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1. EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

1. EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

Hepatitis B ist eine virale Erkrankung, die als eine der haufigsten globalen Infektionen
auch im 21. Jahrhundert nach wie vor einen lebensbedrohlichen Verlauf nehmen kann.
Verursacht durch das parenteral Uber Blut und Kérperflissigkeiten Gbertragene Hepati-
tis-B-Virus, kann die Erkrankung im klinischen Verlauf von einer akuten in eine chroni-
sche Hepatitis Ubergehen. Weltweit lag 2015 die Pravalenz der chronischen Hepatitis B
bei geschatzten 257 Millionen Menschen. Verursachte Komplikationen, wie u.a. Zirrhose
und hepatozellulares Karzinom (HCC), forderten im selben Zeitraum 887.000 Men-
schenleben. Als virale Infektion induziert das Hepatitis-B-Virus (HBV) eine angepasste
Immunantwort, welche vor allem Uber Interferone gesteuert wird. Die als essenzielles
Element in der Interferonantwort identifizierten Interferon-regulierenden Faktoren 3 und
7 (IRF3 und IRF7) sind in dieser Arbeit von zentralem Interesse. Ein fur die Oberfla-
chenantigene des HBV transgenes Mausmodell, das in seinem Verlauf dem der chroni-
schen Hepatitis ahnelt, wurde von uns mit einem Doppelknockout von IRF3 und IRF7
kombiniert. Dies ermdglichte uns zum einen, in vivo Uberprifen zu kdnnen, inwieweit der
IRF3/7-Doppelknockout die Interferon Response inhibiert. Zum anderen konnte nach-
vollzogen werden, welche Konsequenzen sich fur den Verlauf der Pathologie der HBs-

Transgenitat ergeben.

1.1 DIE LEBER

Die Leber (Hepar) ist mit durchschnittlichen 1500 g Gewicht das grofite solide Organ des
menschlichen Korpers. Als eines der zentralen am Stoffwechsel beteiligten Organe ist
die Leber fundamental fir den Stoffwechsel von Kohlenhydraten, Proteinen und Fetten.
Sie sezerniert als exokrine und endokrine Driise Gallensauren, Serumproteine, Gerin-
nungsfaktoren und Lipoproteine. Zudem ist sie Uber die Biotransformation wichtigstes

Organ fur die Entgiftung kdrpereigener und -fremder Stoffe [1].

1.1.1 Anatomischer Aufbau

Von einer Kapsel umgeben liegt die Leber intraperitoneal im rechten Oberbauch. Die
Blutversorgung zeigt entsprechend der zentralen Rolle der Leber im Stoffwechsel einige
Besonderheiten. Neben der eigentlichen Blutversorgung Uber die sauerstoffreiche Arte-
ria hepatica propria erfolgt die Durchblutung der Leber zusatzlich zu 70% durch postka-

pillares Blut der Vena portae. Deren sauerstoffarmes, nahrstoffreiches Blut entstammt
1
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dem Kapillargebiet von Magen-Darmtrakt, Pankreas und Milz. Intrahepatisch verlaufen
Pfortaderaste, Leberarterien und Gallengange parallel. Entsprechend der Endaste der
Pfortader wird die Leber in acht Segmente unterteilt, die in ihrer Funktion mehr oder
weniger unabhangig voneinander sind. Die ventse Drainage erfolgt Uber die Zentralve-

nen und die Venae hepaticae in die Vena cava inferior [2].

1.1.2 Histologischer Aufbau

Zentrales Element des Leberparenchyms sind die sogenannten Zentralvenen-Lapp-
chen, die die Hepatozyten, Sinusoide und jeweils eine Zentralvene enthalten. Langs zu
den in etwa sechseckigen Leberlappchen ziehen, von der Kapsel ausstrahlend, binde-
gewebige Auslaufer in das Leberparenchym. Im histologischen Schnitt stellen sich diese
als sogenannte Portalfelder dar. In ihnen verlaufen, neben Lymphgeféa3en und Nerven,
parallel Pfortaderaste, Leberarterien und Gallengénge, die als Glisson-Trias bezeichnet
werden. Aus Pfortader- und Leberarterienasten gelangt das Blut als Mischblut, nahrstoff-
reich und sauerstoffreich, in die Sinusoide, die sich radiar durch die Leberlappchen zu
den Zentralvenen ziehen. Die zwischen den Sinusoiden liegenden Hepatozyten sind Ort
des Stoffaustausches bei der Blutpassage. In den Sinusoiden finden sich zusatzlich le-
berspezifische Makrophagen, als Kupffer-Zellen bezeichnet und zudem vereinzelt fett-
haltige Ito-Zellen. Diese mittlerweile Sternzellen (Hepatic Stelate Cells, HSC) genannten
Zellen sind neben ihrer Vitamin-A-Speicherfunktion vor allem fiir die Produktion von Bin-
degewebsfasern und sonstiger extrazellularer Matrix relevant, deren vermehrte Produk-

tion pathophysiologisch fir die Entstehung einer Leberzirrhose bedeutend ist [1].

1.1.3 Leberfibrose

Die Leberfibrose ist pathologische Folge einer Reihe von chronischen Prozessen viraler,
autoimmuner, medikamentos-toxischer, cholestatischer und metabolischer Genese [3].
Ursachlich ist letztlich ein Ungleichgewicht zwischen Auf- und Abbau von extrazellularer
Matrix (ECM) mit Zerstérung des physiologischen Leberparenchyms. Die Leberfibrose
ist im Prinzip reversibel, eine Progredienz fuhrt zum Stadium der nicht reversiblen Le-
berzirrhose, also einer kompletten Vernarbung des Organs, mit schlieBlich einhergehen-
dem Leberversagen. Chronische Lebererkrankungen verursachen ein vermehrtes An-
fallen von Matrixproteinen wie Elastin, Hyaluron, Proteoglycanen, Fibronektion und vor
allem Fibrin-bildendes Kollagen. Der verursachte Verlust von hepatozytaren Microvilli
und endothelialer Fenestrierung flhrt Uber die portale Hypertension zu einer hepatozel-

lularen Dysfunktion [4].
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Eine Vielzahl von Zellen ist am Umsatz von ECM beteiligt. Zentral sind hierbei die Myo-
fibroblasten, die sich vor allem aus den HSC ableiten, zudem spielen auch portale Fib-
roblasten, mesenchymale Stammzellen des Knochenmarks, sowie durch zellulare Tran-

sition entstandene mesenchymale Zellen endo- und epithelialen Ursprungs eine Rolle

[5].

Quantifizierung von Leberschédigung mittels Hepatitis-Aktivitétsindex-

Score & Desmet-Score

Zur objektiven Beurteilung von histologischen Leberveranderungen existieren verschie-
dene semiquantitative Scoring-Systeme. Mit diesen wird in der Regel zum einen eine
Beurteilung der entzindlichen Aktivitat, ein Grading, und zum anderen eine Einschat-

zung des Fibrosestadiums, ein Staging, durchgefihrt.

Der modifizierte Hepatitis-Aktivitatsindex (mHAI)-Score nach Ishak ermittelt anhand von
vier mikroskopischen erhobenen Teilscores einen Gesamtscore, welcher prognostisch
mit der Entwicklung einer Fibrose korreliert [6]. Die histopathologische Klassifikation mit-
tels mHAI-Score ist mitinsgesamt 18 Scorepunkten verhaltnismafig aufwendig, weshalb

er vor allem im Rahmen von Studien verwendet wird.

In der Routinediagnostik wird meist das Grading und Staging nach Desmet durchgefuhrt
[7]. Zur Quantifizierung der Entziindung erfolgt anhand von histologischen Merkmalen
ein Grading in vier Stufen, von minimal bis hochgradig. Das Fibrosestaging erfolgt in funf

Stufen, von 0 bei nicht vorliegender Fibrose bis 5 beim histologischen Bild einer Zirrhose.

1.2 DAS HEPATITIS-B-VIRUS

Das Hepatitis-B-Virus (HBV) stellt vor allem aufgrund der mit einer chronischen Erkran-
kung einhergehenden Komplikationen eine Gefahr fur die globale Gesundheit dar. Das
zu den Hepadnaviridae gehérende DNA-Virus HBV ist weitestgehend hepatotrop und
kaum zytopathogen. Die Entdeckung des Australia Antigen 1967 durch Baruch Blum-
berg, das spater als HBV surface Antigen (HBsAgQ) identifiziert werden konnte, war der
erste Schritt in der Erforschung des HBV. Seitdem 1970 das HBV, noch nach seinem
Beschreiber David Dane als Dane-Partikel bezeichnet, entdeckt wurde, haben sich Di-

agnostik, Therapie und Prognose der HBV-Infektion deutlich verbessert [8].
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1.2.1 Aufbau

Das HBV zahlt als hepatotropes DNA-Virus zu den Hepadnaviren, genauer zum Genus
der Orthohepadnaviren. Mittels Sequenzvergleichen konnte das HBV in die acht Geno-
typen A-H unterteilt werden, die jeweils eine unterschiedliche geographische Verteilung
haben. Elektronenmikroskopisch zeigt sich das HBV-Virion im wasserfreien Zustand als
eine spharische Struktur mit einem Durchmesser von ca. 45 nm [9]. Wie alle Hepadna-
viren setzt sich HBV aus einer partiell doppelstrangigen DNA, einem Kapsid und einer
Virushulle zusammen (siehe Abbildung 1, A). Die Virushdlle als duRerste Schicht besteht
aus einer Lipidmembran, in der sich drei identifizierte Oberflachenproteine (HBs) befin-
den. lhrer Groflke entsprechend werden sie als S-(small)-HBs, M-(medium)-HBs und L-
(large)-HBs bezeichnet. Hierbei wird SHBs aus der S-Doméane, MHBs aus S- und preS2-
Domane, und LHBs aus S-, preS1- und preS2-Doméane der viralen DNA gebildet. Das
Nukleokapsid (HBV core=HBc) setzt sich aus 240 verschiedenen Untereinheiten zusam-
men, die sich in Dimeren ikosaedrisch um die DNA anordnen [10]. Die 3,2 Kilobasen-
paare grolRe, partiell doppelstrangige virale DNA liegt im Virion zirkular vor [11]. Das
Genom des HBV ist eines der kleinsten bekannten viralen Genome. Vier sich Uberlap-
pende Open Reading Frames (ORFs) im Genom erklaren die gleichzeitige Komplexitat
des HBVs. Die ORFs kodieren fiir preC/Core-, Polymerase-, preS1-/preS2-/Surface- und
X-Protein [12]. Der Minusstrang der DNA kodiert dabei fiir die virale mRNA und die virale
pragenomische RNA. Der positive Strang ist in seiner Lange variabel und kodiert nicht
fur virale Proteine. Am 5’-Ende beider DNA-Strange befinden sich direkte Wiederho-
lungssequenzen (DR1 und DR2) von 11bp, die entscheidend fur die Replikation beider
Strange sind [13] (siehe Abbildung 1 B).
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Abbildung 1) Aufbau des Hepatitis-B-Virus A) Schematischer Aufbau des HBV-Virions.
Das HBV-Virion besteht zum einen aus einer Virushlille, in deren Lipidmembran sich die drei
Oberflachenproteine SHBs, MHBs und LHBs befinden. Alle drei Proteine haben das kleine
Oberflachenprotein S als Bestandteil. MHBs enthalt zusatzlich preS2, LHBs preS1 und preS2.
Zentral befindet sich das ikosaedrische Kapsid, das sich aus den Core-Untereinheiten zusam-
mensetzt. Im Kapsid liegt die 3,2 Kilobasenpaare grofe, partiell doppelstrangige, zirkulare virale
DNA B) Schematischer Aufbau des HBV-Genoms. Das HBV-Genom beinhaltet vier sich
Uberlappende Open Reading Frames. Diese kodieren fur die Virushiille (preS1/preS2/S1), die
Core-Proteine (preC/Core), die virale Polymerase (P) und das HBX-Protein (X). Die am 5’-Ende
des negativen und positiven DNA-Strangs lokalisierten direct Repeats (DR) DR1 und DR2 spie-
len eine kritische Rolle in der viralen Genomreifung (Abbildung modifiziert nach [14], [8])

1.2.2 Epidemiologie & Ubertragung

Nahezu die Halfte der Weltbevolkerung hatte vermutlich schon Kontakt mit dem Hepati-
tis-B-Virus [15]. Im Jahr 2015 lebten nach Schatzungen der WHO etwa 257 Millionen
Menschen mit einer chronischen Hepatitis B-Infektion. Die Pravalenz zeigte dabei eine
endemische Verteilung, 68% der chronisch Infizierten verteilten sich auf Afrika und den
westpazifischen Raum. Trotz der seit 1982 zur Verfugung stehenden Impfung flhrten
vor allem erkrankungsbedingte Komplikationen wie Zirrhose und das hepatozellulare
Karzinom zu 887.000 Toten [16]. Aktuell kommt es, bedingt durch Migration und Popu-
lationsverschiebungen, zu Veranderungen von Pravalenz und Inzidenz in bisher wenig

endemischen Landern wie unter anderem Deutschland [17].

Das Hepatitis-B-Virus kann aul3erhalb des Korpers fiir eine Woche Gberleben, wahrend

der es infektids bleibt. Im Allgemeinen kann das Hepatitis-B-Virus parenteral, perinatal

und sexuell durch kontaminierte Kérperflissigkeiten Gbertragen werden. In endemischen

Regionen wird Hepatitis B vor allem perinatal von Mutter auf Kind oder horizontal durch
5
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Exposition mit infiziertem Blut Gbertragen. Zudem kann es zu einer perkutanen oder mu-
kosalen Ubertragung bei Kontakt mit infektidsem Blut und anderen Kérperflissigkeiten
wie unter anderem Speichel, Vaginal- oder Samenflissigkeit kommen [18]. Aufgrund der
meist extrem hohen Virdmie reicht oft bereits der Kontakt mit geringsten Mengen infizier-

ten Bluts.

1.2.3 Pathogenese & Replikationszyklus

Als hepatotropes Virus wird das HBV ausschliel3lich in Leberzellen repliziert. Nach einer
Infektion kommt es, abhangig von der Viruslast, nach einem bis sechs Monaten zur Le-
berentziindung, der sogenannten Hepatitis [19]. Die frihe Phase der Immunantwort ist
vor allem Uber das angeborene Immunsystem gesteuert. Zum einen kénnen infizierte
Hepatozyten uber naturliche Killerzellen (NK-Zellen) abgebaut werden. Zum anderen ist
die Induktion der Produktion von Interferon alpha (IFNa) ein zentraler Mechanismus der
angeborenen Immunitat [20]. Uber weitere ausgeschiittete Zytokine und Chemokine fin-
det die komplexe verknlpfte Aktivierung der spezifischen Immunantwort statt [19]. CD8”
zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) und CD4" T-Helferzellen (TH) sind als Teil der spe-
zifischen Immunitat essenziell fur die Virusabwehr. Wahrend die genauen Prozesse
noch unklar sind, ist bekannt, dass das Ausmaf der Induktion von CTL und TH mit Gber
den akuten oder chronischen Verlauf der Erkrankung entscheidet [21]. Im Rahmen eines
chronischen Verlaufes ist vor allem die Immunantwort bzw. die Zytolyse fur die hepati-
sche Schadigung verantwortlich, zudem kommt es durch die Akkumulation viraler Pro-

teine auch zur Entstehung von Zellstress [22].

Der Mechanismus der Aufnahme des Virus in die Zelle wurde lange diskutiert, aktuell
wird eine Vermittlung Uber Interaktionspartner angenommen. Es konnte gezeigt werden,
dass nach Interaktion mit Heparansulfat-Proteoglykanen (HSPG) eine Bindung des HBV
an den Gallensaurertransporter Natrium-Taurocholate-Cotransporting-Polypeptide
(NTCP) zustande kommt, Uber den die Aufnahme des Virus mittels Bindung an die
preS1-Domane des grofRen Hullproteins stattfindet [23]. In der Wirtszelle findet folgend
das virale Uncoating und der Transport in den Zellkern statt. Dort wird die virale, partiell
doppelstrangige DNA wahrscheinlich mittels zellularer Reparationsmechanismen in
cccDNA (covalently closed circular DNA) konvertiert [24]. Die cccDNA fungiert als Temp-
late fUr die Transkription aller viraler RNA. Mittels der RNA-Polymerase Il wird im nachs-
ten Schritt die virale mRNA transkribiert. Es entstehen dabei mehrere RNA-Strange un-
terschiedlicher GroRRe. Darunter befindet sich ein 3,5 kb Transkript mit zwei sich am 5'-
Ende unterscheidenden Varianten, der pragenomischen RNA (pgRNA) und der precore-

RNA. Die pgRNA fungiert zum einen als Template fur die reverse Transkription, kodiert

6
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andererseits flr Kapsid und virale Polymerase. Die precore-RNA kodiert flir das precore-
Protein. Ein 2,4 kb Transkript kodiert fir LHB und Varianten eines 2,1 kb Transkripts flr
MHB und SHB. Zudem liegt ein flr HBx translatierendes 0,7 kb Transkript vor [25]. SHB,
MHB, LHB und HBe werden im endoplasmatischen Retikulum (ER) translatiert, HBe zu-
dem Uber den Golgi-Apparat vesikular sezerniert. Die virale Polymerase und HBc wer-
den Uber freie zytoplasmatische Ribosomen translatiert. Aus der pgRNA erstellt die vi-
rale Reverse Transkriptase in den synthetisierten Nukleokapsiden den negativen Strang
der viralen DNA, der dann wiederum als Vorlage fir die Synthese des inkompletten po-
sitiven Strangs dient. Im folgenden Schritt wird, wieder im ER, das entstandene Nukleo-
kapsid mit einer Lipiddoppelschicht umhillt, in der die HBV-Oberflachenproteine einge-
lagert sind. Die Freisetzung der generierten HBV-Virionen erfolgt schlief3lich durch vesi-

kulare Exozytose [14].

Abbildung 2) Intrazelluldre Replikation des Hepatitis-B-Virus. 1. Adsorption und Endozytose
- HSPG und NTCP vermittelt 2. Freisetzung des Nukleokapsids (Uncoating) 3. Transport in den
Zellkern 4. Erstellung der cccDNA 5. Transkription 6. Translation im ER und ribosomal 7. En-
kapsidation mit HBc 8. Synthese des negativen DNA-Strangs durch die virale Polyermase 9.
Synthese des inkompletten positiven DNA-Strangs 10. Transport in den Zellkern zur Erhéhung
des Viruspools, oder 11. Assembling des Virions. Nukleokapsid wird mit Lipiddoppelmembran
und HBV Oberflachenproteinen umgeben 12. Freisetzung des Virions. Modifiziert nach [14]

1.2.4 Erkrankungsverlauf

Im Rahmen einer Infektion mit dem Hepatitis-B-Virus kann es nach einer Inkubationszeit
zur Entwicklung einer Hepatitis B kommen. Diese wird ihrem Verlauf nach in eine akute

und eine chronische HBV-Infektion unterteilt. Die klinisch hoch variable Erkrankung ist
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in ihrem Progress zum einen von Immunkompetenz, Alter, Geschlecht, zum anderen vor
allem auch von der Viruslast abhangig. Zur Diagnose und Differenzierung des Verlaufs
steht die Bestimmung viraler Antigene und Antikdrper, sowie von Leberenzymen im Se-
rum im Fokus. Kommt es zu einer Erholung, ist vor allem im Rahmen der chronischen
Hepatitis B zu beachten, dass es haufig nicht zu einer tatsachlichen Ausheilung kommt,

sondern dass der Status eines gesunden Tragers vorliegen kann.

Akute Infektion

Subklinischer >90% Genesung
y Verlauf
Akute Hepatitis FUImm? n.te
Hepatitis
% Ikterischer
Verlauf Chronische
Hepatitis
<2% 70% <12-20%
Genesung Gesunder Trager Zirrhose

6-15%l

Hepatozellulares
Karzinom

Abbildung 3) Schematischer Verlauf der Hepatitis B-Infektion. Die akute Hepatitis verlauft
in ca. zwei Drittel der Falle subklinisch, nur etwa 30% zeigen einen ikterischen Verlauf. Insge-
samt kommt es bei tber 90% zur Ausheilung. Zeigt sich ein chronischer Verlauf, sind mit 70%
der Grofteil der Erkrankten gesunde Trager, sogenannte Carrier. Bis zu 20% der an einer chro-
nischen Hepatitis B Erkrankten entwickeln im Verlauf eine Leberzirrhose, aus der wiederum als
Komplikation das hepatozellulare Karzinom entstehen kann. Modifiziert nach [26]

1.2.5 Akute Hepatitis B

Im Erwachsenenalter folgt der Infektion mit dem Hepatitis-B-Virus in der Mehrheit der
Falle ein subklinischer Verlauf mit anschlieRender Elimination des Virus und sich daraus
ergebender Immunitat. In nur etwa einem Drittel der Verlaufe kommt es - vor allem im
Rahmen hoch viramischer Infektionen - zu einem, in der klinischen Manifestation variab-
len, symptomatischen Verlauf der akuten Hepatitis B (AHB). In der sogenannten Prod-
romalphase kommt es zu relativ unspezifischen Symptomen mit grippaler Symptomatik,
Oberbauch- und Gelenkschmerzen, sowie allgemeiner Mudigkeit. Hierbei kann ein An-
stieg des HBs-Titers, der HBV-DNA und der Transaminasen im Blut nachgewiesen wer-

den. In der Folge kann es zur Ausbildung eines lkterus kommen, der sich im Laufe von
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ein bis zwei Wochen zurtckbildet. Letztlich heilen Uber 90% der durch das HBV beding-
ten akuten Hepatitiden folgenlos aus. Im Labor zeigt sich dies in einer Serokonversion:
fur HBs und HBe sind nicht mehr die Antigene, sondern die Antikdrper im Serum nach-
weisbar. Selten, in weniger als 1% der Falle, kommt es zu einem fulminanten Verlauf mit

Leberversagen und hepatischer Enzephalopathie. Die Letalitat liegt dabei bei 70% [25].

1.2.6 Chronische Hepatitis B

Eine chronische HBV-Infektion ist ein dynamischer Prozess, der vor allem von der Inter-
aktion zwischen HBV-Replikation und Immunantwort abhangig ist. So sind nicht alle
chronisch HBV-Infizierten auch an einer chronischen Hepatitis B (CHB) erkrankt [27].
Die CHB ist definiert durch eine HBV bedingte Hepatitis, die fur langer als 6 Monate mit
positivem HBs-Titer persistiert. Die Wahrscheinlichkeit fir den Ubergang in eine chroni-
sche Hepatitis B hangt dabei unter anderem stark vom Alter der Infizierten ab. Kommt
es perinatal zu einer Infektion mit HBV, liegt die Wahrscheinlichkeit fir einen chronischen
Verlauf bei 80-90%. Bei Kindern unter 5 Jahren liegt die Rate bei 30-50%. Im Vergleich
kommt es im Erwachsenenalter bei gegebener Immunkompetenz nur bei weniger als 5%
der Erkrankten zu einer Chronifizierung [28]. Vor allem die assoziierten Komplikationen
sind bei der CHB fir die Prognose entscheidend. 20-30% der an einer CHB Erkrankten

entwickeln im Verlauf eine Zirrhose und/oder Lebertumoren [18].

Die CHB kann unter Betrachtung der Parameter HBeAg, HBsAg, anti-HBc, HBV-DNA
und Serum-Alanin-Aminotransferase (ALT) als Indikator fir das Vorliegen einer Hepati-
tis, in funf Phasen unterteilt werden. Dabei ist zu beachten, dass nicht alle Erkrankten
einer der Phasen definitiv zugeordnet werden kénnen und die Phasen zudem nicht strikt
aufeinander folgen mussen. Die erste Phase, als HBeAg-positive Infektion bezeichnet,
zeigt eine hohe HBV-Replikationsrate, einen HBs-Nachweis im Serum, sowie normwer-
tige ALT. Sie kommt haufiger im Rahmen perinataler Infektionen vor und ist dann in ihrer
Dauer verlangert [29]. Die zweite Phase, die HBeAg-positive Hepatitis, folgt meist einige
Jahre nach Phase 1 und weist im Vergleich zusatzlich erhdhte ALT-Werte auf. Ursach-
lich zeigt sich daflir eine beginnende bis schwere Inflammation der Leber mit fortschrei-
tender Fibrose. In der Folge kommt es bei den meisten Patienten zu einer Serokonver-
sion von HBe zu anti-HBe und einer HBV-DNA-Suppression, der als HBeAg-negative
chronische Infektion bezeichneten Phase 3. Bei einigen Patienten persistiert die HBV-
DNA, dies wird als Phase 4 oder HBeAg-negative chronische Hepatitis bezeichnet. Die
HBs-negative Phase 5, auch als okkulte HBV-Infektion bezeichnet, ist gekennzeichnet
durch Serum-negatives HBs und gleichzeitigem Nachweis von anti-HBc. Anti-HBc kann,

muss aber nicht nachweisbar sein [27].
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Das Risiko im Rahmen einer progredienten CHB eine Zirrhose bzw. ein hepatozellulares
Karzinom zu entwickeln, hangt von der Immunantwort des Erkrankten ab. Die Wahr-
scheinlichkeit innerhalb von 5 Jahren bei unbehandelter CHB eine Zirrhose zu entwi-
ckeln liegt bei 8-20% [29]. Bei vorliegender Zirrhose besteht eine Einjahreswahrschein-
lichkeit fur das Entstehen eines HCC von 2-5% [30]. Trotz der seit 1982 zur Verfliigung
stehenden Impfung, die eine sichere PraventionsmalRnahme darstellt, ist die Mortalitat
der chronischen HBV-Infektion durch die assoziierte Leberzirrhose und/oder hepatozel-

lularen Karzinome (HCCs) zwischen 1990 und 2013 um 33% gestiegen [31].

Akute Hepatitis B Chronische Hepatitis B
HBV DNA HBV DNA
[ HBeAg [ anti-HBe [ HBeAg
ALL Total Anti-HBc ANL
Total Anti-HBc
Anti-HBs
HBsAg IgM Anti-HBc HBsAg
IgM Anti-HBc
U 1 .
mw mw w w
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 52 100 0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 52 100

Abbildung 4) Serologischer Verlauf der HBV-Infektion. A) Akute Hepatitis B. Im Laufe der
praikterischen Phase kommt es neben klinischen Symptomen zu einem Anstieg von Serum-
ALT, sowie zum Nachweis von HBs und HBV-DNA. In der ikterischen Phase fallen die DNA-Le-
vel. Im Laufe der Genesung kommt es zur HBs-Serokonversion, HBV-DNA fallt unter nachweis-
bare Niveaus B) Chronische Hepatitis B. In der Anfangsphase kénnen HBs, HBeAg und HBV-
DNA in hohen Titern nachgewiesen werden. Die ALT (Alanin-Aminotransferase) ist moderat er-
hoht. Im Verlauf kénnen die Marker durch die Entwicklung einer Immuntoleranz in hohem Titer
nachweisbar bleiben, oder im Rahmen eines inaktiven Trager-Status abfallen. Auch eine CHB
mit Verlust von HBeAg und Entwicklung von anti-HBe ist moglich. Modifiziert nach [25]

1.2.7 Diagnostik

Zur Diagnostik der Hepatitis B gehdért neben einer detaillierten Anamnese und kérperli-
chen Untersuchung die Beurteilung einer Beeintrachtigung der Leber und eine Erhebung
der Serummarker der HBV-Infektion. Wichtigster Faktor in der Diagnose ist der Nach-
weis des Hepatitis B Surface Antigens (HBsAg) im Serum, dessen alleiniger Nachweis
fur die Diagnose einer Infektion gentgt [32]. Bei Verdacht auf eine AHB sollte die sero-
logische Untersuchung die Uberpriifung von HBs und anti-HBs, gegebenenfalls von
HBeAg und anti-HBe beinhalten. Besteht ein Verdacht auf eine CHB, sollte serologisch
initial HBs und anti-HBc bestimmt werden, sowie der quantitative Nachweis von HBV-

DNA und zudem HBeAg und anti-HBe geschehen [33]. HBeAg und anti-HBe sind hierbei
10
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essenziell fur die Bestimmung der Phase der Infektion [27]. In der Frihphase einer He-
patitis B kann der Nachweis von HBs negativ ausfallen, bei weiterhin bestehendem Ver-
dacht einer Infektion sollte die HBV-DNA bestimmt werden. Neben der serologischen
Befundung sollte zudem ein Ultraschall des Abdomens und im Rahmen der Klarung des
therapeutischen Vorgehens, eine Biopsie durchgefiihrt werden. Hierdurch kann die ent-
zundliche Aktivitat und eine Fibrose bestimmt werden. Zur Bestimmung der Leberfibrose
stehen zudem nichtinvasive Verfahren wie die Elastographie zur Verfigung. Der Gold-
standard fir Grading und Staging ist aber bislang die Biopsie [33]. Zur Komplettierung
der Diagnostik kbnnen zudem bildgebende Verfahren durchgefiihrt werden. Im Allgemei-
nen sollten Komorbiditdten wie metabolische und autoimmune Lebererkrankungen aus-

geschlossen werden, sowie virale Ko-Infektionen mit Hepatitis A, C und D.

1.2.8 Therapie

Ziel der medikamentésen Therapie einer HBV-Infektion ist das Verhindern des Fort-
schreitens der Hepatitis, sowie die Verbesserung der Leberfunktion im Rahmen bereits
eingetretener Leberschaden. Im Allgemeinen sind die Hohe der HBV-DNA und die Le-
bertransaminasen zentraler Faktor zur Beurteilung einer Therapieindikation. Das Sta-
dium der Leberschadigung, die Entzindungsaktivitat, die Krankheitsdauer, das Alter des
Patienten, der HBeAg-Status und die Viruslast spielen eine wichtige Rolle fir die Wahl

der zur Verfigung stehenden Therapieoptionen [32].

Akute Hepatitis B

Eine nachgewiesene AHB zeigt eine hohe Spontanheilungsrate. In statistisch Uber 90%
kommt es zur Genesung, eine Therapie ist in der Regel deshalb grundsatzlich nicht in-
diziert. Die Gabe antiviraler Medikamente zur Verbesserung der Ausheilung wird disku-
tiert, nach aktueller Studienlage konnte bisher jedoch keine Empfehlung ausgesprochen
werden [34], [35]. Zur Uberpriifung der Genesung sollten anti-HBs-Antikdrper nachge-
wiesen werden, deren Titer Uber 10 1U/| sein sollte. Sollte es zu einem fulminanten Ver-
lauf mit Einschrankung der Leberfunktion kommen, konnten die Vorteile einer antiviralen
Behandlung gezeigt werden [35], aulerdem sollte hier gegebenenfalls frihzeitig mit ei-

nem Transplantationszentrum Kontakt aufgenommen werden [33].

Chronische Hepatitis B

Im Rahmen einer CHB ist grundséatzlich fur alle Patienten eine antivirale Therapie mog-
lich. Die Indikation zur Therapie ist vor allem von der Hohe der Viruslast, also der HBV-
DNA, in Zusammenschau mit der Transaminasen-Aktivitat und dem Fibrosestatus ab-

hangig. Niedrig-replikative Verlaufsformen der CHB mit guinstiger Prognose haben meist
11
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keine direkte Therapieindikation. Hoch-replikative Formen mit einer hohen Kopienlast
von HBV-DNA haben hingegen, vor allem im Rahmen der immunaktiven Form mit hoher
entzindlicher Aktivitat, ein hohes Risiko fur die Entwicklung einer Leberzirrhose [36].
Auch die Inzidenz eines HCC korreliert stark mit der Héhe der HBV-DNA [30]. Eine si-
chere Indikation fur den Beginn einer Behandlung besteht bei einer Viruslast von >2000
IU/ml, bei gleichzeitig erhdhter Transaminasen-Aktivitat, da hier ein hohes Risiko fur die
Entwicklung einer Leberzirrhose und eines HCC besteht [33]. Hauptziel aktueller Be-
handlungsstrategien ist die Unterdrickung der HBV-DNA-Level. Haufig mit Suppression
von HBV-DNA einhergehend, aber auch unabhangiges Therapieziel, ist die Normalisie-
rung der Transaminasen. Zudem sollte der Verlust von HBeAg angestrebt werden. Der
Verlust von HBs ist optimales Therapieziel, da dies eine Suppression von Virusreplika-
tion und Proteinexpression bedeutet [27]. Langfristig soll die Therapie der CHB einen
Progress mit Leberzirrhose, hepatischer Dekompensation, Entwicklung eines HCC und
damit einhergehende Mortalitat verhindern [33]. Fur die medikamentdse Therapie stehen
aktuell drei Medikamentenklassen zur Verfugung. Dies sind zum einen die alpha-Inter-
ferone (IFNa), die Nukleosid-Analoga Lamivudin und Entecavir, sowie die Nukleotid-
Analoga Adefovir und Tenofovir. Eine Interferon-alpha-basierte Therapie sollte bei allen
Patienten in Erwagung gezogen werden, hierbei aktuell aber nur pegyliertes-IFNa ein-
gesetzt werden [33]. Die Therapie mit nukleos(t)idischen Reverse-Transkriptase-Inhibi-
toren ist von Viruslast und Stadium der Leberfibrose abhangig. Fur wenige Falle kommt
als Erstlinientherapie aktuell eine Monotherapie mit pegyliertem IFNa in Frage. Mehr-
heitlich wird an Viruslast und Komorbiditadten angepasst eine Therapie mit einem nuk-

leos(t)idischen Reverse-Transkriptase-Inhibitor durchgefihrt.

Inhibition der Interferon-alpha-Therapie durch das Hepatitis-B-Virus

Nach inzwischen 40-jahriger Erfahrung hat IFNa auch heute noch eine Relevanz in der
Therapie der Hepatitis B. Die Funktionsweise von Interferonen ist nach wie vor nicht in
ihrer Gesamtheit verstanden, wobei unter anderem gezeigt werden konnte, dass IFNa
die Transkription viraler cccDNA inhibiert [37]. Vorteil der Therapie mit IFNa ist, dass es
die korpereigene Immunitat verstarkt und die nachhaltige Auflésung einer Erkrankung
beschleunigt. Dabei gilt zu beachten, dass IFNa nur bei einer Minderheit der Patienten
einen kurativen Erfolg zeigt. Glnstiger Prognosefaktor sind hohe Transaminasen und
eine geringe Viruslast, auch der virale Genotyp spielt eine Rolle [38], [39]. Es ist bekannt,
dass virale Escape-Mechanismen zur Minderung der Immunantwort auf eine Infektion
existieren. Es wird dabei eine Inhibition des IFNa-Signalwegs durch das Hepatitis-B-Vi-
rus in Erwdgung gezogen. Unter anderem konnte gezeigt werden, dass die viral ver-
starkte Expression der Protein Phosphatase 2A (PP2A) die IFNa Induktion inhibiert — ein

zuvor im Rahmen der chronischen Hepatitis C entdeckter Mechanismus [39].
12
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HBsAg positiv — Akute Hepatitis B — Eingeschrinkte —_—> Therapie
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\l,— Leberzirrhose —l

HBV-DNA > 2000 IU/ml HBV-DNA positiv

- | 1 I

Keine Therapie,
Monitoring alle 6-12

Monate |
nein T nein
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Abbildung 5) Flowchart zur Therapieindikation bei Hepatitis B. Gezeigt ist in Anlehnung an
die aktuelle S3-Leitlinie das Vorgehen zur Indikationsstellung flir eine Therapie bei Hepatitis B.
Wie beschrieben sind hierfiir vor allem der HBs-Status, die Kopienlast der HBV-DNA, sowie
Transaminasen-Aktivitat und Leberfunktion entscheidend. Als eingeschrankt gilt die Leberfunk-
tion bei einem Quick-Wert von unter 50%. Modifiziert nach [33]

1.3 IRF3 & IRF7: ZENTRALE ELEMENTE DER
INTERFERON IMMUNANTWORT

1.3.1 Die Interferon-regulierenden Faktoren

Hintergrund

Die Interferon-regulierenden Faktoren (IRF) sind eine Familie multifunktioneller Tran-
skriptionsfaktoren, die im Kontext viraler Infektionen zentraler Abwehrmechanismus
durch die Aktivierung Interferon-gesteuerter, antiviraler Signalkaskaden sind. IRFs mo-
dulieren die zellulare Antwort auf virale Infektionen, indem sie die Transkription von In-
terferonen sowohl induzieren als auch inhibieren kénnen. Neben ihrer kritischen Rolle in
der Reaktion auf Zellstress konnte zudem eine Beteiligung der IRFs an Karzinogenese,
Reproduktion und Entwicklung sowie in der Regulation des Zellzyklus, der Apoptose und

Tumorsuppression hachgewiesen werden [40].

Das 1988 zuerst beschriebene IRF1 konnte als Protein identifiziert werden, das die Tran-
skription von IFN-Genen reguliert. Neben einer Aktivierung der Expression von Interfe-

ron beta (IFNB) wurde gezeigt, dass die transkriptionelle Regulation einer Vielzahl von
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Genen durch IRF1 gesteuert wird [41]. Bis heute konnten zehn IRFs identifiziert werden,
von denen neun in Saugern exprimiert werden. Phylogenetische Analysen haben dabei
gezeigt, dass der Ursprung der IRF-Gene mit dem Auftreten mehrzelliger Lebewesen
zusammenfiel [42]. Zusammen mit der Rel/NF-kB Familie, die einige Homologien auf-
weist, stellen die IRFs eine der wichtigsten Signalkaskaden der angeborenen Immunitat
dar. Die bisher identifizierten IRFs konnten funktionell und strukturell in vier Untergrup-
pen unterteilt werden. Die im Folgenden untersuchten IRF3 und IRF7 stellen hierbei die
Gruppe IRF3-G dar [42].

Im Aufbau zeigen alle IRFs eine starke Homologie in der N-terminal liegenden DNA-
bindenden Domane (DBD). C-terminal befinden sich fir jedes IRF spezifische soge-
nannte IRF-Assoziationsdomanen (IAD). Die jeweiligen Funktionen der einzelnen IRFs,
wie ihr intrinsisches Transaktivierungspotential und ihre Zelltyp-Spezifitat, sind hieriber
definiert [43].

Funktion

Die Induktion einer Typ-1-IFN-Antwort ist im Rahmen von viralen Erkrankungen zentra-
les Element der angeborenen Immunitat [20], [44], [45]. Die IRFs sind hierbei - ihrem
Namen nach - in der Transduktion von Erkennung eines Pathogens bis hin zur Expres-
sionsmodulation der Interferone essenziell. Neben der Steuerung der Interferon-Antwort
und der Expression Interferon-stimulierter Gene (ISGs) sowie von Zytokinen und Che-
mokinen [46] konnte aulRerdem gezeigt werden, dass IRFs an der erworbenen Th1-me-

diierten Immunantwort und an der Entwicklung von NK-Zellen beteiligt sind [47].

Kommt es zu einer zelluldren Auseinandersetzung mit einem Virus, erfolgt die Erken-
nung viraler pathogener Strukturen anhand von endosomalen und zytosolischen Mus-
tererkennungsrezeptoren (Pattern Recognition Receptors - PRR). Diese erkennen kon-
servierte strukturelle Bestandteile der Pathogene (dsRNA, dsDNA, Lipopolysaccharide,
Nukleinsauren, etc.), sogenannte Pathogen-Associated-Molecular-Patterns (PAMPS)
[48], [49]. Beteiligte PPRs sind zum einen die membranstandigen Toll-like Rezeptoren
(TLR), zum anderen zytosolische Systeme, zu denen retinoic acid-inducible gene | (RIG-
I), melanoma differentiation-associated gene 5 (Mda-5) und DNA-dependent activator of
interferon regulatory factors (DAIl) zahlen. Fur die Detektion zytosolischer DNA konnte
die cGas-STING-Signalkaskade als regulierend identifiziert werden [50]. Die cyclic GMP-
AMP (cGAMP) Synthase (cGas), in ihrer katalytischen Domane der 2'-5' oligoadenylate
synthetase 1A (Oas1) ahnelnd, produziert nach DNA-Detektion den second Messenger
cGAMP. Dieser aktiviert das im ER lokalisierte transmembrantse Adaptermolekil
STING welches Uber die TANK-binding kinase-1 (TBK1) IRF3 aktiviert [51]. Im Allgemei-
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nen erfolgt Uber die PRRs die C-terminale Phosphorylierung von Serin- und Threonin-
resten der IRFs. Diese bilden Homo- und Heterodimere und translozieren in den Nuk-

leus, wo es uber Bindung an Promotoren zur Induktion der Interferon-Antwort kommt.

IRF1, IRF3, IRF5 und IRF7 konnten im Speziellen als Regulatoren der Typ-I-IFN-Antwort
identifiziert werden [40]. Fir IRF1 konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression
Typ-I-IFN stimuliert. Dennoch zeigte sich in Virus-infizierten IRF17 Fibroblasten die Typ-
I-IFN-Antwort unverandert [52]. IRF5 konnte eine regulatorische Funktion fur inflamma-
torische Zytokine nachgewiesen werden, die genaue Rolle in der Typ-I-IFN-Induktion ist
ungeklart. In einem IRF5” Mausmodell war die Interferon- (IFNa)-Antwort nicht beein-
flusst [53].

Als Schlusselelemente der Steuerung der Typ-I-IFN-Antwort konnten IRF3 und IRF7
identifiziert werden. Virale Infektion flhrt Uber aktivierende Kaskaden zur Bindung von
IRF3 und IRF7 sowohl an IFN [54] als auch IFNa Promotoren [55], [56], [57]. Das Ver-
haltnis von IRF3 zu IRF7 scheint hierbei unter anderem eine kritische Rolle in der indivi-
duellen Induktion der IFNa-Subtypen in infizierten Zellen zu spielen [58]. IFN-B, IFN-a1,
und RANTES Promotoren konnten als durch IRF3-Koexpression stimuliert gezeigt wer-
den. IFN-04, -a7, und -a14 Promoter hingegen waren allein durch IRF7 induziert [57].
Der folgende Abschnitt soll Aufbau, die vielseitige Funktion und die zentrale Rolle in der

IFNa-Induktion der beiden Transkriptionsfaktoren IRF3 und IRF7 erlautern.

1.3.2 Der Interferon-regulierende Faktor 3

Der Interferon-regulierende Faktor 3 (IRF3) ist ein in fast allen Zelltypen konstitutiv ex-
primiertes 55 kDa Phosphoprotein, das sich aus 427 Aminosduren zusammensetzt [59].
In nicht stimulierten Zellen liegt IRF3 in inaktiver Form aufgrund eines Nuclear Export
Signals (NES) vor allem im Zytoplasma vor. Die absolute zelluldre Menge von IRF3 wird
in der Expression nicht durch virale Pathogene oder IFN verandert, die Regulation der

Aktivitat von IRF3 wird durch C-terminale Phosphorylierung gesteuert [60].

IRF3 beinhaltet strukturell eine Transaktivierungsdomane (TAD), im gleichen Abschnitt
befinden sich zudem das NES-Element, eine Prolin-reiche Region und die Interferon-
Assoziationsdomane (IAD). Auf beiden Seiten der TAD befindet sich jeweils, teilweise
uberlappend, eine autoinhibitorische Doméane (AID) (siehe Abbildung 6). Die beiden
AlDs interagieren, maskieren dabei IAD und DBD, um IRF3 in nicht infizierten Zellen an

der Translokation in den Nukleus und damit der IFN-Induktion zu hindern [15], [16].

Die Aktivierung von IRFs uber C-terminale Phosphorylierung wird wie zuvor erwahnt,

uber TLR-abhangige und -unabhangige Signalkaskaden gesteuert. Fir IRF3 scheint
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zum einen zu gelten, dass virale dsRNA Uber die IKK-related Kinases TBK-1 und IKKe
die Phosphorylierung C-terminaler freier Serin- und Threoninreste induzieren [43], [61].
Zum anderen konnte gezeigt werden, dass das transmembrandse Protein STING zu-
sammen mit TBK-1 im Rahmen der Immunantwort auf virale dsDNA die Phosphorylie-
rung von IRF3 induziert [62], [63]. Die durch die Phosphorylierung verursachte Konfor-
mationsanderung von IRF3 fuhrt folgend zu Homo- und Heterodimerisierung - unter an-
derem mit IRF7 - und zur Translokation in den Nukleus. Dort kommt es zur Assoziation
mit dem Transkriptions-Cofaktor CBP/p300, gefolgt vom Binden an das IFN-stimulated
response element (ISRE) und dadurch zur Induktion der Interferonantwort [60]. Fir die
Rolle des IRF3 in der Interferon-Induktion konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpres-
sion von IRF3 auch ohne induzierende virale Infektion IFNB aktiviert, wahrend flr die
IFNa-Induktion zusatzlich IRFS oder IRF7 bendtigt wird [58].

1.3.3 Der Interferon-regulierende Faktor 7

Der Interferon-regulierende Faktor 7 (IRF7) ist ein 67 kDa Protein, fur das in vivo meh-
rere vorliegende Transkriptionsvarianten identifiziert werden konnten. IRF7 fungiert als
zentraler Transkriptionsfaktor der Typ-I-IFN-Antwort und ist essenziell fur die Aktivierung
der angeborenen Immunitat im Rahmen von einer Auseinandersetzung mit viraler DNA
und RNA. Zudem konnte gezeigt werden, dass IRF7 neben der angeborenen auch eine
Funktion in der Steuerung der erworbenen Immunitat hat [64]. Im Gegensatz zu IRF3
findet sich eine konstitutive Expression von IRF7 nur in lymphatischem Gewebe, vor
allem in B-Lymphozyten und dendritischen Zellen. Die Expression von IRF7 kann in den

meisten Zelltypen durch IFN, Lipopolysaccharide oder Viren induziert werden [55].

Der komplexe C-terminale Aufbau von IRF7 beinhaltet eine Transaktivierungsdomane
(TAD), eine konstitutive Aktivierungsdomane (CAD), eine autoinhibitorische Domane
(AID) und auRerdem ein Element, dass die basale und virusinduzierte Aktivitat steuert
(VAD) (siehe Abbildung 6) [65].

Die Aktivierung von IRF7 kann sowohl Uber eine Virus-aktivierte MyD88-unabhangige
Signalkaskade als auch MyD88-abhéngig mittels TLR erfolgen [66]. Uber IKK und TBK-
1 erfolgt die C-terminale Phosphorylierung im Sinne einer posttranslationalen Modifika-
tion, zudem scheint eine Ubiquitinierung eine Rolle zu spielen. Im Gegensatz zu IRF3
erfolgt die Steuerung von IRF7 jedoch nicht nur durch Phosphorylierung, sondern zudem
Uber die Induktion der Expression von IRF7 durch virale Infektionen, IFN und Lipopoly-

saccharide. Phosphorylierung bedingt eine Konformationsanderung der IRF7-Struktur,
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ahnlich wie bei IRF3 kommt es nach dadurch verursachter Homo- oder Heterodimerisie-
rung zur Translokation in den Nukleus und Bindung an den ISRE-Promoter. Zusammen
mit Coaktivatoren wird so die Expression von IFNa, IFNB und Chemokinen induziert.
Von Relevanz fir eine nur transiente Induktion von IFN scheint die kurze Halbwertszeit

von IRF7 von ca. 30 min zu sein.

Far IRF3 und IRF7 konnte gezeigt werden, dass sie wahrscheinlich im Komplex an der
Virus-aktivierten Induktion von endogenem IFN beteiligt sind. IRF3 scheint dabei eine
starkere Funktion in der Aktivierung von IFNB zu haben, wahrend IRF7 sowohl in der
IFNa und IFNB-Induktion eine Schllsselfunktion zu haben scheint [67], [66].

IAD C
427
VAD C
503

Abbildung 6) Schematische Darstellung von IRF3 und IRF7 DBD = DNA bindende Doméne,
NES = nukleare Exportsequenz, NLS = nukleare Lokalisierungssequenz, Pro = prolinreiche Do-
mane, IAD = IRF-Assoziationsdomane, AIE = autoinhibitorisches Element, AID = autoinhibitori-
sche Domane, CAD = konstitutiv aktive Doméane, VAD = virusinduzierte Doméane, TAD = Trans-
aktivierungsdomane, P = C-terminale Phosphorylierung; Schema erstellt nach [43], [68], [61],
[65].
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1.4 INTERFERONE & INTERFERON-STIMULIERTE
GENE

Interferone (IFN) sind sekretierte Zytokine, die vor allem im Kontext von viralen Infektio-
nen zentrales Steuerungselement der angeborenen Immunantwort und folgend auch der
erworbenen Immunitat sind. Zuerst 1957 beschrieben [69], werden die IFN aktuell in drei
Familien, Typ | (IFNa/R), Typ Il (IFNy) und Typ Il (IFNA), unterteilt. Die IFN werden tber
Signalkaskaden transkriptionell aktiviert. Hierbei spielen diverse pathogen-erkennende
Molekdule, Kinasen und Transkriptionsfaktoren eine Rolle. Sekretiertes IFN induziert Gber
einen JAK-STAT-Signalweg letztlich die Transkription von Interferon-stimulierten Genen
(ISGs). Diese kodieren fir antivirale Effektormolekile, die wiederum IFNs und die Im-
munantwort regulieren [44] (siehe Abbildung 7). Die Frage der genauen Funktion hun-
derter inzwischen identifizierter ISGs ist Grundlage einer Vielzahl aktueller Untersuchun-
gen. In der Immunantwort auf virale Infektionen konnte unter anderem eine Regulation
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der DNA-Integritat, des Viruseintritts, der Proteintranslation, und des Virusaustritts ge-
zeigt werden. Fur die Mehrheit der ISGs ist die konkrete Funktion aber bis heute unge-
klart.

ke
= ., TYPIIFN
TN
/ﬂ "‘l l
Qoo | o—— IFNAR1 & IFNAR2
pathogene dsDNA €Z€PTOT | |L10RB & IL28RA
Sensor PRRs (cGas-STING)
A\

Signaltransduktor | JaK1

\

Signaltransduktor TBK1

v

Transkriptionsfaktor | STAT1, STAT2, IRF9

A4

Transkriptionsfaktor | IRF3, IRF7

Zytoplasma

Nukleus
v v

Transkriptionsfaktor | IRF3, IRF7 Transkriptionsfaktor | STAT1, STAT2, IRF9

| l

ISGs (Oasla, IFIT1, IGTP,
TYPHIFN IRGMs, ISG15, USP18)

Abbildung 7) Signalkaskade ISG-Induktion. Wie in 1.3.1 beschrieben kommt es iber Senso-
ren, auch als PRRs bezeichnet, zur Detektion viraler Pathogene. Fir IRF3 und IRF7 konnten
hierfir cGas-STING und das als Signaltransduktor beteiligte TBK1 identifiziert werden. Nach
Translokation fungieren IRF3 und IRF7 als Transkriptionsfaktoren und induzieren die Typ-I-IFN-
Synthese. IFNa als Typ-I-IFN aktiviert rezeptorvermittelt dann die JAK-STAT1-STAT2-IRF9 Sig-
nalkaskade, welche als Transkriptionsfaktoren fiir eine Vielzahl von ISGs agieren. Modifiziert
nach [50].

1.4.1 Typ-l-Interferone

Die IFN vom Typ | werden im Allgemeinen nach zellularem Kontakt mit einem viralen
Erreger ausgeschuttet. Durch Fibroblasten und Monozyten produziert, inhibieren sie die
virale Replikation. Typ-I-IFN setzt sich aus sieben Klassen zusammen, IFN-a,-$, -0, -¢,
-K, -T, -w. Zudem sind weitere IFN-&hnliche Zytokine wie Limitin und Interleukin 28a, 28b
und 29 beschrieben [70]. In humanen Zellen wird durch virale Erreger vor allem IFN-q,-
B und —w induziert, deren Verhaltnis unter anderem von exprimierender Zelle und pa-
thogenem Virus abhangig ist. Das im Rahmen der chronischen Hepatitis B therapeutisch
genutzte IFNa wird in 12 Varianten durch 14 Genloci kodiert, wobei die unterschiedlichen

Varianten in ihrer immunologischen Funktion variieren [70].

18



1. EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

1.4.2 Typ-ll-Interferone

Das einzige Interferon vom Typ Il ist das durch Lymphozyten ausgeschuttete IFNy.
Durch direkte Inhibition und Immunmodulation ist IFNy essenziell sowohl flr die antivi-

rale als auch die intrazellulare antibakterielle Immunitat [71].

1.4.3 Typ-lll-Interferone

Zur Familie der Typ-llI-IFN zahlt allein IFNA, das im Menschen in bis zu vier Unterformen
vorliegt und vor allem durch epitheliale Zellen sezerniert wird. Obwohl die Signalkaska-
den der IFNA Response sich von denen der Typ | IFN Response unterscheiden, zeigt
sich eine sehr ahnliche Zellantwort. Die abweichende antivirale Funktion ist dennoch
durch eine unterschiedliche Virusspezifitdt gegeben. Die Signaltransduktion der Typ-IlI-
IFN-Antwort zeigt Ahnlichkeiten zur Typ-I-IFN-Antwort, zudem scheint es eine Verkn(p-

fungen zwischen beiden Induktionsformen zu geben [72], [73], [74].

1.4.4 Interferon-stimulierte Gene

Das virale Triggern des IFN-Systems fuhrt letztlich zur verstarkten Transkription einer
Vielzahl von ISGs. Die Produkte der ISGs wiederum fungieren schlieBlich als Effektoren
der antiviralen Signalkaskaden. In ihrer Funktion extrem vielseitig und gréRtenteils noch
unerforscht, gilt grundsatzlich, dass jeder Schritt viraler Replikations- und Lebenszyklen
Ansatzpunkt von ISGs ist [75]. Seit der ersten Beschreibung von Interferon-stimulierten
Genen bzw. Proteinen [76], [77] sind in Microarray-Studien mehrere hunderte ISGs be-
schrieben worden [78]. Fir die meisten ist weder antivirale Potenz noch Spezifitat oder
genauer Mechanismus geklart, dennoch konnte gezeigt werden, dass die Vielzahl der
ISGs uberlappend fungieren. In Knockoutstudien einiger bisher untersuchter ISGs konn-
ten bei selektiver Ausschaltung weiterhin vorhandene antivirale Immunantworten nach-
gewiesen werden [79]. In ihrer antiviralen Potenz scheinen sie sich dabei zu unterschei-
den. Es gibt Argumente dafir, dass die Kombination einer Vielzahl von ISGs die einzel-
nen Effekte potenziert [45]. Erregerabhangig scheinen spezifische Kombinationen von
ISGs an der Immunantwort beteiligt zu sein. Die Komplexitat der Funktion zeigt sich zu-

dem darin, dass einige ISGs die virale Replikation zu verstarken scheinen [45].
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1.5 DIE UNFOLDED PROTEIN RESPONSE

Die Unfolded Protein Response (UPR) bezeichnet eine zellulare Antwort, welche im Kon-
text des sogenannten ER-Stress zentrale Steuerung der zelluldaren Homoostase ist. Im
endoplasmatischen Retikulum (ER) kann es bedingt durch zelluldre Hypoxie, Hypogly-
kamie, oxidativen Stress und auch virale Infektionen zur Akkumulation von fehlgefalteten
Proteinen kommen, was zum sogenannten ER-Stress fuhrt. Die UPR bezeichnet die
Zellantwort auf diesen Zellstress. Zur Wiederherstellung der zellularen und endoplasma-
tischen Funktion wird zunachst die Translation von mRNA und damit die Synthese neuer
Proteine inhibiert. Dartber hinaus kénnen Chaperone, die essenziell fir Proteinfaltung
und Abbau fehlerhafter Proteine sind, in ihrer Expression gesteigert werden. Kann die
Akkumulation von Proteinen nicht kompensiert werden, kommt es zuletzt zur Apoptose-
Induktion [80].

Als Ursache des ER-Stress kommen wie erwahnt unter anderem virale Infektionen in
Frage. So konnte gezeigt werden, dass einige Viren, darunter auch HBV, eine ER-

Stress-Antwort induzieren [22].

Es wird vermutet, dass die virale Karzinogenese mit der UPR bzw. zellularem ER-Stress
assoziiert ist. Die genaue Genese des bei chronischer HBV entstehenden HCC ist noch
nicht geklart, ein erhohter Zellstress scheint aber mit einer Tumorgenese zu korrelieren
[81], [82].

An der UPR sind nach aktuellem Wissensstand drei Signalkaskaden beteiligt, die folgend

kurz erlautert werden.

Die PERK-elF2a-Signalkaskade

Die akkumulierten Proteine verursachen eine Homodimerisierung und Phosphorylierung
der PRKR-like ER Kinase (PERK). Diese wiederum phosphoryliert die alpha-Unterein-
heit des eukaryotic translation initiation factors-2 (elF2a). Das durch die Phosphorylie-
rung inhibierte elF2a fuhrt zu einer Reduktion der Translation und somit zur Reduktion
der Proteinsynthese [83], [84]. Bei weiter anhaltendem ER-Stress kann es vermittelt Gber
den Activating transcription factor 4 (ATF-4) zur Aktivierung des C/EBP homologous pro-
tein (CHOP) kommen. Dieses katalysiert unter anderem eine Dephosphorylierung von
elF2a im Sinne eines negativen Feedbacks, zum anderen kann CHOP uber die Herun-

terregulation des antiapoptotischen Bcl-2 eine Apoptoseinduktion herbeifihren [85].
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ATF-6 Signalweg

Ebenfalls bedingt durch die Akkumulation fehlerhaft gefalteter Proteine wird das Trans-
membranprotein ATF-6 in den Golgi-Apparat transloziert, wo die beiden Proteasen S1P
und S2P es in seine aktive Form Uberfiihren. Die aktivierte Form fungiert im Nukleus als

Transkriptionsfaktor fur zytoprotektive Gene [86].

IRE1a-XBP1-Signalweg

Das Transmembranprotein /nositol-requiring enzyme 1 (IRE1) fungiert zum einen als
Endonuklease fur die mRNA des X-Box-binding Protein 1 (XBP1). Das dadurch kataly-
sierte Splicing ermdglicht die Translation dieses Transkriptionsfaktors [80]. Als Hetero-
dimer aktiviert XBP1 den Proteinabbau mittels ER-assoziierter Protein Degradation (E-
RAD) [21]. Zudem wird IRE1 fur die posttranslationale Degradation von mRNA bendtigt
und senkt somit die anfallende Proteinmenge [87]. Es konnte auRerdem gezeigt werden,
dass IRE1 Uber die Phophorylierung der Jun-aminoterminal kinase (JNK) die zellulare

Apoptose induzieren kann [88].
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Abbildung 8) Unfolded Protein Response Signalkaskaden. Die Aktivierung der UPR-Signal-
kaskade wird Uber im ER akkumulierte fehlgefaltete Proteine initiiert, welche an das sogenannte
Immunglobulin heay chain binding Protein (BIP) binden. Die regulatorische verstarkte Protein-
faltung, der Proteinabbau und die Minderung der Proteinsynthese werden in nachgeschalteten
Signalkaskaden entweder iber PERK-elF2a, ATF6 oder IRE1-XBP1/JNK/RIDD vermittelt.
Kommt es weiterhin zu einer persistierendem UPR wird Uber Apopotoseinduktion der gesteu-
erte Zelltod aktiviert. GADD34, Growth arrest and DNA damage-inducible protein 34; XBP1u,
nicht gesplictes XBP1; XBP1s, transkriptionell aktives XBP1; RIDD=requlated IRE1 dependend
decay of mRNA; P, Phosphoryliert. (Modifiziert nach [82])
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1.6 DAS HBS-TRANSGENE MAUSMODELL & DER
IRF3/IRF7-DOPPELKNOCKOUT

1.6.1 Das HBs-transgene Mausmodell

Um die Auswirkungen einer HBV-Infektion in vivo mit der Moglichkeit langerfristiger Be-
obachtung und unter méglichst physiologischen Bedingungen am lebenden Organismus
durchzufiihren, wurde erstmals 1985 durch Chisari et al. eine HBs-transgene Mauslinie
geschaffen, um die zellschadigenden Einflisse der viralen Proteine untersuchen zu kén-
nen [89]. Uber Mikroinjektion subgenomischer HBV-DNA Fragmente (Genotyp D, Sub-
typ ayw), welche die fiur HBs, pre-S1, pre-S2 (LHBs, MHBs, SHBs, siehe 1.2.1) und X
kodierenden Regionen beinhalteten, wurde eine Mauslinie geschaffen, die nachweislich
HBs exprimieren [89]. Die Hepatozyten der transgenen Mause sind fiir das eingebrachte
Transgen immuntolerant, da der Virus in der Immunogenese als kérpereigen definiert
wird. Damit &hnelt die im Mausmodell vorliegende Pathologie dem klinischen Bild eines
an einer chronischen Hepatitis-B-Virus-Infektion erkrankten Menschen [89]. Im glatten
ER kommt es zur verstarkten Synthese von LHB-Protein, dass sich als nicht effizient
sekretierbares, bis zu 800 nm grof3es Filament kontinuierlich ansammelt. Bedingt durch
die Proteinakkumulation kommt es zu einer ZellvergréRerung, phanotypisch den Milch-
glashepatozyten der CHB sehr ahnlich. Im Verlauf entstehen zunehmend zellulare Scha-
den, die letztlich zum nekrotischen Untergang der betroffenen Zellen fuhren. Altersab-
hangig entwickeln die Mause Lasionen mit fokaler Degeneration, Nekrose und lobularer
Inflammation, die mit einer Erhdhung der Transaminasen-Aktivitat einhergehen. Das he-
patobiliare System bleibt dabei unbeteiligt [90]. Die andauernde Leberzellschadigung
fuhrt progredient zur Entstehung von Neoplasien. Dabei ist die Inzidenz des HCC vom
Ausmal} der Zellschadigung und damit von der HBs-Konzentration abhangig [91]. Das
von Chisari et al. entwickelte Mausmodell dient seit seiner ersten Beschreibung als eine
der wichtigsten Grundlagen fir die in vivo Erforschung der chronischen Hepatitis B und
konnte zum Verstandnis der molekularen Mechanismen, der direkten viralen Pathogeni-

tat und den sich ergebenden klinischen Implikationen beitragen.

1.6.2 Der IRF3/IRF7-Doppelknockout

Wie zuvor beschrieben sind IRF3 und IRF7 Schllisselelemente in der Steuerung der
Regulation der Typ-I- und Typ-IlI-IFN-Antwort. In einer Reihe von Knockoutexperimen-
ten konnte im Single- und Doubleknockout von IRF3 und IRF7 gezeigt werden, welche

Rolle sie in vivo im Rahmen verschiedener viraler Infektionen haben. Fur die Typ-I-IFN-
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Induktion nach Infektion mit Herpes-Simplex-Virus 1, Encephalomyocarditis-Virus und
Vesicular Stomatitis Virus konnte in dendritischen Zellen und Fibroblasten gezeigt wer-
den, dass sie vollstandig von IRF7, weniger von IRF3 abhangig war [66]. Auch im Maus-
modell konnte nachgewiesen werden, dass nach viraler Infektion die IFN-Induktion bei
IRF3-KO teilweise, bei IRF7-KO fast vollstandig inhibiert war [46]. Eine Vielzahl von
Knockout- und Doppelknockoutstudien zeigten eine aulerst komplexe Funktion von
IRF3 und IRF7, deren Rollen zudem nicht immer dem gleichen Muster folgten und erre-

gerabhangig waren [92].

Um die Funktion von IRF3 und IRF7 im Rahmen der Hepatitis B-Erkrankung zu untersu-
chen, kombinierten wir das zuvor erlauterte HBs-transgene Mausmodell mit einem
IRF3/7-Doppelknockout. In der vorliegenden Arbeit sollen dabei an 12 Wochen alten
Mausen anhand des HBs-transgenen Mausmodells die Funktion von IRF3 und IRF7 in

der Immunantwort auf Hepatitis B-Oberflachenantigene tberpruft werden.

1.7 ZIELSETZUNG

Mit der vorliegenden Arbeit sollen folgende Fragestellungen beantwortet werden:

1. Proof of Principle: Ermoglicht ein IRF3/7-Doppelknockout ein Ausschalten der

Interferonantwort in HBs-transgenen Mausen?

2. Verandert das Ausschalten der IRF3- und IRF7-Signaltransduktion die hepati-

sche Pathologie der HBs-transgenen Mause?

3. Welche Auswirkungen hat eine IRF3/7-Doppelknockout auf die Interferonantwort

und Interferon-stimulierte Gene im Gesamtorganismus?
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 MAUSLINIEN

2.1.1 Verwendete Mauslinien

Zur Uberpriifung der Einfliisse des IRF3/7-Knockouts bei transgener Expression der He-
patitis B-Oberflachenantigene standen insgesamt 61 Mause mit genetischem BALB/c-
Hintergrund zur Verfugung. Die untersuchten Mause stammen aus der Versuchstierhal-

tung des Biomedizinischen Forschungszentrums, Schubertstrafie 81, 35392 Giel3en.

Im Versuchsaufbau verglichen wir insgesamt vier Mauslinien: einen Wildtyp (WT), einen
IRF3/7-Doppelknockout (KO), eine HBs-transgene Mauslinie (TG) und eine Kombination
aus IRF3/7-Doppelknockout und HBs-Transgenitat (TG-KO). Die Mause hatten zum
Zeitpunkt der Untersuchungen ein Alter von 12 Wochen, in dem bei HBs-Transgenitat

von einer deutlichen Hepatitis auszugehen ist.

Bei dem als Superkontrolle fungierenden Wildtyp handelte es sich um einen unbehan-
delten BALB/c Stamm.

Der IRF3/7-Doppelknockout, an dem direkte Effekte der IRF-Modulation Uberprift wer-
den konnten, entstammt den Arbeiten der Arbeitsgruppe von A. Krug [93]. Da er ur-
sprunglich einen genetischen CL57BL/6-Hintergrund hatte, kreuzten wir die Mause Uber
10 Generationen auf den BALB/c-WT Hintergrund zuriick. Nach Selektion der IRF3/7-
KO heterozytogen Mause wurde diese miteinander gekreuzt und anschliefend die

IRF3/7-KO homozygoten Mause selektiert.

Die HBs-transgene Mauslinie (HBV Genotyp D, Subtyp ayw), exprimiert die drei co-car-
boxyterminalen HBs-Proteine und weist viele Analogien zur humanen HBV-Erkrankung
auf. Sie wurde generiert, indem die LHBV-transgene Maus C57BL/6J-Tg(Alb1HBV-
LHBs)44Bri/J GUber 10 Generationen auf den Fibrose-suszeptiblen Stamm BALB/c zu-

rick gekreuzt wurde.

Das zentrale Tiermodell der vorliegenden Arbeit, die Mauslinie die sowohl den IRF3/7-
Doppelknockout als auch die HBs-Transgenitat nachweist, zlchteten wir iber 8-maliges
Ruickkreuzen des IRF3/7-Doppelknockouts mit BALB/c-WT, gefolgt von einer einmaligen
Kreuzung mit der HBs-transgenen Mauslinie. Die fur den IRF3/7-KO heterozytogen und
HBs-positive Mause wurden selektiert und miteinander gekreuzt. Anschlieend wurden
die fur IRF3/7 homozygoten und HBs-transgenen Mause selektiert und analysiert.
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Wildtyp IRF3/IRF7™" HBs-transgen | HBs-transgen
+
IRF3"/IRF77"-
Abklrzung WT KO TG TG-KO
n 21 11 16 13
Maus 399 F 429M 495 F 481 M 151 F 154 M 475 F 476 M

405F | 431 M | 498F | 494 M | 422F | 429M | 477F | 480 M
406 F | 433 M | 499F | 500M | 423F | 430M | 478F | 501 M
407 F 432M 503F | 505M | 424F | 432M | 492F | 502 M
4664 F | 434 M 557F | 507M | 425F | 435M | 493F | 504 M

4665 F | 436 M 559 F 426 F | 438M | 496 F | 506 M
4666 F | 437 M 654F | 692M | 497 F
4676 F | 4668 M 671F | 705M

4677 F | 4669 M
4680 F | 4670 M
4679 M

Tabelle 1) Verwendete Mauslinien. Die Tabelle zeigt die im weiteren Verlauf genutzten Abkdir-
zungen sowie die Anzahl der fiir jede Gruppe zur Verfligung stehenden Mause. Die Ziffern wur-
den den entsprechenden Mausen zu Beginn des Versuchs zur Identifikation zugeordnet. Mit ,F*
fur ,female” und ,M* fur ,male” ist folgend das Geschlecht vermerkt.

2.1.2 Haltungsbedingungen, Probenentnahme und Lagerung

Die Mause wurden unter festgelegten, pathogenarmen Bedingungen (SPF) gehalten.
Die Studie wurde unter Einhaltung der Verordnung zum Schutz von Versuchstieren des
deutschen Tierschutzgesetzes durchgefuhrt. Alle Versuche waren durch den Ethikaus-
schuss fur Tierexperimente des Regierungsprasidiums GielRen genehmigt. (Tierver-
suchsantrage V 54 — 19 ¢ 20 15 h 01 GI 20/10 Nr. 128/2014 und V 54 - 19 ¢ 20 15 c Gl
20/10 Nr. A 60/2011)

Die Mause wurden im Alter von 12 Wochen nach einer Betdubung mit Isofluran durch
CO2-Inhalation getdtet. Vends entnommenes Blut und eviszerierte Lebern wurden in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gela-
gert. Die beteiligten Mitarbeiter waren geschult und zu ihren Tatigkeiten durch zuvor ge-

nannte Tierversuchsantrage befugt.
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2.2 ALLGEMEINE GERATE UND MATERIALIEN

2.2.1 Geréte
Gerat Hersteller
Autoklav Memmert, Schwabach

Biometra Multigel System
Blot-Kammer/Western Fastblot B43
Dunkelkassette

Electrophoresis power supply Consort
EV243
Feinwaage A200S

Feinwaage Satoruous analytic Typ 1801
Gefrierschrank -20 °C

Gefrierschrank -20 °C

Gefrierschrank -80 °C

Gefrierschrank -80 °C

Homogenizer Ultra Turrax T8

Kamera Nikon Coolpix 5400
Kihlschrank Profi Line

Magnetruhrer
Mikro 120, Zentrifuge

Mikroskop DMRB DIC Fluorescence Re-
search Microscope
Mikrotom RM2255

Mikrowelle Severin 900&Grill
Millipore MQ.Biovel Anlage
Photometer

Pipetten Eppendorf Research® plus
Pipetten Labmate Pro

Pistille #3831.1

Reflotron®Plus

Reibschale #3773.1.
Réntgenkassetten Reg Spezial 200
Scotsman Flockeneisbereiter AF 100

StepOne Plus RT PCR System, Applied
Biosystems
StepOneTM Software V2.3

Thermocycler T3000
Thermomixer comfort
Trockenschrank T12
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Biometra, Géttingen

Biometra, Géttingen

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim

Satorius, Goéttingen

Satorius, Goéttingen

Liebherr, Ochsenhausen

Bosch, Gerlingen-Schillerhéhe
Thermo Fisher Scientific, Darmstadt
Bosch, Gerlingen-Schillerhéhe
IKA® Labortechnik, Staufen

Nikon Corporation, Minato/Japan

Liebherr-Hausgerate GmbH, Ochsen-
hausen
IKA® Labortechnik, Staufen

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen
Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar
Severin Elektrogerate GmbH, Sundern
Merck Chemicals GmbH, Darmstadt
Packard, Dreieich

Eppendorf AG, Hamburg

HTL Lab Solutions

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Roche, Grenzach-Wyhlen

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
AGFA, Mortsel/Belgien

Hubbard Ice Systems, Suffolk/UK
Life Technologies GmbH, Darmstadt

Life Technologies GmbH, Darmstadt
Biometra, Géttingen

Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Hanau
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Trockner fur Objekttrager HI1220
Vortexer VF2

Wasserbad fur histolog. Schnitte HI1210
Wippschdttler, Rocking Platform Shaker

2.2.2 Verbrauchsmaterialien

Material

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar
IKA® Labortechnik, Staufen

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar
VWR, Dadnor, Pennsylvania/lUSA

Hersteller

Deckglaser

Filmpapier, Amersham HyperfimTM ECL

Filterpapier, Whatman® gel blotting pa-
per, Grade GB003
Folien/Vernichtungsbeutel

Micro Amp® Fast Reactiontubes
MicroAmp® Optical 8-Cap Strip
MicrotesT 96 well 370 pl Clear Plate
Objekttrager Super Frost Ultraplus
Pipettenspitzen

PVDF Membran, Immobilon®
Reaktionsgefalle BD FalconTM

2.2.3 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien und Reagenzien

R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen
GE Healthcare Life Sciences/UK
Sigma-Aldrich, Steinheim

Sarstedt AG & Co, Numbrecht

Life Technologies GmbH, Darmstadt
Life Technologies GmbH, Darmstadt
BD Biosciences, San Jose/USA

R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen
Sarstedt AG & Co, Nuimbrecht

Merck Chemicals GmbH, Darmstadt
BD Biosciences, San Jose/USA

Hersteller

Ammoniumperoxodisulfate (APS)
#9592.2
BCIP-p-Toluidinsalz

Bromphenolblau #15375
Coumaric Essay #C9008-10G
Dimethylformamid 100%
Dimethylformamid 70%

Eosin Y, alkoholisch 6766007
Essigsaure 100%

Ethanol 70%

Ethanol 96%

Ethanol 99,6%

Glycin, Pufferan®

H202 Wasserstoffperoxid 30%
Hamalaunlosung nach Mayer 2E-038
HCI

Isopropanol

KH2HPO4
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Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Serva, Heidelberg

Sigma Aldrich, Steinheim

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Thermo Fisher Scientific, Dreieich
Merck, Darmstadt

Apotheke der Justus-Liebig-Universitat
Apotheke der Justus-Liebig-Universitat
Apotheke der Justus-Liebig-Universitat
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Merck Chemicals GmbH, Darmstadt
Waldeck GmbH 6 Co. KG, Munster
Sigma Aldrich, Steinheim

Apotheke der Justus-Liebig-Universitat
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe



2 MATERIAL UND METHODEN

Luminol #A8511-5G

Methanol >99,8% #STBF2109V
MgClI2

Milchpulver #T145.2

Na2HPO4

NaCl

NBT

PageRuler Prestained Protein Ladder

Paraformaldehy-Lésung 37%
#1.03999.1000
Pertex Eindeckmedium

Pikrinsaure

Platinum SYBR Green qPCR Super Mix,
#11733038
RNase AWAY

Rotiphorese Gel 3 #3029.1

SDS Dodecylsulfate-Na-Salt, >99,9%
Sirius-Red-Farbstoff

Stickstoff

Teramethylethylendiamin (TEMED)
#353925.01
Trinatirumcitrat-Dihydrat

Tris #4855.2
Trockeneis
Tween®20

Xylol

Zitronensaure
ge-Aminocapronsaure

2.2.4 Kommerzielle Kits

Kommerzielle Kits

Sigma Aldrich, Steinheim

Sigma Aldrich, Steinheim

Merck Chemicals GmbH, Darmstadt
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma Aldrich, Steinheim

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Thermo Fisher Scientific, Dreieich
Merck, Darmstadt

Medite GmbH, Burgdorf
Sigma Aldrich, Steinheim
Invitrogen, Carlsbad/USA

Molecular BioProducts, Northbrook/USA
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Serva, Heidelberg

Polysciences, Heidelberg

Apotheke der Justus-Liebig-Universitat

Serca Electrophoresis GmbH, Heidel-
berg
Merck, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Apotheke der Justus-Liebig-Universitat
Sigma Aldrich, Steinheim

Apotheke der Justus-Liebig-Universitat
Merck, Darmstadt

Serca Electrophoresis GmbH, Heidel-
berg

Hersteller

Direct-ZolITM RNA MiniPrep Plus
iScript cDNA Synthesis Kit 1708890

Proteome ProfilerTM Array Mouse Cyto-
kine Array Panel A ARY006

Zymo Research, Irvine/USA
Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen

R&D Systems Europe, Ltd., Abindg-
don/UK
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2.3 KLINISCHE CHEMIE

Bestimmung der Leberenzyme

Zur Bestimmung der Leberenzyme ALT und alkalischen Phosphatase (AP) wurden
quantitative Parametermessungen mit Hilfe des Reflotron®-Plus der Firma Roche durch-
gefihrt. Das Messprinzip basiert auf der Reflektionsphotometrie, als Probe kénnen
Plasma, Serum und Vollblut verwendet werden.

Vor jeder Messung erfolgte die Reinigung des optischen Systems mit 70% Ethanol, ge-
folgt von einer Systemkalibrierung mittels zum System gehdrender CHECK-Streifen.
Zur Testdurchfiihrung wurden mit dem Reflotron® Applikator 32 pl Serum auf die Auf-
tragezone eines Teststreifens pipettiert und dieser in den Reflotron® Plus appliziert. Das
zu bestimmende Enzym wird Uber einen Magnetstreifen automatisiert erkannt, nach ca.
zwei min wurden die Messergebnisse in U/l angezeigt. Die Messungen fanden bei 37,0
°C £ 0,1 °C statt.

A
GOT
a-Ketoglutarat + Alaninsulfinat — Glutamat + Pyruvat + SO35~
PyOD
Pyruvat + PO}~ + 0, + H,0 y—>Acetylphosphat + H,0, + CO,
POD
H,0, + Indikator(reduziert) — Indikator(oxidiert) + H,0
B

ALP
o-Kresolphthaleinphsophat + Methylglucamin — o-Kresolphthalein
+ Methylglucaminphosphat

Abbildung 9) Reaktionsvorgénge zur reflektionsphotometrischen Quantifizierung der Lebe-
renzyme. A) GOT B) ALP

24 HISTOLOGIE

2.4.1 Fixierung, Paraffineinbettung, Mikrotom

Fir die histologischen Untersuchungen wurden Teile der enthommenen Lebern Gber
Nacht in 1% PFA-L6sung (1 ml 37% PFA-L6sung in 36ml Aqua bidest.) inkubiert und in
PBS gewaschen. Nach einer Entwasserung in aufsteigender Alkoholreihe (2.4.2) konn-
ten die Lebern in Paraffin eingebettet werden. Das eingebettete Gewebe wurde gekihlt,
dann mit einem Mikrotom geschnitten. Fir die Immunhistochemie wurde eine Schnittdi-

cke von 3 pm, fir die Hamatoxylin-Eosin- und Sirius-Red-Farbungen eine Schnittdicke
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von 5 ym gewahlt. Die im Wasserbad aufgeschwommenen Schnitte wurden auf Objekt-
tréager Uberfihrt und Uber Nacht bei 42 °C auf einem Trockner fur Objekttrager trocken-

gezogen.

2.4.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Zur allgemeinen histopathologischen Beurteilung wurde eine Hamatoxylin-Eosin-Far-
bung (HE-Farbung) durchgefiihrt [94]. Diese farbt mittels basischem Aluminium oder Ei-
sen-Hamatoxylin Zellkerne blau und durch den sauren Farbstoff Eosin das Zytoplasma
rot. Die Paraffinschnitte wurden zweimal fir 10 min und einmal fir 5 min in Xylol entpa-
raffiniert. Zur folgenden Hydratisierung wurde in einer absteigenden Alkoholreihe (2x5
min Ethanol 99,6%; 5 min Ethanol 96%; 2 min Ethanol 70%) und dann fir 5 min in Lei-
tungswasser inkubiert. Zur Blaufarbung der Zellkerne wurde fur 2 min mit Hamalaunlé-
sung sauer nach Mayer inkubiert, danach fur 5 min in Aqua bidest. gewaschen. Die Far-
bung mit Eosin erfolgte fir 15 sec, gefolgt von einem Waschschritt fir 1 min in Auga
bidest. Nach der Farbung erfolgte die Dehydrierung durch eine aufsteigende Alkohol-
reihe (2 min Ethanol 96%, 2x5 min Isopropanol, 3x5 min Xylol). Zuletzt wurden die

Schnitte mit Pertex und Deckglasern moglichst luftfrei eingedeckt.

2.4.3 Sirius-Red-Farbung

Die Sirius-Red-Farbung eignet sich zur histologischen Untersuchung von Kollagenen
und damit u.a. zur Einschatzung/Semiquantifizierung von Fibrose. Kollagenfasern wer-
den durch die Farbung rot dargestellt, Muskelfasern und Zytoplasma gelb. Zudem eignet
sich die Farbung in polarisiertem Licht zur Unterscheidung der Kollagenfibrillen nach
GroRe. Entparaffinierung mit Xylol und Hydratisierung mittels Ethanol erfolgen nach dem
in 2.4.2 beschriebenen Prinzip. Es folgt fur eine Stunde unter Vermeidung von Lichtein-
strahlung die Inkubation mit Sirius-Red-Lésung (0,1 g Sirius-Red-Farbstoff, 100 ml
Pikrinsaure). Nach einem kurzen Waschschritt in Aqua bidest. wird zur Differenzierung
fur eine Minute in Essigsaure (300 ml Aqua bidest., 1,5 ml Essigsaure) inkubiert. Es folgt
zuletzt ein Waschschritt, die aufsteigende Alkoholreihe sowie das Eindecken wie in 2.4.2

beschrieben.
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2.4.4 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie ermdglicht eine gezielte Untersuchung von Geweben zum anti-
kérperbasierten Nachweis von spezifischen Strukturen. Zur Entparaffinierung und Re-
hydrierung der Lebergewebe wurden die in 2.4.2 beschriebenen Schritte durchgefiihrt.
Zuséatzlich wurde dann fir 2 min in PBS (pH 7,4) gewaschen. Da die Einbettung von
Geweben in Paraffin einen teilweisen Verlust der Immunreaktivitat verursacht, wurde zur
Renaturierung von Antigenen eine sogenannte Antigendemaskierung durchgefihrt.
Hierfur wurden die Objekttrager in einer mit Citratpuffer gefullten Kivette flr 5x2 min bei
600 Watt in einer Mikrowelle erhitzt. Nach Abkuhlen bei Raumtemperatur folgten 5 min
Hydrierung unter flieBendem Leitungswasser und 2 min Waschen in PBS (pH 7,4). Im
nachsten Schritt wurde fir 15 min in 3% H202-PBS (6 ml 37% H202 in 54 ml PBS) inku-
biert, um gewebseigene Peroxidase zu blockieren. Es folgten 5 min unter flieRendem
Leitungswasser und ein Waschschritt fir 2 min in PBS. Fur 60 min wurde dann mit 10%
BSA + 2,5% Normal-Horse-Serum inkubiert, um unspezifische Bindungen zu blocken.
Erneut wurde zwei Mal fur zwei min in PBS gewaschen. Nun folgte tGber Nacht bei 4 °C
die Inkubation mit dem Primarantikdrper in entsprechender Konzentration, geldst in bo-
vinem Serumalbumin (BSA). Nach vier je funfminitigen Waschschritten mit PBS wurde
am Folgetag der Sekundarantikérper fur 30 min inkubiert. Es wurde viermal fur finf min
gewaschen und dann je nach Protokoll das erste Substrat hinzugegeben. Wurde mikro-
skopisch die gewlinschte Intensitat erreicht, konnte die Farbereaktion mit Aqua bidest.
gestoppt werden. Als sogenanntes Counterstaining wurde fur 2 min mit Hdmalaunlésung
sauer nach Mayer inkubiert und dann fir eine Minute in Aqua bidest. gewaschen. Die
abschlieltende aufsteigende Reihe, gefolgt vom Eindecken wurde wie in 2.4.2 durchge-
fuhrt.

Tabelle 2) Primarantikorper Immunhistochemie

Target Klonalitat Ursprung Verdiinnung Hersteller Katalognummer
HBsAg polyklonal  Rabbit 1:500 ;Efgr?/ﬁISdA 20-HR20
GADD Santa Cruz
153 . . Biotechno-
polyklonal  Rabbit 1:1000 logy, Heidel- sc-575
(CHOP) berg’

Tabelle 3) Sekundarantikérper Immunhistochemie

Target Detektionsenzym Ursprung  Hersteller Katalognummer
- MP-7401
Rabbit Peroxidase Horse >i/ee§tor Laborato
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Tabelle 4) Ansatze Immunhistochemie

PBS pH 7,4

NaCL

KCI

NazHPO4

KH2PO4

Aqua bidest

Citratpuffer
Stammloésung A (pH 2,1)
Zitronensaure 0,1M (CeHsO7)
Auga bidest.
Stammlésung B (pH 8,4)

Trinatriumcitrat-Dihydrat 0,1M
(CeHgNﬁst)
Gebrauchslésung (pH 6,0)

Stammldsung A
Stammldésung B

Aqua bidest.

80g
29
11,59
0,24 g
ad 11

21,01 g

ad 1000 ml

29.41 g

9ml
41 ml
ad 500 ml

2.4.4.1 Isotypkontrolle

Um die Spezifitat der immunhistochemischen Farbungen zu Gberprifen, wurde eine so-

genannte Isotypkontrolle als Negativkontrolle durchgefiihrt. Hierdurch kann das Ausmaf}

des durch unspezifische Bindungen des Primarantikdrpers bedingten Hintergrundsignals

gezeigt werden. Statt des spezifischen Primarantikdrpers wurde hierfir mit unspezifi-

schen IgG Antikdrpern gleicher Spezies inkubiert. In allen sonstigen Schritten der Im-

munhistochemie wurden die Isotypkontrollen wie in 2.4.4 beschrieben mitgefiihrt. Da die

Kontrollen negativ ausfielen, konnte von einer spezifischen Bindung der genutzten Pri-

marantikérper ausgegangen werden.

Tabelle 5) Antikorper Isotypkontrolle

Antikorper

Normal Rabbit IgG Control

Hersteller

R&D Systems Europe, Ltd., Abindgdon/UK
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2.5 GENOMIK

2.5.1 Microarray

Fir den Microarray wurden aus jeder der vier Gruppen jeweils zwei mannliche und zwei
weibliche Mause ausgewahlt und jeweils 50 mg Lebergewebe in der Feinstwaage abge-
wogen. Die Proben jeder Gruppe wurden dann in ein gemeinsames Eppendorfgefaf}
uberfuhrt, sodass fiur jede Gruppe ein Gefall a 200 mg Lebergewebe vorhanden war.
Zur Vorbereitung der Proben wurde jeweils 1 ml TRIzol® hinzugefligt und fir einige Se-
kunden mit dem Ulfra Turrax homogenisiert. Im letzten Schritt wurden jeweils weitere 2
ml Trizol hinzugefugt, die Proben bei -80 °C eingefroren und an den Kooperationspartner

versandt.

Die Microarray-Analyse wurde mit Gesamt-RNA durch Dr. Hans-Joachim Mollenkopf an
dem Max-Planck-Institut fur Infektionsbiologie, Berlin durchgefiihrt. Es wurde das Sure-
Print G3 Unrestricted GE 8x60K Microarray Kit der Firma Agilent Technologies mit der
Amadid 028005 Mouse V1 Konfiguration verwendet. Die Durchfuhrung wurde wie bereits

in der Literatur beschrieben vorgenommen [95].

Tabelle 6) Im Microarray verwendete Mause

Gruppe WT KO TG TG-KO
Mause 399 F 495 F 424 F 475 F
407 F 498 F 423 F 477 F
501 M 481 M 429 M 501 M
502 M 505 M 435 M 502 M

2.5.2 RNA-Isolierung

Die Extraktion von Gesamt-RNA wurde mit Hilfe des Direct-zol™ RNA MiniPrep Plus Kits
durchgefuhrt. Samtliche Schritte fanden unter Kihlung durch Trockeneis und flissigen
Stickstoff statt. Zur Vermeidung von Kontamination wurden autoklavierte Pipettenspitzen

und Eppendorf Tubes verwendet.

Es wurden je 20 mg gemorsertes Lebergewebe abgewogen, je 600 pl TRI-Reagent, eine
Mischung aus Guanidine-Thiocyanid und Phenol, hinzugefugt und mit dem Ultra Turrax
homogenisiert. Hierdurch wurden RNA, DNA und Proteine geldst. Fur 10 min wurde bei
14.000 RPM zentrifugiert, um dann den Uberstand in neue Tubes zu Uberfiihren und das

Pellet zu verwerfen. Folgend wurde je 600 pl Ethanol hinzugefiigt, das Gemisch dann in
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das Zymo-Spin™ Saulensystem Uberfiihrt und fiir eine Minute bei 14.000 RPM zentrifu-
giert. Die enthaltenen Nukleinsduren waren nun an die Saule gebunden, der Durchfluss
wurde verworfen. Um ebenfalls gebundene DNA zu verdauen, wurde fir 15 min bei
Raumtemperatur (RT) in 5 yl DNase, 75 yl DNA-Verdauungspuffer und 400 pl RNA-
Waschpuffer inkubiert. Nach drei Waschschritten (1x 300 ul PreWash, 2x 700 ul Wash
Buffer) wurde die an die Saule gebundene RNA zuletzt mit DNase/RNase freiem Wasser

eluiert und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

2.5.3 Messen der RNA-Konzentration mittels Spektrophotometrie

Zur Quantifizierung der isolierten RNA wurde spektrophotometrisch die UV-Absorption
gemessen. Bei reiner Probe kann die Absorption von UV-Strahlen detektiert und dartiber
die Konzentration bestimmt werden. Hierfir wurden die RNA-Eluate 50fach verdunnt (2
bl RNA Eluat pro 98 pl Aqua bidest.). Bei einem im Spektrophotometer eingestellten

Lichtweg von 1 cm gilt nach dem Beer-Lambert'schen Gesetz:

RNA Konzentration = 0.D.,¢¢ X Standardkoef fizient X Verdinnungsfaktor

Der Standardkoeffizient fur RNA-Losungen liegt bei 40 ug/ml, der Verdiinnungsfaktor
war 50, womit mit folgender Formel unter Messung der optical density (O.D.) bei einer

Wellenlange von 260 nm die Konzentration berechnet werden konnte:

RNA Konzentration = 0.D.,¢¢ X 40% x 50

2.5.4 Transkription von mRNA in cDNA

Da die DNA-Polymerase, die in der gPCR verwendet wird, DNA als Substrat benétigt,
wurde die zuvor isolierte mMRNA in cDNA umgeschrieben. Hierflr wurde das iScript cDNA
Synthesis Kit von Biorad verwendet. Entsprechend der Herstellerangaben wurden wie
folgt Reaktionsansatze erstellt, wobei das RNA-Proben-Volumen in yl entsprechend der
gemessenen Konzentration so berechnet wurde, dass 1 yg mRNA im Gesamtvolumen

vorlag.
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Tabelle 7) Ansatz Mastermix zur Transkription von mRNA in cDNA

Component Volume

5x iScript Reaction Mix 4 ul

iScript Reverse Transcriptase 1l

RNA-Probe Konzentration = 1 ug/ul
Nuclease-free water ad 15 pl
Gesamtvolumen 15 pl

Die Reaktionsansatze wurden im Thermocycler zuerst fur 5 min bei 25 °C inkubiert, hier-
durch wird die Anlagerung der Reversen Transkriptase an die mRNA-Matrize beglnstigt.
Es folgten 30 min bei 42 °C. Hier fand, bei optimaler Umgebungstemperatur fir die Re-
verse Transkriptase, die eigentliche Erstellung der cDNA durch reverse Transkription
statt. Im letzten Schritt wurde durch eine finfminttige Erhitzung auf 85 °C die Reverse
Transkriptase denaturiert. Die erstellte cDNA konnte bis zur Durchfiihrung der gPCR bei

-20 °C gelagert werden.

2.5.5 Real-Time-Quantitative PCR

Die real-time quantitative PCR (qPCR) ermoglicht basierend auf der Polymerasenket-
tenreaktion (PCR) die gleichzeitige Amplifikation und Quantifizierung von kleinsten DNA-

Mengen in vitro.

Das Messprinzip der qPCR basiert auf der Detektion von emittierter Fluoreszenz. Das
zyklische Verfahren der PCR vervielfaltigt eine durch die beiden gegenlaufigen Primer
definierte Zielsequenz. Ein Zyklus der PCR setzt sich im Versuchsaufbau aus der Dena-
turierung der Doppelstrange (Denaturation), dem folgenden Anlagern der Primer (Anne-
aling) und der dann durch die DNA-Polymerase durchgefihrte Synthese der komple-
mentaren DNA-Strange (Elongation) zusammen. Zur Quantifizierung wurde in der vor-
liegenden Arbeit der DNA-Fluoreszenzfarbstoff SYBR™-Green genutzt. SYBR™-Green
I lagert sich als sogenannter ,interkalierender Farbstoff* an doppelstrangige DNA an,
wodurch die Fluoreszenz verstarkt wird. In der durchgefiihrten PCR verdoppelt sich die
Zielsequenz mit jedem Zyklus exponentiell. Das Fluoreszenzsignal steigt dabei propor-
tional, bis es vom System detektiert werden kann. Als Kontrollmechanismus dient das
Mitfuhren eines Reaktionsansatzes ohne cDNA, der Non Template Control (NTC). DNA-
Kontaminationen der Reagenzien oder eine Primerfehlfunktion wirden sich als Amplifi-
kation in der NTC zeigen.

Als endogene Kontrolle und quantitativer Bezugspunkt wird ein sogenanntes Referenz-

gen (housekeeping gene) verwendet, hier B-Actin, das in allen untersuchten Proben kon-
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stant und unabhangig von aufleren Einflissen exprimiert wird. Um methodische Unge-
nauigkeiten in der Probenaufarbeitung auszugleichen, wurden Doppelmessungen flr

jede Probe durchgefiihrt und zur weiteren Auswertung der Mittelwert verwendet.

Zur Durchfuhrung der gPCR wurde ein Mastermix erstellt, der Platinum®SYBR®Green
qPCRSuperMix-UDG, sense- und antisense-Primer der zu Uberprifenden Sequenz (Ta-
belle 10) und RNase-freies Wasser enthielt. Der SYBR-Green/ROX-Cocktail beinhaltet
die Tag-DNA-Polymerase, SYBR-Green I, Tris-HCI, KCI, MgCl,, die als Substrat ben6-
tigten Desoxynukleosidtriphosphate und ROX. ROX (carboxy-X-rhodamine) sorgt als in-
terner, passiver Referenzfarbstoff zu SYBR fur ein konstantes Fluoreszenzsignal und
korrigiert Well-zu-Well-Variationen bei der Detektion.

Je 12 ul des Mastermixes wurden in ein Well der 96-Well-Platte pipettiert, entsprechend
dem Versuchsaufbau dann 0,5 pl der zuvor erstellten cDNA hinzugefligt. Die 96-Well-
Platte wurde dann in das StepOnePlus Real-Time PCR System appliziert und ein in Ta-
belle 9 dargestelltes PCR-Profil gestartet. Abbildung 10 zeigt einen Screenshot des ein-
gestellten Temperaturprofils in der verwendeten StepOnePlus-Software.

Wahrend der Elongation wird die Detektion der Fluoreszenz und damit die Quantifizie-
rung durchgefihrt. Die Anregungsmaxima von SYBR® Green | liegen dabei bei 494 nm,
die gemessenen Emissionsmaxima bei 521 nm. Zur Analyse der durchgefihrten qPCR

wurde an einem angeschlossenen Laptop die StepOnePlus™ Software v2.3 verwendet.

Tabelle 8) Mastermix qPCR

Mastermix Ml je Well
SYBR-Green/ROX 6,25
Primer sense 0,5
Primer antisense 0,5
RNase-freies Wasser 4,75
cDNA 0,5

Tabelle 9) Temperaturprofil gPCR

Temperatur Dauer Zyklen
Denaturation 95 °C 10 min 1
(Holding Stage)
Annealing 95 °C 1 min 40
(Cylcling) 62,5 °C 1 min
Elongation 72°C 10 sec
(Melt Curve Stage) 95 °C 1 min 1

55 °C 30 sec
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Holding Stage

Cycling Stage

Step 1

Abbildung 10) Temperaturprofil qPCR. Dargestellt ist das gPCR Temperaturprofil in dem zyk-

Step 1 Step 2

Step 1

Melt Curve Stage

Step 2 Step 3

lisch die Denaturation, das Annealing und die Elongation durchlaufen werden.

2.5.5.1 Templates

Tabelle 10) Primer Templates qPCR

Step 4

DNA
LHB

SHB
Stat1

Dbp

IGTP
IRGM2
USP18
ISG15
IRF7
IRF3
IRF9
Trex1
Hbb

Adar

AT
(°C)
59,4
59,4
62,5

61.8

61
62
60
61,2
61
62,5
61,4
62,1
62,1

61,9

sense

5"-gttggatccagccttca-
gag-3’
5’-cccaacctccaatca-
ctcac-3°
5°-cggagtcg-
gaggccctaat-3'

5-
ggaaacagcaagcccaa
agaa

-3

5’-ctcatca-
gcccgtggtctaaa-3'
5°-ggcagttgagtcacct-
gagg-3'
5'-ttgggctcctgagga
aacc-3'
5-'ggtgtccgtgactaa-
ctccat-3'
5°-gagactggctatt-
gggggag-3'
5'-gagagccgaac-
gaggttcag-3'
5'-gccgagtggtggg-
taagac-3'
5'-cagaccctcatcttctta-
gacct-3'
5'-cctgggcaggttgg-
tatcc-3'
5'-tacctgaacac-
caaccccgata-3'

Lange
(bp)
20

20

19

21

20
20
19
21
20
20
19

23

21

antisense

5’-tccagctcctacctt-
gttgg-3°
5°-gcagcaggat-
gaagaggaag-3’
5’-acagcaggtgctt-
cttaatgag-3'

5
cagcggcgcaaaaagactc
-3

5’-caccgccttaccaata-
tcttcaa-3'
5°-ccccttctttca-
cggcagt-3'
5'-cgatgttgtgtaaacca-
acca ga-3'
5'-tggaaagggtaagac-
cgtcct-3'
5’-gaccgaaatgctt-
ccaggg-3'
5'-ctccaggttgacac-
gtacg-3'
5'-gcaaaggcgctgac-
caaagag-3'
5'-caggcc-
tacaggctttccc-3'
5'-ggtttttcaggccctegt-
taaag-3'

5'-ga-
gactggcccctgttactg-3'

Lange
(bp)
20

20

22

19

23
19
23
21
20
20
21
19
23

20
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Sucnr1t 60,7  5'-tcttgtgagaattggtt- 22 5'-catctcca- 23
ggcaa-3' taggtccccttatca-3'

Oas1a 58,6  5'-tgagcgccccccatct- 16 5'-catgacccag- 21
3' gacatcaaagg-3'

NUPR1 77,6 5'-gactaagcttccac- 37 5'-gactggtac- 31
catggccaccttgccac- cgcgccaggcttttttcctttc-
caacag-3' 3'

P58ipk 61,6 5'-gtggcatccaga- 22 5'-cagttccaacttctgtg- 22
taatttccag-3' gaagg-3'

ATF6 58,4 5'-taccacccacaacaa- 20 5'-tgatgatcccggaga- 20
gacca-3' taagc-3'

Cyp4al 58,9 5'-tttagccctacaaggt- 23 5'-gcagccactgccttcg- 19

4 acttgga-3' taa-3'

ATF3 62,1 5'-gaggattttgctaac- 23 5'-ttgacgg- 21
ctgacacc-3' taactgactccagc-3'

Ly6a 61,2 5'-aggaggcagcag- 21 5'-cgttgaccttag- 21
ttattgtgg-3' tacccagga-3'

Ifit1 60,7 5'-ctgagatgtcac- 23 3'-gtg- 20
ttcacatggaa-3' catccccaatgggttct-3'

Ddit3 61,7 5'-ctggaagcctggtat- 21 5'-cagggtcaagagtagt- 22
gag gat-3' gaaggt-3'

Ly6a 60,3 5-gaggcagcagttatt- 21 5’-cgttgaccttagtac- 21
gtggat-3’ ccagga-3’

2.5.6 Relative Quantifizierung mittels AAC;

Die AAC-Methode ermdglicht die relative Quantifizierung von Zielgenen [96]. Hierbei
wird die Expression eines Zielgens auf die Expression eines mdglichst konstant expri-
mierten Referenzgens - dem housekeeping gene, hier B-Actin - bezogen. Der dafir zu
bestimmende Wert ist der sogenannte Ci-Wert, der cycle of threshold, der dem PCR-
Zyklus entspricht, bei dem das Fluoreszenzsignal zum ersten Mal detektiert werden
konnte, sich also von der Hintergrundstrahlung abhebt. Folglich gilt: je niedriger der C;
Wert, desto mehr Kopien des Gens befinden sich in der Probe. Die relative Expression
ergibt sich aus der Gleichung fiir die Kopienzahl (x = 2°), die die Verdopplung der Gen-
kopien in jedem Zyklus beschreibt. Anhand der Gleichung und des Ci-Werts wird die
Expression des Zielgens, sowohl bei der Mutation, als auch beim Wildtyp mit der des
Referenzgens in Relation gesetzt, danach wird wiederum die Mutation auf den Wildtyp

normalisiert. Durch Umformen ergibt sich flr die relative Expression:
Ratio = 2744C
wobei AC; = C;(Zielgen) — C;(Referenzgen) und AAC; = AC:(KO) — AC;(WT)

Der Ci-Wert des Referenzgens wird vom Ci-Wert des Zielgens subtrahiert. AAC; ergibt

sich, indem von AC: der auf relative Regulation zu Uberprifenden Gruppe, im obigen
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Beispiel ,KO*, der AC; Wert der Kontrolle, hier ,WT*, abgezogen wird. Schlussendlich
ergibt sich die Ratio, also der relative Expressionsunterschied aus 224%, da der gemes-
sene Ci-Wert sich mit jedem Zyklus exponentiell verdoppelt. Die Ratio als sogenannte
,fold-change®, bezieht sich somit in den im Folgenden aufgefiihrten Auswertungen auf
den Wildtyp (WT). Der jeweils angegeben Wert fur WT fungiert hierbei entsprechend als

interne Kontrolle und sollte folglich bei 1 liegen.

2.6 PROTEOMIK

2.6.1 Proteom Profiler

2.6.1.1 Funktionsprinzip des Assays

Zur Uberprifung der Regulation von Zytokinen wurde das Mouse Cytokine Array Panel
A der Firma R&D Systems verwendet, das die simultane Detektion von bis zu 40 Zyto-

kinen und Chemokinen ermdglicht.

Auf eine Nitrozellulosemebran sind in Doppelkontrolle Capture-Antikérper getupft. Die
zu Uberprufenden Proben wurden mit einem Cocktail aus biotinylierten Antikérpern ge-
mischt und mit den Membranen inkubiert. Nach einem Waschschritt wurden Streptavi-
din-HRP und ein Chemiluminescent-Detektions-Reagenz hinzugefugt. Mittels Filmfolien
konnte dann entsprechend der Menge gebundenen Antikdrpers die relative Zytokinex-

pression gemessen werden (siehe Abbildung 11)
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Array Membrane

Detection Antibody substrate SN
9

N\
Streptavidin-HRP
R //\ Biotin

/ Target Analyte
(apture Antibody

Array Membrane

Abbildung 11) Aufbau des Proteom Profiler Assays. Uber die an eine Membran gebundenen
Capture Antibodies werden entsprechende Zytokine gebunden. Ein Detection Antibody mit ge-
koppeltem Streptavidin-HRP ermdglicht die Detektion mittels Chemilumineszenz. Quelle:
http://whitesci.co.za/brand/rnd-systems/proteome-profiler-antibody-arrays/ Aufruf am 23.09.2017

2.6.1.2 Verwendete Seren

Zur vergleichenden Analyse wurde fir jede Gruppe WT, KO, TG und TG-KO je eine
Membran verwendet. Aus jeder Mauslinie wurden von jeweils drei weiblichen und mann-
lichen Mausen je 33 pl Serum gemischt, um eine Serummenge von etwa 200 ul zu er-

halten.

Tabelle 11) Verwendete Serumproben Proteom Profiler

WT KO TG TG-KO
Mause 399F 495F 422F 475F
405F 498F 423F 477F
406F 499F 424F 478F
431M 481M 429M 502M
433M 505M 432M 504M
4668M 507M 434M 506M

2.6.1.3 Durchfiihrung

Alle folgenden Inkubationsschritte fanden auf dem Wippschiittler statt. Dem Hersteller-
protokoll entsprechend wurden die Membranen zuerst fir eine Stunde mit einem Block-
puffer inkubiert. Ebenfalls fur eine Stunde wurden bei Raumtemperatur je Gruppe eine
Mischung aus 200 pl Probenserum, 500 ul Array Buffer 4, 800ul Array Buffer 6 und 15
ul des Mouse Cytokine Antibody Cocktails inkubiert. Der Blockpuffer wurde dann abge-
zogen und die Membranen mit dem Cocktail-Gemisch Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Es
folgten mehrere Waschschritte und dann fir 30 min die Inkubation mit Streptavidin in
einer 1:2000 Verdunnung. Nach weiteren drei Waschschritten erfolgte, abweichend vom

Herstellerprotokoll, die Entwicklung mittels Inkubation mit 10 ml Tris 100 mM, 2,6 pl
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H202, 25 pl Coumaric Essay und 50 yl Luminol fir eine Minute. Die emittierte Lumines-

zenz konnte anschlielend in der Dunkelkammer Uber eine Belichtung eines Rontgen-

films detektiert werden.

2.6.1.4 Auswertung

Zur Auswertung wurde die BioDocAnalyze Software der Biometra GmbH verwendet. Der

relative quantitative Vergleich wurde Uber die Ermittlung der Schwarzwerte vorgenom-

men.

2.6.2 Western Blot

2.6.2.1 Antikérper Western Blot

Tabelle 12) Primérantikorper Western Blot

Target

B-Actin

HBs

Oas1a

P-PERK

PERK

P- elF2a

elF2a

ATF3

CHOP

ISG15

ISG15

P-STAT1

STAT1

Klonalitat

monoclonal

polyclonal

monoclonal

monoclonal

polyclonal

polyclonal

monoclonal

polyclonal

polyclonal

polyclonal

monoclonal

monoclonal

monoclonal

Ursprung

Mouse

Rabbit

Mouse

Rabbit

Rabbit

Rabbit

Rabbit

Rabbit

Rabbit

Rabbit

Mouse

Rabbit

Mouse

Verdiin-
nung

1:400

1:100

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:400

1:400

1:1000

1:400

1:1000

1:1000

Hersteller

Santa Cruz Bio-
technology,
Heidelberg
Fitzgerald, Ac-
ton/USA

Santa Cruz Bio-
technology,
Heidelberg

Cell Signaling,
Boston/USA
Santa Cruz Bio-
technology,
Heidelberg

Cell Signaling,
Boston/USA

Cell Signaling,
Boston/USA
Santa Cruz Bio-
technology,
Heidelberg
Santa Cruz Bio-
technology,
Heidelberg

Cell Signaling,
Boston/USA
Santa Cruz Bio-
technology,
Heidelberg

Cell Signaling,
Boston/USA
BD
Biosciences,
Heidelberg

Katalognummer

sc-47778

20HR20

sc-365071

#3179

sc-13073

#9721

#5324

sc-188

sc-575

#2743

sc-166755

#9167

610115
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. . Proteintech,
STING polyclonal Rabbit 1:1000 Manchester/UK 19851-1-AP
. . Cell Signaling,
TBK1 monoclonal  Rabbit 1:1000 Boston/USA #3504
. . Cell Signaling,
P-TBK1 monoclonal  Rabbit 1:1000 Boston/USA #5483
. . Proteintech,
RALB polyclonal Rabbit 1:1000 Manchester/UK 12340-1-AP
. . Proteintech,
SEC5 polyclonal Rabbit 1:1000 Manchester/UK 12751-1-AP
Tabelle 13) Sekundarantikorper Western Blot
Target Enzym Ursprung Verdiinnung Hersteller Katalognummer
Santa Cruz Bio-
Rabbit HRP Goat 1:3000 technology, Hei- sc2054
delberg
Santa Cruz Bio-
Rabbit AP Goat 1:3000 technology, Hei- sc2057
delberg
Santa Cruz Bio-
Rabbit AP Goat 1:3000 technology, Hei- sc2007
delberg
Santa Cruz Bio-
Mouse HRP Goat 1:3000 technology, Hei- sc2005
delberg
Santa Cruz Bio-
Mouse AP Goat 1:3000 technology, Hei- sc2008
delberg

2.6.2.1 Herstellung von Zelllysaten

Die bei -80 °C gelagerten Leberproben wurden zur weiteren Verwendung unter Kiihlung

durch flissigen Stickstoff und Trockeneis mit Stof3el und Morser zerkleinert. Zur Herstel-

lung von Lysaten wurden auf einer Feinwaage jeweils etwa 20 ug unter kontinuierlicher

Kihlung in Eppendorfgefalle abgewogen. Im Verhaltnis 20:1 (ca. 400 pl) wurde Sample

Buffer hinzugefugt, und einige Sekunden auf dem Vortex-Schuttler gemischt. Es folgten

15 min Erhitzung auf 95 °C im Thermomixer um Sekundar- und Tertiarstrukturen der

Proteine aufzubrechen. Nach einer Abkuhlzeit bei Raumtemperatur von 5 min wurden

die Proben fiir 10 min zentrifugiert, die Uberstande jeweils abpipettiert und bei -20 °C

gelagert.

Tabelle 14) Ansatz Sample Buffer

Sample Buffer (4x)
Glycerin
Dithiothreitol

SDS

Tris HCL pH 6,8
Bromphenolblau
Aqua bidest.

40%
20%

8%

0,25 M
0,02%
ad 10 ml
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2.6.2.2 SDS-PAGE

Nach der Methode von Laemmli [97] wurde eine Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel-
elektrophorese (SDS-PAGE) im Biometra Multigel durchgefihrt. Die Gelelektrophorese
macht sich zunutze, dass die Geschwindigkeit der Bewegung von Proteinen in einer
Gelmatrix bei angelegter Spannung abhangig von Gréfte, Ladung und Konformation ist.
SDS als anionisches Detergenz erméglicht eine Auftrennung der Proteine unabhangig
von deren Eigenladung, Dithiothreitol reduziert Disulfid-Briicken und 16st so Proteinkon-

formationen auf.

Fir die Auftrennung der Proteine wurden 10- und 12%ige Trenngele verwendet, die bis
2 cm unterhalb der Glasplatten aufgefillt und mit Isopropanol beschichtet wurden. Nach
der Auspolymerisation wurde das Isopropanol durch Sammelgel ersetzt und ein
Kammsystem eingesteckt, durch welches Auftragtaschen gebildet werden. Fir die Elek-
trophorese wurden ein bis zwei Gele in das Laufkammersystem gesteckt und dieses
luftfrei mit Elektrophorese-Laufpuffer aufgefillt. In die Taschen wurden dann je 5-20 pl
Lysat pipettiert. Als Marker nutzten wir 5 pl PageRuler™ Prestained Protein Ladder. Die
eigentliche Elektrophorese erfolgte dann bei angelegten 130 V und 300 mA fir etwa eine
Stunde.

Tabelle 15) Ansatze SDS-PAGE

Trenngel 10% SDS

Rotiphorese-Gel 30 3,33 ml
4x Trenngelpuffer 2,5ml
Aqua bidest. 4 ml
APS 10% 100 ul
TEMED 10 pl
Trenngel 12% SDS

Rotiphorese-Gel 30 4 ml

4x Trenngelpuffer 2,5ml
Aqua bidest. 3,5ml
APS 10% 100 ul
TEMED 10 pl
Sammelgel

Rotiphorese-Gel 30 0,66 ml
4x Sammelgelpuffer 1,66 ml
APS 10% 80 ul
TEMED 8 ul

4x Trenngelpuffer ph 6,8

2M Tris/HCL pH 8,8 375 ml
20% SDS 10 ml
Aqua bidest. ad 500 ml
4x Sammelgelpuffer pH 6,8

0,5M Tris/HCI 30,25 ¢g
20% SDS 10 ml
Aqua bidest. ad 500 ml
10x Elektrophorese-Laufpuffer

SDS 1049
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Tris 309
Glycin 144 g
Aqua bidest ad 11

2.6.2.3 Semi-Dry-Blotting

Im Semi-Dry-Blot werden die im SDS-Gel aufgetrennten Proteine Uber das Anlegen ei-
ner Spannung auf eine zuvor in Methanol aktivierte Polyvinylidendifluorid(PVDF)-Memb-
ran Ubertragen. Die Schichtung im Blot wurde mdglichst blasenfrei wie folgt vorgenom-
men. Auf zwei Filterpapiere die in Anode-1-Lésung getrankt waren folgte ein in Anode-
2-L3dsung getranktes Filterpapier, dann die aktivierte PVDF-Membran und das Gel, zu-
letzt drei in Kathode-L6sung getrankte Filterpapiere. Fur den Transfer wurden fiir eine

Stunde 1 mA/cm? Membran angelegt.

Tabelle 16) Ansatze Semi-Dry-Blotting

Anode-1-Lésung
2 M Tris Base 75 ml
Methanol 100 ml
Aqua bidest. ad 500 ml
Anode-2-L6sung
2 M Tris Base 6,25 ml
Methanol 100 ml
Aqua bidest. ad 500 ml
Kathode-L6sung
e-Aminocapronsaure 26349
Methanol 100 ml
SDS 20% 250 pl
Aqua bidest. ad 500 ml
2.6.2.4 Proteindetektion

Die Immundetektion ermdglicht einen gezielten qualitativen und quantitativen Nachweis
von Proteinen. Primarantikdrper binden dabei an fir Proteine spezifische Epitope. Se-
kundarantikdrper wiederum binden an die Primarantikdrper und sind mit Enzymen ge-

koppelt, die eine Detektion mittels Kolorimetrie oder Chemielumineszenz ermdglichen.

Die Membran wurde nach dem Transfer zunachst flir 45 min in 10 ml 5% Milchpulver in
TBS-T inkubiert, um unspezifische Bindungen der Antikdrper zu blocken. Die Inkubation
erfolgte, wie auch alle weiteren Schritte, auf einem Wippschiittler. Nach zweimaligem
kurzem Waschen in TBS-T wurde die Membran tber Nacht bei 4 °C mit dem jeweiligen
Primarantikorper (Tabelle 12) inkubiert. Es folgten drei Waschschritte, jeweils fir 10 min
mit TBS-T um nicht gebundenen Antikdrper zu entfernen und dann die Inkubation mit
dem Sekundarantikérper (Tabelle 13) bei Raumtemperatur fir eine Stunde (HRP-gekop-
pelte AK) oder fir 30 min (AP-gekoppelte AK), gefolgt von erneuten drei Waschschritten

wie zuvor.
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Bei HRP-gekoppelten Sekundarantikérpern erfolgt der Antigennachweis Uber das En-
hanced-Chemilumineszenz(ECL)-Detektionssystem (siehe 2.6.3.1). Die Membran
wurde in diesem fir 1 min inkubiert. Die gekoppelte Meerrettich-Peroxidase (Horserad-
ish Peroxidase/HRP) katalysiert die Oxidation von Luminol, das Wasserstoffperoxid fun-
giert als Oxidationsmittel. Die bei dieser Reaktion emittierte Lumineszenz wurde an-
schlieBend in der Dunkelkammer Uber Belichtung eines Films detektiert. Die Exposition
erfolgte je nach Signalstarke zwischen 1 Sekunde bis zu 6 Stunden. In einer automati-

sierten Entwicklungsmaschine wurden dann die Filme entwickelt.

Die Detektion mit Alkalische-Phosphatase(AP)-gekoppelten Sekundarantikdrpern ver-
wendet ein kolorimetrisches Nachweisverfahren. Fur eine Minute wurde die Membran
zur Equilibrierung in einen Inkubationspuffer gegeben. Zur Entwicklung wurde sie dann
bei Raumtemperatur unter Sichtkontrolle in 10 ml Inkubationspuffer, 66 ul NBT-Stamm-
I[6sung und 33 pl BCIP-Stammldsung gegeben. Zum Stoppen der Farbung wurde die
Membran schlie3lich in Aqua bidest. Gberflhrt und konnte getrocknet ausgewertet und

gelagert werden.

Tabelle 17) Ansatze Milchpulver, TBS-T, AP-Inkubationspuffer, NBT und BCIP

5% Milchpulver

Milchpuver 25¢g
TBS-T 50 ml
TBS-T

Tris ph7,5 20 mM
NaCL 137 mM
Tween20 1ml
Aqua bidest. ad 11
AP-Inkubationspuffer

NaCl 100 mM
MgCl. 5mM
Tris pH9,5 100 mM
Aqua bidest. ad 500 ml
NBT-Stammlésung

NBT 05¢g
70% Dimethylformamid 10 ml
BCIP-Stamml6sung

BCIP-p-Toluidinsalz 05g
100% Dimethylformamid 10 ml

2.6.2.5 Membran Stripping

PDVF-Membranen, die zuvor zur Proteindetektion verwendet wurden, kénnen erneut
zum antikérperbasierten Proteinnachweis verwendet werden. Hierflr wird ein sogenann-
tes Stripping angewandt, bei dem zuvor inkubierte Primar- und Sekundarantikdrper ent-
fernt werden. Ein und derselbe Blot kann somit auf mehrere Proteine untersucht werden.

Samtliche Schritte erfolgten auf dem Wippschuttler. Erster Schritt war das Aktivieren der
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Membran mit 100% Methanol. Es folgten zwei Zyklen zehnminutiger Inkubation mit Strip-
ping Buffer (Tabelle 18). Danach wurde jeweils zweimal, zuerst fur zehn min in PBS,
dann fanf min in TBS-T gewaschen. Die Membran konnte jetzt fur eine erneute Protein-

detektion (siehe 2.6.2.4) verwendet werden

Tabelle 18) Ansitze Stripping Buffer und PBS

Stripping Buffer (pH 2,2)

Glycine 159
SDS 19
Tween 20 10 ml
Aqua bidest ad 11
PBS pH 7,4

NaCL 8¢
KClI 0,2g
NazHPO4 1,44 g
KH2PO4 0,24 g
Aqua bidest. ad 11

2.7 STATISTISCHE METHODEN

Zur statistischen Auswertung und graphischen Darstellung der erhobenen Daten wurden
Microsoft Excel V.15.37 und SPSS Statistics V24.0 verwendet. Statistische Beratung
erfolgte durch Helge Hudel am Institut fir Medizinische Informatik der Justus-Liebig-Uni-

versitat Giellen.

Zur graphischen Darstellung wurden unter anderem Box-Whisker-Plot-Diagramme ver-
wendet. Hier wird der Median graphisch durch einen zentralen Strich dargestellt, die
,Box“ stellt die Streuung der mittleren 50% dar. Die Whisker wiederum entsprechen der
1,5-fachen Hoéhe der Box, sollten keine Werte in diesem Bereich vorhanden sein, ent-
spricht der Whisker dem minimalen oder maximalen Wert. Ausreilser werde als Punkte
dargestellt, ihre Werte liegen auRerhalb der Whisker. Extreme Ausreifer mit Werten tber

dreimal groRer als die Box werden als Sternchen dargestellt.

Die Daten der gPCR wurden der relativen Quantifizierung entsprechend als x-fache Ver-

anderung (Fold Change) dargestellt.

Zur Uberprifung der Signifikanzen der in der gPCR ermittelten Werte wurde der Kruskal-
Wallis-Test fur unabhangige Stichproben durchgefuhrt. Dieser nichtparametrische Test
Uberpruft, ob sich die zentralen Tendenzen mehrerer unabhangiger Stichproben unter-
scheiden. Anschlieend wurde zur Uberpriifung der paarweisen Signifikanz ein Dunn-
Bonferroni-Test durchgefiihrt. Die hierbei ermittelte angepasste Signifikanz wurde gra-
phisch als (**) bei p<0,001 und (*) bei p<0,05 dargestellt.
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Die Bestimmung der Gallensauren zeigt in Balkendiagrammen die Mittelwerte der Ver-
suchsgruppen an, der Fehlerbalken entspricht mit der jeweiligen Standardabweichung

der Streuung der Werte um den angezeigten Mittelwert.

Das histopathologische Scoring nach Ishak und Desmet [6], [7], [98] wurde bei Ordinal-

verteilung als Balkendiagramm der Mediane dargestellit.
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3. ERGEBNISSE

3.1 CHARAKTERISIERUNG UND VERIFIZIERUNG DES
MAUSMODELLS

3.1.1 Expression von HBV-Oberflachenproteinen

Zur Uberpriifung der anhand einer initialen Genotypisierung vorgenommenen Gruppen-
einteilung der Mause wurde im Lebergewebe die Expression des grof3en (large HBV
surface antigen/LHBs) und kleinen (small HBV surface antigen/SHBs) HBV-Oberfla-

chen-Antigens im Western Blot und in der gPCR untersucht.
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Abbildung 12) Expressionsanalyse der HBV-Oberflichenproteine. A) Expression von
LHBs und SHBs im Western Blot. Die transgenen Mausstamme TG und TG-KO wiesen eine
Expression des groRen (LHBs) und des kleinen (SHBs) HBV-Oberflachenproteins auf. WT und
KO zeigten keine Expression der HBV-Oberflachenproteine. Im Vergleich von TG-KO und TG
konnten keine signifikanten Expressionsunterschiede nachgewiesen werden. Es besteht zudem
in keiner der Gruppen ein Geschlechterunterschied B), C) mRNA-Expression von LHBs und
SHBs im Lebergewebe. Mittels qPCR wurde die Regulation der mRNA bestimmt. Als Kontrolle
diente dabei R-Actin. Die Regulation der Expression ist als fold-change — n-fache Expression — in
Bezug auf den WT dargestellt. Die fold-change wurde mittels der AACt-Methode berechnet. We-
der WT noch KO zeigten eine Expression von LHBs oder SHBs mRNA. TG und TG-KO wiesen,
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ohne signifikanten paarweisen Unterschied, eine im Vergleich zu WT signifikante Expression von
LHBs und SHBs mRNA auf.

Zudem wurde zur Beurteilung des Einflusses des KO auf die zellulare Akkumulation von
HBs eine immunhistochemische Farbung durchgefihrt.

Abbildung 13) Immunhistochemische Farbung HBsAg. A) TG und B) TG-KO. Dunkelviolett
= HBV-Oberflachenprotein.

Es zeigten sich dabei in der immunhistochemischen Farbung von HBsAg keine mikro-
skopischen Unterschiede in der hepatozelluldren zytosolischen Akkumulation des HBV-
Oberflachenproteins zwischen HBs-transgenen und HBs-transgenen IRF3/7-Knockout-
Mausen.

3.1.2 Uberpriifung der IRF3/7-Expression

Zur Uberpriifung sowohl des IRF3-, als auch des IRF7-Knockouts wurde deren Regula-
tion im durchgeflhrten Microarray bestimmt und zur Verifizierung jeweils mittels gqPCR
Uberprift.
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KO vs. WT TG-KO vs. TG
Fold Change P-value Int1 Int2 Fold Change P-value Int1 Int2
IRF3 -2,86 2,09E-16 17185 5890 -2,55 1,43E-10 20862 7978
IRF7 19,43 0 104 5 19,41 1,55E-08 381 19

Tabelle 19) Microarray-Analyse IRF3 und IRF7. Im Microarray konnte beim Vergleich von KO
gegen WT und TG-KO gegen TG eine signifikante Herrunterregulation von IRF3 und IRF7 im
KO nachgewiesen werden.
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Abbildung 14) mRNA-Expression von IRF3 und IRF7 im Lebergewebe der transgenen
Mause. Mittels gPCR wurden die vier untersuchten Gruppen auf Expression von A) IRF3 und B)
IRF7 Uberprift. Die relativen Expressionsunterschiede wurden mittels der AAC+-Methode in Be-
zug auf WT errechnet (siehe 2.5.6), als Kontrolle diente B-Actin. Sowohl in A) bei der Untersu-
chung von IRF3, als auch in B) bei IRF7 zeigte sich, dass auf mMRNA Ebene sowohl im KO, als
auch fir TG-KO eine nahezu vollstdndige Herunterregulation von IRF3 und IRF7 vorliegt. Die
HBs-Transgenitat (TG) bedingte wiederum im Vergleich zu WT tendenziell eine Hochregulation
von IRF3- und IRF7-mRNA, dies lieR sich jedoch nicht als signifikant bestatigen.

3.2 UBERPRUFUNG PATHOLOGIE

3.2.1 Hepatische Schadigung

Um die Auswirkungen des IRF3/7-Doppelknockouts auf die durch die HBs-Transgenitat
bedingte Leberschadigung zu Uberprifen, wurde die Serum Alanin-Aminotransferase
(ALT) bestimmt, zudem Parenchymschadigung, Inflammation und Fibrose histologisch

und immunhistologisch untersucht.
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3.2.1.1 Klinischer Laborparameter ALT
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Abbildung 15) Bestimmung der Serum Alanin-Aminotransferase zur Erfassung des Leber-
schadens. Die fiir HBs-transgenen Gruppen TG und TG-KO zeigten im Vergleich zu WT signifi-
kant erhdhte Serum Alanin-Aminotransferase (ALT)-Werte als Indikator fiir eine hepatozellulare
Schéadigung. Zwischen TG und TG-KO konnte keine signifikante Anderung des ALT-Werts ge-
zeigt werden. n=11-19.

Zur allgemeinen Beurteilung und Quantifizierung der Leberschadigung wurde der Se-
rumwert der ALT bestimmt. Eine Erhdhung der ALT ist nicht nur ein sensitiver Marker fur
die Leberzellschadigung, sondern kann klinisch bei Persistenz auch Indikator fiir den
Ubergang in eine chronische Hepatitis sein [99]. Es zeigten sich in den HBs-transgenen
(TG) Mausen und in der Kombination von TG mit dem IRF3/7-Doppelknockout (TG-KO)
auf etwa gleichem Niveau signifikant erhdhte ALT-Werte. Die HBs-Transgenitat ist hier-
bei als Ursache der Erhdhung der Serum ALT, folglich der Schadigung des Leberpa-
renchyms, zu vermuten. Der IRF3/7-Knockout (KO) wies im Vergleich mit WT keine sig-
nifikant erhdhten ALT Werte auf, und scheint somit keinen direkten Einfluss auf die Scha-
digung des Leberparenchyms zu haben. In TG-KO zeigt sich kein signifikanter Unter-
schied zu TG. Somit liegt nahe, dass bei durch TG bedingter ALT-Erhdhung der KO

weder zu einer Aggravation noch zu einer Verminderung des Parenchymschadens fihrt.

3.2.1.2 Histologische Analyse

Zur mikroskopischen Beurteilung der Leberschadigung fuhrten wir folgend eine HE-Far-
bung der Lebern und zur Uberpriifung einer Fibrosierung eine Sirius-Red-Férbung

durch.
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100x 200x

Abbildung 16) HE-Farbung. Um die AusmalRe der histologischen Schadigung darzustellen
wurde eine HE-Farbung der Lebern durchgefiihrt. Im Vergleich der A) HBs-transgenen Mauslinie
(TG) mit B) TG-KO, zeigten sich in TG-KO vermehrt Ground Glass Hepatocytes (Pfeile), welche
histologisch pathognomonisch fiir eine chronische Hepatitis B sein kdnnen.
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Abbildung 17) Sirius-Red-Farbung. A) WT, B) TG, C) KO, D) TG-KO Die Sirius-Red-Far-
bung, hier in polarisiertem Licht dargestellt, detektiert fibrillares Kollagen. Es konnten in der mik-
roskopischen Beurteilung keine Vermehrung von Kollagen und keine Gruppenunterschiede
nachgewiesen werden. VergréRerung 100x.

3.2.1.3 Inflammation, Fibrose und Nekrose

Um Inflammation, Fibrose und Nekrose zu quantifizieren, wurden zum einen eine mHAI-
Klassifikation nach Ishak [6] und zudem ein Grading und Staging nach Desmet [7] vor-
genommen. Die histologischen Klassifikationen wurden freundlicherweise durch eine he-
patologische Pathologie-Expertin, Prof. Dr. Uta Drebber, Institut fir Pathologie, Uniklinik
Koln, durchgefihrt.
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Abbildung 18) Pathologischer Befund. WT n=4, KO n=10, TG n=6 TG-KO n=13, gezeigt ist
jeweils der Median bei Ordinalskalierung. A) Ishak Score B) Grading Desmet C) Staging Desmet

Die histopathologische Klassifikation der Inflammation nach Ishak ermittelt - anhand von
vier mikroskopisch ermittelten Teilscores - einen Gesamtscore, der prognostisch mit der
Entwicklung einer Fibrose korreliert [6]. Sowohl TG als auch TG-KO zeigten im Vergleich

zu WT und KO Hinweise flr eine beginnende Inflammation des Leberparenchyms.

Grading und Staging nach Desmet dienen zur Einteilung einer vorliegenden Hepatitis
[7]. Im Grading lief3en sich TG und TG-KO im Median dem Grad 1-2 nach Desmet zu-
ordnen. Im Vergleich zu WT und KO lag somit eine beginnende Hepatitis vor. Der Knock-

out bei Transgenitat scheint wenig bis keinen Einfluss auf diese Entwicklung zu haben.

Im Staging nach Desmet zeigte sich allein TG-KO mit einem erhdhten Score von 1. Der
KO bei Transgenitat konnte somit eine Verstarkung der Fibrosierung bei HBs-Transge-

nitat verursachen.

3.2.2 Cholestaseparameter

Zur Uberpriifung der bilidaren Komponente der Pathologie wurde zum einen die alkalische
Phosphatase (AP), die vor allem im Leberparenchym und in den Epithelien der Gallen-
gange zu finden ist, bestimmt. Zum anderen wurde im Serum eine Bestimmung der Gal-

lensauren in ihren konjugierten und unkonjugierten Formen vorgenommen.
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3.2.2.1 Klinischer Laborparameter Alkalische Phosphatase
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Abbildung 19) Bestimmung der Alkalischen Phosphatase im Serum zur Erfassung einer
cholestatischen Schadigung. Im IRF3/7-KO zeigte sich eine leichte, aber signifikante Erhéhung
der AP im Vergleich zum Wildtyp. In TG und TG-KO konnte keine signifikante Veranderung der
AP im festgestellt werden. n=4-13

Die zur Uberpriifung und Quantifizierung einer Cholestase durchgefiihrte Bestimmung
der Serumspiegel der alkalischen Phosphatase (AP) zeigte eine marginale, aber signifi-
kante Erhéhung der AP im IRF3/7-KO. Im Gesamtbild lag zum Zeitpunkt von 12 Wochen
keine durch die HBs-Transgenitat bedingte Erhéhung der AP im Sinne einer Gallen-
gangsschadigung vor. Die Kombination von TG mit dem IRF3/7-KO wies zudem keinen

signifikanten Einfluss auf die AP-Levels auf.

3.2.2.2 Analyse der Gallenséuren

Zur Bestimmung der Gallensauren wurde, wie in der Literatur beschrieben [100], eine
Hochleistungsflissigkeitschromatographie in Verbindung mit einer Tandem-Massen-
spektrometrie (UPLC-MS/MS) angewandt. Die UPLC-MS/MS wurde freundlicherweise
durch Dr. Diran Herebianund Prof. Dr. Ertan Mayatepek, tatig an der Klinik fur Allge-
meine Padiatrie, Neonatologie und Kinderkardiologie der Medizinischen Fakultat der

Heinrich-Heine-Universitat in Dusseldorf durchgefuhrt.
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Abbildung 20) Analyse der Gallensduren im Serum. Die Balkendiagramme entsprechen je-
weils den erfassten Mittelwerten, zusatzlich ist die Standardabweichung aufgetragen. A) Taurin-
Konjugate. In TG und TG-KO zeigte sich eine signifikante Erhéhung der Taurin-Konjugate B)
Glycin-Konjugate. Kein relevanter Unterschied zwischen den Gruppen. Deutliche geschlechts-

abhangige Varianz C) Nicht-Konjugate. Keine Unterschiede der Expression in den Gruppen o-
der zwischen den Geschlechtern.

3.3 AUSWIRKUNGEN AUF IMMUNANTWORT UND
ASSOZIIERTE SIGNALWEGE

3.3.1 Auswirkungen des Knockouts auf Upstream-Signaltransduktion

Zur Uberprifung der Auswirkungen des KO auf die aktivierenden Signalkaskaden, die
Upstream-Transduktion, wurde von uns zum einen die Regulation der dsDNA-STING-

TBK1-IRF3-Achse und zudem die der assoziierten RalB-Sec5-TBK1-Signalkaskade
analysiert.

3.3.1.1dsDNA - STING - TBK1 - IRF3 - Signalkaskade
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WT TG TG WT TG TG KO TG-KO TG-KO KO TG-KO TG-KO [kDa]

— " — 43

L e commmm— e e - S e e ARG e a5 84

B-Actin W 43

TBK 1

84

B-Actin S 43

Abbildung 21) Western Blot-Analyse der STING-TBK1-IRF3-Signalkaskade. Es zeigte sich
keine durch den IRF3/7-KO oder die HBs-Transgenitat bedingte Anderung der Expression von
STING, P-TBK1 oder TBK1.
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3.3.1.2 RalB-Sec5-TBK1-Signalkaskade
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Abbildung 22) Western Blot-Analyse der RalB-Sec5-TBK1-Signalkaskade. In der Western
Blot-Analyse sowohl von RalB, als auch von SECS5, zeigten sich keine Gruppenunterschiede,
womit von keinem Einfluss durch HBs-Transgenitat oder IRF3/7-KO ausgegangen werden kann.

3.3.2 Auswirkung des Knockouts auf Downstream-Signaltransduktion

Um die Auswirkungen des KO auf die Downstream-Signaltransduktion von IRF3 und
IRF7 zu analysieren, wurden die STAT1/STAT2/IRF9-Signalkaskade, einige ausge-
wahlte Interferon-stimulierte Gene und zudem der ISG15/USP18-Signalweg auf Regu-
lation Uberpruft.

3.3.2.1 STAT1/STAT2/IRF9-Signalkaskade

TG vs. WT KO vs. WT TG-KO vs. TG

Fold Change P-value Int1 Int2 | Fold Change P-value Int1 Int2 | Fold Change P-value Int1 Int2

STAT1 2,13 1,00E-09 36 77 -1,99 0,00927 37 18 -3,23 8,23E-06 76 23

IRF9 1,67 4,82E-06 697 1172 -2,75 0 672 244 -3,50 0 1108 318

Tabelle 20) Microarray-Analyse der STAT1- und IRF9-Expression. Sowohl STAT1 als auch
IRF9 zeigten sich in Bezug auf WT in TG signifikant erhéht und in KO signifikant herunterreguliert.
Im Vergleich von TG-KO mit der HBs-transgenen Gruppe TG zeigte sich, dass STAT1 und IRF9
signifikant herunterreguliert waren.
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Abbildung 23) STAT1/STAT2/IRF9-Signalkaskade. A) STAT1 B) IRF9 Sowohl fir STAT1 als
auch fir IRF9 zeigte sich, dass sich die Aussagen der Microarrays in der gRT-PCR signifikant
reproduzieren lieBen. In beiden war zum einen im KO, vergleichend mit WT, eine verminderte
Expression der jeweiligen mRNA nachweisbar. Die Kombination von HBs-Transgenitat und
IRF3/7-Knockout in TG-KO fiihrte verglichen mit TG zu einer signifikanten Senkung der mRNA-
Level C) Western-Blot STAT1 Im Western-Blot zeigte sich zum einen, dass TG im Vergleich mit
WT sowohl mehr P-STAT1, als auch STAT1 aufwies. Zum anderen wiesen die beiden IRF3/7-
KO Gruppen TG-KO und KO eine Verminderung von sowohl phosphoryliertem P-STAT1, als
auch STAT1 auf.

3.3.2.2 Interferon-stimulierte Gene

Die Interferon-stimulierten Gene (ISGs) Oas1a, IFIT1, IGTP und IRGM2 fungieren als
Bestandteil der Immunabwehr bei viralen Infektionen und sind an der Kontrolle des Zell-
wachstums, der Zelldifferenzierung und der Apoptose-Induktion beteiligt. In ihrer Expres-
sion durch Interferone stimuliert, dienten sie hier als indirekter Marker fur die Effekte des
IRF3/7-KO auf die Interferon Response. Die in der initial durchgeflhrten Microarray-Ana-

lyse erfasste Regulation wurde jeweils mittels gqPCR Uberpruft.

TG vs. WT KO vs. WT TG-KO vs. TG

Fold Change P-value Int1 Int2 | Fold Change P-value Int1 Int2 | Fold Change P-value Int1 Int2

Oas1a 8,92 0 3475 30987 -3,93 7,37E-36 3717 941 -22,73 0 32102 1412
IFIT1 3,58 1,07E-33 30 107 -1,42 0,24865 21 15 -13,93 5,14E-18 102 7

IGTP 2,34 5,71E-17 8421 19752 -3,05 2,58E-41 9234 3041 -6,59 0 19938 3019
IRGM2 1,97 2,83E-09 2285 4527 -2,25 2,96E-12 2603 1143 -4,27 0 3672 865
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Tabelle 21) Microarray-Analyse Interferon-stimulierter Gene. Im Vergleich von TG und WT
zeigte sich, dass alle vier uberpriften ISGs im MA signifikant hochreguliert waren. Als am starks-
ten reguliert fiel mit einer Fold Change von 8,92 Oas1a auf. In der Gegenlberstellung des KO mit
WT zeigte sich, dass die ISGs im KO herunterreguliert waren. Es konnte somit in der Kombination
von HBs und dem IRF3/7-Doppelknockout (TG-KO) eine hoch signifikante Herunterregulation der
ISGs beim Vergleich mit TG nachgewiesen werden.

A ‘ B[ —
P
p-q; 5_ ns. 1 s r 1
m r 1 w N
o c
£ 4 18 2
“ [v]
3 T
*
& 3 S
=
g <
= 4
[= 2 X
E o=
= -
“ — =
e
o . " =
== = 5
0 T T T T () T = T ==
wT KO TG TG-KO wT KO TG TG-KO
C - D
f >k ! 1
—_— -
1

IGTP mRNA [fold change]
IRGM2 mRNA [fold change]

Py
o
-
a
—
&
Pl
o
Py
o
~
a
—
Q
e
)

Abbildung 24) qPCR der mRNA-Expression Interferon-stimulierter Gene. Mittels gPCR wur-
den die vier untersuchten Gruppen auf Expression der ISGs A) Oas1a B) IFIT1 C) IGTP und D)
IRGM2 Uberprift. In allen vier Uberpriften ISGs konnte eine signifikante bzw. hochsignifikante
Regulation im Vergleich von TG und TG-KO nachgewiesen werden. Eine signifikante Regulation
im Vergleich von WT und TG konnte nicht gezeigt werden.

Oas1a das sowohl im Microarray als auch in der gqPCR am starksten regulierte ISG
wurde zusatzlich mittels semiquantitativem Western-Blot in der Proteinexpression Uber-

prift.
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Abbildung 25) Western Blot-Analyse der Oas1a-Expression. Die HBs-transgenen Mause
(TG) zeigten eine deutliche Expression von Oas1a, die sich sonst weder in WT noch TG-KO
nachweisen lieR. Es zeigten sich keine Geschlechtsunterschiede.

3.3.2.31SG15/USP18-Signalweg

TG vs. WT KO vs. WT TG-KO vs. TG

Fold Change P-value Int1 Int2 | Fold Change P-value Int1 Int2 | Fold Change P-value Int1 Int2

ISG15 3,68 0 11153 41166 -3,74 0 9449 2530 -8,57 0 42807 4957

USP18 7,58 0 1199 9142 -12,48 0 1078 86 -57,63 0 9411 165

Tabelle 22) Microarray-Analyse ISG15 und USP18. TG zeigte im Vergleich zu WT eine signifi-
kante Heraufregulation sowohl von ISG15 als auch von USP18. Der KO wies in beiden Fallen im
Vergleich zum WT eine Herrunterregulation auf. Im Vergleich von TG und TG-KO konnte schlief®-
lich eine Verminderung der Expression von ISG15 um den Faktor 8,57 nachgewiesen werden.
USP18 zeigte sich hier um den Faktor 57,63 reduziert.
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Abbildung 26) ISG15/USP18-Signalweg. In der gPCR wurden sowohl A) ISG15 als auch B)
USP18 in den vier Gruppen in ihrer Expression tberpriift. Die schon im Microarray nachgewie-
sene Herunterregulation von ISG15 und USP18 im Vergleich KO gegen WT konnte in der gPCR
als signifikant bestatigt werden. Auch die Herrunterregulation von TG zu TG-KO zeigte sich so-
wohl bei ISG15, als auch bei USP18 als signifikant, bzw. hoch signifikant. C) Western Blot ISG15
Im WB konnte gezeigt werde, dass ein Knockout von IRF3/7 die Expression von ISG15 reduziert.
Wahrend sich die HBs-transgenen Mause (TG) geschlechtsunabhangig mit einer im Vergleich zu
WT verstarkten Expression zeigten, lie3 sich in den KO Gruppen kein ISG15 nachweisen. Zudem
wurde die ISGylation Uberpriift, die ubiquitare Proteinbindung von ISG15. Die beiden KO Gruppen
KO und TG-KO zeigten auch hier eine Verminderung der ISGylation, die sich als Signalminderung
in den aufgetragenen Banden aulert.

3.3.2.4 Serum-Analyse mittels Proteom Profiler

Zur Analyse der Regulation von Zytokinen wurde der Proteom Profiler™

Array verwen-
det. Das Mouse Cytokine Array Panel A ermoglicht die parallele, relative Bestimmung

von Zytokinen und Chemokinen im Serum.
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Abbildung 27) Expressionsanalyse der Zytokine im Proteom Profiler. A) Semiquantitativer
Vergleich der untersuchten Zytokine. Eine verstarkte Expression in HBs-transgenen Mausen
(TG) und einer Verminderung in den IRF3/7 Knockout Gruppen (KO und TG-KO) konnte als Mus-
ter in 2, 3, 4, 6, 7 und 14 gezeigt werden B) Vergleich der Regulation in TG gegen TG-KO.
Gezeigt ist die x-fache Herrunterregulation von TG zu TG-KO. Die beiden am starksten regulier-
ten Zytokine waren IP-10 (5,7-fach) und TIMP-1 (2,4-fach). Als ,herunterreguliert* wurde ab x-
Fold = 1,1 definiert; 1 — BLC, 2 - IP-10, 3 — C5/C5a, 4 — TIMP-1, 5 — G-CSF, 6 — CXCL-1 7, TNF-
a, 8 — GM-CSF, 9 — M-CSF, 10 — TREM-1, 11 — MCP-1, 12 — sICAM-1, 13 — MIG 14, — IL-
1a, 15— IL-16, 16 — IL-1ra, 17 — RANTES, 18 — SDF-1.
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Abbildung 28) Die Regulation von IP10 und TIMP1. C) Regulation von IP10 im Proteom
Profiler. IP10 zeigte in der Auswertung einen im KO vergleichend mit WT erniedrigten Wert. TG
wies eine Hochregulation auf, die vergleichend in TG-KO herunterreguliert war. D) Regulation
von TIMP1 im Proteom Profiler. TIMP1 zeigte sich im KO in etwa auf gleichem Niveau wie im
WT. TG war ebenfalls hochreguliert, TG-KO im Vergleich mit TG in der Expression vermindert E)
qPCR der mRNA-Expression von IP10. Die Uberpriifung der Regulation von IP10 mRNA in der
gPCR zeigte tendenziell ein den Ergebnissen des Proteom Profilers dhnliches Regulationsmus-
ter, welches sich jedoch als nicht signifikant herausstellte. F) gPCR der mRNA-Expression von
TIMP1. TIMP1 war in der gPCR in TG und TG-KO im Vergleich zu WT heraufreguliert, wobei dies
nur fir TG-KO als signifikant bestéatigt werden konnte. Die Beobachtungen des Proteom Profilers
lieRen sich in der qPCR grundsatzlich bestatigen, waren allerdings nicht in allen Fallen signifikant.

3.3.3 Uberpriifung durch HBs-Transgenitat aktivierter Signalkaskaden

3.3.3.1 Unfolded Protein Response

Die Unfolded Protein Response (UPR) aktiviert Transkriptionsfaktoren flr proinflamma-
torische Zytokine und steigert so die Zytokinproduktion als Antwort auf virale Infektionen.
Die UPR fungiert damit als internes kostimulatorisches Signal zur Verbesserung der
Spezifitat der Immunantwort [101]. Um den Einfluss des KO auf tiber die UPR vermittelte
direkte hepatotoxische Parenychmschaden zu analysieren, wurden die Signalkaskaden

der UPR auf Regulation Gberpruft.
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Abbildung 29) qPCR Unfolded Protein Response. Zur Uberpriifung der Auswirkung des KO
auf die UPR wurden im Lebergewebe mittels gPCR die mRNA-Regulation von CHOP, ATF3
ATF6 und p58IPK Uberprift. Fir A) CHOP und B) ATF3 konnte gezeigt werden, dass die HBs-
transgenen Gruppen TG und TG-KO eine signifikant erhdhte Expression von sowohl CHOP, als
auch ATF3 aufwiesen. In TG-KO konnte im Vergleich mit TG keine relevante Herrunterregulation
festgestellt werden. C) ATF6. Die Expressionsmuster von ATF6 stellten sich in der Signifi-
kanzanalyse als nicht signifikant heraus D) p58IPK. Es zeigte sich, dass p58IPK in den IRF3/7
Knockout Gruppen KO und TG-KO im Vergleich zu WT signifikant herunterreguliert war. TG
zeigte im Vergleich keine signifikante Regulation.
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Abbildung 30) Western Blot-Analyse der UPR. A) PERK Die Phosphorylierung von PERK
zeigte sich in den fur HBs transgenen Gruppen (TG und TG-KO) verstarkt. Im Vergleich von TG
und TG-KO fiel bei mannlichen Mausen eine verminderte Phosphorylierung auf. Die Expression
von PERK zeigte in den Uberpriiften Gruppen keinen Unterschied. B) elF2a Bei der Uberpriifung
von elF2a zeigte sich, dass die Phosphorylierung in gleicher Weise im Vergleich in den transge-
nen Gruppen verstarkt war. Im Vergleich von TG und TG-KO fiel im Gegensatz zu der Beobach-
tung in A) eine Verstarkung der Phosphorylierung in mannlichen Mausen auf. Zudem konnte eine
Verstarkung der Phosphorylierung in den IRF3/7-KO Gruppen (KO und TG-KO) gezeigt werden.
Die Expression von elF2a wies keinen Gruppenunterschied auf. Sowohl in der Uberpriifung von
C) ATF3 als auch B) CHOP zeigte sich, dass die HBs-transgenen Gruppen eine verstarkte Ex-
pression aufwiesen. Im Vergleich von TG und TG-KO konnten keine eindeutige Tendenz in Bezug
auf eine unterschiedliche Expression nachgewiesen werden.

s

TG TG-KO

Abbildung 31) Immunhistochemische Farbung des ER-Stressmarkers CHOP. Dunkelviolett
= Hepatozyt mit CHOP Farbung. In der Immunhistochemie konnte, wie schon zuvor in qPCR
und Western Blot, gezeigt werden, dass die Kombination der HBs-Transgenitat mit dem IRF3/7-
KO keine signifikante Auswirkung auf die Expression von CHOP hat.
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3.3.3.2 Akute-Phase-Reaktion

Bei der Analyse des Microarrays zeigte sich eine signifikante Regulation der Akute-
Phase-Proteine Metallothionein-ll (MT2) und Serum-Amyloid-A (SAA1). Um deren Re-
gulation im Rahmen der durch den KO bedingten Reduktion der Interferonantwort zu

Uberprifen wurde ihre Expression mittels gPCR Uberpriift.

TG vs. WT KO vs. WT TG-KO vs. TG

Fold Change P-value Int1 Int2 | Fold Change P-value Int1 Int2 | Fold Change P-value Int1 Int2

MT2 -3,42 4,12E-30 16592 4856 6,56 7,72E-18 14670 98838

SAA1 -2,62 3,13E-39 16638 6348 3,67 4,83E-31 11498 42457

Tabelle 23) Microarray-Analyse Akute-Phase-Reaktion. Wahrend sich sowohl MT2 als auch
SAA1 im KO im Vergleich zu WT reduziert zeigten, waren beide im Vergleich von TG-KO gegen
TG in TG-KO signifikant erhoht.
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Abbildung 32) qPCR der mRNA-Expression von SAA1. Zur Verifizierung der Ergebnisse des
Microarrays wurde im Lebergewebe die Expression von SAA1 mittels qPCR Uberprift. Es konn-
ten keine signifikanten Gruppenunterschiede nachgewiesen werden. Speziell TG-KO im Ver-
gleich zu TG — im MA mit einer Heraufregulation — zeigte, nicht signifikant, aber tendenziell eine
Herrunterregulation.

Cell Stress Signaling

Wie schon bei der Akuten-Phase-Reaktion wurde von uns zudem die Auswirkung des
KO auf Cell Stress Signaling durch die Uberpriifung der Regulation der daran beteiligten
Nuclear Protein 1 (NUPR1), Succinate Receptor 1 (Sucnr1) und Three prime repair
exonuclease 1 (Trex1) untersucht.
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TG vs. WT KO vs. WT TG-KO vs. TG
Fold Change P-value Int1 Int2 | Fold Change P-value Int1 Int2 | Fold Change P-value Int1 Int2
NUPR1 34,67 0 147 5111 4,69 2,80E-45 125 586 34,67 0 147
Sucnr1 1,54 3,83E-11 3758 5797 -2,84 4,33E-36 2588 912
Trex1 1,86 5,19E-14 4782 8923 -2,48

2,03E-31 9517 3832

Tabelle 24) Microarray-Analyse Cell Stress. NUPR1 zeigte sich in TG im Vergleich mit WT
signifikant heraufreguliert. Auch in KO konnte eine Heraufregulation nachgewiesen werden.
Sucnr1 war in keiner der Uberpriften Vergleiche signifikant reguliert. Trex1 wies in TG eine
leichte, aber signifikante Hochregulation auf, in TG-KO zeigte sich in Bezug auf TG eine signifi-
kante Herunterregulation
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Abbildung 33) qPCR Cell Stress Signaling. Zur Uberpriifung des Cell Stress Signalings wurde
die mRNA-Expression von NUPR1, Sucnr1 und Trex1 im Lebergewebe uberprift. A) NUPR1.
Die im MA gezeigte Hochregulation in TG lief3 sich in der gPCR bestatigen. Im Vergleich von TG
und TG-KO zeigte sich auch hier keine relevante Regulation B) Sucnr1 wies ahnlich wie im MA
keine signifikante Regulation auf C) Trex1 zeigte sich, wie auch im MA, in TG erhdht, und TG-
KO im Vergleich zu TG signifikant herunterreguliert.
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3.3.4 Bisher nicht als Interferon-stimulierte Gene beschriebene im
Knockout regulierte Gene

Bei der Analyse der Ergebnisse des Microarray fielen einige Gene, die bisher nicht als
ISGs, als durch Interferone reguliert, definiert worden sind, durch Regulation in den Le-
bern von TG-KO Mausen auf. Bei den regulierten Genen handelte es sich um T cell
lymphoma invasion and metastasis 2 (Tiam2), D site albumin promoter binding protein
(Dbp), Mu-crystallin (Crym), Cytochrome P450 omega-hydroxylase 4A14 (Cyp4a14) und
Hemoglobin beta adult minor chain (Hbb-b2).

TG vs. WT KO vs. WT TG-KO vs. TG
Fold Change P-value Int1 Int2 |Fold Change P-value Int1 Int2 |Fold Change P-value Int1 Int2
Tiam2 12,65 0 66 836 -5,47 0 10031 1833 -4,06 1,50E-09 108 26
Dbp -7,58 0 1109 146 -3,75 4,08E-36 25753 6836
Crym -3,17 2,63E-34 68555 21511 -3,01 5,04E-20 211 71
Cyp4a14 -5,47 0 10031 1833 13,93 0 231 3227
Hbb-b2 -11,86 0 4581 388 23,15 0 1375 59

Tabelle 25) Im Microarray reguliert. Im Microarray fielen einige bisher nicht als Interferon-sti-
mulierte Gene durch Regulation auf. Tiam2 war vergleichend mit WT in TG heraufreguliert und
im KO herunterreguliert. Auch TG-KO zeigte im Vergleich mit TG eine Herunterregulation. Dbp,
und Crym waren in TG vs. WT nicht signifikant reguliert, wiesen aber im KO eine Herunterregu-
lation auf. Zudem zeigte TG-KO vergleichend mit TG eine Herunterregulation. Gegensatzlich in
TG-KO vergleichend heraufreguliert waren Cyp4a14 und Hbb-b2. Beide waren dabei im KO in-
teressanterweise herunterreguliert.
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Abbildung 34) gPCR der mRNA-Expression im Microarray regulierter Gene. Zur Uberpri-
fung der Ergebnisse des Microarrays wurden DBP und Cyp4a14 mittels qPCR Uberpriift. A) DBP
zeigte eine signifikante Herrunterregulation von DBP in TG-KO, dies sowohl im Vergleich mit WT

als auch TG. B) Cyp4a14 In der gPCR konnte keine signifikante Regulation von Cyp4a14 gezeigt
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werden. Im speziellen konnte im Vergleich von TG-KO mit TG die im Microarray gezeigte Herauf-
regulation nicht bestatigt werden.

Die im MA gezeigte Regulation fur DBP konnte in der gPCR bestatigt werden. Cyp4a14
war im Vergleich von KO mit WT zwar wie im MA herunterreguliert, dies konnte aber
nicht als signifikant bestatigt werden. Die Heraufregulation von TG-KO im Vergleich mit

KO konnte in der gPCR, wenn nur minimal und ohne Signifikanz, gezeigt werden.

3.4 TUMORGENESE

In der HE-Farbung zeigte sich in einer mannlichen TG-KO Maus ein tumordses Infiltrat.
Fir die TG-Mauslinien ist eine Tumorgenese beschrieben, dies aber zu wesentlich spa-
teren Zeitpunkten als es fur die hier gezeigte 12 Wochen alte Maus typisch ware.

Abbildung 35) Mikroskopischer Nachweis einer hyperplastischen Struktur. In der HE-Far-
bung eines Leberbiopsats der TG-KO Maus 501 wurde eine tumorése Struktur gefunden. Bei der
12 Wochen alten mannlichen Maus war im Leberparenchym eine auffallige Hyperplasie zu sehen.
Vergrofterung 100x
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4. DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit konnten erstmals die Auswirkungen einer Ausschaltung der
Interferon-regulierenden Gene IRF3 und IRF7 auf die Pathologie und Immunantwort im
HBs-transgenen Mausmodell beschrieben werden. Zentrale Frage war hierbei zunachst,
inwieweit der Knockout von IRF3 und IRF7 im HBs-transgenen Mausmodell zu einem
Ausschalten der Interferon-Antwort fihren wirde. Des Weiteren konnten die Auswirkun-
gen des KO auf die Immunantwort beschrieben werden. Insbesondere aufgrund der An-
nahme, dass pathologische Effekte einer HBV-Infektion vor allem tber die immunologi-
schen Abwehrmechanismen verursacht werden, ist dies von Relevanz. Nicht zuletzt
stellt sich die Frage, inwieweit beobachtete Ergebnisse von klinischer Bedeutung sind

oder sich sogar fur therapeutische Ansatze nutzen lassen.

4.1 DER EINFLUSS DES IRF3/7-KNOCKOUTS AUF DIE
LEBERPATHOLOGIE HBs-TRANSGENER MAUSE

4.1.1 Der IRF3/7-Doppelknockout zeigt keine Hinweise fiir eine
Verminderung der durch die HBs-Transgenitat bedingten
Leberschadigung

In der Analyse der ALT-Aktivitatim Serum konnte im Vergleich von TG und TG-KO nach-
gewiesen werden, dass keine signifikante Veranderung der ALT-Aktivitat als Hinweis auf
einen Einfluss auf Leberschadigung vorlag. Entsprechend gilt, dass zumindest im Alter
von 12 Wochen der IRF-KO keine Minderung der HBs-bedingten entziindlichen Leber-
schadigung verursacht. Die histologische Uberpriifung zeigte ebenfalls keine Indikatio-
nen fur eine verminderte Leberschadigung in TG-KO, stattdessen konnten vermehrt die
fur eine CHB pathognomonischen GGHs nachgewiesen werden (siehe Abbildung 15).
Bei chronischer HBV-Infektion flhrt die intrazellulare Akkumulation von LHBs bekann-
termalen zur Bildung eben jener charakteristischen GGHs [81], [89], [91]. Die Akkumu-
lation filamentdser HBsAg-Partikel, die nicht suffizient sekretiert werden kénnen, flhrt in
betroffenen Hepatozyten zum Bild hypertrophierter, eosinophiler GGHs und im weiteren
Verlauf zu Leberlasionen bedingt durch zellulare Nekrose [90]. Erstmalig von Haziyannis
und Popper beschrieben [102], werden GGHs ihrem Erscheinungsbild nach in die zwei
Untergruppen Typ | und Typ Il unterteilt, wobei Typ Il sich mikroskopisch durch gruppier-
tes Vorkommen sowie - mutationsbedingt — eine ausbleibende Anfarbarkeit von Pre-S2
von Typ | abgrenzt [103]. Bei vorliegender CHB konnte gezeigt werden, dass Typ Il GGH
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vermehrt bei vorliegendem HCC nachweisbar war, zudem zeigte sich eine Korrelation
zwischen Grad der Fibrose und vorhandenen Typ || GGH [98]. Es wird zudem vermutet,
dass uber die Detektion von pre-S2 Mutanten und Typ || GGHs die Entwicklung eines
HCCs detektiert bzw. vorhergesehen werden kann und diese folglich als Risikomarker
fur die Entwicklung eines HCCs dienen kénnten [104]. Aufgrund der hier vorliegenden
Ergebnisse ergibt sich die Fragestellung, inwieweit Interferon die Entstehung von GGH
hemmen konnte. Der durch den KO bedingte Ausfall der Interferon-Antwort kann als
kausal ursachlich fur das vermehrte Auftreten von GGH diskutiert werden. Die histologi-
sche Darstellung der Fibrose mittels Sirius Red-Farbung zeigte keinen Gruppenunter-
schied, wenngleich hierbei ebenfalls der mit 12 Wochen noch relativ frihe Beobach-
tungszeitpunkt beachtet werden muss. Die Quantifizierung der Leberinflammation und
-fibrose mittels Ishak- und Desmet-Score bestatigte die Annahme, dass der KO bei 12
Wochen alten Mausen keine Veranderung der Leberschadigung verursacht. Die Eintei-
lung der Hepatitis nach Ishak zeigte entsprechend eine beginnenden Inflammation so-
wohl in TG als auch in TG-KO. Das Staging der Fibrose nach Desmet wies nur in TG-
KO Hinweise fir eine Fibrose auf, was mit der histologischen Beschreibung vermehrter
GGH in Ubereinstimmung gebracht werden kann. Schlussendlich scheint der KO zum
Zeitpunkt von 12 Wochen keinen deutlichen Unterschied in der zu quantifizierenden Le-
berschadigung zu zeigen, es kann aufgrund der vermehrt nachweisbaren GGH aller-
dings vermutet werden, dass der KO die Chronifizierung der HB tendenziell beschleu-

nigt.

4.1.2 Der IRF3/7-Doppelknockout bedingt keine
Gallengangsschadigungen

In der Uberpriifung der hepatisch-biliaren Pathologie wurden mittels Bestimmung der AP
als klinischem Screeningparameter die Mausgruppen auf vorliegende Gallengangsscha-
digung Uberpruft. Ein erhdhter Wert der u.a. im Skelettsystem und in der Leber syntheti-
sierten Enzyme ist Indikator flr Erkrankungen der Leber und Gallenwege, spielt aber
auch im Rahmen des Knochenstoffwechsels eine Rolle [105], [106]. Die AP ist am Trans-
port von Lipiden, aber auch an der Knochenkalzifikation beteiligt [106]. Im Rahmen von
akuten Hepatitiden finden sich meist normal bis moderat erhdhte Werte, eine signifikante
Erhéhung weist auf eine Cholestase hin. Weitere relevante Differentialdiagnosen sind
infiltrative Lebererkrankungen, Abszesse sowie granulomatdse Erkrankungen und Amy-
loidose [99]. Der Normwert fur die AP in BALB/c-Mausen liegt geschlechtsabhangig bei
55 bzw. 61 U/I [107], die hier Uberpriften Mause zeigten, vermutlich aufgrund des jungen

Alters, bereits im Wildtyp wesentlich hdhere Werte. In der KO-Gruppe zeigte sich eine
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signifikante Erhéhung der AP, was flr das Vorliegen einer durch den IRF3/7-KO beding-
ten beginnenden Gallengangschadigung bzw. eine Cholestase sprechen kann. Gleich-
zeitig zeigten die HBs-transgenen Gruppen TG und TG-KO im Vergleich mit WT keine
signifikante Regulation. Es muss schlussfolgernd davon ausgegangen werden, dass
zum Zeitpunkt von 12 Wochen durch HBs-Transgenitat keine relevante Gallengangs-
schadigung verursacht wird. Der KO von IRF3 und IRF7 zeigt jedoch Hinweise flr eine
bedingte Gallengangsschadigung. Hier sind die Untersuchungen des Mausmodells zu
spateren Zeitpunkten von Interesse, um die Verknlpfung von IRF3/IRF7 und hepatobili-

aren Prozessen weiter zu untersuchen.

Da Lebererkrankungen die Gallensauren-Synthese und den Stoffwechsel beeinflussen
kénnen, wurde zudem die Gallensauren-Konzentration im Serum als prognostischer und
diagnostischer Marker untersucht [108]. Die Analyse der Serum-Gallensauren sollte
uberprifen, ob IRF3 und IRF7 eine Rolle in der Synthese der Gallensauren spielen. Es
konnte dabei gezeigt werden, dass fir die Konjugat-Untergruppen eine HBs- und Ge-
schlechts-abhangige Regulation vorlag. Die Taurin-Konjugate waren in den HBs-trans-
genen Gruppen erhéht. Bei Glycin-Konjugaten zeigte sich eine erhdhte Akkumulation in
weiblichen Mausen, ohne dass HBs oder IRF-KO eine Regulation bedingen wirden. Die
nicht konjugierten Gallensauren zeigten vergleichend kein relevantes Regulationsmus-
ter. Folglich kann gesagt werden, dass die hepatisch synthetisierten Gallensauren in ih-

rer Expression nicht durch den IRF-KO reguliert zu sein scheinen.

4.2 PROOF OF PRINCIPLE: DER IRF3/7-KNOCKOUT
INHIBIERT DIE INTERFERON-ANTWORT IM HBs-
TRANSGENEN MAUSMODELL

4.2.1 Der IRF3/7-Knockout inhibiert die IFN-Antwort und assoziiertes ISG
Signaling in HBs-transgenen Mausen

Grundsatzlich stellte sich die Frage, inwieweit die latente Aktivierung Interferon-stimu-
lierter Gene durch HBV-Hullproteine Uber IRF3 und IRF7 vermittelt wird.

Wahrend fur eine Vielzahl von viralen Erkrankungen bereits in der Zellkultur oder im

Mausmodell gezeigt werden konnte, dass IRF3 und IRF7 essentiell fiir die Immunantwort

sind, bzw. deren KO mit einer Reduktion von IFNa und IFN einherging [46], [66], [109],

[110], [66], [111] liegen bisher keine Daten zur Funktion von IRF3 und IRF7 im Rahmen

eines HBs-transgenen Mausmodells vor. Fur das Encephalomyocarditis-Virus und das

Vesicular Stomatitis Virus [66], das West Nile Virus [110], [112] und das Herpes Simplex
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Virus [113], [114] liegen Arbeiten zur Funktion von IRF3 und IRF7 vor, die nahe legen,
dass IRF7 in der Induktion der Immunantwort eine entscheidendere Rolle spielt, dabei

aber synergistisch mit IRF3 fungiert.

Im hier gezeigten neu etablierten Mausmodell konnte nachgewiesen werden, dass auch
in HBs-transgenen Mausen IRF3 und IRF7 fur die Immunantwort essentiell sind. Die
Uberpriifung ob der IRF3/7-KO eine Ausschaltung der Interferon Response bedingt,
wurde anhand der Regulation der ISGs als Downstream Target der Interferone vorge-
nommen. Zum einen wurden als ISGs bekannte Gene in ihrer Regulation im MA analy-
siert. Die Uberpriften ISGs Oas1a, IFIT1, IGTP und IRGM2 waren in den HBs-transge-
nen Mausen wie erwartet im Sinne einer Interferonantwort heraufreguliert. Der IRF3/7-
KO fuhrte im Vergleich mit WT zu einer Herunterregulation der ISGs, womit sich die
zentrale Rolle von IRF3 und IRF7 in der Induktion des ISG Signalings auch im ,gesun-
den“ WT zeigt. Die im MA nachgewiesene signifikante Verminderung der ISGs durch
den KO konnte in der qPCR bestatigt werden. Als am starksten reguliert fiel dabei sowohl
im MA als auch in der qPCR die 2°-5’ oligoadenylate synthetase 1A (Oas1a) auf, deren
Expression - wie im Western Blot nachgewiesen - komplett ausgeschaltet war. Enzyma-
tisch aktive OAS-Proteine spielen eine wichtige antivirale Rolle [115], [116]. Aktiviert
durch virale dsRNA katalysieren OAS-Proteine die Synthese von kurzen 2'-5'-Oligoade-
nylaten (2-5A) aus ATP. 2-5A aktiviert die latente Endonuklease RNase L, die sowohl
zellulare als auch virale einzelstrangige RNAs abbaut [115]. Eine spezifische Funktion
von Oas1a im Rahmen der HBV Erkrankung ist bisher nicht beschrieben und sollte wei-
ter untersucht werden. In der Interpretation der Regulation von ISGs ist grundsatzlich zu
beachten, dass das Ausmal} der Regulation einzelner ISGs nicht direkt mit deren Ein-
fluss auf virale Replikation korreliert. Schoggins et al. diskutieren dies und zeigen bei-
spielhaft auf, dass die haufig starke Regulation von ISGs der IFIT-Familie mit nur gerin-

ger bis keiner Regulation antiviraler Aktivitat einhergeht [44].

HBs-Transgenitat fuhrte zusammen mit dem IRF-KO zu einer signifikanten Herunterre-
gulation der angeflihrten ISG, die Aktivierung der Typ-I-IFN-Antwort wird somit auch im
HBs-transgenen Mausmodell Uber IRF3 und IRF7 vermittelt. Es gilt im weiteren zu uUber-
prifen, welche Funktion die einzelnen ISGs in der Immunantwort haben, ob eine Korre-
lation zwischen Ausmal} der Regulation von ISGs und deren Einfluss auf virale Immun-
antwort vorliegt, und inwieweit eine beschriebene Redundanz der einzelnen Effekte vor-
liegt [79]. Letztlich fihrt dies zur Fragestellung welche therapeutische Moglichkeit sich
durch eine Modulation der ISGs in der Therapie einer chronischen Hepatitis B ergeben.
Die Uberpriifung der Auswirkungen eines Oas1a KO im HBs-transgenen Mausmodell,

wofur noch keine Daten vorliegen, ware ein mdglicher nachster Schritt.
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Der ISG15/USP18-Signalweg ist direkt von IRF3 und 7 abhéngig

ISG15 (interferon stimulated gene 15 kDa) als Ubiquitin-artiges Molekl, das eine kova-
lente Modifikation von Proteinen - die sogenannte ISGylation - bedingt, ist stark durch
Typ-I-IFN reguliert und wird als prognostischer Marker flir HBV-assoziierte Karzinoge-
nese diskutiert [117]. Es konnte bereits gezeigt werden, dass ISG15-Serumlevel bei
HBV-Patienten erhdht und zudem mit dem Vorliegen von HBV-assoziierten Lebererkran-
kungen verknupft waren [118]. USP18 wiederum fungiert zum einen als ISG15-spezifi-
sche Peptidase und spaltet an Proteine gebundenes ISG15. Zum anderen interagiert

USP18 mit Typ-I-IFN-Rezeptoren und inhibiert deren Downstream Signaling [119].

Wie die zuvor beschriebenen ISGs wiesen in unserem Mausmodell auch ISG15 und
USP18 im MA eine Heraufregulation in HBs-transgenen Mausen auf, welche wiederum
im KO stark herunterreguliert waren. Die Ergebnisse konnten hier ebenfalls in der gPCR
bestatigt werden. Die Uberpriifung von ISG15 im WB zeigte deutlich, dass auch auf Pro-
teinebene eine Heraufregulation durch HBs-Transgenitat vorliegt, und gleichermafien im
IRF-KO kein ISG15 nachweisbar ist. Ahnliches konnte fiir die Protein-ISGylation nach-
gewiesen werden. In TG-Mausen lag vergleichend mit dem WT eine verstarkte ubiqui-

tare ISGylation vor, im KO war dies deutlich reduziert (Abbildung 25).

Die konkrete Funktion von ISG15 und USP18 in der Abwehr viraler Erkrankungen ist
Grundlage einer Vielzahl aktueller Arbeiten [112], [114], [116], [122], [123]. Es bestehen
hierbei Uberlegungen fiir therapeutische Ansatze mittels Modulation von USP18, da ge-
zeigt werden konnte, dass bei reduzierter USP18-Expression eine HBV-Infektion schnel-
ler beseitigt werden kann, bzw. die HBV-Replikation reduziert ist [120]. Als direkte Akti-
vatoren von ISG15 konnte die gezielte Verstarkung einer ISGylation durch IRF3 und 7
therapeutischer Ansatz im Rahmen der CHB sein. In Kombination mit der zuvor be-
schriebenen Modulation durch ein Targeting von USP18 kénnte eine vermehrte bzw
langfristigere 1ISGylation zu der hierdurch bedingten Inhibition der viralen Protein-Trans-
lation, zur Verminderung der endosomalen viralen Streuung und verstarkter Virus-Elimi-
nation fuhren [124].

4.2.2 ldentifikation von bisher nicht als ISGs beschriebener im IRF3/7-
Knockout regulierter Gene

Von besonderem Interesse waren in den MA-Untersuchungen Gene, die sich in unserem
Mausmodell als durch den KO reguliert darstellten und bisher nicht als durch Interferone

stimuliert — also als ISGs — beschrieben worden waren [120]. Hierbei ist zum einen von
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Interesse, die Funktion von ISGs in ihrer Gesamtheit und insbesondere die Rolle in der
Immunitat zu untersuchen. Die Analyse einzelner ISGs und ihrer erregerspezifischen

und potenziell therapeutischen Funktion ist hierbei der nachste Schritt.

Zur |dentifizierung bisher nicht beschriebener ISGs wurden im MA regulierte Gene mit
Interferome 2.01, einer Datenbanken zur Erfassung Interferon-stimulierter-Gene vergli-
chen [125]. Tiam2, Dbp, Crym, Cyp4a14 und Hbb-b2 konnten in unserem Modell in ihrer
Expression als durch Interferone regulierte Gene identifiziert werden. Fur diese Gene
konnten in MA Ubersichtsarbeiten Regulationen durch INF Typ | und Il nachwiesen wer-
den. Ihre Relevanz und Signifikanz ist bisher nicht in weiteren Schritten analysiert wor-

den.

T cell lymphoma invasion and metastasis 2 (Tiam2/STEF), ein guanine nucleotide-
exchange factor protein, ist spezifischer Aktivator der GTPase Rac1 und kritisch fur fo-
kale Zelladhasion und damit Zellmigration und -morphologie [126], [127]. Durch Chen et
al. konnte es in der Uberpriifung humaner HCCs als Tumor-assoziiertes Gen identifiziert
werden. Dabei konnte fur Tiam2S, eine kurze Transkriptvariante von Tiam2, eine posi-
tive Assoziation mit HBV-Infektionen, sowie eine Beteiligung an der HCC-Pathogenese
durch Einfluss auf Proliferation und Invasion von Leberkrebszellen nachgewiesen wer-
den [128]. Bisher wurde Tiam2 dabei nicht explizit als durch Interferone reguliert be-
schrieben. Aufgrund der Ergebnisse unserer Studie ist anzunehmen, dass Tiam2 Inter-
feron-reguliert bzw. -assoziiert ist, da sich im Microarray eine durch TG verursachte Her-

aufregulation zeigte, die durch den KO in TG-KO wieder herunterreguliert war.

D site albumin promoter binding protein (Dbp), ein Transkriptionsfaktor der b/ZIP Familie,
ist an der Steuerung der zirkadianen Rhythmik beteiligt [129] und konnte als Regulator
im Zusammenhang mit der ebenfalls zirkadianen Regulation von leberspezifischen Ge-
nen gezeigt werden [130]. Hierunter fallen unter anderem einige hepatische Cyp-Gene
deren DBP-assoziierte Regulation und hepatische Dysfunktion als Ursache der Chronic
kindey disease (CKD) diskutiert wird [131]. Auch fir Dbp ist bisher keine Regulation
durch Interferone diskutiert. Die in der Interferome-Datenbank aufgeflhrten Datensatze
beziehen sich samtlich auf in vitro Experimente und zeigen mehrheitlich eine Herunter-
regulation [125]. Die Ergebnisse des hier durchgefiihrten Microarrays wiesen zwar keine
Heraufregulation durch TG auf, waren aber sowohl im TG-KO als auch im KO herunter-
reguliert. Die Herunterregulation durch den KO konnte in der gPCR signifikant bestatigt
werden. Folglich kann auf eine Assoziation von DBP, IRF3 und IRF7 bzw. durch sie
regulierte Interferone geschlossen werden. Die Relevanz von zirkadianem Rhythmus

und Immunitat ist Thema aktueller Forschung [132]. Unabhangig von der hier im Fokus

75



DISKUSSION

stehenden CHB scheint eine Interaktion von IRF3, IRF7 und DBP im Rahmen der zirka-

dianen Steuerung der Immunitat von Relevanz zu sein.

Mu-crystallin (Crym) ist bisher als NADPH-abhangiges, zytosolisches, Triiodthyronin-
bindendes-Hormon beschrieben, welches eine Ketimin-Reduktase-Aktivitat besitzt [133]
und zudem eine Rolle in der Entwicklung der murinen Haarfollikel hat [134]. Die im
Microarray gezeigte Herunterregulation in KO und TG-KO lasst, wie auch bei DBP un-
abhangig von HBsAg-Transgenitat, auf eine Verknupfung mit IRF3 und IRF7 schlielen.
Das Verstandnis flr die Interaktion von IRF3 und IRF7 mit dem bisher noch wenig er-

forschte Crym bedarf weiterer Untersuchungen.

Cytochrome P450 omega-hydroxylase 4A14 (Cyp4a14) ist ein Homolog der humanen
CYP4A-Hydroylase und katalysiert die Omega-Hydroxylierung von mittelkettigen Trigly-
ceriden in Mausen [135]. Sowohl bei Patienten als auch im Mausmodell konnte gezeigt
werden, dass im Rahmen von Fettlebererkrankungen und Leberfibrose die Cyp4a14 Ex-
pression verstarkt war [136]. Es konnte zudem nachgewiesen werden, dass eine Inhibi-
tion von Cyp4a14 zu einer Abschwachung von hepatischem ER-Stress fihrt [137]. In
unserem Mausmodell zeigte sich zum einen, dass der TG keinen Einfluss auf die
Cyp4a14-Expression hatte. Gleichzeitig fihrte der KO zu einer Herunterregulation, wah-
rend TG-KO im Vergleich mit TG heraufreguliert war. Die Uberpriifung in der gPCR
konnte den Microarray in Tendenzen bestatigen, jedoch war keiner der Uberpriften Paar-
vergleiche signifikant. Bei eventuell nur geringem Effekt kénnte eine Uberpriifung an
grolRerer Gruppen Aufschluss dariiber gegeben, ob fir Cyp4a14 eine Regulation durch

IRF3 und 7 bestatigt werden kann.

Hemoglobin beta adult minor chain (Hbb-b2), das fur die murine beta-Polypeptidkette
adulten Hamoglobins kodiert, stellte sich in seiner Regulation im durchgefihrten MA
ahnlich wie das zuvor beschriebene Cyp4a14 dar. Es zeigt sich keine Regulation durch
HBs-Transgenitat im Wildtyp, jedoch eine deutliche Heraufregulation durch HBs-Trans-
genitat bei IRF3/7-KO. Daraus ergibt sich die Frage, welche Ursache die Heraufregula-
tion von Hbb-b2 hat bzw. welche Signalkaskaden hierfur verantwortlich sind, und ob ihr
eine zellulare Funktion im Rahmen der Stressantwort zugrunde liegt. Es konnte bereits
gezeigt werden, dass Hbb nicht nur im Rahmen der Oxygenierung von Hamoglobin eine
Funktion innehat. Hbb konnte in weiteren Zellarten im Kontext von Zellstress als zyto-
protektiver Faktor identifiziert werden. Fir mehrere humane Tumore konnte bei zirkulie-
renden Tumorzellen im Kontext der Metastasierung gezeigt werden, dass beta-Globin
konstant Uberexprimiert war und vor oxidativem Stress schuitzt [138]. Auch in Hepatozy-
ten konnte die zytoprotektive Funktion von Hbb im Rahmen der nichtalkoholischen

Steatohepatitis bereits nachgewiesen werden [139]. Folglich ware eine IFN-vermittelte
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Aktivierung von Hbb zur antioxidativen Zytoprotektion plausibel und sollte in weiteren

Untersuchungen im Detail analysiert werden.

4.2.3 Der IRF3/7-Knockout reduziert Zytokine und Chemokine im Serum

Die allgemeine Uberpriifung des Einflusses des IRF-KO auf Serumlevels von Zyto- und
Chemokinen als Effektoren der Interferon-ISG-Achse zeigte, dass von 18 Uberpruften
Zytokinen die Mehrheit in TG-KO im Vergleich zu den HBs-transgenen Mausen herun-
terreguliert war. Damit konnte nachgewiesen werden, dass der IRF3/IRF7-Doppelknock-
out nicht nur wie in Abschnitt 4.2.1 beschrieben, effizient die Interferon Response aus-
schaltet, sondern auch, dass sich dies in den im Serum vorhandenen Zytokinen bzw.
Chemokinen wiederspiegelte. Die gezeigten Ergebnisse des Proteom Profilers, der im
KO verminderte Serumspiegel von Zytokinen und Chemokinen aufwies, entsprechen der
Annahme, dass diese als Mediatoren der IFN-Antwort fungieren [140], [141], [142]. Am
starksten im Proteom Profiler reguliert waren das proinflammatorische Chemokin Inter-
feron-gamma inducible protein 10 kD (IP10) [143], [141] und der Matrix-Metallopro-
teinase-Inhibitor TIMP metallopeptidase inhibitor 1 (TIMP1) [144]. Beide wurden geson-
dert in der gPCR auf ihre mRNA-Regulation tberprift. Die Beobachtungen im Proteom
Profilers zeigten dabei gleiche Regulationsmuster, die in der statistischen Uberpriifung
jedoch das Signifikanzniveau verfehlten. Vor allem IP10, das im Rahmen viraler Erkran-
kungen fur die primare Immunantwort bendétigt wird [142] und das direkt an der Apoptose
von Hepatozyten beteiligt ist [145], zeigte eine Heraufregulation in TG und eine Herun-
terregulation im KO. Eine fir IP10 gezeigte Induktion durch IFNa [141], scheint sich in
unserem Mausmodell zu bestatigen. Hier ist grundsétzlich eine weitere Uberprifung von

No6ten, um die Ergebnisse auf Proteinlevel zu validieren.
4.2.4 Der IRF3/IRF7 Knockout ist ohne Effekt auf Upstream-Signaltransduktion

Die STING-TBK1-IRF3-Achse, die die Typ-I-IFN Antwort der angeborenen Immunitat im
Rahmen der zelluldren Auseinandersetzung mit viraler DNA steuert [51], [62], [146],
wurde von uns im Western Blot untersucht, um Auswirkungen des KO auf die Upstream-
Signaltransduktion zu Uberprifen. Zudem wurde die Verknipfung von STING und IRF3
als IFN-unabhangige Verknupfung von ER-Stress im Rahmen der alkoholischen Leber-
erkrankung beschrieben [147], weshalb wir dessen Regulation bei ausgeschalteter Typ-
I-IFN-Antwort Uberpriften. AuRerdem wurde die RalB-Sec5-TBK1-Signalkaskade als
Coaktivator von TBK1 und damit auch als potenziell an der IRF3-Aktivierung beteiligt

[148] auf Regulation Uberprift.
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Es zeigte sich hier, dass weder in der Expression von STING und TBK1, noch in der
Phosphorylierung von TBK1 im Vergleich von WT, TG und KO Unterschiede nachweis-
bar waren. TBK1 ist folglich im Rahmen des HBs-transgenen Mausmodells nicht durch
Regulation an der Verknlpfung von Zellstress und Leberzellschadigung beteiligt und
IRF3 scheint zudem flr die Aktivitdtskontrolle von TBK1 keine Funktion als negativer

Regulator zu haben, da im KO sonst eine Hochregulation von TBK1 zu erwarten ware.

In der Zellkultur konnte bereits gezeigt werden, dass die HBV-Replikation weder mit ei-
ner Aktivierung, noch mit einer Inhibition des cGas-STING-Signalwegs einhergeht [149].
Die Annahme, dass die HBV-bedingte Interferon-Antwort nicht Uber diese Signalkaskade
aktiviert wird, konnte in dieser Arbeit in unserem Mausmodell bestatigt werden. In HBs-
transgenen Mausen lag keine verstarkte Expression des IRF3-Aktivators STING vor
(siehe Abbildung 3.3.1.1).

RalB, dessen Rolle bisher vor allem im Exozyst-Complex, also der gesteuerten Zell-Mig-
ration und als solches als zentrale Komponente der Tumorinitiation und -progression
gesehen wurde [150], [151], wurde von Chien et al. im RalB/Sec5-Komplex als direkter
Aktivator von TBK1 und damit als Bestandteil virusinduzierter Aktivierung der angebore-
nen Immunitat und zudem potentiell verknipfendes Element zwischen Tumorzelliberle-

ben und angeborenem Immunsignaling beschrieben [148].

Um zu Uberprufen ob sich Gleiches im HBs-transgenen Mausmodell reproduzieren lasst,
wurden RalB und Sec5 durch uns auf Regulation Uberprift. Da sich keine Anderung der
Expression zeigte, ist davon auszugehen, dass RalB/Sec5 im Rahmen der HBs-Trans-
genitat keine Relevanz flur die Aktivierung der IFN-Antwort haben. Mégliche Ursache
hierfur kdnnte sein, dass Chien et al. ihre Ergebnisse im Rahmen von RNA-Viren nach-
weisen konnten und unser Mausmodell die Oberflachenproteine eines DNA-Virus expri-

miert.

4.2.5 Der IRF3/IRF7-Knockout fuhrt zu einer Ausschaltung des IFN-aktivierenden JAK-
STAT-Signalwegs

Die Verknipfung von IRF3 und IRF7 mit der Transkriptionsaktivierung von ISGs soll
nach der Literatur Uber den JAK-STAT-Signalweg vermittelt werden [44], [50], [152],
[153]. Die Januskinase JAK1 aktiviert dabei STAT1 und STATZ2, als Heterodimere bilden
diese mit IRF9 den Transkriptionsfaktur ISGF-3 [154] und binden an das IFN-stimulated

response elements (ISRE), was die Transkription von ISGs erméglicht [153].
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STAT1 ist ein Transkriptionsfaktor flr den sowohl in der Zellkultur, als auch im Mausmo-
dell gezeigt werden konnte, dass ein KO mit dem Verlust der Interferon-Responsivitat
einhergeht. Zudem konnte im STAT1-KO eine erhohte Sensibilitat fur pathogene virale

Infektionen gezeigt werden [152], [155].

Dem entsprechend zeigte sich in unserem Mausmodell, dass STAT1 und IRF9 in HBs-
transgenen Mausen im Microarray und in der qPCR verstarkt transkribiert waren. Far
STAT1 konnte auch im WB eine verstarkte Expression nachgewiesen werden. Die IRF-
KO-Gruppen wiesen gegensatzlich sowohl im Microarray als auch in der gPCR eine sig-
nifikante Herunterregulation von STAT1 und IRF9 auf. Ebenfalls im WB konnte hier eine
verminderte Expression und Phosphorylierung von STAT1 in den KO-Gruppen gezeigt

werden.

Als Schlussfolgerung hieraus muss gelten, dass im HBs-transgenen Mausmodell die Ak-
tivierung der Interferon Response Uber IRF3 und IRF7 vermittelt ist. Die zentrale Funk-
tion von IRF3 und IRF7 ist bereits fur diverse virale Erreger Uberprift [66], [45], [75], [60],
[156]. Im Mausmodell konnte unter anderem im Rahmen der Influenza-A-Infektion ge-
zeigt werden, dass durch einen IRF3/IRF7-KO die IFNa und IFNB-Antwort vollstandig
ausgeschaltet war [109]. Im hier gezeigten Mausmodell konnte im Sinne eines Proof of
Principle bestatigt werden, dass IRF3 und IRF7 auch im HBs-transgenen Mausmodell
die zentralen Aktivatoren der JAK-STAT vermittelten ISG-Aktivierung sind.

4.3 DER EINFLUSS DES IRF 3/7-KNOCKOUTS AUF
IMMUNOLOGISCHE SIGNALTRANSDUKTION

4.3.1 Die Verknupfung von IRF und Akuter-Phase-Reaktion

Die Akute-Phase-Reaktion als orchestrierte Antwort auf Gewebsschadigung, Entzin-
dung und Infektion findet vor allem Uber die Aktivierung von Akute-Phase-Proteinen statt
[157]. Die Mehrzahl der akuten-Phase-Proteine wird dabei in Hepatozyten synthetisiert.
Je nach Abfall oder Anstieg der Plasmakonzentration wird von positiven oder negativen
Akute-Phase-Proteinen gesprochen [158]. So zeigt beispielsweise Interleukin 6 Leber-
zell-protektive Eigenschaften, wahrend fir TNFa eine Funktion in der Apoptoseinduktion
im Rahmen chronischer Lebererkrankungen nachgewiesen werden konnte [159], [160].
Grundsatzlich gilt, dass virale Infektionen im Vergleich mit bakteriellen eine relativ milde
Akute-Phase-Reaktion zeigen, diese wird dann vor allem Uber freigesetzte Interferone
gesteuert [157], [161].

79



DISKUSSION

In der Auswertung des Microarray zeigten sich fir unser Mausmodell die beiden Akute-
Phase-Proteine Metallothionein-II (MT2) [162] und Serum-Amyloid-A (SAA) [163] signi-
fikant im KO reguliert. Sowohl MT2 als auch SAA waren im KO herunterreguliert, im TG-
KO interessanterweise im Vergleich mit TG heraufreguliert. Dies lasst eine kompensa-
torische Induktion der akuten Phase bei Vorliegen von HBs-Transgenitat und gleichzei-

tigem KO von IRF3/7 vermuten.

In der Uberpriifung der Regulation von SAA1 in der gPCR konnten die Ergebnisse des
Microarray nicht bestatigt werden. Im Vergleich von MA und qPCR ist grundsatzlich zu
beachten, dass es bei der durch uns durchgeflihrten RNA-Isolierung zu einer Degradie-
rung kommen kann, weshalb nur wenige vollstandige Transkripte vorliegen und entspre-
chend weniger im MA detektiert werden kann. Gleichzeitig kann — abhangig vom Geno-

typ — eine unterschiedliche Stabilitat der RNA vorliegen.

Die Verknupfung von akuter Phase und Interferon Response legt in der Theorie einen
Einfluss durch den IRF-KO nahe, weswegen eine fortfiihrende Uberpriifung mittels wei-

terer Methodik von Interesse sein dirfte.

4.3.2 Cell Stress Signaling — Assoziation von IRF und Trex1

Zur Uberprifung des Einflusses eines IRF3/7-KO auf das Cell Stress Signaling wurden

NUPR1, Sucnr1 und Trex1 als Zellstress-assoziierte Gene auf Regulation tberpruft.

NUPR1

Das durch Zellstress induzierbare NUPR1 (s. Abbildung 33) wird sowohl als potentieller
Aktivator als auch Inhibitor maligner Prozesse beschrieben [164], [165], [166]. In der
Uberpriifung von MA-Datensétzen konnten Emma et al. zeigen, dass NUPR1-Tran-
skript-Levels in Leberzirrhose und Leberzelldysplasie im Vergleich mit normalem Leber-
gewebe erniedrigt waren, wahrend sich in HCC-Geweben eine erhdhte Expression
zeigte [164]. Des Weiteren wurde gezeigt, dass der NUPR1/RELB/IER3/RUNX2-Signal-
weg essenziell fur die Hepatokarzinogenese ist. Der im Rahmen des HCCs bereits the-
rapeutisch angewandte Multikinaseinhibitor Sorafenib zeigt bei vorliegendem RUNX2-
KO eine erhdhte Sensitivitat [164]. Fur einen direkten NUPR1-KO konnten zudem eine
Inhibition von Zellwachstum, Migration und eine Invasion von HCC Zellen nachgewiesen
werden [164].

In unserem Modell war NUPR1 wie zu erwarten im Microarray in TG und zudem auch in

TG-KO stark in der Expression erhdht. Gleichzeitig war der KO im Vergleich von TG und
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TG-KO ohne signifikanten Einfluss. In der Uberpriifung mittels gqPCR war die durch HBs-
Transgenitat bedingte verstarkte Expression signifikant. Die in der PCR angedeutete
Herunterregulation im Vergleich von TG und TG-KO erwies sich als nicht signifikant.
Grundsatzlich scheint zu gelten, dass die HBs-Akkumulation ein Aktivator der NUPR1-
Expression ist, die durch HBs letztlich verursachte Zirrhose also zumindest teilweise
NUPR1-vermittelt zu sein scheint [164].

Sucnr1

Sucnr1, ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor, kommt in der Leber nur in ruhenden HSC
vor [167]. Eine nachgewiesene Herunterregulation von Sucnr1 bei Aktivierung der HSC
[168] lasst auf eine Funktion als friiher Detektor hepatischen Stresses bzw. hepatischer
Gewebsschadigung schlieRen. Die im MA gezeigte Heraufregulation im KO konnte in
der gPCR nicht bestatigt werden. Die gezeigte Herunterregulation in TG-KO konnte nur
tendenziell in der gPCR nachgewiesen werden. Eine Aussage bezlglich des Einflusses
von TG und KO auf Sucnr1 ist deshalb nicht zu treffen. Da Sucnr1 vor allem ein Marker
des hepatischen Stresses ist, kann vermutet werden, dass ein hepatischer Schaden v.a.
in TG zum Zeitpunkt der Untersuchung noch ohne detektierbare Auswirkung auf Sucnr1

ist.

Trex1

Trex1, eine Exonuklease mit negativer regulatorischer Funktion im Rahmen zytosoli-
scher DNA-Detektion, wurde bisher vor allem in Zusammenhang mit der Degradierung
zytosolischer ssDNA zur Pravention von inflammatorischer Immunaktivierung beschrie-
ben [169]. Zudem ist eine Assoziation von Trex1-Mutationen mit autoinflammatorischen
Erkrankungen bekannt [170]. Durch Hasan et al. wurde es als potentieller Interferon-
unabhangiger Regulator antiviraler Gene beschrieben [171]. In Abhangigkeit von STING,
TBK1, IRF3 und IRF7 wiesen nicht infizierte Trex1”~ Zellen IFN-unabhéngige Aktivierung
von ISG-Untergruppen auf [171]. In unserem IRF3/7-Doppelknockout zeigte sich Trex1
im Microarray durch TG heraufreguliert, und in TG-KO herunterreguliert, was in der
gPCR bestatigt werden konnte. Die in TG vorliegende zytosolische DNA kann als ur-
sachlich fur die Heraufregulation der Exonuklease Trex1 vermutet werden. Die Herun-
terregulation im TG-KO spricht daflr, dass wahrscheinlich eine Verknupfung von Inter-
feronantwort, IRF und Cell Stress Signaling Uber Trex1 vorliegt und IRF3 und IRF7 es-
sentielle Induktoren von Trex1 sind. Die beschriebene Assoziation von IRF3 und IRF7

mit Trex1 kann somit in unserem Mausmodell bestatigt werden [171].
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4.3.3 Der IRF 3/7-Knockout zeigt keinen direkten Einfluss auf die
Unfolded Protein Response

Die Unfolded Protein Response, verursacht durch zytosolische Akkumulation von Pro-
tein, ist im Falle der CHB durch die Ansammlung von HBs getriggert [22]. Da flr unser
Mausmodell gezeigt wurde, dass durch den KO keine Anderung im HBs-Expressions-
muster nachzuweisen ist (s. Abbildung 12 und 13), sollte folglich der KO keine Verande-
rung der UPR bedingen. Zur Kontrolle des Einflusses wurden die UPR-assoziierten Sig-

nalkaskaden auf Regulation tberpruft.

PERK-elF2a-Signalkaskade

In der Uberprifung der PERK-elF2a-Signalkaskade der UPR zeigte sich im Western Blot
eine geschlechtsabhangige Aktivierung von PERK. Mannliche TG-KO Mause wiesen
eine reduzierte Phosphorylierung im Vergleich mit TG Mausen auf. Das durch PERK
phosphorylierte elF2a wiederum war in mannlichen TG-KO Mausen verstarkt phospho-
ryliert. Erklarend hierfir kdnnte eine geschlechtsspezifische alternative Aktivierung von
elF2a unabhéangig von PERK, mit durch negatives Feedback reduziert aktiviertem PERK
sein. Eine solche geschlechtsabhangige Regulation ist bisher nicht in der Literatur be-
schrieben. Gleichzeitig zeigten sich fiur CHOP als Downstream-Effektor von PERK und

elF2a keine geschlechtsspezifischen Unterschiede in der Aktivierung.

Die HBs-transgenen Mausgruppen wiesen fur ATF3 und CHOP eine Heraufregulation
auf. Vergleichend zeigte sich kein signifikanter Einfluss durch den IRF-KO. ATF3, das
zur Aktivierung von CHOP beitragt und als Transkriptionsfaktor fir die Targets der
PERK-elF2a-Signalkaskade gilt [172], war durch den KO weder in der gPCR noch im
Western Blot signifikant beeinflusst. CHOP als Downstream-Effektor der PERK-elF2a-
Kaskade wurde durch TG aktiviert. Der KO wies weder in gqPCR, WB noch in der IHC
signifikanten Einfluss auf die Expression auf. Dies bestatigt zum einen, dass die HBs-
Transgenitat mit einer Aktivierung von an der UPR beteiligtem ATF3 [172], [173], [172]
und CHOP einhergeht [22], [174], zum anderen aber auch, dass der KO keinen Einfluss
auf die Proteinakkumulation und die dadurch bedingte Aktivierung der UPR zu haben

scheint.

Bei der Uberpriifung des als inhibitorischer Regulator der UPR diskutierten P58IPK (s.
Abbildung 29) [175] zeigte sich zum einen, dass das HBs-Transgen keinen Einfluss auf
die Inhibition der UPR hat. Gleichzeitig wies sowohl der KO als auch TG-KO eine Re-
duktion der Inhibition der UPR auf, aufgrund dessen inhibitorischer Funktion eine Ver-

starkung der UPR als Konsequenz verursacht werden muss. Dies kénnte damit zusam-
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menhangen, dass das durch P58IPK negativ regulierte elF2AK2 durch Interferone indu-
ziert wird [175]. Die durch den KO bedingte Ausschaltung der IFN Response wirde ent-
sprechend elF2AK2 vermindern, weswegen PS8IPK als negativer Regulator von
EIF2AK2 herunterreguliert ware. Zur weiteren Verifizierung dieses Ansatzes der Regu-

lation kdnnte die Aktivierung von EIF2AK2 uberpruft werden.

4.4 TUMORNACHWEIS

Fir die HBs-Mauslinie ist eine Tumorgenese bei fortschreitender Leberpathologie be-
kannt und beschrieben, Chisari et al. konnten zeigen, dass die durch hohe HBsAg-Spie-
gel verursachte hepatozellulare Schadigung, gefolgt von Hyperplasie, schlie3lich zu Ne-
oplasien fuhrte [91]. In der histologischen Untersuchung der TG-KO Mauslinien fiel in
der HE-Farbung lediglich eine Maus mit einer fokalen Hyperplasie auf. Die hier beschrie-
bene mannliche Maus ist mit einem Alter von 12 Wochen fir das Auftreten eines Tumors
relativ jung. Regelhaft zeigen sich Tumoren in diesem Mausmodell meist erst zum Zeit-
punkt der 38. Woche. Die in der Pathologie der TG-KO vermehrt vorgefundenen GGH
wurden in der Literatur bereits als praneoplastische Lasionen beschrieben [176] und
kénnen auch hier als Ursache bzw. Tumorvorlauferzellen diskutiert werden. Zur genau-
eren Beurteilung und Bestimmung der Dignitat muss eine Bestimmung des zellularen
Ursprungs durchgefiihrt werden. Fir das Vorliegen eines Karzinoms wiirde dabei spre-
chen, dass die Untersuchungen von Chisari et al. ein haufigeres Auftreten von Karzino-
men in mannlichen Mausen zeigen konnten, wahrend Adenome in etwa gleich haufig

verteilt waren [91].

4.5 LIMITATIONEN DES MAUSMODELLS

Der fur alle Mauslinien verwendete genetische Hintergrund-Mausstamm BALB/c zeich-
net sich immunologisch dadurch aus, dass er im Vergleich mit C57BL/6 zu einer starke-
ren Leberschadigung und Fibrosierung neigt [22]. Da es in dem von uns verwendeten
Mausmodell bereits postpartal zur Aktivierung des Promotors der HBs-Transgene
kommt, werden die Antigene bereits synthetisiert bevor das Priming des Immunsystems
stattfindet. Hierdurch wird das Fremdprotein als kdrpereigen akzeptiert, folglich keine
Immunantwort auf das eigentliche Pathogen entwickelt wird. Dies ermdglicht selektiv die
Erforschung direkter Effekte der HBV-Oberflachenproteine im in-vivo Modell. Gleichzei-

tig geht dies mit einer Limitierung der Aussagekraft der Ergebnisse einher, da die Uber-

83



DISKUSSION

tragung der Ergebnisse auf den menschlichen Organismus nur bedingt moglich ist. Zu-
dem muss kritisch bedacht werden, dass im angewandten Mausmodell nur ein Knock-in
der HBV-Oberflachenproteine vorliegt. HBc ist nicht Bestandteil des Transgens, HBx

wird nur im geringen Mal} exprimiert.

Weiterhin relevant ist, dass es sich beim Genotyp des HBV-Knock-ins um den Genotyp
D handelt, wodurch die Aussagen in Bezug auf das Mausmodell nicht ohne Weiteres auf
alle HBV-Genotypen Ubertragen werden kénnen. Die Wirksamkeit der IFN-Therapie ist
nachweislich vom Genotyp des Virus abhangig [8], entsprechend ist die Aussagekraft
bezlglich der immunologischen Auswirkungen eines IRF3/7-Doppelknockouts damit

eingeschrankt.

46 LIMITATIONEN DER STUDIE

Die dargestellten und analysierten Ergebnisse basieren auf der Arbeit mit Mausen, die
zum Zeitpunkt der Untersuchung 12 Wochen alt waren. Zwar liegt zu diesem Zeitpunkt
in HBs-transgenen Mausen bereits eine deutliche Hepatitis vor, dennoch ist fur eine aus-
sagekraftigere Bewertung des TG-KO Mausmaodells eine Untersuchung zu weiteren Zeit-
punkten nétig. Die Entwicklung von signifikanter Fibrose und Neoplasien liegt erfah-
rungsgemal bei einem spateren Zeitpunkt. Zur definitiven Beurteilung des Einflusses

des IRF3/7-KO sind hierfir weitere Analysen mit alteren Mausen nétig.

4.7 AUSBLICK

Bis heute sind die Infektion und vor allem der Verlauf einer Hepatitis B-Infektion nur un-
zureichend verstanden. Die Interferon-basierte Therapie ist dabei auch eine aktuelle leit-
linengerechte Therapieoption [27], [33], zeigt sich in ihrer Effizienz aber als einge-
schrankt und vom HBV-Genotyp abhangig [27]. Im Rahmen der PEG-IFN Therapie
konnten bei HBeAg positiven Patienten nach 12-monatiger Behandlung eine Serokon-
version fur 32 % der Patienten nachgewiesen werden [177], [178]. Fir HBeAg negative
Patienten konnte eine Reduktion der HBV-DNA-Kopienzahl von <2000 IU/ml in 23% der
Falle 5 Jahre nach einer 48-wdchigen Therapie mit PEG-IFN gezeigt werden [179].

Das in der vorliegenden Arbeit erstmalig beschriebene Mausmodell erméglicht Gber den
KO der Interferon-regulierenden Faktoren 3 und 7 eine genauere Untersuchung und da-
mit ein besseres Verstandnis fur die Funktion von Interferonen im HBs-transgenen

Mausmodell.
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Es konnte gezeigt werden, dass der IRF-KO die Interferon Response im HBs-transgenen
Mausmodell inhibiert, Interferon-stimulierte Gene waren in ihrer Expression reguliert o-
der inhibiert. Hier war zudem interessant, dass eine Reihe von Genen, die bisher nicht
als durch Interferon reguliert beschrieben wurden, eine durch den KO bedingte Regula-

tion aufwiesen.

Das beschriebene Mausmodell ermdglicht somit die Identifizierung von Interferon-regu-
lierten Genen, die an der Immunantwort im Rahmen einer HBV-Infektion beteiligt sind
und in einem weiteren Schritt die Untersuchung auf deren spezifische Funktion im Hin-

blick auf Karzinogenese und Inflammation.

Ob durch gezielte Inhibition von ISGs ein mdglicher neuer Ansatz fiir die Therapie der
chronischen Hepatitis B besteht - unter anderem konnte eine Reduktion von der HBV-
Replikation mittels Inhibition von USP18 gezeigt werden [120] - sollte die Grundlage fur

weitere Versuchsreihen sein.
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9.ZUSAMMENFASSUNG

257 Millionen Menschen sind Schatzungen zufolge weltweit an einer chronischen Hepa-
titis B erkrankt. Folgeerkrankungen und deren Komplikationen (z.B. Leberzirrhose und
hepatozellulares Karzinom) fiihren dabei zu einem jahrlichen Versterben von nahezu
900.000 Menschen. Die Immunantwort auf eine Infektion mit dem HBV wird vor allem
uber Interferone gesteuert. Einer der Therapieansatze zur Behandlung der chronischen
Hepatitis B basiert aufgrund dessen auf Interferon-alpha, zeigt dabei aber nur bei einem
Bruchteil der Behandlungen eine klinische Verbesserung in Form von Heilung bzw. Se-

rokonversion.

In dieser Arbeit wurde im Mausmodell die Rolle der Interfon-regulierenden Faktoren 3
und 7 im Rahmen der transgenen Uberexpression von HBV-Oberflachenproteinen ana-
lysiert. Als zentrale Transkriptionsfaktoren der Modulation der Interferon-Antwort sollte
durch einen IRF3- und IRF7-Doppelknockout in einem HBs-transgenen Mausmodell
uberprift werden, ob durch den KO die Interferon-Antwort reduziert bzw. ausgeschaltet
wird und welche Konsequenzen sich daraus fur Interferon-stimulierte Gene ergeben. Zu-
dem wurde untersucht, inwieweit sich eine durch den KO bedingte Veranderung der Pa-

thologie am Mausmaodell der HBs-Uberexpression (sogenannte Chisari-Maus) zeigt.

Leber- und Serumproben von 12 Wochen alten BALB/c-Mausen der vier experimentellen
Gruppen Wildtyp (WT), HBs-transgen (TG), IRF3/7 Knockout (KO) und TG-KO wurden
mittels klinischer Laborparameter, Microarray-Analyse und qPCR, sowie im Western Blot

und mittels Leber-Histologie vergleichend analysiert.

Es konnte im Microarray nachgewiesen werden, dass durch das Ausschalten von IRF3
und IRF7 im HBs-transgenen Mausmodell die Expression von ISGs reduziert wird. Die
Ergebnisse lieen sich in der gPCR und teilweise auch im Western Blot verifizieren. Von
besonderem Interesse waren dabei Tiam2, Dbp, Crym, Cyp4a14 und Hbb-b2, fir die
bisher keine Interferon-Stimulation beschrieben wurde und die somit eventuell neue An-
satzpunkte einer Therapie darstellen kénnten. Uberpriifte Serum-Marker, insbesondere
IP10 und TIMP1 wiesen deutlich verminderte Konzentrationen durch den KO auf. Die
Analyse der Lebertransaminasen und der Histologie zeigten in der Uberprifung der
Mauslinien keinen signifikanten Unterschied, was durch den mit 12 Wochen relativ fru-

hen Untersuchungszeitpunkt erklarbar ist.
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Wir untersuchten weiter, inwieweit die Interferon-Antwort im Rahmen der HBs-Uberex-
pression an der Pathogenese beteiligt ist, da das Ausschalten der Interferon-Antwort

durch den KO keine relevante Veranderung der Leberhistologie verursachte.

Das neu etablierte Mausmodell ermdglicht schlussendlich die in vivo Untersuchung der
Einflisse von IRF3 und IRF7 bei HBsAg-Transgenitat und somit die Uberpriifung der

Rolle von Interferonen im Rahmen des Verlaufes einer chronischen Hepatitis B.

Eine gezielte Antagonisierung einzelner ISGs zur Verbesserung des Outcomes einer
Interferon-Therapie ist fur das vorgestellte Mausmodell wegweisend. Die weitere Unter-
suchung der Mauslinie zu spateren Zeitpunkten (26 Wo, 52 Wo) wird zeigen, inwieweit
im Rahmen der chronischen HBs-Uberexpression die Inhibition von ISGs neue thera-

peutische Ansatzpunkte darstellen kann.
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6. SUMMARY

257 Million people in the world are estimated to be living with Chronic Hepatitis B infec-
tion. Subsequent mortality rates due to associated long term consequences and compli-
cations are close to 900.000 per year. Upon infection with the Hepatitis B virus, a key
element in the systemic immune response is the interferon response. Treatment of
Chronic Hepatitis B therefore includes interferon-alpha as one of the available options,

yet interferon-alpha therapy only leads to clinical improvement in a minority of patients.

Here we introduce a new mice model established to analyze the function of Interferon-
regulating Factor 3 and 7 in Chronic Hepatitis B. Both IRF3 and IRF7 are transcription
factors with a key role in modulating the interferon response; thus an IRF3/7 double
knockout in HBs-transgenic mice was created to analyze if the knockout would reduce
or eliminate interferon response and the subsequent influence on Interferon-stimulated
Genes. Furthermore, we explored the influence on general pathology of Chronic Hepa-
titis B.

To compare effects, liver and serum samples of wildtype (WT), HBs-transgenic (TG),
IRF3/7 KO (KO) and TG-KO mice, all 12-weeks-old and of BALB/c genetic background,
were comparatively analyzed via Microarray, gPCR and Western blot, and by histological

staining and liver-enzyme measurement.

Microarray results showed that the knockout of IRF3 and IRF7 in HBs-transgenic mice
led to reduction of ISG expression. The results could be verified in qPCR and partially in
Western blot analysis. Of special interest were Tiam2, Dbp, Crym, Cyp4a14 und Hbb-
b2, genes which until now have not been described as Interferon-regulated genes. Fur-
ther investigation might reveal their role and maybe even therapeutic potential. The ma-
jority of analyzed serum cytokines, particularly IP10 and TIMP1 were also down-regu-
lated. Concerning liver enzymes and general histological pathology, no significant influ-
ence of KO in TG was detected. As the chosen age of examination was rather early,
further experiments are needed to follow up the influence of an IRF3/7 KO on HBV-

related hepatic Inflammation.

We furthermore analyzed the involvement of Interferon-Response in the pathogenesis
of HBs expression, as the IRF3/7 KO and its subsequent deactivation of an IFN response

neither aggravated nor ameliorated hepatic pathology.
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Our established mice model allows the in vivo exploration and analysis of the function of
IRF3 and IRF7 in HBs-transgenic pathogenesis, and thus the role of interferon in the

course of chronic Hepatitis B.

In Hepatitis B, antagonization of certain ISGs could already be shown to improve the
outcome of interferon-therapy, which gives an impression of the potential clinical rele-
vance of our model. Further/follow-up investigations at later times of examination will

show the extent to which inhibition of ISGs might offer new therapeutic approaches.
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