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Kapitel 3. Materialien und Methoden

3.1 Zucht und Auswahl der Fat-1-Mause

3.1.1 Zucht der Fat-1-Mause

Die transgene Fat-1-Maus wurde im Labor von Jing<ang in Boston, Massachusetts, USA,
entwickelt. Fat-1-Mause tragen das Fat-1-Gen desd®Rurmes Caenorhabditis elegans,
wodurch sie eine Desaturase exprimieren, mit dénre=n moglich ist, Omega-3-Fettsduren aus

den korrespondierenden Omega-6-Fettsauren herlzmsigd].

Die in der vorliegenden Arbeit genutzten Tiere vardgyewonnen, indem die urspringlichen
transgenen Mause zunéchst mehrfach mit C57BL/6-Btaudckgekreuzt wurden. Aus diesen
rickgekreuzten Mausen wurden anschlieBend dieiélhidr vorgelegte Studie genutzten Tiere
gezuchtet. In unseren Versuchen wurden ausscluieRéterozygote Fat-1-Mause und Wildtyp-

Mause aus denselben Wirfen genutzt.

Alle Tiere erhielten die gleiche Spezialdiat mit #Disteldl. Diese Diat zeichnete sich durch
einen hohen Anteil an Omega-6-Fettsauren und eimerigen Anteil an Omega-3-Fettséauren
aus. Fur die Versuche wurden ausschlief3lich mdmnligere mit einem Alter von 7-10 Wochen
und einem Gewicht von 23-30 g verwendet.

Alle Tiere erhielten die Pflege entsprechend detegden Richtlinien des Institutes. Die
vorliegenden Versuche wurden durch die zustandigenmdission fur Tierversuche des
Massachusetts General Hospitals, Massachusetts, gpaiift. Die Erlaubnis zu Tierversuchen
erhielt Jing X. Kang in Verbindung mit einer Fordeg der American Cancer Society,
dokumentiert unter der Nummer RSG-03-140-01-CNE.

3.1.2 Auswahl der Fat-1-Mause
Alle Tiere eines Wurfes wurden in der vierten Woahach ihrer Geburt mit Hilfe der
Gaschromatographie phenotypisiert. Auf diese Wkiseten Wildtyp-Tiere und transgene Fat-

1-Tiere voneinander unterschieden werden [54].

Die Phenotypisierung der Tiere wurde anhand einewébeprobe eines Ohres der Tiere

durchgefuhrt. Dazu wurde ein kleiner Teil des dafieDhres bei jedem Tier abgetrennt und
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mittels gas-chromatographischer Analyse das Versalon Arachidonséure (20:4 n-6) zu
Eicosapentaensdure (22:5 n-3) bestimmt. Fir dig llargestellten Versuche wurden
ausschlief3lich Tiere mit einem AA/EPA-Verhéltnisnvea. 1 genutzt (Tabelle 1). Im Folgenden

dieser Arbeit bezieht sich die Bezeichnung Fatfldeuderart phanotypisierte Gruppe.

Fettsaure AA20:4n-6 EPA20:5n-3 DHA?22:6n-3 AA/EPA AA/(BRDHA)
% an den gesamten Fettsauren
Wildtyp-Méause | 4.842 + 1.087 n.d. 1.289 + 0.2347 4.842 +£1.08773.809 = 0.447

Fat-1-Mause | 1.825+0.747 1.973+0.680 3.614+1.935 0.87206D  0.351 +0.022

Tabelle 1 Ergebnisse der gas-chromatographischer Analyse AeRenohres zur Phano-

typisierung. Wahrend bei Wildtyp-Mausen kein EP&F2-3) nachweisbar war, zeigten Fat-1-
Méause einen erhdhten Anteil, *AA/EPA entspricht\WWddtyp-Mausen dem prozentualen Anteil
von AA, da EPA bei diesen Tieren nicht detektie(bat.) war.

3.2 Versuchsgruppen und Durchfiihrung der Induktion der akuten Hepatitis durch b-
Galaktosamin/Lipopolysaccharid

3.2.1 Versuchsgruppen

Um die Wirkung von Omega-3-Fettsduren auf die aklgpatitis untersuchen zu kénnen, wurde

dasD-GalN/LPS-Modell zur Induktion der Leberentziindganutzt.

Gruppe Behandlung Anzahl
1. Fat-1-Hepatitis D-GalN/LPS N=5
2. Wildtyp-Hepatitis D-GalN/LPS N=5
3. Fat-1 gesund PBS N=3
4. Wildtyp gesund PBS N=3

Tabelle 2 Aufteilung der Tiere in Versuchsgruppen mit detsprechenden Behandlung und

Anzahl der Individuen einer Gruppe

Die Versuchstiere wurden in vier Gruppen unter{@iéibelle 1), wobei die erste Gruppe die Fat-
1-Hepatitis Prufgruppe darstellt, bei der die Aukwng von Omega-3-Fettsauren auf den
Verlauf der akuten Hepatitis untersucht wurde. Dmwveite Gruppe diente als

Hepatitiskontrollgruppe und bestand aus Wildtyp-S&u
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Fur die dritte und vierte Gruppe wurden Fat-1- b¥Wildtyp-M&ause genutzt, die die gesunden
Kontrollgruppen widerspiegelten und zur Generieryysiologischer Daten dienten, um die
Auswirkungen der Entwicklung einer akuten Hepatidisrch Vergleich mit den Daten der

Versuchsgruppe 1 und 2 zu erkennen.

3.2.2 Durchfiihrung der Induktion der akuten Hepatitis dur ch b-Galaktosamin/
Lipopolysaccarid

In den Versuchsgruppen 1 und 2 erhielten die Tiexeeils 700 mg/kgb-Galaktosamin

Hydrochlorid (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, A)Szusammen mit 2ug/kg des

Lipopolysaccharids von Salmonekldortus equi{Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA).

Die Reagenzien wurden vorher in steriler Phospbkatifferter Kochsalzlésung (PBS) gel6st und

zusammen in einem Totalvolumen von 20@n das Peritoneum injiziert.

Tieren der gesunden Kontrollgruppen wurde pDéteriles PBS intraperitonal verabreicht. Allen
Tieren wurde nach der Injektion der Zugang zu Na@nerweigert, sie hatten jedoch Zugang zu

Wasser.

Sechs Stunden nach der Injektion vi&GalN/LPS bzw. PBS wurden die Versuchstiere durch
die Inhalation von Isoflouran anasthesiert. Ansfbdind wurde durch einen etwa 2 cm langen
Schnitt in der Medioklavicularlinie der Thorax efrigt und das Herz punktiert. Durch das
mittels Kanule und Spritze abgezogene Blutvolumam kes zum Eintritt des Todes bei den
Versuchstieren.

3.3 Bestimmung der Leberfettzusammensetzung mittels GaShromatographie
Die Gas-Chromatographie ist eine schnelle und eln&#a@/lethode zur Analyse der Fettstruktur in

verschiedenen Geweben.

Da in diesem Versuch die Wirkung von Omega-3-Fettsd auf die Entziindungsmechanismen
in der Leber untersucht werden sollte, musste Hattsdurezusammensetzung in Wildtyp- und
Fat-1-M&usen analysiert und verglichen werden. Dazule den Versuchstieren 6 Stunden nach
der D-GalN/LPS-Injektion eine Gewebeprobe der Leber emtmen und in einem Gas-

Chromatographen analysiert.
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3.3.1 Aufbau und Funktion des Gas-Chromatographen
Das Funktionsprinzip der Gas-Chromatographie bestatin, dass ein Stoffgemisch aufgrund
unterschiedlicher Wechselwirkung mit der stationdRhase des Gas-Chromatographen und

unterschiedlichen Siedetemperaturen der einzelmstaBdteile dieses Gemisches getrennt wird.

Dazu wird die Probe in einen so genannten Injegageben, dessen Temperatur 200-250 °C
betragt, damit die Probe vollstéandig verdampft. ¢htigRend passiert die verdampfte Probe mit
Hilfe eines Tragergases (in diesem Fall Heliumgéinennséaule (in diesem Versuch wurde eine
Kapillarsdule benutzt). Diese Trennsaule tragthaerilnnenseite eine diinne Schicht, welche die
stationére Phase darstellt. Ein die Sdule umgeleédiga heizt diese kontinuierlich auf, um auf
diese Weise eine Trennung des darin befindlicheffg&misches aufgrund unterschiedlicher
Siedetemperaturen herbei zu fihren. Am Ende demBéule befindet sich ein Detektor, der die
einzelnen Fraktionen nachweist. Ein vom Detektd&aentes Probensignal wird als Peak auf

einem Computer angezeigt.

Zur Identifikation der Fraktion wird die Retenti@est herangezogen. Dabei handelt es sich um
die fur einen Stoff charakteristische Zeit, die v@m Einspritzen in den Injektor bis zur
Erkennung im Detektor bendtigt. Das Integral dérche des angezeigten Peaks ist proportional

zur Konzentration des erkannten Stoffes in derigjien Probe.

3.3.2 Probenmessung und Datenauswertung

Fur die Untersuchung wurden die Lebergewebeprobeh sinem von J. X. Kang entwickelten
Standardprotokoll aufgearbeitet und die Fettsamrestr im Gas-Chromatographen bestimmt
[62].

Frisches Lebergewebe wurde in flissigem StickstaffPuder zerkleinert. Im néachsten Schritt
wurden die Fette aus dem Lebergewebe gelost undrFettsduremethylestern (FAME)
derivatisiert. Dazu sind die Proben fir 60 Minutem 100 °C in 14 % Borontriflourid (BF3)-
Methanollésung und Hexan inkubiert worden. Dieseak®en wird durch Borontriflourid
katalysiert und die Fettsaurereste binden an dighWgruppe des Methanols. Die so
entstandenen FAME liegen anschlielend gelost inahlexor. Um die FAME vor einer

vorzeitigen Oxidation zu schitzen, wird das Gemidain Reagenzglas mit Stickstoff
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Uberschichtet. Nach einer anschlieRenden Zenttiugakonnten die FAME im Gas-

Chromatographen analysiert werden.

In dieser Studie wurde ein vollautomatischer Gass@latograph vom Typ HP 5890 (Hewlett-
Packard INC., Palo Alto, CA, USA) mit einem Flamnaensationsdetektor genutzt. Bei einem

Flammenionisationsdetektor werden neben dem TrageHelium zusatzlich Wasserstoff als
Brenngas und Luft am Detektor dazugegeben. Durch idi der Wasserstoffflamme
verbrennenden C-C- und C-H-Verbindungen kommt es lanen- und Elektronenbildung.
Entstehende Elektronen werden an einer positivenngdelektrode aufgefangen und liefern

einen Signalstrom.

CH+% Q> CHO +¢€
Die Peaks der gelosten Fettsauren wurden durchVeegieich mit Fettsaure-Standards (Nu-
chek-Prep, Elysian, MN, USA) identifiziert. Mit Hi#l der Perkin-Elmer-M1-Integrator-Software

wurde die prozentuale Flache aller Peaks analysiert

3.4 Bestimmung der Leberschadigung mittels colorimetrisher Messung der Alanin-
Aminotransferase (ALT) im Serum

Die Alaninaminotransferase (ALT) ist ein wichtigearameter zur Beurteilung des Ausmaldes
der Leberentzindung. Dieses Enzym befindet sichsémr hohen Konzentrationen im
Zytoplasma der Hepatozyten sowie in geringen Mengeranderen Geweben. Bei einer
Schadigung der Zellen kann die ALT in den Blutkiaai$ Gbertreten, wo sie sich anreichert und
ihre Aktivitdt gemessen werden kann. Da daSalN/LPS-Modell spezifisch hepatotoxisch ist
und andere Organe nicht betroffen sind, beruhedheehALT-Werte im Blutsystem auf einer

Schadigung der Hepatozyten [58].

In diesem Versuch wurde die Konzentration der AinTSerum gemessen. Das dazu notwendige
Blut konnte 6 Stunden nach der Hepatitisinduktiarc b-GalN/LPS, durch eine Herzpunktion,
gewonnen werden. Das Blut wurde zur Gerinnung &iniin in einem Kihlraum bei +5 °C
gelagert und im Anschluss 15 Minuten bei 1000 xmgselben Kuhlraum zentrifugiert. Das
gewonnene Serum wurde in einem Gefrierschrank &@i°C bis zur ALT-Quantifizierung

gelagert.
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3.4.1 Aufbau und Funktion des colorimetrischen Tests

Die Alaninaminotransferase gehort zu der Enzymgeupler Aminotransaminasen und ist
wichtiger Bestandteil des AminosaurestoffwechseBie katalysiert den Austausch der
Aminogruppe von Alanin gegen die alpha-Ketogruppe alpha-Ketogluterat. Dabei entstehen
Pyruvat und Glutamat als Reaktionsendprodukte. dn dorliegenden Versuchen wurde zur
Bestimmung der ALT-Aktivitat im Serum ein kommeili®s Testsystem benutzt (Biotron
Diagnosis INC., Hemet, CA, USA). Die Durchfiihrungsdlests erfolgte nach den Angaben des

Herstellers.

Das in diesem Messsystem verwendete Prinzip bewheiner Modifikation der von Reitman
und Frankel entwickelten Methode zur colorimetresthALT-Aktivitatsbestimmung [63].
Hierbei reagiert Dinitrophenylhydrazin in der Gegant des Transaminase-Reaktionsproduktes
Pyruvat unter Bildung eines Hydrazonkomplexes. t&asman anschlieBend den
Hydrazonkomplex mit einer alkalischen Natriumhyddbdsung reagieren, entsteht ein farbiger
Komplex, der sich mit einem SpektralphotometerdsziWellenlange von 540 nm quantifizieren

|asst.

3.4.2 Probenmessungen und Datenauswertung

Die photometrische Quantifizierung der ALT-Aktivitdm Serum erfolgte mit Hilfe eines
Shimadzu UV160U (Shimadzu Scientific Instrumentspluthbia, MD, USA) Spektral-
photometers.

Die Absorption wurde bei einer Wellenlange von 540 gemessen. Die Berechnung der ALT-

Aktivitat im Serum erfolgte nach der vom Herstebieigegebenen Formel:

Absorption der Serumprobe x mittlere Testaktivités Kontrollserums

ALT-Aktivitat (Probe) =
Absorption des Kontrollserums

Das Kontrollserum wurde vom oben genannten Assajdlear unter Angabe der mittleren
Testaktivitat in U/l geliefert. Alle Proben wurdém einer Dreifach-Bestimmung quantifiziert.

Der Mittelwert aus den drei erhaltenen Messweriag o die weitere Auswertung ein.
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Zur Normalisierung der ALT-Aktivitat in allen Versbstieren wurde die gemessene Aktivitat
der ALT im Serum ins Verhaltnis zur Serumproteirnk@mration gesetzt. Die Ermittlung der
Serumproteinkonzentration wurde in der vorliegendebeit mit dem Comassie-Plus-Protein-
Assay (PIERCE, Rockford, IL, USA) vorgenommen. Rireassay basiert auf der Bradford-
Methode [64], wobei sich Coomassie Brilliant Blue @as Protein anlagert und der entstandene
Komplex spektralphotometrisch bei einer Wellenlanga 595 nm gemessen werden kann.

Absorption bei 595 nm und Proteinkonzentration aiem sich proportional zueinander.

Mit Hilfe einer Standardkurve konnte von der gersessi Absorption der Serumprobe auf die
enthaltene Proteinkonzentration geschlossen weldenSerumproteinkonzentration wurde in
allen Versuchstieren in Doppelbestimmung quanéfiziund aus den zwei Messwerten ein
Mittelwert gebildet. Fir die Standardisierung derLTAAktivitat in Bezug auf die

Serumproteinkonzentration wurde folgende Formeheedet:

ALT-Aktivitat der Probe x mittlere Proteinkonzerticm aller Versuchstiere

Adjustierte ALT-Aktivitat =
Proteinkonzentration der Probe

Fur die statistische Analyse der ALT-Aktivitat irerd verschiedenen Versuchsgruppen wurde

ausschlieBlich die adjustierte (standardisierte Alktivitat verwendet.

3.5 Nachweis morphologischer Veranderungen des Lebergebes nach dep-GalN/LPS-
Injektion mittels Licht- und Fluoreszenzmikroskopie

Neben den enzymhistochemischen Untersuchungen zusm&3 der Leberentziindung ist es

sinnvoll, die morphologischen Veranderungen im lgbwebe lichtmikroskopisch zu

evaluieren. Dies gilt als Bestéatigung daflur, dassggmessene erhdohte ALT-Aktivitat wirklich

auf eine Schadigung in der Leber zurtckzufihrenuisti die typischen morphologischen

Veranderungen sichtbar sind.

Neben einer Hematoxylin/Eosin (HE)-Farbung zur Beilung der Lebermorphologie wurde
auch eine Fluoreszenzfarbung des Zellkerns mit eH¥Mon 4’,6-Diamino-2-Phenyindol
Dihydrochlorid (DAPI) angefertigt. DAPI bindet skter an die DNA und fuhrt zu stark

fluoreszierenden Zellkernen, die bei der AnregungUWVv-Licht blau zu sehen sind. So ist die
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typische Kondensation des Chromatins wahrend deop#yge durch eine DAPI-Farbung
besonders gut sichtbar. Durch den Einsatz diesghnile werden die Apoptosen gut beurteilbar.

Dazu wurde 6 Stunden nach der Hepatitisinduktiodene Tier eine Lebergewebeprobe
entnommen und umgehend in 10 %iger Formalinlosixigrf. Nach mindestens 24 Stunden
konnten die gewonnenen Gewebeproben in Paraffinggeg und nach der Aushértung iprb

dinne Scheiben geschnitten werden. AnschlieBemulgesf die Deparaffinisierung mittels
Ethanol und die Farbung der Probe durch HE bzw. DAPie Proben wurden zur
Fluoreszenzfarbung in einer wassrigen DAPI-Lésuiitgemer Verdinnung von 1:10000 fur 5 -

10 min inkubiert. Die Proben wurden anschlieRendemiem Fluoreszensmikroskop analysiert.

3.5.1 Quantifizierung der HE-Farbungen durch Anwendung des HAI-Scores

Die Auswertung der morphologischen Verdnderungen liebergewebe wurde in einer
verblindeten Weise von Prof. Hartmut Lobeck (Instiflir Pathologie, Klinikum Ernst von

Bergmann, Potsdam) durchgefiuhrt. Zur Quantifizigrusher Leberentzindung nutzte Prof.
Lobeck fur die vorliegende Arbeit den modifiziertétepatitis-Aktivitats-Index (HAI) nach

Ishak und Knodell [65,66]. Dabei handelt es sich eimen kombinierten Index, der folgende

Veranderungen bewertet:

A) Periportale bzw. periseptale Leberzellnekrosen k@ire;1 = mild; 2 = mild bis moderat;
3 = moderat; 4 = schwer)

B) Konfluierende Nekrosen (0 = keine; 1 = fokal; 2eng 3 Nekrosen in einigen Gebieten;
3 = Zone 3 Nekrosen in den meisten Gebieten; 4rreZoNekrosen + vereinzelten
portal-zentral-Bricken (P-C); 5 = Zone 3 Nekrosanuitiple P-Z Briicken; 6 = Pan-
azinar oder Multiazinarnekrose)

C) Fokale Iytische Nekrosen, Apoptosen, fokale Entringd(intralobular) (0 = keine; 1 =
eine oder weniger pro Blickfeld bei 10x Objektivi=2 bis 4 Foki pro Blickfeld bei 10x
Objektiv; 3 =5 bis 10 Foki pro Blickfeld bei 10x&ktiv; 4 = mehr als 10 Foki pro
Blickfeld im 10x Objektiv)

D) Portale Entziindungszellzahl (0 = keine; 1 = mild; @oderat; 3 = moderat/ markiert; 4

= markiert)

Die unter A) bis D) ermittelten Ziffern werden imnéchluss addiert und ergeben den

endgultigen HAI-Score flur das jeweilige Versuchstiufgrund der kurzen Zeitperiode von der
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Induktion der Hepatitis bis zum Versuchende entelighh die Tiere keine sichtbaren
Fibrosezeichen. Deshalb ging der Fibrosegrad isediArbeit nicht in den HAI-Score mit ein.

3.5.2 Quantifizierung der Apopotosen in den Versuchsgruppn mit Hilfe von DAPI und

der Fluorenszensmikroskopie
Von jeder Versuchsgruppe wurden die Leberprobeieidxersuchstiere mittels DAPI-Farbung
untersucht. Anschliel3end erfolgte die Auswertunigiueinem Fluorenszenzmikroskop in einer
verblindeten Form durch zwei unabhangige Persafi@nUntersuchung der Apoptosen wurden
charakteristische Zeichen wie die KondensationGle®matins und die Auflésung des Zellkerns
beurteilt. Pro Probe wurden jeweils 300 zufalliggewahlte Kerne bewertet und die Anzahl der
sichtbaren Apoptosen in diesen Kernen gezahlt.demsermittelten Werten wurde im Anschluss

ein Mittelwert gebildet, welcher in die statistiscAuswertung einging.

3.6 Bestimmung des TNFea-Gehaltes im Plasma wéhrend der akuten Hepatitis rttels
ELISA

Um den Gehalt des pro-inflammatorischen Zytokins FIdN wahrend derp-GalN/LPS-

induzierten Hepatitis zu analysieren, wurde in @iesrbeit ein ELISA (Enzyme Linked

Immunosorbent Assay) genutzt.

Die Bestimmung der TNE-Konzentration erfolgte im Blutplasma 90 Minutenchader
Induktion der akuten Leberentziindung. Dazu wurde \dersuchstieren aus der Schwanzvene
Blut entnommen, welches in ein mit Heparin benstEppendorfgefal3 tropfte, um es vor der
Gerinnung zu schitzen. Anschliel3end wurde das gesvenBlut in einem Kihlraum mit einer

Temperatur von +5 °C bei 1000 x g fur 15 Minutentaéugiert.

Das die obere Schicht bildende Blutplasma wurdepaitjeert und bis zur seiner Verwendung
bei -80 °C gefroren.

3.6.1 Aufbau und Funktion des ELISAs
Das Funktionsprinzip eines ELISAs besteht darir, irhife einer Antigen-Antikdrperreaktion
und einer anschlielenden enzymatisch katalysieRemaktion eine bestimmte Substanz

spektralphotometrisch zu quantifizieren.
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In diesem Versuch wurde das OptEIA Mouse TNF ELISAIl (BD Biosciences Pharmingen,
San Diego, CA, USA) benutzt. Alle Anwendungen wurdexakt nach den Instruktionen des
Herstellers durchgefiihrt. Der OptEIA Mouse TNF EAIBt ein Sandwich ELISA, welcher am
Boden einer 96-Loch-Platte monoklonale Maus TNF#&imper gebunden hat.

Das in den Proben vorhandene Thifbindet sich an den an der Platte haftenden monalda
TNF-Antikorper und kann beim anschlieRenden Auswescder Platte nicht mehr gelost
werden. Im nachsten Schritt binden polyklonale TAfkorper am TNFa und ein Antikorper-

Antigen-Antikorper-Komplex entsteht.

Die Platte wird ein weiteres Mal gewaschen und danBVIB (3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin)
als Substratlosung dazu gegeben. Diese Substnagjosntwickelt eine blaue Farbe, deren
Intensitat proportional zum TNF-Gehalt in der Prafie Mit Hilfe einer Stopperldsung (1 M
Phosphorsaure) wandelt sich die blaue in eine dadsang um und kann bei einer Wellenlange

von 450 nm mittels Spektralphotometer quantifizieetden.

3.6.2 Probenmessung und Datenauswertung

Das Auslesen der 96-Loch-ELISA-Platten erfolgte mitem Victor 1420 Multilabel Counter
(Perkin Elmer Life And Analytical Sciences, Inc..eWésley, MA, USA) bei einer Wellenlange
von 450 nm. Zur Auswertung der Ergebnisse und Benacg der Konzentration wurde die
Wallace 1420 Manager (Perkin Elmer Life And Anatgti Sciences, Inc., Wellesley, MA, USA)

Software genutzt.

Fur die Erstellung der Standardkurve wurde rekomufies Maus TN+ aus dem ELISA Kit
genutzt. Die Messung erfolgte fur jede Probe ireeiDoppelbestimmung. Zur Berechnung der

TNF-Konzentration wurde der Mittelwert aus den leeidestimmungen genutzt.

Die TNF-Konzentrationen im Plasma konnten mit Hitfes oben beschriebenen Coomassie-
Plus-Assay ermittelt werden, wozu der Plasmaprgttialt jeder Probe in Doppelbestimmung
gemessen wurde. Die erhaltene Proteinkonzentratien jeweiligen Probe und die
durchschnittliche Proteinkonzentration aller Prob&murde in Beziehung zur TN&-
Konzentration der jeweiligen Probe gesetzt, um ghgteinadjustierte TNF-Konzentration zu

erhalten.
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TNFE-Konzentration der Probe x mittlere Proteinkorizstion aller Versuchstiere

Adj. TNF-Konzentratior~
Proteinkonzentration der Probe
Fur die weitere statistische Auswertung der Messgmigse wurde die proteinadjustierte TNF-

Konzentration genutzt.

3.7 Bestimmung der intrahepatischen mRNA-Konzentration& von TNF-a, IL-13, IL-6,
IFN-y mittels Echtzeit RT-PCR
Die Echtzeit RT-PCR ist eine etablierte und zuwssige Methode, um die Menge einer

spezifischen mRNA in einem Gewebe zu quantifizieren

Zur Bestimmung der mRNA-Expression verschiedenetoldge im Lebergewebe wurde 6
Stunden nach day-GalN/LPS-Injektion ein Teil der Leber entnommerdwsofort bei -80 °C

schockgefroren.

3.7.1 Funktionsweise der Echtzeit RT-PCR

Bei der Echtzeit RT-PCR werden die Reverse Trapskn (RT) und folgende Polymerase-
kettenreaktion kombiniert, wobei die entstehendeAEMEnge durch einen fluoreszierenden
DNA-Farbstoff (in diesem Versuch SYBR-Green) mgteaser erkannt wird.

Der Fluoreszenzfarbstoff interkaliert in die DNAevdagert sich an den DNA-Doppelstrang an.
Geht man von einer 100 %igen Effizienz der PCR sasjoppelt sich pro Zyklus die DNA-

Menge und mit ihr das Fluorenszenzsignal.

Die DNA-Quantifizierung erfolgt durch Bestimmungsd€rossing Point (CP)-Wertes. Der CP-
Wert entspricht der Anzahl der PCR-Zyklen, die rendig sind, um die als Startmenge
eingesetzte cDNA bis zu einem konstant definieRkroreszenzniveau zu vervielfaltigen. Der
CP-Wert wird so gewahlt, dass er am Anfang der eg&pbellen Phase der PCR liegt. Im
Crossing Point liegt in allen Reaktionsgefal3engtkeche Konzentration an DNA vor.

Durch die sofortige Datenauswertung und die geringentaminationsgefahr ist eine
Gelelektrophorese zur Auftrennung der FragmenteAinschluss an die PCR nicht mehr

notwenig.
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3.7.2 Probenmessung und Datenauswertung

Die Extraktion der gesamten mRNA aus dem Lebergevezfolgte unter der Verwendung der
auf Guanidin-Isothiocyanit basierenden TRIzol-L&gmvitrogen, Carlsbad, CA, USA). Dabei
wurden alle Schritte streng nach dem Standardpotitdks Herstellers ausgefihrt. Dazu wurden
etwa 80 mg Lebergewebe mit 1 ml TRIzol versetzt tadnogenisiert. Nach einer kurzen
Inkubationszeit wurden 0,2 ml Chloroform in das Hwm®enat gegeben. Wahrend des
anschlieBenden 15 min dauernden Zentrifugiereneteih sich drei Phasen. Die obere wassrige
RNA-enthaltende Phase wurde nun abpipettiert und @b ml Isopropylalkohol zur
Prazepititation der RNA versetzt. In einem nachdolden Waschschritt erfolgte die Reinigung
der RNA mittels 75 %igem Ethanol. Nach Entferners dghanols konnte die nun fertig
extrahierte RNA im Folgenden in RNase-freiem Wasgelbst werden. Konzentration und
Reinheit der gewonnenen RNA wurde anschliel3end tsppkotometrisch analysiert. Dies
erfolgte durch Bestimmung der Absorption bei 260inBezug zur Absorption bei 280 nm.

Im weiteren Verlauf wurde mittels reverser Trangkidn cDNA aus der extrahierten RNA
hergestellt. Dazu wurden (g der isolierten RNA und nukleasefreies Wasserlfiimin bei

70 °C inkubiert. Oligoprimer und ein Mastermix, tedgend aus MgGJ| Ribonukleasinhibitor,
Pufferlésung und Nukleotiden, aus dem ImProm-Il &sg Transcription System von Promega
(Madison, WI, USA) wurden anschlielend zu dem Ansgeégeben. Nach zehnminutiger
Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte die reveFsanskription mit Hilfe eines PTC-100
Programmable Thermal Controllers (MJ Research Mjtham, MA, USA) und folgender
Programmierung: 42 °C fur 45 min anschliel3end 95t min. Die erhaltende cDNA wurde

bis zu ihrer Verwendung bei -20 °C gelagert.

Nach einem Standardprotokoll wurdeplser entstandenen cDNA mit 38 Primer (sens),
1,8 pl Primer (antisens), 3,fl DNase freiem Wasser und 12/ SYBR® Green Mastermix

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) zusamnyapettiert, so dass sich 28 pro
Reaktionsgefal3 in der Echtzeit RT-PCR befanden. Miite des ABI PRISM 7000 Light
Cyclers (Applied Biosystems, Foster City, CA, USM)irde die Echtzeit RT-PCR ausgefihrt.
Alle Proben wurden in Dreifach-Bestimmung gemessen der Mittelwert von diesen
Messergebnissen bestimmt. Zur Normalisierung deNA#RMesswerte wurde die GAP-DH als

Houskeeping Gen (HkG) verwendet.
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Fur die Amplifizierung in der Echtzeit RT-PCR wurdBrimer der Firma Invitrogen (Carlsbad,

CA, USA) mit folgenden Sequenzen benutzt:

Maus GAPDH, 5-ATGGACTGTGGTCATGAGCC-3' und 5-ATTGJAGCAATG
CATCCTG-3’; Maus IL-B, 5-GCAACTGTTCCTGAACTCAACT-3' und
S-ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT-3’; Maus IL-6, 5-TTGGTCCTAGCCACTCCTTC-3
und 5-TAGTCCTTCCTACCCCAATTTC-3’; Maus TNIe, 5-GCTACGACGTGGGCTACA-
3 und 5'-CCCTCACACTCAGATCATCTTCT-3’; Maus IFN; 5'-
AGAAATAGTTGAGGAGACAGAAAT-3" und 5-TTAGATGCATCA ACCAAAGAAGTA-
3.

Die Berechnung des Expressionsergebnisses eriilgth die delta-delta CP-Methode. Hierbei
wird zunachst der CP-Wert des HkGs vom CP-WertZielgens subtrahierdCP= CPzeigen—
CP wke)- Im néchsten Schritt wird der relative Expressiarterschied zwischen Kontrollgruppe
und Versuchsgruppe hergestellt und dazu vom dditaMert des Versuchstiers der (mittlere)
delta CP-Wert der Kontrolltiere abgezog@ CP =08CP versuch— OCP kontrolie). Da der CP-Wert
in der exponentiellen Phase der PCR liegt, ergdbt fir die Berechnung der Ratio die folgende

Formel: 27 %CP,



