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Einleitung

1 Einleitung

Die Leber ist das grofte innere Organ im menschlichen Korper und erfullt viele ver-
schiedene essentielle Funktionen zur Aufrechterhaltung der Homdostase des gesam-
ten Organismus. Die Leber besitzt sowohl exokrine als auch endokrine Sekretions-
funktionen und ist das zentrale Stoffwechselorgan des Korpers als Speicher- und
Syntheseort fur Glukose, Fette und Vitamine. Aul3erdem ist sie der zentrale Synthe-
seort von Plasmaproteinen und dient der Entgiftung des Korpers durch Abbau und
Ausscheidung von Giftstoffen und Stoffwechselendprodukten (McCuskey, 2012).

Um diese lebensnotwendigen Aufgaben erflllen zu kdnnen, besitzt die Leber nicht
nur grofe funktionelle Reserven, sondern verfugt dariber hinaus Uber eine auler-
gewohnliche Regenerationsfahigkeit. So kann beim Menschen nach Resektion von
Lebergewebe innerhalb weniger Wochen die vollstandige Wiederherstellung der ur-
sprunglichen LebergroRe und -funktion beobachtet werden (Fausto, 2001). Beim
klassischen Tiermodell der partiellen Hepatektomie (PHx) der Ratte oder der Maus
kommt es nach Resektion von zwei Dritteln des Lebergewebes zu einer nahezu voll-
standigen Regeneration der Gewebemasse innerhalb von einer Woche. Dieser Re-
generationsprozess ist durch eine kompensatorische Hyperplasie der reifen, voll dif-
ferenzierten, ruhenden Leberparenchymzellen (Hepatozyten) gekennzeichnet
(Fausto et al., 2006; Michalopoulos, 2007; Taub, 2004). Diese einzigartige Regene-
rationsfahigkeit der Leber ist in der Humanmedizin zum Beispiel nach Leberresektio-
nen oder auch nach akuten oder chronischen Schaden von groRer Bedeutung. Ein
besseres Verstandnis der molekularen Mechanismen, welche die Leberregeneration
steuern, ist essentiell, um bestehende Therapien nach verschiedenen Schadigungen
des Organs zu erweitern und neue Therapieansatze zu entwickeln. Insbesondere die
Identifizierung von intra- und extrazellularen Signalen und Signalwegen, welche die
Zellteilung der ruhenden Hepatozyten steuern, sind daher schon lange Gegenstand
intensiver Forschung. In den letzten Jahrzehnten wurden zahlreiche Prozesse, wie
metabolische Stimuli, die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, aber auch ein Zyto-
kinnetzwerk beschrieben, welche die Leberregeneration nach partieller Hepatektomie
steuern. Aus diesen Ergebnissen ist ein hypothetisches Drei-Phasen-Modell der Le-
berregeneration entstanden: In diesem Modell folgt auf eine Initiierungsphase (Pha-
se 1), in der die Hepatozyten zur Regeneration angeregt werden, die eigentliche
Phase der Zellteilung (Phase 2), wobei in Phase 3 der Regenerationsprozess kon-
trolliert terminiert wird (Fausto, 2000; Taub, 2004). Bereits vor mehr als 15 Jahren
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wurde erstmals die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB, bestehend aus den
NF-kB Untereinheiten RelA/p65 und p50, als frihes intrazellulares Ereignis nach
PHx beschrieben (Cressman et al., 1994). Der NF-xB Signalweg steuert als Tran-
skriptionsfaktor so entscheidende Prozesse wie Entzindung, Entwicklung, Prolifera-
tion und Apoptose durch die Regulation seiner Zielgene (Ghosh et al., 1998; Karin et
al., 2005). Trotz vieler weiterfuhrender Untersuchungen ist die Rolle von NF-xB in
der Leberregeneration nach PHx bis heute widerspruchlich. In frihen Studien wurde
eine essentielle Funktion von NF-xB in den Hepatozyten fur die Proliferation nach
PHx beschrieben (limuro et al., 1998; Yamada et al., 1998). Daneben entwickelte
sich die Hypothese einer vor allem zytoprotektiven Funktion von NF-xB in Hepatozy-
ten (Chaisson, 2002; limuro, et al., 1998; Yang et al., 2005), wobei NF-kB eine es-
sentielle Rolle in Nicht-Parenchymzellen fur die Initierung der Leberregeneration
durch Steuerung einer Zytokinantwort zugeschrieben wird (Maeda et al., 2005; Yang,
et al., 2005).

In vorliegender Arbeit wurden in einem genetischen Ansatz zwei Mausmodelle be-
nutzt, in denen die transaktivierende NF-kB Untereinheit RelA/p65 entweder spezi-
fisch in Hepatozyten (Rela™ AlbCre-Mauslinie) oder aber in allen Leberzellen inklusi-
ve Nicht-Parenchymzellen (RelaF/FMxCre-Mauinnie) inaktiviert werden kann, um mit
diesem genetischen Ansatz die widerspruchliche Datenlage zur zellspezifischen Rol-

le von NF-xB in der Leberregeneration nach PHx zu klaren.

1.1 Anatomie der Leber

Die menschliche Leber wird funktionell nach der Aufteilung der Pfortader in acht Le-
bersegmente eingeteilt. Die Mikroarchitektur kann morphologisch als polygonales
Zentralvenen-Lappchen mit einer Zentralvene als Mittelpunkt und jeweils einer Glis-
son-Trias (Pfortader-, Arterien- und Gallengangsast) in den aufleren Ecken be-
schrieben werden. Daneben bestehen einige funktionelle Einteilungen der Mikroar-
chitektur der Leber. Ein funktionelles Modell stellt der Leber-Azinus dar. Dieser hat
einen Portaltrakt als Achse, der auf die Zentralvene zulauft. Dieses Modell teilt nach
dem Nahrstoff- und Sauerstoffgradienten von der Basis zur Peripherie die Azini in
drei funktionelle Zonen ein (Zone I-ll) (Rappaport, 1973).

Die Hepatozyten als Parenchymzellen der Leber machen mit etwa 80% aller Leber-
zellen die Hauptmasse des Organvolumens aus und erfullen die meisten der ver-

schiedenen leberspezifischen Funktionen. Als epitheliale Zellen besitzen sie eine
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klare Polarisation und sind in Strangen angeordnet. Sie formen mit ihrer basalen
Oberflache zusammen mit den Endothelzellen den sogenannten Disse-Raum. Hier
erfolgt der Austausch von Stoffen zwischen den Hepatozyten und dem Blutplasma.
Die apikale Oberflache zwischen den Hepatozytenstrangen bilden die Gallengangs-
kanalikuli, in welche die gebildete Galle sezerniert wird und von dort in die Gallen-
gange abgeleitet wird (McCuskey, 2012). Hepatozyten besitzen haufig zwei Zellkerne
mit mehreren prominenten Nucleoli. Manche Nuclei sind zusatzlich noch polyploid
und dann auch proportional groRer als andere. Ursachlich hierfur wird eine rekurrie-
rende toxische Schadigung diskutiert (Anatskaya et al., 1994). Die Veranderungen
sind aber moglicherweise auch einfach nur Ausdruck der hohen Anforderungen an
die Syntheseleistung der Hepatozyten (Vinogradov et al., 2001).

Die restliche Lebermasse wird vor allem durch die im sinusoidalen Raum gelegenen
Nicht-Parenchymzellen (Kupffer-, Stern-, Pit- und Endothelzellen) gebildet. Kupffer-
Zellen sind ungleichmalig geformte Gewebsmakrophagen und liegen luminal der
Wand der Sinusoide an. Sie phagozytieren Stoffe und Pathogene aus dem Blut, se-
zernieren Mediatoren und toxische Stoffe, die der Abwehr und Gewebsintegritat die-
nen (Wisse et al., 1996). Die sinusoidalen Endothelzellen bilden das fenestrierte En-
dothel hin zum Disse-Raum (Blouin et al., 1977). Sie haben verschiedene sekretori-
sche Funktionen (Sekretion von u.a. Interleukin-1, Interleukin-6 und Prostaglandinen)
und erflllen ebenso eine wichtige Rolle bei Immunabwehr und verschiedenen patho-
physiologischen Zustanden (van Oosten et al., 1995). Stern-Zellen (auch Stellate-
oder Ito-Zellen genannt) befinden sich im Disse-Raum und speichern fettlosliche Vi-
tamine. Sie haben eine wichtige Funktion in der Regulation des Blutflusses in den
Sinusoiden und spielen eine entscheidende Rolle bei der Pathogenese der Leberzir-

rhose als Hauptsynthesequelle von Kollagen (Gressner, 1994; Rockey, 2001).

1.2 Mythologie und Geschichte der Leberregeneration

Die auRergewohnliche Fahigkeit der Leber zur Regeneration ist schon lange bekannt.
Haufig wird in diesem Zusammenhang auch die griechische Mythologie mit der Be-
strafung des Prometheus zitiert. Als Prometheus das Feuer des Olymp gestohlen
und den Menschen gebracht hatte, liel3 Zeus ihn an das Atlasgebirge fesseln und ein
Adler verzehrte jeden Tag einen Teil seiner Leber als Bestrafung. Die Leber des un-
sterblichen Titan wuchs jede Nacht nach, und die Bestrafung konnte sich wiederho-

len bis Prometheus durch Heracles befreit wurde (Aeschylus, 1990) (Abbildung 1,
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linkes Bild). Als zweites, weniger gelaufiges Beispiel aus der griechischen Mythologie
ist die Bestrafung des Sunders Tityos, einem Sohn des Zeus mit Elara zu nennen.
Der erdgeborene Riese Tityos wurde, nachdem er versucht hatte, die schone Leto zu
vergewaltigen, von deren Kindern Apollon und Artemis Uberwaltigt und zur Bestra-
fung in den Tartaros verbannt. Dort fressen seither zwei Geier an seiner stets nach-
wachsenden Leber (Abbildung 1, rechtes Bild) (Tiniakos et al., 2010). Es besteht je-
doch reger Diskurs daruber, ob diese Sagen medizingeschichtlich auf tatsachliches
Wissen der alten Griechen uber die Regenerationsfahigkeit der Leber hindeuten
(Chen et al.,, 1994), oder doch eher im Ubertragenen Kontext zu bewerten sind
(Power et al., 2008). Trotz dieser aus dem heutigen wissenschaftlichen Kenntnis-
stand prinzipiell richtigen Beschreibungen der Regenerationsfahigkeit der Leber gibt
es keinen Beweis fur eine Kenntnis der alten Griechen Uber die Leberregeneration.
Vielmehr ist medizingeschichtlich die Fahigkeit der Leber zur Regeneration erst seit
einem Jahrhundert wissenschaftlich belegt (Power, et al., 2008; Tiniakos, et al.,
2010).

Abbildung 1: Prometheus und Tityos

Linkes Bild: ,Prometheus Bound® von Peter Paul Rubens 1618 (Philadelphia Museum of Art). Rechtes
Bild: “Tityos” by Tiziano Vecellio (Tizian) 1548-1549 (Madrid, Museo del Prado, Deckengemalde aus
SchloR Binche (Flandern), vor 1566 transferiert).

Einen Meilenstein zur Erforschung der Leberegeneration erbrachte das von Higgins
und Anderson 1931 an Ratten etablierte 2/3-Hepatektomiemodell. Die Resektion er-
folgte in diesem Modell mittels einer einzigen Ligatur um den gemeinsamen Ur-

sprung zweier Leberlappen. Hier konnte nach Resektion des Mittellappens (ML) und
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des linken Leberlappens (LLL), die gemeinsam rund 70% des Lebergewebes bei
Ratten ausmachen, eine komplikationslose Leberregeneration durch das verbleiben-
de Gewebe innerhalb von 7-14 Tage gezeigt werden (Higgins, 1931). Dies war ein
grolRer Fortschritt, da es hier im Vergleich zu chemischen Hepatotoxinen wie zum
Beispiel dem Kohlenstofftetrachlorid (CCls) zu keiner groReren Gewebsschadigung

oder Entzindung des verbleibenden Gewebes kommt (Michalopoulos et al., 1997).

1.3 Bedeutung der Leberregeneration in der Klinik

Lebererkrankungen weisen weltweit eine steigende Pravalenz auf, stellen eine haufi-
ge Todesursache dar und verursachen hohe finanzielle und soziale Kosten (Rockey
et al., 2012). Vom klinischen Standpunkt ist daher das Verstandnis der molekularen
Mechanismen der Leberregeneration von groRem Interesse, um neue Therapiestra-
tegien bei akuten und chronischen Lebererkrankungen zu entwickeln.

Ahnlich wie bei Maus oder Ratte kommt es beim Menschen in den ersten 7 Tagen
nach Resektion von Lebergewebe zu einer massiven Proliferation des restlichen Le-
bergewebes. Hier scheint die Regeneration denselben Mechanismen wie im Tiermo-
dell zu folgen, auch wenn beim Menschen die Ausgangsgrof3e der Leber erst ein bis
drei Monate nach Resektion erreicht wird (Fausto, 2001). Somit sind Erkenntnisse
aus den PHx-Tiermodellen grundlegend zur Entwicklung gezielter Therapiestrategien,
um haufige Komplikationen wie das Leberversagen nach grol3en Verlusten an Le-
berorganmasse in Zukunft verhindern oder besser beherrschen zu konnen. Nicht nur
nach Traumata oder Resektion, sondern auch nach infektiosen und toxischen Leber-
schaden tritt eine kompensatorische Hyperplasie des verbleibenden Lebergewebes
auf und kann so den Verlust an Organmasse und Funktion wieder ausgleichen.
Wenn der Leberzelluntergang oder der absolute Organverlust die Kompensations-
mechanismen der Leber Ubersteigt, kommt es zu einem sogenannten Leberversagen.
Aufgrund der vielfaltigen Funktionen der Leber betreffen die Symptome den gesam-
ten Organismus. Haufig sind erst im fortgeschrittenen Stadium oder bei rasch pro-
gredienten und fulminant verlaufenden Erkrankungen Symptome zu verzeichnen
(Bernal et al., 2010; Sass et al., 2003). Neben einer Storungen der Stoffwechselleis-
tungen, einer insuffizienten Syntheseleistung mit gestorter plasmatischer Gerinnung
und Storung des kolloidosmotischen Drucks kann im fortgeschrittenen Stadium vor
allem auch die mangelnde Entgiftungsfunktion der Leber zu schwerwiegenden

Symptomen mit Entwicklung einer hepatischen Enzephalopathie fihren (McPhail et
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al., 2010).

Dies stellt zum Beispiel auch eine Grenze der Resektabilitdt von benignen und ma-
lignen Lebertumoren oder von Lebermetastasen dar. Die Resektion stellt eine mal}-
gebliche Therapieoption dar und kann zum Beispiel beim limitiert hepatisch metasta-
sierten kolorektalen Karzinom bei ausreichendem, nicht-zirrhotischen Leberrestpa-
renchym mit kurativer Intention erfolgen (Song et al., 2005). Hier kann eine deutliche
Prognoseverbesserung im Vergleich zur alleinigen chemotherapeutischen Therapie
mit einem durchschnittlichen 5-Jahres-Uberleben bei einem Drittel der Patienten er-
reicht werden. (Fong et al., 1999). Grenzen der Resektabilitat sind jedoch das beno-
tigte Restvolumen (kritische Masse) und die Regenerationsfahigkeit der Leber, mit
der Komplikation eines sogenannten Post-Hepatektomie-Leberversagens (Garcea et
al., 2009). Auch im Tiermodell zeigt sich diese Grenze bei Resektionen von Uber
70% der Lebermasse mit einer gestorten Regenerationsfahigkeit der im Verhaltnis
zur Korper-Masse zu kleinen Restleber und konsekutiv deutlich erhohter Mortalitat
(Cataldegirmen et al., 2005).

Andere chronische oder akute Schadigungen der Leber treten beispielsweise im
Rahmen von Infektionen (u.a. Virushepatitiden, hepatotrope Viren oder Bakterien,
Parabiosen), toxischen Schaden (u.a. Alkohol, Acetamninophen, Halothan, Mykoto-
xine), autoimmunen Erkrankungen (u.a. Autoimmunhepatitis, primar sklerosierende
Cholangitis) und metabolischen hereditaren Erkrankungen (u.a. Hdmochromatose, M.
Wilson, a1-Antytrypsinmangel, zystische Fibrose) auf. Die resultierenden Leberscha-
den konnen nach akutem Verlauf entweder vollig ausheilen, nach fulminantem Ver-
lauf in ein akutes Leberversagen gipfeln, oder in einem chronischen Leberschaden
mit Ausbildung einer Leberzirrhose enden. Eine Leberzirrhose ist durch eine Aufhe-
bung der Leberarchitektur, Akkumulation von extrazellularer Matrix (Fibrogenese)
und Funktionsverlust der Leber als gemeinsame Endstrecke vieler akuter oder chro-
nischer Leberschadigung gekennzeichnet. Anfangs sind bis zu 40% der Patienten
mit histologisch nachweisbarer Zirrhose klinisch asymptomatisch. Das Fortschreiten
dieser Erkrankung ist jedoch mit einer 5-Jahres-Mortalitat von Uber 50% vergesell-
schaftet (Rockey, et al., 2012). Hier verliert die Leber die Fahigkeit zur Regeneration
und die Hepatozyten scheinen ihre proliferative Kapazitat eingebuf3t zu haben. Da-
gegen sprechen die Ergebnisse serieller Transplantationen von Maushepatozyten
(Overturf et al., 1999), die zeigen, dass sich Hepatozyten mehr als 80-mal teilen

konnen. Aufgrund der mangelnden Regenerationsfahigkeit und des Funktionsverlust
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des korpereigenen Lebergewebes im Rahmen der Leberzirrhose stellt, ebenso wie
bei einem akuten Leberversagen, die Lebertransplantation die einzige rettende Opti-
on dar. Extrakorporale Leberersatzverfahren, wie die Albumin-Dialyse MARS
(Molecular Adsorbent Recirculation System) und SPAD (Single-Pass Albumin Dialy-
sis), oder durch Prometheus: mit einer Albumin-Separationsmembran (fraktionierte
Plasmaseparation und -absorption), werden nur innerhalb von Therapiestudien ver-
wendet und kdnnen die Behandlungslicke bis zu einer evil. Lebertransplantation bei
diesen Patienten bisher nicht fullen (Karvellas et al., 2007; Rademacher et al., 2011).
Die unausweichliche Lebertransplantation in dieser Patientengruppe und der Spen-
derorganmangel stellen jedoch ein grof3es Dilemma dar. Neue Transplantationsver-
fahren sind daher etabliert worden, die sich die einzigartige Fahigkeit der Leber zur
Regeneration zu Nutze machen. Bei der Leberteiltransplantation (split liver) wird ein
Leichen-Spenderorgan fur zwei Empfanger verwendet (Emre et al., 2011). Die dar-
aus resultierenden Erfahrungen ermdglichten die Lebendspende in der Lebertrans-
plantation (Kawasaki et al., 1998; Yamazaki et al., 2010). Bei diesen beiden Leber-
transplantationsverfahren kann das nach Transplantation im Verhaltnis zum Korper
des Empfangers zu kleine Organ durch kompensatorische Hyperplasie die Organ-
grolRe an die Bedurfnisse des Organismus anpassen. Es bestehen jedoch Grenzen
der Regenerationsfahigkeit bei verhaltnismalig zu kleinen Lebertransplantaten (unter
0,8 — 1% des Korpergewichts) (Fausto et al., 2005). So besteht bei zu kleinen Trans-
plantaten wie z.B. nach erweiterter Resektion (>70%) eine Storung oder gar Unfahig-
keit zur Regeneration und es kommt zu einem sogenannten small for size-
Syndrom® (SFSS), mit den Symptomen des Leberversagens und hoher Mortalitat
(Dahm et al., 2005). Neben der Organgrofde mit mangelnder Organfunktion im Ver-
haltnis zum Korpergewicht scheinen dabei eine portale Hyperperfusion und andere
pathologische Gefall- und Mikroarchitekturveranderungen ursachlich zu sein
(Gruttadauria, 2010).

Kann man durch bestimmte Proliferationsreize in Patienten mit Leberzirrhose die Le-
berfunktion wiederherstellen? Kann die Leberregeneration in Patienten nach erwei-
terter Resektion oder nach Leberteiltransplantation durch bestimmte Proliferations-
reize angestolRen und verbessert werden? Hierfur ist die Entwicklung neuer, frihzei-
tiger z.B. pharmakologischer Therapiestrategien, die auf die Regenerationsfahigkeit
der noch unbeschadigten Hepatozyten abzielt, winschenswert. Da der Einfluss

pharmakologischer Substanzen in der Regel nicht zellspezifisch ist, ist das Wissen
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um die Funktion des zu modulierenden Faktors in den einzelnen Zellen unabdingbar.
Viele auch bei Patienten nach Lebertransplantation eingesetzte pharmakologische
Substanzen haben einen inhibitorischen Einfluss auf die NF-kB Aktivitat in verschie-
denen Zellen (z.B. Cyclosporin A, Glukokortikoide, PDTC, Sulfasalazin oder Deoxy-
pergualin). Da eine Vielzahl von proinflammatorischen Stimuli NF-kB-abhangig regu-
liert wird, ist der inhibitorische Effekt dieser Substanzen auf die NF-kB-Aktivierung in
Zellen des Immunsystems im Fall einer Hyperinflammation wunschenswert. Aller-
dings kann die unspezifische Hemmung in anderen Zellen auch eine Reihe deletarer
Folgen haben. Diese Arbeit soll daher Grundlagen zum zellspezifischen molekularen
Verstandnis von NF-kB in der Leberregeneration und zur Entwicklung neuer Thera-

piekonzepte beitragen.

1.4 Molekulare Mechanismen der Leberregeneration im Tiermodell

Durch Standardisierung der partiellen Hepatektomie (PHx) bei der Ratte und Anwen-
dung dieser Methode bei der Maus steht eine gut reproduzierbare Methode zur Er-
forschung der molekularen Mechanismen der Leberregeneration zur Verfligung. Ge-
rade durch die Anwendung der PHx an zahlreichen verschiedenen genetisch veran-
derten Mausmodellen konnten in den letzten 20 Jahren verschiedene Signalwege,
welche die Leberregeneration steuern, charakterisiert werden (Cressman, et al.,
1994; Fausto, et al., 2006; Michalopoulos, 2010; Taub, 2004). Allerdings muss ein-
schrankend erwahnt werden, dass die PHx an Mausen bisher groftenteils nicht
standardisiert durchgefuhrt wurde und die unterschiedliche Anatomie in der Maus im
Vergleich zur Ratte nicht ausreichend berlcksichtigt wurde. Dies flhrte zu teils un-
einheitlichen Ergebnissen in der aktuellen Literatur. Die durch eine einzelne Ligatur
beschriebene PHx bei Ratten (Higgins, 1931) kann aufgrund der unterschiedlichen
Anatomie nicht ohne weiteres direkt auf die Maus Ubertragen werden. So besitzen
Mause im Vergleich zu Ratten eine Gallenblase. Durch Massenligatur mit nur einer
Ligatur (in Analogie zur Ratte) und Resektion von linkem Leberlappen und den Mittel-
lappen inkl. Gallenblase kommt es bei der Maus haufig zu vendser Stauung mit
Stauungsnekrosen oder Cholestase mit Galleninfarkten und begleitender Inflammati-
on. Somit kdnnen involvierte molekulare Prozesse und auch die Leberregenerations-
fahigkeit selbst beeintrachtigt sein. Bestrebungen, die technisch schwierige PHx bei
Mausen mit mehreren separaten Ligaturen als Modell zur Erforschung der Leberre-

generation zu standardisieren, sind erst kiurzlich unternommen worden (Greene et al.,
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2003; Martins et al., 2008; Mitchell et al., 2008), finden jedoch noch keine einheitliche
Anwendung. Daruber hinaus ist eine komplikationslose, reproduzierbare PHx bei
Mausen nur durch einen geubten Einsatz von mikrochirurgischen Techniken mdglich
(Martins, et al., 2008).

1.4.1 Drei-Phasen-Modell der Leberregeneration nach PHx

Anders als bei den meisten anderen Organen sind in der Leber organeigene,
stammzellartige Progenitorzellen nach PHx nicht an der Regeneration beteiligt. Die
Leber erfullt diese regenerative Leistung durch eine kompensatorische Hyperplasie
der voll differenzierten Zellpopulationen im verbleibenden Restgewebe nach PHx mit
konsekutiver VergroRerung der Restleber (Michalopoulos, et al., 1997). Dabei treten
normalerweise ruhende, voll differenzierte Hepatozyten in den Zellzyklus ein, und
kehren nach einem bis zwei Zellteilungszyklen wieder in die Ruhephase (G0-Phase)
zuruck (Sandgren et al., 1991). Die Zellteilung der restlichen Nicht-Parenchymzellen
des Lebergewebes folgt den Hepatozyten mit einigen Stunden Latenz. Dieser Pro-
zess zur Wiederherstellung der Lebermasse und Funktion kann wiederholt erfolgen
und ist streng reguliert (Fausto, 2001). Nur wenn die regenerative Kapazitat der He-
patozyten nach PHx gestort ist, kdbnnen auch stammzellartige Zellen (oval cells)
proliferieren. Diese oval cells befinden sich im Ubergangsbereich der kleinen Aste
der intrahepatischen Gallengange zu den Gallengangskanalikuli (Heeringkanale) und
konnen sowohl zu Hepatozyten als auch Gallengangen differenzieren und so das
geschadigte Lebergewebe regenerieren (Forbes et al., 2002).

Zahlreiche Zytokine, Transkriptionsfaktoren und metabolische Stimuli wurden in den
letzten beiden Jahrzehnten identifiziert, welche die Leberregeneration nach PHXx
steuern und hieraus wurde ein hypothetisches, streng reguliertes Drei-Phasen-
Modell abgeleitet. Demzufolge erfolgt in der Initiierungs- oder auch ,Priming-
Phase“ in den ersten 4-6 Stunden nach PHx eine Vorbereitung (Priming) der He-
patozyten auf den Eintritt in den Zellzyklus (Phase 1). Phase 2 beschreibt die Ereig-
nisse vom Eintritt der Zellen in den Zellzyklus bis zur Phase 3, der Beendigung oder
Terminierung der Zellteilungsereignisse (Fausto, et al., 2006; Michalopoulos, 2007).
Gemal diesem Modell erfolgt in der Initierungsphase unter Einfluss von Zytokinen
wie TNF oder IL-6 vornehmlich aus Nicht-Parenchymzellen eine rasche Aktivierung
von Transkriptionsfaktoren wie NF-kB, AP-1, C/EBPp oder STAT3 als wichtige Er-

eignisse fur ein Priming der Hepatozyten, welches die Hepatozyten maximal emp-
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findlich fur proliferative Stimuli machen soll. Darauf kommt es zu sequentiellen Ver-
anderungen der Genexpression mit mehr als 70 aktivierten Genen in der Leber. Da-
runter sind in der Initiierungsphase die sogenannten immediate early genes, wie c-
fos, c-jun, junB, c-myc und delayed genes wie bcl-XL (Fausto, 2000; Fausto, 2001;
Taub, 1996). Dieses Priming soll zur Progression der Hepatozyten von der GO- in die
G1-Phase des Zellzyklus fuhren. Ab hier beginnt eine Phase, in der die Hepatozyten
maximal sensitiv fur Wachstumsfaktoren wie dem hepatischen Wachstumsfaktor
(heptocyte growth factor, HGF), dem epithelialen Wachstumsfaktor (epithelial growth
factor, EGF), dem transformierenden Wachstumsfaktor-a (transforming growth factor,
TGF-a) oder Amphiregulin sind. Durch diese Faktoren wird ein Eintritt Gber den Rest-
riktionspunkt in der G1-Phase in Richtung Synthesephase ermdoglicht. Hier ist die
Aktivierung der bekannten Zellzyklusgene und somit die Expression und Aktivierung
der einzelnen Cycline (Cyclin D, E, A, C, B) sowie der Cyclin-abhangigen-Kinasen
(Cdks) essentiell (Fausto, et al., 2006; Taub, 2004; Taub et al., 1999). Bei Mausen
liegt der Ubertritt der meisten Hepatozyten von der G1- in die S-Phase zwischen 30
bis 36 Stunden nach PHx. Nach erfolgreicher kompensatorischer Hyperplasie folgt
dann Phase 3 mit der Terminierung des Regenerationsprozesses. Hierbei ist vor al-
lem TGF-p (transforming groth factor-£) (Michalopoulos, 2010) durch die Stimulation
von u.a. p15, einem Inhibitor von CDK 2 und 4, aber auch activin A, einem Mitglied
der TGF-B-Superfamilie (Oe et al., 2004) Uber die Aktivierung des Smad-Komplex als
intrazellularer Signaltransduktionsweg dieser Signale (Macias-Silva et al., 2002) in

der Terminierungsphase der Leberregeneration beteiligt.

........... Priming Terminierung
‘Kupffer-Zelle ﬂ ; :
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Abbildung 2: Hypothetisches Drei-Phasen-Modell der Leberregeneration

Quelle: Frei nach Fausto N. et al. (2006). Liver regeneration. Hepatology, 43 (2 Suppl 1), S45-53 und
Nevzorova, Y. A., & Trautwein, C. (2012). Chapter 2 - Liver Regeneration, Zakim and Boyer's
Hepatology (Sixth Edition) (pp. 20-35). Saint Louis: W.B. Saunders.
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1.4.2 NF-B (nuclear factor ,,x-light-chain-enhancer” of activated B-cells)
Frihe Untersuchungen der Leberregeneration an Maus und Ratte unterstutzen die
Hypothese eines Zytokinnetzwerkes in den ersten Stunden nach PHx, wobei der Ak-
tivierung von NF-kB dabei eine funktionell entscheidende Bedeutung beigemessen
wurde (Cressman et al., 1996; Yamada et al., 1997).

Der NF-kB/Rel Signalweg ist ein sehr schneller Aktivierungsmechanismus in ver-
schiedenen Zellsystemen. Der Name dieses Transkriptionsfaktors leitet sich von der
bei der Entdeckung beschriebenen Interaktion von NF-kB mit einem spezifischen
Abschnitt im Enhancer der Immunglobulinleichtketten des Typ k in B-Lymphozyten
nach Aktivierung ab (Sen et al., 1986). NF-xB kommt in fast allen eukaryontischen
Zellen vor und spielt eine zentrale Rolle u.a. in der Kontrolle von Infektionen, der Im-
munantwort, Zellproliferation und -differenzierung und von Apoptose durch die Regu-
lation der Expression von Genen, die diese Prozesse steuern (Karin et al., 2002).
Daneben ist eine fehlerhafte Aktivierung von NF-xB mit vielen pathologischen Vor-
gangen, wie Infektionserkrankungen, Autoimmunerkrankungen und dem septischen
Schock assoziiert (Chen et al., 2004; Ghosh et al., 2002; Ghosh, et al., 1998).

NF-kB ist der Uberbegriff fir eine Familie von Transkriptionsfaktoren. Darunter sind
beim Menschen mit NF-kB1 (p50/p105), NF-kB2 (p52/p100), RelA (auch als p65 be-
zeichnet), RelB und c-Rel funf bekannt, die nur als Hetero- oder Homodimere ihre
Funktion entfalten. Alle diese Proteine besitzen die 300 Aminosauren umfassende,
hochkonservierte Rel Homologie-Domane (RHD) in ihrem N-Terminus. Die RHD ist
fur DNA-Interaktion, die Dimerisierung und die Interaktion mit kB verantwortlich (sie-
he unten). Anhand der Fahigkeit, Zielgene durch eine transaktivierende Domane
(TAD) zu aktivieren, werden die einzelnen Proteine in zwei Klassen eingeteilt. Die
zweite Klasse mit C-terminaler TAD umfasst die Proteine RelA/p65, RelB und c-Rel.
In die erste Klasse gehoren die Proteine p105 und p100, die durch ihre C-Terminus-
nahen Ankyrin-Repeats auch inhibitorische Wirkung auf die NF-kB-Aktivierung haben
und durch Ubiquitin/ Proteasom -Degradation zu p50 und p52 prozessiert werden
(Chen, et al., 2004; Ghosh, et al., 1998).

Die Aktivitat von NF-kB wird streng reguliert durch die Interaktion mit multiplen Anky-
rin-Repeat-Motiven einer inhibitorischen Proteinenfamilie, den IkB-Proteinen (IxBa,
lxBg, IkBe, lkBy und Bcl-3). In den meisten ruhenden Zellen ist NF-xkB im Zytoplasma

in einer inaktiven Form durch die Bindung an diese inhibitorischen Proteine seques-
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triert. Die Maskierung der nukledren Lokalisationssequenzen (NLS) der NF-«xB-
Proteine durch die Ankyrin-Repeats blockiert deren Fahigkeit, in den Zellkern zu ge-
langen und sind aufgrund eines starken nukledren Exportsignals der lkBs primar im
Zytoplasma lokalisiert (Ghosh, et al., 1998). Die klassische kanonische Aktivierung
der NF-xB Signalkaskade erfolgt unter anderem durch inflammatorische Zytokine,
UV-Licht, reaktive Sauerstoffradikale, bakterielle oder virale Toxine durch die Degra-
dation von lkBa. Die Aktivierung des NF-kB-Signalwegs durch extrazellulare Stimuli
erfolgt Uber eine Phosphorylierung und nachfolgenden Degradation der IxB Proteine.
Die Phosphorylierung wird durch eine Familie von Serin/Threonin Kinasen gesteuert,
den IkB-Kinasen (IKKs). Der IKK-Komplex besteht aus zwei katalytischen Unterein-
heiten (IKKa und IKKB) und einem regulatorischen Adapterprotein NEMO (,NF-xB
essential modulator”, oder auch IKKy). Vor allem IKK fuhrt zur Phosphorylierung der
lxB Proteine und somit Aktivierung des kanonischen NF-xB-Signalwegs (Karin, et al.,
2002). Alle 1kB Proteine enthalten zwei konservierte Serinreste innerhalb ihres N-
terminalen Endes, die durch IKK phosphoryliert werden. Diese Phosphorylierungser-
eignisse fuhren zur sofortigen Ubiquitinierung der 1kB Proteine und raschen Degra-
dation durch das 26S Proteasom (Varfolomeev et al., 2004). Dadurch kommt es zur
Translokation des freien NF-kB-Dimers (meist p50—RelA/p65) in den Nukleus, wo es
an Enhancer- und Promoterregionen mit der spezifischen Zielsequenz fur NF-kB von
Zielgenen bindet und deren Transkription reguliert. Im Nukleus bestimmen weitere
Regulationsmechanismen durch Phosphorylierung und Acetylierung von NF-kB des-
sen aktiven oder inaktiven Zustand. Die Phosphorylierung vor allem der Rel-Proteine
wird fur die volle Induktion der Zielgene bendtigt (Karin, et al., 2002; Sizemore et al.,
1999). NF-xB selbst aktiviert die Expression von Proteinen, wie zum Beispiel IkBa,
die fur dessen eigene Inhibierung verantwortlich sind. Neu synthetisiertes IkBa kann
in den Zellkern eintreten, NF-xB von der DNA entfernen und den Komplex zurtck in
das Zytoplasma exportieren, um den ursprunglichen latenten Zustand wieder herzu-
stellen (Chen, et al., 2004; Ghosh, et al., 2002).

Neben dieser prototypischen Aktivierung des klassischen, kanonischen NF-kB-
Signalwegs gibt es zumindest einen weiteren, als nicht-kanonisch bezeichneten Akti-
vierungsweg nach rezeptorvermittelter Stimulierung durch zum Beispiel Lymphotoxin
o (LTa). Hier kommt es durch eine IKKa abhangigen Prozessierung von p100 zu p52

und nach Translokation des nicht durch IkBs inhibierten p52—RelB Heterodimers zur
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Aktivierung spezifischer Zielgene, die z.B. die B-Zell-Reifung und Entwicklung von
Lymphorganen regulieren (Karin, et al., 2002; Senftleben et al., 2001). Beide Signal-
wege und die Aktivierung der verschiedenen Homo- und Heterodimere des NF-«xB-
Signalwegs sind strikt reguliert. So ist zum Beispiel die Synthese von RelB als maf-
geblicher Regulationsschritt des nicht-kanonischen Signalwegs durch den kanoni-
schen Signalweg kontrolliert. Somit kdnnen inflammatorische Signale und Entwick-
lungssignale der beiden verschiedenen Aktivierungswege nicht getrennt betrachtet

werden, sondern sind miteinander streng verbunden (Basak et al., 2008)

1.4.3 NF-«B in der Leberregeneration

Schon fruh konnte gezeigt werden, dass der kanonische NFkB-Signalweg (NF-xB
bestehend aus RelA/p65 und p50 Heterodimeren) innerhalb von 30 min nach PHx
transient in der Leber aktiviert und innerhalb 4-5 h wieder terminiert wird (Cressman,
et al., 1994; limuro, et al., 1998; Plimpe et al., 2000). In den letzten 15-20 Jahren
war daraufhin die Rolle des kanonische NFkB-Signalwegs in der Leberregeneration
unter Verwendung verschiedener Mausmodelle Gegenstand intensiver Forschung.
Mause mit einem konstitutiven Knockout von p50 zeigen aulder einem eingeschrank-
tem humoralen Immunsystem keine Auffalligkeiten in der Entwicklung (Sha et al.,
1995) und adulte p50-Knockout-Mause zeigen eine normale Leberregeneration nach
PHx (DeAngelis et al., 2001). In diesem Modell wurde jedoch eine vermehrte mog-
licherweise kompensatorische nukleadre Translokation von RelA/p65 in der Leber
nachgewiesen. Die funktionelle Relevanz dieser NF-kB-Aktivierung und die Rolle der
transaktivierenden Untereinheit RelA/p65 konnte bisher nicht ausreichend beantwor-
tet werden. Wahrend mehrere Arbeitsgruppen diese frihe Aktivierung von NF-kB
hauptsachlich in Hepatozyten nachgewiesen haben (Cataldegirmen, et al., 2005; Li
et al., 2006; Plumpe, et al., 2000; Trautwein et al., 1996), zeigen andere Arbeitsgrup-
pen eine Aktivierung von NF-kB vornehmlich in Nicht-Parenchymzellen (Li, et al.,
2006; Seki et al., 2005; Yang, et al., 2005). Da konstitutive RelA/p65-Knockoutmause
aufgrund TNF induzierten Apoptose embryonal letal sind (Beg et al., 1995), wurden
bereits verschiedene Methoden entwickelt, um die nukledre Translokation von Re-
IA/p65 in vivo zu inhibieren. Die adenovirale Infektion von adulten Ratten mit einem
nicht abbaubaren Superrepressor von NF-kB (Ad5I-kB), und somit Hemmung der
nuklearen Translokation von RelA/p65 sowohl in Hepatozyten als auch Nicht-

Parenchymzellen zeigte nach PHx eine stark gestorte Leberregeneration. Daneben
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zeigte sich eine vermehrte Leberschadigung i. S. vermehrter Apoptose und eine
verminderte Mitoserate bei normaler DNA-Synthese (limuro, et al., 1998). Die Uber-
prufung dieses Versuchsansatzes durch dieselbe Arbeitsgruppe mit demselben Su-
perrepressor bei Mausen bestatigte zwar eine verzogerte Leberregeneration sowie
vermehrt Zeichen der Leberschadigung, allerdings ohne signifikant Apoptosen zu
detektieren (Yang, et al., 2005). Diese Tiere zeigten aber nach adenoviralem Trans-
fer von Ad5I-kBa bereits basal vor PHx eine deutliche Leberschadigung (Yang, et al.,
2005). Im Gegensatz hierzu zeigte sich nach Hepatozyten-spezifischer Hemmung
der NF-kB-Aktivierung durch konditionale Expression eines |-kBa-Superrepressors
(AN-I-xBa) unter Kontrolle des Transthyretinpromoter eine normale Regeneration
(Chaisson, 2002). Hieraus wurde geschlussfolgert, dass die NF-kB-Aktivierung in
Nicht-Parenchymzellen maldgeblich an der Regeneration der Leber nach PHx betei-
ligt sein muss. In diesem durch Mifepriston-Injektionen induzierbaren Modell gelang
jedoch die Inhibition von NF-xB nur in 45% der Hepatozyten. Die konditionale He-
patozyten-spezifische Deletion von IKKB in IKKS™ -AlbCre Mausen zeigte ebenso
keine Veranderungen der Regenerationsfahigkeit (Maeda et al., 2003). Dieselbe
Gruppe konnte jedoch zeigen, dass nach Inaktivierung von IKKp in Hepatozyten und
Nicht-Parenchymzellen in IKKS™F-MxCre Mausen die Leberregeneration gestort ist
(Maeda, et al., 2005). Aufgrund dieser Beobachtungen wurde der NF-kB-Aktivierung
tatsachlich eine tragende Rolle in der Leberregeneration in den Nicht-
Parenchymzellen moglicherweise als Initiator der Priming-Phase zugeschrieben.
Daruber hinaus wurde sogar eine Beschleunigung des Zellzyklus nach Hepatozyten-
spezifischer Inaktivierung von IKKB in IKKS™ -AlfoCre- (Malato et al., 2008) und in
IKKB"-AIbCre- (Koch et al., 2009) Mausen beobachtet, wenngleich eine systemi-
sche pharmakologische Inhibierung von IKKf keinen Einfluss auf die Leberregenera-
tion hatte (Malato, et al., 2008). Allerdings fuhrt zumindest die genetische Deletion
von IKKp in den genannten Mausmodellen nicht zu einer kompletten Inhibition von
NF-xB, da eine Restaktivierung von NF-kB zumindest nach TNF-Stimulation noch
moglich ist (Geisler et al., 2007; Luedde, 2005).

In Zusammenschau dieser neueren Untersuchungen scheint NF-kB in Hepatozyten
vor allem eine zytoprotektive Rolle einzunehmen (Chaisson, 2002; limuro, et al.,
1998; Yang, et al., 2005). Dafur sprechen auch Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe,

wonach Hepatozyten in vivo und in vitro nach genetischer Inaktivierung von RelA/p65
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und damit volliger Hemmung der TNF-induzierten NF-kB-Aktivierung hoch empfind-
lich fur TNF-induzierte Apoptose sind (Geisler, et al., 2007; Luedde, 2005; Maeda, et
al., 2003). Diese TNF-induzierte Apoptose nach Inhibierung des NF-kB Signalwegs
ist durch die Aktivierung von Caspase-3, Spaltung von PARP (Poly(ADP-ribose)-
Polymerase) und einer verlangerten JNK (c-Jun N-terminale Kinasen)-Aktivierung

gekennzeichnet (Geisler, et al., 2007).

Wie oben ausgefuhrt, reichen die derzeitigen Meinungen uber die Rolle von NF-kB in
der Leberregeneration nach PHx von ,kein Einfluss generell®, ,unabdingbar flr
Proliferation in Hepatozyten®, ,spielt eine v.a. protektive Rolle in Hepatozyten®, ,be-
sonders wichtig fur Zytokinantwort in Kupfferzellen® bis ,hat antiproliferative Effekte in
Hepatozyten®. Diese unterschiedlichen und sehr kontroversen Ansichten sind darauf
zurUckzufuhren, dass ein ,sauberes” Mausmodell zur Untersuchung der Rolle von
NF-kB bei der Regeneration der Leber nach PHx fehlt und Untersuchungen durch
pharmakologische unspezifische NF-kB-Inhibitoren nur von sehr eingeschranktem
Aussagewert sind. Um die kontrovers diskutierte Rolle von NF-kB Zellkompartiment-
spezifisch eindeutig zu klaren, wurden in dieser Arbeit Mauslinien benutzt, in denen
die transaktivierende NF-kB-Untereinheit RelA/p65 genetisch entweder spezifisch in
Hepatozyten oder aber in allen Leberzellen inaktiviert werden kann. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurden diese Mausmodelle verschiedenen PHx-Modellen unter-

zogen und ihre Regenerationsfahigkeit charakterisiert.
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2 Zielsetzung:

Wie bereits ausgefuhrt, ist die Rolle von NF-xB in der Leberregeneration weiterhin
nicht eindeutig geklart. Auch uber 15 Jahre nach der Beschreibung einer raschen
Aktivierung von NF-kB (bestehend aus p50-RelA/p65 Heterodimeren) in der Restle-
ber nach 2/3-PHx sind viele Fragen offen. Im vorliegenden Projekt soll die Rolle von
RelA/p65 bei der Leberregeneration nach PHx charakterisiert werden. Insbesondere
soll eine mogliche unterschiedliche Funktion des Transkriptionsfaktors NF-xB in den
verschiedenen Zellkompartimenten der Leber im Rahmen der Regeneration charak-

terisiert werden.
Folgende Fragen sollen beantwortet werden:

1. Ist RelA/p65 als transaktivierende Untereinheit des klassischen, kanonischen NF-

kB-Signalwegs in Hepatozyten ein essentiell zytoprotektiver Faktor nach PHx?

2. Ist RelA/p65 in Hepatozyten essentiell fur eine normale Proliferation von Hepato-

zyten und damit erfolgreiche Leberregeneration nach PHx?

3. Ist eine funktionell intakter kanonischer NF-kB-Signalweg in Nicht-
Parenchymzellen essentiell fur die Initiierung einer Zytokin-Antwort und Initiierung

der Leberregeneration?

Zur Beantwortung dieser Fragen soll die transaktivierende Untereinheit RelA/p65 in
der adulten Leber mit Hilfe des Cre/lox-Systems genetisch inaktiviert werden. Dies
soll anhand von zwei unterschiedlichen genetischen Mausmodellen nach konditiona-
ler Inaktivierung von RelA/p65 zum einen spezifisch in Hepatozyten (ReIaF/FAIbCre-
Mause) und zum anderen mittels Inaktivierung von RelA/p65 in Hepatozyten und
Nicht-Parenchymzellen (Rela™ MxCre-Mause) in vivo untersucht werden. Hierfiir soll
eine reproduzierbare, schnelle und schonende partielle Hepatektomie-Methode be-

nutzt werden.
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3 Material und Methoden
3.1 Material

Alle verwendeten Chemikalien und Reagenzien haben mindestens einen Reinheits-

grad fur analytische Zwecke.

3.1.1 Allgemeine Substanzen und Materialien
Acrylamid/Bisacrylamid; 37,5:1; 30%; Rotiphorese (Fa. Roth)
Bioradreagenz (Fa. Bio-Rad und Fa. Serva)

Blocking-Buffer, Odyssey (Fa. Li-Cor)

DAPI-Mounting Medium; Eindeckelmedium (Fa. Vector Laboratories)
DNase-Set RNase free (Fa. Quiagen)

Filmkassetten mit Verstarkerfolie (Fa. Kodak)

Leiter 1kb plus, DNA-Marker (Fa. Invitrogen)

Microspin Minisaulen, Micro-spin S200 HR Mini Columns (Fa. Quiagen)
Mounting Medium; Eindeckelmedium; Vectashield (Fa. Vector Laboratories)
Nitrocellulose-Membran, Protan BA 83 (Fa. Whatman)

Objekttrager , Menzel-Glaser (Fa. Thermo Scientific)

PCR Power SYBR Green PCR master mix (Fa. Applied Biosystems)
Percoll (Fa. Sigma)

Pertex, Mounting Medium (Fa. Medite)

Phosphatase Inhibitor Set (Fa. Calbiochem)

Proteinmarker, Precision Plus Protein All Blue Standard (Fa. Bio-Rad)
Proteinase K, PCR Grade (Fa. Roche)

Proteinase Inhibitor Set Il (Fa. Calbiochem)

Rontgenfilme (Fa. Amersham)

TaqDNA Polymerase (Fa. Quiagen)

Tissue-Tek, Kryo-Medium fur Gefrierschnitte (Fa. Sakura)
Transfermembran, Immobilon-FL (Fa. Millipore)

Unmasking-Stock Solution (Fa. Vector-Lab)

Zell-Lysepuffer 10x (Fa. Cell Signaling)

3.1.2 Chemikalien
Aceton (Fa. Merk)

Agarose (Fa. Invitrogen)
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Agarosebeads (Fa. Sigma)

Ammoniumpersulfat (Fa. Sigma)

BSA, Bovines Serum Albumin (Fa. Serva)
Bromphenol Blau (Fa. Serva)
Carboxymethylzellulose (Fa. Sigma)

DTT (Fa. Sigma)

EDTA, N,N;N’,N’-Ehtylendiamin-tetraacetat (Fa. Fluka)
Eisen(ll) — sulfat (Fa. Merck)

Eosin (Fa. Waldeck)

Ethanol, unvergallt 99,9% (Fa. Merk)

Ethanol, 80% (Apotheke Klinikum rechts der Isar)
Ethidiumbromid (Fa. Sigma)

Glycerol (Fa. Sigma)

Hamatoxilin-Lsg., mod. Nach Gill Il (Fa. Merck)
Hydrochlorid (Fa. Merck)

HEPES, 2-[4-2-hydroxyethyl-1-piperazinyl]-Ethansulfonsaure (Fa. Roth)
Isopropanol (Apotheke Klinikum rechts der Isar)
Kaliumacetat (Fa. Merck)
Kaliumhydrogenphosphat (Fa. Merck)
Kaliumoxalat (Fa. Merck)

Kaliumchlorid (Fa. Merck)
Kaliumhydrogencarbonat (Fa. Merck)
Kalziumchlorid (Fa. Merk)

LPS, Lipopolysaccharid (Fa. Sigma)
Magnesiumchlorid (Fa. Merck)
B-Mercaptoethanol (Fa. Sigma)

Methanol (Fa. Merck)

Natriumacetat (Fa. Merck)

Natriumbicarbonat (Fa. Merck)

Natriumborat (Fa. Bio-Rad)
Natriumdihydrogenphosphat — Monohydrat (Fa. Merck)
Natriumdisulfit (Fa. Merck)

Natriumhydroxyd (Fa. Merck)

Natriumlaurylsulfat, SDS (Fa. Sigma)
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Natriumsulfat (Fa. Merck)

Natriumthiosulfat wasserfrei (Fluka)

Nonidet P-40 (Fa. Roche)

Paraformaldehyd, phosphatgepuffert 4% (Fa. Roth)
PBS, Phosphatgepufferte Saline, DPBS (Fa. GIBCO)
Phenolrot (Fa. Merck)
Phenyl-Methyl-Sulfonyl-Fluorid (Fa. Sigma)

Sucrose (Fa. Merk)

TEMED, N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (Fa. Sigma)
Trichloressigsaure (Fa. Sigma)

TRIS (Fa. Roth)

Triton X-100 (Fa. Roche)

TWEEN-20 (Fa. Sigma)

3.1.3 Antikorper
Folgende Antikorper wurden in den angegebenen Verdinnungen Western Blot (WB)

und Immunhistochemie (IHC) verwendet:

Anti-BrdU (Fa. Serotec; MCA2060; rat; IHC 1:200)

Anti-p-Actin (Fa. Sigma-Aldrich; mouse; WB 1:2000)
Anti-Cyclin-D1 (Fa. Santa-Cruz; sc-450; mouse; WB 1:500)
Anti-Cyclin-A (Fa. Santa-Cruz; sc-596; rabbit; WB 1:500)
Anti-goat biotinyliert (Fa. Vector; rabbit; IHC 1:500)

Anti-mouse biotinyliert (Fa. Vector; goat; IHC 1:500)

Anti-mouse IgG, AlexaFluor 680 (Fa. Invitrogen; goat; WB 1:5000)
Anti-mouse IgG, AlexaFluor 750 (Fa. Invitrogen; goat; WB 1:5000)
Anti-rabbit biotinyliert (Fa. Vector; goat; IHC 1:500)

Anti-rabbit 1IgG, AlexaFluor 680 (Fa. Invitrogen; goat; WB 1:5000)
Anti-rabbit 1IgG, AlexaFluor 750 (Fa. Invitrogen; goat; WB 1:5000)
Anti-NFkB p65 C20 (Fa. Santa-Cruz; sc-372-G; goat; IHC 1:100)
Anti-NFkB p65 C20 (Fa. Santa-Cruz; sc-372; mouse; WB 1:1000)
Anti-Phospho-SAPK/JNK (Fa. CellSignaling; 9255S; mouse; WB 1:1000)
Anti-SAPK/JNK (Fa. CellSignaling; 9252; rabbit; WB 1:1000)
Anti-STAT3 (Fa. CellSignaling; Tyr705; 9139; rabbit; WB 1:1000)
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Anti-Phospho-STATS3 (Fa. CellSignaling; Tyr705; 9131; rabbit; WB 1:1000)

3.1.4 Kits

Blocking Kit, IHC, Avidin/Biotin (Fa. Vector)

DAB Kit (Fa. Vector)

ECL Substratansatz, Western-Blot-analysis (Fa. Amersham)

Mouse-TNFa-ELISA, Quantikine (Fa. R&D Systems)

Mouse-IL-6-ELISA, Quantikine (Fa. R&D Systems)

RNeasy Mini Kit fur RNA-Isolation aus Gewebe (Fa. Quiagen)

TagMan Reverse Transcription Kit (Fa. Applied Biosystems)TUNEL, In situ cell death
detection kit POD (Fa. Roche)

3.1.5 Sequenzen verwendeter Oligonukleotide
Genotypisierung:

Cre-PCR

Cre003 5-TTA CAT TGG TCC AGC CAC C-3

Cre004 5-GTA GGT GGA AAT TCT AGC ATC ATC C-3

Relaf-PCR:
p65-LoxP1 5-GAG CGC ATG CCT AGC ACC AG

p65-LoxP2 5-GTG CAC TGC ATG CGT GCA G

Echtzeit-PCR :

A20 forward: 5-CAG TTC CGA GAG ATC ATC CAC AAAG-Z
A20 reverse: 5-CTA GAG GCA GTT TCC ATC ACC A-3
CyclinD1 forward: 5-AGG TAATTT GCA CAC CTC TG-&

CyclinD1 reverse: 5-ACA AAG CAA TGA GAATCT GG-3’

mTNF forward: 5-ACG GCA TGG ATC TCA AAG AC-3’

MTNF reverse: 5-TGG GTC AGG AGC ACG TAG T-3'

mIL-6 forward: 5-CCG GAG AGG AGA CTT CAC AG-3’

mIL-6 reverse: 5-TCC ACG ATT TCC CAG AGA AC-3
Cyclophilin forward: 5-ATG GTC AAC CCC ACC GTG T-3
Cyclophilin reverse: 5-TTCTTGCTGTCT TTG GAACTT TGT C-3’
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3.1.6 Tierexperimetelle Materialien und Anasthetika
Futter (Fa. Altromin)

Heparin (Fa. Bayer)

Isufluran, Forene (Fa. Abbott)

Ketamin, (Fa. Pfizer)

Poly(l)-Poly(C) (Fa. Amersham Biosciences)

Xylazin, Rompun (Fa. Bayer)

3.1.7 Tierexperimentelle Instrumente und Gerate
Einmalspritzen; 1ml (Fa. Braun)

Hamatokritkapillaren (Fa. Hirschmann)
Halbgeschlossenes Narkosesystem (Fa. Drager)
Kanulen Sterican; Gr. 17, Gr. 20 und Gr. 21 (Fa. Braun)
Operationsbesteck (Fa. FST)

Operationsmikroskop OPMI, 1FC (Fa. Carl Zeiss AG)

Venenverweilkanule (Fa. Braun; 22G blau)

3.1.8 Allgemeine Gerate

Analysenwaage (Fa. Kern AGB Gottlieb Kern & Sohn GmbH)
AxioCam MRc (Fa. Carl Zeiss AG)

Blotting-Apparatur Semi-Dry (Fa. Kreutz)

Brutschrank und CO,-Inkubator HERAcell (Fa. Thermo Fisher Scientific)
Echtzeit-PCR- StepOnePlus (Fa. Applied Biosystems)
Einbettsystem (Fa. Leica Microsystems GmbH)

Eppendorf -Mixer (Fa. Eppendorf AG)

Farbestation (Fa. Thermo Scientific)

Geldokumentationssystem (Fa. Bio-Rad Laboratories GmbH)
Gelelektrophoresekammer ,Mini“-Apparatur (Fa. Biometra)
Homogenisator Silent Crusher (Fa. Heidolph Instruments GmbH)
Lumineszenzgerat FLUOstar OPTIMA (Fa. BMG Labtech GmbH)
Mikroskop Axiovert 25 und Axio A1 (Fa. Carl Zeiss AG)
Mikroskop DM LB (Fa. Leica Microsystems)

Mikrotom HM355S (Fa. Thermo Scientific)

Mikrowelle (Fa. Siemens)
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NanoDrop Spektrophotometer ND-1000 (Fa. PEQLAB Biotech.)
Neubauer-Zahlkammer (Fa. LO-Laboroptik GmbH)

Odyssey Infrared Imaging System (Fa. LI-COR Bioscience Corp.)
Photometer Anthos 2001 (Fa. Anthos Mikrosysteme)
PCR-Maschinen TPersonal/TGradient (Fa. Biometra)

pH-Meter (Fa. WTW)

Power Supply EPS 601 (Fa. GE Healthcare Europe)
Prazisionswaage Kern (Fa. Gottlieb Kern & Sohn GmbH)
Thermomixer (Fa. Eppendorf)

VacuGene-Pumpe (Fa. GE Healthcare Europe)

Vortexer 2000 (Fa. Heidolph Instruments)

Wasserbad (Fa. Thermo Fisher Scientific)

Western Blot-System Mighty Small Il (Fa. Hoefer Inc.)
Schwenkplatte (Fa. LTF Labortechnik)

Tischzentrifuge 5417/5R (Fa. Eppendorf)

Vortexer (Fa. Bender & Hobein)

Zentrifuge Avanti; J-25 (Fa. Beckman)
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3.2 Tierexperimentelle Methoden

Alle Versuche wurden unter Einhaltung tierschutzrechtlicher Bedingungen des Ge-
sundheitsministeriums und nach durch die Regierung von Oberbayern gepriften Pro-
tokollen des Zentrums fur Praklinische Forschung (ZPF) der Technischen Universitat
Minchen durchgeflhrt. Eine eigene Genehmigung der nach § 8 Abs. 1 des Tier-
schutzgesetzes genehmigungspflichtigen Tierversuche der Regierung von Oberbay-
er lag vor (Tierversuchsantrag: TVA 55.2-1-54-2531-55-07).

3.2.1 Allgemeine Haltungsbedingungen

Die Haltung der Tiere erfolgte in speziellen einzelbellfteten Kafigen zur Haltung von
Mausen (Maxi-Meiser-System/Thoren-Caging-System oder Techniplast-IVC) unter
standardisierten Bedingungen in den Raumen des Zentrums fur Praklinische For-
schung (ZPF) der Technischen Universitat Minchen. Die Raume sind speziell als
Tierhaltungsraume konzipiert mit Klimatisierung und Hell-Dunkel-Rhythmus von je 12
Stunden mit Dammerungsphase. Futter (Autoklaviertes Mausefutter Fa. Altromin)
und Wasser (Trinkwasser bei Wechsel der Trankflaschen 2x pro Woche) erhielten
die Tiere ad libitum. Spezielles Holzgranulat diente als Einstreu bei einmaligem
Wechsel pro Woche. Das Hygienemanagement erfolgt gema® Empfehlungen der
FELASA. Die Haltung der Tiere erfolgt in Umsetzung der in der EU-Richtlinie 86/609

festgelegten Bedingungen.

3.2.2 Mauslinien

Um die Rolle der transaktivierenden Untereinheit RelA/p65 des Transkriptionsfaktors
NF-kB in der Leberregeneration nach partieller Hepatektomie zu untersuchen, wur-
den zwei verschiedene transgene Mausmodelle untersucht. Da RelA/p65 Knockout-
Mause aufgrund TNF-induzierter Apoptose der Leber embryonal letal sind (Beg, et
al., 1995), wurden konditionale Rela/p65 Knockout-Mause (Rela™ -Mause) unter-
sucht, in denen unter Verwendung des Cre-loxP-Systems RelA/p65 genetisch inakti-

FF_Mause wurden in der AG Prof Roland M. Schmid generiert.

viert werden kann. Rela
Eine Cre-Expression fuhrt in diesen Mausen zur Deletion der Exons 7-10 des Rela-
Gens, die fur das nukleare Lokalisationssignal (NLS) und die Transaktivierungsdo-
mane (TAD) kodieren. Somit wird RelA/p65 nach Aktivierung der Cre-Rekombinase
genetisch inaktiviert und kann keine Zielgene regulieren (Algul et al., 2007). Dies re-

sultiert in der Expression eines funktionsunfahigen trunkierten ARelA/p65, das nicht
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mehr in den Zellkern translozieren kann (Geisler, et al., 2007).

FF_Mause mit

Zur Hepatozyten-spezifischen Inaktivierung von RelA/p65 wurden Rela
transgenen AlbCre-Mausen gekreuzt (Geisler, et al., 2007; Maeda, et al., 2003). In
diesen Mausen erfolgt die Expression der Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des
Hepatozyten-spezifischen Albumin Enhancer/ Promoter spezifisch in Albumin-
exprimierenden Hepatozyten (Postic et al., 2000). Die funktionelle Inaktivierung von
RelA/p65 in Hepatozyten aus Rela™ AlbCre-Mausen konnte unsere Arbeitsgruppe
nach primarer Hepatozytenisolation auf Proteinebene und durch den Nachweis des
Verlusts von NF-kB-Bindungsaktivitat nach mTNF Stimulation EMSAs (Eletrophoretic
Mobility Shift Assay) gezeigt werden (Geisler, et al., 2007).

Zur Inaktivierung von RelA/p65 in Hepatozyten und Kupffer-Zellen wurden Rela™-
Mause mit transgenen MxCre-Mausen gekreuzt. MxCre-Mause exprimieren die Cre-
Rekombinase induzierbar in diversen Typ-1-Interferon-responsiven Geweben und
zeigen folglich eine Deletion in Lymphozyten, Hepatozyten und Nicht-
Parenchymzellen der Leber nach poly(l)-poly(C) (pIC)-Injektion (Kuhn et al., 1995).
Die Cre-Expression in den resultierenden Rela™ MxCre-Mausen kann durch die Ga-
be von IFNa oder plC induziert werden, was zur Expression des funktionsunfahigen
trunkierten ARelAp65 fiihrt. In den folgenden Untersuchungen wurden Rela™ MxCre-
Mause mit einer intraperitonealen Injektion von 200 ug pIC 7 d vor PHx induziert.

Die erfolgreiche Deletion gefloxter Allele wurde in Rela™ MxCre-Mausen nach plIC-
Injektion nach PHx oder anderen Versuchen stets auf Proteinebene mittels einer
Western-Blot Analyse fur p65 des Lebergewebes Uberpruft. Die resultierende Bande
des trunkierten ARelA/p65 war sicher unterhalb der Wildtyp-RelA/p65 Bande von
Kontrollmdusen (Rela™ -Mausen) zu identifizieren. Rela™ MxCre-Mause durften
nach Induktion keine signifikante Wildtyp-RelAp65 Bande in Leberproteinlysaten
mehr aufweisen.

Die Genotypisierung der Mause erfolgte mittels Schwanzbiopsien und daraus isolier-

ter DNA mit standardisierten PCRs (Polymerasekettenreaktionen) (siehe unten).

3.2.3 Partielle Hepatektomie

An den beiden verschiedenen konditionalen Knockout-Mauslinien (ReIaF/FAIbCre und
ReIaF/FMxCre) wurde die partiellen 2/3-PHx stets im direkten Vergleich zu Cre-
negativen Kontrollmédusen (Rela™) mit demselben Geschlecht und vorzugsweise

aus demselben Wurf durchgeflihrt. Die partielle 2/3-PHx wurde fur die verschiedenen
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Zeitpunkte der Sektion (1, 4, 6, 24, 36, 48, 72 und 168 h) durchgeflhrt. Fir jeden
Zeitpunkt und Mauslinie wurden mindestens vier Tiere erfolgreich operiert.

Versuchsaufbau und OP-Materialien

Hot Bead Zeiss-OP-Mikroskop Halbgeschlossenes Narkosesystem
Sterilizer Narkosekammer OP-Besteck  mit Isofluran Vaporisator

Zu- und
Abluft

Abbildung 4: OP-Besteck fiir die partielle Hepatektomie

Fiar die PHx wurden im Hot-Bead-Sterilizer sterilisierte OP-Werkzeuge der Firma
FST (Fine Science Tools) verwendet (Abbildung 4).

Narkose

Da viele Anasthetika lebertoxisch sind, wurde eine Inhalationsanasthesie mit Isoflu-
ran durchgefihrt. Diese ist anderen Verfahren deutlich Uberlegen (Mitchell, et al.,
2008). Es wurde ein halbgeschlossenes Narkosesystem mit Narkosekammer und
Inhalatiosnakotika-Vaporisator verwendet (Abbildung 3). Die Narkoseeinleitung wur-
de mit Isofluran (5%) und O2 (5 I/min) durchgeflhrt und zur Narkoseaufrechterhal-
tung auf Isofluran (1,5 —2,0%) und O, (0,5 — 1,0 I/min) reduziert. Auf eine ausrei-

chende Narkosetiefe wurde durch den tail/ toe pinch reflex (Flexorenreflex) geachtet.
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Partielle 2/3 Hepatektomie-Methode

Es wurde eine schnelle, schonende und gut reproduzierbare PHx-Methode mit drei
separaten Ligaturen unter Schonung der Gallenblase etabliert. Fur jeden Zeitpunkt
post PHx (1, 4, 6, 24, 36, 48, 72 und 168 h) wurden von Rela™ AlbCre-, und Re-
la™FMxCre-Mausen 4 — 10 Tiere jeweils zusammen mit den Cre-negativen Kontrollen
(Rela™) operiert. Obwohl die Progression in der G1 und S-Phase des Zellzyklus
nicht tageszeitabhangig zu sein scheint (Matsuo et al., 2003), wurde die Operation

stets vormittags durchgefuhrt.

A)

B)

Abbildung 5: Partielle 2/3-Hepatektomie.

(A) Schematische Darstellung der Mausleber mit den resezierten Leberlappen. (B) Resezierte Leber-
lappen LLL (linker Leberlappen), LML (linker Mitellappen), RML (rechter Mittellappen). (C) Intraopera-
tive Bilder mit Darstellung aller drei Ligaturen und verbleibendem Mittelsteg (von links nach rechts).

Fur die 2/3-PHx (Abbildung 5 A) wurden die Mause bei ausreichender Narkosetiefe
in Ruckenlage auf der OP-Unterlage fixiert. Um mdoglichst sterile Bedingungen her-
zustellen, wurde das Fell im Bereich des Abdomens groR3zugig mittels eines Lang-
haarschneiders entfernt und dieser Bereich anschlieRend mit 80%igem Ethanol des-
infiziert. Darauf erfolgte mittels einer circa drei Zentimeter langen, medianen Laparo-
tomie die Er6ffnung des Abdomens in zwei separaten Schichten von distal nach pro-
ximal bis kurz Uber den Processus xiphoideus. Der Retraktor mit stumpfen 16 mm
Zahnen wurde rechts und links vorsichtig entlang der inneren Bauchwand eingefuhrt
und geoffnet. Dadurch und mittels einer durch den Knorpel des Processus
xiphoideus gestochenen Ligatur, die auf der Oberseite der Inhalationsmaske befes-

tigt wurde, konnte eine ideale Exposition des oberen Abdomens erreicht werden.
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Durch leichten Druck mit einem sterilen, in 0,9%iger Natriumchlorid Losung getrank-
ten Wattestabchen auf den rechten Mittellappen (RML) wurde das Ligamentum fal-
ciforme aufgespannt und mit einer gebogenen, mikrochirurgischen Schere bis kurz
vor die Vena cava durchtrennt. Eine gute Exposition des linken Leberlappens (LLL)
wurde erreicht, indem die Mittellappen an das Diaphragma geklappt und kleine Bin-
degewebssepten zwischen Leber und Magen durchtrennt wurden. Der LLL wurde mit
einem Wattestabchen angehoben und eine Ligatur (Prolene 4-0) wurde um die Basis
des LLL nahe dem Hilus gelegt (Abbildung 5 C, erstes Bild von links). Beim Umlegen
muss darauf geachtet werden, dass keine Pankreas- oder Netzteile mit gegriffen sind.
Der LLL konnte darauf mit einer mikrochirurgischen Schere entfernt werden. Dies
erfolgte dicht an der Ligatur, wobei ein kleiner anadmischer Stumpf stehen bleibt, um
den sicheren Halt der Ligatur nicht zu gefahrden. Die zweite Ligatur wurde um die
Basis des linken Mittellappen (LML) gelegt und dieser distal davon abgetrennt (Ab-
bildung 5 C, zweites Bild von links). Hier blieb ebenso ein kleiner Steg von Leberge-
webe einschliel3lich der Gallenblase bis zur V. cava stehen, um eine Cholestase und
Nekrosen der verbleibenden Leberlappen und der Gallenblase zu vermeiden. Beim
Einbringen der dritten Ligatur um die Basis des rechten Mittellappen (RML) (Abbil-
dung 5 C, drittes Bild von links) musste darauf geachtet werden, die rechten Leber-
lappen und die mediodorsal gelegene V. cava nicht zu verletzten. Die Ligatur wurde
ca. 0,5 mm lateral des ehemaligen Lig. falciforme platziert und vorsichtig zugezogen
und analog zu der zweiten Ligatur auch der RML abgetrennt. Signifikante Blutungen
aus den Absetzungsrandern sollten zu keiner Zeit zu beobachten sein. Nach ab-
schlieBender Inspektion der Ligaturen wurde Blut (aus den resezierten, gestauten
Leberlappen) mit einem Wattestabchen entfernt und eine intraperitoneale Infusion
mit 1 ml 0,9%iger NaCl-Losung verabreicht. Die mediane Laparotomie wurde stets
in zwei Schichten (Peritoneum/ Muskel- und Hautnaht) mit 7-0 monofil Ethilone ver-
schlossen und die Wundflache der Haut nochmals mit einer Klammerreihe gesichert.
Insgesamt betrug die Operationszeit stets zwischen 15-20 min. Die Tiere wurden
zum Aufwachen unter eine Warmelampe gelegt und eine postoperative Beobachtung
wurde angeschlossen.

Bei gut ausgefuhrter Operation durften keine Kriterien von starken postoperativen
Schmerzen wie struppigem Fell, Lahmen, flach anliegende Ohren, ein gekrimmter
Rucken, Isolation von der Gruppe oder andere Zeichen von definierten Abbruchkrite-

rien beobachtet werden.
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3.2.4 Erweiterte 80%-PHx
Nach standardisierter 2/3 Hepatektomie (siehe Kapitel 3.2.3.) mit Entnahme des lin-
ken Leberlappens (LL), des linken Mittellappens (LML) und des rechten Mittellappens
(RML) wurden mit der Mikrodissektionsschere die bindegeweblichen Septen zur Ma-
genoberseite durchtrennt und der obere Netz-Leberlappen (,omental lobe®, OL) frei-
prapariert. Dadurch war es moglich, eine Ligatur (Prolene 4-0) um die Basis des obe-
ren OL zu legen. Darauf erfolgte die Resektion des OL kurz hinter der Ligatur. Als
nachstes wurde der Retraktor geldst und in einem neuen Winkel eingespannt um
eine bessere Exposition des rechten Oberbauchs zu erlangen. Mittels eines sterilen
Wattetupfers wurde der obere und der untere rechte Leberlappen voneinander abge-
spreizt und die Bindegewebssepten bis zur gemeinsamen Basis der beiden Lappen
prapariert. Mit dem Operationsmikroskop konnte darauf die Basis der Leberlappen
inspiziert werden, um den Verlauf der Gefalle und der Gallengange zu differenzieren.
Je nach Winkel der Gefal3strukturen wurde darauf die Ligatur von kranial nach dorso-
kaudal um den oberen rechten Leberlappen (RUL, ,right upper lobe“) gelegt und
nach Kontrolle vorsichtig geschlossen. Hierbei schneidet die Ligatur in das Leberge-
webe und durch die Stauung des Lebergewebes des RUL wird die suffiziente Ligatur
der grolRen GefalRe und des Gallengangs angezeigt. Darauf kann die Resektion des
RUL von medio-kaudal nach latero-kranial erfolgen. Da die Ligatur nicht ausreichend
das gesamte Lebergewebe und die grolden GefalRe am Absetzungsrand greifen kann,
muss auf Nachblutung geachtet werden. Bei signifikanten Blutungen, oder Durchblu-
tungsstorungen des verbleibenden unteren rechten Leberlappens kann die Maus
nicht fur analytische Zwecke benutzt werden.

A)

A

Abbildung 6: Erweiterte 80%-Hepatektomie

(A) Schematische Darstellung der erweiterten 80%-PHx und (B) intraoperativer Situs post-OP.

3.2.5 Intraperitoneale (i.p.) Injektion

Die Maus wurde hierzu in einer Hand an Nackenfalte und Schwanz immobilisiert und
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die Einstichstelle im rechten unteren Abdomen mit 80%igem Ethanol desinfiziert. Da-
rauf erfolgte der Einstich im linken Unterbauch in einem flachen Stichwinkel nach

kranial mit einer Einmalspritze und 22G Einmal-kanule.

Intraperitoneale Injektion von Bromodeoxyuridin

Fur den Nachweis proliferierender Zellen zu den verschiedenen Zeitpunkten nach
partieller Hepatektomie erfolgte die i.p. Injektion von Bromodeoxyuridin (BrdU) zwei h
vor der geplanten Sektion. BrdU als chemisches Analogon von Thymidin wird in der
Synthesephase in die DNA eingebaut, weshalb der immunhistochemische nukleare
Nachweis proliferierende Zellen anzeigt. Die BrdU-Stammlosung (50 mg/ml) wurde in
leicht alkalisiertem aqua dest. gelost und bei -20°C in Aliquots bis zur Verwendung
gelagert. Nach Verdinnung auf 5 mg/ml mit steriler 0,9%iger Natriumchlorid Lésung
erfolgte die i.p. Injektion (siehe Kapitel 3.2.6.) von 100 ug BrdU /g KG exakt zwei h

vor der geplanten Sektion der Maus.

Intraperitoneale Injektion von Poly(l)-Poly(C)

Die transgenen Rela™ MxCre-Mausen wurden durch plC-Injektion induziert. Das lyo-
philisierte pIC wurde in steriler 0,9%iger Natriumchlorid-Losung bei 50°C geldst. Die
resultierende Losung mit einer Konzentration von 1 mg/ml plC wurde aliquotiert und
bei -20°C gelagert. Zur Induktion der Cre-Rekombinase durch den Interferon-
responsiven Promoter wurden den Rela”"MxCre-, als auch den Kontrollmausen (Re-
1a™F) 10 pg pIC/ g KG i.p. injiziert. Sieben Tage danach wurden die Mause fiir weitere

Versuche verwendet.

Intraperitoneale Injektion von LPS (Lipopolysaccharid)

Lipopolysaccharide als Bestandteil der du3eren Membran von gramnegativen Bakte-
rien wurden in ihrer Eigenschaft als starke NF-kB-abhangige TNF-Induktoren genutzt.
Zunachst erfolgte eine Verdunnung der LPS-Stocklosung (2 mg/ml) mit steriler
0,9%iger Natriumchlorid Lésung auf 0,2 ug/ul. Den Mausen wurde 2 ug/g Korperge-

wicht i.p. injiziert. Danach erfolgte zu spezifischen Zeitpunkten die Sektion.
Injektion von murinem TNF

Hierzu wurde die Stammlésung mit steriler 0,9%iger Natriumchlorid-Losung auf 2,5

ng/ul verdunnt. Die i.p. Injektion von murinem TNF (mTNF) erfolgte mit 25 ng/ g KG .
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45 Minuten nach Injektion erfolgte jeweils die Sektion.
Die intravendse Injektion von mTNF erfolgte mit 10 ng /g KG in die rechte oder linke

Schwanzvene. Die Mause wurden dann 6 Stunden nach Injektion untersucht.

3.2.1 Sektion der Mause und Organentnahme

Die Mause wurden stets durch Inhalation von Isofluran getétet. Wenn keine Organ-
entnahme erfolgte, wurde stets zusatzlich ein Genickbruch durchgefuhrt.

Die Sektion der Mause zu den verschiedenen Zeitpunkten nach PHx erfolgte stan-
dardisiert. Es wurde stets durch eine mediane Laparotomie das Abdomen eroffnet
und der Schnitt beidseits entlang des Rippenbogens erweitert. Der Darm wurde zur
Seite gelegt und es erfolgte die Blutenthnahme aus der Vena cava (siehe unten). Da-
rauf wurde die (Rest-)Leber als komplettes Praparat entfernt und sofort gewogen.
Anschlielend wurde die Leber auf Eis zerteilt. Drei Gewebestlcke fur Protein- und
RNA-Analysen wurden sofort in separaten Kryotubes in flissigem Stickstoff schock-
gefroren. Die verbleibenden Lebersticke wurden fur die Paraffin-/ Kryo-Histologie

weiterverarbeitet.

3.2.2 Bestimmung der Lebermasse und Berechnung der prozentualen Leber-
regeneration

Zur Bestimmung der Lebermasse wurde das durchschnittliche prozentuale Gewicht
der resezierten Leberlappen (LL, RML, LML) zum Lebergesamtgewicht bestimmt.
Die daraus resultierenden 66% wurden in folgender Formel zur Errechnung des Ge-
samtlebergewichts vor Operation benutzt: 100 x (Gewicht der resezierten Leberlap-
pen in Gramm / 66) = {errechnetes Lebergewicht in Gramm}.

Bei der erweiterten 80%igen Hepatektomie wurde die resezierten Leberlappen (LLL,
RML, LML, OL, RUL) mit 78% des Gesamtlebergewebes bestimmt und die Formel
100 x ({Gewicht der resezierten Leberlappen in Gramm} / 78) = {errechnetes Leber-
gewicht in Gramm} angewendet. Zur Uberpriifung wurde der prozentuale Anteil des
errechneten Lebergewichts am Korpergewicht der Maus errechnet und mit einem
Standard verglichen. Die standardisierten Hepatektomie-Methoden wurden mit dem
prozentualen Anteil des resezierten Lebergewebes am Korpergewicht errechnet.
Nach Sektion der Mause zu den jeweiligen Zeitpunkten wurde das Lebergewebe
nach Entfernung der nekrotischen Reste im Bereich der Ligatur (0,06 bis 0,2g) ge-

wogen und der prozentuale Anteil zu dem errechneten Lebergesamtgewicht vor Ope-
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ration (siehe oben) berechnet. ({Gewicht des Lebergewebes nach Sektion in Gramm}
/ {errechnetes Lebergewicht in Grammy}) x 100 = {Gewicht der regenerierten Leber in

Prozent zum Ausgangsgewicht}.

3.2.3 Blutentnahme bei Mausen

Blutabnahme mittels Schwanzveneninzision

Nach Fixierung der Maus im Restrainer erfolgte eine Hyperamisierung des Schwan-
zes mittels einer Warmelampe und Stauung der Schwanzvenen durch leichten Fin-
gerdruck. Die Inzision erfolgte in der Schwanzspitze und Blut wurde durch die Kapil-
larwirkung der Hamatokritrohrchen passiv entnommen. AnschlieRend erfolgte eine
suffiziente Blutstillung mittels Verddung.

Blutentnahme wahrend der Sektion

Die Blutentnahme erfolgte nach Eroffnen des Abdomens durch Punktion der Vena
cava inferior mit einer 26G Kanule und einer 1 ml Einwegspritze. Es wurde je nach
Mausgrofle zwischen 0,5 bis 1 ml Vollblut gewonnen.

Serumgewinnung und Serumanalysen

Fur die weitere Analyse wurde das Vollblut in ein Epi Uberfuhrt, auf Eis gekuhlt und
die zellularen Bestandteile durch Zentrifugation bei 4°C fur 10 Minuten bei 8.000 rpm
in der Eppendorf Tischzentrifuge abzentrifugiert. Das Serum als Uberstand wurde in
ein frisches Epi Uberfuhrt und in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C

bis zur weiteren Verwendung gelagert.

3.2.4 Serumchemie

Zur Abschatzung des Leberschadens wurden Aliquots der Serumproben 1:5 mit
dH,O verdunnt und die Transaminasen Aspartat- und Alanin-Amino-Transferase-
Aktivitat (AST, ALT) sowie das Gesamtbilirubin nach genormten, standardisierten
Methoden bestimmt. Dies erfolgte durch das Institut fur klinische Chemie am Kilini-

kum rechts der Isar in Miinchen.

3.2.5 ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)
FUr die quantitative Bestimmung der Serum- und Gewebsspiegel von TNFa und IL-6
wurden Sandwich Enzym-lmmunoassays mit spezifischen Kits (Quantikine®) nach

den Protokollen des Herstellers R&D Systems durchgefihrt.
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3.3 Hepatozyten- und Kupffer-Zellisolierung

Zunachst wurden alle verwendeten Losungen auf 37°C vorgewarmt und die Instru-
mente sterilisiert. Der Maus wurde 10 bis 13 pl/ g Korpergewicht des Xylazin/ Keta-
min-Gemisch i.p. injiziert und auf eine ausreichende Narkosetiefe gewartet. Darauf
wurde die Maus auf den Rucken gelegt und fixiert. Mit einer grof3ziigigen medianen
Laparotomie bis zum Processus Xyphoideus erfolgte die blutungsarme Eroffnung
des Abdomens. Nach Darstellung der Vena cava inferior wurde diese mit einer Liga-
tur umstochen und der erste Knoten vorgelegt, jedoch noch nicht geschlossen. Da-
rauf wurde distal der Ligatur, kranial der Einmundung der Venae renalis in die Vena
cava inferior eine 22G Braunule eingefuhrt, bis kurz unterhalb der Leber vorgescho-
ben und diese mit der Ligatur fixiert. Darauf wurde der vorbereitete Puffer 1 (250 ul
EGTA (50mM) ad 50 ml HBSS; (37°C) in dem entlifteten Pumpensystem ange-
schlossen und die Pumpe mit 2 ml/min gestartet. Sobald sich die Pfortader fullte,
wurde diese durchtrennt und der Pumpenfluss auf 7 ml/min erhoht und die Leber mit
35 ml des Puffer 1 perfundiert. Darauf wurde die Leber mit 40 — 50 ml des frisch mit
Liberase versetzten Puffers 2 (67 ul Calcium 1M ad 50 ml HBSS, Liberase) perfun-
diert (7 ml/min). Die Perfusion konnte gestoppt werden, sobald sich das Parenchym
der Leber enzymatisch aufgelockert hatte. Dies wurde mit einer Pinzette Uberpruft.
Anschlielend erfolgte die Entnahme der Leber. Die folgenden Schritte erfolgten alle
bei 37°C unter sterilen Bedingungen. Die Leber wird darauffolgend in einer Pet-
rischale Williams-Medium (ad 5% FCS, 1:100 Pen/Strep, 1:100 L-Glut) mit einer Pin-
zette zerkleinert und die resultierenden Teile anschlieRend durch einen 70 um Filter
in eine frische Petrischale gepresst, um die Zellen von dem verbleibenden Gewebs-
gerust zu trennen. Die Zellsuspension wird mit insgesamt 35 ml Williams-Medium (ad
5% FCS, 1:100 Pen/Strep, 1:100 L-Glut) aufgefillt und bei 4°C 300 G fur zwei Minu-
ten zentrifugiert, um intakte Zellen von Gewebsresten zu trennen. Der Uberstand
wurde verworfen und das Zellpellet in Williams-Medium (37°C) aufgenommen. Ab
hier konnte entweder eine Hepatozytenkultur oder weitere eine Auftrennung fur die
Kupffer-Zellkultur erfolgen.

Fur die Kupffer-Zellisolierung folgte nach Aufnehmen des ersten Pellets in Williams-
Medium in 35 ml eine Zentrifugation mit 50 G fur 2 Minuten bei 4°C. Der Grolteil der
Hepatozyten wird im resultierenden Pellet entfernt. Der Uberstand wird in einem 50
ml Falcon auf Eis gelagert und mit dem Uberstand von mindestens einer zweiten

Maus gepoolt. Die 50 ml Falcons werden dann nochmals eine Minute bei 50 G zentri-
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fugiert und erneut das Pellet verworfen. Darauf folgen zwei Zentrifugationschritte bei
350 G fur 10 Minuten bei 4°C mit dazwischen erfolgter Erythrozyten-Lyse (5 Minuten)
sowie dem Waschen mit 20 ml kaltem 1x PBS. Das resultierende Pellet (gepoolt aus
2-3 Mausen) wird in 10 ml 1x PBS suspendiert. Im folgenden Schritt erfolgte die Se-
paration der verschieden Zellen mittels Uberschichten eines Percoll-Gradienten (un-
ten > 15 ml 50% Percoll 2 20ml 25% Percoll - 10ml Zellen in 1x PBS oben) und
Zentrifugation bei 800 G fur 15 Minuten. Das Pellet, die 25% Percoll-Phase und der
Uberstand wurden verworfen. Fir die Kupffer-Zellen wurde die 50% Percoll und In-
terphase zwischen 50% und 25% Percoll-Phase in ein neues Falcon Uberfuhrt und
mit 1x PBS auf 50 ml aufgefullt und erneut 10 min bei 800 G und 4°C zentrifugiert.
Das resultierende Pallet wurde in 10 ml RPMI resuspendiert und die Zellzahl nach
Neubauer bestimmt und auf 1x10° Zellen/ml mit RPMI verdiinnt. Die Zellen wurden
dann in 12-Well Platten ausgesat. Die weitere Trennung von Endothelzellen und an-
deren Nicht-Parenchymzellen erfolgt durch selektive Adharenz.Nach 15 Minuten wa-
ren die meisten Kupffer-Zellen angeheftet; darauf erfolgte ein Mediumwechsel mit
Vollmedium (RPMI, 10% FCS, 1:100 L-Glut, 1:100 Pen/Strep). Anschlielend konnte
die Inkubation in 37°C Brutschranken mit 5% CO2 uber Nacht erfolgen.

3.4 Genotypisierung der Mause

3.4.1 DNA-Isolation aus Mauseschwanzen

Es wurden etwa ein 3-6 mm der Schwanzspitze von 3 Wochen alten Mausen abge-
schnitten und diese in 300 yl Zelllyse-Puffer (siehe unten) mit 20 yl Proteinase K-
Losung Uber Nacht in einem Thermomixer bei 55°C inkubiert. Bei der darauf folgen-
den Zentrifugation bei 14.000 rpm fur 10 min wurde der verbleibende Schwanzrest
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorf-Gefal mit 300 pl vor-
gelegtem Isopropanol gegeben und mehrmals auf und ab pipettiert. Anschliel3end
wurde erneut bei 14.000 rpm in der Tischzentrifuge bei 4°C fur finf Minuten abzentri-
fugiert und der Uberstand vorsichtig abgekippt. Das resultierende DNA-Pellet wurde
mit 300 pl Ethanol (70%) gewaschen und erneut fur 5 Minuten bei 14.000 rpm bei
4°C abzentrifugiert und der Uberstand vorsichtig abkippt. Das Pellet wurde darauf im
Heizblock bei 55°C getrocknet und dauraufhin Uber Nacht in 100 pl TE-Puffer (siehe
unten) gelost.

Proteinase K-Losung: 10 pg Proteinase K Pulver in 1 pl H2Opigest. (= 10 mg/ml)
Zelllyse-Puffer: 10 mM Tris-HCL pH 8
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5mM EDTA

0,5% SDS

0,4M NaCl

10 mM Tris-HCL pH 8
1 mM EDTA

3.4.2 PCR-Ansatz zur Detektion der Cre-katalysierenden Rekombinase

Gesamtes Volumen pro Ansatz: 25 pl (24 pl ohne DNA):

Konditionen:

H,O 10,5 ul
Ready Mix Red Taq 12,5 ul
Primer Mix: (Cre 1-4 je 10uM) 1 pl
DNA 1 ul
95°C 10 min

95°C 40 sec

58°C 40 sec 40x
72°C 1,5 min

72°C 10 min

10°C

3.4.3 PCR-Ansatz zur Detektion RelA/p65-Lox Cre
Gesamtes Volumen pro Ansatz: 25 pl (24 pl ohne DNA):

Konditionen:

H,O 10,5 ul
Ready Mix Red Taq 12,5 ul
Primer Mix: (p65 lox1 ; p65 lox2) 1 pl
DNA 1 ul
95°C 10 min

95°C 40 sec

58°C 40 sec 40x
72°C 1,5 min

72°C 10 min

10°C

Fragmentgrofie = Doppelbande - auf dem (2%igen) Gel:  WT = ca. 250 bp

KO = ca. 285 bp
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Die Proben wurden in eine vorgeheizte PCR-Maschine gestellt und die Amplifikation
der DNA erfolgte entsprechend den Reaktionskonditionen.

Nach Beendigung des PCR-Programms wurden die Proben Uber Nacht bei 4°C oder
fur langere Zeit bei -20°C gelagert. Zur Analyse wurde ein Aliquot der PCR-Reaktion

(10-15 pl) auf ein geeignetes Agarosegel aufgetragen.

3.4.4 Agarosegelelektophorese
Zur Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte eine Agarosegelelektrophorese. Hierzu
wurde 2% Agarose in TAE-Puffer in einer Mikrowelle aufgekocht, und nach abkuhlen
bei 50-60°C Ethidiumbromid hinzugegeben und das Gel in die Gelvorrichtung gegos-
sen und bis zur Erkaltung bei RT inkubiert. Das Gel wurde dann in die mit TAE-Puffer
geflullte Laufkammer gelegt und ein 10-15 pl Aliquot der PCR-Reaktion sowie ein
DNA-Marker (0,1 - 10 kb) aufgetragen. Die Gelelektrophorese erfolgte bei 110 V fur
1,5 Stunden und die anschlieliende Detektion der Banden erfolgte in einem UV-
Licht-Photosystem bei 302 nm.
50x TAE-Puffer: 2MTRIS pH 8,5

100 mM EDTA

5,71% (v/v) Essigsaure (100%)

3.5 RNA-Extraktion aus Lebergewebe und quantitative Echtzeit-PCR

Die RNA-Extraktion erfolgte mittels eines RNeasy Mini-Kit (Fa. Quiagen) nach der im
Kit empfohlenen Methode fur Lebergewebe mit den im Kit enthaltenen Reagenzien.
Die in flussigem Stickstoff sofort wahrend der Sektion schockgefrorenen maximal 25
ug schweren Lebergewebesticke wurden hierzu in 600 yl RLT-Puffer mit jeweils 6 pl
B-Mercaptoethanol mit dem Homogenisator 3-5 Sekunden auf Eis homogenisiert und
anschlieend fur 3 Minuten bei 13000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wur-
de sofort in flussigem Stickstoff schockgefroren und in flissigem Stickstoff bis zur
Weiterverarbeitung gelagert. Die weitere RNA-Isolierung erfolgte indem die Lysate
auf QIA-shredder- spin colums pipettiert wurde und zweimalig durch in 2 ml Sammel-
rohrchen bei maximaler Geschwindigkeit in einer Tischzentrifuge durch die Schred-
der abzentrifugiert wurden. Das resultierende Lysat wurde 1:1 mit 70%igem Ethanol
gemischt und jeweils maximal 700 yl auf RNeasy Mini Columns pipettiert und 15 Se-
kunden bei 10000rpm zentrifugiert. Der resultierende durchgeflossene Rest in den 2

ml Sammelréhrchen wurde verworfen und die Prozedur wiederholt, bis das gesamte
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Lysat/Ethanol-Gemisch einmal durch die RNeasy Mini Columns abzentrifugiert wurde.
Die im Lysat enthaltenen Nukleinsauren bleiben hierbei an die Silica-GelMembran
des RNeasy Mini Columns gebunden. Danach wurde nach einmaligem Waschen mit
350 pl Puffer RW1 (15 Sekunden bei 10000rpm) je Saule 80 pl DNase I-Losung (10
ul DNase | Stock-Losung (RNase-Free) und 70 pyl RDD-Puffer) fur einen DNA-
Verdau zugegeben und 15 Minuten bei RT inkubiert. Danach folgte ein Waschschritt
mit 350 yl RW1 - Puffer und zwei Waschschritte mit 500 pl RPE-Puffer fur jeweils 15
Sekunden bei 10000rpm, wobei der durchgeflossene Rest in den 2 ml Sammelrohr-
chen verworfen wird. Danach erfolgt eine erneute Zentrifugation ohne Puffer bei ma-
ximaler Geschwindigkeit fur eine Minute und anschliellend das Losen der RNA mit
30 pl RNase-freiem Wasser und Sammeln in einem frischen Sammelgefal® durch
Zentrifugation fur eine Minute bei 10000rpm. Die RNA-Konzentrationsbestimmung

erfolgte durch photometrische Messung von 2 ul mit einem Nana-Drop-Gerat.

3.5.1 Reverse Transkription
Durch reverse Transkription wurde die isolierte RNA in cDNA flir die quantitative
Echtzeit-PCR umgeschrieben. Hierzu wurden Reagenzien des TagMan Reverse

Transcription-Kit der Firma Applied Biosystems verwendet.

Reaktionsansatz: 5 ul 10x TagMan RT Buffer > 1x
11 ul MgClz (25 mM) -2 55mM
je10 ul dNTP-Mix - je 500 uM
2,5l Hexamers-Random -2 2,5uM
1wl RNase-Inhibitor - 0,4 Ulul
1,25 ul Multiscribe RT (50U/ul) - 1,25 U/ul
1 ug RNA-Probe

ad 19,25 ul RNase-free Wasser
PCR-Programm:  25°C 10 min

48°C 1h

95°C 5 min
AnschlieRend wurde die cDNA 1:5 in TE-Puffer verdinnt und bei -20°C gelagert.
TE-Puffer : 10 mM TRIS pH 8,0

1 mM EDTA
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3.5.2 Quantitative Echtzeit-PCR

Die quantitative Echtzeit-PCR wurde mit den Reagenzien und dem TagMan Gold
RT-PCR Kit nach dem Protokoll des Herstellers Applied Biosystems durchgefuhrt.
Der Farbstoff SYBR Green | fluoresziert nach Bindung an doppelstrangiger DNA und
somit steigt die Fluoreszenzintensitat im Laufe der PCR an, da immer mehr doppel-
strangige DNA synthetisiert wird. Die spezifischen Oligonukleotid-Sequenzen sind
unter Material (3.1.5) aufgeflhrt.

Ansatz fur die quantitative Echtzeit-PCR (25 ul):

12,5 ul Power SYBR Green Mastermix

0,75 ul Echtzeit-Oligonukleotid forward (10 pM)
0,75 ul Echtzeit-Oligonukleotid reverse (10 uM)
6 ul H20

5 ul cDNA (4 ng/ul)

Bedingungen fur die quantitative Echtzeit-PCR:

95°C 10 min

95°C 15 sec ]

60°C 1 min 40x

95°C 15 sec

60°C 1 min o

60°C +0,3°C/min Schmelzkurvenanalyse

95°C 15 sec

Je Well wurde der oben beschriebene Mastermix- Ansatz ohne cDNA (20 ul) vorge-
legt und anschlieffend in jedes Well 5 ul der verdinnten cDNA, der Standards oder
TE-Puffer als Negativkontrolle hinzugegeben. Pro Probe erfolgte stets eine doppelte
Pipettierung und Reaktion als Kontrolle. Im Anschluss an jede Echtzeit-PCR wurde
eine Schmelzkurvenanalyse durchgefuhrt um Test-Fehler auszuschlieBen und die
Qualitat der Oligonukleotide zu bestimmen. Hierzu wurde

die Temperatur kontinuierlich erhéht und die Veranderung der Fluoreszenz gemes-
sen. Am Schmelzpunkt des PCR-Produkts trennen sich die DNA-Strange und die
Fluoreszenz sinkt abrupt ab. Als probeninterne Kontrolle wurde Cyclophilin, das stets
gleichmafig exprimiert wird immer mitbestimmt. Hierdurch konnte mit der Applied
Bioscience StepOne Software v2.1 der semiquantitative Wert der zu bestimmenden
Probe im Verhaltnis zu Cyclophilin angegeben werden (Delta-CT-Methode). An-

schlieBend wurde die relative Veranderung der mRNA Expression (Fold changes) im
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Verhaltnis zur Negativkontrolle (null Stunden/ ohne Stimulation) berechnet.

3.6 Proteinextraktion und Western-Blot-Analysen

3.6.1 Ganzzellextrakte aus Lebergewebe

Hierfur wurde sofort nach der Sektion in flissigem Stickstoff schockgefrorenes Le-
bergewebe verwendet. Der Lysepuffer (Cell Signaling; 10x Stock) wurde 1:10 mit
ddH20 verdunnt (resultierend 1x Lysepuffer: 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NacCl,
1 mM Na2EDTA, 1 mM EGTA, 1% Triton, 2,5 mM Natriumpyrophosphat, 1 mM [3-
Glycerophosphat, 1 mM Na3zVO4, 1 pug/ml leupeptin) und je 1:100 von Phosphatase
Inhibitor Cocktail Set Il (Fa. Calbiochem) und Proteinase Inhibitor Coktail Set Il (Fa.
Calbiochem) zugegeben. In die Kryo-Rdhrchen wurde zu den direkt nach der Sekti-
on der Maus zugeschnittenen Leberstucken die circa funffache Menge des Gewebs-
volumen an Lysepuffer mit Proteinase- und Phosphataseinhibitor (siehe oben) hinzu-
gegeben. Die Proben wurden sofort auf Eis mittels eines Stabhomogenisators
mehrmals kurz homogenisiert und dazwischen erneut auf Eis gekihlt. Das homoge-
nisierte Gewebe wurde darauf 15 min bei 4°C geschittelt und nach Uberfiihrung in
ein neues Epi 15 min bei 4°C und 13.000 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand (Pro-
teinlysat) wurde danach aliquotiert und in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis

zur weiteren Untersuchung bei -80°C gelagert.

3.6.2 Ganzzellextrakte nach Kupffer-Zell-lsolierung

Nach Isolierung und Kultivierung von Kupffer-Zellen wurde zur Gewinnung von
Ganzzellextrakten vor der Ernte das Medium abgesaugt und die Zellen mit PBS ge-
waschen. Danach wurde 100 pl Lysepuffer (mit Phosphatase- und Proteinase-
Inhibitor siehe 3.7.1) pro Well einer 12-Well-Platte hinzugefugt und die Zellen mit ei-
nem Zellschaber auf Eis abgelost. Das Lysat wurde in ein Eppendorf- Reaktionsge-
fak Gberfihrt und 15 Minuten bei 4°C und 13.000 rpm abzentrifugiert und der Uber-
stand (Proteinlysat) in Aliquots verteilt und in flussigem Stickstoff schockgefroren und

bis zur weiteren Untersuchung bei -80°C gelagert.

3.6.3 Vorbereitung der Proben fiir die SDS-PAGE
Proteinkonzentrationsbestimmung (Bradford Assay)
Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach Bradford. Das Prinzip dieser

Methode beruht auf Veranderung des Absorptionsmaximums von Coomassie Birilliant
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Blue quantitativ durch Proteinbindung. Das Protein Assay Dye-Concentrate von Bio-
Rad wurde 1:5 mit destilliertem Wasser verdinnt und 300 ul pro Well in einer 96-
Well-Platte vorgelegt. Als Standardreihe wurde in aufsteigender Konzentration nach
einer Leerprobe, 2 mg/ml, 4 mg/ml, 6 mg/ml, 8 mg/ml und 10 mg/ml von Bovinem
Serumalbumin (BSA) in die erste Reihe der 96-Well-Platte pipettiert.

Ein Aliquot der Proteinproben wurde jeweils 1:5 (oder bei sehr hohen Protein-
konzentrationen 1:10) mit destilliertem Wasser verdiunnt und 2 pl in je zwei Wells zur
Doppelbestimmung pipettiert und vermischt. Darauf erfolgte die photometrische Be-
stimmung der Proteinkonzentration bei 595 nm in einem ELISA-Reader der Fa. Bio-
Rad. Zur Konzentrationsbestimmung wurde die Absorption der Probe mit der Absorp-

tion der Proteinstandardreihe verglichen.

Vorbereitung der Proben fiir die SDS-PAGE

Die zu untersuchenden Proteine wurden nach ihrer elektrophoretischen Mobilitat
aufgetrennt. Hierfur wurde nach der Konzentrationsbestimmung Aliquots der Protein-
lysate mit Lysepuffer auf eine Konzentration von 5 mg/ml verdinnt. Im Anschluss
daran wurde zu allen Proben im Verhaltnis 1:1 vierfach Proteinladepuffer zugegeben.
Die Proben wurden danach fur 4 min bei 95°C im Heizschuttler erhitzt, direkt danach

auf Eis gekuhlt und vor dem Laden kurz in einer Tischzentrifuge zentrifugiert.

Proeteinladepuffer: 0,5 ml Tris-HCI (0,5 M, pH 6,8) 250 mM
8,0 ml SDS (10%) (8 %)
4 ml Glycerol (40 %)
2 ml 2-Mercaptoethanol (20 %)
0,8mg bromphenol-blue (0,008 %)
dH>O auf insges.10 ml

Die Proteinproben werden in Anwesenheit des starken anionischen Detergenz Natri-
umdodecylsulphat (SDS, sodium dodecyl sulate) und eines reduzierenden Agens (2-
Mercaptoethanol) und durch Erhitzen denaturiert, wodurch sekundare und tertiare
Strukturen aufgebrochen werden. SDS bindet an hydrophobe Bezirke der Proteine,
wodurch die Proteine je nach ProteingroRe negativ geladen werden. Die negative
Ladung kann dann durch Anlegen eines elektrischen Feldes aufgetrennt werden. Die
Auftrennung der Proteine erfolgte also durch Natriumdodecylsulphat (SDS) - Polyac-
rylamidgelelektrophorese (PAGE). Die Menge an gebundenem SDS, mit resultieren-

der, negativer Ladung des Proteins ist dem Molekulargewicht des Proteins proportio-
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nal. Dadurch werden die Proteine nach ihrer Grof3e im Acrylamid-Gel aufgetrennt.

3.6.4 Natriumdodecylsulphat (SDS) — Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)
Die denaturierende SDS-PAGE wurde in einem diskontinuierlichen Gelelektrophore-
se-System durchgefuhrt um die Proteine aufzukonzentrieren. Der Acrylamidgehalt
wurde je nach GroRe des aufzutrennenden Proteins gewahlt. In den gezeigten Abbil-
dungen wurde ein 10%iges Trenngel verwendet.
10%iges Trenngel: 4,1 ml dH,0O (aqua dest.)

2,6 ml Trenngelpuffer (1,5 M Tris- HCI, pH 8,8)

3,3 ml Acrylamid 30% (polyacrylamid/bis- 37,5:1)

100 pl 10% SDS

50 pI' 10% Ammoniumpersulfat (APS)

15 yl Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Das Trenngel wurde nach Zugabe von APS und TEMED sofort in eine Minigel-
Apparatur gegossen und der obere Rand mit Isopropanol abgedichtet. Dadurch
konnte eine saubere, glatte Oberflache erzeugt werden.Nach Polymerisierung und
Aushartung des Trenngels wurde das Sammelgel nach Abgiel3en des Isopropanol
darauf gegossen und ein Kamm fur die Taschen eingefugt.
5%iges Sammelgel: 3 ml dH20 (aqua dest.)

1,3 ml Sammelgelpuffer (0,5 M Tris- HCI, pH 6,8)

750 pl Acrylamid 30% (polyacrylamid/bis- 37,5:1)

50 pI 10% SDS

25yl 10% Ammoniumpersulfat (APS)

10 yI Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Nach Aushartung des Sammelgels wurde der Kamm entfernt und die Taschen mit
Laufpuffer gespult. Nach Einspannen in die mit Laufpuffer geflllte Gelelektro-
phoresekammer erfolgte ein Gelvorlauf von ca. 30 Minuten bei 120 mV.
10X SDS Laufpuffer: 6,06 g Tris Base (0,25 M, pH 8,3)

28,8 g Glycin (1,92 M)

20 ml 10% SDS (1%)
Danach wurden die Taschen mit 20 pl der denaturierter Proteinprobe (2,5 mg/ml sie-
he oben) beladen. Als Protein Standard wurde Precision Plus Protein All Blue Stan-
dard (Bio-Rad) 1:1 verdunnt mit zweifach Proteinladepuffer verwendet. Darauf wurde

eine Spannung von 80 — 100 mV zur Konzentrierung im Sammelgel und eine Auf-
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trennspannung von 100-120 mV bei erreichen des Trenngels angelegt. Die Dauer
der Gelelektrophorese erfolgte in Abhangigkeit der Grof3e des zu detektierenden Pro-

teins. Als Kontrolle dienten die Banden eines Proteinstandards.

3.6.5 Western-Blot
Nach der SDS-PAGE wurde das Gel vorsichtig von den Glasplatten gelost, das
Trenngel vom Sammelgel abgetrennt und mittels einer Semi-Dry Blotting Apparatur
auf eine Polyvinylidendifluorid (PVDF) Membran Ubertragen. Nach Aktivierung der
PVDF-Membran in Methanol (15 s) und anschielfendem waschen in aqua dest. (15
s) wurde diese kurz in Transferpuffer (siehe unten) zwischengelagert. In die waag-
rechte Blot-Apperatur wurden zunachst drei in Transferpuffer getrankte Saugpapiere
(Whatman Paper) gelegt und die Apparatur befeuchtet. Darauf kam die aktivierte
PVDF-Membran, dann das Polyacrylamidgel und zuletzt wieder drei mit Transferpuf-
fer getrankte Whatman-Paper. Die Apparatur wurde vorsichtig geschlossen und mit
150 mA fur 50 Minuten geblottet.
Transferpuffer: 48 mM TRIS-HCI (pH 8,3)

39 mM Gilycin

0,037% SDS

20% Ethanol

3.6.6 Immunologische Detektion der zu untersuchenden Proteine

Zur Reduktion von unspezifischen Bindungen wurde die Membran mit den nach
Elekrotransfer darauf befindlichen Proteinen mittels Odyssey Blocking Buffer (1:1 mit
PBS verdunnt) fur 60 min bei RT auf einer Schuttelplatte geblockt und danach kurz in
PBS gewaschen. Anschlieend wurde die Membran mit dem ersten Antikorper inku-
biert. Dies geschah meist bei 4°C auf einer Schwenkplattform Gber Nacht. Die pri-
maren Antikorper, gegen Strukturen des nachzuweisenden Proteins gerichtet, wur-
den in Verdunnungen mit 1:1 Odyssey Blocking Buffer und steriler Phosphat-
gepufferten Salzlésung (PBS; phosphate buffered saline) benutzt. Fur die Verdun-
nungen siehe Kapitel 3.1.3. Um nicht gebundene Antikorper zu entfernen, wurde die
Membran anschlieRend mit PBS/ 0,1% Tween mehrmals fur jeweils 10 min gewa-
schen. Die Inkubation mit den an einen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten, sekunda-
ren Antikdrpern erfolgte lichtgeschutzt fur 30 min bis 1 h bei RT (Verdinnungen sie-

he Kapitel 3.1.3.). Danach wurde die Membran erneut dreimal fur jeweils 10 min auf
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einer Schwenkplattform gewaschen. Die Membran konnte dann sofort auf dem
Odyssey Infrared Imager eingescannt werden. Die Auswertung erfolgte mit der inte-
grierten Odyssey Software. Als Ladekontrolle wurde in jeder Western Blot Membran

das ubiquitar vorkommende zytoplasmatische B-Actin nachgewiesen und quantifiziert.

3.7 Histologische Methoden

3.7.1 Prozessierung von Gewebe fir Gefrierschnitte (Kryos)

Das aus der Sektion oder Operation gewonnene Gewebe wurde zunachst 1 h bei RT
in PFA 4% (Paraformaldehyd) vorfixiert. Zur Entwasserung wurde das Gewebe da-
nach in eine 15%ige Sucrose-Losung Uberfuhrt und bei 4°C fur 4-6 h (je nach GrolRe)
darin belassen. Darauf erfolgte die Uberflihrung in 30%ige Sucrose-Losung bei 4°C
fiir ungefahr 12 h tiber Nacht. AnschlieRend wurde das Gewebe in Tissue-Tek® bla-
senfrei eingebettet und in flussigem Stickstoff schockgefroren. Bis zur Weiterverar-
beitung wurden die Proben bei -80°C gelagert. Gewebsschnitte wurden mit dem Kry-
otom auf 7 ym dicke Schnitte zugeschnitten und auf unbeschichtete Objekttrager

aufgezogen.

3.7.2 Prozessierung von Gewebe fir die Paraffinhistologie

Hierfir wurden die Gewebeproben in wassriger 4% Formalinldsung (PFA; siehe
oben) 20 h bei RT im Dunkeln fixiert. Dies diente der Erhaltung des Gewebes und
wurde bei groen Praparaten auf 24 h ausgedehnt. Danach erfolgte die Uberfiihrung
der Gewebe in eine Entwasserungsmaschine. Dort erfolgte eine aufsteigende Alko-
holreihe von 20% Isopropanol bis 100% in 20% Schritten alle 60 min. In 100%igem
Isopropanol verblieben die Proben fur mindestens 8 h und es folgte eine dreistufige
Xylol-Reihe. AnschlieRend wurden die Proben in Paraffindl und dann im Warme-
schrank bei 55°C bis 65°C erhitzt und nach erneuten 8-16 h in heiRes Paraffin einge-
gossen, das langsam im Warmeschrank und spater bei RT aushartete. Die entstan-
denen Paraffin-Blocke wurden vor dem Schneiden bei -20°C gekuhlt. Mittels des
Mikrotoms wurden 3,5 ym dicke Serienschnitte gemacht und aus einem Heillwas-
serbad (ca. 45°C) auf unbehandelte Objekttrager aufgezogen. Diese Schnitte wurden

dann uber Nacht bei RT getrocknet.

3.7.3 Hamatoxylin-Eosin (HE)- Farbung

Die HE-Farbung (Hamatoxylin-Eosin-Farbung) wurde als Routinefarbung bei allen
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gewonnen Gewebsproben nach partieller Hepatektomie eingesetzt, um die Ge-
websarchitektur und ggf. pathologische Veranderungen zu beurteilen. Hierfar wurden
die getrockneten Schnitte mit Xylol entparaffiniert und mittels einer absteigenden Al-
koholreihe wieder hydriert. Danach erfolgte die Farbung mit Hamatoxylin und Eosin.
Anschliel3end eine aufsteigende Alkoholreihe und der Abschluss mit Xylol. Danach
wurden die gefarbten Schnitte eingedeckelt.
Farbereihe: 2 x 5 Minuten in Xylene/Rotihistol

Je 2 x 5 Minuten in 100%, in 95% und in 80% Ethanol

1 x 5 Minuten in dH,0

10-30 Sekunden Hamosin

spulen in dH,0

30-60 Sekunden Eosin

2 x kurz in 80% Ethanol spulen

Je 2 x 60 Sekunden in 96 und 100% Ethanol

5 Minuten in Xylene/Rotihistol

Zur Auswertung wurden die Schnitte unter einem Lichtmikroskop ausgewertet.

3.7.4 BrdU (Bromodeoxyuridin)- Immunhistochemie

Fur die Immunhistochemie wurde die indirekte Avidin-Biotin-Peroxidase-Complex
(ABC) — Methode verwendet. Die getrockneten Paraffinschnitte wurden hierfir eben-
so entparaffinisiert und durchliefen die absteigende Alkoholreihe zur Rehydrierung
(siehe 3.10.1). Darauf wurden die Schnitte in einer Mikrowelle bei maximaler Watt
Leistung acht bis neun Minuten in einer auf Citrat basierten Antigen-Unmasking-
Solution (Vector-Lab) gekocht und zwanzig Minuten bei RT abgekuhlt. Danach wurde
die Schnitte in 1xPBS (phosphate buffered saline) tberfuhrt.

Nach Einspannen der Schnitte in eine Immunhistologie-Kammer wurden diese erneut
3x mit 1x PBS gewaschen und die endogene Peroxidase mittels 3% H»0, (Wasser-
stoffperoxid) fur 10 min geblockt und anschlieRend 3x mit 1x PBS gewaschen. Zum
Blocken von unspezifischen Bindungen erfolgte die Inkubation der Schnitte mit 200 pl
5%iger Blocklosung mit Serum der Spezies in der zweite Antikdrper hergestellt wur-
de. Ein ml 5% Serumblockldsung enthalt: 850ul 1xPBS, 50ul Goat-Serum, 4 Tropfen
Avidin-Losung. Danach wurde erneut 3 x mit 1x PBS gewaschen. AnschlieRend wur-
den die Schnitte in einer Feuchtkammer mit 150 -200 pl Losung des ersten Antikor-

per (anti-BrdU, rat; Fa. Serotec; Verdinnung: 1:200 in 1xPBS, Goat-Serum, plus Bio-
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tin) bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Die Schnitte wurden am nachsten Tag wieder in die
Immunhistologie-Kammern eingespannt und 3x mit 1x PBS gewaschen. Als nachstes
erfolgte die Inkubation der Schnitte mit 150 -200ul der LOsung des biotinylierten zwei-
ten Antikorpers (Goat anti-rat; Verdunnung: 1:500 in 1x PBS, Goat-Serum) fur eine
Stunde bei RT. Nach erneutem Waschen mit 1x PBS wurden die Schnitte mit 200 pl
des ABC-Reagenz (zwei Tropfen Avidin-Reagenz, zwei Tropfen Biotin-Reagenz ad
5 ml 1x PBS) fur 30 Minuten inkubiert und erneut 3 x mit 1x PBS gewaschen. Ab-
schlielRend wurde die 3'3’-Diaminobenzidin (DAB)-Losung lichtgeschutzt angesetzt (2
Tropfen buffer stock, 2 Tropfen H2O2, 4 Tropfen DAB ad 5 ml dH,O) und 300 pl pro
Schnitt fur ca. 5 min im Dunkeln inkubiert und sofort danach 3x mit dH,O gewaschen.
Zu der spezifischen Braunfarbung des gesuchten Antigens (BrdU) durch DAB wurde
eine Gegenfarbung mit Hamatoxylin fir 2 Sekunden durchgefuhrt. Sofort nach Ein-
tauchen der Schnitte in Hamatoxylin wurde eine Wasserung der Schnitte in dH20
vorgenommen. Zum Abschluss erfolgte dann eine aufsteigende Alkoholreihe und
eine Xylene/ Rotihistol-Reihe (siehe 3.6.3) mit anschlieBendem Eindeckeln mit

Mounting Medium.

Auswertung der BrdU-Immunhistologie

Zum Nachweis des in der Synthesephase an die DNA angelagerte BrdU wurden im-
munhistochemische Farbungen der Lebergewebe aller fur die Zeitpunkte 24, 36, 48,
72 und 168 h (= 7 d) operierten Mause durchgefuhrt. Darauf wurden von den immun-
histologischen Schnitten mit einer an ein Zeiss-Lichtmikroskop angeschlossener Digi-
talkamera (Axio Vision, Fa. Zeiss) in einem Kreuzraster von links oben nach rechts
unten und von links unten nach rechts oben in zwei verschiedenen Leberlappen acht
Bilder in 200facher Vergrofierung gemacht. Daraufhin folgte die Auszahlung aller
BrdU-positiven, im Vergleich zu den lediglich Hamatoxylin gefarbten Hepatozyten-
kernen, in allen acht Bildern. Das resultierende Verhaltnis aus BrdU-positiven zu der
Gesamtzahl der Hepatozytenkernen des 200fachen Bildausschnittes wurde als Pro-

zentsatz angegeben.

3.7.5 TUNEL - Immunhistologie
Durch die Aktivitat von Endonukleasen wird der Desoxyribonukleinsaure-Strang der
Zelle im Rahmen der Apoptose zerteilt und es werden Hydroxygruppen an den En-

den frei. Hier kann die Terminale Desoxyribosyl Transferase biotinylierte dUTP ein-
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bauen, die wiederum Uber eine Avidin-Peroxidase-Reaktion und DAB gefarbt werden
konnen und somit apoptotische Zellen detektieren (Terminale Desoxyribosyl Trans-
ferase Mediated biotinylated dUTP Nick End Labelling)(Gavrieli et al., 1992). Hierzu
wurden Paraffinschnitte wie in Kapitel 3.6.4. deparaffinisiert und rehydriert. Nach
Blocken der endogenen Peroxidase wurde die TUNEL-Kit-Losung (Fa. Roche) ange-
setzt und je 50 ul pro Schnitt aufgetragen. Nach abdecken des Objekttragers mit Pa-
rafilm wurde bei 37°C 1 h inkubiert. Danach wurde wieder 3x mit 1x PBS gewaschen
und die Schnitte mit 50 ul der Converter-POD-L6sung des TUNEL-Kit bei 37°C fur 30
min inkubiert. Dann wurden die Schnitte mit je 300 pl DAB-Losung 10 min bei RT
lichtgeschutzt inkubiert. Die Gegenfarbung erfolgte mit Eosin fur ungefahr 5 s. Ab-
schlie3end folgte die aufsteigende Alkohol- und Histoclear Reihe (siehe 3.6.3.) und

Eindeckeln mit Mounting Medium.

3.7.6 RelA/p65-Immunhistologie

Die Paraffinschnitte wurden wie in Kapitel 3.6.4. deparaffinisiert, rehydriert und mit
Antigen-Unmasking-Solution behandelt. Nach Blocken der endogenen Peroxidase
und Inkubation mit 5%iger Serumblockldésung (5% Donkey-Serum) wurde erneut 3x
mit 1x PBS gewaschen. Anschliefend wurden die Schnitte in einer Feuchtkammer
mit 150-200 pl Losung des ersten Antikorper (anti-p65 sc372-G, goat; Fa. Santa-
Cruz; Verdunnung: 1:200 in 1x PBS, Donkey-Serum, plus Biotin) bei 4°C Uber Nacht
inkubiert. Nach waschen mit 1x PBS erfolgte danach die Inkubation der Schnitte mit
150-200 pl der Losung des biotinylierten zweiten Antikdrpers (Donkey anti-goat; Ver-
dunnung: 1:500 in 1x PBS, Donkey-Serum) fur 1h bei RT. Nach erneutem Waschen
mit 1x PBS wurden die Schnitte mit 200 pl der ABC-Reagenz fur 30 min inkubiert,
erneut 3x mit 1x PBS gewaschen und anschlieend mit 300 yl pro Schnitt 3'3’-
Diaminobenzidin (DAB)-L6sung lichtgeschutzt fir ungefahr 5 min im Dunkeln inku-
biert und sofort danach 3x mit dH,O gewaschen. Die Gegenfarbung wurde mit Ha-
matoxylin fur 2 bis 5 s durchgefuhrt. Abschliellend folgte die aufsteigende Alkohol-

und Histoclear Reihe (siehe 3.6.3.) und Eindeckeln mit Mounting Medium.

3.8 Auswertung und Statistik
Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte mit Angabe dem jeweiligen standard error of
mean (SEM; Standardabweichung (SD) der Proben/ die Wurzel von n-Proben, als

Standardabweichung der Population) dargestellt. Beim Vergleich zweier Messwerte
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wurde zur Berechnung der Signifikanzen ein zweiseitiger Student’s t-Test flr unab-
hangige Stichproben verwendet und Werte von p < 0,05 als statistisch signifikant

bewertet. Die Berechnungen wurden mit Hilfe der Programme Microsoft Excel, SPSS
und SigmaStat durchgefuhrt.
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4 Ergebnisse
41 Die Hepatozyten-spezifische Deletion von RelA/p65 in Rela”*AlbCre-

Mausen fiihrt nicht zu vermehrtem Zellschaden nach 2/3-PHx

Unsere Arbeitsgruppe konnte kurzlich zeigen, dass eine hohe Empfindlichkeit der
Hepatozyten nach Hepatozyten-spezifischer Inaktivierung von RelA/p65 fur Apoptose
nach Stimulation mit sehr geringen TNF-Dosen in Rela™ AlbCre-Mausen in vivo und
in vitro besteht (Geisler, et al., 2007). Da mehrere Studien signifikante TNF-
Serumspiegel innerhalb der ersten Stunden nach partieller Hepatektomie beschrei-
ben und TNF von einigen Autoren als mitentscheidendes Signal fur die Initiierung der
Leberregeneration betrachtet wird (Fausto, et al., 2006), wirde man auch nach PHx
ein erhohtes Ausmal} an Zellschaden bzw. Apoptose nach Hepatozyten-spezifischer
Inaktivierung von NF-kB erwarten.

Zur Untersuchung des Ausmalies der Gewebsschadigung nach PHx wurden daher
Mause mit Hepatozyten-spezifischer Inaktivierung der transaktivierenden NF-kB Un-
tereinheit RelA/p65 (Rela™ AlbCre Mause) sowie Cre-negative Kontrollmause (Re-
Ia™F) einer 2/3-PHx unterzogen und die Bestimmung verschiedener Leber- und Cho-
lestaseparameter im Serum durchgefuhrt. Zu den Zeitunkten 6, 24, 36, 48, 72 und
168 h nach PHx wurden die Serumspiegel von ALT, AST und Bilirubin bestimmt (n=
3-6 pro Zeitpunkt und Versuchsgruppe). Normalerweise kommt es zu einem transien-
ten Transaminasenanstieg (ALT, AST) nach PHx, was durch den operativ bedingten
Gewebsschaden sowie den nekrotischen Leberresten am Absetzungsrand der rese-
zierten Lappen bedingt ist (Mitchell, et al., 2008). Uberraschenderweise waren we-
der ALT- noch AST-Serumspiegel nach PHx signifikant unterschiedlich in Knockout-
(Rela™ AlbCre) und in Kontrolimausen (Abbildung 7 B und C). Zudem war das Se-
rum-Gesamtbilirubin in Rela™ AlbCre und den Kontrolltieren zu den verschiedenen
Zeitpunkten post PHx mit stets unter 0,8 mg/dl nie signifikant erhoht (Abbildung 7 A).
Zusétzlich wurden die Restlebern von Rela™ AlbCre- und Rela™ -Kontrollmausen zu
den Zeitpunkten 6, 24, 36, 48, 72 und 168 h nach PHx histologisch untersucht (HE-
Farbungen). Hier zeigten sich keine signifikanten Nekrosen oder entzindliche Infiltra-
te nach PHx (Abbildungen nicht gezeigt). Diese Ergebnisse deuten bereits darauf hin,
dass Hepatozyten-spezifisches RelA/p65 unter unseren Versuchs- bzw. Operations-
bedingungen nicht essentiell zur Wahrung der Gewebsintegritat nach partieller Hepa-

tektomie ist.
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Abbildung 7: ALT-, AST- und Bilirubin-Serumchemiewerte in Rela™ AlbCre- und Rela™-
Kontrollmausen nach PHx.

Eine 2/3 PHx wurde bei Rela™ AlbCre- und Rela™ -Kontrollmausen durchgefiihrt und die Bilirubin-,
ALT- und AST-Serumspiegel zu den angegebenen Zeitpunkten nach PHx bestimmt (n= 3-6 pro Zeit-
punkt). Die Werte sind als Mittelwerte +/- SEM angegeben. (A) Das Gesamtbilirubin war zu keinem
Zeitpunkt pathologisch erhoéht. (B) Sowohl ALT-, (C) als auch AST-Serumspiegel zeigen zwischen
Rela™ AlbCre- und Rela™ -Kontrollmausen keine signifikanten Unterschiede zu den einzelnen Zeit-
punkten.

Um mogliche erhdhte Apoptoseraten in den regenerierenden Restlebern nach He-
patozyten-spezifischer Inaktivierung von RelA/p65 nachzuweisen, wurde das Leber-
gewebe von Rela™AlbCre- und Rela™-Kontrollmdusen mittels TUNEL-
Immunhistologie untersucht. Als Positivkontrollen wurde nicht operierten Re-
la"FAlbCre und Rela™-Mausen mTNF (10 ng/g KG) i.v. injiziert und die Lebern 6 h
nach Injektion untersucht. Nach PHx konnte in der lichtmikroskopischen Auswertung
auch hier weder nach Hepatozyten-spezifischer Inaktivierung von RelA/p65 in den
Rela™ AlbCre noch in den Kontrollmdusen erhdhte Apoptoseraten nachgewiesen
werden. Dagegen zeigten Rela™ AlbCre-Mause nach mTNF-Injektion als Positivkon-
trollen im Vergleich zu den Kontrollmausen wie erwartet massive Apoptosen (Abbil-
dung 8, (Geisler, et al., 2007)). Obwonhl in friheren Studien eine essentielle zytopro-
tektive Funktion von NF-kB in Hepatozyten auch nach PHx angenommen wurde

(Chaisson, 2002; limuro, et al., 1998; Yang, et al., 2005) und Hepatozyten nach Inhi-
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bierung des NF-kB Signalwegs hoch empfindlich fur TNF-induzierte Apoptose sind
(Geisler, et al., 2007; Luedde, 2005; Maeda, et al., 2003), zeigen unsere Untersu-
chungen, dass ein funktionelles RelA/p65 unter unseren Versuchsbedingungen nicht
essentiell ist, um Hepatozyten nach PHx vor Apoptose oder anderen Leberzellscha-

den zu schutzen.

24h postPHx

6h post mTNF

Abbildung 8: Rela™ AlbCre-Miuse weisen keine erhéhte Apoptoserate nach PHx im Verleich zu
TNF-Injektion auf.

Reprasentative TUNEL-Immuhistologie von Rela™ AlbCre- und Rela™ -Kontrollmausen 24 h nach PHx
(oberen Reihe) sowie als Positivkontrolle 6 h nach mTNF-Injektion (i.v., 10 ng/g KG, untere Reihe). Es
wurden keine signifikanten Apoptosen in den Restlebern nach PHx zu den einzelnen Zeitpunkten
festgestellt wahrend Rela™  AlbCre-Mause im Vergleich zu Kontrolltieren massive Apoptosen nach
mTNF-Injektion aufweisen (je 200-fache VergréRerung).

4.2 Rela™ AlbCre-Mause zeigen einen beschleunigten Zellzykluseintritt nach
PHx
Frihere Studien deuten auf eine essentielle, proliferative Rolle von NF-kB in den
Hepatozyten nach PHx hin (limuro, et al., 1998; Yamada, et al., 1998). In dieser Ar-
beit zeigte sich nicht etwa eine verminderte, sondern erstaunlicherweise sogar eine
beschleunigte Regenerationsfahigkeit der Leber nach Hepatozyten-spezifischer Inak-
tivierung von RelA/p65 in Rela™ AlbCre-Mausen. Die Bestimmung der DNA-
Synthese wurde zu den Zeitpunkten 24, 36, 48, 72 und 168 h nach PHx mittels anti-
BrdU-Immunhistochemie durchgefiihrt. Rela™"AlbCre-Mause zeigten bei 36 Stunden
signifikant mehr BrdU-positive Hepatozytenkerne als die Kontrollen (Rela™) (Abbil-
dung 9 A und C). Das Verhaltnis an Hyperplasie zu Hypertrophie wurde durch Be-

stimmung der absoluten Zahl an Hepatozytenkernen in 8 Bildausschnitten bei 200-
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facher VergroRerung bestimmt. Trotz des beschleunigten Zellzykluseintritts nach He-
patozyten-spezifischer Inaktivierung von RelA/p65 zeigte sich zu keinem Zeitpunkt
ein signifikanter Unterschied zwischen Rela™ AlbCre- und den Kontrollmdusen (Ab-
bildung 9 B). Somit ist bei der bekannten Neigung der Hepatozyten zur Polyploidie
(Sigal et al., 1999) keine unterschiedliche Zellteilungsrate im Verhaltnis zur DNA-

Synthese zwischen Rela™ AlbCre- und Kontrollmausen zu beobachten.
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Abbildung 9: Rela™ AlbCre-Mause zeigen einen beschleunigten Zellzykluseintritt nach PHx.

Rela™ AlbCre- und Rela™ Kontrollmause wurden einer 2/3-PHx unterzogen und zwei Stunden vor der
jeweils geplanten Sektion BrdU (i.p. 100 mg/kg KG) injiziert. (A) Die Quantifizierung der DNA-
Synthese erfolgte durch Auswertung der immunhistochemisch BrdU-positiven Hepatozyten im Ver-
héaltnis zur Gesamtzahl an Hepatozyten aus acht Bildern in 200-facher Vergréfierung zu den angege-
benen Zeitpunkten nach PHx (n= 4-8 pro Zeitpunkt und Genotyp) (*p= 0,002). (B) Das Verhaltnis an
Hyperplasie zu Hypertrophie wurde als absolute Zahl der Hepatozytenkerne als M|ttelwert aus acht
B|Idausschn|tten (200 fache VergroRerung) aller zu diesen Zeitpunkten operierten Rela *AlbCre und
Rela —Mausen ermittelt. (C) Reprasentative anti-BrdU-Immunhistochemie von Rela™ AlbCre und
Rela™-Mausen zu den angegebenen Zeitpunkten nach PHx (200 fache VergréRerung).

Der
spezifischer Inaktivierung in Rela”F AlbCre-Mausen wurde in Western-Blot Analysen
zu den Zeitpunkten 24, 36 und 48 h nach PHx Uberpruft. Obwonhl in friheren Studien

immunhistochemisch beschleunigte Zellzykluseintritt nach Hepatozyten-

eine Abhangigkeit der Cyclin D1 Expression von einer NF-kB-Aktivierung mit Re-
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IA/p65-p50 Heterodimere mit Reduktion der Promoter Aktivierung von cyclin D1
(CCND1) nach  Uberexpression eines  NF-kB-Super-repressors  (nicht-
phosphorylisierbares IkBa) beschrieben wurde (Joyce et al., 1999), zeigte sich in
Rela™ AlbCre-Mausen (iberraschend eine deutlich stirkere Expression von Cyclin
D1 im Vergleich zu den Kontrollen zu den Zeitpunkten in Western-Blot Analysen
(Abbildung 10 A). Die Expression von Cyclin D1 und dessen Bindung an CDKs (Cyc-
lin dependent kinases) ist essentiell fir den G1 zu S-Phasen Ubergang im Zellzyklus
und scheint daneben auch den Austritt aus der Ruhephase (G0) von Zellen zu bah-
nen (Resnitzky et al., 1994). Dies bestatigen die Ergebnisse aus der BrdU-
Immunhistologie nach PHx (Abbildung 9). Das Ergebnis einer verstarkten Cyclin D1
Expression in der Western-Blot Analyse nach Hepatozyten-spezifischer Inaktivierung
von RelA/p65 in den Rela™" AlbCre-Mausen konnte ebenso durch eine Echtzeit-PCR
Analyse der mRNA-Level von Cyclin D1 mit hoherer Expression von Cyclin D1 (p=
0,057) 24 h nach PHx im Vergleich zu den Kontrollmausen gezeigt werden (Abbil-
dung 10 B). Western-Blot Analysen zu den Zeitpunkten 24, 36 und 48 h nach PHx
zeigten ebenso eine starkere Expression von PCNA (Proliferating Cell Nuclear Anti-
gen) und deutlich stirkere und frilhere Expression von Cyclin A in Rela™ AlbCre-
Mausen im Vergleich zu den Rela™ -Kontrolimausen (Abbildung 10 A). PCNA ist im
Zellzyklus wahrend der S-Phase aktiv und ist innerhalb einer Replikationsblase es-
sentiell als Bindestruktur fur humane DNA-Polymerasen in der DNA-Replikation
(Acharya et al., 2008). Das Cyclin A wird als Zellzyklusprotein nach Bindung mit
CDK2 (cyclin-dependent kinase 2) fuir den Progress durch die S-Phase bendtigt
(Girard et al., 1991). Dies spricht fur einen friheren Eintritt in die Synthesephase und
friheren Progress von der S-Phase in die G2-Phase der Hepatozyten in Re-
la™FAlbCre-Mausen. Nach Hepatozyten-spezifischer Inaktivierung von RelA/p65 wird
die beschleunigte Transition der Hepatozyten in die Synthesephase somit mit einer
verkurzter G1 Phase durch eine deutlich starkere Expression von Cyclin D1 erklart.
Diese Ergebnisse unterstitzen die immunhistochemische Beobachtung einer be-

schleunigten Zellzyklus Progression in Rela™ AlbCre-Mause nach PHx.
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Abbildung 10: Beschleuni&ter Zellzykluseintritt mit veranderter Expression Zellzyklus-
assoziierter Proteine in Rela " AlbCre-Mausen nach PHx.

(A) Proteinlysate der regenerierenden Leber von Rela™ AlbCre- und Kontrollmausen (ReIaF/F) wurden

in Western-Blot Analysen auf die Expression von Zellzyklus-assoziierten Proteinen (PCNA, Cyclin A,

Cyclin D1) zu den angegebenen Zeitpunkten nach PHx untersucht. Eine effektive Deletion des Wild-

typ-RelA/p65 in den Rela™ AlbCre- Mausen zeigt das trunkierte, funktionell inaktive Ap65. Es wurden

jeweils zwei reprasentative Lysate pro Zeitpunkt und Genotyp aufgzetragen und B-Actin diente als La-
dungskontrolle. (B) Quantitative Cyclin D1-mRNA-Analyse in Rela "AlbCre- und Rela™ -Mausen aus
Lebergewebe vor (0 h) und 24, 36 und 48 h nach PHx. Die Quantifizierung erfolgte durch Echtzeit-
PCR-Analyse als Dreifachbestimmung und Normalisierung auf Cyclophilin.

4.3 PHx-induzierte Zytokinantwort nach Hepatozyten-spezifischer Inaktivie-
rung von RelA/p65 in Rela™ AlbCre-Mausen.
Bei deutlich friherem Zellzykluseintritt und beschleunigter Progression nach Hepato-
zyten-spezifischer Inaktivierung von RelA/p65 in Rela™ AlbCre- Méusen stellt sich
die Frage nach den dafur ursachlichen Mechanismen nach PHx. Frihe Ereignisse
nach partieller Hepatektomie, welche die Transition der ruhenden, voll differenzierten
Hepatozyten (G0O-Phase) in die G1-Phase initiieren konnen, wurden bereits vielfach
untersucht. Ereignisse mit Anstieg von Zytokinen, wie TNFa, oder IL-6, der Aktivie-
rung von Transkriptionsfaktoren, wie NF-kB, STAT3 und der Induktion von raschen
frihen Genen (immediate early genes), wie c-fos, c-jun und c-Myc wurden in einer

hypothetischen Priming Phase als Initiierung der Leberregeneration nach PHx sub-
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sumiert (Fausto, 2000). Eine in frGheren Studien haufiger berichtete, transiente Er-
hoéhung der TNFa-Serumspiegel in der fruhen Phase nach PHx (Cressman et al.,
1995; Cressman, et al., 1994; lwai et al., 2001; Trautwein, et al., 1996), waren in die-
ser Arbeit weder nach Hepatozyten-spezifischer Inaktivierung von RelA/p65 in Re-
la™FAlbCre- Mausen noch in den Kontrollmausen (Rela™) mittels eines hoch sensiti-
ven ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) zu den Zeitpunkten 1, 4 und 6 h
nach PHx nachweisbar (n= 3-4 pro Zeitpunkt und Genotyp, Abbildung nicht gezeigt).
Die relative Expression von TNF-mRNA im Lebergewebe nach PHx waren ebenso
kaum messbar (CT Werte >30) und zeigten keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen Rela™ AlbCre- und Kontrollmausen nach PHx (Abbildung 11 A). Auch in an-
deren Studien konnte eine Erhdohung der TNF- Serum- oder Gewebsspiegel nicht
einheitlich nachgewiesen werden (Fausto, et al., 2006). Somit sind unsere Ergebnis-
se nicht unerwartet und sprechen gegen eine tragende Rolle von loslichem TNF bei
der Initiierung der Leberregeneration nach PHx.

Trotz nicht nachweisbarer signifikanter TNF-Serumspiegel nach PHx zeigten sich
sowohl in Rela™ AlbCre- als auch in Rela™-Mausen erhdhte IL-6 Serumspiegel ohne
signifikante Unterschiede zu den Zeitpunkten 4, 6 und 36 h nach PHx (Abbildung 11
B). Dies ist insofern unerwartet, da die IL-6-Antwort in der Leberegeneration als
TNFR-1 abhangig beschrieben wurde (Taub, 2004). Ein Serumspiegelanstieg von IL-
6 tritt somit unabhangig von einer Inaktivierung von RelA/p65 in Hepatozyten und
unabhangig von TNF nach partieller Hepatektomie auf. Jedoch sind die IL-6 Serum-
spiegel in unseren Ergebnissen frGher messbar und deutlich niedriger als vorbe-
schrieben (Trautwein, et al., 1996). Die Bestimmung der relativen IL-6 mRNA Ex-
pression aus Lebergewebe bestatigte die mittels ELISA gemessenen Serumspiegeln
mit einem MRNA Expressionsmaximum bei 1 h nach PHXx, ohne signifikante Unter-
schiede zwischen den der Rela™ AlbCre- und der Rela™ -Mausen zu 1, 4, 6 und 24 h

nach PHx (Abbildung 11 C).
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Abbildung 11: Rela™ AlbCre-Mause zeigen im Vergleich zu Kontrollmdusen eine unauffillige
Zytokinantwort.

(A) Quantitative TNF-mRNA-Analyse in Rela” AlbCre- und Rela™-Mausen aus Lebergewebe vor (0
h), sowie 1 und 4 h nach PHx. Die Quantifizierung erfolgte durch Echtzeit-PCR-Analyse als Dreifach-
bestimmung und Normalisierung auf Cyclophilin. (B) Bestimmung der IL-6-Serumspiegel mittels
ELISA zu den angegebenen Zeitpunkten nach PHx in Rela™ AlbCre- und Rela™ -Mausen mit einem

Maximum 4 Stunden nach PHx ohne signifikante Unterschiede. Die Daten sind als Mittelwert, + SEM
angegeben; n =3-6 pro Zeitpunkt und Genotyp. (C) Quantitative IL-6-mRNA-Analyse in Rela™ AlbCre-

und Rela™ -Mausen aus Lebergewebe vor (0 h), sowie 1 und 4 h nach PHx. Die Quantifizierung er-
folgte durch Echtzeit-PCR-Analyse als Dreifachbestimmung und Normalisierung auf Cyclophilin.

Obwohl in den Serumspiegeln und der mRNA-Induktion des gp130 Liganden und
Jak/STAT3-Aktivators IL-6 keine signifikanten Unterschiede in Rela” AlbCre- und
Rela™ -Mausen nach PHx bestanden, zeigte sich in der Western-Blot-Analyse eine
deutlich starkere Aktivierung von STAT3 durch Phosphorylierung (pSTAT3) in Re-
la™F AlbCre-Mausen (Abbildung 12, zweiter Kasten von oben).

Da durch NF-xB die Signaltransduktion von JNK (c-Jun N-terminale Kinase) suppri-
miert wird (Liu et al., 2002) und die Expression von Cyclin D1 durch JNK/AP1 regu-
liert ist (Schwabe et al., 2003), wurde in Western-Blot-Analysen die Aktivierung des
JAK-Signalwegs untersucht. Bei Rela™ AlbCre-Mausen zeigte sich eine Stunde nach
PHx eine deutlich starkere Aktivierung von JNK im Sinne einer Phosphorylierung von
p54-JNK im Vergleich zu den Kontrollen (Abbildung 12, erste und zweite Reihe von
unten). Da NF-xB eine JNK-Suppressor-Funktion besitzt (Geisler, et al., 2007), ist
diese vermehrte JNK-Aktivierung eine mogliche Erklarung fur die hohere Expression
von Cyclin D1 und dadurch schnellere Transition von der GO zu G1-Phase in Re-

1a™F AlbCre-Mausen.
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Abbildung 12: Die Inaktivierung von RelA/p65 in Hepatozyten fiihrt zu einer verstarkten Aktivie-
rung von STAT3 und JNK nach PHx.

Proteinlysate von Rela™ AlbCre- und Kontrollmausen (ReIaF/F) wurden in Western-Blot Analysen auf

die Phosphorylierung und somit Aktivierung von STAT3 und JNK zu den angegebenen Zeitpunkten
nach PHx untersucht. Die effektive Deletion des Wildtyp-RelA/p65 zeigt in den Rela™  AlbCre- Mausen
das trunkierte Ap65. Es wurden jeweils zwei reprasentative Lysate pro Zeitpunkt und Genotyp aufge-
tragen. -Actin diente als Ladungskontrolle.

4.4 Normale Regeneration der Lebermasse nach Hepatozyten-spezifischer
Inaktivierung von RelA/p65 nach PHx
In den bisherigen Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass nach Hepatozyten-
spezifischer Inaktivierung der transaktivierenden NFxB-Untereinheit RelA/p65 keine
gesteigerte Leberschadigung auftritt und Uberraschenderweise sogar ein etwas be-
schleunigter Zellzykluseintritt nach PHx zu beobachten ist. Die Bestimmung der Le-
bermasse 24, 36, 48, 72 und 168 h nach PHx zeigte allerdings eine normale Rege-
neration der Lebermasse in beiden Gruppen ohne signifikante Unterschiede zwi-
schen Rela™ AlbCre- und den Rela™ -Mausen (Abbildung 13). Sowohl Rela™"-
Kontrolimause als auch Rela”"AlbCre-Mause erreichten sieben Tage nach partieller
Hepatektomie ungefahr 90% der jeweils errechneten Leberausgangsmasse. Somit
besteht bei beiden Mauslinien eine suffiziente Regenerationsfahigkeit der Leber und
das Ausgangsgewicht der Leber wird nach 2/3 PHx durch kompensatorische Hyper-
plasie nahezu innerhalb von 7 d wieder erreicht. Somit war der beschleunigte Zell-
zykluseintritt in Rela™" AlbCre-Mausen nicht mit einer beschleunigten Regeneration

der Lebermasse assoziiert.
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Abbildung 13: Normale Regeneration der Lebermasse nach Hepatozyten-spezifischer Inaktivie-
rung von RelA/p65 nach PHx.

Die Regeneration der Lebermasse wurde in Rela” AlbCre- und Rela™-Mausen zu den einzelnen
Zeitpunkten nach PHx bestimmt und als prozentualer Wert zur errechneten Lebermasse vor PHx be-
stimmt (siehe Material und Methoden). Die Werte sind als Mittelwerte +/- SEM in Prozent der errech-
neten Lebermasse vor PHx angegeben (n =4-9 pro Zeitpunkt und Genotyp).

4.5 Eine erweiterte Hepatektomie (80%-PHx) fiihrt nicht zu vermehrter Zell-
schadigung oder verminderter Leberregeneration nach Hepatozyten-
spezifischer Inaktivierung von RelA/p65.

Die Ergebnisse nach 2/3-PHx zeigten Uberraschenderweise keine vermehrte Zell-

schadigung und eine normale Regenerationsfahigkeit der Lebermasse. Um zu uber-

prufen, ob die Regenerationsfahigkeit und die Zellintegritat nach Hepatozyten-
spezifischer Inaktivierung von RelA/p65 auch nach erweiterter Hepatektomie erhalten
bleibt, wurden Rela™ AlbCre- und Kontrollmause einer 80%-PHx unterzogen (Abbil-
dung 14 A). Fur dieses PHx-Modell ist eine post-OP Letalitdt von 60-70% in WT-

Mausen in den ersten drei Tagen beschrieben (Cataldegirmen, et al., 2005). Mit un-

serer Operationsmethode zeigte sich aber kein Unterschied im Gesamtuberleben

zwischen Rela™ AlbCre- (4/7) und Kontrollmausen (4/6) (Abbildung 14 B). Letale

Verlaufe waren nur innerhalb der ersten 60 h nach 80%-PHx zu beobachten, wobei

diese Lebern beider Mauslinien ausgedehnte zentrilobulare Nekrosen aufwiesen. In

den Uberlebenden Mausen war zudem histologisch sowie in biochemisch (AST, ALT,

Gesamtbilirubin) keine erhdhte Leberschadigung in Rela™ AlbCre- im Vergleich zu

Kontrollmausen zu detektieren (Abbildung 14 C-E). In der BrdU-Immunhistologie

zeigten sich sowohl in Rela™ AlbCre- als auch in Rela™-Mausen noch einige BrdU-

positive Hepatozyten, ohne signifikanten Unterschied 7 d nach erweiterter 80%-PHx

(Abbildung 14 F). Dabei war die absolute Zahl an Hepatozytenkernen/ HPF nicht sig-
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nifikant unterschiedlich (normales Hypertrophie/Hyperplasie-Verhaltnis) (Abbildung
14 G). Erstaunlicherweise zeigte sich auch nach erweiterter 80%-PHx eine ungestor-
te Leberregeneration der Lebermasse nach Hepatozyten-spezifischer Inaktivierung
von RelA/p65 in Rela™" AlbCre-Mausen (Abbildung 14 H).

Somit zeigen diese Daten sowohl nach 2/3-PHx als auch nach 80%-PHx, dass eine
genetische Inaktivierung von RelA/p65 spezifisch in Hepatozyten diese nicht fur ei-
nen erhdhten Zellschaden durch Apoptose oder Nekrose sensibilisiert und dabei eine

vollig normale Regeneration der Lebermasse nach PHx moglich ist.
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Abbildung 14: Ungestorte Regenerationsfahigkeit der Leber nach erweiterter 80%-PHx nach
Hepatozyten-spezifischer Inaktivierung von RelA/p65.

Rela™ AlbCre- und Rela™ -Kontrollmausen wurden einer erweiterten, 80%-PHx unterzogen (n= 6-7).
(A) schematische Darstellung des OP-Modells (Bild links) und die Regeneration nach 7 d mit kompen-
satorischer Hyperplasie des verbleibenden RLL und des linken OL (Bild rechts). (B) Das Gesamtuber-
leben nach 80%-PHx bei Kontroll- (4/6) und Rela™ AlbCre-Mausen (4/7) war nicht signifikant unter-
schiedlich. (C-E) Die Bilirubin-, ALT- und AST-Serumspiegel zu den angegebenen Zeitunkten nach
PHx sind in der jeweiligen Einheit angegeben. (F) Die BrdU-Immunhistologie 7 d nach erweiterter
80%-PHx zeigten bei den Rela™ AlbCre- und Kontrolimausen noch einige BrdU-positive Hepatozyten,
ohne statistisch Signifikanten Unterschied (4,4% bzw. 2,6%, n=4 je Genotyp, p= 0,1). (G) Verhaltnis
zwischen Hyperplasie und Hypertrophie als absolute Zahl an Hepatozytenkerne / 8x 200facher Ver-

57



Ergebnisse

groRerung und (H) Regeneration der Lebermasse als prozentualer Wert zur errechneten Lebermasse
vor erweiterter Hepatektomie der Rela™ AlbCre- und Rela™ -Mause.

4.6 Die Genetische Inaktivierung von RelA/p65 in allen Leberzellen, ein-
schlieBlich der Kupffer-Zellen in Rela” MxCre-Mausen beeintrichtigt eine
NF-xB abhangige Zytokinantwort.

In neueren Studien wurde ein Konzept entworfen, in dem vor allem eine NF-xB ab-

hangigen Zytokinantwort in Kupffer-Zellen als initiierendes Ereignisse der Leberrege-

neration gesehen wird (Chaisson, 2002; Maeda, et al., 2003; Yang, et al., 2005). Um

dieses Konzept zu Uberpriifen, wurden Rela™ MxCre-Mause (Geisler, et al., 2007)

nach induzierter genetischer Inaktivierung von RelA/p65 in Hepatozyten und Nicht-

Parenchymzellen der Leber einer 2/3-PHx unterzogen. MxCre-Mause exprimieren

die Cre-Rekombinase induzierbar in diversen Typ-1-Interferon-responsiven Geweben

und zeigen folglich eine Deletion in Lymphozyten, Hepatozyten und Nicht-

Parenchymzellen der Leber nach plC-Injektion (Kuhn, et al., 1995). Rela”"MxCre-

Mause sind ebenso wie Rela”" AlbCre-Mause phanotypisch unauffallig. So zeigt sich

45 Minuten nach i.p. Injektion von mTNF (25 ng mTNF / g KG) immunhistochemisch

bei Kontrollmadusen (Rela™

Leberzellen als Ausdruck einer NF-kB-Aktivierung. (Abbildung 15 A, linkes Bild).

Nach Hepatozyten-spezifischer Inaktivierung von RelA/p65 in Rela™ AlbCre-Mausen

) eine Translokation von RelA/p65 in die Zellkerne aller

zeigt sich jedoch lediglich eine Translokation von RelA/65 in Nicht-Parenchymzellen
(Abbildung 15 A, mittleres Bild), wobei nach Inaktivierung von RelA/p65 allen Leber-
zellen in Rela™ MxCre-Mausen nahezu keine nukledre Translokation von RelA/p65
weder in Hepatozyten noch in Nicht-Parenchymzellen zu detektieren ist (Abbildung
15 A, rechtes Bild). Demnach konnte die effektive Deletion der gefloxten Abschnitte
des Rela-Gens in Kupffer-Zellen von Rela™ MxCre-Mause 7 Tage nach plC Injektion
in Western-Blot Analysen von Kupffer-Zell-Isolaten gezeigt werden (Abbildung 15 B).
Wie bereits von unserer Arbeitsgruppe gezeigt, weisen Rela™ MxCre-Mause auf-
grund der gleichzeitigen Inhibierung von RelA/p65 in Hepatozyten und anderen Typ-
1-Interferon reaktionsfahigen Geweben eine stark reduzierte TNF-Antwort nach LPS
-Stimulierung auf (Geisler, et al., 2007). LPS ist ein starker Aktivator des NF-kB Sig-
nalwegs und fuhrt zur Expression von TNF. Eine Stunde nach i.p. Injektion von LPS
(2 pug/ g KG) konnten somit mittels eines TNF spezifischen ELISA stark erhohte TNF-
Serumspiegel bei Kontrollmausen (Rela™": TNF 12787 + 2328,5 pg/ml; n=6) nach-

gewiesen werden. Nach genetischer Inaktivierung von RelA/p65 in allen Leberzellen,
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einschliellich der Kupffer-Zellen in Rela™ MxCre-Mausen ist die LPS-induzierte
TNF-Antwort deutlich reduziert (MW: 1014 + 332,8 pg/ml; p <0,001; n = 6) (Abbildung
15 C). Analog zu den Ergebnissen der TNF-Serumspiegel resultiert 1 h nach LPS-
Stimulierung (i.p. 2 ug/ g KG) in der Echtzeit-PCR-Analyse eine massive Steigerung
der A20-mRNA-Expression in Kontrollmausen in und eine lediglich basale Expressi-
on A20 in Rela™ MxCre-Méusen (Abbildung 15 D). A20 wird als Produkt des friihen
Zielgens Tfnaip3 rasch nach kanonischer NF-kB-Aktivierung exprimiert und reguliert
u.a. Entzindungs- und Immunreaktionen durch Hemmung der NF-kB-Aktivierung
(Coornaert et al., 2009).

Die semiquantitative Echtzeit-PCR-Analyse der A20-mRNA Expression zeigte nach
PHx lediglich eine leichte Induktion des fur A20 codierenden Tfnaip3 als fruihes NF-
kB Zielgen in Kontrolltieren (4,5-fach) im Vergleich zu der Induktion nach LPS-
Stimulierung (100-fach) und spricht somit fur eine nur sehr geringe NF-kB-
Aktivierung nach PHx. Rela™ AlbCre-Mause zeigen eine verminderte relative A20-
MRNA Expression nach PHx im Vergleich zu Kontrollen (Abbildung 15 E), als Aus-
druck der Inaktivierung von RelA/p65 in den Hepatozyten. Rela”"MxCre-Mause zei-
gen, wie durch die obigen Ergebnisse zu erwarten, keine Erhdhung der relativen Ex-
pression von A20 in der Leber nach PHx, aufgrund der Inaktivierung von RelA/p65 in
allen Leberzellen. Diese Ergebnisse demonstrieren die effektive induzierbare geneti-
sche Inaktivierung von RelA/p65 in Hepatozyten und Nicht-Parenchymzellen, ein-
schlieRlich der Kupffer-Zellen in Rela™ MxCre-Mausen. Dies ermoglicht eine Unter-
suchung einer NF-kB-abhangigen Zytokinantwort in Kupffer-Zellen als moglicher-

weise notwendigen Prozess zur Initiierung der Leberregeneration nach PHx.
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Abbildung 15: Verminderte NF-xB abhédngigen Zytokinantwort nach genetische Inaktivierung
von RelA/p65 in allen Leberzellen, einschlieBlich der Kupffer-Zellen.

(A) 45 Minuten nach mTNF-Stimulierung (i.p. 25 ng mTNF/ g KG) ist die Akthlerung und nukleére
Translokation von RelA/p65 mittels anti-p65-Immunhistologie in Kontrolltieren (Rela ) sowohl in He-
patozyten (schwarze Pfeile) und Nicht-Parenchymzellen (welfse Pfeile) zu sehen (linkes Bild). Nach
Hepatozyten-spezifischer Inaktivierung von RelA/p65 in Rela™ AlbCre-Mausen zeigen sich lediglich
positive Nicht-Parenchymzellen (mlttleres Bild) und nach Inaktivierung von RelA/p65 in den Hepatozy-
ten und Nicht-Parenchymzellen in Rela™ MxCre-Mausen (rechtes Bild) ist nahezu in allen Leberzellen
keine nukledre Translokation von RelA/p65 nachweisbar (200x Vergrofierung). (B) Western-Blot-
Analyse von Kupfferzell-Ganzzelllysaten zeigt eine effektive Deletion des Wildtyp p65 mit Detektion

des trunkierten p65 in (Ap65) in Rela™ MxCre-Mausen 7 d nach Induktion (i.p- 10 ug/g KG poly-IC) im

Vergleich zu Kontrollmausen (ReIaF/F) B-Actin diente als Ladungskontrolle. (C) Eine Stunde nach i.p.
Injektlon von LPS (2 pg/ g KG) induzierte mittels ELISA bestimmte TNF Serumspiegel in Kontroll- und
Rela™ MxCre-Mausen (Mittelwerte + SEM). (D) A20-mRNA-Expressionsanalyse des fur A20 kodie-
renden NF-xB Zielgens Tfnaip3 aus Lebergewebe 1 h nach LPS Stlmullerung (s.0.) in Kontroll- und
Rela” MxCre Méausen, sowie (E) 0, 1 und 4 h nach PHx in Rela™ AlbCre- und Kontrollmausen bzw.
(F) in Rela™ MxCre- und Kontrollmausen. Die Quantifizierung erfolgte durch Echtzeit-PCR-Analyse
mit Dreifachbestimmung und Normalisierung auf Cyclophilin angegeben als Mittelwert +/- SEM n =3-6
pro Zeitpunkt und Genotyp.

4.7 Die Deletion von RelA/p65 in Hepatozyten und Nicht-Parenchymzellen in
Rela™F MxCre-Miusen fiihrt zu keiner erhohten Leberzellschiadigung nach

2/3-PHx.

Zur Uberpriifung der neueren Konzepte, die eine NF-kB-Aktivierung in Kupffer-Zellen
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als essentielles Ereignis zur Initiierung der Leberregeneration annehmen (Yang, et
al., 2005), wurden Rela™ MxCre-Mause mit Inaktivierung von RelA/p65 in Hepatozy-
ten und Nicht-Parenchymzellen einer 2/3- PHx unterzogen und zunachst die Leber-
schadigung nach PHx Uberpraft.

Nach Inaktivierung von RelA/p65 in Hepatozyten als auch in Nicht-Parenchymzellen
zeigte sich immunhistochemisch nach TUNEL-Farbungen weder in den Re-
la"FMxCre noch in den Kontrollen (Rela™") erhéhte Apoptoseraten (Abbildung 16 A).
Somit ist RelA/p65 sowohl in den Hepatozyten als auch den Nicht-Parenchymzellen
nicht essentiell um Leberzellen nach partieller 2/3 Hepatektomie vor Apoptose zu
schutzen. Die Serumwerte fur Transaminasen (AST und ALT) sowie das Gesamtbili-
rubin wurden aus dem Serum nach Sektion zu den Zeitpunkten 6, 24, 36, 48 und 168
Stunden (= 7 d) aller operierter Tiere zur weiteren Bestimmung der Leberschadigung
bestimmt. Das Gesamtbilirubin im Serum zeigte eine signifikante Erhdhung in den
Rela™ MxCre-Mausen nur 36 h nach PHx (0,88 mg/dl im Mittelwert; p 0,04; n = 6) im
Vergleich zu den Kontrollen (0,44 mg/dl; n = 7). Diese Erhdhung war zwar statistisch
signifikant, aber nur gering ausgepragt (Abbildung 16 B). Die ALT-Aktivitat im Serum
zeigte zu den einzelnen Zeitpunkten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Rela™ MxCre und den Kontrolimausen (Abbildung 16 C). Die Serumspiegel der nicht
leberspezifischen AST (Aspartat-Aminotransferase) zeigten uberraschenderweise 24
Stunden nach PHx signifikant héhere Werte bei den Rela” MxCre-Mausen. Diese
Erhdhung der AST glich sich dann bei 36 Stunden wieder den Werten der Kontroll-
méause (Rela”) an (Abbildung 16 D). In der histologischen Untersuchung des HE-
gefarbten Lebergewebes der Rela™ MxCre- und der Kontrollm3use waren keine nek-
rotischen Areale oder groRere entzundliche Infiltrate abzugrenzen. Die Quelle der
transienten Erhohung des Bilirubins und der AST sind bei histologisch unauffalliger
HE-Histologie, fehlender Apoptosen und im Vergleich zu den Kontrollen nicht erhoh-
ten ALT-Werten fraglich. Die ubiquitar vorkommende AST scheint daher am ehesten
anderer Herkunft, oder durch praanalytische StorgroRen (wie Hamolyse) erklarbar zu
sein. Es zeigte sich somit keine unerwartete Leberschadigung in Rela”" MxCre- oder

den Kontrollmausen nach PHXx.
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Abblldung 16: Inaktivierung von RelA/p65 in Hepatozyten und Nicht-Parenchymzellen in Re-
Ia"™F MxCre-Mausen fiihrt nicht zu gesteigerter Aptoptose nach PHx.

(A) Es wurden keine signifikanten Apoptosen in den Restlebern nach PHx zu den einzelnen Zeltpunk—
ten festgestellt. Reprasentative TUNEL-Immuhistologie von Rela™ MxCre- und Rela"™
Kontrollmausen 24 h nach PHx (200 fache VergroRerung). Eine 2/3 PHx wurde bei Rela™ MxCre- und
Rela™ -Kontrollmausen durchgefiihrt und die Bilirubin-, ALT- und AST-Serumspiegel zu den angege-
benen Zeitunkten nach PHx bestimmt (n= 3-6 pro Zeltpunkt) Die Werte sind als Mittelwerte +/- SEM
in der jewelllgen Einheit angegeben. (B) Das Gesamtbilirubin war transient 36 Stunden nach PHx in
den Rela™ MxCre-Mausen (0,88 mg/dl im Mittelwert; p 0,039; n = 6) im Vergleich zu den Kontrollen
(0,44 mg/dl; n = 7) signifikant erhoht. (C) Die ALT-Werte zeigten keine S|gn|f|kanten Unterschiede, (D)
jedoch zeigte sich eine signifikante Erhéhung der AST Werte in den Rela™ MxCre-Mausen 24 h nach
PHx.

4.8 Normaler Zellzykluseintritt nach Inaktivierung von RelA/p65 in Hepatozy-
ten und Nicht-Parenchymzellen in den Rela™ MxCre-Miusen .
Uberraschenderweise und im Gegensatz zu der Hypothese einer essentiellen Re-
IA/p65-abhangigen NFkB-Aktivierung in Kupffer-Zellen mit resultierender Zytokinant-
wort als Initiierung der Leberregeneration (Chaisson, 2002; Maeda, et al., 2003;
Yang, et al., 2005) zeigte sich nach Inaktivierung von RelA/p65 in allen Leberzellen
in Rela” MxCre-Mausen nach 2/3-PHx kein signifikanter Unterschied an BrdU-
positiven Hepatozyten im Vergleich zu den Kontrollmausen (Abbildung 17 A und B).
Die absolute Zahl an Hepatozytenkernen zeigte dabei ebenso keinen signifikanten

FIF

Unterschied in Rela” MxCre- im Vergleich zu den Rela™" -Mausen zu den einzelnen
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Zeitpunkten nach PHx (Abbildung 17). Wie in den vorangegangen Versuchen mit
Rela™ AlbCre-Mausen (siehe Kapitel 4.2.) war die deutliche Zunahme der Hypertro-
phie (Abnahme der Zellkerne/ Gesichtsfeld) 7 Tage nach PHx nicht unterschiedlich
von Kontrollmausen zu verzeichnen. Somit besteht bei Rela™ MxCre-Mausen ein
normaler, ungestorter Zellzykluseintritt und Progress in die Synthesephase. Lediglich
die zuvor bei Rela” AlbCre-Médusen beobachtete Beschleunigung des Zellzyklus
scheint durch die zusatzliche Inaktivierung von RelA/p65 in den Nicht-
Parenchymzellen, einschlieRlich der Kupffer-Zellen, in Rela™ MxCre-Mausen verlo-
ren zu gehen.

Die erstaunliche Tatsache eines ungestorten Zellzykluseintritts und —progression der
Rela™"MxCre-Mause, wie zuvor bei den Rela™ AlbCre-Mausen, bestétigte sich in
Western-Blot Analysen von Zellzyklus-proteinen nach PHx. Die Proteinbanden aus
den Leberlysaten von PCNA, von Cyclin A und von Cyclin D1 zeigen bei den Re-

la"FMxCre-Mausen im Vergleich zu den Kontrollen (Rela™")

keine signifikanten Un-
terscheide zu den einzelnen Zeitpunkten. Die Proteinbanden von Cyclin D1 wirkten
24 Stunden nach PHx sogar ahnlich wie bei den Rela™ AlbCre-Tieren intensiver bei
den Rela™ MxCre-Mausen im Vergleich zu den Kontrollen. Es ist jedoch kein signifi-
kanter Unterschied in der durchschnittlichen Intensitat zwischen den Rela™ MxCre-
und Rela”F-Mausen zu den folgenden Zeitpunkten zu verzeichnen.

Nach Inaktivierung von RelA/p65 in Hepatozyten und Nicht-Parenchymzellen besta-
tigt die Expression der Zellzyklusproteine einen ungehinderten Zellzykluseintritt in
Rela™"MxCre-Mausen. Der nach Hepatozyten-spezifischer Inaktivierung von Re-
IA/p65 beobachtete beschleunigte Zellzykluseintritt und Progress scheint durch die
zusatzliche Inaktivierung der RelA/p65-abhangigen NF-kB-Signaltransduktion in den
Nicht-Parenchymzellen und dadurch moglicherweise fehlender parakriner Signale

aufgehoben zu sein.
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Abbildung 17: Ungestorter Zellzykluseintritt und —progression nach Inaktivierung von RelA/p65
in allen Leberzellen in Rela™ MxCre- Miusen nach PHx.

Rela™ MxCre- und Rela™ Kontrollmause wurden einer 2/3-PHx unterzogen und zwei Stunden vor der
jeweils geplanten Sektion BrdU (i.p. 100 mg/kg KG) injiziert. (A) Die Quantifizierung der DNA-
Synthese erfolgte durch Auswertung der immunhistochemisch BrdU-positiven Hepatozyten im Ver-
héaltnis zur Gesamtzahl an Hepatozyten aus acht Bildern in 200facher Vergrof3erung zu den angege-
benen Zeitpunkten nach PHx (n= 4-8 pro Zeitpunkt und Genotyp) (*p= 0,002). (B) Das Verhaltnis an
Hyperplasie zu Hypertrophie wurde als absolute Zahl der Hepatozytenkerne als Mittelwert aus acht
Bildausschnitten (200 fache Vergroferung) aller zu diesen Zeitpunkten operierten Rela™ MxCre- und
Rela™-Mausen ermittelt. (C) Reprasentative anti-BrdU-Immunhistochemie Bilder von Rela™ MxCre-
und Kontrollmausen zu den angegebenen Zeit’_punkten nach PHx (200 fache VergroRerung). (D) Pro-
teinlysate der regenerierenden Leber von Rela FMxCre- und Kontrollmausen (ReIaF/F) wurden in Wes-
tern-Blot Analysen auf die Expression von Zellzyklus-assoziierten Proteinen (PCNA, Cyclin A, Cyclin
D1) zu den angegebenen Zeitpunkten nach PHx untersucht. Eine effektive Deletion des Wildtyp-
RelA/p65 in den Rela™ MxCre- Mausen zeigt das trunkierte Ap65. Es wurden jeweils zwei reprasenta-
tive Lysate pro Zeitpunkt und Genotyp aufgetragen und p-Actin diente als Ladungskontrolle.
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4.9 Fehlende intrahepatische Zytokinantwort nach Inaktivierung von RelA/p65
in allen Leberzellen in Rela” MxCre- Mausen nach PHx.

Wie durch die Vorversuche (siehe Kapitel 4.6) zu erwarten, konnten nach geneti-
scher Inaktivierung von RelA/p65 in Hepatozyten und Nicht-Parenchymzellen in Re-
la"FMxCre-Mausen keine signifikanten TNF-Serumspiegel nach PHx gemessen wer-
den. Allerdings konnte auch in Kontrolltieren keine signifikanten TNF-Serumspiegel 1,
4 und 6 h nach PHx detektiert werden. Die Uberprifung mittels semiquantitativer
Echtzeit-PCR-Analyse des Lebergewebes bestatigte die Abwesenheit signifikanter
TNF-Serumspiegel (CT-Werte alle > 30) sowohl in den Rela” MxCre- als auch in den
Kontrollmausen TNF mit fehlender Erhohung der relativen Expression von TNF-
MRNA 1 und 4 h nach PHx (Abbildung 18 A).

Trotz fehlender signifikanter TNF-Serumsiegel und unter Bertcksichtigung der Vor-
stellung einer TNFR-1 abhangigen IL-6-Antwort in der Leberregeneration (Taub,
2004) zeigte sich eine Erhohung der IL-6 Serumspiegel zu 4 und 6 h nach PHXx bei
Kontrollmausen und Uberraschenderweise ein sogar signifikant starkerer IL-6 Anstieg
bei Rela™ MxCre-Mausen 4 h nach PHx (p = 0,034) (Abbildung 18 B). Dies war ins-
besondere unerwartet, da nach Inaktivierung von RelA/p65 in Hepatozyten und
Nicht-Parenchymzellen in Rela” MxCre-Méusen die NF-kB-abhangige Zytokinant-
wort in Kupffer-Zellen inhibiert ist (siehe Kapitel 4.6.). Die Bestimmung der IL-6-
mRNA Expression aus dem Lebergewebe von Rela”MxCre- und der Rela™-
Mausen bestatigte die Expression von IL-6 in der Leber der Kontrollmause (Rela™)
nach PHx in der quantitativen Echtzeit-PCR. In Rela”"MxCre-Mausen zeigte sich
jedoch eine Inhibierung der IL-6-Expression im Lebergewebe nach PHx (Abbildung
18 C). Diese Inkongruenz zwischen den IL-6 Serumspiegeln und der IL-6-mRNA Ex-
pression im Lebergewebe nach Inaktivierung von RelA/p65 in Hepatozyten und
Nicht-Parenchymzellen legt einen extrahepatischen Ursprung des IL-6 in Re-
la"FMxCre-Mause nahe.

Durch die intrahepatisch inhibierte Zytokinantwort nach genetischer Inaktivierung von
RelA/p65 in Hepatozyten und Nicht-Parenchymzellen in Rela™ MxCre-Mausen wa-
ren die zuvor bei Rela™ AlbCre-Mausen beobachtete vermehrte STAT3-Aktivierung
deutlich attenuiert. In der Western Blot-Analyse aus Leberlysaten zu den Zeitpunkten
1, 4, und 6 h nach PHx zeigte die Phosphorylierung von STAT3 keinen signifikanten
Unterschiede zwischen Rela™ MxCre- und den Rela™ -Mausen (Abbildung 18 D).

Eine Phosphorylierung und damit Aktivierung von JNK konnte im Gegensatz zu Re-
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la™FAlbCre-Mausen mit Hepatozyten-spezifischer RelA/p65 Inaktivierung (vgl. Abbil-
dung 10) nun nach Deletion von RelA/p65 in allen Leberzellkompartimenten in Re-
la"FMxCre-Mausen nicht mehr festgestellt werden. Somit kommt es mutmaRlich
nach genetischer Inaktivierung von RelA/p65 in allen Leberzellen inklusive Kupffer-
Zellen in Rela™ MxCre-Mausen zu einem Verlust von parakrinen Signalen aus den
Kupffer-Zellen, die in Rela™ AlbCre-Mausen zu einer starkeren STAT3 und JNK-
Aktivierung und somit beschleunigten Zellzykluseintritt gefuhrt hatten. Erstaunlicher-
weise ist jedoch trotz dieses Verlustes an NF-kB-abhangigen parakrinen Signalen in
allen Leberzellkompartimenten Rela”"MxCre-Mausen ein normaler Zellzykluseintritt
und -progression im Vergleich zu den Kontrollmausen moglich. Somit stellen die Er-
gebnisse dieser Arbeit das Konzept einer essentiellen RelA/p65-abhangigen NF-xB
induzierten Zytokinantwort der Kupffer-Zellen als initiierendes Ereignisse der Leber-

regeneration (Chaisson, 2002; Maeda, et al., 2003; Yang, et al., 2005) in Frage.
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Abbildung 18: Fehlende intrahepatische Zytokinantwort in Rela™ MxCre-M3usen nach PHx.

(A) Semiquantitative TNF-mRNA-Analyse in Rela” MxCre- und Rela™-Mausen aus Lebergewebe
basal (0 h), sowie 1 und 4 h nach PHx. Die Quantifizierung erfolgte durch Echtzeit-PCR-Analyse als
Dreifachbestimmung und Normalisierung auf Cyclophilin. (B) Bestimmung der IL-6 Serumspiegel mit-
tels ELISA zu den angegebenen Zeitpunkten nach PHx mit signifikant starkeren Anstieg bei Re-
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la™ MxCre-Mausen 4 h nach PHx im Vergleich zu den Kontrollen (*: p = 0,034; n =3-6 pro Zeitpunkt

und Genotyp). (C) Die quantitative IL-6-mRNA-Analyse aus Lebergewebe basal (0 h), sowie zu den
angegebenen Zeitpunkten nach PHx zej_gFte eine signifikant hohere Expression in den Kontrollmausen
1 h nach PHx im Vergleich zu den Rela’” MxCre-Mausen. Die Quantifizierung erfolgte durch Echtzeit-
PCR-Analyse als Dreifachbestimmung und Normalisierung auf Cyclophilin (*,p<0,05, n= 3-6 pro Zeit-
punkt und Genotyp). (D) Proteinlysate von Rela™ MxCre- und Kontrollmausen (ReIaF/F) wurden in
Western-Blot Analysen auf die Phosphorylierung und somit Aktivierung von STAT3 und JNK zu den
angegebenen Zeitpunkten nach PHx untersucht. Die effektive Deletion des Wildtyp-RelA/p65 zeigt in
den Rela™  AlbCre- Mausen das trunkierte Ap65. Es wurden jeweils zwei reprasentative Lysate pro
Zeitpunkt und Genotyp aufgetragen und p-Actin diente als Ladungskontrolle.

4.10 Ungestorte Regeneration der Lebermasse nach Inaktivierung von Re-
IA/p65 in Hepatozyten und Nicht-Parenchymzellen in Rela™ MxCre-
Mausen nach PHx.

Im Gegensatz zu der aktuell favorisierten Hypothese einer essentiellen Rolle von NF-

kB in Nicht-Parenchymzellen fur die Initierung der Leberregeneration durch ein Zy-

tokin-Priming (Maeda, et al., 2005; Yang, et al., 2005), zeigte sich in unserer Arbeit
eine ungestorte Leberregeneration nach Inaktivierung von RelA/p65 in Hepatozyten
und Nicht-Parenchymzellen einschlieBlich der Kupffer-Zellen in Rela™ MxCre-

Mausen. Es bestanden keine signifikanten Unterschiede zwischen den Re-

la"FMxCre- und den Kontrollméusen (Rela™"

) in der errechneten, prozentualen Re-
generation der Lebermasse zu den einzelnen Zeitpunkten und beide erreichten sie-
ben Tage nach partieller Hepatektomie ca. 90% des errechneten ursprunglichen Le-
bergewichts (Abbildung 19). Somit ist eine effiziente Leberregeneration auch bei feh-
lender NF-kB-abhangiger intrahepatischer parakriner Zytokinantwort aus Kupffer-

Zellen moglich.

110
—— RelafF

100 - -0-- RelaF/Fmxcre

Leberregeneration (%)

20

PHx 24h 36h 48h 7d

Abbildung 19: Ungestorte Leberregeneration nach Inaktivierung von RelA/p65 in Hepatozyten
und Nicht-Parenchymzellen nach PHx.

Die Regeneration der Lebermasse wurde in Rela™ MxCre- und Rela™-Mausen zu den einzelnen
Zeitpunkten nach PHx als prozentualer Wert zur errechneten Lebermasse vor PHx berechnet und als
Mittelwerte +/- SEM angegeben (n =4-9 pro Zeitpunkt und Genotyp).
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5 Diskussion

Die Leberregeneration ist eine einzigartige Fahigkeit, die evolutionar als Absicherung
gegen Schadigungen durch zum Beispiel giftige Pflanzen fur die Aufrechterhaltung
der Organfunktion gesehen werden kann (Michalopoulos, 2007). Dieser hoch kon-
servierte Prozess kann im Rahmen von Infektionen, toxischen Schaden oder auch
nach Resektion beobachtet werden. Das Versagen der Kompensationsmechanismen
zum Beispiel bei der Leberzirrhose oder nach Resektion mit zu kleiner Restleber im
Verhaltnis zum Korpergewicht ist klinisch von grof3er Bedeutung. Die Entwicklung
neuer Therapieansatze und Erweiterung bestehender Therapien setzt ein besseres
Verstandnis der involvierten Prozesse und molekularen Ereignisse in der Leberrege-
neration voraus. Somit stellt die Untersuchung der intra- und extrazellularen Ereig-
nisse, welche die voll differenzierten, ruhenden Hepatozyten zur Zellteilung anstol3en
und wahrend der Regeneration regulieren eine zentrale Herausforderung fur die For-
schung dar (Michalopoulos, et al., 1997).

Das Modell der partiellen Hepatektomie ermoglicht es, diesen Prozess und das Zu-
sammenspiel verschiedenster Faktoren in vivo zu erforschen. In dieser Arbeit wurde
eine schonende und gut reproduzierbare PHx-Methode bei der Maus mit drei einzel-
nen Ligaturen unter Schonung der Gallenblase durchgefuhrt (siehe Kapitel 3.2. ff.).
Der Transkriptionsfaktor NF-xB spielt in vielen Zellen des Korpers eine zentrale Rolle
bei Infektionen, der Immunantwort, Zellproliferation und -differenzierung (Ghosh, et
al., 2002; Karin, et al., 2002) und ist aufgrund seiner vielfaltigen regulatorischen
Funktionen auch haufig Gegenstand in der Leberforschung. So wird NF-xB eine
zentrale Rolle bei spezifischen Entzindungsreaktionen, wie zum Beispiel der Hepati-
tis B oder C (Joo et al., 2005; Su et al., 1996; Yoshida et al., 2001), in der Karzino-
genese des hepatozellularen Karzinoms (Maeda, et al., 2005; Pikarsky et al., 2004;
Viatour et al., 2005), oder auch bei dem programmierten Zelltod (Luedde et al., 2006)
zugeschrieben.

Im Rahmen der Leberregeneration wurde einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors
NF-kB bestehend aus den NF-kB-Untereinheiten p50 und RelA/p65 als frihes intra-
zellulares Ereignis nach PHx nach seiner initialen Beschreibung (Cressman, et al.,
1994; Yamada, et al., 1998) zunachst eine essentielle proliferative und zytoprotektive
Funktion in Hepatozyten zugeschrieben (Chaisson, 2002; limuro, et al., 1998; Yang,
et al., 2005). Neuere Untersuchungen deuten hingegen auf eine essentielle NF-kB-

Aktivierung vor allem in Nicht-Parenchymzellen der Leber hin.

68



Diskussion

So konnte nach konditionaler Hepatozyten-spezifische Inaktivierung von IKKp eine
ungestorte Leberregeneration gezeigt werden (Maeda, et al., 2003). Fur die Inaktivie-
rung des kanonischen NF-kB-Signalwegs in Hepatozyten und Nicht-
Parenchymzellen nach adenoviralem Transfer eines Supersupressors (Ad5Il-kBa.)
(Yang, et al., 2005) oder nach konditionaler, genetischer Inaktivierung von IKKp in
Hepatozyten und Nicht-Parenchymzellen (Maeda, et al., 2005) wurde jedoch eine
gestorte Leberregeneration beschrieben. Hieraus entwickelte sich die aktuell favori-
sierte Hypothese einer essentiellen NF-kB-Aktivierung in der Leberregeneration,
nicht nur als zytoprotektive Ereignis in den Hepatozyten, sondern auch um eine Zy-
tokinantwort der Kupffer-Zellen anzustoRen und somit ein Zytokin-Priming der He-
patozyten als Initiierung der Leberregeneration zu ermoglichen (Fausto, et al., 2005).
Es muss aber auch betont werden, dass eine fruhe Aktivierung von NF-kB nicht von
alle Arbeitsgruppen einheitlich nach PHx beobachtet wird (Cataldegirmen, et al.,
2005), was darauf hindeutet, dass mdglicherweise exogene Faktoren, wie z.B. die
verwendete PHx-Technik mit unterschiedlichem Ausmass an Zellschadens den Grad

der NF-kB-Aktivierung mitbestimmen (siehe unten).

Als wichtigstes und uUberraschendes Ergebnis der vorliegenden Arbeit zeigte sich
eine ungestorte Leberregeneration, sowohl nach Hepatozyten-spezifischer Inaktivie-
rung von RelA/p65 in Rela”"AlbCre-Mausen als auch nach Inaktivierung von RelA/
p65 in Hepatozyten und Nicht-Parenchymzellen in Rela™ MxCre-Mausen.
Hepatozyten mit kompletter Inaktivierung von NF-kB nach Deletion von RelA/p65 in
Hepatozyten sind in vivo und in vitro hoch sensitiv gegenuber TNF-induzierter
Apoptose. Unsere Arbeitsgruppe konnte bereits friher zeigen, dass Rela™ AlbCre-
und Rela™"MxCre-Mause eine massive Leberschadigung mit Nekroptose, massiver
Transaminasenerhohung und hoher Letalitat zeigen (Geisler, et al., 2007). Eine ahn-
liche TNF-Sensitivitat zeigen IKKy (NEMO)-defiziente Mause (Luedde, 2005). Jedoch
zeigen Hepatozyten nach Deletion von IKKf aufgrund einer Restaktivitat von NF-kB
einen nur leichten Leberschaden durch TNF-induzierte Apoptose (Geisler, et al.,
2007; Luedde, 2005; Maeda, et al., 2003). Aktuell wird daher die Empfindlichkeit der
Hepatozyten gegenuber Apoptose in Abhangigkeit vom Grad der NF-xB-
Inaktivierung gesehen (Chakraborty et al., 2010; Pasparakis, 2009).

Uberraschenderweise konnten in dieser Arbeit weder in Rela™ AlbCre- noch in Re-
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la"FMxCre-Mausen erhdhte Apoptoseraten oder andere signifikante Leberzellscha-
den nach komplikationsloser PHx festgestellt werden. Zudem zeigten die Ergebnisse
nach 80%PHXx, dass RelA/p65 in Hepatozyten sogar bei diesem Modell mit norma-
lerweise 60% Letalitat (Cataldegirmen, et al., 2005) keine Unterschiede im Ausmalf}
des Zellschadens im Vergleich zu Kontrolltieren zu beobachten war. Dass eine ka-
nonische NF-kB-Aktivierung in Hepatozyten tatsachlich nicht fur den Schutz der Le-
ber nach PHx erforderlich ist, legen auch Untersuchungen an transgenen Mausen
mit Hepatozyten-spezifischer Expression eines I-kBa-Superrepressors nahe, die
ebenso keine vermehrte Leberschadigung nach PHx zeigten. (Chaisson, 2002).

In der vorliegenden Arbeit konnte somit gezeigt werden, dass eine kanonische NF-
kB-Aktivierung in den Hepatozyten nicht essentiell ist, um Hepatozyten vor Apoptose
oder anderen Leberschaden nach PHx zu schutzen. Bei der bekannten hohen Sensi-
tivitat von Hepatozyten mit kompletter Inaktivierung von NF-xB gegenuber TNF-
induzierter Apoptose konnten exogene Entzundungsstimuli wie z.B. nach PHx mit
folgender Erhohung der TNF-Spiegel die unterschiedlichen Beobachtungen in der
Literatur erklaren. Somit kommt einer sterilen und moglichst schonenden PHx-
Methode ohne signifikante TNF-Spiegel zumindest bei NF-kB-defizienten Mausen

eine hohe Bedeutung zu (Fausto, et al., 2006).

Nach Hepatozyten-spezifischer Inaktivierung der transaktivierenden NF-xB-
Untereinheit RelA/p65 in Rela™ AlbCre-Mausen zeigte sich erstaunlicherweise nicht
nur ein ungestorter, sondern sogar ein beschleunigter Eintritt der Hepatozyten in die
Synthesephase der Zellteilung mit erhohter DNA-Synthese 36 h nach PHx. Diese
Beobachtung wurde durch eine frihere und starkere Expression von PCNA, Cyclin
D1 und Cyclin A in Rela™ AlbCre-Mausen bestétigt. Diese Beobachtung steht im
Einklang mit einem beschleunigten Zellzyklus in Mausen nach Hepatozyten-
spezifischer Inaktivierung von IKKp (Koch, et al., 2009; Malato, et al., 2008).

Dem beschleunigten Zellzykluseintritt in Hepatozyten in Rela™ AlbCre-Mausen ging
eine gesteigerte Aktivierung von STAT3 und JNK voraus. Die Aktivierung von STAT3
wurde bereits als wichtiger Signaltransduktionsweg fur IL-6 in der Leberregeneration
nach PHx beschrieben (Taub, 2004). In Mausen mit genetischer Hepatozyten-
spezifischer STAT3-Inaktivierung ist eine verminderte Leberregeneration mit vermin-
derter Expression von immediate early genes bekannt (Li et al., 2002) und in IL-6

defizienten Mausen mit gestorter Leberregeneration konnte eine Wiederherstellung
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der Regenerationsfahigkeit nach Normalisierung der STAT3-Aktivitat durch Verabrei-
chung von SCF (Stammzellfaktor) gezeigt werden (Ren, 2003). Durch eine kanoni-
sche NF-kB-Aktivierung ist eine Hemmung der JNK-Signaltransduktion vorbeschrie-
ben (Liu, et al., 2002). Dies erklart die gesteigerte JNK-Aktivierung in Rela™ AlbCre-
Mausen nach Inaktivierung von RelA/p65 in Hepatozyten. JNK1-defiziente Mause
zeigen eine deutlich verringerte Regenerationsfahigkeit (Schwabe, et al., 2003). Zu-
satzlich ist ein Anstieg von p21, einem Inhibitor der CDKSs (cyclin dependent kinases),
sowie eine verringerte Expression des Proto-Onkogens c-Myc im Zusammenhang
mit der reduzierten Regenerationsfahigkeit in JNK1-defizienten Mausen (Hui et al.,
2008) und eine verminderte Leberregeneration mit reduzierter PCNA-Expression in
konditionalen c-Myc-Knockout-Mausen bekannt (Baena et al., 2005). Die gesteigerte
JNK-Aktivierung, aufgrund einer fehlenden Inhibierung durch NF-kB, scheint somit
zumindest in Teilen fiir den beschleunigten Zellzykluseintritt in Rela™" AlbCre-Mausen
nach PHx verantwortlich. Dies bestatigte sich in einer deutlich starkeren Expression
des c-Myc-abhingigen Zellzyklusprotein PCNA in Rela™  AlbCre-Mausen nach PHx.
Daneben wurde eine schnellere Transition von der GO zu G1-Phase durch eine ho-
here Expression von Cyclin D1 nach JNK-Aktivierung bereits beschrieben (Schwabe,
et al., 2003). Ein durch Cyclin D1-Uberexpression beschleunigter Zellzykluseintritt mit
verkurzter G1-Phase durch eine beschleunigte G1/S-Phasen-Progression scheint
jedoch mit einer verlangerten S- und G2-Phase einherzugehen (Malato, et al., 2008;
Resnitzky, et al., 1994). Dies erklart die normale Regeneration der Lebermasse trotz
beschleunigtem Zellzykluseintritt nach Inaktivierung des kanonischen NF-kB-
Signalwegs in Rela”" AlbCre-Mausen. Der beschleunigte Zellzykluseintritt sollte da-
her zumindest hinsichtlich einer Regeneration der Lebermasse nicht Uberbewertet
werden. Vielmehr zeigen diese Ergebnisse, dass der kanonischen NF-kB-Signalweg
in Hepatozyten in der Leberregeneration nach PHx entbehrlich ist.

Die vermehrte JNK-Aktivierung und der kleine proliferative Vorteil in RelA/p65-
defizinten Hepatozyten gingen nach zusatzlicher Inaktivierung von RelA/p65 in Nicht-
Parenchymzellen in Rela”"MxCre-Mause nach PHx verloren, dhnlich wie nach sys-
temischer pharmakologischer Hemmung von IKKp (Malato, et al., 2008). Dies unter-
stutzt die Hypothese von NF-kB-abhangigen, die Initiierung der Leberregeneration
stimulierenden Signalen aus Nicht-Parenchymzellen bzw. Kupffer-Zellen (Fausto, et
al., 2006). Sowohl in Rela” AlbCre-, als auch in Kontrollmausen zeigten sich erhdhte

IL-6 Spiegel nach PHx. Das Konzept einer Priming-Phase in der Initiierung der Le-
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berregeneration beinhaltet auch eine TNFR1- bzw. TNF-abhangige NF-xB-
Aktivierung mit folgender IL-6 Synthese in Kupffer-Zellen (Chaisson, 2002;
Michalopoulos, 2007; Yang, et al., 2005). TNF kann im Rahmen von akuten und
chronischen Lebererkrankungen sowohl als pro-apoptotischer, als auch als Uberle-
bensstimulus fur Hepatozyten wirken (Luedde, et al., 2006). Eine essentielle Rolle
von TNF in der Initiierung der Leberregeneration nach PHx wurde in frihen Arbeiten
aufgrund einer gestorten Leberregeneration in TNFR1-Knockout-Mausen (Cressman,
et al., 1996; Yamada, et al.,, 1997) und nach Injektion eines polyklonalen TNF-
Antikorpers (Akerman et al., 1992) beschrieben. In der vorliegenden Arbeit waren
aber mit unserer Operationstechnik weder in Rela™ AlbCre-Mausen bzw. in Re-
la"FMxCre-Mausen noch in Kontrollmausen signifikante TNF-Serumspiegel nach-
weisbar, was die Abwesenheit signifikanter Apoptosen im Lebergewebe trotz der
bekannten Sensibilitat der Hepatozyten gegenliber TNF nach Inaktivierung von NF-
kB erklart und eine entscheidende Rolle von TNF bei der Leberegeneration nach
PHx in Frage stellt. Diese Auffassung unterstutzen auch neuere Daten an TNF-
defizienten Mausen, die eine ungestorte Regenerationsfahigkeit zeigen (Fujita et al.,
2001; Hayashi et al., 2005).

Auch wenn der geringe Proliferationsvorteil nach Hepatozyten-spezifischer Inaktivie-
rung von RelA/p65 in Rela™ MxCre-Mausen mit zusatzlicher und effektiver Deletion
von Rela/p65 in Kupfferzellen verloren ging, so verlief die Leberregeneration hinsicht-
lich Zellzykluseintritt, -progression und Regneration der Lebermasse nach PHx an-
sonsten vollig normal. Dieses Ergebnis spricht gegen eine essentielle Rolle einer
kanonischen NFxB-Aktivierung in Kupffer-Zellen im Rahmen der Initiierung der Le-
berregeneration und steht im Widerspruch zu der derzeit favorisierten Hypothese
eines essentiellen NF-kB-abhangigen Zytokin-Priming der Hepatozyten (Li, et al.,
2006; Seki, et al., 2005; Yang, et al., 2005). Eine vorbeschriebene deutlich vermin-
derte Leberregeneration nach Inaktivierung von IKKp in Hepatozyten und Nicht-
Parenchymzellen in IKKS”"MxCre-Mausen (Maeda, et al., 2005) kénnte auf eine ne-
ben der Regulation des kanonischen NF-kB-Signalwegs zusatzliche Regulation an-
derer Signalwege durch den IKK-Komplex zurtckzufuhren sein (Bettermann et al.,
2010). Daneben kann jedoch die kompensatorische Aktivierung von RelA/p65 unab-
hangigen NF-kB-Signalen in Rela™ MxCre-Mausen letztendlich ebenso nicht ausge-

schlossen werden.
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Die MxCre-induzierte Deletion von RelA/p65 in unserem Mausmodell erfolgte nicht
nur in allen Leberzellen, sondern auch in anderen IFN-sensitiven Geweben (Kuhn, et
al., 1995). Durch die zusatzliche Inaktivierung von NF-kB in Immunzellen wurde nach
Deletion von IKKB oder RelA/p65 mit der MxCre-Mauslinie eine Endotoxin-
vermittelte, systemische Entzindungsreaktion durch eine negative Regulation von IL-
1B vorbeschrieben (Greten et al., 2007). Dies konnte auch ursachlich fur die signifi-
kant erhohten IL-6 Serumspiegel bei volliger Inhibierung der intrahepatischen Ex-
pression von IL-6-mRNA in Rela™ MxCre-Mausen sein und legt den extrahepati-
schen Ursprung der Serumspiegel von IL-6 nahe. Auch wenn extrahepatisches IL-6
moglicherweise den intrahepatischen Verlust der NF-kB-abhangigen Zytokinantwort
der Kupffer-Zellen in Rela”MxCre-Mausen kompensiert, sprechen neuere Daten
ebenfalls gegen eine absolut essentielle Rolle von IL-6 fir de Leberregeneration
nach PHx. Nachdem frihe Daten auf eine essentielle Rolle von IL-6 in der Leberre-
generation in einer Studie mit IL-6 defizienten Mausen hindeuteten (Cressman, et al.,
1996), zeigte sich in folgenden Studien mit IL-6-defizienten und gp130-defizienten
Mausen eine normale Leberregeneration nach PHx (Sakamoto et al., 1999;
Wuestefeld et al., 2003). Auch nach genetischer Deletion des essentiellen Signalt-
rasduktionsadapters der meisten Toll-like-Rezeptoren (TLRs) Myd88 zeigten sich bei
aulerst reduzierter TNF- als auch IL-6 Synthese ebenso uneinheitliche Ergebnisse
(Campbell et al., 2006; Seki, et al., 2005) wobei nur eine Arbeitsgruppe eine redu-
zierte DNA-Synthese und Proliferationsrate feststellte (Seki, et al., 2005).

Solche Widerspruche in verschiedenen Studien zu den frihen Ereignissen der Le-
berregeneration nach PHx sind haufig (Michalopoulos, 2010). Ebenso wie die unein-
heitliche Beobachtung einer NF-kB Aktivierung von 30 min (Cressman, et al., 1994)
bis 12 h nach PHx (Yang, et al., 2005) werden auch nur unregelmalfig erhohte TNF-
Spiegel berichtet und die Rolle der Zytokine in der Initiierung der Leberregeneration
uneinheitlich bewertet (Fausto, et al., 2006). Fur diese unterschiedlichen Ergebnisse
in der frihen Phase der Leberregeneration bei Verwendung ahnlicher, oder gleicher
Mausmodelle kdnnen Storgrolien wie eine unterschiedliche Operationstechnik, un-
terschiedliche Anasthetika, der postoperative Einsatz von Schmerzmitteln oder un-
sterile Bedingungen verantwortlich sein. Seit der Beschreibung einer partiellen Hepa-
tektomie durch Higgins und Anderson 1931 bei Ratten (Higgins, 1931) wurde die par-

tielle Hepatektomie stetig weiterentwickelt und viele unterschiedliche operative Me-
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thoden beschrieben (Greene, et al., 2003; Martins, et al., 2008). Eine Standardisie-
rung der Operationsmethode ist aber bis heute nicht erfolgt. Allein aufgrund der ver-
schieden Anatomie von Ratten und Mausen, mit dem Vorhandensein einer Gallen-
blase bei Mausen, muss die Operationsmethode angepasst werden. Nach Einen-
gung der Vena cava durch die Ligatur zeigen sich Nekrosen im verbleibenden Pa-
renchym, oder bei versehentlicher Ligatur von groReren Gallengangen eine Cho-
lestase mit folgender Cholangitis und einer deutlich reduzierten Regeneration. Dass
tatsachlich die Operationstechnik die Untersuchungsergebnisse nach PHx massiv
beeinflussen kann, legen Daten an IL-6-defizienten Mausen nahe. Im Falle der klas-
sischen 1-Ligaturmethode ist eine hohe Letalitat nach PHx in IL-6 defizienten Mau-
sen beschrieben (Blindenbacher et al., 2003; Cressman, et al., 1996), wobei sich in
einer anderen Studie nach Resektion der Leberlappen durch separate Ligaturen un-
ter Schonung der Gallenblase keine erhohte Letalitat in IL-6-defizienten Mausen
zeigte (Sakamoto, et al., 1999). Somit sollte bei Mausen eine PHx-Methode mit sepa-
raten Ligaturen unter Einsatz mikrochirurgischer Techniken erfolgen (Martins, et al.,
2008). Auch verschiedene Anasthesieverfahren konnen zu unterschiedlicher Leber-
zellschadigung nach partieller Hepatektomie fuhren. So konnte sowohl fur das he-
patotoxische Avertin eine hohere postoperative Mortalitat, als auch fur Ketamin eine
zumindest erhdhte Hepatotoxizitat gegenuber dem inhalativen Isofluran gezeigt wer-
den (Mitchell, et al., 2008).

Die nicht standardisierte PHx-Methode konnte somit zumindest in Teilen fur die un-
einheitlichen Beobachtungen und teilweise nicht reproduzierbaren Ergebnisse ver-
antwortlich sein. Eine nach PHx zusatzlich bestehende Entzindungsreaktion durch
verschiedene Operationsmethoden, kann eine Aktivierung des kanonischen NF-kB
Signalwegs in Hepatozyten erfordern, um diese vor TNF-induzierter Apoptose zu
schutzen. So konnte ebenso gezeigt werden, dass ein unterschiedliches Ausmal}
einer Akut-Phase-Reaktion in konditionalen Glykoprotein-130-Knockout-Mausen zu
unterschiedlicher Leberregeneration und Leberzellschadigung nach PHx flhrt
(Wuestefeld, et al., 2003).

AbschlielRend ist festzuhalten, dass RelA/p65 als transaktiviernede Untereinheit im
kanonischen NF-xB-Signalweg wahrend der Leberregeneration unterschiedliche
Funktionen in den einzelnen Zellkompartimenten erfullt. Diese sind jedoch mit der in
dieser Arbeit verwendeten Operationstechnik weder in den Hepatozyten, noch in den

Nicht-Parenchymzellen essentiell fur eine erfolgreiche Leberregeneration nach PHx.
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Die besondere Fahigkeit der Leber durch kompensatorische Hyperplasie nach PHx
den Funktions- und Gewebsverlust zu regenerieren scheint nicht auf einzelne Stimuli
wie TNF, IL-6, oder eine Aktivierung des kanonischen NF-«kB Signalwegs angewie-
sen zu sein. Vielmehr besteht ein Netzwerk an stimulierenden Faktoren mit hoher
Redundanz. Nur in besonderen Situationen, wie einer gleichzeitig zur Leberregene-
ration bestehenden Entzindungsreaktion, kdnnen einzelne Faktoren essentiell sein,

um die Integritat der Zellen und die Regenerationsfahigkeit der Leber zu schitzen.
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6 Zusammenfassung

Die Leber besitzt die einzigartige Fahigkeit, durch Proliferation reifer, voll differenzier-
ter Hepatozyten nach z.B. infektiosen, toxischen oder auch operativen Schaden Ge-
webe zu regenerieren. Dieser hoch konservierte Regenerationsmechanismus ist auf-
grund der vielfaltigen lebensnotwendigen Aufgaben der Leber von groRer Bedeutung
fur den Gesamtorganimus. Die Entwicklung neuer Therapieansatze und Erweiterung
bestehender Therapien setzt ein besseres Verstandnis der intra- und extrazellularen
Regulationsmechanismen voraus, welche die voll differenzierten, ruhenden Hepato-
zyten zur Zellteilung anstoRen und den Regenerationsprozess steuern. Das Modell
der partiellen Hepatektomie (PHx) in Maus und Ratte gilt seit langem als der Gold-
standard, um die Leberregeneration nach Verlust von Gewebe und darin das Zu-
sammenspiel verschiedenster Faktoren in vivo zu erforschen.

Der NF-kB/Rel Signalweg ist ein sehr schneller Aktivierungsmechanismus in ver-
schiedenen Zellsystemen, der eine zentrale Rolle bei Infektionen, der Immunantwort,
Zellproliferation, -differenzierung und Apoptose spielt. Vor Uber 15 Jahren wurde die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB, bestehend aus den NF-«xB-
Untereinheiten RelA/p65 und p50, erstmals nach partieller Hepatektomie (PHXx) in
Nagetieren beschrieben. Trotz vieler Bemuhungen, die funktionelle Relevanz des
Transkriptionsfaktors NF-kB in der Leberregeneration naher zu charakterisieren, wird
die Rolle von NF-kB in diesem Prozess uneinheitlich bewertet. Nachdem initial eine
essentielle proliferative und zytoprotektive Rolle von NF-kB in Hepatozyten beschrie-
ben worden war, wird aktuell ein Modell favorisiert, in dem eine Aktivierung von NF-
kB in Kupffer-Zellen zu einer Zytokinantwort fuhrt und essentiell ist, um Hepatozyten
fur proliferative Signale empfanglich zu machen (Priming).

Um die teilweise widerspruchliche Datenlage naher zu beleuchten, war es Ziel der
vorliegenden Arbeit, die Rolle der transaktivierenden NF-kB-Untereinheit RelA/p65
Leberzellkompartiment-spezifisch in Hepatozyten und Nicht-Parenchymzellen nach
PHx zu untersuchen. HierfUr wurden zwei verschiedene genetische Mausmodelle
verwendet, in denen RelA/p65 entweder Hepatozyten-spezifisch (ReIaF FAlIbCre-
Mause) oder aber in allen Leberzellen (Hepatozyten und Nicht-Parenchymzellen,
Rela™"MxCre-Mause) konditional inaktiviert ist. In vorliegender Arbeit wurden die
verschiedenen Mausmodelle verschiedenen PHx-Modellen unterzogen und auf ihre

Regenerationsfahigkeit morphologisch und biochemisch charakterisiert.
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Nach Hepatozyten-spezifischer Deletion von RelA/p65 in Rela™ AlbCre-Mausen
zeigte sich nach 2/3-PHx Uberraschenderweise ein beschleunigter Zellzykluseintritt
moglicherweise durch eine vermehrte JNK-Aktivierung. Dieser geringe Proliferations-
vorteil blieb jedoch ohne signifikante Auswirkung auf die Regeneration der Leber-
masse. Obwohl Hepatozyten nach Inaktivierung von RelA/p65 hochst empfindlich fur
TNF-induzierte Apoptose sind, zeigte sich in Rela™ AlbCre-Mausen nach 2/3-PHx
und sogar nach 80%-PHx keine vermehrte Leberschadigung nach PHx. Dies zeigt
zum einen, dass die TNF-Spiegel unter schonenden Operationsbedingungen nicht
ausreichen, um signifikante Apoptosen in RelA/p65-defizienten Hepatozyten zu indu-
zieren. Zum anderen zeigen diese Ergebnisse, dass RelA/p65 in Hepatozyten nicht

essentiell fur eine erfolgreiche Leberregeneration ist.

Nach zusatzlicher Inaktivierung von RelA/p65 nicht nur in Hepatozyten sondern auch
in Nicht-Parenchymzellen in Rela™”"MxCre-Mausen war die Beschleunigung des Zell-
zyklus nicht mehr vorhanden, was darauf hinweist, dass NF-kB-abhangige Signale
aus Nicht-Parenchymzellen stimulierende Effekte auf den Regenerationsprozess
nach PHx haben. Uberraschenderweise verliefen aber ansonsten Zellzykluseintritt

und -progression sowie Regeneration der Lebermasse vollig normal.

Zusammenfassend zeigen die vorliegenden Daten, dass die transaktivierende NF-
kB-Untereinheit RelA/p65 gegensatzliche Funktionen in den verschiedenen Leber-
zellkompartimenten in der Leberregeneration erfullt. Allerdings waren die beobachte-
ten Effekte nach genetischer Inaktivierung von RelA/p65 in den einzelnen Leberkom-
partimenten gering ausgepragt. Zudem war in allen untersuchten Modellen eine nor-
male Regeneration der Lebermasse zu verzeichnen, weshalb der RelA/p65-
abhangiges kanonische NF-xB-Signalweg nicht essentiell fur eine erfolgreiche Leber-

regeneration nach PHx ist.
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