Expressionsanalysen von hepatischen microRNA in

murinen Langzeit-Modellen der hepatischen Cholestase

Inauguraldissertation
zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
des Fachbereichs Medizin

der Justus-Liebig-Universitat GielRen

Vorgelegt
von
Tilman Wiirger

aus Freiburg im Breisgau (Baden-Wirttemberg)

Gielen, 2020



Aus dem Zentrum fur Innere Medizin
Schwerpunkt Gastroenterologie
Leiterin: Prof. Dr. med. Elke Roeb

des Fachbereichs Medizin der Justus-Liebig-Universitat Giel3en

Betreuerin: Prof. Dr. med. Elke Roeb

Gutachter: PD Dr. med. Jochen Pdling

Tag der Disputation: 11. November 2020



Konzeptionelle Uberlegungen wurden im Rahmen folgender Verdffentlichungen getatigt

und Teile dieser Arbeit unter folgenden Titeln publiziert:

Originalarbeiten:

»Pathological impact of hepatitis B virus surface proteins on the liver is
associated with the host genetic background*

Churin Y, Roderfeld M, Stiefel J, Wirger T, Schréder D, Matono T; Mollenkopf HJ;
Montalbano R; Pompaiah M; Reifenberg K; Zahner D; Ocker M; Gerlich W; Glebe D;
Roeb E (2014)

PLoS ONE 9(3): €90608. doi:10.1371/journal.pone.0090608 [1]

Abstracts und Posterbeitrage:

1)

2)

3)

,Verstirkte hepatische Expression neuer MicroRNA bei ABCB4"- Mausen im
Langzeitmodell*

T Wirger, Y Churin, M Roderfeld, E Roeb

131. Jahrestagung der GASL, 30. — 31.01.2015, Miinchen

Posterprasentation 1.51

Z Gastroenterol 2015; 53: 1-66, Georg Thieme Verlag KG Stuttgart New York [2]

»,Direkte proapoptotische und onkogene Effekte des
Hepatitis-B-Oberflachenproteins in der Leber HBV-transgener Mause*“

Wirger T, Churin Y, Roderfeld M, Stiefel J, Reifenberg K, Mollenkopf H-J, Schréder
D, Montalbano R, Ocker M, Glebe D, Roeb E

22. Kongress der MGG, 03. — 04.05.2013, Frankfurt

Posterprasentation No.: 15022013_abs088

Gastroenterologe 2013, 4: 362, Springer Verlag Berlin Heidelberg [3]

»Direkte zytotoxische Effekte des Hepatitis-B-Virus-Oberflachenproteins in der
Leber*

Y Churin, T Wirger, M Roderfeld, J Stiefel, K Reifenberg, HJ Mollenkopf, D Schroder,
R Montalbano, M Ocker, D Glebe, E Roeb

129. Jahrestagung der GASL, 25. — 26.01.2013, Hannover

Posterprasentation 5.07

Z Gastroenterol 2013, 51: 1-167, Georg Thieme Verlag KG Stuttgart New York [4]



Mama, Papa: Danke.



I Inhaltsverzeichnis

I = 1 | I = 1 1 1
R T e o] U 1
1.1.1  Geschichte der MICrORNA ... ..o e 2
1.1.2 Entwicklung der microRNA-assoziierten Publikationen ..................ceevvviviiiiiieininiiniiinnnns 2
1.1.3 Biogenese der MICTORNA ... ... .. e e e e e e e 3
1.1.3.1  MicroRNA-Biogenese iM ZEIKErN ............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 3
1.1.3.2 MicroRNA-Biogenese im Zytoplasma .............uuuuuuiuuiimiiiiiiiiiiiiiiiieiiniieeeeeeeeeeeeee. 5
1.1.3.3 Aufbau des microRNA-induced-silencing-complex (MiRISC)..........cccccccoviiiiinnnnen. 6

1.1.4 Interaktion zwischen microRNA und der Ziel-mRNA ... 7
1.1.4.1  Mechanismen der microRNA-vermittelten Translationsinhibition ..................ccc....... 9

1.1.4.2  Strukturelle Merkmale und Protein-Interaktion der mRNA als Grundlage fir die

MICFORNA-MRNA-INtEraktion............cooviviii 9

1.1.4.3 Mechanismus der Repression nach Translationsinitiation ................cccccc.... 10

1.1.4.4 Mechanismus der Repression wahrend der Translationsinitiation......................... 11

1.1.4.5 Mechanismus der Degradation der Ziel-mRNA ..., 11

1.2 Leber und CholeStase ........oooiiiiiiiiiieie e 13
1.2.1 Physiologische Grundlagen.............cooo oo 13
1.2.2 Murine Cholestase-Modelle............ooiiiiiiiiii e 14
1.2.2.1  ABCB4”-MauSMOGEII.........coiiuiiiiiiieieeiieeie ettt 14

1.2.3 Expressionsanderungen von microRNA in cholestatischen Lebererkrankungen........... 16

1.3 HepatitisS-B-VirUs ... e e 18
1.3.1 Aufbau des Hepatitis-B-Virus ..........cooooiiiiiiii e 18
1.3.2 Replikation des Hepatitis-B-Virus ... 19
1.3.3 Verlaufsformen der Hepatitis-B-Virusinfektion..............cccooiiiiiiiiiiiieeeeee e 21
1.3.3.1  AKute ViIrushepatitis. ........ooooiiiiii e 21

1.3.3.2  Chronische ViruShepatitiS ............uuuuuuuuiuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiiireeieeerererere. 21

1.3.4 Modell der HBs-transSgenen MaUS ...........cc.uuiiiiiiiiiiiiiiiee e 22
1.3.5 Expressionsanderungen von microRNA bei Infektion mit dem Hepatitis-B-Virus .......... 24

2 ZIELSETZUNG DIESER ARBEIT........onnnnnnnnnnsnsnnnnnsnns s nssssnnn s nnnnnsnnnnns 27
3 ERGEBNISSE..........cooeeeeeeiiiieieiieeeeieeeseseesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsanssssnsnnnsnsnnnnnnnnns 28

3.1 Array-Analysen in Lebergewebe von weiblichen HBVTg-ABCB4"-M&usen im Alter

A7 L0 T G Ao T = o 28
3.1.1 Ergebnisse des MICrORNA-PCR-AITAY .......ciiiiiiiiiiiiiieee et a e 28
3.1.2 Ergebnisse deS MICTO-ATITAY ........ccoeiiiiuiiiiiiiieee et e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e eennnes 31

3.1.2.1  Verstarkt exprimierte microRNA mit einer Signalintensitat von mindestens 500.... 32
3.1.2.2 Vermindert exprimierte microRNA mit einer Signalintensitat von mindestens 500. 33
3.1.2.3 Verstarkt oder vermindert exprimierte microRNA mit einer Signalintensitat von

UNEEE SO0 ....ciiiiiiiiiiiiii it 34



I Inhaltsverzeichnis

3.2 Weiterfihrende Expressionsanalysen einzelner microRNA mittels gRT-PCR ........... 38
3.2.1 MiR-199a-3p in HBVTg-, ABCB4"- und HBVTg-ABCB4’-Mausen
im Alter von 8, 16, 26 UNd 52 WOCKhEN .........oeeeieeeeeeeeee e 38
3.2.2 MiR-182a-5p in HBVTg-, ABCB4"- und HBVTg-ABCB4’-Mausen
im Alter von 8, 16, 26 UNd 52 WOCKhEN .........oeeieeeeeeeeeeeee e 39
3.2.3 MiR-21a-5p in HBVTg-, ABCB47- und HBVTg-ABCB4"-Mausen
im Alter von 8, 16, 26 UNd 52 WOCKhEN ........ e 40
3.24 MiR-122-5p in HBVTg-, ABCB47- und HBVTg-ABCB4"-Mausen
im Alter von 8, 16, 26 UNd 52 WOCKhEN .........oeeieeeee e 42
3.2.5 MiR-23a-3p in HBVTg-, ABCB47- und HBVTg-ABCB4"-Mausen
im Alter von 8, 16, 26 UNd 52 WOCKhEN .........oeeieeeeeeeeeeeeee e 44
3.2.6 MiR-101a-3p in HBVTg-, ABCB4"- und HBVTg-ABCB4’-Mausen
im Alter von 8, 16, 26 UnNd 52 WOCKhEN .........ooeeieeeeeeeeeeeeeee e 45
4 DISKUSSION........onnnnsssnnnssn s s s s s s snsssssssssssssssssssssssssssnsnnnsnnnnnnnnnn 47
4.1 Konzeptionelle UDEHEGUNGEN .........cc.oveueiueeeeieeeeeeteeteeeeee et e e 47
4.2 ErgebnisdiSKUSSION ......ouuniieie et 49
421 MIR-T998-3D .. eeiiiiiieeeiie ettt e et e et e et e e st e e s e e e seeeeaaeeenns e e et e e antaeeenneeennes 50
.22 MIR-T82-5D ...ttt e e e e et e e nr e e e naeeenaes 51
4.2.3  MIR-218-5P .ttt e e et e e n it e et e e ataeeenneeeenns 52
424 MIR-T22-5D ..ottt ettt e et e et e e e e et e et e e et e e enraeenneeennes 53
4.2.5  MIR-238-3D . i iiiiieiie ettt ettt et e e et e e e aeeenaaeeneeeenaeeenes 55
4.2.6 MIR-T0T@ 3D coiiuiieiiiiieeie ettt e ettt e et e et e e st e e et eeeseeeeaaeeenaseeenaeeeansaeenneeennes 56
4.3 Limitationen der vorliegenden Arbeit ..o 58
4.3.1 Verwendete TiermOdelle ......... ..o e e e e e e e e e 58
4.3.2 Verwendete AnalysemethOden...........ooooiiiiiiiiiiiiii e 59
4.3.3 Thematik im Hinblick auf den aktuellen Forschungsstand...............cccccccoiiiiiiiiiiieennnnn. 59
4.4 ZUuSamMMENTASSUNG. ....ceiiiiiiiiiiiiie ittt e e e e e e et e e e e e e e e e aeeeea e s 60
TS T 0] o =T 61
I U = o] [T U 63
5 MATERIAL UND METHODEN.........ccoomiiieeeieeeeieeeeeeeeeeeeessessssssssssssssssssssssssssssssssssssnssnnns 65
5.1 Verwendete Gerate und Materialien ................uueeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiieiiieieeeeeeaeeeenneeenenes 65
5.1.1  Gerate UNd SOtWAIE ......c.uuiiiiei et 65
5.1.2 KOmMMEIZIEIE KItS .....oeeeeeeeeieee et e e e e e e e e e e e e e e e e e e nnes 67
5.1.3 Verbrauchsmaterialien ..............oooo i e e e e e 67
5.1.4 Chemikalien und REAgENZIEN.......ccooiiiiiiiiiiiiee et 68
5.1.5 TagMan Primer-ASSAYS.........cueeiiiiiiiiiiieetiee e e e et e e e e e e st e e e e e e e e sssaeeeeeaeeeeeasnnees 69
5.2 MaUSMOAEIIE. ... ..ot ettt e e e e e e eeeataa e e e e aeeeenees 70

5.2.1 Ubersicht der Mausmodelle sowie ZulassungSNUMMENN................ccceeveerueeeeeeueeenennns 70



I Inhaltsverzeichnis

5.2.2 Herkunft, genetische Abstammung sowie Kreuzung der Mausmodelle......................... 71
5.2.2.1 BALB/c-Tg(AIbTHBV) und BALB/C-WH ......eeiiiieiiiiiiee e 71
5.2.2.2  BALB/C-ABCBA™ ..ottt 71
5.2.2.3 BALB/C-ABCB47-TG(ALBTHBV) ......cuiitieiiiiieie ettt 72

5.2.3 Probenentnahme, -verarbeitung und -lagerung.............cccoooiiiiiiiiiieiiiieiieee e 72

5.3 Molekularbiologische Methoden .................uuuiiiiiiiiiiiiiiii e 72

5.3.1  RNACISOHIEIUNG. ...ttt e e e e et e e e e e e e et e e e e e e eeeannns 72

5.3.2 Bestimmung des RNA-Gehalts mittels Spektrophotometer .............ccccooiiiiiiiiiinniin, 73

5.3.3 RNA-Agarose-GeleleKtrophorese ..............cooiiiiiiiiiiiiiiii e 75

5.3.4 Transkription von MIiCroORNA ZU CDNA ..o 77
5.3.4.1 Reverse Transkription unter Verwendung des miScript Il RT Kit.............cccccceeee. 78
5.3.4.2 Reverse Transkription unter Verwendung des TagMan-Assays .............ccccceeeeenn. 80

5.3.5 Quantitative Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion (QRT-PCR) ..........ccccoiiiiiiiininnnis 82
5.3.5.1  Prinzip der Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion..............ccccccccooiiii 82
5.3.5.2 Funktionsprinzip der gRT-PCR unter Verwendung von SYBR-Green................... 83
5.3.5.3 Funktionsprinzip der gRT-PCR unter Verwendung von TagMan-Sonden ............. 84
5.3.5.4 Versuchsansatz qRT-PCR — Qiagen miFinder PCR-Array .........ccccccceviiiiiineenennn. 84
5.3.5.5 Ansatz gRT-PCT - TagMan-ASSaAY...........ceeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee et 86

5.3.6 QRT-PCR-MESSUNG....cceiiiiiiiiiiiiiee ettt e e e e e ettt e e e e e e e et et e e e e e e eeanannns 87
5.3.6.1 gRT-PCR-Messung - miFinder PCR-AITAY...........cccuuiiiiiiiaaiiiiiiiie e 88
5.3.6.2 gRT-PCR-Messung — TagMan-ASSaY ........ccccueeiiiiiuuiiiiiaaaaaaaaiiiiieeeaa e e aneeeeeeaeens 89

5.3.7  MICTORNA-MICIO-AITAY ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e anatnereeeeeeeaannnns 89
5.3.7.1  Probenpraparation fir den microRNA miCro-Array ..........cccccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiininn, 91

5.4 Datenbearbeitung Und AUSWEITUNG ..........uuuuumimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeieeeeeeeeeeeeeeaeeeneeneenenes 91

5.4.1 Messergebnisse des Mouse miFinder PCR-AITaAY.........ccooiiiiiiiiiiiiiiieiiiieeeee e 91

5.4.2 Messergebnisse der qRT-PCR mit TagMan-ASSaysS .........cccevuiiiiiiiiieeiiiiiiiiieeee e 91

5.4.3 Messergebnisse des MICIO-AITAY ......cc..uuuiiiiiiiiiiiiiiiee e e e e e e e e eennaes 91

6 LITERATURVERZEICHNIS.........cooeeeeeeeeeeeeeeteeeeeeeseessssssessssssssssssssssssssssssssssssssssnssnnnnnns 92
7 EHRENWORTLICHE ERKLARUNG .........coceeteteeeeeneeeesaesseesesesssessessesssssssssssseseenes 116

8  DANKSAGUNG. ...ttt ar e r e e an e e e an e e nnnnnns 117



Einleitung

1 Einleitung

1.1 MicroRNA

Unter dem Begriff microRNA (syn.: miRNA, miR) werden einzelstrangige, nicht-kodie-
rende RNA-Molekile mit einer Lange von 22-25 Nukleotiden zusammengefasst, welche
durch Bindung an unterschiedlichen Regionen von messengerRNA (mRNA) zu einer
Blockade der Translation in funktionsfahige Proteine oder zu einer vollstandigen Degra-
dation der entsprechenden mRNA fiihren kdnnen [5-7]. Durch diese Interaktion greifen
diese RNA, welche meist mehrere hundert Zielsequenzen besitzen, entscheidend in die
posttranskriptionelle Regulation der Genexpression ein [8—10].

In den letzten Jahren wurde die Forschung auf diesem Gebiet intensiviert, sodass zu-
nehmend neue microRNA entdeckt wurden. Allein in der Gattung Homo sapiens sind
mehr als 2500 verschiedene microRNA-Molekiile bekannt. Schatzungen gehen davon
aus, dass 30% bis 60% der proteinkodierenden Gene von Saugetieren unter dem Ein-
fluss von microRNA stehen [10-13].

MicroRNA spielen physiologisch eine bedeutende Rolle in biologischen Prozessen [14—
19]. Aufgrund ihrer Funktionen wird dieser Klasse von RNA-Molekiilen eine grolie Be-
deutung bei der Entstehung sowie der Modulation von Erkrankungen zugeschrieben [20,
21]. Von besonderem Interesse sind beispielsweise die microRNA-Expressionsmuster
in diversen Tumoren [22, 23].

Praxisnah wird aktuell die Verwendung von microRNA als zirkulierender Biomarker zur
Friherkennung verschiedenster Erkrankungen diskutiert [24—28]. Ein langfristiges Ziel
ist es, microRNA als potenzielles Ziel pharmakologischer Interventionen oder als eigene
Medikamentenklasse zu etablieren [29—-33]. Aktuell befindet sich diese Entwicklung je-
doch noch in einem Anfangsstadium und bis zum mdglichen Einsatz von microRNA als

therapeutisches Mittel wird noch viel Zeit vergehen.
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Es ist einerseits notwendig, die mdglichen Zielsequenzen einzelner microRNA zu erken-
nen, deren Funktion zu verstehen und anschlieRend in einen Kontext mit der Atiopatho-
genese verschiedener Krankheiten zu bringen. Andererseits missen die Expressions-
anderungen dieser RNA-Klasse sowohl in der physiologischen Entwicklung als auch in
Pathologien untersucht werden. Mit einer Kombination dieser beiden Wege |asst sich ein
umfassendes Bild der Funktionen und des Potentials von microRNA erstellen, welche in
zukunftigen Untersuchungen und letztendlich zu therapeutischen Zwecken genutzt wer-

den konnten.

1.1.1  Geschichte der microRNA

Im Jahr 1993 beschrieben Victor Ambros und Rosalind Lee im Fadenwurm Caenorhab-
ditis elegans (C. elegans) erstmals das Gen lin-4, welches nicht fiir ein Protein kodierte,
sondern fir zwei kurze, aus 22 beziehungsweise 61 Nukleotiden bestehenden, RNA-
Molekile. Diese RNA wiesen Sequenzen auf, welche komplementar zu Abschnitten der
3‘-untranslatierten Region der mRNA fiir das Protein lin-14 waren. Die Autoren bezeich-
neten diese RNA aufgrund ihrer Expressionsanderung zu unterschiedlichen Zeitpunkten
der Larvenentwicklung von C. elegans zunachst als stRNA (small temporal RNA) und
zeigten, dass die Translation von lin-14 durch eine RNA-RNA-Interaktion inhibitorisch
beeinflusst wurde [34]. Diese Beeinflussung auf posttranskriptioneller Ebene wurde zu-
nachst als ein seltener Vorgang angesehen. Um die Jahrtausendwende kam allerdings
eine Arbeitsgruppe in Harvard zu vergleichbaren Ergebnissen [35], sodass eine Neube-
wertung der kurzen RNA-Molekile erfolgte. Durch eine Vielzahl in der Folgezeit verof-
fentlichter wissenschaftlicher Arbeiten und dem daraus generierten Erkenntnisgewinn
wurde diese Klasse nicht-kodierender RNA ab 2001 unter der Bezeichnung der

microRNA zusammengefasst [36—41].

1.1.2 Entwicklung der microRNA-assoziierten Publikationen

Das steigende Interesse der Forschung an microRNA Iasst sich anhand Analysen der
Meta-Datenbank PubMed (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) nachvollziehen. Eine Re-
cherche nach den Begriffen miR, miRNA und microRNA zeigt einen exponentiellen An-
stieg der microRNA-bezogenen Veroffentlichungen in den letzten Jahren [42]. Eine ver-
gleichbare Entwicklung lasst sich in den vergangenen Jahren auch im Hinblick auf online
verfigbare Datenbanken mit Informationen zu microRNA feststellen.

Die bekannteste und umfangreichste dieser Datenbanken ist miRBase (www.mir-
base.org). Seit ihrer Griindung im Jahr 2002 ist der Umfang Uber die Jahre auf Uber

38.000 Eintrage angewachsen.
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1.1.3 Biogenese der microRNA

Die microRNA-Biogenese umfasst eine Vielzahl von Prozessierungsschritten und findet
sowohl im Zellkern (siehe Kapitel 1.1.3.1) als auch im Zytoplasma (siehe Kapitel 1.1.3.2)
statt [43, 44].

1.1.3.1 MicroRNA-Biogenese im Zellkern

Rund die Halfte der Gene, welche fir microRNA codieren, ist im Genom entweder mo-
nocistronisch mit eigenen oder polycistronisch in Clustern mit gemeinsamen Promotoren
organisiert. Analysen haben zudem ergeben, dass diese Transkriptionseinheiten mehr
als 1 kb von bekannten Genen entfernt sind und zum Teil eine antisense-Orientierung
aufweisen. Aufgrund dieser Befunde wird angenommen, dass microRNA mit dieser Lo-
kalisation unabhangig von weiteren Genen transkribiert werden [45].

Auf der anderen Seite ist ein quantitativ ahnlich gro3er Teil der microRNA-Gene intro-
nisch in proteinkodierenden Genen und in Transkripten von long-non-coding RNA loka-
lisiert und wird aus diesem Grund als Mirtrons bezeichnet [46]. Diese microRNA werden
gemeinsam mit den entsprechenden Genen transkribiert [8, 47-49], besitzen zum Teil
aber auch eigene Promotoren [50, 51]. Die Genlokalisation entscheidet Giber den Syn-
theseweg: microRNA, deren Gene mono- oder polycistronisch organisiert sind, entste-
hen Uber den sogenannten kanonischen Weg, wohingegen Mirtrons Uber einen alterna-
tiven, nicht-kanonischen Syntheseweg prozessiert werden [52].

Der kanonische Weg beginnt mit der Translation durch die DNA-abhangige RNA-Poly-
merase |l und in einigen Féllen durch die RNA-Polymerase Il (Abbildung 1, (1) [53].
Das dabei entstehende Primartranskript hat eine Lange von 500 bis 3000 Nukleotiden
und wird als pri-microRNA (primary microRNA) bezeichnet (Abbildung 1, (2)). Es weist
typischerweise eine 7-Methylguanosin-Kappe sowie einen Poly-A-Schwanz am 5‘- bzw.
3'-terminalen Ende auf und bildet eine Haarnadelstruktur [47]. In diesem Transkript sind
oft mehrere microRNA-Sequenzen zusammengefasst.

Die weitere Prozessierung erfolgt in einem Komplex (Abbildung 1, (3)), bestehend aus
dem RNAse-IlI-Enzym Drosha und dem Cofaktor DGCR8 (DiGeorge syndrome chromo-
somal region 8), welcher fir die initiale Erkennung und Bindung an die pri-microRNA
bendtigt wird [54-57]. Die resultierenden Produkte werden als pre-microRNA (precursor-
microRNA, Abbildung 1, (4)) bezeichnet. Sie sind nur noch ca. 70 Basenpaare lang, wei-
sen eine charakteristische Haarnadelstruktur auf und besitzen einen 2-Nukleotid-Uber-
hang am 3‘-terminalen Ende, welcher fiir den spateren Export in das Zytoplasma und

die weitere Prozessierung von Bedeutung ist [58-60].
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Abbildung 1:  Abschnitte der microRNA-Biogenese im Zellkern.

Dargestellt sind sowohl der kanonische als auch ein nicht-kanonischer Syntheseweg. Der
kanonische Syntheseweg beginnt mit der Transkription (1) von microRNA-codierenden Ge-
nen und fihrt Uber mehrere Prozessierungsschritte zu dem Zwischenprodukt pre-microRNA
(). Der nicht-kanonische Syntheseweg hingegen fiihrt (iber das Splicen von Mirtrons direkt
zur pre-microRNA. Unabhangig vom Syntheseweg wird jede pre-microRNA durch das
Transportprotein Exportin-5 (7) in das Zytoplasma exportiert, wo die Biogenese abgeschlos-
sen wird (8) (Abbildung nach [44] und [61], modifiziert).

Der nicht-kanonische Syntheseweg von Mirtrons (Abbildung 1, (5)) verlauft hingegen un-
ter Umgehung des Prozessierungskomplexes. Durch Splicing (Abbildung 1, (6)) und wei-
tere enzymatische Prozessierung entsteht ein Produkt, dessen Struktur der pre-
microRNA entspricht [62, 63]. Unabhangig vom Syntheseweg wird jegliche pre-
microRNA aufgrund ihres charakteristischen 3‘-terminalen Nukleotid-Uberhangs von
dem nukleozytoplasmatischen Transportprotein Exportin-5 (Abbildung 1, (7)) erkannt
und aktiv aus dem Zellkern in das Zytoplasma transportiert, wo die weitere Prozessie-
rung stattfindet (Abbildung 1, (8) sowie 1.1.3.2) [64].
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1.1.3.2 MicroRNA-Biogenese im Zytoplasma

JINTRNARNNINTNTIND)
microRNA*
@
GW182
Argonaute ~ Argonaute
N microRNA
Ziel-mRNA GW182

Ziel-mRNA ®

Abbildung 2:  Vereinfachte Darstellung der zytoplasmatischen Abschnitte der microRNA-Biogenese
und Formierung des miRISC (microRNA-induced silencing complex).
Zunachst erfolgt die weitere Prozessierung der pre-microRNA durch das Enzym Dicer sowie
eine Vielzahl von Cofaktoren ((1) - (3)). Die microRNA:microRNA*-Duplex wird dabei ge-
spalten, der eine Strang (microRNA*) abgebaut ((4)), der andere hingegen (microRNA) Teil
des miRISC ((5), (6)); Abbildung nach [61], modifiziert).

Die exportierten pre-microRNA werden im Zytoplasma zunachst von einem Komplex,
bestehend aus dem RNAse-IlI-Enzym Dicer und dem ds-RNA-Bindeprotein TRBP (TAR
RNA binding protein) gebunden (Abbildung 2). Dicer positioniert die pre-microRNA kor-
rekt und interagiert mit dem 3‘-terminalen Nukleotid-Uberhang, woraufhin der Loop, wel-
cher die beiden pre-microRNA-Strange miteinander verknlpft, durch die endonukleoly-
tische Funktion von Dicer abgetrennt wird (Abbildung 2, (1), dargestellt durch die Pfeile)
[65, 66]. Das Ergebnis dieser Prozessierung ist ein doppelstrangiger RNA-Komplex, des-
sen Einzelstrange eine Lange von 21-23 Nukleotiden haben, jeweils am 5-Ende phos-
phoryliert sind und am 3‘-Ende einen Uberhang von zwei Nukleotiden aufweisen.

Welcher der beiden Strange der als microRNA:microRNA* bezeichneten Duplex im wei-
teren Verlauf Teil des fur die mRNA-Interaktion verantwortlichen miRISC (miRNA-in-
duced silencing complex) wird, ist abhangig von der thermodynamischen Asymmetrie
des Doppelstrangs. Diese kommt dadurch zustande, dass Unterschiede in der Stabilitat
der einzelnen Basenpaarungen existieren und dass die Bindung zwischen den Einzel-

strangen Fehler aufweist, wodurch Strukturschwachen entstehen [67, 68].
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Das ds-RNA-Bindeprotein TRBP erkennt diese Asymmetrie und sorgt fur eine optimale
Positionierung der RNA-Duplex an der zweiten RNA-Bindungsstelle von Dicer (Abbil-
dung 2, (2)) [69]. Gemeinsam mit einem Argonaute-Protein bilden Dicer und TRBP nun
den sogenannten miRISC-loading-complex, welcher die Aufgabe besitzt, die RNA-
Duplex in das AGO-Protein zu laden. Dies geschieht mithilfe von Chaperonen und durch
Hydrolyse von ATP (Abbildung 2, (3)) [70-72].

Das AGO-Protein entwindet mit seiner N-terminalen Domane daraufhin den gebundenen
RNA-Doppelstrang und spaltet diesen. Die entstandenen Einzelstrdnge werden als
microRNA* (passenger strand, Abbildung 2, (4)) beziehungsweise als microRNA (guide
strand, Abbildung 2, (5)) bezeichnet. Der guide strand entspricht dem thermodynamisch
schwécheren Strang und wird Bestandteil des miRISC (Abbildung 2, (6)), der passenger
strand hingegen wird aus dem AGO entfernt und abgebaut. Mit diesem Schritt ist die
Biogenese der microRNA abgeschlossen. Im nachsten Schritt erfolgt die Formierung des

miRISC-Komplexes, welcher die microRNA-assoziierte Wirkung vermittelt.

1.1.3.3 Aufbau des microRNA-induced-silencing-complex (miRISC)

Der miRISC (microRNA-induced silencing complex) ist ein Konglomerat aus einer Viel-
zahl von Proteinen sowie der reifen microRNA und stellt in seiner Gesamtheit den Effek-
tor der microRNA-vermittelten Gen-Repression dar.

Die microRNA bildet hierbei das Zentrum dieses Komplexes, welches fiir die Erkennung
der Ziel-mRNA ndétig ist. Die eigentliche Funktion des miRISC besteht zum einen darin,
durch Interaktion mit weiteren Proteinen entweder die Translation einer mRNA in ein
funktionsfahiges Protein an verschieden Angriffspunkten zu blockieren oder den voll-
standigen Abbau dieser Ziel-mRNA einzuleiten [8].

Der zentrale Bestandteil des miRISC ist ein Vertreter der Argonaute-Familie (AGO), wel-
che eine heterogene Gruppe von evolutionar stark konservierten Proteinen bildet und
deren Mitglieder zentrale Funktionen in der Aktivierung und Regulation von Genen Uber-
nehmen. In Abhangigkeit von der Spezies codiert das Genom fur bis zu 27 Argonauten-
proteine. In Saugetieren sind die Subtypen AGO1 und AGO2 am Aufbau des miRISC
beteiligt. In den Spezies C. elegans und D. melanogaster werden diese Proteine als
ALG1/ALG2 beziehungsweise Argonaute1 bezeichnet [73, 74].

Argonaute-Proteine bestehen strukturell aus zwei Untereinheiten, welche insgesamt aus
vier Doméanen aufgebaut sind (siehe Abbildung 3). Die erste Untereinheit wird von der
N-terminalen- und der Piwi-Argonaut-Zwilli (PAZ)-Doméane gebildet. Die andere Un-
tereinheit wird durch die MID- und die c-terminale Domane PIWI (p-element induced

wimpy testis) aufgebaut [75]. Die PAZ-Domane ist fir die Bindung der jeweiligen
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microRNA an ihrem 2-Nukleotid-Uberhang am 3“terminalen Ende verantwortlich [76],
wohingegen die mid-Domane mit dem 5'-terminalen Ende der microRNA interagiert. Die
c-terminale PIWI-Domane ahnelt strukturell einer RNAse-H und ist fiir die katalytische
Spaltung der Ziel-mRNA essenziell [77].

Argonaute-Proteine sind durch Interaktionen mit weiteren Cofaktoren wie beispielsweise
Proteine der GW182-Familie die zentralen Effektoren des miRISC. Es konnte gezeigt
werden, dass der microRNA-vermittelte Abbau von mRNA ohne diese Proteine stark
beeintrachtigt ist [78]. Zudem erflllt der gesamte Komplex nur dann einen zielgerichteten
Effekt und eine kontrollierte regulatorische Aufgabe, wenn microRNA und Argonaute-

Protein interagieren [79].

bindet 3*- bindet 5*- katalytische
Ende der Ende der Domaéane
microRNA microRNA

Interaktion mit GW182

Abbildung 3:  Schematischer Aufbau des humanen Argonaute-2-Proteins (AGO).
AGO bestehen aus zwei Untereinheiten mit insgesamt vier Doméanen. Die erste Untereinheit
wird von der N-terminalen- und der PAZ-Domane, welche das 3‘-terminale Ende der
microRNA bindet, gebildet. Die zweite Untereinheit wird von der mid-Domane, die mit dem
5'-terminalen Ende der microRNA interagiert, und der PIWI-Domane, welche strukturell ei-

ner RNAse-H entspricht, aufgebaut (Abbildung nach [80], modifiziert).

1.1.4 Interaktion zwischen microRNA und der Ziel-mRNA

Die Interaktion einer microRNA, respektive des formierten miRISC, mit der jeweiligen
Zielsequenz einer mRNA beruht auf der Watson-Crick-Basenpaarung. Der Grad der
Komplementaritat ist hierbei von Spezies zu Spezies unterschiedlich und fuhrt zu unter-

schiedlicher nachfolgender Prozessierung (siehe Abbildung 4).
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Abbildung 4:  Grundprinzipien der microRNA-mRNA-Interaktion.
MicroRNA binden an die Ziel-mRNA durch Watson-Crick-Basenpaarung. In Pflanzen befin-
det sich diese Sequenz typischerweise in ORF, weist eine nahezu perfekte Komplementa-
ritat auf und ist fir die direkte endonukleolytische Spaltung durch AGOs wichtig. In Vielzel-
lern hingegen binden die microRNA in der 3*-UTR der mRNA lediglich in der sogenannten
seed region mit vollstdndiger Komplementaritat. Die Basenpaare 9-12 bilden eine Wdlbung
der RNA-Duplex, welche den in Pflanzen typischen Abbau durch AGOs verhindert. Das 5*-
terminale Basenpaar ist in beiden Modellen nicht an der microRNA:mRNA-Hybridisierung
beteiligt, da Uber dieses Paar die Bindung mit dem AGO realisiert wird (Abbildung nach [80],

modifiziert).

Die Effizienz der Interaktion wird zusatzlich von einer Vielzahl an Faktoren beeinflusst.
So wirkt sich das Vorkommen von Guanin-Uracil-Bindungen in der seed region oder das
Auftreten von Wolbungen in der RNA-Helix durch nicht-komplementare Basenpaare ne-
gativ aus. Auf der anderen Seite wird die Effizienz verbessert, wenn sich an Position 1
der mRNA-Sequenz ein Adenin oder an Position 9 entweder ein Adenin oder ein Uracil
befindet [82], selbst wenn die entsprechenden Nukleotide an der microRNA-mRNA-Bin-
dung nicht beteiligt sind [83]. Auch der nicht an der seed region beteiligte 3‘-terminale
Abschnitt der microRNA scheint fir die Stabilitdt der Bindung eine Rolle zu spielen. Zwar
werden in diesem Abschnitt Fehlpaarungen und daraus resultierende Strukturschwa-
chen toleriert, allerdings ist die Stabilitat der Basenpaare 13-16 vor allem bei fehlerhafter

Bindungen in der seed region wichtig flir das Gesamtkonstrukt [82].
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1.1.4.1 Mechanismen der microRNA-vermittelten Translationsinhibition

Nach Bindung des miRISC an die spezifische Ziel-mRNA bestehen mehrere Mdglichkei-
ten, wie die Translation in ein funktionsfahiges Protein blockiert werden kann. Einerseits
kann es durch Interaktion des miRISC mit verschiedenen Proteinen zu einer effizienten
Hemmung der Translation einer mRNA kommen. In diesem Falle ist eine Blockade wah-
rend der Translationsinitiation oder in nachfolgenden Schritten mdéglich. Ein weiterer Me-
chanismus der Translationsinhibition besteht darin, die komplette Degradation der jewei-

ligen Ziel-mRNA zu vermitteln.

1.1.4.2 Strukturelle Merkmale und Protein-Interaktion der mRNA als Grundlage
fur die microRNA-mRNA-Interaktion
Um zu verstehen, wie der miRISC mit der entsprechenden Ziel-mRNA interagiert, ist es
notwendig, die Bedeutung der 5'-terminalen-7-Methylguanosin-Cap sowie der 3‘-termi-
nalen Poly-A-Sequenz einer mRNA im Rahmen der Translations-Initiation zu erlautern.
Diese dienen als Interaktionspartner fur Proteine, welche den Initiationskomplex bilden.
Im Rahmen dieses Prozesses wird die 5°-terminale 7-Methylguanosin-Cap der mRNA im
Zytoplasma zunachst durch den Proteinkomplex elF4F (eukariotic translation initiation
factor 4 F, siehe Abbildung 5) erkannt. Dieser Komplex besteht aus drei Untereinheiten
mit der Bezeichnung elF4E, elF4G und elF4A. elF4E bindet die 5’-7-Methylguanosin-
Cap, wahrend die weiteren Untereinheiten elF4G und elF4A als Gertist flir den spateren
Aufbau des Translations-Initiations-Komplexes beziehungsweise als Helicase dienen.
Die zusatzliche Interaktion von elF4G mit einem weiteren Initiationsfaktor, elF3 (eukari-
otic translation initiation factor 3), beglnstigt die Rekrutierung der ribosomalen 40S-Un-
tereinheit, welche daraufhin die 5-UTR-Region nach dem Startcodon AUG absucht.
Durch Anlagerung der ribosomalen 60S-Untereinheit wird die Bildung des Translations-
komplexes abgeschlossen und die Elongationsphase beginnt [84].
Am 3'-terminalen Poly-A-Schwanz hingegen bindet das Protein PABPC (cytoplasmatic
Poly-A-binding protein) und schitzt dieses Ende der mRNA vor dem Abbau durch RNA-
sen [85]. Eine wichtige Funktion von PABPC besteht allerdings auch in der Interaktion
mit elF4G, was zu einer Zirkularisierung der mRNA flihrt und so die Initiation der Trans-
lation fordert, zudem wird durch diesen Vorgang die Affinitat zwischen elF4F und der
MRNA erhdht (siehe Abbildung 5) [86].
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5‘-terminale 7-Methylguanosin-Cap

zirkularisierte mRNA PABC PABC

AAAAAAAAAAAAAA
3‘-terminaler Poly-A-Schwanz

Abbildung 5:  Schema einer zirkularisierten mRNA mit Proteinen des Initiationskomplexes.
Die Zirkularisierung wird durch Bindung der 5‘-terminalen 7-Methylguanosin-Cap an PABC,
welches wiederum an elF4G gebunden ist, sowie Bindung des 3‘-termnalem Poly-A-
Schwanzes an elF4E erreicht. elF4G und elF4e bilden mit elF4A den Proteinkoplex elF4F
(Abbildung nach [80], modifiziert).

Aus den vorgestellten Prozessen wird ersichtlich, dass einerseits die mRNA selbst durch
die 3'- bzw. 5'-terminalen Strukturen und deren Rolle fir die Initiation der Translation ein
geeignetes Ziel fur die miRISC-vermittelte Interaktion darstellt. Andererseits ist erkenn-
bar, dass eine Inhibition der an dem Aufbau des Initiationskomplexes beteiligten Proteine

zu einer ahnlichen Depression der Translation flihren kann.

1.1.4.3 Mechanismus der Repression nach Translationsinitiation

Bereits zu Beginn der Forschung auf dem Feld der microRNA zeigten Expressionsana-
lysen von lin-14 und lin-28, beides Ziel-mRNA der microRNA lin-4 im Nematoden C.
elegans, dass diese zwar an ihre jeweiligen Polysomen gebunden waren, eine effektive
Translation allerdings auf Proteinebene nicht nachgewiesen werden konnte [87, 88]. An-
dere Studien kamen in weiteren Spezies zu dhnlichen Ergebnissen und zeigten zudem,
dass die Zielsequenzen der microRNA in translatierten Regionen lagen [89-91]. Der ge-
naue Mechanismus der Interaktion zwischen microRNA und Polysomen ist noch unklar,
jedoch wird vermutet, dass die naszierende Polypeptidkette entweder cotranslational ab-
gebaut wird [89] oder eine vorzeitige Abldsung der Polysomen von der mRNA zu der

Dissoziation von mRNA- und Proteinlevel fihrt [90].
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1.1.4.4 Mechanismus der Repression wahrend der Translationsinitiation

Eine weitere Mdglichkeit, wie microRNA nach Bildung des miRISC die Translation hem-
men, besteht auf der Ebene der Translationsinitiation. Wie bereits in Kapitel 1.1.4.2 dar-
gestellt, sind fur die Bildung eines Initiationskomplexes sowohl die 5'-terminale 7-Methyl-
guanosin-Cap als auch die 3'-terminale Poly-A-Sequenz und hiermit assoziierte Proteine
essentiell. Durch Interaktion mit diesen Zielen wird letztendlich auch die repressive Wir-
kung des miRISC vermittelt.

Ein Austausch der 5'-terminalen 7-Methylguanosin-Cap gegen eine artifizielle, nicht-
funktionale Cap-Struktur fihrte zu einer effektiven Blockade der Translation [92, 93].
Dieser Effekt wird hauptsachlich einer Interferenz des miRISC, respektive der damit as-
soziierten GW182-Proteinen mit dem fiir die Initiation der Translation essentiellen Faktor
elF4F zugeschrieben [94, 95]. Passend zu diesen Ergebnissen konnte die microRNA-
vermittelte Attenuierung der Translation durch Erhéhung der elF4F-Konzentration auf-
gehoben werden [96].

Einen weiteren Angriffspunkt bietet die Interaktion von PABC mit dem 3'-terminalen Poly-
A-Schwanz der mRNA. Das Protein PABC weist in seiner N-terminalen Domane eine
Bindungsstelle fir elF4G auf, in der C-terminalen Domane hingegen befindet sich eine
Bindungsstelle fur GW182. Es wird vermutet, dass die Interaktion von GW182 mit PABC
die Bindung mit elF4G kompetitiv inhibiert und zudem die Affinitdt von PABC fiir den
Poly-A-Schwanz reduziert [97-99].

Die Folge dieser Beeinflussung ist zum einen die Aufhebung der PABC-vermittelten Zir-
kularisierung der mMRNA, zum anderen ist der Poly-A-Schwanz der Deadenylierung aus-
gesetzt, was zusammengefasst zu einer verminderten Translation der entsprechenden
mRNA flhrt.

1.1.4.5 Mechanismus der Degradation der Ziel-mRNA

Wie bereits in Kapitel 1.1.4.1 erwdhnt, wird neben der Translationsblockade auch der
vollstadndige Abbau einer Ziel-mRNA durch den miRISC vermittelt. In Pflanzen geschieht
dieser Schritt aufgrund vollstandiger Basen-Komplementaritat zwischen microRNA und
mRNA direkt durch die endonukleolytische Funktion des AGO-Proteins.

In Eukaryoten hingegen werden bei dem miRISC-vermittelten Abbau der Ziel-mRNA
zwei Wege unterschieden, welche allerdings beide mit einem initialen graduellen Abbau
des 3'-terminalen-Poly-A-Schwanzes (Deadenylierung) durch den sogenannten CAF1-
CCR4-NOT-Komplex beginnen. Infolge dessen ist entweder ein Abbau der mRNA in 3*-
5'-Richtung durch ein Exosom mdglich oder es erfolgt zusatzlich eine Entfernung der 5*-

terminalen 7-Methylguanosin-Cap (Decapping) durch das Enzym DCP2. Ahnlich wie bei
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Repression der Translation sind auch diese beiden Prozessierungen durch miRISC-ge-
bundene GW182-Proteine vermittelt, da der CAF1-CCR4-NOT-Komplex als auch die
Decapping-Enzyme Interaktionspartner dieser Proteine sind und so in eine rdumliche
Nahe zu der mRNA gebracht werden [100-102]. Der finale Abbau der mRNA erfolgt
durch exonukleolytischen Abbau in 5°-3‘-Richtung, welcher durch das Enzym XRN1 ka-
talysiert wird [103].

In welchem Ausmal} sowohl die Translations-Blockade und der mRNA-Abbau zur
microRNA-vermittelten Repression eines Genes beitragen, ist aktuell noch ungeklart.
Proteomanalysen zeigten, dass in Abhangigkeit vom Messzeitpunkt eine Koharenz zwi-
schen mRNA- und Proteinlevel besteht [104, 105]. Dieses Ergebnis favorisiert einen
microRNA-vermittelten Abbau gegenuber der Translationshemmung, konnte aber nicht
abschlieend klaren, ob eine transiente Blockade dem Abbau vorausgeht oder ob die
beiden Mechanismen unabhangig voneinander vorliegen. Auch ungeklart ist bisher die
Frage, ob Cofaktoren, welche beispielsweise ebenfalls in der 3'-UTR einer mRNA bin-
den, die weitere Prozessierung beeinflussen. Darlber hinaus wird diskutiert, ob die initi-
ale Hybridisierung zwischen mRNA und microRNA direkte Auswirkungen auf den weite-
ren Metabolisierungspfad hat [106, 107].

12
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1.2 Leber und Cholestase

1.2.1 Physiologische Grundlagen

Die Leber stellt im Organismus ein Organ mit weitreichenden Funktionen und Aufgaben
dar. Neben der Biosynthese von lebenswichtigen Proteinen wie beispielsweise Akute-
Phase-Proteinen und Gerinnungsfaktoren ist die Leber auch in Hinblick auf die Homdo-
stase des Glukose-, Fett-, und Eiweil3stoffwechsels von zentraler Bedeutung. Die Leber
fungiert zudem als exkretorisches Organ und produziert taglich ca. 500 bis 800 ml Gal-
lenflissigkeit. Die physiologische Funktion dieser Flissigkeit beinhaltet neben der Aus-
scheidung von zahlreichen Stoffwechselprodukten die Emulgation von Lipiden und fett-
I6slichen Vitaminen im Darm. Ferner wird durch die Galle der Magensaft im Duodenum
neutralisiert, es werden Pankreasenzyme aktiviert sowie die Darmmotilitat angeregt.
Die Leber bildet bis zu 70% der Gallenflissigkeit (kanalikulare Galle), welche einerseits
ein lipidreiches Sekret wasserldslicher Stoffe (Gallensalze, Phospholipide, Gluthation,
Immunglobuline und Mukus) und andererseits ein Exkret wasserunldslicher Stoffe (Cho-
lesterin, Bilirubin, Gallensalze, lipophile Medikamente sowie Metalle) darstellt. Die Gal-
lensauren unterliegen hierbei dem enterohepatischen Kreislauf und gelangen nach Re-
sorption im terminalen lleum Uber die Vena portae wieder in die Leber. An der basolate-
ralen Membran erfolgt die Wiederaufnahme Uber Transporter wie z.B. den NTCP (Na*-
taurocholate cotransporting polypetide) und OATP (organic-anion transporting-peptide).
Auf der kanalikularen Seite finden sich in ahnlicher Weise Transportproteine. Zu nennen
sind hier MRP2- (multidrug resistance-associated protein 2) und BSEP- (bile salt export
pump) Transporter, welche neben den Gallensauren die Passage jeglicher lipophilen
Verbindungen realisieren.

Die Sekretion von Phospholipiden erfolgt in der menschlichen Leber Uber einen Trans-
porter mit der Bezeichnung MDR3 (multidrug resistance receptor 2, homolog zu
MDR2/ABCB4 in Nagern), welcher von dem Gen ABCB4 kodiert wird. Dieser ist ATP-
abhangig und zahlt daher zu der Superfamilie der ABC-Proteine (ATP-binding cassette)
[108, 109].

Die sezernierten Phospholipide dienen in erster Linie dazu, gemeinsam mit Gallensau-
ren und Cholesterin gemischte Mizellen zu bilden. Anderungen in der Zusammenset-
zung im Sinne eines zunehmenden Gallesaure- respektive verminderten Phospholipi-
danteils fihren durch den Einfluss der Detergenzienwirkung der Gallensauren zu einer
Schadigung von Hepato- und Cholangiozyten [110]. Eine Stérung der Gallensekretion
oder des Gallenabflusses fuhrt zur Akkumulation der toxischen Gallensauren und Biliru-
bin in den Hepatozyten und zum klinischen Bild der Cholestase, welche zur Leberscha-

digung flhrt.
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Je nach Atiologie wird unterschieden zwischen einer intrahepatischen Cholestase, wel-
che durch eine virale Hepatitis, Giftstoffe oder Medikamente verursacht wird, und einer
extrahepatischen Cholestase, welche durch eine mechanische Behinderung des Gallen-

abflusses, beispielsweise durch Gallensteine oder Tumore, bedingt ist.

1.2.2 Murine Cholestase-Modelle

Es gibt verschiedene Mausmodelle zur Untersuchung cholestatischer Erkrankungen
[111]. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden drei verschiedene Mausmodelle ver-
wendet, welche aufgrund unterschiedlicher Pathologien eine Cholestase entwickeln.
Zum einen wurde eine Mauslinie mit dem genetischen Hintergrund BALB/c genutzt, wel-
che einen Knockout fur das ABCB4-Gen aufweist und dadurch eine entziindliche skle-
rosierende Cholangitis mit konsekutiver Cholestase entwickelt.

Das zweite Mausmodell - ebenfalls auf dem genetischen Hintergrund BALB/c - ist trans-
gen fUr das groRe Hepatitis-B-Virus-Oberflachenprotein (HBs). Im Hinblick auf die Pa-
thogenese einer chronischen HBV-Infektion ist es ein vielfach verwendetes Modell, das
allerdings auch eine cholestatische Komponente entwickelt.

Das dritte verwendete Mausmodell ist ein Hybrid der beiden genannten Modelle. Diese
Mause weisen sowohl einen Knockout des ABCB4-Gens auf und sind zugleich transgen

fur HBs. Auch dieses Hybrid-Modell entwickelt eine Cholestase.

1.2.2.1 ABCB4"-Mausmodell

Das etablierte ABCB4”-Modell bietet die Méglichkeit, die Entwicklung einer sklerosie-
renden Cholangitis und der Folgeerkrankungen zu untersuchen [112—114]. Durch den
Knockout des fir den gleichnamigen Lipidtransporter kodierenden ABCB4-Gens ist in
der Leber dieser Tiere die Sekretion von Phospholipiden in die Gallengange blockiert.
Verglichen mit Wildtyp-Mausen zeigen ABCB4-defiziente Mause im ersten Lebensjahr
keine Unterschiede in der Entwicklung von Kérpergewicht, KérpergréRe oder der Morta-
litdt, auch lassen sich keine phanotypischen Unterschiede ausmachen. Postnatal beste-
hen keine makroskopischen Auffalligkeiten der Leber, auch die Gallengange zeigen im
Vergleich zu Wildtypen keine morphologischen Unterschiede [110, 115].

Die Entwicklung der Canaliculi sistiert allerdings in den folgenden zwei bis drei Wochen,
es kommt nicht zur Ausbildung reifer Strukturen [115]. Histologisch zeigt die Leber
ABCB4-defizienter Mause bereits am Tag nach der Geburt Infiltrate neutrophiler Gra-
nulozyten sowie proliferierende Fibroblasten und eine duktulére Reaktion in den grofe-

ren Portalfeldern. Nach zwei Wochen weisen diese Mause eine periduktale Fibrose der
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mittleren und groRen Gallengange auf [116]. In der Folge entwickeln die Tiere eine aus-
gepragte Gallengangsschadigung mit sowohl mikroskopischen als auch makroskopi-
schen Merkmalen einer sklerosierenden Cholangitis und konsekutiver hepatischen Fib-
rose [110, 117]. Die erniedrigte Phospholipidkonzentration in der Galle bedingt zusatz-
lich eine ausgepragte Cholestase, die auf die verminderte Léslichkeit von Cholesterin
zurtickzufiihren ist [118]. Die dauerhafte chronische Inflammation fiihrt ab einem Alter
von vier bis sechs Monaten zu der Entwicklung von hepatozellularen und Cholangio-
Karzinomen [110, 119, 120], dartber hinaus wurden in diesem Modell pulmonale Meta-

stasen beschrieben (siehe Abbildung 6).

Metastasen
hepatische Neoplasien =
Cholangitis -
I A\ »
I T T T T T T A\ T T T >
1 2 3 4 5 6 12 15 18
Alter in Monaten

Abbildung 6:  Darstellung der im ABCB4--Modell auftretenden Leberpathologien im zeitlichen Verlauf.
(Abbildung nach [115], modifiziert)

Die Relevanz des ABCB4”-Modells besteht darin, dass zahlreiche Lebererkrankungen
des Menschen mit einem Defekt des von diesem Gen kodierten MDR3-Proteins assozi-
iert sind. Beschrieben wurden in diesem Zusammenhang mehrere Krankheiten [121].
Der Subtyp 3 der progressiven familidaren intrahepatischen Cholestase (PFIC3), eine Er-
krankung, welche mit einer neonatalen Cholestase beginnt und tber die Entwicklung
einer Leberfibrose zum konsekutiven Leberversagen meist vor dem Erreichen des Er-
wachsenenalters fiihrt, ist auf eine Mutation des ABCB4-Gens zurlickzufiihren [122,
123]. In vielen dieser Krankheitsfalle besteht die einzige kurative Therapie in der Leber-
transplantation. Dartiber hinaus kann ein Defekt des MDR3-Proteins zu einer intrahepa-
tischen Schwangerschaftscholestase, zu multiplen Steinleiden sowie zu einer sklerosie-
renden Cholangitis oder der primar-bilidren Cholangitis (PBC) fihren [124—-127]. Zudem
scheinen bestimmte Polymorphismen des MDR3-Proteins pradisponierend fir die Ent-

wicklung einer cholestatischen Lebererkrankung zu sein [128, 129].
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1.2.3 Expressionsanderungen von microRNA in cholestatischen Lebererkran-
kungen

Bisher existieren nur wenige publizierte Arbeiten mit Expressionsanalysen von
microRNA in ABCB4”-Mausen. Eine dieser Studien zeigte, dass miR-873-5p in Patien-
ten mit Leberzirrhose vermehrt exprimiert wird. Als mdgliches Ziel dieser mRNA wurde
die hepatische Methyltransferase GNMT identifiziert, welche in Erkrankungen wie
NAFLD (nicht-alkoholische Lebererkrankung), Leberfibrose, -zirrhose und HCC vermin-
dert vorliegt. Nach Inhibition von miR-873-5p in vier Monate alten ABCB4"-defizienten
Mausen wurde ein erhdhtes Vorkommen von GNMT beobachtet, was mit niedrigeren
Serumtransaminasen, niedrigerer Gallensaurekonzentration sowie verminderter Entziin-
dungsreaktion, Fibrosierung und Zelltod einherging [130].

Abseits des ABCB4™-Modells gibt es eine Vielzahl von Studien mit Verwendung anderer
Tiermodelle, die sich mit der Regulation dieser RNA-Molekuile im Rahmen von cholesta-
tischen Lebererkrankungen, Gallensauren-assoziierten Leberschadigungen und den
Folgeerkrankungen beschéftigt haben. Ein Beispiel fur eine regulierte microRNA im Rah-
men einer cholestatischen Erkrankung ist die leberspezifische miR-122. Diese wird in
Hepatozyten stark exprimiert, sodass sie 70% der Gesamt-microRNA der Leber aus-
macht. Neben ihrer Rolle in der Regulation von Zellreifung und neoplastischer Transfor-
mation nimmt diese microRNA auch Einfluss auf die Stoffwechselprozesse der Leber.
Eine Anderung der Expression dieser microRNA wurde auch bei Cholestase beobachtet
[131]. Als potenzielles Ziel von miR-122 wurde mit CYP7A1 (Cholesterol-7-alpha-hydro-
xylase) ein zentrales Enzym der Gallensauresynthese identifiziert [132], welches hier-
durch gehemmt wird. Zugleich wird die Sekretion von Gallensauren auf der kanalikularen
Seite der Hepatozyten durch Interaktion von miR-33 mit der mRNA der Transportprote-
ine ABCB11 sowie ATP8B1 blockiert [133]. Interessanterweise wird miR-33 in Abhan-
gigkeit von der CYP7a1-Aktivitdt exprimiert, was fur eine Synergie der microRNA-ver-
mittelten Effekte und damit fir eine mogliche miR-33-CYP7a1-Achse spricht [134]. Eine
zentrale Rolle mit komplexen Funktionen wahrend einer cholestatischen Erkrankung
spielt auch der nukledre Rezeptor FXR (Farnesoid-X-Rezeptor). Dieser fungiert als eine
Art Sensor fur die intrazellulare Gallensaurekonzentration und wirkt regulatorisch auf die
Syntheseleistung der Hepatozyten. Bei einer entsprechenden Aktivierung transloziert
FXR in den Zellnukleus, bewirkt eine Anderung der Genexpression und ist in der Lage,
die Gallenhomdostase zu steuern [135]. In verschiedenen Studien konnte nachgewiesen
werden, dass FXR einerseits selbst ein Ziel fir die Interaktion mit microRNA darstellt,
andererseits ist dieser Faktor durch seinen Effekt auf die Gentranskription wiederum ein

wichtiger Regulator von microRNA. Ferner scheint FXR eine Rolle in der Progression
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zum hepatozelluldren Karzinom innezuhaben, da miR-421 zur verminderten Expression
dieses Rezeptors fuhrt und somit zur Tumorentwicklung beitragt [136].

De Aguiar et al. konnten zeigen, dass miR-144 durch FXR kontrolliert wird und daraufhin
Uber Interaktion mit der mRNA des ABCB1-Transporters die plasmatische HDL-Kon-
zentration reguliert [137]. Weitere Beispiele fur die FXR-abhangige Regulation sind die
vermehrten Expressionen von miR-34a, welches durch Interaktion mit der Deacetylase
SIRT1 proapoptotische Effekte vermittelt. MiR-29a werden antifibrotische Wirkungen im
Rahmen einer Cholestase-induzierten Leberfibrose zugesprochen [138, 139]. Durch ver-
minderte Expression von miR-199a-3p, ebenfalls FXR-abhangig, wird der Tumorsupres-
sor STK11 vermehrt exprimiert und ebenfalls eine protektive Wirkung erzielt [140].
MiR-199a-5p hingegen wirkt dem Cholestase-vermittelten ER-Stress entgegen, indem
es die Translation der in diesem Signalweg essenziellen Proteine GRP78 (glucose-re-
gulated-protein) und ATF6 (activating transcription factor 6) blockiert. Zudem wurde ge-
zeigt, dass diese microRNA wahrend einer Leberschadigung durch die Aktivierung von
hepatischen Sternzellen profibrotisch wirkt [141, 142].

Neben ihrer funktionellen Bedeutung wurde den microRNA in den letzten Jahren zuneh-
mende Beachtung als Biomarker beigemessen. In Rattenversuchen mit verschiedenen
cholestatischen Leberpathologien wurden mit let-7i, let-7b, miR-17-3p, miR-27b, miR-
99a, miR-130b, miR-185, miR-361, miR-377, miR-872, miR-24-1, miR-218-1, miR-337-
3p, MmiR-351, miR-411, miR-699, miR-704, miR-190 und miR-743b mdgliche Kandidaten
identifiziert, welche in ihrer Expression gleichsinnig vermindert waren [143]. Ahnliche
Untersuchungen wurden auch in murinen Modellen mit Gallengangsligatur durchgefihrt.
Die entsprechenden Analysen identifizierten die in ihrer Expression verstarkten let-7a,
let-7d, let-7f, let-7g, miR-21, miR-125a-5p, miR-125b-5p, miR-194, miR-199a-3p, miR-
199a-5p, miR-214, miR-221 sowie miR-486 als mdgliche Biomarker im Rahmen einer
obstruktiven Cholestase [144].

Insgesamt lasst sich festhalten, dass die biologische Funktion von microRNA im Rah-
men von cholestatischen Lebererkrankungen bisher lediglich partiell verstanden ist. Dies
ist zum einen der Tatsache geschuldet, dass langst nicht alle microRNA mit einer mog-
lichen Rolle in diesen Erkrankungen beschrieben wurden, zum anderen ist die exakte
Funktion jeder einzelnen microRNA durch zahlreiche Interaktionen mit Zielsequenzen

aulerst komplex. In dieser Hinsicht sind weitere Untersuchungen erforderlich.
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1.3 Hepatitis-B-Virus

Das Hepatitis-B-Virus (HBV) gehdrt zur Virusfamilie der Hepadnaviridae und ist der be-
kannteste Vertreter der Subgruppe der Orthohepadnaviren, welche Saugetiere infizie-
ren. Die Aufnahme des DNA-Virus erfolgt entweder parenteral oder perinatal Uber den
Kontakt mit erregerhaltigem Blut und anderen Korperflussigkeiten. Die Infektion verlauft
bei Erwachsenen haufig klinisch stumm oder mit subklinischen, unspezifischen Be-
schwerden. Lediglich ein Drittel dieser Altersgruppe entwickelt Symptome einer akuten
ikterischen Hepatitis, der Verlauf mit Leberversagen tritt sehr selten auf. Meist heilt eine
HBV-Infektion folgenlos aus und hinterlasst eine lebenslange Immunitat, allerdings ent-
wickeln 5 % der Erwachsenen und 95 % der Kinder nach Infektion eine chronische Ver-
laufsform. Die Hepatitis-B-Infektion ist eine der haufigsten Infektionskrankheiten der heu-
tigen Zeit: Nach Schatzungen der WHO haben weltweit mehr als zwei Milliarden Men-
schen eine HBV-Infektion durchgemacht, zudem gibt es 257 Millionen chronisch Infi-
Zierte [145].

Im Hinblick auf Folgeerkrankungen der chronischen Hepatitis-B-Infektion wird angenom-
men, dass ein Drittel aller Falle von Leberzirrhose sowie mehr als die Halfte der hepato-
zellularen Karzinome (HCC) auf diese Erkrankung zuriickzufihren sind [146]. Pro Jahr
versterben rund 887.000 Patienten an HBV und den Folgeerkrankungen [145]. Eine Imp-
fung gegen das Virus wurde in den 1970ern entwickelt und 1981 von der amerikanischen
FDA (Food and Drug Administration) zugelassen [147-149].

1.3.1  Aufbau des Hepatitis-B-Virus

Das Hepatitis-B-Virus wurde erstmals Ende der 1960er Jahre beschrieben [150]. Es be-
sitzt einen spharischen Aufbau mit einem Durchmesser von 42 - 47 nm und wird auch
als Dane-Partikel bezeichnet [151]. Strukturell besteht die Hulle aus Lipiden und insge-
samt drei verschiedenen Formen des Oberflachenproteins HBs (small, medium und
large Hepatitis-B-Surface-Protein). Die Proteinhiille umschliet ein ikosaedrisches, 22-
25 nm messendes Kapsid, welches von dem Protein HBc gebildet wird. Das Kapsid ent-
halt die DNA sowie eine virale Polymerase. Neben diesen infektiésen Virionen gibt es
noch pleomorphe Formen, welche entweder tubuldre oder spharische Gestalt haben.
Diese als SVP (subviral envelope particle) bezeichneten Partikel sind nicht infektiés, da
sie kein Kapsid enthalten. Zudem unterscheiden sie sich von den Dane-Partikeln durch
die Bestandteile ihrer Hillmembran [152]. Das Verhaltnis von infektidsen zu nicht-infek-

tiosen Partikeln im Blut von HBV-Infizierten betragt ca. 1:1000. Aus diesem Grund wird
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vermutet, dass diese Partikel eine Art virales Abwehrsystem darstellen, welches das Im-
munsystem ablenkt und durch diesen Mechanismus die infektidsen Partikel vor dem kor-
pereigenen Immunsystem schitzt [153].

Das Genom des Hepatitis-B-Virus ist je nach Subtyp mit 3100 bis 3300 Basenpaaren
relativ klein und in einer partiell doppelstrangigen DNA organisiert. Diese codiert fir ins-
gesamt sieben virale Proteine: drei verschiedene Oberflachenproteine (SHBs, MHBs
und LHBs), eine virale Polymerase, zwei Kapsidproteine (HBc und HBe) sowie HBx, dem
eine Rolle in der Karzinogenese zugesprochen wird [154]. Die geringe Genomgrofe wird
durch vier Leserahmen erreicht, Uber die Halfte der Nukleotide befinden sich in mehr als
einem Gen [108].

Subvirale Partikel

Diameter 42 — 47 nm 20-nm-Partikel Filament
Diameter 17 — 25 mm  variable Lange

Abbildung 7:  Strukturmodell des HBV-Virions und der subviralen Partikel.
Dargestellt sind die drei unterschiedlichen Hullproteine SHBs, MHBs, LHBs sowie das
Core-Protein HBc, die reverse Transkriptase RT und die kovalent an die DNA gebundene
Primerdoméane PR. Die Hullproteine enthalten zum Teil die praS2- bzw. praS1-Domane.
Abbildung nach [155], modifiziert.

1.3.2 Replikation des Hepatitis-B-Virus

Die Replikation des Hepatitis-B-Virus findet aufgrund des Hepatotropismus ausschlief3-
lich in den Hepatozyten des Wirtsorganismus statt. Zunachst bindet das Virus Uber die
aminoterminalen praS1-Domanen des LHBs an den NTCP-Transporter der basolatera-
len Zellmembran [156]. Es erfolgt die Freisetzung des Kapsids, welches Microtubuli-ver-

mittelt zum Zellkern transportiert wird, daraufhin gelangt die HBV-DNA lber Kernporen
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in den Zellnukleus. In den nachfolgenden Schritten wird die HBV-DNA durch die zellei-
gene DNA-Polymerase zunachst zur cccDNA (covalently closed circular DNA) vervoll-
standigt und anschlieBend durch die RNA-Polymerase-lll zur viralen pragenomic, pre-
core und zu drei subgenomischen RNA transkribiert. Die pragenomische RNA dient als
Matrize fur die spatere reverse Transkription und zugleich als mRNA fir das virale
Kapsid sowie die virale reverse Transkriptase. Die precore-RNA codiert fiir das virale
HBe, welches, ahnlich wie die drei unterschiedlichen Oberflachenproteine, fur die jeweils
eine subgenomische RNA codiert, direkt an der Membran des Endoplasmatischen Reti-
kulums translatiert wird [157]. Die pragenomische RNA hingegen wird gemeinsam mit
der viralen Polymerase in neu formierte HBV-Kapside eingebaut. Es erfolgt die Synthese
eines Komplementarstranges (Minusstrang), welcher nach Abbau der Matrize durch die
RNAse-H-Funktion der Polymerase als Vorlage fiir den Plusstrang dient. Nach dem Ab-
schluss dieser Syntheseschritte bildet das Genom eine zirkuldre Form und wird am 5°-
Ende des Plusstranges noch weiter prozessiert, wodurch das Endprodukt, die rcDNA
(capsid-associated relaxed circular DNA) entsteht [108, 152].

Die HBV-DNA-enthaltenden Kapside kénnen anschlieBend entweder in den Nukleus
reimportiert werden, was eine Amplifikation der cccDNA zur Folge hat, oder am Endop-
lasmatischen Retikulum in Hillmembranen verpackt und Gber den Golgi-Apparat aus der

Zelle geschleust werden [158].
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1.3.3 Verlaufsformen der Hepatitis-B-Virusinfektion
1.3.3.1 Akute Virushepatitis

Die akute Virushepatitis wird 60-120 Tage nach Infektion mit HBV hauptsachlich von
dem wirtseigenen Immunsystem ausgeldst, das Virus selbst ist nicht zytopathogen [159].
Virusinfizierte Hepatozyten prasentieren auf ihrer Oberfliche HBV-Epitope mittels
MHC1-Rezeptoren, welche von CD8*-Lymphozyten erkannt werden. Diese sind in der
Lage, befallene Zellen Uber direkt-zytolytische Effekte und zusatzlich durch indirekte Me-
chanismen wie beispielsweise Uber die Produktion von antiviralen und pro-inflammatori-
schen Zytokinen anzugreifen [160]. Das Resultat dieser Reaktion ist einerseits die Scha-
digung der Leber, andererseits wird dadurch aber auch das Virus, respektive die virale
cccDNA in den Hepatozyten, erfolgreich zerstort [161].

Die Erkrankung verlauft phasenweise und beginnt mit dem Prodromalstadium, welches
durch unspezifische Symptome wie Appetitlosigkeit, Gelenkschmerzen, Unwohlsein,
Ubelkeit, Erbrechen und Fieber gekennzeichnet ist. Nach drei bis zehn Tagen folgt die
ikterische Phase, der Urin farbt sich dunkel, der Stuhl ist acholisch, ein Ikterus tritt auf.
Diese Phase erreicht nach ein bis zwei Wochen ihren Hohepunkt und klingt in den da-
rauffolgenden vier Wochen wieder ab [162]. Eine fulminante Virushepatitis entwickelt
sich in auRerst wenigen Fallen. Diese imponiert durch den plétzlichen Beginn und dem
Auftreten von hohem Fieber, abdominalen Schmerzen und Erbrechen, gefolgt von Le-

berversagen und komatésen Zustanden [163].

1.3.3.2 Chronische Virushepatitis

Gelingt es dem Immunsystem nicht, das Virus erfolgreich zu eliminieren und ist das virale
HBs nach sechs Monaten noch im Patientenserum nachweisbar, spricht man definitions-
gemald von einer chronischen Hepatitis B. Generell gilt, je jinger der Patient, umso héher
ist das Risiko fiir die Entwicklung dieser Verlaufsform [164]. In diesem Alter findet sich
eine qualitativ und quantitativ geringere Immunreaktion gegen das HBV. Die Griinde
hierfir sind gréftenteils noch unverstanden, jedoch wird gerade bei perinatal infizierten
Kindern eine fehlende Identifikation der viralen Bestandteile als Fremdprotein diskutiert,
die anstelle einer Immunabwehr eine immunologische Toleranz zur Folge hat [165]. Eine
weitere Erklarung fir die insuffiziente Abwehr kdnnte darin bestehen, dass die nichtin-
fektidsen Partikel die gegen das HBs gerichteten Antikérper neutralisieren. Auch Muta-
tionen des viralen Genoms, durch welche sich das Virus der Erkennung durch das Im-

munsystem entziehen kénnte, werden aktuell in Betracht gezogen [166].
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Die chronische HBV-Infektion kann jahrelang asymptomatisch verlaufen. Auch hier tre-
ten unspezifische Beschwerden wie Midigkeit, Leistungsknick, Appetitlosigkeit und Glie-
der- und Muskelschmerzen auf. Im Falle eines prolongierten Verlaufs finden sich unter
Umstanden Leberhautzeichen wie beispielsweise Spider-Naevi, Palmarerytheme, Tele-
angiektasien oder Dupuytren‘sche Kontrakturen. Die Diagnose der chronischen Hepati-
tis B ist haufig ein Zufallsbefund [162].

Infolge einer chronischen Hepatitis B kdnnen eine Leberzirrhose oder ein Leberzellkar-
zinom entstehen. Das Risiko einer Leberzirrhose wird je nach Vorkommen von HBe im
Serum auf 2,5% — 10% pro Jahr geschatzt. Die chronische HBV-Infektion erhéht zudem
das Risiko fur die Entstehung eines Leberzellkarzinoms (HCC) gegeniber der Normal-
bevolkerung um den Faktor 10: Im Falle einer bestehenden Leberzirrhose betragt das
Risiko eines Leberzellkarzinoms 2% — 7% pro Jahr, wahrend dieses ohne zugrundelie-
gende Zirrhose deutlich seltener auftritt (0,1% — 0,6% pro Jahr) [167]. Zu erwahnen ist
in diesem Kontext die direkte karzinogene Potenz des Hepatitis-B-Virus. In Patienten mit
chronischer HBV-Infektion kommt es auch ohne Entziindungsreaktion, Leberschadigung
oder Zirrhose zur HCC-Formation [168]. Die zugrundliegenden Mechanismen beinhalten
unter anderem eine Integration der viralen DNA in das Wirts-Genom der Hepatozyten,
was mit DNA-Mikrodeletionen assoziiert ist und so Tumor-relevante Gene beeinflusst
[169]. Daruber hinaus spielt HBx als Aktivator mehrerer Wachstums-relevanter Gene
und durch direkte Interaktion und Inaktivierung des Tumorsupressors p53 eine entschei-

dende Rolle in der Tumorformation. [170]

1.3.4 Modell der HBs-transgenen Maus

Um die Pathogenese einer Infektion durch das humane Hepatitis-B-Virus zu verstehen,
werden Tiermodelle bendtigt, welche HBV-assoziierte Lebererkrankungen adaquat dar-
stellen. Die Auswahl solcher Tiere ist allerdings beschrankt, da das humane Hepatitis-
B-Virus neben dem Menschen lediglich Schimpansen und bis zu einem gewissen Grad
auch Tupaias infiziert [171, 172]. Diese Sauger stellen die einzigen nattrlichen, vollwer-
tigen Tiermodelle dar, welche die Erforschung der Infektion, der Replikation sowie die
Entwicklung der HBV-assoziierten Erkrankungen ermaoglicht.

Die Verwendung von Schimpansen ist ethisch jedoch problematisch und mit hohen Kos-
ten verbunden. Tupaias hingegen sind schwierig zu halten und verhaltnismaRig grof3,
zudem ist die Infektion mit HBV lediglich transient und trotz Sekretion von HBs und kon-
sekutiver Produktion von Antikdrpern verhaltnismafig milde ausgepragt [172]. Grundle-
gende Schritte der Replikation und der hepatischen Kanzerogenese wurden zwar durch

Studien mit HBV-verwandten Viren, welche ebenfalls zu der Familie der Hepadnaviren
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gehdren, wie beispielsweise das Enten-Hepatitis-B-Virus (DHBV, 40% Nukleotid-Homo-
logie zu HBV) oder das Hepatitis-B-Virus des Waldmurmeltieres (WHV, 70% Nukleotid-
Homologie zu HBV) verstanden [173—-175]. Diese Modelle dienten zur Entwicklung neuer
Impfstoffe und antiviraler Therapieformen [176, 177], jedoch erscheinen diese insbeson-
dere zum Verstandnis der friihen Schritte einer HBV-Infektion ungeeignet, da die Ober-
flachenproteine deutliche Unterschiede aufweisen. Hinzu kommt, dass die Waldmurmel-
tiere in der Wildbahn gefangen werden, oft unter parasitaren Infektionen leiden, eine
Vielzahl von Einflussfaktoren nicht kontrollierbar ist und die Tiere genetisch nicht voll-
standig sequenziert sind [178].

Als ebenfalls unzureichend erwiesen sich Zellversuche. Zwar gelang die Anzucht von
HBV in primaren Hepatozyten-Kulturen, allerdings entdifferenzieren diese Zellen nach
einiger Zeit und eignen sich aus diesem Grund nicht fiir Langzeitstudien [179, 180]. Zu-
séatzlich ist die Ubertragung einer in-vitro-Studie auf in-vivo-Modelle problematisch, da
Zellen in Kultur sich anders verhalten als Hepatozyten in einem Zellverband mit regel-
rechter dreidimensionaler Struktur und intakter Interaktion mit nichtparenchymattsen
Zellen [181].

Aus den oben genannten Griinden fokussierte man sich auf die Entwicklung geeigneter
Mausmodelle, da diese genetisch und immunologisch vollstdndig bekannt, einfach zu
ziichten und zu halten sind. Jedoch ist eine Infektion mit humanen HBV nicht méglich,
da murine Hepatozyten den fiir die Aufnahme des Virus benétigten NTCP-Rezeptor nicht
exprimieren und im Falle einer Transfizierung mit humanem NTCP die Zellen zwar mit
HBYV infiziert werden, allerdings keine virale Replikation stattfindet [156, 182].

Chisari et al. gelang 1985 die Mikroinjektion von subgenomischen HBV-DNA-Fragmen-
ten in Mause (C57BL/6J-Tg(AIb1HBV)44Bri/J) [183]. Die Fragmente enthielten die ge-
netische Information fur die viralen Proteine SHBs, MHBs, LHBs sowie HBx. Mithilfe ei-
nes leberspezifischen Albuminpromoters wurden diese Gene exprimiert, die entspre-
chenden Proteine in den murinen Hepatozyten synthetisiert und HBs sowie SVPs sezer-
niert. Durch dieses Modell konnten Synthese, Transport und Sekretion der viralen Anti-
gene analysiert werden. Eine Limitation ergibt sich dadurch, dass das Transgen wahrend
der Embryogenese eingebracht wurde, denn aus diesem Grund sind die Tiere immun
gegen die viralen Proteine und bilden keine Antikorper.

Die Uberschieflende Synthese von HBs flhrt zu einer Ansammlung dieser Proteine im
Endoplasmatischen Retikulum. Die Akkumulation ist toxisch und bewirkt eine Schwel-
lung der infizierten Hepatozyten, welche morphologische Ahnlichkeiten mit sogenannten
Milchglashepatozyten im Rahmen einer chronischen HBV-Infektion aufweisen [184—

186]. Letztendlich fuhrt die Akkumulation von HBs zum Zelltod und damit zur hepatozel-
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lularen Schadigung, welche histologisch durch Nekrosen sowie inflammatorische Infilt-
rate gekennzeichnet ist. Der standige Prozess von hepatischer Inflammation, Nekrose
sowie Regeneration fuhrt zur chronischen Hepatitis und begunstigt dartiber hinaus die
Entstehung von hepatozellularen Karzinomen [187]. Die zeitliche Abfolge der hepati-

schen Pathologien ist in Abbildung 8 dargestellt.

Tod o
Neoplasie _
hepatozelluldre Schadigung o
Akkumulation von HBs _
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Alter in Monaten

Abbildung 8:  Zeitliche Abfolge der hepatischen Schadigung in Mausen des Stammes
C57BL/6J-Tg(Alb1HBV)44Bri/J.
Bereits nach Geburt der Mause akkumuliert HBs in den Hepatozyten und fihrt nach drei
Monaten zur hepatozellularen Schadigung. Nach weiteren drei Monaten treten Neoplasien
auf (Abbildung nach [187], modifiziert).

1.3.5 Expressionsanderungen von microRNA bei Infektion mit dem Hepatitis-
B-Virus

Die Expressionsanderung von microRNA im Rahmen einer akuten als auch chronischen
HBV-Infektion und in HBV-assoziierten Erkrankungen war Gegenstand in zahlreichen
wissenschaftlichen Arbeiten.

Obwohl das Genom des Hepatitis-B-Virus in Form einer DNA organisiert ist, wurde bis-
her keine Virus-eigene microRNA identifiziert [42, 188]. Im Umkehrschluss legt dies
nahe, dass das Virus wirtseigene microRNA nutzen kdnnte, um Infektions-assoziierte
Effekte zu vermitteln. Demgegenuber steht die Antwort des Wirtsorganismus, in welcher
microRNA ebenso eine Rolle zu spielen scheinen. Wie genau das Virus die microRNA
srekrutiert”, ist noch ungeklart.

Eine im Zusammenhang mit einer HBV-Infektion mitunter am ausfuhrlichsten untersuch-
ten microRNA ist die leberspezifische miR-122 [189], welche im Rahmen einer HBV-
Infektion reguliert wird [190]. Chen et al. konnten beispielsweise zeigen, dass die prage-

nomische RNA von HBV eine hochkonservierte Sequenz aufweist, an welche miR-122
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bindet und dadurch die Genexpression respektive die Replikation inhibiert. MiR-122 fiihrt
so zur verminderten Expression des fiir die virale Polymerase codierenden Gens [191].
Daruber hinaus ist insbesondere das Protein HBx fur die Regulation von microRNA wah-
rend einer HBV-Infektion von Bedeutung. Song et al. publizierten, dass HBx Uber eine
Interaktion mit PPARYy (peroxisome proliferator-activated receptor-y) indirekt die Expres-
sion von miR-122 vermindert und damit die Replikation des Virus fordert [192, 193].
Wang et al. kamen zu dem Ergebnis, dass HBx durch Expressionsminderung von Ver-
tretern der let-7-Familie die Aktivierung des Transkriptionsfaktors STAT3 fordert, welcher
wiederum eine Rolle in der Entstehung multipler Tumorerkrankungen spielt [194—196].
Eine ahnliche Bedeutung wird der HBx-bedingten negativen Regulation von miR-101
und der tumorsuppressiv wirkenden miR-205 zugesprochen [197, 198]. Auch miR-501
steht unter dem Einfluss von HBx. Eine verstarkte Expression dieser microRNA bewirkt
die Blockade von HBXIP (Hepatitis B virus X-interacting protein), welches die virale Rep-
likation hemmt [199]. Synergistisch zu den genannten microRNA scheint miR-1 zu wir-
ken, welches durch Expressionsminderung von HDAC4 (histone deacetylase 4) eine
verstarkte Transkription des HBc-Proteins bewirken und zusatzlich dem repressiven Ef-
fekt von miR-122 entgegenwirken soll [200-202]. Eine weitere Moglichkeit, die Tran-
skription der HBV-DNA zu induzieren, besteht in der verstarkten Expression von miR-
372 und miR-373, welche den nukledren Faktor I/B beeinflussen [203].

Im Verlauf der chronischen Hepatitis B erreicht das Virus eine inaktive Phase und
entgeht so der Erkennung und damit der aktiven Bekdmpfung durch das Immunsystem
des Wirts. Die Funktion verschiedener microRNA in Zusammenhang mit dieser Phase
ist noch nicht vollstandig entschlUsselt. Es gibt zahlreiche microRNA wie beispielsweise
miR-125a-5p, miR-199a-3p, oder miR-210, welche die Translation der HBV-Oberfla-
chenproteine inhibieren oder, wie miR-152, unter dem Einfluss von HBx die Aktivitat von
DNA-Methyltransferasen steigern und dadurch die virale Genexpression blockieren
[204-206]. Ob diese Expressionsanderungen einen antiviralen Mechanismus darstellen
oder lediglich durch das Virus verwendet werden, um die inaktiven Status aufrechtzuer-
halten, ist unklar.

Im Rahmen einer HBV-assoziierten Leberfibrose scheinen Vertreter der miR-29-Familie
eine zentrale Rolle zu spielen. Ura et al. zeigten, dass miR-29¢ wahrend der chronischen
HBV-Infektion vermindert exprimiert wurde [207]. In Zusammenschau mit einer Studie
von Roderburg et al., welche in Mdusemodellen mit CCls-induzierter Leberfibrose eben-
falls eine Suppression von Vertretern der miRNA-29-Familie beobachteten, spricht dies
fur eine mogliche Rolle dieser microRNA in der Entstehung der hepatischen Fibrose
[208].
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In der Entwicklung des hepatozellularen Karzinoms spielt der miR-17-92-Cluster sowie
miR-21 eine zentrale Rolle. Der Cluster besteht aus sechs verschiedenen microRNA
(miR-17-5p, miR-18a, miR-19a, miR-19b, miR-20a sowie miR-92a-1), interagiert mit den
Transkriptionsfaktoren E2F1 bzw. C/EBP und wurde bereits mit weiteren malignen Er-
krankungen in Verbindung gebracht. Conolly et al. wiesen eine Hochregulation dieses
Clusters auch in HCC nach [209].

Die bisherigen microRNA-Expressionsanalysen zeigen, dass eine Vielzahl dieser RNA-
Molekule in der Pathogenese einer HBV-Infektion involviert ist. Jedoch sind auch in die-
sem Zusammenhang die exakte biologische Funktion und viele der von microRNA ver-
mittelten Effekte unklar. Geschuldet ist dies zunachst den zahlreichen Zielsequenzen
jeder einzelnen microRNA und der damit verbundenen Komplexitat einer Expressions-
anderung. Zudem werden wahrscheinlich wahrend einer viralen Infektion wirtseigene
microRNA durch den Erreger rekrutiert, um beispielsweise die Infektion zu erleichtern,
die Replikation zu férdern oder um das Immunsystem des Wirts zu modulieren. Aufgrund
dieser Interaktionen ist die Klasse der microRNA fur das Verstandnis einer HBV-Infektion

und der damit assoziierten Erkrankungen essentiell.
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2 Zielsetzung dieser Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, eine Expressionsanalyse von microRNA
in unterschiedlichen Mausmodellen mit Cholestase und vermehrter Expression des HBs
durchzufihren, um so Ruckschlusse auf die Funktion dieser RNA-Partikel im Hinblick
auf die Pathogenese, Aufrechterhaltung und Modulation dieser Erkrankungen zu ziehen.
Sowohl die Funktion als auch die Regulationsmechanismen von microRNA sind zum
aktuellen Zeitpunkt groRtenteils unverstanden - jedoch wird dieser Klasse eine bedeu-
tende Rolle sowohl in der Entstehung als auch in der Modulation von Erkrankungen zu-
geschrieben. Im Umkehrschluss bedeutet das Verstandnis von microRNA mdglicher-
weise eine potente Interventionsmaoglichkeit flir die pharmakologische Therapie wahrend
einer cholestatischen Erkrankung

Ein GroRteil der bisher durchgeflihrten microRNA-Expressionsanalysen stutzt sich auf
die Verwendung von in-vitro-Verfahren, welche eine begrenzte Ubertragbarkeit auf in-
vivo-Modell aufweisen. Hinzu kommt, dass in-vitro-Versuche lediglich eine Momentauf-
nahme einer Erkrankung abbilden und diese aus diesem Grund nur unzureichend dar-
stellen konnen.

In der vorliegenden Arbeit wird eine microRNA-Expressionsanalyse in der Leber von
ABCB4-defizienten Mausen im Alter von 8, 16, 26 sowie 52 Wochen vorgenommen.
Dariiber hinaus werden Anderungen von microRNA-Expression in der Leber HBV-trans-
gener Mause im Alter von 8, 26 und 52 Wochen analysiert. Zusatzlich zu den genannten
Tiermodellen wird im Alter von 8, 16 und 52 Wochen das Expressionsmuster von
microRNA in der Leber eines Hybridmodells, welches eine ABCB4-Defizienz und HBV-
transgen ist, untersucht.Die erhaltenen Ergebnisse werden miteinander abgeglichen und
sollen auf diese Weise der Identifizierung von regulierten microRNA im Rahmen einer

cholestatischen Lebererkrankung dienen.
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3 Ergebnisse

3.1 Array-Analysen in Lebergewebe von weiblichen HBVTg-
ABCB4’-Mausen im Alter von 16 Wochen

Um einen Uberblick zu erhalten, welche microRNA in den unterschiedlichen Mausmo-
dellen einer Regulation unterliegen, erfolgten zunachst Array-Analysen.

Diese Methode ermdglicht, mehrere hundert verschiedene microRNA-Sequenzen zu er-
fassen und ist daher insbesondere als Screeningverfahren geeignet.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein PCR-Array der Firma Qiagen durchgefihrt, eine
weitere Analyse erfolgte mittels micro-Array, durchgefiihrt von einem externen Dienst-
leister. Als Probenmaterial fur beide Arrays dienten gepoolte Proben von weiblichen Hyb-
ridméausen (HBVTg-ABCB4™") und den korrespondierenden Wildtypen mit dem geneti-
schen Hintergrund BALB/c im Alter von 16 Wochen. Die Ergebnisse sind nachfolgend
aufgefiihrt.

3.1.1  Ergebnisse des microRNA-PCR-Array

Der miFinder PCR-Array erméglicht die Analyse von insgesamt 84 verschiedenen
microRNA auf einer 96-Well-Platte. Zusatzlich dienen 12 verschiedene microRNA als
Referenz. Weitere Informationen sowie eine detaillierte Beschreibung des PCR-Arrays
befinden sich in Kapitel 5.3.6.1.

Far die weiterfUhrende Analyse einer jeweiligen microRNA wurden folgende Kriterien
festgelegt:

1) Im Falle eines Ct-Wertes < 30 der jeweiligen microRNA in einer der beiden

Vergleichsgruppen und zugleich einem Ct-Wert < 30 in der jeweils anderen

Gruppe ist eine Auswertung der Daten mdglich.
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2) Bei Ct-Werten 30-35 einer microRNA in beiden Vergleichsgruppen werden die
erhaltenen Daten zwar vom Hersteller als auswertbar angegeben, allerdings
nur unter der Pramisse einer ausreichenden Anzahl von Replikaten. Da der
hier durchgefiihrte Array lediglich eine Einzelmessung darstellt, wurden die
entsprechenden Daten flr eine weitere Analyse nicht verwendet.

3) Ct-Werte = 35 einer microRNA in einer der beiden Vergleichsgruppen sind
aufgrund eines vom Hersteller definierten Cut-Offs nicht mehr auswertbar.

Diese Werte wurden ebenfalls verworfen.

Nach Ausschluss aufgrund der oben genannten Kriterien verblieben von den insgesamt
84 erfassten microRNA 68, welche in Tabelle 1 und Tabelle 2 dargestellt sind.

Die Analyse der PCR-Array-Daten zeigt, dass die Mehrheit der erfassten microRNA in
ihrer Expression verstarkt vorliegen (N = 58). Demgegenuber steht eine geringere An-
zahl von microRNA (N = 10), welche vermindert exprimiert werden. Betrachtet man den
Faktor der jeweiligen Regulation, ist auffallig, dass dieser selbst bei der am starksten
hochregulierten microRNA (miR-34c-5p) lediglich 5,66 betragt.

Verglichen mit der Kontrollgruppe zeigten sich 11 unterschiedliche microRNA in den
HBVTg-ABCB4"-Mausen mehr als doppelt so stark exprimiert (miR-34c-5p, miR-182-
5p, miR-214-3p, miR-141-3p, miR-411-5p, miR-27a-3p, miR-125b-5p, miR-199a-5p,
miR-21a-5p, miR-96-5p, miR-15b-5p sowie miR-16-5p). Auf der anderen Seite gibt es
mit miR-22-3p nur eine microRNA, welche mindestens um den Faktor zwei vermindert
vorliegt (-2,01-fache Regulation).

Unter Bericksichtigung der bisher beschriebenen microRNA, welchen im Rahmen einer
cholestatischen Erkrankung respektive einer HBV-Infektion eine mdgliche Rolle zuge-
sprochen wurde, fallt auf, dass sich ein Grof3teil dieser auch in dem PCR-Array wieder-
findet und in ihrer Expression verandert vorliegt.

Bereits beschrieben wurden demnach Vertreter der let7-Familie (let7a, let7b, let7d,
let7d, let7f, let7g sowie let7i), miR-17, miR-19, miR-21, miR-24, miR-27, miR-29, miR-
34, mir-92, miR-99a, miR-125, miR-139, miR-144, miR-199, miR-210 und miR-214.
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Bezeichnung

x-fache Regulation

Bezeichnung

x-fache Regulation

mmu-miR-34c-5p
mmu-miR-182-5p
mmu-miR-214-3p
mmu-miR-141-3p
mmu-miR-411-5p
mmu-miR-27a-3p
mmu-miR-125b-5p
mmu-miR-199a-5p
mmu-miR-21a-5p
mmu-miR-96-5p
mmu-miR-15b-5p
mmu-miR-16-5p
mmu-miR-142-3p
mmu-miR-872-5p
mmu-miR-425-5p
mmu-miR-31-5p
mmu-miR-744-5p
mmu-miR-191-5p
mmu-miR-503-5p
mmu-miR-140-5p
mmu-miR-24-3p
mmu-let-7i-5p
mmu-miR-125a-5p
mmu-miR-155-5p
mmu-let-7e-5p
mmu-miR-10b-5p
mmu-miR-322-5p
mmu-miR-15a-5p

mmu-miR-18a-5p

5,6586

4,6841

3,6174

3,4814

3,2611

3,1645

2,7687

2,6192

2,6140

2,4748

2,3438

2,0629

1,9780

1,7916

1,6856

1,6824

1,6593

1,6501

1,6485

1,6310

1,6276

1,5702

1,5328

1,4680

1,4679

1,4619

1,4589

1,4398

1,4333

mmu-miR-126-3p
mmu-let-7a-5p
mmu-miR-23b-3p
mmu-miR-140-3p
mmu-miR-23a-3p
mmu-miR-29b-3p
mmu-miR-93-5p
mmu-miR-30e-5p
mmu-miR-30d-5p
mmu-miR-106b-5p
mmu-miR-28c
mmu-miR-29a-3p
mmu-miR-186-5p
mmu-miR-10a-5p
mmu-let-7d-5p
mmu-miR-17-5p
mmu-miR-541-5p
mmu-let-79-5p
mmu-miR-27b-3p
mmu-let-7c-5p
mmu-miR-19b-3p
mmu-miR-20a-5p
mmu-miR-19a-3p
mmu-miR-92a-3p
mmu-miR-30a-5p
mmu-let-7f-5p
mmu-miR-32-5p
mmu-let-7b-5p
mmu-miR-30c-5p

1,3673

1,3606

1,3569

1,3568

1,3434

1,2990

1,2964

1,2940

1,2905

1,2872

1,2817

1,2730

1,2701

1,2380

1,2349

1,2099

1,1997

1,1529

1,1474

1,1418

1,1391

1,0993

1,0761

1,0553

1,0505

1,0467

1,0185

1,0150

1,0073

Tabelle 1:

Tabellarische Auflistung der im PCR-Array verstarkt exprimierten microRNA.

Messung mit Qiagen miFinder Mouse PCR-Array. Insgesamt wurden 86 verschiedene

microRNA detektiert, nach Ausschluss aufgrund Ct-Wert-bezogener Kriterien verblieben da-

von 68. Eine Hochregulation wiesen wiederum 58 microRNA auf.

Analyse von gepoolten Leberproben (N = 5) von HBVTg-ABCB4-Mausen im Vergleich zu

BALB/c-Wildtypen im Alter von jeweils 16 Wochen.
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Bezeichnung x-fache Regulation
mmu-miR-150-5p -1,0216
mmu-miR-99a-5p -1,0394
mmu-miR-126-5p -1,0588
mmu-miR-25-3p -1,0659
mmu-miR-130a-3p -1,0841
mmu-miR-101a-3p -1,3744
mmu-miR-335-5p -1,4949
mmu-miR-144-3p -1,6883
mmu-miR-142-5p -1,7046
mmu-miR-22-3p -2,0092

Tabelle 2: Tabellarische Auflistung der im PCR-Array vermindert exprimierten microRNA

Messung mit Qiagen miFinder Mouse PCR-Array. Insgesamt wurden 86 microRNA detek-
tiert, nach Ausschluss aufgrund Ct-Wert-bezogener Kriterien verblieben davon 68. Eine ver-
minderte Expression wiesen 10 microRNA auf.

Analyse von gepoolten Leberproben (N = 5) von HBVTg-ABCB4-Mausen im Vergleich zu
BALB/c-Wildtypen im Alter von jeweils 16 Wochen.

3.1.2 Ergebnisse des micro-Array

Neben dem PCR-Array bietet eine micro-Array-Analyse die Mdglichkeit, ausgehend von
einer relativ geringen Menge Probenmaterial, mehrere Hundert Zielsequenzen zu ana-
lysieren. Der hier verwendete micro-Array wird in Kapitel 5.3.7 beschrieben. Die Daten-
analyse und weitergehende Experimente fokussierten sich in diesem Fall auf die am
starksten regulierten microRNA, unabhangig davon, ob diese in ihrer Expression vermin-
dert oder verstarkt vorlagen. Zudem wurden dartber hinaus bestimmte microRNA, wel-
che in Zusammenhang mit cholestatischen Erkrankungen beschrieben wurden, genauer
analysiert. Als Probenmaterial fir den Array wurden wie im zuvor durchgefiihrten PCR-
Array eine gepoolte Probe (N = 5) von weiblichen Hybridmausen (HBVTg-ABCB4™) ver-
wendet und mit der ebenfalls gepoolten Probe (N = 5) korrespondierender Wildtypen
(BALB/c-Wt) im Alter von jeweils 16 Wochen verglichen. Im Rahmen der Array-Analyse
wurden insgesamt 1900 microRNA erfasst. Eine Auflistung aller erfassten Sequenzen
ist online abrufbar (siehe 5.3.7). Eine schematische Aufschlisselung der micro-Array-

Ergebnisse ist in Abbildung 9 dargestellt.
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Anzahl erfasster microRNA
N = 1900

l

Anzahl signifikant regulierter
microRNA (p < 0,1)
N =120

Signalintensitat > 500 Signalintensitat < 500
N = 44 N=76

Abbildung 9:  Schematische Darstellung der micro-Array-Ergebnisse.
Insgesamt wurden 1900 microRNA erfasst. Von diesen zeigten 120 microRNA eine signifi-
kante Expressionsanderung (Signifikanzniveau: p < 0,1). Unterteilt man diese nach der ge-
messenen Signalstarke, ergibt sich eine Gruppe von 44 microRNA mit einer Intensitat > 500

sowie eine zweite Gruppe mit 76 microRNA, welche eine Intensitat < 500 aufweisen.

Die nachfolgende Darstellung der micro-Array-Daten beschrankt sich auf die signifikant
in ihrer Expression veranderten microRNA. Da die Signalintensitat proportional zur
Menge der hybridisierten microRNA ist, wurde der Fokus in den weiteren Analysen auf
die microRNA mit einer Signalintensitat von > 500 gerichtet.

Neben den microRNA mit einer signifikanten Expressionsanderung sowie einer Signal-
intensitat > 500 werden darlber hinaus microRNA aufgelistet, deren Expressionsande-
rung zwar statistisch signifikant war, allerdings bei einer Signalintensitat < 500 eine le-

diglich schwache Expression aufwiesen.

3.1.2.1 Verstarkt exprimierte microRNA mit einer Signalintensitat von mindes-
tens 500

Die Analyse der micro-Array-Daten zeigt eine signifikante Hochregulierung und zugleich
eine Intensitat Uber 500 bei insgesamt 19 microRNA (siehe Tabelle 3). Am starksten
reguliert ist demzufolge miR-23a-5p (4,34-fach), gefolgt von miR-23b-5p (3,58-fach),
miR-21a-5p (3,11-fach) sowie miR-199a-3p (2,85-fach). Auffallig ist zudem die ver-
starkte Expression der verschiedenen Isoformen von miR-466 (miR-466m, miR-466i,
miR-466h, miR-466h sowie miR-466f).
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Im Hinblick auf Signalintensitdt und davon abgeleitet das quantitative Vorliegen zeigt

erwartungsgemal die leberspezifische miR-122-5p die héchste Intensitat aller erfassten

microRNA.
Bezeichnung p-Wert Ir\}t/gnsitét Intensitat . x-fachg
ildtyp HBVTg-ABCB4 Regulation
mmu-miR-23a-3p 2,35E-02 670 2.906 4,34
mmu-miR-23b-3p 3,92E-02 753 2.694 3,58
mmu-miR-21a-5p 1,84E-02 2.563 7.976 3,11
mmu-miR-199a-3p 4,00E-02 307 875 2,85
mmu-miR-7047-5p 7,91E-02 925 2177 2,35
mmu-let-7i-5p 6,60E-02 737 1.456 1,98
mmu-miR-149-3p 6,35E-02 522 991 1,90
mmu-miR-669e-3p 6,80E-02 449 849 1,89
mmu-let-79-5p 9,09E-02 1.023 1.797 1,76
mmu-miR-574-5p 6,19E-02 874 1.474 1,69
mmu-miR-466m-3p 8,90E-02 354 591 1,67
mmu-miR-669¢-3p 9,79E-02 816 1.305 1,60
mmu-miR-122-5p 2,44E-02 10.273 15.854 1,54
mmu-miR-466i-5p 7,95E-02 1.658 2.543 1,53
mmu-miR-466i-3p 6,94E-02 815 1.176 1,44
mmu-miR-466h-3p 5,87E-02 985 1.392 1,41
mmu-miR-3082-5p 6,40E-02 470 644 1,37
mmu-miR-466f-3p 7,62E-02 1.059 1.352 1,28
mmu-miR-4669 2,87E-02 548 665 1,21
Tabelle 3: Im micro-Array signifikant hochregulierte microRNA mit einer Signalstarke > 500.

Insgesamt 19 microRNA sind signifikant hochreguliert. Am starksten in ihrer Expression ver-
starkt sind demnach mir-23a-3p, miR-23b-5p sowie miR-21a-5p. Die héchste Signalintensi-
tat zeigt erwartungsgeman die leberspezifische und quantitativ haufigste miR-122.

Vergleich von HBVTg-ABCB4"-M&usen und BALB/c-Wildtypen im Alter von jeweils 16 Wo-

chen.

3.1.2.2 Vermindert exprimierte microRNA mit einer Signalintensitat von mindes-
tens 500

Bei 25 microRNA ergibt die micro-Array-Analyse eine signifikant verminderte Regulation

und eine Intensitat tber 500 in einer der beiden erfassten Proben (siehe Tabelle 4). Am

starksten beeinflusst wurden demnach miR-378b (-7,36-fach), miR-130a-5p (-5,34-fach)

sowie miR-101a-3p und miR-101b-3p (-4,53-fach beziehungsweise -4,22-fach).
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Bezeichnung o-Wert Ir\}:/gnsitét Intensitat . x-fachg
ildtyp HBVTg-ABCB4 Regulation

mmu-miR-378b 4,56E-02 638 87 -7,36
mmu-miR-130a-3p 2,28E-02 1.006 188 -5,34
mmu-miR-101a-3p 4,11E-02 804 177 -4,53
mmu-miR-101b-3p 4,28E-02 763 181 -4,22
mmu-miR-30e-5p 1,81E-02 2.006 598 -3,36
mmu-miR-5100 8,13E-02 880 286 -3,07
mmu-miR-2137 7,89E-02 3.355 1.232 -2,72
mmu-miR-19b-3p 1,95E-02 831 311 -2,67
mmu-miR-5121 6,95E-02 1.108 417 -2,66
mmu-miR-30a-5p 3,80E-02 4.029 1.680 -2,40
mmu-miR-17-5p 2,60E-02 566 239 -2,37
mmu-miR-378a-3p 3,70E-02 712 302 -2,36
mmu-miR-378¢ 6,64E-02 562 242 -2,32
mmu-miR-29c-3p 3,14E-02 1.721 756 -2,28
mmu-miR-3960 6,10E-02 1.151 507 -2,27
mmu-miR-20a-5p 4,38E-02 988 476 -2,07
mmu-miR-6538 3,60E-02 1.830 947 -1,93
mmu-miR-145b 7,36E-02 578 325 -1,77
mmu-miR-30b-5p 8,98E-02 2.902 1.810 -1,60
mmu-miR-5126 3,40E-02 2.576 1.618 -1,59
mmu-miR-194-5p 2,87E-02 7.341 4.619 -1,59
mmu-miR-3535 4,98E-02 710 453 -1,57
mmu-miR-143-3p 6,63E-02 1.207 835 -1,45
mmu-miR-30d-5p 9,26E-02 1.791 1.304 -1,37
mmu-miR-29a-3p 6,05E-02 6.806 4.983 -1,37

Tabelle 4:

Im micro-Array signifikant vermindert regulierte microRNA mit einer Signalstarke tber 500.

Insgesamt zeigten 25 microRNA in der micro-Array-Analyse eine signifikant verminderte

Regulation und zugleich eine Intensitat héher als 500.
Vergleich von HBVTg-ABCB4"-Mausen zu BALB/c-Wildtypen im Alter von jeweils 16 Wo-

chen.

tat von unter 500

wiesen.

3.1.2.3 Verstarkt oder vermindert exprimierte microRNA mit einer Signalintensi-

Insgesamt wurden im micro-Array 32 microRNA mit verstarkter Expression sowie 44
microRNA mit verminderter Expression erfasst, die im Vergleich von den 16 Wochen
alten HBVTg-ABCB4™"-Mausen mit den korrespondierenden BALB/c-Wildtypen signifi-

kant reguliert vorlagen, jedoch in beiden Gruppen eine maximale Intensitat von 500 auf-
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Bezeichnung p-Wert | ntgnsitét Intensitat . x-fachg
Wildtyp HBVTg-ABCB4 Regulation
mmu-miR-466f 7,51E-03 31 156 5,04
mmu-miR-200c-3p 9,97E-02 14 61 4,42
mmu-miR-223-3p 5,19E-02 49 215 4,40
mmu-miR-146b-5p 8,47E-02 13 58 4,37
mmu-miR-6968-3p 5,50E-02 11 44 4,12
mmu-miR-8110 5,49E-02 36 140 3,94
mmu-miR-7085-3p 9,68E-02 11 40 3,46
mmu-let-7e-5p 7,76E-02 58 194 3,36
mmu-miR-1934-3p 2,77E-02 54 176 3,23
mmu-miR-7081-5p 4,85E-02 69 218 3,16
mmu-miR-7036a-5p 7,58E-02 15 48 3,16
mmu-miR-200b-3p 4,56E-02 88 266 3,01
mmu-miR-34a-5p 6,62E-03 70 194 2,79
mmu-miR-429-3p 9,18E-02 33 88 2,69
mmu-miR-15b-5p 3,53E-02 174 456 2,63
mmu-miR-7045-3p 6,38E-02 22 58 2,60
mmu-miR-365-3p 8,46E-02 23 51 2,25
mmu-let-7k 2,93E-02 101 222 2,20
mmu-miR-466f-5p 8,82E-03 78 150 1,92
mmu-miR-6944-5p 7,07E-02 109 199 1,83
mmu-miR-494-3p 3,58E-02 160 287 1,79
mmu-miR-3547-5p 9,35E-02 48 82 1,71
mmu-miR-7044-5p 2,52E-02 54 88 1,62
mmu-miR-1839-3p 3,03E-02 112 178 1,59
mmu-miR-125a-3p 6,59E-02 28 44 1,58
mmu-miR-6908-5p 6,40E-02 39 60 1,54
mmu-miR-6981-5p 3,15E-02 292 450 1,54
mmu-miR-7212-3p 8,01E-02 44 66 1,49
mmu-miR-200a-3p 1,79E-02 143 207 1,45
mmu-miR-466c¢-5p 7,61E-02 237 318 1,34
mmu-miR-139-5p 6,42E-02 73 90 1,24
mmu-miR-3095-3p 4,36E-02 322 391 1,21
Tabelle 5: Im micro-Array signifikant verstarkt regulierte microRNA mit einer Intensitat von maximal
500.

Insgesamt zeigten 32 verschiedene microRNA in der micro-Array-Analyse eine signifikant
verstarkte Regulation und zugleich eine Intensitét geringer als 500.
Vergleich von HBVTg-ABCB4"-Mausen zu BALB/c-Wildtypen im Alter von jeweils 16 Wo-

chen.
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Bezeichnung p-Wert Intgnsitét Intensitat . x-fachg
Wildtyp HBVTg-ABCB4 Regulation
mmu-miR-677-5p 1,92E-02 28 0 -2206,50
mmu-miR-196a-1-3p 5,12E-02 25 0 -1999,79
mmu-miR-677-3p 3,92E-02 288 34 -8,50
mmu-miR-3099-5p 4,93E-02 68 9 -7,55
mmu-miR-210-3p 9,82E-02 44 7 -6,03
mmu-miR-6395 4,78E-02 37 7 -5,60
mmu-miR-192-3p 2,28E-02 240 45 -5,32
mmu-miR-186-5p 5,55E-02 153 29 -5,21
mmu-miR-212-3p 8,14E-02 60 12 -5,05
mmu-miR-802-5p 8,41E-02 142 32 -4,41
mmu-miR-700-3p 7,79E-02 70 18 -3,92
mmu-miR-5107-5p 2,66E-02 89 25 -3,60
mmu-miR-7661-3p 4,65E-02 32 9 -3,55
mmu-miR-199b-5p 7,94E-02 73 25 -2,95
mmu-miR-7235-3p 5,32E-02 201 69 -2,91
mmu-miR-7058-3p 9,09E-02 336 116 -2,89
mmu-miR-6946-3p 3,76E-02 89 32 -2,82
mmu-miR-346-3p 3,20E-02 294 109 -2,71
mmu-miR-485-3p 6,81E-02 167 64 -2,61
mmu-miR-6975-3p 5,01E-02 82 32 -2,56
mmu-miR-101c 3,14E-02 68 27 -2,49
mmu-miR-7050-5p 5,90E-02 38 15 -2,43
mmu-miR-19a-3p 5,23E-02 36 15 -2,36
mmu-miR-7027-3p 2,02E-02 122 54 -2,25
mmu-miR-1843b-5p 6,90E-02 93 43 -2,15
mmu-miR-7010-3p 8,55E-02 76 37 -2,07
mmu-miR-1903 7,55E-02 158 78 -2,02
mmu-miR-30c-2-3p 6,08E-02 45 23 -2,00
mmu-miR-497a-5p 4,07E-02 135 71 -1,90
mmu-miR-6385 4,71E-02 91 49 -1,86
mmu-miR-6896-3p 5,43E-02 310 167 -1,86
mmu-miR-6366 7,15E-02 112 60 -1,85
mmu-miR-29b-3p 5,46E-02 242 130 -1,85
mmu-miR-1231-5p 5,49E-02 50 27 -1,84
mmu-miR-758-5p 7,91E-02 44 24 -1,84
mmu-miR-140-3p 7,25E-02 157 85 -1,83
mmu-miR-125a-5p 5,38E-02 197 110 -1,79
mmu-miR-20b-5p 2,14E-02 78 44 -1,78
mmu-miR-193a-3p 3,63E-02 174 99 -1,75
mmu-miR-199a-5p 6,43E-02 409 239 -1,71
mmu-miR-3620-5p 6,47E-02 458 276 -1,66
mmu-miR-1966-5p 4,83E-02 99 71 -1,41
mmu-miR-652-3p 8,67E-02 111 82 -1,36
mmu-miR-706 5,37E-02 43 37 -1,16
Tabelle 6: Im micro-Array signifikant vermindert regulierte microRNA mit maximaler Intensitat 500.

Insgesamt zeigten 44 verschiedene microRNA in der micro-Array-Analyse eine signifikant
schwachere Regulation und zugleich eine Intensitat geringer als 500.
Vergleich von HBVTg-ABCB4"-Mausen zu BALB/c-Wildtypen im Alter von jeweils 16 Wo-

chen.
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Die schwache Intensitat spricht fiir ein quantitativ geringes Vorliegen der aufgefiihrten
microRNA, aus diesem Grund waren diese fir eine weitergehende Analyse mittels gRT-
PCR nicht geeignet. Nichtsdestotrotz Iasst sich alleine aufgrund der gemessenen Inten-
sitat nicht abschatzen, inwiefern diese schwach exprimierten microRNA Einfluss auf die
Genexpression haben. In Abhangigkeit der jeweiligen Ziel-mRNA und der damit verbun-
denen Regulation der Translation bestimmter Proteine ist auch eine mégliche Einfluss-

nahme von gering exprimierten microRNA nicht auszuschlief3en.
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3.2 Weiterfuhrende Expressionsanalysen einzelner microRNA
mittels qRT-PCR

3.2.1 MiR-199a-3p in HBVTg-, ABCB4”- und HBVTg-ABCB4"-M&usen im
Alter von 8, 16, 26 und 52 Wochen
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Schaubild 1:  Expressionsanalyse von miR-199a-3p im Langzeitmodell mittels gqRT-PCR.
Dargestellt ist die relative Expression von miR-199a-3p in den Mausmodellen HBVTg
(weilke Balken), ABCB4” (graue Balken) sowie im Hybridmodell HBVTg-ABCB4™"
(schwarze Balken) im Alter von 8, 16, 26 sowie 52 Wochen. Die Messung erfolgte in ge-

poolten Proben (N = 4 - 5) im Vergleich zum jeweiligen Wildtyp (BALB/c).

Im micro-Array der 16 Wochen alten Mause zeigt miR-199a-3p mit einer 2,92-fachen
Hochregulation im Vergleich des HBVTg-ABCB4"-Modells mit den Wildtypen die
starkste Expressionsanderung. Auch im PCR-Array konnte eine 2,6-fach verstarkte Ex-
pression gezeigt werden.

Diese microRNA wurde in friiheren Studien bereits im Zusammenhang mit cholestati-
schen Erkrankungen beschrieben (siehe Kapitel 1.2.3) und war aus diesen Griinden fir
die ndhere Analyse in den im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten Mausmo-
dellen von Interesse. Die verstarkte Expression von miR-199a-3p im micro-Array konnte
mittels qRT-PCR bestatigt werden.

Im zeitlichen Verlauf zeigt die Expression von miR-199a-3p im ABCB4"-Modell eine im

Vergleich zum Wildtyp verstarkte Expression. Bereits im Alter von 8 Wochen betragt der
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Faktor 2,00. Mit Zunahme des Alters auf 16, 26 und 52 Wochen nimmt die relative Ex-
pression um den Faktor 2,28-fach, 2,92-fach und 4,06-fach zu.

Ein anderes Bild mit unterschiedlicher Expression zeigt sich im HBVTg-Modell. Im Alter
von 8 Wochen zeigt sich hier sogar eine im Vergleich zum Wildtyp verminderte Expres-
sion um den Faktor 0,81. Zum Zeitpunkt 26 Wochen liegen die Expressionslevel dieser
microRNA in beiden Modellen auf einem vergleichbaren Niveau (Faktor 1,04). Nach 52
Wochen zeigt sich schlie3lich eine im HBVTg-Modell um den Faktor 1,68 verstarkte Ex-
pression von miR-199a-3p im Vergleich zum Wildtyp (Schaubild 1).

Im Hybridmodell ergibt sich im Alter von 8, 16 und 52 Wochen ein dem Expressionslevel
im ABCB4”-Modell vergleichbarer Verlauf. Zum Zeitpunkt 8 Wochen lasst sich eine 2,2-
fache Hochregulation von miR-199a-3p ausmachen, die Expression nimmt daraufhin im
zeitlichen Verlauf nach 16 Wochen (2,9-fach) beziehungsweise nach 52 Wochen (5,03-

fach) zu.

3.2.2 MiR-182a-5p in HBVTg-, ABCB4”- und HBVTg-ABCB4"-M&usen im
Alter von 8, 16, 26 und 52 Wochen
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Schaubild 2:  Expressionsanalyse von miR-182a-5p im Langzeitmodell mittels gqRT-PCR.
Dargestellt ist die relative Expression von miR-182a-5p in den Mausmodellen HBVTg (weil3e
Balken), ABCB4 (graue Balken) sowie HBVTg-ABCB4~- (schwarze Balken) im Alter von 8,
16, 26 sowie 52 Wochen. Die Messung erfolgte in gepoolten Proben (N = 4 - 5) im Vergleich
zum jeweiligen Wildtyp (BALB/c).
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Nach miR-34c war miR-182a-5p im PCR-Array mit einer mehr als 4,6-fach verstarkten
Expression die am zweitstarksten regulierte und erfasste microRNA. Die Validierung die-
ser Regulation mittels qRT-PCR ergab einen noch starkeren Expressionsunterschied
(siehe Schaubild 2). Im Alter von 16 Wochen ist die Expression von miR-182a-5p im
Hybridmodell im Vergleich zu den jeweiligen Wildtypen hier um den Faktor 7,94 erhoht.
Die weitere Analyse dieser microRNA in dem HBVTg-ABCB4"-Mausmodell ergab, dass
bereits nach 8 Wochen eine verstarkte Expression vorliegt (3,16-fach). Im Alter von 52
Wochen hingegen hat die Expression von miR-182a-5p im Vergleich zu den 16 Wochen
alten Mausen leicht abgenommen, ist aber noch immer mehr als 5,85-fach so stark wie
in der Kontrollprobe (Schaubild 2). Betrachtet man ABCB4-defiziente Mause isoliert,
l&sst sich ein ahnlicher Verlauf ausmachen. Auch in diesem Mausmodell ist bereits nach
8 Wochen eine knapp doppelt so starke Expression von miR-182a-5p (1,97-fach) mess-
bar, nach 26 Wochen zeigt sich, analog zu dem Hybridmodell, die maximale relative
Expression (6,28-fach), um dann im Alter von 52 Wochen auf eine 4,60-fache Regulation
zu sinken.

Im HBVTg-Modell hingegen ergibt die Expressionsanalyse von miR182a-5p eine im Ver-
gleich mit den bisher beschriebenen Modellen andere Tendenz. Die Expressionsande-
rung von miR-182a-5p entspricht hier einem nahezu linearen, stetig steigenden Verlauf
mit dem Lebensalter der Tiere.

Im Alter von 8 Wochen zeigt sich keine Anderung der Expression im Vergleich zum Wild-
typ, wahrend im Alter von 26 Wochen eine nahezu verdoppelte Expression und im Alter
von 52 Wochen eine im Vergleich zum Wildtyp um den Faktor drei verstarkte Expression

von miR-182a-5p vorliegt.

3.2.3 MiR-21a-5p in HBVTg-, ABCB4"- und HBVTg-ABCB4"-Mausen im Alter
von 8, 16, 26 und 52 Wochen

Frihere Studien zeigten, dass miR-21 im Rahmen fibrotischer Erkrankungen verschie-
dener Organe verstarkt exprimiert wurde und die Stimulierung und Aktivierung von Fib-
roblasten Gber mehrere Signalwege induziert [210-215]. Aus diesem Grund war diese
microRNA auch fir unsere Analysen von gesondertem Interesse.

Der PCR-Array ergab in den 16 Wochen alten HBVTg-ABCB4"-M&usen eine um den
Faktor 3,11 verstarkte Expression. Der durchgefiuhrte micro-Array zeigte mit einer 2,6-
fachen Hochregulation im Vergleich zum Wildtyp ein vergleichbares Ergebnis. Die Vali-
dierung dieser Messung mittels PCR ergab eine 2,31-fache Hochregulation dieser
microRNA (Schaubild 3).
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Schaubild 3:  Expressionsanalyse von miR-21a-5p im Langzeitmodell mittels qRT-PCR.
Dargestellt ist die relative Expression von miR-21a-5p in den Mausmodellen HBVTg (weilte
Balken), ABCB4 (graue Balken) sowie HBVTg-ABCB4~- (schwarze Balken) im Alter von 8,
16, 26 sowie 52 Wochen. Die Messung erfolgte in gepoolten Proben (N = 4 - 5) im Vergleich
zum jeweiligen Wildtyp (BALB/c).

Im Alter von 8 Wochen ist die Expression von miR-21a-5p bereits 1,5-fach verstarkt,
erreicht im Alter von 16 Wochen mit einer 2,31-fachen Hochregulation ihren Héhepunkt,
um dann nach 52 Wochen eine nahezu doppelt so starke Expression wie der Wildtyp zu
zeigen (1,98-fach) (Schaubild 3).

Einen &hnlichen Verlauf 1asst sich in der Analyse der miR-21a-5p im ABCB4"-Modell
ausmachen. Auch hier zeigt sich eine Zunahme der Expression nach 8 Wochen um den
Faktor 1,71. Im zeitlichen Verlauf bleibt diese Expressionsverstarkung auf einem ver-
gleichbaren Niveau und betragt im Alter von 52 Wochen 1,82 (Schaubild 3). Lediglich
zum Zeitpunkt 26 Wochen Iasst sich eine Zunahme der Expression um den Faktor 2,15
verzeichnen.

Ein gegensatzliches Bild zeichnet wiederum das HBV-transgene Mausmodell. Zeigt sich
im Alter von 8 Wochen noch eine 1,35-fach verstarkte Expression von miR-21a-5p, sinkt
diese Uber die Zeitpunkte von 26 (1,06-fach) sowie 52 Wochen (1,01-fach) auf das Ex-
pressionsniveau des Wildtyps (Schaubild 3).
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3.2.4 MiR-122-5p in HBVTg-, ABCB4"- und HBVTg-ABCB4-Mausen im Alter
von 8, 16, 26 und 52 Wochen
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Schaubild 4:  Expressionsanalyse von miR-122-5p im Langzeitmodell mittels qRT-PCR.
Dargestellt ist die relative Expression von miR-122-5p in den Mausmodellen HBVTg (weil3e
Balken), ABCB4 (graue Balken) sowie HBVTg-ABCB4~- (schwarze Balken) im Alter von 8,
16, 26 sowie 52 Wochen. Die Messung erfolgte in gepoolten Proben (N=4-5) im Vergleich
zum jeweiligen Wildtyp (BALB/c).

Die genauere Betrachtung von miR-122a-5p war aus mehreren Griinden fiir eine weiter-
gehende Analyse interessant. Zum einen ist diese microRNA, wie bereits erwahnt, le-
berspezifisch und zudem die quantitativ haufigste microRNA der Leber. Aufgrund ihrer
regulatorischen Eigenschaften in einer Vielzahl von hepatischen Prozessen und Patho-
logien lag die Vermutung nahe, dass miR-122a-5p auch in den von uns analysierten
Mausmodellen einer Regulation unterliegt.

In der durchgefiihrten micro-Array-Analyse zeigte sich zunachst eine geringfligig ver-
starkte Expression mit dem Faktor 1,38. In der anschliefenden qRT-PCR liel3 sich die-
ses Ergebnis nicht validieren. Im Gegensatz zu den vorher erhobenen Daten ergab die
Messung in den 16 Wochen alten HBVTg-ABCB4™"-Mausen sogar eine minimal vermin-
derte Expression (0,95-fach). Ahnliche Ergebnisse zeigen sich auch im Alter von 8 (0,80-
fach) und 52 Wochen (0,84-fach) (Schaubild 4).
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Betrachtet man die Expressionsanderung von miR-122a-5p in den verschiedenen Mo-
dellen zu den Zeitpunkten von 8, 16, 26 sowie 52 Wochen, lasst sich grundsatzlich fest-
stellen, dass miR-122a-5p lediglich schwach in ihrer Expression verandert wird. In den
HBVTg-Mausen zeigt sich nach 8 Wochen eine im Vergleich zum Wildtyp halbierte Ex-
pression (0,51-fach) von miR-122a-5p und verbleibt sowohl im Alter von 26 Wochen
(0,61-fach) sowie 52 Wochen (0,70-fache Expression) auf einem ahnlichen Niveau
(Schaubild 4).

Entgegen der Annahme, dass miR-122a-5p als leberspezifische microRNA im Rahmen
einer signifikanten Leberschadigung, wie sie durch den Knockout des ABCB4-Gens be-
dingt auftritt, stark reguliert wird, zeigt die qRT-PCR eine uber alle Zeitpunkte allenfalls
minimale Expressionsminderung, welche mit den Kontrollen vergleichbar ist. So zeigt
sich in den Mausen mit ABCB4-Knockout im Alter von 8 Wochen eine um den Faktor
0,80 verminderte Expression von miR-122a-5p. Nach 16 Wochen zeigte sich eine Zu-
nahme der Expression auf das 1,14-fache. Nach 26 Wochen hingegen nimmt die Ex-
pression wieder ab (0,90-fach), um letztendlich im Alter von 52 Wochen das nahezu
gleiche Expressionsniveau der Wildtypen zu erreichen (0,98-fache Regulation) (Schau-
bild 4).
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3.2.5 MiR-23a-3p in HBVTg-, ABCB4"- und HBVTg-ABCB4-Mausen im Alter
von 8, 16, 26 und 52 Wochen
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Schaubild 5:  Expressionsanalyse von miR-23a-3p im Langzeitmodell mittels qRT-PCR.
Dargestellt ist die relative Expression von miR-122-5p in den Mausmodellen HBVTg (weil3e
Balken), ABCB4 (graue Balken) sowie HBVTg-ABCB4~- (schwarze Balken) im Alter von 8,
16, 26 sowie 52 Wochen. Die Messung erfolgte in gepoolten Proben (N = 4 - 5) im Vergleich
zum jeweiligen Wildtyp (BALB/c).

In der micro-Array-Analyse verzeichneten die Isoformen von miR-23 (miR-23a-3p sowie
miR-23b-3p) in der Gruppe der verstarkt exprimierten microRNA mit einer Intensitat von
Uber 500 und einer Regulation von 4,34-fach respektive 3,58-fach die starkste Expres-
sionsanderung (Schaubild 5). Die Validierung dieser Ergebnisse zeigt in der qRT-PCR
im Alter von 16 Wochen eine verdoppelte (2,09-fache) Expression in den HBVTg-
ABCB47-Mausen und bestatigt somit die Array-Daten. Betrachtet man den zeitlichen
Verlauf der miR-23a-3p-Expression in dem HBVTg-ABCB4"-Modell, zeigt sich nach 8
Wochen eine 1,5-fache Hochregulation, welche bis auf die bereits erwahnte 2,09-fache
Regulation im Alter von 16 Wochen ansteigt, um dann nach 52 Wochen wieder auf das
Level von 8 Wochen zu sinken (1,54-fache Regulation).

In den ABCB4"-Mé&usen zeigt sich ein anderer Verlauf der Expression. Nach 8 Wochen
ist miR-23a-3p ahnlich stark exprimiert wie in dem Hybridmodell (1,77-fache Regulation)
(Schaubild 5). Nach 16 Wochen findet sich eine fast halbierte Expression (0,58-fache

Regulation), welche daraufhin bis zum Alter von 26 Wochen zunachst auf einen Wert
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von 2,24-facher Regulation steigt, um schlielich im Alter von 52 Wochen die maximale
relative Expression von 3,07-fach zu erreichen (Schaubild 5).

Das HBV-transgene Modell hingegen zeigt eine nahezu gleichbleibende Expressions-
verstarkung im zeitlichen Verlauf. Im Alter von 8 Wochen ist diese microRNA im Ver-
gleich zu den korrespondierenden Wildtypen um den Faktor 1,20 verstarkt exprimiert,
welche zum Zeitpunkt 26 Wochen (1,23-fache Regulation) bzw. nach 52 Wochen (1,51-
fache Regulation) ansteigt (Schaubild 5).

3.2.6 MiR-101a-3p in HBVTg-, ABCB4"- und HBVTg-ABCB4"-Mausen im Al-
ter von 8, 16, 26 und 52 Wochen
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Schaubild 6:  Expressionsanalyse von miR-101a-3p im Langzeitmodell mittels gqRT-PCR.
Dargestellt ist die relative Expression von miR-122-5p in den Mausmodellen HBVTg (weilte
Balken), ABCB4 (graue Balken) sowie HBVTg-ABCB4~- (schwarze Balken) im Alter von 8,
16, 26 sowie 52 Wochen. Die Messung erfolgte in gepoolten Proben (N = 4 - 5) im Vergleich
zum jeweiligen Wildtyp (BALB/c).

In der micro-Array-Analyse zeigte miR-101a-3p eine im Vergleich zum Wildtyp um den
Faktor -4,43 verminderte Regulation.

Die Validierung dieser Daten mittels qRT-PCR ergab lediglich eine geringe Expressions-
anderung von miR-101a-3p um den Faktor 0,91. Im zeitlichen Verlauf zeigt diese
microRNA in dem HBVTg-ABCB4”-Modell im Alter von 8 Wochen eine dem Wildtyp ver-

gleichbare Expression (1,02-fach), um an den Messzeitpunkten 16 Wochen (0,91-fache
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Regulation) sowie 52 Wochen (0,57-fache Regulation) stetig abzunehmen. In den Maus-
modellen mit jeweils einer solitdren Genveranderung zeichnet sich hingegen ein anderes
Bild. In den HBV-transgenen Mausen ist das Expressionsniveau von miR-101a-3p nach
8 Wochen ebenfalls mit dem Wildtyp vergleichbar (1,05-fache Regulation), nach 26 Wo-
chen halbiert sich die Expression (0,55-fach), steigt aber zum Zeitpunkt von 52 Wochen
annahernd wieder bis auf das Niveau im Alter von 8 Wochen an (0,95-fache Regulation).
Diesem Verlauf vergleichbar ist das Expressionsniveau von miR-101a-3p in der Probe
der ABCB4"-Mause. Initial zeigt sich in diesem Modell im Alter von 8 Wochen eine um
den Faktor 1,34 verstarkte Expression, welche bis zum Alter von 16 Wochen abnimmt
(0,59-fache Regulation). Analog zu dem HBV-transgenen Modell zeigt sich nach 26 Wo-
chen eine gegeniber dem Wildtyp weiterhin verminderte Expression und im Alter von 52

Wochen (0,84-fache Regulation) eine verstarkte Expression (1,51-fach) (Schaubild 6).
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4 Diskussion

41  Konzeptionelle Uberlegungen

In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl von Studien publiziert, welche sich dem Ziel
widmen, die genaue biologische Funktion von microRNA zu beschreiben. Durch diese
Daten, welche sowohl auf Computerberechnung als auch auf biochemischen sowie mo-
lekularbiologischen Analysen beruhen, konnte gezeigt werden, dass diese Gruppe von
RNA-Molekdlen in der Regulation der Genexpression eine zentrale Rolle einnimmt.

Aktuell sind Knock-Out-Modelle sowie Versuche mit ektoper Uberexpression einzelner
microRNA die Hauptquelle der verfligbaren Informationen. Die Forschung an microRNA-
bezogenen Thematiken ist insgesamt sehr komplex, aufwendig und zeigt nur in begrenz-
tem MaRe eine Ubertragbarkeit auf den Menschen. Die Beteiligung von microRNA in der
Entstehung sowie Progression von Erkrankungen lasst sich allerdings nicht abstreiten.
Bestimmte Tumorentitaten beispielsweise zeigen ein spezifisches Muster regulierter
microRNA [216], was zur Annahme fiihrte, dass es mdglich sei, microRNA als diagnos-

tisches Tool und als therapeutisches Mittel in den klinischen Alltag zu integrieren [217].

In diesem Zusammenhang bestand der primare Fokus der Forschung zunachst in der
Charakterisierung von microRNA-Expressionsprofilen unterschiedlicher Tumore, jedoch
ist eine Beteiligung von microRNA in der Entstehung, Progression sowie Modulation von
nahezu jeder Erkrankung wahrscheinlich. Um das Verstandnis der Klasse der microRNA
und damit einhergehend auch einer Vielzahl von Erkrankungen voranzutreiben, sind zu-
nachst Expressionsanalysen notwendig. Diese dienen dem Zweck, die Anzahl unter-
schiedlicher microRNA einzugrenzen, um so eine spezifische Analyse einzelner

microRNA zu ermoglichen.
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Die vorliegende Arbeit fokussiert sich auf die microRNA-Expressionsanalyse in drei un-
terschiedlichen Mausmodellen mit verschiedenen hepatischen Pathologien und be-
schreibt regulierte microRNA im Langzeitverlauf Gber 52 Wochen. Ein Grofteil der
durchgefuhrten experimentellen Arbeit besteht in der Durchfiihrung von Array-Analysen
eines Hybridmodells im Alter von 16 Wochen sowie der anschlieRenden Validierung und
Verlaufsbeschreibung von ausgewahlten microRNA in den verwendeten Mausmodellen
mittels qRT-PCR.

Unser Ansatz erlaubt die Identifikation von microRNA sowie deren Beschreibung im Ver-
lauf der jeweiligen Erkrankung und erlaubt Rickschliusse auf die durch diese RNA-Mo-
leklle beeinflussten Signalwege. Allerdings war eine weitergehende Analyse der Inter-
aktion zwischen microRNA mit der jeweiligen Ziel-mRNA beziehungsweise der Auswir-
kungen von Expressionsdnderungen einzelner microRNA auf Proteinebene aus Kapazi-

tatsgriinden nicht realisierbar und hatte den Umfang dieser Arbeit weit Uberschritten.
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4.2

Ergebnisdiskussion

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit folgendes gezeigt werden:

1.

Eine hepatische Schadigung, hervorgerufen durch einen Knock-Out des ABCB4-
Gens respektive der Uberexpression von Oberflachenproteinen des Hepatitis-B-
Virus, zeigte in der micro-Array-Analyse sowohl signifikant verstarkte (N = 51) als
auch verminderte (N = 69) microRNA-Expression.

MiR-199a-3p wird insbesondere in dem ABCB4"-Modell verstarkt exprimiert und
zeigt im Langzeitversuch eine stetig zunehmende relative Expression. Diese
microRNA unterliegt im HBVTg-Modell hingegen lediglich einer schwach ausge-
pragten Anderung, im zusatzlich analysierten Hybridmodell I&sst sich ein verstéar-
kender Effekt beider Pathologien auf das Expressionsniveau feststellen.
MiR-182a-5p zeigt in der Langzeitanalyse eine verstarkte Expression insbeson-
dere in den ABCB4-defizienten Mausen sowie in dem Hybridmodell.

Die leberspezifische und quantitativ haufigste miR-122-5p zeigt eine globale Ex-
pressionsminderung in allen drei Modellen, wobei dieser Effekt am starksten in
dem HBVTg-Modell zu beobachten ist.

MiR-21a-5p wird insbesondere in dem ABCB4”-Modell sowie in dem Hybridmo-
dell verstarkt reguliert. In dem HBVTg-Modell zeigte sich keine Anderung dieser
microRNA.

Eine Anderung der Expression von miR-23a-3p zeigt sich vor allem im ABCB4™"
-Modell und korreliert nach einer Expressionsminderung im Alter von 16 Wochen
positiv mit dem Alter der Versuchstiere.

MiR-101a-3p weist im HBVTg-ABCB4"-Modell eine stetig verminderte Expres-
sion auf. Demgegeniber steht eine verminderte Expression dieser microRNA in
dem HBVTg- sowie in dem ABCB47"-Modell im Alter von 16 und 26 Wochen,
welche zum Zeitpunkt 52 Wochen im HBVTg-Modell das Niveau des Wildtyps
erreicht beziehungsweise im ABCB4"-Modell eine verstarkte Regulation auf-

weist.
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421 MiR-199a-3p

Eine verstarkte Expression vom miR-199a-3p wurde bereits in friiheren Studien im Zu-
sammenhang mit Erkrankungen der Leber beschrieben [218]. Unsere Daten zeigten zu-
nachst eine Hochregulation dieser microRNA um den Faktor 2,85 in der micro-Array-
Analyse der 16 Wochen alten HBVTg-ABCB4"-Mause. Die weiteren Messungen mittels
gRT-PCR zeigten, dass diese verstarkte Expression offensichtlich hauptsachlich dem
Knock-Out des ABCB4-Gens zuzuordnen ist. So weisen Mause mit solitdrer ABCB4-
Defizienz zum Zeitpunkt 16 Wochen eine 2,28-fache Regulation auf, demgegenliber
steht eine 2,92-fache Regulation in den Hybridmodellen. Ein Vergleich der Expression
von miR-199a-3p in den unterschiedlichen Modellen im Alter von 52 Wochen ergibt eine
Hochregulation von 5,03-fach in dem Hybridmodell, welcher eine Expressionsanderung
um den Faktor 4,06 in dem ABCB4”-Modell respektive 1,68 in dem HBVTg-Modell ge-
genubersteht. Eine Erklarung fur die Differenz der Expression in ABCB4-defizienten
Mausen sowie dem Hybridmodell besteht mdglicherweise in synergistischen Effekten,
welche durch beiden Pathologien bedingt werden. Eine Beteiligung von miR-199a-3p an
der Regulation einer HBV-Infektion wurde bereits postuliert, da in der fur HBs codieren-
den Region eine passende Zielsequenz identifiziert wurde. Auch zeigen weitergehende
Experimente eine signifikante Reduktion der HBs-mRNA bei ektoper Uberexpression
von miR-199a-3p [219]. Inwiefern sich diese Mechanismen auf in-vivo-Modelle transfe-
rieren lassen, muss allerdings noch geklart werden. Im Hinblick auf eine mégliche Rolle
im Rahmen von fibrotischen Erkrankungen der Leber wurde miR-199a-3p in CCls-Mau-
sen bereits beschrieben [220, 221]. Unsere Daten, erhoben in dem ABCB4”-Modell so-
wie in dem Hybridmodell, stltzen diese Beobachtungen und zeigen insbesondere, dass
die Expression dieser microRNA mit dem Alter der Tiere sowie der Progression der Fib-
rose korreliert [222] und aus diesem Grund in der Pathogenese der sklerosierenden
Cholangitis beteiligt sein kann. Eine Erklarung fir die im Alter zunehmende Expression
von miR-199a-3p ist moglicherweise auch in der Beteiligung bei der Entstehung hepati-
scher Neoplasien zu suchen. Die chronische Inflammation fiihrt in dem ABCB4™"-Modell
nach vier bis sechs Monaten zur Formation préaneoplastischer hepatischer Lasionen mit
konsekutiver Progression bis hin zu metastasierenden Tumoren [110, 119, 120]. Inwie-
fern miR-199a-3p in der Genese hepatobilidrer Tumoren eine regulatorische Aufgabe
besitzt, wird aktuell diskutiert, bisherige Studien zeichnen diesbeziiglich ein komplexes
Bild. Eine verstarkte Expression von miR-199a wurde beispielsweise in Tumorerkran-
kungen der Gallenwege postuliert [223]. In der Entstehung von Magenkarzinomen wurde

diese microRNA ebenfalls als proliferations- sowie metastasenférdernd beschrieben
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[224]. Demgegenuber stehen Studien, welche sich mit der microRNA-Expressionsana-
lyse im humanen hepatozellularen Karzinom sowie im Hepatoblastom beschéaftigen und
jeweils eine verminderte Expression von miR-199a feststellen [225]. Diese gegensatzli-
chen Aussagen lassen in Bezug auf die Rolle von miR-199a-3p in der Tumorgenese in
unseren verwendeten Mausmodellen keine abschliefiende Bewertung zu. Auch in dieser
Hinsicht sind weitere Analysen an Tumorgewebe selbst und préaneoplastischen Lasionen

notwendig.

4.2.2 MiR-182-5p

In der PCR-Array-Analyse zeigte miR-182-5p in den 16 Wochen alten Hybridmausen
mitunter die starkste Expressionsanderung der mit dieser Methode erfassten microRNA.
Die Daten der Messpunkte 8, 16, 26 sowie 52 Wochen verdeutlichen, dass diese
microRNA in allen drei analysierten Mausmodellen hochreguliert ist. Im Vergleich von
HBV-transgenen Mausen mit den ABCB4-defizienten Tieren zeigt sich, dass auch die
Expression dieser microRNA in der letzteren Gruppe starker zunimmt. Ahnlich wie bei
miR-199a-3p scheint auch in diesem Fall ein verstarkender Effekt im Hybrid-Modell
vorzuherrschen. Nach 8 sowie 52 Wochen lasst sich im Vergleich der unterschiedlichen
Modelle jeweils eine Steigerung der Expression von miR-182-5p feststellen. Auch hier
zeigt das HBVTg-Modell die geringste Expressionsanderung, gefolgt von dem ABCB4™
-Modell und zuletzt dem Hybridmodell.

Die Expressionsanderung dieser microRNA ist insbesondere im Hinblick auf die Tumor-
genese und die Formierung von Metastasen interessant. Die bisherige Studienlage
schreibt miR-182-5p hauptsachlich eine prokanzerogene Wirkung zu. Es konnte gezeigt
werden, dass diese microRNA den Wnt-beta-catenin-Signalweg beeinflusst und so die
Entstehung von Blasenkrebs fordert [226]. Weitere Studien kommen zu dem Ergebnis,
dass miR-182-5p auch Metastasierungen begunstigt. Eine prometastatische Funktion
wird sowohl in der Transformation des primaren zum metastatischen Melanom als auch
in verschiedenen Sarkom-Subtypen beschrieben [227]. Eine Uberexpression dieser
microRNA fiihrte zu vermehrter pulmonaler Metastasierung der Versuchstiere. Passend
dazu flhrte eine Deletion des miR-182-5p-Gens zu einer verminderten Metastasierung
und unterstreicht so die Rolle dieser microRNA in der Entwicklung von Satellitenlasionen
[228].

In Hinblick auf die im Rahmen dieser Arbeit analysierten Modelle zeigen diese Publika-
tionen, dass miR-182-5p in der Tumorentstehung und insbesondere der Metastasierung,
wie sie beispielsweise im ABCB4"-Modell beschrieben wurde, eine Rolle spielen kénnte

[229]. Mit den durchgefluhrten Expressionsanalysen konnten wir eine Hochregulation von
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miR-182-5p zu allen erfassten Zeitpunkten in den ABCB4-defizienten Mausen und eine
zusatzlich gesteigerte Regulation im Hybridmodell zeigen, sodass ein Zusammenhang
mit der Entwicklung hepatischer Neoplasien mit konsekutiver Metastasierung mdglich
erscheint.

Im Vergleich zu ABCB4™"-Mausen ist die Expression in dem Mausmodell mit Uberex-
pression von HBs schwacher ausgepragt. Es ist moglich, dass aufgrund der geringeren
pathologischen Befunde im HBV-Modell eine Korrelation zum Expressionsniveau von
miR-182-5p besteht. Nichtsdestotrotz sind die der Tumorgenese respektive der Metas-
tasierung zugrundeliegenden Mechanismen im Hinblick auf die Einflussnahme von miR-

182-5p auf einzelne Signalwege grofitenteils ungeklart.

423 MiR-21a-5p

Expressionsanalysen von miR-21 ergaben in unterschiedlichsten onkologischen Erkran-
kungen eine Regulation. So zeigt sich bei Glioblastomen [230], Mamma-, Kolon-, Lun-
gen-, Pankreas-, Prostata- oder Magenkarzinomen [231, 232], HCC [233], verschiede-
nen gynakologischen Tumoren [234, 235] oder Schilddrisenkarzinomen [236] eine ver-
starkte Expression. Diese Beobachtung fuhrte zu der Vermutung, dass miR-21 eine on-
kogene Aktivitat besitzen kdnnte. Gestltzt wird diese Vermutung durch eine Studie, wel-
che zeigte, dass verschiedene Tumorsuppressoren Zielsequenzen fir miR-21 aufweisen
[237]. In unseren Analysen zeigt sich bereits im PCR-Array eine mehr als dreifache
Hochregulation in den 16 Wochen alten Hybridtieren, welches mittels qRT-PCR validiert
werden konnte. In der Zusammenschau samtlicher erfasster Messzeitpunkte dieses Mo-
dells ist dieser Wert der hochste im Langzeitverlauf: Nach 8 Wochen Iasst sich eine 1,54-
fache, nach 52 Wochen eine 1,98-fache Hochregulation nachweisen. Interessant im di-
rekten Vergleich zwischen den beiden Modellen mit entweder einer kombinierten oder
einer solitaren ABCB4-Defizienz ist der annahernd gleiche Verlauf der Expressionsan-
derung. Demgegentber steht lediglich eine moderate Regulation dieser microRNA im
HBVTg-Modell im Alter von 8 Wochen - im hoheren Alter ist die Expression mit dem
Wildtyp vergleichbar. Diese Ergebnisse legen nahe, dass eine verstarkte Expression von
miR-21 hauptsachlich auf den Knockout des ABCB4-Gens respektive der damit verur-
sachten Pathologie zurtickzufiihren ist. Nach aktueller Studienlage erscheinen drei Sze-
narien plausibel: Moglicherweise kommt in den Mausmodellen tatsachlich eine onko-
gene Wirkung dieser microRNA zum Tragen. Fir diese Theorie spricht die Entwicklung
von Tumoren in beiden Modellen mit ABCB4-Defizienz. Passend zu den Expressions-

unterschieden ist zudem die im Vergleich hohere Penetranz von Lasionen in dem Hyb-
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ridmodell [229]. Andererseits ist es mdglich, dass miR-21-5p im Rahmen der sklerosie-
renden Cholangitis bereits in der friihen Entstehungsphase eine profibrotische Wirkung
besitzt. Beschrieben wurde eine solche Funktion bereits in verschiedenen in-vitro- als
auch in-vivo-Modellen [210, 211]. Die dritte Moglichkeit ist die Beteiligung von miR-21-
5p zunachst an der Entstehung von Fibrose mit einer nachfolgenden Rolle in der Tumor-
genese. Fiir diese Theorie spricht, dass diese microRNA sowohl in dem ABCB4”-Modell
als auch in den Tieren des Hybridmodells bereits im Alter von 8 und 16 Wochen eine
verstarkte Expression aufweist, Tumore hingegen erst im héheren Alter von 26 bezie-

hungsweise 52 Wochen beobachtet werden [1].

424 MiR-122-5p

Im Vergleich zu den beiden zuvor diskutierten microRNA zeigte miR-122 in der micro-
Array-Analyse zwar eine statistisch signifikante, allerdings mit einer Hochregulation um
den Faktor 1,54 in der Probe der 16 Wochen alten Hybridmause verhaltnismalig
schwach ausgepragte Anderung der Expression. Die Validierung dieser Ergebnisse mit-
tels qQRT-PCR ergab sogar eine leichte Expressionsminderung, welche sich auch zu den
weiteren Messzeitpunkten feststellen lie3. So schwankte die Regulation von miR-122-
5p in dem Hybridmodell von einer um den Faktor 0,80 verminderten Expression im Alter
von 8 Wochen uber eine 0,95-fach beziehungsweise 0,84-fach verminderte Expression
in den 16 respektive 52 Wochen alten Tieren. Ein vergleichbares Bild lasst sich bei der
Betrachtung des zeitlichen Verlaufes dieser microRNA in dem ABCB4™-Modell erken-
nen, jedoch ist die Expressionsminderung im Vergleich zu dem Hybridmodell zu den
gemeinsamen Messzeitpunkten 16 und 52 Wochen geringer ausgepragt. Dieser Verlauf
lasst sich auch in diesem Fall moglicherweise mit der doppelten Schadigung (cholestase
und HBs Uberexpression) begriinden. Gestlitzt wird diese Hypothese durch die Expres-
sion von miR-122-5p in dem HBs-transgenen Mausmodell. Hier zeigt sich insbesondere
im Alter von 8 Wochen eine verminderte Expression dieser microRNA um den Faktor
0,51, welche im Alter 26 Wochen (0,61-fach) und 52 Wochen (0,70-fach) kontinuierlich
geringer ausfallt. Aufgrund dieser Daten erscheint es moglich, dass - ahnlich wie bei den
beiden zuvor diskutierten microRNA - beide Noxen einen Einfluss auf den Expressions-
level von miR-122 besitzen, welche in diesem Fall allerdings entgegengerichtet ausfal-
len.

Die Expressionsanalysen in den analysierten Mausmodellen zeigen, dass miR-122-5p
zum Teil nur schwach reguliert wird. Allerdings ist zu bedenken, dass diese microRNA
in der Leber nahezu 70% des gesamten Pools an hepatischer microRNA ausmacht, wie

auch in den Array-Daten zu erkennen ist: Hier zeigte miR-122 mit einer Intensitat von
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15.854 in dem Hybridmodell sowie 10.273 in der Kontrolle das mit Abstand starkste Sig-
nal. Im Umkehrschluss ist dementsprechend fraglich, ob aufgrund der quantitativen
Masse dieser microRNA eine extreme Expressionsanderung in in-vivo-Modellen tber-
haupt vorkommt und ob, beziehungsweise bis zu welchem Grad, Signalwege beeinflusst
werden, welche auch bei geringen relativen Expressionsanderungen von miR-122 mo-
duliert werden.

Im Hinblick auf unsere erhobenen Daten zeigt sich eine Koharenz zu der aktuellen Stu-
dienlage. Eine verminderte Expression dieser microRNA wurde bereits in 6 bis 8 Wochen
alten HBV-transgenen Mausen beschrieben [238]. Der Grund ist mdglicherweise in einer
spezifische Sequenz zu suchen, welche in allen vier mRNA (und damit auch in praS1 im
hier verwendeten HBVTg-Modell) des Hepatitis-B-Virus vorkommt. Durch diese Se-
quenz wird miR-122 gebunden und der eigentlich replikationshemmende Einfluss dieser
microRNA begrenzt [239].

Eine verminderte Expression von miR-122 wurde zudem in zahlreichen Studien mit der
Entwicklung von hepatischen Erkrankungen beschrieben. So zeigte sich, dass miR-122
in einem Mausmodell fiir NASH (nichtalkoholische Steatohepatitis) sowie in Analysen
von Leberproben von NASH-Patienten eine reduzierte Expression aufweist [240, 241].
Ebenso wurde in einem CCls-induzierten Fibrosemodell eine verminderte Expression
gezeigt [242], was flr eine mdgliche Rolle dieser microRNA in der Entstehung entziin-
dungsbedingter Fibrose spricht. Diese Vermutung wird zusatzlich durch die Beobach-
tung gestarkt, dass eine Wiederherstellung von miR-122 auf ein physiologisches Niveau
mittels Adeno-assoziierten Vektoren eine partielle Reversibilitat dieser Entziindung be-
wirkte [243]. Auch mit der Atiopathogenese des hepatozelluldren Karzinoms wird miR-
122 assoziiert. Hierbei korreliert eine verminderte Expression mit einer schlechten Prog-
nose sowie Metastasenbildung [244].

In der Zusammenschau des aktuellen Wissenstandes mit den von uns erhobenen
Ergebnissen lasst sich festhalten, dass die Beteiligung von miR-122-5p an der
Entstehung und Modulation der im Rahmen dieser Arbeit analysierten hepatischen
Pathologien wahrscheinlich ist. Unsere Analyse zeigt, dass miR-122-5p auch im
Langzeitversuch dauerhaft vermindert vorliegt, unabhangig vom jeweiligen Mausmodell.
Diese Beobachtung wirft die Frage auf, ob in Abhangigkeit von dem ABCB4-Gen-
Knockout beziehungsweise der Uberexpression von HBs unterschiedliche Trigger zu
einer verminderten Expression der gleichen microRNA fiihren kénnen. Betrachtet man
die erwahnten Publikationen, erscheint sowohl in dem ABCB4™- als auch im HBVTg-
Modell eine verminderte Regulation spezifisch fur die jeweilige Pathologie zu sein.
Auch in der Langzeitanalyse des HBV-transgenen Mausmodelles zeigte miR-122-5p

eine stetige Expressionsminderung. Dies korrespondiert mit der Beobachtung, dass
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diese microRNA in 6 bis 8 Wochen alten HBVTg-Mausen vermindert vorliegt. Es wird
vermutet, dass miR-122 im Laufe einer HBV-Infektion durch virale mRNA gezielt gebun-
den wird und die antivirale Wirkung abschwacht. Das Resultat dieses Mechanismus ist
eine Persistenz der viralen mRNA respektive der viralen Proteine [238]. Auf der anderen
Seite wies auch das ABCB4"-Modell in einem GroRteil der untersuchten Zeitpunkte eine
verminderte Expression von miR-122 auf und stitzt somit die Vermutung als regulatori-
sches Element im Rahmen von Entziindung, Fibrose sowie der konsekutiven Entste-
hung von Tumoren. Diese Feststellung zeigt letztendlich, dass eine microRNA in Abhan-
gigkeit verschiedener Pathologien in der Lage ist, entweder unterschiedliche Funktionen
zu vermitteln oder dass die jeweiligen Erkrankungen Gemeinsamkeiten auf Ebene der
aktivierten Signalwege besitzen. Zugleich wird damit erneut demonstriert, dass die Ein-

flussnahme von microRNA aufRerst komplex ist.

425 MiR-23a-3p

MiR-23a liegt im Genom mit miR-27a sowie miR-21-2 gemeinsam im einem Cluster auf
Chromosom 19p13 vor. Dies bedeutet, dass diese drei Sequenzen gemeinsam transkri-
biert werden. Zudem befindet sich mit dem miR-23b~27b~24-1-Cluster ein Paralog auf
Chromosom 9q22 [245, 246]. In unseren Analysen zeigte sich, dass die im micro-Array
erfassten miR-23a sowie miR-23b gleichsinnig hochreguliert waren (4,34-fach sowie
3,58-fach), passend dazu wiesen auch miR-27a sowie miR-27b eine verstarkte Expres-
sion auf. Sowohl der miR-23a~27a~24-2-Cluster als auch der miR-23b~27b~24-1-Clus-
ter wurden bisher hauptsachlich mit der Entstehung von malignen Erkrankungen in Ver-
bindung gebracht. Interessanterweise zeigen beide miR-23-Isoformen in Erkrankungen
wie der akuten lymphatischen Leukdmie oder akuten myeloischen Leukamie [247], dem
Blasenkarzinom [248], dem Magen-Karzinom [249, 250] sowie dem hepatozelluldren
Karzinom [251, 252] eine gleichgerichtete Regulation, was ein Hinweis dafir sein kann,
dass in der Pathogenese dieser Krankheiten eine Deregulierung beider microRNA der
Fall ist.

In der von uns durchgefiihrten Langzeitanalyse ist die Expression von miR-23a zwischen
den einzelnen Mausmodellen sowie auch teilweise von Zeitpunkt zu Zeitpunkt sehr in-
homogen. Zeigt sich nach 8 Wochen eine Hochregulation dieser microRNA in allen drei
Mausmodellen, weist im Alter von 16 Wochen das ABCB4”-Modell eine deutliche Ex-
pressionsminderung im Vergleich zum Wildtyp auf. Demgegenuber steht eine fast dop-
pelt so starke Expression im Hybridmodell. Insbesondere die verminderte Expression ist
auffallig, allerdings lasst sich Uber den Grund nur spekulieren. Auch im weiteren Verlauf

sind deutliche Diskrepanzen auszumachen. Ab 16 Wochen steigt das Niveau von miR-
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23a in dem ABCB4”-Modell stetig auf die maximale Expressionsanderung von 3,07-fach
im Alter von 52 Wochen an. Im Hybridmodell liegt die maximale Expression im Alter von
16 Wochen vor und geht auf eine 1,5-fache Regulation zuriick, welche vergleichbar mit
dem HBVTg-Modell ist, in dem global betrachtet lediglich eine geringe Regulation vor-
liegt. Ein Ziel von miR-23a sind mehrere zentrale Signalproteine des TGF-B-Signalwe-
ges. Es wurde bereits gemutmaldt, dass solch eine Modulation Gber die Ausschaltung
der TGF-B-vermittelten Tumorsuppression entscheidend zur Pathogenese des HCC bei-
tragt [251]. Auch hier ist wieder die Co-Regulation von miR-23b als verstarkendes Ele-
ment zu beachten, da aus evolutionaren Grinden eine enge Kontrolle dieses zentralen
Signalweges durch mehrere Paraloge sichergestellt wird und eine pathologische Dere-
gulierung von zwei Modulatoren umso gravierendere Auswirkungen hat. Hinzu kommt,
dass mit miR-122 eine weitere microRNA mit Beteiligung am TGF-3-Signalweg eine Ex-
pressionsanderung aufweist und zusatzliche Effekte vermittelt. Insgesamt l1asst sich ver-
muten, dass miR-23a zumindest in den Mausmodellen mit einem Knockout des ABCB4-
Gens zur Entstehung von Tumoren beziehungsweise Modulation der Entziindung bei-

tragt.

426 MiR-101a-3p

Als eine von wenigen microRNA wurde miR-101a-3p sowohl im PCR- als auch im micro-
Array erfasst und zeigte jeweils eine verminderte Expression, welche sich allerdings in
Abhangigkeit der Methode unterschied. So war im PCR-Array die Expression um den
Faktor 1,37 vermindert, im micro-Array zeigte sich hingegen eine mehr als 4-fach ver-
minderte Regulation.

Die Effekte von miR-101-3p wurden in zahlreichen Studien untersucht und im Zusam-
menhang mit einer Vielzahl von Erkrankungen diskutiert. So wurde eine mdgliche Betei-
ligung durch eine verminderte Expression an der Entstehung von fibrotischen Erkran-
kungen, beispielsweise im Rahmen kardialer oder hepatischer Fibrose postuliert [253]
[254]. In einem CCls-induzierten Fibrosemodell konnte beispielsweise gezeigt werden,
dass eine verstarkte Expression von miR-101 durch Regulierung des TGF-3-Rezeptors
und der damit verbundenen Modulation des TGF-B-Signalweges antifibrotisch wirkt
[255]. Eine weitere Studie weist dieser microRNA zudem eine onkogene Rolle in der
Entstehung des Hepatitis-B-assoziierten hepatozellularen Karzinoms zu [256], dariber
hinaus wurde auch nachgewiesen, dass miR-101 in humanen HCC-Gewebe als auch in
unterschiedlichen Hepatom-Zelllinien vermindert exprimiert wird und dadurch zum einen
die Zellformierung in vivo und zum anderen das Tumorwachstum in vivo inhibiert wird
[257].
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Auch in unseren analysierten Mausmodellen zeigt sich im Verlauf eine reduzierte Ex-
pression von miR-101a-3p mit maximaler Auspragung nach 16 Wochen (ABCB4”-Mo-
dell) respektive 26 Wochen (HBVTg-Modell), was fiir eine mogliche Beteiligung dieser
microRNA an Fibrose und Karzinogenese spricht.

Im Alter von 52 Wochen insbesondere in dem ABCB4”-Modell zeigt sich eine letztend-
lich verstarkte miR-101a-3p Expression. Auch das HBVTg-Modell erreicht ein dem Wild-
typ vergleichbares Niveau. Moglicherweise kommt hier ein weiterer von miR-101a-3p
vermittelter Effekt zum Tragen. Wie alle zuvor diskutierten microRNA scheint auch miR-
101a-3p im Rahmen von verschiedenen onkologischen Erkrankungen reguliert zu wer-
den [258-260] und vermittelt sowohl tumorsuppressive als auch antimetastatische Wir-
kungen [261, 262]. Aus diesem Grund ist diese microRNA in unseren analysierten Mo-
dellen insbesondere im Langzeitverlauf interessant. Die gemessenen Expressionsande-
rungen im Alter von 52 Wochen sind in ihrer Interpretation schwierig zu bewerten, da
sich keine klare Tendenz abzeichnet. Eine Moglichkeit ist, dass miR-101a-3p zu diesem
Zeitpunkt durch die gesteigerte Expression keine tumorsuppressive Wirkung mehr ver-
mittelt und somit zumindest in dem ABCB4"-Modell zur malignen Transformation bei-
tragt. Demgegenlber steht die weiterhin verminderte Expression zum gleichen Zeitpunkt
in dem Hybridmodell, welches auch Tumore entwickelt. Diese beiden Beobachtungen
stehen in Gegensatz zueinander und konnten zumindest durch unsere Analysen nicht

abschlief3end geklart werden.
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4.3 Limitationen der vorliegenden Arbeit

4.3.1 Verwendete Tiermodelle

In der vorliegenden Arbeit wurden microRNA-Expressionsanalysen in drei unterschied-
lichen Mausmodellen mit hepatischen Pathologien vorgenommen. Der tierexperimen-
telle Ansatz bietet im Hinblick auf die Aussagekraft Vorteile im Vergleich zu in-vitro Mo-
dellen, da einerseits der physiologische Verbund von verschiedenen Zelltypen mit ihren
spezifischen Aufgaben erhalten ist, andererseits ist zudem die Interaktion von organ-
fremden Zellen wie beispielsweise Vertretern des Immunsystems moglich. Hinzu kommt,
dass in Zellkulturen haufig spezifische microRNA Uberexprimiert werden, sodass diese
nicht-physiologische Niveaus erreichen, welche in einem in-vivo-Modell nicht moglich
waren. Trotz der Vorteile des Mausmodells und den damit einhergehenden investigati-
ven Méglichkeiten muss man festhalten, dass eine vollstéandige Ubertragbarkeit der er-
haltenen Ergebnisse auf den humanen Organismus nicht gegeben ist.

Eine weitere Limitation besteht in der Auswahl der jeweiligen Tiere und der analysierten
Zeitpunkte. In der hier vorliegenden Arbeit entschieden wir uns fiir die Bildung von ge-
poolten Proben aus Lebern von weiblichen Versuchstieren im Alter von 8, 16, 26 sowie
52 Wochen. Das Pooling ist zwar aus 6konomischer Sicht sinnvoll, jedoch nimmt man
damit in Kauf, dass interindividuelle Differenzen der Expression verfalscht werden. Hinzu
kommt, dass die Moglichkeit einer statistischen Auswertung durch diese Entscheidung
eingeschrankt wurde. Dennoch ist diese Auswahl ausreichend, um ein grobes Bild der
Expressionsanderungen zu zeichnen. Die Beschrankung auf weibliche Tiere ergab sich
aus der Tatsache, dass diese im Vergleich zu ihren mannlichen Artgenossen eine weit-
aus ausgepragtere Leberschadigung aufwiesen [263]. Die Analyse von mannlichen Tie-
ren und ein geschlechtsspezifischer Vergleich hatten den Umfang dieser Arbeit tUber-
schritten, sind aber unbestreitbar fir zukinftige Analysen interessant. Auch im Hinblick
auf die ausgewahlten Zeitpunkte sind Limitationen einzurdumen. Insgesamt wurden in
Abhangigkeit des jeweiligen Modells mindestens drei (HBVTg- und Hybridmodell) bezie-
hungsweise maximal vier (ABCB47-Mause) Zeitpunkte ausgewertet. Mit einer engeren
Staffelung der zeitlichen Abstéande sowie einer Analyse von samtlichen Mausmodellen
zu den jeweiligen Zeitpunkten hatten Anderungen der microRNA-Expression genauer
aufgezeigt werden kénnen und sich eine hdhere Vergleichbarkeit der Gruppen ergeben,
jedoch ware diese MaRnahme mit einer steigenden Anzahl von Versuchstieren verbun-

den, welche durch die aufwendige Haltung und Zucht limitiert ist.
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4.3.2 Verwendete Analysemethoden

Eine weitere Limitation besteht in den verwendeten Analysemethoden. Zum initialen
Screening wurde ein micro-Array durchgefihrt und einzelne microRNA spater mittels
gRT-PCR validiert. Diese beiden Methoden werden zur Evaluation von microRNA haufig
genutzt, weisen allerdings in Abhangigkeit des verwendeten Probematerials und der Ex-
pressionsstarke Unterschiede auf.

So konnte beispielsweise in Arbeiten mit Zellpopulationen eine gute Korrelation gezeigt
werden [264, 265]. Anderseits zeigte sich in Expressionsanalysen aus murinem Gewebe
eine geringe Korrelation, insbesondere bei schwacher Expression [266, 267]. Passend
hierzu kamen auch weitere Studien mit humanem Gewebe zu einer niedrigen Korrelation
[268—-271].

Die mdglichen Ursachen hierfir sind mannigfaltig. Zunachst verfugt die qRT-PCR tber
einen grolReren dynamischen Bereich als die micro-Array-Analyse (7 log vs. 3-4 log)
[267, 272], was eine hdhere Sensitivitat zur Folge hat. Durch Primer-bedingte Unter-
schiede beider Techniken scheint zudem die qRT-PCR zusatzlich eine héhere Spezifitat
aufzuweisen. [273]. Durch minimale Unterschiede in Lange und Guanosin- und Cytosin-
Gehalt weisen microRNA unterschiedliche Schmelzpunkte auf [274], sodass im Rahmen
der Hybridisierung falsch-positive oder falsch-negative Ergebnisse entstehen kénnen
[264].

Insgesamt ist die Kombination beider Verfahren jedoch eine adaquate und anerkannte
Methode zur Erfassung von Expressionsanderungen bekannter microRNA [275].

Eine klare Einschrankung beider Methoden besteht darin, dass lediglich bekannte und
vorher definierte microRNA erfasst werden. Eine vollstdndige Erfassung aller microRNA
wird daher erst mdglich sein, wenn alle Sequenzen bekannt und mittels Analysemetho-

den erfassbar sind.

4.3.3 Thematik im Hinblick auf den aktuellen Forschungsstand

Zuletzt muss die Thematik dieser Arbeit in den aktuellen Forschungsstand eingeordnet
werden. Die Klasse der microRNA ist noch verhaltnismaRig jung und grof3tenteils unver-
standen. Hinzu kommt die Dynamik, mit der neue microRNA entdeckt werden. Mit unse-
ren Analysen konnten insgesamt ca. 1900 verschiedene microRNA erfasst werden, wel-
che, verglichen mit der aktuellen Zahl an bekannten microRNA, lediglich einen geringen
Teil darstellen. Es ist aus diesem Grund moglich, dass bislang nicht erfasste microRNA
in den von uns analysierten Mausmodellen reguliert werden und eine Rolle in der Patho-

genese spielen.
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4.4 Zusammenfassung

MicroRNA beeinflussen auf posttranskriptioneller Ebene die Proteinsynthese und sind in
einer Vielzahl von Signalwegen sowie Prozessen involviert. Insbesondere bei Tumorer-
krankungen wurde eine veranderte Expression spezifischer microRNA gezeigt, aller-
dings ist die genaue Funktion in der Entstehung und Modulation von Pathologien grof3-
tenteils unverstanden. In dieser Arbeit erfolgten microRNA-Expressionsanalysen im
murinen Langzeit-Modell mit verschiedenen hepatischen Erkrankungen. Hierzu wurden
Inzuchtmause des genetischen Hintergrundstammes BALB/c im Alter von 8, 16, 26 so-
wie 52 Wochen untersucht. Das erste Modell (ABCB4™) mit Knockout des ABCB4-Gens
entwickelt im Rahmen einer sklerosierenden Cholangitis durch chronische Cholestase
eine Leberfibrose und Tumore. Das zweite Modell (HBVTg) weist eine Uberexpression
und Akkumulation des Hepatitis-B-Oberflachenantigens LHB auf und bildet eine Patho-
logie, vergleichbar einer chronischen HBV-Infektion. Im Verlauf entwickeln diese Tiere
das Bild einer chronischen Hepatitis sowie hepatozellulare Tumore. Das dritte verwen-
dete sogenannte Hybrid-Mausmodell (HBVTg-ABCB4™) ist eine Kombination der beiden
vorherigen und zeichnet sich insbesondere durch eine erhéhte Tumorinzidenz aus. Mit
Array-Analysen wurden 1900 microRNA in 16 Wochen alten, weiblichen Mausen des
Hybridmodells analysiert. 51 microRNA wiesen eine signifikant verstarkte, 69 eine ver-
minderte Expression auf. Sechs microRNA (miR-199a-3p, miR-182a-5p, miR-21a-5p,
miR-122-5p, miR-23a-3p, miR-101a-3p) wurden mittels qRT-PCR analysiert. MiR-199a-
3p wurde sowohl im HBVTg- und vor allem im ABCB4”-Modell verstarkt und im zeitli-
chen Verlauf zunehmend exprimiert. Im Hybridmodell ergab sich ein synergistischer Ef-
fekt beider Pathologien und die grofdte Zunahme der miR-199a-3p Expression. MiR-
182a-5p zeigte im ABCB4™- und Hybridmodell eine globale Expressionsverstarkung,
wobei der Effekt zum Zeitpunkt von 16 und 26 Wochen am starksten ausgepragt war.
Das HBVTg-Modell hingegen wies einen nahezu linearen Anstieg des Expressionslevels
auf. MiR-21a-5p zeigte im ABCB4™- und im Hybridmodell eine Hochregulation, wohin-
gegen im HBVTg-Modell nahezu keine Anderung der Expression zu verzeichnen war.
Die leberspezifische miR-122-5p zeigte mit Ausnahme der 16 Wochen alten ABCB4™"-
Mause eine global verminderte Expression, welche im HBVTg-Modell am starksten aus-
gepragt war. Eine inhomogene Expressionsanderung im zeitlichen Verlauf wies miR-
23a-3p auf. Es ergab sich eine nahezu gleichbleibend erhéhte Expression im HBVTg-
Modell sowie ein undulierender Verlauf des erhéhten Expressionslevels im Hybridmodell
mit maximaler Auspragung im Alter von 16 Wochen. Ein anderes Bild zeigte sich im
ABCB4"-Modell mit verminderter Expression zum Zeitpunkt 16 Wochen und progredien-

ter Expressionsverstarkung mit zunehmendem Alter der Versuchstiere.
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Die Expressionsanderung von miR-101a-3p wiesen im ABCB4™"- und HBVTg-Modell ei-
nen vergleichbaren Verlauf auf. Einer initial minimal bestehenden Verstarkung folgte
zum Zeitpunkt 16 bzw. 26 Wochen eine verminderte Expression mit nachfolgendem An-
stieg auf einen dem Wildtyp vergleichbarem Ausgangswert (HBVTg) bzw. vermehrte Ex-
pression (ABCB4™). Im zeitlichen Verlauf ergibt sich im Hybridmodell eine stetig sin-
kende Expression.

Letztendlich konnte mit der Arbeit gezeigt werden, dass in den unterschiedlichen Leber-
modellen in Abh&ngigkeit von Atiologie und Zeitverlauf spezifische microRNA reguliert

werden.

4.5 Summary

MicroRNA affect protein synthesis at the post-transcriptional level and are involved in a
variety of signaling pathways as well as processes. Especially in carcinogenesis an al-
tered expression of specific microRNA has been shown. However, the exact function in
formation and modulation of pathologies is not well understood. In this work, microRNA
expression analysis was performed in murine long-term models of various hepatic dis-
eases. For this purpose, mice of the genetic background BALB/c at the age of 8, 16, 26
and 52 weeks were examined. The first murine model (ABCB4") with knockout of the
ABCB4 gene develops liver fibrosis and tumors caused by cholangitis and chronic cho-
lestasis. The second model (HBVTQ) with transgenic overexpression and accumulation
of HBsAg constitutes a pathology comparable to a chronic HBV infection. Over time,
these animals develop the picture of chronic hepatitis and tumors as well. The third
mouse model used (HBVTg-ABCB4™), a combination of the previous ones, is character-
ized in particular by an increased tumor incidence. Array analyses were used to assess
1.900 microRNA in 16-week-old female mice of the hybrid model. 51 microRNAs showed
a significantly increased, 69 a reduced expression. Six microRNA (miR-199a-3p, miR-
182a-5p, miR-21a-5p, miR-122-5p, miR-23a-3p, miR-101a-3p) were analyzed by qRT-
PCR. Expression level of miR-199a-3p was elevated in both the HBVTg and especially
in the ABCB4" model and showed an increase over time. The hybrid model showed a
synergistic effect of both pathologies and the largest increase in expression. MiR-182a-
5p showed a global expression enhancement in the ABCB4™ and hybrid model, with the
most pronounced effect at 16 and 26 weeks. In contrast, the HBVTg model showed a
nearly linear increase in miR-182a-5p expression level. MiR-21a-5p was upregulated in
the ABCB4" and hybrid model, whereas in the HBVTg model almost no expression

changes could be observed. The liver-specific miR-122-5p showed globally diminished
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expression especially in the HBVTg model. However, in 16-week-old ABCB4™ mice a
minimal increase of miR-122-5p was observed.

Inhomogeneous expression changes over time of miR-23a-3p were seen. There was an
almost constant increased expression in the HBVTg model as well as an undulatory
course of the likewise increased expression level in the hybrid model with maximal ex-
pression at the age of 16 weeks. In contrast, the ABCB4” model showed reduced ex-
pression at the time point of 16 weeks with an increase at later timepoints.

The expression changes of miR-101a-3p showed a similar course in the ABCB4™ and
HBVTg models. An initially minimally elevated level was followed by a reduced expres-
sion at 16 and 26 weeks with a subsequent increase to a wild-type comparable baseline
(HBVTQg) or slightly increased expression (ABCB4™). Over time, the hybrid model shows
a steadily declining expression.

Our data show that specific microRNAs are regulated in different liver pathologies de-

pending on age and the respective etiology.
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46  Ausblick

In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl von Studien publiziert, welche sich mit dem
Expressionsmuster von microRNA beschéaftigen. Das Ziel dieser Analysen besteht ei-
nerseits darin, die Rolle dieser Klasse von RNA-Molekulen in der Entstehung sowie Mo-
dulation verschiedener Erkrankungen zu definieren, andererseits besitzen microRNA mit
der von ihnen vermittelten Regulation auf posttranskriptioneller Ebene ein groRes Po-
tenzial als Therapeutika. Darliber hinaus wird auch eine Funktion als Biomarker disku-
tiert. Untersuchungen zeigen, dass microRNA nahezu in jeder Erkrankung in ihrer Ex-
pression verandert sind, was ihnen eine bedeutende Rolle zukommen lasst. Dieses un-
bestritten grofe Potenzial von microRNA kann zum aktuellen Zeitpunkt allerdings noch
nicht adaquat genutzt werden.

Mit der vorliegenden Arbeit wurde ein Beitrag zum Verstandnis der Rolle von microRNA
im Rahmen hepatischer Erkrankungen geleistet. Die von uns durchgefiihrten Analysen
in Mausmodellen fiir die sklerosierende Cholangitis (ABCB4"-Modell) sowie einem Mo-
dell mit Uberexpression von Oberflachenproteinen des Hepatitis-B-Virus (HBVTg-Mo-
dell) zeigen, dass verschiedene microRNA in diesen Erkrankungen reguliert werden.
Diese Ergebnisse kdnnten die Grundlage weiterer Untersuchungen darstellen. Beispiels-
weise wére ein Mausmodell mit einer Uberexpression von miR-199a-3p zur Untersu-
chung der Entwicklung einer Leberfibrose interessant. Eine Uberexpression von miR-
182-5p oder ein Knock-Out des miR-122-Gens hingegen konnten im Hinblick auf die
Metastasenformierung weitere Hinweise geben. Ein interessanter Ansatz ware zudem
die gezielte Modulation von microRNA mit regulatorischem Einfluss auf den TGF-3-Sig-
nalweg. Auch hier ware eine Uberexpression des miR-23a~27a~24-2-Clusters mit einem
simultanen Knockdown des miR-122-Gens denkbar. Zudem kénnte die Untersuchung
einer gleichzeitigen Uberexpression des 23a~27a~24-2-Clusters und des korrespondie-
ren miR-23b~27b~24-1-Cluster eine Moglichkeit darstellen, die Effekte von microRNA
auf diesen zentralen Signalweg zu untersuchen.

Trotz der Fortschritte auf dem Gebiet der microRNA sollte man sich klarmachen, dass
die Effekte dieser RNA-Molekule durch Bindung an eine ihrer zahlreichen Zielsequenzen
gréRtenteils noch unverstanden sind. Hinzu kommt, dass eine einzelne microRNA in der
Lage ist, ein ganzes Netzwerk an Proteinen zu beeinflussen. Aus diesem Grund sollte
man auch die regulatorischen Effekte dieser RNA-Molekule nicht auf einzelne Signal-
wege oder Proteine beschranken, sondern hier die globale Einflussnahme auf die Trans-
lation bedenken. Dieser Umstand tragt entscheidend zur Komplexitat dieses Feldes bei.
Dennoch wurden in den letzten Jahren Erfolge verzeichnet, welche sich unter anderem

im Einsatz von synthetischen Oligonukleotiden in Phase-I- und -II-Studien zeigen.
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In naher Zukunft wird das Verstandnis fir die Bedeutung von microRNA im Rahmen
verschiedenster Erkrankungen stetig zunehmen, allerdings bleibt abzuwarten, ob diese
RNA-Molekule auch in diagnostischer sowie therapeutischer Hinsicht die an sie gestell-

ten hohen Erwartungen erflllen kénnen.
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5 Material und Methoden

5.1 Verwendete Gerate und Materialien

51.1 Gerate und Software

Tabelle 7 - verwendete Gerate und Software

Bezeichnung Hersteller

Autoklav

755 H+P Varioklav Fa. H+P, Obeschleilheim, Deutschland

Brutschrank .

Jouan IG 150 Fa. Jouan, Unterhaching, Deutschland
Eismaschine Fa. Manitowoc, New Port Richey,
Manitowoc Eismaschine Florida, USA

Elektrophoresekammer

HU6 Mini Horizontal Fa. SCIE-PLAS, Cambridge, UK

Elektrophoresis Power Supply

Consort EV243 Fa. Consort, Turnhout, Belgien

Feinwaage

Sartorius A200S Fa. Sartorius, Gottingen, Deutschland

Gefrierschrank -20°C . .
Liebherr GN 2856 Fa. Liebherr, Bulle, Schweiz
Gefrierschrank -80 °C

Sanyo MDF-U6086S Fa. Panasonic, Hamburg, Deutschland

Geldokumentationssystem

Camag ReproStar 3 Fa. Camag, Muttenz, Schweiz

Homogenisator

IKA Ultra-Turrax T8 Fa. IKA, Staufen, Deutschland

Kihlschrank 4 °C

Liebherr FKS 5000 Fa. Liebherr, Bulle, Schweiz

Mikrowelle

Severin 900 & Grill Fa. Severin, Sundern, Deutschland

Pipetten
Eppendorf Typ Research / Research plus 2. EppEneEin [ EmEE, DRlise i
Pipette

Eppendorf Multipette plus Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutschland

PCR-Tube Capping Tool Fa. BioRad, Hercules, California, USA
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Tabelle 8 - verwendete Gerate und Software (Fortsetzung)

Bezeichnung Hersteller

Real-Time-PCR-System Fa. Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Applied Biosystems StepOnePlus Massachusetts, USA
Real-Time-PCR-Software Fa. Thermo Fisher Scientific, Waltham,
AB StepOne Software v2.2 Massachusetts, USA
Spektrophotometer Fa. Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Thermo Scientific NanoDrop 1000 Massachusetts, USA
Spektrophotometer-Software Fa. Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Thermo Scientific ND-1000 v3.3.7 Massachusetts, USA

Stickstofftank

Linde CRYO SPEED MED Fa. Linde, Miinchen, Deutschland

Stickstoffbehalter, transportierbar Fa. KGW, Karlsruhe, Deutschland
VETHeEEEy Fa. Biometra, Gottingen, Deutschland
Biometra T3000 : ’ gen,

Thermomixer

Eppendorf Thermomixer comfort Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutschland

USB-Kamera .
Phytec AK 901 mono 5mpix Fa. Phytec, Mainz, Deutschland
USB-Kamera-Software

Phytec Vision Demo v2.2 Fa. Phytec, Mainz, Deutschland

Vortex-Mixer
IKA VE-2 Fa. IKA, Staufen, Deutschland
Waage

Faust FA 1500-2 Fa. Faust, Schaffhausen, Schweiz

Reinstwasseranlage AR
Milli-Q-Biocel und Elix-3UV Fa. Millipore, Darmstadt, Deutschland
Zentrifuge

Roth Rotilabo Mini Zentrifuge Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland

Zentrifuge . .
Hettich Mikro 120 Fa. Hettich, Tuttlingen, Deutschland
Zentrifuge

Hettich Mikro 200R Fa. Hettich, Tuttlingen, Deutschland
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5.1.2 Kommerzielle Kits

Tabelle 9 - verwendete kommerzielle Kits

Bezeichnung

Hersteller

miRNeasy mini Kit

TaqMan
MicroRNA Reverse Transcription Kit

Fa. Qiagen, Hilden, Deutschland

Fa. Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

TagMan Universal Master Mix Il, no UNG

Mouse miFinder microRNA PCR-Array
MIMM-001Z

Fa. Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Fa. Qiagen, Hilden, Deutschland

miScript Il RT Kit

2x QuantiTect
SYBR Green PCR Master Mix

Fa. Qiagen, Hilden, Deutschland

Fa. Qiagen, Hilden, Deutschland

5.1.3 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 10 - verwendete Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Hersteller
Flussigstickstoff Fa. Linde, Pullach, Deutschland
Handschuhe

Ansell NitraTex

Parafilm ,M*

Fa. Ansell, Brissel, Belgien

Fa. Pechiney, Chicago, lllinois, USA

PCR-Reaktionsgefalle
MicroAmp Fast Reaction Tubes

PCR-Reaktionsgefal-Verschlusskappen
MicroAmp Optical 8-cap strip

Fa. Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Fa. Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Pipettenspitzen

Pipettenspitzen Multipette
Ritips professional 0,5 ml

Fa. Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Fa. Ritter, Schwabmiinchen, Deutschland

Reaktionsgefale Falcon, 15 ml, 50 ml

Safe Lock Tubes, 0,5 ml, 1,5 ml

Sterican Kanlile, 30G

Trockeneis

Fa. Greiner bio-one,
Solingen, Deutschland

Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Fa. B. Braun, Melsungen

Apotheke der Justus-Liebig-Universitat Gies-

sen
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5.1.4 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 11 - verwendete Chemikalien und Reagenzien

Bezeichnung Hersteller

Fa. Sigma-Aldrich, Steinheim,

Diethylpolycarbonat (DEPC) Deutschland

Apotheke der Justus-Liebig-Universitat Gies-

Ethanol abs. sen

Formaldehyd min. 37% Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland

3-Morpholinopropansulfonsaure 99,5% Fa. Sigma-Aldrich, Steinheim,
(MOPS) Deutschland

Natriumacetat

Sodium acetate trihydrate Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland

RNAseway Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland

RPMI 1640 + 1 % FCS Fa. PAN-Biotech, Aidenbach

6
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5.1.5 TagMan Primer-Assays

Tabelle 12 - Verwendete TagMan-Assays und Sequenz der jeweiligen microRNA

Assay Name Sequenz der reifen microRNA Assay ID
hsa-miR-16 UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG 000391

hsa-miR-27a-3p UUCACAGUGGCUAAGUUCCGC 000408
hsa-miR-27b-3p UUCACAGUGGCUAAGUUCUGC 000409
hsa-miR-34c-5p AGGCAGUGUAGUUAGCUGAUUGC 000428
hsa-miR-122-5p UGGAGUGUGACAAUGGUGUUUG 002245
hsa-miR-141-3p UAACACUGUCUGGUAAAGAUGG 000463
mmu-miR-182-5p gggg&céégGGUAGAA' 000597
hsa-miR-199a-3p ACAGUAGUCUGCACAUUGGUUA 002304
hsa-miR-199a-5p CCCAGUGUUCAGACUACCUGUUC 000498
hsa-miR-210-3p CUGUGCGUGUGACAGCGGCUGA 000512
hsa-miR-214-3p ACAGCAGGCACAGACAGGCAGU 002306
mmu-miR-224-5p UAAGUCACUAGUGGUUCCGUU 002553
SnoRNA-202 GCTGTACTGACTTGATGAAAGTA 001232

CTTTTGAACCCTTTTCCATCTGATG
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5.2 Mausmodelle

5.2.1 Ubersicht der Mausmodelle sowie Zulassungsnummern

Tabelle 13 - Ubersicht der verwendeten Mausmodelle

Bezeichnung Erlduterung

C57BL/6J-Tg(Alb1HBV)44BrilJ [I;I;\é]-transgene Mauslinie auf Bl/6-Hintergrund
Mauslinie auf BALB/c-Hintergrund.
BALB/c-Wt (,Wildtyp®) Wt (= Wildtyp) steht fur Mause der
Kontrollgruppe

BALB/c-Tg(Alb1HBYV) ;
(,HBVTg") HBV-transgene Maus auf BALB/c-Hintergrund
BALB/c-ABCB4" Mauslinie auf BALB/c-Hintergrund mit Knock-
(,LABCB47) Out des ABCB4-Gens

HBV-transgene Mauslinie auf BALB/c-Hinter-
grund, welche zusatzlich einen Knock-Out des
ABCB4-Gens aufweist

BALB/c-ABCB4"-Tg(Alb1HBV)
(,HBVTg-ABCB4")

Jegliche fir diese Arbeit verwendeten Mause wurden in dem Zentralen Tierstall der
Justus-Liebig-Universitat Giessen (ZTL, Frankfurter Strale 125, 35392 Giessen) unter
festgelegten Erreger-freien Bedingungen gehalten. Die Untersuchungen wurden unter
strikter Befolgung der Richtlinien fur die Pflege und Verwendung von Versuchstieren
nach dem deutschen Tierschutzgesetz durchgefiihrt. Die Mause wurden artgerecht ge-
halten und sdmtliche Versuche wurden durch die Ethik-Kommission des Veterinardezer-
nats des Regierungsprasidiums Giessen gepruft und genehmigt. Die Zulassungsnum-

mern sind in Tabelle 14 aufgefuhrt.
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Tabelle 14 — Zulassungsnummer der einzelnen Mausversuche

Bezeichnung Zulassungsnummer
BALB/c-Tg(ALB1HBV) Gl 20/10-Nr. 48/2012
BALB/c-ABCB4" Gl 20/10-Nr. 57/2012 sowie 17/2011

BALB/c-ABCB4"-Tg(ALB1HBV) T I —

5.2.2 Herkunft, genetische Abstammung sowie Kreuzung der Mausmodelle
5.2.2.1 BALB/c-Tg(Alb1HBV) und BALB/c-Wt

Die HBV-transgenen Mause wurden der AG Roeb freundlicherweise von Herrn Prof. Dr.
Kurt Reifenberg, Leiter der zentralen Versuchstiereinrichtung der Universitat Mainz zur
Verfigung gestellt. Der genetische Hintergrund dieser Mauslinie war anfanglich
C57BL/6J-Tg(Alb1HBV)44Bri/d [276, 277]. Da diese Mause jedoch lediglich eine geringe
spontane Leberfibrose entwickeln [278, 279], erfolgte die Riickkreuzung auf den fibrose-
suszeptiblen genetischen Hintergrund BALB/c [186, 280, 281]. Durch mindestens sechs
bis neun Rickkreuzungen von Mausen des Stammes C57BL/6J-Tg(Alb1HBV)44Bri/J
mit Mausen des Stammes BALB/c entstanden die Mause der Bezeichnung BALB/c-
Tg(Alb1HBV) sowie die korrespondierenden nicht-transgenen Mause (nicht-transgene
Geschwister) mit der Bezeichnung BALB/c-Wt. Im Gegensatz zu den transgenen Mau-
sen der Fallgruppe entwickeln Wildtyp-Mause keine phanotypische Auspragung einer
Leberfibrose und kénnen daher als Kontrollgruppe verwendet werden [282]. Die Tétung
dieser Mause erfolgte nach 8, 26 und 52 Wochen (siehe 5.2.3).

5.2.2.2 BALB/c-ABCB4"

Dieses Mausmodell [283] wurde urspriinglich als FVB/N-ABCB4'™™™" vom Jackson La-
boratory (Bar Harbor, Maine, USA) bezogen. Das MDR2/ABCB4-Gen kodiert fiir ein
membranassoziiertes Protein der Familie der ATP-binding-cassette (ABC)-Transporter,
welches Phospholipide aktiv aus den Hepatozyten in die Gallengénge transportiert.
Mause, welche homozygot fiir diese Mutation sind, entwickeln den Phanotyp einer skle-
rosierenden Cholangitis sowie eine gering ausgepragte periportale Leberfibrose [114].
Um die Leberfibrose in diesen Knock-out Mausen zu verstarken, wurden diese Uber 10
Generationen auf den genetischen Hintergrund BALB/c zurtickgekreuzt [281] [280]
[113]. Die Totung dieser Mause erfolgte nach 8, 16, 26 sowie 52 Wochen (siehe Kap.
5.2.3).

71



Material und Methoden

5.2.2.3 BALB/c-ABCB4"-Tg(ALB1HBV)

Dieses Mausmodell entstand durch die Verpaarung von Mausen des oben beschriebe-
nen BALB/c-ABCB4™"-Stammes mit Tieren der BALB/c-Tg(Alb1HBV)-Gruppe. Die To-
tung dieser Mause wurde im Alter von 8, 16 und 52 Wochen vorgenommen (siehe Kap.
5.2.3).

5.2.3 Probenentnahme, -verarbeitung und -lagerung

Die Mause der verschiedenen Gruppen wurden im Alter von 8, 16, 26 und 52 Wochen
mittels CO2-Inhalation getotet. AnschlieRend wurde die Leber exenteriert, in flissigem
Stickstoff schockgefroren und kurze Zeit spater bei einer Temperatur von -80 °C bis zur

Analyse fir die vorliegende Arbeit eingefroren.

5.3 Molekularbiologische Methoden

5.3.1  RNA-Isolierung

Fir die molekularbiologische Untersuchung bendtigt man microRNA aus den Lebern der
entsprechenden Mause. Fir die vorliegende Arbeit wurde fur die Isolierung von
microRNA das miRNeasy mini Kit der Firma Qiagen (1) verwendet. Das Prinzip dieses
Kits beruht im Wesentlichen auf einer Modifikation der sogenannten Single-Step Me-
thode nach Chomczynski [284] und somit auf der Phenol-Guanidiniumthiocyanat-basier-
ten Lyse des entsprechenden Gewebes, der Phenol-vermittelten Losung der RNA sowie
auf der Verwendung einer Silica-Membran, welche RNA spezifisch bindet. Durch diese
Methode ist es moglich, RNA ab einer Lange von ca. 18 Nukleotiden anzureichern. Da
durch dieses Verfahren auch gréRere RNA-Molekile extrahiert werden, erhalt das ab-
schlieRende Produkt die Bezeichnung total-RNA.

Die zuvor bei einer Temperatur von -80 °C (2) eingefrorenen Proben wurden auf Tro-
ckeneis (3) uberflhrt. AnschlieBend wurden von jeder Einzelprobe jeweils ca. 10 mg
Gewebe eingewogen (4), hierbei wurde gepoolt, was bedeutet, dass mehrere Einzelpro-
ben in einem vorher in flissigen Stickstoff (5) gekihlten 1,5 ml Eppendorf-Tube gesam-
melt wurden. Die Gesamteinwaage betrug so ca. 50-60 mg Lebergewebe. Die Eppen-
dorf-Tubes wurden bis zur weiteren Bearbeitung auf Trockeneis gelagert.

Die RNA-Isolierung wurde gemaf den Vorgaben der Firma Qiagen durchgefiihrt [285].
Zunachst wurde in jedes 1,5 ml Eppendorf-Tube 700 ul QlAzol Lysis Reagent gegeben,
welches zur verbesserten Lyse des Gewebes fiihrt, RNAsen inhibiert und zudem einen
Grolteil zellularer DNA und Proteine mittels organischer Extraktion eliminiert. Nach die-

sem Schritt wurde das Gewebe mechanisch homogenisiert (6) und 140 pl Chloroform
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(7) hinzugegeben. Nach 15-minutiger Zentrifugation bei 12000 x g sowie einer Tempe-
ratur von 4 °C (8) wurde das Homogenisat in eine obere Phase, in welcher die RNA
geldst wurde, eine mittlere Phase, welche DNA enthalt und eine untere Phase mit zellu-
laren Bestandteilen geteilt.

Die obere Phase wurde danach vorsichtig mit einer Pipette in ein neues 1,5 ml Eppen-
dorf-Tube Uberfuhrt, mit 1,5 Volumen 100% Ethanol (9) versetzt und sorgfaltig resuspen-
diert. AnschlieBend wurden maximal 700 pl dieses Gemisches auf eine RNeasy Mini
Spin-Saule gegeben und bei 10000x g fir 15 Sekunden bei Raumtemperatur zentrifu-
giert (10). Der Durchfluss wurde verworfen und der vorherige Schritt mit dem restlichen
Gemisch wiederholt. Darauthin erfolgte die Uberfiilhrung der S&ule in ein neues Sam-
melréhrchen und die Zugabe von 700 ul RWT-Puffer sowie die erneute Zentrifugation.
Nach diesem Schritt wurde der Durchfluss wieder verworfen und insgesamt zwei Mal mit
je 500 pl RPE-Puffer die Zentrifugation wiederholt. Zuletzt wurden die Saulen bei
14000xg fur eine Minute trockenzentrifugiert und in ein 1,5 ml Eppendorf-Tube tberfihrt.
Die Membran wurde daraufhin mit 50 yl RNAse-freiem Wasser (11) benetzt und erneut
bei 10000 x g zentrifugiert. Die RNA wurde in diesem Schritt aus der Membran eluiert
und befand sich somit in den Eppendorf-Tubes. Die Proben wurden anschliel3end bei

einer Temperatur -80 °C (2) gelagert.

Verwendete Gerite, Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Pipetten Eppendorf Typ Research / Research plus
Pipettenspitzen mit/ohne Filter

Safe Lock Tubes

Handschuhe Ansell NitraTex GroRe M

(1) Qiagen miRNeasy mini Kit

(2) Gefrierschrank -80 °C Sanyo MDF-U6086S
(3) Trockeneis

(4) Feinwaage Sartorius A200S

(5) Flussigstickstoff sowie Stickstofftank Linde CRYO SPEED MED
(6) Homogenisator IKA Ultra-Turrax T8

(7)  Chloroform mind. 37%

(8) Zentrifuge Hettich Mikro 200R

(9) Ethanol abs.

(10) Zentrifuge Hettich Mikro 120

(11) RNAse-freies Wasser

5.3.2 Bestimmung des RNA-Gehalts mittels Spektrophotometer

Zur Quantifizierung des RNA-Gehalts der einzelnen Proben wurde die optische Dichte

einer 1 mm und einer 0,2 mm langen Probensaule bei einer Wellenlange von 280 nm,
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260 nm sowie bei 230 nm mit einem Spektrophotometer (1) erfasst. RNA sowie DNA
absorbieren aufgrund der enthaltenen Nukleinsauren ultraviolettes Licht bei einer Wel-
lenlange von 260 nm. Proteine hingegen haben ein Absorptionsmaximum bei 280 nm,
Kontaminanten wie beispielsweise Phenol absorbieren bei einer Wellenlange von 230
nm. Nachdem die Absorption eines Leerwertes mit dH>O gemessen wurde, erfolgte die
Messung der Proben.
Aus den erhobenen Messwerten wurden daraufhin folgende Quotienten gebildet:

Aze0/280:

Das Verhaltnis der optischen Dichten bei einer Wellenlange von 260n

bzw. 280nm gibt Aufschluss Uber die Reinheit der RNA respektive

der DNA. Ab einem Wert von 2,0 kann man von einer reinen RNA

ausgehen. Niedrigere Werte dieses Quotienten sind ein Hinweis auf

Verunreinigungen der Proben [286, 287].

Az60/230:

Wie der obige Quotient ist auch das Verhaltnis der optischen Dichte

bei Wellenlangen von 260 nm und 230 nm ein Indikator fur die Rein-

heit der gewonnen RNA und befindet sich bei unkontaminierten Pro-

ben im Bereich 1,8-2,2 [286, 287].

Die RNA-Konzentration in den Proben wurde daraufhin mithilfe der modifizierten Lam-

bert-Beer-Formel (siehe Formel 1) ermittelt.

Crna = (A260-ALw) - 40 - V

Crna = RNA-Konzentration (ng/pl)

Azs0 = Absorption der Probe bei einer Wellenlange von A=260nm

ALw = Absorption der Leerwertprobe bei einer Wellenldnge von 260nm
40 = RNA-spezifischer Multiplikationsfaktor

V = Verdiinnungsfaktor

Formelt: Modifizierte Lambert-Beer-Formel zur Bestimmung der RNA-Konzentration.

Verwendete Gerite, Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Pipetten Eppendorf Typ Research / Research plus
Pipettenspitzen mit/ohne Filter
Safe Lock Tubes
Handschuhe Ansell NitraTex GroRe M
(1) NanoDrop 1000 Spektrophotometer
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5.3.3 RNA-Agarose-Gelelektrophorese

Durch diese Methode wird eine Qualitatskontrolle der zuvor isolierten RNA ermdglicht.
Das Verfahren der Gelelektrophorese bietet die Mdglichkeit, Nukleinsdurefragmente
durch Anlage eines elektrischen Feldes nach Masse und Konformation aufzutrennen.
Aufgrund ihrer negativ geladenen Phosphatreste wandern Nukleinsauren in Richtung
der positiv geladenen Anode und werden durch die Polymeranteile des Agarose-Gels,
die ein engmaschiges dreidimensionales Netz bilden, in ihrer Migration beeinflusst.
GrolRe Molekile bewegen sich daher im Verhaltnis zu kleinen langsamer, es erfolgt eine
Auftrennung. Um die Bildung von Sekundarstrukturen zu verhindern, erfolgt die Elektro-
phorese unter denaturierenden Bedingungen. Aus diesem Grund wird Formaldehyd zu-
gegeben, welches an die Aminosauren Adenin, Guanosin und Cytosin unter der Bildung
Schiff'scher Basen bindet und somit die Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen ver-
hindert [288].

Da die zuvor isolierte total-RNA zu 80% aus ribosomaler RNA besteht [289], erfolgt mit
dieser Methode bei erhaltener Integritat der Nachweis der 18S- bzw. 28S-Untereinheit
der rRNA.

Das Agarose-Gel wurde jeweils ca. eine Stunde vor der Gelelektrophorese angefertigt.
Hierzu wurden Agarose-Pulver, 10-fach konzentrierter MOPS-Puffer [290] und dH20 in
einem Becherglas zusammengegeben und in einer Mikrowelle (1) insgesamt drei Mal
aufgekocht. Anschlielend kuhlte das Gemisch unter einem Abzug auf eine Temperatur
von 60 °C ab. Daraufthin wurde Formaldehyd (12) hinzugegeben, das Gel in vorbereitete
RNA-freie Formen gegossen und die vollstandige Polymerisierung abgewartet.

Je 1 ul Probenmaterial wurde zunachst in 0,5 ml Eppendorf-Tubes mit 4 ul Ethidiumbro-
mid-haltigem Ladepuffer versetzt. Ethidiumbromid ist ein roter Phenantridin-Farbstoff,
welcher an Nukleinsduren bindet, dadurch eine Anderung des Absorptionsspektrums er-
fahrt [291-293] und unter ultraviolettem Licht fluoresziert. Aus diesem Grund fluoreszie-
ren in einer Gelelektrophorese die Bereiche, in welchen sich RNA-Molekile befinden.
Das Gemisch wurde anschlieRend in einem Thermomixer (2) bei einer Temperatur von
65 °C fur 10min denaturiert und anschlie®end auf Eis (3) gelagert. Die Elektrophorese-
Kammer (5) wurde mit 1x MOPS-Puffer gefillt und nach kurzer Zentrifugation erfolgte
die Beladung der Geltaschen mit je 4 ul des Probengemischs. AnschlieRend wurde die
Kammer fur 60 Minuten bei einem Stromfluss von 65 V (6) betrieben. Danach wurde das
Gel in eine Fotokammer (7) Gberfuhrt, die Banden der 18S- sowie 28S-Untereinheit unter
ultraviolettem Licht begutachtet, fotografiert (8) und elektronisch gespeichert (9) (siehe
Abbildung 10). Die fir diese Methode verwendeten Puffer und Lésungen, Gerate sowie

Materialien sind nachfolgend aufgefihrt.
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Abbildung 10: Beispiel einer Agarose-Gelelektrophorese.

Deutlich erkennbar sind die Banden der 28S- sowie 18S-Untereinheit.

Tabelle 14 - verwendete Losungen und Puffer RNA-Gelelektrophorese

Bezeichnung

Ansatz

1,5%iges Agarose-Gel

MOPS-Puffer (10-fach konzentriert)

2,25 g Agarose-Pulver (10)

123,75 ml dH20 (11)

15 ml 10-fach konzentrierter MOPS-Puffer
Zugabe von 11,25 ml Formaldehyd (11)

41,8 g MOPS (13)

6,8 g Natriumacetat (14)
ad 1000 ml DEPC-Wasser
pH=7,0

DEPC-Wasser

RNA-Ladepuffer

1 mI DEPC (15)

ad 1000 ml dH20

12 h bei 37 °C inkubieren (16)
15 min autoklavieren (17)

NorthernMax Formaldehyde Load Dye (18)
50 pl Ethidiumbromidlésung 1% (19)
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Verwendete Gerite, Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Pipetten Eppendorf Typ Research / Research plus
Pipettenspitzen mit/ohne Filter

Safe Lock Tubes

Handschuhe Ansell NitraTex GroRe M

(1) Mikrowelle Severin 900 & Grill
(2) Thermomixer Eppendorf Thermomixer comfort
(3) Eismaschine

(4) Zentrifuge Hettich Mikro 120
(5) Elektrophoresekammer HU6 Mini Horizontal
(6) Elektrophoresis Power Supply Consort EV243
(7) Geldokumentationssystem Camag ReproStar 3
(8) USB-Kamera Phytec AK 901 mono 5mpix
(9) USB-Kamera-Software Phytec Vision Demo v2.2
(10) Agarose Broad Range Pulver
(11) RNAse-freies Wasser

(12) Formaldehyd min. 37%

(13) 3-Morpholinopropansulfonsaure 99,5% (MOPS)
(14) Natriumacetat - Sodium acetate trinydrate

(15) Diethylpolycarbonat (DEPC)

(16) Brutschrank Jouan IG 150

(17) Autoklav 755 H+P Varioklav

(18) NorthernMax Formaldehyde Load Dye

(19) Ethidiumbromidlésung 1%

5.3.4 Transkription von microRNA zu cDNA

Um die isolierte RNA im Rahmen einer Polymerase-Ketten-Reaktion analysieren zu kon-
nen, muss zunachst die Umschreibung in eine sogenannte complementary DNA (cDNA)
erfolgen. Dieser Schritt ist notwendig, da die spater in der PCR verwendete Polymerase
keine RNA als native Vorlage verwenden kann. Aus diesem Grund kommen reverse
Transkriptasen zum Einsatz, welche aus einem RNA-Einzelstrang durch ihre RNA-ab-
hangige DNA-Polymerase-Aktivitat zunachst einen RNA-DNA-Hybridstrang generieren.
Anschlieend erfolgt der Abbau des RNA-Teils durch die Ribonuklease-Aktivitat sowie
die Komplementierung des verbleibenden DNA-Stranges durch die DNA-abhangige
DNA-Polymerase-Aktivitat. Um Gberhaupt mit der Transkription von microRNA zu cDNA
beginnen zu kdénnen, bendtigt die Polymerase eine Hydroxy-Gruppe als Startpunkt.
Diese wird von Oligonukleotiden, auch Primer genannt, zur Verfliigung gestellt. Diese
Primer weisen eine bestimmte Sequenz auf und lagern sich an komplementare RNA-
Sequenzen. Somit ist es moglich, spezifische Sequenzen selektiv zu transkribieren und

letztendlich auch zu amplifizieren.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Ansatze zur Analyse der microRNA
verwendet, welche auf unterschiedlichen Verfahren der gqRT-PCR basieren und damit
auch mit verschiedenen Anforderungen an die davor geschaltete reverse Transkription
einhergingen.

Zunachst wurde cDNA fiur die Analyse mittels dem miFinder PCR-Array der Firma Qi-
agen bendtigt, welcher auf der Verwendung von SYBR-Green-Reagenzien basiert. Fir
die Validierung der in diesem Array erhobenen Daten wurden TagMan-Assays verwen-
det, welche - wie der Name impliziert - auf der Verwendung spezifischer TagMan-Son-
den beruht.

Die beiden Verfahren vorangehende reverse Transkription ist jeweils spezifisch fir die
verwendete PCR-Methode. Das zuvor gewonnene Ausgangsmaterial, die total RNA,
(siehe 5.3.1) ist jedoch identisch. Da microRNA lediglich eine Lange von ca. 20 Nukleo-
tiden aufweisen und damit zu kurz sind, um mit konventionellen Primern in der PCR eine
spezifische Amplifikation zu erméglichen, bedarf es einer Modifikation dieses Verfah-

rens.

5.3.4.1 Reverse Transkription unter Verwendung des miScript || RT Kit

5' 3' miRNA
5° AAAA(A), 3' Polyadenylation
S MR AAAA(A), 3' ;
e NYTTTTT 5
OligodT primer

with universal tag
TTTTITIIIIITI AAAA(A), 31 :
NVTTTTT S5' cDNA

5
3

Abbildung 11: Schema der reversen Transkription unter Verwendung des miScript Il RT Kit
(maodifiziert nach [21]).

Bei der Variante der reversen Transkription mit dem miScript II RT Kit von Qiagen (1)
erfolgt zunachst eine universelle Transkription, was bedeutet, dass jegliche microRNA-

Sequenz revers transkribiert wird. Daflr wird zunachst an jedes microRNA-Molekdl, wel-
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che im Gegensatz zu mRNA nativ nicht polyadenyliert sind, eine Poly-A-Sequenz ange-
fugt. An diese Sequenz hybridisiert im nachsten Schritt ein Oligo-dT-Primer und vermit-
telt dadurch die cDNA-Synthese durch eine Polymerase (siehe Abbildung 11).
Zunachst wurde der Ansatz entsprechend dem Protokoll [294] des Herstellers angefer-
tigt (siehe Tabelle 15).

Tabelle 15 - Ansatz reverse Transkription (miScript Il RT Kit)

Bezeichnung Volumen (1x Ansatz)
5x miScript HiSpec Buffer 4,00 pl

10x miScript Nucleics Mix 2,00 pl

miScript reverse Transcriptase Mix 2,00 pl

RNAse free water (2) variabel

template RNA variabel
Gesamtvolumen 20,00 pl

Die verschiedenen Reagenzien wurden zunachst in 0,5 ml Eppendorf-Tubes pipettiert.
Da laut Protokoll [294] der RNA-Gehalt 500 ng pro Ansatz betragen sollte, wurden un-
terschiedliche Volumina der total RNA hinzugefligt und anschlieRend mit dH,O auf das
Gesamtreaktionsvolumen von 20 pl aufgefiillt. Nach sorgfaltigem VerschlielRen der Tu-
bes und kurzer Zentrifugation wurden diese in einen Thermocycler (3) platziert und die

PCR mit folgenden Parametern gestartet (siehe Tabelle 16).

Tabelle 16 - Temperaturprofil reverse Transkription (miScript 11 RT Kit)

Temperatur Zeit
37°C 60min
95°C 5min

Nach Beendigung der PCR wurde gemal’ dem Protokoll in jedes Eppendorf-Tube 90 ul
dH20 hinzugefligt und die Proben bei einer Temperatur von -20 °C (4) gelagert.
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5.3.4.2 Reverse Transkription unter Verwendung des TagMan-Assays

Im Gegensatz zur vorher beschriebenen Methode basiert das Funktionsprinzip der re-
versen Transkription mit dem TagMan-Assay RT Kit von Life Technologies (5) nicht auf
der Polyadenylierung, sondern auf sogenannten Stem-loop-Primern, welche mit weni-
gen Nukleotiden an ihrem 5'-Ende spezifisch an das 3'-Ende der entsprechenden
microRNA hybridisieren (Abbildung 12). Der Vorteil der Konformation dieser Primer liegt
in einer hdheren thermalen Stabilitat [295] sowie einer hdheren Effizienz [273] im Ver-

gleich zu linearen Primern.

RT pri
miRNA P

Step 1:
Stem-loop RT

LITELERRRREEEn i
-
cDNA

Abbildung 12: Schematische Darstellung der reversen Transkription mit Stem-loop Primern (modifiziert
nach [273]).

Zunachst erfolgt die spezifische Hybridisierung des Stem-loop-Primers an das 3'-Ende
der microRNA, ausgehend von diesem Primer beginnt die cDNA-Synthese.

Fir die Umschreibung von microRNA zu cDNA wurde zunachst ein Primer-Pool [296]
vorbereitet, die verwendeten TagMan-Assays sowie die dazugehdrigen IDs sind in Ta-
belle 12 aufgefuhrt. Fir den Primer-Pool wurden jeweils 10 pl 5x-Primer in ein 1,5 ml-
Eppendorf-Tube zusammengefiihrt, anschliefend mit TE-Puffer (5) auf 1000 ul aufge-
fullt und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. Bei einer Gesamtanzahl von

13 Primern ergab sich gemaf Tabelle 17 folgende Zusammensetzung.

Tabelle 17 - Ansatz Primer-Pool

Bezeichnung Volumen
5x-Primer (je 10ul) 130 pl
TE-Puffer 870 ul
Gesamtvolumen 1000 pl
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Gemal dem Protokoll [296] ist es mdglich, einen RNA-Gehalt von bis zu 350 ng pro
Ansatz zu verwenden. Nach der Bestimmung der RNA-Konzentration in den einzelnen
Proben (vgl. 5.3.2) wurde jeweils das bendtigte Volumen berechnet, welches eine RNA-
Konzentration von 350 ng/ul in einem Gesamtvolumen von 15 pl ermdglichte. Auf das
Zielvolumen wurde mit dH20 aufgefulit.

Jeder Versuchsansatz wurde entsprechend Tabelle 18 angefertigt.

Tabelle 18 - Ansatz reverse Transkription (Primer-Pool, TagMan RT Kit)

Bezeichnung Volumen
reverse transcription primer pool 6,00 pl
dNTPs with dTTP (100mM) 0,30 pl
MultiScribe Reverse Transcriptase (50U/ul) 3,00 pl
10x RT Buffer 1,50 pl
RNase Inhibitor (20U/ul) 0,19 pl
total RNA (350ng/pl) 1,00 pl
Nuclease-free water 3,01 pl
Gesamtvolumen 15,0 pl

Jeder Ansatz wurde in einem 0,5 ml Eppendorf-Tube vermischt, fest verschlossen, an-
schlieRend geschwenkt, kurz zentrifugiert und in einem Thermocycler (3) wie in Tabelle
19 inkubiert.

Tabelle 19 - Temperaturprofil reverse Transkription (TagMan RT Kit)

16°C 30 Minuten
42°C 30 Minuten
85°C 5 Minuten

Die Temperaturabfolge ermdglicht die Reaktion: Bei einer Temperatur von 16 °C hybri-
disieren die Primer an die RNA-Matrize. Bei der anschlieRenden Temperatur von 42 °C

erreicht die verwendete Polymerase ihr Wirkmaximum und die RNA wird in cDNA
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transkribiert. Die kurzzeitige Temperaturerhéhung auf 85 °C bewirkt die Denaturierung
der Polymerase. Das Endprodukt (cDNA) kann nun fur weitere Analysen verwendet wer-
den. Nach Beendigung der PCR wurden die Proben bei -20 °C (4) eingefroren und bis
zur weiteren Analyse gelagert.

Die Puffer, Materialien und Geréate, welche fiir die reverse Transkription verwendet wur-

den, sind nachfolgend aufgefihrt.

Tabelle 20 - Puffer fir die reverse Transkription

Bezeichnung Ansatz

1 ml 1M Tris-CL

TE-Puffer 200 pl EDTA, 0,5M ad 100 ml dH;0

Verwendete Gerite, Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Pipetten Eppendorf Typ Research / Research plus
Pipettenspitzen mit/ohne Filter

Safe Lock Tubes

Handschuhe Ansell NitraTex GroRe M

(1) miScript | RT Kit

(2) RNAse-freies Wasser

(3) Thermomixer Eppendorf Thermomixer comfort
(4) Gefrierschrank Liebherr GN 2856

(5) TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit
(6) Pufferan Tris
(7) EDTA, 0,5M

5.3.5 Quantitative Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion (QRT-PCR)

5.3.5.1 Prinzip der Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion

Das Verfahren der quantitativen real-time PCR [297] stellt eine Kombination aus der
konventionellen PCR und einer quantitativen Analyse der Produkte dar und ist eine gan-
gige Methode zur selektiven Amplifizierung und Analyse spezifischer DNA-Abschnitte.
Benotigt werden hierzu zunachst Oligonukleotide (Primer, [298]) mit der komplementa-
ren Sequenz der zu amplifizierenden DNA-Sequenz, Desoxyribonukleotide zur Poly-
merisation des Komplementarstranges, eine Polymerase, welche die Reaktion kataly-
siert sowie Puffer, die ein entsprechendes chemisches Milieu herstellen. Die Reaktion

verlauft repetitiv prinzipiell in drei Schritten:
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(1)

Denaturierung:

Bei hohen Temperaturen (ca. 95 °C) werden zunachst die Wasserstoffbriicken-
bindungen, welche die Einzelstrange der DNA verbinden, aufgespalten, sodass
anschlieend lediglich DNA-Einzelstrange als sogenannte Matrize vorliegen.

Dieser Zustand ist Voraussetzung fir den zweiten Schritt der Reaktion.

Primerhybridisierung:

In Abhangigkeit von der Lange und Sequenz des Primers erfolgt in diesem Schritt
die komplementare Anlagerung des Primers an die DNA-Einzelstrange bei einer

Temperatur von ca. 65 °C.

Elongation:
Die freie OH-Gruppe am 5'-Ende des Primers dient als Startpunkt fiir eine Poly-

merase, welche den Komplementarstrang entlang der Matrize in 5°-3'-Richtung
synthetisiert. Aufgrund der Temperaturverhaltnisse wahrend einer PCR wird die
thermostabile Tag-Polymerase verwendet, welche ein Wirkmaximum bei 60-
72°C besitzt. [299, 300] Die Geschwindigkeit dieses Schrittes ist abhangig von
der Lange des zu amplifizierenden DNA-Abschnitts, der verwendeten Poly-
merase sowie der Verflgbarkeit von Substraten. Unter idealen Bedingungen wird
wahrend jedem Elongationsschritt der DNA-Gehalt der Probe verdoppelt, was
einer exponentiellen Amplifikation entspricht.

Nach diesem Schritt erfolgt die erneute Denaturierung der DNA, sodass Matrize,
Syntheseprodukt sowie die Primer wieder getrennt werden und der Zyklus erneut

beginnen kann.

Die Quantifizierung der DNA erfolgt mit unterschiedlichen Methoden, welche jeweils in

den nachfolgenden Abschnitten erlautert werden.

5.3.5.2 Funktionsprinzip der gRT-PCR unter Verwendung von SYBR-Green

Wie zuvor erlautert (siehe 5.3.4), basiert der miFinder PCR-Array auf der Verwendung

von SYBR-Green-Reagenzien [294]. SYBR Green | ist ein asymmetrischer Cyanin-Farb-

stoff, welcher an doppelstrangige DNA bindet [301]. Der dabei entstehende DNA-Fluo-

reszenzfarbstoffkomplex absorbiert blaues Licht (Amax=494 nm) und emittiert griines Licht

(Amax=521 nm). Die Fluoreszenz, welche in Echtzeit detektiert wird, ist proportional zur

Menge der PCR-Produkte. Aus diesem Grund ist es moglich, Aussagen uber das quan-

titative Vorliegen amplifizierter DNA-Abschnitte in der gemessenen Probe zu tatigen.
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5.3.5.3 Funktionsprinzip der gRT-PCR unter Verwendung von TagMan-Sonden

Die Quantifizierung wird mithilfe von TagMan-Sonden realisiert. Dieses Verfahren beruht
auf der 5°-3'-Exonuklease-Aktivitat der Tag-Polymerase sowie der Verwendung von Oli-
gonukleotiden, deren 5-Ende mit einem Reporter-Farbstoff (Fluoreszein-Derivat, FAM)
versehen ist, wahrend das 3‘-Ende einen Quencher (Rhodamin-Derivat, MGB-NFQ)
tragt. Erfolgt bei intakter Sonde die Anregung bei einer spezifischen Wellenlange, inhi-
biert der Quencher aufgrund der Nahe zum Reporter dessen Fluoreszenz im Rahmen
eines Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfers (FRET) [302]. Wahrend der PCR hybri-
disieren diese Oligonukleotide ebenfalls an die DNA-Einzelstrange und werden in der
Elongationsphase durch die 5°-3‘-Exonuklease-Aktivitat der Polymerase geschnitten, die
raumliche Nahe zwischen Reporter und Quencher wird damit aufgehoben und der FRET
unterbrochen. Das Ergebnis dieser Prozessierung ist eine messbare Fluoreszenz, wel-
che proportional zur Menge des PCR-Produktes ist und in Echtzeit detektiert werden

kann. Die Assay-ID der verwendeten TagMan-Assays sind in Tabelle 12 aufgefihrt.

5.3.5.4 Versuchsansatz qRT-PCR — Qiagen miFinder PCR-Array

Zunachst wurden der 2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix (1), der 10x miScript
Universal Primer sowie die cDNA (siehe 5.3.4.1) bei Raumtemperatur aufgetaut. Der
Ansatz fur den Qiagen Mouse miFinder PCR-Array (2) wurde gemafR dem Protokoll [294]
in einem 15 ml-Falcon-Tube (3) angefertigt (siehe Tabelle 20).

Tabelle 20 - Ansatz qRT-PCR - miFinder PCR-Array

Bezeichnung Volumen
2x QuantiTect SYBR Green 1375 ul
PCR Master Mix H
10x miScript Universal Primer 275 pl
template cDNA 25 pl
RNAse-freies Wasser (4) 1075 pl
Gesamtvolumen 2750 pl

Nach Verschluss des Reagenzgefalles wurde dieses mehrmals geschwenkt sowie kurz
anzentrifugiert. AnschlieRend erfolgte die Uberfiihrung von 25 ul des Gemisches in jeden
Einsatz der zuvor aufgetauten 96-well-PCR-Platte mithilfe einer Multipette (5) mit 5 ml-
Dispensier-Einsatz (6). Das Layout der 96-well-PCR-Platte ist in Abbildung 13 darge-

stellt. Die praparierte PCR-Platte wurde danach mit Parafilm (7) versiegelt und bei
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Raumtemperatur mit 1000 x g fur eine Minute zentrifugiert. AnschlieRend erfolgte die
Beladung des RT-PCR-Instruments (8) (9). Die fir diese Methode verwendeten Gerate,

Chemikalien sowie Materialien sind nachfolgend aufgefihrt.
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Abbildung 13: Layout der 96-well-PCR-Platte des miFinder PCR-Array.
Well A1 bis G84 enthalten je einen spezifischen miScript Primer Assay, die Wells H1 und
H2 enthalten C. elegans miR-39 miScript Primer Assays, welche als alternativer interner
Standard verwendet werden kdénnen. Die Wells H3 bis H8 enthalten interne Standards,
welche zur Normalisierung der Array-Daten dienen (SN1 = SNORDG61 assay, SN2 =
SNORDG68 assay, SN3 = SNORD72 assay, SN4 = SNORD95 assay, SN5 = SNORD96A
assay, SN6 = RNU6B/RNUGB-2 assay). Die librigen vier Wells H9 bis H12 dienen als Positiv-

Kontrolle fiir die reverse Transkription sowie die PCR (modifiziert nach [294]).

Verwendete Gerite, Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Pipetten Eppendorf Typ Research / Research plus
Pipettenspitzen mit/ohne Filter

Safe Lock Tubes

Handschuhe Ansell NitraTex GroRe M

1) 2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix

2) Qiagen Mouse miFinder microRNA PCR-Array MIMM-001Z
3) Reaktionsgefale Falcon, 15ml, 50ml

4) RNAse-freies Wasser

Pipette Eppendorf Multipette plus

6) Pipettenspitzen Multipette Ritips professional 0,5ml

7) Parafilm ,M*“

8) Real-Time-PCR-System Applied Biosystems StepOnePlus
9) Real-Time-PCR-System-Software AB StepOne Software 2.2

.~ N N N~~~ o~ o~
~
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5.3.5.5 Ansatz gqRT-PCT - TagMan-Assay

Zunachst wurden die Reagenzien auf Eis aufgetaut und der PCR-Ansatz gemall dem

Protokoll des Herstellers [296] prapariert (sieche Tabelle 21).

Tabelle 21 - Ansatz gRT-PCR - TagMan-Assay

Bezeichnung Volumen
20x TagMan microRNA Assay 1,00 pl
Produkt der reversen Transkription 0,16 pl
TagMan Universal Maser Mix 10,00 pl
Nuclease-free water 8,84 pl
Gesamtvolumen 20,00 pl

Um Ungenauigkeiten beim Pipettiervorgang zu kompensieren, erfolgte die Messung ei-
nes jeden Ansatzes in Triplikaten, deren Mittelwerte zur weiteren Analyse verwendet
wurden. Daruber hinaus wurde fur jeden einzelnen TagMan-Assay die Bestimmung ei-
ner Negativkontrolle als Duplikat durchgeflhrt. In diesen Ansatzen wurde anstelle des
Produktes der reversen Transkription lediglich RNAse-freies Wasser (1) verwendet.
Zunachst wurde in PCR-ReaktionsgefalRen jeweils 10 yl TagMan Universal Master Mix
Il (2) sowie 8,84 pl RNAse-freies Wasser und 1,00 ul des jeweiligen 20x-TagMan-
microRNA-Assays vermischt. Im darauffolgenden Schritt wurde in jedes PCR-Reaktions-
gefald (3) 0,16 pl des Produktes der reversen Transkription respektive RNAse-freies
Wasser (Negativkontrolle) pipettiert. Das Reaktionsvolumen betrug so pro Ansatz jeweils
20,00 pl.

Die PCR-Reaktionsgefalte wurden mithilfe eines Capping Tools (4) (5) fest verschlos-
sen, kurz zentrifugiert (6) und bis zum Beladen des Real-Time-PCR-Instruments (7) (8)
auf Eis gelagert. Die fur diese Methode verwendeten Gerate, Chemikalien sowie Mate-

rialien sind nachfolgend aufgefuhrt.

Verwendete Gerite, Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Pipetten Eppendorf Typ Research / Research plus
Pipettenspitzen mit/ohne Filter
Safe Lock Tubes
Handschuhe Ansell NitraTex GroRe M
(1) RNAse-freies Wasser
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(2) TagMan Universal Master Mix Il, no UNG

(3) MicroAmp Fast Reaction Tubes

(4) MicroAmp Optical 8-cap strip

(5) PCR-Tube Capping Tool

(6) Zentrifuge Roth Rotilabo Mini

(7) Real-Time-PCR-System Applied Biosystems StepOnePlus
(8) Real-Time-PCR-System-Software AB StepOne Software 2.2

5.3.6 gRT-PCR-Messung

Die Messung der praparierten Proben erfolgte mit dem Real-Time-PCR-System
StepOnePlus und der damit verbundenen StepOne Software v2.2.2 der Firma Applied
Biosystems.

Wahrend der PCR wurde der sogenannte Ct-Wert jeder einzelnen Probe ermittelt. Ct ist
eine Abklirzung fir den englischen Begriff cycle threshold und beschreibt im Rahmen
der DNA-Quantifizierung mittels real-time-PCR den Punkt, an dem die gemessene Flu-
oreszenzkurve einer Probe erstmalig exponentiell Uber den Hintergrundwert ansteigt.
Dieser Wert wird durch den initialen DNA-Gehalt der Probe maR3geblich beeinflusst. Ein
Vergleich von Ct-Werten unterschiedlicher Proben erlaubt Riickschliisse auf den DNA-
Gehalt vor der Amplifikation, durch die zusatzliche Normierung der einzelnen Ct-Werte
auf die Ct-Werte der internen Kontrolle (z.B. snoRNA202) mittels der AA-Ct-Methode
[303] Iasst sich zudem eine Vergleichbarkeit der Proben untereinander herstellen. Die
exakten Parameter fur die jeweiligen PCRs sind untenstehend angegeben (siehe 5.3.6.1
sowie 5.3.6.2).
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5.3.6.1 qRT-PCR-Messung - miFinder PCR-Array

Das Temperaturprofil wurde wie in dem entsprechenden Protokoll [294] angegeben pro-

grammiert (siehe Abbildung 14).

Holding Stage Cycling Stage
Number of Cycles: 40 £
[[] enable AutoDelta
Starting Cycle
100 —|
950°c | 84.0°C
T 000 —
/ 15.00 100% 00115
/ \
/ A
{ \
o \
/ 0% SooieG
/ \ 7 00:30
/ \
| \ A% -
f00% \ 85.0°C o
00:30
50 —
25 —|
0 —|
Step 1 Step 1 Step 2 Step 3

Abbildung 14: Temperaturprofil der gRT-PCR — Qiagen miFinder PCR-Array (Screenshot).
Zunachst erfolgte in einem initialen Schritt die Aktivierung der Tag-Polymerase bei einer
Temperatur von 95°C. AnschlieBend erfolgten 40 Zyklen mit Denaturierung bei 94°C, An-
nealing bei 55°C sowie Elongation bei 70°C.
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5.3.6.2 qRT-PCR-Messung — TagMan-Assay

Far die PCR mit TagMan-Assay wurde das in Abbildung 15 gezeigte Temperaturprofil
nach den Angaben im Protokoll [296] eingestellt.

Holding Stage Cycling Stage
Number of Cycles: [40 &
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Abbildung 15: Temperaturprofil der gRT-PCR - TagMan (Screenshot).
Die Aktivierung der Tag-Polymerase erfolgte bei dieser Methode ebenfalls bei 95°C, an-
schlielRend erfolgten 40 Zyklen mit Denaturierung bei 95°C sowie Annealing und Elonga-
tion bei 60°C.

Als interne Kontrolle wurde snoRNA-202 verwendet. Diese nicht-kodierende small nu-
cleolar RNA [304] wird in verschiedenen Mausgeweben konstitutiv exprimiert, nicht von

aulderen Einflissen reguliert und eignet sich daher als interne Kontrolle [305].

5.3.7 MicroRNA-micro-Array

Micro-Array-Analysen erlauben die parallele Analyse der differentiellen Expression einer
Vielzahl von microRNA mittels sogenannter spotted arrays. Bei dieser Form des Mikro-
arrays werden Oligonukleotidsonden bekannter Sequenz maschinell auf einen Chip auf-
getragen. Anschlief3end erfolgt die Beladung dieses Chips mit aufbereitetem Probenma-
terial, in welchem die verschiedenen microRNA vorher zunachst polyadenyliert und mit
unterschiedlichen Fluoreszenz-Oligonukleotiden mit dem Farbstoff Cy5 markiert wurden.
Im nachsten Schritt hybridisieren die markierten microRNA-Sequenzen mit den auf dem

Chip befindlichen Sonden. Nach mehreren Waschvorgangen wird jede Position des
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Chips mit einem Laser abgetastet und dabei die Intensitat der Fluoreszenz, welche pro-
portional zur Menge der hybridisierten microRNA ist, erfasst. Aufgrund der Intensitats-
unterschiede lassen sich Rickschlisse auf Unterschiede in der microRNA-Expression
in unterschiedlichen Proben ziehen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde diese Analyse von einem externen Dienst-

leister durchgefiihrt (LC Sciences, Houston, Texas, USA, www.lc-sciences.com) und er-

offnete die Moglichkeit, jegliche bekannte reife microRNA der Maus (Stand: Sanger miR-
Base Release v21, Juni 2014: 1900 reife microRNA) zu analysieren.

Eine vollstdndige Auflistung der erfassten microRNA kann online unter
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GPL20871 werden.

Ein Beispiel eines Chips ist nachfolgend abgebildet (Abbildung 16). Zu beachten ist, dass
fur die visuelle Darstellung der Signalintensitat farbliche Abstufungen gewahlt werden.
Aus diesem Grund entspricht der Signalwert 1 der Farbe Blau und bildet das untere Ende
der Intensitatsskala, auf der anderen Seite entspricht Rot dem Signalwert 65.535 und

damit einer hohen Intensitat.

ortro
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(&)
[

LC Contr
T

miRNA miRNA miRNA

Abbildung 16: Beispiel eines micro-Array-Chips.
Unterteilung in insgesamt sechs Spalten, wovon die Halfte fiir interne Kontrollen genutzt
wird (schmale Spalten) und die andere Halfte das Probenmaterial enthalt (breite Spalten).
Unterschiedliche Signalintensitaten sind farblich kodiert dargestellt. Blau entspricht einer
geringen, Rot hingegen einer hohen Signalintensitat
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5.3.7.1 Probenpraparation fur den microRNA micro-Array

Far die Analyse wurde total-RNA verwendet. Diese wurde mit dem miRNeasy Kit von
Qiagen (siehe Kapitel 5.3.1) isoliert, die Konzentration mittels Spektrophotometer erfasst
(siehe Kapitel 5.3.2) und die Qualitat mit einer RNA-Agarose-Gelelektrophorese (siehe
Kapitel 5.3.3) Uberprift. Der Versand der Proben erfolgte auf Trockeneis.

5.4 Datenbearbeitung und Auswertung
5.4.1 Messergebnisse des Mouse miFinder PCR-Array

Die erhobenen Messergebnisse des Mouse miFinder PCR-Array von Qiagen wurden mit
Hilfe eines web-basierten Portals analysiert [306]. Hierzu wurden die zuvor erhobenen
CT-Werte im .xIs-Format in eine entsprechende Online-Eingabemaske eingegeben. Die
Software berechnete daraufhin die Anderungen der unterschiedlichen microRNA auf Ba-
sis der AACT-Methode fir die relative Quantifizierung [307].

5.4.2 Messergebnisse der gRT-PCR mit TagMan-Assays

Zunachst erfolgte auch bei dieser Auswertung die Berechnung der relativen Anderung
nach der AACT-Methode [307].

Die finale statistische Auswertung sowie die graphische Darstellung der in der qRT-PCR
mittels TagMan-Assays erhobenen Daten erfolgte mittels der Software Microsoft Excel.
Die Stichprobenanzahl der erfassten Messungen betrug N = 4-5. Die Ergebnisse wurden
als fold-change, also als x-fache Anderung dargestellt. Dieser Wert ist gréRer 1, wenn
ein spezifisches Gen in einer bestimmten Gruppe (z.B. Fallgruppe) im Vergleich zu einer
anderen Kohorte (z.B. Wildtyp) vermehrt transkribiert wird. Im Umkehrschluss bedeutet

ein Wert zwischen 0 und 1, dass ein Gen vermindert transkribiert wird.

5.4.3 Messergebnisse des micro-Array

Wie bereits in Abschnitt 5.3.7 beschrieben, wurde die Signalintensitat jeder Position so-
wie das Hintergrundrauschen des micro-Array Chips zunachst mit einem Laser erfasst.
Die letztendlich dargestellten Messwerte entsprechen der Differenz aus Signalintensitat
einer spezifischen Position auf dem Chip abzuglich des Hintergrundrauschens. Wahrend
der Auswertung wurden Messwerte einer Position mit mehr als 50% Abweichung von

dem Mittelwert bzw. einem Variationskoeffizienten >0,5 verworfen.
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