterschiedlichen Affinitat. So wurde gezeigt, dass 16sliches TNF bei 37°C
eine ca. 20x hohere Affinitdt zu TNFRp55 als zu TNFRp75 besitzt (Grell et al., 1998). LTa wird ahnlich
wie LTB von peripheren Blutleukozyten (B-, T-Lymphozyten, NK-Zellen) produziert. Im humanen
Genom liegt das LTa Gen zusammen mit dem TNF und dem LTB Gen (Tab. 1.1) auf dem Chromosom
6 (Collette et al., 2003). LTa bildet Homotrimere aus drei a Ketten (Browning et al., 1995; Browning
et al., 1993; Crowe et al., 1995; Remouchamps et al., 2011) und liegt im Gegensatz zu seinem
ausschlieBlich membranstandig vorkommenden Homolog LTB ohne Transmembrandomane vor
(Remouchamps et al., 2011). Als Homotrimer bindet LTa an beide TNF-Rezeptoren und an HVEM
(Mauri et al., 1998; Schoenfeld et al., 1991).
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Abb. 1.1: Kernfamilie der TNF/TNFR-Superfamilie. Aus Sorg & Pfeffer, Hiussinger D., Liver Regeneration, De Gruyter Textbook, 17 Edition,
2011. Pfeile signalisieren die Interaktionen zwischen drei Monomeren eines entsprechenden Liganden und deren verwandten Rezeptoren,
die sich nicht-kovalent zu einem biclogisch aktiven Trimer verbinden. CRD: Cystein-reiche Domé&ne; TRAF: TNF-Rezeptor assoziierter Faktor;
TIM: TRAF-interagierendes Motiv; DD: Death Domain; TRADD: TNF-receptor-associated-Death-Domain.

Gen Nomenklatur Chromosom Chromosom
(homo sapiens) | (mus musculus)

TNF TNFa; TNF;; TNFSF2 6 17

LTa TNFB; LTa,; TNFSF1 6 17

LTB LTa,B,; LTa,B,; TNFSF3 6 17

LIGHT HVEM-L; TNFSF14 19 17

TNFR1 | CD120a; TNFRp55; TNFRSFla 12 6

TNFR2 | CD120b; TNFRp75; TNFRSF1b 1 4

LTBR CD18; TNFRSF3 12 6

HVEM CD270; TNFRSF14 1 4

Tab. 1.1: Nomenklatur der Kernfamilie der TNF/TNFR-Superfamilie. Gene ID modifiziert nach NCBI Datenbank. Referenzen siehe Text in
Kap. 1.1.1.
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Wie bereits beschrieben, spielen TRADD und TRAFs bei der Signaltransduktion von Mitgliedern der
TNF-Rezeptor Familie eine essentielle Rolle (Abb. 1.1). Beim ersten Schritt im TNFRp55-vermittelten
Signalweg bindet trimeres TNF an den Rezeptor. Die TNF-induzierte Aggregation der
zytoplasmatischen Domaéanen des TNFRp55 fiihrt zur Bildung eines membranstindigen
Signalkomplexes zusammen mit den Adapterproteinen FADD, TRADD, TRAF2 und RIP. Weitere
Proteine, wie u.a. Caspase 8 konnen dann rekrutiert (Lin et al., 1999; Shu et al., 1997) und
proteolytisch gespalten werden. Es kommt zur Aktivierung der apoptotischen Protease-Kaskade und
damit zur Apoptose. Andererseits kann z.B. TRAF2 den IkB-Kinase-Komplex (/kB inducing kinase
complex, IKK) an den TNFRp55 rekrutieren (Devin et al., 2000). Dieser Komplex besteht aus den
katalytischen Untereinheiten IKKa und IKKB und aus der regulatorischen Untereinheit IKKy (auch
bezeichnet als NEMO, fur NF-kB essential modulator) (Mercurio et al., 1997). Die Aktivierung des IKK-
Komplexes fuhrt zu einer Phosphorylierung und Ubiquitinierung des NF-kB Inhibitors IkBa. IkBa ist
ein spezifischer Inhibitor von NF-kB, der lber eine ankyrin repeat domain (ARD) an sogenannte Rel-
Homologie-Domanen (RHD) bindet, wie sie auch in den NF-kB Proteinen vorkommen (Bonizzi et al.,
2004). Durch die Ubiquitinierung kommt es zur proteasomalen Degradation des IkBa und Freisetzung
von NF-kB (Chen et al., 1996). NF-kB ist ein eukaryotischer Transkriptionsfaktor, der in allen Zelltypen
vorkommt. Die NF-kB Familie besteht aus funf Mitgliedern: RelA (p65), RelB, c-Rel, NF-kB1
(p50/p105) und NF-kB2 (p52/p100)(Sen and Baltimore, 1986). Der typische NF-kB-Komplex besteht
aus einem Rel-Protein und pl105 oder pl00 und liegt als Heterodimer vor (RelA:p105 bzw.
RelB:p100). Allen NF-kB-Proteinen ist gemein, dass sie eine RHD (Rel-Homologie-Domane) besitzen,
welche eine nukledre Lokalisationssequenz (NLS) beinhaltet und die an der Dimerisierung, der DNA-
Bindung und der Interaktion mit den IkB-Proteinen beteiligt ist (Ghosh et al., 1998). Durch die
Bindung des Inhibitors IKBa wird NF-kB (RelA:p105) im Zytoplasma zuriickgehalten (Bonizzi et al.,
2004) und kann nicht in den Zellkern translozieren. Auch p100 und p105 besitzen eine C-terminale
ARD und binden darlber an die RHD von RelA bzw. RelB. Nach der Inaktivierung von IKBa kann die
RHD Domaéne von pl00 bzw. pl05 abgespalten werden, die dann als p52 bzw. p50 bezeichnet
werden, und mit den entsprechenden Bindungspartnern (RelA bzw. RelB) in den Zellkern
translozieren (Waterfield et al., 2003) und dort als Aktivatoren, aber auch als Inhibitoren der
Transkription wirken (Ruben et al., 1992; Ryseck et al., 1992). Die TNF-induzierte NF-kB-Aktivierung
ist hierbei IKKB-abhéangig (Delhase et al., 1999; Li et al., 1999). AuRerdem interagiert TRAF2 mit u. a.
MEKK21 (Shi and Kehrl, 1997) und ASK1 (Nishitoh et al., 1998). Unter deren Beteiligung werden die
Kinase-Kaskaden initiiert, die zur Aktivierung von JNK und des c-Jun Signalweges fiihren. Eine
Stimulation des TNFRp55 kann daher zur Aktivierung von mindestens zwei Transkriptionsfaktoren
fihren: NF-kB und c-Jun. Diese induzieren wiederum die Expression von Genen (z.B. AP-1), die bei

vielen biologischen Prozessen wie z.B. Zellwachstum, Zelldifferenzierung, Zelltod, Onkogenese und
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Entziindung eine wichtige Rolle spielen. Im Gegensatz zum TNFRp55 kann der LTBR NF-kB Uber zwei
Signalwege aktivieren (Haybaeck et al., 2009; Muller and Siebenlist, 2003). Er tragt keine
Todesdomane und ist mit TRAF assoziiert. Bei der Bindung eines Liganden an den Rezeptor kommt es
durch TRAF einerseits zur Aktivierung des IKK-Komplexes und dann, wie fir den TNFRp55
beschrieben, auf dem klassischen oder kanonischen Weg zur Degradation von IkBa und schlieBlich
zur Translokation von RelA/p50 in den Zellkern. Andererseits aktiviert TRAF die NF-kB-induzierende
Kinase (NIK), die wiederum das IKKa Homodimer aktiviert. Das IKKa-Homodimer phosphoryliert
daraufhin p100, das in der Regel an RelB gebunden vorliegt. Ist p100 aktiviert, kann es zu p52
prozessiert werden, das zusammen mit RelB als Heterodimer in den Zellkern wandert und die
Transkription der entsprechenden Zielgene steuert (Dejardin et al., 2002). Daher wird dieser
alternative Signalweg als IKKat abhangig und IKKB- und IKKy-unabhangig beschrieben (Dejardin et al.,
2002; Senftleben et al., 2001). Bei der klassischen NF-kB Aktivierung wird vor allem die Transkription
pro-inflammatorischer Gene (wie u.a. Integrine, VCAM-1 oder MIP-2) gesteuert (Dejardin et al., 2002;
Hehlgans et al., 2003), und so u.a. Leukozyten an den Ort einer Entziindung gefiihrt. Die Aktivierung
des alternativen NF-kB-Signalwegs fihrt hauptsachlich zur Induktion der Transkription von Genen,
die bei der Organisation und Homoostase sekundarer lymphatischer Organe eine wichtige Rolle

spielen (z. B. SLC, BAFF).

Die umfangreichen biologischen Wirkungen der TNF Molekiile vermitteln im Organismus ein breites
Spektrum von Effekten wie z.B. Entzlindungsreaktionen, Apoptose, Nekrose und Differenzierung.
Diese Vorgange sind auch ursachlich an humanen Krankheitsbildern beteiligt. TNF Antagonisten
werden gezielt in Therapien u. a. gegen rheumatoide Arthritis, Osteoporose, Autoimmunkrankheiten,
TransplantatabstoBung und Krebs eingesetzt. Ein wichtiges Instrument zur funktionellen
Charakterisierung der einzelnen TNF Familienmitglieder ist durch die Analyse gendefizienter Tiere
gegeben. Dies ermdglicht die Entwicklung neuer und erfolgreicher Therapieansatze in vivo. In dieser
Arbeit wurden LTBR- und TNFRp55-defiziente Mausstamme verwendet, die durch gezieltes gene
targeting generiert wurden (Futterer et al., 1998; Pfeffer et al., 1993). Die Rolle dieser Rezeptoren fir

die Leberregeneration und in einem Infektionsmodell wurde naher charakterisiert.
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In primaren lymphatischen Geweben, zu denen der Thymus und das Knochenmark zu zdhlen sind,
entwickeln sich die lymphozytdaren Vorlduferzellen zu immunkompetenten naiven Lymphozyten.

Zu den sekundaren lymphatischen Geweben gehéren neben der Milz, Lymphknoten und Mukosa-
assoziierte lymphatische Gewebe in Lunge und Darm und auch die wenig organisierten
Ansammlungen lymphatischer Zellen im Gastrointestinal-, Urogenital- und Respirationstrakt. Den
Einfluss der Kernmitglieder der TNF/TNFR Superfamilie auf die Entwicklung und Funktion des
sekundaren lymphatischen Systems war und ist Bestandteil zahlreicher Untersuchungen, die sowohl
redundante als auch nicht liberlappende biologische Funktionen dieser Molekiile in der Ontogenese
sekundéarer lymphatischer Organe definiert haben (Fu and Chaplin, 1999). LTBR'/' Mause besitzen
keinerlei Lymphknoten (LK) und Peyer’s Patches (PP) (Futterer et al., 1998). In LTa” und LTB'/'
Mausen ist ebenfalls eine Abwesenheit von PP zu verzeichnen, wohingegen speziell fir den
mesenterialen und cervikalen LK Besonderheiten zu gelten scheinen: In LTa” Tieren sind gelegentlich
lymphatische Aggregate im Mesenterium zu beobachten (Banks et al., 1995). Dagegen sind in LTB-
defizienten Mdusen immer mesenteriale und in einigen Fallen auch sakrale LK anzutreffen
(Alimzhanov et al., 1997; Koni et al., 1997). Das Auftreten von mesenterialen LK in LTB'/' Mausen,
jedoch deren Abwesenheit in LTBR'/' Mausen weist auf eine mogliche Rolle von LIGHT, als weiteren
Liganden des LTBR, in der Organogenese der mesenterialen LK hin. LIGHT” Tiere zeigen zwar keinen
Defekt in der Entwicklung von LK und PP, in Abwesenheit von LTB in einer doppelt defizienten
Mauslinie kommt es aber zu einem reduzierten Auftreten mesenterialer LK (Mauri et al., 1998; Scheu
et al., 2002). TNF-, TNFRp55- und TNFRp75-defiziente Mause zeigen normalerweise keinen Defekt in
der Entwicklung der LK (Pasparakis et al., 2000), diese Molekile werden aber bendtigt, um PP und
Keimzentren zu generieren (Lemckert et al., 1997; Pasparakis et al., 1996; Toren et al., 1996).
Uberdies sind in TNFRp55'/' Tieren in mesenterialen LK T-/B-Zell Bereiche nicht abgegrenzt (Fu and
Chaplin, 1999). Die Entwicklung von LK und PP lauft in einem festen embryonalen Zeitfenster ab und
ist dann fixiert (Rennert et al., 1998). Eine Behandlung von schwangeren Mausen mit einem LTBR-
Fusionsprotein, das die Interaktion von LTB mit dem membranstandigen LTBR verhindert, lieferte
zudem weitere Informationen (ber den zeitlichen Ablauf der Lymphknotenontogenese: Wird das
Fusionsprotein an Tag 12 p.g. verabreicht, entwickeln sich nur die mesenterialen, zervikalen, sakralen
und lumbalen LK. Erfolgt die Applikation an Tag 16 p.g., entwickeln sich auch axillare und inguinale
LK. Wenn eine Applikation an Tag 18 p.g. erfolgt, bilden sich alle LK, auch die poplitealen. PPs werden
unter keiner dieser Bedingungen gebildet. Insgesamt erfolgt die Entwicklung von LK und PP also in
einem begrenzten Zeitfenster und ist auf ein LTBR-vermitteltes Signal angewiesen. Die Ausbildung
einer intakten Milzarchitektur ist, dhnlich wie die der LK, bei fehlendem LTBR-vermitteltem Signal

extrem gestort. In LTa” und LTBR'/' Maéusen ist keine T-/B-Zell Segregation in der Milz vorhanden und
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die Zentralarteriole ist nicht mehr im T-Zell Bereich zu lokalisieren (Banks et al., 1995; Futterer et al.,
1998). Zudem existieren weder B-Zell Follikel noch das Netzwerk der follikuldren dendritischen Zellen
(FDC) und eine Marginalzone, die normalerweise die rote von der weiRen Pulpa trennt, fehlt (Banks
et al., 1995; Futterer et al, 1998). In LTa’" Mausen kann jedoch durch Knochenmarktransfer von
Wildtypen (Fu and Chaplin, 1999) oder durch Uberexpression von LIGHT (Wang et al., 2001) die
Ausbildung von FDC-Netzwerken und Keimzentren in der Milz induziert werden. Zwar fehlt auch in
LTB-defizienten Tieren die Marginalzone in der Milz (Alimzhanov et al., 1997; Koni et al., 1997),
jedoch ist die Organisation der weillen Pulpa weniger gestort als in LTa” und LTBR'/' Mausen. Bei
TNFRp55- und TNF-defizienten Mausen bleibt die T-/B-Zellkompartimentalisierung zwar intakt, es
kommt aber nicht zur Ausbildung von Marginalsinus, FDC-Netzwerken oder Keimzentren (Alimzhanov
et al., 1997; Koni et al., 1997; Pasparakis et al., 1996, Pasparakis et al., 2000; Pfeffer et al., 1993;
Rothe et al., 1993; Toren et al., 1996). Insgesamt wird den Familienmitgliedern der TNF/TNFR-
Superfamilie nach diversen Untersuchungen eine wichtige Rolle in der lymphoiden Organogenese

und der Milzarchitektur, die wiederum wichtig fir eine effektive Immunreaktion sind.

Die Hepatozyten-vermittelte Leberregeneration nach >30 % Masseverlust ist ein komplexer Prozess,
an dem unterschiedliche Molekilarten beteiligt sind: Transkriptionsfaktoren, Apoptoseinhibitoren,
Zellzyklusproteine und Wachstumsfaktoren. Interessanterweise spielen die Kernmitglieder der
TNF/TNFR-Superfamilie, auch eine Rolle bei regulatorischen Prozessen des Leberwachstums bzw. der
Leberregeneration nach partieller Hepatektomie (PHx). Vorarbeiten zeigten, dass LTBR-defiziente
Mause ein vermindertes Leberregenerationsvermdgen aufweisen, das auf eine Storung der LIGHT
bzw. LTB/LTBR Signalkaskade zuriickzufiihren ist. Anders et al. zeigten zunichst, dass transgene
LIGHT Tiere (Tg LIGHT) einen massiven Anstieg in der Lebermasse und eine verdnderte Morphologie
der Hepatozyten aufweisen. Werden Tg LIGHT Tiere aber mit LTBR'/' Tieren verpaart, zeigen die
Nachkommen keine Auffalligkeiten hinsichtlich Lebermasse oder Leberpathologie mehr, da die
Expression des LTBR auf Hepatozyten den Effekt von LIGHT mediiert und ein Fehlen des LTBR die
Hyperplasie unterbindet (Anders et al., 2005). Eine Analyse von LTBR'/' Mausen zeigte dann eine
verminderte Kapazitdt zur Leberregeneration nach einer 70 % PHx (ca. 40% der LTBR-defizienten
Tieren versterben). In diesen Tieren konnte eine verminderte DNA-Synthese in den Hepatozyten,
vermehrte Nekrosen in der Leber und ein erhdéhter Anteil apoptotischer Hepatozyten im Vergleich zu
Wildtyp (WT) Tieren nachgewiesen werden (Anders et al., 2005). Tumanov et al. haben dann im
Mausmodell gezeigt, dass es ca. 12 h nach einer 70 % PHx zu einer Infiltration von T-Lymphozyten in

die Leber kommt und dass auf der Oberflaiche von T-Zellen exprimiertes LT essentiell fir eine
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effiziente Leberregeneration ist (Tumanov et al., 2009). Um nachzuweisen, dass die Verdanderungen
in der Leber abhangig von der T-Zell-spezifischen Expression von LIGHT sind wurden
Knochenmarkchiméaren generiert: Letal bestrahlte WT Tiere denen Knochenmark von Tg LIGHT Tieren
transplantiert wurde, zeigen einen dhnlichen Phanotyp wie Tg LIGHT Tiere. Werden in Rag'/' Tiere, die
eine Defizienz sowohl in B- als auch T-Lymphozyten aufweisen, Thymozyten von Tg LIGHT Tieren
transplantiert, fihrt das zu einer massiven Hepatomegalie und abnormaler Leberpathologie (Anders
et al., 2005). Der TNFR spielt ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Leberregeneration. Innerhalb von
30 Minuten nach einer PHx kommt es zu einem Anstieg in der Expression von TNFRp55 (FitzGerald et
al., 1995). TNFRp55-defiziente Tiere sind nicht mehr in der Lage, den Transkriptionsfaktor NF-«kB, der
als immediate early gene friih nach einer PHx exprimiert wird, TNF-abhangig zu induzieren. Des
Weiteren ist die STAT3 Aktivierung inhibiert und die Aktivierung von AP-1 (activator protein 1)
vermindert. Diese Tiere zeigen eine Inhibition in der DNA Replikation und eine erhéhte Mortalitat
nach PHx (Yamada et al., 1997; Yamada et al., 1998). Auch TNF'/'/LTo[/' Mauslinien weisen eine
abnormale Leberregeneration nach akuter und chronischer Leberschadigung auf (Knight and Yeoh,
2005). Dagegen zeigen Mause mit einer Defizienz des TNFRp75, obgleich die Expression der
Transkriptionsfaktoren AP-1 und C/EBP (CCAAT/Enhancer-Binding-Proteine) bis ca. 4 h nach der PHx
verzogert ist, eine normale Proliferation der Hepatozyten und Leberregeneration nach PHx und
bestétigen, dass der TNF/TNFRp55 Signalweg, nicht aber der TNF/TNFRp75 Signalweg essentiell fir
eine effiziente Leberregeneration ist (Yamada et al., 1998). Nach PHx spielt auch IL-6 eine wichtige
Rolle in der Regulation der Leberregeneration, da es relativ schnell nach einer PHx freigesetzt wird
(Blindenbacher et al., 2003; Cressman et al., 1996, Taub, 2004). TNFRp55'/’ Tiere zeigen nur einen
geringen Anstieg von IL-6 nach einer PHx (Shimizu et al., 2009), eine Injektion von IL-6 konnte jedoch
eine effiziente Leberregeneration wiederherstellen (Yamada et al., 1997). Es wurde gezeigt, dass eine
Blockierung der TNF-Signalkaskade durch spezifische anti-TNF Antikorper in der Lage ist, die
Leberregeneration in WT Tieren zu inhibieren (Akerman et al., 1992; Yamada et al., 1997). Wurden
WT Tiere mit einem LTPR-Ig Fusionsprotein (das durch kompetitive Hemmung die Aktivierung des
membrangebundenen LTBR hemmt) oder anti-LTB Antikdrper behandelt, zeigten sich stark
reduzierte IL-6 Level nach einer PHx (Tumanov et al., 2009). T- und B-Zell-defiziente Rag Tiere, in
denen es nach PHx nicht zu einer T-Zell-Lymphozytose kommen kann, die mit einem agonistischen
anti-LTBR Antikoérper behandelt wurden, zeigten kurz nach PHx einen Anstieg der IL-6 Produktion und
insgesamt ein signifikant hoheres Uberleben. Demnach fiihrt die LTB/LTPR Interaktion zu einer IL-6
Produktion und zu einer héheren Regenerationsfihigkeit und besserem Uberleben nach PHx
(Tumanov et al., 2009). Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse in LTBR'/' und TNFRp55'/' Tieren, dass
diese Signalkaskaden eine wichtige Rolle in der Leberregeneration nach einer PHx spielen und fir
eine effiziente Leberregeneration gebraucht werden. Trotzdem (iberlebt ein gewisser Anteil sowohl

der LTBR'/' als auch der TNFRp55'/' Tiere die PHx. Die Frage, ob diese beiden Signalwege synergistisch
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wirken bzw. sich gegenseitig kompensieren kdnnen, soll als Bestandteil dieser Arbeit aufgeklart

werden.

Die Leber (griech. Hepar) ist eine Anhangsdrise des Mitteldarms und stellt das groRte
Stoffwechselorgan des Wirbeltierorganismus dar. Bei den Saugetieren und auch beim Menschen liegt
sie im rechten Oberbauch unter der Zwerchfellkuppe. Die Lage der Leber wird beeinflusst durch die
Stellung des Korpers, durch den Muskeltonus der vorderen Bauchwand, durch Atemexkursionen und
durch die Verdrangungseffekte der anderen Bauchorgane (Schiebler TH, Schmidt W et al., 2002).
Aufgrund der anatomischen und physiologischen Ahnlichkeiten der Mausleber im Vergleich zur
menschlichen Leber werden Mause in der Forschung als Versuchstiere eingesetzt und sie
unterscheiden sich nur in wenigen Punkten: Beim Menschen wiegt die weibliche Leber 1.200-1.400 g,
die mannliche Leber 1400-1.500 g (Wolf DC., Chapter 94, 1990). Die weibliche Mauseleber ist
durchschnittlich 1,64 g und die mannliche 2,18 g schwer (Krinke et al., 2004). Die physiologische
Lebermasse korreliert in Sdugern eng mit dem Kérpergewicht, wobei die Leber in der Maus (und im
Menschen) ca. 5 % des Korpergewichtes ausmacht. Wahrend die menschliche Leber duBerlich in 2
Leberlappen gegliedert ist (Kollmar O et al., 2000), ist sie bei der Maus durch Incisurae in einzelne,
leicht gegeneinander beweglichen Leberlappen, den Lobus hepatis sinister lateralis und medialis
sowie den Lobus hepatis dexter lateralis dorsalis und medialis, deutlich unterteilt. Im Hilusbereich
sind zusatzlich der Lobus hepatis dexter lateralis ventralis und der Lobus caudatus zu finden.
Zwischen diesen Lappen befindet sich die Leberpforte (Porta hepatis), welche Ein- und Austrittsstelle
fur Nervenfasern, Blut-, Gallen- und LymphgefaRe ist. Die Leberarterie (A. hepatica) zweigt direkt von
der Aorta ab und fihrt sauerstoffreiches Blut in die Leber, und auch die Pfortader (V. portae) tritt an
der Leberpforte mit nahrstoffreichem sowie mit Stoffwechsel-Abbauprodukten beladenem venésem
Blut, das von den unpaarigen Bauchorganen kommt, in die Leber ein. Somit stellt das
Pfortadersystem ein Ver- und Entsorgungssystem der Verdauungsorgane des Korpers dar. Die aus
der Leber austretenden Gallengange vereinigen sich an der Leberpforte zum Ductus hepaticus
communis. Die Galle wird direkt in den Darm abgegeben (Lebergalle) oder in der Gallenblase
gespeichert. Die Mikroarchitektur der humanen und murinen Leber besteht aus hexagonalen 1 x 2
mm groRen Zentralvenen-Ldppchen (Lobuli hepatici).

An den Eckpunkten, an denen drei Leberlappchen zusammentreffen, liegt das Periportalfeld, in dem

die Endaste der V. portae (V. interlobulares) und A. hepatica (A. interlobulares) sowie die ableitenden
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Gallengdnge (D. interlobulares) verlaufen, die das sogenannte Glisson’sche-Dreieck (Glisson-Trias)
bilden. Strahlenférmig um die Zentralvene sind die Hepatozyten angeordnet, die 80% aller Zellen in
der Leber ausmachen. Sie sind der vielfaltigste Zelltyp des gesamten Korpers, da sie alle
Hauptfunktionen der Leber ausiiben (Selden et al., 1999). Die basale Seite der Hepatozyten ist von
den angrenzenden sinusoiden Endothelzellen durch den Disse-Raum getrennt, in dem der Austausch
von Substanzen zwischen Blut und Hepatozyten stattfindet (Parviz et al., 2003). Zwischen den
Hepatozytenstrangen (Abb. 1.2) liegen auf der apikalen Seite die Gallengangs-Kanalikuli, in welche
die gebildete Galle sezerniert und von dort in die Gallengange abgeleitet wird (McCuskey, 2008).
Neben den Endothelzellen finden sich noch weitere Nicht-Parenchymzellen in der Leber:
Kupffer'sche Sternzellen sind die ungleichmaRig geformten Makrophagen der Leber und liegen
luminal an der Wand der Sinusoide. Sie phagozytieren einerseits Stoffe und Pathogene aus dem Blut
(z.B. Endotoxine, Bakterien und Viren) und erfillen daher eine wichtige Funktion in der
Immunabwehr, andererseits sezernieren sie Mediatoren die die Immunantwort regulieren und fir
die Gewebsintegritat wichtig sind (Zytokine, NO (Stickstoffmonoxid) und ROS (reaktive
Sauerstoffspezies)) (Bilzer et al., 2006, Wong et al., 2013). Die parasinusoidalen Ito-Zellen (hepatische
Stern-(Stellatum) Zellen, Lipozyten) sind fettspeichernde, interstitielle Zellen. Sie synthetisieren den
Hepatozyten-Wachstumsfaktor (HGF) und speichern Vitamin A. AuBerdem sind sie an der Produktion
der extrazellularen Matrix beteiligt (Flisiak, 1997, Wong et al., 2013). Die Leber-Progenitorzellen
(Ovalzellen in Nagern) stellen die hepatischen Stammzellen dar (Kap. 1.2.3), die sich sowohl zu
Hepatozyten als auch Cholangiozyten differenzieren kdnnen und in der adulten Leber in den Hering-
Kanalen lokalisiert sind. Akute und chronische Leberschadigungen induzieren die Proliferation der
Ovalzellen und fordern so die Leberregeneration (Lowes et al.,, 2003). Pit-Zellen befinden sich
zwischen Sinusendothel und Hepatozyten im Disse'schen Spalt. Sie werden auch als leberspezifische
Subpopulation der NK-Zellen oder als leberassoziierte Lymphozyten bezeichnet. Bis heute ist tber

ihre genaue Funktion wenig bekannt.
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Abb. 1.2: Zellulirer Aufbau der Leber. Modifiziert nach Dr. Ursula Sorg. Die Abbildung zeigt die verschiedenen Zelltypen der Leber.
Strahlenférmig von der Zentralvene ausgehend sind die Hepatozyten, die von den sinusoidalen Endothelzellen umgeben sind. Die apikale
Oberfliche zwischen den Hepatozytenstringen bilden die Gallengangs-Kanalikuli. Kupffer-Zellen liegen luminal der Wand der Sinusoide an.
Parasinusoidal sind die Ito-Zellen (Stellatum-Zellen) zu finden. Das Pfortadersystem stellt ein Ver- und Entsorgungssystem der Leber dar.

1.2.2 Funktionen der Leber

Als zentrales Stoffwechselorgan reguliert die Leber viele lebenswichtige Stoffwechselvorginge. Im
Kohlenhydrat-Metabolismus sorgt sie fiir die Glykogensynthese, die Glukoneogenese und reguliert
den Blutzuckerspiegel. Beim Lipid-Stoffwechsel ist die Leber fiir die Synthese und den Abbau der
Fettsduren und die Synthese von Gallensduren aus Cholesterol zustindig. Die Synthese und der
Abbau von Blutplasmaproteinen (z.B. Akute-Phase-Proteine; APP oder Komponenten des
Komplementsystems) und Gerinnungsfaktoren findet ebenfalls in der Leber statt. Dariiber hinaus ist
die Leber das wichtigste Entgiftungs- und Ausscheidungsorgan, da sie z.B. Giftstoffe, die mit der
Nahrung aufgenommen wurden oder toxische Metabolite aus dem Blut, filtert (Detoxifizierung) und
sie in ungiftige Substanzen umwandelt, die anschlieBend Uber den Urin oder mit der Galle
ausgeschieden werden. Zudem ist die Leber nach einer Schadigung unter bestimmten Bedingungen
zu einer vollstindigen Regeneration von Volumen und Funktion fahig (Michalopoulos and DeFrances,

1997).

1.2.3 Akute vs. chronische Leberschiadigung

Bei Menschen und Nagern besteht eine enge Korrelation zwischen KérpergréRe und Lebermasse, die
einhergeht mit einer ausgepriagten Fahigkeit der Leber zur Regeneration nach Schadigung

(Francavilla et al., 1988). Es koénnen prinzipiell zwei Mechanismen der Leberregeneration
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unterschieden werden: Kommt es zu einer funktionellen Beeintrachtigung durch eine chronische
Schadigung (z.B. chronische Vergiftungen, Alkoholabusus, Speicherkrankheiten oder chronische
Hepatitiden), die zu einem eingeschrankten Replikationspotential der Hepatozyten fihrt (Alison et
al., 2009; Riehle et al., 2011), wird ein fakultatives Zellkompartiment in der Leber aktiviert, das
Eigenschaften von Stammzellen aufweist und im Normalzustand ruht (Lowes et al., 1999; Roskams et
al., 2003). Aus diesem Zellkompartiment gehen schnell proliferierende Zellen hervor, die sowohl zu
Hepatozyten als auch zu Cholangiozyten differenzieren konnen (Alison et al., 1996; Fausto and
Campbell, 2003; Fougere-Deschatrette et al., 2006, Theise et al., 1999). Bei Nagern wird dieser
bipotente Zelltyp als Ovalzelle, das humane Aquivalent als hepatische Progenitorzelle (HPC)
bezeichnet (Roskams et al., 2003). Kommt es nach einer akuten Leberschddigung (z.B. Traumata,
akuten Vergiftungen, Leber(teil-)resektionen oder Infektionen) zu einem Verlust von Lebermasse mit
funktionaler Integritat der verbleibenden Restleber, wird die Regeneration Uberwiegend durch
ausdifferenzierte hepatische Zellen (Hepatozyten und Cholangiozyten) gewahrleistet, wenngleich mit
einer anderen Dynamik (Fausto et al., 2006; Michalopoulos and DeFrances, 1997). Es handelt sich
dabei im engeren Sinne um eine kompensatorische Hyperplasie (Fausto et al., 2006; Roskams et al.,

2010).

Die Leberresektion ist bei Krebserkrankungen (hepatozelluldres Karzinom, HCC; cholangiozelluldres
Karzinom, CCC) eine der maRgeblichen therapeutischen Ansatze (Haglund et al., 2008; Hasegawa et
al., 2007). Eine Grenze der Resektabilitdt bildet jedoch das benétigte Restvolumen und die
Regenerationsfahigkeit der Leber, eine zu kleine Restleber erh6ht das Risiko eines sogenannten Post-
Hepatektomie-Leberversagens (Garcea and Maddern, 2009). Ein weiteres Problem stellt in der
Humanmedizin bei Lebertransplantationen eine zu geringe TransplantationsgroRe (<0,8—1% der
Kérpermasse des Empfangers) dar, die zu lebensbedrohlichem Organversagen fiihren kann (small for
size syndrome) bzw. sind der Resektion von Lebertumoren Grenzen gesetzt, wenn die verbleibende
Restleber zu klein ist (Fausto, 2001; Helling, 2006). Ein besseres Verstandnis der Prozesse die
wahrend der Leberregeneration ablaufen, kénnte zur Entwicklung von Strategien/Therapien fuhren,
die das Uberleben von Patienten nach Leberresektion bzw. Lebertransplantation verbessern wiirden.
Auch flir Leberlebendspender, denen ein Teil der Leber entnommen wird, ist eine effiziente
Leberregeneration notwendig und macht unterstitzende Therapien relevant. Viele wichtige
Erkenntnisse zur Leberregeneration stammen aus in vitro-Modellen. Aber wahrend sich basale
Mechanismen in diesen Modellen sehr gut simulieren lassen, kdnnen experimentelle Studien lber
Leberzellregeneration nur in vivo suffizient untersucht werden (Koniaris et al., 2003). Bei
Tiermodellen zur Leberregeneration nach Masseverlust kann zwischen chirurgischen (PHx und

Gallengangsligatur) oder chemischen bzw. hepatotoxischen (z.B. Chlorkohlenwasserstoff, D-
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Galactosamin oder Acetaminophen) Modellen unterschieden werden. Bei einer partiellen
Hepatektomie werden 70% der physiologischen Lebermasse entfernt (Kap. 1.2.5). Die
Gallengangsligatur fiihrt durch unterbinden des Ductus hepaticus communis zu einem Gallenriickstau
in der Leber, der in kurzer Zeit eine Fibrose erzeugt. Durch eine Applikation von u.a.
Chlorkohlenwasserstoff (CCL;) handelt es sich um eine chemisch induzierte hepatotoxische
Leberschadigung (Hepatitis) die zur Apoptose des Parenchyms fiihrt (Rahman and Hodgson, 2000).
Vorteil dieser Applikation ist, dass sie im Gegensatz zur Hepatektomie leichter durchzufiihren ist.
Nachteile sind die geringe Reproduzierbarkeit und eine hohere Variation im AusmaR des
Leberschadens und der Regeneration (Bolesta and Haber, 2002). Im Mausmodell zeigt sich eine
Grenze bei Resektionen von 70% der Lebermasse, bei groReren Resektionen ist die
Regenerationsfahigkeit vermindert und die Mortalitat steigt (Cataldegirmen et al., 2005). Eine
Ausnahme besteht jedoch bei Ratten, die durch eine spezielle OP-Technik weniger in Apoptose
gehende Hepatozyten aufweisen und einen Masseverlust von bis zu 90 % ausgleichen kdnnen

(Makino et al., 2005)(Kubota et al., 1997).

Die erstaunliche Regenerationsfihigkeit der Leber wurde durch das wegbereitende 2/3
Hepatektomie Modell an Nagern von Higgins und Anderson gezeigt (Higgins & Anderson et al., 1931).
Nach der chirurgischen Entfernung von zwei Dritteln der Leber (70 %) vergroRert sich die verbliebene
Restleber, bis die urspriingliche Lebermasse wieder hergestellt ist. Normalerweise befinden sich reife
Hepatozyten im Ruhestadium (GO-Stadium) (Furchtgott et al., 2009). In Nagern kommt es ca. 44-48
Stunden nach einer partiellen Hepatektomie zu einer synchronen Teilung fast aller reifen
Hepatozyten (95%). Erfolgt eine Leberresektion von <30% ist das Wachstum der Restleber
verlangsamt und die Teilung der Hepatozyten verlauft nicht synchron (Fausto, 2001). Die DNA-
Synthese startet dabei in den Hepatozyten, die die Portalvene des Leberlappchens umgeben und
schreitet in Zellen in Richtung auf die Zentralvene fort (Skullman et al., 1990). Weitere 24 Stunden
spater teilen sich nochmal ca. 1/3 der Hepatozyten. Die Teilung der Nicht-Parenchymzellen erfolgt ca.
12-24 Stunden nach der ersten Hepatozytenmitose. Im Schnitt durchlauft jeder Hepatozyt hierbei
1,4mal den Zellzyklus bevor er in den Ruhezustand zurickkehrt (Alison et al., 2009; Fausto, 2000;
Stocker and Pfeifer, 1965). Das Lebergewebe nimmt solange zu, bis durch ein optimales Verhaltnis
zwischen Leber- und Kdrpermasse eine einwandfreie Stoffwechselfunktion gesichert ist (Kountouras
et al., 2001). Zudem haben in vivo Versuche eine erstaunliche Teilungsfahigkeit der Hepatozyten
dokumentiert: Durch serielle Transplantationen an Ma&usen konnte gezeigt werden, dass adulte

Mauselebern eine regenerative Fahigkeit besitzen die vergleichbar mit hamatopoetischen
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Stammzellen ist und bis zu 80 Zellteilungen durchlaufen kénnen (Overturf et al., 1997), obgleich
Saugerzellen normalerweise bereits nach 20-30 Zellteilungen altern (Fausto, 2001). Auf diese Weise
ist die gesunde Leber in der Lage, nach extremer Schadigung wie der 70%igen Hepatektomie unter
gleichzeitiger Aufrechterhaltung ihrer organspezifischen Funktion zu regenerieren. Bei Nagern ist die

Regeneration innerhalb von ca. 7 bis 14 Tagen abgeschlossen (Bucher, 1963).

Innerhalb weniger Stunden nach einer PHx verlassen die Hepatozyten ihren Ruhezustand (GO-Phase)
und treten in den Zellzyklus ein. In der prareplikativen Phase (G1-Phase) erfolgt die Verdopplung
notwendiger Zellkomponenten und die Synthese neuer, proliferationsspezifischer Molekdile. In der S-
Phase (Synthesephase) erfolgt die DNA-Replikation. Die Molekiile, die die Zelle zur Teilung bendtigt,
werden in der postreplikativen Phase (G2-Phase) synthetisiert. Nachfolgend kommt es zur Zellteilung
bzw. Mitose (M-Phase). Nach ein oder zwei Runden der Replikation verlassen die Hepatozyten den
Zellzyklus und treten wieder in den Ruhezustand ein (Fausto et al., 2006; Sandgren et al., 1991; Taub,
2004). Die Zellteilung der restlichen Nicht-Parenchymzellen des Lebergewebes folgt den Hepatozyten
mit einigen Stunden Latenz (12-24 Stunden). Die Hepatozytenproliferation lasst sich in drei streng
regulierte Phasen gliedern: Anfangs erfolgt eine Initiierungsphase (Priming), in der die Hepatozyten
in ein Stadium replikativer Kompetenz eintreten. In der darauffolgenden Proliferationsphase wird die
Zellpopulation vergrofRert. Zuletzt wird in der Terminationsphase das Zellwachstum Uber das prazise
Zusammenspiel von Stimulatoren und Inhibitoren gesteuert und zu einem bestimmten Zeitpunkt
gestoppt (Fausto et al., 2006, Michalopoulos, 2007). Dabei gehéren u.a. Priming-Faktoren,
Wachstumsfaktoren und Inhibitoren sowie Stimulatoren zu den molekularbiologischen Mechanismen
und Regelkreisen, die den Zellzyklus der Leberregeneration steuern. In den ersten 4-6 Stunden nach
einer PHx erfolgt mit dem Priming der Hepatozyten der Eintritt in den Zellzyklus. Wahrend der friihen
Phase nach Leberresektion werden die verbleibenden Hepatozyten mit einem relativ zur Lebermasse
vergrofRertem Gallensalzpool belastet. Im Mausmodell konnte erstmals gezeigt werden, dass erhdhte
Gallensalzkonzentrationen die Leberregeneration durch FXR(Farnesoid-X-Rezeptor)-vermittelte
Signale beschleunigen (Riemann wu.a., Gastroenterologie 2010). Vom Gastrointestinaltrakt
stammende Faktoren wie Lipopolysaccharide (LPS) werden hochreguliert und erreichen die Leber
Uber den portalen Blutzufluss. Sie aktivieren hepatische Nicht-Parenchymzellen und induzieren die
Freisetzung von TNF und IL-6. Durch TNF, IL-6 und eine rasche Aktivierung von Transkriptionsfaktoren
wie z.B. NF-kB, AP-1 oder STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3), werden die
Hepatozyten gegeniiber den Einfliissen von Wachstumsfaktoren wie EGF (Epidermal Growth Factor),

TGF-a (Transforming Growth Factor-a) und HGF (Hepatocyte Growth Factor) sensibilisiert (Koniaris et
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al., 2003). Zusatzlich kommt es zu sequentiellen Verdanderungen der Genexpression mit mehr als 70
aktivierten Genen in der Leber, die sogenannten immediate early Gene wie c-fos, c-jun, junB und c-
myc. AnschlieBend werden die delayed early Gene exprimiert, darunter das anti-apoptotisch
wirkende Bcl-XL (B-cell lymphoma-extra large) (Fausto, 2000, 2001; Kountouras et al., 2001; Taub,
1996) sowie einige Inhibitoren: p53, p21, p102. In diesem Zeitraum (4 - 12 h nach einer PHx) kommt
es auch zu einer Lymphozytose in der Leber (Minagawa et al., 2000). Sobald die Hepatozyten das
Priming durchlaufen haben, erfolgt iber den Restriktionspunkt in der G1-Phase der Eintritt in die S-
Phase. Bei Mausen liegt dieser zwischen 30 bis 36 Stunden nach einer PHx. Der Ubergang ist dabei
abhangig von der Stimulation der Zelle durch Wachstumsfaktoren (z. B. HGF, EGF, TGF-a oder
Amphiregulin) und der Aktivierung der Zellzyklusgene bzw. die Expression und Aktivierung einzelner
Cycline (Cyclin D, E, A, C und B) sowie Cyclin-abhangiger-Kinasen (Cdks) (Fausto et al., 2006; Taub,
1996, 2004). Ca. 24 — 48 Stunden nach PHx sind die Hepatozyten in der Lage, den Zellzyklus autonom,

d.h. wachstumsfaktorunabhéangig, mit Eintritt in die Mitose zu beenden.

Die Gallebildung ist ein osmotischer Prozess, der durch die aktive Sekretion von Gallensalzen (GS)
und anderen Bestandteilen in die zwischen benachbarten Leberparenchymzellen liegenden
Gallengangs-Kanalikuli angetrieben wird. GS stellen dabei den grofRten Anteil geléster Substanzen in
der Galle dar. Die Galle wird liber die Gallenblase in den Diinndarm sezerniert und ist dort fur die
effiziente Lipidresorption aus der Nahrung verantwortlich. AuRerdem reguliert sie die Cholesterin-
Homoostase und die Metabolisierung bzw. Ausscheidung endogener (z.B. Bilirubin) und exogener
(z.B. Schwermetalle, Medikamente) Substanzen. GS werden einerseits neu synthetisiert, andererseits
werden sie sehr effizient aus dem Darm resorbiert, gelangen Uber die Pfortader wieder in die Leber
und werden dort von den Hepatozyten aufgenommen. Dieser Vorgang erfolgt pro Tag etwa vier- bis
zwolfmal zwischen Leber und Darm und wird auch als enterohepatischer Kreislauf der GS bezeichnet

(Abb. 1.3). Nur ein kleiner Teil der wasserloslichen GS wird via Fazes und Urin ausgeschieden.
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Abkiirzung Bezeichnung

CA Cholsédure

T-CA Taurocholsdure

DCA Deoxycholsdure

T-DCA Taurodeoxycholsdure

CDCA Chenodeoxycholsdure

T-CDCA Taurochenodeoxycholsdure

LCA Lithocholsdure

T-LCA Taurolithocholsdure

LCAS Lthocholsdure-Sulfat

BSEP Bile Salt Export Pump; ATP-binding cassette sub-family B
member 11 (Abcb11)

CYP7A1 Cholesterol-7a-Hydroxylase; Cytochrom P450 7A1; Cholesterol
7-a-Monooxygenase

NTCP Natrium-Taurocholate-Cotransporting-Polypeptide; LBAT
(Slc10a1)

MRP2 Multidrug Resistance-associated Protein 2; canalicular

Multispecific Organic Anion Transporter 1 (cMOAT1); ATP-
binding cassette sub-family C, member 2 (Abcc2)

MRP3 Multidrug Resistance-associated Protein 3; canalicular
multispecific organic anion transporter 2 (cMOAT2); ATP-
binding cassette sub-family C, member 3 (Abcc3)

FgF15 Fibroblasten-Wachstumsfaktor 15

FXR Farnesoid-X-Rezeptor; Bile Acid Receptor (BAR); nuclear
receptor subfamily 1, group H, member 4 (NR1H4)

Tab. 1.2: Uberblick iiber die Abkiirzungen der GS-Transporter, Enzyme und Rezeptoren.

Die Gallensalzsynthese findet in den Hepatozyten statt. Dort wird aus Cholesterin Giber mehrere
enzymatische Schritte 7a-Hydroxycholesterin synthetisiert. Der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt wird durch das Enzym Cholesterol-7a-Hydroxylase (CYP7A1; Cytochrom P450 7A1; Tab. 1.2)
durchgefiihrt, das daher ein wichtiger Ansatzpunkt fiir regulatorische Mechanismen ist: Der
Fibroblasten Wachstumsfaktor FgF15 (Tab. 1.2) ist ein vom lleum sezerniertes Enterokin (Uriarte et
al., 2013), dessen Expression durch GS hochreguliert wird und der durch eine Inhibition der Cyp7A1
Expression die de novo Synthese der GS in der Leber herunterregulieren kann (Inagaki et al., 2005;
Kir et al., 2011). Ahnliches gilt fiir den Gallensalzrezeptor FXR (Farnesoid-X-Rezeptor; Tab. 1.2), der in
Geweben (wie u.a. Leber, Darm und Niere) exprimiert wird, die GS ausgesetzt sind. FXR reguliert die
Expression von Proteinen, die in der GS Synthese involviert sind, u.a. wirkt die Aktivierung von FXR
hemmend auf die Expression von CYP7A1l, und unterstiitzt somit die Aufrechterhaltung der GS

Homdostase (Keitel et al., 2008).
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Hohe Konzentrationen von GS hemmen wiederum die FXR Biosynthese (Makishima et al., 1999;
Wang et al., 1999). Aus 7a-Hydroxycholesterin werden im ndchsten Schritt die primdren GS
Chols&ure (CA) und Chenodesoxycholsaure (CDCA) synthetisiert. Diese werden dann mit Taurin und
Glycin zu den primdren Gallensalzkonjugaten modifiziert. Die konjugierten priméren
Gallensalzkonjugate: Glykocholsdure (GCA), Taurocholsdure (TCA), Glykochenodesoxycholsiaure
(GCDCA) und Taurochenodesoxycholsaure (TCDCA) werden dann von den Hepatozyten apikal in die
Kanikuli transportiert und gelangen Uber den Gallengang in die Galleblase bzw. in den Darm (Tab.
1.2). Die aktive, kanalikuldre Sekretion der konjugierten GS erfolgt dabei zum einem tber BSEP (Bile
Salt Export Pump, Abcb11) (Kullak-Ublick et al., 2000; Meier and Stieger, 2002) bzw. kann auch zu
einem geringen Anteil passiv Uber subkanalikuldre Vesikel erfolgen (Gerloff et al., 1998, Kipp and
Arias, 2002) und zum anderen Uber MRP2 (Multidrug Resistance Protein 2, Abcc2). Dariber hinaus
gibt es den basolateralen Transporter MRP3 (Multidrug Resistance Protein 3, Abcc3), der den ATP-
abhédngigen Transport iberwiegend konjugierter GS aus dem Hepatozyten in das sinusoidale Blut
vermittelt (Hirohashi et al., 1999) und damit zu hohe intrahepatozytdre Anreicherung der teilweise
sehr toxischen GS verhindern kann (Tab. 1.2). Im Darm wird ein Teil der GS durch Darmbakterien
einerseits dekonjugiert und andererseits in die sekundaren GS Deoxycholsdure (DCA) und die sehr
toxische Lithocholsiure (LCA) umgewandelt. Uber 95% der Gallensalzmetabolite werden dann durch
passive Diffusion aus dem Darm erneut ins Pfortaderblut riickresorbiert. Die Aufnahme in die
Hepatozyten erfolgt Uber den sinusoidalen Natrium-abhangigen Gallensalztransporter Ntcp
(Natrium-Taurocholat-Cotransporting-Polypeptid, Slc10al; Tab. 1.2)(Meier, 1995; Nathanson and
Boyer, 1991). Er ist basolateral Gber den Leberlobulus verteilt. Transportiert werden hieriber bis zu
80% der konjugierten (z.B. TCA) und 50% der unkonjugierten GS (Anwer and Hegner, 1978; Anwer
and Stieger, 2014; Hagenbuch and Meier, 1996; Kullak-Ublick et al., 2000; Meier and Stieger, 2002).
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Abb. 1.3: Enterohepatischer Kreislauf. Modifiziert nach Dr. V. Keitel. Die Gallensalzsynthese findet im Hepatozyten statt. Dort werden aus
Cholesterin iiber mehrere enzymatische Schritte G5 synthetisiert. Reguliert wird diese Synthese durch das Enzym CYP7Al. Neu
synthetisierte GS werden dann mit Taurin und Glycin zu den priméren Gallensalzkonjugaten modifiziert und von den in der Leber sitzenden
Transportern MRP2 bzw. BSEP iiber den Gallengang in den Darm abgegeben. Der basolaterale Transporter MRP3 vermittelt den ATP-
abh3ngigen Transport konjugierter G5 aus dem Hepatozyten in das sinusoidale Blut. Im Darm wird ein Teil der GS durch Darmbakterien

modifiziert, wodurch sekundire GS entstehen. 95% der GS werden erneut ins Pfortaderblut und damit in die Leber riickresorbiert. Nur ein
kleiner Teil der wasserléslichen GS wird via Fézes und Urin ausgeschieden.

1.2.8 Bedeutung der Gallensalze in der Leberregeneration

Vor einigen Jahren beschrieben Huang et al., dass Gallensalze vermutlich entscheidend an der
Initiation der Leberregeneration beteiligt sind und dass eine Erhéhung der Serum-Gallensalzspiegel
im enterohepatischen Kreislauf nach einer PHx ein wichtiges Signal fiir die Regeneration darstellt
(Huang et al., 2006). Um die proliferative Wirkung der Gallensalze zu testen wurden WT Tiere mit 0.2
% Cholsdure (CA) fiir 5 Tage gefiittert. Diese Behandlung induzierte keine substanziellen toxischen
Effekte wie u.a. eine Erhéhung der ALT (Alanin-Aminotransferase) oder histologische Anzeichen von
Leberschaden, filhrte aber zu einer VergréRerung der Leber um 30 % (Huang et al.,, 2006). Demnach
kénnen Gallensalze neben anderen Wachstumsfaktoren die Zellproliferation der Hepatozyten durch
eine Aktivierung spezifischer Rezeptoren induzieren. Weitere Studien zeigten, dass GS nach PHx iiber
eine Stimulation FXR-(Farnesoid-X-Rezeptor)-abhangiger Signalwege kommunizieren miissen, damit
es zur Zellteilung, einem gleichzeitigen Schutz der Hepatozyten vor der toxischen Wirkung der GS
kommt (Huang et al., 2006) und die Gallensalzsynthese an den GS-Anstieg angepasst wird (Csanaky

et al, 2009; Geier and Trautwein, 2007). Eine Stérung im enterohepatischen Kreislauf mit
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insuffizienter Gallensalzsynthese nach einer PHx geht mit einer Storung des Fettstoffwechsels einher
(Kubitz et al., 1997; Kubitz et al., 1999) und fiihrt zur Inhibition der Regeneration (Meng et al., 2011;
Suzuki et al., 1994; Ueda et al., 2002). Bestimmte GS (z.B. LCA) sind toxisch und eine Akkumulation
der intrahepatischen Gallensalze, wie sie z.B. bei cholestatischen Lebererkrankungen gegeben sind,
induzieren Apoptose und Nekrose (Kullak-Ublick et al., 2000). Uriarte et al. zeigten zudem, dass der
Fibrobasten-Wachstumsfaktor 15 (FgF15) als essentielles Hormon an der Regulation der Gallensalze
wahrend der Leberregeneration nach einer PHx beteiligt ist. FgF15'/' Tiere zeigten erhohte
intrahepatische Gallensalzlevel sowie eine erhohte Mortalitdt nach PHx (Uriarte et al., 2013).
Gallensalze fordern nicht nur die Zellproliferation und Leberregeneration, sondern initiieren auch

den programmierten Zelltod (Keitel et al., 2008).

Bei einer Cholestase kommt es durch eine Einschrankung oder Unterbrechung des Gallenflusses zu
einem Rickstau von gallenpflichtigen Substanzen ins Blut. Ursache fiir die Entstehung einer
Cholestase kann z.B. eine Obstruktion der ableitenden Gallewege (mechanisch induziert durch eine
PHx), Arzneimittel oder eine systemische Entziindung sein. Unterschieden wird hierbei zwischen
einer intrahepatischen und extrahepatischen Cholestase. Bei der hepatozelluldren, intrahepatischen
Cholestase ist die Ausscheidung der Galle aus den Hepatozyten gestoért und es kommt zu einem Stau
der GallenflUssigkeit in der Leber. Die intrahepatische Cholestase kann ursachlich durch ein
hepatozelluldres Karzinom, eine Leberzirrhose oder eine primare bilidre Zirrhose hervorgerufen
werden. Uberdies wurde gezeigt, dass mit Endotoxin (LPS) behandelte Ratten eine durch Sepsis
induzierte Cholestase entwickeln (Trauner et al., 1998). Eine obstruktive, extrahepatische Cholestase
(Verschlussikterus) hingegen wird durch mechanische Verlegung der Gallenwege durch z.B.
Karzinome oder Gallensteine (Preuss; Basislehrbuch Innere Medizin, 2. Auflage) oder experimentell
im Tiermodell durch eine Gallengangsligatur hervorgerufen (Trauner et al., 1998). Labordiagnostisch
ist eine Cholestase beim Menschen durch den Anstieg von konjugiertem Bilirubin, alkalischer
Phosphatase (ALP) und Gamma-Glutamyl-Transferase (y-GT) im Serum charakterisiert (Preuss;
Basislehrbuch Innere Medizin, 2. Auflage), aullerdem kommt es zu Veranderungen in der Expression

hepatobilidrer Transportproteine (Keitel et al., 2005).
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Neben seiner Funktion bei der Entwicklung und Aufrechterhaltung lymphatischer Organe spielt das
LT/LTBR und TNF/TNFR Liganden/Rezeptor-System ebenfalls eine wichtige Rolle in der Abwehr von
Infektionen, hervorgerufen durch Bakterien, Viren oder Parasiten. Nach einer Infektion des
Organismus mit Pathogenen kommt es zunachst zur Aktivierung der angeborenen, unspezifischen
Immunantwort, die anschlieBend die Aktivierung der spezifischen, adaptiven Immunantwort
induziert. Fur eine effektive und schitzende Immunantwort wird sowohl eine korrekte Struktur der
lymphatischen Organe benoétigt, als auch die Aktivierung von Effektorfunktionen, vermittelt u.a.
durch den TNFRp55 oder den LTBR. So gibt es beispielsweise Studien, die sich mit der Rolle des LTBR
in der Abwehr von bakteriellen Infektionen beschaftigen: Bei einer Infektion mit Mycobacterium
tuberculosis zeigen LT, LTB'/' und LTBR'/' Mause eine erhohte Bakterienlast in Lunge und Leber und
auch die Uberlebensrate ist im Vergleich zu WT Tieren geringer (Ehlers et al., 2003). LIGHT-defiziente
Mause weisen keine Veranderungen auf und verhalten sich wie die Wildtypkontrollen. Kontrar dazu
zeigt eine andere Studie, dass LTB-defiziente Mause, im Gegensatz zu LTa-defizienten M&usen, nicht
anfalliger firr eine Infektion mit M. tuberculosis sind (Roach et al., 2001). In LTa’ M&usen bilden sich
bei einer Infektion mit M. tuberculosis vergroRerte Granulome in der Lunge, in denen nur
Makrophagen, aber keine T-Lymphozyten zu finden sind. Demnach ist LTa essentiell um chronische
bakterielle Infektionen zu kontrollieren (Roach et al., 2001). Weiterhin zeigen TNF//LTa’ Mause
oder Mause die mit einem LTBR-Ig Fusionsprotein behandelt wurden (funktional LTB-defizient), einen
letalen Verlauf nach Infektion mit Mycobacterium bovis (BCG). Die Bildung von Granulomen in der
Milz ist beeintrachtigt und die Tiere besitzen eine hdhere bakterielle Last als Tiere der Kontrollgruppe
(Jacobs et al., 2000, Lucas et al., 1999). Erfolgt eine Infektion mit Citrobacter rodentium, kommt es in
LTa”, LTB'/' und LTBR'/' Mausen (im Gegensatz zu WT Mausen) zu einem Anstieg der Bakterienlast in
Leber und Milz und die Tiere versterben (Spahn et al., 2004). Eine erhdhte Sterblichkeit LTBR-
defizienter Tiere gegeniber den Kontrollmdusen zeigt sich lberdies auch bei einer Infektion mit
Listeria monocytogenes (Ehlers et al., 2003). LTa-defiziente Mause, die mit dem lymphozytiren
Choriomeningitisvirus (LCMV) infiziert wurden, zeigen eine starke Beeintrachtigung bei der
Aktivierung und Expansion CD8" T-Lymphozyten in der Milz (Suresh et al., 2002) und weisen, indirekt
durch die oben beschriebene zerstorte Milzarchitektur verursacht, eine verringerte T-Zellantwort auf.
Eine weitere Studie zeigt ebenfalls, dass die zerstorte Milzarchitektur in LTB'/' Tieren zu einer
verzogerten antiviralen Immunantwort fihrt (Berger et al., 1999). Bei einer Infektion mit Herpesviren
(HSV-1) entwickeln LTa” Miuse eine beeintrichtigte zytotoxische und CD8" T-Zell-Effektorantwort

und die Tiere sind anfalliger fiir eine virale Enzephalitis (Kumaraguru et al., 2001). Erfolgt eine
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Infektion von LTa” Mausen und transgenen LTBR-IgG Miusen (kein LTB-vermitteltes LTBR Signalling)
mit dem humanen Zytomegalievirus (CMV), ist eine erhoéhte Sterblichkeit der Tiere im Vergleich zur
Kontrollgruppe zu beobachten (Benedict et al, 2001). Die Infektion mit dem murinen
Zytomegalovirus (MCMV) zeigt ebenfalls, dass der LTPR Signalweg essentiell fiir das Uberleben ist, da
sowohl LTa-, LTB- als auch LTRR-defiziente Mause eine starkere Replikation des Pathogens aufweisen
und der Infektion relativ schnell erliegen (Banks et al., 2005; Benedict et al., 2001). LIGHT-defiziente
Tiere hingegen zeigen nur geringfligige Defekte nach Infektion (Banks et al., 2005; Scheu et al., 2002).
Die Immunantwort bei LTa” Miusen ist nach einer niedrig-dosierten Influenzainfektion hingegen nur
wenig beeintrachtigt, da die spezifische T-Zellantwort mit einer nur geringen Zeitverzogerung
auftritt. Allerdings zeigen hoch-dosierte Infektionen mit Influenzaviren einen tédlichen Verlauf (Lund
et al., 2002). Zusatzlich zeigt eine Infektion mit Influenza Virus A von TNF'/', TNF/LTo(/', TNFRp55'/'
und TNFRp75'/‘ Tieren, dass TNF” und LTa-defiziente Tiere keine effiziente B-Zellantwort wihrend
der viralen Infektion zeigen (Sedger et al., 2002). Um die Rolle von LTa und LTB bei der Abwehr von
Parasiten zu untersuchen, wurden unter anderem Infektionen mit Leishmania major und
Trypanosoma brucei in LTa”, LTB'/' und TNF/LTa” Miusen durchgefiihrt. Die im Leishmaniosemodell
verwendeten LTB” Mause hatten ebenfalls eine stark verminderte Uberlebensrate im Vergleich zum
Wildtypen. Zudem konnte gezeigt werden, dass die Anwesenheit und richtige Organisation der
Lymphknoten und nicht die Expression von LT fir eine Abwehr von Leishmania major wichtig sind
(Wilhelm et al., 2002). Eine Infektion von LTa”" und LTa/TNFa’ Tieren mit Trypanosoma brucei
hingegen fiihrte zu einem geringen Uberlebensvorteil der LTa” Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe
und auch LTa/TNFa’ Tiere iberlebten die Infektion mit milden immunpathologischen
Veranderungen (Magez et al., 2002). Die Immunantwort von LTBR'/’ Tieren nach einer Infektion mit
Plasmodium chaubaudi zeigte, dass weibliche LTBR'/' Tiere eine erhdhte Resistenz gegeniiber Malaria
aufweisen, wohingegen mannliche LTBR’/’ Tiere dem Parasiten erliegen (Krucken et al., 2005). Bei
einer Infektion mit Toxoplasma gondii (T. gondii) sind speziell LTa”" und TNFo” Mause sehr anfallig
und sterben an einer durch den Parasiten ausgeldsten akuten Toxoplasmenenzephalitis. Sie zeigen
eine reduzierte IFNy Sekretion, vermindertes IgM und 1gG und reduzierte intrazerebrale
Stickstoffmonoxid-(NO) Synthasespiegel (Schluter et al., 2003). Eine weitere Studie zeigt, dass eine
Infektion von TNFRp55'/' Tieren und von TNFRp55/TNFRp75'/' Tieren mit T. gondii ebenfalls zu einer
letalen Toxoplasmenenzephalitis flhrt und trotz einer im Vergleich zum Wildtypen geringeren
Parasitenlast starke inflammatorische Reaktionen auftreten. Hingegen scheint der TNFRp75 bei der
Immunantwort gegen Toxoplasmen keine Rolle zu spielen, da Tiere mit einer Defizienz im TNFRp75
Uber ausreichende Effektormechanismen verfiigen (NO-Synthese) (Deckert-Schluter et al., 1998; Silva
et al., 2009; Yap et al., 1998). Insgesamt wurde gezeigt, dass Rezeptor-Ligand-Interaktionen in der
TNF/TNFR Superfamilie essentiell fiir Aowehrmechanismen und die Kontrolle von inflammatorischen

Prozessen sind wobei die einzelnen Rezeptoren/Liganden in unterschiedlichen Infektionsmodellen
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durchaus unterschiedliche Bedeutung haben. Eine Defizienz bzw. Dysregulation bestimmter
Mitglieder dieser Familie flihrt zu einer gestorten Immunantwort die in pathophysiologischen
Veranderungen oder einer chronischen Inflammation resultieren (Hehlgans and Pfeffer, 2005). LTBR-
vermittelte anti-parasitdre Effektormechanismen gegen Toxoplasmen sind bisher noch nicht
beschrieben. Deshalb beschéftigt sich ein Teilprojekt dieser Dissertation mit der Charakterisierung
des Phanotyps von LTBR-defizienten Tieren im Rahmen einer Infektion mit Toxoplasma gondii und

mit der Rolle, die der LTBR bei der Abwehr einer Toxoplasmeninfektion spielt.

Die Toxoplasmose ist eine parasitire Zoonose, an der weltweit ein Drittel der menschlichen
Bevolkerung leidet (Tenter et al., 2000), wobei die Pravalenz in den verschiedenen Regionen der Erde
sehr unterschiedlich ist. Infektionen kommen am hé&ufigsten in heifen und feuchtwarmen
Klimazonen vor und in Gebieten mit geringen Héhenlagen, dabei sind in bestimmten Regionen bis zu

95 % der Bevolkerung infiziert (Auszug: http://www.cdc.qov/parasites/toxoplasmosis/epi.html). Der

Erreger, das obligat intrazelluldre Protozoon T. gondii, wird taxonomisch dem Stamm der
Apicomplexa und der Ordnung Coccidien zugeordnet. Bei den heteroxenen Coccidienarten, wie T.
gondii wird ein fakultativer Wirtswechsel beschrieben (Mehlhorn & Piekarski, Grundrifs der
Parasitenkunde, 2002). Endwirte flir T. gondii sind die Hauskatze und andere Mitglieder der Familie
der Felidae (Frenkel, 1970), die sich durch eine orale Aufnahme von zystenhaltigem Fleisch infizieren
und in dessen Darmepithel die geschlechtliche Entwicklung (Gametogonie) des Parasiten bis zur
Bildung und Ausscheidung von Oozysten ablduft (Abb. 1.4). Nach einer Infektion, kommt es in der
Katze zu einer Schizogonie bzw. Merogonie, (Zerfallsteilung), bei der sich ein mehrkerniges Stadium
(Schizont bzw. Meront) in mehrere bis viele Zellen (Merozoiten) teilt. Nach mehreren
Merontengenerationen entwickeln sich Gametozyten (Makro- und Mikrogamonten) im intestinalen
Epithelium (Dubey, 1992). Diese reifen im Rahmen der geschlechtlichen Vermehrung zu weiblichen
Makro- oder mannlichen Mikrogameten heran. Nach Befruchtung der Makrogameten durch die
Mikrogameten entstehen Zygoten, die sich zu Oozysten entwickeln und mit dem Fazes
ausgeschieden werden. Werden die Oozysten unsporuliert mit dem Fazes der Katze ausgeschieden,
erfolgt die Sporulation (Sporogonie) im Freien auBerhalb des Wirtes. Dabei entstehen aus den in der
Oozyste enthaltenen Sporonten zwei Sporoblasten, aus denen sich zundchst zwei Sporozysten
entwickeln, die zu je vier Sporozoiten werden. Nach der Sporulation kénnen die Oozysten durch
zahlreiche Zwischenwirte oral, durch kontaminierte Nahrung, aufgenommen werden. Im Darm des
Zwischenwirtes werden zundchst die Oozystenwand und die Sporozystenhiille durch proteolytische
Verdauungssafte aufgelost und die Sporozoiten freigesetzt, gefolgt von einer Stadienkonversion zu

Tachyzoiten. Die sich schnell replizierenden Tachyzoiten durchdringen daraufhin das Darmepithel
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(Tenter et al., 2000) und werden hamatogen und lymphogen im gesamten Korper verteilt. In der
akuten Phase der Infektion kommt es dann zur ungeschlechtlichen Vermehrung (Merogonie),
Uberwiegend in Zellen des lymphatischen Systems. (Mehlhorn & Piekarski, Grundrifs der
Parasitenkunde S.89, 2002). Im weiteren Verlauf finden innerhalb einer parasitophoren Vakuole nach
und nach wiederholte Teilungsvorgange (Endodyogonie) statt und es entsteht eine sogenannte
Pseudozyste (Mehlhorn & Piekarski, Grundrifs der Parasitenkunde S. 89, 2002). Die Wand der
parasitophoren Vakuole verdickt, wird durch wiederholte Endodyogonie-Schritte lysiert und
Tachyzoiten werden freigesetzt. Von nun an verbreitet sich die Infektion schnell (ber die
Lymphknoten in samtliche Organe des Zwischenwirtes (Dubey, 2010) aus. Wahrend die Infektion
weiter voranschreitet differenzieren sich die Tachyzoiten zu Bradyzoiten, die durch einen
metabolischen Stillstand charakterisiert sind (Black and Boothroyd, 2000; Yarovinsky, 2014).
Bradyzoiten formen Gewebszysten, die eine hohe Affinitdt zu neuralen und muskuldaren Geweben
wie Gehirn, Auge, Skelett- und Herzmuskulatur haben, jedoch auch in viszeralen Organen wie Lunge,
Leber und Niere beobachtet werden kdnnen (Dubey and Frenkel, 1998; Tenter et al., 2000). Diese
Gewebszysten charakterisieren die chronische Infektionsphase, in der der Parasit fur die
Immunabwehr des Wirtes nicht mehr zugéanglich ist. Durch Aufnahme der Gewebszysten durch den
Endwirt, wird ein neuer Infektionszyklus initiiert. Dabei ist die Maus als natiirliche Beute der Katze fiir
die Verbreitung der Parasiten besonders wichtig (Mehlhorn & Piekarski, Grundriss der
Parasitenkunde 5.89, 2002). Weitere Zwischenwirte von T. gondii sind darlber hinaus alle
warmbliitigen Lebewesen einschlieRlich des Menschen (Dubey and Welcome, 1988; Jackson and

Hutchison, 1993, Tenter et al., 2000).
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Abb. 1.4: Lebenszyklus und Ubertragungswege von Toxoplasma gondii. Modifiziert nach (Hunter and Sibley, 2012). Endwirt fur T. gondii
ist die Katze, in der die sexuelle Entwicklung (Gametogonie) des Parasiten bis zur Bildung und Ausscheidung von unsporulierten Oozysten
erfolgt. Im Freien kommt es zur Sporogonie und die Oozysten reifen zu infektitsen Oozysten heran. Durch die Aufnahme der Oozysten mit
der Nahrung oder im Trinkwasser werden die Zwischenwirte (z. B. Maus) infiziert. Die aufgenommenen Oozysten entwickeln sich zu schnell
replizierenden Tachyzoiten (akute Phase) und dann zu zystenbildenden Bradyzoiten (chronische Phase). Durch Verzehr von zystenhaltigen
Beutetieren durch den Endwirt schlieBt sich der Zyklus. Fiir den Menschen stellt Verzehr von rohem oder ungarem Fleisch oder mit
infektitsen Oozysten kontaminierten Lebensmitteln die Hauptinfektionsquelle dar. Uberdies kann es bei einer Erstinfektion wihrend der
Schwangerschaft zu einer kongenitalen Ubertragung auf den Fétus kommen, die mit Fehlentwicklungen des Fétus und Fehlgeburten
einhergeht.

1.3.3 Immunpathologie

Akute Toxoplasmeninfektionen verlaufen in den meisten immunkompetenten adulten Tieren und
Menschen asymptomatisch, da in der Regel eine effektive schiitzende Immunantwort induziert wird
(Dubey and Frenkel, 1998), die zur Entstehung einer symptomlosen, chronisch-persistierenden
Infektion fuhrt. Klinische Symptome der Infektion in immunkompetenten Menschen variieren von
leichten bis hin zu milden grippedhnlichen Symptomen (Joynson et al., 2001). Kann das Immunsystem
die Infektion nicht ziigig begrenzen, kommt es zunéchst zum Zelltod der infizierten Zellen und dann
schlimmstenfalls zu lebensbedrohlichen Organlidsionen und z.B. Pneumonien, Retinitis oder
Encephalitiden (Joynson et al.,, 2001). Mit der verbesserten medizinischen Versorgung gibt es immer
mehr Menschen, die langfristig Immunsuppressiva einnehmen missen (z.B. nach Organ- oder
Knochenmarkstransplantationen). Auch die Anzahl immundefizienter AIDS-Patienten steigt zwar

langsam, aber kontinuierlich an.
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Daher gibt es immer mehr Menschen, die ein kompromittiertes Immunsystem aufweisen und bei
denen es zu einer Reaktivierung einer chronischen Toxoplasmeninfektion kommen kann. Eine
Reaktivierung resultiert in einer erneuten Stadienkonversion zu Tachyzoiten und deren schneller
Vermehrung im zentralen Nervensystem (ZNS) und kann unbehandelt in einer tédlich verlaufenden
Toxoplasmen-Enzephalitis (TE) enden (Joynson et al., 2001) (Montoya and Liesenfeld, 2004). Kommt
es zu einer kongenitalen Infektion (Priméarinfekton einer Schwangeren) kann eine Infektion mit T.
gondii u.a. zu schweren neurologischen Schaden des sich entwickelnden Fotus fiihren (Joynson et al.,
2001) (Lepage et al., 1998, MclLeod et al., 2012). Dies macht die Aufklarung der Mechanismen, die bei
der Immunantwort gegen T. gondii eine Rolle spielen, medizinisch hochst relevant (Montoya and
Liesenfeld, 2004). Die Bandbreite des klinischen Schweregrads einer Infektion mit T. gondii ist eine
Konsequenz vieler Faktoren einschlieBlich der Genotypen von Wirt und Parasit bzw. dem
Zusammenspiel beider Genotypen (Hunter and Sibley, 2012). In Europa und Nordamerika werden
drei klonale Linien bzw. Genotypen der Toxoplasmen unterschieden: Typ | — lll (Sibley et al., 2009).
Charakteristisch fur die Stamme ist die unterschiedliche Virulenz im Tiermodell. Der Genotyp-I|
Stamm ist mit einer letalen Dosis (LDo) von 1 Parasiten in allen Mausstammen hoch virulent (Sibley
et al., 2009). Im Gegensatz dazu sind die Genotyp-Il und -lll Stdmme mit einer LD,y von mehr als
1000 Parasiten weniger virulent, wobei sich einzelne Mausstamme in ihrer Suszeptibilitdt deutlich
unterscheiden kénnen. Interessanterweise kdnnen die meisten klinischen Isolate des Menschen dem

Genotyp Il (z.B. ME49) zugeordnet werden (Weiss and Kim, 2004).

Liegt eine Infektion mit T. gondii vor, reagiert das Immunsystem mit einer starken, TH;-vermittelten
Immunantwort (Denkers and Gazzinelli, 1998; Liesenfeld, 1999). Die antiparasitdre Immunantwort
auf eine T. gondii Infektion (Abb. 1.5) erfordert eine friihe Produktion des proinflammatorischen
Zytokins IL-12, durch das NK-Zellen und CD4" sowie CD8" T-Zellen zur IFNy-Produktion angeregt
werden (Gazzinelli et al., 1993; Hunter and Sibley, 2012; Hunter et al., 1994; Johnson, 1992; Khan et
al., 1994). Ein weiteres wichtiges Zytokin ist TNF, das vorwiegend in aktivierten Monozyten und
Makrophagen gebildet wird, die IFNy-Wirkung verstarkt und so die Immunantwort gegen T. gondii
unterstiitzt (Daubener et al.,, 1996). Es konnte gezeigt werden, dass die Induktion der IL-12-
Produktion abhdngig von Chemokinrezeptor 5 (CCR5)- und Toll-like-Rezeptoren(TLR)-Signalen ist
(Aliberti et al., 2003; LaRosa et al., 2008; Scanga et al.,, 2002; Yarovinsky et al., 2005). Der
Chemokinrezeptor CCR5 wird auf verschiedenen Zelltypen exprimiert, inklusive Makrophagen und
Dendritischen Zellen (Mueller and Strange, 2004). Auch wichtig fir die Erkennung von T. gondii

scheinen die ubiquitdr exprimierten TLRs zu sein (LaRosa et al., 2008), da dendritische Zellen Gber
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TLRs in der Lage sind, Antigen-Muster (z.B. Zellbestandteile wie LPS, Flagellin aber auch mikrobielle
RNA- und DNA-Fragmente) zu erkennen (Beutler, 2004). Darliber hinaus konnten fir T. gondii
spezifische Liganden fiir TLRs identifiziert werden, so wird z.B. ein Toxoplasmen-spezifisches, Profilin-
dhnliches Molekil durch TLR11 und TLR12 erkannt, aber auch Toxoplasmen-spezifische
Glycosylphospatidylinositol(GPl)-verankerte Proteine durch TLR2 und TLR4 (Debierre-Grockiego et al.,
2007; Yarovinsky, 2014, Yarovinsky et al., 2005). Eine Studie konnte zeigen, dass eine Deletion
einzelner TLRs nur einen geringen Effekt auf die Suszeptibilitdt eines Wirtes gegeniiber einer
T. gondii-Infektion hat, so dass die Funktionen einzelner TLRs in der T. gondii Erkennung womaglich
redundant sind oder dass zur Erkennung des Parasiten die gleichzeitige Aktivierung mehrerer TLRs
wichtig ist (Gazzinelli and Denkers, 2006). Zusatzlich wird vermutet, dass MyD88 als Adaptorprotein
essentiell fiir die Funktionen von TLRs und diverser Zytokine ist und fiir eine effektive Kontrolle der
Toxoplasmose notwendig ist. (Scanga et al, 2002). IFNy wird als Antwort auf intrazelluldre
Pathogene vom Wirt produziert und fiihrt durch die Bindung an TLRs zur klassischen Aktivierung von
Makrophagen (Goerdt et al., 1999). Die wichtigste Rolle in der Abwehr des Parasiten durch das
angeborene Immunsystem nimmt jedoch die anschliefend induzierte IFNy-Signalkaskade ein. Die
Bedeutung von IFNy in der Abwehr von T. gondii zeigt sich in den IFNvR'/' und IFNy'/' Mauslinien, die
beide hoch suszeptibel gegeniber einer T. gondii Infektion sind (Deckert-Schluter et al., 1996;
Scharton-Kersten et al., 1996). IFNy stimuliert Uber den IFNyR die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors STAT1 (signal transducer and activator of transcription 1), der die Expression
diverser Gene induziert und zur Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und Stickstoffmonoxid
durch Monozyten und Makrophagen fiihrt. So konnte durch eine Studie mit iNOS™ Tieren gezeigt
werden, dass IFNy- und iNOS-abhdngige Mechanismen in der Abwehr von T. gondii wahrend der
akuten Phase der Infektion eine wichtige Rolle bei der Abwehr dieser Parasiten spielen (Scharton-
Kersten et al., 1997). Der Signalweg induziert zudem die Rekrutierung von IFNy-induzierten GTPasen
(z.B. guanosine nucleotide-binding proteins; GBPs und Immunity Related Guanosine Triphosphatases;
IRGs), die zur parasitophoren Vakuole rekrutiert werden (Degrandi et al., 2007; Degrandi et al., 2013;
Taylor et al., 2004, 2007). Diese Proteine tragen dazu bei, dass das parasitare Wachstum durch
verschiedene Mechanismen ATG5 (autophagy protein 5) - abhangig gehemmt wird (Howard et al.,
2011; Yamamoto et al., 2012). Insgesamt sind die komplexen Mechanismen die eine effiziente
antiparasitare Immunantwort nach Toxoplasmeninfektion ausmachen, noch nicht vollstandig

aufgeklart.
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Abb. 1.5: Humorale Inmunantwort auf eine Infektion mit Toxoplasma gondii. Modifiziert nach (Yarovinsky, 2014).
Friih nach Infektion werden DCs, Monozyten und Makrophagen aktiviert, die iiber TLRs T. gondii assoziierte Antigene (Profilin, GPIl-Anker)
erkennen und daraufhin IL-12 bzw. TNF produzieren. Im Rahmen der Immunantwort kommt es daraufhin zur Produktion von IFNy durch
NK-Zellen und CD4"/CD8" T-Zellen. IFNy fiihrt iiber den IFNyR zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors STAT1, der die Expression diverser
Gene und auch die Produktion ROS und NO induziert. Der Signalweg vermittelt zudem die Rekrutierung von IFNy-induzierten GTPasen
(GBPs und IRGs), zur parasitophoren Vakuole.
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Es ist von erheblicher Bedeutung, ein besseres Verstandnis fiir die Regulation der bei der
Leberregeneration ablaufenden Prozesse zu gewinnen, um durch die Entwicklung neuer
Medikamente und Therapien die Uberlebenschancen nach der Resektion von Lebertumoren oder
Lebertransplantationen zu verbessern. Frithere Publikationen zeigten, dass sowohl der LTBR als auch
der TNFRp55, zwei Mitglieder der TNF/TNFR-Superfamilie, an der Hepatozyten-vermittelten
Leberregeneration beteiligt sind und Tiere die weder den LTBR noch den TNFRp55 exprimieren
kdnnen, ein vermindertes Leberregenerationsvermoégen zeigen (Anders et al., 2005; Shimizu et al.,

2009).

Das Hauptziel dieser Arbeit war daher die Charakterisierung der Leberregenerationsdefekte in
Abwesenheit der LTBR- und TNFRp55-vermittelten Signalwege nach PHx. Dazu wurden LTBR'/' und
TNFRp55'/' Mause eingesetzt. Erganzend wurde durch die Applikation eines TNF-Inhibitors,
Etanercept (Enbrel®), in LTBR'/' Tieren der TNFRp55 Signalweg blockiert und funktional
LTBR/TNFRp55 doppelt-defiziente Tiere hergestellt. Mittels Etanercept-Behandlung sollte untersucht
werden, ob es zu einer Kompensation innerhalb der Signalwege des LTB/LTBR und TNF/TNFRp55
kommt und ob die gleichzeitige Inhibition beider Signalwege die Leberregeneration nach einer PHx
vollig gestort ist zum Erliegen bringt. Zusatzlich sollten durch eine Transkriptomanalyse fir die

Leberregeneration essentielle LTBR-regulierte Gene identifiziert werden.

Die Bedeutung des LTBR Signalweges in der Immunantwort gegen Toxoplasma gondii ist bisher noch
ungeklart. Es ist allerdings bekannt, dass der LTBR, ebenso wie TNF, LTa und TNFRp55 fiir eine
effiziente Immunantwort gegen andere Pathogene, wie z.B. Listeria monocytogenes und murines
Zytomegalievirus bendtigt wird (Banks et al., 2005, Ehlers et al., 2003; Kutsch et al., 2008). Daher
sollten in einem weiteren Teil dieser Dissertation LTBR'/' Tiere mit T. gondii infiziert werden, um die
Rolle des LTBR in der Abwehr einer T. gondii Infektion zu untersuchen. Dazu wurden Serum- und
Genexpressionsanalysen in WT und LTBR'/' Tieren wahrend der akuten und chronischen Phase einer

T. gondii Infektion durchgefihrt.
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2. Material

2.1 Chemikalien und Enzyme

A Aceton
Agarose
Agua ad injectabilia

B Betaisodona
Blaubrand®intraMARK Mikropipetten
BSA (Rinderserumalbumin)

C Calciumchlorid
Collagenase Typ VIII
Chloroform

D Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Destilliertes Wasser
Dithiothreitol (DTT)
Diemethylsulfoxid Hybri-Max®(DMSO)
DPBS
DNase |

E Enbrel®(Etanercept)
Erythrozyten-Lyse-Puffer
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Ethanol
Ethidiumbromidldsung [1 %]

F Ficoll Paque™ Plus
Formaldehyd
Fotales Kalberserum (FCS)

G Go-Tag-Polymerase

Glycerin

Merck, Darmstadt

Biozym Diagnostik, Hamburg
Braun, Melsungen

TVA OP Inventar

Brand, Wertheim
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Gibco, Paisley

GE Healthcare, Minchen
Gibco, Paisley
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Pfizer, UK

Morphisto, Frankfurt am Main
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

BD Biosciences, Heidelberg
GE Healthcare, Minchen
Roth, Karlsruhe

PAN, Eidenbach

Promega, Heidelberg

Biochrom, Berlin



L-Glutamin
Isofluran
Isolation RNA Lysis Reagent

Isopropanol

Isotonische Natriumchloridlosung (0,9%)

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Loading Dye Solution orange(6x)
Massruler DNA-Ladder Mix
Magnesiumchlorid
2-Mercaptoethanol (50 mM)
Methanol

Narketan

Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumcitrat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Oligo-(dT)-Primer
Paraformaldehyd

PBS Chemikalienpulver

PBS (steril, 0,51)

PBS (10x)

PCR Nukleotid-Mix (dNTPs)
Penicillin / Streptomycin
Percoll

Proteinase K (10mg/ml)
gPCR Master Mix No Rox

Reverse Transcription Kit

Material

Biochrom, Berlin
DeltaSelect, Dreieich
5Prime, Hamburg

Merck, Darmstadt
DeltaSelect, Dreieich
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Fermentas, St. Leon Roth
Thermo Scientific, Braunschweig
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Vetoquinol, Ravensburg
Merck, Darmstadt

VWR, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Fermentas, St.Leon-Roth
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Biochrom, Berlin
Invitrogen, Karlsruhe
Gibco, Paisley

Fermentas, St.Leon-Roth
Biochrom, Berlin
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roche, Mannheim
Eurogentec, Belgien

Invitrogen, Karlsruhe



Material

RPMI Medium

Salzsdure (HCL)

Taq Buffer advanced with Mg2+ (10x)
Taq Polymerase

Tissue Tek™ 0.C.T™Compound

Tris-(hydroymethyl)-aminomethan

Triton X-100

TRIzol

Trypanblau
Trypsin/EDTA Lésung
Tween'20

U Ultrapure H,0

w Wasserstoffperoxid (30%)

X Xylapan

2.2 Verbrauchsmaterialien

Blutgas-Analyseréhrchen (Clini Tubes)
Capillary Caps

Deckglaschen (Microscope Coverslips)
FACS- Reaktionsgefalle

Faden: Premilene DS16 4-0

Faden: Safil HR13 5-0

Faden: Dragofil DS19 5-0

INRatio Teststreifen

Kaniilen Sterican

Kompressen / Tupfer / Wattestdbchen

Leukoblast

Gibco, Paisley

Merck, Darmstadt

5Prime, Hamburg
selfmade AG Pfeffer
Sakura Finetek, Zoeterwoelde, NL
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Biochrom, Berlin

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Vetoquinol, Ravensburg

Radiometer Medical ApS, Denmark
Radiometer Medical ApS, Denmark
VWR, Darmstadt

BD Biosciences, Heidelberg

BBD Askulap, Melsungen

BBD Askulap, Melsungen

BBD Askulap, Melsungen
Inverness, Alere, Kéln

Braun, Wertheim

TVA OP Inventar

Beiersdorf, Hamburg



Leukofix®

Microsafe Pipetten (INRatio)

Microtrainer Brand Tubes (EDTA montiert)
Neubauer Zdhlkammer

Objekttrager Starfrost

Objekttrager Thermo Superfrost Plus
OP-Hauben (100% Baumwolle)
Paraffinblock-Lagerungssystem

Parafilm M

Plastikwaren

Probencup fiir Serum (Spotchem)

Reflotron Alkalische Phosphatase (ALP)(Teststreifen)

Reflotron Pankreas Amylase (p-AMY)(Teststreifen)

Spritzen Omnifix

Spotchem™!I Liver-1(Teststreifen)

Spotchem™|I Blood Urea Nitrogen (Einzelstreifen)

Spotchem™ I Amylase (Amy)(Einzelstreifen)

Spotchem™II Glucose (Glu)(Einzelstreifen)

Spotchem™|I Cholesterin (Cho)(Einzelstreifen)

Spotchem™ I HDL Cholesterin (HDL-c)(Einzelstreifen)

Sterilfilter

Tissue Tek Cryomold Intermediate

Material

BSN Medical, Hannover
Inverness, Alere, Koln

TVA OP Inventar
LO-Laboroptik, Friedrichsdorf
VWR, Darmstadt

Thermo Scientific, Braunschweig
7days, Berlin

Oehmen, Essen

American National Can, USA
NUNC, Wiesbaden

BD Falcon, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

Eppendorf, Hamburg
Neolab, Heidelberg

Axonlab, Stuttgart
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Braun, Melsungen
Arkray, Amstelveen, NL
Arkray, Amstelveen, NL
Arkray, Amstelveen, NL
Arkray, Amstelveen, NL
Arkray, Amstelveen, NL
Arkray, Amstelveen, NL
Sartorius, Gottingen

Sakura Finetek, NL



Material

2.3 OP Instrumente

Schere: Walton scissors (curved / sharp /9,5 cm)

Schere: Vannas Spring scissors (curved / 10,5 cm) Fine Science Tools
Heiss Retraktor (blunt / 10 cm)

Hemostat Klemme Allis Baby (4x5 / 12 cm)

Mikroschere

Nadelhalter (13 cm)

Pinzette: Suture Tying Forceps (flat handle / straight / 13 cm)
Pinzette: Standard Adson pattern with DeBakey

Pinzette: Eye dressing forceps (curved / 9,5 cm)

2.4 Kits

FLUKA RNA Isolations Kit

In Situ Cell Death Detection Kit, POD

In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein
Lipase Assay

Mouse CRP DuoSet® ELISA Development Systems
Mouse IFNy DuoSet® ELISA Development Systems
Mouse IL-1B/IL-1F2 Quantikine ELISA Kit

Mouse IL-4 DuoSet® ELISA Development Systems
Mouse IL-4 Quantikine ELISA Kit

Mouse IL-6 Quantikine ELISA Kit

Mouse IL-12 (p40) ELISA Set

Mouse TIMP-1 DuoSet® ELISA Development Systems
Mouse TNF-alpha/TNFSF1A Quantikine ELISA Kit

Proteome Profiler™ Antibody Array (Mouse Cytokine Array Panel A)

Fine Science Tools (F.S.T)
Fine Science Tools (F.S.T)
Fine Science Tools (F.S.T)
Fine Science Tools (F.S.T)
Fine Science Tools (F.S.T)
Fine Science Tools (F.S.T)
Fine Science Tools (F.S.T)
Fine Science Tools (F.S.T)

Fine Science Tools (F.S.T)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roche, Mannheim

Roche, Mannheim
BioTrend, Kdln

R&D Systems, Minneapolis
R&D Systems, Minneapolis
R&D Systems, Minneapolis
R&D Systems, Minneapolis
R&D Systems, Minneapolis
R&D Systems, Minneapolis
BD Biosciences, Heidelberg
R&D Systems, Minneapolis
R&D Systems, Minneapolis

R&D Systems, Minneapolis



QlAshredder™ (50)
Quantichrom™ Lipase Assay Kit
RNeasy® Mini Kit (50)

Total Nitric Oxide and Nitrate/Nitrite Kit

2.5 Gerate

Abzug

Analysewaage: Chyo JL-180
Analysewaage : ABT 120 5 DH
Axiovert 11 Mikroskop
Digitalkamera: Powershot G2
Ein- / Multikanalpipetten

Gefrierschrank -80°C Ultra Low

Geldokumentationssystem: BioDocAnalyze

Geldokumentationsystem
INRATIO Gerinnungsmessgerat
Kihlzentrifugen: Biofuge Fresco
Kihlzentrifugen: Megafuge 1.0R
Magnetriihrer: MR3001 K
MilliQ Synthesis A10

Millipore Elix advantage 3
NanoDrop 1000

PCR Gerate: T1 Thermocycler
PCR Gerate: T3 Thermocycler
PCR Gerdte: T-Gradient

pH Meter: MP225

Photometer: TECAN Sunrise
Photometer: TECAN Rainbow

Pipettierhilfe (Pipet-Boy, accu-jet)

Material

Qiagen, Hilden
BioAssay Systems, USA
Qiagen, Hilden

R&D Systems, Minneapolis

wrt-Laboratorien, Stadtlohn
Welabo, Dusseldorf
Kern, Buchholz

Zeiss, Jena

Canon, Amsterdam, NL
ThermoFisher Scientific, Bonn
Sanyo, San Diego, USA
Biometra, Gottingen
Bio-Rad, Miinchen
Hemosense, USA
Heraeus, Hanau
Heraeus, Hanau
Heidolph, Schwabach
Millipore, Schwalbach
Millipore, Schwalbach
Peglab, Erlangen
Biometra, Gottingen
Biometra, Gottingen
Biometra, Gottingen
Metter Toledo, Giessen
Tecan,Mannedorf, CH
Tecan, Mannedorf, CH

Brand, Wertheim



Material

Pipettierhelfer micro
Proteintransfer-Apparatur : Transblot SD
Realtime-PCR Maschine: iCycler 1Q5
Reflotron

Scil Vet abc Plus®

Spannungsquellen: Power Pack P25
Spannungsquellen: PS 500 XT
Spotchem EZ: SP-4430

Sterilbank: HLB 2472 GS

TE2000

Thermoblocke, Thermomixer Compact

Tischzentrifuge: Biofuge fresco

Tischzentrifuge: Centrifuge 5415 C, miniSpin

Tischzentrifuge: Mikro 200
Ultra-Turrax®

Vortex Schittler VVR
Waage: Precisa 600
Waage: EMB 2200-0
Warmeplatte: HT 007
Wasserbad WNB22

Zeiss Mikroskop

2.6 Losungen und Puffer

Oehmen, Essen
Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen

TVA OP Inventar

Scil Animal Care, Viernheim
Biometra, Gottingen
HIS, San Francisco, USA
Axonlab, Stuttgart
Hereaus, Hanau

Nikon, Dusseldorf
Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Hanau
Eppendorf, Hamburg
Oehmen, Essen
IKA-Werke, Staufen
VWR, Darmstadt
Oehmen, Essen

Kern, Buchholz
Minitlb, Tiefenbach
Memmert, Schwabach

Zeiss, Jena

Alle verwendeten Losungen (Tab. 2.1) wurden, wenn nicht anders vermerkt, mit hochreinem Wasser

aus den Aufbereitungsanlagen MilliQ Synthesis A10 oder Millipore Elix advantage 3 (Millipore,

Schwalbach) angesetzt und werden als dH,0 bezeichnet. Fiir RNA-Versuche bendétigte Lésungen und

Puffer wurden mit DEPC behandelt.



Material

Benotigte Puffer fiir:

» DNA-Analysen

TE-Puffer 10mM  Tris-HCL pH 8,0
1mM EDTA

TAE-Puffer (Elektrophoresepuffer) 40mM  Tris-HCL
20mM  Eisessig (v/v)
2mM EDTA, pH 8,0

Bendatigte Puffer fiir:

> RNA-Analysen

80% DEPC-Ethanol 80% Ethanol (v/v) in DEPC-H,0

Bendatigte Puffer fiir:

> Protein-Analysen

PBS

137mM NaCl

80,9mM Na,HPO,
2,7mM KCl

1,5mM KH,PO,4, pH 7,4




Material

Benotigte Puffer fiir:

» FACS-Analysen

DNAse | 3000U/ml
in 1x PBS

Organ-Verdaupuffer 6% Collagenase VIII (v/v)
1% DNase | (v/v)
93% 1x PBS (v/v)

Tab. 2.1: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Losungen und Puffer.

2.7 Synthetische Oligonukelotide

2.7.1 Primer fiir die Genotypisierung

Die aufgefiihrten Oligonukleotide (Tab. 2.2) wurden von der Firma Metabion (Martinsried)

synthetisiert und wurden fiir die Genotypisierung der Versuchstiere eingesetzt.

Bezeichnung

TNF-R p55 5-AGAAATGTCCCAGGTGGAGATCTC-3*
TNF-R p55 5-GGCTGCAGTCCACGCACTGG-3*

TNF-R p55 / LTB-R 5-ATTCGCCAATGACAAGACGCT-3'
LTB-R 5-TGTCAGCCGGGGATGTCCTG-3*

LTB-R 5-CTGGTATGGGGTTGACAGCG-3*

LTB-R 2Lox 5-CTATGAGGCAATGGGGAAAGAGGG-3*
LTB-R 2Lox / 1Lox 5‘-GAAGCATTAGCATTGTCCCACGG-3*
LTB-R 2Lox 5-CCCCCAGGGTCTATCTTGGTCCA-3*
Tie2cre 5-ACGACCAAGTGACAGCAATG-3*
Tie2cre 5-CTCGACCAGTTTAGTTACCC-3*

Tab. 2.2: Im Rahmen der Arbeit genutzte Primer fir die konventionelle Typisierungs-PCR.



2.7.2 Primer fiir die gRT-PCR

Material

Die aufgelisteten Oligonukleotide (Tab. 2.3) wurden von der Firma Metabion (Martinsried)

synthetisiert. Diese waren bereits auf 100uM voreingestellt. Die jeweiligen Sonden wurden von der

Firma Roche (Mannheim) bezogen. Weitere Sonden (u.a. fir TgB1, mGBP6, mGBP8 und mGBP9)

stammten von der Firma TIB MOLBIOL (Berlin).

Bezeichnung

Referenzgen: Beta-Aktin
TNFAIP3 interacting protein 1
Cend1

GO0/G1 switch gene 2
Murinoglobulin 1

Murinoglobulin 2

Murinoglobulin 3

predicted Murinoglobulin 4

Diacylglycerol Kinase theta

Aldehyde dehydrogenase 1 family
member L1

Tripartite motif-containing 30

(FHA domain) Interacting nucleolar
phosphoprotein (Mki67ip)

Signal transducer and activator of
transcription 3

Interleukin-6

Interleukin-4

Interleukin 12 p40 subunit
Inducible nitric oxide synthase

Herpes glycoprotein D for HVEM on
T cells

Lymphotoxin alpha

Lymphotoxin beta

TGACAGGATGCAGAAGGAGA
CGCTCAGGAGGAGCAATG
AGTGACCTGGGCTGAAGCTA
CTGGGTCGTAGATCCCGTAG
GAGATTGTGCCATCCATGC
CTCCTCTTCGCACTTCTGCT
TCTCTTCCCSCTGCACCCTA
TCCTGCACACTTTCCATCTG
TGAACTATCTCCCCACAAGCA
GGACAGCTGTGAAATCAGGAG
TAGACACTGCTGGCTTCTCG
TCTTTCCCTTTGTGGTTGACTT
CATGGCCCTTCTGGAAAGT

CTCAGGGCTTTGGAGACAAC
ATGGTGGCTTCTCCTCCAC
CATGTTTGGACAGAGCATCG

CCACCTCTGCTCGGACTTC
ATGGGACATGAAGTTGCAGA
TCCCTACTTCCCGTCTTTGA
TGCAATCTTCATGGCAACAG

CAACTGCAGAGTTTGGAGGA
TGTGTCTGCCTGTCCTGACT
GCCGAGTCTGGCATTGAA
TTTTCTTTCTTCTTTTGCTGAGG

GGAAATAACGGTGAAGGTGCT
CATGTCAAACGTGAGCGACT
GCTACCAAACTGGATATAATCAGGA
CCAGGTAGCTATGGTACTCCAGAA
CATCGGCATTTTGAACGAG
CGAGCTCACTCTCTGTGGTG
GATTCAGACTCCAGGGGACA
TGGTTAGCTTCTGAGGACACATC
CTTTGCCACGGACGAGAC
TGTACTCTGAGGGCTGACACA
AGCAGCTGATACAAGAGCGAA
CCGGTCAAGCTGGAGTTGG

TCCCTCAGAAGCACTTGACC
GAGTTCTGCTTGCTGGGGTA
CCTGGTGACCCTGTTGTTG
TGCTCCTGAGCCAATGATCT

106

55
67
26
11
103

20
49

20

97

98

18

27
13

63

62

76



Material

Macrophage inflammatory protein
2

Cytochrome P450 family 7
subfamily a polypeptide 1

Fibroblast growth factor 15

G protein-coupled bile acid
receptor 1 (Gpbar 1)

Tumor necrosis factor alpha

NFkB Transcript variant 3 (NFkB 2)

Interferon beta

Interferon gamma
Solute carrier family 10 (sodium /
bile acid cotransporter family)

member 1 (Slc10al)

Nuclear receptor subfamily 1 group
H member 4 (Nr1h4)

ATP-binding cassette sub-family C
(CTFR / MRP) member 3 (Abcc3)

ATP-binding cassette sub-family C
(CTFR / MRP) member 2 (Abcc2)

ATP-binding cassette sub-family B
(MDR / TAP) member 11 (Abcb11)

Lymphotoxin beta receptor
Triple gene block protein
(Toxoplasmen-PCR)
Interferon gamma induzierte

GTPase 1

Interferon gamma induzierte
GTPase 2

Interferon gamma induzierte
GTPase 3

Interferon gamma induzierte
GTPase 4

Interferon gamma induzierte
GTPase 5

GAAAATCATCCAAAAGATACTGAACA
CTTTGGTTCTTCCGTTGAGG

TCAAGCAAACACCATTCCTG
GGCTGCTTTCATTGCTTCA

GCTGGTCCCTATGTCTCCAA
CGCGGAATTCCAACAAAT
ATTCCCATGGGGGTTCTG
GAGCAGGTTGGCGATGAC

TCTTCTCATTCCTGCTTGTGG
GGTCTGGGCCATAGAACTGA
TTGTCTGACATGGGTCTCCA
TGTCTTCTTTCACCTCTGCTGT

CAGGCAACCTTTAAGCATCAG
CCTTTGACCTTTCAAATGCAG

STCTGGAGGAACTGGCAAAA
TTCAAGACTTCAAAGAGTCTGAGGTA
TGAAGGGGGACATGAACCT
GTAGATGTATAAGAGGAGAGGCAT

GAAAATCCAATTCAGATTAGTCTTCA
CCGCGTGTTCTGTTAGCAT

TCCGAAACTACGCACCAGAT
CTCATTTGCATTTTGCAAGG

CAAATCCAATTCTCTACCTATGCAC
GCCTGCAGTGTTGGATCA

AGTGGCTGCTTTTGGTGGT
CAGCGCTGAGCAAACATAAG

GCTCCAGGTACCTCCTACTCG
ATGGCCAGCAGTAGCATTG
GCTAAAGGCGTCATTGCTGTT
GGCGGAACCAACGGAAAT

CAGACTCCTGGAAAGGGACTC

CTTGGACCTGGAACATTCACTGAC

TGAGTACCTGGAACATTCACTGAC
AGTCGCGGCTCATTAAAGC

GGCTGAGGACTGTCCCTGT
CATGGTCCACTCGGAAGC

GCCAAGATCAAGACCCTCAG
CCACGTAGGTTGTCACCAGA

TCACTGAAGCTGAAGCAAGG
GCGTCAAAAACAAAGCATTTC

26

50

69

81

49

66

95

63

78

83

79

92

10

21

FAM-

ATCGCAACGGAG

TTCTTCCCAGACG

T-BHQ
41

17

21

48

48



Interferon gamma induzierte
GTPase 6

Interferon gamma induzierte
GTPase 7

Interferon gamma induzierte
GTPase 8

Interferon gamma induzierte
GTPase 9

GTP-binding protein 1

Tab. 2.3: Im Rahmen der Arbeit verwendete Primer fir die gRT-PCR.

2.8 Tierversuche

ATATTTCAACATTTTTTGTTCCTTGT
GAAATGGGAGAAAAAATAAATGAAGC

GCAGAGAATCCGGTGCAG

TTTCCACTAGGCACACAGGA

AAGAAGCTGAAGGAACAAAAGGC

GAAATGGGAGAAAAAATAAATGAAGC

TTCCAAAACTTTCTCCAGTCACAGTA
GGCACGCTCCTCTGCAA

GGTGCAGAGCAAAGATGATG
ATCTGGAATATCGGGCACAT

Material

FAM-
AGTCATGTTCAAT
CTTCTCCCTCTTGT

CC-DB
93

FAM-
TGTTTCAGTTGCT
GTATCTCTCCGTC

CA -TMR

FAM-
CCAGCAGTGAGG
GCTCTATCTGCCT

-TMR

75

Alle im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Tierversuche erfolgten gemaR des Tierschutzgesetzes

§8 und wurden vom Landesamt fir

Bezirksregierung Diisseldorf genehmigt.

2.8.1 Tierhaltung

Natur-,

Umwelt-

und Verbraucherschutz NRW der

Die Mause wurden zu mehreren in Plastikkafigen (GVO) unter einem taglichen 12 Stunden Tag-

Nacht-Rhythmus gehalten. Erndhrt wurden sie mit Standardfutter und Wasser ad libitum. Versuche

und Behandlungen der Mause erfolgten mit einem Alter von 10-12 Wochen.

2.8.2 Mauslinien

Als Versuchstiere dienten C57BL/6 Mause als Kontrollen und genetisch verdnderte, spezifisch-

pathogenfreie (SPF) Mause der Tierversuchsanlage der Universitat Disseldorf.

B Rezeptor
ubiquitar deletiert im

LTBR”

TNFRp557

(TNFR1)

m Beschreibung Behandlung

ubiquitar deletiert im Lymphotoxin PHx, T. gondii -Infektion,

Etanercept Behandlung
PHx, Etanercept Behandlung

Tumornekrosefaktor Rezeptor 55



Material

CD1

IFNy'/' ubiquitar deletiert fur Interferon T. gondii —Infektionskontrolle
gamma

IRFl-/- __

C57BL/6 - Wildtyp - Littermates Kontrolltiere

WT Tiere

Tab. 2.4: Im Rahmen der Arbeit verwendete Versuchstiere.



Methoden

3. Methoden

Die partielle Hepatektomie bzw. 70 % Leberresektion wurde unter sterilen Bedingungen nach einem

etablierten Protokoll durchgefiihrt

Die Narkose wahrend der partiellen Hepatektomie und der Scheinoperationen erfolgte mittels

Isofluran-Maskeninhalationsnarkose.

Die Maus wurde auf einer Thermoplatte platziert und das Abdomen mit einem Einwegrasierer
rasiert. AnschlieBend wurde die Maus steril abgedeckt und mit einer chirurgischen Schere eine
Mittellinieninzision (ca. 1,5 cm) unterhalb des Sternums ausgefiihrt (Abb. 3.1; 1). Das Peritoneum
wurde angehoben und die Bauchhohle erdffnet. Nach Einfiihren eines Retraktors, wurde das Xiphoid
mit einer Klemme gefasst und nach oben geklappt, so dass die Leber von vorne und oben freigelegt
war (Abb. 3.1; 2). Das Ligamentum falciforme wurde bis zur V. cava superior durchtrennt. Mit einem
feuchten Q-Tip wurden der rechte und linke Leberlappen angehoben und ein chirurgischer Faden (DS
19 Dragofil 5-0), so proximal wie moglich im Hilusbereich der verwachsenden Leberlappen platziert
(Abb. 3.1; 3). Die Lappen wurden repositioniert, die Fadenenden mit drei Knoten verknotet (Abb.
3.1; 4) und die Leberlappen unmittelbar distal des Knotens abgetrennt, so dass ca. 70 % der
Gesamtleber reseziert wurden (Abb. 3.1; 5). AnschlieRend wurde das Abdomen mit 5ml sterilem
NaCl (0,9 %) gespiilt und die Wunde mehrschichtig verschlossen (Abb. 3.1; 6). Neben der
Peritonealnaht, die mittels kontinuierlicher Naht (HR 13 Safil 5-0) erfolgte, wurde die Haut durch
Einzelhefte verschlossen (DS 16 Premilene 4-0) und abschlieRend mit Betaisodona desinfiziert. Um
intraoperativ entstandene Flissigkeitsverluste (Blutungen, Flissigkeitsverlagerungen) auszugleichen,

wurde der Maus 2 ml steriles NaCl (0,9 %) s.c. in die Flanke injiziert.



Material

Abb.3.1 (1-6): Partielle Hepatektomie.

3.2.3 Scheinoperation (Sham-OP)

Die Scheinoperation wurde analog zur PHx (d.h. Narkose, Laparotomie, Wundverschluss, Analgesie)
ausgefiihrt. Statt einer Leberresektion erfolgte jedoch lediglich ein durch Q-Tips ausgeiibter
Druckreiz, um die mechanischen Manipulationen wahrend der PHx zu simulieren. Die postoperative

Kontrolle wurde wie bei den partiell hepatektomierten Tieren durchgefiihrt.

3.2.4 Analgesie

Unmittelbar postoperativ, 24 und 48 Stunden postoperativ wurde den Tieren Rimadyl® in einer
Dosierung von 5 mg/kg Kérpergewicht (5 mg/ml) s.c. in einem Volumen von 1 pl/g Kérpergewicht
verabreicht. Damit waren die Tiere (iber 72 Stunden analgetisch abgedeckt. Bei Schmerzsymptomatik

wurde die Analgesie verlangert oder die Tiere aus dem Versuch genommen.



Methoden

Etanercept lag als Lyophilisat in einer Endkonzentration von 10 mg/ml vor und wurde mit 0,9 % NacCl
versetzt. Injektionen erfolgten s.c. in den Konzentrationen 5, 10 und 20 mg/kg. Die erste Applikation
fand 24 Stunden vor der PHx statt, damit die Tiere zum Zeitpunkt der PHx liber einen ausreichenden
Etanercept-Serumspiegel verfiigen. Die zweite Applikation erfolgte 48 Stunden nach der ersten, also
24 Stunden nach der PHx, um einen ausreichend hohen Etanercept-Spiegel zu erhalten. Die

Mortalitdtsrate wurde lber einen Zeitraum von 10 Tagen post PHx beobachtet.

T. gondii (Stamm ME49) wurden in vivo in Mausen des Stammes CD1 propagiert. Frische
Praparationen von Zystenisolaten (Kap. 3.5.2.2), die aus Maushirnen gewonnen wurden, wurden in
einem entsprechenden Volumen von 1x PBS geldst und die Versuchstiere mit jeweils 20 oder 40
Zysten in einem Volumen von 200 pl i.p. infiziert.

Das Uberleben der T. gondii infizierten Versuchstiere wurde (iber einen Zeitraum von 60 Tagen p.i.
bestimmt. Das Gewicht und der Habitus der Tiere wurden in den ersten 12 Tagen p.i. (akute Phase)
taglich Uberprift, spater wurden die Tiere 2x pro Woche kontrolliert. Bei schweren Infektionszeichen

wurden die Tiere schmerzfrei getotet.

Die Leberregeneration nach PHx ist nach ca. 10 Tagen abgeschlossen. Daher wurden die Tiere
spatestens 12 Tage nach PHx aus dem Versuch genommen. Das Toten der Tiere erfolgte durch
zervikale Dislokation oder durch Entbluten Uber die V. cava inferior unter einer ip. injizierten
Narkose aus Ketamin/Xylazin (400 ul; 10 mg/ml Ketamin, 1 mg/ml Xylazin).

Das Versuchsende bei T. gondii infizierten Tieren erfolgte durch CO, Euthanasie oder Entbluten.
Toten durch zervikale Dislokation kann zu Einblutungen ins Gehirn fiihren und hatte eine weitere

Analyse erschwert.

Blutanalysen wurden mit Vollblut, heparinisiertem Vollblut oder Serum durchgefiihrt. Die

Blutentnahme erfolgte dabei zu unterschiedlichen Zeitpunkten und auf diverse Abnahmearten.
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Bei der Entnahme von Vollblut wurden die Mause zunachst mit einer Injektionsnarkose (Kap. 3.4)
betdubt. Das Peritoneum wurde eréffnet und das Blut mittels einer 20 G Kaniile aus der V. cava
inferior kaudal der Mindung der Venae hepaticae aspiriert. Zur Blutbildanalyse wurde ca. 50-60 pl
Vollblut in ein heparinisiertes oder EDTA impragniertes Rohrchen tGberfiihrt und mit dem scil Vet abc
Plus® Analysegerat ein mausspezifisches, 4-fach Differentialblutbild erstellt. Das Messprinzip beruhte
auf der Impedanztechnologie und Spektralphotometrie. Die Blutentnahme fiir die Bestimmung der
Prothrombin(PT)-Zeit (Gerinnung) erfolgte durch eine submandibulare Punktion der Vena temporalis
superfacialis, da so zligig eine ausreichende Blutmenge von ca. 50 ul, entnommen werden kann. Der
Blutstropfen wurde mit einer MicroSafe Pipette auf die Probenmulde des Teststreifens pipettiert und
via INRatio®2 Messgerat die Thromboplastinzeit (INR), die normale und die verlangerte

Gerinnungszeit, bestimmt.

Zur Serumgewinnung wurde das Vollblut (Kap. 3.5.1.1) fiir 30 min bei RT inkubiert und zweimal fir
10 min bei 8000 x g zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand (das Serum) in ein neues 1,5 ml
Eppendorf-Reaktionsgefall Gberfiihrt. Das Serum wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C

eingefroren.

Die Bestimmung der Serumparameter im Blut erfolgte mittels Spotchem 4430. Unter Verwendung
verschiedener Reagenzstreifen wurde ein ,Serum-Leberprofil“ erstellt und folgende Parameter
gemessen: Aspartat-Aminotransferase (AST), die Alanin-Aminotransferase (ALT), Albumin, Total-
Prothrombin, Urea, Total-Bilirubin, Glucose, Amylase, Laktat-Dehydrogenase (LDH), HDL-Cholesterin
und Total-Cholesterin. Die Reagenzstreifen bestehen aus einem Mehrschicht-Testfeld, in dem sich
die notwendigen Reagenzien befinden. Bei Anwesenheit des zu messenden Molekiils/Enzyms kommt
es zu einer Farbreaktion, die durch Reflexionsspektroskopie quantifiziert werden kann. Die Alkalische
Phosphatase (ALP) wurde mit dem Reflotron bestimmt. Das Prinzip dieser Messung basiert ebenfalls

auf der zuvor beschriebenen Technologie.
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Fir eine erste Analyse der relativen Zytokinexpression nach Hepatektomie oder Toxoplasmen-
Infektion wurde der Mouse Cytokine Array Panel A, der bis zu 40 verschiedene Zytokine, Chemokine
und Akute Phase Proteine detektieren kann, gemaR den Herstellerangaben verwendet. Auf eine
Nitrozellulosemembran, auf der spezifische Antikdrper punktformig gebunden vorliegen, wird Serum
aufgebracht, das mit biotinylierten spezifischen Antikérpern gemischt wurde. Antigen/Antik6rper-
Komplexe werden von den spezifischen Antikdrpern auf der Membran immobilisiert und kénnen mit
einer Streptavidin-gekoppelten Meerrettichperoxidase Uber eine Farbreaktion detektiert werden.
Dokumentiert wurde die Intensitdt des positiven Signals, das einen Aufschluss Uber die relative

Zytokinexpression gibt. Die Auswertung erfolgte durch das Bildbearbeitungsprogramm Image J.

Eine quantitative Konzentrationsbestimmung von Zytokinen im Serum erfolgte mittels verschiedener
Quantikine ELISA Kits: Mouse - IL-4, -IL-6, -IFN-y, -CRP, -IL1-B/IL-1F2, -TIMP-1 und -TNF-a und mit
dem Mouse - IL-12 (p40) ELISA Set. Die ELISAs wurden laut Herstellerangaben durchgefiihrt. Das
Prinzip dieser Kits beruht auf der ,Sandwich-ELISA-Technik” (Abb. 3.2), bei der ein monoklonaler
Primarantikorper am Boden einer 96-Well-Multititerplatte vorfixiert wurde, an den das in der Probe
enthaltene Antigen spezifisch bindet. Der anschliefend zugegebene Zweitantikdrper ist Biotin-
gekoppelt und bindet ebenfalls spezifisch an das Antigen, so dass ein Antikdrper-Antigen-Antikorper-
Komplex (Sandwich) entsteht. Die Quantifizierung der Zytokinmenge erfolgt, indem ein Konjugat aus
Streptavidin-Meerretich-Peroxidase das Antikorper-konjugierte Biotin bindet und die Peroxidase eine
enzymatische Farbreaktion nach Zugabe des Substrates 3, 3’, 5, 5-tetrametylbenzidin (TMB),
katalysiert. Jede Reaktion wurde durch Zugabe von 2 N Schwefelsdure (H,S0,) beendet. Die

Farbintensitat wurde mittels Mikroplattenleser photometrisch bei 450 nm bestimmt.

HRP-Linked Ant bi)ﬂ'/
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. J Substrate
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body | /-\ **#

Capture Antibody

Sandwich ELISA
Abb. 3.2: Schematische Darstellung des Sandwich-ELISAs
(Quelle: http://www.cstj.co.jp/ddt/images/sandwich.gif)
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Eine quantitative Bestimmung der Stickstoffmonoxid(NO)-Konzentration im Serum erfolgte durch das
Total Nitric Oxide and Nitrate/Nitrite Assay Kit. Der Assay wurde nach Herstellerangaben
durchgefiihrt. Das Prinzip des kommerziell erhiltlichen Kits beruht auf der Griess-Reaktion und
wurde in zwei Schritten durchgefiihrt. Beim ersten Schritt wird die NO Konzentration basierend auf
einer enzymatischen Konversion von Nitrat zu Nitrit durch die Nitrat-Reduktase bestimmt. Im
zweiten Schritt wird Nitrit Uber das Griess-Reagenz bestimmt. Die photometrische
Absorptionsmessung bei einer Wellenldnge von 540nm ldsst auf die gesamte Nitrat-Nitrit-
Konzentration (in der Summe als NO bezeichnet) schliefen. Die Konzentration wurde, entsprechend

der Anleitung des Assays, nach Abzug der Blanks mit der Standardkurve berechnet.

Die Lipase Aktivitat im Serum wurde mit dem QuantiChrom™ Lipase Assay Kit gemessen. Der Assay
wurde, wie in den Herstellerangaben beschrieben, durchgefiihrt. Die quantitative Bestimmung der
Lipase-Aktivitat basiert auf einer photometrischen Messung der Umsetzung von Dimercaptopropanol
Tributyrat (BALB) mit 5,5’-dithiobis (2-nitrobenzoic Saure) (DTNB). Bei dieser Reaktion entstehen SH-

Gruppen, die zu einem Farbumschlag fihren. Die Farbintensitat wurde bei 412nm gemessen.

Die Gallensalzanalyse der Serumproben wurde in Kooperation mit Dr. Diran Herebian (Kinderklinik,
Uniklinikum Dtisseldorf, UKD) durchgefiihrt. Dafiir wurden 25 pl Serum mit 10 pl internem Standard
(d4-CA, d4-GCA, d4-GCDCA) (10 pg/ml) und 65 pl Methanol gemischt. Die Messung erfolgte mittels
Flissigchromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung (UPLC-MS/MS).

Nach dem Entbluten der Versuchstiere (Kap. 3.1.3) wurden die folgenden Organe/Gewebe
entnommen: Leber, Gehirn, Milz, Niere, Herz, Lunge und Lipom. Diese wurden bis zur weiteren

Verarbeitung sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.
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Um das Verhaltnis zwischen Leber- und Koérpergewicht zu bestimmen, wurden sowohl die
Versuchstiere als auch die regenerierten Leberlappen gewogen nach Versuchsende und der Quotient

(LG/KG-Ratio) berechnet.

Die Praparation der T. gondii Zysten aus infizierten Maushirnen erfolgte mittels CO,-Euthanasie mit
anschlieRender Gehirnresektion. Zur Entfernung von Blutriickstanden wurde das Gehirn 2-3mal in 20
ml 1x PBS gewaschen. AnschlieBend wurde das Gehirn in einer kleinen Petrischale grob zerkleinert,
mit 4 ml 1x PBS versetzt und mehrmals durch sukzessiv kleiner werdende Kanilen (18, 20, 22, 23
Gauge) gesogen. Die entstandene Hirnsuspension wurde in ein 50 ml Zentrifugationsrohrchen
Uberfuhrt, das Zentrifugationsréhrchen 2mal mit 5 ml 1x PBS nachgespiilt und die Suspension 5 min
bei 800 x g zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes wurde das Pellet mit den Zysten in 1 ml 1x
PBS resuspendiert und nach einer weiteren Zugabe von 14 ml 1x PBS, vorsichtig mit 10 ml Ficoll (p =
1,077 £ 0,001 g/ml) unterschichtet. Es folgte eine Dichtegradientenzentrifugation (ohne Bremse) fiir
25 min bei 1000 x g. Die Interphase des Dichtegradienten, in dem u.a. auch Zysten vorliegen, wurde
abgenommen und aufbewahrt (fir eine ggfs. wiederholte Zentrifugation) und der restliche
Uberstand bis auf 1 ml abgesaugt. Das Zysten-Pellet wurde in dieser Lésung resuspendiert und mit 50
ml 1x PBS vermischt. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt fir 15 min bei 1000 x g. Der
Uberstand wurde wieder abgenommen, das Pellet mit den Zysten in ca. 500 pl Restldésung
resuspendiert und 10 pl dieser Zysten-Suspension zur Zystenzahlbestimmung auf einen Objekttrager,
mit 18x18 Deckglas, pipettiert. Zur Lyse der Zysten wurde die gewlinschte Zahl an Zysten aus der 500
ul Zysten-PBS-Suspension in eine 24-Well Platte gegeben und mit 150 pl Trypsin/EDTA-Losung
resuspendiert. Die Lyse wurde am Mikroskop kontrolliert und durch Zugabe von 500 pul FCS gestoppt.
Die Toxoplasmen wurden in ein 15 ml Zentrifugationsréhrchen tberfiihrt, die Wells mit 2 ml 1x PBS
gesplilt und bei 15 min bei 1000 x g zentrifugiert. Zur Bestimmung der Zystenlast im Gehirn wurde

auf den abschlieenden Lyseschritt verzichtet.

Die Gallensalzanalyse aus Gewebe wurde in Kooperation mit Dr. Diran Herebian (Klinik fiir
Allgemeine Pddiatrie, Neonatologie und Kinderkardiologie, UKD) durchgefiihrt. Dazu wurden ca. 100

mg der entnommenen Leber eingewogen und mit einem Pistill in 300 pl Methanol homogenisiert.
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Die eigentliche Messung erfolgte via Flissigchromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung

(UPLC-MS/MS).

Zur quantitativen Untersuchung der Zellzahlen in Toxoplasma-infizierten Tieren wurden Leber, Lunge
und Milz nach einem etablierten Protokoll aufbereitet. Zunachst wurden die Organe in 1x PBS
gewaschen, in je 3 ml Verdau-Puffer (Kap. 2.6) Gberfihrt und mit einer Pinzette grob zerteilt.
AnschlieBend erfolgte eine 30minitige Inkubation der Zellsuspension bei 37 °C. Die verdauten
Organe wurden durch repetitives Auf- und Abpipettieren homogenisiert, mit 5 ml Stopp-Puffer (Kap.
2.6) versetzt und durch ein 40 um Zellsieb in ein 50 ml Zentrifugationsréhrchen tiberfihrt. Daraufhin
folgte bei 4 °C eine 5minltige Zentrifugation bei 700 x g, das Zellpellet wurde dann je nach Organ
unterschiedlich bearbeitet. Bei der Milz wurde das Zellpellet mit 3 ml Ery-Lyse-Puffer fir 3 min
inkubiert. AnschlieBend wurde die Reaktion mit 10 ml FACS-Puffer (Kap. 2.6) gestoppt, fir 5 min bei
700 x g (4 °C) zentrifugiert und das Pellet in 10 ml FACS-Puffer aufgenommen. Es erfolgte eine
Zellzahlbestimmung mittels Neubauer Zdhlkammer. Die Lungen- und Leberaufbereitung erfolgte
nach einem Protokoll der AG von Prof. Dr. Thomas Hehlgans (Institut fiir Immunologie, Universitdt
Regensburg). Hierbei wurde das Pellet nach Zentrifugation mit einem Percoll-Gradienten
(70 % / 40 %) unterschichtet und fiir 20 min bei 1000 x g (RT) zentrifugiert. Es bildeten sich drei
Phasen, Parenchymzellen befanden sich in der oberen, die Erythrozyten in der unteren Phase. Die
mittlere Phase beinhaltete Mischpopulationen (Nicht-Parenchymzellen oder Lymphozyten) und
wurde mit einer 1 ml Pipette abgenommen, in ein neues 50 ml Zentrifugationsréhrchen tberfihrt
und ebenfalls mit 10ml FACS-Puffer versetzt. Die Zellzahlbestimmung erfolgte, wie bei der Milz

beschrieben.

Von den entnommenen Organen wurden Paraffinschnitte angefertigt. Alle Paraffinschnitte wurden
spezifisch gefarbt um histopathologische Befunde zu dokumentieren. Zudem wurden geférbte
Gewebeschnitte hinsichtlich ihrer Zystenlast und Lymphozyteninfiltration nach Toxoplasmen-

Infektion beurteilt.
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Die Fixierung aller zu untersuchenden Organe erfolgte lber Nacht in Formalin 4%, pH 7. Nach
Wisserung Uber mehrere Stunden unter flieRendem Leitungswasser erfolgte die Einbettung
halbautomatisch Uber eine Reihe von Isopropanol-Verdiinnungen aufsteigender Konzentrationen
(12h 50%, 2x 1h 70%, 1h 75%, 2x 1 h 96 %, 3x 1 h 100 %) zu Xylol (2x 1 h) und schlieBlich zu
Paraffin (1 h und 5 h). Die Paraffinschnitte wurden am Schlittenmikrotom mit einer Schnittstarke von
1 um durchgefiihrt. Vor den folgenden Farbungen wurden die Schnitte 1h bei ca. 37 °C inkubiert, um
ein besseres Haften des Gewebes auf dem Trager zu erreichen. Die auf Objekttrager aufgezogenen
Schnitte wurden vollautomatisiert gefarbt. Im Rahmen dieser Dissertation wurden verschiedene
Standardfarbungen, in Kooperation mit Prof. Dr. med. Helmut E. Gabbert (Institut fiir Pathologie,

UKD Diisseldorf), angefertigt.

Die Hamatoxilin-Eosin-Farbung bot einen guten Uberblick (iber die Morphologie des Gewebes und
wurde als Standardfarbung gewahlt. Hamatoxilin farbt die basophilen Zellkerne blau und Eosin
koloriert die azido- oder eosinophilen, zytoplasmatischen Proteine rot. Die Farbung erfolgte

automatisiert.

Um die gefarbten Paraffinschnitte zu beurteilen wurde ein Scoring System erarbeitet (modifiziert
nach (Ishak et al., 1995)). Beurteilt wurden in Paraffinschnitten die Haufigkeit und der Schweregrad
von  Lymphozyteninfiltrationen,  hamorrhagischen Arealen, Mitosen, Hamolysen und
Vakuolisierungen der Hepatozyten. Je grosser die Zahl, umso ausgepragter die pathologischen

Veranderungen in den Organen (1-3 minimal; 4-8 mild; 9-12 moderat; 13-18 ernsthafte Schadigung).

Die Elastika van Gieson-Farbung wurde ebenfalls vollautomatisiert durchgefiihrt. Gewahlt wurde
diese Spezialfarbung (Trichromfarbung) insbesondere zur selektiven Darstellung von Kollagenfasern
(Bindegewebe) und elastischen Fasern. Die Kollagenfasern erscheinen im Prdparat rot, wohingegen
die Zellkerne schwarzbraun bis schwarz, das Zytoplasma gelbbraun und die elastischen Fasern im

rotlich-orangen bis gelblichen Farbton gefarbt sind.
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Eine Giemsa-Farbung ist sowohl eine modifizierte Differentialfarbung fiir methanolfixierte Blut- und
Knochenmarksausstriche, als auch fiir zytologisches Material. Die Farbung erfolgte automatisiert. Als
Ergebnis der Farbung erscheinen die Zellkerne und andere basophile Strukturen blau und die

acidophilen Strukturen orange bis rot.

Die PAS, auch Periodsaure-Leukofuchsin-Farbung genannt, wurde wie die HE Farbung auch nach
einem histologischen Standardprotokoll, vollautomatisiert, angefertigt. Charakteristisch sind fur
diese Farbung eine rot-pinke Koloration aller glykogenhaltigen Bestandteile der Zellen und ihrer

extrazellularen Matrix (EZM).

Zum Nachweis von apoptotischen Zellen und zur Ergdnzung der histopathologischen Analyse der
Paraffinschnitte wurden zwei vergleichbare TUNEL-Assays verwendet. Das Prinzip des Assays besteht
darin, dass DNA-Strangbriiche mittels terminaler Desoxyribonukleotid-Transferase (TdT) markiert
werden, indem eine Kopplung Digoxigenin-markierter dUTPs (desoxyUridintriphosphate) an freie 3‘-
OH Enden der Einzel- bzw. Doppelstrangbriiche, stattfindet. Ein Anti-Fluoreszein Fab-Fragment vom
Schaf, das an eine Peroxidase (POD) gebunden ist kann daraufhin zusammen mit dem Farbsubstrat
Diaminobenzidin (DAB) die DNA-Strangbriiche lichtmikroskopisch sichtbar machen. Hierbei konnten
bereits nach Zugabe des , TUNEL-Reaction-Mix“ apoptotische Zellen im Fluoreszenzmikroskop

begutachtet werden. Beide Assays wurden nach Herstellerangaben durchgefihrt.

Die Isolierung primarer Cholangiozyten erfolgte in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von PD Dr.
med. Verena Keitel (Klinik fiir Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie, UKD Diisseldorf) und
wurde durch die Doktorandin Maria Reich ausgefiihrt. Die Cholangiozyten wurden aus den Lebern 6

Wochen alter Mause durch Mikrodissektion isoliert.
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Dabei wurden Gallengangs-Abschnitte auf ein Kollagengel ausplattiert und in Medium, das mit
Wachstumsfaktoren komplementiert war, herangezogen (Fabris et al., 2006, Vroman and LaRusso,
1996). Nach 2 Wochen wuchsen die Cholangiozyten aus dem Kollagengel aus und formten einen
Monolayer (Keitel et al., 2010). Fiir anschlieBende Experimente wurden die Zellen in Lysepuffer (Kap.

2.4) aufgenommen und die RNA mittels RNeasy Kit laut Herstellerangaben aufbereitet.

Zur DNA-Isolation fiir eine Genotypisierung der Versuchstiere (Kap. 4.2) wurde eine
Schwanzspitzenbiopsie (ca. 0,1-0,3 cm) verwendet. Fir die quantitative Real Time PCR (Kap. 3.8.2.4)
wurden Leber-, Lungen- und Gehirnproben verwendet. Das entsprechende Gewebe wurde mit
500 pl DNA-Lysis-Puffer und 200 pg/ml Proteinase K (10mg/ml) versetzt und inkubierte tGber Nacht
bei 55 °C schittelnd im Thermoblock. Am nachsten Tag wurden die Proben 10min bei 8000 x g
zentrifugiert und der Uberstand in ein neues Eppendorf-ReaktionsgefaR iiberfiihrt. Zur DNA-Féllung
wurde 500 ul Isopropanol hinzugefiigt. Nach mehrmaligem Invertieren wurde 10 min bei 8000 x g
zentrifugiert und der Uberstand anschlieRend verworfen. Das Pellet wurde mit 500ul 70 % Ethanol
gewaschen und wiederum zentrifugiert (10 min bei 8000 x g). Der Ethanoliberstand wurde mit einer
Kanile abgesaugt, das Pellet in 50-150 pl TE-Puffer aufgenommen und 2 h bei 56 °C im Thermoblock

geschiittelt. Bis zum weiteren Gebrauch wurden die DNA Proben bei 4°C gelagert.

Die Polymerase-Kettenreaktion ist ein Verfahren zur spezifischen Amplifikation von
Nukleinsdaureabschnitten mit einer Lange bis zu 40kb. Eine typische PCR besteht aus durchschnittlich
35 Zyklen. Jeder Zyklus besteht aus einem ersten Denaturierungsschritt in dem zunachst der DNA-
Doppelstrang bei einer Temperatur von ca. 94 °C in zwei Einzelstrdange denaturiert wird. Es folgt die
Hybridisierung der spezifischen Primer an die Einzelstrange, wobei die genutzte Annealing-
Temperatur abhangig ist von den eingesetzten Primern. Ausgehend von den angelagerten Primern
erfolgt im letzten Schritt die Synthese des neuen Strangs in 5'—3' Richtung (Elongation, 72°C) und ein

neuer Reaktionszyklus kann initiiert werden.
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Zur exponentiellen Vermehrung der DNA-Sequenzen wurde die thermostabile (Taq) Polymerase
verwendet, die ausschlieRlich zur Genotypisierung der Versuchstiere verwendet wurde (Kap. 4.2). Fur
die LTBR "™ pCR wurde die Go-Tag® DNA Polymerase verwendet. Die PCR-Reaktionen wurden in
0,2 ml PCR-ReaktionsgefdaRen in einem Gradientencycler unter folgenden Reaktionsbedingungen

durchgefihrt (Tab. 3.1).

Versuch LTBR Genotypisierung
Enzym 2ul Taq Polymerase (5U/ul)
Reaktionsansatz (1x) Sul advanced buffer

1l ANTPs (10mM)

je 1ul Primer LTB-R7 und LTB-R4 (50pmol) (WT)

je 1ul Primer LTB-R4 und HSV-TK (50pmol) (LTBR'/')
1ul DNA (Kap. 3.3.1.1)(500ng)

ad 38ul dH,0

Programm I 94°C  5min
Il 94°C 1min
63°C 30sec

72°C  1min 30sec

Schritt Il. wurde 29x wiederholt

1. 72°C  5min
Versuch TNF-R p55 Genotypisierung
Enzym 3ul Tag Polymerase (5U/ul)
Reaktionsansatz (1x) 5ul advanced buffer

1l ANTPs (10mM)

je 1ul Primer p55R 363 und HSV-TK (10pmol)
je 2ul Primer E515 (10pmol)

1l DNA (Kap. 3.3.1.1)(500ng)

ad 36ul dH,0

Programm I 94°C  5min
. 94°C 1min
61°C  30sec
72°C  1min 30sec
Schritt Il. wurde 30x wiederholt
1. 72°C  5min
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Versuch

LTBR "/"* Genotypisierung

Enzym

Reaktionsansatz (1x)

0,25ul Go-Tag® DNA Polymerase (5U/ul)

10ul 5x Green or Colorless Go-Taq® Reaction buffer
1ul dNTPs (10mM)

je 0,5ul Primer Sph3‘ und Sph5‘ (1umol) (2Lox PCR)
je 0,5ul Primer Eco3‘ und Sph5‘ (1umol) (1Lox PCR)
1ul DNA (Kap. 3.3.1.1)(500ng)

ad 38ul dH,0
Programm I 94°C  5min
1. 94°C 30sec
65°C 30sec
72°C  1min
Schritt Il. wurde 35x wiederholt
1. 72°C  5min
Deleter-cre (transgen) Genotypisierung
Enzym 2ul Taq Polymerase (5U/pl)

Reaktionsansatz (1x)

Programm

Sul advanced buffer

1ul dNTPs (10mM)

je 1ul Primer cre-tot 1 und cre-tot 2 (10pmol)
1ul DNA (Kap.3.3.1.1)(500ng)

ad 39ul dH,0

l. 94°C  5min

Il. 94°C 30sec
61°C 30sec
72°C  30sec

Schritt Il. wurde 30x wiederholt
. 72°C  5min

Tab. 3.1: Auflistung der PCR-Programme der konventionellen PCR im Rahmen dieser Arbeit.

Die Elektrophorese ermoglicht die Auftrennung, Identifizierung und Reinigung von DNA-Fragmenten,

die in einem Gel immobilisiert sind. Dabei wandert negativ geladene DNA innerhalb eines

elektrischen Feldes zur Anode. Eine Auftrennung der Fragmente erfolgt dabei in Abhangigkeit von

ihrer GroRe, kleinere Fragmente wandern schneller. Zur Herstellung der 1-2 %igen Gele wurden

entsprechende Mengen von Agarose (w/v) in TAE-Puffer aufgekocht bis eine klare homogene Losung

entstand. Nach dem Abkuhlen wurde die Losung mit 1 pg/ml Ethidiumbromid versetzt und in die

Geltrager einer Elektrophoresekammer gegossen. Die DNA-Proben aus den PCR Reaktionen wurden

mit 5ul Ladungspuffer versetzt und in die Geltaschen pipettiert.
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Zusatzlich wurde ein GroRenstandard aufgetragen. Die eigentliche Auftrennung erfolgte fir ca. 1 h
bei einer elektrischen Feldstdrke von 0,5-5 V/cm und wurde mit einem Geldokumentationssytem mit

UV-Beleuchtung dokumentiert.

Die Methode zur Extraktion von RNA aus gefrorenen Mauslebern (-80 °C) erfolgte nach einem
etablierten Protokoll der AG Pfeffer, welches auf der Weiterentwicklung der Einschritt-Flissigphasen-
Separation nach Chomczynski und Sacchi (Chomczynski and Sacchi, 1987) basiert. Die Lebern wurden
im noch gefrorenen Zustand, sofort nach Zugabe von 1 ml Trizol pro 50-80 mg Gewebe (Invitrogen)
mit einem elektrischen Homogenisator zerkleinert. Trizol enthdlt neben Phenol
Guanidinisothiocyanat, welches denaturierend wirkt und dadurch RNasen inaktiviert. Nach
Smindtiger Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte die Zugabe von 200 pl Chloroform. Die Proben
wurden mehrmals invertiert und weitere 3 min inkubiert. Im Anschluss wurden die Proben 15 min
bei 4000 x g zentrifugiert. Es bilden sich drei Phasen, wobei sich in der oberen, wassrigen Phase die
RNA befindet. In der Inter- und der Phenolphase findet sich die DNA, wahrend sich die Proteine in
der organischen Phase sammeln. Die Prazipitation der Ribonukleinsdure erfolgte durch die Zugabe
von 500 pl Isopropanol, mit anschlieBendem Invertieren der Probe und einer 10miniitigen Inkubation
bei RT. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt flir 10 min bei 4000 x g. Das entstandene Pellet
wurde durch eine Zugabe von 75 %-igem DEPC-Ethanol gewaschen, zentrifugiert (5 min, 3500 x g),
luftgetrocknet und in 100 ul DEPC-H,0 aufgenommen. Das Losen der RNA erfolgte bei 56 °C mit
anschliefender Konzentrationsbestimmung. Fir eine effiziente RNA-Isolation vieler Gewebeproben
wurde das FLUKA-Kit, nach Herstellerangaben, genutzt. Die RNA-Isolation erfolgt hierbei durch eine
Phenol-Chloroform-Fallung. Die Isolation von RNA aus primdren Cholangiozyten erfolgte tiber Sdulen

mit dem RNeasy Isolations Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben.

Die Konzentration der Nukleinsduren wurde photometrisch, unter Verwendung eines Nano Drop
1000, gemessen. Die Absorption bei 260 nm wurde fir die Bestimmung der
Nukleinsdurekonzentration genutzt, wahrend die Absorption bei 280 nm fiir die Bestimmung des
Proteingehalts der Losung herangezogen wurde. Der Quotient A,gonm/Azgonm Zeigt die Reinheit der

Probe an. Verunreinigungen kdénnen u. a. durch Kontamination mit Proteinen, genomischer DNA
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oder durch Vorliegen von aromatischen Substanzen (z.B. Phenol) auftreten. Bei optimaler

Aufarbeitung sollte eine RNA-L6sung einen Wert von >1,9 erreichen.

DNA Ae =1 OD entspricht 50 pg/ml

RNA A,e = 1 OD entspricht 40 pg/ml

Tab. 3.2: Das Absorptionsmaxium von Nukleinsduren liegt bei 260 nm. Bei einem Absorptionswert von 1 OD gelten
obengenannte Absorptionswerte fiir RNA und DNA.

Bei der Reversen Transkription wird RNA in einzelstrangige, komplementdre cDNA (complementary-
DNA) umgeschrieben, da RNA in einer PCR von der Tag-Polymerase nicht als Matrize genutzt werden
kann. Die Reverse Transkriptase ist spezifisch, daher bleibt die Basensequenz erhalten, weshalb die
entstandene cDNA fir die Realtime PCR eingesetzt werden kann. Die cDNA-Synthese der RT-PCR

erfolgte nach einem etablierten Protokoll.

Versuch cDNA Synthese

RNA/ 2-3ug RNA in 10ul DEPC-H,0
Reaktionsansatz (1x)

1ul oligo dT Primer (10umol)

2 Min. 70°C, dann auf Eis

Master Mix (1x) 1ul dNTPs flr RNA (je 10mmol)

4pl 5x Transkriptionspuffer

2l DTT (0,1M)

1ul RNase out

1ul Reverse Transkriptase (M-MLV; 200U/ul)

1h 37°C cDNA-Synthese
Enzyminaktivierung 5min 95°C

80l H,0 (* je 5ul fur gRT PCR eingesetzt)

Tab. 3.3: Protokoll cDNA- Synthese AG Peffer. RT steht flr reverse Transkription.

Die quantitative qRT-PCR beruht auf dem Prinzip der konventionellen PCR (Saiki et al., 1988) und

bietet die Mdglichkeit, die Menge des amplifizierten Produkts wadhrend der Reaktion, d.h. nach



Material

jedem Zyklus, photometrisch zu messen. Durch den Vergleich der Expression des interessierenden
Gens mit der Expression eines konstitutiv exprimierten sogenannten housekeeping Gens ist es
moglich, Rickschlisse auf die Ausgangsmenge des eingesetzten Templates (z.B. cDNA aus mRNA)
und damit die Expressionsstarke des interessierenden Gens zu schlieBen. Im Rahmen der Dissertation
wurde diese Methode verwendet um: 1. im Microarray identifizierte differentiell regulierte Gene zu
verifizieren, um 2. weitere Gene im Verlauf nach partieller Hepatektomie (0, 6, 12, 24 und 48
Stunden nach PHx) zu charakterisieren und um 3. differentiell regulierte Gene nach einen T. gondii-
Infektion (0, 7, 12, 14, 30 und 60 Tage p. i.) zu identifizieren. Zur Detektion der PCR-Produkte werden
spezifische Fluoreszenz-markierte Sonden eingesetzt, die spezifisch in doppelstrangige DNA
interkalieren und bei Bindung ein Fluoreszenzsignal emittieren. Dabei nimmt die Fluoreszenz
proportional zur Menge des PCR-Produkts zu und wird nach dem Ende jeder Elongation gemessen
(Bioanalytik fiir Einsteiger, R. Renneberg, Spektrum, 2009). Der Reaktionsansatz bestand aus 12,5 pl
gPCR Mastermix — No ROX, 6,4 pl RNase-freiem Wasser, 0,3 ul der jeweiligen Primer-Paare (Kap.
2.7.2), 0,5 ul der jeweiligen Sonde und 5 pl cDNA (teilweise 1:5 verdiinnt)(Kap. 3.8.2.3). Die qRT-PCR
wurde im 1Q5 Cycler unter den in Tab. 3.4 aufgefiihrten Bedingungen durchgefiihrt. Nach Abschluss
der gRT-PCR wurde eine Schmelzpunktanalyse (melting curve analysis) zur Bestimmung der Reinheit
der PCR- Produkte durchgefihrt (Ririe et al., 1997). Die Hohe des Peaks der Schmelzkurve gibt

letztendlich Auskunft liber die Menge und die Reinheit des gebildeten Fragments.

I. DNA Denaturierung 95°C 7min
Il. DNA Denaturierung 94°C 20sec
lll. Primerhybridisierung / Verlangerung 60°C 1min
IV. Lagerung 4°C oo

Schritt Il.-1ll. wurden 40x wiederholt

Tab. 3.4: qRT- PCR Programm.

Die relative Quantifizierung der Ergebnisse erfolgte nach der ,,A-A-CT-Methode” mit der iQ5 Software
Version 2.0. In der qRT-PCR wird der sogenannte , Threshold Cycle” photometrisch bestimmt, das
heillt der Zyklus in dem zum ersten Mal ein amplifiziertes Produkt nachgewiesen kann. Durch den
Vergleich des CT-Wertes ('Threshold Cycle-Wert') des Zielgens mit dem eines konstitutiv exprimierten
Housekeeping-Gen/Referenzgen kann die relative Expressionsstdrke des Zielgens im Vergleich zum
Housekeeping-Gen/Referenzgen (B-Aktin) bestimmt werden. AnschlieBend wird die relative
Expressionsstarke des Zielgens in der behandelten Gruppe im Vergleich zur unbehandelten

Kontrollgruppe mit folgenden Formeln berechnet:



Methoden

ACT = CT Zielgen - CT Referenzgen
-AACT = ACT Behandiung — A(CT Kontrolle
Ratio =2 -aacr

2-48cT = (CTZelgen — CT Referenzgen)gonangiung - (CT Zielgen — CT Referenzgen)yontrone

Tab. 3.5: Arithmetrische Formeln zur Berechnung des Expressionsunterschieds zwischen zwei Gruppen in der qRT- PCR.

Zur Untersuchung des Einflusses des LTBR auf die Leberregeneration nach PHx wurde in
Zusammenarbeit mit Miltenyi Biotec GmbH (Bergisch Gladbach) ein ,one color - Agilent Whole
Genome Microarray” zur differentiellen Genexpressionsanalyse durchgefiihrt. Hierbei wird
fluoreszenzmarkierte mRNA mit Oligomeren (60meren, die das gesamte Transkriptom der Maus
reprisentieren), die in Spots im Uberschuss auf einem Glastrager fixiert sind, hybridisiert. Durch die
Intensitdt des Fluoreszenzsignals kann daraufhin die relative Genexpressionsstirke der einzelnen
mRNAs im Vergleich zu Kontrollen bestimmt werden. Ausgangsmaterial waren schockgefrorene
Leberstiicke. Die RNA-Isolation erfolgte via Standard Extraktions Protokoll (Trizol) von Miltenyi. Eine
anschlieRende Quantitdts- und Qualitdtskontrolle wurde von Miltenyi durch die Agilent 2100
Bioanalyzer Platform (Agilent 2100 Bionalyzer Expert Software; Agilent Technologies) durchgefiihrt
und der ,Fold Change" angegeben. Eine weitere Microarray-Analyse derselben Proben erfolgte im
Rahmen einer Kooperation mit Dr. Andrea Staratschek-lox (/nstitut fiir Genomics and

Immunoregulation, LIMES-Institut-Bonn) mit der Illumina Plattform.

Zur Isolation von Gesamtprotein wurde ca. 50-100 mg Gewebe (Leber) in 1-2 ml Lysepuffer (Kap. 2.6)
mittels Ultra-Turrax homogenisiert und 30 min bei 4 °C auf einem Drehrad inkubiert. Unlésliche
Bestandteile, wie Membranreste oder extrazellulires Material wurden in einem 15 minitigen
Zentrifugationsschritt (8000 x g) bei 4 °C entfernt. Der proteinhaltige Uberstand wurde zu 200 pl in
PCR-Reaktionsgefille aliquotiert und bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert.
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4. Ergebnisse

Das Standardmodell fir die Hepatozyten-vermittelte Leberregeneration nach akutem Masseverlust
ist die partielle Hepatektomie (70 % PHx) in Nagetieren (Michalopoulos, 2007). Im ersten Teil dieser
Arbeit wurden in einem murinen in vivo Modell die Leberregenerationsdefekte beziglich einer
Defizienz des LTBR bzw. des TNFRp55 charakterisiert. Des Weiteren wurden WT und LTBR-defiziente

Tiere hinsichtlich ihrer in der Leber stattfindenden Genexpression nach PHx verglichen.

Beide eingesetzten Linien (LTBR'/' und TNFRp55'/') wurden als heterozygote Zuchten gehalten, um WT
Wurfgeschwister als Kontrolltiere zu erhalten. Daher erfolgte vor Beginn der jeweiligen Experimente
eine Verifizierung des Genotyps durch eine PCR. Als DNA-Quelle diente ein Stlick der Schwanzspitze
(Schwanzspitzenbiopsie). Die anschlieRende PCR erfolgte nach dem in Kap.3.3.1.2 beschriebenen

Protokoll.

Zunichst wurde die 70 %ige PHx etabliert (Kap.3.1.1.2) und das Uberleben beider Genotypen nach
dieser akuten Leberschadigung dokumentiert. Zusatzlich wurde die Lebergewicht/Kérpergewicht-
Ratio (LG/KG-Ratio) bestimmt. Abbildung 4.1 A zeigt den Verlauf der Uberlebensrate der LTBR'/' Tiere
im Vergleich zu wildtypischen Tieren nach PHx. Einige der WT Tiere sterben innerhalb der ersten 72 h
nach PHx. Am Versuchsende (Tag 10) weisen WT Tiere eine Uberlebensrate von 87,8 % auf. Das
Versterben der LTBR'/' Tiere erfolgt im Vergleich zu den Wildtypen bis Tag 5 post PHx und es kann
nach 10 Tagen eine signifikant niedrigere Uberlebensrate von 60,9 % beobachtet werden
(p = 0,0156). Vergleicht man die Uberlebensraten von WT Tieren und TNFRp55” Tieren (Abb. 4.1 B),
fallt auf, dass die TNFRp55'/‘ Tiere innerhalb von 24-48 h post PHx versterben. Die Uberlebensrate
liegt mit 52,9 % signifikant unter der der hepatektomierten Wildtyp Kontrollen (p = 0,0392), die eine
Uberlebensrate von 83,3 % aufweisen. Abbildung 4.1 C zeigt, dass sich die
Lebergewicht/Korpergewicht(LG/KG)-Ratio zwischen nicht operierten WT Tieren und LTBR'/' Tieren
nicht signifikant unterscheidet (5,7 £ 0,18 % bzw. 5,4 + 0,43 %), die LTBR'/' Tiere aber eine signifikant

héhere Varianz aufweisen (p = 0,0047).
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Die Uberlebenden LTBR'/’ Tiere zeigen im Verlauf der Leberregeneration und am Versuchsende
keinen Unterschied in der LG/KG-Ratio zu den WT Tieren (4,3 + 0,93 % bzw. 4,3+ 0,78 %). An Tag 10
ist der Verlust der Lebermasse fast vollstandig ausgeglichen, allerdings zeigen beide Genotypen noch
eine minimal, aber signifikant reduzierte LG/KG-Ratio im Vergleich zu den jeweils nicht operierten
Tieren. Der in Abbildung 4.1 D dargestellte Vergleich der LG/KG-Ratio von WT und TNFRp55'/' Tieren
zeigt bereits im nicht operierten Zustand einen kleinen, aber signifikanten Unterschied (5,5 + 0,07 %
bzw. 4,9 + 0,19 %; p = 0,0169). Die LG/KG-Ratio verlduft bei den TNFRp55'/' Tieren vergleichbar zu der
der WT Tiere, allenfalls ist ein kleiner, nicht signifikanter Unterschied 24 h und 48 h nach PHx zu
beobachten. Die Uberlebenden Tiere beider Genotypen haben 10 Tage nach PHx eine signifikant
reduzierte LG/KG-Ratio im Vergleich zu den jeweils unbehandelten Tieren, unterscheiden sich jedoch
nicht signifikant voneinander (WT: 4,3 £ 0,78 %; TNFRp55'/': 4,4+0,22 %).

Bei beiden Genotypen (LT6R'/ " und TNFRp55'/ ') ist in den (iberlebenden Tieren eine suffiziente
Regenerationsfihigkeit der Leber durch kompensatorische Hyperplasie gegeben, obgleich die

Uberlebensrate von LTBR” und TNFRp55'/ " Tieren gegentiber den WT Tieren deutlich vermindert ist.
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Abb. 4.1 A-D: Uberlebenskurven (A, B) und LG/KG-Ratio (C, D) von WT, LTBR'/' und TNFRpSS'/' Tiere nicht operiert und nach partieller
Hepatektomie. (A) Uberlebenskurve WT vs. LTBR'/' Tiere in % (B) Uberlebenskurve WT vs. TNFRpSS'/'Tiere in % (C) LG/KG Ratio WT vs. LTBR’
" Tiere in % (D) LG/KG Ratio WT vs. TNFRpSS'/' Tiere in %.WT Tiere sind in schwarz, LTBR'/' Tiere in blau und TNFRpSS'/' Tiere in griin
dargestellt. (n = Anzahl der Versuchstiere; h = Stunden; *p < 0,05; **p < 0,005)
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Um Hinweise auf den Verlauf der Leberregeneration bzw. den Beginn und die Ursache der
verminderten Leberregeneration bei den LTBR'/' und TNFRp55'/' Tieren zu erhalten, wurden
serologische Untersuchungen durchgefiihrt. Hepatektomierten WT, LTBR’/' und TNFRp55'/' Mausen
wurde 6 h, 12 h, 24 h, 48 h und 240 h post PHx Blut aus der Vena cava inferior entnommen (Kap.
3.1.4.1.1) und daraus Serum fiir die jeweiligen Analysen (Kap. 3.1.4.1.2) gewonnen. Als Kontrolle
dienten nicht operierte Tiere (0 h). Um die Ubersichtlichkeit der Darstellung zu gewahrleisten wurden
die Ergebnisse fir die LTBR'/' und TNFRp55'/' Tiere in separaten Abbildungen dargestellt, wobei
jeweils die gleichen WT Daten verwendet wurden. Zur Abklarung der Leberfunktion wurden zunachst
die Leber-Transaminasen AST (Aspartat-Aminotransferase) und ALT (Alanin-Aminotransferase) sowie
die LDH (Laktatdehydrogenase) bestimmt. Bei einer akuten Schadigung der Hepatozyten steigen
sowohl die Leber-Transaminasen als auch die LDH im Serum schnell an und kénnen daher als Mal fiir
eine akute Leberschadigung dienen (Kotoh et al., 2008). Bei den WT und LTBR'/' Tieren steigen die
Serumwerte fir AST und ALT bereits 6 h nach 70 %iger PHx deutlich an (AST: 1190,2 + 574,5 U/L bzw.
1632,0 £ 354,4 U/L; ALT: 554,5+377,8 U/L bzw. 973,2 +338,5 U/L) und zeigen keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Genotypen (Abb. 4.2 A, 4.2 B). Zehn Tage nach PHx sind in beiden
Genotypen die AST und ALT Werte gegeniber den nicht operierten Kontrolltieren nur noch minimal
erhoht, allerdings nicht signifikant. Die LDH Werte in der Abbildung 4.2 C zeigen 6 h bis 48 h nach 70
%iger PHx eine Erhdhung in LTBR'/' Tieren, wohingegen WT Tiere erst 24 h nach PHx einen Anstieg in
der LDH aufweisen. Der Mittelwert der LTBR'/' Mause ist dabei 6 h nach PHx signifikant (p = 0,0041)
gegeniber den WT Mausen erhéht und weist tberdies auch in den weiteren Zeitpunkten post PHx (d.
h. 12 h, 24 h und 48 h) eine deutliche, aber nicht signifikante Erhéhung im Vergleich zu den WT
Tieren auf. Bei Storungen des Bilirubinstoffwechsels infolge einer Leberschadigung (prahepatischer
Ikterus) oder Abflussbehinderungen der Galle (posthepatischer Ikterus, Cholestase) tritt eine erhéhte
Hamolyse (Hyperbilirubinamie) auf (Steffen & Goeser, Chap.17, 2008). Betrachtet man in Abbildung
4.2 D das Gesamtbilirubin der WT Tiere kann man einen Anstieg der Bilirubinwerte 6 h und 48 h nach
PHx beobachten. Dabei ist lediglich eine signifikant erhéhte Varianz 6 h nach PHx in partiell
hepatektomierten WT gegeniber nicht operierten WT Tieren (p <0,0001), sowie ein signifikanter
Unterschied (p = 0,0145) zwischen nicht operierten und partiell hepatektomierten WT Tieren 48 h
nach PHx gegeben. Dieser Anstieg ist bei den LTBR'/' Tieren nicht zu sehen. LTBR’/' Mause zeigen im
Verlauf der Leberregeneration nur minimale Schwankungen im Gesamtbilirubin. Ein Vergleich nicht
operierter WT Tiere mit LTBR'/’ Tieren zeigt keinen signifikanten Unterschied (0,83 + 0,10 mg/d| bzw.
0,61 £ 0,05 mg/dl), obgleich 48 h nach PHx die Bilirubinwerte partiell hepatektomierter WT Tiere
signifikant gegeniiber LTBR” Tieren erhoht sind (p = 0,0097).
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10 Tage nach PHx ist in beiden Linien das Gesamtbilirubin wieder vergleichbar mit den jeweils nicht
operierten Kontrolltieren (WT: 0,23 + 0,05 mg/dl; LTBR'/': 0,48 + 0,28 mg/dl), jedoch zeigen LTBR'/'
Tiere 240 h nach PHx eine signifikant erhdhte Varianz (p =0,0170) gegeniiber WT Tieren. Die
Alkalische Phosphatase (ALP) gehért zu den Cholestaseenzymen und ist ein spezifischer Indikator fiir
eine intrahepatische Cholestase (Polzien and Ramadori, 1996, Ramaiah, 2007). Schon im nicht
operierten Zustand zeigen die LTBR’/' Tiere einen signifikant erhdhten ALP-Spiegel gegeniliber den WT
Tieren (84 +8,6 U/L bzw. 37+4,3 U/L; p=0,0029) (Abb. 4.2 E). Nach 70 %iger PHx ist die ALP-
Konzentration im Serum der LTBR'/' Tiere zunachst geringfligig und nicht signifikant erhoht (bis
einschliellich 12 h post PHx), ist dann ab 24 h post PHx um das 1,5 bis 2fache signifikant erhéht und
weist auch nach 10 Tagen noch einen erheblichen, signifikanten Unterschied zu den WT Tieren auf
(240 h: 194,9+61,3 U/L bzw. 50,125+20,6 U/L; p<0,0001). Einen Aufschluss Uber die
Syntheseleistung der Leber ergibt die Messung indirekter Leberparameter wie Glukose (Abb. 4.2 F)
und Blutharnstoff (Urea) (Abb. 4.2 G) (Ramaiah, 2007). Sinkt der Blutzuckerspiegel bzw. die
Glukosekonzentration im  Serum, weist das auf eine Stoffwechselstorung des
Kohlenhydratstoffwechsels (Hypoglykamie) hin (Cryer et al., 2003). In WT und LTBR'/' Tieren, kann ein
verminderter Glukosewert nach PHx festgestellt werden, wobei sich die LTBR'/' Tiere 48 h post PHx
signifikant (p =0,0244) von den WT Tieren unterscheiden (Abb. 4.2 F). Ein niedriger Serum-
Ureagehalt kann wahrend eines akuten Leberversagens Ausdruck einer verminderten Synthese durch
die Leber und damit eines eingeschrankten Eiweimetabolismus sein (Lum and Leal-Khouri, 1989).
Die Ureawerte beider Genotypen verdndern sich nach PHx nicht signifikant. Allerdings lasst der in
Abbildung 4.2 G dargestellte Vergleich zwischen nicht operierten und hepatektomierten WT Tieren
6 h post PHx einen leichten Abfall des Urea erkennen (24 +1,7 mg/dl bzw. 14 + 1,3 mg/dl). Ein
Absinken der Ureawerte ist ebenfalls im Vergleich zwischen nicht operierten und partiell
hepatektomierten LTBR'/' Tieren gegeben (20 + 0,7 mg/dl bzw. 13 + 2,6 mg/dl). Erst 240 h post PHx
steigt der Ureawert in LTBR'/' Tieren wieder leicht an, wohingegen das Urea 240 h nach PHx in WT
Tieren noch immer vermindert vorliegt (LTBR’/': 17+3,6 mg/dl bzw. 16+2,6 mg/dl). Die
Konzentration der Pankreas-Amylase (P-AM) im Serum steigt zwar generell nach Operationen im
offenen Bauchraum an, das kann aber auch ein Hinweis auf eine akute Pankreatitis sein (Lankisch et
al., 1999; Warshaw and Fuller, 1975). Zur Sicherung der Diagnose einer akuten Pankreatitis ist daher
auch die Bestimmung der pankreasspezifischen Lipase erforderlich. Abbildung 4.2 H zeigt, dass sich
die P-AM Werte im Serum beider Genotypen in den Kontrolltieren (0 h) nicht unterscheiden. Nach
PHx (6 h, 12 h und 24 h) bleibt der P-AM Wert bei den LTBR” Tieren erst konstant (1200 + 110 U/L
bzw. 1300 + 110 U/L bzw. 820 = 170 U/L), bei den WT Tieren steigt er dagegen 6 h bis 12 h nach PHx
an und bleibt dann bis 24 h post PHx hoch (1600 + 110 U/L bzw. 2000 + 200 U/L bzw. 1900 + 210 U/L)
und die Unterschiede sind signifikant (p = 0,0321 bzw. p = 0,0058 bzw. p = 0,0005).
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Erst 48 h post PHx sinken die P-AM Werte der WT Tiere wieder und es ist kein signifikanter
Unterschied mehr zu sehen. Allerdings zeigen die WT Tiere im Gegensatz zu den LTBR"(' Tieren auch
240 h post PHx noch leicht, aber nicht signifikant erh6hte Werte. Abbildung 4.2 | zeigt nach PHx bei
den Lipasewerten weder im Verlauf noch zwischen den Genotypen signifikante Unterschiede. Zehn
Tage nach PHx erreichen auch hier die Uiberlebenden Tiere beider Genotypen wieder annidhernd

ihren Normwert.

Normwerte klinischer Serumparameter Maus
Alk. Phosphatase [U/L] 35-96
ALT [U/L] 17-77
AST [U/L] 54-298
Gesamtbilirubin [mg/dl] 0-0,9
Urea [mg/dl] 8-33
Glucose [mg/dl] 62-175
Amylase [U/L] 1.000-1.500

Tab. 4.1: Normwerte klinischer Serumparameter in C57BL/6 M&usen.
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Abb. 4.2 A-l: Serumparameter der WT und LTBR'/' Tiere nicht operiert und nach partieller Hepatektomie. (A) AST (B) ALT (C) LDH (D)
Bilirubin (E) ALP (F) Glukose (G) Urea (H) Pankreas-Amylase (1) Lipase-Aktivitat. WT Tiere sind in schwarz, LTBR'/' Tiere in blau dargestellt.

(n = Anzahl der Versuchstiere; h = Stunden; *p < 0,05; **p < 0,005; ***p < 0,0005; n. d. = nicht determinierbar, Wert unter der
Nachweisgrenze)

Bei der Analyse des hepatozellularen Schadens in TNFRp55-defizienten Tieren wurden ebenfalls die
Leber-Transaminasen AST und ALT und die LDH bestimmt. Die AST Werte (Abb. 4.3 A) der
Kontrolltiere unterscheiden sich in beiden Genotypen nicht. 6 h nach PHx steigen die AST Werte in
WT und TNFRp55” Tieren stark an (1200 + 230 U/L bzw. 1100 + 230 U/L) und bleiben auch nach 12 h
hoch (1200 + 200 U/L; bzw. 1300 + 270 U/L). 24 h post PHx zeigen sich signifikante Unterschiede
(p =0,0183): In den WT Tieren steigt die AST noch weiter an (1600 + 200 U/L), dagegen fallt die AST
in den TNFRp55'/' Tieren stark ab (410 + 350 U/L). 48 h nach PHx sind die Werte wieder vergleichbar
hoch, um 240 h nach PHx wieder nahezu auf den Normalwert zurtickzukehren (220 = 77 U/L bzw.
120 £ 57 U/L). Bei den ALT Werten (Abb. 4.3 B) zeigt sich bereits im nicht operierten Zustand ein
kleiner, aber signifikanter Unterschied zwischen WT und TNFRp55'/' Tieren (23 £ 4 U/L bzw. 75+ 6,6
U/L; p<0,0001). Nach 70 %iger PHx steigen die ALT Werte im Serum zunédchst (6 h) in beiden
Genotypen an. In den TNFRp55'/’ Tieren bleiben die Werte dann auf diesem relativ niedrigen Niveau,
um 240 h nach PHx wieder auf die Normwerte zu sinken. Bei den WT Tieren steigen die ALT Werte
weiter an und sind 12 h und 24 h nach PHx signifikant gegeniiber den TNFRp55'/’ Tieren erhoht
(p=0,0229 bzw. p =0,0010). 48 h und 240 h nach PHx zeigt sich kein Unterschied mehr zu den LTBR'/'
Tieren. Bei der LDH (Abb. 4.3 C) steigen die Werte der WT Tiere nach PHx im Vergleich zu den nicht
operierten Tieren bis 48 h post PHx relativ gleichméaRig an, die Werte der der TNFRp55'/' Tiere sind
bereits 6 h post PHx deutlich erhéht (WT: 1100 + 93 U/L; TNFRp557: 3800 + 210 U/L) und bleiben bis
48 h post PHx ahnlich hoch. Auf Grund der hohen Standardabweichung sind die Unterschiede
zwischen den Genotypen jedoch nicht statistisch signifikant. Zehn Tage post PHx wird auch hier eine
Normalisierung der LDH im Serum beobachtet (WT: 798,25 +977,4 U/L; TNFRp55'/': 535,67 + 450,25
U/L). Messungen des Gesamtbilirubins im Serum (Abb. 4.3 D) zeigen einen signifikanten Unterschied

zwischen nicht operierten WT und TNFRp55‘/' Tieren (p = 0,0053).
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Bei den WT Tieren schwankt der Bilirubin Wert nach 70 %iger PHx. Bei den TNFRp55‘/' Tieren ist
tendenziell ein Anstieg des Bilirubins zu beobachten und zudem ist 12 h nach PHx ein signifikanter
Unterschied zu den WT Tieren zu sehen (WT: 0,56 £ 0,182 mg/dl; TNFRp55'/': 1,33 +0,462 mg/dl;
p = 0,0133). 10 Tage nach PHx ist in TNFRp55'/' Tieren das Gesamtbilirubin wieder vergleichbar mit
den unbehandelten Kontrolltieren (0 h: 0,2 mg/dl; 240 h: 0,23 + 0,03 mg/dl), jedoch zeigen 240 h
nach PHx die WT Tiere einen signifikant erniedrigten Bilirubinwert (p =0,0007) gegeniiber nicht
operierten WT Tieren. Abbildung 4.3 E zeigt den Verlauf der ALP Werte nach PHx. Die Genotypen
unterscheiden sich deutlich: Bei den WT Tieren steigt der ALP Wert ab 6 h nach PHx nur leicht, aber
konstant an, um nach 24 h seinen hochsten Wert zu erreichen (160 + 14 U/L), danach fallt er wieder
ab. Bei den TNFRp55’/' Tieren erhoht sich der ALP Wert ebenso konstant, aber deutlich starker
ebenfalls bis 24 h nach PHx an (390 £ 2,5 U/L) und fallt dann langsamer als beim WT wieder ab. Die
Unterschiede sind 6 h, 12 h, 24 h und 48 h nach PHx signifikant (p = 0,0369 bzw. 0,0321 bzw. 0,002
bzw. 0,0053). 10 Tage post PHx zeigen die TNFRp55'/' Tiere gegeniiber den WT Tieren noch leicht,
aber nicht signifikant erhohte Werte (157,55 + 81,38 U/L bzw. 50,13 + 20,59 U/L). Ein Vergleich der
Glukosekonzentration im Serum beider Genotypen zeigt, dass die Glukosewerte bei den WT Tieren
bis 48 h kontinuierlich absinken, wahrend sie bei den TNFRp55'/' Tieren schwanken (Abb. 4.3 F). Auf
Grund der hohen Standardabweichungen ergeben sich jedoch keine signifikanten Unterschiede. 10
Tage nach PHx hat sich jedoch die Glukosekonzentration in beiden Genotypen anndhernd
normalisiert (WT: 149,75+ 46,22 mg/dl; TNFRp55'/': 133,29 +90,73 mg/dl). Der Verlauf der
Ureawerte in Abbildung 4.3 G unterscheidet sich zwischen WT bzw. TNFRp557 Tieren nach PHx. In
unbehandelten Wildtypen ist die Konzentration des Urea im Vergleich zu den TNFRp557 Tieren stark
reduziert (24 +1,7 U/L bzw. 7,3+2,3 U/L; p = 0,006). Im weiteren Verlauf zeigen die WT Tiere
gleichbleibend niedrige Werte, bei den TNFRp55‘/' Tieren steigen die Ureawerte bis 12 h nach PHx an
und unterscheiden sich signifikant von den WT Tieren (9,8 + 6,57 mg/dl; bzw. 31,7 + 35,53 mg/dl; p =
0,0377). 24 h und 48 h post PHx sinkt der Ureawert in TNFRp55'/' Tieren leicht ab. 240 h nach PHx
entspricht der Ureaspiegel in TNFRp55'/' Tieren anndhernd der Normwert. WT Tiere zeigen 240 h
einen leicht verminderten Ureawert im Vergleich zu nicht operierten WT Tieren (16 = 2,6 mg/dl bzw.
24 +1,7 mg/dl). Der in Abbildung 4.3 H dargestellte Vergleich der P-AM im Serum von WT und
TNFRp55'/' Tieren zeigt Unterschiede nach PHx. In nicht operierten TNFRp55'/' Tieren ist ein
signifikant verminderter Amylasewert gegeniber nicht operierten WT Tieren zu verzeichnen
(390 £ 290 U/L bzw. 1200 + 200 U/L; p = 0,036). Im weiteren Verlauf zeigen die WT Tiere anndhernd
gleichbleibend erhéhte Werte, bei den TNFRp55'/' Tieren steigt 6 h nach PHx der Amylasewert an
(1800 + 280 U/L), sinkt 12 h post PHx im Vergleich zu den WT Tieren signifikant ab (WT: 2000 + 200
u/L; TNFRp55'/': 880 % 120 U/L; p = 0,0088) und steigt dann nochmal leicht an. 10 Tage nach PHx ist

die Pankreas-Amylase im Serum von WT und TNFRp55'/' Tieren im Vergleich zu den jeweils nicht
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operierten Tieren der jeweiligen Linie noch immer erhoht. Die Amylasewerte der WT Tiere
unterscheiden sich jedoch nicht signifikant gegeniiber den TNFRp55’/’ Tieren. Vergleicht man in
Abbildung 4.3 | die Lipase-Aktivitat in nicht operierten WT und TNFRp55'/' Tieren so zeigen letztere
zwar deutlich, aber nicht signifikant erhéhte Werte (310 £ 67 U/L bzw. 1600 + 920 U/L), allerdings ist
die Varianz bei den TNFRp55'/' Tieren signifikant erhoht (p = 0,0104). Nach 70 %iger PHx sinken im
Verlauf von 6 h bis 24 h post PHx die Lipasewerte in TNFRp55'/’ Tieren bis unter die Nachweisgrenze
ab, wohingegen WT Tiere 6 h bis 24 h nach PHx eine minimale Erhéhung der Lipase-Aktivitat
aufweisen. Der Lipasewert ist dabei in WT Tieren 24 h nach PHx gegeniber TNFRp55‘/' Tieren erhoht
(930 + 160 U/L bzw. n.d.). 48 h nach PHx steigt die Lipase-Aktivitat in beiden Genotypen erneut aber
nicht signifikant an (WT: 2784,87 + 3544,85 U/L; TNFRp55'/': 594,93 + 101,54 U/L), die Varianz der
Lipasewerte der WT Tiere ist signifikant gegeniiber den TNFRp55” Tieren erhéht (p = 0,0397). 10
Tage nach PHx sind die Lipasewerte der WT Tiere noch immer gegeniiber nicht operierten WT Tieren
erh6ht (1300 + 450 U/L bzw. 310 + 67 U/L), wohingegen die Lipasewerte der TNFRp55'/' Tiere an Tag
10 im Vergleich zu nicht operierten TNFRp55'/' Tieren leicht erniedrigt sind (1100 + 640 U/L bzw.
1600 + 920 U/L).

Uberraschenderweise zeigen nach PHx LTBR” sowie TNFRp55’/’ Tiere gegeniiber WT Tieren einen
vergleichbaren aber nicht erhéhten Anstieg der Leber-Transaminasen. Die LDH-Aktivitdt hingegen ist
in partiell hepatektomierten LTBR- und TNFRp55-defizienten Tieren gegeniiber hepatektomierten WT
Tieren deutlich erhéht. LTBR Tiere zeigen im Vergleich zu WT Tieren 6 h post PHx einen signifikant
erhéhten LDH Wert. Auch TNFRp55-defiziente Tiere zeigen 6 h postoperativ eine deutlich erhéhte
jedoch nicht signifikant unterschiedliche LDH gegentliber den WT Tieren. Dariiber hinaus ist die
Alkalische Phosphatase in beiden Genotypen signifikant im Vergleich zu WT Tieren erhéht. Im
Vergleich zu WT Tieren weisen LTBR”" Tiere verminderte Bilirubinwerte auf eine beeintréchtigte
Leberfunktion hin. TNFRp55'/ " Tiere hingegen zeigen im Vergleich zu WT Tieren einen vergleichbaren
Anstieg des Gesamtbilirubins und eine Erhéhung des Harnstoff. Ein Vergleich der Amylasewerte nach
PHx zeigt bei LTBR” sowie TNFRp55'/ " Tieren im Vergleich zu WT Tieren eine tendenzielle

Verminderung, die auch 240 h nach PHx noch besteht.
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Abb. 4.3 A-l: Serumparameter der WT und TNFRpSS'/' Tiere nicht operiert und nach partieller Hepatektomie. (A) AST (B) ALT (C) LDH (D)
Bilirubin (E) ALP (F) Glukose (G) Urea (H) Pankreas-Amylase (1) Lipase-Aktivitat. WT Tiere sind in schwarz, LTBR'/' Tiere in blau dargestellt.

(n = Anzahl der Versuchstiere; h = Stunden; *p < 0,05; **p < 0,005; ***p < 0,0005; ****p < 0,0001; n. d. = nicht determinierbar, Wert unter
der Nachweisgrenze)

Die Leber synthetisiert den (berwiegenden Teil der Plasmaproteine, sowie fast alle
Gerinnungsfaktoren und Fibrinogen (Wallace et al., 2008). Bei Prothrombin, das in der Leber
synthetisiert wird, handelt es sich um die inaktive Vorstufe des Enzyms Thrombin, das fir die
plasmatische Blutgerinnung von entscheidender Bedeutung ist, da es die Thrombozyten-Aggregation
einleitet. Bei schweren Hepatopathien fiihrt eine Syntheseinsuffizienz zum Absinken der
Gerinnungsfaktoren im Blut und es entwickeln sich komplexe Gerinnungsstérungen. Auch komplexe

Gallengangsverschliisse konnen zu Gerinnungsstérungen fihren (Irabor et al., 2012).
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In dieser Arbeit wurde daher in WT, LTBR‘/‘ und TNRp55'/' Tieren das Gesamtprothrombin im Serum
bestimmt (0 h, 6, h 12 h, 24 h, 48 h und 240 h nach PHx; Abb. 4.4 A und B). Die Werte flr die LTBR'/'
bzw. TNFRp55'/' Tiere sind zur besseren Ubersichtlichkeit in getrennten Grafiken dargestellt, wobei
die Kontrollwerte jeweils von den gleichen WT Tieren stammen. Das Gesamtprothrombin im Serum
nicht operierter LTBR'/' Tiere ist im Vergleich zu nicht operierten WT Tieren nicht signifikant erhéht
(4,54 + 0,26 g/dl bzw. 4,75 + 0,32 g/dl). Wie in Abbildung 4.4 A dargestellt, kommt es sowohl in WT
Tieren als auch in LTBR'/'Tieren 6 h nach PHx zu einer starken Abnahme des Gesamtprothrombins. In
WT Tieren kommt es nach dem Abfall des Gesamtprothrombins 12 h nach PHx zu einem minimalen
Anstieg (2,8 + 0,49 g/dl), der im weiterem Verlauf (24 h und 48 h) relativ konstant bleibt. Hingegen
weisen LTBR'/' Tiere im Zeitraum von 12 h bis 48 h nach PHx ein gleichbleibend erniedrigtes
Gesamtprothrombin auf, dass aber nicht signifikant gegeniiber den WT Tieren erniedrigt ist. Erst 240
h nach PHx ist ein erneutes Absinken des Gesamtprothrombin in den WT Tieren zu verzeichnen, das
unter dem Wert nicht operierter WT Tiere liegt (1,0 £ 0,0 g/dI bzw. 4,8 + 0,11), sich jedoch nicht
signifikant von den LTBR'/' Tieren (2,0 + 0,0 g/dl) unterscheidet. Ein Vergleich zwischen nicht
operierten WT Tieren und nicht operierten TNFRp55’/‘ Tieren zeigt (Abb. 4.4 B), dass TNFRp55'/’ Tiere
ein signifikant vermindertes Gesamtprothrombin aufweisen (4,75 + 0,32 g/dl bzw. 2,0 + 0 g/dl; p <
0,0001). Im Verlauf nach PHx (6h, 12h, 24h und 48 h) fillt, wie zuvor beschrieben, das
Gesamtprothrombin in WT Tieren deutlich ab, bleibt zunachst konstant, bis es 240 h nach PHx
nochmals abfillt und signifikant gegeniiber TNFRp55” Tieren erniedrigt ist (1,0 + 0 g/dl bzw. 2,0 + 0
g/dl; p £0,0001). Das Gesamtprothrombin von TNFRp55'/’ Tieren dagegen zeigt keine Schwankungen
und bleibt vor und 6 h bis 48 h nach PHx konstant gegenliber WT Tieren vermindert. Zusatzlich zum
Gesamtprothrombin wurde die Prothrombinzeit in nicht operierten WT und LTBR'/' Tieren zu
verschiedenen Zeitpunkten (6 h, 12 h, 18 h und 24 h) nach PHx bestimmt (Abb. 4.4 C). Auch die
Prothrombinzeit in Sekunden (PT-Zeit) ist ein guter Kontrollparameter bei Lebersynthesestorungen
und dient als Suchtest bei Verdacht auf Gerinnungsstérungen durch eine Verminderung eines oder
mehrerer Faktoren des Prothrombinkomplexes (Grant and Neuberger, 1999). Die gemessene
Prothrombinzeit nicht operierter WT und LTBR'/' Tiere zeigt, dass kein Unterschied zu verzeichnen ist
(8,42 £ 0,6 s bzw. LTBR'/': 8,9 £ 0,85 s). 6 h nach PHx zeigen WT Tiere einen Anstieg der PT Zeit (9,34 +
0,45 s). 12 h nach PHx kommt es in WT Tieren zu einem weiteren Anstieg in der PT-Zeit, der sich
signifikant von nicht operierten WT Tieren unterscheidet (11,08 + 0,63 s; p = 0,049). 18 h post PHx ist
ein weiterer Anstieg zu verzeichnen (13,23 * 2,18 s), der sich, vermutlich aufgrund der hohen
Standardabweichung, aber nicht signifikant von den nicht operierten WT Tieren unterscheidet. 24 h
nach PHx sinkt die PT-Zeit wieder leicht ab (12,78 + 1,23 s). Im Gegensatz dazu zeigen LTBR” Tiere

bereits 6 h post PHx einen signifikanten hoheren Anstieg der PT-Zeit gegeniber den WT Tieren (2,43
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+ 0,94 s; p=0,0193). Vergleicht man nicht operierte LTBR'/' Tiere mit operierten LTBR'/' Tieren zeigt
sich zudem 6 h nach PHx eine signifikanter Anstieg in der PT-Zeit (2,43 £ 0,94 s; p = 0,00520).

Die hohen Werte bleiben auch im weiteren Verlauf bis 24 h post PHx erhalten, obgleich mit einer
hohen Standardabweichung, und liegen im Bereich der PT-Zeit von WT Tieren (12,50 + 1,73 s).
AuBerdem ist die PT-Zeit auch 24 h post PHx im Vergleich zu den nicht operierten Tieren signifikant
erhoht (12,50 £ 1,73 s; p = 0,0099).

Zusammenfassend zeigt ein Vergleich von partiell hepatektomierten WT Tieren mit LTBR” oder
TNFRp55'/ " Tieren nach PHx ein vermindertes Gesamt-Prothrombin. TNFRp55‘/ " Tiere weisen bereits im
unbehandelten Zustand verminderte Gesamt-Prothrombin-Werte auf. Zusétzlich ist bei LT8R Tieren
6 h postoperativ im Gegensatz zu WT Tieren einen Anstieg in der Prothrombinzeit zu beobachten, die

jedoch im weiteren Verlauf nach PHx in beiden Genotypen erhéht ist.
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Abb. 4.4 A-C: Koagulationsparameter im Serum von WT, LTBR'/'und TNFRpSS'/' Tieren, nicht operiert und nach partieller Hepatektomie.
(A) Gesamt-Prothrombin in WT und LTBR'/' Tieren (B) Gesamt-Prothrombin in WT und TNFRpSS'/' Tieren (C) Prothrombinzeit in WT und
LTBR'/'Tieren. WT Tiere sind in schwarz, LTBR'/'Tiere in blau und TNFRp55'/' Tiere in griin dargestellt. (n = Anzahl der Versuchstiere; h =
Stunden; *p < 0,05; ****p < 0,0001)
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Wie zuvor in den Serumanalysen (Kap. 4.4.1 und 4.4.2) gezeigt wurde, deuten mehrere Parameter
Unterschiede im Verlauf der Leberregeneration nach partieller Hepatektomie in WT, LTBR’/’ und
TNRpSS'/' Tieren an. Um diese Unterschiede noch weiter zu charakterisieren, wurde ein kleines
Blutbild in allen Genotypen vor und nach partieller Hepatektomie durchgefiihrt um weitere
pathologische Veranderungen nach PHx zu ermitteln. Die Blutentnahme erfolgte 0 h, 6 h, 12 h, 24 h,
48 h und 240 h post PHx aus der Vena cava inferior (Kap. 3.1.4.1.1). Die Blutwerte fiir die LTBR'/' bzw.
TNFRp55'/' Tiere sind in getrennten Grafiken dargestellt, es wurden jedoch jeweils die Werte der
gleichen WT Tiere dargestellt. Abbildung 4.5 A zeigt, dass bereits im nicht operierten Zustand LTBR'/'
Tiere eine signifikant erhohte Leukozytenzahl im Vergleich zu nicht operierten WT Tieren aufweisen
(6,4 + 1,09 10°/mm?® bzw. 3,2 + 0,67 10°/mm?; p = 0,0273). Postoperativ nimmt die Leukozytenzahl in
beiden Genotypen zu, wobei sich 12 h post PHx LTBR'/' Tiere weiterhin durch eine signifikant erhdhte
Leukozytenzahl von den WT Tieren unterscheiden (10,5 + 1,93 10°/mm? bzw. 4,4 + 0,83 10°*/mm?;
p = 0,440). Auch 48 h nach PHx sind die Leukozytenzahlen der LTBR’/’ Tiere erhoht (8,1 + 4,37
10°/mm? bzw. 5,17 + 1,1 10°/mm°), jedoch nicht signifikant, allerdings unterscheidet sich die Varianz
in den beiden Genotypen signifikant (p = 0,0484). Die Erythrozytenzahlen (Abb. 4.5 B) weisen sowohl
in WT als auch LTBR’/’ Tieren post PHx zwar leichte Schwankungen auf, zwischen den beiden
Genotypen besteht jedoch kein Unterschied. Die in Abbildung 4.5 C dargestellte Messung des
Hamoglobins zeigt ebenfalls im Verlauf nach PHx leichte, nicht signifikante Schwankungen zwischen
WT und LTBR'/' Tieren. Lediglich der Vergleich zwischen nicht operierten WT mit LTBR’/' Tieren zeigt
einen signifikant erhohten Hamoglobinwert in LTBR'/' Tieren (11,89 + 0,47 g/dl bzw. 13,30 + 0,24
g/dl; p = 0,0209). Die Thrombozytenzahlen (Abb. 4.5 D) verhalten sich in WT und LTBR’/' Mausen vor
PHx (748 + 53,17 10°/mm® bzw. 669 * 48,69 10°/mm?) und 6 h nach PHx &hnlich (432,3 + 155
10*/mm? bzw. 411 + 28,94 10°/mm?), lediglich 12 h nach PHx zeigen WT Tieren gegeniiber LTBR'/'
Tieren einen signifikant erhohten Titer (744,3 + 27,35 10°/mm® bzw. 655 + 20,3 10°/mm’;
p = 0,0432). 24 h nach PHx zeigen WT Tiere einen stark erhohten Titer (945,7 + 362,0 10°/mm?® bzw.
520,7 * 6,69 10°/mm?®), der aber, vermutlich auf Grund der signifikant erhdhten Varianz (p = 0,0007),
nicht signifikant ist. 10 Tage nach PHx sind keine signifikanten Unterschiede zwischen WT und LTBR’/’
Mausen zu verzeichnen und die Thrombozytenzahlen gleichen wieder den Normwerten. Der
prozentuale Anteil der Lymphozyten in den LTBR'/' Tieren ist vor und nach PHx im Vergleich zu den
WT Tieren tendenziell erhoht (Abb. 4.5 E). In WT Tieren kommt es 6 h nach PHx zu einem Absinken
des Lymphozytenanteils im Blut (6 h; 31,10 + 7,54 %), einer Stagnation 12 h nach PHx (34,13 + 16,29
%) und einem leichten Anstieg des Lymphozytenanteils 24 h nach PHx (43,57 £ 9,94 %). 48 h und 240

h postoperativ bleibt der Lymphozytenanteil stabil.
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In LTBR'/' Tieren kommt es 6h bis 24h nach PHx zu einem nur leichten Absinken des
Lymphozytenanteils im Blut. 48 h nach PHx ist ein Anstieg des Lymphozytenanteils zu verzeichnen
(56,53 + 12,57 %), der 240 h nach PHx wieder leicht absinkt und sich dem Wert der WT Tiere
annahert (37,65 + 16,44 % bzw. 45 + 0,0 %). Der prozentuale Anteil der Monozyten der LTBR'/' Tiere
zeigt vor und 6 h bis 12 h nach PHx im Vergleich zu WT Tieren keinen Unterschied (Abb. 4.5 F). 24 h,
48 h und 240 h nach PHx kommt es in beiden Genotypen tendenziell zu einem leichten Anstieg des
Monozytenanteils im Blut, dabei zeigen die WT Tiere gegenliber LTBR'/' Tieren leicht erhohte Werte.
Beim Vergleich des Granulozytenanteils (Abb. 4.5 G) zeigen nicht operierte WT und LTBR‘/' Tiere
ahnliche Werte (24,74 + 2,4 % bzw. 18,03 + 2,64 %). 6 h und 12 h nach PHx kommt es in WT Tieren,
im Gegensatz zu LTBR'/' Tieren, voriibergehend zu einem Anstieg des Granulozytenanteils. Erst 24 h
bis 240 h nach PHx sinkt der Granulozytenanteil der WT Tiere wieder. Wie die Abbildungen 4.5 H, 4.5
J und 4.5 | zeigen, sind die Leukozytenzahlen und die Erythrozytenzahlen sowie das Hamoglobin bei
WT und TNFRp55'/' Tieren vergleichbar. Nicht operierte WT Tiere zeigen im Vergleich zu TNFRp55'/'
Tieren keinen Unterschied bei den Leukozytenzahlen (3,23 + 0,67 x10°/mm® bzw.
3,19 + 0,40 x 10°/mm°) (Abb. 4.5 H). Auch 6 h nach PHx ist kein Unterschied zwischen den beiden
Genotypen zu erkennen (2,33 + 0,50 x 103/mm?® bzw. 2,03 + 0,38 x 10°/mm?). Erst 12 h nach PHx
zeigen WT Tiere einen Anstieg in den Leukozytenzahlen (4,4 + 0,83 x 10°/mm?). TNFRp55'/' Tieren
hingegen zeigen 12 h post PHx verminderte Leukozytenzahlen (2 + 0,4 x 10°/mm?®) und lassen erst im
weiteren Verlauf nach PHx (24 h und 48 h) wie auch die WT Tiere einen Anstieg erkennen. Auffallend
ist die Leukozytenzahl 10 Tage nach PHx, die in beiden Genotypen deutlich gegenliber den jeweils
nicht operierten Tieren erhoht ist (WT: 6 £ 0,0 x 10°/mm?; TNFRp55'/': 7,8 + 30,18 x 103/mm?). Die in
Abbildung 4.5 | dargestellte Messung des Hamoglobins zeigt vor und im Verlauf nach PHx in beiden
Genotypen minimale, nicht signifikante Schwankungen. Die Erythrozytenzahlen liegen bei nicht
operierten WT Tieren bei 8,55 + 0,41 x 10°/mm? und in TNFRp55'/' Tieren bei 8,20 + 0,43 x 10°/mm?>
und zeigen nach PHx nur minimale, nicht signifikante Schwankungen (Abb. 4.5 J). Die in Abbildung
4.5 K dargestellten Thrombozytenzahlen zeigen einen minimalen Unterschied zwischen nicht
operierten WT und TNFRp55'/' Tieren (748 + 53,17 x 103/mm3 691,4 + 64,77 x 103/mm3). In den WT
Tieren kommt es 6 h nach PHx zu einem leichten Abfall der Thrombozytenzahlen (432,3 +
155 x 10°/mm?), die dann 24 h post PHx tiber die Normwerte ansteigen (945,7 + 362,0 x 10°/mm?)
um danach wieder abzusinken und 240 h nach PHx wieder den Normwert zu erreichen. Bei den
TNFRp55'/' Tieren sinken die Thrombozytenzahlen bis 24 h nach PHx leicht ab (452,3 %
44,04 x 103/mm3), um bis 240 h post PHx wieder auf die Normwerte anzusteigen. Wahrscheinlich
aufgrund der teilweise hohen Standardabweichungen sind die Unterschiede nicht signifikant. Der
prozentuale Anteil der Lymphozyten (Abb. 4.5 L) verhalt sich in nicht operierten und 6 h nach PHx in

beiden Genotypen tendenziell dhnlich.
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12 h nach PHx kann jedoch ein voriibergehender Anstieg in den TNFRp55‘/' Tieren gegeniiber den WT
Tieren verzeichnet werden (34,13 +16,29% bzw. 52,13+ 12,57 %). Dieser Anstieg ist nicht
signifikant, vermutlich da die Standardabweichung bei den TNFRp55'/' Tieren sehr hoch ist und eine
signifikant erhéhte Varianz aufweist (p = 0,0156). 240 h nach PHx entspricht der Lymphozytenanteil
der WT Tiere wieder anndhernd dem Normwert (45 + 0,0 %), wohingegen TNFRp55'/' Mause einen
verminderten Lymphozytenanteil aufweisen (28,1 + 6,39 %). Der Monozytenanteil der TNFRp55'/'
Tiere zeigt vor und 6 h nach PHx im Vergleich zu WT Tieren keinen Unterschied (Abb. 4.5 M). 12 h
nach PHx weisen TNFRp55'/' Tiere einen Anstieg des Monozytenanteils auf (5,2 + 17,5 %),
wohingegen dieser in TNFRp55‘/' Tieren absinkt (9,0 + 18,5 %). 24 h nach PHx zeigen WT Tiere wieder
einen Anstieg des Monozytenanteils, der im weiteren Verlauf (48 h und 240 h) konstant erhéht
bleibt. TNFRp55'/' Tiere hingegen zeigen einen gegenlaufigen Verlauf, in dem es zu einem Absinken
des Monozytenanteils 24 h, 48 h und 240 h nach PHx kommt. 10 Tage nach PHx liegen die Werte der
Monozytenanteils in WT Tieren im Normwert (12,21 + 1,44 %), wohingegen TNFRp55'/' Tiere noch
immer einen verminderte Monozytenanteil aufweisen (6,6 + 2,89 %). Der in Abbildung 4.5N
dokumentierte prozentuale Anteil von Granulozyten lasst nach PHx einen unterschiedlichen Verlauf
in WT und TNFRp55'/' Tieren erkennen. Nicht operierte Tiere beider Genotypen zeigen keine
Unterschiede (7,74 + 2,4 % bzw. 28,33 + 2,86 %). In den Wildtypen steigen 6 h post PHx die
Granulozytenanteile an (6 h; 62,33 + 8,9 %) bleiben 12 h nach PHx erhéht (60,57 + 17,97 %) und
fallen im weiteren Verlauf ab, obgleich sie sich 240 h nach PHx noch nicht ganz dem Wert nicht
operierter WT Tiere angenahert haben (65,3 £ 12,15 %). In TNFRp55'/' Tieren ist der gleiche initiale
Anstieg 6 h nach PHx erkennbar, allerdings kommt es 12 h nach PHx zu einem Sinken des
Granulozytenanteils (34,30 £ 1,9 %), der danach mehr oder weniger gleichméaRig wieder ansteigt. Der
Granulozytenanteil ist in den TNFRp55'/' Tieren gegeniliber den WT Tieren 240 h nach PHx erhoht
(65,3 + 13,44 % bzw. 65,3 £ 12,15 %), allerdings nicht signifikant, da die Standardabweichung relativ
hoch ist.

Zusammenfassend weist eine Analyse des Blutbildes nur wenige signifikante Unterschiede zwischen
WT und LTBR”" Tieren vor und nach PHx auf. Im Vergleich zu WT Tieren zeigen LTBR” Tiere eine
erhéhte Leukozytenzahl, einen erh6hten Himoglobinwert und eine erniedrigte Thrombozytenzahl.
TNFRp55‘/ " Tiere unterscheiden sich im Verlauf nach PHx lediglich in der Anzahl der Leukozyten und
Thrombozyten und dem prozentualen Anteil der Monozyten von WT Tieren. Diese Unterschiede sind

jedoch nicht signifikant.
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Abb. 4.5 A-N: Kleines Blutbild von WT, LTBR'/' und TNFRpSS'/' Tieren nicht operiert und nach partieller Hepatektomie. (A, H) Erythrozyten
(B, 1) Leukozyten (C, J) Hdmoglobin (D, K) Thrombozyten (E, L) Lymphozyten (F, M) Monozyten und (G, N) Granulozyten. WT Tiere sind in
schwarz, LTBR'/'Tiere in blau und TNFRpSS'/' Tiere in griin dargestellt. (n = 3; h = Stunden; *p <0,05)

Die hohe Regenerationsfahigkeit der Leber wird entsprechend eines leberspezifischen Response to
Injury Konzepts durch eine Wachstumsfaktor-abhiangige Proliferation von Hepatozyten, eine
Aktivierung von Zytokin-vermittelten protektiven Programmen in Hepatozyten und eine Freisetzung
von Chemokinen, welche die Rekrutierung weiterer, fir das Regenerationsgeschehen relevanter
Zellen vermittelt, erreicht (Zimmon, 1977). Anhand des Mouse Cytokine Arrays (Panel A von R&D
Systems, Kap. 3.1.4.1.4) wurden daher vor und 12 h, 24 h und 48 h nach PHx die relativen Spiegel 40
verschiedener Zytokine, Chemokine und Akut Phase Proteine im Serum von je einem WT, LTBR'/’ und
TNFRp55’/' Tier bestimmt. Der Cytokine Array diente als explorativer Ansatz, der Verdanderungen im
Zytokinprofil aufdeckt und eine gezielte Analyse mittels ELISA begriinden sollte. Die Ergebnisse fir
die LTBR'/' bzw. TNFRp55'/' Tiere sind in getrennten Grafiken dargestellt, wobei die Kontrollwerte
jeweils von den gleichen WT Tieren stammen. In Abbildung 4.6 A sind die Zytokine und Chemokine,
die die starksten Unterschiede in der Intensitdt des Signals zwischen beiden Genotypen aufweisen,
zusammengefasst. Zytokine und Chemokine, die keine Unterschiede zwischen beiden Genotypen
aufwiesen, wurden in der Darstellung ausgeschlossen. Betrachtet man das Zytokinprofil nicht
operierter Wildtypen gegeniber nicht operierten LTBR'/' Maiusen im Uberblick, ist zu erkennen, dass
in den WT Tieren nur einige wenige Zytokine hohere Spiegel zeigen (C5a, CD54, M-CSF, TIMP-1), die

meisten anderen nicht.
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Dagegen zeigen LTBR'/' Mause ein anderes Profil: Zwar sind die Zytokine, die auch bei WT Tieren in
grolRer Menge nachgewiesen werden kdnnen, ebenfalls in gréBerer Menge nachweisbar, insgesamt
sind aber die Spiegel der meisten anderen Zytokine im Vergleich zum WT erhéht. Nach der partiellen
Hepatektomie verschieben sich diese Profile. Im Wildtypen kommt es 12 h nach PHx zu einer
Hochregulierung fast aller Zytokine wund Chemokine, wohingegen LTBR'/' Tiere eine
Herunterregulation zeigen. 24 h nach PHx kommt es sowohl in den WT Tieren als auch in den LTBR'/'
Tieren zu einer Herabregulation der meisten Zytokine bzw. Chemokine. Deutliche Unterschiede im
Expressionsprofil beider Genotypen zeigen sich dabei nur bei vereinzelten Zytokinen bzw.
Chemokinen, wie u.a. C5a, CCL1, IL-3, IL-4, IL-12p70, IL-16, CXCL10, CXCL11 und MIP-2. 48 h nach PHx
zeigt sich eine gegenlaufige Veranderung in den WT Tieren, die vergleichbar mit dem verdanderten
Expressionsprofil 12 h nach PHx ist: Das relative Vorkommen bestimmter Zytokine (IL-1a, IL-13, IL-
12p70, IL-23, IL-27 und CCL12) steigt wieder an. LTBR'/’ Tiere hingegen nahern sich 48 h nach PHx
ihrem ursprunglichen Profil im nicht operierten Zustand an, d.h. die Zytokin-/Chemokinspiegel
steigen tendenziell wieder. Auffallig sind hierbei die relativen Spiegel von IFNy, IL-1Ra, IL-13, IL-16
und CCL3 in LTBR'/' Tieren, die, wie auch in nicht operierten Tieren, hoher sind als in den WT Tieren.
Abbildung 4.6 B zeigt das Zytokin- bzw. Chemokinprofil von TNFRp55'/' Tieren im Vergleich zu WT
Tieren. Das Profil nicht operierter WT und TNFRp55'/' Tiere erscheint nahezu identisch. Lediglich KC,
M-CSF, CCL2 und CXCL17 zeigen in beiden Genotypen ein unterschiedlich starkes Vorkommen. 12 h
nach PHx sind die WT Tiere grundsatzlich, wie zuvor beschrieben, durch ein erhéhtes Vorkommen
fast aller Zytokine/Chemokine charakterisiert. Im Gegensatz dazu zeigen die TNFRp557 Tiere
allgemein nur einen geringen Anstieg der meisten analysierten Zytokine und Chemokine. Ein
deutlicher Anstieg ist nur bei G-CSF, CD54, IL-5, IL-16, M-CSF und CCL2 gegeben. 24 h nach PHx
verandert sich dieses Profil nur geringfiigig, wogegen es 48 h nach PHx zu einem sehr starken Anstieg
fast aller Zytokine/Chemokine kommt, der deutlich Gber dem der WT Tiere 6 h nach PHXx liegt.

Zusammengefasst zeigen die Zytokin- und Chemokinprofile der WT, LTBR” und TNFRp55'/' Tiere
interessante Unterschiede: Insgesamt sind die relativen Werte bei nicht operierten WT Tieren niedrig.
12 h nach PHx steigen die Werte und sinken 24 h nach PHx wieder ab um 48 h post PHx wieder
anzusteigen, ohne jedoch so hohe Spiegel wie 12 h nach PHx zu erreichen. Die nicht operierten LTBR”
Tiere hingegen weisen insgesamt relativ hohe Zytokin-/Chemokinspiegel auf, die 12 h nach deutlich
und 24 h nach PHx nochmals geringfiigig abfallen. 48 h nach PHx steigen die Werte wieder und
ndhern sich dem Profil nicht operierter Tiere an. TNFRp55'/ “Tiere zeigen 12 h nach PHx nur fiir einige
Zytokine/Chemokine erhéhte Werte, kein allgemeines Sinken der Werte nach 24 h und einen

deutlichen Anstieg fast aller Zytokine/Chemokine 48 h nach PHx.
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Abb. 4.6 A-B: Darstellung der Expression ausgewshlter Zytokine und Ch kine mittels Cytokine Array Panel A von WT, LTBR+ und
TNFRpSS"L Seren nicht operiert und nach partieller Hepatektomie. (&) WT vs. I_TBR"'LTiere (B) WT vs. TNFRpSS"LTIeren. Dazugehérige Blots
sind im Anhang aufgefiihrt. (h = Stunden; je 1 Serumprobe des entsprechenden Genotypen pro Zeitpunkt vor/nach PHx)
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Wie in den vorherigen Ergebnissen gezeigt wurde (Abb. 4.6 A und B), kommt es in WT Tieren nach
einer partiellen Hepatektomie zu einem massiven Anstieg der Zytokinspiegel im Serum. WT Tiere
unterscheiden sich dabei erheblich von den Tieren mit einer Defizienz im TNFR bzw. LTBR Signalweg.
In der Literatur wird beschrieben, dass Interleukin-1B im Rahmen einer inflammatorischen Antwort
sezerniert wird und bei wichtigen Vorgangen wie der Zellproliferation, der Zelldifferenzierung sowie
der Apoptose involviert ist (Boulton et al., 1997). Gleiches wird fir die Funktion der Metalloprotease
TIMP-1 beschrieben (Gomez et al., 1997; Hayakawa et al., 1992). Zu der wichtigsten Antwort nach
PHx gehoren u.a. die Induktion von Akute-Phase-Proteinen, als entscheidendes Signal fiir die
Freisetzung von TNF und Interleukin-6 in der Primingphase der Leberregeneration nach PHx (Fausto,
2000, 2006). Daher wurden die Konzentrationen von IL-1B, TIMP-1, IL-6 und TNF im Serum von WT,
LTBR'/' und TNFRp55'/' Tieren vorund 6 h, 12 h, 24 h, 48 h und 240 h nach PHx mit spezifischen ELISA-
Kits bestimmt. Die Zytokinspiegel fir die LTBR‘/‘ bzw. TNFRp55‘/‘ Tiere sind in getrennten Grafiken
dargestellt, wobei die Kontrollwerte jeweils von den gleichen WT Tieren stammen. Abbildung 4.7 A
zeigt, dass nicht operierte, sowie operierte WT und LTBR'/' Tiere einen vergleichbaren Verlauf der IL-
1B Konzentration nach PHx aufweisen. 6 h nach PHx lassen WT Tiere einen deutlichen, LTBR'/' Tiere
einen etwas geringeren Anstieg erkennen, der jedoch aufgrund der hohen Standardabweichung in
den WT Tieren nicht signifikant ist (56 + 41 pg/ml bzw. 36 + 18 pg/ml). Wohingegen die IL-1B
Konzentration in WT Tieren 12 h und 24 h nach PHx sinkt, bleiben die Werte von IL-1B in den LTBR'/'
Tieren tendenziell erhdht (12 h: 20 £ 9,1 pg/ml bzw. 45 +12 pg/ml; 24 h: 11 + 3,3 pg/ml bzw. 33 +14
pg/ml). 48 h nach PHx gleichen sich beide Genotypen wieder in ihren IL-1B Werten an (WT: 32 + 15
pg/ml; LTBR'/': 28 + 7,7 pg/ml). 240 h nach PHx kommt es im Gegensatz zu den WT Tieren zu einem
Abfall der IL-1B Konzentration in der LTBR'/’ Tieren (26 £ 14 pg/ml bzw. 9,2 = 4,1 pg/ml) der jedoch
aufgrund der hohen Standardabweichung nicht signifikant ist. Die Varianzen der beiden Genotypen
unterscheiden sich signifikant (p = 0,0120). Die Konzentration der Metalloprotease TIMP-1 (Abb. 4.7
B) zeigt in den nicht operierten LTBR'/' Tieren im Vergleich zu nicht operierten WT Tieren eine leicht
erhohte Ausgangskonzentration (267 + 134 pg/ml bzw. 341 + 7,1 pg/ml). Nach PHx ist kein
Unterschied im Verlauf der TIMP-1 Konzentration in beiden Genotypen gegeben. 6 h nach PHx sinkt
die TIMP-1 Konzentration initial in beiden Genotypen ab (WT: 300 £ 17 pg/ml; LTBR'/': 90 + 90 pg/ml),
steigt dann 12 h und 24 h post PHx wieder an und bleibt in beiden Genotypen bis einschliellich 240 h
nach PHx gleichbleibend hoch und zeigt eine vergleichbare Konzentration zum Ausgangsniveau nicht
operierter Tiere (270 + 140 pg/ml; LTBR”": 390 + 20 pg/ml). Die Konzentrationen von IL-6 (Abb. 4.7 C)
und TNF (Abb. 4.7 D) im Serum hingegen zeigen, dass es in WT und LTBR‘/' Tieren zu einem

erheblichen Anstieg nach PHx kommt.
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Initial, das heiBt im nicht operierten Zustand, zeigen WT Tiere niedrigere IL-6 Werte als LTBR'/' Tiere
(29 + 19 pg/ml bzw. 57 * 38 pg/ml) (Abb. 4.7 C). Bei WT Tieren steigt die IL-6 Konzentration 6 h und
12 h nach PHx an (130 + 34 pg/ml bzw. 270 + 55 pg/ml), bei den LTBR”” Tieren erreicht sie bereits 6 h
nach PHx ihr Maximum (330 + 88 pg/ml) und sinkt 12 h nach PHx bereits wieder (200 + 57 pg/ml).
Obgleich es in beiden Genotypen im weiteren Verlauf nach PHx (bis 24 h) zu einem Abfall in der IL-6
Konzentration kommt, bleibt die Konzentration von IL-6 in den LTBR’/' Tieren gegeniiber den WT
Tieren erh6ht (120 + 40 pg/ml bzw. 78 + 37 pg/ml). 48 h nach PHx steigt die IL-6 Konzentration beider
Genotypen erneut leicht an (WT: 130 + 34 pg/ml; LTBR”: 330 + 88 pg/ml), bevor sie 240 h nach PHx
wieder leicht absinkt (WT: 61 + 33 pg/ml; LTBR'/': 150 * 43 pg/ml). Wihrend der gesamten
Beobachtungszeit sind Konzentration von IL-6 im Serum von LTBR'/' Tieren gegeniber WT Tieren
erhoht, diese sind allerdings nicht signifikant unterschiedlich. Die TNF-Konzentration (Abb. 4.7 D) ist
in nicht operierten LTBR’/’Tieren gegenlber nicht operierten WT Tieren erhoht (49 £ 49 pg/ml bzw. 0
pg/ml). Nach PHx kommt es in beiden Genotypen 6 h und 12 h nach PHx zu einem Anstieg in der TNF-
Konzentration. Das TNF im Serum von LTBR'/' Tieren ist dabei deutlich gegeniiber den WT Tieren
erhoht (6 h - WT: 23 19 pg/ml; LTBR”: 100 + 57 pg/ml; 12 h - WT: 110 + 22 pg/ml; LTBR”: 240 + 24
pg/ml). 24 h nach PHx kommt es in beiden Genotypen zu einer Abnahme von TNF im Serum, wobei
sich die Konzentration auf das gleiche Niveau einpendelt (58 + 45 pg/ml bzw. 53 + 17 pg/ml) und bis
240 h nach PHx unverdndert bleibt (240 h - WT: 28 + 28 pg/ml; LTBR'/': 42 * 6,8 pg/ml). Betrachtet
man den in Abbildung 4.7 E dargestellten Vergleich der IL-1B Konzentration der beiden Genotypen,
ist bereits im nicht operierten Zustand ein leicht erhéhtes Vorkommen von IL-1B in TNFRp55”" Tieren
gegenuiber WT Tieren zu erkennen (52 + 29 pg/ml bzw. 9,3 + 6,7 pg/ml). 6 h nach PHx kommt es
sowohl in WT Tieren als auch in TNFRp55‘/' Tieren zu einem Anstieg in der IL-1B Konzentration (56 +
83 pg/ml bzw. 89 + 0 pg/ml). Wohingegen die Konzentration von IL-1B in WT Tieren 12 h nach PHx
sinkt und im weiteren Verlauf (24 h bis 240 h post PHx) gleichbleibend niedrig bleibt, zeigen
TNFRp55'/' Tiere 12 h nach PHx einen weiteren, deutlichen Anstieg von IL-1B im Serum (WT: 20 + 22
pg/ml; TNFRp557: 310 + 0 pg/ml). 24 h und 48 h nach PHx sinkt die IL-1B Konzentration unter das
Niveau von WT Tieren, bis es 240 h nach PHx wieder zu einem Anstieg kommt. Dabei ist die IL-1
Konzentration der TNFRp55'/' Tiere signifikant im Vergleich zu den WT Tieren erhéht (TNFRp55’/‘: 120
+ 29 pg/ml bzw. 26 + 14 pg/ml; p = 0,0153). Die Konzentration der Metalloprotease TIMP-1 (Abb. 4.7
F) zeigt 6 h nach PHx einen Abfall in den WT Tieren, ansonsten jedoch kaum Unterschiede zwischen
beiden Genotypen nach PHx. Nicht operierte TNFRp55'/' Tiere zeigen eine leicht erhohte
Ausgangskonzentration im Vergleich zu nicht operierten WT Tieren (390 + 10 pg/ml bzw. 341 + 7,1
pg/ml), die auch 6 h nach PHx zu sehen ist. Danach bleibt die Konzentration von TIMP-1 in TNFRp55'/'
Tieren bis auf minimale Schwankungen unverdndert und auf demselben Niveau von WT Tieren. Im

Serum nicht operierter WT und TNFRp55'/' Tiere (Abb. 4.7 G) ist eine vergleichbare Menge IL-6
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nachzuweisen (29 + 19 pg/ml bzw. 44 + 29 pg/ml). Nach PHx zeigen beide Genotypen 6 h und 12 h
einen vergleichbaren Anstieg der IL-6 Konzentration. Wohingegen 24 h nach PHx das IL-6 im Serum
von WT Tieren absinkt (81 + 46 pg/ml) und bis auf einen leichten Anstieg 48 h nach PHx (140 + 99
pg/ml), auch 240 h nach PHx auf einem konstanten Niveau bleibt (91 + 46 pg/ml), zeigen TNFRpSS’/'
Tiere 24 h post PHx einen weiteren Anstieg, der signifikant gegenliber WT Tieren erhoht ist (463 +
62 pg/ml; p =0,0051). 48 h nach PHx sinkt die IL-6 Konzentration der TNFRp55'/' Tiere (44 + 44 pg/ml)
deutlich unter den Wert der WT Tiere und erreicht 240 h nach PHx dhnliche Werte (82 * 50 pg/ml)
wie die WT Tiere. Die in der Abbildung 4.7 H dokumentierte TNF-Konzentration zeigt einen dhnlichen
Verlauf in beiden Genotypen, allerdings weisen TNFRp55'/' Tiere gegeniliber WT Tieren zu allen
Zeitpunkten eine deutlich erhohte Konzentration von TNF auf: Bereits im nicht operierten Zustand
weisen TNFRp55'/' Tiere gegeniiber WT Tieren im Serum eine signifikant erhohte TNF Konzentration
auf (130 £ 18 pg/ml bzw. 0 pg/ml; p=0,089). 6 h nach PHx ist keine Verdnderung in der TNF-
Konzentration in beiden Genotypen ersichtlich, obgleich TNFRp55'/' Tiere immer noch erhdhte, aber
gegentiber WT Tieren nicht signifikante TNF Werte aufweisen (120 + 120 pg/ml bzw. 29 + 19 pg/ml).
12 h nach PHx zeigen sowohl WT als auch TNFRp55'/‘ Tiere einen Anstieg in der TNF-Konzentration,
dennoch bleibt die Konzentration in TNFRp55'/' Tieren gegeniiber WT Tieren erh6ht (279 + 99 pg/ml
bzw. 107 + 22 pg/ml). 48 h und 240 h nach PHx zeigen beide Genotypen, bis auf leichte
Schwankungen, keine weitere Verdnderung in der TNF Konzentration, obgleich auch hier die TNF
Werte in TNFRp55'/' Tieren gegeniliber WT Tieren erhoht sind.

Zusammenfassend zeigt ein Vergleich zwischen WT und LTBR”" Tieren in der Expression fiir die
Leberregeneration relevanter Zytokine, dass LT8R’ Tiere im Verlauf nach PHx erhéhte
Konzentrationen von TNF und IL-6 aufweisen. Die Konzentrationen von IL-18 und TIMP-1 im Verlauf
nach PHx zeigen keine Unterschiede zwischen beiden Genotypen. TNFRp55‘/ " Tiere hingegen zeigen
insbesondere 12 h nach PHx gegeniiber WT Tieren eine deutlich erh6hte Expression von IL-18 und TNF

und auch die Expression von IL-6 ist in TNFRp55'/ " Tieren im Vergleich zu WT Tieren deutlich erhéht.
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Abb. 4.7 A-H: Zytokinkonzentrationen von IL-1B, TIMP-1, IL-6 und TNF im Serum von WT, LTBR'/' und TNFRpSS'/' Tieren, nicht operiert und
nach partieller Hepatektomie. (A - D) WT vs. LTBR'/' Tiere (E - H) WT vs. TNFRpSS'/' Tiere. Dabei zeigen die Abbildungen (A,E) IL-1B, (B,F)
TIMP-1, (C,G) IL-6 und (D,H) TNFa. WT Tiere sind in schwarz, LTBR'/'Tiere in blau und TNFRpSS'/' Tiere in griin dargestellt. (n = 3, Anzahl der
Versuchsdurchfiihrungen; h = Stunden; *p < 0,05; **p < 0,005)

Die Leber ist durch ihre Enzym- und Transportsysteme das zentrale Organ zur Aufrechterhaltung der
Stoffwechselhomdostase (Wallace et al., 2008). Gallensalze (GS) sind Signalmolekiile mit
hormonahnlicher Wirkung, die eine Vielzahl von Stoffwechselfunktionen beeinflussen. Sie sind sie an

der Regulation der Lipid-, Glukose- und Energiehomdostase beteiligt (Meng et al., 2011), machen die
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Fette in der Nahrung nutzbar und sind an der Initiierung der Leberregeneration nach PHx beteiligt
(Huang et al., 2006). Daher wurde ein Gallensalzprofil der quantitativ prominenten unkonjugierten,
Taurin (T)- und Glycin (G)-konjugierten GS von nicht operierten WT und LTBR'/' Tieren zu diversen
Zeitpunkten (6 h, 12 h, 24 h, 48 h und 240 h) nach PHx angefertigt. Im Fokus der Analyse standen
Serum- sowie Leberproben, die via UPLC-MS/MS (Kap. 3.1.4.1.8 und Kap. 3.1.4.2.3) gemessen

wurden.

In Serumanalysen zeigen WT und LTBR'/' Tiere 6 h nach PHx einen schnellen Anstieg in der GS-
Gesamtkonzentration (Abb. 4.8 D). Dabei ist der Anstieg in WT Tieren im Vergleich zu LTBR'/' Tieren
weniger stark (625.526 + 230.825 nmol/L bzw. 914.841 + 129.334 nmol/L). Diese Erhéhung der
Gallensalzkonzentration 6 h nach PHx kann in beiden Genotypen bei den unkonjugierten, T- und G-
konjugierten GS beider Genotypen verzeichnet werden. 12 h nach PHx weisen WT Tiere einen
weiteren Anstieg in der GS-Gesamtkonzentration auf (910.670 + 527.095 nmol/L). Insbesondere
unkonjugierte GS zeigen in den WT Tieren 12 h nach PHx eine deutliche Erh6hung (Abb. 4.8 A),
wohingegen die Spiegel T- und G-konjugierter GS nur minimal ansteigen (Tab. 4.2). Dagegen fallt im
Serum von LTBR'/’ Tieren die GS-Gesamtkonzentration 12 h nach PHx bereits wieder ab (466.401 %
233.483 nmol/L), wobei der groRte Abfall in den unkonjugierten GS vorzufinden ist (3fach) und T-
sowie G-konjugierte GS eine 2fache Reduktion zeigen (Tab. 4.2). 24 h nach PHx kommt es auch in WT
Tieren zu einer deutlichen Reduktion der GS im Serum (172.088 + 144.188 nmol/L). Zwar fallen auch
in LTBR'/' Tieren die Gesamt GS-Spiegel 24 h nach PHx weiter ab (366.167 + 334.475 nmol/L), jedoch
deutlich langsamer als in den WT Tieren, so dass die LTBR'/' Tiere insgesamt hohere Werte bei den
Gesamt GS (Abb. 4.8 D), den unkonjugierten, den T- und den G-konjugierten GS 24 h nach PHx zeigen
(unkonj. GS - 6.796 % 4.699 nmol/L bzw. 10.805 * 3.564 nmol/L; T-konj. GS - 120.978 + 104.674
nmol/L bzw. 263.520 + 234.436 nmol/L; G-konj. GS - 44.313 + 36.617 nmol/L bzw. 92.733 + 108.935
nmol/L; Abb. 4.8 A-C; Tab. 4.2). Im weiteren Verlauf (48 h und 240 h) sinkt die GS-
Gesamtkonzentrationen im Serum beider Genotypen weiter ab (Abb. 4.8 D) bis sie anndhernd ihren
Normwert erreichen (48 h - WT: 111.269 + 22.542 nmol/L; LTBR’/’: 172.844 + 71.058 nmol/L; 240 h -
WT: 1.154 * 504 nmol/L; LTBR'/': 1.333 * 352 nmol/L). Fur eine genauere Analyse des GS-Profils
wurden die quantitativ prominenten GS (CA, T-CA, DCA, T-DCA, CDCA, T-CDCA, LCA, T-LCA und LCAS)
separat dargestellt (Abb. 4.9 A-l). Der Verlauf ist bei einigen GS sehr dhnlich (Abb. 4.9 A-D und F) und
zeigt ein tendenzielles Ansteigen in WT und LTBR'/' Tieren 6 h und 12 h nach PHx. Bei CA und DCA
(Abb. 4.9A und C) ist der Anstieg 6 h (CA: 16.993 + 12.705 nmol/L bzw. 14.676 + 14.584 nmol/L; DCA:
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589 + 283 nmol/L bzw. 478 + 40 nmol/L) und 12 h (CA: WT: 35.389 + 24.786 nmol/L bzw. 12.171 +
9.436 nmol/L; DCA: 572 + 288 nmol/L bzw. 543 * 516 nmol/L) nach PHx in WT Tieren im Vergleich zu
LTBR” Tieren gréRer. T-DCA und T-CDCA (Abb. 4.9D und F) hingegen zeigen 6 h (T-DCA: 3.508 + 1.005
nmol/L bzw. 5.981 + 2.393 nmol/L; T-CDCA: 2.871 + 767 nmol/L bzw. 7.149 + 2.761 nmol/L) und 12 h
(T-DCA: 2.096 + 1.314 nmol/L bzw. 4.565 + 5.104 nmol/L; T-CDCA: 3.646 + 1.938 nmol/L bzw. 5.363 *
7.303 nmol/L) nach PHx eher verminderte Werte im Serum von WT Tieren im Vergleich zu LTBR'/’
Tieren. Bei T-CA (Abb. 4.9B) ist das Vorkommen im Serum erst 6 h nach PHx in WT Tieren gegeniiber
LTBR”" Tieren erniedrigt (279.987 + 145.416 nmol/L bzw. 429.567 + 142.081 nmol/L), sinkt dann
wieder und ist 12 h nach PHx gegenliber LTBR'/' Tieren erhéht (410.383 + 292.362 nmol/L bzw.
226.946 + 128.918 nmol/L). 24 h und 48 h nach PHx zeigen sowohl WT als auch LTBR'/' Tiere einen
Abfall in den GS an, wobei dieser in WT Tieren deutlich starker im Vergleich zu LTBR'/'Tieren ist. 240
h nach PHx sinken die GS in Serum beider Genotypen soweit, dass sie anndhernd ihren Ausgangwert
erreichen. Bei CDCA, LCA, T-LCA und LCAS (Abb. 4.9E und G-I) zeigt sich ein umgekehrter Verlauf.
Beide Genotypen zeigen bereits im nicht operierten Zustand relativ hohe Werte, fallen jedoch 6 h
und 12 h postoperativ sehr stark bei LCA, T-LCA und LCAS ab (6 h - LCA: 22 + 5 nmol/L bzw. 18 + 1
nmol/L; T-LCA: 23 + 9 nmol/L bzw. 22 + 4 nmol/L; LCAS: 6 + 0 nmol/L bzw. 5 + 1 nmol/L; 12 h - LCA:
17 + 4 nmol/L bzw. 18 + 1 nmol/L; T-LCA: 16 + 7 nmol/L bzw. 20 + 21 nmol/L; LCAS: 6 = 0 nmol/L bzw.
4 £ 3 nmol/L ) bzw. steigen bei CDCA (6 h - 127 + 79 nmol/L bzw. 87 = 70 nmol/L; 12 h - 176 + 98
nmol/L bzw. 176 * 213 nmol/L) an. 24 h nach PHx steigen die Werte wieder anndhernd auf das Level
nicht operierter WT und LTBR’/’ Tiere an, mit Ausnahme von LCAS, welches in beiden Genotypen nur
minimal ansteigt (86 + 5 nmol/L bzw. 5 + 1 nmol/L). Die Werte fiir LCA und LCAS sind dabei in LTBR'/'
Tieren signifikant gegentber WT Tieren erhoht (LCA - 152 + 13 nmol/L bzw. 87 + 15 nmol/L, p =
0,0054; LCAS - 139 + 7 nmol/L bzw. 86 + 5 nmol/L, p = 0,0004). Daraufhin erfolgt 48 h nach PHx ein
erneuter starker Abfall, der auch noch 240 h nach PHx gegeben ist.

Insgesamt gibt es nach PHx in beiden Genotypen eine differentielle Regulierung der Gallensalze im
Serum. Diese scheint in LTBR”" Tieren dereguliert zu sein. Beide Genotypen zeigen 6 h nach PHx einen
schnellen und deutlichen Anstieg der GS im Serum, wobei die Erh6hung der GS in WT Tieren stdrker
ist. Wéhrend es 12 h nach PHx in WT Tieren zu einem weiteren Anstieg der GS kommt, der 24 h nach
PHx wieder abfdllt, zeigen LT8R Tieren bereits 12 h nach PHx ein Sinken der GS im Serum. Es zeigt
sich jedoch, dass diese deutlich langsamer als in den WT Tieren abfallen und daher Iénger im Serum

akkumulieren. Zusdtzlich zeigen LTBR” Tiere 24 h post PHx eine Erhéhung des toxischen LCA.
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Abb. 4.8 A-D: GS Konzentrationen im Serum von WT und LTBR"LTieren, nicht operiert und zu den Zeitpunkten 6 h, 12 h, 24 h, 48 h und 240
h nach PHx. Konzentration(A) unkonjugierter GS (B) T-konjugierter GS und (C) G-konjugierter GS. (D) GS Gesamtkonzentration. WT Tiere
sind in schwarz und LTBR"'LTl'ere in blau dargestellt. (n = 3, Anzahl der Versuchsdurchfiihrungen; h = Stunden)

Serum

post PHx [h]

Gallensalze [nmol/L] 0 6 12 24 48 240

Unkonjugiert WT 1.7580 653960 1756100 6.7960  3.512,0 5820
LTRR

P 1.442,0 79.473,0 305770 10.8050  5.206,0 919,0

T-konjugiert WT 407,0 3477750 492.326,0 120.978,0 83.467,0  623,0
LTRR”

B 530,0 564.768,0 297.410,0 263.520,0 139.318,0  474,0

G-konjugiert wWT 811,0 212.3550 242.734,0 44.313,0 23.586,0 63,0
LTBR

B 714,0 270.600,0 144.430,0 92.733,0 34.912,0 62,0

Tab. 4.2: Konzentrationen unkonjugierter, T- und G-konjugierter G5 im Serum von WT und L'I'ﬁR“’L Tieren, nicht operiert und zu den
Zeitpunkten 6 h, 12 h, 24 h, 48 h und 240 h nach PHx. WT Tiere sind in schwarz und L'I'ﬁR"L Tiere in blau dargestellt. Werte sind als
Mittelwert aus n = 3 (Anzahl der Versuchsdurchfithrungen) angegeben.
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Abb. 4.9 A-l: Konzentration ausgewahlter GS im Serum von WT und LTBR'/' Tieren, nicht operiert und zu den Zeitpunkten 6 h, 12 h, 24 h,
48 h und 240 h nach PHx. (A) CA (B) T-CA (C) DCA (D) T-DCA (E) CDCA (F) T-CDCA (G) LCA (H) T-LCA (I) LCAS. WT Tiere sind in schwarz und
LTBR'/' Tiere in blau dargestellt. Eine Liste der Abkurzungen aller GS sind dem Anhang beigefigt. (n = 3, Anzahl der
Versuchsdurchfiihrungen; h = Stunden; **p < 0,005; ***p < 0,0005)
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Eine Analyse der GS-Konzentrationen in der Leber zeigt bereits in nicht operierten WT Tieren
gegeniber nicht operierten LTBR'/' Tieren erhohte Gesamt GS Werte (220 £ 79 nmol/L bzw. 150 + 26
nmol/L; Abb. 4.10 D), fir die hauptsachlich die unkonjugierten GS verantwortlich sind (58 + 34,9
nmol/L bzw. 33 14,7 nmol/L; Abb. 4.10 A). 6 h postoperativ ist ein erheblicher Anstieg der GS-
Gesamtkonzentration in beiden Genotypen erkennbar (WT: 190.792 * 226.495 nmol/L; LTBR'/':
434.605 * 493.195 nmol/L). Fur die fast doppelt so hohen Werte der LTBR’/’ Tiere sind die T- und G-
konjugierten Derivate verantwortlich (2fach bzw. 7fach erhoht), die unkonjugierten GS in WT Tieren
sind gegenlber LTBR'/' Tieren leicht erhéht (20.118 + 16.479 nmol/L bzw. 17.734 + 17.059 nmol/L;
Tab. 4.3 und Abb. 4.10 B-D). Wihrend die Gesamtkonzentration der GS in WT Tieren 12 h nach PHx
weiter ansteigt (663.995 + 260.814 nmol/L), sinken die GS in LTBR’/’ Tieren schon wieder ab (172.418
+ 178.269 nmol/L). Unkonjugierte sowie T-konjugierte GS der WT Tiere sind dabei signifikant
gegeniber den LTBR'/’Tieren erhoht (unkonj. GS - 32.919 + 5.071 nmol/L bzw. 9.684 + 8.298 nmol/L;
p=0,029; T-konj. GS - 409.665 + 140.341 nmol/L bzw. 56.820 + 14.762 nmol/L; p =0,0465).
Wohingegen 24 h post PHx die Werte der WT Tiere auf die Kontrollwerte absinken, weisen LTBR'/'
Tiere signifikant erhbhte GS-Gesamtwerte im Vergleich zu den WT Tieren auf (2.028 + 240 nmol/L
bzw. 135 *+ 131 nmol/L; p = 0,0022). Der signifikante Unterschied zwischen WT und LTBR'/’Tieren 24 h
nach PHx zeigt sich dabei sowohl in den unkonjugierten sowie T-konjugierten GS (unkonj. GS - 48 +
38 nmol/L bzw. 280 + 39 nmol/L; p = 0,001; T-konj. GS - 146 + 92 nmol/L bzw. 1.435 + 182 nmol/L;
p = 0,004). 48 h nach PHx steigt die GS-Gesamtkonzentration in beiden Genotypen wieder maRig an.
Die GS-Konzentration der WT Tiere ist dabei signifikant gegenliber den LTBR'/' Tieren erhoht (43.217
+ 5.267 nmol/L bzw. 7.899 + 1.416 nmol/L; p = 0,0004; Abb. 4.10 D). Auch in den unkonjugierten,
sowie T- und G-konjugierten GS zeigt sich der signifikante Unterschied zwischen WT und LTBR'/'
Tieren 48 h nach PHx (unkonj. GS: 4.162 + 1.254 nmol/L bzw. 1.267 + 569 nmol/L; p = 0,0219; T-konj.
GS: 29.153 + 4.838 nmol/L bzw. 6.192 + 1.101 nmol/L; p = 0,0013; G-konj. GS: 9.901 * 2.915 nmol/L
bzw. 440 * 418 nmol/L; p = 0,0308; Abb. 4.10 A-C). Zehn Tage nach PHx kommt es zu einem erneuten
Anstieg der GS-Gesamtkonzentration in beiden Genotypen. Hierbei ist der Anstieg in den WT Tieren
nur minimal (62.982 + 20.289 nmol/L), wohingegen der Anstieg der GS in LTBR'/' Tieren markanter ist
(81.259 + 8.111 nmol/L). Unkonjugierte sowie T-konjugierte GS sind in LTBR'/' Tieren gegenlber WT
Tieren erhoht (unkonj. GS: 11.146 * 5.337 nmol/L bzw. 4.731 + 1728 nmol/L; T-konj. GS: 68.172 +
5.879 nmol/L bzw. 55.500 * 18.796 nmol/L). Gegensatzlich verhalten sich die Werte der G-
konjugierten GS, die in den WT Tieren signifikant gegeniiber den LTBR'/' Tieren erhoht sind (2.669 +
294 nmol/L; LTBR'/': 1.773 £ 144 nmol/L; p = 0,006). Insgesamt zeigt sich, dass beide Genotypen auch
10 Tage nach PHx deutlich erh6hte Werte gegeniiber den nicht operierten Tieren aufweisen (Tab.

4.3).
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Flr eine genauere Analyse des GS-Profils wurden die quantitativ prominentesten GS (CA, T-CA, DCA,
T-DCA, CDCA, T-CDCA, LCA, T-LCA und LCAS) separat dargestellt (Abb. 4.11 A-l). Tendenziell steigen
in WT Tieren und LTBR'/' Tieren 6 h und 12 h nach PHx viele GS an. Beide Genotypen zeigen 6 h nach
PHx eine Erhohung von CA und T-CA (Abb. 4.11 A und B), die 12 h nach PHx deutlich in WT Tieren
erhoht sind und sich signifikant von LTBR'/' Tieren unterscheiden (CA: 5.866 = 1.504 nmol/L bzw. 182
+ 240 nmol/L; p = 0,0151; T-CA: 341.450 + 125.569 nmol/L bzw. 26.562 + 10.804 nmol/L; p = 0,0438).
Hingegen sind DCA, T-DCA, CDCA, T-CDCA, LCA, T-LCA und LCAS im Vergleich zu WT Tieren in LTBR'/'
Tieren erhoht (Abb. 4.11 C-1). Insbesondere T-LCA (Abb. 4.11 H) ist 6 h nach PHx signifikant in LTBR‘/'
Tieren gegentiber WT Tieren erhéht (83 + 15,3 nmol/L bzw. 27 + 12,2 nmol/L; p = 0,0075). Dies gilt
auch fir LCA (Abb. 4.11 G). 12 h nach PHx (82 £ 6,51 nmol/L bzw. 48 + 1,41 nmol/L; p = 0,0063). 24 h
und 48 h nach PHx sinken die GS in der Leber beider Genotypen soweit, dass sie anndhernd ihren
Ausgangwert erreichen. Zudem sind die Werte von T-CA 24 h nach PHx in WT Tieren gegeniiber LTBR’
" Tieren signifikant erhéht (1.213 £ 139,9 nmol/L bzw. 89 + 19,1 nmol/L; p = 0,041; Abb. 4.11 B). Auch
48 h nach PHx weisen WT Tiere ein signifikant erhdohtes T-CA gegeniiber den LTBR’/‘ Tieren auf
(23.893 + 3.799 nmol/L bzw. 4.682 + 726 nmol/L; p = 0,040). Die Werte von CA sowie T-CDCA sind 48
h nach PHx signifikant in WT Tieren gegenlber LTBR’/’ Tieren erhoht (CA: 594 + 190 nmol/L bzw. 143
+ 64,5 nmol/L; p = 0,0179; T-CDCA: 611 + 212 nmol/L bzw. 202 64,5 nmol/L; p = 0,0332; Abb. 4.11
A und F). Uberraschenderweise zeigen sowohl WT als auch LTBR'/' Tiere 240 h nach PHx einen
erneuten Anstieg bei den Leber-GS an, wobei der Anstieg von CDCA, T-CDCA und LCA in WT Tieren
niedriger im Vergleich zu LTBR'/’Tieren ist (Abb. 4.11 E-G).

Zusammenfassend gibt es nach PHx auch in der Leber beider Genotypen eine differentielle
Regulierung der GS, wobei diese in LTBR” Tieren dereguliert zu sein scheint. 6 und 12 h nach PHx
zeigen beide Genotypen einen erheblichen Anstieg in der GS-Gesamtkonzentration in der Leber. Bei
den in den WT Tieren erh6hten GS handelt es sich iiberwiegend um hydrophile 30H-GS (CA, T-CA),
dagegen zeigen LT8R Tiere vermehrt hydrophobere 20H- und OH-GS (HDCA, DCA, CDCA bzw. LCA
und ihre Konjugate). Wohingegen 24 h post PHx die GS Werte der WT Tiere absinken, weisen LTBR”
Tiere noch immer signifikant erhéhte GS Gesamtwerte auf. Interessanterweise kommt es in den LTBR
” Tieren 6 h postoperativ zu einem deutlichen Anstieg des toxischen LCA und T-LCA, was durch das

erhéhte T-CDCA verursacht sein kénnte.
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Abb. 4.10 A-D: GS Konzentrationen in der Leber von WT und I.TﬂR"r'Tieren, nicht operiert und zu den Zeitpunkten 6 h, 12 h, 24 h, 48 h und

240 h nach PHx. Konzentration(A) unkonjugierter G5 (B) Konzentration T-konjugierter G5 (C) Konzentration G-konjugierter GS. (D) G5-
Gesamtkonzentration. WT Tiere sind in schwarz und LTBR"L Tiere in blau dargestellt. (n = 3, Anzahl der Versuchsdurchfithrungen; h =

Stunden; *p < 0,05; **p < 0,005; ***p < 0,0005)

Leber
post PHx [h]
Gallensalze [nmol/L] 0 6 12 24 48 240
Unkonjugiert WT 58,0 20.118,0 32.915,0 48,0 4.162,0 4.731,0
LTRR/ 33,0 17.734,0 9.684,0 280,0 1.267,0 11.146,0
T-konjugiert WT 161,0 159.011,0 409.665,0 146,0 29.153,0 55.500,0
LTBR'K' 117,0 301.743,0 56.820,0 1.435,0 6.192,0 68.172,0
G-konjugiert WT 1,0 16.617,0 221.428,0 8,0 9.901,0 2.669,0
LTRR 0,0 115.070,0 118.404,0 313,0 440,0 1.773,0

Tab. 4.3: Gesamtkonzentrationen unkonjugierter, T- und G-konjugierter GS in der Leber von WT und LTBR"r'Tieren, nicht operiert und zu
den Zeitpunkten 6 h, 12 h, 24 h, 48 h und 240 h nach PHx. WT Tiere sind in schwarz und LTBR"LTiere in blau dargestellt. Werte sind als
Mittelwert aus n = 3 (Anzahl der Versuchsdurchfithrungen) angegeben.
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Abb. 4.11 A-I: Konzentration ausgewdhlter GS in der Leber von WT und LTBR'/' Tieren, nicht operiert und zu den Zeitpunkten 6 h, 12 h, 24
h, 48 h und 240 h nach PHx. (A) CA (B) T-CA (C) DCA (D) T-DCA (E) CDCA (F) T-CDCA (G) LCA (H) T-LCA (1) LCAS. WT Tiere sind in schwarz und
LTBR'/'Tiere in blau dargestellt. Eine Liste der Abklrzungen aller GS ist dem Kap. 1.2.7 zu entnehmen. (n = 3, Anzahl der
Versuchsdurchfiihrungen; h = Stunden; *p < 0,05**; p < 0,005)
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In diesem Versuchsteil wurde RNA aus den Lebern von nicht operierten und partiell
hepatektomierten Tieren beider Genotypen (WT bzw. LTBR'/') zu 4 verschiedenen Zeitpunkten nach
PHx (6 h, 12 h, 24 h und 48 h) isoliert (Kap. 3.3.2.1) und eine quantitative Real-Time PCR (Kap.
3.3.2.4) fur ausgewahlte, im enterohepatischen Kreislauf relevanten, Gene durchgefiihrt
(Abbildungen 4.12 A-H). BSEP (Bile Salt Export Pump) und MRP2 (Multidrug Resistance Protein 2)
exportieren konjugierte GS aktiv aus dem Hepatozyten apikal in die Kanalikuli (Keitel et al., 2008;
Song et al., 2008; Trauner and Boyer, 2003). Insgesamt weist die Expression beider Proteine (Abb.
4.12 A und C) in partiell hepatektomierten LTBR'/’ Tieren bis 24 h postoperativ keine
charakteristischen Unterschiede zu WT Tieren auf. Dabei zeigen WT Tiere 6 h nach PHx eine 23-fache
Induktion der Expression von BSEP und eine 2,5-fache Induktion von MRP2, wohingegen LTBR'/' Tiere
eine 16-fache Induktion in der BSEP mRNA und ebenfalls eine 2,5-fache Induktion der MRP2 mRNA
aufweisen. Allerdings zeigen WT Tiere 48 h nach PHx eine deutliche Erhéhung der BSEP Expression
(15-fach), die in den LTBR'/' Tieren nicht zu sehen ist. Die MRP2 Expression ist 48 h nach PHx in den
WT Tieren gegeniber den LTBR'/' Tieren ebenfalls erhéht. BSEP wird von FXR (Farnesoid-X-Rezeptor)
positiv reguliert. Allerdings erfolgt die Regulierung der FXR-Aktivitdt nicht Uber die Expression
(Goodwin et al., 2000; Lu et al., 2000), so dass es kein Widerspruch ist, dass fiir beide Genotypen
nach PHx keine differentielle Regulierung der FXR Expression auf mRNA Ebene gefunden wurde (Abb.
4.12 G). Bei MRP3 (Multidrug Resistance Protein 3) handelt es sich um einen basolateralen
Transporter, der ATP-abhangig Gberwiegend konjugierte GS aus dem Hepatozyten in die Portalvene
transportiert und damit erhdhte, d.h. potenziell toxische GS-Spiegel im Hepatozyten vermindert
(Zelcer et al., 2006). Die Expression von MRP3 (Abb. 4.12 B) lasst auf RNA-Ebene bei LTBR'/' Tieren im
Vergleich zu WT Tieren eine differentielle Regulation erkennen. In WT Tieren kommt es 6 h nach PHx
erst zu einem 2-fachen Anstieg in der MRP3 mRNA, 12 h und 24 h nach PHx wird die Expression
langsam reduziert und zeigt 48 h nach PHx eine Expression vergleichbar mit nicht operierten WT
Tieren. LTBR'/' Tiere zeigen 6 h nach PHx einen vergleichbaren Anstieg der MRP3 mRNA (2-fach). 12 h
und 24 h nach PHx kommt es allerdings zu einer deutlich reduzierten Expression von MRP3, die erst
48 h nach PHx wieder langsam auf das Niveau der nicht operierten Tiere ansteigt. WT Tiere zeigen 6
h nach PHx eine deutliche, 3-fache Induktion der Ntcp (Natrium-taurocholate-cotransporting-
polypeptide) Expression (Abb. 4.12 D), das weist auf eine frilhe und effiziente Gallensalzextraktion
aus der Portalvene hin (Keitel et al., 2008; Li and Chiang, 2012; Trauner and Boyer, 2003). LTBR’/’
Tiere hingegen zeigen 6 h und 12 h nach PHx keinen Anstieg der Nctp Expression und weisen darlber
hinaus 24 h bzw. 48 h nach PHx eine deutlich reduzierte Expression von Ntcp auf. TGR5 (G-protein-
coupled bile acid receptor; Gpbar-1) ist ein ist ein Membran-gebundener GS-Rezeptor, der ein

wichtiger Regulator der Gallensalzhomdostase ist und vor einem GS Uberschuss nach einer PHx
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schitzt (Pean et al., 2013). WT Tieren zeigen postoperativ (6 h bis 48 h) eine 20-fache Induktion der
TGR5 Expression, dagegen lassen LTBR’/’ Tiere 12 h post PHx einen deutlich starkeren, 80-fachen
Anstieg der TGR5 Expression erkennen (Abb. 4.12 H). Cyp7A1 (Cholesterol-7a-Hydroxylase) ist das
geschwindigkeitsbestimmende Enzym der de novo Gallensalz Synthese aus Cholesterin (Keitel et al.,
2008; Trauner and Boyer, 2003; Uriarte et al., 2013). Die Cyp7A1 Expression ist in den LTBR'/' Tieren
bis einschlielRlich 48 h post PHx nicht erhoht, steigt aber in den WT Tieren 48 h post PHx um das 7-
fache stark an (Abb. 4.12 E). FgF15, das in cholestatischen Lebern haufig erhéht vorliegt, hemmt die
Expression von Cyp7al (Keitel et al., 2008; Uriarte et al., 2013). FgF15 ist in beiden Genotypen in den
nicht operierten Kontrolltieren nicht nachweisbar. Wohingegen eine Erhéhung der Expression von
FgF15 in WT Tieren fehlt, was den beschriebenen Anstieg der Cyp7A1 Expression in diesem
Genotypen erklaren kénnte, zeigen LTBR'/' Tiere einen 15-fachen Anstieg der FgF15 mRNA 12 h post
PHx, einen Abfall der FgF15 Expression 24 h nach PHx und einen geringeren, 3-fachen Anstieg 48 h
nach PHx (Abb. 4.12 F). Diese vergleichsweise hohe FgF15 Expression konnte die fehlende Cyp7A1l
Expression in den LTBR'/' Tieren erklaren. Zusatzlich wurden Cholangiozyten nicht operierter Tiere
beider Genotypen isoliert, kultiviert und die Expression von TGR5, FXR, MRP2 und LTBR mittels qRT-
PCR analysiert (Abb. 4.12 I-L). Sowohl TGR5 (Abb. 4.12 1) als auch FXR (Abb. 4.12 J) werden in beiden
Genotypen exprimiert, allerdings zeigen Cholangiozyten von LTBR'/' Tieren gegeniiber WT Tieren eine
4-fache hohere Expression von TGR5 sowie eine 5-fache hdhere Expression von FXR. Dagegen ist die
Expression von MRP3 in LTBR” Tieren im Vergleich zu WT Tieren leicht vermindert (Abb. 4.12 K).
Zusatzlich ist eine Expression des LTBR auf kultivierten Cholangiozyten von WT Tieren vorzufinden,
die, wie erwartet, in den LTBR” Tieren nicht gegeben ist (Abb. 4.12 L).

Insgesamt zeigt eine Analyse der Expression von fiir den enterohepatischen Kreislauf relevanten
Transportern nach PHx eine differentielle Regulation in WT und LT8R Tieren. Der Export der GS aus
dem Hepatozyten liber BSEP und MRP2 scheint in beiden Genotypen stattzufinden. Allerdings zeigen
WT Tiere 48 h nach PHx eine weitere Erh6hung der BSEP Expression, die in den LTBR” Tieren nicht zu
beobachten ist. Auffdllig ist die Expression von MRP3 12 h und 24 h nach PHx, die in LT8R Tieren
gegeniiber WT Tieren deutlich reduziert ist. Demnach scheinen die Hepatozyten der LTBR” Tiere nicht
in der Lage zu sein, GS mit der gleichen Effizienz basolateral iiber MRP3 auszuschleusen wie WT
Hepatozyten. Zudem zeigen WT Tiere 6 h nach PHx eine deutliche Induktion der Ntcp Expression, die
in LTBR” Tieren nicht vorzufinden ist. Dariiber hinaus kommt es ausschlieflich in LTBR”" Tieren
postoperativ zu einer Induktion der FgF15 und TGR5 Expression die zu einer Inhibition der Cyp7al
mRNA fiihren kénnte.
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Abb. 4.12 A-H: Genexpression von Gallensalz-Transportern, Enzymen und Rezeptoren in WT und LTBR'/' Tieren, unbehandelt, nach

DACT:

partieller Hepatektomie und in vitro Kultur. Die relative Genexpression der WT Tiere (2°7') wurde nach Schein-OP als '1' definiert und alle

Genexpressionswerte auf diesen Wert bezogen. Werte < 1 stehen fir eine verminderte und Werte >1 fir eine erhéhte Genexpression. Die
Abbildungen zeigen den 2**“"- Wert der Expression von (A) MRP2 (B) MRP3 (C) BSEP (D) Ntcp (E) Cyp7al (F) FgF15 (G) FXR und (H) TGRS in
der Leber. (I-L): Genexpression von (I) TGR5 (J) FXR (K) MRP3 und (L) LTBR auf isolierten und kultivierten Cholangiozyten von WT und LTBR'/'
Tieren. WT Tiere sind in schwarz und LTBR'/'Tiere in blau dargestellt. (n = 3; jeweils Triplikate)

Mitglieder der TNF Liganden und Rezeptor Superfamilien sind funktionell an der Organogenese
sekundarer lymphatischer Organe beteiligt. LTBR-defiziente Mause besitzen keinerlei periphere oder
mesenteriale Lymphknoten oder Peyer'sche Plaques. Zudem weisen sie erhebliche
Lymphozyteninfiltrationen um perivaskulare Areale der Lunge, der Leber, des Pankreas, der Glandula
submandibularis, im Fettgewebe und den Nieren auf und zeigen eine gréRtenteils zerstorte
Milzarchitektur (Fu and Chaplin, 1999; Futterer et al., 1998). TNFRp55-defiziente Mause hingegen
besitzen intakte Lymphknoten, jedoch keine Peyer'sche Plagues und zeigen ebenfalls Missbildungen
in ihrer Milzarchitektur (Koni et al, 1997, Neumann et al., 1996). Aufgrund dieser
Entwicklungsdefekte wurden histologische Untersuchungen der Leber vor und nach partieller
Hepatektomie (12 h, 24 h und 48 h post PHx) durchgefiihrt. Es wurden Hamatoxylin-Eosin-Farbungen,
TUNEL-Farbungen, sowie Giemsa-, Elastika van Giesson- und PAS-Farbungen durchgefihrt (Kap.

3.1.4.3).
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Im Fokus der folgenden Analyse steht die HE-Farbung und ergdnzend die TUNEL-Farbung, da die
weiteren Farbungen keine eindeutigen Rickschliisse auf einen LTBR-spezifischen Phanotyp nach
partieller Hepatektomie ergeben (Daten im Anhang ,nicht gezeigte Daten”)). Zur Quantifizierung
morphologischer Unterschiede wurde ein Scoring etabliert (Tab. 4.4). Beim Vergleich der
Leberarchitektur nicht operierter WT und LTBR”" Tiere fallen zunichst die fiir den LTBR Phénotypen
charakteristischen Lymphozyteninfitrate auf (Abb. 4.13 A und B). Weitere morphologische
Unterschiede zeigen sich lberdies in den LTBR'/' Lebern, die im Gegensatz zur WT Leber punktuell
extramedulldre Hamatopoese aufweisen (Abb. 4.13 B). Zudem scheint der Feinbau der Leber in
diesen LTPR-defizienten Tieren gestort, da die Sinusoide stark erweitert sind und eine
Hyperzellularitdt aufweisen. Die TUNEL-Farbung (Abb. 4.13 A und B) ist hierbei in beiden Genotypen
unauffallig. Eine Analyse nach partieller Hepatektomie zeigt 12 h post PHx eine verminderte
Lymphozytenifiltration in LTBR'/’ Tieren (Abb. 4.13 D). Beide Genotypen lassen Fettvakuolen in den
Hepatozyten erkennen. Uberdies ist eine VergroRerung der parenchymalen Zellen zu erkennen und
eine TUNEL-Farbung (Abb. 4.13 C und D) lasst erste TUNEL-positive Areale in beiden Genotypen
erkennen. Abbildungen 4.13 E und F zeigen, dass 24 h nach PHx noch immer eine VergrofRerung der
Hepatozyten bzw. der Nuklei mit vereinzelten Mitosen in WT sowie LTBR'/' Lebern zu erkennen ist.
LTBR'/' Tiere weisen darlber hinaus erweiterte LymphgefdBe auf, die mit o6dematdsen
Veranderungen um die Portalfelder einhergehen, und zeigen zudem Gewebslicken (,hepatocyte
dropouts”) die durch Ansammlungen von Zelltrimmern charakterisiert sind (Daten nicht gezeigt).
Beide Genotypen sind in der HE- sowie TUNEL-Farbung durch Mikroinfarkte gekennzeichnet, wobei
sich die nekrotischen Areale in ihrer GroRe und der Haufigkeit des Auftretens zwischen beiden
Genotypen deutlich unterscheiden (Abb. 4.13 E und F): Im Gegensatz zu WT Tieren zeigen LTBR'/'
Tiere doppelt so viele Nekrosen, einen moderaten Anstieg an Lymphozyteninfiltraten und einen
moderaten Anstieg an Fettvakuolen in den Hepatozyten (Tab. 4.4). 48 h nach PHx lassen WT Tiere
eine beinah wiederhergestellte Lebermorphologie, vergleichbar zu nicht operierten Tieren, erkennen
(Abb. 4.13 G). Im Gegensatz dazu weisen LTBR”” Tiere noch immer vermehrt Nekrosen auf (Abb. 4.13
H) und zeigen weiterhin Fettvakuolen in den Hepatozyten. Eine TUNEL-Farbung (Abb. 4.13 G und H)
ist zu diesem Zeitpunkt in beiden Genotypen unauffallig.

Grundsétzlich weisen LTBR”" Tiere bereits im nicht operierten Zustand eine verdnderte, durch
Lymphozyteninfiltrate und extramedullidre Hdmatopoese gekennzeichnete Leber auf. Im Laufe der
Leberregeneration nach PHx kommt es zu massiven Verdnderungen der Lebermorphologie, die durch
eine Hyperzellularitdt und Fettvakuolen in den Hepatozyten bzw. Nekrosen und TUNEL-positive Areale
in beiden Genotypen begleitet wird. LT8R Tiere zeigen dabei im Vergleich zu WT Tieren einen

erheblichen Anstieg im Ausmaf$ und der Anzahl von Nekrosen bzw. lassen auch durch das Auftreten
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von erweiterten Lymphgefdfien und Gdematdsen Verdnderungen deutliche Unterschiede zum

Wildtypen erkennen.

unbehandelt

12h
post PHx

Abb. 4.13 A-H: HE- und TUNEL-Férbung vor und 12 h, 24 h und 48 h nach PHx in WT und LTBR'/' Tieren. (A) WT nicht operiert (B) LTBR'/'
nicht operiert (C) WT 12 h nach PHx (D) LTBR'/' 12 h nach PHx (E) WT 24 h nach PHx (F) LTBR'/' 24 h nach PHx (G) WT 48 h nach PHx (H) LTBR
/48 h nach PHx. Der Pfeil in (B) zeigt eine extramedulldre Hamatopoese, der Pfeil in (D) zeigt exemplarisch eine Lymphozyteninfiltration
und die Pfeile in (E), (F) und (H) zeigen Nekrosen. TUNEL-Farbungen befinden sich jeweils rechts oben. (VergroBerungen wie angegeben)
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Histologische

Leberparameter
post PHx

Kontrolle 12h 24h 48h

Hamorrhagische Areale wT 1 7 6 7
LTBR 2 5 13 14

Lymphozyten Infiltrate WT - - - 4
LTBR 8 5 9 4

Mitosen WT ) ) - B
LTBR/- - - 1 5

Himolyse WT 2 3 1 6
LTBR/- 10 5 2 9

Vakuolisierte Hepatozyten WT 4 5 5 9
LTBR 6 4 9 5

*Score modifiziert nach (Ishak et al., 1995): 1-3 minimale, 4-8 milde, 9-12 moderate, 13-18 ernsthafte
Schadigung

Tab. 4.4: Pathologische Veriinderungen in der Leber vor und 12 h, 24 h und 48 h nach PHx in WT und L'I'ﬁR"'L Tieren. Quantifiziert wurde
das Auftreten von: Nekrosen, Lymphozyteninfiltraten, Mitosen, Hdmolyse und vakuolisierten Hepatozyten in jeweils 3 Schnitten pro
Genotyp und Zeitpunkt nach PHx. Die Einstufung des Schweregrades pathologischer Verénderungen in der Leber erfolgte modifiziert nach

(Ishak et al., 1995).

Da gezeigt wurde, dass es im Mausmodell ca. 12 h nach einer PHx zu einer Infiltration von
Lymphozyten in die Leber kommt und auf der Oberfliche von T-Zellen exprimiertes LTP (LTa;;)
essentiell fir eine effiziente Leberregeneration ist (Tumanov et al., 2009), wurde dieser Zeitpunkt
gewahlt, um Expressionsanalysen, sogenannte Microarrays (Kap. 3.3.2.5), von Lebern
hepatektomierter LTBR"" Tiere im Vergleich zu WT Tieren durchzufiihren. Dadurch sollten essentielle

LTBR-regulierte Gene identifiziert werden, die an der Leberregeneration beteiligt sind.
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Als Negativkontrollen dienten scheinoperierte Tiere beider Genotypen, um so mogliche Einflisse
durch die Begleitumstande der PHx (u.a. Narkose, Analgesie und Wundheilung) bzw. den
operationsbedingten Stress auf die Genexpression zu eliminieren zu kdénnen. Ein erster Microrray
(einschliefllich RNA-Isolierung) wurde von einem kommerziellen Anbieter durchgefihrt (Affymetrix
Whole Genome Mapping Arrays, Miltenyi). Die bioinformatische Auswertung erfolgte in Kooperation
mit dem Biologisch-Medizinischen Forschungszentrum Dusseldorf (BMFZ; René Deenen). Tiere, deren
RNA Probe in der Qualitatskontrolle (Boxplot) einen zu geringen Korrelationskoeffizienten (schlechte
technische Qualitdt) aufwiesen, wurden aus der Analyse ausgeschlossen. In die bioinformatische
Analyse wurden daher pro Genotyp je 6 partiell hepatektomierte Tiere und 3 scheinoperierte Tiere
aufgenommen. Die Auswertung (low level analysis) beinhaltete die Normalisierung der Rohdaten und
die Berechnung der relativen Genexpression zwischen hepatektomierten WT und LTBR'/' Tieren. Als
Cutoff wurden Anderungen in der Genexpressionsstiarke um den Faktor > 2 (mind. Verdopplung bzw.
Halbierung) festgelegt. Identifiziert wurden insgesamt 10.055 Gene im Vergleich von
scheinoperierten Wildtypen mit partiell hepatektomierten WT Tieren (Abb. 4.14 A). 8.306 Gene
wurden im Vergleich von scheinoperierten LTBR'/' mit partiell hepatektomierten LTBR'/' Tieren
identifiziert. Nach dem Abgleich beider Genlisten wurden 4.470 Gene identifiziert, die in beiden
Genotypen differentiell reguliert wurden. 5.585 Gene sind postoperativ nur in Wildtyp Lebern
differentiell reguliert und 3.836 Gene nur in LTBR’/’ Lebern. Eine weitere Analyse (high level analysis)
galt dhnlich regulierten Genen (Cluster analysis), Gene, die sich bestimmten funktionellen Gruppen
(Gene Ontology (GO) analysis) und Gene die sich bekannten Signaltransduktionswegen, zuordnen
lassen (Pathway analysis). Die Cluster und die Pathway Analyse ergaben keine auswertbaren
Erkenntnisse. Die GO Analyse ergab bei den differentiell regulierten Genen (23.000 Begriffe) eine
Zuordnung von 13.593 Genen zu "biologische Prozesse" (biological process), 1.980 Gene wurden dem
GO-Begriff ,,zellulare Komponente” (cellular component) zugeordnet und 7.700 Gene dem Begriff
"molekulare Funktionen" (molecular function). Dabei sind Gene, die eine Funktion in der
Transkription und Genexpression bzw. in der Regulation der Transkription und Genexpression haben,
nur in Wildtyp Lebern lberreprasentiert (Abb. 4.14 B), wohingegen Gene, die an der Regulation von
metabolischen Prozessen beteiligt sind, und Gene, die eine Funktion in der Nukleotid Bindung bzw. in
Organellen ausiiben, in beiden Genotypen Uberreprasentiert sind. Ein weiterer Microarray inklusive
der bioinformatischen Auswertung wurde in Kooperation mit dem Life and Medical Sciences Institut
(LIMES (Bonn); Joachim Schultze) durchgefiihrt. Die Auswertung des zweiten Microarrays erfolgte fur
je 5 partiell hepatektomierte Tiere und je 4 scheinoperierte Tiere beider Genotypen nach Ausschluss
der technischen Versager. Anderungen in der Genexpressionsstarke um den Faktor > 1,5 wurden als
relevante Anderung (Cutoff) festgelegt. Eine Hauptkomponentenanalyse (PCA analysis), welche die

Dimensionalitdit des Datensatzes reduziert, zeigte, dass sich durch drei Variablen
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(Hauptkomponenten) hepatektomierte WT Tiere deutlich von den hepatektomierten LTBR’/‘ Tieren
abgrenzen lassen (Abb. 4.14 F). Daraufhin wurden differentiell regulierte Gene aus drei Vergleichen
gegenibergestellt: WT Sham vs. WT PHXx; LTBR'/' Sham vs. LTBR'/' PHx und WT PHx vs. LTBR'/' PHXx).
Identifiziert wurden 1.500 differentiell regulierte Gene im Vergleich von scheinoperierten WT Tieren
mit partiell hepatektomierten WT Tieren (Abb. 4.14 C). 709 differentiell regulierte Gene konnten im
Vergleich von scheinoperierten LTBR’/' Tieren mit partiell hepatektomierten LTBR’/’ Tieren identifiziert
werden (Abb. 4.14 D). Es zeigt sich jeweils deutlich, dass sich in beiden Genotypen die
scheinoperierten Tiere auf Grund ihres Genexpressionsmusters deutlich von den hepatektomierten
Tieren unterscheiden lassen. Ein Abgleich der Daten partiell hepatektomierter WT Tiere mit partiell
hepatektomierten LTBR'/’ Tieren identifizierte 209 differentiell regulierte Gene (Abb. 4.14 E), wobei
die Unterscheidung der beiden Genotypen hier nicht so eindeutig ist. Ein Abgleich partiell
hepatektomierter WT Tiere mit LTBR'/’ Tieren identifizierte Gene, die eine Rolle in den LTBR-
vermittelten Prozessen in der Leberregeneration nach PHx einnehmen. Dieser Datensatz wurde
manuell analysiert und die Gene in funktionelle Gruppen eingeteilt: Dabei wurden folgende Kriterien
festgelegt: A (lila) Gene, die an der Leberregeneration beteiligt und LTBR-unabhéangig sind. B (blau)
Gene, die an der Leberregeneration beteiligt und LTBR-abhangig sind. C (gelb) Gene, die eine
Funktion in der Leberregeneration ausliben und ggf. den Verlust des fehlenden LTBR kompensieren.
D (grin) Gene, die vermutlich eine Expressionsvariante in partiell hepatektomierten Tieren
darstellen. E (orange) Gene, die nicht an der Leberregeneration beteiligt, aber LTBR-abhangig sind
und F (grau) Gene, die keiner direkten Gruppe zuzuordnen sind. Identifiziert wurden in der Gruppe A
(lila) 388 differentiell regulierte Gene, in Gruppe B (blau) wurden 54 differentiell regulierte Gene, in
Gruppe C (gelb) 8 differentiell regulierte Gene, in Gruppe D (grin) 13 differentiell regulierte Gene
und in Gruppe E (orange) 117 differentiell regulierte Gene identifiziert. Dartber hinaus wurden 993
differentiell regulierte Gene in der Gruppe F (grau) identifiziert (Abb. 4.14 G). Gene, die am starksten
differentiell im Vergleich partiell hepatektomierter WT Tiere zu partiell hepatektomierten LTBR'/'
Tieren exprimiert werden und der Gruppe C angehoren, sind: Murinoglobulin 2 (Mug2) das eine 20-
fache Expressionsteigerung zeigt und Aldehyd Dehydrogenase 1, Familie L1 (Aldh1l1) das eine 2-
fache Induktion zeigt, wohingegen Diacylglycerol theta (Dgkq) eine 1,9-fache und GO/G1 switch
protein 2 (G0S2) eine 2-fache Reduktion aufweisen. Eine Gene Ontology (GO) Analyse der einzelnen
Gruppen zeigte, dass die 35 am starksten differentiell regulierten Gene der 54 Gene in der Gruppe B
(blau) u.a den GO-Termini Metabolismus, Strukturgen, Regulator/Inhibitor, Wachstumsfaktor,
Transkriptionsfaktor oder Koagulationsfaktor zugeordnet werden kénnen. Analog kdnnen in der
Gruppe C (gelb) 8 Gene den GO-Termini Metabolismus, Homoostase, Inflammation, Inhibitor oder
Signalling zugeordnet werden. Die 5 am starksten differentiell regulierten Gene der 13 Gene der

Gruppe D (grin) konnen den Termini Strukturgen, Proliferation/Differenzierung oder Transport
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zugeordnet werden. Eine weitere GO Analyse der Gruppe B (blau, Gene, die an der
Leberregeneration beteiligt und LTBR-abhangig sind; Daten nicht gezeigt), ldsst erkennen, dass sich
die Uberreprasentierten GO-Termini im Bereich "biologische Prozesse" hauptsachlich dem
Cholesterinmetabolismus bzw. der Fettsdure-Biosynthese, und der Regulierung der Koagulation
zuordnen lassen.

Die Ergebnisse der Microarrays, erméglichen eine Identifizierung von Genen, die mit hoher
Wahrscheinlichkeit an den LT8R-vermittelten Effekten beteiligt sind. Bei einem Abgleich differentiell
regulierter Gene konnte eine Zuordnung von an der Leberregeneration beteiligten und LTBR-
abhdngigen Gene getroffen werden. Die am stdrksten differentiell exprimierten Gene wurden

identifiziert: Mug2, Aldh1l1, Dgkq und G0OS2.
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diff. reguliert
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Abb. 4.14 A-G: Exemplarische Darstellungen der Auswertung der Microarray Analyse 12 h nach PHx im Vergleich von WT und LTBR'/'
Tieren. (A-B) Durchfiihrung des Microarrays durch ,Miltenyi“: (A) Graphische Darstellung der low level analysis (B) Tabellarische Auflistung
der GO Analysis (C-F) Durchfiihrung des Microarrays durch das ,LIMES”: (C) Heatmap WT Sham vs. WT PHx (D) Heatmap LTBR’/’ Sham vs.
LTBR'/' PHx (E) Heatmap WT PHx vs. LTBR'/' PHx (F) PCA Analysis WT PHx vs. LT|3R’/’ PHx (G) Manuelle Analyse der LIMES Daten: Abgleich WT
PHx vs. LTBR'/' PHx mit graphischer Zuordnung differentiell regulierter Gene nach ihrer vermutlichen Funktion.
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Die in der Microarray Analyse identifizierten differentiell regulierten Gene (Kap. 4.8.1) wurden
mittels quantitativer Real-Time PCR (Kap. 3.8.2.4) verifiziert und das Expressionsprofil weiterer
postulierter relevanter Gene in WT und LTBR'/' Tieren bestimmt. Grundsatzlich galt es zu
untersuchen, ob es auch zu weiteren Zeitpunkten (6 h, 24 h und 48 h) nach PHx zu einer verdanderten
Genexpression der zum Zeitpunkt 12 h am starksten differentiell exprimierten Gene kommt. Daher
wurde RNA aus den Lebern von scheinoperierten und partiell hepatektomierten Tieren der beiden
Genotypen (WT bzw. LTBR'/’) isoliert (Kap. 3.8.2.1) und fiir eine quantitative Real-Time PCR

eingesetzt. Die relative Genexpression der WT Tiere (274"

) wurde nach Schein-OP als '1' definiert
und alle Genexpressionswerte auf diesen Wert bezogen. Werte <1 stehen fiir eine Reduktion und
Werte >1 fir eine Stimulation der Genexpression. Die in Abbildung 4.15 A dargestellte Expression
des im Microarray am starksten differentiell regulierten Gens Murinoglobulin 2 (Mug2) konnte durch
die gRT-PCR bestatigt werden. Mug2 sowie Mugl und Mug3 gehdren zur Familie der a2-
Makroglobuline, die zu den Proteinen der Akuten-Phase gehdren und IL-6-abhangig reguliert werden
(lkari et al., 2001). Die Werte der Mug2 Expression fiir die LTBR'/' bzw. TNFRp55'/' Tiere sind in
getrennten Grafiken dargestellt, wobei die Kontrollwerte jeweils von den gleichen WT Tieren
stammen. In WT Tieren zeigt sich 6 h nach PHx eine 50-fache Induktion in der Expression von Mug2.
Die Expression der Mug2 mRNA in LTBR'/'Tieren hingegen ist im Vergleich zu WT Tieren nicht erhoht.
Auch in die TNFRp55'/' Tieren ist im Vergleich zu WT Tieren keine Induktion der Mug2 mRNA nach
PHx zu verzeichnen (Abb. 4.15 B). Murinoglobulin 1 (Mugl), ein anderes Familienmitglied der a2-
Makroglobuline, zeigt sowohl in WT als auch in LTBR'/' Tieren 12 h nach PHx eine 6-fache Induktion
(Abb. 4.15 C). Wohingegen WT Tiere 24 h nach PHx einen weiteren Anstieg (8fach) in der Mugl
Expression zeigen, fillt die Expression der Mugl mRNA in LTBR'/' Tieren um den Faktor 2 ab. 48 h
nach PHx fallt auch die Expression der Mugl mRNA in WT Tieren ab, obgleich noch immer eine
6fache Induktion im Vergleich zu der relativen Expression in scheinoperierten Tieren erkennbar ist. In
LTBR'/' Tieren hingegen steigt die Expression von Mugl 28 h post PHx zwar wieder leicht an (4-fachen
Induktion im Vergleich zu scheinoperierten WT Tieren) aber insgesamt eine dennoch erniedrigte
Expression von Mugl im Vergleich zu WT Tieren 48 h post PHx. Die Expression des Murinoglobulin 3
(Mug3) ist 12 h post PHx in WT Tieren um das 10fache induziert und zeigt auch 24 h und 48 h nach
PHx eine konstante, 10-fach erhohte Expression (Abb. 4.15 D). In LTBR”” Tieren ist 12 h nach PHx eine
noch starkere Induktion (40-fach) der Mug3 mRNA gegeben. 24 h und 48 h nach PHx fallt diese
Induktion von Mug3 jedoch schnell ab und zeigt eine vergleichbare Expression zu WT Tieren. Da
bekannt ist, dass TNF und Interleukin-6 zu den wichtigsten Komponenten in der Initiation der

Leberregeneration gehoren (DeAngelis et al., 2012; Fausto, 2001; Fausto et al., 2006), lag auch die
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Expression dieser Zytokine und weiterer Zielgene im LTBR-vermittelten Signalweg (u.a. NF-kB, STAT3
und Trim30a) im Fokus der quantitativen Genexpressionsanalyse. In den WT Tieren weist die TNF
mMRNA (Abb. 4.15 E) erst 24 h post PHx einen 4-fachen Anstieg in der Expression auf, der auch 48 h
nach PHx gegeben ist und zudem mit einer 5-fachen Induktion der NF-kB (p50) mRNA einhergeht
(Abb. 4.15 F). In LTBR'/' Tieren ist bereits 6 h nach PHx eine 8-fache Induktion der TNF mRNA zu
erkennen, die nach einem kurzen Abfall 12 h nach PHx, erneut 24 h postoperativ um das 9-fache
induziert wird. 48 h nach PHx sinkt die Expression der TNF mRNA jedoch wieder deutlich ab. Ein
Unterschied zwischen WT und LTBR'/’ Tieren im Expressionslevel der Interleukin-6 mRNA (Abb. 4.15
G) ist in scheinoperierten Tieren bzw. kurz nach PHx nicht gegeben. Sowohl in WT Tieren als auch in
LTBR'/' Tieren kann 6 h nach PHx eine 4fache Induktion der IL-6 mRNA beobachtet werden. 12 h nach
PHx kommt es in beiden Genotypen zu einem Abfall in der Expression von IL-6, die auch 24 h nach
PHx in beiden Genotypen gegeben ist und keine Induktion in der IL-6 mRNA aufweist. Wohingegen in
WT Tieren auch 48 h nach PHx keine Induktion der IL-6 mRNA zu verzeichnen ist, kommt es in LTBR'/'
Tieren zu einem weiteren Anstieg und lasst eine 11-fach erhohte Expression von IL-6 erkennen. Eine
Analyse der Expression von STAT3 zeigt erst 48 h nach PHx eine 2-fache Induktion in WT Tieren,
wohingegen die Expression von STAT3 in LTBR’/’ Tieren nicht erhoht ist (Abb. 4.15 H). Die Expression
von Trim30a zeigt postoperativ einen unterschiedlichen Verlauf in den beiden Genotypen (Abb. 4.15
1). Hierbei zeigen WT Tiere im Gegensatz zu LTBR’/'Tieren 6 h nach PHx eine deutlichen Anstieg in der
Expression der Trim30a mRNA, die um das 3000-fache erhoht ist. LTBR'/' Tiere hingegen weisen 6 h
nach PHx nur eine ca. 1000-fache Induktion in der Trim30a Expression auf. 12 h nach PHx fallt die
Expression von Trim30a in beiden Genotypen deutlich ab und es ist auch im weiterem Verlauf (24 h
und 48 h) post PHx kein weiterer Anstieg zu verzeichnen. Die in Abb. 4.15 J dargestellte Expression
von LTa lasst eine bereits in scheinoperierten LTBR'/' Tieren 2,5-fache starkere Expression im
Vergleich zu WT Tieren erkennen. Postoperativ zeigen WT Tiere erst 24 h post PHx ein Anstieg in der
LTa mRNA (3,5-fach), die 48 h nach PHx wieder absinkt. LTBR” Tiere hingegen lassen 6 h nach PHx
eine 3-fache Induktion in der LTa mRNA erkennen, diese fallt jedoch 12 h und 24 h nach PHx ab und
zeigt erst 48 h nach PHx einen weiteren Anstieg und ist damit im Vergleich zu WT Tieren (48 h) um
das 6-fache erhoht. Die Expression der LT mRNA zeigt ebenfalls bereits in scheinoperierten LTBR‘/'
Tieren eine 1,5-fach starkere Expression im Vergleich zu WT Tieren (Abb. 4.15 K). Wahrend WT Tiere
postoperativ keine Induktion in der LTB mRNA erkennen lassen und eine 0,7-fache Reduktion 6 h bis
48 h nach PHx aufweisen, zeigen LTBR'/' Tiere 6 h nach PHx eine 1,7-fache Induktion in der Expression
von LTP. 12 h bis 48 h nach PHx sinkt die Expression der LT mRNA auch in LTBR'/' Tieren und es ist
eine mit den WT Tieren vergleichbare Reduktion (0,7-fach) zu sehen. Eine weitere Analyse galt dem
Vergleich bzw. Verlauf der LTBR Expression in scheinoperierten und partiell hepatektomierten WT

und LTBR” Tieren (Abb. 4.15 L).
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WT Tiere lassen 6 h post PHx eine 3-fache Induktion in der LTBR Expression erkennen, die 12 h nach
PHx unter die Expression der nicht scheinoperierten Tiere fallt und auch 24 h und 48 h nach PHx ist
kein weiterer Anstieg in der LTBR Expression zu beobachten. LTBR'/' Tiere lassen, wie erwartet, keine
Expression der LTBR mRNA erkennen. In den Microarrays wurden, wie beschrieben, weitere
differentiell regulierte Gene identifiziert, wie u. a. G0S2, Cyclin D1 und Dgkq, deren Expression nach
PHx mittels qRT-PCR genauer analysiert wurde. Die Expression von G0S2 ist 6 h nach PHx in WT
Tieren um das 3-fache erhoht, wohingegen LTBR'/' Tiere nur einen 1,5-fachen Anstieg in der
Expression von G0S2 aufweisen (Abb. 4.15 M). 12 h nach PHx fallt die Expression der GOS2 mRNA in
beiden Genotypen deutlich ab und es ist 24 h bis 48 h nach PHx keine Expression von GOS2 zu
erkennen. Die in Abbildung 4.15 N dargestellte Expression von CyclinD1 zeigt, dass es in WT Tieren
12 h und 24 h nach PHx zu einer ca. 0,5-fachen Reduktion der CyclinD1 mRNA kommt, die erst 48 h
nach PHx wieder eine mit scheinoperierten WT Tieren vergleichbare Expression zeigt. LTBR'/' Tiere
hingegen zeigen 6 h nach PHx eine deutlich reduzierte Expression von CyclinD1, die bis 24 h nach PHx
gegeben ist und unter 1 liegt. Erst 48 h nach PHx ist im Vergleich zu WT Tieren (48 h post PHx)eine 3-
fache Induktion der CyclinD1 mRNA zu verzeichnen. Die Expression der Dgkg mRNA zeigt
postoperativ in beiden Genotypen keine Veranderungen (Abb. 4.15 O). Anders verhdlt sich die
Expression der Ki67 mRNA (Abb. 4.15 P): Wahrend WT Tiere 6 h nach PHx eine ungefdahr 300-fache
Induktion der Ki67 Expression zeigen, weisen LTBR'/' Tiere einen nur 100-fachen Anstieg in der Ki67
mRNA auf. 12 h nach PHx kommt es in beiden Genotypen zu einem Abfall der Ki67 Expression und es
ist auch im weiteren Verlauf, das heiRt 24 h und 48 h nach PHx, kein weiterer Anstieg in WT oder
LTBR'/'Tieren zu erkennen. Die Analyse der in Abbildung 4.15 Q dargestellten Expression von Aldh1l1
lasst 12 h nach PHx einen 8-fachen Anstieg in WT Tieren erkennen. Zwar sinkt die Expression von
Aldh1l1 24 h und 48 h nach PHx in WT Tieren ab, zeigt aber immer noch eine insgesamt 3-fache
Induktion der Aldh1l1 mRNA. LTBR'/' Tiere hingegen weisen postoperativ einen steten Anstieg in der
Aldh1ll mRNA auf. 6 h nach PHx ist ein 5-facher Anstieg in der Expression von Aldhlll zu
verzeichnen, dieser ist 12 h und 24 h nach PHx um das 14-fache induziert und ldsst 48 h nach PHx
einen 23-fach erhohte Expression der Aldh1lll mRNA erkennen. Die Expression von Tnipl zeigt in
beiden Genotypen 6 h nach PHx eine 4-fache Induktion (Abb. 4.15 R). Wohingegen 12 h und 24 h
nach PHx die Expression von Tnipl in WT Tieren unter 1 absinkt, lassen LTBR'/‘ Tiere 12 h post PHx
nur eine kurzzeitige Reduktion erkennen und weisen 24 h nach PHx einen 9-fachen Anstieg in der
Tnipl mRNA auf. 48 h nach PHx zeigen sowohl WT als auch LTBR'/' Tiere eine 3-fach erhohte
Expression von Tnip1.

Grundsdtzlich bestdtigt die gqRT-PCR die Ergebnisse fiir die in der Microrarray-Analyse differentielle
Regulierung der Gene (Mug2, GOS2, Dgkq und Aldh1l1). Eine Analyse weiterer Familienmitglieder der

a2-Makroglobuline zeigt, dass die Expression von Mugl insbesondere 24 h nach PHx stdrker in WT
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Tieren erhéht ist, wohingegen fiir die Expression der Mug3 mRNA 12 h nach PHx ein deutlichen
Anstieg in den LT8R Tieren zu verzeichnen ist. Zusdtzlich konnte 6 h nach PHx eine starke Induktion
in der Expression von Trim30a, Ki67, GOS2 und LT8R identifiziert werden, wohingegen LTBR” Tiere
keine bzw. eine weniger starke Induktionen aufweisen. Die Expression der IL-6, Aldh1l1, CyclinD1 und
IL-6 mRNA verlduft in beiden Genotypen initial éhnlich und unterscheidet sich erst spdt nach PHx. Die

Expression der LTa mRNA zeigt einen komplett gegenldufige Expression in beiden Genotypen; die

Expression von TNF und LT8 ist in LT8R Tieren im Vergleich zu WT Tieren deutlich stéirker.
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Abb. 4.15 A-O: Quantitative RT-PCR Analyse differentiell regulierter Gene von partiell hepatektomierten WT, LTBR'/' und TNFRpSS'/'
Tieren. Die relative Genexpression der scheinoperierten WT Tiere wurde als 1 definiert und alle weiteren Werte auf diesen Wert bezogen.
Werte < 1 stehen fir eine Reduktion und Werte >1 fiir eine Stimulation der Genexpression. Die Abbildungen zeigen den 2 Wert von: (A)
Mug2 (LTBR”)(B) Mug2 (TNFRp557) (C) Mug1 (D) Mug3 (E) TNFa (F) IL-6 (G) Trim30a (H) LTot (1) LTB (J) LTBR (K) GOS2 (L) CyclinD1 (M) Ki67
(N) Aldh1l1 und (0) Tnipl. WT Tiere sind in schwarz, LTBR'/' Tiere in blau und TNFRpSS'/' Tiere in griin dargestellt. (n = 3, Anzahl der
Versuchsdurchfiihrungen in Triplikaten; h = Stunden)

Sowohl LTBR'/’ alsauch TN FRp55'/' Tiere zeigen Defizite in der Leberregeneration (Anders et al., 2005;
Shimizu et al., 2009; Yamada et al., 1997)(Abb. 4.1 A und B). Dies lasst vermuten, dass ein Ausfall
beider Signalwege die Leberregeneration komplett verhindert. Um diese Hypothese zu priifen, wurde
ein TNF/LTa-Antagonist, Etanercept (Enbrel®) eingesetzt. Etanercept ist ein dimeres Fusionsprotein,
bei dem zwei humane TNFRp75-Bindungsdomanen an den F.-Teil des menschlichen Immunglobulins
(IgG1) gekoppelt sind (Nestorov et al., 2006). Es fangt TNF ab und verhindert eine Bindung an den
zellularen Rezeptor, so dass TNF vermittelte Signalwege nicht aktiviert werden. Eine Applikation von
Etanercept blockiert in LTBR'/' Tieren den TNFRp55 und den TNFRp75 Signalweg. TNF ist schon
wenige Minuten nach PHx fiir die Initiation der Leberregeneration wichtig (Fausto, 2001, Fausto et
al., 2006). Die genaue Dosierung des Etanercept wurde zunachst in Vorversuchen ermittelt. Ziel war
es, dass WT Tiere mit einer Etanercept Behandlung nach PHx die gleiche Letalitdt wie TNFRp55'/'
Tiere nach PHx zeigen. Des Weiteren musste die Dosierung so gewahlt werden, dass Etanercept
behandelte TNFRpSS'/' Tiere nach PHx keine erhohte Letalitat aufweisen. Da in der Literatur
unterschiedliche Dosierungen und Applikationsfrequenzen von Etanercept beschrieben sind und
bisher keine Anwendung in der Leberregeneration publiziert wurde, wurden verschiedene
Dosierungen: 5 ug/g KG (ET5), 10 pg/g KG (ET10) und 20 pg/g KG (ET20) Etanercept ausgetestet und
das Uberleben nach PHx dokumentiert. Um ausreichende Serumspiegel zu erreichen, wurde das
Etanercept 24 h vor und 24 h nach PHx i.p. verabreicht. Zudem wurden Kontrollen mitgefiihrt, das

heillt WT, LTBR’/‘ und TNFRp55'/' Tiere die partiell hepatektomiert wurden, aber keine Behandlung
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mit Etanercept erhielten. Vergleicht man die in Abbildung 4.16 A dargestellten Uberlebenskurven
der unbehandelten und Etanercept-behandelten, partiell hepatektomierten Wildtyp Tiere sieht man
bereits nach einer Applikation von 5 ug/g Etanercept einen gering negativen Effekt auf die
Uberlebensrate (73,3 % bzw. PHXET5: 60 %). Eine Verdopplung der Etanercept-Konzentration
(PHXET10) verstarkt diesen Effekt und l3sst eine verminderte Uberlebensrate von 46,7 % erkennen.
Injiziert man WT Tieren 20 pg/g Etanercept, ist das Uberleben signifikant (20 %; p = 0,0209) im
Vergleich zu unbehandelten hepatektomierten WT Tieren verringert. Die Analyse der
hepatektomierten und mit 10 pug/g KG Enbrel behandelten TNFRp55'/’ Tiere lasst nur einen geringen
Effekt des Enbrel auf das Uberleben nach PHx im Vergleich zu unbehandelten TNFRp55'/' Tieren
erkennen (40 % bzw. 55,6 %, Abb. 4.16 C). In partiell hepatektomierten LTBR'/' Tieren flhrt eine
Behandlung mit 5 pg/g KG Etanercept zu einer bereits auf 60 % erhdhten Mortalitat (Abb. 4.16 B).
Injiziert man dieser Linie jedoch 10 pg/g KG Etanercept, betragt die Letalitdt 100 %, d.h. es kommt
wahrscheinlich zu einem kompletten Ausfall der Leberregeneration. Somit kann nach PHx ein
deutlich signifikanter Unterschied (p=0,0082) im Uberleben zwischen unbehandelten und
Etanercept-behandelten LTBR'/' (PHXET10) Tieren identifiziert werden, und auch ein Vergleich der
Uberlebensraten von PHXET10 WT Tieren mit PHXET10 LTBR’/’ Tieren (Abb. 4.16 D) zeigt einen
signifikanten Unterschied (p = 0,0223).

Partiell hepatektomierte, mit 10 ug/g KG Etanercept behandelte TNFRp55'/' Tiere lassen keinen
zusdtzlichen negativen Effekt auf ihre Uberlebensrate erkennen. Hingegen zeigen WT Tiere nach einer
Etanercept Behandlung mit 10 ug/g KG eine vergleichbare Uberlebensrate wie unbehandelte, partiell
hepatektomierte TNFRp55'/ " Tiere. Insgesamt zeigt sich durch eine zweimalige Behandlung (i.p.) der
LTBR” Tiere mit 10 ug/q KG Etanercept, dass wenn beide Signalwege, das heifst der LTBR und der
TNFRp55 Signalweg ausgeschaltet sind, keine Leberregeneration mehr stattfindet. Daher wurde fiir

die weiteren Versuche eine Dosierung von 10 ug/qg KG Etanercept gewdbhlt.
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Abb. 4.16 A-D: Uberlebenskurven von WT, LTBR'/' und TNFRp55'/' Tieren mit und ohne Etanercept Behandlung nach partieller
Hepatektomie. (A) Uberlebenskurve nach PHx in %: WT unbehandelt vs. WT + Etanercept (B) Uberlebenskurve nach PHx in %: LTBR'/'
unbehandelt vs. LTBR'/' + Etanercept (C) Uberlebenskurve nach PHx in %: TNFRpSS'/' unbehandelt vs. TNFRpSS'/' + Etanercept (D)
Uberlebenskurve nach PHx in %: WT, LTBR'/' und TNFRpSS'/' Tiere + 10 pg/g KG Etanercept. WT Tiere sind in schwarz, LTBR'/' Tiere in blau
und TNFRpSS'/' Tiere in grin dargestellt. Die rote Linie in Abb. 4.16 A-C zeigt in allen Genotypen den Verlauf nach PHx nach einer
zweimaligen Behandlung mit 10 pg/g KG Etanercept. Abbildung 4.16 D zeigt eine Zusammenfassung aller Genotypen mit einer zweimaligen
Behandlung mit 10 ug/g KG Etanercept. (n = Anzahl der Versuchstiere; d = Tage; *p < 0,05**; p < 0,005)

Fir die folgenden Analysen wurde die Etanercept Behandlung immer 24 h vor und 24 h nach PHx in
einer Konzentration von 10 ug/g KG verabreicht. Unbehandelte Kontrollen (PHx und keine Etanercept
Behandlung) und mit 10 pg/g KG Etanercept behandelte partiell hepatektomierte WT und LTBR'/'
Mause (PHXET10) wurde 24 h, 48 h und 240 h post PHx Blut aus der Vena cava inferior entnommen
(Kap. 3.1.4.1.1) und aus diesem Blut Serum fiir die folgenden Analysen gewonnen. Der 240 h Wert
konnte nur in den WT Tieren bestimmt werden, da wie in Kap. 4.9.1 gezeigt, alle LTBR'/' Tiere nach
Etanercept Behandlung mit 10 pg/g KG innerhalb von 48 h nach PHx verstarben. Sowohl in
behandelten WT Tieren (PHXET10), als auch in behandelten LTBR’/' Tieren (PHXET10) kann bereits 24
h post PHx ein vergleichbarer, deutlicher Anstieg der Transaminasen-Aktivitdt (AST und ALT)
verzeichnet werden (AST: 816 + 109 U/L bzw. 906 + 60 U/L; ALT:786 + 129 U/L bzw. 843 + 82 U/L;
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Abb. 4.17 A und 4.17 B). In PHXET10 WT Tieren und PHxET10 LTBR'/' Tieren kam es zu einem Anstieg
der LDH-Konzentration bereits 24 h postoperativ (3169 + 519 U/L bzw. 3132 + 535 U/L; Abb. 4.17 C).
Das Serumalbumin (Abb. 4.17 D) zeigt 24 h nach PHx in den PHXET10 LTBR’/' Tieren im Vergleich zu
WT Tieren eine Abnahme (1,7 + 0,18 g/dl bzw. 2 + 0,17 g/dl). Wohingegen 48 h und 240 h nach
PHXET10 in WT Tieren das Serumalbumin auf einem konstanten Level bleibt, sinkt es in PHXET10
LTBR” Tieren 48 h post PHx noch weiter ab (2 + 0,14 g/dl bzw. 1 + 0 g/dl). Eine Messung des
Prothrombins (Abb. 4.17 E) zeigt in beiden Genotypen einen vergleichbaren Verlauf zum zuvor
beschriebene Albumin. Unbehandelte WT Tiere und LTBR'/' Tiere weisen keine Unterschiede im
Prothrombin auf (4,1 + 0,10 g/dl bzw. 4,0 + 0,09 g/dl). Wohingegen WT Tiere 24 h bis 240 h nach PHx
gleichbleibende Prothrombinwerte zeigen, sinkt der Prothrombinwert in LTBR'/' Tieren nach 24 h (3,5
+ 0,26 g/dl) und steigt auch 48 h nach PHx nicht an (2,2 + 0 g/dl). Vergleicht man das Gesamtbilirubin
beider PHXET10 Genotypen (Abbildung 4.17 F), kann man 24 h nach PHx eine Erhohung der
Bilirubinwerte erkennen (1,9 + 0,62 mg/dl bzw. 1,7 + 0,65 mg/dl), 48 h post PHx sinkt das Bilirubin in
beiden Genotypen vergleichbar und liegt wieder auf demselben Niveau wie die Bilirubinwerte der
unbehandelten WT und LTBR'/'Tiere (1,1 £+ 0 mg/dl bzw. 1,2 + 0 mg/dl). Auffallend sind die
Serumwerte der ALP in LTBR’/’ Tieren (Abb. 4.17 G), die bereits vor einer Behandlung mit Etanercept
signifikant (p = 0,0029) gegeniiber den WT Tieren erhéht sind (84 + 8,6 U/L bzw. 37 + 4,3 U/L; p =
0,0029). 24 h nach PHx ist in beiden PHXET10 Genotypen (WT und LTBR'/') ein deutlicher Anstieg der
ALP zu erkennen (340 = 130 U/L bzw. 300 + 65 U/L), der jedoch nicht signifikant ist, da hohe
Standardabweichungen vorlagen. Wahrend in WT Tieren die ALP 48 h nach PHx minimal weiter
steigt, zeigen LTBR'/' Tiere eine deutliche Erh6hung (480 + 52 U/L bzw. 670 + 0 U/L), die jedoch nicht
signifikant unterschiedlich ist.

Zusammenfassend lassen sich in beiden Genotypen nach einer Behandlung mit 10 ug/qg KG Etanercept
(Enbre/g) und anschliefSender partieller Hepatektomie deutlich erhéhte Lebertransaminasen-
Aktivitdten erkennen, die von einer erh6hten ALP und leicht erhéhten Bilirubinwerten begleitet
werden. Mit Etanercept-behandelte LTBR” Tiere weisen iberdies 24 h und 48 h nach PHx ein

vermindertes Albumin und Prothrombin im Serum auf, das in WT Tieren nicht zu verzeichnen ist.
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Abb. 4.17 A-G: Serumparameter von WT und LTBR’/' Tieren vor und 24 h, 48 h und 240 h nach PHx mit einer Behandlung mit 10 ug/g KG
Etanercept (PHXET10). (A) AST (B) ALT (C) LDH (D) Albumin (E) T-Prothrombin (F) Bilirubin (G) ALP. WT Tiere sind in schwarz, LTBR'/' Tiere in
blau dargestellt. (n = 3; Anzahl der Versuchstiere; h = Stunden; T = nicht determiniert; da 240 h nach PHx in den LTBR'/' Tieren 100%

Letalitat; p = Signifikanz; **p < 0,005)

Akute Toxoplasmeninfektionen verlaufen in den meisten immunkompetenten adulten Tieren und

Menschen asymptomatisch, da in der Regel eine effektive schiitzende Immunantwort induziert wird,

die zur Entstehung einer symptomlosen chronisch-persistierenden Infektion fuhrt. Kann das

Immunsystem die Infektion nicht zligig begrenzen, kommt es zu verbreitetem Zelltod und

Organlasionen, die in Pneumonien oder Encephalitiden resultieren kénnen (Schluter et al., 2003).

Eine entscheidende Rolle fir den LTBR, wahrend der Immunantwort gegen Pathogene wie z.B.

Listeria monocytogenes und murines Zytomegalievirus wurde bereits in der Literatur beschrieben

(Banks et al., 2005; Ehlers et al., 2003; Kutsch et al., 2008).
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Ob es eine Rolle fiir den LTBR im Rahmen einer Infektion mit T. gondii gibt, wurde bislang noch nicht
untersucht und ist Teil dieser Arbeit. Zur Analyse wurden zunachst WT und LTBR’/’ Mause i.p. mit 20
oder 40 Zysten des T. gondii Stammes ME49 infiziert (Kap. 3.1.2) und der Verlauf des Uberlebens
beider Genotypen Uber einen Zeitraum von 60 Tagen dokumentiert (Abb. 4.18 A und B). Parallel
wurden IFR1” oder IFNv'/' Tiere mit 20 Zysten infiziert. IFR1”" oder IFNv'/' Tiere sind durch eine
100%ige Mortalitat in der akuten Phase einer T. gondii Infektion charakterisiert (Huang et al., 1993;
Khan et al., 1994; Scharton-Kersten et al., 1996) und dienen als Nachweis, dass die verwendeten
Zystenprdparation zu einer erfolgreichen Infektion flihrt (Daten nicht gezeigt). Es zeigt sich bereits
nach einer Infektion mit 20 Zysten, dass LTBR'/' Tiere im Vergleich zu WT Tieren eine hohere
Suszeptibilitdt gegenliber T. gondii haben (Abb. 4.18 A). Nach 60 Tagen p.i. sind nur 20 % der WT
Tiere verstorben, wohingegen LTBR'/' Tiere eine Mortalitdt von 70 % aufweisen (p=0,0230).
Aullerdem erliegen LTBR’/' Tiere der Infektion bereits ab Tag 19 p.i., wohingegen WT Tiere erst ab Tag
31 p.i. versterben. Eine Beurteilung des Zustands (Habitus) der Tiere wahrend der Infektion erfolgte
nach den Kriterien: Fell-(pflege), Gewicht und Verhalten. Beide Genotypen zeigen nach einer
Infektion mit T. gondii typische Symptome wie aufgestraubtes Fell, Gewichtsverlust und Apathie.
Infiziert man beide Genotypen mit 40 Zysten, steigt die Mortalitdt und somit die Suszeptibilitat der
LTBR'/' Tiere gegenlber einer T. gondii Infektion dramatisch an. Wahrend infizierte WT Tiere 60 Tage
p.i. nur zu 8,3 % versterben, zeigt sich bei den infizierten LTBR’/' Tieren eine signifikant erhdhte
Mortalitdt (p <0,0001) von 90,9 % (Abb. 4.18 B). Ein Auftreten von Krankheitszeichen
(aufgestraubtes Fell, Gewichtsverlust, Apathie) ist in beiden Genotypen gegeben. Ein Teil der
infizierten LTBR'/' Tiere erliegt der Infektion zwischen Tag 12 p.i. bis Tag 21 p i., weitere LTBR'/' Tiere
versterben in einem Zeitraum von Tag 34 p.i. bis 49 p.i. (Abb. 4.18 B). Fir die weiteren Experimente
wurden daher immer 40 Zysten fiir die Infektion eingesetzt. Zusatzlich wurde das Kérpergewicht tGber
den Zeitraum der akuten Phase (Tag 1 p.i. bis ca. Tag 12 p.i.) dokumentiert und mit dem Geschlecht
des jeweiligen Genotypen verglichen (Abb. 4.18 C und D), dabei wird ersichtlich, dass auch bei einer
Korrelation von Korpergewicht und Geschlecht Unterschiede zwischen WT und LTBR'/' Tieren
bestehen. Sowohl bei einer 20 Zysten-Infektion als auch bei einer 40 Zysten-Infektion weisen
weibliche LTBR'/’ Tiere einen signifikant hoheren Gewichtsverlust gegeniiber mannlichen Tieren auf
(p £0,0001). Dariiber hinaus zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen weiblichen WT und
LTBR’/’ Tieren (p £0,0001) und im Vergleich von mannlichen WT und LTBR’/’ Tieren (p £0,0001).

Insgesamt zeigen LTBR” Tiere einen charakteristischen Phénotyp beim Uberleben nach einer T. gondii
Infektion. Obgleich LTBR” Tiere im Vergleich zu anderen suszeptiblen Genotypen erst relativ spdit
versterben, lassen sie eine erhéhte Mortalitit von 70 % nach einer Infektion mit 20 Zysten erkennen.
Nach einer Infektion mit 40 Zysten steigt die Mortalitét deutlich auf 90,9 % an, wobei ein Teil der

Tiere zwischen Tag 19 p.i. bis Tag 21 p.i. und ein weiterer Teil von Tag 34 bis Tag 49 p.i. verstirbt.
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Abb. 4.18 A-D: Uberlebenskurven (A, B) Kérpergewicht vs. Gender (C, D) in WT und LTBR'/' bei einer T. gondii - Infektion i. p. mit 20 und
40 Zysten. (A) Uberlebenskurven nach einer 20 Zysten Infektion in % (B) Uberlebenskurven nach einer 40 Zysten Infektion in % (C)
Korpergewicht [g] vs. Geschlecht nach einer 20 Zysten Infektion an Tag 12 p.i. (D) Korpergewicht [g] vs. Geschlecht nach einer 40 Zysten
Infektion an Tag 12 p.i.. WT Tiere sind in schwarz und LTBR'/' Tiere in blau dargestellt. (n = Anzahl der Versuchstiere; *p < 0,05; **p < 0,005;
**¥p < 0,0005; ****p < 0,0001)

Eine Analyse des Serums infizierter WT und LTBR'/'Tiere sollte erste Hinweise Uber die Auswirkungen
einer Infektion mit T. gondii in beiden Genotypen geben. Je 3 nicht infizierten und 3 infizierten WT
und LTBR'/' Mausen wurden zu definierten Zeitpunkten nach Infektion (Tag 3, 5, 7, 12, 14, 21, 30, 36
und 60 p.i.) aus dem Versuch genommen, Blut aus der Vena cava inferior entnommen (Kap. 3.1.4.1.1)
und aus dem Blut Serum fir die jeweiligen Analysen (Kap. 3.1.4.1.2) gewonnen. Eine Ausnahme ist
lediglich bei den LTBR'/' Tieren an Tag 30 p.i. und in beiden Genotypen an Tag 36 p.i. gegeben, da
aufgrund der erhohten Mortalitat zu diesen Zeitpunkten nur noch jeweils 2 Versuchstiere zur
Verfliigung standen. Zur Untersuchung eines hepatozelluldren Schadens wurden die Leber-
Transaminasen AST (Aspartat-Aminotransferase) und ALT (Alanin-Aminotransferase) sowie die LDH
(Laktatdehydrogenase) bestimmt. Sowohl die AST als auch die ALT Werte lassen bereits friih nach
einer Infektion mit T. gondii (Tag 5 p.i.) einen Anstieg in beiden Genotypen erkennen, wobei die

Standardabweichungen der WT Tiere tendenziell héher sind (Abb. 4.19 A und B).
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An Tag 14 p.i. zeigen LTBR'/' Tiere im Vergleich zu WT Tieren einen signifikanten Anstieg von AST (240
+ 8,5 U/L bzw. 110 + 4,9 U/L; p =0,0002). Auffallig ist in LTBR’/’ Tieren eine signifikante Erhéhung
beider Parameter gegentiber WT Tieren an Tag 60 p.i. (AST: 91 + 2,1 U/L bzw. 58 * 3,2 U/L,
p =0,0010; ALT: 27 + 1,5 U/L bzw. 12 * 0,67 U/L, p = 0,0009). Nach Infektion zeigen auch die LDH
Werte in der Abbildung 4.19 C einen leichten Anstieg bei den WT Tieren. Das LDH im Serum von den
LTBR'/' Tieren ist dabei gegenliber WT Tieren signifikant erhéht an den Tagen 14 p.i. (2300 + 28 U/L
bzw. 1800 + 170 U/L; p = 0,0272), 21 p.i. (2600 + 110 U/L bzw. 1400 + 250 U/L; p = 0,0136) und 60 p./.
(3200 % 340 U/L bzw. 1500 % 130 U/L; p = 0,0080). Betrachtet man in Abbildung 4.19 D den Verlauf
des Gesamtbilirubins nach einer Infektion mit T. gondii kann man ebenfalls eine Erhéhung der Werte
in den LTBR'/' Tieren im Vergleich zu WT Tieren erkennen. Mause mit einer Defizienz im LTBR'/'
weisen bereits 5 Tage nach Infektion einen signifikanten Anstieg gegenliber WT Tieren im Bilirubin
auf (0,83 + 0,1 g/dl bzw. 0,5 + 0,06 g/dl; p =0,0341). Nach einem voriibergehenden Absinken des
Bilirubins in beiden Genotypen bis Tag 14 p.i., kommt es ab Tag 21 p.i. sowohl in WT als auch in LTBR
" Tieren zu einem erneuten Anstieg des Serum-Bilirubins (1,2 + 0,4 g/dl bzw. 1,2 + 0,2 g/dl). Die
Bilirubinwerte der WT Tiere sinken im weiteren Verlauf wieder ab bis sie an Tag 60 p.i. ein
vergleichbares Niveau wie unbehandelte WT Tiere aufweisen. Die Serumwerte des Bilirubins in LTBR
" Tieren hingegen schwanken stark und sind auch an Tag 60 p.i. signifikant gegenitiber den WT Tieren
erhéht (2 + 0,03 g/dl bzw. 0,5 + 0,1 g/dl; p = 0,0001). Weitere Parameter wie das Prothrombin oder
Albumin lassen im Verlauf einer Infektion mit T. gondii keinen eindeutigen Unterschied zwischen WT
und LTBR'/’Tieren erkennen (Daten nicht gezeigt).

Eine Analyse diverser Blutparameter im Rahmen einer T. gondii Infektion zeigt in beiden Genotypen
einen Anstieg in den Transaminasen AST und ALT und in der LDH, wobei LT8R Tiere tendenziell noch

héhere Werte als die WT Tiere zeigen, insbesondere an Tag 60 p.i.
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Abb. 4.19 A-D: Serumparameter der WT und LTBR'/‘ Tiere vor sowie 3,5, 7, 12, 14, 21, 30, 36 und 60 Tage nach einer T. gondii-Infektion i.p.
mit 40 Zysten. (A) AST (B) ALT (C) LDH (D) Bilirubin. WT Tiere sind in schwarz und LTBR'/' Tiere in blau dargestellt. (n = 3, Anzahl der
Versuchstiere (Ausnahme: n = 2 bei den LTBR'/' Tieren fur den Tag 30 p.i. und in beiden Genotypen n = 2 fir den Tag 36 p.i.); *p <0,05;
**p < 0,005; ***p < 0,0005)

Mithilfe des Mouse Cytokine Arrays (Panel A von R&D Systems, Kap. 3.1.4.1.4) wurde die relative
Expressionsstarke 40 verschiedener Zytokine, Chemokine und Akute-Phase-Proteine im Serum beider
Genotypen an den Tagen 0, 3, 7, 14 und 30 p.i. bestimmt (Abb. 4.20 A). Zytokine und Chemokine, die
die starksten Unterschiede in der Intensitat ihres Signals zwischen beiden Genotypen aufzeigen
wurden in einem Balkendiagramm zusammengefasst. Tendenziell kénnen in nicht infizierten WT
Tieren nur geringe Spiegel der analysierten Zytokine und Chemokine nachgewiesen werden,
Ausnahme ist TIMP1, fiir das relativ hohe Werte gefunden werden.

Die Werte der analysierten Zytokine/Chemokine steigen in der Regel nach der Infektion und
erreichen an Tag 14 p.i. bzw. Tag 30 p.i. (CXCL-13, C5a, GM-CSF, IL-6, IL-10, IL-13, IL-16 und IL-23) ihr
Maximum; Ausnahmen sind C5a, G-CSF, IL-1Ra, CXCL-10, CXCL-9 oder TIMP-1 bei denen bereits an
Tag 7 p.i. das Maximum zu finden ist. Demgegentuiber scheint die Chemokin-/Zytokinexpression bei

den LTBR’/’ Tieren dereguliert.
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Bei nicht infizierten LTBR'/' Tieren liegen bereits die Werte der Chemokine bzw. Zytokine CXCL13, G-
CSF, IL-1Rq, IL-13, IL-16, IL-17, IL-23, CXCL-10, CCL12, CXCL-9, CCL5 und TIMP-1 Gber denen der nicht
infizierten WT Tiere. Tendenziell sinken die Spiegel dann nach Infektion, steigen dann wieder und
erreichen an Tag 30 p.i. (C5a, G-CSF, IL-1Ra, IL-13, IL-16, IL-17 und TIMP-1) ihr Maximum. Die
Zytokine bzw. die Chemokine IL-6, IL-10, IL-23 und CCL12 steigen nach Infektion nicht an. Im
Vergleich zu WT Tieren zeigen LTBR'/' Mause daher nach Infektion verminderte Spiegel von IL-6, IL-
10, CCL12 und IL-23, erhdhte Spiegel von CXCL13, C5a, CXCL-10, TIMP-1 und eine differentielle
Regulation fiir G-CSF, GM-CSF, IL-13, IL-16, IL-17, IL-23 und CCL5. Zusédtzlich zum Mouse Cytokine
Array wurden mittels ELISA einige klassische Zytokine der unspezifischen Immunantwort im Serum
analysiert (Abb. 4.20 B-F). Es wurden je 3 Tiere pro Genotyp an den Tagen O, 3, 5, 7, 12, 14, 21, 30,
36, 60 p.i. gemessen. Eine Ausnahme ist in den LTBR”” Tieren an Tag 30 p.i. und in beiden Genotypen
an Tag 36 p.i. gegeben, da aufgrund der erhéhten Mortalitdt zu diesen Zeitpunkten nur noch 2
Versuchstiere zur Verfligung standen. Die Zeitpunkte wurden bewusst eng gewahlt, damit die zu
untersuchenden Parameter iber den gesamten Zeitraum hinweg, vor allem auch im Ubergang von
der akuten in die chronische Phase, bestimmt werden konnten. Der Fokus lag hierbei auf Zytokinen,
die eine T-Zell Antwort generieren (IL-12p40), eine TH;/TH, Polarisierung herbeifihren (IL-4 und
IFNy) bzw. eine schiitzende Immunantwort zur Kontrolle des Parasiten induzieren (TNF) (Bliss et al.,
1999; Yarovinsky, 2014). AuBerdem wurden Stickstoffmonoxid (NO-Metaboliten NO,/NOs), als
Parameter fur die induzierte Parasitenabwehr gemessen. Der IL-12p40 Spiegel (Abb. 4.20 B) steigt 5
Tage nach Infektion in den WT Tieren an (468,6 + 81,9 pg/ml) und ist gegenlber den LTBR'/' Tieren
(161,3 + 28 pg/ml) signifikant erhéht (p = 0,0238). Bei den LTBR” Tieren erfolgt der Anstieg des IL-
12p40 Spiegels erst an Tag 7 p.i. (577,1 + 182,5 pg/ml). Bei den WT Tieren sinkt der IL-12p40 Spiegel
dann bis Tag 12 p.i. (247 + 58,44 pg/ml) und steigt dann bis Tag 36 p.i. wieder an (541,0 + 56,5
pg/ml). Bei den LTBR'/' Tieren ist dieser Abfall und darauffolgende Anstieg nicht zu beobachten, die
Werte schwanken stark, liegen dann aber an Tag 30 p.i. und Tag 60 p.i. deutlich unter den WT Tieren
(321,3 = 98,2 pg/ml bzw. 174,7 + 80,7 pg/ml). Die Konzentration von IL-4 (Abb. 4.20 C) ist in WT
Tieren im Vergleich zu LTBR'/'Tieren an Tag 5 p.i. signifikant erhéht (507,7 + 62,14 pg/ml bzw. 275,8 =
21,0 pg/ml; p=0,0241). In LTBR'/' Tieren ist erst an Tag 7 p.i. ein Anstieg in der IL-4 Konzentration
erkennbar (567,2 + 149,6 pg/ml). WT Tiere zeigen zwischen Tag 7 p.i. und Tag 12 p.i. einen Abfall von
IL-4, das dann an Tag 14 p.i. und Tag 21 p.i. wieder minimal ansteigt, dann voribergehend fillt (Tag
30) und an Tag 36 p.i. wieder deutlich steigt (862,7 + 86,67 pg/ml). LTBR'/'Tiere hingegen lassen erst
an Tag 12 p.i. einen Abfall von IL-4 erkennen (466,3 + 133,6 pg/ml), das im weiteren Verlauf (Tag 14
p.i. bis Tag 36 p.i.) langsam ansteigt. An Tag 60 p.i. fallen die IL-4 Spiegeln im Serum beider
Genotypen wieder ab, wobei die IL-4 Level von LTBR'/’ Tieren gegentber WT Tieren erhoht sind

(646,6 + 123 pg/ml bzw. 395,8 + 73,6 pg/ml).
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Betrachtet man die IFNy Expression in Abbildung 4.20 D, kann man an Tag 7 p.i. in WT Tieren einen
deutlichen Anstieg erkennen (2128 + 814,4 pg/ml). Im weiteren Verlauf der Infektion sinkt die
Konzentration von IFNy in WT Tieren zwischen Tag 12 p.i. und Tag 14 p.i. wieder ab und bleibt bis Tag
60 p.i. auf einem konstanten Level (667,6 £ 158,8 pg/ml). Zwar zeigen LTBR'/' Mause vor Infektion
einen gegenuber WT Tieren héheren IFNy Spiegel (400,9 + 6,8 pg/ml bzw. 1.045 + 173,8 pg/ml),
lassen aber nach einer Infektion mit T. gondii keine Induktion von IFNy erkennen, die Spiegel sinken
an Tag 7 p.i. (414,2 + 44,52 pg/ml) und bleiben im gesamten Verlauf auf diesem Niveau. Bei der
Konzentration von TNF (Abb. 4.20 E) im Serum von WT Tieren zeigt sich an Tag 7 p.i. eine signifikante
Erhéhung gegeniiber LTBR”” Tieren (117,1 + 9,7 pg/ml bzw. 8,53 * 8,53 pg/ml; p = 0,0072). Tag 12 p.i.
sinken die Werte der WT Tiere wieder (28,04 + 5,1 pg/ml), steigen voribergehend an (Tag 14 p.i. und
21 p.i.) und sinken dann an Tag 30 p.i. wieder fast auf 0. An Tag 36 p.i. zeigt sich dann ein
dramatischer Anstieg (291,77 + 22,3 pg/ml), danach fallen die Werte bis Tag 60 p.i. wieder (62,06 +
15,9 pg/ml). Im Gegensatz dazu ist der TNF Spiegel vor der Infektion im Vergleich zu WT Tieren in
LTBR'/'Tieren erhoht (0 pg/ml bzw.98,98 pg/ml), steigt aber nach Infektion erst an Tag 12 p.i. an
(77,35 £ 52,03 pg/ml) und erreicht sein Maximum an Tag 14 p.i. (138,8 + 24,12 pg/ml). Danach fallt er
ab (Tag 21 p.i.) und steigt dann an Tag 30 p.i. und 36 p.i. nur wenig an (55,59 + 0 pg/ml bzw. 58,82 + 0
pg/ml) und liegt an Tag 60 p.i. bei 4,7 + 4,7 pg/ml. Die Konzentration von NO (Abb. 4.20 F) im Serum
von WT Mausen ist bereits an Tag 5 p.i. signifikant gegentber LTBR'/' Tieren erhoht (52,27 + 8,1 pg/ml
bzw. 17,14 + 5,5 pg/ml; p = 0,0229) und steigt an Tag 7 p.i. weiter signifikant gegeniiber LTBR” Tieren
an (316,8 + 69,43 pg/ml bzw. 42,80 + 16,78 pg/ml; p = 0,0185). Dieser Anstieg von NO-Metaboliten
ist bei den LTBR'/' Tieren zeitlich verschoben und erst an Tag 12 p.i. nachweisbar (184 + 44,22 pg/ml)
aber erreicht nicht die Werte der WT Tiere. Wohingegen die NO-Metaboliten Konzentration in WT
Tieren wieder absinkt und keinen weiteren Anstieg verzeichnen lasst, zeigen LTBR'/’ Tiere einen
weiteren kleinen Peak an Tag 30 p.i. (179,8 * 76 pg/ml). Eine Analyse diverser Chemokine und
Zytokine nach Infektion mit T. gondii sowie die Analyse klassischer, an der unspezifischen
Immunantwort beteiligter Faktoren zeigt, dass im Gegensatz zu WT Mdusen in LT8R Tieren keine
Induktion von IL-6, IL-10 und IFNy nachgewiesen werden kann und dass (iberdies, die Zytokinantwort

der LTBR” Tiere verzogert und generell dereguliert ablduft.



Ergebnisse

250
200+
150

100

Intensitat

50

CXCL13 C5a  G-CSF GM-CSF IL-IRa  IL-6 IL-10 13
IL-12p40
8001
- WT
== LTBR"
600+ *
%, 400+
=1
2004
EX NN &
Tage p.i. (40 Zysten)
IFNy
3000+
- WT
== LTBR™
2000+
E
g
10004
> 51 g0 d; S N

Tage p.i. (40 Zysten)

B WT [Tag 0, 3,7,14,30 p.i]
Il LTBR"[Tag0, 3,7, 14,30 p.i]

AW NS P

Tage p.i. (40 Zysten)

IL-16  IL17 123 CXCL-10 CCL12 CXCL9 CCL5 TIMP1
IL-4
1000+ - WT
== LTBR"
800
— 6004 *
E
g
~ 4004
2009
TS AR o '»" S ® @
Tage p.i. (40 Zysten)
TNFa
400+
300+
%, 200+
&
100+
04
>



Ergebnisse

NO
500-
-—- WT
-~ LTBR™
400 *
o 3004
= 200-
100-
0¥ rT1TT—TT T T T T
> Yo% a4 L &

Tage p.i. (40 Zysten)

Abb. 4.20 A-F: Cytokine Array Panel A (Abb. 4.20 A) und ELISA von IL-12p40, IL-4, IFNy, TNF (Abb. 4.20 B-E) und der kolorimetrische
Assay von NO (Abb. 4.20 F) im Serum von WT und LT[iR'/'Tieren im Verlauf einer T. gondii Infektion i.p. mit 40 Zysten. (A) Cytokine Array
Panel A: Balkendiagramm ausgewahlter, differentiell regulierter Zytokine WT und LTBR'/'Tiere an Tag 0, 3, 7, 14 und 30 p.i.. Dazugehorige
Blots sind im Anhang aufgefihrt. (B-E) ELISA: Zytokinexpression von WT und LTBR'/'Tieren anTagO, 3,5, 7, 12, 14, 30, 36 und 60 p.i.. (B) IL-
12p40 (C) IL-4 (D) IFNy (E) TNFa (F) Kolorimetrischer Assay von NO..WT Tiere sind in schwarz und LTBR'/' Tiere in blau dargestellt. (n = 3,
Anzahl der Versuchstiere (Ausnahme: n = 2 bei den LTBR” Tieren fiir den Tag 30 p.i. und in beiden Genotypen n=2 fiir den Tag 36 p.i.);
*p < 0,05; **p < 0,005)

Histopathologische Veranderungen (z.B. Organldsionen) und die Zystenzahl nach einer Infektion mit
T. gondii wurden mittels Hdmatoxylin-Eosin-Farbungen von Paraffinschnitten (Kap. 3.1.4.3.2) von
Leber, Lunge, Herz, Niere, Gehirn und Milz an den Tagen O, 3, 5, 7, 12, 14, 21, 30, 36 und 60 p.i.
bestimmt. Dargestellt sind exemplarische HE-Farbungen von der Lunge, der Leber und dem Gehirn
von jeweils einem Tier des jeweiligen Genotyps. Zur Quantifizierung morphologischer Unterschiede
zwischen WT und LTBR'/' Tieren wurde ein histologisches Scoring von HE-Schnitten basierend auf
Lymphozyteninfiltraten und Zysten angewandt (Tab. 4.5 und Tab. 4.6). Histologische Verdanderungen
waren in beiden Genotypen in Herz, Niere und Milz (Daten nicht gezeigt) - am ausgepragtesten aber
in Lunge, Leber und Gehirn - zu erkennen. LTBR-defiziente Mause besitzen, wie bereits erwadhnt, im
nicht infizierten Zustand charakteristische Lymphozyteninfiltrate, die um perivaskulare Areale der
Lunge, der Milz und der Leber liegen (Futterer et al., 1998). Wahrend WT Tiere an Tag 7 p.i. nur
kleine Infiltrate zeigen, ist in LTBR‘/‘ Tieren ein deutlicher Anstieg grol¥flachiger, inflammatorischer
Infiltrate in der Lunge zu sehen (Abb. 4.21 C und D). Im weiteren Verlauf der Infektion lasst sich
spatestens an Tag 21 p.i. im Lungengewebe der WT Tiere eine Regression der Infiltrate erkennen,
wohingegen LTBR'/' Tieren noch immer grofRe inflammatorische Areale aufweisen (Abb. 4.21 E und
F), die auf eine chronische interstitielle Pneumonitis hinweisen (Tab. 4.5). Neben Unterschieden

zwischen WT und LTBR'/' Mausen im AusmaR der Inflammationsherde in der Lunge kann zudem ein
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Unterschied im Auftreten erster Gewebezysten von T. gondii nachgewiesen werden. WT Tiere lassen
erst an Tag 14 p.i. Zysten erkennen, wohingegen in LTBR"" Tiere bereits an Tag 5 p.i. Zysten im
Lungengewebe zu sehen sind (Tab. 4.6). Beide Genotypen zeigen bereits ab Tag 7 p.i. Zysten in der
Leber (Tab. 4.6). Dariiber hinaus weisen Mause mit einer Defizienz im LTBR im Vergleich zu WT
Tieren eine deutliche Zunahme grof¥flachiger Infiltrate im Lebergewebe von Tag 7 p.i. bis Tag 21 p.i.
und an Tag 21 p.i. im Vergleich zu WT Tieren zusatzliche Fettvakuolen in den Hepatozyten auf (Abb.
4.22 C-F). Auch in Gehirnschnitten sind Zysten von T. gondii in beiden Genotypen nachweisbar.
Wohingegen WT Tiere relativ spat, das heildt ab Tag 30 p.i., Zysten aufweisen, sind in LTBR"" Tieren
bereits ab Tag 14 p.i. Zysten in einer deutlich erhéhten Anzahl zu erkennen (Tab. 4.6). An Tag 60 p.i.
ist der Unterschied in der Zystenlast im Gehirngewebe zwischen WT und LTBR"L Mausen noch
deutlicher, LTBR"" Tiere weisen eine um den Faktor 2 erh6hte Zystenlast auf (Abb. 4.23 A und B).
Insgesamt weisen LTBR” Tiere nach einer Infektion mit T. gondii neben ihren charakteristischen
kleinen Lymphozyteninfiltraten einen massiven Anstieg grofifidchiger inflammatorischer Infiltrate im
Lungen- und im Lebergewebe auf. Dariiber hinaus werden die histopathologischen Verdnderungen in

den LTBR” Tieren durch ein friiheres, und um Faktor 2 gesteigertes Vorkommen von Zysten begleitet.

unbehandelt

7 Tagep. i.

21 Tage p. i.

Abb. 4.21 A-F: H&E-Firbungen der Lunge von Wildtyp und LTBR"L Méusen vor und nach Infektion mit 40 Zysten von T. gondii MEA9 an den
Tagen 0, 7 und 21 p.i.. Pfeile zeigen inflammatorische Areale an. (VergréRerung wie angegeben, 100x und 400x).
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unbehandelt

7 Tagep. i.

21 Tagep. i.

Abb. 4.22 A-F: HEE-Firbungen der Leber von Wildtyp und I_TBR"' Méusen nach i.p. Infektion mit 40 Zysten T. gondii MEA9 an den Tagen 0,
7 und 21 p.i.. Pfeile zeigen inflammatorische Areale an. (VergrilBerung wie angegeben, 100x und 400x).

WT LTBR -

Abb. 4.23 A-B: HEE-Firbung des Gehirns von Wildtyp und LTBR"' Méusen nach i.p. Infektion mit 40 Zysten T. gondii MEA9 am Tag 60 p i..
(A) WT Tiere (B) LTBR™ Tiere. Pfeile zeigen Zysten. (VergréRerung wie angegeben, 100x und 400x).
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Lymphozyten Infiltrate [H/E]

Tage p.i.
Organ  Genotyp 3 5 7 12 14 21 30 36 (4070men)
WT - - ++ ++ - + - -
Leber
LTRR /- + ++ ++ + - - -
Lunge WT - - + ++ - (+) - -
LTRR /- ++ +++ ++ ++ ++ ++ ++
Gehirn WT - - (+) + - - - -
LTRR /- - - (+) (+) - + - -
WT - - ; + - - - -
Milz
LTRR /- - - (+) (+) + + - E
WT - - - + - + (+) -
Herz
LTRR /- - - + ++ - - + +
WT + + + + ++ - - -
Niere

LTBR-  (4) + (+) (+) + + + -

Tab. 4.5: Scoring histologischer Befunde: Auftreten von lymphozytiren Infiltraten in Leber, Lunge, Gehirn, Milz, Herz und Niere von
Wildtyp und LTBR“L Maéusen nach i.p. Infektion mit 40 Zysten T. gondii ME49 an den Tagen 0, 3, 5, 7, 12, 14, 21, 30 und 36 p.i.. Score: +
minimales  Auftreten; ++ mittelschweres Auftreten; +++ schwerwiegendes Auftreten (abziiglich der charakteristischen
Lymphozyteninfiltrate in LTBR"L Méusen).



Zysten [H/E]

Ergebnisse

Organ  Genotyp 5 7 122 14 21 30 36

WT - 3-4 2-3 - = - -
Leber

LTBR - 2-3 4-5 5-8 - - -

WT - - - 4 - - -
Lunge

LTRR - (1) 2 4 2 - - -
Gehirn WT - = = (1) (1) 1-2 25

LTRR - - - - 2-3 3-4 6-15 13-18

WT - - 1 1 - - -
Milz (1) (1)

LTRR - - - = (1) - - -
Herz Wt - - = - = - -

LTRR - - - = = - - -
Niere WT = = - - = - -

LTRR - - - = = - - -

Tage p.i.
(40 Zysten)

Tab. 4.6: Scoring histologischer Befunde: Auftreten von Zysten in Leber, Lunge, Gehirn, Milz, Herz und Nieren von Wildtyp und LTBR“{'

Méusen nach i.p. Infektion mit 40 Zysten T. gondii MEA9 an den Tagen 0, 3,5, 7, 12, 14, 21, 30 und 36 p.i..

Neben den typischen T. gondii-induzierten pathologischen Veranderungen in Leber, Lunge und

Gehirn (Kap. 4.14) kann in beiden Genotypen p.i. makroskopisch ein Auftreten lipomartiger Tumore

im Retroperitonealraum beobachtet werden. Der Verlauf der Lipombildung wurde in WT und LTBR"L

Tieren nach einer Toxoplasmen-Infektion fotografisch dokumentiert (Abb. 4.24 A). In WT Tieren

kénnen ab Tag 7 p.i. erste Anzeichen in der Entstehung von Lipomen beobachtet werden, wobei es

bereits ab Tag 12 p.i. zu einer Regression derselben kommt. Bei LTBR"L Tiere treten ebenfalls ab Tag 7

p.i. erste Anzeichen in der Ausbildung von Lipomen auf. Hierbei verzégert sich die Regression, da

diese Lipome im Gegensatz zu denen der WT Tieren bis Tag 14 p.i. stark vergréRert vorliegen und erst

an Tag 21 p.i. langsam zuriickgehen (Abb. 4.24 A).
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Uberraschenderweise sind in der akuten Phase in LTBR"" Tieren weitere lipomartige Geschwiire auch
im Bereich der Leber zu verzeichnen (Daten nicht gezeigt). An Tag 14 p.i. wurde einem LTBR""Tier ein
Teil eines Tumors entnommen, ein H&E gefirbter Gewebeschnitt hergestellt und untersucht (Abb.
4.24 B). Die histologische Untersuchung des Gewebes bestatigte die Vermutung, dass es sich bei dem
entnommenen Gewebe um ein Lipom handelt. Lipome werden als langsam wachsende,
geschwulstartige Ansammlungen von Fettgewebe (gutartige Tumore) bezeichnet (Martinez et al,
2003). Sie liegen abgekapselt vor und sind meist von einer sehr diinnen Bindegewebskapsel
umgeben. Das vorliegende Lipom zeigt kleine Lipoblasten und groRe Lipozyten (Adipozyten), ist von
BlutgefdBen durchzogen und weist zudem am Randsaum des Gewebes nekrotische Bereiche mit
nukledren Ablagerungen von Lymphozyten auf.

Neben histopathologischen Verdnderungen wie u.a. Lymphozyteninfiltraten und Gewebezysten, sind
im Retroperitonealraum nach einer Infektion mit T. gondii in WT sowie LTBR” Tieren Lipome zu

finden. Im Gegensatz zu LTBR” Tieren, die eine verstdrkte Ausprdgung dieser Lipome bis Tag 21 p.i.

zeigen, weisen WT Tiere eine schnelle Riickbildung ab Tag 12 p.i. auf.
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Abb. 4.24 A-B: Makroskopische Darstellung der Lipome und H&E gefirbter Schnitt eines Lipoms nach i.p. Infektion mit 40 Zysten T. gondii
MEA49. (A) Makroskopische Aufnahmen von infizierten WT und LTBR"L Tieren an den Tagen 3, 7, 12, 14, 21 und 30 p.i. (B) H&E-Firbung
eines Lipoms einer LTBR"'L Maus am Tag 14 p.i. Pfeile zeigen histologische Auffilligkeiten an: rot = nekrotische Bereiche; schwarz =

Blutgefie und orange = Lipozyt. (VergriRerung wie angegeben, 40x, 100x und 400x).

Nach Isolierung von DNA aus verschiedenen Organen (Hirn und Lunge) von je 3 WT als auch LTBR"L
Tieren nach einer Infektion mit je 40 Zysten des Toxoplasmen Stammes ME49 wurde an den Tagen 0,
3,5, 7,12, 14, 21, 30 und 36 p.i. die Parasitenlast durch eine Toxoplasmen-spezifische quantitative
Real-Time PCR (Kap. 3.3.2.4) mit Toxoplasma-spezifischen Primern bestimmt. Eine Ausnahme ist in
den LTBR"" Tieren an Tag 30 p.i. und in beiden Genotypen an Tag 36 p.i. gegeben, da aufgrund der
erhéhten Mortalitat zu diesen Zeitpunkten lediglich 2 Versuchstiere zur Verfiigung standen. Der
Nachweis von Zysten im Gehirn definiert den Ubergang von der akuten zur chronischen Phase. In
nicht infizierten Tieren beider Genotypen sind mittels qRT-PCR keine Parasiten nachzuweisen
(Abbildung 4.25 A). Im Verlauf nach Infektion zeigt sich von Tag 3 p.i. bis Tag 21 p.i. ein steter Anstieg
der Parasitenlast in der Lunge von WT und LTBR"L Mausen. Auffillig ist dabei, dass Mause mit einer
Defizienz im LTBR eine erhéhte Parasitenlast u.a. an Tag 21 p.i. aufweisen (WT: 1.0 x 10'%; LTBR"(': 1.0
x 10"). In der chronischen Phase ist ein Riickgang der Parasitenlast in beiden Genotypen zu

verzeichnen.
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Eine quantitative Analyse der Parasitenlast im Gehirn zeigt einen dhnlichen Verlauf in WT und LTBR'/'
Tieren (Abb. 4.25 B). Beide Genotypen lassen einen Anstieg der Parasitenzahlen erkennen, wobei
LTBR'/' Tiere gegeniiber WT Tieren eine erhéhte Parasitenlast, speziell an Tag 12 p.i. (1.0 x 10 bzw.
1.0 x 10°) und Tag 14 p.i. (1.0 x 10" bzw. 1.0 x 10'°) aufweisen. Eine Regression der Parasitenlast in
LTBR'/' Gehirnen bleibt aus. Neben einer quantitativen Bestimmung der Zystenzahlen im Gehirn
mittels qRT-PCR wurden die Zystenzahlen durch Isolierung der Zysten aus dem Gehirn (Kap.
3.1.4.2.2) ermittelt. Durch diese Bestimmung der Zystenzahlen im Gehirn von WT und LTBR'/' Tieren
kann der massive Anstieg der Zystenzahlen in den LTBR‘/‘ Tieren bestatigt werden (Abb. 4.25 C). Im
Vergleich zu WT Tieren kdénnen in LTBR'/'Tieren signifikant erhohte Werte an den Tagen 14 p.i. (233,3
+33,3 Zysten bzw. 666,7 + 88,2 Zysten; p = 0,0101), 21 p.i. (466,7 + 66,7 Zysten bzw. 844,4 + 72,85
Zysten; p =0,0187), 30 p.i. (700 £ 57,74 Zysten bzw. 1900 + 100 Zysten; p = 0,0015) und 36 p.i. (1350
+ 28,9 Zysten bzw. 2350 + 144,3 Zysten; p = 0,0025) nachgewiesen werden.

Insgesamt weist die quantitative Analyse der Parasitenlast generell mehr Toxoplasmen-DNA in der
Lunge und dem Gehirn von LT8R Tieren nach. Die Zystenzahl im Gehirn von LTBR” Tieren ist dabei,

insbesondere in der chronischen Phase, ungeféhr um den Faktor ~1,7 erhéht.
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Abb. 4.25 A-C: Bestimmung der Parasitenlast in WT und LTBR’/’Tieren nach i. p. Infektion mit 40 Zysten T. gondii ME49 an den Tagen O, 3,
5,7,12, 14, 21, 30 und 36 p.i.. (A) quantitative RT-PCR der Toxoplasmen-DNA in der Lunge (B) quantitative RT-PCR der Toxoplasmen-DNA
im Gehirn (C) Zystenzahl im Gehirn. (n = 3, Anzahl der Versuchstiere (Ausnahme: n = 2 bei den LTBR'/' Tieren fir die Tage 30 p.i. und 36 p.i.);
*p < 0,05; **p < 0,005)
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Parasitadre Infektionen fiihren in der Regel zu einer MilzvergroBerung (Splenomegalie)(Hoffman et al.,
1984; Kim et al., 2009). Eine VergroRerung der Milz kann als Immunantwort zur Entwicklung
protektiver Reaktionen verstanden werden und kann mit einer VergroRerung von Leber, Lunge oder
Herz einhergehen. Um eine Beteiligung der Organe an der Immunantwort gegen T. gondii bzw.
weitere Veranderungen durch die Infektion zu untersuchen, wurden nach der intraperitonealen
Infektion mit 40 Zysten Milz, Leber und Lunge in je 3 WT und LTBR'/' Tieren zu unterschiedlichen
Zeitpunkten (Tag 0, 3, 5, 7, 12, 14, 21, 30, 36 p.i.) nach Infektion entnommen, gewogen und ihre
Zellzahl bestimmt (Kap. 3.1.4.2.4). Eine Ausnahme ist in den LTBR'/’ Tieren an Tag 30 p.i. und in
beiden Genotypen an Tag 36 p.i. gegeben, da aufgrund der erhdhten Mortalitdit zu diesen
Zeitpunkten lediglich 2 Versuchstiere zur Verfiigung standen. Das Milzgewicht nicht infizierter LTBR”
Tiere lasst keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zu WT Tieren erkennen (0,146 + 0,02 g bzw.
0,153 + 0,02 g; Abb. 4.26 A). In der akuten Phase ist ein Anstieg des Milzgewichts in beiden
Genotypen zu verzeichnen, der bei den LTBR'/' Tieren jedoch nur minimal ist. In WT Tieren ist das
Milzgewicht gegeniber LTBR'/' Tieren signifikant an den Tagen 5 p.i. (0,15 £+ 0 g bzw. 0,10 £ 0 g;
p =0,0101), 7 p.i. (0,18 + 0 g bzw. 0,13 + 0 g; p = 0,0036), 12 p.i. (0,31 + 0,03 g bzw. 0,16 + 0,02 g;
p =0,0221), 14 p.i. (0,36 £ 0,02 g bzw. 0,18 + 0,01 g; p = 0,0025) und 21 p.i. (0,36 + 0,02 g bzw. 0,13 +
0,02 g; p=0,0020) erhoht. Die Erhdhung des Milzgewichts in den WT Tieren geht dabei mit einer
ebenfalls erhdhten Zellzahl einher, die signifikant im Vergleich zu LTBR'/'Tieren an Tag 3 p.i. (5,1 x 10®
Zellen/Milz bzw. 2,7 x 10® Zellen/Milz; p = 0,0123) und 14 p.i. (2,8 x 10° Zellen/Milz bzw. 1,5 x 10°
Zellen/Milz; p = 0,0491) erhoht ist (Abb. 4.26 B). An Tag 30 sinkt das Milzgewicht in den WT Tieren,
ist aber gegeniiber den LTBR'/' Tieren immer noch signifikant erhéht (0,17 + 0 g bzw. 0,12 + 0,0 g;
p = 0,0020). An Tag 36 p.i. sinkt das Milzgewicht wieder auf den Wert vor Infektion ab, so dass kein
Unterschied zwischen den WT und LTBR” Milzgewichten gegeben ist (0,12 + 0,01 g bzw. 0,10 * O g).
Die Zellzahlen der Milz an den Tagen 30 p.i. und 36 p.i. zeigen keine Unterschiede zwischen beiden
Genotypen und nahern sich denen nicht infizierter Tiere an. Histologische Untersuchungen von H&E-
gefarbten WT und LTBR‘/' Milzschnitten hinsichtlich Verdnderungen in der Milzarchitektur nach einer
Infektion mit T. gondii zeigen nur geringe Umstrukturierungen (Daten nicht gezeigt).

Insgesamt zeigen nur WT Tiere einen Anstieg des Milzgewichtes zwischen den Tagen 5 p.i. und 30 p.i..
LTBR”" Tiere weisen nur einen minimalen Anstieg des Milzgewichts auf. Bei beiden Mauslinien erfolgt
eine Erh6hung der Zellzahl, die in WT Tieren jedoch an Tag 14 p.i. signifikant gegeniiber LTBR” Tieren

erhoht ist.



Ergebnisse

A B
4.0,10°
X! * - WT
- LTBR™
3.0510°
—_ =
2 H
g § 2.0510°
o
N 9
1.0510°
Hx X
t
0.0 T ™ 0
;,’ ,\ T 1T 1 LI T T T
> 5 D N o o Q0 HHA D N - oo
Tage p.i. (40 Zysten) Tage p.i. (40 Zysten)

Abb. 4.26 A-B: Milzgewicht und Zellzahl in WT und LTBR‘/' Tieren nach i.p. Infektion mit 40 Zysten T. gondii ME49 an den Tagen 0, 3, 5, 7,
12, 14, 21, 30 und 36 p.i.. (A) Milzgewicht (B) Zellzahl/Milz. (n = 3, Anzahl der Versuchstiere (Ausnahme: n = 2 bei den LTBR'/' Tieren flr den
Tag 30 p.i. und in beiden Genotypen fir den Tag 36 p.i.); *p < 0,05; **p < 0,005)

Nach der Isolierung von RNA aus Lunge und Milz T. gondii-infizierter Tiere beider Genotypen (WT und
LTBR'/') wurde die Genexpression mittels quantitativer RT-PCR (Kap. 3.3.2.4) bestimmt. Die
Zeitpunkte wurden folgendermaRen gewahlt: 0, 7, 12, 14, 30 und 60 Tage nach Infektion. Die relative
Genexpression nicht infizierter WT Tiere (2*") wurde als '1' definiert und alle weiteren
Genexpressionswerte auf diesen Wert bezogen. Werte < 1 stehen fiir eine Herunterregulation und
Werte > 1 flr eine Stimulation der Genexpression. Die in Abbildung 4.27 A dargestellte Expression
von IL-4 in der Lunge zeigt 7 Tage nach Infektion eine 3-fache Induktion der IL-4 Expression in WT
Tieren. Im weiteren Verlauf nach Infektion ist in WT Tieren keine weitere Erhéhung der IL-4 mRNA zu
sehen. Gegensatzlich verhalt sich die Expression in LTBR'/' Tieren, die bereits nicht infiziert eine 11-
fach erhohte Expression von IL-4 zeigt, die nach Infektion geringer wird und an Tag 14 p.i. wieder
kurz steigt, um danach wieder deutlich zu sinken. Wie in Abbildung 4.27 B und C dargestellt ist in der
Lunge von WT Tieren an Tag 12 p.i. eine ungefahr 8-fache Erh6hung der Expression der LTa mRNA
und eine 80-fache Induktion der LTB mRNA gegeben. LTBR‘/‘ Tiere zeigen in der Lunge einen friheren
(Tag 7), aber geringeren Anstieg der LTa (3-fach) und LTB mRNA (10-fach). Im Vergleich zu WT Tieren
zeigen LTBR'/' Tiere bereits vor Infektion eine deutlich verminderte iNOS Expression in der Lunge
(Abb. 4.27 D). Nach einer Infektion mit T. gondii sinkt in WT Tieren die Expression der iNOS und
bleibt im gesamten Untersuchungszeitraum deutlich unter 1. Infizierte LTBR'/' Tiere lassen ebenfalls
keine Induktion der iNOS mRNA erkennen. Die Expression der IL-12p40 mRNA (Abb. 4.27 E) in der
Lunge von nicht infizierten LTBR‘/' Tieren ist unter der Nachweisgrenze. Nach einer Infektion mit T.
gondii sinkt in WT Tieren die Expression von IL-12p40 unter 1 und bleibt bis zum Versuchsende in

diesem Bereich. Infizierte LT|3R’/’ Tiere lassen an Tag 14 p.i. eine Induktion der IL-12 mRNA erkennen.
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Die Expression von IFNP in der Lunge infizierter WT Tiere steigt am Tag 12 p.i. um das 21-fache, sinkt
dann wieder und zeigt einen weiteren, 65-fachen Anstieg an Tag 60 p.i. (Abb. 4.27 F). LTBR'/' Tiere
zeigen an Tag 14 p.i. eine gegeniliber den WT Tieren deutlich erhohte Expression von IFNB, die an Tag
30 p.i. weiter ansteigt und eine insgesamt 90-fache Induktion der IFNf mRNA zeigt. An Tag 60 p.i.
sind die Werte wieder vergleichbar mit den nicht infizierten Tieren. Die Expression der IFNy mRNA
(Abb. 4.27 G) in der Lunge von WT Tieren ldsst 7 Tage nach Infektion eine deutliche, 2000-fache
Induktion erkennen. Die relative Expression sinkt wieder auf die Normwerte und zeigt an Tag 30 p.i.
eine weitere, 250-fache Erhohung der IFNy mRNA. In LTBR'/' Tieren ist im Gegensatz zu WT Tieren
erst spater, an Tag 14 p.i. ebenfalls eine ca. 200-fache Induktion der IFNy mRNA gegeben, die auch
am Tag 30 p.i. noch zu sehen ist. Da mGBPs (murine Guanylat-bindende Proteine) die mit am
starksten durch IFNy-induzierten Gene sind (Degrandi et al., 2007; Degrandi et al., 2013), wurde auch
deren Expression im Verlauf einer Infektion mit T. gondii in WT und LTBR'/' Tieren untersucht. In der
Lunge von WT Tieren kann bereits friih nach Infektion, Tag 7 p.i. ein Anstieg der Expression von
mGBP2, mGBP4 und mGBP5 nachgewiesen werden, danach sinkt die Expression wieder (Abb. 4.27 |,
K und L). Die Expression in den LTBR’/’ Tieren ist vor Infektion im Vergleich zu den WT Tieren
erniedrigt und wird nach Infektion nicht induziert. Die Expression von mGBP6 und mGBP9 steigt in
WT Tieren nach Infektion ebenfalls voriibergehend an, allerdings erst an Tag 12 p.i. (mGBP6: 20-fach;
mGBP9: 63-fach). Bei den LTBR'/' Tieren zeigen mGBP6 und mGBP9 ebenfalls erniedrigte Werte vor
Infektion und kein Anstieg der Expression dieser Gene nach Infektion (Abb. 4.27 M und P). Die
Expression von mGBP1 (Abb. 4.27 H) steigt in WT Tieren 7 Tage nach Infektion an, sinkt an Tag 12 p.i.
wieder, um an Tag 14 p.i. erneut anzusteigen und an Tag 60 p.i. wieder anndhernd auf den Wert vor
Infektion zuriickzukehren. LTBR'/' Tiere zeigen diesen doppelten Anstieg ebenfalls, allerdings
zeitverzogert: der erste Anstieg ist an Tag 14 p.i. zu sehen (2-fach), der zweite an Tag 30 p.i. (3-fach).
Die mGBP3 Expression (Abb. 4.27 J) zeigt in den WT Tieren an Tag 7 p.i. einen voribergehenden
Anstieg, danach sinken die Werte deutlich unter 1. Die LTBR’/’ Tiere zeigen vor Infektion eine deutlich
niedrigere Expression der mGBPs als die WT Tiere, zeigen dann aber einen zwar absolut gesehen
niedrigeren, aber deutlichen und anhaltenderen Anstieg in der Expression von mGBP3 (Tag 7 p.i. bis
Tag 12 p.i.) nach Infektion. Ein dhnliches Expressionsmuster ist fir beide Genotypen bei mGBP8 (Abb.
4.27 0) zu beobachten: Ein Anstieg der Expression an Tag 7 p.i. bei den WT Tieren, ein geringerer
aber anhaltenderer Anstieg (Tag 7 p.i. bis Tag 12 p.i.) bei den LTBR'/' Tieren. Die Expression von
MGBP7 sinkt in den WT Tieren nach Infektion deutlich ab und bleibt auf diesem niedrigen Level (Abb.
4.27 N). In den LTBR'/' Tieren ist die mGBP7 Expression vor Infektion im Vergleich zu den WT Tieren
deutlich erniedrigt, steigt nach Infektion geringfiigig an (Tag 7 p.i.) und sinkt dann wieder. GTPBP1
(GTP-Binding Protein 1) ist strukturell vergleichbar mit den mGBPs und seine Expression ist eine mit

mMGBPs nicht verwandte GTPase, welche ebenfalls als IFNy induzierbar beschrieben wurde (Degrandi
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et al., 2007, Senju et al., 2000). Die GTPBP1 Expression steigt in den WT Tieren nach Infektion an Tag
12 p.i. voribergehend, aber deutlich um das 20-fache an. In den LTBR’/’ Tieren ist ein kleiner,
voribergehender, 6-facher Anstieg an Tag 14 p.i. zu beobachten.

Generell weisen WT Tiere im Rahmen einer T. gondii Infektion in der Lunge friih nach Infektion eine
erhéhte Expression aller mGBPs, insbesondere von mGBP9 auf (mit Ausnahme von mGBP7) auf,
wohingegen infizierte LTBR”" Tiere in der Lunge im allgemeinen eine reduzierte (mGBP2, mGBP3,

mGBP4, mGBP5, mGBP6, mGBP8 und mGBP9) bzw. zumindest verzogerte (mGBP1) Expression

aufweisen.
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Abb. 4. 27 A-O: Quantitative RT-PCR Analyse differentiell regulierter Gene in der Lunge nach i. p. Infektion mit 40 Zysten T. gondii ME49
an den Tagen 0, 7, 12, 14, 30 und 60 p.i. in WT und LTBR'/' Tieren. Die relative Genexpression nicht infizierter WT Tiere (2”*") wurde als '1'
definiert und alle Genexpressionswerte auf diesen Wert bezogen. Werte < 1 stehen fiir eine Reduktion und Werte >1 fiir eine Stimulation
der Genexpression. Die Abbildungen zeigen den 2°" Wert von: (A) IL-4 (B) LTa (C) LTB (D) iNOS (E) IL-12p40 (F) IFNB (G) IFNy (H) mGBP1
(1) mGBP2 (J) mGBP3 (K) mGBP4 (L) mGBPS5 (M) mGBP6 (N) mGBP7 (O) mGBP8 (P) mGBP9 (Q) GTPBP1. WT Tiere sind in schwarz und LTBR'/'
Tiere in blau dargestellt. (n = 3, Anzahl der Versuche in Triplikaten)

Bei einer Analyse der Genexpression von IL-4 mRNA in der Milz ist nach einem initialen Abfall an Tag
7 an Tag 12 p.i. in WT Tieren eine ca. 2-fache Induktion der Expression (Abb. 4.28 A) zu beobachten.
Im weiteren Verlauf nach Infektion ist in der Milz von WT Tieren keine weitere Erhéhung in der IL-4
mMRNA gegeben. Infizierte LTBR”" Tiere zeigen ebenfalls einen Abfall, aber keinen anschlieRenden
Anstieg der IL-4 Expression. Die LTa Expression sinkt in der Milz der WT Tiere nach Infektion deutlich
ab und bleibt wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums auf diesem Level. In nicht infizierten
LTBR‘/‘ Tieren liegt die relative LTa Expression deutlich unter der der WT Tiere und steigt im Laufe der
Infektion nicht an (Abb. 4.28 B). Die Expression von LTP (Abb. 4.28 C) lasst in der Milz von WT Tieren
zwischen Tag 14 p.i. bis Tag 60 p.i. einen 7-9-fachen Anstieg erkennen. In LTBR'/' Tieren ist bereits an
Tag 7 p.i. ein 2-facher Anstieg der LTB mRNA zu sehen, der bis Tag 30 p.i. gleichbleibend erhoht bleibt
und erst an Tag 60 p.i. absinkt. Die in Abbildung 4.28 D dargestellte Expression der iNOS mRNA
hingegen zeigt in der Milz von infizierten WT Tieren eine 150-fache Induktion an Tag 14 p.i., die
bereits an Tag 30 p.i. wieder absinkt. LTBR'/' Tiere lassen ebenfalls an Tag 14 p.i. einen Anstieg in der
Expression der iNOS mRNA erkennen, im Vergleich zu WT Tieren jedoch nur um das ca. 50-fache. Im

weiteren Verlauf ist in LT|3R’/’ Tieren ebenfalls eine Reduktion der iNOS Expression zu verzeichnen.
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Die Expression von IFNB (Abb. 4.28 E) ist in nicht infizierten LTBR'/' Tieren leicht erhoht (1,4-fach),
zeigt nach Infektion jedoch in beiden Genotypen einen &hnlichen Verlauf: Zunachst sinkt die
Expression (Tag 7 p.i.), steigt dann bis Tag 14 p.i. wieder an, um dann erneut abzusinken. Das
Expressionsprofil fir IFNy verlauft in den WT Tieren dhnlich (Abb. 4.28 F). Die nicht infizierten LTBR'/'
Tiere zeigen ebenfalls eine etwas héhere Expression (2-fach) im Vergleich zu den WT Tieren, die nach
Infektion ebenso abfallt, dann allerdings ist kein erneuter Anstieg zu beobachten. In der Milz von WT
Tieren kann an Tag 12 p.i. ein 26-facher Anstieg der Expression von mGBP1 nachgewiesen werden,
danach sinkt die Expression wieder anndhernd auf den Wert vor Infektion (Abb. 4.28 G). Die LTBR’/’
Tiere haben vor Infektion etwas hohere Werte als die WT Tiere, zeigen dann aber eine zwar absolut
gesehen niedrigere, aber anhaltende Expression (8-fach) von mGBP1 (Tag 14 p.i. bis Tag 60 p.i.) nach
Infektion. Die Expression von mGBP2, mGBP3, mGBP4 und mGBP5 (Abb. 4.28 H bis 4.28 K) steigt in
WT Tieren nach Infektion ebenfalls voriibergehend an, allerdings erst an Tag 14 p.i. (nGBP2/3: 2,5-
fach; mGBP4: 6-fach; mGBP5: 90-fach). Bei den LTBR'/' Tieren zeigen mGBP2 und mGBP4 ebenfalls
erniedrigte Werte vor Infektion und keinen Anstieg der Expression dieser Gene nach Infektion (Abb.
4.28 H und J). Die mGBP3 Expression (Abb. 4.28 1) zeigt in den LTBR” Tieren an Tag 7 p.i. einen
voriibergehenden minimalen 1,3-fachen Anstieg, danach sinken die Werte deutlich unter 1. Die
Expression von mGBP5 (Abb. 4.28 K) ist bereits in nicht infizierten LTBR'/' Tieren 20-fach gegeniiber
WT Tieren erhoht, sinkt bis Tag 12 p.i., steigt an Tag 14 p.i. wieder an (16-fach), um von Tag 30 p.i. bis
Tag 60 p.i. erneut zu sinken. Die Expression von mGBP7 sinkt in den WT Tieren nach Infektion
deutlich ab und bleibt auf diesem niedrigen Level (Abb. 4.28 L). In den LTBR” Tieren ist die mGBP7
Expression vor und nach Infektion im Vergleich zu den WT Tieren deutlich erniedrigt und es ist kein
Anstieg der Expression zu beobachten.

Zusammenfassend ist eine differentielle Expression der analysierten Gene zwischen WT und LTBR”
Tieren im Verlauf einer T. gondii Infektion auch in der Milz zu beobachten. LT8R’ Tiere weisen
tendenziell eine stark verminderte und zeitlich verzégerte Expression verschiedener immunrelevanter
Gene auf. Die Expression von IFN8 und IFNy ist ebenfalls reduziert und zeitverzégert in LT8R Tieren,

das erkldrt die fehlende/verminderte Expression der meisten mGBPs.
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Abb. 4. 28 A-L: Quantitative RT-PCR Analyse differentiell regulierter Gene in der Milz nach i. p. Infektion mit 40 Zysten T. gondii ME49 an
den Tagen 0, 7, 12, 14, 30 und 60 p. i. in WT und LTBR'/' Tieren. Die relative Genexpression nicht infizierter WT Tiere (Z'MCT) wurde als 1"
definiert und alle Genexpressionswerte auf diesen Wert bezogen. Werte < 1 stehen fiir eine Reduktion und Werte >1 fiir eine Stimulation
der Genexpression. Die Abbildungen zeigen den 2" Wert von: (A) IL-4 (B) LTa (C) LTB (D) iNOS (E) IFNB (F) IFNy (G) mGBP1 (H) mGBP2 (1)

mGBP3 (J) mGBP4 (K) mGBP5 (L) mGBP7. WT Tiere sind in schwarz und LTBR'/' Tiere in blau dargestellt. (n = 3; Anzahl der Versuche in
Triplikaten)
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5. Diskussion

Die Leber ist ein einzigartiges Organ, das die Fahigkeit besitzt sich nach Resektion oder Schadigung zu
regenerieren. Diese Funktion wird vorwiegend von reifen Hepatozyten ausgefiihrt, die sich
normalerweise nicht teilen (Koniaris et al., 2003). Die 70 %-ige Leberresektion stellt im Mausmodell
einen maximalen regeneratorischen Reiz dar. So kommt es bei ungestérter Regeneration zu einer
geordneten Abfolge von Regenerationsschritten. Diese fiihren (iber eine synchrone Progression eines
grolRen Anteils der reifen Leberzellen durch den Zellzyklus zur Wiederherstellung des urspriinglichen
Lebervolumens innerhalb weniger Tage (Fausto, 2001). Die Proliferation der Hepatozyten nach
partieller Hepatektomie ist eine wichtige Komponente der Leberregeneration, und jingste Studien
zeigten, dass Kernmitglieder der TNF/TNFR-Superfamilie eine wichtige Rolle bei regulatorischen
Prozessen des Leberwachstums bzw. der Leberregeneration nach partieller Hepatektomie (PHXx)
spielen. Anders et al. zeigten, dass LTPR-defiziente Mause ein vermindertes
Leberregenerationsvermogen besitzen und neben einer verminderten DNA-Synthese vermehrt
Nekrosen in der Leber und einen erhdéhten Anteil apoptotischer Hepatozyten im Vergleich zu WT
Tieren aufweisen (Anders et al., 2005). In dieser Arbeit konnte zunachst bestéatigt werden, dass der
Signalweg (iber den LTBR bzw. seine Liganden wichtig ist und eine Rolle in der Leberregeneration
nach PHx spielt: Tiere mit einer Defizienz im LTBR weisen eine signifikant niedrigere Uberlebensrate
von 60,9 % nach PHx auf wohingegen WT Tiere ein Uberleben von 87,8 % zeigen. Kontrovers zu der
Verdffentlichung von Anders et al. verhalten sich jedoch die Uberlebensraten. So zeigten diese ein
Uberleben der WT Tiere von 100 % und der LTBR'/' Tiere von ca. 40 % (Anders et al., 2005). Diese
Differenzen kdnnen zum einen in den experimentellen Tierzahlen begriindet liegen, da in dieser
Arbeit fiir WT Tiere n=33 und LTBR'/' Tiere n=41 Tiere eingesetzt wurden, wohingegen bei Anders et
al. nur 10 Tiere fur den Wildtypen und 9 LTBR'/' Tiere untersucht wurden. Zum anderen kann der
unterschiedliche Verlauf der Uberlebensraten an der Operationstechnik liegen, die das Uberleben
sowie die Wundheilung ebenfalls beeinflussen kann. Uberlebten LTBR” Tiere den Eingriff zeigten
diese eine suffiziente Regeneration und wiesen makroskopisch keine morphologischen Unterschiede
der regenerierten Lebermasse zu WT Tieren auf. Bereits wenige Stunden nach Verlust von
funktionellem Lebergewebe beginnen die ersten metabolischen Veranderungen, die zu einer
Hyperplasie der Hepatozyten, das heildt zu einer VergroRerung des Hepatozytenvolumens fiihren. Die

synchrone Teilung der normalerweise mitoseinaktiven Hepatozyten ist ein streng regulierter Prozess,
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denn die physiologische Lebermasse korreliert eng mit dem Koérpergewicht, wobei die Leber ca. 5 %
des Korpergewichtes ausmacht.

In dieser Arbeit konnten nach PHx in der regenerativen Phase zwischen Uberlebenden WT Tieren und
LTBR'/' Tieren, keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der KG/LG-Ratio festgestellt werden.
Uberlebten die Tiere den Eingriff, zeigten sowohl WT Tiere als auch LTBR'/' Tiere spatestens nach 10
Tagen eine beinahe vollstdandige Wiederherstellung der physiologischen Lebermasse.
Interessanterweise zeigen LTBR'/' Tiere im Vergleich zu WT Tieren keine verlangsamte Regeneration
nach PHx. Dass beide Genotypen 10 Tage nach PHx noch eine minimal, aber signifikant reduzierte
KG/LG-Ratio im Vergleich zu nicht operierten Tieren haben, liegt daran, dass nach der Resektion ein
Teilstlick der ligierten Leberlappen (distal der Ligatur) aus technischen Griinden in der Leber
verbleiben muss und daher beim Abwiegen der resezierten Leberlappen nicht in die Messung
eingeht. Eine mikroskopische Analyse nicht operierter LTBR'/' Tiere zeigte die bereits durch Futterer
et al., beschriebenen Lymphozyteninfiltrate (portal sinusoid) und eine durch extramedulldre
Hamatopoese gekennzeichnete Leber (Futterer et al., 1998). Eine extramedulldre Himatopoese steht
dabei im Zusammenhang mit chronischen myeloproliferativen Erkrankungen oder einer direkten
Schadigung des blutbildenden Knochenmarks, wobei es sich um eine Verdrangung der
physiologischen Himatopoese aus dem Knochenmarks handelt (Kim, 2010). Uberdies konnte in
dieser Arbeit die Leber der LTBR'/' Tiere durch stark erweiterte Sinusoide und eine Hyperzellularitat
charakterisiert werden. Die Regenerationsphase nach PHx war in beiden Genotypen durch einen
Anstieg von Mikroinfarkten und lymphozytdren Infiltraten im Lebergewebe und durch das Auftreten
von Fettvakuolen in den Hepatozyten gekennzeichnet, wobei das Ausmal} und das Auftreten von
Nekrosen bzw. apoptotischen Arealen in LTBR'/' Tieren 24 h bis 48 h Stunden nach PHx deutlich
gegenilber WT Tieren erhoht war. Diese Beobachtungen entsprechen denen von Anders et al. die
ebenfalls in LTBR'/' Tieren 48 h nach PHx ein erhdhtes Vorkommen von nekrotischen Arealen sowie
24 h bis 48 h nach PHx eine erhdhte Anzahl von apoptotischen Hepatozyten nachweisen konnten
(Anders et al., 2005). Das Entstehen von Fettvakuolen ist ein Anzeichen fir den Stress, der durch eine
funktionale Mehrbelastung des verbleibenden Lebergewebes und einer Verdnderung des portalen
Blutdrucks nach PHx entsteht (Vollmar et al., 1994). Insgesamt muss die portale Zirkulation
aufrechterhalten werden, obgleich die Leber nach PHx nur ein Drittel ihrer physiologischen
Lebermasse besitzt. Der Fluss des portalen Blutes erhoht sich dabei theoretisch um das Dreifache
(Michalopoulos, 2010). Morsiani et al. zeigten, dass es durch eine funktionale Mehrbelastung des
Leberparenchyms innerhalb weniger Stunden zu einer Einlagerung von Triglyzeriden kommt, die zu
einem Anschwellen der Hepatozyten fiihrt bzw. zur Bildung intrazellularer Vakuolen (blasenformige
Lipideinlagerungen) (Morsiani et al., 1995). Zudem wurde in anderen Studien eine Erhéhung der
Druck- und Scherkrafte bzw. Auswirkungen der portalen Mehrdurchblutung nach PHx beobachtet,

die charakteristische Veranderungen, wie u.a. Dilatation der sinusoidalen Strombahnen oder
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Disse’schen Raume und oOdematds geschwollene Hepatozyten mit Auflockerung der
Parenchymzellverbande, im Lebergewebe hervorrufen (Abshagen et al., 2008; Abshagen et al., 2006;
Um et al., 1994). Eine derartige Beobachtung konnte auch 24 h nach PHx in LTBR'/' Tieren gemacht
werden. LTBR” Tiere wiesen im Vergleich zu WT Tieren erweiterte LymphgefiRe auf, die mit
o6dematdsen Verdanderungen um die Portalfelder einhergingen und zeigten Gberdies Gewebsliicken
mit Ansammlungen von Zelltrimmern (hepatocyte dropouts).

TNFRp55-defiziente Tiere zeigen eine Inhibition in der DNA Replikation und eine Mortalitat von tber
50 % nach PHx (Yamada et al., 1997; Yamada et al., 1998). Eine erhohte Mortalitat der TNFRp55'/’
nach PHx konnte in der vorliegenden Arbeit ebenfalls gezeigt werden. TNFRp55'/' Tiere zeigten ein
Uberleben von 53 % und verstarben entgegen der Aussagen anderer Autoren innerhalb der ersten
44-48 h nach PHx, wohingegen WT Tiere ein Uberleben von 83,3 % aufwiesen und postoperativ an
den Tagen 3 bis 5 post PHx verstarben. Yamada et al. zeigten, dass TNFRp55’/' Tiere einen Defekt in
der Wiederherstellung der Lebermasse aufweisen und mindestens 2 Wochen postoperativ brauchen,
um den Verlust auszugleichen (Yamada et al., 1997). Dies widerspricht den Beobachtungen in dieser
Arbeit. Uberlebten TNFRp55'/' Tiere die PHx, zeigte sich kein Unterschied in der Wiederherstellung
der Lebermasse im Vergleich zu WT Tieren und es konnte 10 Tage nach PHx eine beinahe
vollstandige Wiederherstellung der physiologischen Lebermasse festgestellt werden. Lediglich 48 h
post PHx zeigten TNFRpSS’/' Tiere eine minimale, aber nicht signifikant reduzierte KG/LG-Ratio.
Dariiber hinaus, zeigten TNFRp55'/' Tiere im Vergleich zu WT Tieren bereits im nicht operierten
Zustand eine leicht verminderte, aber nicht signifikant unterschiedliche KG/LG-Ratio, aus der
eventuell Riickschliisse auf Probleme in der Regulation des Lebergewichtes bei diesen Genotypen
gezogen werden konnen. Histologisch wurden auch fir TNFRp55‘/‘ Tiere 24 h bis 30 h nach PHx ein
Auftreten von Fettvakuolen in den Hepatozyten beschrieben (Yamada et al., 1998) die mit den
multiplen Effekten von Zytokinen auf den Lipid Metabolismus zu tun haben (Hardardottir et al.,

1994), die jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter untersucht wurden.

Die molekularen Signale, die den Prozess der Leberregeneration kontrollieren sind u.a. Serum
Faktoren, Wachstumsfaktoren, Hormone und Nahrstoffe (Michalopoulos, 1990). Dabei ist die
Leberregeneration, induziert durch einen Verlust an Lebermasse viel mehr durch funktionale als
anatomische Faktoren beherrscht (Pahlavan et al., 2006). Eine regenerierende Leber muss die
Funktionen einer normalen Leber ausiiben, einschlieflich der Synthese der Enzyme, die fiir die

Albumin-Synthese, den Bilirubin-Metabolismus, Koagulations-Faktoren, der Detoxifikation und der
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Bildung von Galle verantwortlich sind, sowie die Aufrechterhaltung diverser biochemischer
Signalwege (Pahlavan et al., 2006). Fraglich ist, ob die Funktionalitat der Leber im Verlauf nach PHx
sowohl in LTBR'/' Tieren als auch in TNFRp55'/’ Tieren gegeben ist bzw. ob 10 Tage nach PHx die
regenerierte Leber beider Genotypen dem nicht operierten Zustand vor PHx entspricht. Kann die
Leber neben der Regeneration ihre eigentliche Funktion nicht mehr richtig ausiiben, werden Schaden
induziert. Heilen diese Schaden nicht effizient aus, verliert die Leber ihre Fahigkeit zur Regeneration
und es kann nach fulminantem Verlauf zu einem akuten Leberversagen kommen (Shimizu et al.,
2009). Demnach ist eine Beurteilung des Schweregrades des postoperativen Leberschadens
notwendig. Nach PHx kommt es sowohl in WT als auch in LTBR’/’ Tieren zu einem schnellen Anstieg
der Lebertransaminasen AST und ALT, die als MaR fiir eine Leberschadigung dienen. Dies bestatigen
Anders et al. die nach PHx erhdhte AST Werte in LTBR'/' Tieren feststellen konnten und wird auch von
Tumanov et al. unterstitzt, die ebenfalls in WT und LTBR'/' Tieren 24 h und 48 h nach PHx einen
massiven Anstieg in den Transaminasen AST und ALT beschreiben (Tumanov et al., 2009). Ein Anstieg
der Lebertransaminasen liegt laut Tumanov et al. daran, dass es wie bereits beschrieben, zu einem
Anstieg von nekrotischen Arealen und Apoptose der Hepatozyten kommt (Tumanov et al., 2009). Das
Stoffwechsel-Enzym LDH kommt in fast allen Zellen und Organen vor, frei im Blut allerdings nur in
sehr geringer Konzentration. Findet man erhdhte LDH-Werte im Blutserum, kann dies darauf
hinweisen, dass die Leber geschadigt ist (Kotoh et al., 2008). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden,
dass der Anstieg der Lebertransaminasen von einem Anstieg der LDH-Werte begleitet wird, die in
LTBR'/' Tieren auffallend hoch sind. Uberlebende LTBR'/' Tiere zeigen keine dauerhaft erhdhten
Transaminasen oder LDH Werte, das ldsst vermuten, dass die fehlenden LTBR-vermittelten
Signalwege in diesen Tieren kompensiert werden konnen. Der Bilirubinspiegel nach PHx ist im
Vergleich zu WT Tieren in LTBR'/' Tieren deutlich reduziert. Dariiber hinaus zeigen LTBR'/’ Tiere eine
weniger effiziente Koagulation, da ihre Prothrombinzeit und das Prothrombin postoperativ im
Vergleich zu WT Tieren vermindert sind. Eine Schadigung der Hepatozyten bzw. eine entziindliche
Reaktion in der Leber kann zu einer Proliferation des Gallengangendothels fiihren und koénnte die
deutlich erh6hten ALP Werte erklaren, die die LTBR'/' Tiere insbesondere 24 h, 48 h und 240 h post
PHx aufweisen. Weil Thrombozyten friih nach einem akuten Schaden mit Endothelzellen interagieren
wird auch ihnen eine Rolle in der Initiation der Leberregeneration zugeschrieben (Lesurtel et al.,
2006). Thrombozyten und Leukozyten im zirkulierenden Blut und in der Anwesenheit von
Kupfferzellen sind notwendig fir eine effiziente regenerative Antwort der Leber (Taub, 2004). Eine
Analyse des Blutbildes wies bereits im nicht operierten Zustand in LTBR'/' Tieren einen signifikant
erhohten Leukozytentiter im Vergleich zu nicht operierten WT Tieren auf und auch postoperativ
konnte ein Anstieg in der Leukozytenzahl beider Genotypen verzeichnet werden. Zudem war der

Thrombozytentiter 12 h und 24 h post PHx in WT Tieren signifikant gegeniiber LTBR’/' Tieren erhoht.
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Diese Ergebnisse unterstiitzen die These, dass in LTBR'/' Tieren die Beeintrachtigung der
Leberfunktion nach PHx nicht effizient kompensiert werden kann.

Eine Beurteilung der postoperativen Leberschaden in TNFRp55'/' Tieren durch Shimizu et al. zeigte
ebenfalls einen Anstieg in der Lebertransaminase ALT nach PHx, der jedoch vergleichbar mit WT
Tieren war und sich bereits 96 h nach PHx erholt hat (Shimizu et al., 2009). Diese Beobachtung
konnte nur bedingt bestdtigt werden, da die Transaminase ALT in TNFRp55’/’ Tieren nur eine
minimale Erhéhung in den ersten Stunden nach PHx, jedoch insgesamt eine verminderte ALT
Aktivitdt im Vergleich zu den WT Tieren zeigte und dariiber hinaus nach 48 h wieder an stieg. Auch
die AST Aktivitdt war zwar erhoht, aber insbesondere 24 h nach PHx signifikant vermindert im
Vergleich zu WT Tieren und liel ebenfalls einen erneuten Anstieg 48 h nach PHx in den TNFRp55'/'
Tieren erkennen. Zudem konnte postoperativ ein deutlicher Anstieg in der LDH-Werte beobachtet
werden, die sich wie zuvor bei den LTBR'/' Tieren beschrieben, deutlich von den WT Tieren
unterscheiden und starker erhohte Werte aufweisen. Erst 240 h nach PHx konnten in allen
Parametern vergleichbare Werte zu nicht operierten WT und TNFRp55'/’ Tieren gefunden werden.
Auffallig ist zudem, dass die Messung des Prothrombin bereits signifikant vor und nach PHx
vermindert in TNFRp55’/’ Tieren vorliegt und sich deutlich von den WT Tieren unterscheidet.
Hypothetisch lassen generell verminderte Prothrombinwerte auf eine verminderte Syntheseleistung
der Leber schlieBen, die mit einer beeintrachtigten Wundheilung assoziiert sein kann. Eine
Schadigung der Hepatozyten bzw. eine entziindliche Reaktion in der Leber mit deutlich erhdhten ALP
Werten wurde fir TNFRp55’/’ Tiere durch Shimizu et al. beschrieben, der einen auffallenden Anstieg
96 h und 168 h nach PHx verzeichnete. Die ALP Werte unterschieden sich dabei signifikant von den
nur leichten ansteigenden Werten in WT Tieren (Shimizu et al., 2009). In der vorliegenden Arbeit
konnte ebenfalls ein Anstieg der ALP in WT und TNFRp55'/' Tieren beobachtet werden. Anders als bei
Shimizu et al. beschrieben, liegen erhéhte ALP Werte bereits 6 h nach PHx vor und steigen bis 24 h
nach PHx weiter an. TNFRp55'/' Tiere zeigen hierbei signifikant erhohte Werte gegeniiber den WT
Tieren und weisen auch 240 h nach PHx noch eine erhéhte ALP auf. Der in der Literatur nach PHx in
WT Tieren beschriebene Anstieg der Thrombozyten- und Leukozytenzahlen im zirkulierenden Blut
(Taub, 2004) scheint ebenfalls durch eine Defizienz im TNFRp55 gestort bzw. verzogert. Wohingegen
es in WT Tieren 12 h und 24 h nach PHx zu einem Anstieg der Thrombozytenzahlen kommt, fallen
diese in TNFRp55’/’ Tieren ab und lassen erst 48 h und 240 h nach PHx einen erneuten Anstieg
erkennen, der mit einem Anstieg der Leukozytenzahlen einhergeht. Dies kdnnte einen Hinweis
darauf geben, warum die ersten 48 h postoperativ in TNFRp55'/' Tieren besonders kritisch sind, und
dass neben der Regenerationsfahigkeit auch die Kompensation der beeintrachtigten Leberfunktionen

nach PHx in den TNFRp55'/’ Tieren im Vergleich zu den WT Tieren gestort ist.
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Die Zytokinantwort nach PHx ist relativ gut charakterisiert und umfasst die Sekretion von
verschiedenen pro-inflammatorischen Zytokinen (IL-1B, IL-6, TNF und TGFa). Zu der wichtigsten
Funktion der Zytokine gehdrt die Induktion von Akute-Phase-Proteinen, die fiir die Initiierung der
Leberregeneration in der Primingphase nach PHx durch TNF und IL-6 von Bedeutung sind (Fausto,
2000, 2006) und sowohl die Apoptose als auch das Uberleben der Hepatozyten regulieren (Cressman
et al., 1996; Fausto et al., 2006; Michalopoulos, 2007; Taub, 2004; Yamada et al., 1997). IL-6 ist ein
gut studiertes Zytokin mit einer signifikanten Rolle in der Hepatozyten-vermittelten Regeneration,
das die Translokation von STAT3 induziert (Cressman et al., 1996). TNF reguliert zusammen mit IL-6
die Akute-Phase-Antwort, es reguliert und fungiert als kritischer und starker Mediator von
Entziindungen, Zellschaden, Apoptose und Wundheilung. Neben der Initiation der Leberregeneration
durch IL-6 und TNF konnten Tumanov et al. zeigen, dass es ca. 12 h nach PHx zu einer Infiltration von
Lymphozyten in die Leber kommt und dass auf der Oberfliche von diesen infiltrierenden T-Zellen
exprimiertes LTB (LTa;B,) essentiell fir eine effiziente Leberregeneration ist (Tumanov et al., 2009).
Insgesamt wurde bewiesen, dass die Expression von LT auf T-Zellen zu einer Interaktion T-Zellen mit
LTBR-exprimierenden Hepatozyten fihrt, und in diesen die Produktion von IL-6 induziert, welches
wiederum STAT3 aktiviert zu einem besseren Uberleben nach akutem Leberschaden fiihrt (Tumanov
et al., 2009). Eine erhéhte bzw. differentiell regulierte Expression der genannten Zytokine konnte
auch im vorliegenden Modell nachgewiesen werden, so liel8 sich ein nach PHx erwarteter Anstieg der
im Blut zirkulierenden Mengen von IL-6 und TNF in WT und LTBR'/' Tieren nachweisen. Wahrend die
IL-6 Konzentration bereits 6 h post PHx in LTBR'/' Tieren um das 8-fache erhdht war, stieg die TNF
Konzentration leicht verzogert 12 h post PHx an (5-fach). Im Wildtypen ist die Ausschlttung beider
Zytokine jedoch insgesamt stdrker, da es 12 h post PHx zu einem 9-fachen Anstieg der IL-6
Konzentration und einem 100-fachen Anstieg der TNF Konzentration kam. Dass der LTBR eine Rolle in
der Induktion von IL-6 spielt, wurde erstmals durch Tumanov et al. beschrieben, die zeigten, dass
LTBR- und TNFRp55-vermittelte Signale fir die IL-6 Produktion nach PHx notwendig sind (Tumanov et
al., 2009). In der vorliegenden Arbeit war jedoch (berraschend, dass LTBR'/' Tiere bereits im
unbehandelten Zustand eine starkere Expression von IL-6 und TNF im Vergleich zu den WT Tieren
aufwiesen. Demnach galt es zu untersuchen, ob LTBR‘/‘ Tiere ein generell verandertes Zytokinprofil
besitzen bzw. ob oder wie sich deren Zytokinexpression nach PHx verdandert. Eine Studie von Ruddell
et al. konnte bereits Verdnderungen in der Zytokinexpression von LTBR'/' Tieren nachweisen. Es
wurde gezeigt, dass in unbehandelten LTBR” Tieren die Zytokinkonzentrationen 2- bis 3-fach héher
als in WT Tieren sind und diese Tiere nach einem Choline-Deficient, Ethionine-supplemented (CDE)-
induziertem Leberschaden Defekte in der Produktion von LTB, TNF und IFNy zeigen (Ruddell et al.,
2009).
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Eine Analyse diverser Zytokine, Chemokine und Akute-Phase-Proteine mittels Mouse Cytokine Array
betatigte diese Aussage nur zum Teil. Die Spiegel der analysierten Zytokine nicht operierter LTBR’/’
Tiere waren im Vergleich zu nicht operierten WT Tieren generell erhéht. 12 h und 24 h nach PHx
verschob sich das Zytokinprofil beider Genotypen, so dass LTBR'/' Tiere im Vergleich zu WT Tieren
deutlich niedrigere Spiegel flr diverse Zytokine (wie u.a. IL-4, C5a, IFNy, CCL1, IL-3, IL-4, IL-12p70, IL-
16, CXCL10, CXCL11 und MIP-2) zeigten. Interessanterweise fuhrt laut Literatur u.a. die Sezernierung
von IL-4 nach PHx zu einer Rekrutierung von Eosinophilen, die die Proliferation von Hepatozyten
induzieren (Goh et al., 2013). Eine fehlende IL-4 Produktion fihrt zu einer verminderten Produktion
von IgM, das fir die Aktivierung des Komplementsystems und somit fiir eine effiziente
Leberregeneration von Bedeutung ist (DeAngelis et al., 2012). Weil Komplement auch die Induktion
von IL-6 reguliert (Strey et al.,, 2003) konnten DeAngelis et al. zeigen, dass in IL-47 Tieren eine
reduzierte Komplementaktivierung zu einer niedrigeren IL-6 Induktion und damit zu Stérungen in der
Primingphase der Leberregeneration und insgesamt zu Defekten in der Hepatozytenproliferation
flhrt (DeAngelis et al., 2012). Da sich erst 48 h nach PHx, das heift zeitlich verzogert, die LTBR'/' Tiere
ihrem urspriinglichen Zytokinprofil wieder annahern, wohingegen WT Tiere bereits 24 h nach PHx ihr
Zytokinprofil wieder vergleichsweise normalisiert haben, wurde hier gezeigt, dass sich LTBR’/’ Tiere
vor und nach PHx in ihrem Zytokinprofil gegenliiber WT Tieren grundsatzlich unterscheiden. Die
insgesamt verminderte Zytokinexpression in LTBR’/' Tieren nach PHx kann ein Hinweis auf einen
Defekt in der Induktion essentieller Zytokine und Chemokine in der Primingphase der
Leberregeneration sein. Dieser Defekt bzw. die Deregulation des Zytokinprofils nach PHx kann zudem
eine weitere Ursache fir die kritische postoperative Phase und das Sterben der LTBR'/'Tiere sein.

Flir Tiere mit einer Defizienz im TNFRp55 wurde bereits beschrieben, dass sie verminderte IL-6
Konzentrationen, eine Inhibition in der STAT3 Aktivierung und Defekte in der Leberregeneration
zeigen (Shimizu et al., 2005; Yamada et al., 1997). Demnach ist eine durch TNF-Rezeptoren
vermittelte Signaltransduktion fiir einen IL-6-mediierten Signalweg essentiell fur die Initiierung der
Leberregeneration (Yamada et al., 1997). Diese Beobachtung konnte durch eine Analyse der
Zytokinantwort von TNFRp55'/' Tieren nur bedingt bestatigt bzw. widerlegt werden. Im Rahmen der
Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl TNFRP557 Tiere als auch WT Tiere einen vergleichbaren
IL-6 Anstieg 12 h nach PHx aufweisen. Des Weiteren zeigen TNFRP557 Tiere einen deutlichen Anstieg
von IL-6 24 h post PHx, der signifikant gegenlber WT Tieren erhéht war. Was zu diesem massiven
Anstieg von IL-6 in TNFRpSS'/' Tieren 24 h nach PHx fiihrt, bleibt unklar, da sowohl Shimizu et al. als
auch Yamada et al. einen gegensatzlichen Verlauf im Serum IL-6 zeigen: Shimizu et al. zeigten einen
vergleichbaren Verlauf der IL-6 Werte in WT und TNFRp55'/'Tieren, mit einem Peak 6 h post PHx und
konnten aber eine generell verminderte IL-6 Produktion in TNFRp55'/' Tieren nachweisen (Shimizu et

al., 2005).
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Bei Yamada et al. zeigten WT Tiere bereits 2 h post PHx einen massiven Anstieg von IL-6, der bereits 5
h post PHx wieder dem Ausgangswert vor PHx entspricht. Auch hier konnte in TNFRp55'/' Tieren kein
direkter Anstieg der IL-6 Konzentration im Serum gemessen werden (Yamada et al., 1998). Im Serum
gemessenes IL-6 gibt moglicherweise nur einen Hinweis auf die eigentlich relevanten Zytokinspiegel
in der Leber nach PHx, aulerdem konnten sie durch Parameter wie u.a. die OP-Technik, Mauslinie
oder das Alter der Versuchstiere beeinflusst werden. Im Vergleich nicht operierter WT Tiere mit nicht
operierten TNFRp55'/' Tieren hinsichtlich der TNF Expression lieR sich eine signifikant erhohte
Produktion von TNF in den TNFRp55'/' Tieren dokumentieren. 12 h nach PHx zeigten WT Tiere zwar
einen 100-fachen Anstieg von TNF, TNFRp55'/’ Tiere dagegen nur eine Verdopplung ihres absoluten
TNF Spiegels, dieser ist jedoch auf Grund der bereits vor PHx erhéhten Werte in den TNFRp55'/'Tiere
insgesamt deutlich erhéht. Diese Beobachtung wurde zuvor auch durch Yamada et al. beschrieben,
die dariiber hinaus auch eine erhohte Expression der TNF mRNA in TNFRp55'/' Tieren mittels
guantitativer RT-PCR nachweisen konnten (Yamada et al., 1998). Unklar bleibt, ob eine erhéhte
Konzentration von TNF ursachlich fur das friihe Sterben der TNFRp55'/' Tiere nach PHx ist, da
hepatisches TNF, das zwar einerseits essentiell fir eine effiziente Leberregeneration ist und dem eine
Rolle in der Wundheilung zugesprochen wird (Akerman et al., 1992) auch moglicherweise eine
schadigende Rolle durch die Induktion einer unkontrollierten inflammatorischen Antwort
zugesprochen wird (Horn et al.,, 2000). Eine weitere Stérung der Leberregeneration in TNFRp55'/'
Tieren wird moglicherweise durch eine vermehrte Ausschittung von IL-1B induziert. IL-1B kdnnte
eine wichtige Rolle spielen, da es u.a. bei septischen Zusténden stark erhoht ist und eine signifikante
Inhibition der Hepatozytenproliferation bewirken kann (Furutani et al., 1995). Wohingegen LTBR'/'
Tiere und WT Tiere nach PHx nur einen leichten Anstieg von IL-1B aufwiesen, zeigten TNFRp55'/'
Tiere besonders 12 h nach PHx einen deutlichen Anstieg von IL-1B im Serum. Eine Analyse weiterer
Zytokine und Chemokine mittels Mouse Cytokine Array zeigte in TNFRp55'/' Tieren zwar im Vergleich
zu WT Tieren eine verzogerte Zytokinantwort, die erst 48 h nach PHx induziert wurde, aber
hinsichtlich ihrer Expressionsstarke den WT Tieren Uberlegen ist. Lediglich ein Defekt in der
Produktion der Zytokine IFNy, IL-2 und CXCL13 konnte in TNFRp55'/' Tieren nachgewiesen werden.
Insgesamt zeigen TNFRp55'/' Tiere, dass es nach PHx zu einer verzogerten, aber starken
Zytokinantwort kommt, die allerdings einer unkontrollierten inflammatorischen Antwort gleicht und

sich negativ auf das Uberleben nach PHx auswirken kann.
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Die Leberregeneration nach PHx fiihrt zu einer synchronen Proliferation von Hepatozyten und kann
somit eine schnelle Restoration der Lebermasse herbeifiihren. Ein Verstandnis fur die Mechanismen
die diesen komplexen Prozess regulieren, ist von grofRer klinischer Bedeutung. Microarrayanalysen
haben gezeigt, dass massive Veranderungen der Genexpression mit einer PHx einhergehen und dass
diese Verdnderungen bereits deutlich vor der eigentlichen DNA Replikation stattfinden (Li et al.,
2009). Durch Microarrays konnen genomweite Interaktions- und Regulationsnetzwerke analysiert
werden, auch in komplexen in vivo Modellen, wie die Leberregeneration nach 70 %-iger PHx in der
Maus. Da bereits durch Tumanov et al. gezeigt wurde, dass es im Mausmodell ca. 12 h nach einer
PHx zu einer Infiltration von Lymphozyten in die Leber kommt und auf der Oberflache von T-Zellen
exprimiertes LTB (LTa,B,) essentiell fiir eine effiziente Leberregeneration ist (Tumanov et al., 2009),
wurde dieser Zeitpunkt flr eine Microarrayanalyse gewahlt, um LTBR-regulierte Gene, die relevant
flir die Leberregeneration nach PHx sind, zu identifizieren. Es ist beschrieben, dass die
Leberregeneration nach einem Verlust von funktionaler Lebermasse aus drei fundamentalen Phasen
besteht: Die Initiations- oder Primingphase Oh bis 12 h post PHx, die Proliferationsphase 12 h bis 72 h
nach PHx und die Terminationsphase 72 h bis 168 h nach PHx (Fausto, 2000). Der regenerative
Prozess involviert dabei die Aktivitdt von hunderten von Genen und die Aktivierung vieler Signalwege
(Li et al, 2009). In der Primingphase werden u.a. Gene exprimiert, die eine Funktion als
Transkriptionsfaktoren, in Signalwegen, als Hormone, Zytokine oder Wachstumsfaktoren haben
(Jiang et al, 2011; Li et al, 2009). Die Proliferationsphase zeigt die meisten auffalligen
Veranderungen 12 h post PHx, die mit einer Herunterregulation von Genen assoziiert ist, die eine
Funktion im Lipid Metabolismus haben bzw. durch eine Hochregulation von Genen, die eine Rolle in
der Zell-Zell-Adhasion (White et al., 2005) und Angiogenese einnehmen (Li et al., 2009). In der Ratte
wurden 12h bis 18 h nach PHx 122 Gene beschrieben die stark hochreguliert eine Funktion als Akute-
Phase-Protein haben, involviert in der extrazelluldren Matrix sind oder als ribosomale Proteine und
Serin-Proteasen fungieren (Fukuhara et al.,, 2003). Stark herunterreguliert lag u.a. die Alkohol-
Dehydrogenase vor sowie BAT, ein Leberenzym das die Konjugation von Gallensalzen mit Glycin und
Taurin katalysiert und 6 h bis 12 h nach PHx vermindert vorliegt (Furutani et al., 1995). 30 h nach PHx
werden in der Maus Gene exprimiert, die eine Funktion im Zellzyklus bzw. in der DNA-Replikation
haben (Li et al., 2009). Dies ist nicht verwunderlich, da es u.a. in der Ratte 24-36 h post PHx zum Peak
in der Mitose der Hepatozyten kommt (Jiang et al., 2011). Hingegen ist die Terminationsphase durch
eine Expression von Genen charakterisiert, die assoziiert sind mit Zelldifferenzierung, Translation und

der extrazelluldren Matrix.
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Eine erste Transkriptomanalyse mittels Microarray in dieser Arbeit konnte nach einem Ausschluss
von differentiell regulierten Genen, die nicht unmittelbar an der Leberregeneration beteiligt sind,
insgesamt 4.470 Gene identifizieren, die 12 h nach PHx in hepatektomierten WT und
hepatektomierten LTBR'/' Tieren differentiell reguliert wurden. 5.585 Gene waren 12 h postoperativ
nur im Wildtypen differentiell reguliert und 3.836 Gene nur in LTBR'/' Tieren. Eine Gene Ontology
(GO) Analyse ergab, dass Gene, die eine Funktion in der Transkription und Genexpression bzw. in der
Regulation der Transkription und Genexpression haben, nur im Wildtypen (iberreprasentiert sind,
wohingegen Gene, die an der Regulation von metabolischen Prozessen beteiligt sind, und Gene, die
eine Funktion in der Nukleotid Bindung bzw. in Organellen ausiiben, in beiden Genotypen reguliert
vorgefunden werden. Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass WT Tiere 12 h nach PHx Gene
exprimieren, die eine Funktion in der Transkription bzw. der Expression haben bzw. diese regulieren,
wohingegen LTBR'/' Tiere hier Defekte zu haben scheinen. Nach PHx missen die Restlebern beider
Genotypen metabolisch reagieren. Demnach ist es nicht Uberraschend, dass sowohl WT als auch
LTBR'/' Tiere Gene induzieren, die an der Regulation von metabolischen Prozessen beteiligt sind, da
LTBR” Tiere im Normalzustand (vor PHx) eine normale Leberfunktion aufweisen. Bestitigt wird dies
durch die Literatur, da Jiang et al. in der Ratte zeigen konnten, dass 2-168 h nach PHx metabolische
Gene differentiell exprimiert bzw. reguliert werden (Jiang et al., 2011).

In einem weiteren Microarray (12 h nach PHx), konnten nach dem Ausschluss differentiell regulierter
Gene, die nicht unmittelbar an der Leberregeneration beteiligt sind, in hepatektomierten WT und
hepatektomierten LTBR'/' Tieren 209 differentiell regulierte Gene identifiziert werden, die eine
Anderung in der Genexpressionsstirke um den Faktor > 1,5 aufwiesen. Hervorzuheben sind 54
differentiell regulierte Gene, die an der Leberregeneration beteiligt und LTBR-abhéngig sind (Gruppe
B, blau). Durch eine weitere GO Analyse konnten 35 dieser am starksten differentiell regulierten 54
Gene den GO-Termini Metabolismus, Strukturgen, Regulator/Inhibitor, Wachstumsfaktor oder
Koagulationsfaktor zugeordnet werden. Die Uberreprasentierten GO-Termini, die in der Gruppe der
an der Leberregeneration beteiligten und LTBR-abhdngigen differentiell regulierten Gene vertreten
sind, wurden in einer weiteren Pathway Analyse dem Cholesterinmetabolismus bzw. der Fettsdure-
Biosynthese, und der Regulierung der Koagulation zugeordnet. Dies wiederlegt die Aussage von Li et
al., die nur 4 h nach PHx Gene nachweisen konnten, die am Cholesterinmetabolismus bzw. an der
Cholesterinbiosynthese beteiligt sind (Li et al., 2009). Dass WT und LTBR'/' Tiere 12 h nach PHx keine
Expression diverser, an der Leberregeneration beteiligten Zytokine oder Transkriptionsfaktoren
aufwiesen, kann damit begriindet werden, dass der Zeitpunkt 12 h nach PHx zwar relevant fiir die
LTBR-abhangige Leberregeneration ist (Tumanov et al., 2009), aber hinsichtlich einer differentiellen
Regulation von Transkriptionsfaktoren oder Zytokinen zu spat gewahlt ist, da diese bereits zu
friiheren Zeitpunkten nach PHx eine Rolle spielen. Insgesamt konnten 12h nach PHx keine LTBR-

regulierten an der Leberregeneration beteiligten Schlisselfaktoren (wie u.a. NF-kB) nachgewiesen
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werden. Dennoch konnte gezeigt werden, dass der LTBR eine Rolle im Cholesterinmetabolismus, der

Regulierung der Koagulation bzw. eine generellen Einfluss in metabolischen Prozessen nach PHx hat.

Die im Microarray am starksten differentiell regulierten Gene, die eine Funktion in der
Leberregeneration haben und LTBR-abhangig sind, lassen sich wie folgt definieren: Murinoglobulin 2
(Mug2), Aldehyd Dehydrogenase 1, Familie L1 (Aldh1l1), Diacylglycerol Kinase theta (Dgkq) und
Zellzyklus Wechsel Gen (G0S2). Zum einen wurde untersucht, ob es auch zu weiteren Zeitpunkten
post PHx zu einer veranderten Genexpression der zum Zeitpunkt 12 h am starksten differentiell
exprimierten Gene kommt. Zum anderen wurde das Expressionsprofil weiterer postulierter, fiir die
Leberregeneration relevanter Gene in WT und LTBR'/' Tieren untersucht. Die Expression des im
Microarray am starksten differentiell regulierten Gens Mug2 wurde unabhdngig durch eine
guantitative RT-PCR bestétigt und wies in LTBR‘/‘ Tieren neben der verminderten Expression 12 h
nach PHx, speziell 6 h nach PHx eine 50-fach verminderte Expression im Vergleich zu WT Tieren auf.
Auch fir TNFRp55'/' Tiere konnte ein Ausbleiben einer Expression der Mug2 mRNA zu diversen
Zeitpunkten nach PHx gezeigt werden. Mug2 gehdrt neben Mugl und Mug3 zur Familie der a2-
Makroglobuline, die zu den Proteinen der Akuten-Phase gehoren, IL-6-abhangig reguliert werden und
als Murinoglobuline nur in Madusen vorkommen (humanes Homolog: a-2-Makroglobulin) (Umans et
al., 1999). Diese Proteine verfiigen neben ihrer Funktion als Protease-Inhibitoren (protease
scavenger) noch Uber die Fahigkeit Zytokine (wie u.a. TNFa, IL6 und LTB) zu binden (l/kari et al., 2001).
Mugl zeigte 24 h und 48 h nach PHx eine verminderte Expression in den LTBR'/' Tieren, wohingegen
WT Tiere insbesondere 24 h nach PHx eine bis zu 8-fach erhéhte Induktion aufwiesen. Umans et al.,
zeigten u.a., dass Mugl-defiziente Tiere ein vermindertes Uberleben nach einer CDE-induzierten
Pankreatitis und vermehrt Schadigungen der Leber aufwiesen, die durch Nekrosen, vakuolisierten
Hepatozyten und inflammatorische Infiltrate kennzeichnet waren (Umans et al., 1999). Demnach
scheint Mugl eine wichtige Rolle als Protease-Inhibitor und Zytokin-Carrier zu haben. Im Rahmen
dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass die Expression von Mug3 in LTBR'/‘ Tieren 12 h
post PHx um das 40-fache erhoht war, wohingegen die Expression von Mug3 in WT Tieren nur 11-
fach erhoht vorlag. Warum die Expression von Mug3 markant in LTBR'/' Tieren induziert wird ist
unklar, da beschrieben wurde, dass eine Inaktivierung des Mugl Gens keine erhdhte Expression der
anderen Murinoglobulin Isoformen induziert (Lorent et al., 1994; Overbergh et al., 1994; Overbergh
et al., 1991) und daher eine mogliche Kompensation einer Mugl und Mug2 Defizienz in LTBR'/' Tieren
durch eine erhéhte Mug3 Expression weitestgehend ausgeschlossen erscheint. Es scheint jedoch,

dass speziell Mug2 eine wichtige Rolle in der LTBR-abhangigen Leberregeneration spielt und daher
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Gegenstand zukiinftiger Untersuchungen sein muss. TNF und Lymphotoxin gehdren zur gleichen
Familie von strukturell verwandten Zytokinen (Smith et al., 1994). Das LTa Homotrimer bindet wie
TNF den TNFRp55 und TNFRp75 Rezeptor, wohingegen das LTP Heterotrimer den LTBR bindet
(Hehlgans and Pfeffer, 2005). Die Expression von TNF und IL-6 gehdrt zu den wichtigsten
Komponenten der friihen Primingphase der Leberregeneration. In der vorliegenden Arbeit ist die
Expression von TNF in LTBR'/' Tieren im Vergleich zu WT Tieren erhéht (4- bis 8-fach) und erfolgt
friher (6 h post PHx). In den WT Tieren weist die TNF mRNA erst 24 h post PHx einen 4-fachen
Anstieg in der Expression auf, die mit einer Induktion der NF-kB mRNA einhergeht. Demzufolge kann
nach PHx auf mRNA Ebene eine gesteigerte Produktion von TNF in LTBR’/' Tieren nachgewiesen
werden, welche zu einer frilhen Aktivierung von NF-kB fiihrt. Es wurde bereits durch Yamada et al.
gezeigt, dass TNFRp55'/’ Tiere einen Defekt in der Expression der IL-6 mRNA aufweisen, wohingegen
WT Tiere einen Anstieg der IL-6 Expression bereits 4 h postoperativ aufweisen (Yomada et al., 1997).
Eine 3-fach erhohte Expression der IL-6 mRNA konnte auch in der vorliegenden Arbeit in WT Tieren
nachgewiesen werden und bestéatigt die Beobachtungen von Yamada et al.. Im Gegensatz dazu,
zeigten LTBR’/’ Tiere bereits 6 h nach PHx eine 5-fach erhéhte und 48 h nach PHx eine 11-fach
erhohte Expression der IL-6 mRNA. Ein Defekt in der Expression von IL-6 ist in LTBR'/'Tieren demnach
nicht gegeben. Tumanov et al. konnten zeigen, dass die Expression von LT durch T-Zellen zu einer
Interaktion von LT/LTBR fiihrt, die eine Produktion von IL-6 induziert, STAT3 aktiviert und zu einem
besseren Uberleben nach akutem Leberschaden fihrt (Tumanov et al., 2009). In dieser Arbeit konnte
ein Anstieg von STAT3 auf Transkriptionsebene nur 48 h postoperativ in WT Tieren nachgewiesen
werden. In LTBR'/’ Tieren lieR sich, wie bereits erwdhnt, ein Anstieg in der Expression von IL-6 zwar
identifizieren, jedoch bleibt unklar welche Mechanismen diesem Anstieg zugrunde liegen, da ein
Anstieg in der Expression der STAT3 mRNA ausblieb. Interessanterweise wies die Expression der
Trim30a mRNA, 6 h post PHx in WT Tieren eine um den Faktor 3000 deutlich stimulierte Induktion
auf, wohingegen LT[%R'/‘ Tiere eine deutlich verminderte Expression zeigten. Trim30a gehort zur
Familie der tripartite-motif (TRIM) Proteine die involviert sind in der Regulation der Zellproliferation,
Differenzierung, Entwicklung, Onkogenese und Apoptose (Nisole et al., 2005). Studien haben gezeigt,
dass TRIM Familienmitglieder eine kritische Funktion in der angeborenen Immunantwort haben.
Zudem wiesen Shi et al. als auch Wimmer et al. nach, dass TRIM30a als negativer Regulator der TLR-
induzierten NF-kB Aktivierung ein Zielgen des LTBR Signalweges ist und eine LTBR-induzierte
TRIM30a Expression die Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen inhibiert sowie negativ mit
der TNF Expression korreliert (Shi et al., 2008, Wimmer et al., 2012). Die verminderte Expression von
Trim30a nach PHx in LTBR'/' Tieren kann daher die erhohte Expression der TNF mRNA nach PHx
erklaren, die wiederum die beschriebene, leicht erhéhte Expression der IL-6 mRNA in LTBR'/' Tieren
erklaren konnte. Des Weiteren kdonnte die verminderte Expression von Trim30a auch die erhéhten

Werte von TNF und IL-6 im Serum von LTBR” Tieren erklaren.
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Entgegen den Beobachtungen von Anders et al., die einen Anstieg in der Expression der LTao mRNA 4
h post PHx und ein Abfallen 12 h nach PHx zeigten, konnte in dieser Arbeit lediglich 24 h postoperativ
ein 3-facher Anstieg der LTa Expression in WT Tieren identifiziert werden (Anders et al., 2005).
Dariiber hinaus wurde in dieser Arbeit zum erstem Mal beschrieben, dass LTBR'/' Tiere 6 h
postoperativ einen 3-fachen Anstieg der LTa mRNA zeigen, der 12 h und 24 h nach PHx absinkt und
nach 48 h post PHx wieder ansteigt. Des Weiteren zeigte Anders et al. eine relativ konstante
Expression der LT mRNA in WT Tieren mit einem kleinen Anstieg 12 h post PHx (Anders et al., 2005).
Entgegen dieser Beobachtung wurde in dieser Arbeit eine eher verminderte Expression der LTB
mRNA nach PHx nachgewiesen. Lediglich 6 h postoperativ konnte ein leichter Anstieg in der
Expression von LT in LTBR'/' Tieren verzeichnet werden, der im weiteren Verlauf eine mit WT Tieren
vergleichbar verminderte Expression aufwies. Die Expression von Aldhlll, dem eine Rolle im
Metabolismus zugeordnet wird (Katalyse der Konversion von 10-Formyltetrahydrofolat im Glycin-
Stoffwechsel) liel§ in den LTBR'/' Tieren nach PHx einen Anstieg erkennen, der 48 h nach PHx um das
25-fache erhéht war. WT Tiere zeigen lediglich 12 h nach PHx einen kurzfristigen 7-fachen Anstieg
der Aldh1l1 mRNA. Das transkriptionelle Profil der WT Tiere hinsichtlich der Aldh1l1 Expression ist
kongruent mit den in der Literatur aufgefiihrten Daten. Fukuhara et al. bewiesen, dass die Aldehyd-
Dehydrogenasen (ALDH), zu der auch die Aldhlll gehort, 48 h bis 72 h nach PHx im WT
herunterreguliert werden (Fukuhara et al., 2003). Gene denen eine Funktion im Zellzyklus oder in der
Zellproliferation zugeordnet wird, wurden in beiden Genotypen differentiell reguliert vorgefunden.
GOS2 fiuhrt dazu, dass die Hepatozyten aus der Ruhephase (GO) in die G1-Phase Gbertreten und den
Zellzyklus stufenweise durchlaufen (Nagino and Nimura, 2001). In dieser Arbeit konnte nur 6 h nach
PHx ein Anstieg in der GOS2 mRNA nachgewiesen werden, die 3-fach in WT Tieren und nur 1,5-fach in
LTBR'/' Tiere erhoht war. Zu weiteren Zeitpunkten nach PHx zeigten beide Genotypen eine
verminderte Expression der GOS2 mRNA. Die verminderte Expression von GO0S2 in LTBR'/' Tieren
kénnte nur grenzwertig ausreichen um den Hepatozyten den Eintritt in die G1-Phase zu erlauben
bzw. den Eintritt in die G1-Phase zu verzogern. Eine fehlende/verzogerte Mitose der Hepatozyten
konnte zu Letalitat der LTBR'/'Tieren beitragen. In der nachfolgenden S-Phase wird die DNA repliziert,
so dass S-Phase-Aktivatoren, wie u.a. das Gen CyclinD1 benétigt werden. Sowohl vor als auch 6h
nach PHx zeigten WT Tiere eine konstante Expression der CyclinD1 mRNA, die in LTBR'/' Tieren nicht
vorzufinden ist bzw. zeigten LTBR-defiziente Tiere eine verzogerte, erst nach 48 h 3-fach erhdhte
Expression von Cyclin D1. Mullany et al. zeigten, dass CyclinD1 einen proliferativen Effekt wahrend
der Leberregeneration hat (Mullany et al., 2008). Demnach weist der in LTBR'/' Tieren verzogerte
Anstieg in der Expression von CyclinD1 auf eine Deregulation der CyclinD1 Expression hin, die
vermuten lasst, dass Hepatozyten von LTBR'/’ Tieren verspatet in die S-Phase eintreten und

gegebenenfalls auch die DNA-Replikation zeitlich verzogert stattfindet. Diese Hypothese wird durch
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die Expression des Proliferationsmarkers Ki67 bestatigt, der 6h nach PHx nur einen 100-fachen
Anstieg in LTBR'/' Tieren zeigt, wohingegen WT Tiere 6 h postoperativ einen 300-fachen Anstieg der
Ki67 mRNA aufweisen. AuBerdem zeigten bereits Anders et al., dass in LTBR'/' Tieren die DNA-
Synthese vermindert und verspatet ablauft (Anders et al., 2005). Unklar bleibt, ob diese Deregulation
ursachlich fir das Versterben der LTBR'/' Tiere ist. Aus der Literatur ist bekannt, dass DGKs
(Diacylglycerol-Kinasen) Diacylglycerol phosphorylieren, was schlieBendlich zur Aktivierung von
Phosphatasen fiihrt (Merida et al., 2008). Cai und Sewer et al. zeigten zudem, dass die Expression
und Aktivierung der Diacylglycerol-Kinase Theta (Dgkq) eine Antwort auf eine Stimulation von Zellen
durch GS ist und beschrieben, dass Dgkq eine wichtige Rolle in der hepatischen GS-regulierten
Glucose-Produktion hat (Cai and Sewer, 2013). In dieser Arbeit wurde jedoch in beiden Genotypen
eine verminderte Expression der Dgkg mRNA post PHx gefunden, dies weist somit auf eine
verminderte GS-regulierte Glucose-Produktion hin. Zusammenfassend konnte mittels gRT-PCR
bewiesen werden, dass bereits 6 h nach PHx transkriptionelle Unterschiede zwischen WT und LTBR'/'
Tieren vorzufinden sind. Neben Mug2, das moglicherweise eine wichtige Rolle in der LTBR-
abhdngigen Leberregeneration spielt, konnte in LTBR'/’ Tieren eine verminderte und zeitlich
verzogerte Expression der Zellzyklusgene CyclinD1 und G0S2 sowie des Proliferationsmarkers Ki67
nachgewiesen werden. Zudem zeigten LTBR'/’ Tiere einen deutlichen Anstieg in der Expression der
mRNA fiir die Zytokine TNF und IL-6, der neben einer frihen Aktivierung von NF-kB ebenfalls die
These unterstitzt, dass es postoperativ in LTBR'/'Tieren zu einer unkontrollierten inflammatorischen
Antwort kommt, die sich negativ auf das Uberleben nach PHx auswirken kénnte. Eine Analyse des
transkriptionellen Profils zu fritheren Zeitpunkten (2 h bis 4 h post PHx) konnte deshalb weitere

Hinweise Uber differentiell regulierte LTBR- und Leberregenerations-abhadngige Gene ergeben.

Eine Erhohung der Gallensalze beschleunigt die Zellproliferation und ist laut Huang et al
moglicherweise das entscheidende Signal fir die Initiation der Leberregeneration (Huang et al.,
2006). Eine Storung im enterohepatischen Kreislauf mit insuffizienter GS-Synthese nach PHx geht mit
einer Inhibition der Leberregeneration einher (Meng et al., 2011; Suzuki et al., 1994; Ueda et al.,
2002). GS sind darlber hinaus auch toxisch und ein Anstieg der hepatischen GS, wie sie in
cholestatischen Lebererkrankungen gegeben sind, induzieren Apoptose und Nekrose (Kullak-Ublick et
al.,, 2000). Keitel et al. bestatigten, dass dauerhaft erhohte GS-Level zu schweren Leberschaden
fihren und Gberdies die Bildung von Tumoren fordern. Aufgrund dessen muss der GS-Pool streng

reguliert werden (Keitel et al., 2008). Gerloff et al. beschrieben, dass die verbleibenden Hepatozyten
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wahrend der frilhen Phase nach PHx einem erhéhten GS-Spiegel exponiert sind und es erst 48 h post
PHx zu einer Abnahme der hepatischen GS kommt (Gerloff et al., 1999). Tendenziell konnen diese
Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit bestatigt werden. In beiden Genotypen kommt es nach PHx zu
einem massiven Anstieg der GS, wobei die WT Tiere 12 h nach PHx ihren Peak erreichen, LTBR'/' Tiere
bereits nach 6 h. Wahrend allerdings die GS Spiegel der WT Tiere nach 24 h bereits wieder deutlich
absinken, fallen die GS-Spiegel in LTBR’/' Tieren deutlich langsamer ab und sind 24 h nach PHx noch
immer signifikant gegeniber den WT Tieren erhdht. Zusammenfassend weisen beide Genotypen
wahrend der friihen Regenerationsphase ein dereguliertes GS-Profil auf. Dabei sind LTBR'/’ Tiere im
Gegensatz zu WT Tieren anscheinend nicht in der Lage diesen Zustand zligig zu Gberwinden und es
kommt zu einer Akkumulation von GS. Uberdies konnten postoperativ tendenziell vermehrt
hydrophile 30H GS (CA, M-CA) in den WT Tieren nachgewiesen werden und ein geringerer Anteil von
toxischen 20H und OH GS wie LCA, T-LCA und LCAS. In LTBR'/' Tieren sind u.a. LCA und seine
Konjugate 24 h post PHx im Serum erhoht und es werden zusatzlich vermehrt die toxischen Glycin-GS
gebildet. LCA ist laut Literatur in hohen Konzentrationen extrem toxisch und induziert Apoptose in
Hepatozyten, die zur Entstehung nekrotischer Areale in der Leber fihren kann (Hofmann et al.,
1999). So bestatigten Fickert et al., dass eine Futterung mit 1% LCA zu bilidgren Infarkten und
Cholangitis fihrt und in einer beinahe 100 %igen Letalitdt nach 14 Tagen resultiert (Fickert et al.,
2006). Diese toxische Eigenschaft konnte das erhohte Vorkommen und Ausmal von nekrotischen
Arealen in LTBR'/' Lebergewebe postoperativ und die erhéhte Letalitat nach PHx erklaren.

Zudem zeigen LTBR’/’ Tiere 6 h post PHx erhohte Glycin(G)-GS Spiegel. G-konjugierte GS sind
insgesamt toxischer als unkonjugierte oder Taurin-konjugierte GS, weil sie protoniert vorliegen, und
daher nicht aktiv in die Zelle transportiert werden missen, sondern die Zellmembran in Abhangigkeit
von pKa und lokalem pH frei permeieren kénnen (Stamp & Jenkins, 2008). Es wurde gezeigt dass G-
CDCA in Hepatozyten die IL-6 induzierte Aktivierung von STAT3 beeintrachtigt und erhohte Werte
dadurch zu einem Gallensalz-induzierten Leberschaden in vitro fihren kénnen (Graf et al., 2008; Graf
et al., 2006). Eine verminderte STAT3 Expression nach PHx in LTBR'/’ Tieren wurde mittels
quantitativer RT-PCR bereits im vorherigen Kapitel gezeigt und korreliert mit den erhéhten G-CDCA
Konzentrationen 24 h postoperativ im Serum von LTBR’/‘ Tieren. Humane Zellen schiitzen sich vor der
toxischen Wirkung der Glycin-konjugierten GS u.a. durch die Bildung eines sogenannten HCO;™-
Umbrellas, der durch die Sekretion von HCO;™ entsteht (Beuers et al., 2010). Das HCO;™ deprotoniert
die Glycin-GS und verhindert damit deren ungehinderte Diffusion in die Zelle. Beim Menschen fuhrt
eine Erhohung der Glycin-GS zur Induktion der TGR5 Expression, TGR5 erhéht wiederum den cAMP
Spiegel und fiihrt zu einer Aktivierung des Anion Exchange Proteins2 (AE2). AE2 ist der Haupt-
Exporter von HCO;™ und eine gesteigerte Aktivitat fiihrt zu einem vermehrten HCO;™ Export aus der

Zelle (Beuers et al., 2010).
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Normalerweise werden in Mausen GS hauptsachlich Taurin-konjugiert, die Glycin-Konjugation spielt
nur eine untergeordnete Rolle und murine Zellen sind sensibler gegeniiber den toxischen Wirkungen
von G-GS.

Bisher ist nicht gezeigt, dass murine Zellen einen effektiven HCOs-Umbrella besitzen und es ware
denkbar, dass murine Zellen nicht in der Lage sind, durch Bildung eines effizienten HCO5-Umbrellas
auf erhohte Glycin-GS Spiegel zu reagieren. Interessanterweise zeigen auch nicht operierte, in vitro
ausgewachsene Cholangiozyten der LTBR'/' Tiere eine generell erhdhte Expression von TGR5 im
Vergleich zu den WT Tieren. Liegt eine Akkumulation von GS in Hepatozyten vor, dient als weiterer
Schutzmechanismus eine Repression der GS-Synthese lber eine negative transkriptionelle Regulation
des geschwindigkeitsbestimmenden Enzyms Cyp7A1 (Chiang, 2009). Der GS-Rezeptor FXR
kontrolliert dabei die de novo Synthese von Cyp7A1, verbessert die Konjugation und Detoxifikation
von GS und erhdht den kanikuldaren und basolateralen Efflux, um die Zelle vor einer intrazelluldaren
Akkumulation toxischer GS (Chiang, 2002, 2003; Russell, 2003) und damit einem moglichen
Leberschaden zu schiitzen (Keitel et al., 2008). Dass insbesondere FXR-abhadngige Wege eine wichtige
Funktion in der Regulation von GS einnimmt, ist in der Literatur belegt. Song et al. zeigten, dass BSEP,
ein GS-Exporter, von FXR positiv reguliert wird (Song et al., 2008). Sinal et al. konnten nachweisen,
dass FXR” Tiere nach GS-Futterung einen Defekt in der Herunterregulation von Cyp7A1 und Cyp8B
aufweisen, der zu erhéhten Serum GS-Werten und einer Mortalitdtsrate von 30 % an Tag 7 fuhrt
(Sinal et al., 2000). Meng et al. beschrieben FXR Uberdies als primaren GS-Sensor, der nach einem
Leberschaden, den erhohten GS-Influx detektiert und eine effiziente Leberregeneration fordert
(Meng et al., 2011). Uberdies resultiert eine Aktivierung von FXR durch GS in einem Anstieg der
Expression des endokrinen Hormons FgF15 (Fibroblasten Wachstumsfaktor 15; humanes Homolog
FgF19 (Uriarte et al., 2013)) im Hepatozyten (Inagaki et al., 2005), welches sekretiert wird und an den
Rezeptor FgFR4, der auf benachbarten Hepatozyten exprimiert wird, bindet. Eine Stimulation von
FgFR4 durch FgF15 fuhrt zur Dimerisierung des Rezeptors, Autophosphorylisation und einer
Aktivierung des JNK Signalweges, der zu einer Repression der Cyp7A1 Transkription fihrt (Holt et al.,
2003). Dieser Mechanismus erlaubt der Leber, die GS-Synthese effizient zu regulieren und auf
Veranderungen der GS-Level zu reagieren, um einen konstanten Pool von GS zu gewahrleisten (Li and
Chiang, 2012). Uriarte et al. zeigten zudem, dass FgF15 als essentielles Hormon an der Regulation der
GS wahrend der Leberregeneration nach PHx beteiligt ist und FgFlS'/' Tiere erhohte intrahepatische
GS-Level sowie eine erhohte Mortalitdt nach PHx aufweisen (Uriarte et al., 2013). In der vorliegenden
Arbeit sind LTBR'/' Tiere durch eine erhdhte FgF15 Expression 12 h post PHx gekennzeichnet, die bei
WT Tieren fehlt. Vermutlich ist aufgrund dessen die Cyp7A1 Synthese in den LTBR'/' Tieren bis 48 h
post PHx nicht erhoht, steigt aber in den WT Tieren 48 h post PHx stark an. Zudem ist in LTBR'/' Tieren
6 h post PHx ein starker postoperativer Anstieg in der TGR5 Expression zu erkennen, der ebenfalls die

Neusynthese von GS via Cyp7A1 drosseln kann. Eine Expression von TGR5 fiihrt demnach dhnlich wie
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FgF15 zur Inhibition der Expression von Cyp7Al. Allerdings konnte fiir beide Genotypen keine
differentielle Regulierung der FXR Expression gezeigt werden, was dadurch begiindet werden kann,
dass eine Regulierung der FXR-Aktivitdit vermutlich nicht transkriptionell erfolgt (persdnliche
Mitteilung von V. Keitel). Meier und Stieger et al. zeigten, dass BSEP” Tiere eine Akkumulation von
GS in den Hepatozyten aufweisen, die einerseits zu einer erhdhten basolateralen GS-Exkretion und
andererseits zu einer Inhibition der de novo GS-Synthese fiihrte (Meier and Stieger, 2002).
Entsprechendes konnte in dieser Arbeit nicht gezeigt werden, da die Expression der Proteine BSEP
und MRP2 in partiell hepatektomierten LTBR‘/' Tieren bis 24 h postoperativ keine charakteristischen
Unterschiede zu WT Tieren aufwiesen. Demzufolge scheint unmittelbar nach PHx der aktive Export
konjugierter GS aus dem Hepatozyten apikal in die Kanikuli in beiden Genotypen zu funktionieren.
Allerdings zeigen WT Tiere 48 h nach PHx eine deutliche Erhéhung der BSEP Expression, die in den
LTBR'/' Tieren nicht zu sehen ist. Unter normalen physiologischen Konditionen ist der basolaterale
Efflux konjugierter GS in das portale Blut nebensachlich. Unter cholestatischen Bedingungen, kann
dieser Efflux jedoch die gestorte kanikuldre GS-Sekretion teilweise kompensieren, da Uberschiissige
oder toxische GS aus dem Hepatozyten gepumpt werden (Hirohashi et al., 2000). Dies wird durch
eine Hochregulation der Expression des basolateralen Exporters MRP3 erreicht. Die Ergebnisse dieser
Arbeit zeigen, dass die Expression des Proteins MRP3 bei LTBR'/' Tieren im Vergleich zu WT Tieren
eine differentielle Regulation erkennen lasst. Insgesamt scheinen die Hepatozyten der LTBR'/' Tiere
durch eine nur geringe Expression von MRP3 frith nach PHx nicht in der Lage zu sein, GS mit der
gleichen Effizienz basolateral Gber MRP3 auszuschleusen wie WT Hepatozyten und sind damit
anfalliger fiir toxische intrazelluldare GS-Spiegel. Gleichzeitig scheint die Aufnahme von GS aus dem
Pfortaderblut in die Hepatozyten (iber eine reduzierte Expression von Ntcp in LTBR’/‘ Tieren reduziert.
GS inhibieren nicht nur die Expression von Cyp7A1 sondern auch die von GS-Importern wie u.a. Ntcp
durch FXR-SHP-abhangige Mechanismen (Denson et al., 2001), die ebenfalls Hepatozyten vor einer
Akkumulation toxischer GS schitzen kénnen (Jung et al., 2002). Unter normalen physiologischen
Bedingungen extrahiert die Leber effizient GS aus der portalen Zirkulation, so dass die GS-
Konzentration in der systemischen Zirkulation sehr gering ist (Li and Chiang, 2012). Uberdies mediiert
TNF nach PHx oder Leberschaden Uber eine heopatozyte nuclear factor 1 (HNF1)-abhdngige
Herunterregulation von Transportern wie Ntcp oder OATPs die basolaterale GS-Aufnahme (Geier et
al., 2003; Gerloff et al.,, 1999). Diese adaptive Herunterregulation wird ebenfalls als schiitzende
Antwort interpretiert, um eine Uberlastung der Hepatozyten mit GS zu limitieren, demnach scheint
TNF ein zentraler Regulator von Transporter Genen wahren der Leberregeneration zu sein (Geier et
al., 2003). In dieser Arbeit konnte bestatigt werden, dass WT Tiere friih nach PHx eine deutliche
Induktion der Ntcp Expression zeigen, dies weist auf eine friithe und effiziente GS-Extraktion aus der

Portalvene hin. LTBR'/' Tiere hingegen zeigen keinen Anstieg der Nctp Expression und weisen nach
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PHx eine deutlich reduzierte Expression von Ntcp auf. Dementsprechend kann geschlossen werden,
dass LTBR'/' Tiere kaum oder nur wenig GS aus der Portalvene in die Hepatozyten aufnehmen
kénnen, was wiederum den Anstieg der GS im Serum der LTBR‘/‘ Tieren erklaren kdnnte.

In der vorliegenden Arbeit konnte zudem gezeigt werden, dass LTBR'/' Tiere nach PHx einem
groReren metabolischen Stress ausgesetzt sind, insbesondere hinsichtlich der Homodostase von GS
und der Regulation des enterohepatischen Kreislaufs. Regulatorische Schutzmechanismen der
Hepatozyten, durch eine Inhibition der GS-Synthese Uber die Expression von Cyp7Al und eine
verminderte Expression von Ntcp sind nicht ausreichend, um die Hepatozyten der LTBR'/' Tiere
addquat vor einer Akkumulation der GS und deren toxischer Wirkung zu schiitzen. Die vorliegende
Arbeit zeigt, dass der LTPBR essentiell fiir eine effiziente Regulation des enterohepatischen Kreislauf
nach PHx ist: Liegt ein Defekt im LTPBR vor, kommt es zu einer Akkumulation von GS im Hepatozyten
und zu einem Anstieg von toxischen GS und ihren Konjugaten im Serum, die sich schlussendlich in
einer Cholestase manifestieren und das Uberleben nach PHx negativ beeinflussen kénnen. Uberdies
kann eine Schadigung der Hepatozyten bzw. eine entziindliche Reaktion in der Leber zu einer
Proliferation des Gallengangendothels fiihren und somit die deutlich erhohten ALP-Werte erklaren,
die die LTBR'/' Tiere insbesondere 24 h, 48 h und 240 h post PHx aufweisen. Takeda et al. postulierten
bereits eine Einteilung des Leberversagens nach Leberresektionen in zwei Formen: die cholestatische
Form mit alleiniger Proliferation von Hepatozyten und perisinusoidaler Fibrose und den ,nicht-

regenerierenden” Typ, charakterisiert durch Apoptose von Hepatozyten (Takeda et al., 2002).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen, dass die in den LTBR-defizienten Tieren
beschriebenen Defekte in der Leberregeneration und die damit verbundene deutlich erhéhte Letalitéit
nach PHx verschiedene Ursachen haben kénnten: Einerseits die im Vergleich zu WT Tieren erhéhte
Akkumulation von toxischen GS (Cholestase) in LTBR” Tieren, andererseits die Deregulation des
Zytokinprofils im allgemeinen und die verdnderte Expression spezifischer, fiir die Leberregeneration
unmittelbar relevanter Zytokine wie TNF und IL-6. Die histopathologischen Verédnderungen (u.a.
verstdrktes Auftreten von grofien nekrotischen Arealen), die mit einer Erh6hung der Transaminasen,
der LDH und der ALP einhergehen, sind mit beiden Beobachtungen zu vereinbaren. Sowohl erhéhte GS
Werte als auch erhéhte TNF Werte kénnen zur Induktion von Apoptose in Hepatozyten fiihren. Die
nach PHx differentiell regulierten Gene, die an der Progression von Zellen durch den Zellzyklus
beteiligt sind und in den LTBR-defizienten Tiere vermindert exprimiert werden, kénnten in einem
verzogerten oder nicht statt findendem Eintritt der Hepatozyten in den Zellzyklus resultieren, was
ebenfalls fiir die verminderte Uberlebensrate dieser Tiere verantwortlich sein kénnte. In den
Microarrays wurden neben Genen fiir Proteine, die zu den eher erwarteten funktionalen

Molekiilgruppen gehéren (z.B. Zellzyklusgene, Gene des Fett-/Cholesterinstoffwechsel) auch Mug?2,
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ein Proteaseinhibitor, gefunden, dass in LTBR-Hepatozyten kaum induziert wird. Ob die fehlende
Expression von Mug2, das nach PHx in LTBR-defizienten Tieren zu beobachten war, eine
entscheidende Rolle in der Leberregeneration spielt, und in LTBR”" Tieren méglicherweise ein
Schliisselgen fiir das Uberleben nach PHx darstellt, bleibt unklar und muss in weiteren Analysen, z.B.

in einer Mug2'/ "Mauslinie bzw. in mit anti-Mug2 Antikdrpern behandelten Tieren gekldrt werden.

TNF ist ein proinflammtorisches Zytokin, das eine Vielzahl von biologischen Effekten wie u.a.
Apoptose, inflammatorische Prozesse und auch die Proliferation von Hepatozyten induzieren kann
(Fujita et al., 2000; Shimizu et al., 2005; Yamada et al., 1997). Sowohl TNF als auch LTa interagieren
als Homotrimere mit den homologen TNF-Rezeptoren p55 und p75 (Yamada et al., 1998). Der
kanonische Signalweg liber TNFRp55 wird fiir die Initiation der Leberregeneration bendtigt. Mause
ohne funktionellen TNFRp55 zeigen eine erhohte Sterblichkeit nach PHx (Yamada et al., 1998). Im
Gegensatz zu TNFRp55-vermittelten Signalen kénnen LTBR-vermittelte Signale sowohl Gber den
kanonischen, als auch lber den sogenannten alternativen NF-kB-Signalweg weitergeleitet werden
(Dejardin et al., 2002; Haybaeck et al., 2009; Muller and Siebenlist, 2003). Interessanterweise wurde
durch Madge and May et al. vorgeschlagen, dass der Signalweg Uber den LTBR einen Cross-talk
zwischen dem klassischen und alternativen Signalweg ermoglicht (Madge and May, 2010). In der
vorliegenden Arbeit wurde untersucht, welche Auswirkungen der Ausfall beider Signalwege, das
heiRt eine Inhibition des TNFRp55 Signalweges und des LTBR Signalweges auf das Uberleben nach
PHx hat. Es sollte untersucht werden, ob nach PHx ein Signalweg in der Lage ist, einen Defekt im
anderen Signalweg zu mindestens bis zu einem gewissen Grad zu kompensieren. Zunachst wurde
versucht, durch eine Verpaarung von LTBR'/' Tieren mit TNFRp55'/' Tieren LTBR/TNFRpSS'/' Tiere zu
generieren. Da jedoch die Gene beider Rezeptoren (LTBR und TNFRp55) auf dem Chromosom 6 sehr
nahe beieinander liegen, war die Zucht bisher nicht erfolgreich da das notwendige Crossing-over im
Laufe dieser Promotionsarbeit nicht stattgefunden hat (Daten nicht gezeigt). Alternativ wurde eine
Applikation des TNF-Inhibitors Etanercept (Enbrel®), einem I6slichen TNFRp75-F. Fusionsprotein,
gewahlt. Durch die Bildung eines Komplexes aus TNF und Etanercept ist TNF ist nicht mehr in der
Lage, an die membrangebundenen TNF-Rezeptoren zu binden und die TNF-spezifischen Signalwege
nicht mehr zu aktivieren. Zudem wurde Etanercept bereits erfolgreich als Therapeutikum im Rahmen
der humanen rheumatischen Arthritis eingesetzt und in der inflammatorischen Erkrankung der
Psoriasis (Gottlieb et al., 2003; Leonardi et al., 2003; Moreland et al., 1999; Papp et al., 2005;
Weinblatt et al., 1999).
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Ziel war es, durch Etanercept den TNFR Signalweg in LTBR'/'Tieren zu blockieren und somit funktional
LTBR/TNFRp55-defiziente Tiere herzustellen. Bereits Akerman et al. zeigten, dass eine Blockierung
der TNF-Signalkaskade durch spezifische anti-TNF Antikorper, die Leberregeneration in WT Tieren
inhibiert und somit ein essentieller Faktor fiir das Priming der Hepatozyten in der Leberregeneration
ist (Akerman et al., 1992; Yamada et al., 1997). In der vorliegenden Arbeit zeigte ein erster
Vorversuch, dass WT Tiere nach einer Applikation von 10 pg/g KG Etanercept einen vergleichbaren
Phinotyp im Uberleben nach PHx (47 % Uberleben) aufweisen, wie TNFRp557 Tiere (53 %
Uberleben). Dass die Uberlebensrate der Etanercept-behandelten WT Tiere unter dem der TNFRp55
" Tiere liegt, kdnnte zum einen durch den zuséatzlichen Stress einer Etanercept-Injektion erklart
werden, zum anderen ist in TNFRp55'/' Tieren lediglich der TNFRp55 Signalweg blockiert, wohingegen
in Etanercept-behandelten WT Tieren beide TNFR-Signalwege (TNFRp55 und TNFRp75) inhibiert sind.
Um zu kontrollieren, ob es einen zusitzlichen Effekt bzgl. des Uberlebens nach PHx durch die
Etanercept-Behandlung gibt, wurden TNFRp55'/' Tiere mit 10 pg/g KG Etanercept behandelt.
Aufgrund eines nur geringen beobachteten Unterschieds auf das Uberleben nach PHx (40 %
Uberleben) im Vergleich zu nicht Etanercept behandelten TNFRp55'/' Tieren (53 % Uberleben) sind
keine weiteren gravierenden Effekte durch die Applikation von Etanercept nachweisbar. Im
spezifischen Versuchsziel, das heiBt bei der Behandlung mit 10 pug/g KG Etanercept in LTBR‘/' Tieren
konnte ein kompletter Ausfall beider Signalwege, das heillt des LTBR- und des TNFRp55-Signalweges
erzielt werden. Die suffiziente Leberregeneration nach PHx wurde durch diese Behandlung
vollsténdig verhindert und zeigte in den Etanercept behandelten LTBR'/' Tieren eine 100 % Letalitat
48 h postoperativ. Erhéhte Serumparameter, wie z.B. AST, ALP und Bilirubin, nach einer Applikation
von Etanercept und anschlieBender PHx konnten ebenfalls massive Leberschaden bestdtigen, die
Tiere zeigten im Prinzip jedoch dhnliche Anstiege dieser Parameter wie nicht Etanercept behandelte
Tiere beider Genotypen. Weitere Analysen wie z.B. Microarrays, qRT-PCR oder ELISAs wurden im
Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt. Die Ergebnisse solcher Versuche kdnnten zum Verstandnis
der Leberregeneration wesentlich beitragen.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass eine Applikation von 10 pg/g KG
Etanercept in LTBR” Tiere erfolgreich funktional LTBR/TNFRp55” Tiere imitieren kann. Zusitzlich
konnte belegt werden, dass TNFRp55- und LTBR-vermittelte Signale innerhalb der ersten 48 h nach
PHx absolut notwendig fiir eine effiziente Leberregeneration und fiir das Uberleben sind. Diese
Erkenntnisse bieten die Méglichkeit mit Hilfe von funktionalen LTBR/TNFRpSS'/’ Tieren, in einem
definierten Zeitrahmen, weitere Untersuchungen hinsichtlich essentieller TNFRp55- bzw. LTBR-

vermittelter Signale im 70 % Hepatektomie Modell durchzufiihren.
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Nach einer Infektion des Organismus mit Pathogenen kommt es zunachst zur Aktivierung der
angeborenen, unspezifischen Immunantwort, die anschlieBend die Aktivierung der spezifischen
Immunantwort induziert. Fir eine effektive und schiitzende Immunantwort ist sowohl eine intakte
Struktur der lymphatischen Organe notwendig, als auch die Aktivierung von Effektorfunktionen.
LTBR-regulierte anti-parasitare Effektormechanismen gegen Toxoplasma gondii (T. gondii) sind bisher
noch nicht untersucht. Es ist allerdings bekannt, dass der LTBR, ebenso wie TNF, LTa und TNFRp55
fir eine effiziente Immunantwort gegen andere Pathogene, wie z.B. Listeria monocytogenes eine
entscheidende Rolle spielt (Hehlgans and Pfeffer, 2005; Kutsch et al., 2008). In dieser Arbeit wurde
zum ersten Mal dokumentiert, dass LTBR‘/' Tiere im Vergleich zu WT Tieren suszeptibler gegeniber
einer T. gondii Infektion sind; es versterben nach einer Infektion mit 20 Zysten (in einem Zeitraum
von 60 Tagen) ca. 70 % der LTRR” Tiere, jedoch nur ca. 20 % der WT Tiere. Dabei versterben die
LTBR'/' Tiere friher (Tag 20 p.i.) als die WT Tiere (Tag 30 p.i.). Der Verlauf der Toxoplasmose
(Auftreten von Krankheitszeichen wie aufgestrdaubtes Fell, Gewichtsverlust, Apathie) ist in beiden
Genotypen adhnlich. Infiziert man beide Mauslinien mit 40 Zysten steigt die Mortalitat der LTBR'/'
Tiere gegenliber einer T. gondii Infektion dramatisch an. Wahrend nur 8 % der infizierten WT Tiere
versterben, zeigen infizierte LTBR'/' Tiere eine signifikant erhéhte Mortalitat von 91 %. Der
Todeszeitpunkt verschiebt sich dabei kaum bei den WT Tieren, LTBR'/' Tiere versterben bei einer
Infektion mit 40 Zysten schon deutlich friiher, ndmlich ab Tag 12 p.i. Die unterschiedlichen
Mortalitdtsraten bei den WT Tieren sind auf Unterschiede in der Virulenz der Parasitenpraparationen
zuriickzufihren. Publizierte Daten von anderen immundefizienten, gegeniber T. gondii suszeptiblen
Mauslinien zeigten einen vergleichbaren Verlauf der Uberlebenskurve. So sind LTa” und TNF”
Mause gegenliber einer Infektion mit T. gondii sehr anfallig und sterben an einer durch den Parasiten
ausgelosten, akuten nekrotisierenden Enzephalitis (Schluter et al., 2003a). Eine weitere Studie zeigte,
dass eine Infektion von TNFRp55‘/‘ und iNOS” Tieren mit T. gondii ebenfalls zu einer letalen
Toxoplasmenenzephalitis fiihrt, wohingegen TNFRp75 bei der Immunantwort gegen Toxoplasmen
keine Rolle zu spielen scheint (Silva et al., 2002; Silva et al., 2009; Yap et al., 1998). Fir LTBR'/' Tiere
wird ein dhnlicher Phdanotyp nach Toxoplasmeninfektion erwartet, da beide Rezeptoren, LTBR und
TNFRp55, zur gleichen Supergenfamilie gehdren und auch in anderen Infektionsmodellen einen
vergleichbaren Phinotyp zeigen. Lediglich IFNy-Rezeptor-defiziente Tiere oder IFR1” Tieren weisen
einen anderen Verlauf als LTBR‘/' Tiere auf und versterben zu 100 %, und zwar relativ friih, 2-3 Tage,
nach der Infektion, in der akuten Phase (Deckert-Schluter et al., 1998b; Deckert-Schluter et al.; Khan
et al., 1994; Scharton-Kersten et al., 1996). Darlber hinaus konnte durch diese Arbeit zum ersten Mal
gezeigt werden, dass die Suszeptibilitat gegeniiber T. gondii geschlechtsspezifisch zu sein schein, und

dass sowohl bei einer 20 Zysten- als auch bei einer 40 Zysten-Infektion weibliche LTBR'/' Tiere eine
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hohere Sensitivitdt im Vergleich zu mannlichen Tieren aufweisen. Dies ist anders als bei den
Beobachtungen von Kriicken et al., die zeigten, dass im Rahmen einer Infektion mit Plasmodium
chabaudi, LTBR‘/' weibliche Tiere eine erhdhte Resistenz gegeniiber Malaria aufweisen, wohingegen
mannliche LTBR'/' Tiere vermehrt diesem Parasiten erliegen (Krucken et al., 2005). Ob die
Testosteron-Spiegel von LTBR'/' Tieren sich nachteilig auf eine Infektion mit T. gondii auswirken
konnte Gegenstand zukiinftiger ~Untersuchungen sein. Bei WT Tieren fihrt eine
Toxoplasmeninfektion zur Aktivierung des Immunsystems, dessen Effektormechanismen die
Parasiten kontrollieren. Im friihen, akuten Stadium der Infektion liegen die Toxoplasmen als sich
schnell teilende Tachyzoiten vor. Die Tachyzoiten stellen dabei die hauptsachlich pathogene Form
der Toxoplasmen dar. Durch Bildung von Zysten, vorwiegend im Gehirn und der Muskulatur kénnen
die Parasiten im weiteren Verlauf dem Immunsystem entgehen und dauerhaft im Wirt tberleben. In
dieser chronischen Phase liegen die Parasiten in den Zysten als langsam wachsende Bradyzoiten vor
(Innes, 2010). Interessanterweise verlauft die Sterbekurve bei den LTBR'/' Tieren nicht linear: Es sieht
so aus, als ob ein Teil der Tiere (ca. 35 %) der Infektion relativ friih in der akuten Phase, zwischen Tag
12 und Tag 20 p.i., erliegt. Danach flacht die Kurve ab und erst ab Tag 34 p.i. (chronische Phase)
sterben erneut Tiere. Auf Grund der geringen Tierzahlen kann die Hypothese einer unimodalen
Verteilung der Sterbezeitpunkte nicht mit ausreichender Signifikanz widerlegt werden, daher sollte
das Experiment mit erhohter Tierzahl wiederholt werden. Zudem ware es interessant zu
untersuchen, ob der LTBR eine Rolle bei der Aufrechterhaltung der chronischen Phase einer
Toxoplasmeninfektion spielt. Eine mogliche Erklarung ware, dass erstens das Immunsystem in den
LTBR'/' Tieren durch den fehlenden LTBR-Signalweg nicht effizient aktiviert werden kann, und daher
Tiere relativ friih z.B. an der erhohten Parasitenlast (Tachyzoiten) sterben. Bei einigen Tieren kénnte
diese ineffiziente Immunreaktion zunachst ausreichen, um die Infektion in die chronische Phase zu
drangen, ist jedoch unzureichend um die chronische Phase aufrecht zu erhalten und es kommt zu
einer Reaktivierung von Bradyzoiten. Das konnte die hohe Mortalitdt in der spateren Phase der

Infektion erklaren.

Histologische Untersuchungen besitzen fiir den Nachweis von T. gondii grundsatzlich keine hohe
Sensitivitat. Ist zusatzlich eine geringe Anzahl an Gewebezysten in dem jeweiligen Gewebe
vorhanden, ist die Wahrscheinlichkeit, eine solche Zyste in dem Gewebeschnitt nachzuweisen, nicht
sehr grof3. Aussagekraftig ist die histologische Untersuchung daher nur im positiven Fall, ist dann

jedoch ein Beweis fiir eine Infektion mit dem Parasiten.
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LTBR-defiziente Mause besitzen bereits im nicht infizierten Zustand charakteristische
Lymphozyteninfiltrate in den perivaskuldren Arealen der Lunge, der Leber, des Pankreas, der
Glandula submandibularis, im Fettgewebe und den Nieren (Futterer et al., 1998). Nach einer
Infektion mit T. gondii zeigten sich bereits in der akuten Phase in Herz, Niere und Milz - am
ausgepragtesten aber in Lunge, Leber und Gehirn - histologische Veranderungen in WT und LTBR'/'
Tieren. Insbesondere LTBR'/’ Tiere zeichneten sich durch eine verstdrkte Einwanderung von
Leukozyten aus BlutgefaBen in das umliegende Gewebe und einem Anstieg der Parasitenlast aus.
Dies entspricht den Beobachtungen von Silva et al. die nach einer 10 Zysten-Infektion mit T. gondii
zeigten, dass in WT, TNFRp55'/', iNOS” und IFNv'/' Tieren bereits an Tag 7 bis 9 p.i. ein
Gewebeparasitismus in peripheren Organen (Lunge, Leber, Milz) vorliegt. Lungenlasionen gingen
einher mit einem Parasitenbefall und inflammatorischen Arealen in den Alveolarwanden und dem
interstitiellen Gewebe (Silva et al., 2009). Uberdies entwickeln TNFRp55'/' und iNOS”" Tiere eine
Pneumonitis, die auch nach der akuten Phase persistiert, wohingegen WT Tiere den Parasiten in den
peripheren Organen bereits an Tag 20 p.i. eliminiert hatten (Silva et al., 2002). In der Lunge von LTBR
" Tieren ist im Vergleich zu WT Tieren, die nur partiell auftretende kleine Infiltrate zeigen, ebenfalls
bereits ab Tag 7 p.i. ein deutlicher Anstieg groRflachiger zelluldrer Infiltrate gegeben. Zudem wiesen
LTBR'/' Tiere bereits an Tag 7 p.i. Zysten im Lungengewebe auf, wohingegen in WT Tieren erst an Tag
14 p.i. ein Befall von Zysten nachzuweisen war. Die Beobachtungen von Silva et al., dass spatestens
an Tag 21 p.i. im Lungengewebe der WT Tiere eine Regression der Infiltrate erkennbar war, konnten
Gberdies in dieser Arbeit bestatigt werden, wohingegen LTBR’/’ Tiere zu diesem Zeitpunkt noch
immer groRRe inflammatorische Areale aufwiesen, die auf eine chronische interstitielle Pneumonitis
hindeuten. Eine Bestimmung der Parasitenlast durch eine Toxoplasmen-spezifische quantitative Real-
Time PCR in der Lunge bestatigte zusatzlich, dass Mause mit einer Defizienz im LTBR im Vergleich
zum Wildtypen eine erhohte Parasitenlast in der Lunge u.a. an Tag 21 p.i. aufweisen, wohingegen in
der chronischen Phase (ab Tag 30 p.i.) eine Regression der Parasitenlast in iberlebenden Tieren
beider Genotypen zu verzeichnen war. Des Weiteren zeigten Silva et al., dass nach einer Infektion mit
T. gondii die Leber erste Lasionen an Tag 5 p.i. aufweist, die durch inflammatorische Areale im
Parenchym und um das Portalfeld charakterisiert sind. Sie konnten zeigen, dass WT Tiere und
TNFRp55'/' an Tag 8 p.i. einen vergleichbaren Anstieg an Lasionen aufweisen, wobei an Tag 14 p.i. die
Lasionen mit der Regression der Parasitenlast riicklaufig sind (Silva et al., 2009). In der vorliegenden
Arbeit zeigten Mause mit einer Defizienz im LTBR einen im Vergleich zum Wildtypen deutlicheren
Anstieg groRflachiger Infiltrate im Lebergewebe von Tag 7 bis Tag 21 p.i. Darliber hinaus waren in
den LTBR'/' Tieren ab Tag 7 p.i. Zysten im Lebergewebe und an Tag 21 p.i. Fetteinlagerungen in den
Hepatozyten erkennbar. Uberdies wurde zum ersten Mal beobachtet, dass sowohl WT Tiere als auch

LTBR'/' Tiere ab Tag 7 p.i. lipomartige Geschwiire im Peritonealraum und im Bereich der Leber
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aufwiesen. Das AusmaR dieser Lipome war dabei in LTBR” Tieren deutlich gegeniiber WT Tieren
erhoht und die Lipome persistierten langer. Die Ursache fiir das Entstehen der Lipome bleibt unklar
und wurde bislang nicht in der Literatur beschrieben. Zudem konnte in beiden Genotypen ein Anstieg
der Lebertransaminase AST und ALT verzeichnet werden, die als MaR fiir eine Leberschadigung durch
den Parasiten dienen. Auffillig ist dabei ein gleichbleibend erhdéhtes AST in der chronischen Phase
von LTBR'/'Tieren, das auch an Tag 60 p.i. signifikant gegenliber den WT Tieren erhoht ist. Der Verlauf
der LDH Werte in den LTBR'/'Tieren ist ahnlich und ist ebenfalls ein Hinweis auf ein Leberschadigung.
Silva et al. zeigten im Gehirn von TNFRp55'/' und iINOS”" Tiere im Vergleich zu WT Tieren eine hdhere
Parasitenlast und einen graduellen Anstieg des Parasitismus. Dieser Anstieg war assoziiert mit
pathologischen Lasionen, die zu einer letalen Meningoenzephalitis und zu einer 100 %igen Letalitat
bei den TNFRp55‘/' und iINOS”" Tieren zwischen Tag 30 und 40 p.i. fihrten (Silva et al., 2002; Silva et
al., 2009). Zudem zeigten Schliter et al., dass auch infizierte TNF'/', LTa”" und TNF/LTo(/' Tiere im
Vergleich zum WT eine progressive, nekrotisierende Enzephalitis im Gehirn aufweisen, die
letztendlich zur Letalitdt bei diesen defizienten Mauslinien beitrug (Schluter et al., 2003a).
Histologische Untersuchungen des Gehirns infizierter WT und LTBR'/’ Tiere zeigten ebenfalls ab Tag
14 p.i. eine deutlich erhéhte Anzahl von Zysten in LTBR'/' Tieren, wohingegen WT Tiere erst spat in
der chronischen Phase, das heilt ab Tag 30 p.i., Zysten aufwiesen. Verifiziert wurde diese
Beobachtung durch eine Bestimmung der Zystenzahlen mittels Isolierung der Zysten aus dem Gehirn
und einer Toxoplasmen-spezifischen quantitativen Real-Time PCR mit verschiedenen Geweben. Auch
hier zeigten LTBR'/' Tiere eine signifikant erhohte Zystenzahl gegeniiber WT Tieren. An Tag 60 p.i. ist
ein Unterschied in der Zystenlast noch deutlicher, da LTBR” Mzuse eine um den Faktor 2 erhéhte
Zystenlast im Vergleich zu WT Tieren aufweisen. Grundsatzlich weisen LTBR'/' Tiere nach einer
Infektion mit T. gondii neben ihren charakteristischen Lymphozyteninfiltraten einen massiven Anstieg
immunpathologischer Veranderungen im Lungen- und im Lebergewebe auf. Diese werden speziell in
LTBR‘/‘ Tieren durch ein verfriihtes und erhéhtes Vorkommen von Zysten in Lunge, Leber und Gehirn
begleitet. Der Schweregrad der Lasionen im Lungengewebe von LTBR'/' Tieren, deren Ausmal in der
chronischen Phase allerdings zurilickgeht, |asst auf eine chronisch interstitielle Pneumonitis schlieRen.
Der deutlich erhohte Anstieg des Parasitismus im Gehirn der LTBR'/' Tiere ist vergleichbar mit dem
Parasitismus in TNFRp55'/' und INOS” Tieren. Dies ist in Ubereinstimmung mit vorliegenden Daten,
da der TNFRp55 wie der LTBR ein Mitglied TNFR-Superfamilie ist und bereits in anderen
Infektionsmodellen (z.B. L. Monocytogenes, Plasmodium) einen vergleichbaren Phanotyp aufweist.
Aus dem massiven Anstieg der Parasitenlast in LTBR'/' Tieren kann man schlieen, dass eine
progressive Toxoplasmenenzephalitis ursachlich fir die erhohte Letalitdt nach einer Toxoplasmen-
Infektionen ist und LTBR-vermittelte Signale wichtig sind, um den Anstieg der Parasitenlast zu

kontrollieren.
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Eine Toxoplasmeninfektion fiihrt zu einer Aktivierung des Immunsystems, dessen
Effektormechanismen die Parasiten abtoten sollen. Wahrend der frithen, akuten Phase der Infektion
wird durch die Tachyzoiten zunachst vor allem in dendritischen Zellen, spater aber auch in
Makrophagen und Neutrophilen, die Freisetzung von IL-12 induziert (Hunter and Sibley, 2012).
Einerseits kommt es dadurch zu einer Freisetzung von IFNy und TNF, andererseits zur Aktivierung
einer spezifischen Immunantwort vom T,1-Typ. Die antimikrobiellen Aktivitdten von IFNy und TNF
einerseits und die spezifische T,1-Antwort andererseits, fiihren zur Begrenzung der T. gondii
Infektion und zur Etablierung der chronischen Phase (Aliberti, 2005). INFy und TNF induzieren unter
anderem die Bildung von reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffintermediaten (z.B. NO), die die
Parasitenvermehrung inhibieren (Schluter et al., 2003a). Dass diese unspezifischen, antimikrobiellen
Effektorsysteme der frithen, angeborenen Immunantwort essentiell flir eine Eingrenzung von
bakteriellen, parasitischen und viralen Infektionen sind, zeigen Experimente mit IFNyR oder
TNFRp55-defizienten Mauslinien, die beide deutliche Defekte in der Abwehr von T. gondii aufweisen
(Deckert-Schluter et al., 1998a,; Deckert-Schluter et al., 1996). Dabei wird aus der Literatur immer
deutlicher, welche zentrale Rolle die Produktion von TNF fiir die Kontrolle des Parasiten in vivo spielt
(Gazzinelli et al., 1993, Johnson, 1992). Silva et al. bestatigten, dass TNFRp55'/' Mause den Parasiten
nur unzureichend kontrollieren kénnen u.a. aufgrund niedrigerer Spiegel von induzierbarer NO-
Synthase (iNOS)(Silva et al., 2009). Fir TNF” und LTa” Miuse konnte gezeigt werden, dass sie
suszeptibler gegeniiber Toxoplasmeninfektionen sind: Sie zeigen verminderte intrazerebrale NO-
Synthasespiegel, frith nach Infektion eine verminderte Anzahl parasitenspezifischer, IFNy
produzierender T-Zellen, verminderte Werte fiir toxoplasmenspezifisches I1gM und IgG und einen
erhohten intrazerebralen und intrasplenischen IFNy Spiegel (Schluter et al., 2003b). Eine Analyse der
IL-12p40 Serumspiegel in dieser Arbeit zeigte, dass es bereits 5 Tage nach Infektion zu einem
erheblichen Anstieg der IL-12p40 Konzentration in den WT Tieren kommt, die sich signifikant von den
LTBR'/' Tieren unterscheidet. Tiere mit einer Defizienz im LTPR zeigen verzégert an Tag 7 p.i. einen
Anstieg von IL-12p40 im Serum, der durch einen weiteren Anstieg an Tag 14 p.i. begleitet wird. Im
Ubergang zur chronischen Phase, zeigen WT Tiere einen weiteren Peak von IL-12p40 an Tag 36 p.i.,
wohingegen LTBR'/' Tiere einen weiteren Anstieg bereits an Tag 30 p.i. aufweisen. Dass sich die
verzogerte Induktion von IL-12p40 in LTBR’/’ Tieren nachteilig auf das Uberleben und eine effiziente
Immunabwehr gegeniiber T. gondii auswirken, kann durch Studien von Scanga et al. bestatigt
werden, die zeigten, dass eine Inhibition von IL-12, bzw. der Subgruppen IL-12p40 und IL-12p35 die
Suszeptibilitdat gegeniliber T. gondii erhoht (Gazzinelli et al., 1994; Scanga et al., 2002; Scharton-
Kersten et al., 1997). Eine Analyse der IFNy Serumspiegel zeigt, dass es bei LTBR'/' Tieren, im

Gegensatz zu den WT Tieren, an Tag 7 p.i. zu keinem Anstieg der Serumwerte fiir IFNy kommt und
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auch spater kein deutlicher Anstieg von IFNy im Serum zu beobachten ist. Parallel dazu zeigte eine
Analyse der TNF Serumspiegel, dass es bei LTBR'/' Tieren, im Gegensatz zu den WT Tieren, die an Tag
7 und 36 p.i. einen deutlichen Anstieg zeigen, erst an Tag 14 p.i. zu einem einmaligen und
verzogerten Anstieg von TNF kommt. Dieses Ergebnis war zu erwarten, da in der Literatur
beschrieben wird, dass eine Uber Makrophagen induzierte IFNy-Antwort gegen T. gondii TNF-
abhéngig ist (Chao et al., 1993; Langermans et al., 1992). Auch die NO Konzentration im Serum als
MaR fur die antiparasitire Immunantwort steigt in LTBR” Tieren nach einer Infektion mit T. gondii
nicht wie bei WT Tieren an und weist einen ahnlichen Phanotyp wie TNFRp55'/' Tiere auf (Silva et al.,
2009). Wahrend WT Tiere signifikant erhéhte NO Konzentrationen an Tag 5 und Tag 7 p.i. zeigen,
lassen LTBR'/' Tiere eine verspatete und verminderte Expression erkennen und weisen lediglich 14
Tage p.i. eine signifikant erhohte NO Konzentration gegeniiber WT Tieren auf. Die verzégerte NO-
Produktion in LTBR'/'Tieren korreliert mit dem Vorkommen von Gewebezysten und kdnnte ursachlich
fir den unkontrollierten Anstieg der Parasitenlast sein, da durch Fox et al. beschrieben wurde, dass
die Synthese von NO einen Arginin Mangel hervorruft, der wiederum die T. gondii Replikation
inhibiert (Fox et al., 2004). Allerdings zeigten Scharton-Kersten et al., dass iNOS™ Tiere im Gegensatz
zu IFNy'/' Tieren zumindest in der akuten Phase der Infektion die Parasiten-Replikation kontrollieren
kénnen (Scharton-Kersten et al., 1997). Demzufolge kann man vermuten, dass wahrend einer
Infektion mit T. gondii NO zwar eine Rolle in der Eliminierung des Parasiten einnimmt, aber teilweise
IFNy-unabhangig induziert wird. In LTBR'/'Tieren wird jedoch nach einer Infektion mit T. gondii weder
IFNy noch zeitnah NO produziert, so dass eine Eliminierung bzw. Inhibition der Replikation des
Parasiten nicht oder nur eingeschrankt stattfindet. Im Blut zirkulierende Zytokinmengen von IL-4
lassen im Vergleich zu WT Tieren lediglich an Tag 7 p.i. eine verzégerte Produktion von IL-4 in LTBR'/'
Tieren erkennen. Interessanterweise konnte bei einer Analyse weiterer Zytokine und Chemokine in
infizierten LTBR'/'Tieren neben einer fehlenden IFNy-Produktion auch keine Expression von IL-6, IL-10
und IL-23 beobachtet werden. Diese Ergebnisse unterscheiden sich von Studien mit IRF8”" Tieren, die
nach einer Infektion mit T. gondii zwar Defekte in der IFNy und IL-12 Produktion, jedoch eine
normale Expression von TNF, IL-6 und IL-1 aufwiesen (Scharton-Kersten et al., 1997). Allerdings kann
ein Defekt in der Expression von IL-10 in LTBR'/' Tieren ursachlich fiir den Anstieg der lymphozytaren
Infiltrate sein und neben dem fehlenden NO die Replikation des Parasiten fordern, da Linke und
Hunter et al. zeigten, dass die Abwesenheit von IL-10, einem anti-inflammatorischen Zytokin, in
Infektionen mit Plasmodium chabaudi oder Trypanosoma cruzi zu einer letalen inflammatorischen
Antwort flhrt, die durch einen deutlichen Anstieg der Parasitamie charakterisiert sind (Hunter et al.,
1997; Linke et al., 1996). Bestatigt wird dies durch Kriicken et al., die eine deregulierte Expression
von IL-1, IL-4, IL-10, IFNy und TNF in der Milz von Plasmodium chabaudi-infizierten LTBR'/' Tieren

zeigten (Krucken et al., 2005).
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Zusammenfassend weisen die Ergebnisse daraufhin, dass auch LTPR-vermittelte Signale fir
unspezifische, antiparasitdre Mechanismen bei der Toxoplasmenabwehr eine wichtige Rolle spielen
und ihr Fehlen flhrt zu einem frilhen Versterben der Tiere in der akuten Phase der Infektion. Zudem
wurde erstmalig gezeigt, dass LTBR'/' Tiere im Gegensatz zu WT Tieren offenbar keine oder nur eine
geringe Beteiligung der Milz im Rahmen der Immunantwort aufweisen: Wohingegen WT Tiere nach
Infektion eine Erhohung der Zellularitdt und eine damit verbundene VergroRerung der Milz zeigen, ist
in LTBR'/'Tiere kein Anstieg des Milzgewichtes und eine nur gering erhdhte Zellularitat nachzuweisen.
Da in LTBR‘/‘ Tieren IL-12p40 verzogert und IFNy gar nicht hochreguliert werden, ist es naheliegend,
dass auch die Induktion einer spezifischen T-Zell Antwort in diesen Tieren verzogert ablauft. Das

konnte die erhohte Mortalitat in der chronischen Phase der Infektion erklaren.

Es ist bekannt, dass der LTBR, ebenso wie TNF, LTa und TNFRp55 essentiell fiir eine effiziente
Immunantwort ist. Eine Infektion mit dem murinen Zytomegalovirus (MCMV) zeigt, dass der LTB-
LTBR Signalweg essentiell fiir das Uberleben ist, da sowohl LTa-, LTB- und LTBR-defiziente Miuse eine
erhohte Replikation des Pathogens und einen Defekt in der Induktion von IFNB aufweisen und der
Infektion relativ schnell erliegen (Banks et al., 2005; Benedict et al., 2001). Auch bei einer Infektion
mit Listeria monocytogenes wurde eine essentielle Rolle des LTBR-Signalweges gezeigt. Ehlers et al.
konnten nachweisen, dass LTBR'/’ Tiere eine erhohte Sterblichkeit gegeniiber den Kontrollm&usen
aufweisen (Ehlers et al., 2003). Bestatigt wurde dies durch Kutsch et al., die dem LTBR Signalweg eine
essentielle Funktion bei der Aktivierung einer Typ | und Typ Il IFNy-mediierten Immunantwort
zuwiesen (Kutsch et al., 2008). Da in der vorliegenden Arbeit bereits durch Serumanalysen gezeigt
wurde, dass LTBR'/' Tiere nach einer Infektion mit T. gondii einen Defekt in der Induktion von IFNy
und eine verzogerte Produktion von NO haben, wurde erstmals die Rolle des LTBR fiir die Abwehr
einer T. gondii Infektion auch auf transkriptioneller Ebene in der Milz und Lunge charakterisiert. In
der Lunge von WT Tieren zeigte sich, dass bereits friih in der Infektion, an den Tagen 7 und 12 p.i.,
eine deutliche Induktion der Expression von LTa und LTB (die ebenfalls Mitglieder der TNF/TNFR
Kernfamilie sind), sowie IFNB und IFNy gegeben war. Die Expression von IL-4 war moderat,
wohingegen iNOS und IL-12p40 keine Induktion erkennen lieRen. LTBR'/' Tiere hingegen zeigten in
der akuten Phase eine geringe Expression von LTa und LTP und ebenfalls keine Induktion von iNOS
und IL-12p40. Dass LTBR‘/' Tiere im Vergleich zu WT Tieren eine reduzierte Expression von LTa und
LTB zeigen, weist auf eine unzureichende antiparasitare Immunantwort in LTBR'/' Tieren hin. Die

Bedeutung von LTa hinsichtlich der Pathogenkontrolle wurde bereits fiir die murine Tuberkulose
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beschrieben, in der LTa”” Tiere unstrukturierte Granulome in der Lunge bildeten (Roach et al., 2001).
Uberraschenderweise war die Expression von IL-4, IFNB und IFNy in der Lunge von LTBR'/' Tieren an
Tag 14 bis 30 p.i. deutlich induziert und zeigte dartber hinaus im Vergleich zu WT Tieren eine
starkere Expression von IFNB und IL-4.

Im Gehirn weisen laut Schliter et al., auch TNF'/', LTa” und TNF/LTa'/' Tiere eine Induktion von IFNy
auf (Schluter et al., 2003a), die aber nicht ausreichend ist, um den letalen Ausgang einer Infektion mit
T. gondii zu verhindern. Auch TNF”, LTa” und TNF/LTa’ Tiere zeigen einen Defekt in der
intrazerebralen Expression von iNOS (Schluter et al., 2003a). Eine von der Lunge divergente
Expression zeigte sich in der Milz von T. gondii infizierten WT und LTBR'/' Mdusen. In WT Tieren ldsst
die Milz an den Tagen 12 und 14 p.i. eine Induktion der Expression von LTP und iNOS erkennen. Die
Induktion der IL-4 und IFNy mRNA ist moderat und eine Induktion von LTa und IFNB nicht
determinierbar. LTBR'/' Tiere hingegen zeigen einen deutlichen Anstieg der iNOS mRNA an Tag 14 p.i.
und eine reduzierte Induktion von LTB. Im Gegensatz zur Expression in der Lunge ist in der Milz von
LTBR'/' Tieren keine Induktion der Gene LTa, IL-4, IFNB und IFNy gegeben. Da Kutsch et al. in
Milzzellen von LTBR'/'Tieren einen Anstieg von IFNy im Rahmen einer Infektion mit L. monocytogenes
nachweisen konnten wurde die Aussage getroffen, dass eine friilhe Produktion von IFNy notwendig
fir das Uberleben nach einer Infektion mit intrazelluliren Bakterien (z.B. T. gondii) ist (Yarovinsky,
2014) und nicht zu spateren Zeitpunkten kompensiert werden kann (Kutsch et al., 2008). Ob diese
Schlussfolgerung auch im Rahmen einer T. gondii Infektion fir LTBR'/' Tiere zutrifft, kann nur
vermutet werden. Dafiir sprechen jedoch die Uberlebensraten, die trotz der stark reduzierten
Induktion von IFNB und IFNy eine erhohte Mortalitat der LTBR'/' Tiere zeigen. Uber die Ursache der
differentiellen Expression von immunrelevanten Genen in LTBR'/' Tieren in Lunge und Milz kann zum
jetzigen Kenntnisstand nur spekuliert werden. Man kann hierbei in Betracht ziehen, dass im Rahmen
einer Infektion mit T. gondii moglicherweise eine organspezifische Regulation der Immunantwort
stattfindet und sich die Defizienz im LTBR in den unterschiedlichen Organen auf unterschiedliche
Weise auswirkt. Zudem koénnte die unterschiedliche Parasitenlast der jeweiligen Organe ein

unterschiedliches Transkriptionsprofil induzieren.

Interferone, speziell IFNy, induzieren die Immunantwort gegeniber intrazelluldren Pathogenen
(Huang et al., 1993) und sind bekannt flr die Stimulation der Expression einer Vielzahl von Genen,
insbesondere der Immunity Related GTPasen (IRGs) und der Familie der p65 Guanylat-bindenden
Proteine (GBPs) (Boehm et al., 1998; Boehm et al., 1997). Die p65 GBPs sind dabei die am starksten
IFNy-induzierten Gene (Degrandi et al., 2013, Kresse et al., 2008), die von Kim et al. als essentiell fir

die Immunantwort gegeniiber intrazelluldaren Pathogenen, inklusive T. gondii beschrieben wurden
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(Kim et al., 2012). Degrandi et al. konnten zudem zeigen, dass mMGBP2 in vivo eine wichtige Rolle bei
der Abwehr gegen T. gondii (ME49 Stamm) in C57BL/6 Mé&usen spielt und durch eine Infektion mit T.
gondii die Expression aller mGBPs stark induziert wird (Degrandi et al., 2007). Dabei wurde gezeigt,
dass diese Proteine in einer T. gondii-spezifischen Immunantwort durch eine Kooperation mit IRGs
den Parasiten toten (Degrandi et al., 2013; Feng et al., 2004; Haldar et al., 2013; Selleck et al., 2013;
Taylor et al., 2000). Da LTBR'/' Tiere eine verzogerte Expression von IFNy in der Lunge und einen
Defekt in der Induktion von IFNy in der Milz aufwiesen und es in der Literatur kontroverse
Beobachtungen hinsichtlich der Expression von IFNy nach T. gondii Infektionen gibt, ergab sich die
Frage, ob die Expression der mGBPs in LTBR'/' Tieren induziert wird. Unterstitzt wurde diese
Fragestellung durch Beobachtungen von Taylor et al., die zeigten, dass M&duse mit einer Defizienz im
IFNy-induzierten IRGM3 hoch suszeptibel gegeniiber einer Infektion mit T. gondii sind (Taylor et al.,
2000). In der Lunge von WT Tieren zeigte sich in Ubereinstimmung mit Daten von Degrandi et
al.(Degrandi et al., 2007), dass bereits friih in der Infektion, das heillt an Tag 7 p.i., die Expression der
meisten mGBPs (mGBP1, mGBP2, mGBP3, mGBP4, mGBP5 und mGBP8) deutlich induziert war. Eine
Induktion der Expression von mGBP6 und mGBP9 war leicht verzdgert. Eine Ausnahme bildet mGBP7,
das keine Induktion der Expresison aufwies. In LTBR-defizienten Mause zeigte sich ein genereller
Defekt in der Induktion der meisten mGBPs. Lediglich fir mGBP1, mGBP3 und mGBP8 konnte eine
verzégerte und deutlich reduzierte Induktion in der akuten Phase (Tag 7 und 12 p.i.) und in der
chronischen Phase (Tag 30 p.i.) nachgewiesen werden. Ein von der Lunge abweichendes Bild der
mMGBP Induktion zeigt sich in der Milz von T. gondii infizierten Mausen. Die Transkripte von mGBP2,
mMGBP3 und mGBP4 waren in WT Tieren an Tag 14 p.i. geringfligig induziert, hingegen waren sowohl
mMGBP1 als auch mGBP5 deutlich induziert. Wie in der Lunge, zeigte mGBP7 auch in der Milz keine
Induktion. In LTBR'/' Tieren ist eine geringe Induktion der mGBP1 und mGBP3 mRNA an den Tagen 7
p.i. und 14 p.i. vorhanden, wobei diese Expression deutlich unter der Expression der WT Tiere liegt.
Die Expression aller weiteren mGBPs (mGBP2, mGBP4, mGBP5 und mGBP7) ist im Verlauf einer
Infektion mit T. gondii nicht vorhanden. Generell ist in WT Tieren wie erwartet, eine starke Induktion
der mGBPs im Rahmen einer effektiven IFNy-induzierten transkriptionellen Antwort in der Milz und
der Lunge gegeben, die in LTBR'/' Tieren weitgehend ausfillt. Da die mGBPs eine bedeutende Rolle in
der Abwehr der Toxoplasmeninfektion spielen, liegt die Vermutung nahe, dass die fehlende
Induktion dieser Effektorgene ursachlich fur die erhéhte Suszeptibilitat der LTBR’/’ Tiere gegeniber T.

gondii verantwortlich ist.

Diese Ergebnisse belegen eine essentielle Rolle des LTBR in der Immunantwort gegen T. gondii. Die
vermehrt auftretenden pathologischen Verédnderungen in Lunge, Leber und Gehirn lassen sich auf die

erh6hte Parasitenlast zuriickfiihren, die in den LT8R Tieren nachgewiesen wurde. Ursdchlich fiir die
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erhéhte Parasitenlast kénnte die fehlenden NO Produktion in diesen Tieren sein, da die Erreger nicht
effizient eliminiert werden kénnen. Gleichzeitig zeigen LTBR”  Tiere einen Defekt in der IFNy
Expression, der dazu fiihrt, dass IFNy-abhéngige Gene (mGBPs) nicht induziert werden kénnen. Da
mGBPs eine entscheidende Funktion in der Abwehr intrazellulérer Pathogene (ibernehmen, kann
dieser Mangel, zusammen mit der verminderten NO-Produktion die Suszeptibilitit der LT8R Tiere
gegenliber einer T. gondii Infektion erkldren. Sowohl in WT Tieren als auch LTBR”" Tieren konnten
nach einer Toxoplasmeninfektion transient Lipome nachgewiesen werden. Ob diese Lipome fiir den
Infektionsverlauf relevant sind, ist noch unklar. Sollte sich der bimodale Verlauf der Uberlebenskurve
in LTBR” Tieren nach T. gondii Infektion in weiteren Versuchen mit erhéhten Tierzahlen bestétigen
und tatsdchlich darauf beruhen, dass LT8R Tiere nicht in der Lage sind, wdhrend der chronischen
Phase der Infektion die adaptive Immunitdt aufrecht zu erhalten, kénnte diese Linie ein interessantes

Modell zur Reaktivierung einer chronischen Toxoplasmose darstellen.

Im Modell der 70 %-igen PHx konnte erstmals eine Rolle des LTBR fir eine effiziente Regulation des
enterohepatischen Kreislaufs nach PHx nachgewiesen werden. Ein Defekt im LTBR flihrt zu einer
Akkumulation von GS im Hepatozyten und zu einem Anstieg von toxischen GS im Serum, die
schlussendlich in einer Cholestase resultieren und das Uberleben nach PHx negativ beeinflussen.
Zwar kommt es auch bei WT Tieren zu einem Anstieg der GS nach PHx, jedoch scheinen diese in der
Lage zu sein, die GS Homdostase schnell wieder zu normalisieren. Um festzustellen, ob die
Deregulation der GS ursachlich fir die héhere Mortalitdat nach PHx ist, sollten WT Tiere vor PHx mit
0,2-1% CA gefiittert werden und untersucht werden, ob sie einen mit LTBR'/' Tieren vergleichbaren
Phanotyp aufweisen. Parallel zur CA-Fiitterung sollte als Ergdnzung bei LTBR'/' eine Diat mit dem GS-
Komplexbinder Cholestyramin (2%) durchgefiihrt werden, um zu sehen, ob sich die Uberlebensrate
nach PHx verbessert: Bereits durch Uriarte et al. wurde gezeigt, dass eine Diat mit Cholestyramin in
FgFlS'/' Tieren, die nach PHx einen vergleichbaren Phanotyp wie LTBR'/' Tiere zeigen, zu einem
Absinken erhdhter GS Werte fiihrt und das Uberleben nach PHx erhéht (Uriarte et al., 2013). Durch
Ogura et al. wurde beschrieben, dass der Pregnan X Rezeptor (PXR) eine Akkumulation von GS
verhindern bzw. regulieren kann, indem er toxische GS (iber den Fremdstoffmetabolismus eliminiert.
Daher wére es ebenfalls von groem Interesse zu untersuchen, ob eine Behandlung von LTBR'/'
Tieren nach PHx mit dem PXR-Aktivator Pregnenolone-16a-Carbonitril (PCN) zu einer verbesserten
Uberlebensrate fithrt. Zudem konnten Yamada et al. zeigen, dass eine IL.-6 Behandlung zu einer
effizienteren Leberregeneration nach PHx mit gesteigerten Uberlebensraten in TNFRp55'/' Tieren
flhrt (Yamada et al., 1997) und es ware daher interessant zu beobachten, ob eine Applikation von IL-

6 auch in LTBR’/’Tieren das Uberleben nach PHx steigert.
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Das wiirde bedeuten, dass die LTBR und TNFRp55 Signalwege &ahnliche Effektormechanismen
auslosen. Weiterhin konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Mug2 Expression in
WT Tieren im Gegensatz zu LTBR'/' Tieren nach PHx deutlich hochreguliert wird. Zunachst sollte
geklart werden, ob sich die fehlende Expression von Mug2 nur auf transkriptioneller Ebene abspielt
oder auch auf Proteinebene nachgewiesen werden kann. Erste Vorversuche konnten mittels
Massenspektroskopie-Analyse bereits Mug2 in WT Tieren nach PHx nachweisen. Um dann zu
bestatigen, dass Mug2 eine wichtige Rolle in der Leberregeneration spielt, sollte in weiteren
Experimenten gekldrt werden, ob durch eine Mug2 Supplementierung das Uberleben nach PHx in
LTBR'/' Tieren gesteigert wird. Obwohl die Leberregeneration in Nagern 240 h nach PHx als
abgeschlossen gilt, konnten zu diesem Zeitpunkt noch immer erhéhte ALP Werte in LTBR'/' Tieren
nachgewiesen werden und auch die GS-Konzentrationen sowohl im Serum als auch in der Leber
waren wieder leicht erhoht. Daher stellt sich die Frage, ob die Gberlebenden LTBR'/' Tiere zwar den
Verlust von Lebermasse ausgleichen kénnen, aber die Funktionalitat der Leber noch nicht vollstandig
wiederhergestellt ist. Zur Klarung dieser Fragestellung kénnten zuséatzliche Analysen zwischen 48 h
und 240 h post PHx und auch zu noch spateren Zeitpunkten sinnvoll sein. Ergdnzend zur Deregulation
der GS-Transporter und GS-Rezeptoren auf mMRNA Experssionsebene koénnte auch eine
Fehllokalisation dieser Molkile fiir die erh6hten GS-Werte verantwortlich sein. Daher sollten der
histochemische Nachweis der Lokalisation der kanikularen und sinusoidalen hepatischen Transporter
nach PHx analysiert werden. Eine zusatzliche Analyse der Struktur und Bildung der Gallengdnge im
regenerierenden bzw. regenerierten Lebergewebe von LTBR'/' Tieren mittels Zytokeratin(CK)8 und
CK19- oder Periodic acid-Schiff(PAS)-Staining konnte Hinweise darauf geben, ob die Mikroarchitektur
der Leber in diesen Tieren nach PHx intakt ist. Weiterhin kdnnte sowohl ein Laminin-Staining als auch
ein Angiogeneseassay wichtige Anhaltspunkte zum Aufbau und zur Funktionalitdit der
regenerierenden bzw. regenerierten Leber liefern. Da TNFRp55-defiziente Tiere auch Defekte in der
Leberregeneration nach 70%iger PHx zeigen und einen mit LTBR'/' Tieren vergleichbaren Phanotyp
aufweisen, wire es ebenfalls interessant zu untersuchen, ob TNFRp55” Tiere ebenfalls eine
Akkumulation von GS zeigen. Durch eine Behandlung von LTBR'/' Tieren mit 10 pg/g KG Etanercept
konnte ein kompletter Ausfall beider Signalwege (LTBR und TNFRp55) imitiert werden. In weiteren
Untersuchungen sollten mit Hilfe von funktional LTBR/TNFRpSS'/' Tieren weitere Untersuchungen
hinsichtlich essentieller TNFRp55- bzw. LTBR-vermittelte Signale in der Leberregeneration nach PHx
durchgefihrt werden, um zu analysieren, in weit sich beide Signalwege Uberschneiden bzw.
erganzen. Da bislang konventionelle LTBR-defiziente Tiere fiir die Analyse der LTBR-vermittelten
Leberregeneration nach PHx eingesetzt wurden, denen der LTBR auf allen Zellen fehlt, kann noch
keine genaue Aussage darliber gemacht werden, welche Zellreihe fiir die LTBR-vermittelten Signale

in der Leberregeneration verantwortlich ist.
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Mittels konditional LTBR-defizienten Mauslinien, die spezifisch in Hepatozyten, Endothelzellen bzw.
Makrophagen/Granulozyten LTBR-defizient sind, kann die Zellreihe erst identifiziert werden und ihre

Rolle nach PHx dann genauer analysiert werden.

Zur Erganzung und weiteren Charakterisierung der Rolle LTBR-vermittelter Signale nach einer T.
gondii Infektion, wéare es zunachst sinnvoll die jeweiligen Tierzahlen fir die Bestimmung der
Uberlebenskinetik nach einer Infektion mit 40 Zysten zu erhthen, um den bimodalen Verlauf zu
verifizieren. Da LTBR‘/‘ Tiere sowohl histologisch als auch transkriptionell einen deutlichen Anstieg in
der Parasitenlast zeigen, ware es ebenfalls von Bedeutung den Verlauf der Replikation des Parasiten
bzw. die Konversion von Tachyzoiten zu Bradyzoiten in LTBR'/' Tieren im Vergleich zu WT Tieren
nachzuweisen. Darlber hinaus kénnten mit Hilfe der Durchflusszytometrie weitere Unterschiede
zwischen WT Tieren und LTBR'/' Tieren in den verschiedenen immunrelevanten Zellpopulationen
identifiziert werden, um zu kléren, in welcher Phase der Immunantwort (z.B. angeborene
Immunantwort vs. spezifische Immunantwort) sich die Unterschiede manifestieren. Da in der
vorliegenden Arbeit bereits ein Defekt in der Expression IFNy-abhangiger Gene (mGBPs) in LTBR'/'
Tiere nachgewiesen wurde, ware es von groflem Interesse mittels Konfokalmikroskopie, in vitro
Studien IFNy-behandelter Zellen beider Genotypen, hinsichtlich der Lokalisation und Funktion der
verschiedenen mGBPs an der Toxpoplasma parasitophoren Vakuole zu untersuchen. Von Bedeutung
ware zudem, ob eine Applikation von IFNy in LTBR'/' Tieren die Uberlebensraten nach einer Infektion
mit T. gondii positiv beeinflusst, was zu erwarten ware bzw. ob sich der LTBR-defiziente Phdnotyp
durch die IFNy Behandlung komplett aufheben lasst, oder nicht. Letzteres ware ein Hinweis darauf,

dass der LTBR neben der Induktion von IFNy noch weitere, bisher unbekannte Funktionen hat.
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Anhang

7. Anhang

7.1 Nicht gezeigte Daten

unbehandelt
post PHx

12 h
post PHx

24 h
post PHx

48 h
post PHx

Abb. 7.1 A-H: EvG-Firbung vor und 12 h, 24 h und 48 h nach PHx in WT und LTBR” Tieren. (A) WT nicht operiert (B) LTBR™ nicht operiert
(C) WT 12 h nach PHx (D) LTBR_‘L 12 h nach PHx (E) WT 24 h nach PHx (F) I.TBR"" 24 h nach PHx (G) WT 48 h nach PHx (H) LTBR+48 h nach
PHx. (VergrisBerungen wie angegeben)
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unbehandelt
post PHx

Abb. 7.2 A-H: PAS-Firbung vor und 12 h, 24 h und 48 h nach PHx in WT und LTBR"' Tieren. (A) WT nicht operiert (B) I_TBR"' nicht operiert
{C) WT 12 h nach PHx (D) LTBR” 12 h nach PHx (E) WT 24 h nach PHx (F) LTBR” 24 h nach PHx (G) WT 48 h nach PHx (H) LTBR” 48 h nach
PHx. (VergroBerungen wie angegeben)
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unbehandelt
post PHx

7 it A ot P P

12 h
post PHx

24 h
post PHx

48 h
post PHx

Abb. 7.3 A-H: Giemsa-Firbung vor und 12 h, 24 h und 48 h nach PHx in WT und LTBRJ' Tieren. (A) WT nicht operiert (B) LTBRJ' nicht
operiert (C) WT 12 h nach PHx (D) LTBR’L 12 h nach PHx (E) WT 24 h nach PHx (F) LTBR’L 24 h nach PHx (G) WT 48 h nach PHx (H) LTBR’L48
h nach PHx. (VergriBerungen wie angegeben)
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Verpaarung der

Parentalgeneration (P) P ** X TT
TNFRpS57- x LTBR
Reteromgot (netfht) F1 oF 41 41 ¥
Verpaarung der F1 Generation
het/het X het/het ** X *T Gameten der F1
btet(ns)
Crossing Over
4 )
F2 44 4T 16 1T 4[ [48] TI |18
Typisierung B WT het het KO | WT [het] het KO
PeR ® KO het het WT |het |ko| WT [het

o _/
Nur eine dieser

Maoglichkeiten kann
auftreten.

Verpaarung der F2
(wenn ein Crossing Over stattgefunden hat)
het/KO X WT

[ [X 48

F3 ol 1%

Typisierung B WT het

T ® het het

hetet X hetfhet % |8
F4 |18 & (%8
nosenng ™ WT WT  het |KO
PeR ® WT het WT |kO

Abb. 7.4: Verpaarungsschema zur Generierung von LTBR/TNFRp55-defizienten Tieren. Tiere der TNFRp55'JL Mauslinie sind in griin

gekennzeichnet. Tiere der LTBR"L Mauslinie in blau gekennzeichnet.
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