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1 Einleitung 

Die Hepatitis B ist weltweit eine der häufigsten Infektionen, die auch in der heutigen 

Zeit einen lebensbedrohlichen Verlauf nehmen kann. Insbesondere durch die 

Chronifizierung der Erkrankung mit schweren Spätfolgen, wie der Leberzirrhose 

oder den hepatozellulären Karzinomen (HCC), hat die Hepatitis B einen relevanten 

Einfluss auf die globale Gesundheit. 

Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) geht davon aus, dass im Jahr 2022 3,5% 

der Weltbevölkerung chronisch an Hepatitis B erkrankt waren (254 Millionen), sich 

jährlich 1,2 Millionen Menschen infizieren und im Jahr 2022 1,1 Millionen Menschen 

an den Folgen der Infektion gestorben sind.1–3 

Dank verbesserter Aufklärung, Prävention, Impfung, Diagnostik und Therapie 

wurden zwischen 1990 und 2019 die tödlichen Verläufe der mit Hepatitis-B-Virus 

(HBV) assoziierten Erkrankungen um 5,9% reduziert.1 Dennoch bedarf die 

chronische Hepatitis B (CHB) meist einer lebenslangen Therapie, da auch unter den 

aktuellen Behandlungen eine Heilung selten ist.1,2,4  

Ziel ist es daher, die komplexe Pathophysiologie der Krankheit und insbesondere 

der chronischen Infektion besser zu verstehen. Hierzu wurden ein in-vivo-

Mausmodell sowie humanes Lebergewebe von Patienten mit CHB untersucht. Das 

verwendete transgene Mausmodell exprimiert Hepatitis-B-Oberflächenantigene 

(HBs) in der Leber und bildet damit zentrale Aspekte einer CHB nach.5–8 

Ein klassischer histologischer Marker der CHB sind die Milchglashepatozyten 

(Ground Glass Hepatocytes, GGHs), die unter anderem durch Akkumulation von 

HBs im endoplasmatischen Retikulum (ER) entstehen.9–11 Die Akkumulation von 

HBs führt zu einer zytotoxischen Reaktion und ist mit der Entstehung von 

Leberfibrose und hepatozellulären Karzinomen (HCC) assoziiert.12–14 

Die Leberfibrose stellt einen wesentlichen prognostischen Marker chronischer 

Lebererkrankungen dar.15 Ihr Fortschreiten zur Leberzirrhose kann zu weiteren 

lebensbedrohlichen Komplikationen führen, wie einem Leberversagen, einer 

portalen Hypertension und weiteren Begleiterkrankungen.16,17 Ein besseres 

Verständnis der molekularen Mechanismen, die zur Fibrose führen, ist daher von 

hoher klinischer Relevanz. 

Unter physiologischen Bedingungen werden fehlgefaltete oder übermäßig 

angesammelte Proteine durch zelluläre Abbauprozesse wie das Proteasom oder die 

Autophagie eliminiert.18,19 Das Auftreten von GGHs im Mausmodell deutet jedoch 

auf einen gestörten Abbau hin. Deshalb wurde die Rolle der Autophagie als 

zentrales abbauendes System näher untersucht. 
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Die Autophagie wird durch verschiedene zelluläre Stressmechanismen reguliert. 

Dazu zählen der durch Proteinakkumulation ausgelöste ER-Stress, die folgende 

Unfolded-Protein-Response sowie die Typ-I-Interferonantwort.19,20 Diese Prozesse 

werden im Rahmen einer HBV-Infektion aktiviert und können die Autophagie 

beeinflussen. Zur Differenzierung der Rolle der Interferonantwort wurde in BALB/c 

Mäusen die Typ-I-Interferonantwort durch einen Knockout der 

Transkriptionsfaktoren IRF3 und IRF7 (IRF3/7 KO) gezielt ausgeschaltet.21 

Neben der Interferonantwort wurde auch der Einfluss des genetischen Hintergrunds 

untersucht. Dazu wurden BALB/c Mäuse, welche eine erhöhte Fibroseneigung 

zeigen, mit C57BL/6 Mäusen verglichen, welche als fibroseresistent gelten.8,22 Der 

Vergleich ermöglicht Rückschlüsse auf die Auswirkungen des Genotyps und des 

unterschiedlichen Immunprimings auf Fibrose, ER-Stress, Interferonantwort und 

Autophagie. 

1.1 Die Leber 

Die Leber (Hepar) übernimmt als zentrales Stoffwechselorgan eine bedeutende 

Rolle in der Verdauung, als exokrine Drüse, Speicherorgan, in der Entgiftung und in 

der Synthese. Insbesondere produziert die Leber zahlreiche Proteine des Blutes wie 

Albumin oder die Gerinnungsfaktoren.23  

Sie erhält über die Pfortader (Vena (V.) portae) nährstoffreiches Blut vom 

Gastrointestinaltrakt zur Weiterverarbeitung. Dabei wird z. B. Glukose als Glykogen 

gespeichert, Plasmaproteine wie Albumin oder Gerinnungsfaktoren werden aus 

Aminosäuren synthetisiert und Lipide in Lipoproteinen gebündelt und ins Blut 

abgegeben. Entscheidend ist die Leber auch für die Entgiftung, um so Toxine sowie 

Medikamente abzubauen und über die Galle auszuscheiden. Darüber hinaus 

werden in der Leber zahlreiche Prodrugs durch Metabolisierung aktiviert. Die Leber 

ist in der Lage, ihre Produkte entweder direkt ins Blut abzugeben oder – wie im Fall 

der Gallenflüssigkeit – Gallensäuren für die Verdauung sowie schwer 

wasserlösliche Substanzen in den Darm zu sezernieren.23 

1.1.1 Anatomischer Aufbau 

Die Leber des Menschen hat im Durchschnitt ein Gewicht von 1,4-1,8 kg, eine 

dunkel-rotbraune Farbe, eine weiche Konsistenz und sie befindet sich im rechten 

Oberbauch.23 Makroskopisch wird die Leber meist in den rechten und linken 

Leberlappen eingeteilt.24 Entscheidender ist jedoch die funktionelle Gliederung in 8 

Segmente, welche durch die gemeinsame Versorgung definiert ist (siehe Abbildung 

1). Dabei ziehen die Äste der Vena (V.) portae, die das nährstoffreiche und 

sauerstoffarme Blut vom Darm liefern, gemeinsam mit den Ästen der Arteria (A.) 
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hepatica propria, die die Sauerstoffversorgung sicherstellen, sowie den Ästen des 

Ductus hepaticus, welche die Gallenflüssigkeit sammeln und ableiten. Dem 

gegenüber steht der venöse Abfluss über die Vv. hepaticae, durch die das gefilterte 

Blut in den Körperkreislauf in die V. cava inferior zurückgeführt wird.23 Die 

makroskopische Ansicht ist in der folgenden Grafik dargestellt. 

Abbildung 1: Makroskopische Leberanatomie 

Eigene Darstellung der Leberanatomie in Anlehnung an Aumüller23 und weitere 

Quellen,24,25 erstellt mit BioRender.26 Links ist eine Projektion auf den Körper zu 

sehen. Rechts oben befindet sich eine Ansicht von dorsal. Rechts unten ist eine 

Ansicht von ventral dargestellt, und zwar mit einer Kennzeichnung der 

Lebersegmente und einer Darstellung des Gallengangsystems. 

1.1.2 Histologischer Aufbau  

Neben dem makroskopischen Aufbau ist insbesondere die mikroskopische 

Anatomie (Abbildung 2) für das Verständnis der verschiedenen Funktionen 

entscheidend.  Dabei verlaufen die Äste der Leberarterie und V. Portae immer 

gemeinsam mit einem Gallengang. Dies wird als Glisson-Trias bezeichnet, welche 

zusammen mit einer Lebervene ein Portalfeld bildet und die Leber in ein 

hexagonales Muster aufgeteilt. Dabei wird das nährstoffreiche Blut der V. portae mit 

dem sauerstoffreichen Blut der A. hepatica vermischt und strömt über das Portalfeld 

über die Sinusoide, besondere, erweiterte Kapillaren der Leber, zu den Lebervenen. 

Dies bedingt, dass die stoffwechselintensiven Prozesse in den Hepatozyten der 
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Zone 1 des Leberazinus ablaufen, da dort das Blut die höchste 

Sauerstoffkonzentration hat. Diese nimmt Richtung Zentralvene stetig ab, was eine 

Anpassung des Leberstoffwechsels zur Folge hat. Die Sinusoide laufen dabei radiär 

auf die Zentralvene zu und definieren damit das zugehörige Zentralvenenläppchen. 

Dem entgegengesetzt laufen die Gallengangskanäle zum Portalfeld. Die Sinusoide 

sind besonders weite Kapillaren, welche von dünnem, perforiertem Endothel 

ausgekleidet sind, um eine besonders geringe Diffusionsbarriere darzustellen. 

Dadurch entsteht um das Endothel ein kleiner Spalt (Disse-Raum), in dem der 

Stoffaustausch stattfindet und sich die Leber-Sternzellen (früher Ito-Zellen) 

befinden. Die Sternzellen sind ruhende Myofibroblasten welche physiologische 

Lipide und Vitamin A speichern, jedoch auch pathologisch bei Inflammation zur 

Fibrosierung der Leber führen können. Ebenfalls in den Sinusoiden findet man die 

Kupffer-Zellen, gewebsständige Makrophagen, die Fremdpartikel aus dem Blut 

aufnehmen und abbauen, sowie Pit-Zellen, lebespezifische Lymphozyten, als Teil 

der gezielten Immunabwehr. 

Den Großteil der Leberzellen machen jedoch die Hepatozyten aus, welche die 

klassischen Leberfunktionen wie Entgiftung, Synthese von Blutkomponenten und 

Galle übernehmen. Dazu haben die Hepatozyten zwei Pole, einen dem Blut und 

einem dem Gallengang zugewandt, um beides trennen zu können.23,25,27 

Abbildung 2: Mikroskopischer Aufbau der Leber 

 

Eigene schematische Darstellung der Leberhistologie, basierend auf Lüllmann-
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Rauch27 und weiteren Quellen,23,25,28 erstellt mit BioRender.26 Die Lebervenen sind 

blau dargestellt, die Arterien rot und die Gallengänge grün. Die Einflussfelder sind 

transparent gekennzeichnet. 

1.1.3 Leberschädigung (Inflammation/Fibrose/Zirrhose) 

Bei einer chronischen Entzündung (chronischer Hepatitis), kommt es zu einer 

Regeneration mit Fibrosierung, die im Verlauf in eine irreversible Zirrhose 

übergehen kann. 

Die Auslöser der Hepatitis und der folgenden Zirrhose sind vielfältig und gliedern 

sich überwiegend in folgende Gruppen: Noxen, infektiös, autoimmun, genetisch, 

biliär oder vaskulär/kardial.25,29 In Deutschland überwiegen als Ursachen einer 

Steatohepatitis das metabolische Syndrom sowie der Alkoholkonsum. Dabei liegt 

die Prävalenz der metabolisch assoziierten Steatose (MASLD) als Vorstufe der 

Steatohepatitis in Deutschland bei 23% der Allgemeinbevölkerung. Eine 

metabolisch assoziierte Steatohepatitis (MASH) liegt bei 4% vor.15,30 Die weiteren 

Ursachen, wie HBV- und HCV-Infektion oder Monogenetische Erkrankungen, sind 

in Deutschland seltener.25,29 Durch die anhaltende Inflammation wandeln sich 

vornehmlich die hepatischen Sternzellen (früher Ito-Zellen) von Fettspeicherzellen 

zu Myofibroblasten um, welche dann Kollagen bilden. Abhängig von der Ursache 

entstehen unterschiedliche Muster des Kollagens. Bei der Hepatitis B entsteht eine 

periportale Fibrose, die im Verlauf in eine Maschendrahtfibrose übergehen kann, 

wenn die Leberzellgruppe von Bindegewebe ummantelt wird.25 Das Vollbild der 

Fibrose, die Leberzirrhose, ist durch Leberzell- und Funktionsverlust sowie 

Zerstörung der Organarchitektur gekennzeichnet und hat im Endstadium lediglich 

eine 1-Jahres-Überlebensrate von 35%, was die Schwere des Krankheitsbilds 

verdeutlicht.31 Im Gegensatz zur Zirrhose sind die Anfangsstadien der Fibrose 

reversibel, sodass durch Behandlung der Ursache, wie HBV, auch eine Besserung 

der Leberfunktion erzielt wird.31,32 

1.2 Autophagie 

Die Autophagie (griechisch autóphagos „sich selbst verzehrend“)33 ist ein für die 

zelluläre Homöstase relevanter abbauender Stoffwechselweg eukaryotischer 

Zellen. Dabei kann Autophagie genutzt werden, um z. B. Aminosäuren (AS) in einer 

Hungersituation bereitzustellen oder gezielt oder ungezielt fehlgefaltete oder 

defekte Proteine, Organellen wie Mitochondrien oder Pathogene wie Viren 

abzubauen.34–38 Die Zelle kann Proteine über das Proteasom, einen protein-

degradierenden Proteinkomplex, oder  die Autophagie abbauen. Sowohl das 

Proteasom als auch Autophagie bauen, Ubiquitin-vermittelt,  selektiv Proteine ab. 
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Jedoch ist die Autophagie deutlich vielseitiger, da das Proteasom lediglich Proteine 

degradieren kann.36 Bei dem gezielten Abbau werden Proteine mit dem kleinen 

Markerprotein Ubiquitin durch verschiedene Ubiquitin-Protein-Ligasen für den 

Abbau gekennzeichnet. Ubiquitin kann dabei sowohl als Mono-, Oligo- oder Polymer 

an eine oder mehrere Stellen (Multi) an das Zielprotein gebunden werden. Bei der 

Poly-Ubiquitinierung ist es darüber hinaus entscheidend, wie die Ubiquitin-Moleküle 

verknüpft sind. Ubiquitin hat mehrere Bindungsstellen, mit denen es an Proteine 

gebunden werden kann. Das Muster der Verbindung entscheidet über den 

bevorzugten Abbauweg. Die Verbindungen werden nach der Aminosäure und deren 

Position in der Sequenz des Ubiquitins benannt.  Bei Verbindung via Lysin 48 (K48) 

wird das markierte Protein überwiegend über das Proteasom abgebaut. Bei 

Verbindung via Lysin 63 (K63) geschieht der Abbau primär über Autophagie und 

letztlich über das  Lysosom.39,40 

Die Autophagie wird in drei Subtypen eingeteilt: Makroautophagie, Mikroautophagie 

und chaperon-vermittelte Autophagie. Klassischerweise wird unter „Autophagie“ die 

Makroautophagie verstanden, bei der sich eine Autophagosomenmembran um die 

zum Abbau markierten Zellinhalte schließt und damit ein Autophagosom bildet. 

Dieses fusioniert mit einem Lysosom zum Autophagolysosom.41  

Bei der Mikroautophagie wird Zytoplasma direkt durch Ausstülpungen des 

Lysosoms in das Zytoplasma aufgenommen. Zwar finden sich in tierischen Zellen 

keine genauen Homologe der Mikroautophagie, ein vergleichbarer Prozess ist 

jedoch beschrieben. Dabei wird durch Ausstülpung  Zytoplasma in Endosomen, die 

Vorstufe der Lysosomen, aufgenommen.41 

Chaperone sind Proteine, welche als Faltungshelfer anderen Proteinen helfen, die 

richtige Sekundärstruktur zu finden. Bei der chaperon-vermittelten Autophagie 

(chaperone-mediated-autophagy: CMA) werden fehlgefaltete Proteine durch 

Chaperone, insbesondere Hitzeschockprotein 70 (Hsp70), entfaltet, zu Lysosomen 

transportiert und insbesondere LAMP-2A (lysosome-associated membrane protein 

type 2A), vermittelt durch die Membran, in das Lysosom geschleust.41,42 Die CMA 

wird bei Nährstoffmangel, oxidativem Stress und Proteotoxizität (Proteotoxicity: 

Toxizität durch fehlgefaltete oder aggregierte Proteine, welche ultimativ zum Zelltod 

führen kann.)43 induziert, ist jedoch auf den Abbau von Proteinen limitiert.41,44 Die 

CMA arbeitet dabei parallel zur Makroautophagie. Wird ein System blockiert, wird 

das andere kompensatorisch stimuliert. Im Gegensatz zur Makro- und 

Mikroautophagie gibt es die CMA nur bei Säugetieren und nicht bei Hefen.45,46 
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1.2.1 Makroautophagie 

Diese Arbeit konzentriert sich auf die Makroautophagie (Abbildung 3) als 

wichtigstem Mechanismus der Autophagie. Dabei wird eine Doppelmembran 

gebildet, die als Phagophore oder Isolationsmembran (IM) bezeichnet wird. Sie 

umschließt Zytoplasma und bildet ein Vesikel, der als Autophagosom bezeichnet 

wird.  Im Verlauf fusioniert es mit einem Lysosom zum Autophagolysosom, in dem 

der Inhalt abgebaut wird. Dabei ist als Zwischenschritt auch die Fusion des 

Autophagosoms mit einem Endosom möglich, das als Amphisom bezeichnet wird. 

Neben dem unselektiven Einschluss von Zytoplasma findet dabei jedoch auch ein 

selektiver Einschluss statt. Dabei werden z. B. durch Poly-Ubiquitinierung (Verlinkt 

über die Bindungsstelle des Ubiquitins: K63) markierte Proteine mit 

phosphoryliertem p62 (ubiquitin-binding protein p62 [62kDa]; SQSTM1) an LC3-II 

(Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3; MAP1LC3) gebunden und 

damit an die Innenmembran des Autophagosoms geheftet.  

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Makroautophagie 

 

Eigene schematische Darstellung der selektiven Makroautophagie 

zusammengestellt aus mehreren Quellen,19,20,44,47 erstellet mit BioRender.26 Die 

Initiation beginnt, wenn der mTOR-Komplex 1 (mTORC1) vom ULK-Komplex 

dissoziiert. mTORC1 (mechanistic Target of Rapamycin Complex 1) ist ein zentraler 

Regulator, der Zellwachstum und Stoffwechsel in Abhängigkeit von Nährstoffen, 

Energie und Wachstumsfaktoren steuert. So wird auch der ULK-Komplex (benannt 

nach Unc-51 like autophagy activating kinase 1/2) als wichtiges Schlüsselenzym der 

Initiation durch mTORC1 reguliert.  In der Phase der Nukleation werden die weiteren 

Faktoren rekrutiert. In der Elongation wird unter anderem durch den PI3K-Komplex 
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die Phagophore erweitert. Ubiquitiniertes Substrat, das durch p62 markiert ist, wird 

durch membrangebundenes LC3-II an die Membran geheftet. In der Reifung 

(Maturation) schließt sich das Autophagosom (AP), wird modifiziert und entlang der 

Mikrotubuli zu einem Lysosom transportiert, mit dem es zum Autophagolysosom 

(AL) fusioniert. Die lysosomalen Enzyme benötigen ein saures Milieu. Daher werden 

kontinuierlich Wasserstoffionen (H+) in das Innere der Lysosomen gepumpt, sodass 

in der Degradationsphase der Inhalt der AL durch die Enzyme gespalten werden 

kann. Die Spaltprodukte werden ins Zytosol abgegeben.  

Weitere Abkürzungen: ULK1/2: Unc-51 like autophagy activating kinase 1/2; 

ATG13, ATG14 und ATG101: Autophagy-related protein 13, 14 und 101; RB1CC1: 

RB1[Retinoblastom-Protein]-inducible coiled-coil protein 1; PI3K-Komplex: 

phosphatidylinositol 3-kinase Komplex; BECN1: Beclin-1; PIK3C3: Phosphatidylino-

sitol 3-kinase catalytic subunit type 3; PIK3R4: Phosphatidylinositol 3-kinase 

regulatory subunit 4; p62: ubiquitin-binding protein p62; Ub: Ubiquitin; LC3: 

MAP1LC3: ATG8 Homolog; LC3-II: aktivierte, membranständige Form von LC3.  

1.2.2 Proteinchemischer Ablauf 

Die genauen Protein-Protein-Interaktionen sind Gegenstand aktueller Forschung 

und nicht abschließend geklärt. Im Nachfolgenden ist die Autophagie, wenn nicht 

anderweitig gekennzeichnet, bei der Maus bzw. bei Säugetieren beschrieben, da es 

trotz der starken Konservierung dennoch Unterschiede zwischen verschiedenen 

Spezies gibt. Zur besseren Übersichtlichkeit werden die Hauptpathways 

beschrieben und AuTophagy-related-Gene als ATG, entsprechend der 

Nomenklatur, fortlaufend bezeichnet. 48,49 In der Regel wird mit ATG jedoch meist 

das zugehörige funktionelle Protein gemeint, welches den gleichen ATG-Code trägt. 

Wenn nicht weiter angegeben, beziehen sich Bezeichnungen, wie z. B. ISG15, auf 

das humane Protein. Dabei werden Abkürzungen komplett großgeschrieben. Das 

zugehörige Gen bzw. mRNA werden entsprechend gängiger Nomenklatur kursiv 

geschrieben (ISG15).50 Bei Mäusen werden die Proteine ebenfalls großgeschrieben 

(ISG15), bei Genen oder mRNA wird nur der erste Buchstabe als Majuskel 

verwendet und die Bezeichnung ebenfalls kursiv geschrieben (Isg15).51 Ist ein 

ganzer Absatz kursiv gedruckt, werden Gene/mRNA im Text als solche 

gekennzeichnet. Viele Proteine haben zahlreiche Synonyme, was den Vergleich mit 

weiterer Literatur erschwert. Es werden im Kontext der Autophagie übliche Formen 

verwendet und im Abkürzungsverzeichnis die Entrez-IDs der jeweiligen humanen 

Proteine angegeben.  
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Die Makroautophagie läuft in teilweise parallel verlaufenden Phasen ab: Initiation, 

Nukleation, Elongation, Reifung, Fusion und Degradation. 

Initiation: Der ULK1/2-ATG13-RB1CC1-ATG101 Komplex (ULK-Komplex) wird via 

Bindung und Phosphorylierung durch mTORC1 (mechanistic target of rapamycin 

complex 1) konstitutiv gehemmt. Die AMPK (AMP-activated protein kinase) kann bei 

niedrigen ATP-Levels mTORC1 und die Bindung an den ULK-Komplex hemmen 

und dadurch Autophagie stimulieren.19,20 

Nukleation: Der PI3K (class III phosphatidylinositol 3-kinase) Komplex ist 

entscheidend für die Nukleation und Rekrutierung weiterer Autophagie-Mediatoren. 

Der PI3K-Komplex , bestehend aus ATG14-BECN1-PIK3C3-PIK3R4, wird durch 

verschiedene Mediatoren reguliert, die teilweise direkt an den Komplex binden, oder 

wie BCL2, welches freies BECN1 bindet, um die Bildung des Komplexes zu 

hemmen.19,20 Die Plasmamembran der Autophagosomen wird dabei aus dem 

Membran des ER rekrutiert.34,52 Die genaue Verbindung des ULK- mit dem PI3K-

Komplex ist dabei weiter unklar.47 

Elongation: Zur Vergrößerung der Phagophore sind mehrere Proteinkomplexe 

notwendig. Der ATG12-ATG5-ATG16L1-Komplex besteht aus den benannten 

Proteinen, die mithilfe von ATG7 und ATG10 als E1- bzw. E2-Ligasen die 

Komplexbildung katalysieren. Dieser Komplex ist entscheidend für die Konjugation 

von LC3 als E3-Ligase, dargestellt in Abbildung 4. 

LC3 ist ein tierisches Homolog zu ATG8. LC3 wird durch ATG4 aktiviert (zu LC3-I) 

und dann ähnlich wie Ubiquitin über drei Schritte mittels Ligasen auf das Zielmolekül 

übertragen. Im Gegensatz zu Ubiquitin wird LC3 jedoch auf ein 

Phosphatidylethanolamin (PE) übertragen, wodurch das LC3 an die 

Autophagosomenmembran gebunden wird. Dieses membranständige LC3 wird als 

LC3-II bezeichnet und dient auf der Innenseite der Membran als Ankerpunkt für p62-

markiertes Autophagiesubstrat. ATG4 kann LC3-II auch von der Membran 

abspalten, wobei LC3 frei wird. Das geschieht überwiegend an der Außenseite der 

Membran, da die Interaktion durch die Krümmung der Membran sowie die Bindung 

von LC3-II an p62 stereotaktisch behindert wird.53,54 So wird das abzubauende 

Substrat selektiv an die Innenseite der Membran gebunden.53,54 
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Abbildung 4: Das LC3-Konjugations-System 

 

Eigene Darstellung in Anlehnung an Parzych19 und weitere Quellen,53,54 erstellt in 

BioRender.26 Die Bildung von membranständigem LC3-II funktioniert ähnlich wie die 

Ubiquitinierung durch Ubiquitin-Ligasen. Bei Ubiquitin-Ligasen wird das Protein über 

drei Schritte an die Zielstruktur gebunden. Im ersten Schritt wird dabei Ubiquitin 

unter Spaltung von ATP an die E1-Ubiquitin-Ligase gebunden, die es an die E2-

Ligase transferiert. Die E2-Ligase überträgt das Ubiquitin an die E3-Ligase, die es 

auf die Zielstruktur überträgt, bei Ubiquitin auf das abzubauende Substrat. Bei der 

Bildung von LC3-II sind hier zwei den Ubiquitin-Ligasen ähnliche Systeme 

vorhanden. LC3 wird von ATG4 zu LC3-I prozessiert, um ein c-terminales Glycin 

freizulegen. LC3-I wird auf ATG7 übertragen, ein E1-Ubiquitin-Ligase-ähnliches 

Enzym. LC3-I wird dann auf die E2-like Ligase ATG3 übertragen und dann auf die 

E3-like Ligase Komplex (ATG12–ATG5-ATG16L1-Konjugations-Komplex). Dieser 

überträgt LC3-I auf ein Phosphatidylethanolamin (PE), wodurch es membranständig 

wird und als LC3-II bezeichnet wird. ATG4 kann auch die Spaltung von LC3-II und 

dem PE katalysieren, wodurch LC3 von der Membran gelöst wird. 

Der ATG12–ATG5-ATG16L1-Konjugations-Komplex wird selbst durch ein Ubiquitin-

Ligase-ähnliches System gebildet. Dabei wird ATG5 auf die E1-like Ligase ATG7 

und dann auf die E2-like Ligase ATG10 übertragen, welche es final auf ATG12 

überträgt. Der Komplex aus ATG12 und ATG5 bindet dann ATG16L1. Zwei dieser 

Komplexe dimerisieren zu dem als E3-like Ligase ähnlichen Komplex, der LC3-I an 

einen PE überträgt.  

Weitere Abkürzungen: ATG3/4/5/7/10/12/16L1: Autophagy-related protein 

3/4/5/7/10/12/16L1; LC3: MAP1LC3: ATG8 Homolog; LC3-I: aktivierte Form von 

LC3; LC3-II: aktivierte, membranständige Form von LC3, auf 

Autophagosomenmembran; PE: Phosphatidylethanolamin.  
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Stimuliert durch den ULK- und den PI3K-Komplex wird ATG9 an die Membran der 

Phagophore rekrutiert. ATG9 ist ein Phospholipidtranslokator (Scramblase), der 

Phospholipide zwischen Membranen transportieren kann und so Phospholipide aus 

der Membran des ER zur Phagophore transportiert, damit diese wächst.52 

Die wachsende Membran wird dabei durch ein komplexes Zusammenspiel der 

Proteine auf der Membran zu einer Kugel geformt. Vermittelt insbesondere durch 

die ATG8 Homologe LC3B und GABARAPL2 wird die Phagophore geschlossen und 

das Autophagosom gebildet.55–57 

Reifung (Maturation): Die Reifung ist abhängig von Modifikationen des PI3K-

Komplexes. Wird die Beclin-1-Untereinheit durch das Rubicon-Protein gebunden, 

hemmt dies die Reifung. Durch Bindung von UVRAG (UV irradiationresistance-

associated gene) wird die GTPase Rab7 aktiviert, welche für die Fusion notwendig 

ist. Aktuellere Studien legen nahe, dass dabei mehrere Proteine der Rab-Familie 

beteiligt sind, wie Rab22 und Rab24.20,47 

Die Autophagosomen werden durch Kinesine entlang der Mikrotubuli zu den 

Lysosomen transportiert.55 Daher hemmen Zytostatika wie Vincaalkaloide, auch den 

Abbau der Autophagosomen und führen zu deren Akkumulation.58 Für den 

Transport bedient sich die Autophagie dabei dem ESCRT (endosomal sorting 

complexes required for transport). Insbesondere ESCRT III, welches den PI3K-

Komplex bindet, hat dabei eine entscheidende Rolle.47 

Fusion: Das Verschmelzen des Autophagosoms mit dem Lysosom zum 

Autophagolysosom ist über SNARE-Proteine (soluble N-ethylmaleimide-sensitive-

factor attachment receptor) vermittelt. Für Autophagie sind insbesondere die 

VAMP3, VAMP7, VAMP8 und VAMP9 (Vesicle-associated membrane protein) 

sowie Syntaxin 17 gemeinsam mit SNAP29 (Synaptosomal-associated protein 29) 

relevant.19,47,59 

Degradation und lysosomaler Abbau: Für den Abbau benötigen die Enzyme der 

Lysosomen ein saures Milieu. Daher werden mittels ATPasen Wasserstoffionen 

(H+) in die Lysosomen transportiert. Eine Hemmung der ATPasen, z. B. durch 

Bafilomycin A1, führt ebenso wie Defekte der lysosomalen Hydrolasen zur 

Akkumulation von Autophagosomen und zur Hemmung des Flux.47  Der Flux 

(autophagic flux) ist das Maß der Degradation durch Autophagie. Der Flux ist die 

umfassendste Kenngröße, um die Effektivität der Autophagie zu bestimmen, da er 

die effektive Summe aller stimulierenden und hemmenden Faktoren einbezieht. Ein 

reduzierter Flux bedeutet dabei einen verminderten Abbau, ein erhöhter Flux 

entsprechend einen erhöhten. Folglich kann trotz einer Stimulation der Nukleation 

bei einer Hemmung der Fusion oder des lysosomalen Abbaus der Flux sinken.  
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Entsprechend gibt es diverse Messmethoden zur Bestimmung des Einflusses auf 

die Autophagie, auf einzelne Schritte oder den Flux als Gesamtrate des Abbaus. 

Der Flux hat keine Einheit und bezieht sich immer auf eine experimentelle 

Vergleichsgruppe.18,60–63 

1.2.3 Selektive Makroautophagie 

Als Unterformen der Makroautophagie gibt es verschiedene selektive Pathways, mit 

denen gezielt Substrate via Autophagie abgebaut werden. Als (Makro-) Mitophagie 

wird der gezielte Abbau von Mitochondrien benannt, als Pexophagie der Abbau von 

Peroxisomen, als Lipophagie der Abbau von Lipid droplets (LD), als Xenophagie der 

Abbau exogener Pathogene, wie Viren oder Bakterien, und als Aggrephagie der 

Abbau insbesondere von Proteinaggregaten.64,65 

Bei Säugetieren gibt es dazu unterschiedliche Marker-Proteine für die Substrate 

sowie mehrere Ankerproteine an der Autophagosomenmembran (ATG8-

Homologe). 

Der wichtigste selektive Autophagie-Rezeptor ist p62 (Sequestosome 1; SQSTM1; 

ubiquitin-binding protein p62), welcher ubiquitinierte Substrate und LC3-II bindet und 

diese damit ans Autophagosom heftet. Dazu hat p62 jeweilige Domänen, nämlich 

die Ubiquitin bindende (UBA) und LC3-interagierende Region (LIR).66 p62 wird 

gemeinsam mit dem Substrat, Ubiquitin und LC3-II im Lysosom abgebaut. Dadurch 

ist p62 ein indirekter Marker des Fluxes, da eine Hemmung des Fluxes zur 

Akkumulation von p62 führt.44,67,68 Ein erhöhter Flux geht primär mit einer Reduktion 

an p62 einher.  

Bei der Interpretation von p62-Ergebnissen ist jedoch zu beachten, dass auch eine 

transkriptionelle Regulation durch den Nrf2-Pathway stattfindet, stimuliert durch 

Sauerstoffradikale (ROS).68 

Ebenfalls wird p62 durch posttranslationale Modifikationen, z. B. 

Phosphorylierungen, reguliert. Dabei führt die Phosphorylierung in der Regel zu 

einer erhöhten Affinität zu Ubiquitin oder LC3, wie z. B. Phosphorylierung an Ser407 

durch ULK1. Eine Phosphorylierung an Ser349 kann hingegen durch Bindung des 

Nrf2 Inhibitors KEAP1 den Nrf2-Pathway stimulieren und letztlich auch darüber zu 

einer erhöhten Transkription von p62 führen.68,69 Humanes p62 unterscheidet sich 

leicht vom Homolog der Mäuse. So korrelieren die Phosphorylierungsstellen in 

humanem p62 Ser349, Ser403, Ser407 mit Ser351, Ser405, Ser409 in Mäusen.68 

Zur einheitlichen Bezeichnung werden in dieser Arbeit die Bezeichnungen für 

humanes p62 verwendet. 



13 
 

Neben p62 sind aktuell rund 20 weitere Rezeptoren (sequestosome 1-like receptors 

[SLRs]) bekannt, welche die Bindung von spezifischem Substrat an ATG8-

Homologe wie LC3-II herstellen. Diese SLRs sind dabei meist selektiver und können 

mit oder ohne p62 eine Bindung an die Autophagosomenmembran vermitteln.68 

Beispielsweise bei der Mitophagie wird ein beschädigtes Mitochondrium durch 

PINK1 (PTEN [Phosphatase and tensin homolog] - induced kinase 1) erkannt. 

PINK1 lagert sich an der Außenmembran des Mitochondriums an und phosphoryliert 

Parkin, das wiederum umliegende Proteine der Membran ubiquitiniert. Dies führt zur 

Rekrutierung von SLRs, wie z. B. p62, jedoch in diesem Fall insbesondere 

Optineurin (OPTN) und Nuclear dot protein 52 (NDP52), welche die Degradation im 

Autophagosom vermitteln. 

Mutationen von PINK1 und Parkin führen zu reduzierter Mitophagie und sind 

darüber mit einer juvenilen Form des Morbus Parkinson assoziiert.70–72 

Im Gegensatz zu Hefen sind beim Menschen sechs Homologe zu ATG8 bekannt, 

die als Anker an der Membran des Autophagosoms dienen. Dazu gehören LC3A, 

LC3B, LC3C, GABARAP, GABARAPL1 und GABARAPL2. Die LC3-Proteine 

wurden dabei zuerst aufgrund ihrer Assoziation zu Mikrotubuli beschrieben 

(Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3; MAP1LC3), die GABARAP-

Familie wegen ihrer Rolle beim Transport des GABA (A) Rezeptors (GABAAR) als 

GABAAR-assoziiertes-Protein.55,56 Aufgrund der hohen Ähnlichkeit fungieren alle 

als ATG8 Homologe auf der Autophagosomenmembran und haben überdies z. T. 

spezifische Aufgaben in der Autophagie oder z. B. dem Rezeptortransport.  

Je nach Isoform haben sie eine unterschiedliche Relevanz für die selektive Bindung 

verschiedener Autophagiesubstrate, der Ausbildung der Autophagosomen und 

deren Transport.55 Die Eigenheiten sind dabei Gegenstand aktueller Forschung. 

LC3B ist dabei die am besten untersuchte Isoform und gilt als wichtigster Marker 

von Autophagosomen. Die Menge an lipidiertem LC3B-II korreliert sehr gut mit der 

Menge an Autophagosomenmembran.55,56  

Auch wenn alle Isoformen in freiem Zustand p62 binden können, scheint nur LC3B 

als lipidierte, membrangebundene Form (LC3B-II) weiterhin p62 zu binden und ist 

damit essentiell für die p62 vermittele Autophagie.55,73 Wenn nicht weiter spezifiziert, 

bezeichnet daher im Folgenden LC3 die Isoform LC3B. 

1.2.4 Regulation von Autophagie 

Aufgrund der zahlreichen Schritte im Ablauf der Autophagie ist auch die Regulation 

entsprechend komplex. Eine schematische Übersicht ist in Abbildung 5 dargestellt. 
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Im Allgemeinen unterscheidet man zwischen der Beeinflussung früher Schritte, wie 

z. B. Induktion, Nukleation und Elongation (Upstream), sowie der späten Schritte, 

wie Reifung/Maturation Fusion und lysosomalem Abbau/Degradation 

(Downstream).18,44 

Die Regulation findet dabei überwiegend durch Beeinflussung der beteiligten 

Proteine statt. Einzelne Faktoren werden jedoch auch durch Transkription 

reguliert.19,47,61 Neben den physiologischen Regelkreisen gibt es diverse 

Möglichkeiten, um Autophagie zu beeinflussen. Mutationen der Autophagie-

Maschinerie führen dabei überwiegend zu einer Hemmung der Autophagie und 

können in diversen Erkrankungen beobachtet werden, insbesondere in 

neurodegenerativen Erkrankungen, wie z. B. Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson, 

Morbus Huntington und amyotropher Lateralsklerose (ALS), Alterungsprozessen 

sowie einigen Malignomen.46,70,74–78 

Diverse Chemikalien und Pharmaka können ebenfalls Einfluss auf Autophagie 

nehmen und werden auch in Zellkultur- und Tierversuchen entsprechend 

verwendet. Bekanntester Vertreter ist das als Immunsuppressivum verwendete 

Sirolimus auch Rapamycin genannt, das namensgebender mTOR-Inhibitor 

(mechanistic Target of Rapamycin) ist. Als solcher stimuliert Rapamycin Autophagie 

und wird entsprechend eingesetzt.18,44,79–81 Dabei kann bei Mäusen ein 

lebensverlängernder Effekt sowie eine Reduktion von Alzheimer-Symptomen 

gezeigt werden, weswegen auch entsprechende Studien am Menschen diskutiert 

werden.82–84 

Die Manipulation von Autophagie machen sich auch einige Infektionserreger, 

insbesondere Viren, zu Nutze, um ihren Abbau durch Autophagie zu verhindern und 

die eigene Replikation zu begünstigen. Bekannte Vertreter sind z. B. Poliomyelitis-

Virus (PV), Hepatitis-B-Virus (HBV), Hepatitis-C-Virus (HCV), Humanes-

Immundefizienz-Virus (HIV), Influenza-A-Virus, Masernvirus (MeV), Parvovirus B19, 

Rotavirus und Herpes-simplex-Virus-1 (HSV-1).37,85–89  

Für HBV ist die Beeinflussung von Autophagie essentiell, da es die 

Autophagosomenmembran zur eigenen Behüllung benötigt und um den eigenen 

Abbau zu verhindern.90–92 Daher kann HBV sowohl die frühen Schritte der 

Autophagie (Nukleation/Initiation/Elongation) stimulieren als auch die späten 

Schritte (Fusion/Degradation) hemmen. Dabei werden die meisten regulatorischen 

Funktionen dem HBx Protein zugesprochen, insbesondere die Hemmung der 

späten Schritte durch Blockade der Fusion mit Lysosomen und Hemmung der 

Ansäuerung der Autophagolysosomen. 91 Ebenfalls wird HBx eine stimulierende 

Wirkung auf den ULK- und PI3K-Komplex zugesprochen.91 HBs ist primär für eine 



15 
 

stimulierende Wirkung der Elongation als Folge des ER-Stress bekannt, jedoch nicht 

für eine Hemmung von Autophagie.91 

Physiologisch läuft Autophagie kontinuierlich auf einem basalen Level ab. Im 

Allgemeinen gibt es zwei Zustände, die Autophagie induzieren: einen 

Nähstoffmangel (Starvation) in der Zelle und eine Akkumulation schädlicher 

Substanzen, wie z. B. fehlgefalteter Proteine oder Pathogene. Dabei geht eine 

Induktion von Autophagie physiologisch mit einer Erhöhung des Fluxes einher.19,44 

Ein Nährstoffmangel wird dabei durch verschiedene Sensoren detektiert. 

Beispielsweise stimuliert intrazelluläre Glucose die PKA (Proteinkinase A), welche 

die Phosphorylierung des ULK-Komplexes durch mTORC1 stimuliert und darüber 

die Initiation hemmt. Dabei ist mTORC1 der wichtigste Regulator der Initiation. 

Durch Bindung an den ULK-Komplex hemmt er Autophagie. Wird er selbst z. B. 

durch die AMPK (AMP-aktivierte Proteinkinase) gehemmt, gibt mTORC1 den ULK-

Komplex frei, wodurch die Autophagie initiiert werden kann.19 

Nach der Initiation gibt es insbesondere Bremsmechanismen. So kann der PI3K-

Komplex durch chemische Inhibitoren wie das Fungizid Wortmannin oder 

physiologisch durch Rubicon (run domain Beclin-1-interacting and cysteine-rich 

domain-containing protein) gehemmt werden, um die Elongation zu hemmen. 

Abbildung 5: Regulation der Autophagie bei Hepatitis B 

Eigene, vereinfachte Darstellung der Regulation von Autophagie als 

Zusammenstellung mehrerer Quellen,19,20,93–98,38,44,46,47,80,88,90,91 erstellt in 

BioRender.26 Stimulierende Faktoren sind in Grün, hemmende Faktoren in Rot 

dargestellt. Durchgehende Linien beschreiben eine direkte Interaktion, gestrichelte 
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Linien eine über Zwischenfaktoren vermittelte Interaktion. Spitze Pfeile (→) 

beschreiben eine Stimulation, stumpfe Pfeile (⊣) eine Hemmung. Energiereichtum 

(ATP, Glucose, freie Aminosäuren [AS]) vermittelt eine Hemmung der Induktion, 

während Mangelzustände (AMP, Hypoxie) oder z. B. ER-Stress eine Induktion 

vermitteln.19,44 Eine Regulation der Elongation kann durch den Apoptoseregulator 

Bcl-2, das Rubicon-Protein oder durch PI3K-Inhibitoren wie Wortmannin vermittelt 

werden.19,44,99 Eine Hemmung der Mikrotubuli durch Spindelgifte hemmt die Fusion 

der Autophagosomen und Lysosomen.44,100 Bafilomycin hemmt durch Blockade der 

V-ATPase den Transport von Proteinen in der Autophagolysosomen (AL) und damit 

die Ansäuerung den Abbau.44,91 Bei HBV wird sowohl eine späte Hemmung als auch 

eine stimulierende Wirkung beschrieben. Die Hemmung wird dabei insbesondere 

dem HBx-Protein durch eine Hemmung der lysosomalen Fusion zugeschrieben.87,97 

Die Stimulation geschieht über eine Stimulation von Faktoren des ER-Stresses und 

der folgenden Unfolded Protein Response (UPR) sowie durch die 

Interferonresponse. Insbesondere die über PKR (Proteinkinase R) vermittelte 

Aktivierung des eIF2α/PERK Pathways scheint dafür relevant.13,101 Diverse 

Signalkaskaden, unter andrem des ER-Stresses oder HBV, können auch die 

Transkription beeinflussen, insbesondere über die FOXO Transkriptionsfaktoren, 

welche z. B. LC3/GABARAP, ATG4 oder weitere Komponenten des PI3K-Komplex 

stimulieren.47 

Weitere Abkürzungen: ULK1/2: Unc-51 like autophagy activating kinase 1/2; 

ATG13, ATG14 und ATG101: Autophagy-related protein 13, 14 und 101; RB1CC1: 

RB1 [Retinoblastom-Protein]-inducible coiled-coil protein 1; PI3K-Komplex: phos-

phatidylinositol 3-kinase Komplex; BECN1: Beclin-1; PIK3C3: Phosphatidylinositol 

3-kinase catalytic subunit type 3; PIK3R4: Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory 

subunit 4; p62: ubiquitin-binding protein p62; Ub: Ubiquitin; LC3: MAP1LC3: ATG8 

Homolog; LC3-II: aktivierte, membranständige Form von LC3; PKA: Proteinkinase 

A; TSC1/2: Komplex aus TSC1 (Hamartin) und TSC2 (Tuberin); AMPK: AMP-

aktivierte Proteinkinase; ATP: Adenosintriphosphat; AMP: Adenosinmonophosphat; 

HBV: Hepatitis-B-Virus; Rubicon: run domain Beclin-1-interacting and cysteine-rich 

domain-containing protein; Bcl-2: B-cell lymphoma 2 protein. 

1.2.5 Messung von Autophagie 

Autophagie kann über mehrere Regulationsmechanismen gleichzeitig beeinflusst 

werden. Daher gibt es verschiedene Ansätze, sowohl die Auswirkungen auf den 

Flux als auch auf die Einzelschritte in Zellkulturen oder Versuchstieren zu 

bestimmen. Eine Übersicht ist in Abbildung 6 dargestellt. 
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Zur Bestimmung des Fluxes wird im Allgemeinen die Umwandlung von Substrat 

gemessen. Dazu kann der Umsatz von z. B. p62 als Marker der selektiven 

Autophagie sowie GFP-markiertes (grün fluoreszierendes Protein) oder 

isotopenmarkiertes LC3 als Marker der AP-Membran bestimmt werden, da diese im 

Lysosom abgebaut werden. 

Die Umwandlung von nativem LC3-I in L3-II zeigt dabei auch eine vermehrte Bildung 

oder ein Vorhandensein von Autophagosomen an. Die Menge an LC3-II korreliert 

dabei gut mit der Menge und damit Anzahl an Autophagosomen. Eine Akkumulation 

kann dabei durch eine späte Hemmung z. B. der Fusion oder durch eine Induktion 

via Rapamycin entstehen. Daher kann man insbesondere in Zellkulturen gezielt 

einzelne Schritte der Autophagie zur Kontrolle des Effekts blockieren. Das ist z. B. 

durch Knockout relevanter Gene oder Behandlung mit Wortmannin zur Hemmung 

des PI3K-Komplexes möglich. Dadurch werden die Nukleation und Elongation 

gezielt unterbunden. Ebenfalls kann man durch Kombination verschiedener 

Messungen, z. B.  von einem Substrat wie p62 und einem Marker wie LC3-II, 

umfassendere Schlüsse ziehen. Neben der Proteinbiochemie und der Bestimmung 

im Westernblot (WB) kann Autophagie auch in der Immunhistochemie (IHC), der 

Immunofluoreszenz (IF), Elektronenmikroskopie (EM), Durchflusszytometrie oder 

durch die Messung von Isotopenfreisetzung bestimmt werden.18,44,60–62,67,81,102,103 
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Abbildung 6: Interpretation von Messwerten der Autophagie 

 

Eigene schematische Darstellung der resultierenden Beobachtung nach Hemmung 

oder Induktion der Autophagie in Anlehnung an Mizushima44,104 und weitere 

Quellen,60–62,67,81,102 erstellt in BioRender.26 Tabellarische Auflistung der 

resultierenden Strukturen, gegliedert nach Isolationsmembran (IM)/Phagophore 

(PH), Autophagosom (AP), Autolysosom (AL) sowie Flux. Rechts dargestellt 

Veränderung im Vergleich zur Basalrate (A), und zwar als unverändert (~), erhöht 

(↑) oder erniedrigt (↓). (B) Bei einer Induktion von Autophagie durch Rapamycin und 

Hemmung von mTORC sind alle Reifestufen vermehrt vorhanden und der Flux 

entsprechend erhöht. (C) Wird bereits die Initiation oder Nukleation durch Knockout 

oder PI3K-Hemmung verhindert, findet kaum eine oder keine Autophagie statt und 

entsprechend kann auch kein Substrat abgebaut werden. Der Flux sinkt, und die 

Abbauprodukte akkumulieren oder werden, wenn möglich, z. B. über das Proteasom 

abgebaut. (D) Bei einer späten Hemmung z. B. der Maturation oder Fusion kann 
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kein oder kaum ein Abbau im Autophagolysosom stattfinden, der Flux sinkt. Das 

Substrat akkumuliert dabei jedoch in Autophagosomen verpackt, da die frühen 

Schritte der Autophagie sowie die selektive Bindung des Substrats oft unverändert 

sind. (E) Finden sowohl eine Induktion (B) als auch eine späte Hemmung (D) parallel 

statt, sind alle Stufen der Autophagie bis hin zur Blockade, vor der sie akkumulieren, 

vermehrt vorhanden. Der Flux ist entsprechend zu (D) reduziert, die Menge an 

Isolationsmembran und Autophagosomenmembran, bestimmbar durch LC3, ist 

jedoch im Vergleich zu (D) deutlich erhöht.  

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden primär p62 als spezifisches Substrat 

und LC3-II bestimmt. Eine Akkumulation von p62 sowie aktiviertem P-p62 

signalisiert dabei eine Hemmung des Abbaus (Flux). LC3 muss gemeinsam mit p62 

interpretiert werden. Eine Erhöhung von LC3-II zeigt eine Induktion und vermehrte 

Bildung von Autophagosomen und/oder eine Hemmung der späten Schritte an, wie 

dem Abbau im Autophagosom. 

Autophagie ist ein zentraler Stoffwechselweg, der eine entscheidende Rolle im 

Energiestoffwechsel, beim Erhalt der Homöostase, bei diversen Stressoren und der 

Immunabwehr spielt. Daher ist die Interaktion mit anderen zellulären Systemen 

komplex und vielseitig und bedarf weiterer Forschung. Da es sich um einen 

dynamischen Prozess handelt, ist die Messung mehrerer Zeitpunkte oder mehrerer 

Faktoren und Methoden notwendig, um eine sinnvolle Aussage über den Zustand 

der Autophagie treffen zu können. 

1.3 Hepatitis B  

Die Hepatitis B ist eine durch das Hepatitis-B-Virus (HBV) verursachte 

Infektionskrankheit, die insbesondere die Leber betrifft. Sie verläuft bei 

Erwachsenen in ca. 85% der Fälle als selbstlimitierende akute Form (AHB), die in 

einem Teil der Fälle in eine chronische Form (CHB) übergeht. Das HBV tritt weltweit 

auf, jedoch endemisch in Südostasien, dem Nahen Osten, Afrika sowie Südamerika. 

Dagegen kommt es in Europa sporadisch vor, insbesondere am Mittelmeer. 

Weltweit sind bei rund einem Drittel der Weltbevölkerung spezifische Antikörper als 

Zeichen einer ausgeheilten Infektion nachweisbar.16 Geschätzt 3,5% der 

Weltbevölkerung waren im Jahr 2019 chronisch erkrankt.3 Die Infektion findet durch 

Kontakt mit infiziertem Blut, Blutbestandteilen oder Sperma statt.17,32,105 In hoch 

endemischen Gebieten überwiegt die Übertragung von der Mutter auf das 

Neugeborene während der Geburt, in Gebieten mit einer niedrigen Prävalenz 

dominiert die Infektion über sexuellen Kontakt.16,32 Insbesondere in ärmeren 

Ländern ist ebenfalls eine Übertragung durch kontaminierte (medizinische) 

Instrumente, Transfusionen oder die Wiederverwendung von Injektionsnadeln 
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üblich.16 Gerade bei Kindern verläuft die Infektion zunächst asymptomatisch, bei 

Erwachsenen haben ca. 70% eine subklinische Hepatitis und nur 30% einen Verlauf 

mit Ikterus. Weniger als 1% haben einen fulminanten akuten Verlauf, der jedoch 

eine Mortalität von 80% hat. Je jünger ein Mensch bei der Infektion ist, desto höher 

ist sein Risiko für einen chronischen Verlauf. Bei Neugeborenen, die während der 

Geburt infiziert werden, entwickelt sich zu 95% ein chronischer Verlauf, während es 

im Kindesalter 20-30% und im Erwachsenenalter 5% sind.16 Da die cccDNA im 

Nucleus der Hepatozyten verbleibt und so zu einer lebenslangen Reaktivierung 

führen kann, ist die Prävention der Infektion essentiell.16,32 Daher findet mittlerweile 

bei Risikogruppen und allen Schwangeren ein HBV-Screening sowie mittlerweile 

eine Impfung aller Neugeborenen statt.32,106 

1.3.1 Erreger: Hepatitis-B-Virus (HBV) 

Das Hepatitis-B-Virus aus der Familie der Hepadnaviridae ist ein behülltes DNA-

Virus (Abbildung 7). HBV wird entsprechend der Epitope auf den Hüllproteinen in 

vier Serotypen (adr, adw, ayr, ayw) eingeteilt und entsprechend den genetischen 

Varianten in die 10 Genotypen A-J sowie deren Untergruppen.107 Die 

unterschiedlichen Genotypen haben eine unterschiedliche regionale Verteilung und 

unterscheiden sich auch in Krankheitsverlauf und Komplikationsrate, sodass die 

Therapie- und Impfstoffwahl den regionalen Subtypen angepasst wird.106–111 

Die teil-zyklische DNA im Inneren ist umgeben von einem ikosaedrischen 

Nukleokapsid und einer Lipiddoppelmembran, auf der die Oberflächenantigene 

(HBsAg) sitzen. 
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Abbildung 7: Schematischer Aufbau des Hepatitis-B-Virus 

 

Eigene schematische Darstellung des Genoms sowie des HBV (Dane particle) als 

Zusammenstellung mehrerer Quellen,5,7,17 erstellt in BioRender.26 Links: Teilweise 

doppelsträngiges DNA Genom des Serotyps ayw, welches in unseren 

Untersuchungen verwendet wird. Der codierende minus-Strang (-) und der 

inkomplette nichtkodierende plus-Strang (+) überlappen dabei und bilden dadurch 

ein zyklisches Genom.  Die überlappenden Leseraster (open reading frames - ORF) 

sind dabei als Pfeile dargestellt. Das Oberflächengen S (surface: HBsAg) hat dabei 

drei Start-Codons, wodurch die drei Oberflächenproteine (HBs) gebildet werden. Die 

HBs-Proteine werden nach ihrer Größe benannt. Dabei wird LHB (large) ab pre-S1 

Domäne translatiert. MHB (medium) wird ab der pre-S2 Domäne translatiert und 

SHB (small) aus der S Domäne gebildet. HBs als Bezeichnung der Ober-

flächenproteine und HBsAg als Bezeichnung der antikörperbindenden Region 

werden dabei oft als Synonym verwendet, da die HBs-Proteine die antigenbildende 

Region (HBsAg) enthalten. HBeAg wird aus der preC-Region gebildet, das HBcAg 

aus dem Core Gen, das HBx-Protein aus der X-Region. Pol zeigt den Sitz der HBV-

Polymerase, die aus dem Polymerase Gen (P) gebildet wird. Die HBV-Polymerase 

ist eine RNA- und DNA-abhängige DNA-Polymerase (Reverse Transkriptase: RT) 

mit RNase-H-Funktion.  EN1/2: Enhancer I/II, welche die Translation modulieren. 

DR1/2: Direct repeat 1/2, relevant für die Replikation des Genoms. Zahlen in der 

Mitte geben die Region der Basenpaare im Genom an. Pfeilspitzen zeigen die 
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Schnittstellen des Restriktionsenzyms Bgl-II, das zur Erstellung unserer transgenen 

Mäuse verwendet wurde.Rechts: Darstellung des Virions. Außen sitzen die 

Oberflächenproteine (HBs: LHB, MHB, SHB) auf der Lipiddoppelmembran. Darin 

befindet sich das ikosaedrische Nukleokapsid aus HBcAg sowie HBeAg. Im Inneren 

des Nukleokapsids finden sich die DNA und die DNA-Polymerase.  

Das HBV ist aufgrund des zellulären Eintrittsmechanismus hoch spezies- und 

organspezifisch.17 Die Viren binden niedrig affin mit SHB an Glykosaminoglykane 

der Hepatozyten, insbesondere Heparansulfat, und hoch affin mit der preS1-

Domäne des LHB an den Natrium-Gallensäuren-Cotransporter NTCP (Na+-

taurocholate cotransporting polypeptide).17,112 Physiologisch transportiert der NTCP 

Gallensäuren aus dem Blut in die Leber, welche über den Darm zurückgewonnen 

wurden. Da der NTCP fast ausschließlich in der Leber exprimiert wird, ermöglicht 

dies die hohe Organspezifität. Pharmaka oder Substrate, die den NTCP hemmen, 

hemmen daher auch den Eintritt von HBV in die Zelle.112  

Nach der Bindung von HBV an den NTCP kommt es zur Endozytose und zur 

folgenden Verschmelzung der Virushülle mit der Endosomenmembran, wodurch 

das Nukleokapsid in das Zytoplasma freigesetzt wird. Das Nukleokapsid wird 

entlang der Mikrotubuli zum Zellkern transportiert und dort zerlegt, sodass die DNA 

in den Zellkern überführt werden kann.17 

Im Zellkern wird die rcDNA (relaxed circular) aus den Nukleokapsid durch humane 

Reparaturenzyme und Polymerasen zu cccDNA (covalently closed circular) 

modifiziert. Die cccDNA fungiert als zyklisches Mini-Chromosom in den Hepatozyten 

und kann wie andere Chromosomen durch Histone und Methylierung auch 

epigenetisch modifiziert werden.17 

Die cccDNA wird von 5 verschiedenen Startpunkten in unterschiedlich lange RNA 

transkribiert. Aus der pgRNA (pregenomic, 3,5kb) werden die Proteine HBcAg und 

die Polymerase gebildet, die als Vorlage der viralen rcDNA im Nukleokapsid dienen. 

Aus HBcAg wird das Nukleokapsid gebildet, während die Polymerase aus pgRNA 

die rcDNA bildet. Aus der precore-mRNA (3,5kb) wird HBeAg gebildet, das primär 

durch Exozytose ins Blut abgegeben wird und eine immunregulatorische Funktion 

besitzt. Aus der PreS1-RNA (2,4kb) wird LHB, aus der PreS2/S-RNA (2,1kb) wird 

MHB und SHB gebildet. Die Oberflächenproteine (LHB/MHB/SHB) formen einen 

Teil der Virushülle, insbesondere SHB bildet jedoch auch subvirale, nicht infektiöse 

Partikel aus, welche der Immunevasion dienen.17,113 Aus der X-RNA (0,7kb) wird 

das HBx Protein translatiert. HBx dient als Transkriptionsfaktor und stimuliert so die 

Replikation von HBV. HBx greift jedoch auch in das Ubiquitin-Proteasom-System 
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sowie den Zellzyklus ein, kann Apoptose verhindern und führt so zur Entstehung 

von HCCs.17,114–118 

Die Transkription in RNA ist fehleranfällig und kann zu Mutationen führen, durch die 

sich das Virus dem Immunsystem entziehen kann. Insbesondere Mutationen im S-

Gen können dazu führen, dass das Virus nicht mehr von Anti-HBs-Antikörpern 

erkannt wird und dadurch bereits immunisierte Personen infiziert.119 

Nachdem die viralen RNAs in das Zytosol ausgeschleust wurden, werden sie in die 

entsprechenden Proteine translatiert. Die HBcAg-Proteine formen ikosaedrische 

Nukleokapside, in denen die pgRNA durch die HBV-Polymerase in rcDNA 

umgeschrieben wird.92 HBeAg wird nach seiner Translation im ER überwiegend in 

das Blut sezerniert. 

Die Behüllung der Nukleokapside findet durch intrazelluläre Membranen statt. Dabei 

wird mit Hilfe der Oberflächenproteine, insbesondere LHB und SHB, das 

Nukleokapsid mit einer Lipiddoppelmembran umschlossen und über die ESCRT 

(endosomal sorting complexes required for transport) aus der Zelle ausgeschleust. 

Dabei findet keine Lyse der Zelle wie bei anderen Viren statt. 

Der genaue Ursprung der Virushülle ist nicht vollständig geklärt und aufgrund des 

Austausches von Membran zwischen dem ER, Endosomen und Autophagosomen 

schwierig. Dennoch scheint die Autophagosomenmembran wichtiger Ursprung der 

Virushülle zu sein. So zeigen Studien, dass die Nukleokapside mit der Membran der 

Autophagosomen assoziieren und dass eine Hemmung der Fusion der 

Autophagosomen mit Vesikeln der ESCRT, die Freisetzung von Viren hemmt.92 

Auch eine Hemmung von Autophagie durch 3-Methyladenin (3-MA) hemmt die 

Virusreplikation deutlich, während eine Induktion von Autophagie durch Rapamycin 

oder Starvation die Replikation von HBV deutlich erhöht.90 Ein Ausschalten der 

Autophagie durch ATG5-Knockout in vivo führt zu einer Reduktion von HBV-DNA 

im Serum um 90%, reduziert die Menge replikativer Intermediate der DNA auf ein 

nahezu nicht nachweisbares Niveau und führt zu einer diffusen Verteilung von 

HBcAg. Dies steht im Gegensatz zu der sonst geordneten Verteilung um den 

Zellkern oder Autophagosomen.92 

Das zeigt die Bedeutung von Autophagie für die Replikation und damit Ausbreitung 

des Virus. Daher kann HBV die frühen Stadien der Autophagie induzieren, um die 

Akkumulation von Autophagosomenmembran zu bewirken. Entscheidend ist, dass 

HBV auch die Fusion mit den Lysosomen verhindert, damit das Virus nicht mit den 

Autophagosomen abgebaut wird.90,91,96,120  
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Es ist ein komplexes Zusammenspiel von HBV und Autophagie, das gegenwärtig 

erforscht wird. Ein besseres Verständnis könnte daher die therapeutischen Ansätze 

erweitern.90 

1.3.2 Verlauf der Hepatitis B Erkrankung 

Der Verlauf einer HBV-Infektion hängt maßgeblich vom Alter des Patienten bei der 

Infektion, dem Impfstatus sowie den Begleiterkrankungen ab, z. B. 

Immunsuppression.16 Die Inkubationszeit beträgt etwa 90 Tage (40-180 Tage).32 

Wenn nach der akuten Infektion HBsAg nach 6 Monaten weiterhin nachweisbar ist, 

spricht man von einer chronischen Hepatitis B (CHB).16 Der Verlauf der Erkrankung 

und der Titer ist in Abbildung 8 dargestellt. 

Bei Neugeborenen oder Kindern verläuft die akute Phase meist asymptomatisch. 

HBV erzeugt nur eine geringe Reaktion des angeborenen Immunsystems, die akute 

Hepatitis wird überwiegend durch das adaptive Immunsystem vermittelt.16 Da sich 

das adaptive Immunsystem erst im Laufe des Lebens entwickelt, ist die Reaktion 

des Immunsystems bei Kindern schwächer als bei Erwachsenen.16 Insbesondere 

Menschen mit einer starken T-Zell-Antwort haben eine höhere Chance auf eine 

serologische Ausheilung, während eine schwache T-Zell-Antwort eine 

Chronifizierung begünstigt.16 Dabei ist zu beachten, dass eine serologische bzw. 

funktionelle Heilung oder Ausheilung keine Heilung im klassischen Sinne bedeutet, 

da die cccDNA in der Zelle bleibt. Die Ausheilung einer Hepatitis B bedeutet lediglich 

ein erfolgreiches Unterdrücken des Virus durch das Immunsystem, jedoch keine 

vollständige Eliminierung des Virus und seiner DNA. Eine Unterdrückung des 

Immunsystems, z. B. im Rahmen einer Chemotherapie, kann daher zur 

Reaktivierung führen.32  Die Immunantwort kann auch negative Folgen haben. Eine 

übermäßige Immunantwort kann zur fulminanten Hepatitis mit hoher Mortalität 

führen oder im chronischen Stadium zu Exazerbationen. Exazerbationen mit einem 

Anstieg der Transaminasen, als Zeichen des Leberschadens, erhöhen das Risiko 

einer Zirrhose und eines HCC.16 Das Virus selbst galt lange als nicht zytotoxisch, da 

es im Gegensatz zu anderen Viren nicht selbst zur Lyse der Wirtszelle führt. Jedoch 

wird die Zelle durch das Immunsystem und auch durch akkumulierende 

Virusbestandteile geschädigt.16  
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Abbildung 8: Darstellung des Verlaufs der akuten und chronischen Hepatitis B 

 

Eigene Darstellung des serologischen Verlaufs als Zusammenstellung mehrerer 

Quellen,2,16,32  erstellt in PowerPoint.121 Oben: Darstellung des akuten Verlaufs. Die 

Infektion findet zum Zeitpunkt 0 statt, die Skala ist in Monaten dargestellt. Aufzeigen 

der relativen Konzentration der Antigene mit durchgezogener Linie, zugehörige 

Antikörper als gestrichelte Linie. Symptome, Vorhandensein von HBV-DNA und 

Transaminasen (TA) im Blut als Balken im zeitlichen Verlauf. Bei Verdacht auf eine 

Hepatitis B muss neben dem HBsAg auch Anti-HBc bestimmt werden, um eine 

diagnostische Lücke zu vermeiden.32 Nach einer Infektion bleiben die Antikörper oft 

jahrzehntelang nachweisbar. 

Unten: Darstellung des chronischen Verlaufs analog zum akuten Verlauf. Bei einer 

Chronifizierung findet keine Ausheilung innerhalb von 6 Monaten statt. HBV-DNA 

und HBsAg bleiben weiterhin nachweisbar. Im Verlauf kann es zu einer 

Serokonversion von HBeAg zu Anti-HBc kommen. Ebenfalls sind Reaktivierungen 

mit Anstieg der Transaminasen und vermehrter HBV-DNA möglich. Im Verlauf ist 

auch eine spontane Konversion von HBsAg zu Anti-HBsAg möglich, die meist mit 

einem Abfall der HBV-DNA einhergeht.2,16 

Bei rund 95% der Erwachsenen verläuft die akute Hepatitis ohne Therapie 

selbstlimitierend innerhalb von 6 Monaten.16 Entsprechend entwickeln 5% eine 

chronische Hepatitis, die individuell unterschiedlich durch das Ringen des 

Immunsystems mit dem Virus entsteht. Kennzeichnend für die CHB ist die 

Immuntoleranz, bei der, trotz normaler Transaminasen im Blut, sich hohe Titer von 

DNA, HBsAg und HBeAg finden, da das Virus nur in geringem Umfang durch das 

Immunsystem bekämpft wird. Prognostisch günstig ist eine HBeAg-Serokonversion 
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und die Ausbildung von Anti-HBe-Ak. Dies geschieht bei ca. 2-15% der Patienten 

pro Jahr, wobei auch 5% aller Patienten im Verlauf wieder HBeAg exprimieren.16 

Ca. 20-30% der Patienten haben auch nach HBeAg-Serokonversion eine 

Reaktivierung der Erkrankung mit Anstieg der viralen DNA und Transaminasen. 

Diese aktiven Phasen treiben einen Progress der Fibrose, Zirrhose und der 

Entstehung eines HCC voran. Rund 1% der Patienten schaffen pro Jahr eine HBsAg 

Serokonversion und erreichen damit den Zustand der Ausheilung.2 Ohne 

Behandlung sterben ca. 25% der Männer und 8% der Frauen an einer perinatal 

erworbenen CHB durch Zirrhose oder HCC.2 

1.3.3 Diagnostik der Hepatitis B 

Die Diagnostik findet in der Regel über Bestimmung des Virus, der Virusbestandteile 

sowie der Antikörper gegen das Virus statt. Eine Leberbiopsie kann in Einzelfällen 

ergänzend durchgeführt werden. 

Bei Verdacht auf eine HBV-Infektion sollen HBsAg und Anti-HBc im Serum bestimmt 

werden. Bei positivem HBsAg ist ergänzend HBeAg, Anti-HBe, Anti-HBc-IgM und 

gegebenenfalls quantitative HBV-DNA zu ermitteln, während bei alleinigem 

Nachweis von Anti-HBc im initialen Test der Verlauf von Anti-HBs zu bestimmen 

ist.32 Aus der Laborkonstellation kann ein akuter oder chronischer Verlauf abgeleitet 

werden oder eine Hepatitis ausgeschlossen werden.  

Bei Erstdiagnose sind zudem eine körperliche Untersuchung und Anamnese, 

klinisch-chemische Labortests, insbesondere mit Bestimmung der Leberparameter 

(inkl. Transaminasen und Gerinnung) und Ausschluss einer Koinfektion (HIV, HCV, 

HDV, HEV), sowie eine Sonographie des Abdomens (insbesondere der Leber) 

Standard.32 Mittels sonographischem Elastografieverfahren (Fibroscan) kann die 

Elastizität und damit der Fibrose- und Zirrhosegrad der Leber nichtinvasiv bestimmt 

werden.2,32 Eine Leberbiopsie und Histologie wird heute aufgrund der verbesserten 

nichtinvasiven Diagnostik nur noch in Einzelfällen ergänzend durchgeführt.32 

Dennoch kann die Hepatis B auch Immunhistochemisch nachgewiesen werden, und 

sie ist bereits im HE-Schnitt an den pathognomonischen Milchglashepatozyten 

(GGH: Ground Glass Hepatozyten) zu erkennen. Dabei gibt es die Typ I 

Milchglashepatozyten, die sporadisch und in der Frühphase einer Infektion 

auftreten, und die Typ II, welche in Clustern im späteren Verlauf auftreten.9,10,122 Die 

Typ II GGH sind mit der Entstehung von hepatozellulären Karzinomen (HCC) 

assoziiert.12,122,123 
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1.3.4 Therapie und Prävention 

Die AHB wird in der Regel supportiv symptomatisch behandelt und kontrolliert, bis 

ein HBsAg Verlust erreicht ist.32 Eine antivirale Therapie kann in Einzelfällen bei 

einer fulminanten Hepatitis erwogen werden, jedoch verringert eine antivirale 

Therapie nicht das Risiko der Chronifizierung.2 Engen Kontaktpersonen, wie z. B. 

Partnern, soll eine HBV-Diagnostik und Impfung angeboten werden, um eine weitere 

Ausbreitung zu verhindern. 

Die Therapie der CHB orientiert sich am klinischen Bild. Ziel der Therapie ist es, 

Komplikationen wie Fibrose und Zirrhose, Leberversagen und HCCs sowie die 

Transmission an weitere Personen zu verhindern.2,32  

Wenn bereits eine Zirrhose oder HBV-DNA > 2000 IU/ml mit wiederholter Erhöhung 

der Transaminasen vorhanden ist, soll eine Therapie eingeleitet werden, in anderen 

Fällen können regelmäßige Kontrollen gewählt werden.32 

Zur Therapie werden Interferon und Nukleos(t)idanaloga verwendet. PEGyliertes 

Interferon alfa-2a wirkt zugleich antiviral und immunmodulatorisch.2 Das 

Therapieregime dauert ein Jahr, wobei ca. 30% der Patienten eine HBeAg- und ca. 

5% eine HBsAg-Serokonversion erreichen.2,16,32 Zwar ist die Therapie mit Interferon 

nebenwirkungsreicher, aber es gibt eine höhere Heilungsrate, weswegen die 

Therapie insbesondere bei jungen Patienten oder Genotyp A verwendet wird, um 

eine meist lebenslange Therapie mit Nukleos(t)idanaloga zu vermeiden.2,16,32 

Die Nukleos(t)idanaloga wie Entecavir oder Tenofovir hemmen die reverse 

Transkription von pgRNA in HBV-DNA und haben vergleichsweise geringe 

Nebenwirkungen. Da nur die reverse Transkription gehemmt wird, kann zwar die 

Virusreplikation unterbunden werden, nach Ende der Therapie kommt es aber 

häufig zu einer Reaktivierung. Dennoch ist nach einem Jahr Therapie mit Entecavir 

die Viruslast bei ca. 90% der Patienten unter die Nachweisgrenze gesunken, eine 

HBeAg-Serokonversion bei 20% und eine HBsAg-Serokonversion bei 2% der 

Patienten eingetreten.2,32 Eine Kombination von Nukleos(t)idanaloga und Interferon 

bringt keinen Nutzen und wird daher nicht empfohlen.32 

Damit ist die CHB eine gut therapierbare, jedoch nur bedingt heilbare Erkrankung, 

die oft einer lebenslangen, kostspieligen Therapie bedarf, weshalb die Prävention 

essentiell ist.32 

Neben der Anwendung von Hygienemaßnahmen zur Vermeidung von Blutkontakt 

im privaten oder medizinischen Umfeld und der Verwendung von Barrieremethoden 

(Kondome/Dental Dams)124 beim Geschlechtsverkehr, bietet die Impfung einen 

zusätzlichen effektiven, passiven Schutz des Patienten.1,2,16,32,119 In Deutschland 

sollen alle Neugeborenen ab dem 2. Monat, ungeimpfte Jugendliche sowie 
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Risikogruppen (medizinisches Personal, Immundefiziente, Exponierte) aktiv geimpft 

werden.32,106 

Neben der aktiven Impfung durch HBsAg steht auch eine passive Impfung durch ein 

spezifisches Hepatitis-B-Immunglobulin zur Postexpositionsprophylaxe zur 

Verfügung.32 

Die Hepatitis B ist eine Erkrankung, die durch ihre Komplikationen und ihre Therapie 

hohe menschliche und finanzielle Kosten verursacht. Die WHO schätzt, dass im 

Jahr 2022 weltweit 1,1 Millionen Menschen an den Folgen einer Infektion verstorben 

sind und lediglich 13% der Patienten je diagnostiziert werden.3,125 In 

Industrienationen stehen effektive Maßnahmen zur Prävention und Therapie zur 

Verfügung. Die oft lebenslange Therapie der CHB ist gerade in ärmeren Regionen 

oft nicht finanzierbar, weswegen die Entwicklung neuer Therapieansätze ein großes 

Potenzial für die Menschheit birgt.  

1.4 Interferonantwort 

Als Interferonantwort bezeichnet man die Antwort einer Zelle auf Signalmoleküle der 

Immunabwehr. Es gibt drei Hauptgruppen der Interferone (IFN): Alpha (α), Beta (β), 

Gamma (γ) und Lambda (λ). Alpha und Beta gehören zu den Typ-I-Interferonen, 

während Gamma zu Typ-II zählt und Typ-III die Lambda-Interferone beinhaltet.126–

129 Neben dem klassischen antiviralen Effekt wirken Interferone auch 

immunmodulatorisch und antiproliferativ. Daher werden sie auch therapeutisch 

eingesetzt. So wird IFN-α bei der chronischen Hepatitis B und HCV sowie 

Malignomen, wie dem Malignen Melanom, dem Kaposi-Sarkom oder der chronisch 

myeloischen Leukämie eingesetzt, IFN-β bei der Multiplen Sklerose (MS) und IFN-

γ bei der septischen Granulomatose.4,126,127 Die Typ-I und III Interferone wirken 

dabei sehr ähnlich und zum Teil über dieselben Mediatoren primär antiviral, während 

die Typ-II-Interferone eher immunmodulatorisch und antiproliferativ wirken.  Daher 

ist bei HBV insbesondere die Typ-I-Interferonantwort entscheidend, welche in der 

vorliegenden Arbeit besonders untersucht wurde und in Abbildung 9 dargestellt ist. 

Wenn eine Zelle virale Bestandsteile – wie Lipopolysaccharide (LPS), dsRNA oder 

ssRNA – über Pattern Recognition Receptors (PRRs) z. B. Toll-Like-Rezeptoren 

(TLRs) wie TLR4 erkennt, dann werden Interferon-regulatory-factors (IRFs) wie 

IRF3 oder IRF7 aktiviert. Primär IRF3 und sekundär IRF7 sind hauptverantwortlich 

für die Transkription und Sezernierung von Typ-I-Interferonen wie IFN-β. Daher 

wurde in unseren Mäusen der IRF3/7 KO verwendet, um eine Interferonantwort zu 

unterbinden.130,131 Die freigesetzten Interferone binden autokrin und parakrin an 

verschiedene oberflächliche Interferonrezeptoren. Dabei finden sich Rezeptoren der 

Typ-III-Interferone überwiegend auf Schleimhäuten, während auf Organen wie der 
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Leber Typ-I-Rezeptoren dominieren.129  Die Signalweiterleitung erfolgt über die 

JAK/STAT-Pathways. Dabei aktiviert IFN-β über den entsprechenden 

Interferonrezeptor (IFNAR1/2) die Januskinasen (JAK) JAK1 und TYK2, welche 

STAT1 und STAT2 (signal transducer and activator of transcription) 

phosphorylieren. STAT1 und STAT2 führen gemeinsam mit IRF9 zu einer 

Transkription von IFN-α und IFN-λ sowie einer Reihe von ISGs (Interferon stimulierte 

Gene).129,132 Darunter sind neben IFIT1, OAS1a, PKR u. a. auch das ubiquitin-

ähnliche ISG15.129  

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Typ-I-Interferonantwort 

 

Eigene Darstellung der Interferonantwort in Anlehnung an Lazear129 und weitere 

Quellen,101,127,128,131,133–135 erstellt in BioRender:26 Wird eine Zelle infiziert, wird dies 

durch Pattern Recognition Receptors (PRRs), z. B. TLR3, TLR4, MDA5, RIG-I, 

cGAS oder das peroxisomale MAVS, detektiert. Die PRRs aktivieren die IRF-

Familie, wie IRF3 und IRF7, welche gemeinsam mit NFkB die Transkription von Typ-

I-Interferonen, wie IFN-α und IFN-β, initiieren. Diese werden sekretiert und binden 

dann auto- und parakrin an den Typ-I-Interferon Rezeptor (IFNAR1/2). Dieser stößt 

den JAK/STAT Pathway an. Phosphoryliertes STAT1 und STAT2 dimerisieren mit 

IRF9 und wirken als Transkriptionsfaktor. Dadurch werden die ISGs, wie ISG15, 

OAS1a, IFIT1 und PKR, sowie erneut Interferone transkribiert. Die Interferone 

wirken dabei auch autokrin auf den Interferon-Rezeptor und führen so zu einem 

positiven Feedback bei einer fortbestehenden Infektion.129  

Weitere Abkürzungen: MAVS: Mitochondrial antiviral signalling protein; TLR4: Toll-

Like-Rezeptor; P: Phosphat; IRF3/7: Interferon regulatory factor 3 und 7; NFkB: 

nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells; IFN: Interferon; 
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JAK1: Januskinase 1; IRF9: Interferon regulatory factor 9; ISRE: IFN-stimulated 

response element; ISGs: Interferon stimulierte Gene; IFIT1: Interferon-induced 

protein with tetratricopeptide repeats 1; IFI6: Interferon alpha-inducible protein 6; 

PKR: Proteinkinase R; ISG15: Interferon-stimulated gene 15. 

ISG15 wird dabei wie Ubiquitin über entsprechende Ligasen an virale Proteine 

gebunden (ISGylation), wodurch diese in ihrer Funktion eingeschränkt und zum 

Abbau markiert werden.136–138 So wird direkt die Replikation, der Zusammenbau des 

Virus, aber auch die Knospung einiger Viren durch Hemmung der ESCRT 

behindert.136,138 ISG15 bewirkt dabei, dass die intrazellulären Vesikel (MVBs) durch 

die ESCRT nicht durch Exozytose ausgeschleust, sondern stattdessen via 

Autophagie im Lysosom abgebaut werden.136 ISG15 kolokalisiert dabei sowohl mit 

p62 als auch dem lysosomalen Marker LAMP-1 als Zeichen des Abbaus der 

markierten Proteine.136 

IFIT1 (Interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 1) wird in der Regel 

kaum in Zellen exprimiert.139 Durch Stimulation durch Typ-I Interferone wird die 

Transkription stark induziert.137,139–141 Die Transkription kann dabei über den 

JAK/STAT-Pathway oder direkt durch IRF-3/5/7 geschehen.141 IFIT1 erkennt non-

2‘-O methylierte virale RNA (ohne 5‘ Kappe), bindet diese und verhindert dadurch 

die Transkription der nicht-methylierten RNA und behindert so die virale Translation. 

Daher haben viele Viren Wege entwickelt, um diesen Mechanismus zu umgehen. 

So haben Coronaviren dafür eigene Methyltransferasen, während Influenzaviren die 

5‘ Kappe von zellulärer mRNA stehlen. Die meisten DNA-Viren hingegen nutzen die 

nukleären Polymerasen der Wirtszelle. Mehrere Arbeitsgruppen konnten zeigen, 

dass die Virulenz sinkt, wenn ein Virus seine Methyltransferase-Aktivität verliert, 

während ein IFIT1 KO die Virulenz desselben Virus steigert.140 Die Bedeutung von 

IFIT1 konnte auch klinisch gezeigt werden. So führen verschiedene Poly-

morphismen von IFIT1 zu signifikant unterschiedlichen Ansprechraten auf 

Interferontherapie bei der chronischen Hepatitis B.142 Die Expression und Funktion 

von IFIT1 haben daher auch eine klinische Relevanz für die Hepatitis B. 

Ein weiterer Teil der Interferonantwort ist die OAS (interferon-induced 

oligoadenylate synthetase) Familie. OAS wie OAS1a erkennen virale dsRNA und 

binden diese. Außerdem wird die RNAse L aktiviert, welche daraufhin zelluläre und 

virale RNA abbaut und so die virale Replikation unterbindet. Sie behindert aber auch 

den zellulären Stoffwechsel, wodurch die Apoptose der Zelle begünstigt wird.143 Die 

Transkription von OAS wird durch STAT1 und STAT2 aus dem JAK/STAT Pathway 

aktiviert, um so die Resistenz der Zellen gegen Viren zu erhöhen.144  
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Die PKR (Protein Kinase R) wird konstitutiv sowohl als Sensor für dsRNA exprimiert, 

als auch durch Interferon induziert.93,101,145 Die PKR hat dabei vielfältige antivirale, 

jedoch auch antiproliferative Wirkungen und greift in diverse Pathways ein, unter 

anderem den Zellzyklus und Autophagie. Stimuliert wird die PKR durch Zytokine 

(IFN/TNF), bakterielle und virale Infektionen, aber auch durch Zellschäden auf 

Grund von Chemo- und Strahlentherapie.93 Die aktivierte PKR trägt zur Inflammation 

durch Eingriff in proinflammatorische Pathways (MAPK, NFκB) bei, aktiviert dabei 

unter anderem IRF3 und bewirkt so eine vermehrte Bildung von Typ-I Interferonen.93  

Entscheidend ist auch die Phosphorylierung von eIF2α und damit die Aktivierung 

des PERK-Pathways des ER-Stresses. Somit verbindet die PKR die 

Interferonantwort mit der Unfolded-Protein-Response (UPR). Durch die 

Phosphorylierung von eIF2α wird die Initiation der Translation gehemmt, was dazu 

führt, dass zelluläre und virale RNA nicht mehr in Proteine umgewandelt werden und 

folglich die virale Replikation gehemmt wird.93,145 Darüber hinaus aktiviert eIF2α 

auch Autophagie über eine Stimulation der LC3-Konversion.93,98,100,146 So kann die 

Interferonantwort zu einer verstärkten Autophagie führen, um fremde Proteine 

abzubauen. Die ausführlichen Wirkungen der eIF2α/PERK-Pathways werden im 

Rahmen der UPR besprochen. 

Die eIF2α Phosphorylierung führt zudem zu einer Calreticulin-vermittelten 

Rekrutierung von dendritischen Zellen und T-Lymphozyten, um infizierte oder 

entartete Zellen zu beseitigen.146 

Aufgrund der Relevanz von eIF2α haben diverse Viren Mechanismen entwickelt, 

eIF2α Kinasen zu blockieren oder mittels eigener Phosphatasen phosphoryliertes 

eIF2α zu inaktivieren.146 

1.5 ER-Stress und Unfolded-Protein-Response  

Die Unfolded-Protein-Response (UPR) ist die Antwort der Zelle auf ER-Stress, der 

durch fehlgefaltete Proteine oder eine Störung der Prozesse im Endoplasmatischen 

Retikulum (ER) entsteht. Viele Proteine werden posttranslational im ER modifiziert 

und gefaltet. Die korrekte Faltung der Proteine ist im Gegensatz zur DNA-

Replikation, Translation und Transkription ein sehr fehleranfälliger Prozess.147 

Daher gibt es komplexe Kontrollmechanismen, um eine gute Qualität der finalen 

Proteine zu erreichen. Neben der Proteinbiosynthese ist das ER primärer 

Calciumspeicher der Zelle, Ort der Lipid- und Sterolsynthese, Knotenpunkt des 

intrazellulären Transports. Vermehrte Proteinsekretion, gestörte Faltung, z. B. bei 

Hitze, oder Proteinaggregate führen zu ER-Stress und zur UPR. Ziel der UPR ist es, 

Homöostase herzustellen. Dazu werden die Translation und der Zellzyklus 
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gedrosselt, um weniger neue Proteine zuzuführen. Es werden vermehrt Chaperone 

gebildet, um die korrekte Faltung zu begünstigen, und der Abbau von fehlgefalteten 

Proteinen wird stimuliert.90,147–149 Dabei arbeiten das Proteasom und Autophagie 

gemeinsam am Abbau und unterstützen sich gegenseitig. Lösliche Proteine werden 

dabei primär über das Proteasom abgebaut, während unlösliche Protein-Oligomere 

primär durch Autophagie abgebaut werden. Größere Proteinaggregate können 

ausschließlich durch Autophagie abgebaut werden und blockieren auch die 

Funktion des Proteasoms.36,150–154  Bei der Aggregatbildung ist daher die Autophagie 

unersetzlich. Wenn ER-Stress über längere Zeit nicht behoben werden kann, wird 

die Apoptose über den BCL-2-Pathway eingeleitet. Wann und wodurch der Wechsel 

von Zelladaptation zur Apoptose geschieht, ist Untersuchungsgegenstand der 

aktuellen Forschung. Vieles deutet darauf hin, dass die Apoptose über CHOP 

vermittelt wird.155 Im Allgemeinen ist die UPR für die Forschung interessant, da sie 

sowohl in Tumorzellen, diversen neurodegenerativen Syndromen aber auch im 

metabolischen Syndrom relevant sind.147 

Die UPR wird in Säugetieren über IRE1α, PERK und ATF6 sowie ihre jeweiligen 

Signalkaskaden vermittelt (Abb. 10). Diese Transmembranproteine befinden sich in 

der ER-Membran, erkennen direkt oder indirekt ungefaltete Proteine im ER und 

vermitteln auf zytosolischer Seite die entsprechende Signalkaskade.147,156 

Abb. 10: Schematische Darstellung des ER-Stresses und der Unfolded Protein 
Response 

 

Eigene Darstellung der wichtigsten Pathways der UPR als Zusammenstellung 
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mehrerer Quellen,42,148,163–166,149,156–162 erstellt in BioRender.26 In unserem Modell der 

HBsAg-Überexpression (siehe Abbildung 11) ist dabei nur der PERK- abhängige 

rechte Teil aktiviert (gelb hinterlegt).8 Schwarze Pfeile signalisieren eine Induktion, 

rote, stumpfe Enden bedeuten eine Inhibition (⊣). 

Weitere Abkürzungen: ATF3/4/6: activating transcription factor 3/4/6; XBP1-S: X-

box binding protein 1 – spliced; IRE1α: inositol-requiring enzyme 1 α; CHOP: C/EBP 

homologous protein; eIF2α: eukaryotic translation initiation factor 2A; PERK: protein 

kinase R (PKR)-like endoplasmic reticulum kinase; Atg5: autophagy related protein 

5; ISG15: Interferon-stimulated gene 15; STAT1: Signal transducer and activator of 

transcription 1; Oas1a: 2'-5'-oligoadenylate synthase 1A; NF-κB: nuclear factor 

'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells; HSC: Hepatische Sternzellen. 

1.5.1 IRE1α – Signalweg 

IRE1α (inositol-requiring enzyme 1 α) ist das humane Homolog von IRE1α und 

befindet sich auf der ER-Membran. IRE1α kann auf zweierlei Wegen aktiviert 

werden. Das Chaperon BiP (Binding immunoglobulin protein; auch GRP-78, 

HSPA5) bindet konstitutiv an IRE1α.152,153,167 Wenn viele fehlgefaltete Proteine 

vorliegen, dissoziiert BiP von IRE1α und wirkt als Chaperon der Fehlfaltung von 

weiteren Proteinen entgegen. Das nun freie IRE1α homodimerisiert und wird 

dadurch aktiviert. Ebenso kann die Bindung von ungefalteten Proteinen direkt IRE1α 

aktivieren.153 In seiner aktivierten di- oder oligomeren Form wirkt die zytosolische 

Domäne als RNase, welche IXBP1 schneidet. Dabei verschiebt sie das offene 

Leseraster (ORF) und bildet den aktiven Transkriptionsfaktor XBP1-S. Dieser 

stimuliert diverse Gene, welche die Proteinfaltung, Sekretion und Abbau 

vermitteln.147,154 

Daneben spaltet IRE1α diverse weitere mRNAs mit ähnlicher Sequenz in einem 

Vorgang, der als RIDD (regulated IRE1-dependent decay) bezeichnet wird.147 Das 

führt zum Abbau der betreffenden mRNAs und verminderten die Expression der 

entsprechend Proteine. Dies könnte zu verminderter Proteinlast für das ER führen, 

aber die Relevanz des RIDD ist nicht abschließend geklärt.147 

1.5.2 ATF6 – Signalweg 

Im Gegensatz zu IRE1α und PERK kann ATF6 (Activating transcription factor 6) 

weder durch BiP blockiert, noch durch fehlgefaltete Proteine direkt aktiviert werden. 

Bei ER-Stress findet sich ATF6 nicht nur auf dem ER, sondern auch auf dem Golgi-

Apparat. Der genaue Mechanismus der Translokation ist noch nicht geklärt. In ER 

und Golgi-Apparat schneiden Proteasen (S1P und S2P) die zytosolische Domäne 

vom vollständigen Protein ATF6p90 ab. Das Produkt (ATF6p50) wirkt im Nukleus 
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als Transkriptionsfaktor und induziert, ebenso wie XBP1-S, diverse Gene, um den 

ER-Stress zu mindern.147,153 

1.5.3 PERK – Signalweg 

Wie IRE1α wird PERK (protein kinase R (PKR)-like endoplasmic reticulum kinase) 

durch BiP gehemmt und kann überdies durch eine proteinbindende Domäne 

aktiviert werden, welche ungefaltete Proteine erkennt.147 Dabei bilden sich 

Homodimere, die als Kinase die Alphaeinheit des eukaryotischen Initiationsfaktor 2 

(eIF2α) phosphorylieren.147 Durch eIF2α wird die Initiation der Translation reversibel 

gehemmt und es wird weniger RNA in Protein umgewandelt.147 Dadurch wird der 

globale Zufluss von neuen Proteinen gedrosselt, und das ER hat mehr Zeit, die 

vorhandenen Proteine zu bearbeiten.147 

Unter diesen Bedingungen werden nur noch wenige mRNAs abgelesen, die zur 

Wiederherstellung der Homöostase dienen, insbesondere ATF4 (Activating 

transcription factor 4), der als Transkriptionsfaktor diverse Gene hinsichtlich 

oxidativem Stress, Proteinsynthese, Apoptose und Autophagie aktiviert.147 Zudem 

werden auch CHOP (C/EBP homologous protein, auch: DNA damage-inducible 

transcript 3 (DDIT3)) und ATF3 (Activating transcription factor 3) vermehrt 

translatiert.147 Überdies reguliert ATF4 in einem negativen Feedback-Loop die 

Dephosphorylierung von P-eIF2α und damit die Wiederherstellung der normalen 

Proteinbiosynthese.147 

 

CHOP wirkt als Transkriptionsfaktor und bindet an das CCAAT-box Motiv in seiner 

aktiven, homodimeren oder heterodimeren (CHOP-ATF4) Form und aktiviert 

darüber diverse Gene der zellulären Stressantwort. Unter physiologischen 

Bedingungen findet sich nur wenig CHOP in der Zelle, da es konstitutiv ubiquitiniert 

und über das Proteasom abgebaut wird.155 In Folge diverser zellulärer Stressoren 

wie DNA-Schäden, Hypoxie, Nährstoffmangel oder ER-Stress wird CHOP aktiviert. 

Dabei ist insbesondere der PERK-Signalweg für die Aktivierung von CHOP 

relevant.155 Neben der Rolle als Transkriptionsfaktor ist CHOP entscheidender 

Faktor der über ER-Stress vermittelten Apoptose. Dabei wirkt CHOP als Mediator 

auf verschiedene Signalwege, wie Bcl-2/BAX oder den Death-Receptor 5 (DR5), 

und begünstigt bei chronischer Erhöhung die Apoptose. 155 Einige Studien zeigen, 

dass CHOP die Umwandlung von LC3-I in aktives LC3-II, welches für die Reifung 

von Autophagosomen notwendig ist, bei viralen Infektionen blockiert.155 Diverse 

Studien legen eine relevante Rolle von CHOP bei der Entstehung der Leberfibrose 

und der Zirrhose nahe, dem Endstadium einer chronischen Hepatitis B. So konnte 
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gezeigt werden, dass diverse Stimuli (Cholestase, chemisch-toxisch, Steatose), die 

zu einer Fibrose führen, einen deutlich geringeren Effekt haben, wenn CHOP nicht 

vorhanden ist.155 Im Einklang dazu wurde in früheren Untersuchungen gezeigt, dass 

eine Erhöhung von CHOP mit einer vermehrten Fibrose in HBs transgegen Mäusen 

einhergeht.8,155 

 

ATF3 (Activating transcription factor 3) ist wie ATF4 ein cAMP response element-

binding protein (CREB) und wird durch verschiene Stressoren aktiviert. Neben 

Zytokinen, wie Interferonen und bakteriellem LPS, wird ATF3 primär bei ER-Stress 

als Nebenweg der PERK-eIF2α-ATF4-(ATF3)-CHOP Achse stimuliert.100,163,164,168  

ATF3 wird nur in geringen Mengen basal exprimiert und steigt nach Stimulation stark 

an. Somit dient ATF3 als zellulärer Stressmarker insbesondere für den PERK-

Pathway.164 Abhängig vom Typ der Zelle hat ATF3 unterschiedliche Wirkungen. In 

Hepatozyten hemmt ATF3 die Gluconeogenese, hemmt in Tumoren die 

Zellproliferation, Migration und fördert die Apoptose.164 Jedoch kann eine künstliche 

Überexpression auch eine Onkogenese begünstigen.164 Es ist also nicht klar, ob 

ATF3 in unserem Modell die Onkogenese begünstigt oder hemmt.  

In der Leber begünstigt ATF3 eine Leberfibrose über Stimulation der hepatischen 

Sternzellen (HSC) und es ist in der fibrotischen Leber verstärkt exprimiert.165 Auch 

in unserem Modell geht eine erhöhte Expression von ATF3 in HBs-transgegen 

Mäusen mit einer verstärkten Fibrose einher.8 

Darüber hinaus kann ATF3 durch Hemmung von STAT1, IRF9 und ISG15 die 

Interferonantwort hemmen.169 Möglicherweise agiert ATF3 damit als 

Feedbackmechanismus. 

Sood et al.169 zeigen, dass ATF3 Autophagie hemmt, indem es die Initiation durch 

Bindung des ATG5 Promotors unterdrückt und die Elongation durch Hemmung von 

Beclin1 blockiert. Dabei zeigen sich diese Effekte verstärkt nach Ausschalten der 

Interferonantwort. Eine Suppression von ATF3 führe zu einer Stimulation der 

Autophagie und der Interferonantwort, und auch zu einer verminderten 

Virusreplikation.169 

Möglicherweise können Viren die Effekte von ATF3 nutzen, um die 

Schutzmechanismen der Zelle zu dämpfen und so die Infektion begünstigen. 

Der genaue Nutzen von ATF3 für die Zelle bleibt daher unklar, partiell gegensätzlich: 

er ist daher Gegenstand aktueller Forschung. Auch wenn einige Studien über 

positive Effekte für ATF3 berichten, wie eine verbesserte Regulation von oxidativem 

Stress in Kardiomyozyten,170 betrachten die meisten Studien ATF3 eher als Marker 

für ein kritischen Zellzustand.161,164,165,171 
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1.5.4 ER-Stress und Tumorgenese 

Während die Kompensationsmechanismen des ER-Stresses in einer akuten 

Situation der Zelle helfen, dem Stress zu widerstehen, geht eine lange andauernde 

Aktivierung des ER-Stresses mit einer chronischen Inflammation und Onkogenese 

einher.147,156,172 Denn auch, wenn die Zelle versucht, mittels ER-Stress zur 

Homöostase zurückzukehren oder die Apoptose zu beginnen, steigt die Chance der 

Entartung durch Andauern des Stresses. 

Wenn eine Zelle entartet ist, hilft ER-Stress, den Tumor vor Stressoren wie 

Chemotherapeutika zu schützen173 So gilt bei Tumoren eine ausgeprägte ER-

Stressreaktion als prognostisch ungünstiger Faktor, der zu einer erhöhten Mortalität 

führt.173 Daher kann ER-Stress als Pro-Survival-Tool der Zelle dem Organismus 

mehr schaden als nutzen. 

1.5.5 ER-Stress und Autophagie 

Beide Mechanismen sind essenziell für den Erhalt der zellulären Homöstase und 

sind daher eng verknüpft. Autophagie unterstützt die UPR durch Abbau von 

fehlgefalteten Proteinen, Noxen und anderen Stressoren und kann auch im Rahmen 

der ER-Phagie, als Sonderform der Makroautophagie, beschädigtes ER 

abbauen.174–176 Eine Dysregulation begünstigt eine Vielzahl von Pathologien, wie 

neurodegenerative Erkrankungen (z. B. Morbus Parkinson) oder maligne 

Entartungen. Alle drei UPR Pathways können Autophagie stimulieren, jedoch 

scheint die Aktivierung via PERK und ATF4 von besonderer Bedeutung zu 

sein.100,159 

1.6 Immunpriming der Mäuse 

Da unsere Arbeitsgruppe initial die Fibrose der Leber unter HBV erforscht hat, 

wurden neben den ursprünglichen C57BL/6 (Black 6) Mäusen die Linie auf Fibrose-

sensible BALB/c Mäuse gekreuzt. 

Dabei geht man davon aus, dass die BALB/c Mäuse aufgrund eines 

unterschiedlichen Immunprimings zur Fibrose neigen.17,22 Die CD4+-T-Helferzellen 

der BALB/c Mäuse zeigen dabei primär eine Th2-Antwort, während C57BL/6 primär 

eine Th1-Antwort zeigen.8,22 Die CD4+-T-Helferzellen werden nach ihrer 

Differenzierung in Th1, Th2 sowie Th17 (interleukin-17-producing T helper), Tfh 

(follicular T helper) und regulatorische T-Zellen (Treg) eingeteilt.177 Die Th1-Antwort 

ist primär proinflammatorisch und wird durch IFN-γ gekennzeichnet, während Th2 

durch IL-4/5/13 gekennzeichnet ist.177 Die Th1-Antwort wirkt dabei primär gegen 

intrazelluläre Erreger wie Viren, ist jedoch bei diversen Autoimmunerkrankungen 

vermehrt aktiv. Th2 hingegen, als Gegenspieler und Regulator der Th1-Antwort, 
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vermittelt primär die Abwehr von extrazellulären Parasiten (insb. Helminthen) und 

hat vermehrt bei atopischen Erkrankungen wie Allergien eine Relevanz.177 Für ein 

gesundes Immunsystem ist eine Balance zwischen Th1- und Th2-Antwort wichtig. 

Diese Balance verändert sich im Laufe des Lebens und ist auch individuell 

unterschiedlich.177,178 Eine prolongiert verstärkte Th2-Immunantwort ist mit einer 

stärkeren Leberfibrose assoziiert.179 Dabei werden diverse profibrogene Gene in 

Myofibroblasten aktiviert.179 Die verstärkte Fibrose in BALB/c Mäusen im Vergleich 

zu C57BL/6 ist auch in früheren Publikationen der AG gezeigt worden.8 

1.7 Zielsetzung der Arbeit 

Ziel dieser Arbeit ist die Aufklärung der ausgeprägten Unterschiede in der 

Pathologie von BALB/c und IRF3/7 KO Mäusen, insbesondere im Hinblick auf die 

Aggregatbildung. In den Mäusen ohne Interferonantwort (IRF3/7 KO) treten 

Milchglashepatozyten auf, wie sie auch bei Patienten mit chronischer Hepatitis B 

(CHB) typisch sind. Diese Hepatozyten enthalten Aggregate aus HBs und Lipiden, 

die nicht über das Proteasom, sondern ausschließlich über Autophagie abgebaut 

werden können. Sowohl ER-Stress als auch die Interferonantwort können 

Autophagie regulieren. Daher wurden diese Pathways sowie die Autophagie 

untersucht, um mögliche Unterschiede im Abbau zu erkennen und die Entstehung 

der Milchglashepatozyten besser zu verstehen. Aufgrund der therapeutischen 

Anwendung von Interferon bei chronischer Hepatitis B liefern die gewonnenen 

Erkenntnisse zudem Hinweise auf mögliche Effekte einer Interferontherapie. 
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2 Material und Methoden 

Die Dissertation wurde, wie üblich, auf bestehenden wissenschaftlichen Arbeiten 

aufgebaut. Dabei wurden alle Grafiken selbst erstellt. Fremde Quellen und 

Werkzeuge wurden entsprechend durch Zitate gekennzeichnet. Dabei wurden 

Sinneinheiten zusammengefasst gekennzeichnet. 

2.1 Versuchstiere 

Im Rahmen dieser Dissertation wurden ausschließlich Proben von Tieren 

weitergehend untersucht, die bereits in früheren Studien8,13,180 gesammelt wurden. 

Die Geschäftszeichen der Tierversuchsanträge des Regierungspräsidiums Gießen 

liegen vor: V 54-19c 20 15h 01 GI 20/10 Nr. 128/2014 und V 54-19c 20 15c GI 20/10 

Nr. A 60/2011. 

Die Mäuse wurden in der zentralen Tierhaltung des FB11 (Leiter Dr. Daniel Zahner) 

der Justus-Liebig-Universität Gießen entsprechend den geltenden Gesetzen und 

Regularien in keimfreien Umgebungen gehalten (SPF). Die Mäuse erhielten keine 

Therapien oder besondere Diäten. 

Die Mauslinien zur Expression von Hepatitis-B-Oberflächenproteinen entstammen 

transgenen Mäusen von Chisari6,181 (C57BL/6J-Tg(Alb1HBV)44Bri/J; 

RRID:IMSR_JAX:002226).182 Das Transgen und die untersuchten Mäuse sind in 

den folgenden Figuren (Abbildung 11, Abbildung 12) erklärt. 

Die Mäuse wurden im Alter von 8 oder 12 Wochen (8W/12W) nach einer Betäubung 

durch Isofluran via CO2-Inhalation getötet. Es wurden venöses Blut und die Leber 

entnommen. Die Lebern wurden in flüssigem Stickstoff schockgefroren und 

anschließend bei -80°C gelagert. Die beteiligten Mitarbeiter waren entsprechend 

ihren Tätigkeiten geschult und durch die oben genannten Tierversuchsanträge 

befugt. 
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Abbildung 11: Hepatitis B Insert 

 

Eigene Darstellung der eingefügten DNA nach Chisari et al.,6,107,180 erstellt in 

BioRender.26 Unten links: Intaktes HBV Genom, welches durch das 

Restriktionsenzym Bgl II geschnitten wurde. Dabei entsteht das oben gezeigten 

Fragment. Dieses enthält die DNA für die Oberflächenproteine (HBs: 

SHB/MHB/LHB) und HBx. Die Oberflächenproteine werden aus einem 

überlappenden, offenen Leseraster (open-reading-frame: ORF) gebildet. Das Frag-

ment wurde in das pAlb-PSX Plasmid eingefügt, sodass durch den Albuminpromotor 

auch das Bgl II Fragment abgelesen und translatiert wird. Mit diesem Plasmid 

wurden transgene Mäuse geschaffen, welche HBs in der Leber exprimieren. Diese 

von Chisari et al. erstellten Mäuse dienen als Grundlage für unsere Experimente. 

Die HBs-transgene Maus basiert auf Black 6 (C57BL/6) Hintergrund und wurde 

durch Rückverpaarung hemizygoter, transgener Männchen mit C57BL/6 Weibchen 

fortgeführt (Abbildung 12: B6 TG). Zur Untersuchung der Leberfibrose und Hepatitis 

wurden diese C57BL/6 Mäuse mit zu Fibrose neigenden BALB/c Mäusen8,22 über 

mindestens 6 Generationen rückverpaart (BC TG). Zur Untersuchung der Typ-I-

Interferonantwort wurden die HBs-transgenen BALB/c Mäuse weiter verpaart. Dabei 

entstammen die IRF3/7 Doppelknockoutmäuse (IRF3–/–/IRF7–/–) den Arbeiten der 

Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Anne Krug.131 Diese entstammen einem C57BL/6 

Hintergrund, weswegen sie über 8 Generationen mit BALB/c Mäusen auf einen 

BALB/c Hintergrund gekreuzt wurden. Daraus wurden die heterozygoten Mäuse 
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gekreuzt und die anschließend IRF3/7 KO homozygoten Mäuse selektiert und 

analysiert (IRF WT). Diese wurden mit den HBs-transgenen BALB/c Mäusen 

gekreuzt. Die entstehenden für IRF3/7 KO heterozygoten, HBs-transgenen BALB/c 

Mäuse wurden selektiert und verpaart. Die daraus entstehenden IRF3/7 

homozygoten, HBs-transgenen BALB/c Mäuse wurden selektiert und analysiert (IRF 

TG). 

Abbildung 12: Verwendete Mauslinien 

Eigene Darstellung der verwendeten Mäuse erstellt in PowerPoint.121 Für die 

Hauptanalyse werden die HBs-transgenen „TG“ Mäuse verglichen (rechts). Um 

mögliche Unterschiede durch den Genotyp aufzudecken, wurden auch die 

jeweiligen HBs-Wildtypen (links) „WT“ untersucht. Diese gleichen den jeweiligen TG 

Mäusen bis auf die fehlende Expression von HBs. Zur Untersuchung des Einflusses 

der Interferonantwort wurden die BALB/c Mäuse ohne IRF3/7 Knockout (BC WT/BC 

TG) mit den BALB/c Mäusen mit dem IRF3/7 KO (IRF WT/IRF TG) verglichen. Zur 

Untersuchung des Einflusses des Genotyps wurden die C57BL/6 (B6 WT/B6 TG) 

mit den BALB/c Mäusen ohne IRF3/7 KO (BC WT/BC TG) verglichen. 
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Zur besseren Lesbarkeit wurden folgende Bezeichnungen festgelegt: 

BALB/c IRF3/7 WT HBs-WT:   BALB/c WT,   kurz: BC WT 

BALB/c IRF3/7 WT HBs-TG:   BALB/c TG,   kurz: BC TG 

BALB/c IRF3/7 KO HBs-WT:   IRF3/7 KO WT,  kurz: IRF WT 

BALB/c IRF3/7 KO HBs-TG:  IRF3/7 KO TG,  kurz: IRF TG 

C57BL/6 HBs-WT:   C57BL/6 WT,  kurz: B6 WT 

C57BL/6 HBs-TG:   C57BL/6 TG,  kurz: B6 TG 

Wenn von transgenen Mäusen gesprochen wird, meint dies immer HBs-transgen, 

bei Knockout ist immer der IRF3/7 KO gemeint. Wildtyp (WT) bezeichnet immer 

Mäuse ohne HBs, nicht den IRF3/7 Status. 

Wenn von BALB/c Mäusen gesprochen wird, sind nur die BALB/c (IRF3/7 WT) 

Mäuse gemeint, nicht die BALB/c IRF3/7 KO, diese werden als IRF3/7 KO bei 

Bedarf explizit mit genannt. 

Für die Histochemie wurden Kryo- oder Paraffinschnitte der Leber analysiert. Für 

qPCR und Westernblot wurden entsprechende Lysate aus gemörsertem 

Lebergewebe hergestellt. 

2.2 Geräte und Materialien 

Tabelle 1: Verwendete Geräte 

Gerät: Hersteller: 

Electrophoresis Power Supply Consort EV 

#243 

Fisher Bioblock Scientific, Schwerte 

Fastblot B44 Biometra-GmbH, Göttingen 

Feinwaage A200S Sartorius analytic, Göttingen 

Gefrierschrank (-20 °C) #GNP3376 Liebherr, Ochsenhausen 

Gefrierschrank (-80 °C) #907 Thermo Fisher Scientific, Dreieich 

Homogenizer Ultra Turrax T8 IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen 

Infinite® 200 PRO #30050303 Tecan Group Ltd., Männedorf (Schweiz) 

INTAS ECL ChemoStar Plus Imager HR 6.0 Intas Science Imaging Instruments GmbH, 

Göttingen 

Kamera, USB Cam 051H Reprostar 3 Phytec, Mainz 

Lichtmikroskop #156585 Leica Microsystems, Wetzlar 

Magnetrührer #RCTB 00.084009 IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen 

Mikroskop DMIL Leica Microsystems, Wetzlar 

Mini-PROTEAN Tetra Vertical 

Electrophoresis Cell 

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, 

Kalifornien (USA) 

Mini-PROTEAN® Tetra Handcast Systems Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, 

Kalifornien (USA) 

Motorisiertes inverses System Mikroskop 

#IX81S1F-3 

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg 
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Nano Drop, Spectraphotometer ND-1000 Thermo Fisher Scientific, Dreieich 

Neubauer Zählkammer 0,1 mm LO - Laboroptik Ltd, Lancing (Vereinigtes 

Königreich) 

Pipette serologisch 10 mL #607180 Greiner Bio-One International GmbH, 

Kremsmünster (Österreich) 

Pipette serologische 5 mL #606180 Greiner Bio-One International GmbH, 

Kremsmünster (Österreich) 

Pipetten Abimed International Labmate Ltd, St Albans 

(Vereinigtes Königreich) 

Pipetten Research plus Eppendorf AG, Hamburg 

Pipetten Sarpette® M, 1-Kanal SARSTEDT AG & Co. KG, Nümbrecht 

Rocking Platform VWR International GmbH, Darmstadt 

Röntgenkasette Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Rüttler #444-0142 VWR International GmbH, Darmstadt 

StepOne Plus RT PCR System Life Technologies, Life Technologies 

GmbH, Darmstadt 

Stickstofftank #CFB-160 Taylor-Wharton Harsco GmbH, Husum-

Mildstedt 

Thermocycler T3000 Biometra-GmbH, Göttingen 

ThermoMixer #5436 Eppendorf AG, Hamburg 

Thermomixer comfort Eppendorf AG, Hamburg 

Trans-Blot® Turbo™ System #690BR028141 Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen 

Ultra TURRAX T3 IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen 

Vortex Mixer 7-2020 neoLab, Heidelberg 

Vortex Schüttler VF2 IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen 

Waage Kern #440-47 KERN & SOHN GmbH, Albstadt 

Zentrifuge Micro Star 17R VWR International GmbH, Darmstadt 

Zentrifuge Mikro 120 Hettich Zentrifugen, Tuttlingen 
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Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien 

Materialien: Hersteller: 

5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat (BCIP) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

70% Ethanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

96% Ethanol Thermo Fisher Scientific, Dreieich 

Acetic Acid Merck KGaA, Darmstadt 

Agarose Broad Range Roti®garose Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

AM 1907 DNA-free Ambion - Thermo Fisher Scientific, Dreieich 

Amersham Hyperfilm™ ECL GE Healthcare Life Sciences, München 

Ammoniumperoxodisulfat (APS) #9592.2 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Aqua dest. Millipore MQ-Biocel Anlage 

Biosphere® Filter Tips #70.760.211 SARSTEDT AG & Co. KG, Nümbrecht 

Bovine Serum Albumin (BSA), pH=7 #BSA-

1T 

Capricorn Scientific GmbH, Ebsdorfergrund 

Bromphenolblau #15375 Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 

Cellstar® Tubes Greiner bio-one, Kremsmünster, Österreich 

Citronensäure #X863.2 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Collection Tubes Qiagen, Hilden 

Curix 60 AGFA Health Care, Greenville 

Deckgläschen R. Langenbrinck, Emmendingen 

Dimethylsulfoxid ROTIPURAN® #4720.1 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Disposable Glass Pasteur Pipettes 230 

mm # 612-1702 

VWR International GmbH, Darmstadt 

Dodecylsulfate-Na-salt in pellets 

#20765.03 

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 

Essigsäure (Eisessig) 100% #1.00063.1011 Merck KGaA, Darmstadt 

Ethanol ROTIPURAN ® #9065.4 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Formaldehyd 6x Loading Dye, AM8552 Ambion - Thermo Fisher Scientific, Dreieich 

Gel blotting paper, GB 003, #10426892 Whatman® 

Glycin PUFFERAN® #3908.2 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Hämalaun Sauer nach Mayer, # T865.2 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

HCL >37% Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Hydrochloric acid (HCl) #30721-1L-M Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Immobilon®-P Transfer Membrane 

#IPVH00010 

Merck Millipore Limited, Tullagreen, 

Carrigtohill ED (Irland) 

Impress Reagent Kit Vector Laboratories Inc., Burlington 

iScrpit cDNA Synthese Kit, #170-8890 Bio-Rad, Hercules, USA 

Isopropanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

KCL, #67813 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

KH2PO4, #P030.1 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Luminol #A8511-5G Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Mercaptoethanol Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Methanol #32213-2.5L-M Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
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MicroAmp® Fast Reaction Tubes Life Technologies, Life Technologies GmbH, 

Darmstadt 

MicroAmp® Optical 8-Cap Strip Life Technologies, Life Technologies GmbH, 

Darmstadt 

Microplatte, 96 Well, UV-STAR® #655809 

COC, F-BODEN, KAMINFORM, SCHWARZ 

Greiner bio-one, Kremsmünster, Österreich 

Micro-Touch® #18074824DF Ansell, Richmond (Australien) 

Milchpulver (Blotting grade) #T145.3 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Millex-GV, 0,22 µm, PVDF, 13 mm, durch 

Ethylenoxid sterilisiert #SLGV013SL 

Merck KGaA, Darmstadt 

MOPS 99,5%, HM1245 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Mouse IgG Blocking Reagent, MBK-2213 Vector Laboratories Inc., Burlington 

N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamine 

(TE-MED), #35925.01 

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 

Na2HPO4, #3904.2 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

NaCl, #31434 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Natriumchlorid #3957.1 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Natriumhydroxid #6771.1 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Nümbrecht QIAShredder Qiagen, Hilden 

OPAL 520 Reagent Pack, Fluorophor in 

DMSO #FP1487001KT 

Akoya Biosciences, Marlborough (USA) 

OPAL 570 Reagent Pack, Fluorophor in 

DMSO #FP1488001KT 

Akoya Biosciences, Marlborough (USA) 

Page Ruler™ Plus Prestained Protein 

Ladder #26619 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts (USA) 

p-Cumarsäure #110M1259V Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Pertex® Eindeckmedium Medite, Burgdorf 

Pipettenpitzen 1000 µL, blau #70.762.010 SARSTEDT AG & Co. KG, Nümbrecht 

Pipettenspitzen 10 µL, farblos #70.1130 SARSTEDT AG & Co. KG, Nümbrecht 

Pipettenspitzen 200 µL, gelb #70.760.012 SARSTEDT AG & Co. KG, Nümbrecht 

Platinum SYBR Green qPCR Super Mix, 

#11733-038 

Invitrogen, Carlsbad, USA 

Polyoxyethylenesorbitan #P-7949 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Reagiergefäß 1,5 mL #72.690.001 SARSTEDT AG & Co. KG, Nümbrecht 

Reagiergefäß 2,0 mL #72.691 SARSTEDT AG & Co. KG, Nümbrecht 

Reaktionsgefäße SARSTEDT AG & Co. KG, Nümbrecht 

RNase AWAY, #7002 Thermo Fisher Scientific, Dreieich 

RNAse-freies Wasser Qiagen, Hilden 

RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden 

RNeasy Minisäulen Qiagen, Hilden 

Rotiphorese® Gel 30 (37,5: 1) #3029.1 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Rotiphorese® Gel 40 29:1, # A515.1 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

RPE Buffer Qiagen, Hilden 

RTL Buffer Qiagen, Hilden 
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RW1 Buffer Qiagen, Hilden 

SDS Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Sirius-Rot-Farbstoff Polysciences, Heidelberg 

Stickstoff Apotheke der JLU Gießen 

Triglyceride Quantification Kit (ab65336) Abcam, USA 

Tris base #77-86-1 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

TRIS PUFFERAN® #4855.2 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Trockeneis Apotheke der JLU Gießen 

Tubes Falcon Corning Science México, Tamaulipas 

Tween® 20 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Vector® VIP Peroxidase Substrate Kit Vector Laboratories Inc., Burlington 

Vernichtungsbeutel #86.1197 SARSTEDT AG & Co. KG, Nümbrecht 

Wasserstoffperoxid 30% #1.072.101.000 Merck KGaA, Darmstadt 

Xylol VWR International GmbH, Darmstadt 

β-Mercaptoethanol #60242 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

  



46 
 

Tabelle 3: Puffer und Lösungen 

Lämmli-Puffer (1x): 2 ml Lämmli-Puffer 

(4x), 6 ml Aqua dest. 

Lämmli-Puffer (4×): 40% Glycin, 20% 

Mercaptoethanol, 8% SDS, 0,25 M Tris HCl 

pH 6,8, (Stammlösung) 0,02% 

Bromphenolblau 

Tris-Glyzin Puffersystem: 115 ml Aqua 

dest., 375 ml 2M Tris pH 8,8 (=1,5M), 10 

ml (4×Trenngel-Puffer, 500 mL) 20% SDS 

(=0,4%) 

Trenngel (10%): 3,332ml Rotiphorese® Gel 

30 37, 5:1, 1,950ml 2 M Tris Puffer pH 8,8, 

100 µl APS 10%, 10 µl TEMED, ad 10 ml mit 

Aqua dest. 

Milchpulver-Lösung: 2,5 mg Milchpulver, 

ad 50 ml mit TBS-T 

Trenngel (15%): 5ml Rotiphorese® Gel 30 

37, 5:1, 1,950ml 2 M Tris Puffer pH 8,8, 100 

µl APS 10%, 10 µl TEMED, ad 10 ml mit 

Aqua dest. 

4×Sammelgel-Puffer: 365 ml Aqua dest., 

125 ml 2M Tris pH 6,8 (=0,5M), 10 ml 20% 

SDS (=0,4%) 

Sammelgel 3% (3,3ml für 2 Gele):330µl 

Rotiphorese® Gel 30 37, 5:1, 2130µl 

4×Sammelgel-Puffer, 40 µl APS 10%, 4 µl 

TEMED 

Gelelektrophorese-Puffer (1x): 100 ml 

10x Gelelektrophorese-Puffer, ad 1000ml 

Aqua dest. 

Gelelektrophorese-Puffer (10x): 10g SDS, 

30g Tris, 144g Glycin, ad 1000 ml Aqua dest. 

Kathode Puffer (1×): 100 ml Kathode 

Puffer (10×), ad 1 l mit Aqua dest. 

Kathode Puffer (10×): 242 g Tris Base, 358 g 

Tricin (9), ad 2 l mit Aqua dest. , 20 g SDS 

Anode Puffer (1×): 100 ml Anode Puffer 

(10×) ad 1 l mit Aqua dest. 

Anode Puffer (10×): 484 g Tris base, in Aqua 

dest. lösen (weniger als 2 l), auf pH auf 8,9 

mit HCl titriert, ad 2 l mit Aqua dest. 

TBS-Tween (TBS-T): 200 ml 10x TBS pH 

7,5, 2 ml Tween 20  ad 2 l mit Aqua dest. 

TBS (10×) pH 7,5: 200 mM Tris pH 7,5, 1,37 

M NaCl ad 1 l mit Aqua dest. 

PBS-Stammlösung (10x): 80g NaCl (137 

mM) (16), 2g KCl (2,7 mM) (17), 2,45 g 

KH2PO_ {4}, 11,5 g Na2HPO_ {4} ad 1l mit 

Aq. dest. 

PBS (1x): 100 ml PBS-Stammlösung ad 1l Aq. 

dest. 

ECL-Entwicklung: 10 ml Aqua dest., 0,5 ml 

2M Tris pH 8,5, 2,6 µl 30% 

Wasserstoffperoxid, 50 µl 250 mM 

Luminol und 25 µl 90mM Coumeric acid 

AP-Entwicklung: NBT = Nitroblau-

Tetrazoliumchlorid: 66 µl + BCIP = 5-Brom-

4-chlor-3-indolylphosphat 33µl + 10 ml 

Inkubationspuffer 

Inkubationspuffer: 10 ml 5 mM NaCl, 2,5 

ml 1M MgCl_ {2}, 50 ml 1M Tris pH 9,5, 

ad 500 ml Aqua dest. 

Stripping Puffer: 15 g Glyzin, 1 g SDS in  

Aqua dest. gelöst, pH mit HCl auf 2,2 titriert 

, ad1 L mit Aqua dest. 

 Blotpuffer (pH9,2): Tris-gepuffert 5,82 g, 

Glycine 2,93 g, Aqua dest 800 ml, Methanol 

200 ml 
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Tabelle 4: Verwendete Antikörper 

PROTEIN: 

BESTELL-

NUMMER: HERSTELLER: 

ALBUMIN  sc-50536 Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, Texas, USA 

ATF3 sc-188 Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, Texas, USA 

BECLIN-1 11306-1-AP ProteinTech Group, Chicago, IL, USA 

CHOP GADD153 NB600-

1335SS 

Novus Biologicals, Littleton, Colorado, USA 

GAPDH 60004-1-Ig ProteinTech Group, Chicago, IL, USA 

HBSAG 20-HR20 Fitzgerald Industries, Acton, Massachusetts, USA 

HBX ab39716 Abcam, Cambridge (England) 

HBX ab2741  Abcam, Cambridge (England) 

ISG15 sc-166755 Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, Texas, USA 

LAMP-1 GTX634336 Genetex, Inc (Irvine, CA, USA) 

LAMP-2 NB 300-591 Novus Biologicals, Littleton, Colorado, USA 

LC3B NB100-2220 Novus Biologicals, Littleton, Colorado, USA 

LHB  Virology JLU, (Gießen, Germany) 

OAS1A sc-365072 Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, Texas, USA 

P62 PT 18420-1-

AP 

ProteinTech Group, Chicago, IL, USA 

PHOSPHO-P70 S6 

KINASE (THR389) 

#9205 Cell Signaling Technology, Danvers, USA 

PHOSPHO-S6 

RIBOSOMAL 

PROTEIN 

(SER235/236) 

#4858 Cell Signaling Technology, Danvers, Massachusetts, 

USA 

PLIN2 15294-1-AP ProteinTech Group, Chicago, IL, USA 

P-P62SQSTM1 GTX128171 Genetex, Inc (Irvine, CA, USA) 

UBIQUITIN #3936 Cell Signaling Technology, Danvers, Massachusetts, 

USA 

UBIQUITIN 

ENRICHMENT KIT 

89899 Thermo Fisher Scientific, Dreieich 

Β-ACTIN sc-47778 Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, Texas, USA 
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Tabelle 5: Verwendete PCR-Primer 

NCBI GEN: GEN: 

ANNEALING-

TEMPERATUR 

IN °C: SEQUENZ: 

11910 Atf3 as 61,2 5'-TTGACGGTAACTGACTCCAGC-3' 

11910 Atf3 s 62,9 5'-GAGGATTTTGCTAACCTGACACC-3' 

56208 Becn1 as 61.2 5'-TCCTCTCCTGAGTTAGCCTCT-3' 

56208 Becn1 s 62.5 5'-ATGGAGGGGTCTAAGGCGTC-3' 

13198 Ddit3 as (CHOP) 62,1 5'-CAGGGTCAAGAGTAGTGAAGGT-3' 

13198 Ddit3 s (CHOP) 61,2 5'-CTGGAAGCCTGGTATGAGGAT-3' 

UTI77694.1 HBx as 59,4  5'-TGCTGAGAGTCCAAGAGTCC-3' 

UTI77694.1 HBx s 59,4  5'-GTCTGTGCCTTCTCATCTGC-3' 

CAJ18434.1 Ifit1 as 60,5 3'-GTGCATCCCCAATGGGTTCT-3' 

CAJ18434.1 Ifit1 s 60,9 5'-CTGAGATGTCACTTCACATGGAA-3' 

54123 Irf7 as 59,5 5'-GACCGAAATGCTTCCAGGG-3' 

54123 Irf7 s 62,5 5'-GAGACTGGCTATTGGGGGAG-3' 

100038882 Isg15 as 61,2 5'-TGGAAAGGGTAAGACCGTCCT-3' 

100038882 Isg15 s 61,2 5'-GGTGTCCGTGACTAACTCCAT-3' 

NP_080011.1 LC3a as 60,1 5'-CTTGACCAACTCGCTCATGTTA-3' 

NP_080011.1 LC3a s 61,6 5'-GACCGCTGTAAGGAGGTGC-3' 

67443 LC3B as 62,9 5'-CGCCGTCTGATTATCTTGATGAG-3' 

67443 LC3B s 62,9 5'-TTATAGAGCGATACAAGGGGGAG-3' 

AKL79318.1 LHB as 59,4 5´-TCCAGCTCCTACCTTGTTGG-3´ 

AKL79318.1 LHB s 59,4 5´-GTTGGATCCAGCCTTCAGAG-3´ 

56312 Nupr1 as 60,0 5'-TCTTGGTCCGACCTTTCCGA-3' 

56312 Nupr1 s 60,0 5'-CCCTTCCCAGCAACCTCTAAA-3' 

246730 Oas1a as 61,2 5’-CATGACCCAGGACATCAAAGG-3’ 

246730 Oas1a s 55,9 5’-TGAGCGCCCCCCATCT-3’ 

NP_742083.1 Rpl32 as 59,5 5'-TTGTTCCTCCCATAACCGATG 

NP_742083.1 Rpl32 s 59,5 5'-TTAAGCGAAACTGGCGGAAAC 

UNJ97001.1 SHB as 59,4 5´-GCAGCAGGATGAAGAGGAAG-3´ 

UNJ97001.1 SHB s 59,4 5´-CCCAACCTCCAATCACTCAC-3´ 

18412 Sqstm1 as (p62) 61,2 5'-TCACAGATCACATTGGGGTGC-3' 

18412 Sqstm1 s (p62) 59,5 5'-AGGATGGGGACTTGGTTGC-3' 

20846 STAT1 as 58.4 5'-GCTTCACCTTCTCTGTTCTG-3' 

20846 STAT1 s 56.4 5'-TCAAGTCATGTGCATAGAGC-3' 
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2.3 Software 

Zur Erstellung der Dissertation wurden folgende Softwaretools verwendet:  

- Microsoft Office 365 (Word/Excel/PowerPoint):121 Textverarbeitung/ 

Diagrammerstellung, Fold-Change-Berechnung/Grafikerstellung 

- ImageJ:183 Grafikerstellung, Densitometrie 

- SPSS Version 29.0.0.0:184 Statistische Analyse 

- LabImage 1D L340:185 Densitometrie 

- StepOnePlus Analyse Software v.2.3:186 Real Time PCR Messung 

- Mendeley:187 Zitation 

- BioRender:26 Grafikerstellung von Schemata und Flowcharts 
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2.4 Methoden 

2.4.1 Westernblot Analyse (WB) 

Zur Analyse und zum Vergleich der Proteine wurde das Westernblot-Verfahren 

gewählt. Dabei wurden die Lysate nach Lämmli188 der Mauslebern mit einem SDS-

Polyacrylamid-Gel mittels Elektrophorese entsprechend der Proteingröße getrennt. 

Durch die Aufbereitung nach Laemmli und die Zugabe des starken Detergens SDS 

(sodium dodecyl Sulphate) wurden die Proteine denaturiert sowie stark negativ 

geladen. Deren Ladung war dann proportional zur Masse. 

Mithilfe elektrischer Spannung wurden die Lysate durch das Gel gezogen. So 

entstanden Proteinbanden gleich großer Proteine, welche mittels Blotting auf eine 

Kunststoffmembran für weitere Analysen übertragen wurden. 

Mit spezifischen Antikörpern konnten gezielt Proteine markiert werden. Dies 

erlaubte die Aussage über das Vorhandensein von bestimmten Proteinen sowie 

eine Einschätzung der Mengen und des relativen Vergleichs der Proteinmengen. 

Die Verwendung einer Ladekontrolle mit einem Housekeeping-Protein ermöglichte 

eine Qualitätskontrolle und stellte sicher, dass von jeder Probe gleich viel Lysat 

getestet wurde. 

2.4.1.1 Westernblot Lysate 

Das Lebergewebe wurde bis zur Analyse bei -80 °C aufbewahrt. Die weiteren Verar-

beitungsschritte erfolgten unter stetiger Lagerung auf Trockeneis und Kühlung aller 

Instrumente mit flüssigem Stickstoff. 

Vom gemörserten Gewebe wurden mittels Feinwaage 50 mg abgewogen und mit 

1000 μl Laemmli-Puffer188 auf 99 °C für 10 Minuten erhitzt. Anschließend wurden die 

Lysate bei 140.000 rpm für 10 Minuten zentrifugiert. Das Pellet wurde verworfen, 

und der Überstand wurde in neue Gefäße aliquotiert und bei -20 °C gelagert bis zur 

Verwendung im Westernblot. 

Vor der Verwendung wurde jeweils ein Aliquot aufgetaut und kurz durchmischt. 

2.4.1.2 Herstellung der Polyacrylamid-Gele 

Die Polyacrylamid-Gele wurden frisch vor jedem Versuch entsprechend den 

Angaben des Herstellers zubereitet. Zu Beginn wurden die Trägerplatten gereinigt 

und zusammengebaut. Das Trenngel wurde entsprechend dem Zielprotein in 

geeigneter Gelfestigkeit hergestellt (siehe Tabelle 3), bis ca. 1,5 cm unter den 

oberen Rand gefüllt und mit Ethanol bedeckt. Nach 20 Minuten Polymerisationszeit 

wurde das Ethanol abgegossen und getrocknet. Dann wurde das Sammelgel 

gegossen und ein Taschenkamm zur Bildung der Probenkammern eingesteckt. 
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Nach weiteren 20 Minuten wurde das Gel aus dem Gussrahmen genommen, der 

Taschenkamm entfernt und in den Laufrahmen gesetzt. 

2.4.1.3 Gelelektrophorese 

Der Elektrodenrahmen wurde mit Gelelektrophorese-Puffer gefüllt. Je 20 μl der 

Westernblot-Lysate wurden in die Geltaschen pipettiert. In die erste Tasche wurden 

5 μl gefärbte Größenmarkerproteine (Page Ruler) pipettiert. Die befüllten 

Elektrodenrahmen wurden in die mit Gelelektrophorese-Puffer gefüllten 

Laufkammern gestellt. Anschließend wurde für 10 Minuten eine Spannung von 

100 V angelegt. Nachdem man eine erste Auftrennung sehen konnte, wurde die 

Spannung auf 130 V erhöht, bis der Größenmarker das Ende des Gels erreicht 

hatte. Das dauerte ca. eine Stunde. 

2.4.1.4 Semi-Dry Blot 

Zur einfacheren weiteren Handhabung wurden die Proteine aus dem Gel mittels 

Semy-Dry-Blotting auf eine Membran aus Polyvinylidenfluorid (PVDF) übertragen. 

Dazu wurde das Gel aus den Rahmen entfernt und in Blotpuffer gelagert. Die PVDF-

Membran wurde 3 Sekunden in Methanol aktiviert, mit destilliertem Wasser gespült 

und ebenfalls in Blotpuffer gelagert. In der Blotting-Kammer wurden drei in Blotpuffer 

getränkte Whatman-Papiere, die PVDF-Membran, das Westernblot-Gel sowie drei 

weitere getränkte Whatman-Papiere blasenfrei gestapelt. Die Kammer wurde 

geschlossen und eine Spannung von 60 mA pro Membran für ca. eine Stunde 

angelegt. 

2.4.1.5 Immunchemie 

Zum gezielten Nachweis spezifischer Proteine wurden diese mittels geeigneter 

Primär-Antikörper markiert und später mittels Sekundär-Antikörper sichtbar 

gemacht. 

Die Membranen wurden zuerst mit 5% Milchpulverlösung eine Stunde auf einem 

Kippschüttler geblockt, um unspezifische Bindungen zu vermeiden. Danach wurde 

der Primär-AK zugegeben und für eine Stunde bei Raumtemperatur oder 4°C über 

Nacht inkubiert. Der Primär-AK wurde in drei Schritten (dreimalig für 10 Minuten) mit 

TBS-T abgewaschen, sodass er nur dort zurückblieb, wo er an Protein gebunden 

war. Der Sekundär-AK wurde ebenfalls für eine Stunde inkubiert und entsprechend 

abgewaschen. Die biologischen Replikate (n) entsprachen immer der im Blot 

gezeigten Anzahl, in der Regel jeweils eine WT und drei TG Mäuse. 

2.4.1.6 Chemolumineszenz – Entwicklung mittels HRP 

In der Regel wurde ein Sekundär-AK mit HRP (Horseradish Peroxidase) verwendet. 

HRP setzte dabei Luminol des Entwicklers in Licht um, welches mit fotografischem 



52 
 

Film (Fujifilm) mit nachträglicher Digitalisierung oder primär digital mit einem INTAS 

ECL ChemoStar Plus Imager HR 6.0 dokumentiert wurde. 

Dazu wurde die Membran eine Minute in der frisch zubereiteten ECL-

Entwicklerlösung inkubiert. Anschließend wurde der Film in einer Dunkelkammer auf 

die Membran gelegt, einer ausreichenden Belichtung exponiert und anschließend 

entwickelt. 

Im Verlauf der Arbeit wurde auf ein digitales Verfahren mit dem INTAS Imager 

umgestellt, welches die korrekte Belichtung deutlich vereinfachte. Dabei wurde die 

Membran nach Inkubation in das Gerät gelegt und mit einer Kamera aufgenommen. 

2.4.1.7 Chromogener – Nachweisentwicklung mittels AP 

In Teilen der Untersuchung wurde ein Sekundär-AK mit alkalischer Phosphatase 

(AP) verwendet. Die alkalische Phosphatase wandelte dabei BCIP (5-Brom-4-chlor-

3-indolylphosphat) und NBT (Nitroblau-Tetrazoliumchlorid) in einen Indigofarbstoff 

um, welcher dauerhaft sichtbar ist. Dabei wurde die Membran in die frisch 

hergestellte Entwicklerlösung gegeben und so lange inkubiert, bis eine 

ausreichende Färbung erreicht war, und dann in destilliertem Wasser gewaschen, 

um die Reaktion zu beenden. Nach dem Trocknen der Membranen wurden diese 

gescannt. 

2.4.1.8 Densitometrie 

Die semiquantitative Analyse von Westernblots wurde mit der Software LabImage 

1D L340 – Intas Science Imaging GmbH185 entsprechend der Anleitung 

durchgeführt. Die Daten wurden im Verlauf mit dem Band/Peak Quantification 

Tool189 validiert, welches eine bessere Auflösung ermöglichte. Dabei wurden die 

Banden auf Größe und Dunkelheit untersucht, um so einen objektiven Vergleich 

zwischen Banden zu ermöglichen. Hierfür wurde der Quotient aus dem Marker 

sowie der Ladekontrolle gebildet. Mittels univariater ANOVA (paarweise Vergleiche) 

wurden die zugehörigen p-Werte ermittelt. 

2.4.1.9 Ladekontrollen 

Zur Qualitätssicherung wurde auf jeder Membran eine Ladekontrolle bestimmt. 

Dazu wurden Gene gewählt, die eine hohe konstitutive Expression besitzen, wie 

Actin, GAPDH oder Tubulin. Dadurch konnte sichergestellt werden, dass von jeder 

Probe die gleiche Menge aufgetragen wurde. Abhängig vom Gewicht des 

untersuchten Gens wurde eine passende Ladekontrolle gewählt, welche in einem 

anderen Bereich lag, um Überlagerungen zu vermeiden. 
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2.4.1.10 Immunpräzipitation (IP) 

Bei der Immunpräzipitation (IP) wurden bestimmte Proteine aus den Lysaten 

extrahiert, um diese getrennt zu analysieren. In unseren Versuchen wurde eine IP 

mit Ubiquitin durchgeführt. Dabei wurden polyubiquitinierte Proteine aus den 

Lysaten mittels Ubiquitin-Enrichment-Kits (Thermo Fisher Scientific: 89899) gemäß 

den Herstellerangaben isoliert. Mit einer mit Anti-Ubiquitin beschichteten Harzsäule 

wurden die an Ubiquitin gebundenen Proteine an die Säule gebunden und damit 

aus den Lysaten isoliert. Anschließend wurden sie mittels einer Waschlösung von 

der Säule getrennt. Man erhielt zwei Lysate aus jeder Probe – eines mit 

ubiquitinierten Proteinen und eines mit nicht-ubiquitinierten Proteinen. Die Lysate 

konnten dann wie die anderen Lysate im Westernblot analysiert werden. 

2.4.2 mRNA-Analyse mittels qRT-PCR 

Zur Analyse der mRNA wurde diese mittels RNeasy-Mini-Kit (Fa. Qiagen, Hilden) 

aus der Leber gewonnen und anschließend in komplementäre DNA (cDNA) 

umgeschrieben, welche mittels RT-PCR analysiert wurde. Mit der mRNA-Analyse 

konnte die Transkription der zu untersuchenden Proteine bestimmt werden. 

2.4.2.1 RNA-Isolation 

Es wurden 30 mg gemörsertes Lebergewebe entsprechend dem oben genannten 

RNA-Extraktionskit mit den enthaltenen Lösungen und Gefäßen extrahiert. Die 

Extraktion wurde anschließend via Spektralphotometer (Nano-Drop 1000, Fa. 

Thermo Fisher Scientific/Darmstadt) auf Erfolg und Reinheit geprüft. Dabei wurde 

die Absorption der Probe bei 260 nm und 280 nm gemessen. Das 

Absorptionsmaximum von RNA lag bei 280 nm und ermöglichte die Berechnung der 

RNA-Konzentration. Bei 260 nm hatten Proteine ihr Absorptionsmaximum. Der 

Quotient aus Absorption bei 260/280 nm gab Aufschluss über die Reinheit und sollte 

zwischen 1,6 und 2,0 liegen. 

2.4.2.2 Umschreiben in cDNA 

Für die PCR wurde DNA benötigt, da die Polymerase keine RNA binden kann. Daher 

musste die mRNA mittels Reverser Transkriptase (RT) in cDNA umgeschrieben 

werden. Dafür wurde das iScript cDNA Synthesis-Kit mit entsprechendem Protokoll 

von BioRad verwendet. 

Dabei wurde pro Ansatz 1µg RNA mit dem Reaction-Mix auf ein Volumen auf 20µl 

mit nukleasefreiem Wasser aufgefüllt und entsprechend den Herstellerangaben im 

Biometra Thermocycler T300 inkubiert. 
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Die erhaltene cDNA wurde bei -20°C bis zur Verwendung gelagert. Jede 

Umschreibung wurde durch eine PCR mit einem konstitutiv exprimierten Gen 

kontrolliert. 

2.4.2.3 Quantitative Real-Time Polymerase-Kettenreaktion (qRT-PCR) 

In der quantitativen Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion (qRT-PCR) wurden 

bestimmte Abschnitte der DNA mithilfe spezieller Primer nachgewiesen, die sich an 

ihre passende Nukleotidsequenz banden. Die Primer übernahmen dabei die 

Funktion einer Startsequenz und lagerten sich bei einer definierten Temperatur, 

beispielsweise 60°C, an die cDNA an. Anschließend wurden die gebundenen Primer 

durch die Taq-DNA-Polymerase bei 72°C mithilfe freier 

Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs) verlängert. 

Nach dieser Elongation erfolgte eine Denaturierung bei 95°C, durch die Matrize und 

neu synthetisierter, komplementärer Strang voneinander getrennt wurden. Im 

Anschluss kam es erneut zur Primerbindung (Annealing) und einer weiteren 

Verlängerung. Dieser Zyklus aus Annealing, Elongation und Denaturierung führte 

zu einer exponentiellen Amplifikation des spezifischen Genabschnitts, da sich die 

DNA-Menge mit jedem Zyklus verdoppelte. 

Zur Quantifizierung der amplifizierten DNA wurde während der Verlängerung der 

Fluoreszenzfarbstoff SYBR-GREEN in die DNA-Doppelstränge eingebaut. Der 

entstandene DNA-SYBR-GREEN-Komplex absorbierte Licht bei 494 nm und 

emittierte grünes Licht bei 521 nm. Die Intensität der emittierten Fluoreszenz stand 

in direktem Verhältnis zur Menge der amplifizierten DNA. Die quantitative Messung 

erfolgte dabei in der exponentiellen Phase der Amplifikation. 

Die Amplifikation verlief zunächst exponentiell, ging dann in eine lineare Phase über 

und erreichte schließlich ein Sättigungsniveau. Der Zeitpunkt, zu dem ausreichend 

Fluoreszenz zur Detektion vorlag, wurde als Ct-Wert (Cycle threshold) bezeichnet. 

Die ermittelten Ct-Werte ermöglichten die Berechnung einer relativen Über- oder 

Unterexpression des untersuchten Markers. 

2.4.2.4 Durchführung der qRT-PCR 

Die qRT-PCR wurde mithilfe des StepOnePlus® RT-PCR-Systems in 96-Well-

Platten gemäß den Herstellerangaben durchgeführt. Jede Probe wurde in 

technischer Duplikation gemessen; zusätzlich wurde eine Negativkontrolle (ohne 

cDNA) eingesetzt. Pro Well wurden 11,5 μl Mastermix + 1 μl cDNA verwendet. 

Für jeden Primer wurde ein spezifisches Temperaturprofil mit Schmelzkurve in der 

StepOnePlus® Software angelegt (siehe Abbildung 13). Der Ct-Wert (Cycle 

threshold) zeigt den Zyklus an, in dem die Fluoreszenz erstmals den Hintergrund 

übersteigt. Je früher dieser Schwellenwert erreicht wird, desto höher ist die 
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Ausgangsmenge an spezifischer DNA in der Probe. Mithilfe der Schmelzkurve 

wurde überprüft, ob lediglich ein spezifisches Produkt amplifiziert wurde. 

Abbildung 13: Temperaturprofil des StepOnePlus 

 

Beispielhafte Temperaturkurve für PCR und Schmelzkurve. Screenshot aus der 

PCR Software.186 

2.4.2.5 Statistische Auswertung der qRT-PCR 

Die PCR-Rohdaten wurden in Windows® Excel® (Version 2203) via 2-∆∆Ct-Methode 

auf ein Housekeeping Gen (Rpl32 – Ribosomal Protein L32) normiert und als Fold-

Change relativ zum BALB/c WT ausgegeben. Die Berechnung folgte der Methode 

von Livak et al.190 

Da die Fold-Change-Werte linksschief verteilt waren, wurden sie durch 

Logarithmierung (ln, natürlicher Logarithmus) normalisiert. Die Normalverteilung 

wurde mithilfe eines Q-Q-Diagramms und eines trendbereinigten Q-Q-Diagramms 

überprüft. Die Varianzhomogenität wurde durch den Levene-Test191 getestet. 

Die p-Werte wurden mittels univariater ANOVA (ohne Messwiederholung) und an-

schließender Tukey-HSD-Analyse192 bestimmt. Im Gegensatz zum Tukey-LSD 

korrigiert der Tukey-HSD-Test den p-Wert für multiples Testen und berechnet alle 

Gruppenvergleiche unabhängig von deren klinischer Relevanz. Die resultierenden 

p-Werte sind daher konservativ zu interpretieren. Eine weitere Korrektur für 

multiples Testen wurde nicht vorgenommen. 

Für BALB/c Mäuse wurden alle 8 Genotypen, für C57BL/6 Mäuse alle 4 Genotypen 

miteinander verglichen. Die Gruppengrößen sind in Tabelle 6 dargestellt. 
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Tabelle 6: Anzahl der verwendeten Mäuse der PCR Analysen 

Genotyp n 

BALB/c 5W WT 5 

BALB/c 5W TG 5 

C57BL/6 5W WT 5 

C57BL/6 5W TG 5 

BALB/c 8W WT 5 

BALB/c 8W TG 5 

IRF3/7 KO 8W WT 6 

IRF3/7 KO 8W TG  4 

BALB/c 12W WT 5 

BALB/c 12W TG 4 

IRF3/7 KO 12W WT 4 

IRF3/7 KO 12W TG 6 

Anzahl der für die qPCR analysierten Mäuse. In BALB/c 12 W TG wurde eine Maus 

aufgrund der degradierten Proben aus weiteren Analysen ausgeschlossen. 

In der Regel wurde jede PCR einmalig mit der oben genannten Anzahl an Mäusen 

pro Gruppe durchgeführt, jeweils mit zwei technischen Duplikaten pro Maus. Der 

Mittelwert der technischen Duplikate diente als Grundlage für die statistische 

Auswertung. 

2.4.3 Histologie, Immunhistochemie (IHC), Immunofluoreszenz (IF) 

Zur Darstellung mikroskopischer Gewebeveränderungen kamen verschiedene 

histologische Methoden zum Einsatz. Für einen allgemeinen Überblick wurde eine 

Hämatoxylin-Eosin-Färbung (HE) angewandt, zur gezielten Darstellung einzelner 

Proteine diente die Immunhistochemie (IHC) und zur Visualisierung von 

Kolokalisationen die Immunfluoreszenz (IF). 

2.4.3.1 Immunhistochemie 

Die histologische Analyse wurde entsprechend den etablierten Protokollen des 

Labors durchgeführt. Dabei wurden die in Formalin fixierten Paraffinschnitte 

zunächst rehydriert und darauffolgend angefärbt. Zuerst wurden die auf 

Objektträger aufgetragenen Leberschnitte nach folgendem Schema durch Xylol vom 

Paraffin befreit, mit Ethanol gewaschen und anschließend fünf Minuten in Aqua dest. 

rehydriert: dreimal zehn Minuten Xylol, zweimal fünf Minuten 99,6% Ethanol, fünf 

Minuten 96% Ethanol, fünf Minuten 70% Ethanol. Durch die Fixierung in Formalin 

wurde das Gewebe denaturiert und Epitope teils so verändert, dass Antikörper nicht 

mehr an ihnen binden konnten. Daher wurde eine Antigendemaskierung (Antigen-
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Retrieval) durchgeführt, um weitgehend die ursprüngliche Struktur 

wiederherzustellen. Dazu wurden die Objektträger in Citratpuffer (pH = 6) 

aufgekocht und anschließend in PBS (phosphate buffered saline) gewaschen. 

Um eine unspezifische Reaktion mit endogenen Peroxidasen zu verhindern, wurden 

die Träger mit 3% Wasserstoffperoxid in PBS für 15 min geblockt und anschließend 

in PBS gewaschen. Zur Blockung unspezifischer Bindungen wurden die Schnitte mit 

10% BSA und 2,5% Pferdeserum in PBS für eine Stunde geblockt und im Anschluss 

dreimal zwei Minuten in PBS gewaschen. Bei Verwendung von spezifischen 

Mausantikörpern wurde dabei zuvor ein Mouse-on-Mouse-Block mit Anti-Mouse-

F(ab)-Fragmenten durchgeführt. 

Danach wurde der primäre Antikörper oder die Isotypenkontrolle entsprechend den 

Herstellerangaben aufgetragen und über Nacht bei 4°C inkubiert. Am Folgetag 

wurden die Schnitte dreimal fünf Minuten in PBS gewaschen, bevor der 

Sekundärantikörper für 30 Minuten aufgetragen und gewaschen wurde. 

Bei der Immunhistochemie und Anfärbung einer Zielstruktur wurden das VIP-

Substrate-Kit for Peroxidase verwendet. Die Anfärbung wurde laufend kontrolliert 

und durch Waschen in Aqua dest. gestoppt, sobald eine gute Färbung vorlag. 

Danach wurde zur besseren Abgrenzung des Gewebes eine Gegenfärbung 

(Counterstaining) mit Hämatoxylin für eine Minute durchgeführt, bevor die Proben 

gewaschen und mittels aufsteigender Reihe fünf Minuten in 96% Ethanol, zweimal 

fünf Minuten in Isopropanol und dreimal fünf Minuten in Xylol dehydriert wurden. 

Anschließend wurden die Proben wasserfrei eingedeckt. 

2.4.3.2 Immunofluoreszenz 

Zur Durchführung von Immunfluoreszenzanalysen wurden die vorbehandelten 

Schnitte eine Stunde lang mit 10% Rinderserumalbumin (#BSA-1T; PAA) blockiert 

und über Nacht mit spezifischen Antikörpern bei 4°C inkubiert. Anschließend wurden 

die Schnitte mit den weiteren Sekundär-AK inkubiert: sekundäre Ziegen-Anti-

Kaninchen-Antikörper Alexa488 [grün] (#A11008), Ziegen-Anti-Maus-Antikörper 

Alexa546 [rot] (#A11030) (Molecular Probes, Eugene, OR) und Ziegen-Anti-

Meerschweinchen-Antikörper FITC (#90101; Progen, Heidelberg, Deutschland). Die 

Fotos wurden mit einem Leica DMRB-Mikroskop (Leica, Wetzlar, Deutschland) 

aufgenommen, das mit einer Canon EOS 600D und der Software Canon EOS Utility 

2, Version 2.14 (Canon, Japan) ausgestattet war.  

Nach dem Waschen des zweiten Fluorophors wurden die Schnitte mit DAPI (4′,6-

Diamidin-2-phenylindol) für fünf Minuten zur Anfärbung der Zellkerne inkubiert und 

danach dreimal fünf Minuten in PBS gewaschen. Abschließend wurden die Schnitte 

wasserfrei eingedeckt und bei 4°C dunkel gelagert. 



58 
 

2.4.3.3 Isotypkontrolle 

Die Isotypkontrolle wurde durchgeführt, um zu prüfen, ob der Antikörper spezifisch 

an sein Epitop band oder ggf. Ergebnis anderer Proteininteraktionen oder einer 

unspezifischen Fc-Rezeptorbindung war. Die Schnitte wurden dazu analog zum 

Primärantikörper mit IgG derselben Spezies in gleicher Konzentration inkubiert und 

anschließend gleich weiterverarbeitet. Die Isotypkontrolle der für die Arbeit 

verwendeten Antikörper fiel stets negativ aus, sodass von einer spezifischen 

Bindung des Primärantikörpers ausgegangen werden konnte. 

2.4.3.4 Hämatoxylin-Eosin-Färbung (HE) 

Die Hämatoxylin-Eosin-Färbung (HE-Färbung) diente der allgemeinen Beurteilung 

histologischer Schnitte. Hämatoxylin band basophile Strukturen, wie die DNA im 

Zellkern, blau, während Eosin acidophile Strukturen, wie Zellplasmaproteine, rötlich 

anfärbte. 

Die Gewebeschnitte wurden dazu analog zur Histochemie in der absteigenden 

Reihe gewässert, in Hämatoxylin für vier Minuten inkubiert, fünf Minuten 

gewaschen, 30 Sekunden in Eosin inkubiert, erneut fünf Minuten gewaschen und 

abschließend in der aufsteigenden Reihe entwässert und wasserfrei eingedeckt. 

2.5 Statistik 

Die statistische Analyse wurde mit IBM® SPSS® Statistics (Version 28.0.1.1 (15)) 

als explorative Analyse durchgeführt. Dementsprechend wurden freie Hypothesen 

ohne festes Signifikanzniveau formuliert. Daraus folgt, dass im Laufe der Arbeit nicht 

von signifikanten Ergebnissen gesprochen wird und die entsprechenden p-Werte 

angegeben werden. Zur sprachlichen Klarheit wird erst ab einem p ≤ 0,05 von einem 

Unterschied gesprochen. 

Die Auswertung wurde von Dr. Jörn Pons-Kühnemann und Christine Scheibelhut 

des Instituts für medizinische Statistik der JLU betreut und geprüft. 

Die Angaben der Fehlerindikatoren für die Streuung der Einzelmessungen als 

Standardfehler beruht auf der Empfehlung des British Medical Journals für 

medizinische Publikationen.193 

Die jeweiligen statistischen Methoden sind als Teil der Analyse im entsprechenden 

Methodenteil beschrieben. 
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3 Ergebnisse 

Um die Auswirkungen der Interferonantwort auf Autophagie zu untersuchen, wurde 

zuerst das Mausmodell validiert. Dazu wurden zunächst der HBs Knock-in sowie die 

veränderte Histologie beschrieben.11 Im Folgenden wurde der IRF3/7 Knockout 

validiert und die Interferonantwort in den BALB/c Mäusen bestimmt. Anschließend 

wurde der ER-Stress und die Auswirkungen der beiden Pfade auf Autophagie 

beschrieben. Abschließend wurde die Abhängigkeit der Immunreaktion vom 

genetischen Hintergrund der Mäuse gezeigt. 

Da HBV primär die Leber betrifft, bezogen sich alle Analysen auf Lebergewebe. 

Neben einzelnen humanen Proben wurde primär das Lebergewebe von Mäusen der 

Altersgruppen 5/8/12 Wochen verwendet.  

Alle Abbildungen wurden selbst erstellt, Teile dieser Dissertation wurden bereits 

publiziert.11 In der Regel werden zuerst die mRNA Ergebnisse und dann die Protein-

ergebnisse gezeigt.  

3.1 Validierung des Mausmodells: Die Expression von HBs ist 

unabhängig vom Genotyp  und dem IRF3/7 KO  

Im Folgenden ist die mRNA von den HBV-Oberflächenproteinen (HBs): (small-

SHB/medium-MHB/large-LHB) sowie HBx dargestellt (Abbildung 14 und Abbildung 

15). Da die Wildtypmäuse keine HBV mRNA exprimieren, wurden sie nicht 

dargestellt, jedoch zur Kontrolle der Genotypisierung gemessen. Daher war 

allerdings keine Berechnung des Fold Changes im Vergleich zum Wildtyp möglich. 

Angeben ist der Cycle Threshold (CT) ab dem die mRNA messbar wurde. Kleinere 

CT-Werte bedeuten daher mehr vorhandene mRNA. 
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Abbildung 14: qPCR der mRNA der Oberflächenproteine 

 

Analyse der SHB-, LHB- und HBx-mRNA aus Leber von 5, 8 und 12 Wochen (W) 

alten Mäusen mittels qPCR. Die Expression wurde mittels Rpl32 (Ribosomal Protein 

L32) als Housekeeping Gen normiert und als CT (Threshold Cycle) dargestellt. 

Kleinere Werte bedeuten eine höhere Expression. Transgene (TG) Mäuse 

exprimieren, im Gegensatz zum Wildtyp (WT), Hepatitis-B-Oberflächenproteine 

(HBs). Die HBs-WT Mäuse wurden ebenfalls untersucht, zeigen jedoch zur 

Negativkontrolle äquivalente Werte. Bei den IRF3/7 KO Mäusen, wurden Interferon 

Regulatory Factor 3 und 7 durch Knockout deaktiviert. Pro Gruppe wurden n=4-6 

Mäuse untersucht. Alle PCR-Messungen für jegliche Marker erfolgten in Duplikaten. 

Die Fehlerindikatoren zeigen den Standardfehler. Berechnung der p-Werte mittels 

univariater ANOVA und Tukey-HSD, p-Werte > 0,05 sind kursiv gedruckt. qPCR: 

quantitative Real Time Polymerasekettenreaktion; BC: BALB/c Mäuse; B6: C57BL/6 

Mäuse; IRF: IRF3/7 KO Mäuse.  

SHBs, LHBs und HBx wurden in den HBs-transgenen Mäusen einer 

Altersgeneration in gleichem Maße exprimiert. Zudem variierte die Expression von 

SHB in Abhängigkeit vom Alter. Diese altersabhängige Veränderung beeinflusste 

die untersuchten Sachverhalte nicht, da stets Mäuse derselben Altersgruppe 

miteinander verglichen werden. Da SHBs Teil von MHBs und damit auch LHBs ist, 

wird mit dem Primer für SHBs auch die mRNA von MHBs und LHBs erkannt, was 

zu einer scheinbar höheren Expression führte. 



61 
 

Abbildung 15: Vergleich der HBs Proteinexpression in BALB/c und IRF3/7 KO 

 

Westernblot Analyse der Proteinlysate der Leber von 8 Wochen (W) alten Mäusen. 

Oben die HBV-Oberflächenproteine markiert mit HBsAg-Antikörper. Die Banden g-

SHBs/MHBs/LHBs repräsentieren glykosyliertes SHBs/MHBs/LHBs. Markierung 

der untersten Banden mittels Albumin-Antikörper zur Darstellung der Ladekontrolle. 

Die Expression von HBsAg ist in unserem Modell an den Albuminpromotor 

gebunden. Entwicklung via Chemilumineszenz. Transgene (TG) Mäuse 

exprimieren, im Gegensatz zum Wildtyp (WT), Hepatitis-B-Oberflächenproteine 

(HBs). Bei den IRF3/7 KO Mäusen, wurden Interferon Regulatory Factor 3 und 7 

durch Knockout (KO) deaktiviert. Ein technisches Replikat.  

In den HBs-transgenen Mäusen sind im Westernblot deutliche Banden von g-SHBs, 

SHBs und LHB sowie schwache Banden des MHBs Proteins sichtbar. HBs wurde 

nach Translation glykosyliert.181,194–196 Die HBs Wildtypmäuse exprimierten, wie zu 

erwarten, kein HBs. Sowohl BALB/c als auch IRF3/7 KO-Mäuse exprimierten 

vergleichbar viel HBV-Oberflächenproteine. Der Westernblot belegt exemplarisch 

die Ergebnisse der qPCR zur Bestimmung der mRNA-Transkripte. 

Um die Auftragung gleicher Mengen an lysiertem Gewebe sicherzustellen, wurde 

bei jedem Westernbot eine Ladekontrolle durchgeführt. Dazu wurden Proteine 

untersucht, die in jeder Maus in gleicher Menge exprimiert werden. 

Hier diente Albumin als Ladekontrolle, da HBs durch den Albuminpromotor 

gesteuert abgelesen wurden und Albumin konstitutiv exprimiert wurde. Alle Mäuse 

wiesen eine vergleichbare Albumin-Expression (gleiche Bandenintensität) auf. 

Dunklere Banden bedeuten daher, dass mehr des untersuchten Proteins bei der 

jeweiligen Maus vorhanden ist als bei helleren Banden.  
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Abbildung 16: Vergleich der HBs Proteinexpression in BALB/c und C57BL/6 

 

Westernblot Analyse der Proteinlysate der Leber 5 Wochen (W) alter Mäuse. Oben 

die HBV-Oberflächenproteine markiert mit HBsAg-Antikörper. Die Bande g-

SHBs/LHBs repräsentiert glykosyliertes SHBs/LHBs. Markierung der untersten 

Banden mittels Albumin-Antikörper zur Darstellung der Ladekontrolle. Entwicklung 

via Chemilumineszenz. Transgene (TG) Mäuse exprimieren, im Gegensatz zum 

Wildtyp (WT), Hepatitis-B-Oberflächenproteine (HBs). Sechs technische Replikate. 

In den BALB/c und C57BL/6 TG Mäusen akkumulierte HBs deutlich, insbesondere 

in Form des glykosylierten g-SHBs. In beiden (HBs-)Wildtypen wurde HBs 

erwartungsgemäß nicht exprimiert. Die Menge an HBs unterschied sich nicht 

zwischen BALB/c und C57BL/6 TG Mäusen. 

Albumin wurde in allen Mäusen in gleicher Menge exprimiert und diente als Lade-

kontrolle. 

Da die HBs-transgenen TG Mäuse auch das genetische Material für HBx tragen, 

wurde auch die Protein-Expression von HBx getestet. Da HBx späte Stadien der 

Autophagie blockieren kann, ist das Vorhandensein des HBx-Proteins von 

entscheidender Bedeutung für die Interpretation der Ergebnisse. 
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Abbildung 17: Vergleich der HBx Proteinexpression in BALB/c und C57BL/6 

 

Exemplarische Westernblot Analyse der Proteinlysate der Leber von 12 Wochen 

(W) alten Mäusen sowie der Zellinie HBx Huh7 N16 X21 als Positivkontrolle. Der 

Anti-HBx-Ak. erkennt diverse unspezifische Banden. HBx wird nur in der 

Positivkontrolle detektiert (grüne Pfeile). Entwicklung via Chemilumineszenz. 

Transgene (TG) Mäuse exprimieren, im Gegensatz zum Wildtyp (WT), Hepatitis-B-

Oberflächenproteine (HBs). Sieben technische Replikate.  

Obwohl das HBV-Insert, das auch HBx trägt, transkribiert wurde (Abbildung 14), war 

HBx nicht als Protein im Westernblot nachweisbar. Zur Verifizierung wurden drei 

verschiedene Antikörper gegen HBx verwendet.  

Viele der untersuchten Proteine haben eine geringe Expression, sodass im 

Westernblot ein deutliches Hintergrundsignal vorhanden ist. Daher wurde im 

Rahmen der Dissertation weitgehend auf eine Verwendung der Densitometrie 

verzichtet und nur in sinnvollen Einzelfällen verwendet, da die Densitometrie eine 

übermäßige Objektivität suggerieren kann. 

Wenn im Folgenden von Veränderungen durch HBs geschrieben wird, ist dabei die 

Wirkung der gezeigten HBs-Überexpression gemeint und nicht eine direkte Protein-

Protein Interaktion des untersuchten Markers mit HBs. 

Zusammenfassend lag in den transgenen Mäusen eine erfolgreiche hepatische Ex-

pression des Transgens mit Nachweis der Isoformen SHBs, MHBs und LHBs auf 

mRNA- und Proteinebene vor. Alle HBs-TG Mäuse akkumulierten die 

Oberflächenproteine auch in glykosylierter Form. Die Wildtypen exprimierten 

erwartungsgemäß kein HBs. 

HBx wurde als mRNA transkribiert, war als Protein jedoch nicht nachweisbar. 

  



64 
 

3.2 Der IRF3/7 Doppelknockout verändert die Aggregatbildung von 

HBs 

Neben der hepatischen Gesamtexpression (Abbildung 14 und Abbildung 15) ist die 

intrazelluläre Aggregation der HBs Proteine ein wichtiges Charakteristikum der 

Leberpathologie in den HBs transgenen Mäusen.8 Im Gegensatz zu den 

Westernblot Analysen zeigte die Immunhistochemie eine von IRF3/7 abhängige 

Verteilung der HBV-Oberflächenproteine.  

Abbildung 18: IRF3/7 abhängige Bildung von Milchglashepatozyten – HE-Färbung 

 

Repräsentative Hämatoxylin-Eosin-Färbung (HE-Färbung) von BALB/c und IRF3/7 

KO HBs-TG Mäusen. Die Pfeile kennzeichnen Ground Glass Hepatozyten (GGHs). 

Skalierungsbalken: 200 μm. n = 5-10 Mäuse pro Gruppe. 

In den Leberschnitten der BALB/c IRF3/7 KO HBs-TG Mäuse sind zahlreiche 

Milchglashepatozyten sichtbar. Diese Typ II GGHs sind klassisches histologisches 

Zeichen einer CHB (Abbildung 18: Pfeile). Die BALB/c IRF3/7 WT Mäuse mit intakter 

Interferonantwort bildeten keine GGHs und hatten ein normales histologisches Bild. 

Daher wurde die Verteilung von HBs in den Zellen untersucht (Abbildung 19). 
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Abbildung 19: intrazelluläre Verteilung der HBV-Oberflächenproteine - LHB 

 

Repräsentative Immunhistochemische Anfärbung (IHC) von Paraffinschnitten der 

Leber von HBs-TG Mäusen. Anfärbung mit LHB-Antikörper. Die Pfeile zeigen 

Aggregate, die HBs enthalten. Skalierungsbalken: 200 μm.  n = 5-10 Mäuse pro 

Gruppe. 

HBs akkumulierte sowohl in BALB/c als auch IRF3/7 KO Mäusen intrazellulär. In 

beiden Gruppen sammelte sich HBs überwiegend in distinkten Bereichen der Zelle, 

anstatt sich diffus zu verteilen. Bei den IRF3/7 KO Mäusen war eine stärkere 

Aggregation von LHB angedeutet, welche jedoch nicht alleinig die deutliche Bildung 

der GGHs erklären konnte.   

Daher wurden zur weiteren Analyse der Aggregate die Lipide und deren Verteilung 

untersucht (Abbildung 22). 
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Abbildung 20: IRF3/7 abhängige intrazelluläre Verteilung und Menge von PLIN2 

 

Repräsentative Immunhistochemische Anfärbung (IHC) von Paraffinschnitten der 

Leber von BALB/c (IRF3/7 WT) Mäusen (oben) und IRF3/7 KO Mäusen (unten). 

Dabei sind die HBs-WT Mäuse links und HBs-TG Mäuse rechts dargestellt. 

Anfärbung mit PLIN2-Antikörper. Pfeile zeigen Akkumulationen der Lipid Droplets in 

HBs-TG Mäusen. Skalierungsbalken: 200 μm. n = 5-10 Mäuse pro Gruppe. 

Im Rahmen unserer Studie wurde festgestellt, dass die Aggregate der GGHs 

reichlich Lipide enthalten.197 Die immunhistochemische Anfärbung von PLIN2 

(Perilipin-2), einem wichtigen Hüllprotein der Lipidtröpfchen in Hepatozyten, 

ermöglicht jedoch eine indirekte Darstellung der Lipide und deren intrazelluläre 

Verteilung. 

Bei den beiden HBs-WT Mäusen war PLIN2 diffus als einzelne Lipidtröpfchen im 

Zytoplasma verteilt. Zudem war in den HBs-TG Mäusen mehr PLIN2 vorhanden als 

in den HBs-WT Mäusen.11 Dabei lag bei den BALB/c Mäusen eine feinere, diffusere 

Verteilung vor als bei den IRF3/7 KO Mäusen, während bei den IRF3/7 KO Mäusen 

PLIN2 in distinkteren Arealen des Zytoplasmas akkumulierte (Abb. 21). 

Zur Untersuchung der räumlichen Verteilung von HBs und PLIN2 innerhalb einer 

Zelle wurde eine Immunofluoreszenz angefertigt, bei der jeweils der gleiche Bereich 

mittels verschiedener Antikörper markiert wurden. 
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Abb. 21: Darstellung der Kolokalisation der HBV-Oberflächenproteine und PLIN2 

Repräsentative Darstellung der Kolokalisation von HBV-Oberflächenproteinen, 

markiert durch LHB, und Lipid Droplets, markiert durch PLIN2. Dargestellt sind 

jeweils repräsentative Bildausschnitte der Immunofluoreszenz mit LHB-Antikörper 
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(A/B), PLIN2-Antikörper (C/D), DAPI (DNA-Anfärbung) (E/F) an Lebergewebe der 

HBs-transgenen Mäusen BALB/c [IRF3/7 WT – intakte Interferonantwort] (A/C/E/G) 

und IRF3/7 KO (B/D/F/H) sowie Kolokalisation (G/H). Ausschnitte BALB/c (A/C/E/G) 

und IRF3/7 KO (B/D/F/H) zeigen in beiden Fällen immer denselben 

Gewebeausschnitt. In der Kolokalisation zeigen sich Überlagerung gelblich. 

Skalierungsbalken 25 μm. n = 5-13 Mäuse pro Gruppe. 

In der Immunfluoreszenz traten deutliche Unterschiede in der intrazellulären 

Verteilung der HBV-Oberflächenproteine sowie der Lipide auf.  

Bei fehlender Interferonantwort im IRF3/7 KO Modell bildeten sich große Aggregate 

der HBs Proteine mit Lipiden, die durch PLIN2 visualisiert wurden (Abb. 21: weiße 

Pfeile). Außerhalb der Aggregate war kaum PLIN2 zu finden. 

Die BALB/c Mäusen hatten auch eine Kolokalisation von HBs und PLIN2, dabei 

jedoch eine deutlich aufgelockerte Struktur. Bei den BALB/c Mäusen waren im 

gesamten Zytoplasma Lipid Droplets mit PLIN2 angefärbt, nicht nur in den 

Aggregaten. Viele LDs sind gut als Ringe zu erkennen, die sich kaum in den IRF3/7 

KO Mäusen finden. Bei BALB/c erschien es so, als wenn durch die LDs Löcher in 

die HBs Aggregate gestanzt worden wären (Abb. 21: schwarze Pfeile). 

Abbildung 22: Darstellung der Kolokalisation von LHB und PLIN2 in humanen 
Proben 

Repräsentative Immunofluoreszenz der Leberschnitte von Patienten mit chronischer 

Hepatitis B mit LHB (A), PLIN2 (B) und Kolokalisation (C). Skalierungsbalken 25 μm. 

n=5 Patienten. 

Die Typ-I-Interferon Antwort ist bei Patienten mit chronischer Hepatitis-B-Infektion 

häufig unterdrückt. Daher ist es bemerkenswert, dass die Aggregatbildung des HBs 

und gleichzeitig die Kolokalisation mit PLIN2 nicht nur im IRF3/7-knockout 

Mausmodell, sondern auch bei menschlichen Patienten mit chronischer Hepatitis B 

zu finden war (Abbildung 22). 

Durch den IRF3/7 KO veränderte sich die intrazelluläre Verteilung von HBs und 

PLIN2. Bei den BALB/c Mäusen fand sich eine diffuse Verteilung der LDs und HBs. 

Die IRF3/7 KO Mäuse bildeten GGHs mit dichten Aggregaten aus PLIN2, Lipiden 

            N                
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und HBs. Die Bildung von Aggregaten mit PLIN2 war auch bei menschlichem HBV-

Proben der CHB zu sehen. 

3.3 HBs führt zu einer Aktivierung der Interferonantwort in BALB/c 

Hepatitis B führt im Rahmen der Immunantwort auch zu einer Interferonantwort. 

Diese wurde im Folgenden exemplarisch an drei Markern in unserem Modell 

untersucht. Um die Auswirkungen der Interferonantwort auf Autophagie und 

Aggregatbildung zu untersuchen, wurden auch IRF3/7 KO Mäuse untersucht, von 

denen eine deutlich reduzierte Interferonantwort zu erwarten war. 

3.3.1 HBs führt zur vermehrten Expression von ISG15 in BALB/c 

ISG15 – Interferon Stimulated Gene 15 gehört zu den klassisch am stärksten 

hochregulierten Markern der Typ-I-Interferonantwort.136 

Abbildung 23: Isg15-mRNA-Expression 

 

Analyse der Isg15-mRNA aus Leber von 8 und 12 Wochen (W) alten Mäusen mittels 

qPCR. Die Expression wurde mittels Rpl32 als Housekeeping Gen normiert und als 

Fold Change (∆∆Ct-Methode) relativ zum jeweiligen BALB/c (BC) Wildtyp (WT) 

dargestellt. Transgene (TG) Mäuse exprimieren, im Gegensatz zu WT, Hepatitis-B-

Oberflächenproteine (HBs). Bei den IRF3/7 KO Mäusen wurden Interferon 

Regulatory Factor 3 und 7 durch Knockout deaktiviert. Pro Gruppe wurden vier bis 

sechs Mäuse untersucht. Die Fehlerindikatoren zeigen den Standardfehler. 

Berechnung der p-Werte mittels univariater ANOVA und Tukey-HSD, p-Werte > 

0,05 sind kursiv gedruckt. qPCR: quantitative Real Time Polymerasekettenreaktion. 
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Die Expression der Isg15-mRNA war in BALB/c TG Mäusen im Alter von 8 Wochen 

gegenüber dem Wildtyp um das Achtfache erhöht. Im Vergleich zu BALB/c Wildtyp-

Mäusen führte der IRF3/7 Knockout zu einer deutlichen Herunterregulation der 

Isg15-mRNA. In IRF3/7 KO Mäusen blieb ein durch HBs induzierter Anstieg der 

Isg15-mRNA, wie er in BALB/c Mäusen vorliegt, aus. Dieses Muster ließ sich auch 

in 12 Wochen alten Mäusen nachweisen, wobei die Effekte schwächer ausgeprägt 

waren. In dieser Altersgruppe lag die Isg15-mRNA-Expression in BALB/c Mäusen 

nach HBs-Expression etwa vierfach über dem Niveau des Wildtyps. 

Zusammenfassend induzierte HBs in BALB/c Mäusen eine erhöhte Isg15-mRNA-

Expression, während dieser Effekt in IRF3/7 KO Mäusen ausblieb. 

Abbildung 24: ISG15 Proteinexpression 

 

Exemplarische Proteinanalyse in Leberlysaten 8 und 12 Wochen (W) alter Mäuse. 

ISG15 wurde mittels spezifischer Antikörper im Westernblot detektiert (jeweils obere 

Banden). Markierung der untersten Banden mittels GAPDH-Antikörper zur 

Darstellung der Ladekontrolle. Entwicklung via Chemilumineszenz. Jeweils ein 

technisches Replikat. 

Bei den 8 Wochen alten Mäusen war ISG15 im BALB/c WT als schwache Bande 

vorhanden, während die Signalintensität in den BALB/c TG Mäusen deutlich stärker 

ausfiel. In den IRF3/7 KO WT sowie den IRF3/7 KO TG Mäusen war keine Bande 

nachweisbar. 

Bei den 12 Wochen alten Mäusen blieb dieses Muster bestehen. ISG15 war im 

BALB/c WT nur schwach exprimiert, während die BALB/c TG Mäuse deutlich 

stärkere Banden aufwiesen. In den IRF3/7 KO Mäusen war die ISG15 Expression 

insgesamt nur sehr schwach ausgeprägt. 
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Die Ladekontrollen mittels GAPDH wiesen in allen Versuchsgruppen eine 

annähernd gleiche Intensität der Banden auf. Dies bestätigte die gleichmäßige 

Auftragung der Proben und gewährleistete die Vergleichbarkeit der Ergebnisse. 

Zusammenfassend wiesen die transgenen BALB/c Mäuse eine deutlich erhöhte 

Expression von ISG15 sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene auf. In den 

IRF3/7 KO Mäusen war das ISG15 Signal deutlich schwächer als in den BALB/c 

Mäusen und es gab keinen Anstieg durch HBs. 

3.3.2 HBs führt zur vermehrten Expression von OAS1a in BALB/c 

OAS1a (2'-5' Oligoadenylate-Synthetase 1a) ist als Teil der Oligoadenylat-

Synthetasen (OAS)-Familie, ein weiterer Marker der Typ-I-Interferonantwort.144 

OAS1a wird dabei insbesondere durch IFN-β via STAT1 aktiviert. 

Abbildung 25: Oas1a- und Stat1-mRNA-Expression 

Analyse der Oas1a- und Stat1-mRNA 

aus Leber 8 und 12 Wochen alter 

Mäuse mittels qPCR. Die Expression 

wurde mittels Rpl32 normiert und als 

Fold Change (∆∆Ct-Methode) relativ 

zum jeweiligen BALB/c WT dargestellt. 

Pro Gruppe wurden vier bis sechs 

Mäuse untersucht. Die 

Fehlerindikatoren zeigen den 

Standardfehler. Berechnung der  

        
    

        

  
  

   
  

  
  

   
  

               

  
  

   
  

  
  

   
  

 

 

 

3

  
   
 
 
 
 
  
  
  
  
  
 
 

  
 
  

  
  
  
 
        

     

       

       



72 
 

p-Werte mittels univariater ANOVA und Tukey-HSD, p-Werte > 0,05 sind kursiv 

gedruckt.  

Die Oas1a-mRNA in BALB/c TG Mäusen war elffach erhöht exprimiert gegenüber 

dem Wildtyp. In den IRF3/7 KO Mäusen war kein Anstieg durch HBs sichtbar. 

Verglich man die 12 Wochen alten Mäuse mit den 8 Wochen alten, war ein 

äquivalentes Muster vorhanden, jedoch eine fünffach erhöhte Expression in den 

BALB/c TG Mäusen. 

Bei Stat1 war das gleiche Muster sichtbar: Die BALB/c TG Mäuse exprimierten 

relevant mehr Stat1-mRNA als die WT Mäuse. Bei den IRF3/7 KO Mäusen entstand 

kein Anstieg der Stat1-mRNA durch HBs. 

Abbildung 26: OAS1A Proteinexpression 

Exemplarische Proteinanalyse in Leberlysaten 8 und 12 Wochen (W) alter Mäuse. 

OAS1A wurde mittels spezifischer Antikörper im Westernblot detektiert (jeweils 

obere Banden). Markierung der untersten Banden mittels GAPDH-Antikörper zur 

Darstellung der Ladekontrolle. Entwicklung via Chemilumineszenz lediglich GAPDH 

in 8W wurde via chromogenem Nachweis entwickelt. Jeweils ein technisches 

Replikat. 

Die Intensität der OAS1A Banden in BALB/c TG erschien stärker als in den BALB/c 

WT sowie den IRF3/7 KO Mäusen, bei welchen keine Banden zu sehen waren. Dies 

traf sowohl bei 8 als auch 12 Wochen alten Mäusen zu. 

Auch anhand von OAS1A und Stat1 ließ sich eine deutliche Aktivierung der Interfe-

ronantwort bei HBs-transgenen Mäusen sowie ein Ausschalten der 

Interferonantwort durch den IRF3/7 KO nachweisen. 
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3.3.3 HBs führt zur vermehrten Expression von IFIT1 in BALB/c 

IFIT1 (Interferon Induced Protein With Tetratricopeptide Repeats 1) ist ein gut unter-

suchter viraler Restriktionsfaktor und gehört zu den klassischen Typ I ISGs. IFIT1 

wirkt primär durch Hemmung der Translation und führt zur Verstärkung der 

Interferonantwort durch Stimulation von IFNβ198. 

Abbildung 27: Ifit1-mRNA-Expression 

 

Analyse der Ifit1-mRNA aus Leber von 8 und 12 Wochen (W) alten Mäusen mittels 

qPCR. Die Expression wurde mittels Rpl32 als Housekeeping Gen normiert und als 

Fold Change (∆∆Ct-Methode) relativ zum jeweiligen BALB/c (BC) Wildtyp (WT) 

dargestellt. Transgene (TG) Mäuse exprimieren, im Gegensatz zu WT, Hepatitis-B-

Oberflächenproteine (HBs). Bei den IRF3/7 KO Mäusen wurden Interferon 

Regulatory Factor 3 und 7 durch Knockout deaktiviert. Pro Gruppe wurden vier bis 

sechs Mäuse untersucht. Die Fehlerindikatoren zeigen den Standardfehler. 

Berechnung der p-Werte mittels univariater ANOVA und Tukey-HSD, p-Werte > 

0,05 sind kursiv gedruckt. qPCR: quantitative Real Time Polymerasekettenreaktion. 

In den BALB/c HBs-TG Mäusen lag ein deutlicher elffacher Anstieg der Ifit1-mRNA-

Expression im Vergleich zum Wildtyp vor. Dieser Effekt war bei 8 Wochen alten 

Mäusen stärker ausgeprägt als bei 12 Wochen alten Mäusen, bei denen ein 

fünffacher Anstieg gemessen wurde. Der IRF3/7 Knockout führte sowohl im Wildtyp 

als auch in den TG Mäusen zu einer starken Herabregulation der Ifit1-Transkription 

mit Fold Change-Werten um 0,1. 
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HBs induzierte eine ausgeprägte Ifit1-Expression in BALB/c, die in 8 Wochen alten 

Mäusen stärker war. Als Folge des IRF3/7 KO wurde nahezu kein ifit1 in IRF3/7 KO 

Mäusen exprimiert. HBs führte in IRF3/7 KO Mäusen nicht zu einem Ifit1 Anstieg. 

3.4 HBs führt zu ER-Stress und UPR 

Virale oder fehlgefaltete Proteine können ER-Stress verursachen und in Folge die 

Unfolded Protein Response (UPR) auslösen. Diese Schutzreaktion soll das 

Gleichgewicht im ER wieder herstellen, und kann auch Autophagie induzieren.199 

Zur Charakterisierung der UPR wurden Marker des PERK-Signalwegs untersucht, 

insbesondere ATF3 und CHOP, die zentrale Rollen in der Stressantwort und 

Zellregulation spielen. 

3.4.1 HBs führt zur vermehrten Expression von ATF3 

ATF3 ist ein Protein, das als Marker der UPR dient und bei diversen Virusinfektionen 

induziert ist.169 

Abbildung 28: Atf3-mRNA-Expression 

 

Analyse der Atf3-mRNA aus der Leber 8 und 12 Wochen alter Mäuse mittels qPCR. 

Die Expression wurde mittels Rpl32 normiert und als Fold Change (∆∆Ct-Methode) 

relativ zum jeweiligen BALB/c WT dargestellt. Pro Gruppe wurden vier bis sechs 

Mäuse untersucht. Die Fehlerindikatoren zeigen den Standardfehler. Berechnung 

der p-Werte mittels univariater ANOVA und Tukey-HSD, p-Werte > 0,05 sind kursiv 

gedruckt.  
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Die Expression von Atf3 war in HBs-TG Mäusen relativ zu den jeweiligen Wildtypen 

sowohl in BALB/c als auch IRF3/7 KO Mäusen verstärkt. Die durch HBs verstärkte 

Expression von Atf3 war gleichermaßen in 8 als auch in 12 Wochen alten Mäusen 

zu beobachten.  

Abbildung 29: ATF3 Proteinexpression 

Exemplarische Proteinanalyse in Leberlysaten 8 und 12 Wochen (W) alter Mäuse. 

ATF3 wurde mittels spezifischer Antikörper im Westernblot detektiert (jeweils obere 

Banden). Markierung der untersten Banden mittels Actin- und GAPDH-Antikörper 

zur Darstellung der Ladekontrolle. Entwicklung via Chemilumineszenz; lediglich 

Actin in 8W wurde via chromogenem Nachweis entwickelt. In 8W ein technisches 

Replikat, zwei Replikate in 12W. 

Im Westernblot in Abbildung 29 sind in den BALB/c und IRF3/7 KO HBs-TG Mäusen 

im Vergleich zu den Wildtypen deutlich intensivere Banden sichtbar. Dieses Muster 

trat sowohl nach 8 als auch nach 12 Wochen auf, wobei die ATF3-Expression in den 

HBs-TG-Gruppen mit zunehmendem Alter stärker ausgeprägt war. Die Expression 

von ATF3 in BALB/c und IRF3/7 KO HBs-transgenen Mäusen war vergleichbar, was 

darauf hindeutete, dass der Knockout von IRF3/7 keinen wesentlichen Einfluss auf 

die Hochregulation von ATF3 unter diesen Bedingungen hatte. 

Zusammenfassend wiesen alle HBs-transgenen Mäuse (BALB/c und IRF3/7 KO) 

eine deutlich erhöhte Expression von ATF3 sowohl auf mRNA- als auch auf 

Proteinebene auf, unabhängig vom IRF3/7 Knockout. 

3.4.2 HBs führt zur vermehrten Expression von CHOP  

CHOP ist ein zentrales Molekül der ER-Stress-induzierten UPR. Es spielt eine 

interessante Rolle bei der Regulation der Autophagie, da es die Initiation und 

Elongation der Isolationsmembranen der Autophagosomen fördern kann.100 
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Darüber hinaus kann CHOP die Expression von p62 über Amino Acid Response 

Elements (AARE) induzieren.100 Bei chronischem ER-Stress ist CHOP mit der 

verstärkten Expression pro-apoptotischer Gene assoziiert, was zur Apoptose 

beitragen kann.200 

Abbildung 30: Chop-mRNA-Expression 

 

Analyse der Chop-mRNA aus Leber 8 und 12 Wochen alter Mäuse mittels qPCR. 

Die Expression wurde mittels Rpl32 normiert und als Fold Change (∆∆Ct-Methode) 

relativ zum jeweiligen BALB/c WT dargestellt. Pro Gruppe wurden vier bis sechs 

Mäuse untersucht. Die Fehlerindikatoren zeigen den Standardfehler. Berechnung 

der p-Werte mittels univariater ANOVA und Tukey-HSD, p-Werte > 0,05 sind kursiv 

gedruckt. 

Chop war in den HBs-transgenen Mäusen im Vergleich zu den jeweiligen Wildtypen 

deutlich verstärkt exprimiert. Dieses Phänomen der Expressionssteigerung von 

Chop durch HBs war unabhängig vom IRF3/7 KO in 8 und 12 Wochen alten Mäusen 

zu beobachten. 
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Abbildung 31: CHOP Proteinexpression 

 

Exemplarische Proteinanalyse in Leberlysaten 8 und 12 Wochen (W) alter Mäuse. 

CHOP wurde mittels spezifischer Antikörper im Westernblot detektiert (jeweils obere 

Banden). Markierung der untersten Banden mittels Actin-Antikörper zur Darstellung 

der Ladekontrolle. Entwicklung via Chemilumineszenz lediglich Actin in 8W wurde 

via chromogenem Nachweis entwickelt. Zwei technische Replikate in 8W. 

In den 8 Wochen alten Mäusen war eine verstärkte Expression von CHOP in 

transgenen Mäusen nachweisbar. Dabei wiesen die BALB/c TG im Vergleich zu den 

IRF3/7 KO TG Mäusen eine leicht stärkere Bandenintensität auf. Innerhalb einer 

Gruppe zeigten die Mäuse ein einheitliches Expressionsmuster. 

Bei der Analyse der 12 Wochen alten Mäuse wiesen die Western-Blot-Ergebnisse 

innerhalb der Gruppe der BALB/c HBs-TG deutliche Inhomogenitäten auf. Diese 

blieben auch nach dreimaliger Wiederholung des Experiments unverändert. Daher 

war anzunehmen, dass im höheren Alter interindividuelle Unterschiede zunehmen, 

wodurch eine zuverlässige Interpretation der Daten in dieser Altersgruppe nicht 

gewährleistet werden kann. Zudem konnte nicht ausgeschlossen werden, dass die 

beobachteten Abweichungen auf eine Beeinträchtigung der Probenqualität, 

beispielsweise durch Degradation, Beschädigung oder eine mögliche 

Kontamination, zurückzuführen waren. Aus diesem Grund wurden die 

entsprechenden Ergebnisse von der weiteren Analyse ausgeschlossen.  

Auch der UPR Marker CHOP war in den 8 Wochen alten HBs-transgenen Mäusen 

verstärkt exprimiert. Der IRF3/7 KO hatte keinen Einfluss auf die durch HBs 

verstärkte Expression von CHOP.  
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3.5 HBs beeinflusst interferonabhängig Autophagie 

Es ist bekannt, dass HBx oder das gesamte Hepatitis-B-Virus Autophagie 

beeinflussen kann.87,90,97,201,202 Welche Auswirkungen die alleinige Überexpression 

von HBs in unserem Modell auf Autophagie hat, wurde im Folgenden analysiert. 

Dabei wurden insbesondere spezifische Substrate wie p62, Autophagosomen 

mittels LC3 und die Aktivität von Regulatoren wie mTOR betrachtet. 

3.5.1 HBs führt zu einer p62-Akkumulation 

p62 ist der wichtigste Adapter der selektiven Autophagie. Abzubauender zellulärer 

Inhalt wird durch Ubiquitin markiert und anschließend durch p62 an LC3-II auf der 

Innenseite des sich bildenden Autophagosoms gebunden. Dabei kann durch 

Phosphorylierung (P) die Affinität von p62 zu Ubiquitin und LC3-II gesteigert werden. 

Das Autophagosom (AP) fusioniert mit einem Lysosom zum Autophagolysosom 

(AL). Im Autophagolysosom wird der Inhalt inklusive p62 abgebaut. Die Abbaurate 

wird dabei auch als Flux (autophagic flux) bezeichnet.18,81 Neben der Regulation auf 

Proteinebene kann auch die Translation von p62 unter anderem durch 

Sauerstoffradikale (ROS) stimuliert werden.68 

Abbildung 32: p62-mRNA-Expression 

 

Analyse der p62-mRNA aus Leber 8 und 12 Wochen alter Mäuse mittels qPCR. Die 

Expression wurde mittels Rpl32 normiert und als Fold Change (∆∆Ct-Methode) 

relativ zum jeweiligen BALB/c WT dargestellt. Pro Gruppe wurden vier bis sechs 

Mäuse untersucht. Die Fehlerindikatoren zeigen den Standardfehler. Berechnung 
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der p-Werte mittels univariater ANOVA und Tukey-HSD, p-Werte > 0,05 sind kursiv 

gedruckt. 

p62 wurde in allen Mausgruppen in gleicher Menge exprimiert. Dies war sowohl un-

abhängig vom IRF3/7 KO als auch vom Alter der Mäuse. Daher war davon 

auszugehen, dass p62 auf transkriptioneller Ebene in unserem Modell nicht reguliert 

wurde. 

Abbildung 33: p62 Proteinexpression und quantitative Analyse 

 

Exemplarische Proteinanalyse in Leberlysaten 8 und 12 Wochen (W) alter Mäuse. 

p62- und P-p62 [Ser403] wurden mittels spezifischer Antikörper im Westernblot 

detektiert (jeweils obere Banden). Markierung der untersten Banden mittels 

GAPDH-Antikörper zur Darstellung der Ladekontrolle. Entwicklung von p62 und 

GAPDH in 8 Wochen via chromogenem Nachweis, Rest via Chemilumineszenz.  
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Darunter jeweils densitometrische Auswertung der gezeigten Westernblots. 

Darstellung von Mittelwerten der Expression, normiert auf GAPDH. Statistische 

Analyse mit univariater ANOVA (paarweise Vergleiche: jeweils WT n=1, TG n=3). p-

Werte der Gruppen über den entsprechenden Balken, Fehlerbalken zeigen den 

Standardfehler. Bei 8W Mäusen für p62 vier technische Replikate, bei P-p62 ein 

Replikat, bei 12W Mäusen bei p62 ein Replikat, bei P-p62 zwei Replikate. 

In HBs-transgenen Mäusen wurde eine Akkumulation von p62 und der aktivierten 

Form P-p62 beobachtet, was auf einen unvollständigen Abbau und eine Hemmung 

der Autophagie in einem der späten Schritte hinweist. Eine Hemmung des Abbaus 

in den Lysosomen oder auch eine gestörte Fusion der Autophagosomen mit den 

Lysosomen führte zu einer Akkumulation von p62. P-p62 deutete darauf hin, dass 

die Zelle aktiv p62 phosphorylierte, um den Abbau zu fördern. Die P-p62-Banden 

der 12 Wochen alten IRF3/7 KO TG Mäuse tendierten zu einer geringeren Intensität 

als die der BALB/c TG Mäuse (p=0,164), was auf eine verminderte Akkumulation im 

Alter hindeuten könnte. Die Bande der mittleren BALB/c TG Maus zeigt eine 

geringere Intensität, wobei diese Maus in verschiedenen Analysen von der Gruppe 

abwich, was zu einer erhöhten Standardabweichung innerhalb der Gruppe führte. 

Eine geringere Menge an P-p62 bei gleicher Menge an p62 würde die Hypothese 

einer verminderten Aktivierung der Autophagie bei Interferonmangel stützen. Bei 8 

Wochen alten IRF3/7 KO Mäusen trat am rechten Rand des P-p62 ein 

Entwicklungsartefakt auf, das zu einer unvollständigen Darstellung der rechten 

Bande führte. Dieses führte zu einem hohen Standardfehler und resultierend hohen 

p-Werten. 

In 8 Wochen alten Mäusen akkumulierten die TG Mäuse in gleichem Maße P-p62 

und p62 unabhängig vom IRF3/7 KO. In 12 Wochen alten Mäusen war dieser Effekt 

schwächer ausgeprägt. Möglicherweise akkumulierte weniger P-p62 in IRF3/7 KO 

TG Mäusen (12W). 

Da keine transkriptionelle Regulation stattfand (Abbildung 32), ist von einer 

Entstehung der beobachteten Unterschiede auf Proteinebene auszugehen. 

 

In einer ebenfalls durchgeführten Immunpräzipitation (Abbildung 40) wurde demon-

striert, dass der Großteil an p62 an Ubiquitin gebunden war. Dies legte nahe, dass 

die sekundäre Markierung von Ubiquitin mit p62 funktionierte. LHB schien jedoch 

nur in geringem Maße selbst an Ubiquitin gebunden zu werden, was die 

Akkumulation mangels funktionierenden Abbaus nahelegte.  

p62 als Marker für Autophagie unterlag in diesem Modell keiner Regulation auf 

transkriptioneller Ebene. Die beobachteten Unterschiede betrafen ausschließlich die 
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Proteinebene. In den HBs-transgenen Mäusen akkumulierten p62 und phosphory-

liertes p62 (P-p62), was auf eine gestörte Autophagie und einen blockierten Auto-

phagie-Flux hinwies. 

3.5.2 HBs führt zu vermehrter LC3-II Akkumulation 

LC3-II bindet p62 und damit die p62 markierten Zellinhalte und Proteine an die 

innere Membran der Autophagosomen. Dabei ist LC3-I die inaktive und LC3-II die 

aktivierte funktionelle Form. LC3-II korreliert gut mit der Menge an Autophagosomen 

und kann daher als Marker der Autophagie genutzt werden.18 Bei Induktion von 

Autophagie oder einer Hemmung des Abbaus im späten Stadium der Autophagie 

akkumulieren Autophagosomen und damit LC3-II. Normalerweise ist nur wenig LC3-

II vorhanden, bei Hemmung der Autophagieinduktion oder Erhöhung des Flux kann 

die Menge an LC3-II auch erniedrigt sein.44 

Abbildung 34: Lc3b-mRNA-Expression 

Analyse der Lc3b-mRNA aus Leber 8 und 12 Wochen alter Mäuse mittels qPCR. 

Die Expression wurde mittels Rpl32 normiert und als Fold Change (∆∆Ct-Methode) 

relativ zum jeweiligen BALB/c WT dargestellt. Pro Gruppe wurden vier bis sechs 

Mäuse untersucht. Die Fehlerindikatoren zeigen den Standardfehler. Berechnung 

der p-Werte mittels univariater ANOVA und Tukey-HSD, p-Werte > 0,05 sind kursiv 

gedruckt. 

Die Expression von Lc3b war in allen Gruppen identisch, unabhängig von HBs, 

IRF3/7 KO und Alter.   
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Abbildung 35: LC3 Proteinexpression 

  

Exemplarische Proteinanalyse in Leberlysaten 8 Wochen (W) alter Mäuse. LC3 

wurde mittels spezifischer Antikörper im Westernblot detektiert (obere 

Bandenpaare). Bei LC3 entsteht jeweils ein Bandenpaar übereinander durch die 

Größenunterschiede von LC3-I (frei) und LC3-II (membranständig). Markierung der 

untersten Banden mittels GAPDH-Antikörper zur Darstellung der Ladekontrolle. 

Entwicklung von GAPDH via chromogenem Nachweis, LC3 via Chemilumineszenz. 

Sechs technische Replikate. 

LC3 wurde als indirekter Marker für die Induktion von Autophagie genutzt.67,104  

Bei den 8 Wochen alten Mäusen akkumulierten sowohl LC3-I als auch LC3-II in den 

HBs-TG Mäusen. Die Intensität der LC3-II-Banden, die mit der Anzahl der 

Autophagosomen korreliert, war in den BALB/c TG Mäusen deutlich höher als in den 

IRF3/7-KO TG Mäusen. Zusammen mit der Akkumulation von p62 deutete dies auf 

eine Hemmung des Autophagie-Fluxes in HBs-TG Mäusen sowie auf eine verstärkte 

Akkumulation von Autophagosomen in BALB/c TG Mäusen im Vergleich zu IRF3/7 

KO TG Mäusen hin. 

Bei der Analyse der 12 Wochen alten Mäuse wiesen die Western-Blot-Ergebnisse 

innerhalb der Gruppe der IRF3/7 KO HBs-TG deutliche Inhomogenitäten auf. Diese 

blieben auch nach dreimaliger Wiederholung des Experiments unverändert. Die 

Ergebnisse wurden daher aus den weiteren Analysen ausgeschlossen. 

Lc3b war nicht auf transkriptioneller Ebene reguliert. In HBs-transgenen Mäusen 

war mehr LC3 zu detektieren als in Wildtypen. Insbesondere akkumuliert mehr LC3-

II als aktive Form in BALB/c HBs-transgenen Mäusen im Vergleich zu IRF3/7 KO 

HBs-transgenen Mäusen. 

3.5.3 Knockout der Typ-I-Interferonantwort führt zu vermindertem  
LC3-II/I Quotient  

Zur Messung der Autophagieaktivität ist der LC3-II/LC3-I Quotient ein etablierter 

Parameter.103 Dabei kann über das Verhältnis aus zur Verfügung stehenden 

zellulärer Maschinerie (LC3-I) und aktiver, verwendeter Maschinerie (LC3-II) die 

Auslastung und Aktivierung des Systems besser quantifiziert werden als durch den 

Vergleich von LC3-II allein. 
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Abbildung 36: Densitometrische Analyse der LC3 Proteinexpression im 
Westernblot 

 

Darstellung des LC3-II/LC3-I Quotienten der jeweiligen Mausgruppen, welcher in 

der Westernblot Analyse der 8 Wochen alten Mäuse aus Abbildung 35 beobachtet 

wurde. Auswertung der Banden mittels Densitometrie-Software (LabImage 1D L340 

- Intas Science Imaging GmbH) und statistischer Testung mittels ANOVA 

(paarweise Vergleiche [für BALB/c und IRF3/7 KO jeweils WT: n=1, TG: n=3]).  

Der LC3-II/LC3-I Quotient war in HBs-TG Mäusen deutlich erhöht im Vergleich zu 

den WT Mäusen. Zudem war der Quotient in BALB/c TG deutlich höher als in IRF3/7 

KO TG (p=0,003). Dies bedeutete, dass in BALB/c TG deutlich mehr 

Autophagosomen akkumulieren als in IRF3/7 KO TG. 

Im Mausmodell akkumulierte der Marker LC3-II als Hinweis auf eine vermehrte 

Autophagosomenbildung. Die p62-Akkumulation in den transgenen Mäusen im 

Vergleich zum Wildtyp deutete auf eine Hemmung des Autophagie-Flux hin. In den 

HBs-transgenen IRF3/7 KO Mäusen lag eine deutlich geringere Akkumulation von 

LC3-II vor als in den BALB/c TG Mäusen, begleitet von einer reduzierten 

Umwandlung von LC3-I zu LC3-II. Dies bedeutete, dass weniger Autophagosomen 

in IRF3/7 KO TG Mäusen akkumulieren als in BALB/c TG. 

3.5.4 Dysregulation der Autophagie in unserem Modell 

Um die Regulation der Autophagie in unserem Modell besser zu verstehen, wurden 

zentrale Regulatoren analysiert, wie mTORC1 und Beclin-1, lysosomale 

Markerproteine (LAMP-1/2) sowie die Polyubiquitinierung.  

mTORC1 spielt als zentraler Regulator zellulärer Prozesse eine Schlüsselrolle, 

indem es nach Aktivierung die Kinase P70 phosphoryliert, welche wiederum S6 
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phosphoryliert. S6, ein ribosomales Protein mit regulatorischen Funktionen, kann 

dabei die Autophagie hemmen.203,204 

Abbildung 37: Regulation durch mTORC1 ist abhängig von der Interferonantwort 

 

Exemplarische Proteinanalyse in Leberlysaten 8 Wochen (W) alter Mäuse. Die 

oberen Banden sind mit einem spezifischen Phospho-p70-S6-Kinase-(Thr389)-

Antikörper markiert. Darunter ist das phosphoryliertes Substrat mittels Phospho-S6-

Ribosomal-Protein-(Ser235/236)-Antikörper markiert. Markierung der untersten 

Banden mittels GAPDH-Antikörper zur Darstellung der Ladekontrolle. Entwicklung 

via Chemilumineszenz. Je ein technisches Replikat. 

 

In den IRF3/7 KO Mäusen war die Menge des aktiven P-P70-Proteins deutlich 

erhöht im Vergleich zu BALB/c Mäusen, die unabhängig von HBs eine erhöhte 

Expression aufwiesen. Innerhalb der IRF3/7 KO Gruppe zeigten WT Mäuse eine 

etwas höhere P-P70-Expression als IRF3/7 KO TG Mäuse. 

Auch die Phosphorylierung des Substrats P-S6 war in IRF3/7 KO Mäusen verstärkt 

im Vergleich zu BALB/c Mäusen. Letztere wiesen unabhängig von HBs eine 

heterogene, aber insgesamt schwächere Signalintensität auf als die IRF3/7 KO 

Mäuse. Dieser Effekt war unabhängig von HBs. 

Die Ladekontrolle zeigte eine gleichmäßige Verteilung, mit Ausnahme einer Bande 

bei BALB/c TG, die möglicherweise zur beobachteten Heterogenität beitrug. 

Diese Ergebnisse deuteten darauf hin, dass die Autophagie über den 

mTORC/P70/S6-Signalweg in IRF3/7 KO Mäusen gehemmt wurde. 

Die Reifung von Autophagosomen kann durch Beclin-1 gehemmt werden.20,98,147 

Zudem ist bekannt, dass HBx die Expression von Beclin-1 steigern kann.205 Da eine 

Blockade der Autophagie in den HBs-transgenen Mäusen vorliegt, wurde Beclin-1 

bestimmt. 

                           3        

           

       3    

            
       

      3    
     35  3  
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Abbildung 38: Beclin-1 Proteinexpression 

 

Exemplarische Proteinanalyse in Leberlysaten 5 Wochen (W) alter Mäuse. Beclin-1 

wurde mittels spezifischer Antikörper im Westernblot detektiert (obere Banden). 

Markierung der unteren Banden mittels GAPDH-Antikörper zur Darstellung der 

Ladekontrolle. Entwicklung von Beclin-1 via Chemilumineszenz, Ladekontrolle via 

chromogenem Nachweis. Ein technisches Replikat. 

Die Expression von Beclin-1 war unabhängig von HBs und Interferonantwort gleich. 

Die beobachteten pathologischen Veränderungen der Autophagie waren vermutlich 

nicht durch Beclin-1 vermittelt. 

Die Membran der Lysosomen besteht aus ca. 50% LAMP-1 und LAMP-2. Diese 

stabilisieren die Struktur der Lysosomen und haben eine Adapterfunktion für die 

Chaperon-vermittelte Autophagie. LAMP akkumuliert, wenn zum Beispiel 

Lysosomen aufgrund eines gestörten Abbaus akkumulieren.206 

Abbildung 39: LAMP-1 und LAMP-2 Proteinexpression 

 

Exemplarische Proteinanalyse in Leberlysaten 8 und 12 Wochen (W) alter Mäuse. 

Jeweils obere Banden markiert mit LAMP-1- bzw. LAMP-2-Antikörper. Markierung 

der jeweils unteren Banden mittels GAPDH- bzw. Actin-Antikörper zur Darstellung 

der Ladekontrolle. Entwicklung (LAMP-1/2) via Chemilumineszenz, Ladekontrollen 

                           3        

           

        
 5    
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86 
 

via chromogenem Nachweis. Bei LAMP-1 zwei technische Replikate, bei LAMP-2 

ein technisches Replikat. 

LAMP-1 und LAMP-2 waren in den HBs-transgenen Mäusen im Vergleich zum WT 

verstärkt exprimiert, dabei verhielten die BALB/c und IRF3/7 KO Mäuse sich gleich. 

Dies war ein Hinweis, dass in HBs-TG Mäusen Lysosomen unabhängig vom IRF3/7 

KO akkumulierten. 

Damit Proteine wie HBs mittels Autophagie oder Proteasom abgebaut werden 

können, müssen sie durch Ubiquitinierung zum Abbau markiert werden.36,77,151,207 

Mittels Immunpräzipitation wurden an Ubiquitin gebundene Proteine aus den 

Lysaten isoliert. So konnte analysiert werden, welche Proteine an Ubiquitin 

gebunden waren und in welcher relativen Menge. 

Abbildung 40: Polyubiquitinierung von LHB und p62 
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Exemplarische Proteinanalyse aus einer Immunpräzipitation (IP) mit Ubiquitin in 

Leberlysaten 5 Wochen (W) alter Mäuse. Die linke Hälfte der Abbildung stellt das 

Immunpräzipitat dar, die rechte Hälfte den Durchfluss, also den Anteil, der nicht an 

Ubiquitin gebunden wurde. A) Obere Banden markiert mit p62-Antikörper (Ak). 

Darunter großer Ausschnitt der Membran markiert mit HBsAg-Antikörper. B) 

Markierung der Banden mittels Ubiquitin-Antikörper zur Kontrolle der IP-Effizienz. 

Die Entwicklung erfolgte über Chemilumineszenz. Dabei wurden für p62 zwei 

technische Replikate, für HBsAg vier Replikate und für Ubiquitin drei Replikate 

durchgeführt. 

In Abbildung 40:A war p62 nahezu vollständig an Ubiquitin gebunden, da im 

Durchfluss (rechts) keine Banden nachweisbar sind. In C57BL/6 TG Mäusen wies 

die entsprechende Bande eine leicht erhöhte Intensität im Vergleich zu den 

restlichen Präzipitaten auf, während die Gesamtintensität der Banden vergleichbar 

blieb. 

Bei HBsAg waren die Banden überwiegend im Durchfluss auf der rechten Seite 

lokalisiert. Die bei 50 kDa detektierten Banden, die auch in WT Mäusen vorhanden 

sind, waren vermutlich Artefakte. Diese könnten durch die schweren Ketten 

zirkulierender Antikörper im Mäuseblut entstehen, wenn sie vom sekundären 

Antikörper gebunden wurden. Es lassen sich allenfalls schwache Banden in 

Präzipitaten auf der linken Seite erahnen. Der Großteil an HBs blieb im Durchfluss 

gebunden. 

Wie in Abbildung 40:B zu sehen ist, wurde ein Großteil des Ubiquitins durch die 

Immunpräzipitation erfolgreich gebunden, während im Durchfluss auf der rechten 

Seite lediglich schwache Banden vorhanden waren. Die polyubiquitinierten Proteine 

befanden sich hauptsächlich im Größenbereich von 50–70 kDa, während kleinere 

Proteine durch den Assay möglicherweise nicht erfasst oder in unzureichendem 

Maße ubiquitiniert wurden. 

Zusammenfassend deuteten die Daten darauf hin, dass Autophagie über mTORC1 

in IRF3/7 KO Mäusen unabhängig von HBs gehemmt wurde.  

Die lysosomalen Marker LAMP-1 und LAMP-2 akkumulierten in HBs-transgenen 

Mäusen unabhängig vom IRF3/7 KO.  

Die Regulation von Beclin-1 erfolgte in diesem Modell unabhängig von HBs und dem 

IRF3/7 Knockout. 

Die Immunpräzipitation lieferte Hinweise darauf, dass p62 in hohem Maße Ubiquitin 

gebunden hat. Im Vergleich dazu weist LHB anscheinend nur eine schwache 

Assoziation mit Ubiquitin auf. 



88 
 

3.6 Die Reaktion auf HBs ist abhängig vom genetischen Hintergrund 

Die verwendeten BALB/c Mäuse, auf denen auch der IRF3/7 KO basiert, neigen im 

Vergleich mit C57BL/6 Mäusen zu einer stärkeren Fibrose bei dominanter Th-2-

Antwort. Bei den C57BL/6 Mäusen überwiegt hingegen die Th-1-Antwort, was zu 

einer geringeren Fibrosierung führte.8,22 Die C57BL/6 Mäuse dienten als 

Vergleichsgruppe zur Untersuchung des Einflusses des genetischen Hintergrunds 

(BALB/c vs. C57BL/6) auf Autophagie und die Bildung von Aggregaten. 

Die C57BL/6 Mäuse bildeten, wie die IRF3/7 KO Mäuse, GGHs und reagierten im 

Gegensatz zu BALB/c nicht auf HBs mit einer Typ-I-Interferonantwort. 

Im Folgenden sind Histologie, Interferonantwort, ER-Stress und Autophagie analog 

zu dem Vergleich BALB/c und IRF3/7 KO dargestellt. 

Abbildung 41: Histologie C57BL/6 im Vergleich zu BALB/c und IRF3/7 KO Mäusen 

 

Repräsentative histologische Darstellung der Aggregatbildung in Lebergewebe 

(Paraffinschnitte). Vergleich der Auswirkung des Genotyps und Interferonantwort. 

A) Hämatoxylin-Eosin-Färbung (HE-Färbung) von C57BL/6 HBs-TG Mäusen. Die 

Pfeile markieren Ground Glass Hepatozyten (GGH). B) Immunhistochemische 

Anfärbung (IHC) der Leber von HBs-TG Mäusen mit LHB zur Darstellung der 

HbsAg-Aggregate (Pfeile zeigen Aggregate). C) IHC der Lipid Droplets via PLIN2 in 

WT und HBs-TG Mäusen. Pfeile zeigen Aggregate in TG Mäusen, die Lipid Droplets 

enthalten. Skalierungsbalken in A 100 μm B/C 200 μm. Grafik in Ergänzung zu 

Abbildung 18, Abbildung 19 und Abbildung 20. n = 5-10 Mäuse pro Gruppe. 

In den HE-Schnitten der C57BL/6 Mäuse erschien der Phänotyp der GGHs 

(Abbildung 41: A: schwarze Pfeile) wie in IRF3/7 KO-Mäusen (Abbildung 18: IRF3/7 

abhängige Bildung von Milchglashepatozyten – HE-Färbung). Im Gegensatz dazu 

war bei den BALB/c Mäusen eine deutlich homogenere Verteilung der Proteine des 
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Zytoplasmas zu sehen (Abbildung 18: IRF3/7 abhängige Bildung von 

Milchglashepatozyten – HE-Färbung). 

In den IRF3/7 KO wie auch bei den C57BL/6 Mäusen lag eine dezent dichtere 

Aggregation von LHB vor im Vergleich zu der diffuseren Verteilung in den BALB/c 

Mäusen (B: schwarze Pfeile).  

Auch PLIN2 war durch HBs in den C57BL/6 Mäusen deutlich mehr vorhanden.11 

Dabei war PLIN2 in den C57BL/6 TG Mäusen stark aggregiert (C: schwarze Pfeile). 

Die Aggregate in C57BL/6 erschienen dichter als bei IRF3/7 KO und standen im 

Kontrast zur deutlich diffuseren Verteilung in BALB/c (C: weiße Pfeile).  

Insgesamt war der Phänotyp der GGHs und die Verteilung von HBs und PLIN2 bei 

den HBs-transgenen C57BL/6 Mäusen ähnlich ausgeprägt wie bei den HBs-

transgenen IRF3/7 KO Mäusen. 

Abb. 42: Immunofluoreszenz HBs-TG Mäuse im Vergleich BALB/c - IRF3/7 KO - 
C57BL/6 

 

Repräsentative Immunofluoreszenz auf Paraffinschnitten der Leber HBs-transgener 

Mäuse. Färbung mit anti-PLIN2 (grün), anti-LHB (rot). Nuklei gefärbt mit 

Hoechst33342 (blau). Einzeldarstellung und Kolokalisation. Die Überlagerung von 

PLIN2 und LHB stellt sich dabei gelb dar. Skalierungsbalken 25 μm. n = 5-13 Mäuse 

pro Gruppe. A: BALB/c TG, B: IRF3/7 KO TG, C: C57BL/6 TG 
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In BALB/c Mäusen erscheinen die von PLIN2 markierten Vesikel als abgegrenzte, 

lochartige Strukturen innerhalb der LHB-Verteilung (Abb. 42: A: weiße Pfeile), was 

auf eine getrennte Verteilung der beiden Proteine hindeuten könnte. Bei IRF3/7 KO 

und C57BL/6 Mäusen fällt stattdessen eine stärkere Überlagerung beider Signale 

auf, die in der Kolokalisation als gelbe Färbung erscheint. Diese Überlagerung war 

in C57BL/6 und IRF3/7 KO stärker als in BALB/c Mäusen, was auf eine 

entsprechend stärkere Aggregatbildung hinweisen könnte. 

Das histologische Bild der C57BL/6 und IRF3/7 KO Mäuse war in Bezug auf GGHs 

und Aggregatbildung vergleichbar und steht im Kontrast zur Histologie in BALB/c 

Mäusen. 

Analog zum Vergleich BALB/c und IRF3/7 KO wurde auch bei C57BL/6 die 

Interferonantwort untersucht. 

Abbildung 43: mRNA-Expression: interferonstimulierter Gene im Vergleich BALB/c 
vs. C57BL/6 

Analyse der Isg15/Ifit1/Oas1a-mRNA aus Leber 5 Wochen alter Mäuse mittels 

qPCR. Die Expression wurde mittels Rpl32 normiert und als Fold Change (∆∆Ct-

Methode) relativ zum jeweiligen BALB/c WT dargestellt. Pro Gruppe wurden fünf 

Mäuse untersucht. Die Fehlerindikatoren zeigen den Standardfehler. Berechnung 

der p-Werte mittels univariater ANOVA und Tukey-HSD, p-Werte > 0,05 sind kursiv 

gedruckt. 

Auch in den 5 Wochen alten Mäusen lag bereits ein deutlicher Anstieg an interferon-

abhängigen Genen vor, wie Isg15, Ifit1 und Oas1a in den BALB/c TG Mäusen. In 



91 
 

der Gruppe der C57BL/6 Mäuse war dahingegen kein Anstieg bei den HBs-

transgenen Tieren, sondern sogar eine Verringerung zu sehen. In den C57BL/6 WT, 

verglichen mit den BALB/c Mäusen, fiel auch bei Ifit1 und Oas1a ein erhöhter 

Basalspiegel von Ifit1 auf. Die Verringerung der Expression interferonstimulierter 

Gene bei C57BL/6 TG steht konträr zum Anstieg durch HBs in BALB/c Mäusen. 

Abb. 44: Proteinexpression: interferonstimulierte Gene in BALB/c vs. C57BL/6 

 

Exemplarische Proteinanalyse in Leberlysaten 5 Wochen (W) alter Mäuse. ISG15 

und OAS1 wurde mittels spezifischer Antikörper im Westernblot detektiert (jeweils 

obere Banden). Markierung der jeweils unteren Banden mittels GAPDH-Antikörper 

zur Darstellung der Ladekontrolle. Entwicklung via Chemilumineszenz (ISG15; 

OAS1A) und chromogenem Nachweis (GAPDH). Je zwei technische Replikate. 

ISG15 wurde in den HBs transgenen BALB/c Mäusen deutlich stärker exprimiert, 

während in den C57BL/6 Mäusen entsprechend den PCR Ergebnissen (Abbildung 

43) keine erhöhte Expression nachweisbar war. 

Auch OAS1A wurde in BALB/c TG stärker exprimiert als in BALB/c WT Mäusen. 

Entsprechend den PCR Ergebnissen ist beim C57BL/6 WT eine stärkere Bande zu 

sehen als beim BALB/c WT. Im Gegensatz zu BALB/c wurde durch HBs weniger 

OAS1A in C57BL/6 TG Mäusen exprimiert. 

Ein Anstieg interferonstimulierter Gene durch HBs war in den C57BL/6 Mäusen im 

Gegensatz zu den BALB/c Mäusen nicht vorhanden. 
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Abbildung 45: mRNA-Expression: ER-Stress im Vergleich BALB/c vs. C57BL/6 

Analyse der Chop-mRNA aus Leber 5 Wochen alter Mäuse mittels qPCR. Die 

Expression wurde mittels Rpl32 normiert und als Fold Change (∆∆Ct-Methode) 

relativ zum jeweiligen BALB/c WT dargestellt. Pro Gruppe wurden fünf Mäuse 

untersucht. Die Fehlerindikatoren zeigen den Standardfehler. Berechnung der p-

Werte mittels univariater ANOVA und Tukey-HSD, p-Werte > 0,05 sind kursiv 

gedruckt.     

Auch der ER-Stress-Marker Chop war in den BALB/c HBs-transgenen Mäusen 

deutlich hochreguliert. Bei den C57BL/6 Mäusen war die Expression der Chop-

mRNA unabhängig von HBs gleich. 
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Abbildung 46: Proteinexpression: ER-Stress im Vergleich BALB/c vs. C57BL/6 

 

Exemplarische Proteinanalyse in Leberlysaten 5 Wochen (W) alter Mäuse. CHOP 

wurde mittels spezifischer Antikörper im Westernblot detektiert (jeweils obere 

Banden). Markierung der unteren Banden mittels GAPDH-Antikörper zur 

Darstellung der Ladekontrolle. Entwicklung via Chemilumineszenz (CHOP) und 

chromogenem Nachweis (GAPDH). Ein technisches Replikat. 

CHOP war in den BALB/c HBs-transgenen Mäusen stärker exprimiert als im 

entsprechenden WT. Interessanterweise schienen die TG Mäuse bei BALB/c und 

C57BL/6 mehr unspezifische Proteine zu enthalten, die vom Sekundärantikörper 

gebunden wurden, sodass der Hintergrund in den entsprechenden Bahnen dunkler 

erscheint. Unter Berücksichtigung dieses Phänomens war allenfalls ein geringer 

Anstieg von CHOP in C57BL/6 TG Mäusen zu erahnen. 

In BALB/c Mäusen war CHOP durch HBs sowohl in PCR als auch Westernblot 

verstärkt exprimiert. Dieser Effekt war bei C57BL/6 Mäusen nicht vorhanden. 

                 3      5 

           

           

       3    
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Abbildung 47: mRNA- und Proteinexpression: Autophagie im Vergleich  
BALB/c vs. C57BL/6 

Oben: Analyse der p62- und Lc3b-mRNA aus Leber 5 Wochen alter Mäuse mittels 

qPCR. Die Expression wurde mittels Rpl32 normiert und als Fold Change (∆∆Ct-

Methode) relativ zum jeweiligen BALB/c WT dargestellt. Pro Gruppe wurden fünf 

Mäuse untersucht. Die Fehlerindikatoren zeigen den Standardfehler. Berechnung 

der p-Werte mittels univariater ANOVA und Tukey-HSD, p-Werte > 0,05 sind kursiv 

gedruckt. 

Unten: Exemplarische Proteinanalyse in Leberlysaten 5 Wochen (W) alter Mäuse. 

Phospho-p63 darunter p62 und LC3 wurden mittels spezifischer Antikörper im 

Westernblot detektiert (entsprechend untereinander dargestellt). Bei LC3 entsteht 
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jeweils ein Bandenpaar übereinander durch die Größenunterschiede von LC3-I (frei) 

und LC3-II (membranständig). Markierung der untersten Banden mittels GAPDH-

Antikörper zur Darstellung der Ladekontrolle. Entwicklung via Chemilumineszenz 

(P-p62; p62; LC3), und chromogenem Nachweis (GAPDH). Bei P-p62 ein 

technisches Replikat, bei p62 sieben technische Replikate, bei LC3 vier Replikate. 

Auf mRNA-Ebene exprimierten die BALB/c TG Mäuse geringfügig mehr p62-mRNA 

als die C57BL/6 TG Mäuse (p = 0,007). Der Unterschied (∆x-fold = 0,59) fällt im 

Vergleich zu den anderen Regulationsunterschieden gering aus. Ansonsten war die 

Expression von p62- und LC3-mRNA der weiteren Mäuse gleich. Es lag allenfalls 

eine geringe Regulation auf mRNA Ebene vor. 

In den 5 Wochen alten BALB/c TG Mäusen lag ein deutlicher Anstieg von 

phosphoryliertem, also aktiviertem P-p62 vor. Diese Form bindet bevorzugt 

ubiquitinierte Proteine. Ebenfalls waren bei den BALB/c TG Mäusen schwache LC3-

II Banden zu detektieren; dies ist die an Autophagosomenmembran gebundene 

Form. Es war das gleiche Muster wie bereits bei den 8W und 12W alten Mäusen zu 

sehen. Es passte zur Kombination aus Induktion von Autophagie mit inhibiertem 

Flux.  

Die C57BL/6 TG Mäuse wiesen demgegenüber geringere Mengen an P-p62 und 

LC3-I auf, während LC3-II nicht nachweisbar war. Eine Akkumulation von P-p62 und 

p62 blieb im Vergleich zu den BALB/c TG Mäusen aus. Somit fehlten sowohl 

Anzeichen einer Autophagieinduktion (z. B. LC3-II-Anstieg) als auch Hinweise auf 

eine Flux-Inhibition (z. B. P-/p62-Akkumulation). 

Die Daten legten bereits bei den 5 Wochen alten BALB/c TG Mäusen eine Induktion 

der Autophagie bei gleichzeitiger Inhibition des Flux nahe. Dieses Muster war in den 

C57BL/6 Mäusen nicht zu erkennen. Bei diesen war keine Änderung der 

Autophagiemarker durch HBs sichtbar. 

In C57BL/6 Mäusen war keine Interferonantwort oder CHOP-Expression als 

Reaktion auf HBs vorhanden. Das histologische Bild der C57BL/6 Mäuse war 

vergleichbar mit der Pathologie der IRF3/7 KO Mäuse mit GGHs und PLIN2 

Aggregaten. 

In den BALB/c TG Mäusen lag eine schwache Induktion der Autophagie sowie eine 

Hemmung des Autophagie-Flux vor, die in den C57BL/6 Mäusen nicht vorhanden 

war. 
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4 Diskussion 

4.1 HBs – Verifizierung des Mausmodells 

Zusammenfassend lag in den transgenen Mäusen eine erfolgreiche hepatische 

Expression des Transgens mit Nachweis der Isoformen SHBs, MHBs und LHBs auf 

mRNA- und Proteinebene vor. Alle HBs-TG Mäuse akkumulierten die Oberflächen-

proteine auch in glykosylierter Form. Die Wildtypen exprimierten erwartungsgemäß 

kein HBs. HBx wurde als mRNA transkribiert, war als Protein jedoch nicht 

nachweisbar. 

Wie auch in vorherigen Publikationen der Arbeitsgruppe, liegt ein etabliertes 

Mausmodell für die Untersuchung der HBsAg Überexpression vor.7,8,11,180 Darüber 

hinaus wurde auch der Erfolg des IRF3/7 KO bestätigt.130 

Leichte Unterschiede der HBsAg mRNA-Expression sind bei dem Vergleich der 

Altersgruppen zu beobachten. Wahrscheinlich entstehen diese durch eine 

altersabhängige Ansprache des Albuminpromotors, durch den auch HBsAg 

transkribiert wird.208 Ebenfalls wurde in Voruntersuchungen eine Regulation via 

DNA-Methylierung beobachtet.209 Dabei zeigte sich eine im Alter zunehmende 

Methylierung der DNA, welche die Transkription von HBsAg in einzelnen 

Hepatozyten blockiert.209 

Im Westernblot lässt sich eine Expression der HBV-Oberflächenproteine (HBs) in 

allen HBs-transgenen Mäusen nachweisen, unabhängig vom IRF3/7 Knockout oder 

vom genetischen Hintergrund (BALB/c vs. C57BL/6). Dabei sind insbesondere die 

glykosylierten Formen g-SHBs sowie g-LHBs nachweisbar. Die Auswirkungen der 

posttranslationalen Glykosylierung von HBsAg sind Gegenstand aktueller 

Forschung. Es gibt Hinweise, dass die Glykosylierung die Immunogenität verändert 

und so der Immunevasion dient.194,195,210 

Da der Knock-In auch die Sequenz für HBx enthält und HBx als Induktor der 

Autophagie beschrieben ist, wurde die Expression von HBx mittels drei 

unterschiedlicher Antikörper und mehrfacher Replikation untersucht.6,205 Im 

Einklang mit der zugrunde liegenden Annahme wird HBx auf mRNA-Ebene 

transkribiert, allerdings lässt sich das entsprechende Protein in den Hepatozyten 

nicht nachweisen. Ein erhöhter Abbau oder ein Ausschleusen aus der Zelle ist 

denkbar, jedoch unwahrscheinlich. HBx ist zwar in den ORFs (2,4kb/2,1kb) von 

HBsAg enthalten, wird aber durch einen eigenen Promotor (XP) reguliert und in der 

Regel von einem eigenen RNA-Transkript translatiert, welches nur die X Region 

enthält (0,7kb).17 Daher ist davon auszugehen, dass der Teil der mRNA, der für HBx 

codiert, nie translatiert wird. Auch Chisari, der Entwickler der HBs-transgenen 



97 
 

Mäuse, die in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden, hat dabei kein HBx 

beschrieben, und Studien die HBx untersuchen, haben ein anderes Insert 

verwendet, welches nur HBx enthält.5,6,211 

Da kein funktionales HBx Protein vorliegt, wurde in den weiteren Analysen 

angenommen, dass HBx nicht relevant exprimiert wird und das Modell nur die 

Oberflächenproteine LHB, MHB und SHB bildet. 

Damit liegt ein Modell vor, welches effektiv die Auswirkungen der HBV-Oberflächen-

proteine demonstriert. HBx wird nicht als Protein gebildet. 

4.2 HBs und PLIN2 – Aufbau und Visualisierung der 

Milchglashepatozyten 

Durch den IRF3/7 KO veränderte sich die intrazelluläre Verteilung von HBs und 

PLIN2. Bei den BALB/c Mäusen fand sich eine diffuse Verteilung der LDs und HBs. 

Die IRF3/7 KO Mäuse bildeten GGHs mit dichten Aggregaten aus PLIN2, Lipiden 

und HBs. Die Bildung von Aggregaten mit PLIN2 war auch bei menschlichem HBV-

Proben der CHB zu sehen. 

Als Milchglashepatozyten (GGHs) beschreibt man Leberzellen, deren Zytoplasma 

feinkörnig, blass-eosinophil und homogen-milchglasartig erscheint.9 

GGHs sind charakteristisch für eine CHB und gelten als Präkanzerose.9,12,14,122,212  

Das typische Bild lässt sich mit einer einfachen Hämatoxylin-Eosin-Färbung in der 

Lichtmikroskopie darstellen, wodurch die Diagnostik bereits in den 1970er Jahren 

weltweit auch abseits moderner Labore möglich war.9 Dabei unterscheidet man zwei 

Subtypen. Typ I GGHs sind sporadisch während der Virusreplikation im 

Lebergewebe zu finden.9,123,213 Typ II GGHs finden sich in den nichtreplikativen 

Phasen und zirrhotischer Leber.9,214 

Es konnte gezeigt werden, dass in Typ I GGHs charakteristischen Mutationen in der 

präS1 Domäne und in Typ II GGHs in der PräS2 Domäne vorliegen.9,123,213–215 

Mutationen der PräS Domäne, insbesondere PräS2, können DNA-Schäden 

verursachen und intrazelluläre Signalkaskaden aktivieren.10,122 Daher gelten GGHs 

als Präkanzerosen des hepatozellulären Karzinoms (HCC).9,10,122,213,214 

Unsere Untersuchungen zeigen, dass auch in unserem Modell allein durch HBV-

Oberflächenproteine Typ II GGHs entstehen.11 Chisari et al.181 haben ebenfalls 

gezeigt, dass HBs im ER zu teilweise verzweigten Fila zusammengesetzt wird und 

damit sowohl zu einer Hyperplasie des ER als auch zu einer lokalen Verteilung führt, 

da die Vernetzung die Exkretion verhindert.181  
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4.2.1 Die Bildung von GGHs ist Interferonabhängig 

Interessanterweise ist in den IRF3/7 KO Mäusen eine vermehrte Bildung von GGHs 

und eine deutlichere Aggregatbildung der Oberflächenproteine gemeinsam mit 

Lipiden (LDs) zu sehen. In weiteren Untersuchungen der AG wurde gezeigt, dass 

HBs mit integralen Proteinen des ER kolokalisiert, was eine Akkumulation von HBs 

im ER nahelegt.11 Dieser Effekt war in den BALB/c Mäusen schwächer ausgeprägt.11 

Ohne Interferonantwort werden folglich große Aggregate gebildet, da HBs und LDs 

im ER gebunden sind. Es scheint, als ob die Typ-I-Interferonantwort GGHs und 

damit Aspekte des histologischen Bildes der CHB verhindern könnte.  

Diese Beziehung könnte Teil der Wirkung der Hepatitis B Therapie mit Interferonen 

erklären. Auch wenn PEGyliertes Interferon-alpha (INFα) in der therapeutischen 

Anwendung aufgrund seiner zahlreichen Nebenwirkungen zunehmend von 

Nukleosid- und Nukleotidanaloga verdrängt wird, zeigt die Wirksamkeit der 

Interferontherapie die Relevanz der Interferonantwort für die Heilung der CHB.4  

Die klinische Erfahrung und Therapie passen damit zu den Beobachtungen im 

Mausmodell. 

Interessanterweise ist der Stoffwechsel der LDs auch eng mit der Autophagie 

verwoben. So ist ATG9A essenziell für den Umbau von LD und Verteilung von 

Fettsäuren in der Zelle.52 Eine Störung der Autophagie könnte damit auch eine 

Störung des Fettsäurestoffwechsels nach sich ziehen. Darüber hinaus kann eine 

Überexpression von PLIN2 auch Autophagie hemmen.65 Möglicherweise blockieren 

sich so Autophagie und Fettsäurestoffwechsel gegenseitig und begünstigen eine 

Akkumulation von Lipiden, HBs und weiterem Material, das nicht durch Autophagie 

abgebaut werden kann. 

Unsere Experimente haben dabei gezeigt, dass die Bildung von GGHs interferon-

abhängig ist. Die Aggregate bestehen aus HBV-Oberflächenproteinen und LDs. Die 

interferonabhängige Bildung von Aggregaten gibt Hinweise auf die therapeutischen 

Wirkungen von Interferon. 

4.3 Darstellung der Interferonantwort und des IRF3/7 KO 

Zusammenfassend lag in den HBs-transgenen BALB/c Mäusen (IRF3/7 WT) eine 

deutliche Induktion von ISG15, OAS1A, Stat1 und Ifit1 vor. In den IRF3/7 KO 

Mäusen waren diese Interferon-stimulierten Gene im Vergleich zum BALB/c Wildtyp 

herabreguliert, wobei insbesondere keine HBs-abhängige Induktion nachweisbar 

war. 

4.3.1 HBs induziert ISG15 als Marker der Interferonantwort 

ISG15 (Interferon-stimulated gene 15) hat sowohl extrazelluläre Funktionen als 

Zytokin216 sowie intrazelluläre Funktionen mittels kovalenter Bindung an Proteine 
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(ISGylation).136 Intrazellulär bindet ISG15, ähnlich wie Ubiquitin, als Marker an 

Proteine. Im Gegensatz zu Ubiquitin werden die Proteine nicht vermehrt durch das 

Proteasom abgebaut. Aber ISGylierte Proteine werden verstärkt lysosomal 

abgebaut, sodass eine extrazelluläre Sekretion der Proteine verhindert werden 

kann.138 Dabei ist insbesondere IRF3 dafür bekannt, bei Infektionen ISG15 zu 

stimulieren.136 Der IRF3/7 Knockout verhindert daher erfolgreich eine vermehrte 

Expression von ISG15. Ohne IRF3/7 Knockout liegt in den HBs-transgenen Mäusen 

eine deutliche Aktivierung von ISG15 vor. Prinzipiell ist auch eine 

interferonunabhängige verstärkte Expression von ISG15 zum Beispiel durch 

oxidativen Stress möglich.136  

In den 12 Wochen alten Mäusen treten schwache ISG15-Banden auch bei den 

IRF3/7 KO Mäusen auf, unabhängig vom HBs-Genotyp. Dies lässt eine 

zellstressabhängige Aktivierung von ISG15 im Alter vermuten. 

4.3.2 HBs induziert OAS1A als Marker der Interferonantwort 

OAS1A ist als Mitglied der interferoninduzierten Oligoadenylatsynthetase (OAS) 

eines der wichtigsten Proteine der antiviralen Immunabwehr. Dabei sind 

insbesondere die Unterformen OAS1A und OAS1G befähigt dsRNA zu binden, was 

zum Abbau der zellulären und viralen RNA führt und damit die virale Replikation 

hindert.143 Darüber hinaus aktiviert OAS1A die RNase L, die auch bei DNA-Viren 

wie HBV die Replikation hemmen kann.217 Aktuell geht man von einer 

interferonvermittelten Aktivierung von OAS1A via STAT1 und STAT2 aus, die durch 

einen Knockout des Interferonrezeptors der Typ I Antwort verhindert werden 

kann.144,218 Unter anderem ist eine Induktion von Autophagie durch die RNase L 

bekannt, die durch OAS1A aktiviert wird.219 

HBs induziert eine vermehrte Expression von OAS1A in BALB/c Mäusen als Marker 

der Interferonantwort und als Hinweis auf eine direkte antivirale Abwehrreaktion der 

Zellen. 

Das Ausbleiben einer Reaktion bei den IRF3/7 KO Mäusen unterstreicht dabei die 

Aktivierung von OAS1A via Interferon. Die mRNA-Ergebnisse von Stat1 belegen 

ebenfalls eine Aktivierung in den BALB/c TG Mäusen. In den IRF3/7 KO Mäusen ist 

Stat1 im Vergleich zu den BALB/c Mäusen herabreguliert, zudem fehlt eine HBs-

abhängige Induktion. Diese Befunde deuten darauf hin, dass Stat1, welches als 

zentraler Regulator auch OAS1A aktivieren kann, durch den IRF3/7 Knockout 

supprimiert wird und in den BALB/c TG Mäusen die Interferonantwort vermittelt. 
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4.3.3 HBs induziert IFIT1 als Marker der Interferonantwort 

IFIT1 ist Teil der IFIT-Familie (interferon induced proteins with tetratricopeptide 

repeats). Diese hat beim Menschen vier und bei der Maus drei Mitglieder, die jeweils 

eine Ähnlichkeit von 50-60% besitzen. Klassisch wird IFIT1 durch Typ-I-Interferone 

wie IFNα oder IFNβ via IRF3 induziert.139 Das erklärt unter anderem die starke 

Herabregulation von IFIT1 im IRF3/7 KO. Darüber hinaus kann IFIT1 jedoch auch 

interferonunabhängig von Pattern Recognition Receptors (PRRs), Pathogen-

Associated Molecular Patterns (PAMPs) und Lipopolysacchariden (LPS) aktiviert 

werden.139 IFIT1 bindet unter anderem den eukaryotic Iinitiation Factor 3 (eIF3) und 

behindert so die Translation viraler RNA, insbesondere weil IFIT1 auch virale RNA 

anhand der fehlenden O-Methylierung am 5‘ Ende (Capping) erkennt und bindet, 

wodurch diese nicht mehr translatiert wird.139 

Zudem ist eine positive Rückkopplung durch IFIT1 bekannt, indem es selbst IFNβ 

stimuliert und so die Interferonantwort verstärkt.198 

In diesem Modell induziert HBs eine deutliche Aktivierung von IFIT1 in den BALB/c 

Mäusen als Ausdruck der Interferonantwort und der antiviralen Reaktion. Der IRF3/7 

Knockout führt zu einer starken Herabregulation von IFIT1 und bestätigt damit den 

erfolgreichen Knockout. Zudem fällt die Interferonantwort in 12 Wochen alten 

Mäusen schwächer aus. Dies ist wahrscheinlich Ausdruck der beschriebenen 

altersbedingten Effekte des Mausmodells. 

Zusammenfassend induziert HBs eine deutliche Interferonantwort in BALB/c 

Mäusen (IRF3/7 WT), nachweisbar anhand der Marker ISG15, OAS1A (vermittelt 

über Stat1) sowie IFIT1. Der IRF3/7 Knockout unterdrückt die Interferonantwort 

effektiv. Die IRF3/7 KO Mäuse weisen unabhängig von HBs keine Aktivierung der 

Interferon-vermittelten Signalwege auf. 

4.4 Induktion von ER-Stress unabhängig vom IRF3/7 KO  

Es wiesen alle HBs-transgenen Mäuse eine deutlich erhöhte Expression von ATF3 

und CHOP auf mRNA- und Proteinebene auf. Dieser Effekt war unabhängig vom 

IRF3/7 Knockout. 

4.4.1 HBs induziert ATF3 als Marker der der UPR 

ATF3 vermittelt zahlreiche Funktionen der Immunabwehr, des Zellstresses, der 

Onkogenese, der Fibrose und der metabolischen Homöostase.164,165 Es wird in 

gesundem Gewebe nur niedrig oder kaum detektierbar exprimiert.163 Durch diverse 

extrazelluläre und intrazelluläre Stimuli kann ATF3 induziert werden. Dazu zählen 

insbesondere der ER-Stress und die Unfolded Protein Response (UPR), aber auch 

Zytokine, Chemokine und LPS.164,220 Aus bereits publizierter Forschung der AG ist 

bekannt, dass in HBs-transgenen Mäusen auf BALB/c Hintergrund die UPR aktiviert 
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ist und dass diese Mäuse eine Fibrose der Leber entwickeln.8,13,180 

Interessanterweise ist dabei nur der proapoptotische PERK-P-eIF2α Pathway 

aktiviert. Die antiapoptotischen Pathways via ATF6 und IRE1 sind dabei nicht 

aktiv.8,180 Daher liegt eine Aktivierung von ATF3 via PERK-eIF2α-ATF4-Pathway in 

unserem Modell nahe.8 Sowohl ATF3 als auch ATF4 können CHOP induzieren. In 

den vorliegenden Daten wurde eine Aktivierung von ATF3 und CHOP durch HBs 

auf mRNA- sowie auf Proteinebene nachgewiesen. 

In methodisch hochwertigen Flux Assays haben Jiang et al.,161 entgegen diverser 

methodisch unterlegenen Studien, gezeigt, dass ER-Stress via IRE1 Autophagie 

hemmt und via PERK sowie downstream ATF4 Autophagie induziert. Da in unserem 

Mäusen lediglich der PERK Pathway aktiviert ist,8 könnte dies die beobachtete 

Induktion von Autophagie erklären. Da ATF4 jedoch nicht einzeln analysiert wurde, 

bleibt es Gegenstand zukünftiger Forschung, warum die beschriebene, ATF4 

vermittelte verstärkte Transkription von LC3B161 in unserem Modell nicht beobachtet 

wird. ATF3 kann auch hepatische Sternzellen aktivieren und so zu einer Fibrose der 

Leber führen, die in vorherigen Untersuchungen nachgewiesen wurde.165 

Möglicherweise ist hier ATF3 der damals noch nicht untersuchte Marker, der die 

Fibrose induziert. 

Interessanterweise scheint die Regulation von Autophagie durch ER-Stress von 

Typ-I-Interferonen abhängig zu sein. So beschreiben Sood et al.169 eine Hemmung 

von Autophagie und antiviraler Zellantwort in der Abwesenheit von Typ-I-Interferon 

in diversen Säugetier-Zelllinien. Durch ATF3 wurden dabei mittels Blockade des 

Promotors das Ablesen der antiviralen Faktoren STAT1, IRF9 und ISG15 sowie das 

für die Initiation von Autophagie essentielle ATG5 verhindert.169 Dies könnte einen 

zentralen Mechanismus für die eingeschränkte Autophagie-Induktion in den IRF3/7 

KO TG Mäusen darstellen und die reduzierte LC3-Aktivierung in diesen Mäusen 

wesentlich mitbedingen. Die vorgelegten Daten weisen auf eine reduzierte Induktion 

von Autophagie in den IRF3/7 KO Mäusen hin. 

Typ-I-Interferone sind grundsätzlich in der Lage, über STAT1 die Autophagie zu 

induzieren.160,221 Entsprechend wird in den BALB/c TG Mäusen eine Aktivierung von 

STAT1 detektiert, während diese in den IRF3/7 KO Mäusen ausbleibt. Der durch 

ATF3 vermittelte Mechanismus zur Hemmung von STAT1 in Abwesenheit von 

Interferon könnte diese fehlende Aktivierung zusätzlich auf transkriptioneller Ebene 

erklären. 

Neuere Studien weisen nicht nur auf die Überlegenheit von dynamischen Flux 

Assays hin, sondern auch auf die Notwendigkeit der differenzierten Betrachtung der 

verschiedenen Formen der Autophagie.18,61 Über die oben beschriebenen Einflüsse 
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auf die Makroautophagie hinausgehend, spielt auch die ER-Phagie eine Rolle zur 

Beseitigung der Proteine, die den ER-Stress verursachen.161 Darüber hinaus ist 

beschrieben, dass PERK Chaperon vermittelte Autophagie via LAMP-2 

induzieren.42 In einer explorativen Analyse (Abbildung 39) wurde in unserem Modell 

eine durch HBs vermittelte Induktion von LAMP-1 und LAMP-2 im Westernblot 

dargestellt, die unabhängig vom IRF3/7 KO auftritt. Diese Beobachtung könnte auf 

einen zusätzlichen Mechanismus hindeuten, über den HBs Autophagie beeinflusst. 

Damit ergibt sich ein potenziell vielversprechender Ansatz für künftige 

Untersuchungen. 

4.4.2 HBs induziert CHOP als Marker der der UPR 

CHOP (DDIT3) ist ein zellulärer Stresssensor.155 CHOP wird physiologisch nur in 

geringen Mengen produziert und kann durch ER-Stress und folgende UPR, 

Hungerstoffwechsel (Starvation), DNA-Schäden oder Hypoxie induziert werden.155 

Bei chronischem Zellstress ist der PERK Pathway der wichtigste Aktivator von 

CHOP. Dabei wirkt CHOP in Zusammenspiel mit weiteren Faktoren pro-apoptotisch. 

Die Apoptose kann CHOP über mitochondriale Pathways, der Caspase 8, den P-

Akt Pathway oder Hemmung des antiapoptotischen BCL2 induzieren.155 Über die 

Induktion der Apoptose scheint CHOP in diversen Geweben, u. a. der Leber, anti-

onkogen zu wirken.155 Darüber hinaus werden jedoch auch zunehmend weitere 

Funktionen bekannt. So vermittelt CHOP die Apoptose von β-Zellen im Pankreas 

und fördert so den Zelluntergang, sodass ein Prädiabetes in einen manifesten 

Diabetes mellitus übergeht.222 CHOP ist zudem an neurodegenerativen Prozessen 

beteiligt und trägt wesentlich zum Untergang von Neuronen in verschiedenen 

neurodegenerativen Erkrankungen bei.223  

Interessanterweise konnten Tamaki et al.224 in einer Studie mit experimenteller 

Cholestase zeigen, dass diese via CHOP zu einer Aktivierung der hepatischen 

Sternzellen und damit der Leberfibrose führt, welche auch in unseren Mäusen zu 

beobachten ist.224  

Wie Chir et al.100 zeigen konnten, bindet CHOP sowohl allein als auch im Dimer mit 

ATF4 an diverse Promotoren.100 So bindet CHOP z. B. an die Atg Promotoren 10 

und 5 sowie Gabarap. Alle sind an die Induktion und Elongation von 

Autophagosomen beteiligt. ATG5 ist essenziell für die Umwandlung von LC3-I in 

seine aktive Form LC3-II. 

Der deutliche Anstieg von CHOP sowie die Aktivierung der PERK Signalkaskade in 

unseren transgenen Mäusen passt daher zu der Induktion von Autophagie in TG 

Mäusen. 
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Die durch HBs vermittelte Aktivierung von ATF3 und CHOP erfolgt unabhängig vom 

IRF3/7 Knockout und stellt einen Hinweis auf eine ausgeprägte ER-Stress-Antwort 

mit UPR dar. ATF3 ist in der Lage, sowohl die nachgewiesene Fibrose als auch eine 

interferonabhängige Autophagieinduktion zu vermitteln. Zudem kann CHOP über 

verschiedene Signalwege die Autophagie induzieren. 

4.5 p62 – Bestimmung des Abbaus 

p62 als Marker für Autophagie unterlag in diesem Modell keiner Regulation auf 

transkriptioneller Ebene. Die beobachteten Unterschiede betrafen ausschließlich die 

Proteinebene. In den HBs-transgenen Mäusen akkumulierten p62 und phosphory-

liertes p62 (P-p62), was auf eine gestörte Autophagie und einen blockierten Auto-

phagie-Flux hinwies. 

Da p62 [Sqstm1/Sequestosome 1] als Autophagie-Rezeptor selbst mit abgebaut 

wird, gestaltet sich die Interpretation komplexer.18,41,44,66,67,225,226 Ubiquitin dient als 

primärer Marker für den Abbau. Dabei entscheidet das Muster der (Poly-) 

Ubiquitinierung über den Abbau primär über das Proteasom oder Autophagie.39,227 

Die Phosphorylierung von p62 an Ser403/407 (P-p62) erhöht die Affinität für ubiqui-

tinierte Proteine, die über die Ubiquitin-assoziierten Areale (UBA) von p62 gebunden 

werden. P-p62 fungiert damit als sekundärer Marker der den Abbau via Autophagie 

anzeigt.77 So markierte Proteine werden dann über die LC3-II bindende Domäne 

von p62 an die Innenseite der sich bildenden Autophagosomen gebunden.77  

Dabei hat p62 auch weitere Funktionen, welche teils abhängig von der 

Phosphorylierung sind. So führt die Phosphorylierung an Ser403 und 407 durch 

ULK1 [Unc-51 Like Autophagy Activating Kinase 1] zu einem Abbau der markierten 

Proteine via Autophagie.228 Eine Phosphorylierung von p62 an Ser351 durch 

verschiedene Stressoren oder an Ser349 durch mTORC1 ermöglicht die Bindung 

an Keap1 und aktiviert dadurch den Nrf2-Signalweg. Das führt zur vermehrten 

Expression antioxidativer Faktoren wie NAD(P)H sowie zur verstärkten Translation 

von p62.77,228 Im Einklang mit weiteren Studien zu HBV bleibt diese Regulation der 

Translation in unserem Modell aus.90  

Mit Blick auf die Autophagie wurde in den Westernblots die Phosphorylierung von 

p62 an Ser403 untersucht. Dabei lässt sich eine deutliche Akkumulation durch HBs 

sowohl von p62 als auch von phosphoryliertem p62 (P-p62) nachweisen. 

Eine Akkumulation kann dabei eine vermehrte Bildung oder einen verminderten 

Abbau von p62 bedeuten.41,44,67 Da auf transkriptioneller Ebene in diesem Modell 

keine Regulation von p62 nachweisbar ist, deuten die Unterschiede der 

Proteinmenge auf einen veränderten Flux hin. Diese Beobachtung entspricht auch 

den Ergebnissen anderer Studien zu HBV in Leberzellkultur.90  
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Die Menge an p62 korreliert invers mit dem Flux, der Abbaurate.18,44,61,67 Eine 

Akkumulation von p62 zeigt daher einen gestörten Abbau. Dabei ist P-p62 Ser403 

besonders spezifisch für  selektive Autophagie.228  

Dieser Effekt ist in unseren Mäusen abhängig von HBs, jedoch unabhängig vom 

IRF3/7 Status. Dies legt nahe, dass die Blockade des Flux interferonunabhängig ist. 

Da ein leichter Trend zur geringeren p62 Akkumulation in IRF3/7 KO TG Mäusen 

besteht, kann eine geringere Hemmung des Flux in IRF3/7 KO Mäusen nicht 

gänzlich ausgeschlossen werden. Dennoch haben auch andere Arbeitsgruppen 

eine Blockade von Autophagie im Zusammenhang mit HBV gefunden,90,202 unter 

anderem auch in humanen Lebern bei chronischer HBV-Infektion.229 

Interessanterweise konnte dabei gezeigt werden, dass HBV die Autopha-

gosomenmembran zum Envelopment nutzt.90 Daher ist es im Interesse des Virus, 

den Flux zu hemmen, um Autophagosomen zu akkumulieren und gleichzeitig den 

eigenen Abbau zu verhindern. Dies legt nahe, dass HBV einen der späten Schritte 

der Autophagie, wie die Fusion der Autophagosomen mit den Lysosomen, 

verhindern kann. Das ist zum Beispiel für Parainfluenzaviren nachgewiesen, welche 

die Bindung der SNARE-Proteine unterbinden.230 Aber auch für HBV ist bekannt, 

dass HBx die Ansäuerung der Lysosomen verhindern kann und so den Abbau des 

Inhalts verhindert. 87 

Da unser Mausmodell keine HBx-Protein exprimiert, liegt es jedoch nahe, dass auch 

die Oberflächenproteine allein den Flux inhibieren können.6 Es stellt die 

Erstbeschreibung der Inhibition des Flux durch HBs-Überexpression dar. Das ist 

besonders interessant, weil blockierte Autophagie eine wichtige Rolle im 

Fortbestand einer HBV-Infektion spielt.11,229 Da HBV Autophagosomen als Quelle 

für die Virushülle nutzt, nimmt die Autophagie eine zentrale Rolle im 

Replikationszyklus des Virus ein.90 Für eine Hemmung des lysosomalen Abbaus 

spricht auch die Akkumulation von LAMP1/2 (Abbildung 39), welche später diskutiert 

wird. 

Zusammenfassend deuten die Daten darauf hin, dass HBs unabhängig von der 

Interferonantwort den autophagischen Flux hemmt. Dies ist die erste Beschreibung 

der Hemmung des Flux durch HBs Überexpression. 

4.6 LC3B – Bildung der Autophagosomen  

Im Mausmodell akkumulierte der Marker LC3-II als Hinweis auf eine vermehrte 

Autophagosomenbildung. Die p62-Akkumulation in den transgenen Mäusen im Ver-

gleich zum Wildtyp deutete auf eine Hemmung des Autophagie-Flux hin. In den 

HBs-transgenen IRF3/7 KO Mäusen lag eine deutlich geringere Akkumulation von 

LC3-II vor als in den BALB/c TG Mäusen, begleitet von einer reduzierten 
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Umwandlung von LC3-I zu LC3-II.Dies bedeutete, dass weniger Autophagosomen 

in IRF3/7 KO TG Mäusen akkumulieren als in BALB/c TG. 

LC3B (Microtubule Associated Protein 1 Light Chain 3 Beta) ist der meistgenutzte 

Marker für Autophagosomen.61 Dabei wird die inaktive zytoplasmatische Form LC3-

I über Konjugation mit einem Phosphatidylethanolaminrest in LC3-II umgewandelt, 

das auf der Autophagosomenmembran p62 bindet.77,228,231 Die Menge an LC3-II 

korreliert gut mit der Menge vorhandener Autophagosomen.61,67,104 

Da LC3-II im Verlauf der Autophagie im Inneren der Lysosomen abgebaut wird, führt 

eine Induktion von Autophagie bei intaktem Flux zu einer Reduktion von  

LC3-II. Im Ruhezustand liegt der Großteil von LC3 in Form von LC3-I als 

zytosolische Reserve vor. Eine Akkumulation von LC3-II weist auf eine 

Anreicherung von Autophagosomen hin. Dies kann sowohl auf eine gesteigerte 

Bildung von Autophagosomen und eine vermehrte Umwandlung von LC3-I zu  

LC3-II hindeuten, als auch auf einen gestörten lysosomalen Abbau (gestörter Flux). 

Bei gestörtem Flux verbleiben die Autophagosomen in der Zelle (LC3-II 

akkumuliert). Kommt es gleichzeitig zur weiteren Induktion von Autophagie, steigt 

die Menge an Autophagosomen und damit auch an LC3-II zusätzlich an. 

Durch die Akkumulation von p62 als Marker für gestörten Autophagie-Flux liegt in 

beiden HBs-transgenen Mauslinien eine vergleichbare Beeinträchtigung des 

autophagischen Abbaus vor. Dies führt konsekutiv zur Ansammlung von 

Autophagosomen. Um zu unterscheiden, ob es sich lediglich um eine Abbaustörung 

oder gar eine Induktion handelt, wurde zudem die LC3-II/LC3-I Ratio untersucht. Bei 

einer Induktion von Autophagie wird vermehrt LC3-I zu  

LC3-II umgewandelt, sodass der Anteil von LC3-II ansteigt. In unserem Modell 

akkumulieren Autophagosomen (LC3-II) abhängig von HBs, wobei in BALB/c 

Mäusen mit intakter Interferonantwort höhere Mengen an LC3-II vorliegen als in 

IRF3/7 KO Mäusen. Dies spricht für eine interferonabhängige Stimulation der 

Autophagie zusätzlich zur HBs-abhängigen Hemmung des autophagischen Flux. 

Basierend auf unseren Ergebnissen wäre es interessant, die Mäuse gezielt mit 

einem Autophagie-Induktor wie Rapamycin oder einem PI3K-Inhibitor wie 

Wortmannin zu behandeln. So könnte Autophagie gezielt an- oder abgeschaltet 

werden, um den dynamischen Mechanismus präziser zu analysieren. Insbesondere 

könnte so bestätigt werden, dass die geringere LC3-II-Akkumulation in den IRF3/7 

KO Mäusen auf einer reduzierten Autophagie-Induktion beruht und nicht durch eine 

geringere Hemmung des Flux verursacht ist. Da es sich um eine Post-mortem-

Analyse handelt, waren pharmakologische Testungen nicht möglich. In Zukunft 

wäre daher eine Behandlung oder Kreuzung mit ATG5-Knockout-Mäusen, die keine 
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Autophagie-Nukleation durchführen können, ein sinnvoller Ansatz zur Vertiefung der 

Erkenntnisse. 

Die HBs-transgenen Mäuse akkumulieren Autophagosomen (LC3-II). Dabei weisen 

die BALB/c Mäuse eine stärkere Akkumulation auf als die IRF3/7 KO Mäuse. Das 

spricht für eine interferonabhängige Induktion der Autophagie bei gleichzeitig durch 

HBs bedingter Hemmung des Autophagie-Flux (siehe p62). 

4.7 Dysregulation der Autophagie in unserem Modell 

Zusammenfassend deuteten die Daten darauf hin, dass Autophagie über mTORC1 

in IRF3/7 KO Mäusen unabhängig von HBs gehemmt wurde.  

Die lysosomalen Marker LAMP-1 und LAMP-2 akkumulierten in HBs-transgenen 

Mäusen unabhängig vom IRF3/7 KO. Die Regulation von Beclin-1 erfolgte in diesem 

Modell unabhängig von HBs und dem IRF3/7 Knockout. 

Die Immunpräzipitation lieferte Hinweise darauf, dass p62 in hohem Maße Ubiquitin 

gebunden hat. Im Vergleich dazu weist LHB anscheinend nur eine schwache 

Assoziation mit Ubiquitin auf. 

4.7.1 Regulation von mTORC1 

mTORC1 ist einer der wichtigsten Regulatoren der Initiation der Autophagie.19,20 

Wenn mTORC1 aktiv ist, wird unter anderem die Initiation von Autophagie 

gehemmt.19 Downstream von mTORC1 liegen P70 und S6. In den IRF3/7 KO 

Mäusen finden sich deutlich höhere Mengen an aktiviertem P-p70 und P-S6K im 

Vergleich zu BALB/c Mäusen, unabhängig von HBs. Dies legt eine Hemmung von 

Autophagie durch mTORC1 in den IRF3/7 KO Mäusen nahe. Bei P-P70 ist die 

dunkelste Bande sogar bei dem IRF3/7 KO WT. Sollte sich dies in weiteren 

Untersuchungen bestätigen, könnte es sogar ein Hinweis sein, dass durch den 

IRF3/7 KO auch ohne HBs eine Hemmung von Autophagie durch mTORC1 vorliegt. 

Um das sicher sagen zu können, bräuchte es jedoch weitere Analysen des 

mTORC1 Pathways, idealerweise auch in Zellkultur oder in vivo, und mit 

Behandlung mittels Rapamycin.   

4.7.2 LAMP-1/2 zeigen Akkumulation von Autophagosomen 

LAMP-1 und LAMP-2 geben als Marker Hinweise auf die Menge an Lysosomen.206 

Gerade LAMP-2 hat eine wichtige Rolle in der Chaperon-vermittelten Autophagie 

(CMA).42,232 LAMP-1 und LAMP-2 akkumulieren in den HBs-transgenen Mäusen 

unabhängig von IRF3/7 KO. Das bedeutet auch eine Akkumulation von Lysosomen. 

Dies legt nahe, dass die Autophagie an einem der späten Schritte, wie der 

Ansäuerung der Lysosomen, gestört ist. Wäre beispielsweise ausschließlich die 

Fusion der Autophagosomen mit den Lysosomen gestört, wäre ein normaler Abbau 

von LAMP zu erwarten. Eine Hemmung des Abbaus im Lysosom hat den Vorteil für 
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HBV, dass nicht nur die Makroautophagie via Autophagosomen, sondern auch die 

Chaperon-vermittelten-Autophagie gehemmt wird, bei der die Proteine direkt ins 

Lysosom gelangen. So wird der gesamte lysosomale Abbau gehemmt. Dies zeigt, 

dass durch HBs nicht nur der Abbau des Virus gehemmt, sondern der gesamte 

lysosomale Abbau blockiert wird. Wahrscheinlich akkumulieren so auch diverse, z. 

T. toxische Stoffwechsel-produkte, die dem Zellstoffwechsel schaden und die 

Pathologie des HBV verstärken könnten. 

4.7.3 Regulation von Beclin-1 

Für die Elongation der Autophagosomenmembran ist der PI3K-Komplex 

entscheidend, der insbesondere durch Beclin-1 reguliert wird.20 Verschiedene Viren 

wie HBV und HCV führen zu einer Überexpression von Beclin-1 und folglich 

vermehrter Autophagosomenbildung.89 Auch HBx des HBV kann zu einer 

Überexpression von Beclin-1 führen.97 Jedoch ist kein HBx in unserem Modell als 

Protein vorhanden. Dass Beclin-1 in allen Mäusen unabhängig von IRF3/7 KO und 

HBs gleichermaßen vorhanden ist, unterstreicht dies ebenfalls. Daher liegt nahe, 

dass im Modell der HBs-Überexpression keine Regulation via Beclin-1 vorliegt. 

4.7.4 Ubiquitinierung von Proteinen 

Die Markierung mit Ubiquitin ist der erste Schritt zum Abbau von intrazellulärem 

Material. Daher wurde die Ubiquitinierung näher betrachtet. Mit der 

Immunpräzipitation konnte beobachtet werden, welche Proteine an Ubiquitin 

gebunden sind. Unabhängig von Genotyp oder HBs liegt p62 vollständig an 

Ubiquitin gebunden vor. Interessant ist dabei, dass auch im WT das gesamte p62 

an Ubiquitin gebunden ist, was nahelegt, dass es praktisch kein ungebundenes p62 

intrazellulär gibt. Möglicherweise bindet das p62 jedoch auch erst während der IP 

an die ubiquitinierten Proteine, die auf der Säule gebunden werden, und erscheint 

deswegen nicht im Durchfluss. In jedem Falle liegt eine hochaffine Bindung 

zwischen p62 und Ubiquitin vor. 

Die HBs-Proteine liegen überwiegend im Durchfluss als nicht an Ubiquitin 

gebundene Proteine vor. Da der Lysepuffer der Immunpräzipitation (IP) ein 

schwaches Detergens enthält, um die Bindung zwischen Ubiquitin und assoziierten 

Proteinen nicht zu stören, werden insbesondere größere Proteinaggregate nur 

unzureichend gelöst. Dies könnte erklären, weshalb HBs sich fast ausschließlich auf 

der Seite des Durchflusses befindet. Vielleicht verhindert die Aggregatbildung 

jedoch auch eine adäquate Ubiquitinierung. Das verwendete IP-Kit bindet primär 

polyubiquitinierte Proteine. Wenn Proteine unzureichend ubiquitiniert sind, werden 
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sie schwächer an die IP-Säulen gebunden und erscheinen daher eher im 

Durchfluss. 

Dennoch weist Abbildung 40: B darauf hin, dass der Großteil des Ubiquitins 

erfolgreich über die IP gebunden wird. Auffällig ist jedoch, dass unter den 

ubiquitinierten Proteinen vor allem solche mit einer Größe von 50–70 kDa präzipitiert 

werden, während kleinere Proteine wie SHB kaum nachweisbar sind. 

Möglicherweise werden in unserem Modell kleine Proteine nicht ausreichend 

polyubiqitiniert oder gehen im Rahmen der Waschvorgänge der IP verloren. 

Zusammenfassend ist HBs vermutlich nur in geringem Maße ubiquitiniert. Eine 

fehlende Markierung zum Abbau begünstigt einen Verbleib in der Zelle und eine 

spätere Aggregatbildung. 

Die Daten deuten darauf hin, dass der IRF3/7 KO mit einer Hemmung der 

Autophagie über den mTORC1-Pathway einhergeht, und zwar unabhängig von 

HBs. Zusätzlich erfolgt vermutlich eine Blockade der Autophagie und des Abbaus in 

einem lysosomalen Schritt durch HBs. Eine Regulation durch Beclin-1 liegt 

wahrscheinlich nicht vor. p62 liegt unabhängig von Genotyp und HBs an Ubiquitin 

gebunden vor. HBs selbst wird vermutlich nur in geringem Maße ubiquitiniert. 
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4.8 BALB/c vs. C57BL/6 – Abhängigkeit der Immunantwort vom 

Genotyp 

In C57BL/6 Mäusen war keine Interferonantwort oder CHOP-Expression als 

Reaktion auf HBs vorhanden. Das histologische Bild der C57BL/6 Mäuse war 

vergleichbar mit der Pathologie der IRF3/7 KO Mäuse mit GGHs und PLIN2 

Aggregaten. 

In den BALB/c TG Mäusen lag eine schwache Induktion der Autophagie sowie eine 

Hemmung des Autophagie-Flux vor, die in den C57BL/6 Mäusen nicht vorhanden 

war. 

Obwohl die Signalkaskaden für den ER-Stress, für UPR und die Interferonantwort 

prinzipiell intakt sind, entwickeln die C57BL/6 Mäuse kaum eine inflammatorische 

Reaktion, jedoch eine deutliche Aggregatbildung. Zudem bleibt in C57BL/6 Mäusen, 

ähnlich wie in den IRF3/7 KO Mäusen, eine Interferonantwort aus. Auch wenn 

CHOP als ER-Stress-Marker nicht erhöht war, ist aus weiteren Untersuchungen 

bekannt, dass der PERK-Pathway des UPR auch in den C57BL/6 Mäusen aktiviert 

ist.8,233 

Auch im  In-vivo-Modell der Phyllis Linton Group treten deutliche Unterschiede in 

der Autophagie in Abhängigkeit vom Mausstamm auf.18 Dabei wurden in den 

BALB/c Mäusen ebenfalls ein Anstieg von p62 sowie eine Inhibition des Flux 

beobachtet. Ebenso findet sich in BALB/c Mäusen eine stärkere Aktivierung der 

frühen Autophagieschritte. 

Auch Martyniszyn et al.234 haben im In-vivo-Mausmodell mit Pockenviren 

beobachtet, dass die BALB/c Mäuse stärker Autophagie induzieren als die C57BL/6 

Mäuse. Interessanterweise weisen die BALB/c Mäuse trotz intensiverer 

Autophagieinduktion ein schlechteres Überleben auf. Dabei bleibt unklar, ob die 

Autophagie selbst ursächlich zum schlechteren Outcome beiträgt oder als Reaktion 

auf eine stärkere Gewebsschädigung sekundär induziert wird. 

Pinheiro et al.99 haben ein ähnliches Verhalten mit Leishmania amazonensis 

beobachtet. Auch in ihrer Studie weisen die BALB/c Mäuse eine stärkere 

Autophagieinduktion bei gleichzeitig gestörtem Flux auf. Leishmania amazonensis 

ist dafür bekannt, auch in Autophagosomen zu reproduzieren. Eine Induktion von 

Autophagie durch IFN-ɣ oder Nahrungsdeprivation führte zu einer erhöhten 

intrazellulären parasitären Last. Auch eine Fusion der Autophagosomen mit 

Lysosomen bleibt aus. 

Diese Studien legen nahe, dass in BALB/c Mäusen die Th2-dominante 

Immunantwort eher von Pathogenen zur besseren Replikation des Pathogens an 

den Autophagosomen missbraucht werden können. Daraus ergibt sich das 
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kontraintuitive Bild, dass die BALB/c Mäuse trotz stärkerer Autophagieinduktion 

meist schwerer erkranken. Vermutlich liegt dies daran, dass die Autophagie zwar 

aktiviert wird, aber der notwendige Abbau aufgrund des gehemmten Flux ausbleibt. 

Dadurch können Pathogene und schädliche Proteine trotz der Autophagieinduktion 

nicht entfernt werden, was möglicherweise zur Krankheitsverschlechterung beiträgt. 

Auch in unseren Studien weisen die BALB/c Mäuse eine ausgeprägtere 

Leberfibrose und vermehrte Onkogenese in Form von HCCs auf.8 

Die C57BL/6 Mäuse weisen im Gegensatz zu den BALB/c Mäusen keine 

Akkumulation von p62 auf, was auf einen zumindest teilweise funktionierenden 

Abbau hindeutet. Dennoch bleiben Aggregate bestehen, und es finden sich GGHs 

als Hinweis auf einen weiterhin gestörten Abbau. Die Hemmung der Autophagie 

durch HBs und die interferonabhängige Induktion von Autophagie hängen vom 

genetischen Hintergrund der Mäuse ab. Für die Bildung der GGHs ist vermutlich das 

Ausbleiben einer Interferonantwort primär verantwortlich. 

Die C57BL/6 Mäuse reagieren auf HBs ähnlich wie die IRF3/7 KO Mäuse, ohne 

Interferonantwort und mit ausgeprägter Aggregatbildung. Die Interferonantwort und 

die Regulation der Autophagie in Reaktion auf HBs hängen dabei vom genetischen 

Hintergrund ab. Bei fehlender Interferonantwort treten vermehrt 

Milchglashepatozyten auf.  
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5 Zusammenfassung (deutsch) 

Autophagie ist ein zentraler kataboler Stoffwechselweg, der den Abbau von 

intrazellulären Komponenten wie Proteinaggregaten und Organellen vermittelt. 

Intrazelluläre Erreger haben Mechanismen entwickelt, um dem Abbau durch 

Autophagie zu entgehen. Das Hepatitis-B-Virus (HBV) nutzt solche Schutz-

mechanismen und rekrutiert Autophagosomen zur Bildung seiner Virushülle. 

Bei chronischer Hepatitis-B-Infektion (CHB), die durch eine unzureichende 

Immunantwort gekennzeichnet ist, bilden sich in infizierten Hepatozyten Aggregate 

aus Lipiden und HBV-Oberflächenproteinen (HBsAg), bekannt als Milchglas-

hepatozyten (GGHs). Sie sind ein typisches histologisches Merkmal der CHB. 

Ziel dieser Studie ist es, Zusammensetzung und Entstehung von GGHs und die 

Auswirkungen von HBV auf Autophagie zu analysieren. Untersucht wurden der 

Einfluss der antiviralen Interferonantwort, die ER-Stress-Reaktion mit nachfolgender 

Unfolded Protein Response (UPR) sowie der Einfluss des genetischen 

Hintergrundes der Mäuse (BALB/c vs. C57BL/6). Grundlage dazu bildete das von 

Chisari et al. etablierte In-vivo-HBsAg-Überexpressionsmodell. Die transgenen 

Mäuse exprimierten die HBV-Oberflächenproteine SHBs, MHBs und LHBs in der 

Leber. 

Zur Untersuchung der Typ-I-Interferonantwort diente der IRF3/7 Knockout (KO). 

Genetische Einflüsse wurden anhand von BALB/c- und C57BL/6-Mäusen geprüft. 

HBs führte unabhängig von Mausstamm und IRF3/7 KO zu ER-Stress und der UPR, 

welche Autophagie induzieren kann. Der Knockout von IRF3/7 blockiert erfolgreich 

die Typ-I-Interferonantwort. Allerdings induzierte HBs nur in BALB/c Mäusen eine 

Interferonantwort, die Autophagie initiieren kann. In IRF3/7 KO und C57BL/6 

Mäusen blieben diese Reaktionen aus, verbunden mit massiver Aggregatbildung 

und GGH Entstehung. 

HBs hemmt in Mäusen auf BALB/c Hintergrund (BALB/c und IRF3/7 KO) den Abbau 

durch Blockade später Stadien von Autophagie (gestörter Flux). Dies verhindert den 

Abbau von HBV durch Autophagie und lässt Autophagosomen akkumulieren, die 

HBV zur Behüllung benötigt. Ebenfalls akkumulierten durch HBs auch Lysosomen, 

in denen der Abbau stattfinden würde. 

Dabei akkumulierten durch HBs mehr Autophagosomen in BALB/c TG als in IRF3/7 

KO TG Mäusen. Das legt eine zusätzliche Induktion von Autophagie durch die 

Interferonantwort in BALB/c nahe. Bei intakter Interferonantwort wird die 

Aggregatbildung und Bildung von GGHs verhindert. Möglicherweise entsteht dieser 

Effekt durch eine interferonabhängige Regulation von mTORC1, einem 

Schlüsselregulator der Autophagieinitiation. 

Unsere Ergebnisse liefern neue Einblicke in die Interaktion zwischen HBV, 

Autophagie und der antiviralen Immunantwort und tragen zum Verständnis der 

Pathogenese der CHB bei.  
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6 Summary (English) 

Autophagy is a central catabolic metabolic pathway that mediates the degradation 

of intracellular components such as protein aggregates and organelles. Intracellular 

pathogens have developed mechanisms to evade degradation through autophagy. 

Hepatitis-B-Virus (HBV) utilizes such protective mechanisms and recruits 

autophagosomes for the formation of its viral envelope. 

In chronic hepatitis B infection (CHB), characterized by an insufficient immune 

response, aggregates of lipids and HBV surface proteins (HBsAg) form in infected 

hepatocytes, known as Ground Glass Hepatocytes (GGHs). These are typical 

histological features of CHB. 

The aim of this study was to better understand the composition and formation of 

GGHs. We investigated the influence of the antiviral interferon response, the 

endoplasmic reticulum (ER) stress response, and genetic factors of the mouse 

strain. For this purpose, we conducted an in-vivo analysis of a HBsAg 

overexpression model. The transgenic mice expressed the HBV surface proteins 

SHBs, MHBs, and LHBs in the liver. To analyze the influence of the interferon 

response, an IRF3/7 knockout (KO) was used to suppress the type I interferon 

signaling cascade. Genetic factors were evaluated by comparing BALB/c and 

C57BL/6 mice. 

We demonstrated that HBsAg induces ER-stress, which can trigger autophagy, 

independently of mouse strain and interferon response. Additionally, we confirmed 

the successful knockout of the interferon response through IRF3/7 KO. However, 

HBsAg does not activate the interferon response in IRF3/7 KO or C57BL/6 mice, 

which could otherwise stimulate autophagy induction. In absence of the interferon 

response, we observed pronounced aggregate formation with the development of 

Ground Glass Hepatocytes. 

In all BALB/c mice, HBsAg inhibits degradation through autophagy (impaired flux). 

This prevents the degradation of HBV via autophagy. Lysosomes, where autophagic 

degradation occurs, also accumulate. 

Furthermore, we observed that the interferon response induces autophagy by 

stimulating its early stages. With an intact interferon response, aggregate formation, 

and the development of GGHs are prevented. This effect may be mediated by 

interferon-dependent regulation of mTORC1, a key regulator of autophagy initiation. 

Our findings provide new insights into the complex interaction between HBV, 

autophagy, and the antiviral immune response, contributing to a better 

understanding of the pathogenesis of chronic hepatitis B. 
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7 Abkürzungsverzeichnis 

Abkürzung: Beschreibung: Entrez 

ID: 

°C  Grad Celsius  

3-MA 3-Methyladenin  

A. Arterie, lat. Arteria, Plural: Aa.: Arteriae  

ADP Adenosindiphosphat  

Ag Antigen  

AHB akute Hepatitis-B-Virus Infektion  

Ak Antikörper  

AL  Autolysosom, Mischvesikel aus Autophagosom und Lysosom  

ALS amyotrophe Lateralsklerose   

AMP Adenosinmonophosphat auch Adenylat  

AMPK  AMP-aktivierte Proteinkinase  

AP Autophagosom, Vesikel der Autophagie   

AP  Alkalische Phosphatase Reaktion zur Entwicklung von Westernblots  

APS  Ammoniumpersulfat  

AS Aminosäuren  

ATF3 Activating transcription factor 3  

ATF4 Activating transcription factor 4  

ATF6 Activating transcription factor 6  

ATG10 Autophagy-related protein 10 83734 

ATG101 C12orf44, Autophagy-related protein 101; Teil des ULK-Komplex 60673 

ATG12 Autophagy-related protein 12 9140 

ATG13 Autophagy-related protein 13; Teil des ULK-Komplex 9776 

ATG14 Autophagy-related protein 14 22863 

ATG16L1 Autophagy-related protein 16 like 1 55054 

ATG3 Autophagy-related protein 3 64422 

ATG4  Autophagy-related protein 4 23192 

ATG5 Autophagy-related protein 9 79065 

ATG7  Autophagy-related protein 7 10533 

ATG8  Autophagy-related protein 8 852200 

ATG9  Autophagy-related protein 9  

ATG-Gene  AuTophaGy-related-Gene   

ATP  Adenosintriphosphat  

ATPase Adenosintriphosphatase, spaltet ATP in ADP und Phosphat (P)   

BALB/c  Mäuse des BALB/c Stammes  

BCIP  5-bromo-4-chloro-3'-indolyphosphate ptoluidine Salt  

Bcl-2 B-cell lymphoma 2; BCL2 apoptosis regulator 596 

BECN1 Beclin-1; Coiled-coil myosin-like BCL2-interacting protein 8678 

BiP  Binding immunoglobulin protein; auch HSPA5, GRP78   

C57BL/6  Mäuse des C57BL/6 Stammes  

ca. circa, ungefähr, etwa  

cAMP cyclic adenosine monophosphate  
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cccDNA  covalently closed circular DNA  

CD4 cluster of differentiation 4  

cDNA complementary DNA  

cGAS  Cyclic GMP-AMP synthase, zytosolischer DNA Sensor 115004 

CHB chronische Hepatitis-B-Virus Infektion  

CMA Chaperone-mediated autophagy, Chaperon-vermittelte Autophagie   

CO2 Kohlendioxid  

DAPI  4′  -Diamidin-2-phenylindol - Fluoreszenzfarbstoff zur Anfärbung von DNA 

und damit Zellkernen 

 

dest. destilliert  

DNA Desoxyribonukleinsäure (DNS), deoxyribonucleic acid (DNA)  

DR5 Death-Receptor 5   

dsRNA  Doppelstrang-RNA, double-stranded RNA  

E1/E2/E3 Ubiquitinligasen, welche die 3 Schritte der Ubiquitinierung katalysieren.  

e   α  u                             α  

EM Elektronenmikroskopie   

ESCRT endosomal sorting complexes required for transport  

et al. et alii: und andere  

Flux  Abbaurate der Autophagie, Eine Erhöhung des Flux bedeutet, dass mehr 

durch Autophagie abgebaut wird. 

 

FOXO  Forkhead-Box-Protein O, Familie mit mehreren nummerierten Proteinen  

GABAAR GABA (A) Rezeptor  

GABARAP  GABAAR-assoziiertes-Protein, humanes ATG8 homolog, mit den Isoformen: 

GABARAP, GABARAPL1 und GABARAPL2 

 

GFP grün fluoreszierende Protein; green fluorescent protein; UniProt: P42212  

GGHs Ground Glass Hepatocytes - Milchglashepatozyten  

H+  Nukleus des Wasserstoffatoms (H) ohne Elektron, daher ein Proton  

HBcAg C (core, Kern) Antigen des HBV  

HBeAg E Antigen des HBV, exkretorisch  

HBs HBV-Oberflächenproteine bestehend aus SHB/MHB/LHB    

HBsAg Antigen der HBV-Oberflächenproteine bestehend aus SHB/MHB/LHB   

HBV Hepatitis-B-Virus   

HBx X Protein des HBV  

HCC Leberzellkarzinom, Hepatocelluläres Carcinom  

HCV Hepatitis C Virus   

HE Hämatoxylin-Eosin-(Färbung)   

HIV Humanes Immundefizienz-Virus   

HRP  Horseradish Peroxidase zur Entwicklung von Westernblots auf 

fotografischem Film. 

 

Hsp70  heat shock proteins 70kDa, HSPA1A 3303 

HSV-1 Herpes-simplex-Virus-1  

IF Immunofluoreszenz, histologische Methode  

IFI6 Interferon alpha-inducible protein 6  

IFIT1  Interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 1 3434 

IFN Interferon  
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IFNAR1/2 interferon alpha and beta receptor subunit 1/2 3454; 

3455 

IHC  Immunhistochemie  

IM/PH Isolationsmembran/Phagophore der frühen Autophagie  

  E1α inositol-  qu    g   z      α  

IRF3/7  Interferon regulatory factor 3 und 7  

IRF9  Interferon regulatory factor 9 10379 

ISG15 Interferon-stimulated gene 15 9636 

ISGs  Interferon stimulierte Gene  

ISRE IFN-stimulated response element  

IU Internationale Einheit, international unit  

JAK Januskinasen   

JAK1  Januskinase 1 3716 

kDa Kilodalton, Masseinheit  

KEAP1  Kelch-like ECH-associated protein 1 9817 

KO  Knockout, hier: Mäuse, die einen IRF3/7 Knockout tragen  

LAMP-1  lysosome-associated membrane protein type 1  

LAMP-2A  lysosome-associated membrane protein type 2A 3920 

LC3 MAP1LC3: ATG8 Homolog, Bindet z. B. p62 an Autophagosomen, beinhaltet 

mehrere Isoformen 

 

LC3A Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3A; MAP1LC3A;  84557 

LC3B Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3B; MAP1LC3B;  81631 

LC3C Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3C; MAP1LC3C;  440738 

LC3-I aktivierte Form von LC3  

LC3-II  aktivierte, membranständige Form von LC3 der Autophagosomenmembran  

LD Lipid droplets  

LHB L (large) Protein von HBsAg des HBV  

LIR LC3-interagierende Region des p62 Proteins  

LPS Lipopolysaccharid  

MAPK MAP (mitogen-activated protein) Kinase  

MASH Metabolische Dysfunktion-assoziierte Steatohepatitis (ehemals NASH)  

MASLD Metabolische Dysfunktion-assoziierte steatotische Lebererkrankung 

(ehemals NAFLD) 

 

MAVS  Mitochondrial antiviral signalling protein 57506 

MDA5 melanoma differentiation-associated protein 5, ein RIG-I-like Rezeptor 64135 

MeV Masernvirus   

MHB M (middle) Protein von HBsAg des HBV  

min Minuten  

ml Milliliter, entsprechend einem tausendstel Liter  

mTOR mechanistic Target of Rapamycin  

mTORC mechanistic Target of Rapamycin Complex  

mTORC1 mammalian target of rapamycin complex 1 2475 

MVBs multivesicular bodies  

NDP52 Nuclear dot protein 52; auch CALCOCO2: calcium binding and coiled-coil 

domain 2, ein Autophagierezeptor (SLR) 

10241 
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NFkB  nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells, 

Transkriptionsfaktor 

 

Nrf2  Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 4780 

NTCP  Natrium-Gallensäuren-Cotransporter (Na+-taurocholate cotransporting 

polypeptide) 

 

OAS  interferon-induced oligoadenylate synthetase  

OAS1a 2'-5'-oligoadenylate synthetase 1, IFI-4, OIAS, OIASI, E18/E16 4938 

OPTN  Optineurin, ein Autophagierezeptor (SLR) 10133 

ORF open reading frame; offener Leserahmen  

P Phosphat, meist zur Kennzeichnung einer posttranslationalen Modifikation 

durch Phosphorylierung 

 

p62  ubiquitin-binding protein p62 [62kDa], SQSTM1, Sequestosome-1 8878 

Parkin  Ubiquitin-Protein-Ligase Parkin 5071 

PE Phosphatidylethanolamin, auch Kephaline, ein Phosphoglycerid zellulärer 

Membranen 

 

PERK  protein kinase R (PKR)-like endoplasmic reticulum kinase  

pgRNA  prägenomische RNA (des HBV)  

PI3K-

Komplex  

class III phosphatidylinositol 3-kinase Komplex, bestehend aus ATG14-

BECN1-PIK3C3-PIK3R4 

 

PIK3C3 Phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit type 3 5289 

PIK3R4 Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit 4 30849 

PINK1  PTEN [Phosphatase and tensin homolog]-induced kinase 1 5728 

PKA  Proteinkinase A  

PKR Proteinkinase R, auch eukaryotic translation initiation factor 2-alpha kinase 

2, EIF2AK2 

5610 

PRRs Pattern Recognition Receptors: deutsch etwa 

"Mustererkennungsrezeptoren" 

 

PV Poliomyelitis-Virus   

PVDF Polyvinylidenfluorid   

qPCR qPCR: quantitative Real Time Polymerasekettenreaktion  

Rab7/22/24 Ras-related protein Rab-7/22/24  7879; 

57403; 

53917 

RB1CC1 RB1[Retinoblastom-Protein]-inducible coiled-coil protein 1; Teil des ULK-

Komplex 

9821 

rcDNA  relaxed circular DNA  

RIDD regulated IRE1-dependent decay  

RIG-I retinoic acid-inducible gene I, zytosolischer PRR 23586 

RNA Ribonukleinsäure (RNS), ribonucleic acid (RNA)  

RNAse  Ribonuklease  

ROS englisch: reactive oxygen species; Reaktive Sauerstoffspezies  

Rubicon  run domain Beclin-1-interacting and cysteine-rich domain-containing 

protein 

 

SDS  sodium dodecyl Sulphate  
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Ser z. B. Ser349: Serin (Aminosäure), Phosphorylierungsstelle in einem Protein 

bei Angabe einer Nummer 

 

SHB S (small) Protein von HBsAg des HBV  

SLD Steatotische Lebererkrankung  

SLR sequestosome 1-like receptors, Proteine deren Funktion p62 ähnelt  

SNAP29  Synaptosomal-associated protein 29, vermittels Vesikelfusion 9342 

SPF Specific-Pathogen-Free, besondere Versuchstierhaltung  

ssRNA  Einzelstrang-RNA, single-stranded RNA  

STAT1/2 signal transducer and activator of transcription 1/2  

STING Stimulator of interferon genes (STING), auch transmembrane protein 173 

(TMEM173) und MPYS/MITA/ERIS 

340061 

TA Transaminasen, Leberentzyme die bei Schädigung der Hepatozyten 

freigesetzt werden 

 

TG  Transgen, hier: Mäuse die HBV-Oberflächenproteine exprimieren (siehe 

Hepatitis B Insert) 

 

TLR Toll-Like-Rezeptor  

TNF Tumornekrosefaktor  

TSC1/2 Komplex aus TSC1 (Hamartin) und TSC2 (Tuberin) welcher mTOR hemmt 7248; 

7249 

TYK2 Januskinase: Non-receptor tyrosine-protein kinase 2  7297 

UBA Ubiquitin-bindende Domäne des p62 Proteins  

ULK1/2 Unc-51 like autophagy activating kinase 1/2; Teil des ULK-Komplex 8408; 

9706 

ULK-Komplex ULK1/2-ATG13-RB1CC1-ATG101 Komplex   

UPR Unfolded-Protein-Response   

UVRAG  UV irradiationresistance-associated gene  

V. Vene, lat. Vena, Plural: Vv.: Venae  

VAMP3  Vesicle-associated membrane protein 3 9341 

VAMP7 Vesicle-associated membrane protein 7 6845 

VAMP8 Vesicle-associated membrane protein 8 8673 

VAMP9 Vesicle-associated membrane protein 9 102639

650 

vs. versus, lateinisch: gegen  

W Wochen  

WB Westernblot auch Western Blot  

WT  Wildtyp, hier Mäuse des Wildtyps, welche keine HBV-Oberflächenproteine 

exprimieren. 

 

z. B. zum Beispiel  
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