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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Physiologie und Aufbau der Leber

Als zentrales Stoffwechselorgan ist die Leber an der Verdauung und Speicherung von
Né&hrstoffen wie Glucose, Fetten und Vitaminen beteiligt und erfiillt somit bedeutende
Funktionen im Kohlenhydrat-, Protein- und Fettstoffwechsel. In diesem Zusammenhang
wird Uberschussige Glucose in den Speicherstoff Glykogen umgewandelt und
Fettsduren sowie auch Gallenséuren synthetisiert. Dartiber hinaus produziert die Leber
Plasmaproteine wie Albumin und wichtige Gerinnungsfaktoren. Sie reguliert den
Bilirubinmetabolismus, den Abbau von Ammoniak und tragt zur Entgiftung von
Toxinen bei’.

Die kleinste anatomische Einheit der Leber stellen die Leberlappchen dar, welche sich
aus den Leberparenchymzellen, den Hepatozyten und den nicht-parenchymattsen
Zellen, den Endothelzellen, Kupffer-Zellen, Lymphozyten, dendritische Zellen und
hepatischen Sternzellen zusammensetzen®. Die Hepatozyten sind fiir die metabolischen
und sekretorischen Prozesse der Leber verantwortlich und bilden mit bis 80% den
groliten Anteil des Lebervolumens. Die Leberparenchymzellen stehen untereinander
durch Zell-Zellkontakte (gap junctions) in Verbindung und sind wie alle Epithelzellen
polarisiert. Gallenséuren, die nicht nur von Hepatozyten, sondern auch von
Cholangiozyten produziert werden, gelangen durch Vertiefungen von benachbarten
Hepatozyten in die abfiihrenden Gallengange®. Die Gallenfissigkeit wird anschlieBend
in der Gallenblase als Zwischenspeicher gesammelt oder gelangt direkt in den
Zwolffingerdarm. Die Leber wird zum einen mit arteriellem Blut Uber die Arteria
hepatica versorgt, zum anderen gelangt vendses nahrstoffreiches Blut aus den unpaaren
Bauchorganen Magen, Darm, Milz und Bauchspeicheldriise tber die Vena portae
(Pfortader) in das Stoffwechselorgan. Beide BlutgefaRe verzweigen sich und minden in
die erweiterten Kapillaren der sogenannten Lebersinusoide. Das Blut wird mit Hilfe der
Sinusoide zum Zentrum des Leberldppchens transportiert und an dieser Stelle durch die
Vena centralis abgefiihrt. Die Lebersinusoide werden durch Endothelzellen
ausgekleidet, welche keine Basalmembran aufweisen. Das fenestrierte Endothel

ermoglicht das Passieren von groReren Molekilen in den Raum zwischen den

1
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Endothelzellen und den Hepatozyten (Dissé-Raum)®. Die Mikrovilli der Hepatozyten
ragen in diesen Interzellularraum, sodass unter anderem Nahrstoffe aus dem Blut
aufgenommen werden und Syntheseprodukten der Hepatozyten abgegeben werden
konnen. Des Weiteren befinden sich dort auch die hepatischen Sternzellen, die zur
Vitamin A und Fettspeicherung beféhigt sind. Daruber hinaus kann sich dieser Zelltyp
zu Myofibroblasten differenzieren, Kollagen synthetisieren und besitzt zudem eine

wichtige Funktion im Aufbau der extrazellularen Matrix°.

1.2 Leberregeneration

Die Leber weist ein enormes Regenerationspotential auf, welches durch eine
kompensatorische Hyperplasie des verbleibenden Lebergewebes gekennzeichnet ist. Bei
einer Gewebeschadigung, etwa infolge einer Leberteilresektion oder Intoxikation, findet
eine schnelle und effektive Replikation von ausdifferenzierten Hepatozyten statt®. Die
Regeneration nach einer (bermaRigen Zerstorung des Leberparenchyms wird durch die
Proliferation von hepatischen Progenitorzellen mit anschlielender Ausdifferenzierung
zu Hepatozyten und Cholangiozyten unterstiitzt’. Eine Leberteilresektion verursacht
einen erhohten Pfortaderdruck, der eine Hyperperfusion im verbleibenden Lebergewebe
auslost. Die daraus resultierenden Druck- und Scherkrafte, die auf das Endothel
einwirken, und der vermehrte Zustrom von Signalmolekilen aus der portalen
Zirkulation werden gleichermalen als potentieller Stimulus fiir die Einleitung des
Regenerationsprozesses diskutiert’. Ein Verlust von funktionellem Lebergewebe fiihrt
durch die Freisetzung von verschiedenen Mediatoren dazu, dass die Hepatozyten von
der Go-Phase in die G;-Phase (ibertreten und anschlieBend den Zellzyklus durchlaufen®.
Kupffer-Zellen werden unter anderem durch Lipopolysaccharide stimuliert, die aus dem
vendsem Blut des Gastrointestinaltraktes stammen und (ber die Pfortader zur Leber
transportiert werden'®. Die Aktivierung der Kupffer-Zellen fiihrt mit Hilfe des NF-kB-
Signalweges zur Sekretion von TNF-o und l6st infolgedessen durch einen autokrinen
Mechanismus die Produktion von IL-6 in den leberspezifischen Makrophagen aus™*2.
IL-6 bewirkt durch die Bindung an den membran-gebundenen IL-6 Rezeptor, der von
Hepatozyten exprimiert wird, die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors STAT3
und die Aktivierung des MAPK-Signalweges und initiiert somit den Eintritt in den
Zellzyklus****. STAT3 reguliert die Expression von mitogenen Faktoren, unter anderem
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Cyclin D und anti-apoptotischen Genen, wie Bcl2 und Bcl-XL™. Dariiber hinaus
zirkulieren Wachstumsfaktoren wie EGF systemisch im Blut, die wiederum fir die
Progression des Zellzyklus in den Hepatozyten entscheidend sind®. Zugleich wird
zusétzlich HGF durch den Abbau der extrazellularen Matrix mit Hilfe von Matrix-
Metalloproteinasen und Plasmin freigesetzt'. Der hepatische und intestinale
Gallensaure-Rezeptor FXR ist ebenso bedeutend in der Leberregeneration, da eine
Aktivierung des Rezeptors die Gallensaure-Homoostase reguliert und somit vor
Hepatoxizitat durch erhéhte Mengen von Gallenflussigkeit schiitzt'®*°. Zugleich werden
weitere Transkriptionsfaktoren, die am Fortlauf des Zellzyklus beteiligt sind, durch den
Rezeptor aktiviert?, Des Weiteren sind Hepatozyten fiir die Produktion von Mitogenen
verantwortlich, die auf nicht-parenchymatdse Zellen wie sinusoidale Endothelzellen,
Cholangiozyten und Kupffer-Zellen einwirken und die Proliferation anregen®. Der
regenerative Prozess wird nach Erreichen des ursprunglichen Lebervolumens durch
inhibitorische Faktoren wie Activin und TGF-p, welches hauptséchlich von hepatischen
Sternzellen sezerniert wird, unterdriickt®’. Auf post-transkriptioneller Ebene sind
maoglicherweise auch regulatorische miRNAs beteiligt, die in der spaten Phase der
Leberregeneration hochreguliert werden?. Zudem ist FGF-19 in der Regulation des
Gallensauremetabolismus von Bedeutung und spielt in dem Zusammenhang auch an der
Terminierung des Wachstumsprozesses eine wichtige Rolle?. IL-6 ist zudem fir die
Aktivierung von SOCS3 verantwortlich, sodass eine Inhibition des JAK-STAT-
Signalweges erfolgt und gleichzeitig das IL-6 Signal kontrolliert und im Laufe der

Regeneration vermindert wird"®2*,
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Abbildung 1.1: IL-6-STAT3-Signalweg. TNF-o bindet an seinem Rezeptor an der Oberfliche der
Kupffer-Zelle, wodurch die IL-6 Genexpression mittels NF-kB Signalweg hochreguliert und IL-6
sezerniert wird. IL-6 bindet an den membran-standigen IL-6R auf den Hepatozyten. Die Interaktion mit
dem Rezeptor und der beiden gp130 Untereinheiten aktiviert die Januskinase und bewirkt einerseits die
Aktivierung des MAPK-Signalweges und andererseits wird STAT3 phosphoryliert, sodass zwei STAT3-
Molekile dimerisieren und in den Nukleus translozieren. STAT3 aktiviert im Zellkern die Transkription
von anti-apoptotischen Genen, sowie Zielgenen die an der Regeneration und Akute-Phase-Antwort
beteiligt sind. IL-6 bewirkt ebenso die Expression von SOCS3-Molekiilen, die wiederum in der Lage sind

die Januskinase zu blockieren und somit als negativer Regulator dienen?.

1.3 Hepatozellulares Karzinom (HCC)

Das hepatozellulare Karzinom stellt weltweit mit jahrlich Gber 500.000
Neuerkrankungen den fiinfhaufigsten malignen Tumor dar. Die 5-Jahres-Uberlebensrate
von HCC-Patienten betragt Gberwiegend weniger als 12%. Die Inzidenz des HCC zeigt
deutlich regionale Unterschiede. Vor allem in Landern Stdostasiens und der Subsahara
treten vergleichsweise zu Europa und Nordamerika vermehrt Neuerkrankungen auf 2°.
Die verstarkte Exposition zu Aflatoxin B1 in Nahrungsmitteln und hdufige Hepatitis B
Infektionen mit einem chronischen Verlauf fihren zu hohen Inzidenzraten in diesen
Gebieten®®. Weitere Risikofaktoren sind dariiber hinaus chronische Hepatitis C
Infektionen, Alkoholmissbrauch und in den letzten Jahren die verstarkte Zunahme einer

nichtalkoholischen Fettlebererkrankung sowie die daraus folgende Steatohepatitis in vor
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allem industrialisierten Landern®’%,

Stoffwechselbedingte Krankheiten wie die
heriditdare Hamochromatose und ein a-1-Antitrypsin-Mangel konnen ebenso die
Kanzerogenese in der Leber unterstiitzen®**°. Die Ursache der Entstehung eines HCC
ist vorwiegend ein lang andauernder Leberschaden, der in vielen Fallen mit einer
Leberzirrhose assoziiert ist. Chronische Entziindungszustande mit fortwahrenden
Regenerationsprozessen sind mit einer Aktivierung der hepatischen Sternzellen
verbunden, wodurch mittels Kollagensynthese eine Fibrosierung des Leberparenchyms
stattfindet und eine Dysplasie mit anschliefender maligner Transformation begunstigt
wird. Genmutationen, epigentische Faktoren und Veranderungen von Signalwegen
fordern die Entwicklung und Progression des Leberzellkarzinoms®. Molekulare
Analysen von Patienten zeigen sowohl eine gestdrte Regulation von Proto-Onkogenen,
zum Beispiel B-Catenin und PIK3CA, als auch Mutationen von Tumorsuppressoren wie
etwa p53**. Des Weiteren sind der Wnt- und auch der Hedgehog-Signalweg, welche
in der Zelldifferenzierung eine wichtige Rolle spielen, in der Hepatokarzinogenese
haufig verandert®®>*. Die Diagnosestellung erfolgt hauptsachlich im fortgeschrittenen
Stadium, da das hepatozelluldre Karzinom erst sehr spat zu Symptomen fihrt.
Therapiemdglichkeiten sind vor allem chirurgische Malinahmen wie Tumorresektion
und Lebertransplantation®. Das HCC weist eine &uBert hohe Resistenz gegeniiber
Zytostatika auf. Sorafenib, ein Multi-Kinase-Inhibitor, der anti-proliferative und anti-
angiogenetische Effekte besitzt, zeigt eine limitierte Wirksamkeit® 8. Weitere
Behandlungsmethoden sind minimal-invasive Verfahren, die im Wesentlichen das
Tumorgewebe und die Gefalversorgung lokal zerstéren. Dazu gehoren die
Laserinduzierte Thermotherapie, Radiofrequenzablation, transarterielle

Chemoembolisation (TACE) und die Mikrowellentherapie®.
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Abbildung 1.2: Histopathologische Entwicklung und molekulare Merkmale des HCC. Nach einem
Leberschaden durch verschiedene Faktoren, wie z.B. HBV, HCV, Alkohol oder Aflatoxin B1 wird
Nekrose mit anschlieBender Hepatozytenproliferation induziert. Fortdauernde Zyklen von destruktiven
und regenerativen Prozessen beginstigen eine chronische Leberentziindung mit anschlieRender
Leberzirrhose. Eine Zirrhose ist charakterisiert durch abnormale Knotenbildung, Kollagenansammlungen
und Vernarbungen. Es entstehen hyperplastische Knoten gefolgt von dysplastischen Herden, die sich
letztendlich zu einem hepatozellularen Karzinom entwickeln. Eine weitere Klassifizierung hdngt von dem
Differenzierungsgrad der Tumorzellen ab. Wenig differenzierte Tumore stellen die bdsartigste Form des
priméren HCC dar. Telomerverkirzung ist eine Eigenschaft von chronischen Lebererkrankungen und
Zirrhose. Die Hepatokarzinogenese zeichnet sich wiederum durch Reaktivierung der Telomerase aus. Der
Verlust oder Mutation von p53 und genomische Instabilitdt sind weitere Einflussfaktoren in der

Tumorentwicklung™.

1.4 Die Leber als immunologisches Organ

Die Leber weist verschiedene immunregulatorische Funktionen auf, indem sie an der
Synthese von Akute-Phase-Proteinen beteiligt ist, Komplementfaktoren produziert und
Aufgaben wie die Eliminierung von aktivierten T-Zellen erfiillt>*°. Uber die Pfortader
wird die Leber mit nahrstoffreichem Blut aus dem Darm versorgt und ist somit auch
verschiedenen Toxinen, Viren und Bakterien ausgesetzt*'.

Die andauernde Exposition zu endotoxischen Lipopolysacchariden aus der Pfortader
scheint eine Toleranz gegen inflammatorische Stimuli und eine Vielzahl von Antigenen
zu verursachen, die daher in der Leber als nicht immunrelevant bewertet werden*?. Die

Aufnahme und Présentation von Antigenen durch tolerogene nicht-parenchymatische
43,44
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Weiterhin verhindert die Expression von inhibitorischen Molekilen wie Arginase,
Galectin-9, IL-10 und PD-1 die T-Zellaktivierung und T-Zellexpansion®*’. Somit wird
mafRgeblich eine Gewebeschddigung auf Grund verstarkter Immunantwort des
adaptiven Immunsystems wie etwa durch zytotoxischen T-Lymphozyten unterbunden®.
Jedoch kann dieser Mechanismus dazu fuhren, dass eine ausreichende Immunantwort
gegen Pathogene z.B. Hepatitis B und Hepatitis C Virusinfektionen unterdriickt

Wird43,49,50l

Kupffer-Zellen, die leberresidenten Makrophagen, befinden sich im Lumen der
Lebersinusoide und phagozytieren vor allem Antigene, pathogene Organismen und
Uberreste von sterbenden Zellen®. Phagozytierte Antigene werden auf der Oberflache
durch MHC 1l Molekiile prasentiert und von CD4" T-Lymphozyten erkannt. Weitere
Antigen prasentierende Zellen sind leberresidente dendritische Zellen, welche zu den
nahegelegenen lymphatischen Organen wandern und dort T-Zellen aktivieren®?. In
erster Linie werden mit Hilfe von Pattern-Recognition-Rezeptoren wie beispielsweise
Toll-like-Rezeptoren pathogene Krankheitserreger erkannt und die angeborene
Immunantwort ausgeldst. Diese Rezeptoren werden von Hepatozyten, hepatischen
Sternzellen, sinusoidalen Endothelzellen, Kupffer-Zellen und dendritischen Zellen
exprimiert und  stimulieren nach  Aktivierung die  pro-inflammatorische
Zytokinproduktion wie TNF-a, IL-6 und Interferone. NK-Zellen werden infolge dessen
verstarkt aktiviert und die Antigenprésentation optimiert®,

Neutrophile Granulozyten werden mittels Freisetzung von Zytokinen, z.B. TNF-o, oder
auch bestimmten Chemokinen in die Sinusoide der Leber rekrutiert®. AnschlieBend
wird die Migration in das Leberparenchym durch spezielle Adhésionsmolekiile wie 3,
Integrine ermdglicht>. Neutrophile sind in der Lage Mikroorganismen einerseits durch
Phagozytose und die Bildung reaktiver Sauerstoffmolekile zu entfernen und
andererseits mit Hilfe der Freisetzung von antibakteriellen Proteinen zu beseitigen>>®.
Des Weiteren synthetisieren neutrophile Granulozyten Neutrophile Extracellular Traps
(NETs), Strukturen aus Chromatin und antimikrobiellen Enzymen, die
Mikroorganismen immobilisieren und abtoten®. Allerdings kénnen Neutrophile
wéhrend eines Leberschadens auch an der Zerstérung von Hepatozyten durch

oxidativen Stress beteiligt sein und verstdrken somit das Absterben des
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Leberparenchyms®®.

Die Leber besitzt prozentual gegeniiber anderen Organen den grofiten Anteil an NK-
Zellen, welche vor allem fiir die Lyse von infizierten und malignen Zellen und die
Zytokinproduktion von IFN-y sowie TNF-a verantwortlich sind®*®'. Dariiber hinaus
kdnnen diese Lymphozyten auch aktivierte Sternzellen, die fur die Fibrosierung der
Leber eine entscheidende Rolle spielen, abtéten®. Die Erkennung von entarteten Zellen
erfolgt unter anderem mit Hilfe von speziellen aktivierenden und inhibierenden KIR-
Rezeptoren, die zur Gruppe der MHC Klasse | Rezeptoren gehéren®®. Tumorzellen oder
von Mikroorganismen befallene Zellen weisen im Gegensatz zu gesunden Zellen
oftmals nur eine geringe Expression von MHC | Molekilen auf. Der fehlende
inhibierende MHC | Komplex aktiviert die NK-Zelle und I6st in der Zielzelle
verschiedene Signalwege aus, die zur Apoptose fiihren®*®*,

Zytotoxische CD8" T-Zellen, NKT Zellen sowie NK-Zellen stellen anteilméRig neben
den CD4" T-Helferzellen und B-Zellen die groRten Lymphozytenpopulationen in der
Leber dar®®®. T-Zellen werden mit Hilfe ihres T-Zellrezeptors aktiviert. Dabei
interagiert das Membranprotein CD8 mit den MHC-Komplexen der Klasse I, wahrend
CD4 mit den MHC-Komplexen der Klasse Il von Antigen-prasentierenden Zellen in

Interaktion tritt®”8,

Daruber hinaus sind auch co-stimulatorische Signale durch
Membranproteine wie CD80 und CD86, die von Antigen-prasentierenden Zellen
exprimiert werden und mit dem CD28 Rezeptor der T-Zellen in Wechselwirkung treten,
fur die Aktivierung wichtig®®. Zytotoxische CD8* T-Zellen sind an der
Zytokinproduktion von TNF-a und IFN-y beteiligt und zerstoren infizierte, entartete
sowie beschadigte Zellen™. Dabei werden dhnlich wie bei den NK und NKT-Zellen
Zytotoxine unter anderem Perforin und Granzym freigesetzt, wodurch die Apoptose
eingeleitet wird. Zusatzlich kann tUber den Fas/Fas-Ligand Mechanismus ebenfalls die
Apoptose in der Zielzelle induziert werden*"®, CD4" T-Lymphozyten werden in
verschiedene Teilpopulationen untergliedert, unter anderem gehéren dazu Tpl, T2,
Thl7 und T422 Zellen™. Tyl-Zellen zeichnen sich durch ihre Produktion von IFN-y aus
und beseitigen intrazellulare Pathogene’™. T.2 Zellen sind an der Kontrolle von
Infektionen mit Parasiten beteiligt und setzen Zytokine wie 1L-4, IL-5 und IL-13 frei’®.

T-Helferzellen 16sen zugleich auch die humorale Immunantwort durch Differenzierung
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der B-Lymphozyten und daraus folgender Antikérperproduktion aus’”. T,17 Zellen sind
in der Abwehr von extrazellularen Pathogenen durch die Rekrutierung von
Neutrophilen involviert und produzieren sowohl IL-17A/F als auch IL-22, welches
ebenso von Tw22 Zellen exprimiert wird”®®, Eine weitere T-Zellpopulation stellen die
regulatorischen T-Zellen (Treg) dar, die vor allem eine Immunantwort supprimieren
kénnen und in der Immuntoleranz der Leber eine entscheidende Rolle spielen®”. Die
zwei am besten untersuchten Subtypen von regulatorischen T-Zellen sind, die Foxp3+
Treg und die Foxp3 negativen Typ 1 regulatorischen T-Zellen (TR1)%. Ein wichtiges
Merkmal dieser T-Zellpopulation ist die Synthese von TGF-p und IL-10, welche eine
anti-inflammatorische Wirkung besitzen®. Neben den klassischen T-Lymphozyten,
deren T-Zellrezeptor aus a- und B-Untereinheiten bestehen, weist die Leber eine weitere

groRere T-Zellpopulation die v& T-Zellen auf®®

. Diese Lymphozyten exprimieren y- und
8-Untereinheiten fiir den Aufbau des T-Zellrezeptors®®. y& T-Zellen erkennen zum einen
Antigene mit Hilfe des MHC Komplexes, konnen aber auch zum anderen direkt ohne
Interaktion mit dem T-Zellrezeptor an nicht-peptidische Molekiile binden®”. Ahnlich
wie die Kklassischen T-Zellen koénnen sie Apoptose in den Zielzellen auslésen,

cytotoxische Granula freisetzen und Zytokine ausschiitten®,

1.5 Interleukin-22 (1L-22)

IL-22 gehort wie auch I1L-19, 1L-20, IL-24 und IL-26 zu der IL-10 Zytokin-Familie. Das
Zytokin wird von dem humanen IL22 Gen kodiert und befindet sich auf dem
Chromosom 12%%. In der Maus ist das Gen 1122 auf dem Chromosom 10 lokalisiert®. IL-
22 besitzt als Protein eine Lange von 179 Aminoséuren und nach Entfernen des
Signalpeptides eine Lange von 146 Aminoséauren. Die biologisch aktive Form ist ein
Monomer. Darlber hinaus kann IL-22 auch als Di- oder Tetramer vorliegen. Jedoch
sind diese Formen weniger funktionell wirksam®. Die zellulare Quelle des Zytokins
hangt vor allem von der Natur einer Erkrankung ab. I1L-22 wird von verschiedenen
Immunzellen  produziert und wirkt auf Epithelzellen der Haut, des
Gastrointestinaltraktes, der Leber, der Lunge, der Niere sowie des Pankreas™.
Uberwiegend T-Zellen und innate lymphoid cells (ILCs) sind eine wichtige Quelle von
IL-22 im Menschen. CD4"-Lymphozyten wie Tpl, Tpl7 und Tp22-Zellen exprimieren
neben den CD8", NKT und y5 T-Zellen das Protein. Des Weiteren sind ebenso NK-
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Zellen, lymphoid tissue inducer cells (LTi), Makrophagen und neutrophile
Granulozyten in der Lage I1L-22 zu produzieren® %% Die Expression von IL-22 ist
stark von IL-23 abhéngig, jedoch fordern auch IL-1p und IL-6 die Produktion in
verschiedenen Zelltypen®®* . Zudem unterstiitzen Transkriptionsfaktoren wie AHR,
STAT3, STAT4 und RORyt die Expression von IL-22'%% Das Zytokin bindet an
einen membran-stdndigen Rezeptor, der aus zwei Untereinheiten den IL-22 Rezeptor 1
(IL-22R1) und den ubiquitar vorkommenden IL-10 Rezeptor 2 (IL-10R2) besteht**"1%,
Der IL-22R ist als Heterodimer aufgebaut, der wiederum aus einer extrazelluléren,
transmembranen und intrazelluldren Einheit besteht. Die extrazelluldren Bestandteile
des IL-22R1 und IL-10R2 setzen sich aus 2 Doméanen zusammen, eine N-terminale D1
Doméne und eine D2 Domane, die nahe der Membran positioniert ist. Die Bindung an
den Rezeptorkomplex l6st eine Signaltransduktion aus, die zur Genexpression- oder
repression fihren kann. Das Zytokin bindet an die extrazelluldren Teile des IL-22R1
und nach einer Konformationsanderung im Zytokin bindet der Komplex an die
extrazelluldre IL-10R2-Kette'®2. Zusatzlich gibt es einen l6slichen Rezeptor das IL-
22 Binde-Protein (siehe Kapitel 1.6), das IL-22 mit hoher Affinitat bindet und die

109113117 "1 erster Linie

Interaktion mit dem membranstdndigen Rezeptor verhindert
aktiviert die Bindung an den membran-standigen Rezeptor eine Januskinase, welche mit
der IL-22R1 Untereinheit und signal transducers and activators of transcription (STAT)-
Molekiilen assoziiert ist''®. Die Formation eines IL-22-1L-22R1-1L-10R2-Komplexes
bewirkt eine Phosphorylierung und Aktivierung einer Tyrosinkinase, die wiederum fir
die Phosphorylierung von Tyrosinresten in der intrazellularen Domane von IL-22R1
verantwortlich ist. STAT-Molekiile binden an die phosphorylierten Tyrosinreste mit
Hilfe ihrer Src homology 2 (SH2) Doméane und werden von der aktivierten Januskinase
phosphoryliert™®. Hauptséchlich erfolgt eine Phosphorylierung von STAT3 an dem
Tyrosinrest 705, jedoch werden auch in seltenen Fallen STAT1 und STAT5 Molekiile
aktiviert®?!2 Dije Modifikation der STAT-Molekiile bewirkt eine Dimerisierung und
Translokation in den Zellkern zu den Zielgenen, die daraufhin reguliert werden. Zudem
kann Uber die IL-22-1L-22R-Signaltransduktion auch eine Aktivierung von mitogen-
activated protein kinases (MAPK) induziert werden, wie beispielsweise p38 und
extracellular-signal regulated kinases (ERK)™?212 Des Weiteren wurde beschrieben,

dass ebenso Phosphoinositid-3-Kinasen stimuliert werden kénnen*?*.
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Abbildung 1.3: IL-22 vermittelter Signalweg. IL-22 bindet an den heterodimeren [IL-22-
Rezeptorkomplex, bestehend aus den Untereinheiten 1L-22R1 und IL-10R2. Nach einer
Konformationsanderung werden die Kinasen JAK1 und TYKZ2, die auf der zytoplasmatischen Seite des
IL-22 Rezeptors gebunden sind, phosphoryliert. Daraufhin werden Tyrosinreste, die sich an der
zytoplasmatischen IL-22R1 Domaéane befinden, ebenfalls phosphoryliert, wodurch eine Bindung von
STAT3-Molekilen an den Rezeptor ermdglicht wird. Die Januskinasen aktivieren durch
Phosphorylierung die STAT3-Molekile, welche daraufhin dimerisieren, in den Zellkern translozieren und
dort ihre Zielgene regulieren. Es kénnen auch weitere Kinasen wie beispielsweise MAPK, AKT und der
mTOR-Signalweg aktiviert werden. IL-22 kann auch von dem léslichen einkettigen Rezeptor 1L-22BP
gebunden werden, sodass die Bindung von IL-22 an den IL-22-Rezeptor verhindert wird, (modifiziert

nach®).

IL-22 erfullt verschiedenste Funktionen: Beispielsweise induziert es die Produktion von
antibakteriellen Proteinen wie S100A7 in bronchialen Epithelzellen und REG3y in
intestinalen  Epithelzellen'®'?®. Das Zytokin beeinflusst dariiber hinaus die
Proliferation, unterstutzt die Regeneration und schitzt dadurch vor bermaRigem
Gewebeschaden'®’. IL-22 reguliert ebenso die Genexpression von bestimmten
Chemokinen, unter anderem CXCL1 und CXCLS8 in Keratinozyten, und fordert somit
die Migration von neutrophilen Granulozyten in die Haut'?®. Zudem kann es die

Differenzierung von Keratinozyten inhibieren und die Mobilitat der Zellen durch die
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Aktivierung von Matrix-Metalloproteinasen erhdhen'?**°. Zusatzlich unterstiitzt 1L-22
unter entziindlichen Bedingungen die Mukusproduktion in der Darmschleimhaut und ist
an der Aufrechterhaltung der intestinalen Homoostase beteiligt**"**. Oftmals kann der
Effekt von IL-22 durch andere Zytokine wie IL-17A oder TNF-a verstirkt werden>**%,
Das Zytokin besitzt wéhrend einer Gewebeschadigung berwiegend einen protektiven
Einfluss, jedoch weist es in einigen Erkrankungen auch pro-inflammatorische
Eigenschaften auf und kann tiberdies auch die Tumorprogression fordern®1213513¢ |
der Leber exprimieren verschiedene Zelltypen wie Hepatozyten, Cholangiozyten,
hepatische Sternzellen und hepatische Stammzellen den IL-22-Rezeptorkomplex.
Wiéhrend eines akuten Leberschadens induziert 1L-22 die Produktion von Akute-Phase-
Proteinen, verstarkt die Expression von mitogenen und anti-apoptotischen Genen und
stimuliert die Bildung von Antioxidantien**"*. Das Zzytokin schiitzt die Leber in
verschiedenen akuten Krankheitsmodellen, indem es die Regeneration der Hepatozyten
unterstiitzt, anti-inflammatorisch wirkt und oxidativen Stress vermindert'*%.
Allerdings spielt IL-22 auch eine pathogene Rolle in chronischen Lebererkrankungen

und fordert mittels STAT3 Aktivierung die Tumorentwicklung in der Leber*4®47148,
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Abbildung 1.4: Rolle von IL-22 im Leberschaden. IL-22 schiitzt vor einem Leberschaden, indem es die
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Regeneration durch die Aktivierung von mitogenen und anti-apoptotischen Proteinen in Hepatozyten und
Progenitorzellen unterstiitzt. Weiterhin ist es an der Produktion von Antioxidantien beteiligt und

vermindert somit den oxidativen Stress bei Hepatozyten. Darlber hinaus induziert 1L-22 Akute-Phase-

Proteine und weist anti-inflammatorische und antibakterielle Eigenschaften auf®.

1.6 1L-22 Binde-Protein

IL-22 Binde-Protein (IL-22BP) ist ein loslicher Rezeptor, der keine transmembrane und
intrazelluldare Domane aufweist. Der Rezeptor neutralisiert 1L-22 und besitzt eine 100-
1000-fach hohere Affinitat, das Zytokin zu binden, als der membransténdige IL-22R1.
Der IL-22-1L-22BP-Komplex ist sehr stabil und die Bindungsstelle zu IL-22R1 wird
durch das Binde-Protein blockiert''®**. Dariiber hinaus scheint die Bindung spezifisch
zu sein, sodass keine weiteren Mitglieder der 1L-10 Familie, wie IL-19, IL-20 und IL-
24, von 1L-22BP gebunden werden'**>710 Dag Gen 1122BP (1122RA2) ist beim
Menschen auf dem Chromosom 6 lokalisiert und bei der Maus auf dem Chromosom 10.
Das einkettige Protein wird von einem IL-22R1-unabhéngigem Gen kodiert und besitzt
eine Lange von 210 Aminosduren mit einem Molekulargewicht von ca. 25
kDA"*16131 Bisher sind im Menschen drei Isoformen (IL-22BPi1, IL-22BPi2 und IL-
22BPi3) des Proteins bekannt, die durch alternatives Splicing entstehen. Wahrenddessen
weisen Mause nur eine Isoform (IL-22BPi2) auf. IL-22BPi2 besitzt im Gegensatz zu IL-
22BPi3 eine hohe inhibitorische Aktivitat gegenlber IL-22. Retinsdure oder eine
Aktivierung durch den Toll-like-Rezeptor 2 induziert in myeloiden Zellen die
Expression von IL-22BPi2™*2. Das lymphatische und gastrointestinale System sowie
Haut, Lungen, Leber und die weiblichen Geschlechtsorgane exprimieren das IL-22BP**.
Im Kolon wird das Protein zu einem grof3en Anteil von dendritischen Zellen produziert
und die Expression wird wahrend eines Gewebeschadens durch die Inflammasome
NLRP3 und NRLP6 mittels Caspase-1 gesteuerter 1L-18  Aktivierung

herunterreguliert™®.

AuBerdem tragt IL-22BP, welches wahrend einer aktiven
chronischen Kolitis von CD4" T-Zellen im Darm exprimiert wird, zur Verschlimmerung
der Erkrankung bei und wird zusétzlich durch TNF-o indirekt reguliert®®. Dartiber
hinaus treten vermehrt ebenso eosinophile Granulozyten in chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen auf, die verstarkt das Binde-Protein produzieren und somit
wiederum den protektiven Einfluss von IL-22 auf die Geweberegeneration blockieren
konnten®™. Des Weiteren entwickeln IL-22BP-defiziente Mause in einem
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Kolonkarzinommodell aufgrund fehlender Kontrolle von IL-22 vermehrt Tumore®®.
Die Rolle von IL-22BP in der Leber ist bisher noch weitestgehend unerforscht. Nach
einer Studie von Sertorio et al., verstarken Mutationen, die die 1122bp Expression
unterstitzen, die Fibrose- und Zirrhoseentstehung in der Leber in Patienten mit
Schistosomiasis und HCV-Infektionen'®. Hinzukommend wird IL-22BP nach einer
Infektion mit Schistosoma mansoni, Toxoplama gondii und Mycobacterium avium im

Mausmodell verstarkt in der Leber exprimiert™®.

IL-22BP

Abbildung 1.5: Struktur des humanen 1L-22/1L-22BP-Komplexes, modifiziert nach'’.

1.7 Tiermodelle eines akuten Leberschadens

1.7.1 Ischamie-und Reperfusionsschaden in der Leber

Der Ischamie-Reperfusionsschaden in der Leber ist eine haufige Komplikation bei
Leberresektionen, Lebertransplantationen und hamorrhagischen Schock. In diesem
Zusammenhang sind postoperative Organinsuffizienz und Transplantatdysfunktion

oftmals die Folge™®

. Wahrend der Unterbrechung der Blutzufuhr (Ischdmie) verursacht
die entstehende Hypoxie im Leberparenchym einen ATP-Mangel. Die oxidative
Phosphorylierung in den Mitochondrien ist nicht mehr moglich, sodass ATP-abhangige
lonenpumpen (Na*, K* und Ca**-Pumpen) gehemmt werden. Die Akkumulation von
intrazellularen lonen fiihrt zu einem Osmose-gesteuertem Zellédem und verursacht
durch das Anschwellen der Hepatozyten eine Verengung der Blutgefalie. Eine weitere

Schadigung erfolgt aufgrund der Laktatansammlung durch die anaerobe Glykolyse und
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anschlieBende intrazellulare Azidose™**®. Der Ischdmie-Reperfusionsschaden aktiviert
Kupffer-Zellen, die reaktive Sauerstoffradikale freisetzen und somit gleichermalien zur
Schédigung von Membranbestandteilen und Zellproteinen beitragen. Darlber hinaus
setzen Kupffer-Zellen pro-inflammatorische Zytokine und Chemokine frei, die zur
Aktivierung und Infiltration von Lymphozyten und neutrophilen Granulozyten

fiihrent®:162

Infolgedessen  werden  Proteasen, hydrolytische Enzyme und
Sauerstoffradikale in das Interstitium freigesetzt, die zur zusatzlichen Schadigung der
Leber beitragen’®. Des Weiteren exprimieren  verstarkt  Endothelzellen
Adhasionsmolekiile, die das Anhaften von Leukozyten und Thrombozyten erleichtern
und auf diese Weise die hepatische Mikrozirkulation zusatzlich einschranken®.
Diese pathophysiologischen Vorgénge werden durch verschiedene Faktoren beeinflusst
und koénnen schlussendlich zu einer nachhaltigen Organschadigung fuhren. Mit Hilfe
der experimentellen Durchfihrung eines Ischdmie-Reperfusionsschaden im
Mausmodell ist es moglich, verschiedene molekulare und physiologische Mechanismen
im  Zusammenhang mit vaskuldren Pathologien, oxidativem Stress und

Entziindungsprozessen in vivo zu untersuchen®®®.

1.7.2 Acetaminophen-induzierter Leberschaden

Acetaminophen (N-acetyl-p-aminophenol) auch bekannt als Paracetamol wird als
Analgetikum und Antipyretikum weltweit eingesetzt. Die Cyclooxygenase 2 wird durch
das Schmerzmittel maRgeblich gehemmt und somit Entziindungsreaktionen und

167 Bei Uberdosierung treten zum Teil erhebliche

Schmerzweiterleitung reduziert
Leberschdden auf, die zu einem Leberversagen fuhren kdnnen. In pharmakologischen
Dosen wird Acetaminophen durch Sulfatierung und Glukuronidierung in der Leber
groRtenteils eliminiert'®®. In geringem Umfang erfolgt ein Abbau durch das Cytochrom-
P450-Enzymsystem, wobei der toxische Metabolit N-Acetyl-p-Benzochinonimin
(NAPQI) entsteht. Im weiteren Verlauf wird NAPQI mit dem in nur begrenzten Mengen
verfligbaren Antioxidans Glutathion konjugiert und ausgeschieden. Uberschiissiges
NAPQI bindet hepatische Proteine, wodurch die Funktion der Mitochondrien gestort
wird, oxidativer Stress entsteht und somit letztendlich Nekrose in den Hepatozyten
induziert wird®®. Nekrotische Hepatozyten setzen spezifische Signalstoffe wie danger-

associated molecular patterns (DAMPSs) frei, die Kupffer-Zellen zur Zytokinproduktion
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beispielsweise Interleukin-1p sowie TNF-a und zur Chemokinfreisetzung aktivieren.
Der darauffolgende Einstrom von pro-inflammatorischen Monozyten, neutrophilen
Granulozyten und Lymphozyten verstarkt das Ausmal der Entzindung und des

Gewebeschadens®”°.

1.7.3 Partielle Hepatektomie

Die Leberresektion ist ein chirurgischer Eingriff, der vor allem im Rahmen der
Entfernung von intrahepatischen Abszessen, Zysten, priméren Tumoren sowie
Metastasen erforderlich ist. Dartiber hinaus erfolgt der Eingriff auch im Fall einer
Leber-Lebendspende. Dabei l6st ein Gewebeverlust von mindestens 9-12% den
Regenerationsmechanismus in der Leber aus, sodass ausdifferenzierte Hepatozyten, die
sich in der Go-Phase befinden, in den Zellzyklus eintreten und proliferieren®**™. Fiir
eine Untersuchung der Leberregeneration wurde das Modell der partiellen
Hepatektomie bereits 1931 von Higgins und Anderson in der Ratte entwickelt. Nach der
Entfernung von zwei Drittel der Leber regeneriert sich das Organ im Nagetier innerhalb
von 7 bis 15 Tagen durch das Wachstum der verbliebenen Leberlappen auf die
funktionale urspriingliche GréRe'’®. Eine humane Leber benétigt fir die Regeneration
nach einer Resektion in etwa 6 Wochen. Mit Hilfe dieses Modells, welches 2003 das
erste Mal in Mdusen durchgefthrt wurde, ist es moglich den Regenerationsprozess ohne
nekrotische  Einflisse  und  oxidativen  Stress  durch  vorangegangene

Gewebeschadigungen und Stoffwechselreaktionen zu untersuchen®”.

1.8 Mdr2 Knock-Out Mause (Mdr2”) als Tiermodell eines

chronischen Leberschadens

Im Mdr2” Mausmodell entwickeln die Tiere eine spontane sklerosierende Cholangitis
und infolge von Entziindungsprozessen findet eine Fibrosierung des Leberparenchyms
statt. Als Konsequenz der inflammatorisch gesteuerten Fibrose bilden sich Zirrhosen
aus, die im Verlauf die Entstehung eines hepatozelluldren Karzinoms begiinstigen
koénnen. Das multidrug resistence gene type 2 ist homolog zu dem humanen multidrug
resistence gene type 3 und kodiert die kanikuldre Phospholipid Flippase MDR2
(multidrug resistence 2 P-glycoprotein). Die Flippase transportiert bilidre Phospholipide

in das Gallengangsystem, wodurch Gallensduren in Form von Mizellen gebunden
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werden. Eine Mutation im Mdr2 Gen induziert aufgrund des fehlenden
Phospholipidtransports und der anschlieBenden Akkumulation von toxischen
Gallenséuren eine Schadigung des Gallengangepithels und der Hepatozytenmembran®"*
176 Entziindungsvorgange und die Hepatotoxizitat der Galle verursacht eine Dysplasie

der Hepatozyten, wodurch nach ca. 16 Monaten Lebertumore in den Tieren entstehen
kénnen'”’.
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1.9 Zielstellung der Doktorarbeit

Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der biologischen Funktion von IL-22 und
seinem Inhibitor IL-22BP in sowohl akuten Lebererkrankungen als auch in der
Hepatokarzinogenese. Die positiven Effekte von IL-22, insbesondere wéhrend der
Wundheilung, in der Abwehr von Mikroorganismen und die Unterstitzung der
Proliferation von Epithelzellen, wurden bereits eingehend beschrieben. Das Zytokin
wird vor allem nach einem Gewebeschaden von verschiedenen Immunzellen produziert
und kann kontextabhangig nicht nur protektive sondern auch pathogene Eigenschaften
aufweisen. Dagegen ist die Bedeutung von IL-22BP in der Regulation von IL-22
hinsichtlich verschiedener Lebererkrankungen noch weitestgehend unerforscht.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde der Einfluss von IL-22 und IL-22BP in drei akuten
Leberschadigungsmodellen dem Ischdmie-Reperfusionsmodell, in der Acetaminophen-
induzierten Hepatoxizitdit und im Regenerationsprozess nach einer partiellen
Hepatektomie untersucht. Hierfiir wurden Knock-out Mauslinien verwendet, die eine
gezielte Deletion von 1122 und 1122bp aufwiesen. In diesem Zusammenhang sollte
geklart werden, welche mogliche Funktion das endogene 1L-22 wéhrend der
Regeneration nach einem akuten Leberschaden einnimmt. Des Weiteren sollte die
Bedeutung von IL-22BP in der Regulation der IL-22-Aktivitdt analysiert werden.
Daruber hinaus erfolgte eine Identifizierung der zellularen Quelle von IL-22 und IL-
22BP vor und nach einem induzierten Leberschaden. Zudem soll der
Wirkungsmechanismus von IL-22 wahrend einer akuten Leberschédigung aufgeklart
werden.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die Rolle von IL-22 und IL-22BP wahrend der
Hepatokarzinogenese untersucht. Dafiir wurde ein Tiermodell verwendet, in der eine
chronische Entziindung die Karzinombildung in der Leber auslést. Fiir die Uberpriifung
der Funktion von IL-22 und IL-22BP in der Karzinogenese wurden Mdr2” Mause mit
11227 und 1122bp” Mausen gekreuzt und die Tumorentwicklung in den jeweiligen
Mauslinien analysiert. Darlber hinaus erfolgte eine Untersuchung von potentiellen

Mechanismen, die eine verdnderte Tumorentstehung beeinflussen kénnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Instrumente

Geratename

Gerateart

Hersteller

Premium no frost

MDF-U5386S-PE
Centrifuge 5427R
Centrifuge 5424R
Centrifuge 5810R
Centrifuge 5810
CUT 5062

C1000 Touch Thermo
Easypet 3
FACSAria 1l

Gel Doc™ XR
Hera Safe
IKAMAG RCT
Keyence BZ-9000
Leica DM IL LED

LSR Fortessall

MCO 19 AIC (UVH)

Gefrierschrank -20°C

Gefrierschrank -80°C
Zentrifuge

Zentrifuge

Zentrifuge
Tischzentrifuge
Rotationsmikrotom
Thermozykler
Pipettierhilfe
Durchflusszytometer
UV- Dokumentationsgerat
Zellkulturwerkbank
Magnetriihrer
Mikroskop

Mikroskop

Durchflusszytometer

CO,-Inkubator

Liebherr-International AG
(Bulle, Schweiz)

Panasonic (Osaka, Japan)
Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)

SLEE medical (Mainz)
Bio-Rad (Minchen)
Eppendorf (Hamburg)

BD Biosciences (Heidelberg)
Bio-Rad (Minchen)

Haereus (Osterode)

IKA Manuals (Staufen)
Keyence (Neu-Isenburg)
Leica (Wetzlar)

BD Biosciences (Heidelberg)

Sanyo chemical industries

(Moriguchi, Japan )
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Micro centrifuge
Mini-PROTEAN 3

Mini-Protean Tetra System

Moulinex comfort

MicroCam
NanoDrop 2000

Neubauer-Zahlkammer

bright line

pH 3110
PowerPac Basic

Power Supply Model
Power Supply Model

Practum

Praparationsbesteck

Research Plus

Step One Plus

Thermomixer comfort

T100 Thermo Cycler

Vortex GENIE®2

Wasserbad WNB

Tischzentrifuge
System fiir vertikale

System fiir vertikale

Mikrowelle

Digitalkamera

Spektralphotometer

Hamozytometer

pH-Meter
Netzgerat
Netzgeréat
Netzgeréat
Waage

chirurgische

Prazisionsinstrumente

Pipetten

Real-Time PCR-Zykler

Schittler

Thermozykler

Schuttler

Wasserbad

Roth (Karlsuhe)
Bio-Rad (Minchen)
Bio-Rad (Minchen)

Moulinex (Alencon,

Frankreich)
dhs (Greifenstein- Beilstein)
PEQLADB (Erlangen)

Paul Marienfeld GmbH & Co.
KG (Lauda-Kénigshofen)

WTW (Weilheim)

Bio-Rad (Minchen)
Bio-Rad (Mdinchen)
Bio-Rad (Mdinchen)
Sartorius (Haverhill)

Fine Science Tools
(Heidelberg)

Eppendorf (Hamburg)

Applied Biosystems by life
technologies GmbH
(Darmstadt)

Eppendorf (Hamburg)
Bio-Rad (Minchen)

Scientific Industries
(New York)

Memmert GmbH & Co. KG
(Schwabach)
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2.1.2 Glas- und Kunststoffverbrauchsmaterialien

Name

Hersteller

96-well Platten Nunc MaxiSorb

Deckglaser 24 x 50 mm

Einbettkasetten

Einfrierrérchen Cryo Pure Tubes
Einmalspritzen, 1 mL
Einmalspritzen 10 mL, 20 mL
Glaskapillaren

Insulinspritzen 0,5 mL

Kantlen 20 G

MicroAmp™ Optical Adhesive Film

Mikrotiterplatte fur gRT-PCR MicroAmp Fast
Optical 96-well plate

Mikrotom-Klingen S35

Nahtmaterial Mersilene 2-0

Petrischalen

Pipettenspitzen (10 pL, 200 pL, 1000 pL)
Reaktionsgefale 1,5 mL, 2,0 mL
Reaktionsgeféle 15 mL, 50 mL

Réhren, Flow Cytometry 5 mL

Serologische Pipetten (5 mL, 10 mL, 25 mL)

Thermo Fisher Scientific Inc.

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG
(Lauda-Kdénigshofen)

Kabe Labortechnik (Numbrecht)
Sarstedt (Niimbrecht)

B. Braun Melsungen AG (Melsungen)
BD Biosciences (Franklin Lakes,
Brand GmbH & Co. KG (Wertheim)
BD Biosciences (Franklin Lakes,

B. Braun Melsungen AG (Melsungen)

Applied Biosystems by life
technologies GmbH (Darmstadt)

Applied Biosystems by life
technologies GmbH (Darmstadt)

Feather Safety Razor Co.,LTD.
(Osaka, Japan)

Ethicon (Norderstedt)
Sarstedt (Numbrecht)
Sarstedt (Numbrecht)
Sarstedt (Niimbrecht)
Greiner bio-one (Frickenhausen)
Sarstedt (Niimbrecht)

Greiner bio-one (Frickenhausen)

21



Material und Methoden

Super Frost Objekttrager 75x25 mm

Zellsieb, 40 pm, 100 um Nylonsieb

2.1.3 Chemikalien

Glaswarenfabrik Karl Hecht KG

BD Biosciences (Franklin Lakes,

Alle Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, bei den Firmen Carl Roth
GmbH & Co. KG (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim) bezogen.

2.1.4 Substanzen

Name

Hersteller

Agarose

Betaisodona

Bovine Serum Albumin (BSA)
Chloroform

DMEM Zellkulturmedium
dNTP Mix

DreamTaq DNA Polymerase
10x DreamTaq' Green Buffer
Ethanol

Fetal Bovine Serum Gold (FBS)
Gene Ruler DNA ladder Mix
Glycergel Mounting Medium
Hydrogen peroxide
Isopropanol

Monensin

Axon (Kaiserslautern)

Mundipharma GmbH (Limburg)

Biomol (Hamburg)

J.T. Baker (Phillipsburg, USA)

Gibco™ by life technologies (Darmstadt)
Thermo Fisher Scientific Inc. (Schwerte)
Thermo Fisher Scientific Inc. (Schwerte)
Thermo Fisher Scientific Inc. (Schwerte)
Th. Geyer (Hamburg)

GE Healthcare (Little Chalfont; UK)
Thermo Fisher Scientific Inc. (Schwerte)
Dako (Hamburg)

Merck (Darmstadt)

Th. Geyer (Hamburg)

BioLegend (London, UK)
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Natriumorthovanadat

Pacific Orange™ Succinimidyl Ester
Page Ruler™Prestained Protein Ladder
Penicillin/Streptomycin

Percoll™
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)

Proteinase K recombinant

Tag Man Fast Advanced Master Mix

Tissue Tek®

2.1.5 Antikorper Western Blot

Primarer Antikdrper  Beschreibung

AppliChem (Darmstadt)

Life technologies (Darmstadt)

Thermo Fisher Scientific Inc. (Schwerte)
Invitrogen (Darmstadt)

GE Healthcare (Little Chalfont, UK)
Merck (Darmstadt)

Roche (Basel, Schweiz)

Applied Biosystems by life technologies
GmbH (Darmstadt)

Sakura (Staufen)

Hersteller

B-Actin

polyklonaler Antikorper (Zielspezies:

Sigma (Munchen)

Maus, Wirtsspezies: Kaninchen)

Phospho-STAT3

polyklonaler Antikérper (Zielspezies: ~ Cell signalling (Cambrigde,

(Tyr705) Maus, Wirtsspezies: Kaninchen) UK)

polyklonaler Antikorper (Zielspezies:  Cell signalling (Cambrigde,

STAT3

Sekundéarer Antikorper Beschreibung

Maus, Wirtsspezies: Kaninchen) UK)

Hersteller

swine anti-rabbit
HRP

polyklonaler Antikorper, konjugiert an

Dako (Hamburg)
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2.1.6 Antikorper Durchflusszytometrie

Antikorper + Fluorochrom

Isotyp

Hersteller

CD3-AF 700

CD3-PE
CD4-APC Cy7
CD4-Pacific Blue
CD4-BV 570
CD8a-PE Cy7
CD11b-APC
CD11b-APC Cy7
CD11b-PE Cy7
CD11c-PE Cy7
CD11c-FITC
CDA45.2-APC
CD45.2-PE Cy7
F4/80-AF 488
Ly6c-PE
Ly6g-AF 647
Ly6g-BV 421
MHCII-PerCP
MHCII-AF 700
NK1.1-PE Cy7
IFNy-APC
IL-17A-AF 488

IL-22-PE

17A2

17A2

GK1.5

RM4-5

RM4-5

53-6.7

M1/70

M1/70

M1/70

N418

HL3

M1/70

104

CLLA3-1

HK1.4

1A8

1A8

M5/114.15.2

M5/114.15.2

PK136

XMG1.2

TC11-18H10.1

1H8PWSR

BiolLegend (London, UK)

BioLegend (London, UK)
BioLegend (London, UK)
BioLegend (London, UK)
BioLegend (London, UK)
BioLegend (London, UK)
BioLegend (London, UK)
BioLegend (London, UK)
BioLegend (London, UK)

BioLegend (London, UK)

Becton Dickinson (Heidelberg)

Becton Dickinson (Heidelberg)

BioLegend (London, UK)
BioLegend (London, UK)
BioLegend (London, UK)
BioLegend (London, UK)
BioLegend (London, UK)
BioLegend (London, UK)
BioLegend (London, UK)
BioLegend (London, UK)
BioLegend (London, UK)

BioLegend (London, UK)

eBioscience (San Diego, USA)
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Foxp3-PE NRRF-30 eBioscience (San Diego, USA)
TCRyod-BV 421 GL3 BioLegend (London, UK)
TCRyd-APC GL3 BioLegend (London, UK)

2.1.7 Oligonukleotide

2.1.7.1 Oligonukleotide flr die semiquantitative PCR

Genname Sequenz

fwd 5°-TCA TCT GCT TGG TAC CAT GC-3’
1122 drev 5°-CAG AGA AAA TGG CAA GGC GG-3°

LacZ 5°-GTC TGT CCT AGC TTC CTC ACT G-3°

fwd 5°-GGG GAC TTT GAC CAT GCA TC-3’
1122bp drev 5°-CTA AGC AAG TGG CTG CCA GC-3’

LacZ 5°-GTC TGT CCT AGC TTC CTC ACT G-3°

fwd 5’-CCA CAG CCA CAC ACT GACCT -3’
Mdr2 wt rev 5’-CAT CAA ACC ACG TGC AGA AAA-3°

mrev 5’-CCA GAC TGC CTT GGG AAA AG -3’

2.1.7.2 TagMan Gene Expression Assays

Die verwendeten Sonden wurden von der Firma Applied Biosystems (Carlsbad, USA)

hergestellt.
Genname Bestellnnummer
Hprt Mm03024075_m1
1122 Mm01226722 g1
1122ra2 (1122bp) Mm01192969 m1
1122ral (1122r1) Mm01192943 m1
Cxcl10 MmO00445235 _m1
Cxcll Mm04207460_m1
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Cxcll1 MmO00444662_m1
Cxcl12 MmO00445553 m1
Cxcl13 Mm04214185 sl
Ccl2 Mm00441242_m1
Cxcl4 MmO00451315 g1
Cxcl5 MmO00436451 g1
Cxcl7 MmO00470163_m1
Ccl7 MmO00443113 m1l
Cyp2el MmO00491127 m1

2.1.8 Software

= BZ-Il Analyzer, Keyence Deutschland GmbH, Neu-Isenburg, Deutschland
= BZ-Il Viewer, Keyence Deutschland GmbH, Neu-Isenburg, Deutschland
= EndNote x6, Thomson Reuters, New York, USA

= FACSDiva 6, BD Pharmingen, Heidelberg

=  FlowJo 10, FlowJo LLC, Ashland, OR, USA

= GraphPad PRISMRr 6.01, GraphPad Software Inc., San Diego, USA

= ImageJ 1.48, NIH

= StepOnePlus™V2.1, Applied Biosystems by life technologies, Darmstadt
= Thase, Abase, Gundelfingen, Deutschland

2.2 Methoden

2.2.1 Versuchstiere und Versuchstierhaltung

Die in vivo Studien wurden in der Versuchstierhaltung des Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorf durchgefiihrt. Die Versuchsmduse wurden unter konstanter
Raumtemperatur von 20°C, spezifischen pathogen-freien Bedingungen mit Futter und
Trinkwasser ad libitum gehalten. Die experimentelle Durchfiihrung erfolgte nach
Genehmigung der Behorde fur Soziales, Familie, Gesundheit und Verbraucherschutz
der Stadt Hamburg unter der Antragsnummer G100/12. Fur die jeweiligen Versuche
wurde Tiere im Alter von 8-12 Wochen verwendet. Wahrend der Versuche erfolgte eine

regelmaRige Kontrolle des Gesundheitszustandes der Tiere.
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Linie Beschreibung
C57BI/6 Wildtyp, keine genetische Veranderung
11227 homozygote Deletion von Interleukin 22
1122bp™ homozygote Deletion von Interleukin 22 binding-protein
112271 1122bp" homozygote Deletion von Interleukin 22 und Interleukin 22

binding-protein

— homozygote Deletion von Interleukin 22 und des Multidrug
r
resistance gene 2 (keine Expression der Phospholipid-Flipase)

. . homozygote Deletion von Interleukin 22 und des Multidrug
1122bp™/Mdr2™ ) ] ] o
resistance gene 2 (keine Expression der Phospholipid-Flipase)

Knock-in von Genen fur fluoreszierende Proteine im Foxp3, 1117a
und 1122 Locus (Foxp3-mRFP-KI; 1117a-eGFP-KI; 1122-sgBFP-
KlI)

Fir/Singer/IL22BFP
(Reporter-Maus)

Als Kontrolltiere dienten fur IL-22 defiziente (11227) und IL-22BP defiziente (1122bp™)
Mause 1122*"* und 1122bp™* Wurfgeschwister oder C57BL/6 Wildtyp (WT) Mause. Die
verwendeten transgenen Mauslinien wurden auf den C57BL/6 Hintergrund gezlchtet
und mittels semiquantitativer PCR genotypisiert.

2.2.1.1 Reportermause

Reportergene konnen mittels homologer Rekombination in einen gewinschten
Genlokus eingeschleust werden. Dabei werden sie unter dem endogenen Promotor
exprimiert. Die cDNA des fluoreszierenden Proteins wird in diesem Fall an eine
ribosomale Eintrittsstelle (IRES) gekoppelt, sodass die Expression des endogenen Gens
erhalten bleibt. Das Konstrukt wird mit einem Selektionsmarker Neomycin (Neo),
welches mit LoxP-Erkennungssequenzen flankiert wurde, verknlpft. Zusatzlich wird
noch ein weiterer Selektionsmarker das Thymidinkinase-Gen (tk) eingebaut. Das fertige
Konstrukt wird anschliefend zwischen dem Stopcodon (UGA) und dem Poly(A)-signal
(A2UA:3) des angesteuerten Gens eingefiigt.
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Foxp3 allele

UGA AUA,

Targeting construct

Targeted Foxp3 allele

Abbildung 1.6: Schematische Darstellung einer Integration des rot fluoreszierenden Proteins (RFP)

in das Foxp3-Gen, modifiziert nach*™®.

2.2.1.2 Ischamie- und Reperfusionsschaden in der Leber

Zu Beginn der Operation wurde den Tieren 6 mg/kg KG Carprofen (Pfizer, New York,
USA) als Schmerzmittel verabreicht und die Narkose mit Hilfe einer 3,0-4,0 VVol. %igen
Isofluraninhalation (Forene®, Abbott GmbH, Wiesbaden) eingeleitet. Zum Schutz vor
Austrocknung und Entzindung der Augen wurde zusatzlich eine Augensalbe
aufgetragen. Nach allgemeiner Uberpriifung von Schmerzreizen und Reflexen und unter
vollstandiger Reaktionslosigkeit wurde die Bauchdecke der Maus mittels lod-L6sung
desinfiziert. Unter einer Allgemeinanasthesie von 1,0-2,0 Vol. % Isofluran wurden die
Versuchstiere auf einer Warmeplatte fixiert und die Bauchhohle mittels Laparotomie
getffnet. Die Blutversorgung des links-lateralen und medialen Leberlappens (partielle
Ischdmie von ca. 70% der Leber) wurde durch das Abklemmen der Arteria hepatica
und der Pfortader fur 60 min unterbrochen. Wéhrenddessen wurde das offenliegende
Abdomen mit Kochsalzlésung getrdnkten Kompressen vor dem Austrocknen geschitzt
und die Maus weiterhin warmgehalten. Nach Entfernen des GeféaBklipps wurde der
hepatische Blutfluss wieder hergestellt und die Bauchdecke durch eine Haut- und
Fasziennaht verschlossen. Die Reperfusionszeit betrug je nach Versuchsaufbau 6, 12
und 48 h. AnschlieBend wurden die Versuchstiere fir die Blut- und Leberentnahme
euthanisiert. Die Operationen wurden von Dr. Anastasios Giannou M.D. Ph.D.

durchgefthrt.
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2.2.1.3 Acetaminophen-induzierter Leberschaden

Fur eine Induktion eines reversiblen Leberschadens in den Versuchstieren wurde eine
Dosis von 350 mg/kg verwendet. Den Tieren wurde zu Beginn des Versuchs fur 16 h
das Futter entzogen um einen relativ konstanten Glutathionspiegel zu gewéhrleisten.
Danach wurden die Versuchsmause gewogen und abhdngig vom Kd&rpergewicht die
jeweilige Menge Acetaminophen i.p. verabreicht. AnschlieBend hatten die Tiere wieder
freien Zugang zu Futter und wurden je nach Versuchsaufbau nach 6 oder 48 h
euthanasiert. Darauffolgend wurde Blut aus der Vena cava enthommen und die Leber

herauspréapariert.

2.2.1.4 Partielle Hepatektomie

Wie bereits beschrieben (2.2.1.2) wurden die Versuchstiere auf die Operation
vorbereitet und die Bauchhohle gedffnet. Der links-laterale und mediale Leberlappen
wurden durch eine basisnahe Ligatur mit Hilfe von Nahtmaterial an den zu- und
abfuhrenden GeféaRen abgebunden und anschlielend entfernt. Im Anschluss wurde das
Peritoneum wund die Haut wieder verschlossen und die Versuchstiere zu
unterschiedlichen Zeitpunkten (2 und 6 Tage nach Operation) der Leberregeneration
getOtet und das Organ entnommen. Im Zeitraum von sieben Tagen (jeden zweiten Tag)
wurde mit Hilfe von MRT-Untersuchungen die Volumenzunahme der Leber iberwacht
und dokumentiert. Die Untersuchungen fanden in der Abteilung fir Interventionelle
Radiologie am Uniklinikum Hamburg-Eppendorf statt und wurden unter der Anleitung
von Dipl.-Phys. Thomas Michael Ernst und Dr.-Ing. Jan Henrik Dieckhoff
durchgefiihrt. Die Versuchstiere wurden dafir mit Isofluran (1,0-2,0 Vol. %)
narkotisiert, mit einer Warmematte vor dem Auskihlen geschitzt und die Atemfrequenz
kontinuierlich Uberprift. Nach einer ca. 10-mindtigen Untersuchung wurden die Tiere
in die Versuchstierhaltung zuruckgebracht. Die Operationen wurden von Dr. med.
Francis Jessica Huber durchgefuhrt.

2.2.1.5 Bestimmung der Alanin-Aminotransferase im Plasma

Das Vollblut wurde nach Versuchsende aus der Vena cava inferior entnommen und in
einem Reaktionsgefal? aufgefangen. Anschliefend wurde das Blut mit 5 pl EDTA (0,5
M pH 8) versetzt und bei 4°C fir 10 min bei 5000 rpm zentrifugiert. Das Plasma konnte
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als obere Phase entnommen werden und wurde fir die Analyse 1:5 mit 1xPBS verdiinnt
(Endvolumen: 150 ul). Die Blutentnahme am lebenden Tier wurde retroorbital mit Hilfe
einer Mikropipette durchgefiihrt. Dabei wurde dem Versuchstier ca. 100 pl Vollblut
entnommen. Die Messung der Alanin-Aminotransferase erfolgte am Institut der
Klinischen Chemie und Laboratoriumsmedizin am Uniklinikum Hamburg-Eppendorf.

2.2.2 DNA-Arbeitstechniken

2.2.2.1 Isolierung genomischer DNA aus Gewebe

Fur die Genotypisierung der Mause wurden Schwanzbiopsien enthommen und das
genetische Material aufgereinigt. Das Gewebe wurde Uber Nacht mit Proteinase K-
Lysepuffer bei 55°C inkubiert. Im Anschluss wurde das Enzym fur 15 min bei 95°C
hitzeinaktiviert und 300 pl Aqua dest. zu den Proben hinzugeflgt.

Proteinase K-Lysepuffer: 100 mM Tris
5mM EDTA
200 mM NaCl
0,2 % SDS
ad H,O pH 8

AnschlieBend wurden 3 pl Proteinase K (20 mg/ml) mit 80 ul Puffer vermischt und fur

den Verdau eingesetzt.

2.2.2.2 Semiquantitative Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifizierung von DNA-Fragmenten der Gewebelysate nach dem Proteinase-K-
Verdau wurden 2 pl der Proben eingesetzt. Alle PCRs wurden mit entsprechenden
Thermozyklern durchgefiihrt. Der Kontrollansatz bestand aus allen beschriebenen
Zusétzen mit Ausnahme von DNA. Der Reaktionsansatz fur eine Amplifizierung wurde

folgendermalien angesetzt:

10x Dream Taq Green Buffer 1,47 pul
dNTPs (2mM) 0,29 ul
fwd Primer (10uM) 0,43 ul
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rev Primer (10uM) 0,43 pl
Dream Tag DNA Polymerase (5U/ul) 0,12 pl
DNA 2,0 pl
H,O 10,26 pl
gesamt 15 pl

Das Programm zur Amplifizierung setzt sich aus folgenden Schritten zusammen:

1 94°C 3 min
2 94°C 40 sec
3 65°C 40 sec -0,3°Clcycle
4 72°C 40 sec

5 gehe zu 2, (35x)
6 72°C 5min
7 4°C ©

AnschlieBend wurden die amplifizierten DNA-Fragmente mittels Agarose-
Gelelektrophorese tberprdift.

2.2.2.3 Auftrennung von DNA mittels Agarose-Gelelektrophorese

Bei der Elektrophorese werden DNA-Molekiile aufgrund ihrer negativen Ladung in
einem elektrischen Feld ihrer GroRe nach aufgetrennt. Die DNA wurde auf ein
Agarosegel aufgetragen. Zur Herstellung des Gels wurde 1 % Agarose in 1x TBE-
Puffer aufgekocht und mit 2ug/ml Ethidiumbromid versetzt. Bei einer Spannung von
200-500 V liefen die Gele fir ca. 20 min in einer mit TBE-Puffer gefillten horizontalen
Elektrophorese-Kammer. Zur Ermittlung der FragmentgroRe wurde ein entsprechender
Langenstandard mitgefiihrt. Die Detektion des Bandenmusters erfolgte mit Hilfe einer
UV- Dokumentationsanlage (Gel Doc™ XR, BioRad).

10x TBE- Puffer: 0,9 M Tris/HCI
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0,9 M H3BO; pH 8.0
20 mM EDTA
H,0

2.2.3 RNA-Arbeitstechniken

2.2.3.1 RNA-Extraktion aus dem Gewebe

Die Proben wurden bei RT und unter Verwendung von RNase-freien Reagenzien und
Verbrauchsmaterialien aufgearbeitet. Fir die Isolierung von Gesamt-RNA wurde das
Lebergewebe in 1 ml phenolhaltigem TRIzol® Reagent (life technologies GmbH,
Darmstadt) mit Hilfe eines Mikropistils homogenisiert. Fur die RNA-Extraktion aus
Zellen wurde TRIzol® LS Reagent (life technologies GmbH, Darmstadt) verwendet
und zusatzlich jeweils 10 ul Glycogen (Roche, Schweiz) hinzugefugt. Die Auftrennung
des Homogenat erfolgte nach Zugabe von 200 pl Chloroform. Die Proben wurden fir je
1 min vermischt, fir 2-3 min bei RT inkubiert und anschlieBend fir 10 min bei 13000
rpm und 4°C zentrifugiert. Danach wurden 500 ul der oberen wéssrigen Phase in ein
neues Reaktionsgefal? uberfiihrt und mit jeweils 500 pl Isopropanol vermischt. Die
Prézipitation der RNA erfolgte tiber Nacht bei -20 °C. Am darauffolgenden Tag wurden
die Proben fur 30 min bei 13000 rpm und 4°C zentrifugiert und im Anschluss der
Uberstand verworfen. Das RNA-Pellet wurde mit 700 pl 70%igem Ethanol gewaschen
und fur 10 min bei 13000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut
verworfen und das RNA-Pellet getrocknet. Die aufgereinigte RNA wurde mit 30-100 pl
RNase-freiem Wasser aufgenommen, vermischt und fir 5 min bei 55°C inkubiert. Zur
Bestimmung der Konzentration wurde eine spektroskopische Messung (Nanodrop)
durchgefiihrt und ein Teil der RNA fur die cDNA Synthese verwendet. Die
verbleibende RNA wurde bei -80 °C gelagert.

2.2.3.2 RNA-Aufreinigung

Die Aufreinigung von RNA aus Lebergewebe fir die Sequenzierung erfolgte mit dem
RNeasy® Mini Kit von Qiagen (Hilden) nach Herstellerangaben. Fir eine Verbesserung
der RNA-Qualitdt wurde zusétzlich ein DNase Verdau nach Herstellerangaben
durchgefiihrt.
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2.2.3.3 Bestimmung der RNA-Konzentration

Die optische Dichte (OD) der Nukleinsdure wurde durch eine photometrische Messung
mit Hilfe des NanoDrop-Spektrometers (PegLab, Erlangen) bei einer Wellenldnge von
260 nm durchgefuhrt. Als Referenzprobe diente RNase freies H,O. Um Aussagen tber
die Reinheit der RNA treffen zu konnen, wurde das Verhdltnis OD;0/OD2go
aufgenommen, da Proteine ein Absorptionsmaximum bei 280 nm besitzen. Dieses

Verhéltnis lag im Bereich der optimalen Reinheit von 1,8.

2.2.3.4 RNA-Sequenzierung

Mit Hilfe der RNA-Sequenzierung wird die Nukleotidabfolge der RNA bestimmt und
liefert somit Informationen (ber die Genexpression und posttranskriptionelle
Modifikationen. Die Methode gibt darliber Aufschluss welche Gene unter bestimmten
experimentellen Bedingungen aktiviert werden. Dafur wurde die RNA aufgereinigt und
anschlieRend von der Firma Novogene weiterverarbeitet. Die Analyse der Daten wurde
von der Bioinformatikerin Babett Steglich durchgefuhrt.

2.2.3.5 Reverse Transkription

Die zuvor aufgereinigte RNA wurde mittels reverser Transkription unter Verwendung
des High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems by life
technologies GmbH, Darmstadt) und des RiboLock RNase Inhibitors (Thermo
Scientific) in cDNA trankribiert. Der Reaktionsansatz wurde wie folgt angesetzt:

10x RT-Puffer 2,0 ul
25x ANTP Mix (100 mM) 0,8 ul
10x RT Random Primer 2,0 ul
RNase-Inhibitor (20 U/pul) 0,5 ul
MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50 U/ul) 1,0 ul
RNA 2,0 ug
RNase freies H,O ad 20 pl

Der Ansatz wurde nach folgendem Protokoll in einem Thermozykler inkubiert, sodass
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die cDNA fur die Amplifizierung sequenzspezifischer Bereiche eingesetzt werden

konnte.

Temperaturprogramm:
1 25°C 10 min
2 37°C 120 min
3 85°C 5 min
4 4°C 00

2.2.3.6 Quantitative Real-time PCR

Die Genexpressionsanalysen wurden mit TagMan® Gene Expression Assays (Applied
biosystem, Darmstadt) durchgefthrt. Mit Hilfe von Fluoreszenzmessungen wurde die
Zunahme der Target-DNA von Zyklus zu Zyklus erfasst. Die verwendete Sonde wird an
einem Ende mit einem Reporter-Fluoreszenzfarbstoff und am anderen Ende mit einem
Quencher, der die Fluoreszenzemission unterdriickt, markiert. Wahrend der Elongation,
nachdem die Sonde an den komplementdren DNA-Strang gebunden hat, erfolgt die
Degradierung der Sonde durch die Taq Polymerase wobei der Fluoreszenzfarbstoff
freigesetzt wird. Der Quencher ist nun nicht mehr nicht in der Lage die
Fluoreszenzemission zu unterdriicken und das Signal wird in Echtzeit mit Hilfe des
Real Time StepOnePlus "~ System (Applied Biosystem) in einer 96-well Mikrotiterplatte
(MicroAmp Fast Optical 96-well plate, Applied Biosystem) gemessen. Ein
Reaktionsansatz sah folgendermalien aus:

PCR-Master-Mix 2,5 ul
TagMan Primer Probe 0,25 pl
cDNA 1pl
ddH,0 1,25 pl
Gesamt 5ul
Temperaturprogramm:
1 95°C 0:20 min
2 95°C 0:01 min x 40
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3 60°C 0:20 min

Von jeder RT-PCR-Probe wurde ein Duplikat angefertigt und zusatzlich ein
Referenzgen (Hprt) flr die relative Quantifizierung sowie entsprechende Leerkontrollen
mitgefuhrt. Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der AAct-Methode.

2.2.4 Protein-Arbeitstechniken

2.2.4.1 Proteinextraktion aus dem Zelllysat

Nach Entnahme der Leber wurde ein Teil des Organs mit Hilfe von Lysispuffers
(Thermo Fisher Scientific, Schwerte) zerkleinert und anschlieRend bei 4°C fir 10 min
zentrifugiert (13000 g). Der Uberstand mit den gelGsten Proteinen wurde in ein neues
ReaktionsgefaR Gberflhrt und bei -20 °C gelagert.

Lysispuffer-Puffer: 10 ml T-Per Tissue Protein Extraction Reagent

10 mM Benzamidin

2 mM Natriumorthovanadat

1 pg/mL Leupeptin

1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid
1 pg/mL Aprotinin

2 mM EDTA

10 mM Natriumfluorid

2.2.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Fur eine quantitative Bestimmung der Proteinkonzentration aus dem Gewebelysat
wurde eine spektralphotometrische Messung mit Hilfe des Pierce BCA Protein Assay
Kit (Thermo Fisher Scientific, Schwerte) vorgenommen. Die Proteinquantifizierung
erfolgt durch eine Biuretreaktion, wobei Cu(ll)-lonen in Verbindung mit
Peptidbindungen in alkalischer Lésung zu Cu(l)-lonen reduziert werden. Im zweiten
Reaktionsschritt bildet Bicinchoninsdure mit Cu(l)-lonen einen Chelatkomplex. Dieser
wasserlosliche Komplex zeigt ein Absorptionsmaximum bei 562 nm und kann mit Hilfe
eines Mikrotiterplatten-Lesegerdts analysiert werden. Nach Herstellung des
Proteinstandards (BSA-Lo6sung, Endkonzentration: 0, 500, 1000, 1500, 2000, 2500
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pg/ml) wurden jeweils 10 pl der Probe und des Standard in der 96-well Mikrotiterplatte
vorgelegt und mit jeweils 200 pl Reaktionsgemisch (Reagenz A + Reagenz B, 51 : 1
Verdinnung) fiir 30 min bei 37°C im Dunkeln inkubiert. AbschlieRend erfolgte die
Messung der Farbintensitait mit einem Mikrotiterplatten-Lesegerat. Anhand der

ermittelten Standardkurve wurde die Proteinkonzentration bestimmt.

2.2.4.3 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen der GroBe nach erfolgte unter
denaturierenden Bedingungen mittels diskontinuierlicher SDS-PAGE. Die Proteinlysate
(50 pug) wurden mit 4 pl 5x Laemmli-Puffer vermischt und auf ein Gesamtvolumen von
20 pul mit A. dest. eingestellt. AnschlieBend wurden die Proben fir 5 min bei 95 °C
denaturiert und auf ein Zweiphasen-SDS-Polyacrylamidgel geladen. Die erste Phase
(Sammelgel) diente zur Aufkonzentrierung der Proteine, sodass in der zweiten Phase
(Trenngel) die Auftrennung nach dem Molekulargewicht erfolgte. Die
Acrylamidkonzentration des Trenngels richtete sich entsprechend nach der jeweiligen
Proteingrofe. Die Gele liefen zuerst fir 10-15 min bei 100 V und anschlieRend fur 1-2 h
bei 160 V in 1x SDS-Laufpuffer in einem Mini-Protean 3-System (BioRad, Miinchen).

5x Laemmli-Puffer: 250 mM Trisbase
10% SDS
0,5% Bromphenolblau
50% Glycerol
05MDTT
H,O

10x SDS-Laufpuffer: 60,6 g Tris

288 g Glycin
20 g SDS
ad2 L H,O
Trenngel (12%): H,O 2,4 ml
1,5 M Tris pH 8,8 2,5ml
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10% SDS 0,1 ml
Acrylamid (40%) 3ml
Glycerol 2 mi
TEMED 12,5 ul
30% Ammoniumpersulfat 25 pl
Sammelgel: H,0 7,4 ml
0,5M Tris pH 6,8 1,25 ml
10% SDS 100 pl
Acrylamid (40%) 1,25 ml
TEMED 10 pl
30% Ammoniumpersulfat 20 pl

2.2.4.4 Western Blot und Immunodetektion

Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden aus dem Trenngel durch das wet-
blotting-Verfahren auf eine Nitrozellulosemembran (Merck, Darmstadt) mittels Mini-
Protean Tetra System (BioRad, Miinchen) transferiert. Der Blotvorgang erfolgte je nach
Proteingroe fir 1 h bei 300 mA. Zur Reduzierung unspezifischer Bindungen des
Antikdrpers wurde die Membran in Blockpuffer (5% BSA gel6st in 1x TBS mit 0,05%
Tween-20) fur 1 h bei RT auf dem Schiittler inkubiert. Uber Nacht erfolgte die
Inkubation der Membran mit dem Primérantikorper, der in Blockpuffer nach Angaben
des Herstellers verdunnt wurde. Am darauffolgenden Tag wurde die Membran nach vier
Waschschritten (je 5 min in TBS/0,05% Tween-20) mit dem in Blockpuffer verdiinnten
HRP-konjugiertem Sekundarantikorper (Verdinnung nach Herstellerangaben) fur 1 h
bei RT inkubiert. Zuletzt wurde die Membran nochmals gewaschen (4 x TBS/0,05%
Tween-20, je 5 min) und anschliefend mit dem LumiSensor Chemiluminescent HRP
Substrate (GenScript, Piscataway, USA) behandelt. Der zweite Antikorper, der mit
einem Enzym gekoppelt war, setzte das ECL-Substrat unter Freisetzung von
Chemolumineszenz um, sodass die markierten Proteine mit einem ROntgenfilm
(Fujifilm, Tokio, Japan) detektiert werden konnten. Die Entwicklung des Films erfolgte
im Curix 60 (AGFA Health Care, Deutschland).
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10x Transferpuffer: 144 g Glyzin
30,3 g Trisbhase
ad 1L H,O
1x Transferpuffer: 100 ml 10x Blotpuffer

200 ml Methanol
700 ml H,O

10x TBS-Puffer: 24,22 g Trisbase

175,32 g NaCl
2000 ml Aqua dest.
pH 7,6

2.2.5 Histologie

2.2.5.1 Préaparation der Organe

Nach Versuchsende wurde die Leber der Versuchstiere mit PBS gespilt und
herausprapariert. Zur Anfertigung der Paraffinschnitte wurde ein Teil des Organs Uber
Nacht bei 4°C in 4%iger gepufferter Formalinldsung gelagert. Die Entwésserung und
Einbettung der Organe in Paraffin erfolgte am Institut fir Pathologie des
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf. Nach der Einbettung der Organe wurden am

Mikrotom 3 um dicke Schnitte hergestellt und auf einem Objekttrager fixiert.

2.2.5.2 Hamatoxylin-Eosin Farbung von Paraffinschnitten

Héamatoxylin farbt alle basischen Strukturen unter anderem Zellkerne und DNA blau an.
Dagegen werden basische Strukturen wie Proteine und Zytoplama durch Eosin rot
eingefarbt. Nach Einbetten der Organe in Paraffin wurden die am Mikrotom

angefertigten Schnittpréparate nach folgendem Protokoll gefarbt:

Schritt Reagenz Zeit (Minuten)
1 Xylol 5:00
2 Xylol 5:00
3 100% Ethanol 2:00
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4 90% Ethanol 2:00
5 70% Ethanol 2:00
6 50% Ethanol 2:00
7 VE-H,O 1:00
8 Hamalaun 0:30
9 flieRendes Leitungswasser 10:00
10 VE-H,0 2:00
11 Eosin 2% 1:00
12 VE-H,0 1:00
13 50% Ethanol 0:30
14 70% Ethanol 1:00
15 90% Ethanol 1:00
16 100% Ethanol 2:00
17 Xylol 3:00
18 Xylol 3:00

Nach der Behandlung mit Xylol wurden die Schnitte mit Eindeckmedium fixiert und

unter dem Durchlichtmikroskop ausgewertet.

2.2.5.3 Ki-67 Farbung

Zum Nachweis von proliferierenden Hepatozyten wurde der Ki-67 Antikorper (BD
Pharmingen) verwendet. Ki-67 ist ein Protein, welches wahrend der aktiven Phase des
Zellzyklus (G(1)-, Synthese-, G(2)- und Mitosephase) im Zellkern nachgewiesen
werden kann. Mit Hilfe von Xylol wurden die Paraffin-fixierten Organschnitte
entparaffiniert (2 x 10 min) und anschlielend einer absteigenden Alkoholreihe
unterzogen (jeweils 2 min 2 x 100%, 1 x 95%, 1 x 80% und 1 x 70%). Danach wurden
die Schnitte unter flieBendem VE-H,O gespult. Zusétzlich wurden die Schnitte mit
Citratpuffer in der Mikrowelle bei 600 W (1 x 4 min, 4 x 3 min) vorbehandelt. Nach
dem Abkuhlen der Praparate bei RT wurden die Schnitte mit TBS gespdlt (2 x 2 min).
Der Peroxidaseblock erfolgte fir 20 min bei RT mit Hilfe einer 3%igen
Wasserstoffperoxidlésung. Im Anschluss wurden die Schnitte erneut fur 5 min mit VE-
H.O gespilt und in TBS Uberfuhrt. Zur Verminderung unspezifischer Bindungen des
Antikorpers wurden die Organschnitte mit einer Blocklésung (5% FBS und 10% BSA
in PBS) fur 20 min bei RT inkubiert. Nach kurzem Spilen mit TBS erfolgte die
Inkubation des Priméarantikdrpers (1:50 verdiinnt in TBS) fiir 1 h bei RT. Darauffolgend
wurden die Schnitte 2 x 2 min mit TBS gewaschen und fir 30 min bei RT mit der

Envision HRP ready to use Losung (DAKO, Glostrup, Danemark) weiterbehandelt.
39



Material und Methoden

Anschlielend wurden die Praparate 2 x 2 min mit TBS gespult und fur 15 min bei RT
mit DAB Chromogen (1:50 verdinnt in Substrat-Puffer) (DAKO, Glostrup, Danemark)
inkubiert. Nach griindlichem Spulen in TBS und VE-H,O wurde das Anfarben der
Zellkerne mit Hamalaun nach Mayer flr 20 sec durchgefiihrt. AbschlieBend wurden die

Schnitte fir 5 min mit Leitungswasser gewaschen und mit Eindeckmedium fixiert.

1x PBS: 2,7 mM KCI
1,5 mM KH,PO,
137 mM NaCl
6,5 mM Na;HPO,
ad VE-H,O pH 7,4

Citrat-Puffer: 10 mM Citrat, pH 6
ad 1L VE-H,0

2.2.5.4 TUNEL-Methode

Mit Hilfe der TUNEL-Methode ist es moglich Zellkerne apoptotischer Zellen
darzustellen. Wahrend der Apoptose wird der DNA-Strang durch Endonukleasen
fragmentiert und daraufhin die freiwerdenden Hydroxygruppen mit fluoreszenz-
markierten Nukleotiden sichtbar gemacht. Fur den Nachweis wurde das In Situ Cell
Death Detection Kit, Fluorescein (Roche, Rotkreuz, Schweiz) verwendet. Zu Beginn
wurden die Organpréparate mit folgendem Protokoll entparaffiniert und anschlielend

mit absteigender Alkoholreihe rehydriert.

Schritt Reagenz Zeit (Minuten)
1 Xylol 5:00
2 Xylol 5:00
3 100% Ethanol 5:00
4 90% Ethanol 2:00
5 70% Ethanol 2:00
6 50% Ethanol 2:00
7 VE-H,0 5:00

Fur den Proteinverdau wurden die Schnitte fir 30 min bei 37°C mit Proteinase K-

Losung inkubiert und anschlieBend mit PBS (2 x 2 min) gewaschen. Des Weiteren
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wurde der Enzym-Label-Mix (1:10 Verdinnung) (Roche, Schweiz) auf die Préparate
aufgetragen und fur 60 min bei 37°C im Dunkeln inkubiert. Zum Abschluss erfolgte
nach dem Spulen mit PBS (3 x 2 min) die Zellkernanfarbung und das Eindecken mit
dem DAPI-Farbstoff enthaltendem ProLong® Gold Eindeckmittel (Thermo Fisher
Scientific, Schwerte).

Proteinase K-L&sung: Proteinase K (10-20 pg/ml)
10 mM Tris/HCIpH 7,4 - 8

2.2.6 Durchflusszytometrie

2.2.6.1 Isolation von Lymphozyten und Antigenprasentierenden Zellen aus der Leber

Vor der Organentnahme wurde die Leber mit 5 ml 1x PBS perfundiert und in 10 ml
DMEM-Zellkulturmedium mit 10% FBS aufbewahrt. AnschlieRend wurde das Gewebe
mit Hilfe eines Spritzenstempels durch ein Metallsieb (230 pum) gerieben und in 50 ml
1x PBS/1% FBS auf Eis aufgenommen. Die Zellsuspension wurde bei 1400 rpm fiir 10
min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Wihrenddessen erfolgte die
Vorbereitung des Percoll™-Gradienten. Dafiir wurde zuerst eine 90%ige Percoll™-
Losung mit 10x PBS hergestellt und daraus eine 40 und 67%ige Percoll™-Ldsung
vorbereitet. 4ml der 67 %igen Percoll™-L6sung wurden je Leberprobe in einem 15 ml
Reaktionsgefal vorgelegt. Das Zellpellet wurde in einer 4 ml 40%igen Percoll™-
Losung resuspendiert und vorsichtig auf die 67%ige Percoll™-Ldsung pipettiert. Im
Anschluss wurden die Proben mit 400 rcf fur 20 min bei RT ohne Bremse zentrifugiert.
Die Interphase wurde abgenommen und die Zellen mit 50 ml 1x PBS/1% FBS bei 1400
rpm fur 10 min gewaschen. Das Pellet wurde in 1 ml 1x PBS/1% FBS resuspendiert und

die Zellzahl unter dem Mikroskop bestimmt.

2.2.6.2 Zellzahlbestimmung mit Trypanblaufarbung

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 20 ul Zellsuspension mit 20 ul Trypanblau
vermischt. Etwa 10 pl wurden auf eine Neubauerzdhlkammer aufgetragen und die nicht
angefarbten, vitalen Zellen in allen vier Feldern der Zahlkammer mit Hilfe des
Mikroskops ausgezahlt. Mit folgender Formel konnte die Anzahl der Zellen pro ml
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errechnet werden:
Zellzahl (aller 4 Felder)/4*2*10.000 = x Zellen pro ml

2.2.6.3 Restimulation von Zellen

Fur die Analyse des Zytokinexpression in den T-Zellen wurden die Zellen vor der
intrazellularen Zytokinfarbung mit Hilfe von PMA (500 ng/ml), lonomycin (500 ng/ml)
und Monensin (2 uM) in 1 ml DMEM Zellkulturmedium mit 10% FBS fir 3 h bei 37°C
und einem CO,-Gehalt von 5% inkubiert. PMA ist daflr verantwortlich die
Proteinkinase C zu aktivieren, wahrend lonomycin, ein lonophor die intrazelluldre
Calciumkonzentration erhoht. Monensin verhindert bei der Stimulation die Sekretion
der Zytokine in den extrazelluldaren Raum. AnschlieRend wurden die Zellen mit 2 ml 1x
PBS/1% FBS bei 1500 rpm flr 5 min gewaschen.

2.2.6.4 Farbung extrazellularer Oberflachenmarker

Die Zellen wurden in 5 ml Rohrchen tberfuhrt und anschlieBend mit 2 ml 1x PBS/1%
FBS bei 1500 rpm fir 5 min gewaschen. Um unspezifische Antikorperbindungen zu
verhindern, erfolgte fir 10 min eine Inkubation mit einem Fc-Block (1:00). Nach
Zugabe des Antikorpermix (Verdunnung von 1:200 bis 1:1000 je nach Antikoper)
wurden die Proben fur 20 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Im Anschluss wurden die
Zellen mit 1 ml 1x PBS/1% FBS bei 1500 rpm fiir 5 min gewaschen und der Uberstand
wurde verworfen. Die Zellen wurden in 300 pl 1x PBS/1% FBS aufgenommen und
entweder fiir die Analyse am Durchflusszytometer auf Eis im Dunkeln aufbewahrt oder

flr die intrazellulare Zytokinfarbung weiterverwendet.

2.2.6.5 Lebend/tot Farbung von Zellen fiir die Durchflusszytometrie

Um fir die Analyse lebende von toten Zellen unterscheiden zu kdnnen, wurden die
Zellen mit 500 ul 1x PBS gewaschen und anschlieBend die Zelloberflache mit 200 pl
Pacific Orange Succimidyl Ester inkubiert (Stammldosung 1,34 mM, 1:1000
Verdinnung). Der Farbstoff bindet freie Amine in toten Zellen, wahrend Zellen mit
intakter Zellmembran nicht angeféarbt werden. Nach einer Inkubation von ca. 25 min
lichtgeschitzt auf Eis wurden die Zellen zweimal mit 1 x PBS bei 1500 rpm fir 5 min

gewaschen und anschlielend flr die Analyse am Durchflusszytometer verwendet.
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2.2.6.6 Intrazellulare Zytokinfarbung

Fur die intrazellulare Farbung von IFNy, IL-17A und IL-22 wurden die aufbereiteten
Zellen (siehe 2.2.6.3 und 2.2.6.4) mit 100 pl 4% PFA fur 20 min bei RT fixiert. Im
Anschluss wurden die Zellen mit 1 ml 1 x PBS bei 1500 rpm fur 5 min gewaschen. Der
Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet mit 100 pl Permeabilisierungspuffer
(0,1% NP-40 in 1 x PBS) fur 4 min bei RT inkubiert. Nach einem weiteren
Waschschritt wurden die Zellen in 100 pl Antikorperlosung (1:80 bis 1:100
Verdunnung je nach Antikorper in 1 x PBS) lber Nacht im Dunkeln bei 4°C inkubiert.
Am folgendem Tag wurden die Zellen mit 1 ml 1x PBS bei 1500 rpm fir 5 min
gewaschen und in 300 pl 1x PBS fur die durchflusszytometrische Messung

resuspendiert.

2.2.6.7 Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie konnen Zellen anhand ihrer Grof3e, Granularitat und
Oberflachenmolekiile analysiert werden. Zellen werden von einem Laser erfasst und die
jeweilige Streuung des Lichtes gibt Aufschluss Uber GroRe und Granularitiat der
einzelnen Zellen. Bei dem Verfahren ist es moglich Fluoreszenzmarkierte Zellen mittels
Laserlicht anzuregen und das emittierte Licht der Fluorochrome wird detektiert.
Fluorochrom-gekoppelte  Antikorper binden an intrazellulare Zytokine oder
Oberflachenproteine und koénnen so Auskunft Gber Identitdt und Eigenschaften der
Zellen geben. Fir die Analyse von mehrfach gefarbten Proben wurden Einzelfarbungen
der Zellen als Kontrolle angefertigt, sodass die Fluoreszenzkanale gegeneinander
kompensiert werden konnten. Isotypkontrollen dienten zur Ermittlung der
Hintergrundfluoreszenz der jeweiligen Antikorper. Tote Zellen und Dubletten wurden
vorher von der Auswertung ausgeschlossen. Die Analyse der Messergebnisse erfolgte
mit der Software FlowJo10.

Dartiber hinaus ist es moglich mit Hilfe eines Zellsortierers (fluorescence activated cell
sorting, ,,FACS®) einzelne Zellpopulationen nach ihrer Beschaffenheit zu sortieren.
Fluoreszenz-markierte Zellen werden je nach Fluoreszenzintensitat, die mit Hilfe der
Detektoren erfasst wird, durch elektrische Impulse aufgeladen und anschliefend durch
ein elektrisches Feld geleitet. Dabei werden die Zellen abgelenkt und in ein

Reaktionsgefal sortiert.
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3  Ergebnisse

Mehrere Studien haben gezeigt, dass IL-22 einerseits einen protektiven Effekt auf die
Leberregeneration aufweist, andererseits die Tumorentwicklung in der Leber fordern

kannl40,144,147

. Diese Daten lassen eine duale Funktion von IL-22 vermuten und legen
somit nahe, dass die Aktivitat von IL-22 kontrolliert werden muss. Allerdings ist unklar
welche Rolle der endogene Inhibitor IL-22BP bei dieser Kontrolle spielt.

Im ersten Teil der Arbeit wurde die Expression und der Effekt von IL-22 und IL-22BP
in verschiedenen akuten Leberschadigungsmodellen untersucht. Hierzu wurden unter
anderem Tiere verwendet, in denen die Gene 1122 und 1122bp jeweils im gesamten
Organismus deletiert wurden. Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Funktion von IL-22
und 1L-22BP in einem Leberkarzinommodell untersucht. Dabei wurden 11227 und
1122bp™ mit Mdr2” Tiere gekreuzt und die Tumorentwicklung in den Tieren mit Hilfe

des MRT Uberwacht.

3.1 Die Rolle von IL-22 und IL-22BP im akuten Leberschaden

3.1.1 Ischamie- und Reperfusionsmodell (IR)

3.1.1.1 Regulation von 1122, 1122bp und 1122r1 wahrend eines IR-induzierten Schadens

Fur dieses Experiment wurde in Wildtypen ein IR-Schaden induziert und nach 0, 6 und
48 h die RNA-Expression von 1122, 1122bp und 1122r1 im Lebergewebe mittels RT-PCR
analysiert. Vor dem Leberschaden ist keine 1122 Expression nachweisbar, allerdings
wird 6 h nach IR 1122 aktiviert und die Genexpression hochreguliert. Nach 48 h ist die
RNA-Expression immer noch detektierbar. Das Expressionsmuster von 1122bp und
1122r1 bleibt sowohl vor als auch nach dem IR-Schaden unveréndert (Abb. 3.1).
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Abbildung 3.1: Genexpressionsanalyse von hepatischen 1122, 1122bp und 1122r1 mittels RT-PCR von
unbehandelten Wildtypen sowie 6 und 48 h nach IR-Schaden. Angaben +/- SEM; n = 5-9.

3.1.1.2 Einfluss von IL-22 und IL-22BP auf den Ischamie- und Reperfusionsschaden in

der Leber

Fir die Untersuchung des Effekts von IL-22 und IL-22BP wurden 11227 und 1122bp™
Tiere, sowie Wildtypen als Kontrolltiere, verwendet. Das Ausmal} des Leberschadens
wurde zum einen mit Hilfe der Messung des leberspezifischen Enzyms Alanin-
Aminotransferase (ALT) aus dem Plasma und zum anderen anhand des Nekrosestatus
mittels histologisch H&E gefarbter Leberpréparate ermittelt. Die Messung der
Transaminasen 6 h nach IR zeigte erhdhte ALT-Werte in den 1122bp™ Tieren im
Vergleich zu den 11227 Tieren. Die Kontrollgruppe wies jedoch keinen Unterschied zu
den 11227 und 1122bp” Tieren auf. Auf Grund der schnellen Regeneration der Leber
konnten bereits nach 48 h relativ niedrige ALT-Spiegel in allen drei Gruppen ermittelt
werden. Jedoch wurden weiterhin signifikant erhéhte ALT-Werte in den 1122bp™ Tieren
im Vergleich zu der Kontrollgruppe und den 11227 Tieren gemessen. Im Gegensatz
dazu war der Transaminasenanstieg in den Wildtypen und 11227 Tieren nicht signifikant
verschieden (Abb. 3.2).
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Abbildung 3.2: Nachweis der Alanin-Aminotransferase in Wildtypen, 1122”7 und 1122bp” Tieren 6 und
48 h nach IR-Schaden. Die Daten zeigen Ergebnisse aus zwei unabh&ngigen Experimenten. Angaben +/-
SEM; n =8-13; * p =< 0,05.

Die histologischen Untersuchungen zeigten in den 1122bp™ Tieren 6 h nach IR-Schaden
im Vergleich zu den Wildtypen und 11227 Tieren groBe Areale mit nekrotischem
Lebergewebe. Nekrotische Bereiche der Leber sind durch die zerstérte Morphologie des
Leberparenchyms gekennzeichnet, insbesondere Zellstrukturen wie Zellkerne und
Zellgrenzen der Hepatozyten sind nicht mehr erkennbar. Die Quantifizierung der
Nekroselasionen bestitigten die Ergebnisse der ALT-Werte. 1122bp”" Tieren wiesen
nach 6 h bis zu 95% geschadigte Leberareale in den betroffenen Leberlappen auf. In den
Wildtypen und 11227 Tieren waren signifikant weniger Bereiche der Leber von Nekrose
betroffen. 48 h nach IR-Schaden zeigten die 1122bp” Tiere nach wie vor einen
erheblichen Nekroseanteil im Vergleich zu den 11227 Tieren und Wildtypen (Abb. 3.3).
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Abbildung 3.3: (A) Reprasentative mikroskopische Aufnahme von H&E geférbten Leberpréparaten 6h
nach IR-Schaden. Quantifizierung der Nekroseldsionen mittels ImageJ. (B) Reprasentative
mikroskopische Aufnahme von H&E geféarbten Leberpréparaten 48 h nach IR-Schaden in Wildtypen,
11227 und 1122bp™ Tieren und Quantifizierung der Nekroselasionen. Die Daten zeigen Ergebnisse aus
zwei unabhéngigen Experimenten. Angaben +/- SEM; n = 7-12; * p = < 0,05.

Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse, dass das Fehlen von IL-22BP im Vergleich
zu der Kontrollgruppe und den 11227 Tieren eine signifikant starkere Nekrose in den
betroffenen Leberlappen nach einem IR-Schaden ausloste. 48 h nach IR-Schaden
wurden weiterhin stark erhéhte ALT-Werte und groBe Areale mit Nekrose in den

Lebern der 1122bp™" Tiere im Gegensatz zu den anderen Gruppen nachgewiesen.
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3.1.1.3 Nachweis eines IL-22 abhangigen Effekts der Leberschadigung in den II22bp"'
Tieren

Fur die Uberpriifung eines 1L-22 abhangigen Effekts wurden in einem Experiment die
ALT-Werte und das AusmaR der Nekrose in den 1122”7 und 11227/1122bp™ Tieren nach
einem IR-Schaden ermittelt. Die im Plasma gemessenen Transaminasen zeigten 6 und
48 h nach Induktion des Leberschadens keinen signifikanten Unterschied zwischen
beiden Gruppen. Das Ergebnis lie sich auch histologisch bestatigen. Nach
mikroskopischer Auswertung des Lebergewebes waren prozentual &hnlich groRe
Flachen von Nekrose betroffen (Abb.3.4).
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Abbildung 3.4: (A) ALT-Messung nach 6 und 48 h nach IR-Schaden in 11227 und 11227/1122bp™ Tieren.
(B) Reprasentative mikroskopische Aufnahme von H&E gefarbten Leberpraparaten 48 h nach IR-
vermitteltem Leberschaden in 11227 und 11227/1122bp™ Tieren. Quantifizierung der Nekroselasionen
mittels ImageJ. Angaben +/- SEM; n = 6.

Diese Ergebnisse beweisen, dass die verstarkte Leberschadigung in den 1122bp™ Tieren
von IL-22 abhangig ist. Beide Versuchsgruppen weisen eine &hnliche verminderte
Zerstorung des Leberparenchyms auf. Wenn der Effekt von IL-22BP unabhéngig von
IL-22 ware, miisste der Schaden in den 11227/1122bp™ Tieren starker ausgepragt sein als
in den 11227 Tieren (Abb. 3.2, 3.3 und 3.4)

3.1.1.4 Untersuchung der Proliferationsrate und des Ausmalles an apoptotischen

Hepatozyten nach IR-Induktion

Die  Detektion proliferierender  Hepatozyten erfolgte mit Hilfe eines
immunhistochemischen Nachweises von Ki-67 positiven Zellen in paraffinierten
Leberpraparaten (siehe 2.2.5.3). Ki-67 positiv gefarbte Hepatozyten zeigen eine braune
Farbung des Zellkerns. Die Proliferation von Hepatozyten wurde 6 und 48 h nach IR-
Schaden untersucht. 6 h nach IR waren keine Unterschiede in der Proliferationsrate
zwischen den Gruppen erkennbar. Nur ein geringer Anteil der Hepatozyten im Mittel
5% befand sich in der Inter- oder Teilungsphase. Des Weiteren zeigten Wildtypen und
11227 Tiere 48 h nach IR-Schaden ebenfalls nur eine niedrige Anzahl von positiv
geféarbten Zellen. Nur etwa 10% der Hepatozyten exprimierten das Protein Ki-67 in
beiden Gruppen. In den 1122bp™ Tieren wurde dagegen teilweise eine Proliferationsrate
von Uber 30% festgestellt (Abb. 3.5).
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Abbildung 3.5: (A) Reprasentative mikroskopische Aufnahme von Ki-67 gefarbten Leberzellen.
Quantifizierung der Proliferationsrate von Hepatozyten 6 h nach IR-Schaden in Wildtypen, 11227 und
1122bp™ Tieren nach Auszahlung mit Hilfe des Programms ImageJ. (B) Reprasentative mikroskopische
Aufnahme von Ki-67 geférbten Leberzellen. Quantifizierung der Hepatozytenproliferation 48 h nach
Leberschadigung in Wildtypen, 1122”7 und 1122bp™ Tieren mittels ImageJ. Angaben +/- SEM; n = 8-13; *
p=<0,05.
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Die DNA-Fragmentierung bei apoptotischen Zellen in paraffinierten Leberpraparaten
kann mittels TUNEL-Methode (siehe 2.2.5.4) sichtbar gemacht werden. In dieser
Methode sind die betroffenen Zellen mit einem griinen Fluoreszenzfarbstoff markiert.
Die Auswertung zeigte in den Wildtypen und 1122”7 eine vergleichsweise signifikant
geringere Anzahl an positiv gefarbten Zellen im Gegensatz zu den 1122bp™ Tieren. 6 h
nach Leberschadigung waren ca. 20% weniger Hepatozyten in den Wildtypen und 11227
Tieren von Apoptose betroffen (Abb. 3.6).
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Abbildung 3.6: Reprasentative mikroskopische Aufnahme von TUNEL-positiven Zellen 6 h nach IR-
Schaden in Leberpraparaten von Wildtypen, 11227 und 1122bp™ Tieren. Quantifizierung der apoptotischen
Zellen mit Hilfe des Programms ImageJ. Angaben +/- SEM; n = 8-9; * p =< 0,05; ** p =< 0,01.

Die erhohte Proliferations- und Apoptoserate in Folge der Leberschadigung in den
1122bp™ Tieren unterstiitzt die bisherigen Ergebnisse. Die 1122bp™ Tiere wiesen 6 h
nach IR einen groRen Teil an nekrotischem Gewebe und somit absterbenden
Hepatozyten auf. Nach 48 h war die Regeneration vermutlich auf Grund der
(ibermaRigen und noch bestehenden Leberschadigung in den 1122bp™ Tieren noch nicht
abgeschlossen. Daher konnten vermehrt proliferierende Hepatozyten nachgewiesen
werden. Die Kontrollgruppe und die 11227 Tiere zeigten nach der Behandlung sowohl in
der Proliferation als auch in der Apoptoserate keinen Unterschied. Beide

Versuchsgruppen entwickelten hinsichtlich der histologischen Untersuchungen einen
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deutlich geringeren Leberschaden nach IR. Wahrenddessen lasst die niedrige
Proliferationsrate 6 h nach IR vermuten, dass die kompensatorische Regenerationsphase

in allen drei Gruppen erst zu einem spéteren Zeitpunkt stattfindet.
3.1.2 Acetaminophen(APAP)-induzierter Leberschaden

3.1.2.1 Regulation von 1122, 1122bp und 1122r1 wahrend einer APAP-vermittelten
Leberschadigung

In diesem Experiment wurden Wildtypen mit APAP behandelt und das
Genexpressionsmuster von 1122, 1122bp und 1122r1 in Leberproben nach 3, 8, 24 und 48
h mit Hilfe der RT-PCR untersucht. Als Kontrolle dienten unbehandelte Wildtypen. Das
Gen 1122 wurde bereits 3 h nach dem induzierten Leberschaden hochreguliert und die
Expression konnte noch 24 h nach APAP-Injektion nachgewiesen werden. 1122bp zeigte
keinen signifikanten Unterschied vor und nach APAP-induzierter Leberschédigung.
Allerdings wurde im zeitlichen Verlauf nach Injektion die Expression von 1122bp
tendenziell herunterreguliert. Das Genexpressionsmuster von 1122r1 zeigte keine
grundlegenden Veranderungen nach APAP-vermittelten Leberschaden (Abb. 3.7).
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Abbildung 3.7: Genexpressionsanalyse von hepatischen 1122, 1122bp und 1122r1 mittels RT-PCR von
unbehandelten Wildtypen sowie 3, 8, 24 und 48 h nach APAP-vermitteltem Schaden. Angaben +/- SEM;
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n =4-10.

3.1.2.2 Einfluss von IL-22 und IL-22BP auf die hepatoxische Wirkung von
Acetaminophen
Fir diese Untersuchung wurde APAP in Wildtypen, 11227 und 1122bp™ Tieren injiziert
und die ALT-Werte im Plasma nach 6, 24 und 48 h bestimmt. 6 h nach Injektion zeigten
11227 und 1122bp™ Tiere im Vergleich zu den Kontrolltieren einen signifikanten Anstieg
der ALT-Werte. Des Weiteren konnte nach 24 h in allen drei Gruppen ein deutlich
erhohter ALT-Spiegel, allerdings ohne signifikanten Unterschied nachgewiesen werden.
48 h nach Injektion sank der ALT-Spiegel in allen drei Gruppen. Jedoch wurde in der
Kontrollgruppe im Gegensatz zu den 11227 und 1122bp™ Tieren wesentlich niedrigere

ALT-Werte gemessen (Abb. 3.8).
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Abbildung 3.8: Nachweis der Alanin-Aminotransferase in Wildtypen, 11227 und 1122bp™ Tieren 6, 24

und 48 h nach APAP-induzierten Schaden. Die Daten zeigen Ergebnisse aus mehreren unabhéngigen

Experimenten. Angaben +/- SEM; n = 14-35; * p =< 0,05; ** p =< 0,01 *** p =< 0,001.

In diesem Modell weisen sowohl die 11227 Tiere als auch die 1122bp™ Tiere 6 h nach

der Injektion und 48 h spéater in der Regenerationsphase im Vergleich zu den
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Kontrolltieren deutlich signifikant erhthte ALT-Werte auf. Gemessen am ALT-Spiegel
ist die Leberschadigung 24 h nach APAP-Injektion in allen drei Gruppen am stérksten
ausgepragt. Zu diesem Zeitpunkt konnte jedoch kein Unterschied detektiert werden.

Die histologischen Untersuchungen der APAP-behandelten Tiere bestétigten die
Ergebnisse der Transaminasenmessung. Die Leberpréparate wurden ebenfalls 6, 24 und
48 h nach Injektion angefertigt und mikroskopisch analysiert. Die Auswertung zeigte
bereits 6 h nach Behandlung groRe Areale mit Nekrose in den Leberproben der 11227
und 1122bp™" Tieren im Vergleich zu der Kontrollgruppe. Nach 24 h war hingegen kein
Unterschied im AusmafR der Nekrose zwischen den einzelnen Gruppen sichtbar. Im
Gegensatz dazu konnte 48h nach Injektion nur wenig zerstortes Gewebe in der
Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Indessen zeigten die Leberpraparate der 11227

und 1122bp™ Tiere weiterhin Bereiche mit nekrotischen Lasionen (Abb. 3.9).
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Abbildung 3.9: (A) Reprasentative mikroskopische Aufnahme von H&E geférbten Leberpraparaten 6 h
nach APAP-Schaden in Wildtypen, 11227 und 1122bp™ Tieren. Quantifizierung der Nekroselasionen
mittels ImageJ; n = 6-7. (B) Repréasentative mikroskopische Aufnahme von H&E gefdrbten
Leberpraparaten 24 h nach APAP-induzierten Schaden in Wildtypen, 11227 und 1122bp™ Tieren und
Quantifizierung der Nekroselasionen; n = 10-11. (C) Représentative mikroskopische Aufnahme von H&E
gefarbten Leberpraparaten 48 h nach APAP-vermittelten Schaden in Wildtypen, 11227 und 1122bp™

Tieren und Quantifizierung der Nekroseldsionen. Die Graphen zeigen Ergebnisse aus zwei unabhangigen
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Experimenten. Angaben +/- SEM; n = 10-18; * p = < 0,05; ** p =< 0,01.

Im Unterschied zu dem IR-vermittelten Leberschaden konnte in diesem Modell nicht
nur in den II22bp"‘ Tieren, sondern auch in den 1122”7 Tieren eine starker ausgepréagte
Leberschadigung im Vergleich zu den Kontrolltieren nachgewiesen werden. Wenige
Stunden nach der Behandlung zeigten beide Gruppen erhéhte Transaminasen im Plasma
und grolRe nekrotische Areale in der Leber. Die Kontrollgruppe entwickelte erst 24 h
nach Injektion einen &hnlichen Ph&notyp. Die Leber der Wildtypen konnte sich
allerdings innerhalb von 24 h fast vollstdndig regenerieren. Dementgegen war die
Regenerationsphase in den 1122bp” und 11227 Tieren nach 48 h noch nicht

abgeschlossen.

3.1.2.3 Nachweis der Proliferations- und Apoptoserate nach APAP-induzierten

Leberschaden

Der Einfluss der Leberschadigung auf die Proliferation der Hepatozyten wurde mit
Hilfe der Ki-67 Zellkernfarbung in den Leberpraparaten von Wildtypen, 11227 und
1122bp™ Tieren 24 und 48 h nach APAP-Injektion untersucht. 24 h nach APAP-
Behandlung wurde in allen drei Gruppen nur eine geringe Anzahl, weniger als 1%, an
proliferierenden Zellen in den Leberproben gefunden. Im Gegensatz dazu waren 48 h
nach APAP-Injektion durchschnittlich 18% der Hepatozyten der Wildtypen positiv flr
Ki-67 gefarbt und die Hepatozyten der 11227 und 1122bp™ Tiere wiesen eine
Proliferationsrate von ca. 30% auf. In allen drei Gruppen zeigte sich eine relativ hohe
Zahl an proliferierenden  Hepatozyten. Jedoch war das Ausmall der
Hepatozytenproliferation in den 1122 und 1122bp”™ Tieren im Vergleich zur
Kontrollgruppe deutlich erhoht (Abb. 3.10).

(A) WT 1227 ~ 1122bp”

24 h nach APAP
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Abbildung 3.10: (A) Représentative mikroskopische Aufnahme von Ki-67 gefarbten Leberpraparaten 24
h nach APAP-Schaden in Wildtypen, 1122” und 1122bp™ Tieren und Quantifizierung von Ki-67 positiven
Hepatozyten mit Hilfe des Programms ImageJ. (B) Reprasentative mikroskopische Aufnahme von Ki-67
gefarbten Leberpraparaten 48 h nach APAP-Schaden in Wildtypen, 11227 und 1122bp™ Tieren und
Quantifizierung mit Hilfe des Programms ImageJ. Angaben +/- SEM; n = 5-13; * p = < 0,05; ** p = <
0,01.

Die Bestimmung der Anzahl von apoptotischen Hepatozyten wurde mit Hilfe der
TUNEL-Zellkernfarbung 6 h nach APAP-Behandlung in den Lebergeweben von
Wildtypen, 11227 und 1122bp™ Tieren durchgefiihrt. Im Durchschnitt waren 20-30% der
Hepatozyten von den 11227 und 1122bp™ Tieren positiv gefarbt. Die Kontrollgruppe
zeigte im Mittel hingegen nur ca.10% von Apoptose betroffene Zellen (Abb. 3.11).
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Abbildung 3.11: Représentative mikroskopische Aufnahme von TUNEL geférbten Leberpraparaten 6 h
nach APAP-Schaden in Wildtypen, 11227 und 1122bp™ Tieren und Quantifizierung nach Auszahlen der
Zellkerne mit Hilfe des Programms ImageJ. Angaben +/- SEM; n = 5.

Die geringe Proliferation der Hepatozyten 24 h nach Behandlung Kkorreliert
hdchstwahrscheinlich mit dem erheblichen Schaden, der zu diesem Zeitpunkt gemessen
werden konnte. Des Weiteren wurden 48 h nach Injektion eine vergleichsweise hohere
Proliferationsrate in den nach wie vor teilweise zerstorten Lebergewebe der 11227 und
1122bp”" Tieren nachgewiesen, was eine verzégerte Regenerationsphase vermuten lasst.
6 h nach der APAP-Behandlung zeigten die 11227 und II22bp"' Tiere einen wesentlich
groReren Leberschaden. Die TUNEL-Féarbung zeigte passend hierzu im Vergleich zu
den Wildtypen einen gréfReren Anteil an apoptotischen Zellen in den Leberpraparaten
der 11227 und 1122bp™ Tiere.

3.1.3 Partielle Hepatektomie (PHXx)

3.1.3.1 Regulation von 1122, 1122bp und 1122r1 nach einer partiellen Hepatektomie

Ein weiteres akutes Leberschaddigungsmodell stellt die partielle Hepatektomie dar, in
der 2/3 des Lebergewebes operativ entfernt werden. In diesem Modell sind keine
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nekrotischen Lé&sionen durch beispielsweise toxische Einflisse im Lebergewebe
vorzufinden. Die zuriickbleibenden Leberlappen wachsen auf das Ausgangsvolumen
heran, sodass vor allem die Phase der Regeneration untersucht werden kann. Fir die
Uberprifung des Expressionsmusters von 1122, 1122bp und 1122r1 wurden 3 und 6 Tage
nach der Operation die Gene in den Leberproben von Wildtypen mit Hilfe der RT-PCR
analysiert. Als Kontrolle dienten dabei unbehandelte Wildtypen. Die 1122 RNA
Expression konnte 3 Tage und zum Teil auch noch 6 Tage nach der PHx in den
nachwachsenden Leberlappen nachgewiesen werden. Die unbehandelten Tiere zeigten
wie auch in den anderen Modellen keine Expression von 1122. 1122bp und 1122r1 wurden
tendenziell jedoch ohne signifikanten Unterschied nach der PHx hochreguliert (Abb.
3.12)
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Abbildung 3.12: Genexpressionsanalyse von 1122, 1122bp und 1122r1 mittels RT-PCR aus dem
Lebergewebe von unbehandelten Wildtypen sowie 3 und 6 Tage nach PHx. Angaben +/- SEM; n = 3-4.
3.1.3.2 Ermittlung des Lebervolumens nach partieller Hepatektomie

Fur das Leberregenerationsmodell wurden ca. zwei Drittel von der jeweiligen Leber

operativ entfernt und die Regeneration mit Hilfe von MRT Aufnahmen dokumentiert.
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Zu Beginn wurde das Orginalvolumen der Lebern von Wildtypen, 11227 und II22bp"'
Tieren durch eine MRT Untersuchung ermittelt. Im Anschluss an die Hepatektomie
konnte ein Verlust von durchschnittlich mehr als 60% des Lebergewebes in den
Gruppen mittels MRT nachgewiesen werden. An den darauffolgenden Tagen
regenerierte sich das Gewebe und erreichte nach 6-7 Tagen das Ausgangsvolumen. Zu
keinem Messzeitpunkt gab es Hinweise auf eine beschleunigte oder verzdgerte
Regeneration der Lebern in den verschiedenen Gruppen. An Tag 6 nach der Operation
zeigte die Auswertung des Lebergewebes der 1122bp™ Tiere ein tendenziell groReres,
aber nicht signifikant angestiegenes Volumen im Vergleich zu den Wildtypen und 1122
Tieren (Abb. 3.13).

Tag 0 vor der PHXx Tag 0 nach der PHx

Tag 2 nach der PHx Tag 4 nach der PHx Tag 6 nach der PHx
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Abbildung 3.13: Représentative MRT-Aufnahmen des Regenerationsverlaufs der Leber vor und nach
PHx an Tag 0, 2, 4 und 6. Auswertung des relativen Lebervolumen von Wildtypen, 11227 und 1122bp™
Tieren 0, 2, 4 und 6 Tage nach PHx mittels MRT-Dokumentation und Quantifizierung des
Lebervolumens nach Auswertung der Aufnahmen mit Hilfe des Programms ImageJ. Angaben +/- SEM; n
=7.

3.1.3.3 Histologische Uberpriifung der Proliferationsrate und Morphologie nach

partieller Hepatektomie

Die Untersuchung mit Hilfe der MRT-Aufnahmen zeigten keine Unterschiede in der
Regeneration des Lebervolumens. Daher wurde auf histologischer Ebene die
Proliferation der Hepatozyten an Tag 6 nach der PHx mit Hilfe einer Ki-67
Zellkernfarbung ausgewertet. Dariiber hinaus erfolgte eine Uberpriifung der
Lebermorphologie nach vollstandiger Regeneration der Lebern von Wildtypen, 11227
und 1122bp™ Tieren.

An Tag 6 nach der Hepatektomie wurde die Proliferationsrate in Leberpréparaten von
Wildtypen, 11227 und 1122bp”" Tieren mikroskopisch erfasst und analysiert. Die 1122bp™
Tiere zeigten tendenziell eine hohere Anzahl an Ki-67 positiv gefarbten Hepatozyten.

Allerdings war dieser Unterschied nicht signifikant verschieden (Abb. 3.14).
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Abbildung 3.14: Reprasentative mikroskopische Aufnahme von Ki-67 geférbten Leberpréparaten 6 Tage
nach PHx in Wildtypen, 11227 und II22bp"' Tieren und Quantifizierung mit Hilfe des Programms ImageJ.
Angaben +/- SEM; n =5,

Die histologische Begutachtung nach der Regenerationsphase zeigte in allen drei
Gruppen eine normale Morphologie des Leberparenchyms sowie keine Zellinfiltrate
oder geschadigten Areale. Es konnten keine Veranderungen auf Grund der

unterschiedlichen Genotypen nachgewiesen werden (Abb. 3.15).

6 Tage nach PHx

Abbildung 3.15: Représentative mikroskopische Aufnahme von H&E geférbten Leberpréparaten 6 Tage
nach PHXx in Wildtypen, 11227 und 1122bp™ Tieren.

Eine weitere Analyse der Hepatozytenproliferation ergab keinen Hinweis auf ein
verandertes Regenerationspotential der 11227 und 1122bp™ Tiere verglichen mit der
Kontrollgruppe. Eine leichte Tendenz zu einer gesteigerten Proliferation war in den

1122bp™ Tieren mittels Ki-67 Zellkernfarbung nach der PHx nachweisbar.
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3.1.4 Charakterisierung der leukozytaren Zellinfiltration wahrend eines IR-

vermittelten Leberschadens

In den nachfolgenden mechanistischen Untersuchungen fokussierten wir uns auf das
Ischdmie-Reperfusion (IR-) Model. Um den Einfluss von unterschiedlichen
Leukozytenpopulationen nach einem IR-induzierten Schaden im Lebergewebe von
Wildtypen, 11227 und 1122bp™ Tieren zu untersuchen, wurde durchflusszytometrisch 12
h nach IR-Schaden die Infiltration von verschiedenen Immunzellpopulationen in die
Leber bestimmt. Zuvor wurden sowohl tote Zellen als auch Dubletten ausgeschlossen
und alle Zellen die den Leukozytenmarker CD45 auf ihrer Oberflache trugen als
Ausgangsbasis verwendet. Mit Hilfe der in Abb. 3.16 dargestellten Gating-Strategie
erfolgte die Auftrennung von Granulozyten (Ly6G*, CD11b"), NK-Zellen (NK1.1%,
CD3"), dendritische Zellen (sowohl CD11c*, CD11b als auch CD11c", CD11b") und
Monozyten (Ly6C*, CD11b"). Allerdings wurde in der Auswertung nicht zwischen

Leber-residenten und infiltrierenden Immunzellen unterschieden.
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Abbildung 3.16: Reprasentative FACS-Blots als Gating-Strategie fiir Granulozyten (Ly6G”, CD11b"),
NK-Zellen (NK1.1%, CD3"), dendritische Zellen (CD11c*, CD11b’; CD11c*, CD11b") und Monozyten
(Ly6C*, CD11b").

Die durchflusszytometrische Analyse zeigte in der Infiltration von Granulozyten, NK-

Zellen und dendritischen Zellen in den Lebern der Wildtypen, 11227 und 1122bp™ Tieren
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12 h nach IR keinen signifikanten Unterschied. Dendritische Zellpopulationen waren im

Lebergewebe der 1122bp™ Tieren tendenziell erhoht. Allerdings wurden signifikant
mehr Ly6C" CD11b" Monozyten und CD11c* CD11b" dendritische Zellen in den
Lebern der 1122bp™ Tiere im Vergleich zu den Wildtypen und 1122”7 Tieren nach 12 h
IR-Leberschadigung festgestellt (Abb. 3.17).
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Abbildung 3.17: Quantifizierung der absoluten Zellzahl bezogen auf 1g Lebergewicht von Granulozyten
(Ly6G", CD11b"), NK-Zellen (NK1.1%, CD3"), dendritische Zellen (CD11c", CD11b’; CD11c", CD11b")
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und Monozyten (Ly6C*, CD11b") in Wildtypen, 11227 und II22bp'/' Tieren 12 h nach IR-vermittelten
Leberschaden mit Hilfe des Programms FlowJo. Die Graphen zeigen Ergebnisse aus zwei unabhdngigen
Experimenten. Angaben +/- SEM; n =10-12; * p = < 0,05.

Dariber  hinaus wurden in  einem  zweiten  Versuchsansatz  weitere
Lymphozytenpopulationen wie y8 T-Zellen (y8 TCR"), CD4" T-Helferzellen (CD3",
CD4"), Tul7 Zellen (IL-17A%, IFN-y), Tul Zellen (IL-17A°, IFN-y") und IFN-y
produzierende Tyl7 Zellen (IL-17A°, IFN-y") analysiert. Die Strategie fir die

durchflusszytometrische Auftrennung der Populationen ist in Abb. 3.18 dargestellt.
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Abbildung 3.18: Reprasentative FACS-Blots als Gating-Strategie fiir y8 T-Zellen (yd TCR"), CD4" T-
Helferzellen (CD3*, CD4"), Tyl7 Zellen (IL-17A°, IFN-y), Tyl Zellen (IL-17A°, IFN-y") und IFN-y
produzierende Ty17 Zellen (IL-17A", IFN-y™).

Die Auswertung der einzelnen Populationen zeigte keine Unterschiede in der
Zellinfiltration von yd T-Zellen, CD4" T-Helferzellen, Ty17 Zellen und Tl Zellen in
den Lebern der Wildtypen, 11227 und 1122bp” Tieren 12 h nach IR-Schaden. Im
Durchschnitt waren deutlich weniger T-Zellen in der Leber nachweisbar im Vergleich
zu den Zellpopulationen des angeborenen Immunsystems. Da die Immunantwort des
adaptiven Immunsystems etwas verzdogert auftritt, konnte der friih gewahlte Zeitpunkt
nach der Lebersché&digung ein Grund fur die niedrigere Anzahl der T-Lymphozyten sein
(Abb. 3.19).
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Abbildung 3.19: Quantifizierung der absoluten Zellzahl bezogen auf 1g Lebergewicht von v T-Zellen
(y8 TCR"), CD4" T-Helferzellen (CD3*, CD4"), T.17 Zellen (IL-17A", IFN-y), Tyl Zellen (IL-17A,
IFN-y") und IFN-y produzierende T17 Zellen (IL-17A", IFN-y") in Wildtypen, 11227 und 1122bp™ Tieren

12 h nach IR-vermittelten Leberschaden. Die Graphen zeigen Ergebnisse aus zwei unabhéngigen

Experimenten. Angaben +/- SEM; n =10-12.

Die Analyse der Zellinfiltration ergab eine verstirkte Rekrutierung von Ly6C* CD11b"
Monozyten und CD11c" CD11b* dendritische Zellen in die Leber der 1122bp™ Tiere
verglichen mit den Wildtypen und 11227 Tieren 12 h nach IR-vermittelter
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Leberschadigung. Andere Immunzellpopulationen zeigten in ihrer Anzahl hinsichtlich

der verschiedenen Genotypen keine Auffélligkeiten nach Induktion des Leberschadens.

3.1.5 Untersuchung der zellularen Quelle von 1122 und 1122bp nach einem

IR-vermittelten Schaden

Fur die Uberpriifung der zellularen Quelle von 1L-22 und 1L-22BP wurden verschiedene
Immunzellpopulationen aus der Leber von Wildtypen mit Hilfe des
fluoreszenzaktivierten Zellsortierers isoliert. Hierbei wurden Wildtypen verwendet, in
denen 12 h zuvor ein IR-vermittelter Leberschaden induziert worden war. Die
Kontrollgruppe bestand aus unbehandelten Tieren. Anschliefend wurde die RNA aus
den verschiedenen Zellpopulationen extrahiert und auf die Genexpression von 1122 und
1122bp mittels RT-PCR untersucht (Abb. 3.20).
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Abbildung 3.20: Genexpression von 1122 und 1122bp in CD4" T-Helferzellen (CD3*, CD4"), CD8" T-
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Zellen (CD3", CD8"), Monozyten (Ly6C*, CD11b"), Granulozyten (Ly6G*, CD11b"), dendritische Zellen
(CD11c", MHCII®). Die Zellen wurden zuvor aus Lebern von unbehandelten und IR-geschadigten
Wildtypen isoliert. Die Daten zeigen Ergebnisse aus mindestens zwei unabhdngigen Experimenten.
Angaben +/- SEM; n =5-6.

1122 wurde im gesunden Lebergewebe und nach der Leberschadigung groRtenteils von
CD4" und CD8" T-Zellen exprimiert. Nach dem IR-induzierten Schaden wurde die 1122-
Expression von Monozyten (Ly6C*, CD11b") und Granulozyten (Ly6G*, CD11b")
hochreguliert. Dendritische Zellen (CD11c*, MHCII") wiesen ohne Leberschadigung
eine geringe Expression auf, jedoch wurde das Gen nach dem IR-induzierten Schaden
vollstandig runterreguliert.

1122bp wurde im gesunden Zustand aber auch nach einer Leberschadigung am stérksten
von Granulozyten (Ly6G*, CD11b") exprimiert. Vor allem aber CD4" T-Zellen
regulierten das Gen 12 h nach dem IR-Schaden im Gegensatz zu den anderen
Populationen stark hoch. Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die
untersuchten Zellpopulationen im Vergleich zum gesunden Lebergewebe eine
tendenziell hohere 1122bp-Expression nach der Leberschadigung aufwiesen.

Mit Hilfe von IL-22-sgBFP-Reportermadusen konnte ebenso die 1L-22 Expression in
Monozyten (Ly6C*, CD11b"), Granulozyten (Ly6G*, CD11b") und CD4*-T
Lymphozyten nach IR-vermittelten Schaden nachgewiesen werden. Fur diesen Versuch
wurden behandelte Wildtypen, die keine BFP Expression besitzen, als Kontrolle
verwendet. (Abb. 3.21).
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WT IL-22 sgBFP
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Abbildung 3.21: Reprasentative FACS Blots einer durchflusszytometrischen Analyse der IL-22-sgBFP-
Expression von Leukozyten (CD45%), Monozyten (Ly6C", CD11b"), Granulozyten (Ly6G*, CD11b") und
CD4"-T Lymphozyten. Die Zellisolation aus der Leber erfolgte 12 h nach IR von Wildtypen und IL-
22sgBFP Reporter-Tieren.

3.1.6 Untersuchung des Mechanismus der verstarkten Leberschadigung in

1122bp™ Tieren nach einem IR-induzierten Schaden

3.1.6.1 RNA-Sequenzierung

Fur die Untersuchung des Mechanismus wurde eine RNA-Sequenzierung durchgefiihrt.
Hierbei wurden sowohl Proben von unbehandelten Lebern als auch von IR-
geschéadigtem Lebergewebe von Wildtypen, 11227 und II22bp"' Tieren verwendet.
Anhand der Datenanalyse konnte gezeigt werden, dass nur 12 Gene im Lebergewebe
der behandelten 11227 Tiere im Vergleich zu den Wildtypen unterschiedlich reguliert
worden sind. Dieses Ergebnis unterstltzt die Beobachtung, dass beide Gruppen einen

ahnlichen Phanotyp nach IR-vermittelten Schaden aufwiesen. Im Gegensatz dazu
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zeigten die Proben der behandelten Wildtypen und 1122bp™ Tiere 1308 Gene, die
unterschiedlich reguliert worden sind. Da die 1122bp”" Tiere einen deutlich hoheren
Schaden in der Leber nach IR entwickelten, wurden nach einer erneuten Analyse die
Gene entfernt, deren Expression infolge der Leberschadigung beeinflusst worden waren.
Dazu gehorten die Gene, die im Gegensatz zu den unbehandelten Wildtypen in den IR-
behandelten Wildtypen hochreguliert waren. Daraufhin konnten 684 Gene identifiziert
werden, die unabhéngig vom Leberschaden und hdchstwahrscheinlich auf Grund der

Deletion von 1122bp eine veranderte Expression aufwiesen (Abb. 3.22).
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Abbildung 3.22: (A) Streudiagramm der verdnderten Genexpression im Lebergewebe von Wildtypen
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und 11227 Tieren 12 h nach IR-induzierten Schaden. (B) Streudiagramm der veranderten Genexpression
im Lebergewebe von Wildtypen und 1122bp™ Tieren 12 h nach IR-vermitteltem Schaden. Die farbigen
Punkte markieren Gene, die mindestens zweifach héher oder niedriger exprimiert worden sind und in
ihrer Signifikanz einen p-Wert von <0,05 aufweisen. Rote Punkte weisen auf Gene, die abhdngig vom
Leberschaden reguliert worden sind und blaue Punkte markieren Gene, die unabhangig von der
Leberschadigung ihre Expression verandert haben. Fiir die Untersuchung wurden Triplikate der RNA-
Proben verwendet.

Des Weiteren konzentrierten wir uns auf spezifische Gene, die fur eine verstarkte
Infiltration und Rekrutierung von Ly6C* CD11b* Zellen in die Leber von 1122bp™
Tieren verantwortlich sein kénnten. Dementsprechend wurden Verdnderungen in der
Chemokinexpression untersucht und verschiedene Expressionsmuster in den Lebern der
1122bp™ Tiere im Vergleich zu den Wildtypen festgestellt (Abb. 3.23).
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Abbildung 3.23: Veranderung der Chemokinexpression nach 12 h IR-induzierten Leberschaden in
Wildtypen und 1122bp™ Tieren. y-Achse: Vergleich der Expressionsanderung von behandelten Wildtypen
gegen unbehandelte Wildtypen, x-Achse: Expressionsanderung von behandelten 1122bp” Tieren im
Vergleich zu behandelten Wildtypen. Rote Punkte weisen auf Gene, die nach dem Leberschaden
ungeachtet vom Genotyp reguliert worden sind. Blaue Punkte markieren Gene, die ihre Expression
unabhangig vom Leberschaden in den behandelten 1122bp™ Tieren im Gegensatz zu den behandelten

Wildtypen hochreguliert haben.

Fir eine Bestéatigung der Ergebnisse wurde die Chemokinexpression im Lebergewebe
mittels RT-PCR in behandelten sowie unbehandelten Wildtypen und 1122bp™ Tieren
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uberprift. In der Abbildung 3.24 ist die Genexpression von Ccl2, Ccl5, Ccl7, Cxcll,
Cxcl4, Cxcl5, Cxcl7, Cxcl10, Cxcll1l, Cxcl12 und Cxcll13 dargestelit.
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Abbildung 3.24: Uberpriifung der Genexpression Ccl2, Ccl5, Ccl7, Cxcll, Cxcl4, Cxcl5, Cxcl7, Cxcl10,
Cxcl11, Cxcl12 und Cxcl13 mittels RT-PCR in Lebergewebe von unbehandelten Wildtypen und 1122bp™
Tieren, sowie Leberproben von behandelten Wildtypen und 1122bp” Tieren 12 h nach IR-Schaden.
Angaben +/- SEM; n = 6; * p = <0,05; ** p =<0,01; *** p =<0,001.

Die Untersuchung der Genexpression ergab eine Hochregulation des Gens Ccl2, Ccl7,
Cxcl4, Cxcl7 und Cxcl10 in den Leberproben der IR-behandelten 1122bp™ Tiere im
Vergleich zu den unbehandelten Proben und den IR-behandelten Wildtypen. Jedoch
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hatte die RNA-Sequenzierung gezeigt, dass die Hochregulation der Gene Ccl2 und Ccl7
im Lebergewebe der IR-behandelten 1122bp™ Tiere im Vergleich zu den IR-behandelten
Wildtypen héchstwahrscheinlich abhéngig vom verstarkten Leberschaden war und nicht
auf einen direkten Effekt von 1122bp zurlckzufiihren ist. Die Gene Ccl5, Cxcll und
Cxcl5 wurden ebenso nach Behandlung hochreguliert. Dennoch konnte kein
Unterschied zwischen den IR-behandelten 1122bp™ Tieren und IR-behandelten
Wildtypen nachgewiesen werden. Cxcl12 war dagegen in den IR-behandelten 1122bp™
Tieren herunterreguliert im Vergleich zu den IR-behandelten Wildtypen. Cxcl11 und
Cxcl13 zeigten keine Verdnderung in der Genexpression in beiden Gruppen nach der

Behandlung.

3.1.6.2 Uberprifung eines CXCL10 abhangigen Mechanismus der verstarkten
Leberschadigung in den 1122bp™ Tieren

Das Chemokin CXCL10 wurde bereits im Kontext des IR-induzierten Schadens als pro-
inflammatorischer Faktor beschrieben. Die Untersuchung zeigte, dass Cxcl10” Tiere
wahrend einer IR-vermittelten Leberschadigung geschiitzt waren'®. Auf Grund der
Hochregulation von Cxcl10 in den 1122bp” Tieren wurde ein CXCL10 abhangiger
Mechanismus tberprift. Daftr wurden Wildtypen und 1122bp™ Tiere mit einem
Antikdrper gegen CXCL10 behandelt und 24 h spater eine IR-Schadigung durchgefihrt.
Als Kontrolle dienten Wildtypen und 1122bp™ Tiere, die nicht mit dem Antikérper

behandelt worden waren.
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Abbildung 3.25: (A) Nachweis der Alanin-Aminotransferase in Wildtypen und 1122bp™ Tieren, die 24 h
zuvor mit einem anti-CXCL10 Antikorper behandelt worden sind und Wildtypen und 1122bp™ Tieren
ohne Antikorperbehandlung 6 und 48 h nach IR-Schaden. (B) Reprasentative mikroskopische Aufnahmen
von H&E gefarbten Leberpraparaten von Wildtypen und 1122bp” Tieren mit und ohne
Antikorperbehandlung 48 h nach IR-Schaden. Quantifizierung der Nekroseldsionen mit Hilfe des
Programms ImageJ. Die Ergebnisse zeigen Daten von drei unabhdngigen Experimenten. Angaben +/-
SEM; n = 3-16; * p =< 0,05; ** p=<0,01.

Fur die Auswertung der Leberschadigung wurden die Transaminasen 6 und 48 h nach
IR im Plasma gemessen. Die Antikorper-behandelten 1122bp™ Tiere aber nicht die
Wildtypen wiesen in beiden Untersuchungen signifikant geringere ALT-Werte im
Vergleich zu den unbehandelten Tieren auf. Die Untersuchung der Nekrose im
Lebergewebe zeigte ebenso deutliche Unterschiede zwischen den vorbehandelten und
nicht behandelten II22bp"' Tieren aber nicht in den Wildtypen. In den Leberproben der

1122bp™" Tiere, die zuvor mit dem anti-CXCL10 Antikérper behandelt worden waren,
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konnten weniger Nekrosel&sionen beobachtet werden. Daruber hinaus zeigten die
unbehandelten 1122bp™ Tiere im Vergleich zu den unbehandelten Wildtypen in der
Histologie und anhand der Transaminasen einen hoheren Leberschaden, wahrend anti-
CXCL10 behandelte 1122bp™ Tiere und Wildtypen in der Histologie und anhand der
Transaminasen einen vergleichbaren Leberschaden hatten. Folglich deuten diese
Ergebnisse darauf hin, dass die ernéhte Suszeptibilitit der IL-22BP defizienten Tiere
zumindest teilweise abhangig von CXCLI10 zu sein scheint (Abb. 3.25).

3.1.7 Untersuchung der Expression von Cxcl10 und Cyp2el im APAP-

induzierten Leberschaden

In einem zweiten Schritt sollte Gberpruft werden, ob dhnliche Mechanismen im APAP-
induzierten Leberschaden vorliegen. Auf Grund eines Cxcl10-abhangigen Mechanismus
einer verstarkten Leberschadigung im IR-Modell wurde die Cxcl10 Expression ebenso
auch in den APAP behandelten Wildtypen und IL22bp™ Tieren tiberpriift. Die Injektion
mit APAP verursachte eine gesteigerte Expression von Cxcll0 in beiden
Versuchsgruppen. Nach 24 h wurde das Gen erheblich runterreguliert. 48 h nach APAP-
Injektion hatte sich die Expression noch nicht wieder normalisiert. Wildtypen und
IL22bp™ Tiere zeigten beide das gleiche Expressionsmuster und wiesen keine
signifikanten Unterschiede in der Cxcl10 Expression zu den Uberpriiften Zeitpunkten
nach APAP-Injektion auf (Abb.3.26).
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Abbildung 3.26: Uberpriifung der Genexpression von Cxcl10 mittels RT-PCR in Lebergewebe von
unbehandelten Wildtypen und 1122bp™ Tieren, sowie Leberproben von behandelten Wildtypen und

1122bp™ Tieren 8, 24 und 48 h nach APAP-Injektion. Angaben +/- SEM; n = 4-10.
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Eine Untersuchung zeigte, dass transgene Tiere mit einer Uberexpression von 1L-22 in
der Leber eine verstéarkte Leberschadigung nach APAP-Injektion aufweisen. In diesem
Zusammenhang konnte ein Cytochrom 2E1 abhéngiger Mechanismus festgestellt
werden. Die transgenen Tiere zeigten per se eine gesteigerte Expression des
Cytochroms. Eine Deletion von Cyp2El verminderte die Leberschadigung™®.
Infolgedessen wurde die Expression von Cyp2el in Wildtypen und 1L22bp™ Tieren
uberprift (Abb. 3.27).
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Abbildung 3.27: Uberpriifung der Genexpression von Cyp2el mittels RT-PCR in Lebergewebe von
unbehandelten Wildtypen und 1122bp™ Tieren, sowie Leberproben von behandelten Wildtypen und
[122bp™ Tieren 8, 24 und 48 h nach APAP-Injektion. Angaben +/- SEM; n = 4-10.

Im gesunden Zustand war die Expression des Cytochroms Cyp2el in den Wildtypen
und 1L22bp™ Tieren &hnlich stark ausgepragt. Beide Versuchsgruppen zeigten 8 h nach
APAP-Behandlung eine deutlich geringere Expression, die sich jedoch nach 48 h
wieder normalisierte. Wildtypen und 1L22bp™ Tieren zeigten allerdings zu keinem
Zeitpunkt signifikante Unterschiede in der Expressionsstarke von Cyp2el nach der
APAP-Injektion.

Die Untersuchung der Cxcl10 und Cyp2el Expression nach einem APAP-vermittelten
Leberschaden ergab keinen Hinweis auf eine verénderte Genregulation hinsichtlich der

verschiedenen Genotypen.
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3.1.8 Uberprifung der Leukozytenzusammensetzung nach einem APAP-

induzierten Leberschaden in Wildtypen, 11227 und 1122bp™ Tieren

Fur die Untersuchung der Rolle von IL-22 in der verstarkten Leberschédigung erfolgte
eine Charakterisierung der infiltrierenden Immunzellen nach einer APAP-Behandlung.
Dafur wurde eine Auftrennung der Leukozyten, wie in Abbildung 3.16 und 3.18
dargestellt, durchgefuhrt. Fur den ersten Versuchsansatz wurde die absolute Zellzahl
von Granulozyten (Ly6G*, CD11b"), NK-Zellen (NK1.1*, CD3"), dendritische Zellen
(CD11c*, CD11b; CD11c*, CD11b") und Monozyten (Ly6C*, CD11b") 6 und 24 h
nach APAP-Injektion in den Lebern von Wildtypen, 11227 und 1122bp™ Tieren
uberprift (Abb. 3.28 A und B).
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Abbildung 3.28: Quantifizierung der absoluten Zellzahl bezogen auf 1g Lebergewicht von Granulozyten
(Ly6G*, CD11b"), NK-Zellen (NK1.1%, CD3"), dendritische Zellen (CD11c", CD11b"; CD11c", CD11b")
und Monozyten (Ly6C*, CD11b") in Wildtypen, 11227 und 1122bp™ Tieren 6 h (A) und 24 h (B) nach
APAP-vermittelten Leberschaden mit Hilfe des Programms FlowJo. Angaben +/- SEM; n = 6.

Die durchflusszytometrische Auswertung zeigte keinen signifikanten Unterschied in der
Anzahl von Granulozyten, NK-Zellen, dendritischen Zellen und Monozyten in den
Lebern der Wildtypen, 11227 und 1122bp”" Tieren 6 und 24 h nach APAP-induzierter
Leberschadigung. Allerdings konnten tendenziell weniger NK-Zellen und dendritische
Zellen (CD11c’, CD11b") 24 h nach APAP-Injektion in den 1122bp™ Tieren im
Vergleich zu den Wildtypen festgestellt werden. Fir eine Bestatigung der verminderten
Zellzahl von NK-Zellen und dendritischen Zellen misste jedoch ein zweiter Versuch
durchgefuhrt werden. Fir den nachsten Versuchsansatz erfolgte eine Analyse der
Infiltration von y8 T-Zellen (y& TCR") und CD4" T-Helferzellen (CD3", CD4") 6 h nach
APAP-Injektion in Wildtypen, 11227 und 1122bp” Tieren (Abb. 3.29 A). Dariiber hinaus
wurden 24 h nach Behandlung zusatzlich die T-Helferpopulationen Ty17 Zellen (IL-
17A" IFN-y"), Tul Zellen (IL-17A", IFN-y+) und IFN-y produzierende Ty17 Zellen (IL-
17A", IFN-y") in den Lebern der Wildtypen, 1122”7 und 1122bp™ Tiere untersucht (Abb.
3.29 B).
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Abbildung 3.29: (A) Quantifizierung der absoluten Zellzahl bezogen auf 1g Lebergewicht von yd T-
Zellen (y8 TCR") und CD4" T-Helferzellen (CD3*, CD4") in Wildtypen, 1122”7 und 1122bp™ Tieren 6 h
nach APAP-vermittelten Leberschaden. (B) Quantifizierung der absoluten Zellzahl bezogen auf 1g
Lebergewicht von y8 T-Zellen (y§ TCR"), CD4" T-Helferzellen (CD3", CD4") Ty17 Zellen (IL-17A,
IFN-y), Tul Zellen (IL-17A°, IFN-y") und IFN-y produzierende Tyl7 Zellen (IL-17A", IFN-y") in
Wildtypen, 11227 und 1122bp™ Tieren 24 h nach APAP-Injektion. Angaben +/- SEM; n = 6.

Es konnten keine Unterschiede in der Zellinfiltration von y& T-Zellen und CD4" T-
Helferzellen 6 h nach APAP-Injektion festgestellt werden. Dariber hinaus zeigte die
Auswertung 24 h nach APAP-Behandlung ebenso keine signifikanten Abweichungen in
der Anzahl der y5 T-Zellen, CD4" T-Zellen, Ty17 Zellen und Tyl Zellen in den Lebern
der Wildtypen, 11227 und 1122bp™ Tieren. Die Analyse der Zellinfiltration ergab in
Bezug auf die verschiedenen Genotypen keine signifikanten Auffalligkeiten nach
Induktion des Leberschadens.

3.1.9 Aktivierung von STAT3 im APAP-vermittelten Schaden im
Lebergewebe von Wildtypen, 11227 und 1122bp™ Tieren

In der Literatur wurde bereits gezeigt, dass die Vorbehandlung mit rekombinanten IL-
22 Protein sich protektiv auf den APAP-induzierten Leberschaden auswirkt. Dieser
Mechanismus ist von der STAT3-Aktivierung abhéngig, da eine Leber-spezifische
STAT3 Deletion den hepatoprotektiven Einfluss von IL-22 im APAP-induzierten
Leberschaden vollstandig aufhebt’®. Des Weiteren ist bekannt, dass IL-22 STAT3 in
Hepatozyten aktivieren kann*. Ein verstarkter Leberschaden konnte auch in den 11227
und 1122bp”" Tieren im Vergleich zu den Wildtypen nachgewiesen werden (Abb. 3.8

und 3.9). Infolgedessen wurde die STAT3-Aktivierung auf Proteinebene mittels

81



Ergebnisse

Western Blot in Wildtypen, 11227 und 1L22bp” Tieren 8 h nach einer APAP-
Behandlung untersucht (Abb. 3.30).

Oh 8h nach APAP-Injektion

pSTATS = = e = M

. R = ) _ -
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WT 11227 1122bp™ WT 122" 1122bp™

Abbildung 3.30: Nachweis der STAT3-Phosphorylierung mit Hilfe des Western Blot-Verfahrens im
Lebergewebe von unbehandelten Wildtypen, 11227 und IL22bp™ Tieren und Leberproben von Wildtypen,
11227 und 1L22bp™ Tieren, die 8 h zuvor mit APAP behandelt worden sind. Der Nachweis von STAT3
diente als Ladekontrolle.

Die unbehandelten Proben weisen per se eine deutlich niedrigere Phosphorylierung von
STAT3 auf verglichen mit APAP behandelten Tieren. Jedoch wurde der
Transkriptionsfaktor bereits in den unbehandelten 11227 Tieren verglichen mit
Wildtypen nur sehr schwach aktiviert. Die Analyse zeigte eine starke Phosphorylierung
von STAT3 8 h nach APAP-Injektion in den Wildtypen und zum Teil noch starker in
den 1L22bp™" Tieren im Vergleich zu den unbehandelten Proben. Im Gegensatz dazu
wurde STAT3 in den Leberproben der 11227 Tiere nach APAP-Behandlung nur maRig
aktiviert. Das Ausmald der Phosphorylierung war vergleichbar mit den Proben der
unbehandelten IL22bp™ Tiere. Die Aktivierung von STAT3, die durch die APAP-

Injektion hervorgerufen wird, scheint somit teilweise durch IL-22 bedingt zu sein.

3.2 Einfluss von IL-22 und IL-22BP im Mdr2” Modell

Verschiedene Studien haben bereits gezeigt, dass IL-22 die Tumorentwicklung in der
Leber durch die Aktivierung von STAT3 begiinstigt'*>**’. Ebenso ist auch ein wichtiger
Effekt von IL-22BP in einem Kolitis-assoziierten Kolonkarzinommodell bekannt!®.

Bisher wurden chemisch-induzierte Karzinommodelle verwendet um den Einfluss von
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IL-22 in der Hepatokarzinogenese zu untersuchen. Im Gegensatz dazu entwickeln
Mdr2” Tiere eine chronische Hepatitis mit fibrotischen und zirrhotischen
Veranderungen, die anschlieRend zur Tumorentstehung fiihren kann'’’. Weibliche Tiere
weisen im Gegensatz zu den mannlichen Tieren eine schwerwiegendere Pathologie in
diesem Modell auf'®. Daher wurde fir die Untersuchung der Funktion von IL-22 und

IL-22BP in der Hepatokarzinogenese mit weiblichen Tieren gearbeitet.

3.2.1 Regulation der Genexpression von 1122, 1122bp und 1122r1 im Mdr2”
Modell

Fur diesen Versuch wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten Lebergewebeproben von
weiblichen Mdr2” Tieren entnommen, die RNA extrahiert und mittels RT-PCR die
Expression von 1122, 1122bp und 1122r1 untersucht. 1122 konnte nur teilweise und mit
geringer Expression in den Leberproben nachgewiesen werden. Die Analyse von 1122bp
zeigte im Verlauf von 16 Monaten Schwankungen im Expressionsmuster. Nach 12 und
32 Wochen wurde das Gen leicht herunterreguliert. In der Genexpression von 1122r1

konnte im zeitlichen Verlauf keine Veranderungen festgestellt werden (Abb. 3.31).
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Abbildung 3.31: Genexpressionsanalyse von hepatischen 1122, 1122bp und 1122r1 mittels RT-PCR von
Mdr2” Tieren im Alter von 6, 12, 20, 32, 52 und 68 Wochen. Angaben +/- SEM; n = 3-6.
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3.2.2 Untersuchung der Tumorentwicklung in Mdr2”, 11227 /Mdr2” und
1122bp”"/Mdr2™ Tieren

Die Auswertung der Tumorentwicklung in den Mdr2”, 11227/Mdr2” und 1122bp™
IMdr2”" Tieren erfolgte nach 52, 60 und 68 Wochen mit Hilfe von MRT-
Untersuchungen. Die Ergebnisse zeigten keinen signifikanten Unterschied im gesamten
Tumorvolumen zwischen den einzelnen Gruppen. Die 11227/Mdr2” Tiere wiesen
jedoch tendenziell kleinere Tumore auf im Vergleich zu den Mdr2”" Tieren. Allerdings
konnte auch kein Unterschied in der Anzahl der Ldsionen festgestellt werden (Abb.
3.32).
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Abbildung 3.32: (A) Reprasentative MRT-Aufnahmen von Tumoren in der Leber von Mdr2”, 11227
IMdr27 und 1122bp™/Mdr2” Tieren nach 68 Wochen. (B) Analyse des Tumorvolumens von Mdr2™, 1122
FIMdr2” und 1122bp™/Mdr2”" Tieren im Alter von 52, 60 und 68 Wochen mittels MRT-Dokumentation
und Quantifizierung des Lebervolumens nach Auswertung der Aufnahmen mit Hilfe des Programms
Imagel. (C) Anzahl der Tumorlasionen in Mdr2”, 11227/Mdr2” und 1122bp”/Mdr2” Tieren nach 68
Wochen. Angaben +/- SEM; n = 13-17.

3.2.3 Untersuchung der Funktion von IL-22 und IL-22BP in der

Leberschadigung der Mdr2” Tiere im zeitlichen Verlauf

Mdr2”" Tiere entwickeln im frilhen Alter eine cholestatische chronische Hepatitis mit
fibrotischen Verdnderungen des Lebergewebes. Mit Hilfe der Bestimmung von
Transaminasen wurde das Ausmall der Leberschaddigung im zeitlichen Verlauf
beobachtet. Die erste Blutabnahme erfolgte nach 6 Wochen. Weitere Messungen
wurden bis zum Alter von 68 Wochen durchgefiihrt. 1122bp”/Mdr2”" Tiere wiesen im
frihen Alter tendenziell hohere ALT-Werte auf. Teilweise zeigten die 11227 /Mdr2™"
Tiere im Vergleich zu den Mdr2” Tieren einen niedrigeren ALT-Spiegel. Jedoch fehlen
histologische Befunde, um den Grad der Fibrose und Entziindung naher bestimmen zu
konnen. Bis zum Ende der Messung blieben die Werte gréBtenteils unveréndert. Nach
68 Wochen war kein Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen messbar (Abb.
3.33).
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Abbildung 3.33: (A) Nachweis der Alanin-Aminotransferase in Mdr2”, 11227/Mdr2” und 1122bp™
/Mdr2™ Tieren an den angegebenen Zeitpunkten. (B) Nachweis der Alanin-Aminotransferase in Mdr2™,

112277 /Mdr2” und 1122bp™/Mdr2" Tieren nach 68 Wochen. Angaben +/- SEM; n = 14-17.

3.2.4 Einfluss von IL-22 und IL-22BP auf die Proliferation wahrend der
Tumorentwicklung in den Mdr2™ Tieren

Fur die Untersuchung der Proliferationsrate wurden Leberpraparate von 68 Wochen
alten  Mdr2”, 11227/Mdr2”-  und  1122bp”/Mdr2”"  Tieren angefertigt und
immunhistochemisch auf die Expression von Ki-67 Uberpriift. Zwischen den Gruppen
konnte in der Anzahl der proliferierenden Hepatozyten kein signifikanter Unterschied
beobachtet werden. In der Tendenz zeigten 1122bp™/Mdr2” Tiere im Vergleich zu den
Mdr2”" und 11227 /Mdr2” Tieren mehr Ki-67 positive Hepatozyten (Abb. 3.34).
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Abbildung 3.34: Représentative mikroskopische Aufnahme von Ki-67 gefarbten Leberpréparaten von
Mdr27, 11227 /Mdr2”" und 1122bp”/Mdr2”" Tieren im Alter von 68 Wochen und Quantifizierung von Ki-
67 positiven Hepatozyten mit Hilfe des Programms ImageJ. Angaben +/- SEM; n = 10.

3.2.5 Leukozytenzusammensetzung wahrend der Tumorentwicklung in den
Mdr2™", 11227 /Mdr2”" und 1122bp™/Mdr2™ Tieren

Nach der Aufbereitung der Leberproben im Lebergewebe von 68 Wochen alten Mdr2™”",
227 /Mdr2” und 1122bp™/Mdr2”  Tieren erfolgte durchflusszytometrisch die
Untersuchung der Zusammensetzung der einzelnen Leukozytenpopulationen. Mit Hilfe
der in Abb. 3.16 dargestellten Gating-Strategie erfolgte die Auftrennung von
Granulozyten (Ly6G*, CD11b"), NK-Zellen (NK1.1*, CD3Y), dendritische Zellen
(sowohl CD11c’, CD11b als auch CD11c", CD11b") und Monozyten (Ly6C",
CD11b"). Es wurde bei der Zellisolation der Leberproben nicht zwischen tumordsen
und tumorfreiem Gewebe unterschieden. Die durchflusszytometrische Analyse zeigte
eine signifikant héhere Anzahl von Granulozyten in den Lebern der Mdr2”" Tiere im
Vergleich zu den 11227/Mdr2” und 1122bp™/Mdr2”" Tieren. Dariiber hinaus war die
Anzahl der dendritischen Zellen (CD11c*, CD11b") und Monozyten im Lebergewebe
ebenso signifikant niedriger in den 1122bp™/Mdr2” Tieren im Gegensatz zu den Mdr2™”
Tieren. Es konnten keine Unterschiede in der Anzahl der NK-Zellen und CD11c”
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CD11b" Zellen festgestellt werden (Abb. 3.35).
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Abbildung 3.35: Quantifizierung der absoluten Zellzahl bezogen auf 1g Lebergewicht von Granulozyten
(Ly6G*, CD11b"), NK-Zellen (NK1.1*, CD3"), dendritische Zellen (CD11c", CD11b"; CD11c", CD11b")
und Monozyten (Ly6C*, CD11b") im Lebergewebe von Mdr2™, 11227/Mdr2” und 1122bp™/Mdr2™ Tieren
im Alter von 68 Wochen mit Hilfe des Programms FlowJo. Angaben +/- SEM; n = 6-11; * p = < 0,05.

Des Weiteren wurde die Zusammensetzung von Lymphozytenpopulationen wie yo T-
Zellen (y5 TCR"), CD4" T-Helferzellen (CD3", CD4"), T17 Zellen (IL-17A", IFN-y),
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Trl Zellen (IL-17A°, IFN-y") und IFN-y produzierende Ty17 Zellen (IL-17A", IFN-y")

analysiert. Die Strategie fur die durchflusszytometrische Auftrennung der Populationen

ist in Abb. 3.18 dargestellt. Die Analyse zeigte vermehrt IFN-y" T-Zellen insbesondere
Tw17 Zellen in der Leber von 11227/Mdr2” und 1122bp”/Mdr2™ Tieren im Vergleich zu
den Mdr2” Tieren. Weiterhin konnten auch tendenziell mehr y3-T-Zellen in den Mdr2™

Tieren nachgewiesen werden (Abb. 3.36).
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Abbildung 3.36: Quantifizierung der absoluten Zellzahl bezogen auf 1g Lebergewicht von yd T-Zellen
(yd TCR"), CD4" T-Helferzellen (CD3*, CD4"), Ty17 Zellen (IL-17A", IFN-y), Tyl Zellen (IL-17A,
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IFN-y") und IFN-y produzierende Ty17 Zellen (IL-17A*, IFN-y") im Lebergewebe von Mdr2”, 11227
/Mdr27 und 1122bp™/Mdr2” Tieren im Alter von 68 Wochen mit Hilfe des Programms FlowJo. Angaben
+/- SEM; n =6-11; * p = < 0,05; *** p = < 0,001.

Die Mdr2” Tiere zeigten eine hohere Anzahl an Granulozyten, Monozyten und
dendritischen Zellen. Dagegen wiesen die 11227/Mdr2” und 1122bp™/Mdr2” Tiere mehr
IFN-y produzierende T-Zellen auf. Limitierend ist, dass nur sechs Mdr2”~ Kontrolltiere
zur Verfugung standen, sodass eine weitere Uberpriifung der Zusammensetzung der

Immunzellen notwendig ist.
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4  Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Rolle von IL-22 und IL-22BP nach akuter
Leberschadigung im Ischdmie-Reperfusionsmodell, in der Acetaminophen-induzierten
Hepatoxizitdt und im Regenerationsprozess nach einer partiellen Hepatektomie
untersucht. Des Weiteren wurde die Funktion von I1L-22 und IL-22BP in der
Tumorentwicklung wahrend eines chronischen Gewebeschadens néher analysiert. Mit
Hilfe von speziellen Mauslinien, die unter anderem eine Deletion von 1122 und 1122bp
aufwiesen, konnte der Einfluss im Entziindungs- und Regenerationsprozess sowie in der
Karzinogenese Uberprift werden. Darlber hinaus wurde die zellulare Quelle von 1L-22
und IL-22BP im akuten Leberschadigungsmodell identifiziert und der zugrundeliegende

Mechanismus der 1L-22 abhangigen verstarkten Leberschadigung untersucht.

4.1 Der Einfluss von IL-22 und IL-22BP auf die Regeneration und
Inflammation wahrend einer akuten Leberschadigung

Verschiedene Studien haben bereits gezeigt, dass IL-22 vor allem eine protektive
Funktion wéhrend eines akuten Leberschadens aufweist. Das Zytokin kann durch die
Aktivierung von STAT3 die Proliferation und das Uberleben der Hepatozyten nach
einer Leberschadigung fordern®%°. Zusatzlich kann IL-22 in verschiedenen Toxin-
induzierten Hepatitismodellen vor Apoptose schiitzen'*. Des Weiteren verstarkt es die
Produktion von Akute-Phase-Proteinen und unterstitzt die Expression von

138,140,145

Antioxidantien Daruber hinaus konnte gezeigt werden, dass IL-22 die

181,182 Und den

Ausbildung einer nichtalkoholischen Steatohepatitis vermindert
oxidativen Stress sowie die Inflammation in einer Alkohol-induzierten Leberschadigung
verringern kann'****. Zudem wurde in Experimenten nachgewiesen, dass IL-22 direkt
auf Leberstammzellen einwirkt und somit die Proliferation dieser Zellen aktivieren
konnte®®.

Dagegen sprechen Untersuchungen, die auf einen negativen Einfluss von IL-22
hindeuten. In bestimmten Erkrankungen wie beispielsweise wahrend der Psoriasis,
rheumatoiden Arthritis und in der von Ty17-Zellen abhéngigen Kolitis zeigte 1L-22

80,101,128,130.183,184  (Jpherdies konnte in chronischen

auch pathogene Eigenschaften
Lebererkrankungen mit viralen Hepatiden eine pro-inflammatorische Funktion von IL-
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22 nachgewiesen werden'**%_ Es gibt Hinweise darauf, dass IL-22 die Entstehung der
Fibrose fordern kann, indem es die Chemokinexpression in einem transgenen HBV-
Modell steigert und somit die Migration von inflammatorischen Tyl7 Zellen in die
Leber unterstiitzt'®®. Des Weiteren konnte auch eine positive Korrelation zwischen
hohen systemischen 1L-22 Konzentrationen im Serum und Patienten mit
fortgeschrittener Leberzirrhose sowie einer ebenso niedrigen Uberlebensrate festgestellt
werden'®. Dementsprechend kann IL-22 je nach Kontext sowohl protektive als auch
pathogene Eigenschaften aufweisen. Die Kontrolle von 1L-22 ist somit von
entscheidender Bedeutung.

Es gibt verschiedene Mechanismen, die die Expression und Wirkung von IL-22
regulieren kdnnen. Im Darm wurde bereits gezeigt, dass Zytokine wie IL-6 und 1L-23
die Produktion von 1L-22 induzieren kénnen®®’. Des Weiteren kann die Expression
des IL-22 Rezeptors beispielsweise durch die Stimulation mit Lipopolysacchariden in
der Leber hochreguliert werden'®. Dariiber hinaus kann IL-22BP das Zytokin IL-22
binden und neutralisieren. Die Funktion des endogenen Inhibitors IL-22BP wurde in der
Leber jedoch bisher noch nicht untersucht. Es gibt jedoch zahlreiche Untersuchungen
die IL-22 und IL-22BP im Darm bereits untersucht haben. Hierbei wurde gezeigt, dass
IL-22 auch im Darm eine wichtige Funktion in der Wundheilung, anti-mikrobiellen

18 sodass ein Fehlen dieses Faktors

Abwehr und fir die Mukusproduktion erfullt
negative Folgen haben kann?. Jedoch ist die Kontrolle des Zytokins ebenso
entscheidend, da IL-22 einen starken Einfluss auf die Proliferation des Darmepithels
besitzt'®. Diese duale Funktion und folglich die Bedeutung der Kontrolle von IL-22
durch IL-22BP wurde bereits in einem Kolitis-assoziierten Kolonkarzinommodell
dargestellt. Zum einen flhrt die Deletion von 1122 zu einer verstarkten Inflammation im
Darm und fordert dadurch indirekt die Tumorigenese. Zum anderen weisen 1122bp™
Tiere eine verstarkte IL-22- induzierte Tumorzellproliferation und somit ebenfalls eine
verstarkte Tumorentwicklung auf**. Die Kontrolle von 1L-22 mit Hilfe von IL-22BP in
diesem Kolitis-assoziierten Kolonkarzinommodell ist somit unerlasslich*®. Basierend
auf diesen Daten wurde in dieser Arbeit der Einfluss von IL-22BP auf die Kontrolle von

IL-22 in verschiedenen Lebererkrankungen untersucht.
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4.1.1 Expressionsmuster von 1122, 1122bp und 1122r1 wahrend einer akuten

Leberschadigung
Zu Beginn wurde die hepatische Expression von 1122, 1122bp und 1122r1 in den

verschiedenen Leberschadigungsmodellen analysiert. Unsere Daten zeigten, dass die
Genexpression von 1122 im gesamten Gewebe einer gesunden Leber nicht detektierbar
ist. Dagegen konnte nach einer Schadigung der Leber eine Hochregulierung der 1122
Expression festgestellt werden. Die Genexpression von 1122bp und 1122r1 blieb sowohl
vor als auch nach der induzierten Leberschadigung auf einem konstant gleichen Niveau.
In Ubereinstimmung mit anderen Studien konnte gezeigt werden, dass das Gen 1122
nach Induktion eines Gewebeschadens in der Leber hochreguliert wird™***, 1122r1
wies im Gegensatz zu vorherigen Studien keine Expressionsveranderung nach dem
Leberschaden auf. Es konnte bereits von anderen Gruppen eine erhohte 1122r1
Expression nach einem IR-induziertem Gewebeschaden und im Anschluss an eine

191192 Die Unterschiede in der

partielle Hepatektomie nachgewiesen werden
untersuchten Genexpression von [122r1 koénnen allerdings auch auf eine verdnderte
Versuchsdurchfiihrung zurlickzufuihren sein. Die Expression von 1122bp wurde bisher in
der Leber noch nicht Uberprift. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass in einem DSS-
induzierten Kolitismodell wahrend der Entziindungsphase 1122bp herunterreguliert wird
und im Gegensatz dazu eine Hochregulation von 1122 stattfindet™*®. Jedoch konnte trotz
der Hochregulation von 1122 nach dem Leberschaden keine Regulation der 1122bp
Expression festgestellt werden. Es liegt daher nahe, dass die Expression von 1122bp
gewebeabhangig unterschiedlich reguliert werden kann. Einige Daten weisen darauf
hin, dass unter anderem das inflammatorische Milieu und das Mikrobiom des Darms

eine entscheidende Rolle dabei spielen konnten*®.

4.1.2 Zellulare Quelle von 1122 und 1122bp nach einem IR-Schaden

Unsere Ergebnisse deuten auf eine wichtige Funktion von IL-22BP in der Kontrolle von
IL-22 nach der IR-vermittelten Leberschadigung hin. In diesem Zusammenhang wurde
die zellulare Quelle von 1122 und 1122bp sowohl vor als auch nach dem Leberschaden
identifiziert. Die Uberpriifung der einzelnen Zellpopulationen verdeutlichte, dass 1122
vor allem von T-Zellen, Ly6G* CD11b" Granulozyten und Ly6C* CD11b* Monozyten
produziert wurde.
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In der Leber sind bisher verschiedene Zelltypen beschrieben worden, die die Fahigkeit
besitzen 1L-22 zu exprimieren. yd T-Zellen und NK-Zellen koénnen in einem
Infektionsmodell zur Produktion von IL-22 beitragen*®. Zudem wurde gezeigt, dass
ILCs nach einer partiellen Hepatektomie das Zytokin exprimieren kénnen'**. Dariiber
hinaus sind auch NKT-Zellen, CD4" und CD8" T-Zellen als zellulare Quelle von 1L-22
in der Leber beschrieben worden'®. Uberdies konnte bereits in anderen Organen
gezeigt werden, dass wahrend einer Kolitis ebenso neutrophile Granulozyten IL-22
exprimieren kénnen und auch Makrophagen/ Monozyten die Fahigkeit besitzen 1L-22
zu produzieren'®1%,

Die zelluldre Quelle von IL-22BP in der Leber wurde bisher noch nicht untersucht. Das
Ergebnis zeigte, dass vor allem Ly6G" CD11b* Granulozyten sowohl im gesunden
Zustand als auch nach dem IR-vermittelten Schaden [1122bp exprimieren.
Hinzukommend konnte auch auf RNA-Ebene die Expression von [122bp in T-Zellen
und dendritischen Zellen nachgewiesen werden. Nach dem Leberschaden wurde die
Expression in allen untersuchten Zellpopulationen hochreguliert. Die untersuchten
Immunzelltypen migrieren nach dem IR-induzierten Schaden vermutlich vermehrt in
die Leber und verstarken somit die 1122bp Expression. Jedoch war dieser Effekt
hinsichtlich des gesamten Lebergewebes nicht nachweisbar. Der groRte Teil des
Gewebes besteht aus Hepatozyten, die hochstwahrscheinlich nicht an der Produktion
von 1122bp beteiligt sind, wodurch das Expressionsniveau in der gesamten Leber stabil
blieb.

Die zellulare Quelle von IL-22BP ist bisher in anderen Organen nur im Darm
beschrieben worden. Untersuchungen zeigen, dass groftenteils dendritische Zellen zur
Produktion von I1L-22BP beitragen*®. Nach einem Gewebeschaden im Darm kénnen
dariiber hinaus auch eosinophile Granulozyten und CD4" T-Zellen das Protein

153,154

exprimieren . Zusammenfassend wird 1L-22 und IL-22BP von verschiedenen

Immunzellen in der Leber produziert. Jedoch scheint die zelluldre Quelle vom Organ

abhéangig zu sein.

4.1.3 Funktion von IL-22 und IL-22BP wahrend der Regeneration nach

einer IR-induzierten Leberschadigung

Mit Hilfe des IR-induzierten Leberschéddigungsmodells wurde die Funktion von IL-22
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und IL-22BP sowohl in der Leberregeneration als auch wéhrend der Entzindungsphase
untersucht.  Interessanterweise konnten keine Unterschiede hinsichtlich des
Leberschadens und der Proliferationsrate zwischen Wildtypen und 11227 Tieren
festgestellt werden. Dieses Ergebnis wurde von einer Gruppe bestétigt, die nach der
Behandlung mit einem neutralisierenden Antikorper gegen IL-22 keinen Effekt in
diesem Modell nachweisen konnte. Es gab dabei keinen Unterschied im Ausmal} der
Leberschadigung zwischen der Kontrollgruppe und den Tieren die zuvor mit dem
Antikorper behandelt worden waren'®?. Allerdings weisen Daten von verschiedenen
Arbeitsgruppen auch auf eine protektive Funktion von IL-22 in der IR-vermittelten
Leberschédigung hin. Untersuchungen zeigten, dass die einmalige Vorbehandlung mit
rekombinanten IL-22 Protein die Leberschadigung nach IR vermindern kann'®Z
Dariiber hinaus konnen RORyt" NKp46® Zellen, die IL-22 produzieren den IR-
vermittelten Leberschaden reduzieren'®.

Im Gegensatz dazu zeigten 1122bp” Tiere im Vergleich zu den Wildtypen einen
verstarkten Leberschaden nach IR. Die anhaltende Regeneration der Leber war 48 h
nach IR weiterhin durch eine grofle Anzahl an proliferierenden Hepatozyten
gekennzeichnet. Der erhebliche Leberschaden konnte eine Erklarung fir die hohe
Proliferationsrate in den 1122bp” Tieren sein. Das AusmaR der Leberschadigung in den
11227/1122bp”" und 11227 Tieren war dhnlich ausgepragt und dariiber hinaus wesentlich
geringer als in den 1122bp™ Tieren. Diese Daten zeigen, dass der Effekt des verstarkten
Leberschadens in den 1122bp™ Tieren von IL-22 abhangig ist.

Die Ursache der verschiedenen Beobachtungen in unseren Untersuchungen und den
Studien konnten auf einen verénderten Versuchsaufbau, insbesondere durch die
Verabreichung hoher Dosen rekombinanten Proteins, die verlangerte Ischdmiezeit sowie
der Zeitpunkt der Probennahme zurlickzufiihren sein. Eine weitere mogliche Erklarung

97197 und daher

ist die Expressionsstarke von 1122, die von dem jeweiligen Mikrobiom
von den Haltungsbedingungen abhéngig ist. Dementsprechend ist es méglich, dass IL-
22 durch IL-22BP in Wildtypen mit niedriger Expression von IL-22 vollstandig
inhibiert wird, wéhrend dies bei Wildtypen mit einem hohem Expressionslevel von IL-
22 nicht der Fall sein konnte.

Zusammenfassend kann endogenes IL-22 die Leberregeneration potentiell fordern, ist

jedoch nicht essentiell fir die Regeneration in diesem Model. Der verstarkte
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Leberschaden der 1122bp™ Tiere impliziert, dass das endogene IL-22 sogar einen
pathogenen Einfluss auf die Regeneration nach dem IR-induzierten Schaden haben
kann, wenn es nicht durch IL-22BP kontrolliert wird. Folglich deuten die Daten
daraufhin, dass IL-22 Kontext-abhdngig sowohl protektive als auch pathogene

Eigenschaften in der Leberregeneration haben kann.

4.1.4 Pro-inflammatorischer Einfluss von IL-22 durch fehlende Kontrolle

von IL-22BP nach einem IR-vermittelten Leberschaden

Wir konnten zeigen, dass die fehlende Kontrolle von IL-22 durch die Deletion von
1122bp eine erhohte Leberschadigung im Vergleich zu den Wildtypen bewirkte. Fur die
Untersuchung des Mechanismus einer verstarkten Leberschédigung ergab eine
Uberpriifung der Leukozytenzusammensetzung, dass vor allem pro-inflammatorische
Monozyten (Ly6C™"®" und CD11b") und CD11c* CD11b" dendritische Zellen 12 h nach
dem IR Schaden vermehrt in der Leber von 1122bp™ Tieren nachgewiesen werden
konnten. Zirkulierende Monozyten werden mit Hilfe von Chemokinen aus dem Blut in
die Leber rekrutiert und konnen das Gewebe nach der Reperfusion zusatzlich

schadigen'*®1%

. Inflammatorische Monozyten haben unter anderem die Eigenschaft
pro-inflammatorische Zytokine wie TNF-o und IL-1B freizusetzen und sowohl
proteolytische Enzyme als auch reaktive Sauerstoffspezies zu produzieren'®. Die Rolle
von dendritischen Zellen nach einer IR wird noch kontrovers diskutiert’*?*!. Leber-
residente dendritische Zellen besitzen die Fahigkeit die Leberschadigung nach IR zu
vermindern, wahrend infiltrierende dendritische Zellen die Entziindungsprozesse und
den Schweregrad der Nekrose verstarken kénnen®?. Somit kénnte die Migration der
inflammatorischen Monozyten maRgeblich zum Phanotyp der 1122bp”" Tiere nach dem
IR-vermittelten Schaden beitragen. Dies lasst vermuten, dass eine unkontrollierte
Aktivitat von IL-22 in den 1122bp™ Tieren eine verstarkte Entziindungsreaktion nach

einer IR-induzierten Leberschadigung begiinstigen kann.

4.15 IL-22 abhangige Cxcl10 Uberexpression verstarkt die IR-induzierte
Leberschadigung
Auf Grund einer verstarkten Rekrutierung von inflammatorischen Monozyten und

dendritischen Zellen nach einem IR-induzierten Schaden wurde mit Hilfe der RNA-
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Sequenzierung die Expressionsveranderung von verschiedenen Chemokinen in der
Leber von 1122bp” Tieren im Vergleich zu Wildtypen untersucht. Dabei wurde eine
Hochregulation von Cxcl10 in den Lebern der 1122bp™ Tiere unabhingig vom
Leberschaden festgestellt. Interessanterweise wurde bereits gezeigt, dass eine Deletion
von Cxcl10 die Leberschadigung in diesem Modell stark vermindern kann und somit
eine wichtige Rolle in der Pathogenese des IR-Modells einnimmt'’®. Dementsprechend
haben unsere Untersuchungen gezeigt, dass die Neutralisierung von Cxcl10 mit Hilfe
eines Antikorpers den Leberschaden in den 1122bp™ Tieren nach IR-Behandlung
vermindert. Die II22bp"' Tiere zeigten &hnlich wie die Wildtypen weniger
Nekroselasionen und Transaminasen im Blut. Demzufolge konnte ein Cxcl10-
abhangiger Mechanismus der verstarkten Leberschadigung in den 1122bp” Tieren
festgestellt werden.

Cxcl10 kann unter inflammatorischen Bedingungen in der Leber von Hepatozyten
exprimiert werden?*>?®® Neben Monozyten reagieren auch andere Immunzellen wie
beispielsweise T-Zellen auf das Chemokin, die ebenso den Leberschaden noch

verstarken konnten4297

. In Bezug auf IL-22 konnte in einem HBV-Modell bereits
nachgewiesen werden, dass das Zytokin die Expression von Cxcl10 stimuliert und somit
die Rekrutierung von T-Zellen aktiviert und den Leberschaden verstarken kann*®. Des
Weiteren reduziert die Neutralisierung von IL-22 die Expression von Cxcl10 und kann
dadurch die Migration von pro-inflammatorischen Zellen in die Leber verhindern®.
Dartiber hinaus konnte gezeigt werden, dass IL-22 in einem in vitro Experiment unter
dem Einfluss von IFN-a den Transkriptionsfaktor STAT1 aktiviert und die Expression
von Cxcl10 in verschiedenen Zelllinien induzieren kann®®®. Es ist bekannt, dass
plasmazytoiden dendritischen Zellen, die auf Grund der Schadigung vom Blut in die
Leber migrieren, IFN-a wihrend eines Reperfusionsschadens exprimieren konnen®*.

Zusammenfassend verdeutlichen diese und unsere Ergebnisse, dass die fehlende
Kontrolle von IL-22 wahrend einer Leberschadigung eine Hochregulation der Cxcl10
Expression bewirkt. Das Chemokin kann wiederum die Rekrutierung von pro-
inflammatorischen Zellen in die Leber unterstutzten, wodurch der IR-induzierte
Schaden noch verstarkt werden konnte. Die infiltrierenden Monozyten exprimierten
dariber hinaus zusétzlich 1L-22, sodass die Cxcl10 Produktion durch einen positiven

Feedback-Mechanismus noch gesteigert werden konnte. Diese Ergebnisse
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veranschaulichen, dass 1L-22 hochstwahrscheinlich auch pro-inflammatorische

209

Eigenschaften in der akuten Leberschadigung aufweist™ und somit die Kontrolle des

Zytokins durch IL-22BP einen entscheidenden Einfluss haben kdnnte.

4.1.6 Protektiver Einfluss von IL-22 auf die Regeneration nach einem

APAP-induzierten Leberschaden

Die bisherigen Ergebnisse deuten auf eine potentielle pathogene Funktion von IL-22
nach einem akuten Leberschaden hin. Um diese Ergebnisse zu bestatigen, wurde in
einem weiteren akuten Leberschédigungsmodell die Rolle von IL-22 und IL-22BP
erneut analysiert. Im Gegensatz zu den Untersuchungen im IR-Modell wiesen APAP
behandelte 11227 und 1122bp” Tiere einen signifikant starkeren Leberschaden im
Vergleich zu den Wildtypen auf. Der Leberschaden der 11227 Tiere war in diesem
Zusammenhang genauso stark ausgepragt wie die Leberschadigung in den 1122bp™
Tieren. Des Weiteren konnte auch eine verzdgerte Regeneration in den 11227 und
1122bp™ Tieren nachgewiesen werden. Alle drei Mauslinien zeigten 24 h nach APAP
Injektion einen ahnlich ausgepréagten Leberschaden und auch die Anzahl
proliferierender Hepatozyten wies keine Unterschiede auf. 48 h nach APAP Behandlung
konnte hingegen in den Wildtypen weiterhin Nekrose und erhdhte ALT-Spiegel in den
11227 und 1122bp™ Tieren beobachtet werden. Dartiber hinaus wurde nach 48 h im
Gegensatz zu den Wildtypen eine hohe Proliferationsrate der Hepatozyten
nachgewiesen. Der Befund, dass 11227 Tiere in einem T-Zell vermittelten Hepatitis-
Modell ebenfalls einen gréReren Leberschaden aufweisen, wurde bereits in einer
vorherigen Studie bestatigt'**. Die per se verminderte STAT3 Phosphorylierung in den
11227 Tieren und ebenfalls schwach ausgepragte STAT3-Aktivierung nach der APAP-
Behandlung koénnte eine verzdgerte Regeneration des Leberparenchyms nach 48 h
erklaren. Das Fehlen von IL-22 bewirkte vermutlich eine verringerte STAT3-abhéngige
Induktion von mitogenen und anti-apoptotischen Proteinen. Dieser Signalweg scheint
allerdings in diesem Modell fiir die Leberregeneration von stérkerer Bedeutung zu sein.
Passend hierzu hat eine Untersuchung gezeigt, dass die einmalige Gabe von
rekombinanten IL-22 Protein vor der APAP Injektion eine Aktivierung von STAT3
initiiert und somit die Proliferation und das Uberleben der Hepatozyten unterstiitzten
kann?®. Dieser protektive Effekt wird wiederum durch eine Deletion des
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Transkriptionsfaktors STAT3 in der Leber aufgehoben'®®.

Allerdings erzielte die
tendenziell starkere Phosphorylierung von STAT3 in den 1122bp™ Tieren nach der
APAP Behandlung keinen zusétzlichen kompensatorischen Effekt in der
Leberregeneration. Vielmehr zeigten 1122bp” Tiere einen hoheren Leberschaden, was
eine zusatzliche pathogene Funktion von unkontrolliertem 1L-22 vermuten lasst. Es ist
jedoch unklar welche Mechanismen diesem Befund zugrunde liegen.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass IL-22 in diesem Modell
kontextabhéngig sowohl protektive Eigenschaften in der Leberregeneration aufweist als
auch eine pathogene Rolle in der APAP-induzierten Leberschadigung einnehmen kann.
Daher ist eine strikte Kontrolle der Aktivitat von IL-22 durch IL-22BP von essentieller

Bedeutung.

4.1.7 Pathogene Funktion von IL-22 wahrend der APAP-induzierten
Hepatoxizitat

Die Untersuchung der APAP-vermittelten Leberschadigung zeigte, dass 1122”7 und
1122bp™" Tiere im Vergleich zu den Wildtypen einen starker ausgepragten Leberschaden
aufwiesen. Einerseits war die Regeneration in den 11227 Tieren beeintrachtigt. Demnach
besitzt IL-22 wahrscheinlich einen protektiven Effekt. Allerdings ist unklar wie IL-22 in
den 1122bp™ Tieren die Pathogenese in diesem Modell ebenso auch fordern kann.

Auf Grund einer Cxcl10-abhangigen Leberschadigung in den 1122bp” Tieren im IR-
Modell wurde die Expression des Chemokins im APAP-Modell analysiert. Eine
Uberpriifung der hepatischen Cxcl10 Expression ergab jedoch keinen Unterschied
zwischen Wildtypen und 1122bp™ Tieren nach APAP-Injektion. Es konnte dariiber
hinaus auch gezeigt werden, dass Cxcl10 hdochstwahrscheinlich eine protektive
Funktion in diesem Modell aufweist?**2, Dementsprechend konnte eine andere
Ursache fur die verstarkte Leberschadigung verantwortlich sein.

Eine Studie, die ein transgenes Mausmodell verwendet, in dem IL-22 in der Leber
uberexprimiert wird, bestatigte den von uns beobachteten protektiven sowie pathogenen
Einfluss von IL-22. Zum einen schutzte eine einmalige Vorbehandlung mit
rekombinanten IL-22 in Wildtypen vor einem massiven Leberschaden durch die APAP-
vermittelte Hepatoxizitdt, zum anderen wiesen die transgenen Tiere mit dauerhaft

erhéhtem 1L-22 Spiegel eine vergleichsweise stirkere Leberschadigung auf'®®. Die
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chronische Uberexpression von 1L-22 in der Leber filhrt per se zu einer erhéhten
Expression des Cytochroms 2E1'®°. Das Cytochrom 2E1 in den Hepatozyten wandelt
APAP zu dem toxischen Stoffwechselprodukt NAPQI um. Uberschiissiges NAPQI
bindet an Leberproteine und fuhrt zu oxidativen Stress, Dysfunktion der Mitochondrien,
DNA-Schaden und Zelltod®*®. Die Hochregulation von Cytochrom 2E1 ist STAT3
unabhéngig und die Deletion des Cytochroms reduziert die vermehrte Entstehung des
toxischen Metabolit NAPQI und kann somit den APAP-vermittelten Leberschaden in
den IL-22 transgenen Mausen verringern. Eine STAT3 Deletion in der Leber der
transgenen Tiere zeigte in der Studie Kkeine Besserung im Ausmall der
Leberschadigung'®®. Unsere Analyse der Cyp2el Expression im Lebergewebe der
1122bp™" Tiere im Vergleich zu den Wildtypen ergab jedoch keine Hochregulierung der
Expression von Cyp2el im gesunden Zustand sowie nach APAP-induzierter
Leberschadigung. Die niedrige Expression nach der APAP-Injektion kdnnte auf die
weitreichende Zerstérung des Leberparenchyms oder auf einen negativen Feedback-
Mechanismus zuriickzufiihren sein. Die Metabolisierung von APAP beginnt allerdings
bereits schon 2 h nach der Behandlung®*. Unsere Untersuchungen haben gezeigt, dass
bereits nach 6 h ein Teil der Hepatozyten abgestorben war, sodass der gewahlte
Zeitpunkt fir die Expressionsanalyse von 8 h auch zu spét sein konnte. Die endogene
Expression von IL-22 ist in der Leber in unseren Versuchen tendenziell sehr niedrig.
Mittels Uberexpression und Applikation von rekombinanten Protein kann die 1L-22-

Konzentration im Serum und in der Leber massiv erhdht sein'®**%

, sodass die
physiologischen Auswirkungen nicht abschétzbar sind. Dies konnte erklaren, warum die
transgenen Tiere per se eine hohe Cytochrom 2E1 Expression aufweisen.

Ein zweiter mdoglicher Mechanismus koénnte ebenso durch die verstarkte STAT3
Aktivierung in den 1122bp” Tieren verursacht werden. Es ist bereits bekannt, dass

STAT3 nicht nur die Regeneration fordert™®

, sondern auch eine pro-inflammatorische
Funktion in der akuten Leberschadigung einnehmen kann?®. Jedoch ist diese Funktion
sehr stark vom Zelltyp abhdngig. Eine STAT3 Aktivierung in Hepatozyten kann den
Entziindungsvorgang nach einem akuten Leberschaden verstarken, wahrend die
Aktivierung von STAT3 in myeloiden Zellen die Inflammation vermindert?’. Dabei
konnte beobachtet werden, dass eine Inaktivierung von STAT3 in Hepatozyten zu einer

geringeren Rekrutierung von inflammatorischen Zellen fiihren kann und weniger pro-

100



Diskussion

inflammatorische  Zytokine freigesetzt werden?’. Hepatozyten tragen auf ihrer
Oberflache den IL-22R1 und kénnen somit direkt auf IL-22 reagieren*®. Eine
gesteigerte  Aktivierung von STAT3 kann somit mdglicherweise den
Entziindungsprozess verstarken. Die Uberpriifung der Immunzellpopulationen 6 und 24
h nach der APAP-Injektion ergab allerdings keinen mafRgeblichen Hinweis auf eine
verstarkte Infiltration von pro-inflammatorischen Immunzellen in die Leber der 1122bp™
Tiere. Jedoch ist es moglich, dass zu einem anderen Zeitpunkt die Migration pro-
inflammatorischer Zellen stattfindet und somit den verstérkten Leberschaden erkldren
konnte.

Die immunologischen Mechanismen in der APAP-vermittelten Leberschadigung sind
noch unzureichend untersucht. Die Aktivierung von Kupffer-Zellen durch den APAP-
induzierten Zelltod der Hepatozyten setzt eine grofle Anzahl von Zytokinen und
Chemokinen frei. Somit werden verschiedene Immunzellen wie neutrophile
Granulozyten, Monozyten, Makrophagen, NKT-Zellen CD4" und CD8" T-Zellen in die

170 Unsere Uberpriifung der Leukozytenzusammensetzung konnte

Leber rekrutiert
aufzeigen, dass tendenziell weniger dendritische Zellen und NK-Zellen in die Leber der
l122bp™ Tiere migrierten. Es ist bekannt, dass dendritische Zellen positive
Eigenschaften im APAP-vermittelten Leberschaden aufweisen kénnen, indem sie die
Aktivierung von NK-Zellen und neutrophilen Granulozyten reduzieren®®. Demnach
kdnnte eine verminderte Anzahl von dendritischen Zellen den Entziindungsprozess
verstarken. Im Gegensatz dazu kdnnen NK-Zellen durch die Produktion von IFN-y die
Schadigung des Lebergewebes verschlimmern®®. Es gibt einige Hinweise, dass IFN-y

entscheidend zur Pathogenese beitragen kann®?

. Allerdings ist die zellulare Quelle von
IFN-y im APAP-Modell noch nicht ausreichend untersucht worden?!. Daher ist auch
die Funktion von NK-Zellen im APAP-Modell weiterhin unklar*”®. Die Infiltration der
Immunzellen sollte in weiteren Experimenten analysiert werden, da eine Beteiligung an

der verstarkten Leberschadigung nicht ausgeschlossen werden kann.

Die Funktion von IL-22 in diesem Leberschédigungsmodell konnte anhand der
Ergebnisse nicht ausreichend geklart werden. Die Deletion von IL-22 fiihrte
hochstwahrscheinlich auf Grund der verminderten STAT3-Aktivierung zu einer

Beeintrachtigung der Regeneration. 1L-22 wirkt direkt durch Stimulation von anti-
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apoptotischen Genen auf das Uberleben der Hepatozyten ein und kann somit zudem
auch vor einer Nekrose-bedingten Inflammation schiitzen®. 1122bp™ Tiere wiesen
daruber hinaus ebenso einen verstarkten Leberschaden auf. Jedoch ist immer noch
unklar, wie die unkontrollierte Aktivitit von IL-22 in diesem Modell den
Gewebeschaden und die Regeneration negativ beeinflusst. Weitere Untersuchungen

sind daher notwendig, um diesen Mechanismus aufzuklaren.

4.1.8 Einfluss von IL-22 und IL-22BP auf die Leberregeneration nach einer

partiellen Hepatektomie

Die sowohl protektive als auch pathogene Funktion von IL-22 wurde im IR- und APAP-
Modell bereits eingehend untersucht. Allerdings wird in beiden Modellen die
Leberregeneration durch Faktoren wie Nekrose und oxidativen Stress beeintrachtigt.
Mit Hilfe des Modells der partiellen Hepatektomie konnte der Prozess der Regeneration
mit weniger zusatzlichen Einflussfaktoren analysiert werden. Die Auswertung unserer
Messdaten zeigte, dass das Lebervolumen der Wildtypen, 11227 und 1122bp™ Tiere
wahrend der Regeneration zu keinem untersuchten Zeitpunkt Abweichungen aufwies.
Somit war die Regenerationsfahigkeit nach der partiellen Hepatektomie auf Grund der
unterschiedlichen Genotypen weder beschleunigt noch verzogert. Unsere Daten
verdeutlichen, dass eine Deletion von 1122 keinen essentiellen Einfluss auf die
Leberregeneration nach einer partiellen Hepatektomie besitzt.

Studien haben jedoch bereits gezeigt, dass IL-22 eine wichtige Rolle in der
Leberregeneration einnimmt. Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen zeigte eine Studie,
dass 11227 Tiere eine verzogerte Regeneration aufweisen. Jedoch zeigte der Nachweis
der Proliferationsrate, dass nur nach 48 h die Regeneration in den 11227 Tieren
beeintrachtigt ist. Nach 72 h ist der Effekt nicht mehr vorhanden und 11227 Tiere zeigen
sogar mehr proliferierende Hepatozyten im Vergleich zu den Wildtypen'®. Des
Weiteren konnte eine andere Arbeitsgruppe nachweisen, dass die Anwendung eines
neutralisierenden Antikorpers gegen IL-22 die Hepatozytenproliferation nach einer
partiellen Hepatektomie vermindern kann. Die Applikation von exogenem IL-22 hatte
in dieser Studie allerdings keinen Einfluss auf die Regeneration'®!. Dariiber hinaus soll
IL-22, welches von y6 T—Zellen nach der partiellen Hepatektomie produziert wird, die
Leberregeneration ebenso unterstiitzen. So zeigen Tiere, die keine yd T-Zellen
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aufweisen, eine verschlechterte Regenerationsfahigkeit. Dieser Zustand konnte mit
Hilfe der Gabe von rekombinanten IL-22 wieder verbessert werden®?. Ein weiterer
Beleg fiir eine wichtige Funktion von IL-22 konnte durch die gezielte Uberexpression
von IL-22 in der Leber dargestellt werden. Die transgenen Tiere zeigten nach einer
partiellen Hepatektomie hdochstwahrscheinlich auf Grund der verstdrkten STAT3
Aktivierung im Lebergewebe eine hohere Proliferationsrate der Hepatozyten™.

Die Funktion von IL-22BP wurde in diesem Modell bisher noch nicht untersucht. Die
Deletion von 1122bp hatte nach einer partiellen Hepatektomie keinen signifikanten
Einfluss auf die Leberregeneration. Es konnte keine mafgeblich erhohte
Proliferationsrate der Hepatozyten in den 1122bp™ Tieren nachgewiesen werden. Im
Gegensatz dazu haben Vorarbeiten bereits gezeigt, dass 1122bp”" Tiere in einem DSS-
induzierten Kolitismodell eine gesteigerte Proliferation von Epithelzellen im Darm
aufweisen kénnen™*.

Die verschiedenen Studien Uber den Einfluss von IL-22 nach einer partiellen
Hepatektomie konzentrieren sich hauptséchlich auf die Regenerationsphase zwischen
36 und 72 h. Nur eine Studie hat die Auswirkung von endogenem IL-22 nach einer
partiellen Hepatektomie untersucht, allerdings konnte nur nach 48 h eine positive
Funktion von IL-22 nachgewiesen werden'®. Dariiber hinaus gibt es keinen
Anhaltspunkt, inwiefern die Proliferation zu einem spéateren Zeitpunkt von IL-22
beeinflusst wird und ob ein entscheidender Unterschied am Ende der Regeneration nach
6 bis 7 Tagen zwischen Wildtypen und 11227 Tieren existiert. In keiner vorherigen
Studie wurde das gesamte Lebervolumen erfasst und bis zum Erreichen des
Ausgangsvolumens beobachtet.

Es ist daher moglich, dass die Uberexpression oder Verabreichung von 1L-22 zu Beginn
der Regenerationsphase sich positiv auf das Leberwachstum auswirken kann. Jedoch
konnte das Fehlen des Zytokins letztendlich durch andere Signalwege kompensiert
werden®, sodass das endogene IL-22 daher keine essentielle Funktion fiir die
Leberregeneration nach einer partiellen Hepatektomie besitzt. Darlber hinaus ist die
Kontrolle von IL-22 durch IL-22BP in diesem Model nicht von essentieller Bedeutung.
Daher liegt es nahe, dass die Regeneration und Terminierung des Wachstumsprozesses

durch andere 1L-22-unabhdngige Mechanismen reguliert werden.
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Zusammenfassend wurden die positiven Eigenschaften von IL-22 wahrend der
Leberschadigung in vielen Modellen zuvor bereits untersucht*3*'4%1% - Allerdings gibt
es nur wenige Anhaltspunkte auf eine pathogene Funktion von IL-22 in der Leber?®.
Erstaunlicherweise zeigten unsere Untersuchungen von akuten
Leberschadigungsmodellen, dass IL-22 wahrscheinlich eine duale Funktion aufweist.
Einerseits kann IL-22 die Regeneration im APAP-Modell beginstigen, andererseits
konnte auch ein negativer Einfluss von IL-22 im IR- und APAP-Modell nachgewiesen
werden. Dariiber hinaus spielt das endogene IL-22 in der Regeneration nach einer
partiellen Hepatektomie vermutlich keine entscheidende Rolle. Die Funktion von IL-22
kann mitunter sehr stark von der Inflammation und dem intrahepatischen Milieu in dem
induzierten Leberschaden abhangig sein. Daher scheint eine strikte Regulierung von IL-
22 durch 1L-22BP notwendig, um pro-inflammatorische Effekte zu unterbinden und

eine ungehinderte Leberregeneration zu gewéhrleisten.

4.2 Die Funktion von IL-22 wund IL-22BP wahrend der
Hepatokarzinogenese im Mdr2” Modell

Fur die Untersuchung der Funktion von IL-22 und IL-22BP in der Hepatokarzinogenese
wurden Mdr2”" Tiere verwendet. In diesem Modell entwickeln die Tiere auf Grund
einer vorangegangenen chronischen Entziindung und fibrotischen sowie zirrhotischen
Gewebeverdnderungen ein hepatozellulares Karzinom.

Unsere Vermutung war, dass durch eine Deletion von 1122bp die unkontrollierte
Aktivitat von 1L-22 das Tumorwachstum in den Mdr2”" Tieren fordern konnte. Diese
Vermutung beruht auf bereits publizierten Arbeiten, die gezeigt haben, dass IL-22 ein
regeneratives Programm induzieren kann, das — sofern unkontrolliert — méglicherweise
zum Tumorwachstum beitragt®?4?° STAT3 ist hierbei ein wichtiges Zielmolekiil im
Signalweg des IL-22-1L-22R1 Systems™. Der Transkriptionsfaktor ist als potentielles
Onkogen bekannt und spielt somit in der Karzinogenese eine entscheidende Rolle?’.
Hierbei ist wichtig, dass eine Uberexpression von IL-22 in der Leber oder im
Fettgewebe nicht per se zu einer Tumorentwicklung fihrt**%?%®, Vielmehr kann 1L-22
die Entwicklung von Tumoren, die durch spezifische Trigger induziert worden sind,
beschleunigen®®.

Viele Faktoren konnen die Entwicklung von Tumoren beglnstigen. In der Leber sind
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vor allem chronische Entziindungen mit fibrésen und zirrhotischen Verénderungen eine
entscheidende Ursache. Folglich kénnte IL-22, indem es die Entstehung der Fibrose
oder Zirrhose beeinflusst, auch ein wichtiger Faktor fur die Karzinogenese in der Leber
sein. Allerdings wird die Funktion von IL-22 in der Leberfibrose kontrovers
diskutiert?®®. Zwei Arbeiten deuten darauf hin, dass IL-22 {iberwiegend eine pathogene
Rolle in der Fibroseentwicklung wéhrend einer chronischen Infektion mit viralen
Hepatiden spielt***. Folglich kénnte eine Deletion von 1122 die Entwicklung von
Tumoren in Mdr2”" Tieren auch vermindern. Dagegen sprechen Untersuchungen von
anderen  Arbeitsgruppen, die in einem Alkohol- und chemisch induzierten
Fibrosemodell, einen positiven Effekt von IL-22 auf die Leberfibrose nachweisen
konnten®#2143233234 1| etztlich gibt es auch humane Studien, die die Rolle von IL-22 in
der Leberzirrhose untersucht haben. Diese Daten zeigen, dass hohe IL-22
Konzentrationen im Serum von Patienten mit Leberzirrhose mit einer verringerten
Uberlebensrate korrelieren'®, was eine pathogene Rolle von IL-22 in der Leberzirrhose
vermuten l&sst, wobei der Mechanismus in dieser Studie nicht untersucht wurde.

Die Rolle von IL-22BP waéhrend der Leberkarzinogenese wurde bislang nicht
untersucht. Allerdings konnte in einem Kaolitis-assoziierten Kolonkarzinommodell eine
wichtige Funktion von IL-22BP nachgewiesen werden. 1122bp™ Tiere zeigten in diesem
Modell vermehrt Tumore®®. Der positive Einfluss von 1L-22 auf die Proliferation der
Darmepithelzellen'® konnte somit das Wachstum von Tumoren begiinstigen.
Dementsprechend ist die Kontrolle von IL-22 mit Hilfe von IL-22BP in diesem Kolitis-
assoziierten Kolonkarzinommodell von wesentlicher Bedeutung™®. Basierend auf
diesen Vordaten wurde die Funktion von 1L-22 und IL-22BP in dem Mdr2"-

assoziierten Leberzellkarzinommodell untersucht.

4.2.1 Expressionsanalyse von 1122, 1122r1 und 1122bp im Lebergewebe der
Mdr2” Tiere

In Vorarbeiten von anderen Gruppen konnte eine gesteigerte Expression von IL-22 und
eine groRe Anzahl von IL-22" infiltrierende Leukozyten im hepatozellularen Karzinom
nachgewiesen werden'*’. Des Weiteren sind hohe Konzentrationen von IL-22 und eine
vermehrte Anzahl an zirkulierenden Ty22 Zellen im Serum von Patienten mit einem

Leberzellkarzinom messbar?®>%%. Wir untersuchten die Expression von IL-22 wahrend
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der Fibrose und Tumorentstehung. Die Uberpriifung der hepatischen Expression von
1122 im Lebergewebe der Mdr2” Tiere zeigte eine relativ schwach ausgepragte
Genexpression im jungen Alter sowie in der Phase der Tumorentstehung. Des Weiteren
zeigte die Untersuchung von 1122r1 eine stabile Expression im zeitlichen Verlauf, die
sich wahrend der Phase der Tumorentstehung nicht signifikant veranderte. Eine humane
Studie konnte dagegen eine signifikant erhdhte Expression von 1122r1 in Proben eines
hepatozelluldaren Karzinoms und von zirrhotischem Gewebe im Vergleich zu einer
gesunden Leber feststellen'*’. Bei unserer Analyse von 1122bp wurde ein oszillierendes
Expressionsmuster im zeitlichen Verlauf in den Lebern der Mdr2” Tiere nachgewiesen.
In den Mdr2”" Tieren konnte jedoch inshesondere nach 68 Wochen keine erhebliche
Expressionséanderung detektiert werden. Die Expression von 1122bp wurde im
hepatozellularen Karzinom bisher nicht untersucht. Allerdings zeigten zwei Studien,
dass die Expression von 1122bp verstarkt im Tumorgewebe von Patienten mit einem
Magenkarzinom und in einem Kolitis-assoziierten Kolonkarzinommodell im Vergleich
zu tumorfreiem Gewebe hochreguliert sein kann?*"#%.

Einschrankend muss erwéhnt werden, dass die von uns verwendeten Leberproben flr
die Expressionsanalyse nicht ausschliel3lich Tumore, sondern auch tumorfreies Gewebe
enthielten. Dies konnte die Unterschiede im Expressionsmuster von 1122 und 1122r1 in
den Mdr2” Tieren im Gegensatz zu den anderen Beobachtungen in der Leber erklaren.
Zusammenfassend ist die Expression von 1122 im Tumorgewebe der Leber im Vergleich
zu anderen Studien sehr gering ausgepragt. Dariiber hinaus konnte keine
Hochregulation von 1122r1, wie in anderen Untersuchungen bereits gezeigt, festgestellt
werden. Die 1122bp Expression war ebenfalls wahrend der Tumorentwicklung in den

Lebern der Mdr2™ Tiere nicht signifikant hochreguliert.

4.2.2 Deletion von IL-22 reduziert tendenziell die Tumorentwicklung in den
Mdr2” Tieren

Fur eine Untersuchung der Funktion von IL-22 und IL-22BP wurde die
Tumorentstehung in den Lebern der Mdr2™, 11227 /Mdr2” und 1122bp™/Mdr2” Tiere
ausgewertet. Eine Deletion von 1122 bewirkte in den Mdr2” Tieren eine tendenziell
verminderte Tumorentwicklung. Diese Daten bestatigen Ergebnissen von einer anderen

Arbeitgruppe, die gezeigt hat, dass 1122”7 Tiere in einem Diethylnitrosamine-induzierten
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Tumormodell in der Leber eine signifikant verminderte Tumorentwicklung
aufweisen**’. Passend zu diesen Daten wurde auch gezeigt, dass bei einer
Uberexpression von IL-22 in der Leber und der gleichzeitigen Behandlung mit
Diethylnitrosamine grof3ere Tumore und eine hohere Anzahl an Tumoren im Vergleich
zu den Wildtypen auftreten. Mitogene Proteine wie Cyclin D1 und Bcl-xL sind in dem
Tumorgewebe der transgenen Tiere stdarker aktiviert. Ebenso ist die STAT3
Phosphorylierung bereits im nicht-tumordésen Gewebe der transgenen Tiere im
Gegensatz zu den Wildtypen hochreguliert*. Zudem wurde mit Hilfe von in vitro
Experimenten nachgewiesen, dass IL-22 direkt die Proliferation von humanen
Hepatomzellen férdern kann. Die Uberexpression von IL-22 in dieser Zelllinie bewirkte
mittels STAT3 Aktivierung eine Hochregulierung von zahlreichen mitogenen und anti-
apoptotischen Proteinen'*’. 1L-22 konnte ebenso durch die Aktivierung von anti-
apoptotischen Genen den Zelltod von beschadigten Hepatozyten verhindern und
dadurch Veranderungen im Erbgut unterstitzen sowie die Tumorentwicklung
beglinstigen. Des Weiteren ist bekannt, dass die Deletion von 1122 auch einen Einfluss

auf das Mikrobiom im Darm besitzt**

. Verschiedene Studien haben bereits gezeigt,
dass eine Verdnderung in der Zusammensetzung des Mikrobioms und eine verstarkte
bakterielle Translokation vom Darm in die Leber die Entstehung eines hepatozelluldren

Karzinoms begiinstigen kann?*®2%,

Allerdings wurden in unseren Versuchen
zusammensitzende Wurfgeschwister verwendet, die daher unabhangig vom Genotyp
eine ahnliche Zusammensetzung der Darmflora aufweisen.

Die Rolle von IL-22BP wurde bisher nicht in der Leberkarzinogenese untersucht,
sodass wir 1122bp™ Tiere mit Mdr2™” Tieren kreuzten. In den Mdr2”" und 1122bp”/Mdr2-
" Tieren konnte kein Unterschied im Tumorvolumen und in der Anzahl der Tumore zu
den gemessenen Zeitpunkten festgestellt werden. Darliber hinaus zeigte die
Proliferationsrate in den verwendeten Gruppen keine Auffélligkeiten. Somit scheint die
Kontrolle von IL-22 durch IL-22BP in diesem Tumormodell nicht von entscheidender
Bedeutung. Allerdings ist die Expressionsstarke und auch der Effekt von IL-22 vom
Mikrobiom abhéngig, welches wiederum unter anderem von der Tierhaltung beeinflusst
wird. Interessanterweise wiesen die 11227/Mdr2” Tiere in unserer Tierhaltung ebenfalls
nur eine tendenziell aber nicht signifikant verringerte Tumorentwicklung auf. Es ist

daher denkbar, dass andere IL-22 unabh&ngige Mechanismen einen grofieren Einfluss
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auf die Karzinogenese in den Mdr2™ Tieren in unserer Tierhaltung spielen.

Zusammenfassend kann IL-22 mittels STAT3 Aktivierung die Hepatokarzinogenese
begiinstigen**’. Daher ist ein Kontrollmechanismus zwingend erforderlich. Die
Untersuchungen haben gezeigt, dass einerseits die Deletion von IL-22 in den Mdr2”
Tieren das Tumorvolumen verringern kann, andererseits zeigte das Fehlen des
Inhibitors 1L-22BP keinen Effekt. Dementsprechend besitzt 1L-22 héchstwahrscheinlich
einen pathogenen Einfluss in dem Mdr2”-Modell. Die Expression von 1122 war im
gesamten Lebergewebe allerdings sehr gering ausgepragt, sodass der Effekt von IL-22
in weiteren Experimenten analysiert werden sollte. Die Untersuchungen deuten darauf
hin, dass IL-22BP vermutlich keine essentielle Bedeutung in der Regulation von IL-22
in diesem Leberkarzinommodell besitzt, wobei die 1L-22 Expression in diesem Model
auch niedrig ist. Untersuchungen in weiteren Leberkarzinommodellen mit héheren IL-

22 Spiegeln sind nétig, um diese Befunde weiter zu kléren.

4.2.3 Charakterisierung von verschiedenen Immunzellen wéahrend der

Hepatokarzinogenese in den Mdr2” Tieren

112277 /Mdr2" zeigten im Gegensatz zu Mdr2” und 1122bp”/Mdr2”" Tieren eine
tendenziell geringere Tumorentwicklung. Jedoch ist der Mechanismus der verminderten
Tumorentstehung unklar. Tumor-infiltrierende Leukozyten koénnen den Verlauf der
Hepatokarzinogenese sowohl positiv als auch negativ beeinflussen®***®. Die Funktion
von Leukozyten in der Pathogenese der Mdr2” Tiere ist bisher allerdings wenig
untersucht worden. Eine Studie hat bereits gezeigt, dass im Alter von 2-3 Monaten
wéhrend der Entzindungsphase vor allem Makrophagen/Monozyten und neutrophile
Granulozyten in das Lebergewebe migrieren. Des Weiteren befinden sich auch vermehrt
T-Zellen im Lebergewebe der Mdr2” Tiere im Vergleich zu den Kontrolltieren®’. Eine
andere Arbeitsgruppe konnte nachweisen, dass die verstarkte Rekrutierung von
Makrophagen mit Hilfe des Chemokinrezeptors CCR5 die Inflammation und
Fibrosierung in der Leber verstarkt und somit zur Tumorentstehung in den Mdr2”
Tieren beitragen kann®®.

Unsere Daten haben gezeigt, dass verstarkt CD11b* Ly6G* Granulozyten und CD11b*
Ly6C* Monozyten in das Lebergewebe der Mdr2”" Tiere migrieren. Im Gegensatz dazu
wiesen 11227 /Mdr2”" und 1122bp™/Mdr2”" Tiere eine deutlich geringere Anzahl von
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CD11b" Ly6G" Granulozyten und CD11b" Ly6C* Monozyten in der Leber auf.
Studien deuten darauf hin, dass neutrophile Granulozyten die Inflammation in der Leber
verstarken koénnen und unter anderem die Fahigkeit besitzen pro-angiogenetische

2920 Des Weiteren soll eine hohe Anzahl von Tumor-

Faktoren freizusetzten
infitrierenden neutrophilen Granulozyten mit einer schlechteren Prognose fur das
hepatozelluldre Karzinom verbunden sein®!. In einer neueren Studie konnte gezeigt
werden, dass Monozyten durch die Interaktion mit aktivierten hepatischen Sternzellen
ihre pro-inflammatorische Eigenschaften verlieren und immunsuppressive sowie
tumorférdernde Funktionen iibernehmen kénnen®?,

Beide Zelltypen konnten somit die Tumorigenese in den Mdr2” Tieren unterstiitzen.
Allerdings wiesen 1122bp”/Mdr2” Tiere signifikant weniger Granulozyten und
Monozyten auf, obwohl die Tumorentstehung in beiden Gruppen &hnlich stark
ausgepragt war. Daher ist unklar, ob CD11b" Ly6G" Granulozyten und CD11b* Ly6C”
Monozyten tiberhaupt die Hepatokarzinogenese in den Mdr2” Tiere begiinstigen.

Des Weiteren zeigte unsere Untersuchung, dass vor allem die Anzahl von IFN-y
produzierende Tx17 Zellen in den Lebern der 11227/Mdr2”" und 1122bp™/Mdr2” Tieren
im Vergleich zu den Mdr2™ Tieren erhoht waren.

Die Rolle dieses Zelltyps im hepatozellularen Karzinom ist bisher noch nicht bekannt.
In einer Studie Kkorrelierte eine erhdhte Anzahl von Tyl7 Zellen in Tumoren von
Leberkarzinompatienten mit einer niedrigen Uberlebensrate. Fast die Halfte der
analysierten Tumor-infiltrierenden Ty17 Zellen produzierte dabei gleichzeitig IFN-y*.
Die anti-tumoralen Eigenschaften von IFN-y sind bereits ausfuhrlich beschrieben. Doch
neuere Studien zeigen auch eine tumorférdernde Wirkung des Zytokins®**. Der Einfluss
der IFN-y produzierende Ty17 Zellen auf die Tumorentwicklung in den 11227/Mdr2”
und 1122bp”/Mdr2” Tieren kann jedoch in dieser Untersuchung nicht geklért werden.
Zusammenfassend zeigte die Analyse der Leukozytenzusammensetzung, dass
wahrscheinlich ein anderer Mechanismus an der verminderten Tumorentwicklung in
den 11227 /Mdr2”  Tieren beteiligt ist. Es konnte keine spezifische
Leukozytenpopulation identifiziert werden, die ausschlieRlich in den Lebern der 11227
IMdr2™" Tiere signifikant reduziert oder vermehrt vorzufinden war. Demzufolge miissen
weitere Analysen den Mechanismus der reduzierten Tumorentwicklung in den Lebern
der 11227 /Mdr2" Tiere aufkléren.

109



Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Zytokine spielen eine bedeutende Rolle in der Regulation der Immunantwort und
Geweberegeneration. Eine unkontrollierte  Zytokinaktivitdt kann verheerende
Auswirkungen in chronischen Entziindungen und wahrend der Karzinogenese haben.
Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Rolle von IL-22 und dessen endogenem
Inhibitor IL-22 Bindeprotein (IL-22BP), der IL-22 bindet und neutralisiert, in der
Leberregeneration, -entziindung und Hepatokarzinogenese. VVorarbeiten hatten gezeigt,
dass IL-22 eine protektive Rolle nach einem akuten Leberschaden spielen kann.
Allerdings sind auch pro-inflammatorische Eigenschaften von IL-22 wahrend einer
chronischen Leberentziindung beschrieben worden. Daher vermuten wir, dass IL-22BP
ein wichtiger Faktor in der Regulation der dualen Funktion von IL-22 wahrend einer
Leberschadigung darstellt. Fir eine Untersuchung dieser Hypothese verwendeten wir
1122- und 1122bp- defiziente Mause und Mausmodelle fur einen akuten Leberschaden,
wie das Ischamie-Reperfusionsmodell, die Acetaminophen-induzierte Leberschadigung
und die partielle Hepatektomie. Interessanterweise konnten wir zeigen, dass 1122bp-
defiziente Mause eine verstarkte Leberschadigung nach einem Ischamie-
Reperfusionsschaden und Acetaminophen-induzierten Leberschaden aufwiesen. Dabeli
fanden wir heraus, dass IL-22 die Expression des Chemokins CXCL10 in 1122bp-
defizienten Mdusen induzieren kann und die Infiltration von pro-inflammatorischen
Monozyten in die Leber nach einem Ischamie-Reperfusionsschaden begunstigt. Die
Neutralisierung von CXCL10 verminderte wiederum die starke Schadigung der Leber
in den 1122bp-defizienten Tieren. Dariiber hinaus wurde die Rolle von IL-22 und IL-
22BP in einem Leberkarzinommodell untersucht. VVorarbeiten hatten gezeigt, dass IL-22
die Hepatokarzinogenese unterstiitzen kann. Passend hierzu konnten wir zeigen, dass
1122-defiziente Mause tendenziell weniger Lebertumore in dem Mdr2” assoziierten
Leberkarzinommodell entwickeln. Allerdings scheint IL-22BP in diesem Modell nicht
von essentieller Bedeutung zu sein. Weitere Analysen sind jedoch notwendig um den
Mechanismus eines Tumor-férdernden Effekts von IL-22 im Mdr2” Tiermodell
aufzuklaren. Zusammenfassend zeigen unsere Ergebnisse, dass IL-22 eine duale
Funktion in der Leber aufweist und IL-22BP eine wichtige Rolle bei der Kontrolle von
IL-22 spielt.
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5.1 Summary

Cytokines play an important role in promoting tissue regeneration. However,
uncontrolled cytokine activity is associated with chronic inflammatory diseases,
disturbed wound-healing and carcinogenesis. The aim of this work was to study the
cytokine IL-22 and IL-22 binding protein (IL-22BP), a soluble endogenous inhibitor of
IL-22, in acute liver damage and liver carcinogenesis. Acute liver injury can be
secondary to a variety of causes, including infections, intoxication and ischemia. All of
these insults induce hepatocyte death and subsequent inflammation, which can make
acute liver injury a life-threatening event. 1L-22 is a dual natured cytokine which has
context-dependent protective and pro-inflammatory properties during tissue damage.
Accordingly, 1L-22 was shown before to have protective properties during acute liver
damage. While other studies suggest pro-inflammatory properties during chronic liver
injury. Therefore, we hypothesized that IL-22BP may play a role in regulating
protective and pathogenic functions of IL-22 in liver injury. To investigate the role of
IL-22BP in acute liver injury, we used 1122bp deficient mice and murine models of
acute liver damage induced by partial hepatectomy, ischemia reperfusion and
acetaminophen administration. We found that [122bp deficient mice were more
susceptible to liver damage after ischemia reperfusion injury and acetaminophen
mediated hepatotoxicity. Using an unbiased approach, we found that unopposed IL-22
in 1122bp-deficient mice induced hepatocyte expression of Cxcl10, and increased
infiltration of inflammatory CD11b" Ly6C" monocytes into the liver upon ischemia
reperfusion induced liver injury. Accordingly, neutralization of Cxcl10 reversed the
increased disease susceptibility of 1122bp deficient mice. Furthermore, we investigated
the role of IL-22 and IL-22BP in hepatocellular carcinoma using Mdr2” mice. We
found that 1122-deficient mice had by trend a decreased tumor development. In contrast
to that IL-22BP did not seem to plays a major role during carcinogenesis in this setting.
However further studies are required to investigate the potential pathogenic influence of
IL-22 and the role of IL-22BP in liver carcinogenesis. In conclusion, our data suggest
that IL-22 has dual functions in the liver, and highlight the important role of IL-22BP in
controlling I1L-22 activity.
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6 Ausblick

Ziel dieser Arbeit war es die Funktion von IL-22 und IL-22BP nach einer akuten
Leberschadigung und wadhrend der Hepatokarzinogenese zu untersuchen.
Zusammenfassend belegen unsere Ergebnisse, dass IL-22 eine duale Funktion in der
Leberregeneration aufweist, und dass IL-22BP eine wichtige Rolle in der Kontrolle von
IL-22 spielt. Mechanistisch konnten wir zeigen, dass IL-22, wenn es nicht durch IL-
22BP kontrolliert wird, die Expression von CXCL10 aktivieren kann. Allerdings ist die
Induktion von CXCL10 durch IL-22 alleine in vitro schwach ausgepragt’®. Daher
sollten andere Einflussfaktoren, wie zum Beispiel IFN-a, berticksichtigt und untersucht
werden. Des Weiteren sollte der verantwortliche Signalweg, beispielsweise eine
Aktivierung von STAT1 oder STAT3 durch [IL-22, untersucht werden.
Interessanterweise zeigten sowohl 1L-22 als auch IL-22BP einen erhéhten Schaden nach
Acetaminophen Gabe. Der zugrunde liegende Mechanismus scheint jedoch unabhangig
von CXCL10 zu sein und konnte in dieser Arbeit nicht vollstandig geklart werden.
Folglich missten weitere Untersuchungen der dualen Funktion von IL-22 nach einem
Acetaminophen-induzierten Leberschaden erfolgen. Potentielle Mechanismen waéren
eine gesteigerte Cytochromexpression und eine entsprechend zunehmende
Metabolisierung von Acetaminophen zu einem toxischen Zwischenprodukt. Um dies zu
testen, sollte eine erneute Expressionsanalyse von Cyp2el zu weiteren Zeitpunkten
durchgefihrt werden. Daruber hinaus konnte ein moglicher Einfluss von IL-22 auf die
Metabolisierung von Acetaminophen durch die Quantifizierung der Protein-Addukte
geklart werden. Ein Anstieg dieser Protein-Addukte kann ein Hinweis auf eine
vermehrte Entstehung des toxischen Stoffwechselprodukts NAPQI sein*®. Ein
zusétzlicher Anhaltspunkt wére ebenso ein potentieller Einfluss von IL-22 auf den
Glutathionstoffwechsel. Ein Glutathionmangel verstarkt die Akkumulation des
toxischen Stoffwechselprodukts NAPQI in der Leber. Um dies zu Uberpriifen, sollte der
Glutathiongehalt im Lebergewebe vor und nach Acetaminophen-Behandlung gemessen
werden. Ein anderer Aspekt stellt die Rekrutierung von pro-inflammatorischen
Immunzellen dar, die ebenso zu einer verstarkten Leberschadigung beitragen konnte.
Hierzu sollten verschiedene Zeitpunkte nach der Acetaminophen-Behandlung

untersucht  werden. Diesbeziiglich konnte auch eine  Uberpriifung  der
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Zytokinzusammensetzung Riickschlisse auf das inflammatorische Milieu in der Leber
geben.

Neben dem Einfluss auf akute Leberschadigungen sind weitere Untersuchungen
erforderlich, um die Bedeutung von IL-22 und IL-22BP in der Pathogenese von
chronischen Entzindungen und in der Hepatokarzinogenese aufzukléren. Unsere
Ergebnisse haben gezeigt, dass in einem Leberkarzinommodell, welches durch eine
chronische Entziindung getriggert wird, die Tumorentwicklung durch eine Deletion von
1122 tendenziell vermindert werden kann. Dabei stellt sich die Frage, ob IL-22 die
Inflammation in den Mdr2”" Tieren begiinstigen kénnte. Es wurde bereits gezeigt, dass
IL-22 die Fibroseentwicklung in Zusammenhang mit einer viralen Infektion
unterstiitzten kann'*®%*!. Dementsprechend sollte der Entziindungs- und Fibrosestatus in
den verschiedenen Gruppen untersucht werden. Daflir misste ein histologischer
Nachweis und eine Uberpriifung der Expression spezifischer Fibrosemarker erfolgen.
Die Ursache der verminderten Tumorentwicklung in den 11227/Mdr2” Tieren wurde in
dieser Arbeit nicht geklart. Die Proliferationsrate konnte keinen Aufschluss darlber
geben, ob IL-22 eine mitogene und anti-apoptotische Wirkung in den Mdr2” Tieren
aufweist. Aufgrund dessen miussen weitere Analysen wie eine verdnderte STAT3
Aktivierung im Lebergewebe oder ein Nachweis einer verstarkten DNA-Schéadigung
durchgefuhrt werden. Der inflammatorische Einfluss sowie Fibrose fordernde Effekte
durch 1L-22 konnten ebenso zur Karzinogenese beitragen. Eine Deletion von 1122bp
hatte keinen Einfluss auf die Tumorentwicklung in den Mdr2”" Tieren. Daher sollte die
Funktion von IL-22BP in weiteren Modellen der Hepatokarzinogenese analysiert

werden.
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