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— Zusammenfassung —

ZUSAMMENFASSUNG

Idiosynkratischer Medikamenten-induzierter Leberschaden (engl.: idiosyncratic drug in-
duced liver injury, iDILI) stellt ein gravierendes Problem in der Medikamentenentwick-
lung und der klinischen Erforschung von Medikamenten dar. Die individuelle
Suszeptibilitdt von Patienten ist multifaktoriell, wodurch diese Reaktionen nur schwer
vorherzusagen sind. Aus klinischen Studien ist bekannt, dass Infektionen mit Viren und
Bakterien einen wichtigen Risikofaktor bei der Entwicklung von DILI darstellen kdnnen.
Zudem liefern Tiermodelle Hinweise darauf, dass Inflammation, beispielsweise durch das
RNA Minetikum Polyl:C oder das Endotoxin LPS, die hepatotoxische Wirkung verschiede-
ner DILI-assoziierter Medikamente in vivo auslésen kdnnen.

Der Thrombininhibitor XIM wurde aufgrund von Leberschadigung in einer Subpopulation
von Patienten vom pharmazeutischen Markt genommen. Allerdings konnte der zugrunde
liegende Mechanismus ist bisher nicht aufgeklart werden. In der vorgelegten Arbeit wird
in Mdusen untersucht, ob gleichzeitige virale Infektionen einen Risikofaktor fiir die Ent-
wicklung von XIM-induziertem Leberschaden (XIM-DILI) darstellt und wie dieser auf mo-
lekularer Ebene ablduft. Es wird erstmalig gezeigt, dass das Zusammenspiel von
hepatischen Virusinfektion und die Exposition mit XIM zur Entwicklung eines massiven
Leberschadens fiihrt und in einer hohen Mortalitdt der Mause resultiert. Dabei ist die In-
duktion der Zellschadigung unabhangig vom verwendeten Virus und das pro-inflammato-
rische Zytokin TNF stellt den zentralen Mediator der hepatozellularen Schadigung dar.
Mitochondrien, die zentralen Vermittler der Apoptose in Typ Il Zellen, sind in Lebern ko-
behandelter Mduse massiv geschadigt und verlieren nach Stimulation mit dem Stress-Sti-
mulus Calcium ihr Membranpotential besonders schnell. Die daraus resultierende
Aktivierung der ausfiihrenden Caspasen ist nur in kobehandelten Tieren verstarkt und
die Apoptoserate kann durch ATP-Depletion oder Caspase-Inhition weitestgehend nor-
malisiert werden. Dies ist das erste Tiermodell, das die Untersuchung von Hepatotoxizi-
tat, ausgelost durch die Kombination einer Virusinfektion und eines DILI-assoziierten

Medikaments, ermdglicht. Der Mechanismus hinter der hepatotoxischen Wirkung flr
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XIM kann somit erstmals in vivo auf molekularer Ebene untersucht werden. Dieses Mo-
dell zeigt, dass virale Infektion moglicherweise als Ausloser fir DILI fungiert und dass das

Zykokin TNF als zentraler Mediator der Hepatotoxizitat agiert.




— Abstract —

ABSTRACT

Drug induced liver injury (DILI) represents a major problem in drug development, espe-
cially in the clinical development phase of drugs. The individual susceptibility of patients
in depending on multiple factors, making it difficult to predict these adverse reactions.
From clinical studies it is known that concurrent bacterial and viral infections represent
an important risk factor in determining the susceptibility of a patient to develop DILI.
Further more animal models provide evidence, that inflammation triggered by the RNA-
mimetic Polyl:C or the endotoxin LPS can induce die hepatotoxic effect of several DILI-as-
sociated drugs in vivo.

The anticoagulant drug XIM was taken from the pharmaceutical marked because of liver
liver-damaging effects in a subpopulation of patients. However the underlying mecha-
nism could not been elucidated so far. In the presented work it is examined if concurrent
viral infection represent a risk factor for the development of XIM-induced liver injury
(XIM-DILI) in mice and how this is modulated on the molecular level. Is is shown for the
first time that the interplay of hepatic viral infection combined with the exposition of
XIM results in the development of massive liver damage leading to a high mortality rate
of mice. In this process the induction of cell damage is independent of the used virus and
the pro-inflammatory cytokin TNF functions as the central mediator of hepatocellular
damage. Mitochondria, which represent the central mediator of apoptosis in type Il cells,
are massively damaged in livers of co-treated mice and these mitochondria lose their
membrane potential faster after stimulation with the stress stimulus calcium. The result-
ing activation of the executing caspases is only enhanced in co-treated animals and the
rate of apoptosis can be normalized by depletion of ATP or by inhibition of caspases. This
is the first animal model which enables the investigation of hepatotoxicity triggered by a
combination of virus inflection and a DILI-assoziated drug. The mechanism behind the
hepatotoxic effect can thereby be studied in vivo on the molecular level for the first time.
The model of XIM-DILI reveals that viral infections might serve as a trigger for drug-in-

duced liver injury and that the cytokin TNF acts as the central mediator of hepatotoxicity.
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1 EiNLEITUNG

1.1 Die Leber

Die Leber verfiigt Giber eine immense Komplexitat, da sie aus einer Vielzahl verschiedens-
ter Gewebe- und Immunzellpopulationen aufgebaut ist und eine einzigartige Vaskularitat
besitzt. Dadurch wird es der Leber ermdglicht lebenswichtige metabolische und immu-
nologische Funktionen auszulben, fir die kein anderes Organ kompensieren kann. Auf
diesem Grund stellen Schadigungen der Leber durch Autoimmunerkrankungen (Krawitt,
2006), bakterielle oder virale Infektionen (Lalazar and llan, 2014; Protzer et al., 2012) so-
wie Medikamente und Toxine (Kaplowitz, 2012) ein gravierendes gesundheitliches Pro-

blem dar.

1.1.1 Funktion der Leber

Funktionell Gbernimmt die Leber einerseits metabolische Aufgaben und anderseits ist sie
— als lymphoides Organ — an der lokalen Regulation immunologischer Prozesse beteiligt
(Crispe, 2009; Knolle and Gerken, 2000; Thomson and Knolle, 2010).

Im Bezug auf die Blutzirkulation hat die Leber eine besondere Stellung: Die Versorgung
geschieht zu dreiviertel Uber die Pfortader (Vena portae) mit vendsem, nahrstoffreichem
Blut aus dem Gastrointestinaltrakt und zu 25 % mit sauerstoffreichen Blut aus der syste-
mischen Zirkulation Gber die hepatische Arterie (Arteria hepatica propria). In der Leber
treffen beide Blutstrome zusammen und fiihren zu einer artieriovendsen Blutversorgung
der Lebersinusoide.

Durch das Blut gelangen Nahstoffe, Fremdantigene und Medikamente aus dem Darm in
die Leber. Nadhrstoffe aus dem portalen vendsen Blut werden extrahiert und dem hepato-
zelluldaren Metabolismus zugefiihrt. Zur gleichen Zeit werden toxische Abfallprodukte
und pro-inflammatorische Agenzien wie Endotoxin oder andere bakterielle Degradati-
onsprodukte aus dem Darm eliminiert ohne das eine Immunantwort diesen Antigenen
gegenliber ausgelost wird. In der Leber treffen die Antigene mit peripheren, im Blut zir-

kulierenden Leukozyten zusammen. Dabei wird die Vermeidung einer Immunantwort ge-
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gen harmlose Nahrungsantigene und Medikamente durch das immunsuppressive Milieu
der Leber gewdhrleistet, das eher Immuntoleranz als Immunitadt vermittelt (Crispe, 2003;
Knolle and Limmer, 2001). Die immunologische Funktion der Leber wurde erstmals 1967
beschrieben als Transplatationsexperiemtente zeigen, dass auch ohne Verabreichung von
Immunsuppressiva eine AbstoBungsreaktionen gegen Transplantate ausbleibt (Cantor
and Dumont, 1967; Calne et al., 1969). Die Immunreaktionenen in der Leber sind duBerst
komplex, da neben der tolerogenen Reaktion auch Verteidigungsmechanismen gegen

eindringende Pathogene wie Bakterien oder Viren ablaufen (Protzer et al., 2012).

1.1.2 Mikroanatomie der Leber

Bei der Leber handelt es sich um das zentrale Stoffwechselorgan des Kérpers. Durch die
Vielzahl von sinusoidalen Verastelungen wird ein dreidimensionales Netzwerk von Ge-
faBen geschaffen. Die zahlreichen Verzweigungen und der geringe Durchmesser der Si-
nusoide (5-7 um) fihren zu einem stark verlangsamten Blutfluss (25-250 um/s), der
einen intensiven Stoffaustausch zwischen Blut und Leber ermoglicht (MacPhee et al.,
1995). Zirkulierenden Leukozyten wird durch die geringe FlieBgeschwindigkeit die Mog-
lichkeit gegeben in engen Kontakt mit sinusoidalen Zellpopulationen und Hepatozyten zu
treten.

Die hepatischen Sinusoide sind aus verschiedenen Zellpopulationen aufgebaut. Neben
LSEC (engl.: Liver sinusoidal endothelial cells) sind Kupffer Zellen, Sternzellen, Leber-asso-
zilerten Lymphozyten (engl.: Liver-associated lymhocytes, LAL) und Dendritische Zellen
(DC) Bestandteil der LeberblutgefaRRe (Blouin et al., 1977).

Die Sinusoide werden von LSEC ausgekleidet wodurch eine Barriere zwischen parency-
malen Hepatozyten und zirkulierenden Lymphozyten ausgebildet wird (Limmer et al.,
1998; Wisse et al., 1985). Durch kleine Poren zwischen den LSEC, sogenannte Fenestrae,
wird ein Blutfluss in den Dissé-Raum ermaglicht und ein direkter Stoffaustausch zwischen
Blut und Hepatozyten gewahrleistet (Wisse, 1970; Wisse et al., 1985). Durch die Fene-
strae im Leberendothel kénnen Hepatozyten den Dissé-Raum Uberbriicken und auch di-

rekt mit Lyphocyten interagieren (Bertolino et al., 1998; Warren et al., 2006).
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1.1.3 LSEC

LSEC sind Teil des retikulohistiozytdaren Zellsystems der Leber. Durch ihre aulRerordentli-
che Scavenger-Funktion sind sie in der Lage Antigene schnell via Rezeptor-vermittelter
Endocytose aufzunehmen und zu eliminieren. Durch Transzyotse wird ein GroRteil der
von LSEC aufgenommen Substanzen zu den Hepatozyten transportiert und von diesen
metabolisiert (Tavassoli et al., 1986a, 1986b). Auch Viren wie das Hepatitis B Virus (HBV)
oder das Hepatitis C Virus (HCV) nutzen diesen Transportmechanismus zur schnellen In-
fektion der Leberparencymzellen (Protzer et al., 2012; Rehermann and Nascimbeni,
2005). Andersherum kénnen auch virale Partikel von Hepatozyten durch Antigen-Kreuz-
prasentation auf LSEC dargestellt werden und zur Aktivierung von CTL beitragen (Wohlle-

ber et al.,, 2012a).

1.1.4 Hepatozyten

Der Hauptbestandteil des Lebergewebes sind die Leberparencymzellen oder Hepatozy-
ten. Mit 60 % sind diese Zellen die haufigsten der Leber und nehmen mit fast 80 % den
Grol3teil des Lebervolumens ein (Blouin et al., 1977). Hepatozyten libernehmen zahlrei-
che metabolische Funktionen wie die Synthese von Proteinen, Fett- und Gallensauren.
Daneben sind die parencymalen Zellen essentiell fiir die Detoxifikation, Modifikation und
Exkretion von exogenen und endogenen Substanzen. So werden Medikamente, Toxine
oder Antigene nach Modifikation bzw. Inaktivierung durch Hepatozyten entweder direkt
in die Galle abgegeben oder ins Blut sezerniert, um im Anschluss Uliber die Niere ausge-
schieden zu werden. Durch ihre zentrale Rolle im Metabolismus, die hohe Pravalenz he-
patotroper Viren und ihre Existenz innerhalb eines Milieus von Immunzellen sind
Hepatozyten besonders anfallig gegenliber Schadigungen durch Medikamente oder Alko-
hol.

Die immunulogische Funktion der Hepatozyten besteht vor allem in der Biosynthese von
Komplement- und Akute-Phase-Proteinen, die wichtiger Bestandteil des angeborenen
Immunsystems sind. Daneben kénnen Hepatozyten trotz relativ geringer MHC | Expressi-

on Selbst-Antigene an naive CD8" T Zellen prasentieren (Bertolino et al., 2001).
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1.1.5 Effektorfunktionen Leber-assoziierter Lymphozyten

Bei Leber-assoziierten Lymphozyten (LAL) handelt es sich um eine heterogene Zellpopu-
lation aller sich in der Leber befindlichen Lymphozyten (Winnock et al., 1995). Bei der Eli-
mination von Virus-infizierten Zellen spielen besonders CTL, NK und NKT Zellen eine

entscheidenden Rolle.

Zytotoxische CD8 T Zellen

Zytotoxische CD8 T Zellen (engl.: Cytotoxic T Lymphocyte, CTL) verfiigen lber drei Effek-
torfunktionen mit dessen Hilfe sie Virus-infizierte Zellen eliminieren kdnnen: 1) Durch
Perforin/Granzym-vermittelte Zytolyse, durch 2) Fas/FasL-vermittelte Aktivierung der
Apoptose oder 3) durch Sekretion von Zytokinen. Dabei ist der direkte Zell-Kontakt bei
der Perforin/Granzym-vermittelten Zytolyse und der Fas/FasL-vermittelten Aktivierung
fiir die erfolgreiche Totung der Zielzellen essentiell. Der dritte Effektormechanismus, die
Freisetzung von Zytokinen, ist unabhangig von Zell-Zell Kontakt.

Die Perforin/Granzym-vermittelte Abtotung der Zielzellen wird ausschlieBlich bei direk-
tem T Zell Rezeptor/MHC I-Kontakt aktiviert woraufhin die zytotoxischen Proteine Perfo-
rin, verschiedene Granzyme und Granulysin in die immunologische Synapse sekretiert
werden. Perforin bildet Poren in der Membran der Zielzelle, durch die Granzyme und
Granulysin eindringen und die Zelle abtoten. Die Initiierung des Zelltods geschieht tber
Caspase-abhangige und Caspase-unabhdngige mitochondriale Signalwege (Bots and
Medema, 2006). Der Einfluss von Perforin/Granzym bei der Eliminierung von virus-infi-
zierten Hepatozyten wird kontrovers diskutiert. Wahrend verschiedene Publikationen zei-
gen, dass die Clearence von Adenovirus aus der Leber in Perforin-defizienten Mausen
verlangsamt ist (Yang et al.,, 1995) und Hepatozyten resistent gegeniber Perforin-
abhéangigen CTL Effetormechanismen sind (Kafrouni et al., 2001), zeigen andere Publika-
tionen, dass Perforin-defiziente Mause das Virus innerhalb eines Monates komplett ent-
fernen (Elkon et al., 1997). Des Weiteren scheint in Hepatozyten das Schneiden von Bid
durch Granzym B und die daraus resultierende mitochondriale Stérung notwendig zu
sein, um die fir die Apoptose essentielle Caspase-Aktivierung zu erreichen (Riddle-Taylor

et al., 2007; Sutton et al., 2000).
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Der zweite Effektormechanismus von CTL lauft (iber direkte Interaktion von Fas-Ligand
auf CTL und Fas-Rezeptor auf der Zielzelle ab. Dabei wird die klassische Caspade-Kaskade
aktiviert und dadurch die Apoptose in der Zielzelle ausgelost (Chirmule et al., 1999; Na-
gata and Golstein, 1995).

Eine weitere Moglichkeit virusinfizierte Zellen zu téten stellen von CTL sekretierte Zytoki-
ne wie IFNy (Interferon-y) und TNF (Tumornekrosefaktor) dar (Braun et al., 1996). TNF in-
teragiert mit dem TNF-Rezeptor (TNF-R) der Zielzelle und initiiert die Apoptose (siehe
Kap. 1.2) (Andersen et al., 2006). Dabei wird die Apoptose selektiv in virusinfizierten He-
patozyten ausgel6st. (Wohlleber et al., 2012a). Fir die Aktivierung von CLT ist die Prasen-
tation von Antigenen nicht zwangsldufig auf Hepatozyten notwendig. Virale Antigene, die
durch Kreuzprasentation auf LSEC prasentiert werden, kdnnen CLT aktivieren und zur
Freisetzung von TNF fuihren (Wohlleber et al., 2012a). Die Bedeutung von TNF und IFNy
zeigt sich auch darin, dass die Elimination von nichtcytopatischen replikationsdefizienten
Adenoviren aus der Leber in TNF (Elkon et al., 1997) oder IFNy (Yang et al., 1995) defizi-

enten Mausen starker als in Perforin defizienten Mausen reduziert ist.

NK Zellen und NKT Zellen

NK (engl.: natural killer) und NKT (engl.: natural killer T) Zellen (ibernehmen Schliissel-
funktionen bei der antiviralen und antitumoralen Immunabwehr. In der Anzahl von hepa-
tischen NK und NKT Zellen unterscheiden sich Mensch und Maus allerdings deutlich.
Wahrend der Anteil von NK Zellen an Lymphozyten in der menschlichen Leber bei 20-
30 % liegt — ein verglichen mit 5 % im peripheren Blut verhaltnismaRig hoher Anteil — be-
tragt er in der Maus 5-10 % (Doherty et al., 1999; (Gao et al., 2009). NKT Zellen haben
einen Anteil von 20-35 % an der murinen und von 10-15 % an der humanen LAL-Popula-
tion (Gao et al., 2009).

Hepatische NK und NKT Zellen (ibernehmen nach ihrer Aktivierung viele dhnliche Funk-
tionen wie z.B. die Produktion von groflen Mengen pro-inflammatorischer Zytokine und
das Abtoten Virus-infizierter Zellen. Virale Infektionen von Mausen mit LCVM (Lymphozy-
tares Choriomeningitis Virus) oder Adenovirus, sowie die Behandlung mit dem RNA-
Mimetikum Polyl:C fihren zur Akkumulation und Aktivierung von NK Zellen in der Leber

(Dong et al., 2004; Mcintyre and Welsh, 1986). Verschiedene Adhasionsmolekiile werden
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auf der Oberflache exprimiert und pro-inflammatorische Zytokine wie TNF und IFNy se-
kretiert (Gao et al., 2009). Aktivierte NK Zellen toten Hepatozyten Gber TRAIL (engl.: TNF-
related apoptosis-inducing ligand) und/oder Perforin/Granzym B (Ochi et al., 2004). Die
wichtigsten Effektormechanismen NKT Zell-vermittelter Leberschadiung sind die Produk-
tion grolRer Mengen verschiedener pro-inflammatorischer Zytokine wie IFNy und TNF, so-
wie das Toten von Hepatozyten Uber FasL (Biburger and Tiegs, 2005; Minagawa et al.,

2004; Takeda et al., 2000).

1.1.6 Virale Infektionen der Leber

Die Leber kann von einer Vielzahl von Viren infiziert werden. Dazu zdhlen hauptsachlich
die hepatotropen Viren HAV (Hepatitis A Virus), HBV (Hepatitis B Virus), HCV (Hepatitis C
Virus) und HEV (Hepatitis E Virus), die in der Leber replizieren und fiir die die Leber das
Hauptziel darstellt (Rehermann and Nascimbeni, 2005). Neben den klassischen hepato-
tropen Viren kann die Leber auch als Teil einer generellen Wirtsinfektion mit Viren, die
primar andere Organe infizieren, befallen werden. Beispiele fiir dieses Phanomen sind
Epstein-Barr Virus, Cytomegalovirus, Herpes Simplex Virus (HSV), Varizella Zoster Virus,
Humaner Herpes Virus 6, 7 und 8, humanes Parvovirus B19 sowie Adenovirus (Gallegos-
Orozco and Rakela-Brodner, 2010). Chronische Schadigungen treten bei Infektionen
durch HCV und HBV auf, wahrend Infektionen mit den anderen Viren eine akute Hepatitis
der Leber hervorrufen (Everhart and Ruhl, 2009). Die Schaden von nicht-hepatotropen
Virusinfektion reichen von leichten Storungen der Leberbiochemie bis hin zu fulminan-
tem Leberversagen.

Die Verbreitung viraler Leberinfektionen variiert je nach Virus und geographischer Region
sehr stark. In den USA liegt beispielsweise die Pravalenz von HBV bei nur 0,4 % wahrend
sie bei HEV 21 % betragt (Kim, 2009; Kuniholm et al., 2009). Trotz der insgesamt relativen

Haufigkeit hepatotroper Infektionen laufen diese zumeist unbemerkt ab.
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1.2 Apoptose

Der Prozess der Apoptose wurde erstmals 1972 von Kerr et al. als besondere Form des
Zelltods beschrieben (Kerr et al., 1972). Dabei basiert die Klassifikation primar auf mor-
phologischen Kriterien wie Chromatinkondensation (Pyknose), Schrumpfen des Zytolas-
mas und Fragmentierung des Zellkerns (Karyorrhexis). Ein weiteres Merkmal ist der
Prozess des Membran-Blebbing: die Aufteilung der Zelle in definierte Kompartimente, die
als apoptotische Korper bezeichnet werden. Diese enthalten nukleare Fragmente und
tragen Signalmolekile wie Phosphatidylserin auf der Oberflache, die als ,,eat me” Signale
die Aufnahme durch phagocytierende Zellen vermitteln (Ravichandran, 2010; Taylor et
al., 2008). In der Leber Gbernehmen Sternzellen und Kupffer Zellen als residente Makro-
phagen diese Aufgabe (Canbay et al., 2003a, 2003b; Jiang et al., 2009). Bei der Apoptose
wird durch die rasche Phagocytose apoptotischer Korper die Freisetzung von Zellbe-
standteilen in das umliegende Gewebe verhindert. Dadurch kommt es, im Gegensatz zur
Nekrose, bei der Zellen anschwellen und platzen, nicht zu einer unerwiinschten Immun-

antwort (Raff, 1998).

1.2.1 Caspasen

Fiir die Ausfiihrung der Apoptose ist die Aktivierung von Caspasen essentiell. Bei Caspa-
sen handelt es sich um Cystein-abhangige Aspartat-spezifische Proteasen, die als Zymo-
gene synthetisiert werden und ihre Aktivitdat erst durch proteolytische Spaltung am
Aspertatende erlangen (Nicholson and Thornberry, 1997). Sie werden in Initiator-Caspa-
sen und Effektor-Caspasen unterteilt. Da die Initiator-Caspasen 2, 8, 9 und 10 die ausfiih-
renden Caspasen durch proteolytische Spaltung in ihre aktive Form Gberfiihren kommt
es zu einer exponentiellen Verstiarkung des Apoptosesignals (Raff, 1998). Die Initiator-
Caspasen 8 und 10 sind in die Todesrezeptor-vermittelte Apoptose involviert, wahrend
Caspase 9 den Zelltod nach mitochondrialer Schadigung initiiert (Eeva et al., 2009; Mc-
Donnell et al., 2003). Da die Aktivierung von Caspasen zentral flir Ausfihrung der Apop-
tose ist, kann durch ihre Inhibition die Apoptose verlangsamt oder sogar vollstandig

gehemmt werden (Canbay et al., 2004; Earnshaw et al., 1999).
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1.2.2 Aktivierung und Signaltransduktion der Apoptose

Die Aktivierung der Apoptose kann lber den extrinsichen oder den intrinischen Weg ab-
laufen. Beim extrinsischen Weg lauft die Aktivierung der Caspase-Kaskade (iber Todesre-
zeptoren, wahrend bei der intrinsisch aktivierten Apoptose der Zelltod Uber intrazellulare
Signale eingeleitet wird.

In der Leber sind bei der extrinsisch induzierten Apoptose die Todesrezeptoren der TNF-
Superfamilie Fas, TNF-R1, TRAIL-R1/2 die wichtigsten Initiatoren der apoptotischen Si-
gnaltransduktion (MALHI et al., 2010). Nach Stimulation mit ihrem kognaten Liganden
FasL, TNF beziehungsweise TRAIL oligomerisieren die Rezeptoren und rekrutieren ver-
schiedene Adaptorproteine, die zur Spaltung der Initiator-Caspase 8 fiihren.

Die Aktivierung von Caspase 8 fiihrt, je nach Zelltyp, in verschiedene Signaltransduktions-
wege. In Typ | Zellen kann aktive Caspase 8 direkt die Effektor-Caspasen 3/6 und 7 akti-
vieren. Bei Hepatozyten handelt es sich um Typ Il Zellen ((Ozéren and El-Deiry, 2002). Bei
diesem Zelltyp sind Mitochondrien zentrales Element der Apoptose. In Typ Il Zellen wird
nach Rezeptorstimulation weniger aktive Caspase 8 als in Typ | Zellen gebildet (Scaffidi et
al., 1998). Daher ist eine Amplifikation des apoptotischen Signals notwendig. Diese wird
durch die Spaltung des Proteins Bid in t-Bid (engl.: truncated Bid) durch Caspase 8 ver-
mittelt. tBid transloziert zu den Mitochondrien und permeabilisiert in Zusammenarbeit
mit aktivem Bax und Bak die dufSere Mitochondrienmembran wodurch es zur Freisetzung
pro-apoptotischer Molekiile wie Cytochrom ¢ kommt (Korsmeyer et al., 2000; Kuwana et
al., 2002). Freigesetztes Cytochrom c bildet zusammen mit APAF-1 (engl.: apoptotic pro-
tease activating factor 1) und Caspase 9 das Apoptosom, wodurch die autokatalytische
Aktivierung von Procaspase 9 ermoglicht wird (Li et al., 1997; Zou et al., 1999). Anschlie-
Rend wird Procaspase 3 zum Apoptosom rekrutiert, durch Proteolyse von aktivierter Cas-
pase 9 gespalten und somit aktiviert. Die Effektor-Caspase 3 vermittelt den Tod der Zelle

durch Apoptose (Porter and Janicke, 1999; Zimmermann et al., 2001).

1.2.3 Der Tumor Nekrose Faktor

Der Tumornekrosefaktor (TNF) wurde erstmals vor liber vier Jahrzehnten als von Makro-
phagen exprimiertes Zytokin beschrieben, dass zur Lyse von Tumorzellen durch Nekrose

flhren kann (Carswell et al., 1975). Das Molekdl ist Bestandteil der TNF Liganden Super-
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familie und wirkt neben der Induktion von Apoptose auch als pro-inflammatorisches Zy-
tokin auf Immunreaktionen ein. Abhdngig von Zelltyp, Dauer und Starke des Signals so-
wie der Umgebung hat TNF als pleiotropes Zytokin eine Vielzahl unterschiedlicher und
teils sehr gegensatzlicher Wirkungen (Aggarwal, 2003; Locksley et al., 2001). Auch auf Pa-
rencymzellen der Leber hat TNF vielfdltige Auswirkungen. Zum Einen induziert es in
durch Virusinfektion sensitivierten Hepatozyten die Apoptose (Wohlleber et al., 2012a),
zum Anderen ist es flr die Proliferation wahrend der Leberregeneration essentiell (Aker-
man et al., 1992; Diehl et al., 1994). Makrophagen, wie beispielsweise die Kupffer Zellen
der Leber, stellen die Hauptproduzenten von TNF dar. Daneben wird das Molekil jedoch
auch von Monocyten, T und B Zellen, NK Zellen, Mastzellen sowie Neutrophilen und Eosi-
nophilen Granulozyten als Reaktion auf Infektionen, Entziindungen und Verletzungen
produziert (Baud and Karin, 2001).

Es existieren zwei Formen von TNF: die membrangebundene (mTNF) und die I6sliche
Form (sTNF), wobei das sTNF durch proteolytische Spaltung von mTNF generiert wird
(Grell, 1995). Durch Bindung von der Liganden mTNF oder sTNF an den TNF-Rezeptor 1
(TNF-R1) oder TNF-R 2 kann es wie oben beschrieben zur Aktivierung von Caspasen und
dadurch zur Induktion von Apoptose kommen (siehe Kap. 1.2.2). Neben der Apoptosein-
duktion kénnen Uber die Bindung von TNF an seine Rezeptoren eine Vielzahl von Signa-
len vermittelt werden. Dazu gehort beispielsweise die Aktivierung von NfkB, die
Induktion von Adhdasions- und Zytokin-Genen sowie des Zellwachstums (Parameswaran
and Patial, 2010). Wahrend TNF-R1 auf allen bisher untersuchten Zelltypen exprimiert
wird, findet sich TNF-R2 vornehmlich auf Immun- und Endothelzellen (Aggarwal, 2003).

1.3 Medikamenten-induzierter Leberschaden

Die Leber ist das zentrales Organ fiir den Metabolismus und die Eliminierung kérperfrem-
der Substanzen. Daher ist sie auch besonders anfillig gegeniiber Schadigungen durch
Medikamente oder Toxine (Bjornsson et al., 2013). Bisher wurden etwa 1000 Medika-
mente mit Medikamenten-induziertem Leberschaden (engl.: drug-induced liver injury,
DILI) in Verbindung gebracht (Zimmerman, 1999) und DILI stellt die haufigste Ursache

dar, um zugelassene Medikamente vom pharmazeutischen Markt zu nehmen oder deren
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klinische Entwicklung zu beenden (Temple and Himmel, 2002). DILI ist fiir etwa die Halfte
aller Falle von akutem Leberversagen in Europa und den USA verantwortlich (Hadem et
al., 2012; Reuben et al., 2010) und kann alle phanotoypischen Formen von akuten und
chronischen Lebererkrankungen aufweisen (Kaplowitz, 2012). Daher ist die Haufigkeit
von toxischen Medikamentenreaktionen in der klinischen Praxis wahrscheinlich haufig
unterschatzt (Sgro et al., 2002). Berechnungen gehen bei 10 % aller Falle von Gelbsucht
und bei 1 % aller stationdr aufgenommenen Patienten von hepatotoxischen Reaktionen
gegen Medikamente aus (Meier et al., 2005). Je nach Studie und untersuchtem Medika-
ment variiert die Inzidenz von DILI stark und reicht von 1 in 10000 bis 1 in 10000 Patien-
ten (Andrade et al., 2005; Chalasani et al., 2008). Aufgrund der geringen Inzidenz von
DILI werden die hepatotoxischen Eigenschaften von Medikamenten haufig erst spat in

klinischen Studien oder erst nach Marktzulassung offensichtlich.

1.3.1 Pathogenese

Generell wird DILI in Dosis-abhangigen und damit vorhersagbaren Leberschaden und
nicht vorhersagbaren, den sogenannten idiosynkratischen Leberschaden klassifiziert
(Kaplowitz, 2004). Medikamente, die zu vorhersagbarem Leberschaden fiihren tun dies
normalerweise innerhalb von wenigen Tagen und das als Resultat direkter Toxizitat des
Ausgangswirkstoffes oder eines reaktiven Metaboliten (James et al., 2003a). Durch die
vorhersagbaren Reaktionen dieser sogenannten intrinsischen Hepatotoxizitat ist der Le-
berschaden in Tiermodellen haufig reproduzierbar. Paracetamol ist der wohl bekannteste
und am besten untersuchte Vertreter dieser Klasse von Medikamenten (Jaeschke et al.,
2014; James et al., 2003a). Allerdings ist die Giberwiegende Mehrzahl hepatotoxischer
Medikamente mit idiosynkratischen Reaktionen assoziiert. Idiosynkratischer Medikamen-
ten-induzierter Leberschaden (engl.: idiosyncratic drug-induced liver injury, iDILI) tritt
nach einer variablen Latenz (eine Woche bis ein Jahr) als Stérung der Lebertransamina-
sen, besonders der Alanin-Aminotransferase (ALT) in Erscheinung und ist meist nicht do-
sisabhangig (Kaplowitz, 2001). Durch die geringe Inzidenz von iDILI gekoppelt mit dem
Fehlen von verlasslichen Biomarkern und robusten praklinischen Testsystemen sind die
Mechanismen, die zur Entstehung von iDILI fihren bisher weitgehend unbekannt (Tujios

and Fontana, 2011). Dabei liegt der Schliissel um iDILI verlasslich verhindern und vorher-
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sagen zu konnen im Verstandnis der zugrunde liegenden molekularen Mechanismen
(Holt and Ju, 2006). Bekannt ist, dass bei der Pathogenese von DILI eine toxische Verbin-
dung — das Medikament selbst oder ein Metabolit dessen — entweder eine Immunant-
wort hervorruft oder direkt auf die Biochemie der Zelle einwirkt. Beide Falle flihren zum
Tod der Zelle durch Nekrose oder Apoptose und resultieren beim massenhaften Sterben
von Zellen in der Ausbildung einer Hepatitis (Kaplowitz, 2002). Reaktive Metabolite kon-
nen oxidativen Stress und damit verbunden Depletion von reduziertem Glutathion (GSH)
hervorrufen (Mitchell et al., 1973) oder kovalente Bindungen zu Proteinen, Lipiden sowie
Nukleinsauren eingehen. Dadurch kann es zu einer massiven Schadigung von Zellorganel-
len wie Mitochondrien oder ER (endoplasmatisches Retikulum), intrazellularem Stress,
Sensitivierung gegenliber TNF oder nach Hapten-Bildung zu Immunreaktionen kommen.
Weiterhin kdnnen toxische Metabolite durch Aktivierung oder Inhibition von Signalkina-
sen, Transkriptionsfaktoren oder der Genexpression auf Organellen einwirken. Der dar-
aus resultierende zellulare Stress kann zum Zelltod durch Apoptose oder Nekrose fiihren
(Kaplowitz, 2004).

Hepatozyten sind durch ihre zentrale Rolle im Metabolismus, die hohe Pravalenz hepato-
troper Viren und ihre Existenz innerhalb eines Milieus von Immunzellen besonders anfal-
lig gegenliber Schadigungen durch Xenobiotika wie Medikamente oder Alkohol. Aber
auch LSEC oder das Epithelium des Gallenganges konnen durch Medikamente geschadigt
werden (Deleve et al., 1996; Odin et al., 2001).

1.3.2 Die Rolle von TNF bei der Entstehung von DILI

Bei verschiedenen Formen des Medikamenten-induzierten Leberschadens spielt das Zy-
tokin TNF eine entscheidende Rolle. Medikamente oder ihre Metaboliten kénnen entwe-
der zu einer verstarkten Produktion von TNF filhren oder Hepatozyten gegeniiber den
pro-apoptotischen Effekten von TNF sensitivieren. So verhindert beispielsweise die
Neutralisierung von TNF oder die Verwendung von TNR-R1 Knock-out Mdusen die Tetra-
chlormethan-vermittelte Hepatotoxizitat (Czaja et al., 1995; Morio et al., 2001). Im Fall
von Paracetamol fuhrt die verstarkte Produktion von TNF durch Knock-out des TNF-her-
abregulierenden C-C Chemokin-Rezeptor 2 (CCR2) zur verstarkten Hepatotoxizitdt des

Medikaments und kann durch Neutralisation von TNF inhibiert werden (Hogaboam et al.,
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2000). Auch bei der durch Polyl:C verstarkten Halothan-induzierten Leberschadigung
spielt TNF eine wichtige Rolle. Die Behandlung mit Polyl:C aktiviert Kupffer und NK Zel-
len, die neben anderen pro-apoptotischen Faktoren wie NKG2G und FasL auch TNF hoch-
regulieren. Durch Depletion von TNF kann die Leberschadigung signifikant reduziert

werden (Cheng et al., 2009a).

1.3.3 Die Rolle von Mitochondrien bei der Entstehung von DILI

Medikamente oder ihre reaktiven Metabolite konnen auf die Atmungskette von Mit-
ochondrien einwirken und eine Reihe von schddlichen Reaktionen verursachen. Dazu
zahlen ATP-Depletion, Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (engl.: reactive oxygen
species, ROS), Inhibition der 8-Oxidation, mitochondriale DNA-Schadigung und Erhéhung
der mitochondrialen Membranpermeabilitat (Lucena et al., 2010a; Wang, 2014).

Auch die Analyse genetischer Risikofaktoren belegt die Rolle von Mitochondrien bei der
Entwicklung von DILI. Verschiedene Studien zeigen eine Verbindung zwischen Polymor-
phismen mitochondrialer Gene und DILI. So wurde Valproinsaure-induzierte Toxizitdt mit
Varianten im mitochondrialen DNA Polymerase y Gen (POLG1) assoziiert. (Stewart et al.,
2010). Des Weiteren findet sich eine Verbindung zwischen Polymorphismen im Super-
oxid-Dismutase (SOD) 2 Gen und der Hepatotoxizitdt verschiedener Medikamente. Das
Protein SOD 2 ist flir das Abfangen von mitochondrialem Superoxid, einem toxischen Ne-
benprodukt der mitochondrialen Elektronentransportkette verantwortlich. Heterozygote
SOD 2 Knockout Mause zeigen nach Behandlung mit Paracetomol oder Troglitazon eine
verstarkte Schadigung der Leber, was den toxischen Einfluss von ROS auf Mitochondrien
der Hepatozyten verdeutlicht (Fujimoto et al., 2009; Lucena et al.,, 2010b; Ong et al.,
2007; Ramachandran et al., 2011a).

1.3.4 Die Rolle von NK/NKT Zellen bei der Entstehung von DILI

Auch die Aktivierung des innaten Immunsystems kann zur Entwicklung von DILI beitra-
gen. So wurde gezeigt, dass NK/NKT Zellen, die mit 20-50 % einen wesentlichen Anteil
der hepatischen Leukozyten-Population ausmachen (Doherty and O’Farrelly, 2000; Hashi-
moto et al., 1995; Liu et al., 2000; Wiltrout, 2000), eine entscheidende Rolle bei der Para-
cetamol-induzierten Hepatotoxizitat spielen. Die Depletion von NK/NKT Zellen schitzt

Mause signifikant vor Toxizitat durch Paracetamol, wie die Messung verschiedener Para-
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meter zeigt. So wird das ALT-Level und Nekrose reduziert, das Uberleben der M&use ver-
bessert, die IFNy-Expression inhibiert, sowie die Akkumulation von Neutrophilen in der
Leber reduziert (Liu et al., 2004). Bei der Halothane-induzierten Leberschadigung fuhrt
die Kobehandlung von Mausen mit Polyl:C, einem viralen RNA-Mimetikum, zu einem ver-
starkten Leberschaden, welcher durch Depletion von NK Zellen signifikant reduziert wer-

den kann (Cheng et al., 2009).

1.3.5 Risikofaktoren

Das Risiko zur Entwicklung von Hepatotoxizitat wird durch ein komplexes Zusammenspiel
der chemischen Eigenschaften eines Medikaments, Umweltfaktoren (z.B. gleichzeitige
Einnahme anderer Medikamente oder Alkohol), Alter, Geschlecht, genetischer Faktoren
und anderen zugrunde liegenden Erkrankungen gesteuert (Kaplowitz, 2004).

Genetische Faktoren betreffen Gene, die das Verarbeiten von Medikamenten (Metabolis-
mus, Detoxifikation und Transport) steuern, sowie Gene, die Schadigung und Reparatur
der Zelle beeinflussen (Kaplowitz, 2012). Ein sehr gut dokumentierter Risikofaktor fir
DILI ist Medikamenteneinnahme gekoppelt mit zugrunde liegenden bakteriellen oder vi-
ralen Infektionen. So wird die Wahrscheinlichkeit eine Medikamenten-induzierte Leber-
schadigung zu entwickeln durch HIV (Humanes Immundefizienz-Virus), HBV, HCV oder
HBV/HCV Koinfektion signifikant erhoht (Bonacini, 2004; den Brinker et al., 2000; Kim et
al., 2016; Ungo et al., 1998; Wong et al., 2000; Wu et al., 1990). Diese Beobachtungen
deuten darauf hin, dass inflammatorischer Stress durch virale Infektionen wahrend Arz-
neimitteleinnahme moglicherweise zur Entstehung von hepatotoxischen Reaktionen ge-

gen Medikamente betragt.

1.3.6 Maus-Modelle

Durch die geringe Inzidenz, den zumeist idiosynkratischen Charakter und die Ab-
hangigkeit von individuellen Risikofaktoren lassen sind Medikamenten-induzierte Leber-
schaden auch im Tiermodell nur schwer nachstellen. Denn auch im Tier sind die
Reaktionen, wie im Menschen, idiosynkratisch und damit nicht vorhersagbar und sehr
selten. Daher existieren nur wenige Maus-Modelle, die es ermoglichen kdnnten hepato-
toxische Medikamente bereits in der praklinischen Forschung zu eliminieren oder gar die

Mechanismen hinter iDILI aufzuklaren.
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Paracetamol

Die Mechanismen der Paracetamol-Totoxizitat sind verhaltnismaRig gut untersucht, da es
eines der wenigen Medikamente ist, dass dosisabhangig und verlasslich einen Leberscha-
den hervorruft (Jaeschke et al., 2014). Das Maus-Modell fiir Paracetamol-Hepatoxizitat
wurde bereits in den 1970er Jahren etabliert (Mitchell et al., 1973). Bei Uberdosierung
wird Paracetamol in Hepatozyten durch die Cytochrom P450 Enzyme Cyp2E1l und
Cyp2A2 zu N-Acetyl-p-benzochinonimin (NAPQI) metabolisiert (Raucy et al., 1989; Zaher
et al., 1998). Das reaktive Metabolit NAPQI kann teilweise durch GSH detoxifiziert wer-
den, was in der Depletion der natiirlichen Antioxidanz resultiert. Da im Falle einer Uber-
dosierung nicht ausreichend GSH zur Entgiftung zur Verfigung steht reagiert
Uberschissiges NAPQI mit Sulfhydryl-Gruppen von Cytein, wodurch es zur Bindung an
zelluldre und mitochondriale Proteine kommt (Mitchell et al., 1973). Des Weiteren
kommt es durch GSH-Depletion zur Induktion von oxidativem Stress, der besonders auf
Mitochondrien gravierende Auswirkungen hat (siehe Kap. 1.3.3).

Mitochondrien spielen auch bei der Paracetamol-induzierten Hepatoxizitat eine zentrale
Rolle. Nach Paracetamol-Uberdosis werden eine verminderte mitochondriale Atmung
und verstarkter oxidativer Stress beobachtet (Jaeschke, 1990; Meyers et al., 1988). Die
vermehrte Bildung von Superoxid flihrt zur Generation des starken Oxidanz Peroxinitrit in
Mitochondrien (Cover et al., 2005). Dieser oxidative Stress bewirkt, zusammen mit von
Lysosomen freigesetztem Eisen (Kon et al., 2010), die Offnung der mitochondrialen Per-
meabilitats-Transitions-Pore (mPTP), was den Kollaps des Membranpotentials und die
Beendigung der ATP-Synthese zur Folge hat (Kon et al., 2004; Masubuchi et al., 2005; Ra-
machandran et al.,, 2011b). Durch die von oxidativen Stress ausgeloste mitochondriale
Dysfunktion kommt es zur Freisetzung von mitochondrialen Intermembran-Proteinen
wie Endonuclease G und Apoptose-induzierendem Faktor (AIF). Die Endonuklease G frag-
mentiert Kern-DNA wodurch letztlich der Tod der Leberzellen durch Nekrose besiegelt
wird (Bajt et al., 2006; Jaeschke et al., 2014).

Die entscheidende Rolle von oxidativem Stress bei der Paracetamol-induzierten Hepato-
toxizitat zeigt sich auch darin, dass die Behandlung mit dem Antioxidans GSH oder N-Ace-
tylcystein (NAC), einem Medikament, dass in Hepatozyten zu GSA metabolisiert wird,

eine protektive Wirkung hat (James et al., 2003b; Knight et al., 2002; Saito et al., 2010).
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Des Weiteren ist die Hepatotoxizitdat in Mausen mit reduzierter Aktivitdt von SOD2, ei-
nem fir das Abfangen von mitochondrialem Superoxid zustdndigen Protein, verstarkt.

(Fujimoto et al., 2009; Ramachandran et al., 2011a).

Inflammatorische Stress Hypothese

Eine Hypothese fir die Entstehung von ideosynkratischem Medikamenten-induziertem
Leberschaden ist, dass inflammatorischer Stress — hervorgerufen durch exogene oder en-
dogene Inflammagene — einen Suszeptibilitatsfaktor fur iDILI darstellt (Deng et al., 2009).
Inflammatorischer Stress kann durch verschiedenste Faktoren wie beispielsweise virale
oder bakterielle Infektionen, Zelltod oder Stérungen der intestinalen mikrobiellen Barrie-
re hervorgerufen werden (Ganey et al., 2004).

Im bekanntesten Tiermodell fir idiosynkratische Hepatoxizizitdit werden iDILI-verursa-
chende Medikamente zusammen mit Lipopolysaccharid (LPS) verabreicht. Das Endotoxin
LPS ist Bestandteil der gram-negativen Bakterienzellwand und kann durch Translokation
vom Gastrointestinaltrakt in das Blut und damit in die Leber gelangen. Verschiedene
Medikamente, von denen bekannt ist, dass sie im Menschen iDILI verursachen kdnnen,
wie beispielsweise Trovofloxacin (TVX), Ranitidin, Sulindac, Chlorpromazin, Halothan,
Amiodaron und Diclofenac zeigen auch in Nagern, wenn sie zusammen mit LPS verab-
reicht werden, hepatotoxische Effekte (Buchweitz et al., 2002; Cheng et al., 2009a; Deng
et al., 2006; Lu et al., 2012; Luyendyk et al., 2003; Shaw et al., 2007; Waring et al., 2006;
Zou et al., 2009). Medikamente der gleichen pharmakologischen Klasse, die aber nicht
mit ideosynkratischen Reaktionen assoziiert sind, fiihrten in diesem Modell nicht zu He-
patotoxizitat (Luyendyk et al., 2003; Waring et al., 2006). Die Selektivitat dieses Modells
spricht fur eine Rolle von inflammatorischem Stress bei der Entstehung von ideosynkra-
tischem Medikamenten-induziertem Leberschaden.

Neben LPS rufen auch Komponenten der gram-positiven bakteriellen Zellwand wie Pepti-
doglycan oder Lipoteichonsdure, wenn sie mit TVX koadministriert werden, eine ver-
starkte Hepatotoxizitdt des Medikaments hervor (Shaw et al., 2009a).

Da gleichzeitige virale Infektionen einen Risikofaktor fiir die Entwicklung von adversen
Medikamenten-Reaktionen darstellen, untersuchten Cheng und Kollegen den Einfluss

des viralen RNA-Mimetikums Polyl:C auf die Halothan-induzierte Leberschadigung
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(Cheng et al., 2009). Das Narkotikum Halothan verursacht in ca. 20 % der Patienten eine
leichte Schadigung der Leber und fihrt in einem kleinen Prozentsatz zu schwerer Hepa-
totoxizitat die haufig in fulminantem Leberversagen endet (Wright et al., 1975). Polyl:C
dhnelt strukturell doppelstrangiger RNA, wie sie in einigen Viren vorkommt. Durch Inter-
aktion mit TLR3 (engl.: toll-like receptor 3) auf B Zellen, Makrophagen und dendritischen
Zellen werden Immunantworten ausgelost, die denen von viralen Infektionen dhnlich
sind. In der Leber von Mausen verursacht die Polyl:C-Behandlung, durch von Kupffer Zel-
len sekretiertes Intereukin (IL) 12 vermittelt, eine Rekrutierung und Aktivierung von NK
Zellen (Dong et al., 2004). Das synthetische RNA-Analogon Polyl:C kann, je nach Zeit-
punkt der Verabreichung einen vermindernden oder verstarkenden Einfluss auf den Ha-
lothan-induzierten Leberschaden austiben. Wird Polyl:C nach Halothan-Behandlung
verabreicht, fihrt dies zu verstarktem Leberschaden, der durch den Apoptose-Inhibitor z-
VAD-fmk weitgehend inhibiert werden kann. Weiterhin ist die Aktivierung von Kupffer
und NK Zellen verstarkt und verschiedene pro-apoptotische Faktoren wie FasL und TNF
sind hochreguliert. Die Depletion von TNF, Kupffer Zellen oder NK Zellen resultiert in ei-
ner signifikanten Reduktion des verstarkten Leberschaden (Cheng et al., 2009a).

Modelle, die inflammatorischen Stress — ausgel6st durch Bakterien oder Viren selbst und
nicht nur durch limitierte Antigene derselben — mit Medikamenten-Gabe kombinieren
um idiosynkratische Hepatoxizitdt nachzuahmen, kénnten folglich helfen, um die zugrun-

de liegenden Mechanismen von DILI noch besser aufzuklaren.

1.4 Ximelagatran

Ximelagatran (XIM) ist ein direkter, oral verfiigbarer Thrombininhibitor, der Anfang des
Jahres 2004 vom Pharmakonzern AstraZeneca unter dem Handelsnamen Exanta® auf den
europdischen Markt gebracht wurde. Im Februar 2006 erfolgte die Marktriicknahme, da
XIM bei Einnahme Uber einen langeren Zeitraum (>35 Tage) bei einigen Patienten zu
ideosynkratischem Medikamenten-induziertem Leberschaden fihrte. In 7,9 % der Pati-
enten wurden Erhohungen der Alanin-Aminotransferase (ALT) im Blut nachgewiesen,

was auf eine lebertoxische Eigenschaft des Thrombininhibitors hinweist (Lee et al.,,
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2005). Bisher ist der Mechanismus, der zur Leberschadigung durch XIM fihrt, weitest-

gehend unbekannt.

1.4.1 Metabolismus

Nach oraler Administration wird XIM schnell vom Dinndarm absorbiert, ins Blut tber-
fihrt und in der Leber metabolisiert. Das Pro-Drug XIM besitzt einen Amidoxim- und
einen Ester-Teil und wird in zwei Schritten Gber die beiden Intermediate Ethyl-Melaga-

tran und Hydroxy-Melagatran in seine aktive Form Melagatran (MEL) Gberfihrt (Abb. 1).

1. redeV \1‘ hydrolysis

J I onw . o |>|/OH
o o QH %0\/,_' o) K
o’l\/n }B_N\/Q/KNHZ o # N NH,
N
O . T
Ethyl-melagatran OH-melagatran

lysi o. H ‘/2 reduction
2. hydrolysis i*/H o N
o N o s NH,
o
s
Melagatran

Abb. 1: Metabolismus von Ximelagatran zu Melagatran
XIM wird in zwei Schritten, entweder durch Reduktion und Hydrolyse (links) oder durch Hydrolyse und
Reduktion (rechts) zu Melagatran metabolisiert (Eriksson et al., 2003).

Bisher wurde ein Enzymsystem identifiziert, dass N-hydroxylierte Derivate/Pro-Drugs mit
stark basischen funktionellen Gruppen wie XM reduziert (Andersson et al., 2005; Kromp-
holz et al., 2012). Dieses N-Hydroxylamin-Reduktase System ist in der dulReren Mitochon-
drienmembran lokalisiert und besteht aus drei Komponenten: CYB5B (Cytochrom b5),
mMARC (engl.: mitochondrial amidoxime reducing component 2) und einer bisher unbe-
kannten CPB5B-Reduktase (Clement and Lopian, 2003; Neve et al., 2012).

Da die Bioverfligbarkeit von MEL ist mit 3-7 % sehr gering ist wird das 170-fach lipophile-
re Pro-Drug XIM verabreicht. Dessen Bioverfligbarkeit liegt beim Menschen bei etwa

20 % (Gustafsson et al., 2001). In Nagern ist die Bioverfligbarkeit mit 5-10 % wesentlich
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geringer (Eriksson et al., 2003). Im Menschen hat MEL eine Halbwertszeit von 2,4 bis 4,6
Stunden, erreicht die hochste Plasmakonzentration 1,5 bis 2,5 Stunden nach oraler XIM-

Einnahme und wird primar tGber die Nieren ausgeschieden (Brighton, 2004).

1.4.2 Wirkmechanismus

Bei MEL, der aktiven Form des Pro-Drug XIM, handelt es sich um einen direkten und
kompetitiven Inhibitor von Thrombin, dem zentralen Mediator der Koagulation. MEL &h-
nelt strukturell einer Peptidsequenz auf der a Kette von Fibrinogen, wodurch es reversi-
bel an die aktive Stelle von a-Thrombin binden kann und dessen Funktion inhibiert
(Kaplan, 2003). Durch die Bindung an freies als auch an Blutgerinsel gebundenenes
Thrombin kann Fibrinogen nicht mehr zu Fibrin umgesetzt werden und das Forstscheiten

der Gerinnungskaskade wird effektiv verhindert (Weitz, 2003).

1.4.3 Pathomechanismus

Wie bei vielen leberschadigenden Medikamenten lieferten praklinische toxikologische
Studien keinen Hinweis auf die hepatotoxische Eigenschaft von XIM. Erst klinische Phase
[l Langzeitstudien zeigten, dass XIM die Leber starker schadigt als der Vitamin K Antago-
nist Warfarin. In der THRIVE Studie lag die Wahrscheinlichkeit von ALT-Erh6hungen in der
Warfarin-Gruppe bei 2 % wahrend sie in der XIM-Gruppe mit 9,6 % fast flinfmal so grof3
war (Fiessinger et al., 2005). Auch in den Phase Il Studien SPORTIF Il und V wiesen 6 %
der mit XIM-behandelten Patienten erhohte ALT-Werte auf, verglichen mit ca. 1 % der
Kontrollgruppe (Albers et al., 2005; Olsson and Executive Steering Committee of the
SPORTIF IIl Investigators, 2003). Die Schadigung der Leber trat 1-6 Monate nach Thera-
piebeginn ein und resultierte bei wenigen Patienten (<1-2 %) in einer abnormalen Funkti-
on der Leber.

Erste Hinweise auf eine moglicherweise immunogenetische Pathogenese lieferte 2008
eine pharmakogenetische Studie, die zeigte, dass erhohte ALT-Werte mit den MHC Alle-
len DRB1(*)07 und DQA1(*)02 assoziiert sind (Kindmark et al., 2008).

Allerdings konnten verschiedene in vitro Modelle mit humanen Hepatoma-Zelllinien oder
ex vivo Studien mit primdren humanen oder murinen Hepatozyten den zelluldren Me-
chanismus der XIM-induzierten Toxizitat nicht aufklaren (Ainscow et al., 2008a; Kenne et

al., 2008). Diese Studien fokussierten sich vornehmlich auf die Untersuchung der direk-
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ten Toxizitat auf Zellen oder deren Analyse anhand von morphologischen Gesichtspunk-
ten wie beispielsweise die Form von Mitochondrien.

Eine funktionelle Analyse zeigte, dass XIM die mitochondriale Atmung und den Redoxsta-
tus von Zellen bereits in Konzetrationen, die (noch) keinen Einfluss auf das Uberleben
von Hepatozyten haben, beeinflusst. XIM reduziert dosisabhdngig den GSH-Level von He-
patozyten und verschiebt den Redoxstatus in Richtung Oxidation. Weiterhin werden so-
wohl der basale als auch den maximale Sauerstoffverbrauch von Mitochondrien durch
das Medikament vermindert. Die Schadigung der mitochondrialen Atmung, der veran-
derte Redoxstatus und die reduzierten GSH-Level deuten auf oxidativen Stress durch mit-

otoxische Metabolite hin (Neve et al., 2015).
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2 FRAGESTELLUNG

Da die Leber das zentrales Organ fir den Metabolismus und die Eliminierung korper-
fremder Substanzen ist, ist sie besonders anfillig gegeniber Schadigungen durch Medi-
kamente. Gleichzeitig gelangen Krankheitserreger durch das Blut in das Organ und
kdnnen zu Veranderungen in die Homdostase von hepatischen Immun- und Gewebe-Zel-
len fiihren. Aus epidemiologischen Studien ist bekannt, dass Infektionen mit Viren die
Wahrscheinlichkeit zur Entwicklung eines Medikamenten-induzierten Leberschaden er-
hohen und Tiermodelle liefern Hinweise darauf, dass Inflammation durch LPS oder das
RNA-Mimetikum Polyl:C als Ausloser fungieren kdnnen. Das Medikament XIM wurde auf-
grund von Leberschadigung vom pharmazeutischen Markt genommen. Bisher konnte der
Mechanismus der XIM-vermittelten Hepatotoxizitat nicht aufgeklart werden. Auch war
bis zum jetzigen Zeitpunkt nicht bekannt, ob gleichzeitige virale Infektionen einen Risiko-
faktor fir die Entwicklung von XIM-induziertem Leberschaden darstellen und wie dieser

auf molekularer Ebene ablauft.

Daraus ergaben sich die folgenden zentralen Fragen:

* Stellen hepatische Virusinfektionen einen Risikofaktor fiir die Genese eines Leber-
schadens durch XIM dar?

* Kann auch das bakterielle Endotoxin LPS die hepatotoxische Wirkung von XIM in-
duzieren?

*  Welche Immunzellen tragen zur verstarkten Toxizitat von XIM nach Virusinfektion
bei?

* Gibt es ein zentrales Zytokin, das die erhéhte Leberschadigung vermittelt?

* Durch welche Art von Zelltod sterben die Leberzellen und hat die Verabreichung
spezifischer Inhibitoren einen protektiven Effekt?

* Sind mitochondriale Schadigungen fiir die gesteigerte Toxizitdt von XIM bei Virus-

infektion verantwortlich?
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3 MaTteriAL uND METHODEN

3.1 Material

3.1.1 Gerate
Analysewaagen

Blotsystem

Brutschranke

Douce Homogenisator
Eismaschine
Geweindeflaschen
Heizblock

IVIS System
Kihlschranke (+ 4 °C)

Kamera
Kihlschranke (-20 °C)
Kihlschranke (-80 °C)
Magnetriihrer
Messzylinder
pH-Meter
Laufkammer

Perfusionspumpe

PT 600, CP 224 S-OCE, CD 2201 (Sartorius, Gottingen)
Trans-Blot® Turbo™ Transfer System

(Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA)

Hera cell, Hera cell 240 (Heraeus, Hanau)

Homogenizer cylinder 15 ml (Sartorius, Gottingen)
Icematic (Scotsman®, Frimont Bettolinc, Pogliano, Italien)
100 ml, 250 ml, 500 ml, 1 1, 2 | (Schott, Mainz)
Thermomixer compact (Eppendorf, Hamburg)

In Vivo Imaging System 200 (PerkinElmer, Waltham, USA)
Economic cooler (Bosch, Stuttgart), Liebherr premium,
Liebherrr comfort (Liebherr, Biberach)

ChemiDoc (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA)
Liebherr comfort (Liebherr, Biberach)

Hera freeze (Heraeus, Hanau)

Heidolph MR 3002 (Heidolph Electro GmpH, Keilheim

50 ml, 100 ml, 500 ml, 1 |, Rotilabo (Carl Roth, Karlsruhe)
pH 523 (WTW, Weilheim)

Mini-Protean 3 Cell (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA)

Masterflex (Cole-Parmer Instrument Company via Nomodi

rect, Keht/Rhein)

Pipetten

0,2-2 pl, 0,5-10 pl, 2-20 pl, 20-200 pl, 200-1000 pl
(Gibson, Villiers-le-Bel, Frankreich; Eppendorf, Hamburg)

Transferpipette (Brand, Wertheim)
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Pipettierhilfe

Matrix Technologies CellMate® (Thermo Scientific,

Walthem, USA)

Praparationsbesteck
Potter
Reflexionsphotometer

Reinstwasseranlage

Restrainer

Rotoren

Schiittler
Schiittelwasserbad
Sonifikator, Stab-

Spektralphotometer

Stromquelle (Western Blot)
Tecan Reader
Ultrazentrifuge

Vortexer
Wasserbader
Werkbank, steril

Zahlkammer

Zentrifugen

Labotec, Labor-Technik, Gottingen

Potter S Homogenizer (Sartorius, Gottingen)

Reflotron® Plus (Hoffmann-La Roche AG, Basel, Schweiz)
NANOpure Diamond, Barnstead (Werner Reinstwassersys
teme, Leverkusen)

Universitat Bonn, Abt. Feinmechanik

#6445 (Heraeus, Hanau), SW32 03U501 (Beckmann
Coulter, Palo Alto, USA)

Thermomixer compact (Eppendorf, Hamburg)

GFL 1092 (GFL, Burgwedel)

UW2070/Sonoplus (Bandeln electronic, Berlin)
Nanodrop ND-1000 (PeglLab Biotechnologie GmbH,
Erlangen)

PowerPac 300 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA)
Tecan, Mannedorf, Schweiz

OptimaTM LE-80K (Beckmann Coulter, Palo Alto, USA)
VWR Reagenzglasschiittler (VWR Interantional GmbH,
Darmstadt)

TWS8 (Julabo, Seelach)

Hera safe (Heraeus, Hanau)

Neubauer (La Fontaine (iber Labotec, Labor Technik, Got
tingen)

Multifuge 3s-f, Biofuge fresco (Heraeus, Hanau)

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

ALT Messstreifen
Deckglaschen
Dialyse-Kammer

Einmalrohrchen

Reflotron® ALT (Hoffmann-La Roche AG, Basel, Schweiz)
21x46 mm (Marienfeld, Lauda-Konigshofen)
Slide-A-Lyzer (Thermo Scientific, Rockford, USA)

15 ml, 50 ml, PP-R6hrchen, (Greiner bio-one, Solingen)
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Filterpapier

Glaskanilen, heparinisiert

Handschuhe, einmal

Insulinspritzen

Kanilen

Kivetten
Messpipetten
Mikrotiterplatten
OP-Maske

Parafilm

PVDF Membran

Pasteurpipetten
Reaktionsgefalle
Schlundsonde
Skalpell

Spritzen

0,5 ml,

Ultrazentrifugenréhrchen

Zellkulturplatten

Zellkulturflaschen

Whatmen Chromatography Paper (GE Healthcare, Little
Chalfont, UK)

Capilette for Reflotron 32 ml (Selzer Labortechnik,
Waghausel), Mikro-HK-Kapillaren (Brand GmbH, Wert
heim)

DermacClean, Hygrip (Ansell, Briissel, Belgien)

1 ml (BD Microlance, Heidelberg)

0,4x19 mm (grau), 0,5x22 mm (weil3), 0,6x25 mm (blau)
(BD Microlance, Heidelberg)

Einwegkivetten (VWR Interantional GmbH, Darmstadt)

2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml (Greiner Labortechnik, Nirtingen)

12 Loch (Nunc, Wiesbaden), 96 Loch (bio-one, Solingen)
Foliodress mask (Hartmann, Heidenheim)

Parafilm ,M*“ (Amerikan National Can TM, Grennwich,
USA)

Polyvinylidenfluoride Membran (Amersham liber GE
Healthcare, Little Chalfont, UK)

150 mm, 230 mm (Carl Roth, Karlsruhe)

0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml (Sarstedt, Nimbrecht)

25 mm (Fine Science Tools GmbH, Heidelberg)
Feather, Osaka, Japan

1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml BD Discardit™ Il (BD, Hei
delberg)

14x89 mm (Beckmann Coulter, Palo Alto, USA)
150x20 mm (Sarstedt, Niimbrecht)

25 cm (TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen,

Schweiz)

3.1.3 Chemikalien und Reagenzien

AZD0837 (AZD)

Bovines Serum Albumin (BSA)

AstraZeneca, London, UK

Carl Roth, Karlsruhe
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Bromphenolblau Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Calciumclorid (CaCl2) Merck, Darmstadt
Casiumclorid Applichem, Darmstadt
Dabigatranetexilat (DAB) Boehringer Ingelheim, Ingelheim
DMEM-Medium Gibco, BRL, Karlsruhe
EDTA Carl Roth, Karlsruhe
Ethanol, absolut Applichem, Darmstadt
Fotales Kalberserum (FCS) PAA, Pasching, Ostereich
Fructose Carl Roth, Karlsruhe
Glutamin (200 mM) Cambrex, Verviers, Belgien
Glycin (C2H5NO2) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
HEPES Carl Roth, Karlsruhe

LPS Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
2-Merkaptoethanol Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Methanol Carl Roth, Karlsruhe
Isofluran DeltaSelect, Pfullingen
Melagatran (MEL) AstraZeneca, London, UK
Milchpulver Applichem, Darmstadt
Luziferin Caliper Lifesciences, Riisselsheim
Natriumcitrat Carl Roth, Karlsruhe
Natriumclorid (NaCl) Merck, Darmstadt
Paraformaldehyd (PFA) Fluka, Buchs
PBS Biochrom, Berlin
Penicillin (10.000 U/ml)/ Streptomycin PAA, Pasching, Ostereich
(10 mg/ml)
Percoll Amersham lber GE Healthcare, Freiburg

ProteingrofRenstandard Fermentas, St. Leon-Rot

Saccarose Carl Roth, Karlsruhe

SDS Carl Roth, Karlsruhe

TES Sigma Aldrich, St. Louis, USA
TNF Invitrogen, Karlsruhe
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Trypanblau Serva, Heidelberg
Tween-20 Merck, Darmstadt
Ximelagatran (XIM) AstraZeneca, London, UK

3.1.4 Allgemeine Losungen

Kochsalzlsung 9 g/l NaCl
(Fa. B. Braun Melsungen AG, Melsungen)

Fruktose 6,667 g Fruktose

10 ml A. bidest.
Medikamente
AZD0837 (AZD) 210 mg AZD0838

10 ml A. bidest.
Dabigatran (DAB) 150 mg Dabigatran etexilat

10 ml A. bidest.
Melagatran (MEL) 50 mg Melagatran

10 ml A. bidest.
Trovafloxacin (TVX) 15 mg Trovafloxacin

1 ml A. bidest.
Ximelagatran (XIM) 142 mg/ml Ximelagatran
(Stammlosung) pH 3,0-3,3
Medien
Zelllinien-Medium DMEM high Glucose (4500mg/I)

8 % (v/v) FCS
5 ml L-Glutamin

0,1 g/I Streptomycin

105 U Penicillin

3.1.5 Puffer

Blockpuffer 10 % (w/v) Milchpulver
TBS/T
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Casiumclorid (CsCl) Losung 10 mM Tris/HCI, pH 7,8
20 mM MgCl2
Dichte 1,25: + 36,16 g/100 ml CsCl
Dichte 1,34: + 51,2 g/100 ml CsCl
Dichte 1,40: + 62 g/100 ml CsCl

Citratpuffer 100 mM Natriumcitrat
pH 6,0

Dialysepuffer 30 g/l Saccharose
8,77 g/l NaCl

2,03g g/l MgClI2
10 ml/I 1 M Tris/HCl pH 7,8
pH 7,8
hypotonischer Extraktionspuffer 25 mM HEPES
pH 7,5
5 mM MgCl2
1 mM EGTA
1 mM Pefablock
1 ug/ml Pepstatin
1 ug/ml Leupeptin
1 ug/ml Aprotinin
IP-Puffer mit BSA 0,3 M Sucrose
5 mM TES
0,2 mM EGTA
0,1 % (w/v) BSA
pH 6,9
IP-Puffer ohne BSA 0,3 M Saccharose
5 mM TES
0,2 mM EGTA
pH 6,9
IPP-Puffer 0,3 M Saccharose
10 mM TES
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Lysepuffer (Western Blot)

Probenpuffer (5x) (Western Blot)

Sammelgel 3,7% (Western Blot)

SDS-Laufpuffer (Western Blot)

TBS/T (Tris buffered saline/Tween)

Towbin Puffer

Trenngel 12 % (Western Blot)

0,2 mM EGTA

0,1 % (w/v) BSA

pH 7,2

SDS-Laufpuffer

60 mg/ml DTT

0,58 M Saccharose

4 % (w/v) SDS

0,04 % (w/v) Bromphenolblau
62,5 mM Tris/HCI, pH 6,8
1,23 ml 30 % (v/v) Acrylamid
5,8 ml A. bidest.

2,5ml 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8
100 pl 10 % SDS

250 pl 3 % APS

8 ul TEMED

3 gTris

14,4 g Glycin

1gSDS

ad 11 A. bidest.

2,42 g Tris

8 g NaCl

0,1 % (v/v) Tween-20

ad 11 A. bidest.

pH 7,6

SDS-Laufpuffer

20 % (v/v) Methanol

8 ml 30 % Acrylamid

6,49 ml A. bidest.

5ml 1,5 M Tris/HCL, pH 8,8
200 pl 10 % SDS

300 pl 3 % APS
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10 pl TEMED
Trypanblaulésung (10x) 10 % (w/v) Trypanblau

PBS
Viruspuffer 10 mM Tris/HCL

20 mM MgCI2

pH 7,8
PBS (phosphate buffered saline) 80 g/I NaCl

0,2 g/! KCI

1,44 g/| NaHPO4x2H20

0,2 g/l KH2PO4

(Fa. Biochrom, Berlin)
Schwellungs-Puffer 0,2 M Saccharose

10 mM MOPS-Tris

5 mM Succinate

1 mM Pi

10 uM EGTA

2 UM Rotenon

3.1.6 Kit Systeme

Alle Kit Systeme wurden, soweit nicht anders angegeben, nach Herstellerangaben ver-

wendet.

Caspase-Glo Assay Kit Promega, Fitchburg, USA

ECL Chemiluminescent Detection Kit Amersham Uber GE Healthcare, Freiburg
DC™ Protein Assay Kit Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

3.1.7 Antikorper
NK1.1 fiir in vivo Depletion verwendet, Isotyp Ig
G2a k (Maus), Klon PK 136,

eigene Herstellung

3.1.8 Western Blot Antikérper
CHOP Cell Signaling, Danvers, USA
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GRP78 Cell Signaling, Danvers, USA
Beta-Aktin Sigma-Aldrich, Steinheim

3.1.9 Inhibitoren
Pan-Caspase Q-VD-OPH Biovision, Mountain View, USA

3.1.10 Viren
Adeno-GOL (AdGOL) adenoviraler Vektor, E1 und E3 deletiert, Expression von

OVA, GFP und Luziferase unter einem CMV-Promotor
(eigene Herstellung)
LCMV Lymphocytic Choriomeningitis Virus, Wildtyp Virus (Armstrong

Stamm), von Dr. Dirk Wohlleber zur Verfligung gestellt

3.1.11 Zelllinien
HEK 293 HEK 293 Zellen (engl.: Human Embryonic Kidney), generiert
aus humanen embryonalen Nierenzellen durch Transformation mit

Adenovirus Typ 5 (Graham et al., 1977).

3.1.12 Mauslinien

C57/BL/6 Wildtyp Mause, Inzuchtstamm mit dem MHC | Haplotyp H-2b

TNF-R1/2-/- Knockout des TNF Rezeptors 1 und 2, Stamm auf C57BL/6
Hintergrund (aus eigener Zucht).

rag2” RAG (engl.: recombination-activating gene) 2 Knockout, Stamm
auf C57BL/6 Hintergrund. Durch fehlende V(D)J Rekombination
werden keine reifen B oder T Lymphocyten gebildet (Shinkai et al.,

1992) (aus eigener Zucht).

Die Knockout Linien wurden unter SPF Bedingungen (engl.: specific pathogen free) im
Haus fur Experimentelle Therapie (HET) oder in den Instituten fiir Molekulare Medizin
und Experimentelle Immunologie (IMMEI) am Universitatsklinikum Bonn gezlichtet und

gehalten. Die Wildtyp Mause wurden von Janvier Labs (Saint Berthevin, Frankreich) bezo-
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gen. Alle Mause waren zu Beginn der Experimente zwischen 6 und 12 Wochen alt und

wogen 20 bis 25 g.

3.2 Methoden

3.3 Western Blot

Der Western Blot ermdglicht es Proteine, die zuvor in elektrophoretisch aufgetrennt wur-
den, auf eine Tragermembran zu transferieren. Durch die Immobilisierung auf der Mem-
bran wird der immonologische Nachweis bestimmter Proteine mit Hilfe von Antikdrpern

ermoglicht.

3.3.1 Probengewinnung

Nach der Leberentnahme wurden mit einem Skalpell ca. 2 mm groRe Quader Lebergewe-
be mittig aus dem groRen Leberlappen herausgetrennt. Die Proben wurden sofort in flls-
sigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Analyse bei -80 °C gelagert.

Die Leberstiicke wurden mit Hilfe eines Gewebestempels in 150 pl Lysepuffer aufge-
schlossen. Anschlieend wurden die Proben 5 s mit einem Ultraschallstab beschallt um
DNA zu zerkleinern. Uberschiissige Gewebereste wurden fiir 5 min bei 13000 rpm sedi-

mentiert, und der Uberstand bis zur weiteren Analyse bei -20 °C weggefroren.

3.3.2 Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte kolorimetrisch mit dem DC™ Protein
Assay Kit. Dazu wurden 1:10 Verdiinnungen der Proben mit PBS hergestellt. Zu 5 pl der
verdinnten Probe wurden 125 pl Losung A und 1 ml Losung B gegeben. Nach 15 miniti-

ger Inkubation im Dunkeln erfolgte die Vermessung der optischen Dichte bei 750 nm.
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3.3.3 SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese)
Proteingemische kdnnen mittels SDS-PAGE in einer Gelmatrix elektrophoretisch nach ih-
rer GroRe aufgetrennt werden.

Die Auftrennung der Proteine erfolgte mit einem Polyacrylamidgel, welches aus Sammel-
und Trenngel aufgebaut war. Das Trenngel hatte einen Acrylamid-Gehalt von 12 % und
wurde nach dem GieRen mit A. bidest. Gberschichtet. Nach erfolgter Polymerisation wur-
de das Wasser entfernt und das Sammelgel mit einem Acrylamid-Gehalt von 3,7 % darauf
gegossen. Nach vollstandiger Polymerisation wurde das Gel in die Laufkammer gestellt
und diese mit SDS-Laufpuffer aufgefiillt.

Nach der Proteinbestimmung (Kap. 3.3.2) wurden die Proben mit reduzierendem Pro-
benpuffer versetzt und flir 5 min bei 95 °C auf dem Heizblock inkubiert um Disul-
fidbriicken aufzulésen. AnschlieRend wurden 20 ug Protein in Probenpuffer in die
Taschen pipettiert. Als Gr6Renstandard dienten 5 ul PageRuler™ Plus Prestained Protein

Ladder. Die Elektrophorese fand bei 90 bis 140 V fiir 2-3 h statt.

3.3.4 Blot

Die im Acrylamidgel der GroRe nach aufgetrennten Proteine wurden in einem semi-dry
Blotsystem auf eine Whatman-Membran (ibertragen. Die Membran aus Polyvinyliden-
fluorid (PVDF) wurde nach dem Befreuchten mit Methanol in Towbin Puffer dquilibriert.
Das Filterpapier wurde ebenfalls in Towbin Puffer getrankt. AnschlieRend wurden drei
Lagen Filterpapier, Membran, Gel und drei weitere Lagen Filterpapier luftblasenfrei in
der Blottingkammer libereinander geschichtet. Der elektrophoretische Transfer fand fir

30 min bei 10 V statt.

3.3.5 Antikdrpermarkierung und Detektion

Die auf die Membran transferierten Proteine kdnnen mit spezifischen Antikérpern detek-
tiert werden. Zuvor wurden freie Proteinbindungsstellen der Membran durch einstiindi-
ge Inkubation in Blockpuffer abgesattigt.

Die Detektion erfolgte mit einem antigenspezifischen Primar- und einem HRP- (engl.:
horseradish peroxidase) gekoppelten Sekundarantikdrper. Die Inkubationszeit der Mem-
bran in Priméarantikorper-Blockpuffer-Losung betrug zwischen einer Stunde (bei Raum-

temperatur) und zwei Tagen (bei 5°C). AnschlieBend wurde die Membran finfmal fur
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8 min in TBS/T gewaschen und eine Stunde bei Raumtemperatur in Sekundarantikorper-
Blockpuffer Losung inkubiert. Die Antikdrperkonzentrationen im Blockpuffer betrugen je-
weils 1:1000. Um ungebundene Sekundarantikdrper von der Membran zu entfernen,
wurde die Membran erneut griindlich mit Waschpuffer gereinigt.

Kommt die Merrettich-Peroxidase des Sekundarantikorper in Kontakt mit Wasserstoffper-
oxid, wird Licht in Form von Chemolumineszenz emittiert. Dieses kann mittels Rontgen-
film oder mit Hilfe einer Kamera detektiert werden. Fir die Detektion des
Sekundarantikorpers wurde das Chemiluminescent Detection Kit verwendet und die Lich-

temission mit der Kamera dokumentiert.

3.4 Invivo Experimente in Mausen

3.4.1 Verabreichung von Medikamenten

Zur peroralen Verabreichung von Medikamenten wurden Mause in der linken Hand fi-
xiert und die Medikamente mit Hilfe einer Schlundsonde direkt in den Magen gegeben.
Es wurden pro Maus entweder 1 mg XIM, 3 mg DAB, 1,5 mg MEL, 4,2 mg AZD, oder 3 mg
TVX in 200 pl A. bidest. verabreicht.

Zur Dosierung von XIM

Die Dosierung von Medikamenten wird haufig auf das Korpergewicht bezogen. Jedoch
unterscheidet sich die Grofle der Leber — dem zentralen Stoffwechselorgan fiir Medika-
mente — bei Mensch und Maus deutlich. Betragt der prozentuale Anteil der Leber bei
Mdusen etwa 5 % des Korpergewichtes, so sind es beim Menschen nur ca. 2 % (etwa
1,2 g Leber bei 20 g Maus im Vergleich zu 1,5 kg Leber bei einem Durchschnittsgewicht
von 72 kg beim Menschen). Daher ist bei der Maus eine hdhere Dosierung bezogen auf
das Korpergewicht notwendig, um — bezogen auf das Lebergewicht — die gleiche Dosis zu
verabreichen. Des Weiteren ist die Bioverfligbarkeit von XIM in Nagern mit 5-10 % ge-
ringer als beim Menschen (20 %) (Eriksson et al., 2003). Daher wurde eine Dosis von
50 mg XIM/kg (21 mg/Maus) gewahlt, die verglichen mit 1 mg XIM/kg beim Menschen
(£ 72 mg/Mensch) deutlich héher liegt.
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3.4.2 Infektion von Mdusen mit Viren

Alle verwendeten rekombinanten Adenoviren wurden von Dr. Dirk Wohlleber (IMI, TU
Minchen) generiert. Das Adenovirus AdGOL exprimiert das griin fluoreszierende Protein
(GFP), Ovalbumin (OVA) und Luciferase unter dem CMV Promotor und ist durch die Dele-
tion der Gene E1 und E3 in vivo nicht zur Replikation fahig (Stabenow et al., 2010; Wohl-
leber et al., 2012b). Beim Lymphocytic Choriomeningitis Virus (LCMV) handelt es sich um
den Armstrong Stamm des Wildtypvirus. Dieser wurde ebenfalls von Dr. Dirk Wohlleber
zur Verflgung gestellt.

Zur Infektion von Mdusen wurden die Viren in Kochsalzlésung verdinnt und in 150 pl
NaCl intravends in die Schwanzvene gespritzt. Die Mause wurden mit 5x10%PFU/Maus

bzw. 1x10° PFU/Maus AdGOL oder mit 1x10° PFU/Maus LCMV infiziert.

3.4.3 Intraperitoneale Applikation von Substanzen

Um Substanzen intraperitoneal zu verabreichten wurden die Mause mit der linken Hand
fixiert und mit dem Kopf leicht nach unten gehalten. Fell und Bauchhaut wurden mit ei-
ner Kanule auf Hohe des Darms durchstochen und pro Maus 0,5 mg pan-Caspase Inhibi-
tor, 0,5 mg NK1.1 Antikdrper, 1 mg LPS oder 200 mg Fructose/Maus in 300 ul A. bidest.

verabreicht.

3.4.4 Intravenése Applikation von TNF
Nach Erwarmen unter Rotlicht wurden die M&ause im Restrainer fixiert, der Schwanz mit

Ethanol gereinigt und 400 ng TNF in 150 ul PBS in die Schwanzvene injiziert.

3.4.5 Messung des Leberschadens

Zur Bestimmung des Leberschadens wurde der Alanin-Aminotransferase (ALT) Wert im
Blut bestimmt. Dazu wurde die Mause im Restrainer fixiert, die Schwanzvene leicht mit
einem Skalpell angeritzt und 32 pl Blut in eine heparinisierte Kapillare aufgenommen.
Das Blut wurde auf einen ALT-Messstreifen gegeben und der Leberschaden im Reflexi-
onsphotometer gemessen. Bei ALT-Werten tber 1000 U/l wurden Verdiinnungen mit PBS

eingemessen.
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3.4.6 Uberlebensversuche

Zur Erstellung von Kaplan-Meier-Plots wurde das Uberleben von Mausen nach verschie-
denen Behandlungen untersucht. Die GruppengrofRe betrug zwischen 4 und 7 Tieren.
Wenn die Abbruchkriterien erfiillt, oder das Ende des Versuches erreicht war, wurden die

Mause durch zerviakle Dislokation oder durch Begasung mit CO, getotet.

3.4.7 Leberentnahme
Die Mause wurden durch zervikale Dislokation oder durch Begasung mit CO, get6tet. Das
Fell wurde mit 70 % (v/v) Ethanol gereinigt, der Bauchraum geé6ffnet und die Leber ent-

nommen.

3.4.8 Experimentelles Design der in vivo Versuche mit XIM

Fir die Untersuchung des durch XIM verstarken Leberschadens wurden zwei experimen-
telle Setups verwendet (siehe Abb. 2).

Das Grundschema des experimentellen Aufbaues blieb in den verschieden Versuchen un-
verandert. Die Mause wurden entweder zuerst mit LCMV oder Adenovirus infiziert (Kap.
3.4.2) und anschlieRend mit XIM behandelt (Kap. 3.4.1) und das Uberleben (Kap. 3.4.6)
und der Leberschaden durch Bestimmung der ALT im Blut (Kap. 3.4.5) determiniert (Abb.
2a) oder die Verabreichung von XIM (siehe Kap. 3.4.1) fand vor und nach der Infektion
mit dem Virus (Kap. 3.4.2) statt und an Tag 7 wurde TNF injiziert (Kap. 3.4.4) und der
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Abb. 2: Experimentelles Setup der in vivo Modelle fiir XIM-induzierten Leberschaden.

a) Ménnliche C57BL/6 Wt-M3use wurden an dO entweder mit 1x10°PFU LCMV oder 5x10°® bzw.
1x10° PFU AdGOL i.v. infiziert. Ab d1 wurden die M&use tiglich mit 1 mg XIM/Maus p.o. behandelt
und der Leberschaden durch Messung der ALT im Blut sowie das Uberleben determiniert. In (b)
wurden die M&use von d1 bis d7 tdglich mit 1 mg XIM/Maus p.o. gefittert und an d5 mit LCMV
(1x10°PFU/Maus) oder AdGOL (5x10°PFU oder 1x10°PFU/Maus) iv. Infiziert. An d7 erfolgte
1 h 50 min nach der letzten XIM-Gabe die i.v. Injektion von 400 ng TNF. Der Leberschaden wurde 0 h,
2 hund 4 h nach TNF durch Bestimmung der ALT im Blut gemessen.

Leberschaden (Kap. 3.4.5) und das Uberleben (Kap. 3.4.6) bestimmt (Abb. 2b).

3.5 Leberhistologie

Zunachst wurde eine Kandle in die Portalvene (Vena portae) der Leber eingefiihrt. Nach
Durchtrennung der Vena cava, erfolgte die Perfusion flir 1 min mit 4 % Paraformaldehyd
in PBS (pH 6,9).

Nach Entnahme wurde der grofle Leberlappen (Lobus dexter) mit dem Skalpell in ca.
3 mm breite Streifen geschnitten. Die mittleren Schnitte wurden fiir mindestens 48 h in
4 % Paraformaldeyd fixiert und danach bei 4 °Cin 0,4 % Paraformaldehyd in PBS gelagert.
Die angefertigten Schnitte wurden HE (Hamatoxylin Eosin) gefarbt. Die Einbettung in Par-
affin, sowie die Anfertigung der Schnitte erfolgte am Institut flir Molekulare Immunolo-
gie/Experimentelle Onkologie an der Technischen Universitit Minchen. Die
mikroskopische Auswertung fand am Institut fiir Virologie an der Technischen Universitat

Minchen statt.

— 38 —



— Material und Methoden —

3.6 Caspase Assay

Die Bestimmung der Caspaseaktivitat erfolgte mit dem Caspase-Glo Assay Kit. Aktivierte
Caspase spalten ein prolumineszentes Substrat, welches in der Folge mit Luziferase re-
agiert, wodurch es zur Emission von Chemolumineszenz kommt. Die Starke des lumines-
zenten Signals lasst somit Schliisse auf die Aktivierung der Caspasen zu.

Leberstiicke von ca. 3x3 mm GroRe wurden mit einem Gewebestempel in 200 ul hypoto-
nischem Extraktionspuffer homogenisiert. Anschlielend erfolgte die Zentrifugation fir
15 min bei 13000 rpm und 4 °C. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefiR mit
300 ul Extrationspuffer Gberfihrt und gut vermischt. Die Proben wurden bei -80 °C ge-
lagert.

Nach der Proteinbestimmung (Kap. 3.3.2) wurden die Proben in zwei Verdlinnungs-
schritten mit Extraktionspuffer auf 20 ug/ml eingestellt.

In einer 96 Well Flachbodenplatte mit weiRen Wanden und weillem Boden (Bio-Rad)
wurden in Anschluss 50 ul Caspase Glo Reagenz und 50 pl 20 pug/ml Proteinprobe ver-
mischt und fiir 30 min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Die Messung der Lumi-
neszenz erfolgte am Tecan Reader.

Die Bestimmung der Caspaseaktivitat der Proben erfolgte mit Hilfe von Duplikaten. Fiir
die Auswertung wurde das arithmetische Mittel gebildet. Als Blindwert dienten Proben

bei denen nur Extraktionspuffer zugefligt wurde.

3.7 Bestimmung der Prothrombinzeit von Blut

Fur die Bestimmung der Koagulationszeit von Blut wurde mannlichen C57BL/6 Mausen
mit einer Spritze Blut aus der Schwanzvene entnommen. Damit es nicht zur Gerinnung
des Blutes kommt, wurden zuvor 10 % des geplanten Entnahmevolumen an Citratpuffer
in einer Insulinspritze ohne Totvolumen vorgelegt. Die Proben wurden fiir 5 min bei
10000 rpm und 10 °C sedimentiert und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tiber-
flhrt. Zum vollstandigen Entfernen aller Erythrozyten wurde der Zentrifugationsschritt
wiederholt und das gewonnene Plasma bei -20 °C gelagert. Die Analyse der Proben wur-
de von Marco Dorn, Institut fir Experimentelle Hamatologie und Transfusionsmedizin,

Universitatsklinikum Bonn, vorgenommen. Die Gerinnungsanalyse erfolgte am Kugelko-
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agulator. Dabei handelt es sich um eine halbautomatische mechanische Bestimmung des
Gerinnungsendpunktes. Bei dieser Methode wird der Zeitpunkt bis zur Fibrinbildung au-

tomatisch gemessen.

3.8 Isolation von Mitochondrien aus der Mausleber

Mauslebern wurden ohne Perfusion entnommen und nach Entfernen der Gallenblase in
Reaktionsgefalle mit 30 ml eiskalten IP-Puffer mit BSA Uberfiihrt. AnschlieBend wurden
je 2 Lebern einer Gruppe in einen Douce Homogenisator mit 15 ml eiskaltem IP-Puffer
mit BSA gegeben. Dieser wurde in den Potter eingespannt und die Lebern im Eisbad bei
800 U/min zerkleinert. Dazu wurde der Stempel einmal vollstandig herab- und heraufbe-
wegt. Das Homogenat wurde 10 min bei 800 g und 4 °C sedimentiert. Der Uberstand
wurde erneut 10 min bei 800 g und 4 °C abzentrifugiert und der Uberstand in der Ultra-
zentrifuge 10 min bei 9000 g und 4 °C sedimentiert. Das Pellet wurde in 1 ml eiskaltem
IP-Puffer mit BSA resuspendiert.

Im Anschluss erfolgte die Auftrennung der Bestandteile mit Hilfe eines Percoll-Gradien-
ten. Der Gradient bestand aus 3 Schichten zu je 8 ml. Die unterste Schicht enthielt 60 %
(v/v) Percoll in IPP-Puffer mit 0,75 M Saccharose. Der mittlere Gradient hatte einen Per-
collgehalt von 30 % (v/v) in IPP-Puffer mit 0,43 M Saccharose. Die oberste Schicht verflig-
te Uiber einen Perconllanteil von 18 % (v/v) in IPP-Puffer mit 0,37 M Saccharose. Das in IP-
Puffer mit BSA resuspendierte Pellet wurde vorsichtig auf den Gradienten gegeben und
10 min bei 9000 g und 4°C zentrifugiert. Mit der Pasteurpipette wurde die Bande zwi-
schen dem mittleren und unteren Gradienten entnommen und in 50 ml IP-Puffer ohne
BSA verdiinnt. Ab diesem Schritt wurde Puffer ohne BSA verwendet, da die Proteinbe-
stimmung ansonsten nicht moglich ist. Die anschlieBende Zentrifugation erfolgte fir
10 min bei 9000 g und 4 °C. Falls sich das Mitochondrien-Pellet noch leicht vom Boden
des Reaktionsgefalles |6sen lie, also noch zu viel Percoll enthielt, wurde die Zentrifugati-
on wiederholt. Am Ende der Isolation wurden die Mitochondrien vorsichtig in 1 ml IP-
Puffer ohne BSA resuspendiert und auf Eis gelagert.

Flr die Proteinbestimmung (Kap. 3.3.2) wurden 5 pl einer 1:10 Verdinnung in IP-Puffer

ohne BSA verwendet.
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3.9 Exvivo Behandlung von Mitochondrien mit XIM

Nach der Proteinbestimmung wurden 200 pg XIM zu 10 mg der isolierten Mitochondrien
in 1 ml IP-Puffer ohne BSA gegeben. Als Kontrolle diente Carrier, der liber den gleichen
pH-Wert wie XIM verfligte. AnschlieBend wurden die Ansatze fiir 30 min bei 37°C unter
gelegenlichem Schiitteln im Wasserbad inkubiert und danach sofort auf Eis gelagert. Die
Mitochondien wurden fiir 10 min bei 9000 g und 4°C abzentrifugiert und vorsichtig in IP-

Puffer ohne BSA resuspendiert.

3.10 Membranpotential und Anschwellen von Mitochondrien

Wenn Mitochondrien mit einer pathologischen Menge an Calcium behandelt werden
kommt es zur Offnung der mitochondrialen Permeabilitits-Transitions-Pore (mPTP)
(Martinou et al., 2000; Rizzuto and Pozzan, 2006; Giacomello et al., 2007). Durch die ge-
offnete mPTP gelangt Saccharose, welche im Puffer in hoher Konzentration vorliegt, in
die Mitochondrien. In der Folge kommt es durch Osmose zum Nachstrom von H,O wo-
durch die Mitochondrien anschwellen und ihr Membranpotenial verlieren. Das An-
schwellen der Mitochondrien fihrt dazu, dass ihre Absorption von Licht reduziert wird,
detektierbar als Verringerung der optischen Dichte bei 540 nm. Durch Zugabe des mem-
branpermeablen, kationischen, griinfluoreszierenden Farbstoff Rhodamin 123 (Rh123)
kann der Verlust des Membranpotentials untersucht werden. Von gesunden Mitochon-
drien mit stabil hohem Membranpotential wird Rh123 aufgrund seiner Ladung aufge-
nommen. Im Innern der Mitochondrien kommt es zum Quencing der Fluoreszenz. Bei
Depolarisierung der Membran tritt Rh123 aus den Mitochondrien aus und das fluores-
zente Signal nimmt zu.

Das Protonophor Carbonylcyanid-4-(trifluoromethosy)-phenylhydrazon (FCCP) ist ein Ent-
koppler der mitochondrialen Atmung und Phosphorylierung. Durch Inkubation der Mit-
ochondrien mit FCCP wird der Transport von Protonen in das Mitochondrium erhéht und
das mitochondriale Membranpotential bricht zusammen. Die Messung der Fluoreszenz
nach Depolarisierung der Membran mittels FCCP dient als Positivkontrolle. Cyclosproin A

(CsA) inhibiert die Offnung der mPTP und dient als Negativkontrolle.
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Fiir die Messung von Membranpotenial und Schwellung der Mitochondrien wurden die

in Tabelle 1 aufgefiihrten Stammldsungen und Puffer verwendet.

Tab. 1: Verwendete Stammldsungen fiir die Herstellung des Schwellungs-Puffers und zur Bestim-
mung des Membranpotenials bzw. der Schwellung der Mitochondrien

Stammlésungen

Endkonzentration Lagerung (°C)
Saccharose 1M -20
Tris 2M 4
MOPS-Tris 05M 4
Succinate 0,25 mM 4
P; (HsPO,) 1M 4
EGTA 100 mM 4
Rotenon 2mM -20
CaClL, Dihydrat 1M 4
CsA 1mM -20
Rhodamin 123 1mM -20
FCCP 1mM -20

Aus den Stammlosungen wurde der Schwellungs-Puffer (SWP) (siehe Tab. 2) hergestellt.

Der Puffer wurde bei -20°C gelagert. Die Zugabe von Rotenon erfolgte erst kurz vor der

Verwendung.

Tab. 2: Zusammensetzung des Schwellungs-Puffers

SWP
100 ml Stammlosung Endkonzentration
Saccharose 20 ml 1M 0,2M
MOPS-Tris 2 ml 0,5M 10 mM
Succinate 2 ml 0,25 M 5mM
P; 100 pl 1M 1mM
EGTA 10 pl 100 mM 10 uM
Rotenon 1:1000 2mM 2 uM

Zur Untersuchung des Membranpotentials und der Schwellung wurden die Stammldsun-

gen mit Schwellungs-Puffer verdiinnt (siehe Tab. 3).
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Tab. 3: Verdiinnungen der Stammldsungen, die zur Untersuchung von Membranpotential bzw.
Schwellung der Mitochondien bendtigt werden und Endkonzentration in der Platte.

Stamml6sung Verdiinnung | Endkonzentration | Menge/ Konzentration/
Vertiefung | Vertiefung
Rh123 1mM 1:2000 500 nM 50 ul 125 nM
Ca2+ 1M 1:2500 400 pM 50 pl 100 puM
CsA 1 mM 1:50 20 UM 50 pl 5 uM
FCCP 1mM 1:200 10 uM 20 ul 1uM

Zur Messung des Membranpotentials und der Schwellung wurde eine schwarze Mikroti-
terplatte mit 96 Vertiefungen und durchsichtigem Boden verwendet. Mit Hilfe einer ab-
geschnittenen gelben Spitze wurden 150 pug Mitochondrien in 25 pl IP-Puffer ohne
BSA/Vertiefung vorgelegt. AnschlieBend wurden die Verdiinnungen der Stammldsungen
(siehe Tab. 3) von Rhodamin 123 (125 nM Rh123 in 50 pl SWP/Vertiefung) und Calcium
(100 uM Ca** in 50 pl SWP/Vertiefung) hinzugegeben und mit 75 pl SWP auf 200 pl Ge-

samtvolumen aufgefillt.

Bei allen Gruppen wurden verschiedene Kontrollansatze mitgefiihrt:

1) Nur Puffer

2) Nur Mitochondrien

3) Nur Rhodamin 123

4) Nur Mitochondien und Rhodamin 123

5) Zusétzlich mit CsA (1 uM CsA in 50 pl SWP/Vertiefung) zur Inhibition der MPTP
(Negativkontrolle)

6) Zusatzlich mit FCCP (1 uM FCCP in 20 ul SWP/Vertiefung) zur Entkopplung der oxi-
dativen Phosphorylierung (Positivkontrolle)

Alle Ansatze wurden mit SWP auf 200 pl/Vertiefung aufgefuillt.

Zur Untersuchung der mitochondrialen Schwellung wurde die optische Dichte bei
540 nm gemessen. Die Anderung des Membranpotentials wurde bei 485/20 nm (Exzitati-
on) und 528/20 nm (Emission) detektiert. Die Messungen erfolgen alle 30 s (iber einen

Zeitraum von 100 min mit kurzem Schiitteln zwischen den Messungen am Tecan Reader.
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Die Bestimmung erfolgte in Triplikaten. Fiir die Auswertung wurde das arithmetische

Mittel der detektierten Werte verwendet.

3.11 In vivo Biolumineszenz nach AdGOL Infektion

Zur Entstehung von Biolumineszenz kommt es wenn das Enzym Luziferase das Substrat
Luziferin abhangig von Sauerstoff zu Oxyluziferin umsetzt. Bei dieser Reaktion kommt es
zur Freisetzung von Energie in Form von Photonen. Diese kdnnen mit einer CCD (engl.:
cooled charge-coupled device) Kamera detektiert und optisch dargestellt werden. Um die
Infektionseffizienz nach Adenovirusinfektion (siehe Kap. 3.4.2) zu untersuchen, wurde
das In Vivo Imaging System verwendet. Das verwendete Adenovirus AdGOL exprimiert
Luziferase unter dem CMV-Promotor. Das MalR der Luziferinumsetzung lasst somit direk-
te Ruckschlisse auf die Viruslast in den Leberzellen zu.

Mannliche C57BL/6 Mause wurden intravends entweder mit 5x10% PFU/Maus oder mit
1x10° PFU/Maus AdGOL infiziert und nach 24 h im IVIS System vermessen. Zur Quantifi-
zierung der Infektion wurden den Mausen intraperitoneal 2,5 mg Luziferin gespritzt und
nach 5 Min unter Narkose mit Isofluran wurde die in vivo Biolumineszenz gemessen. Die

Auswertung erfolgte mit dem Programm Living Image 2.50 (Caliper LifeScience).

3.12 Zellzahlbestimmung

Die Zellsuspension wurde im Verhaltnis 1:10 verdiinnt und 10 ul in eine Neubauer Zahl-
kammer pipettiert. Es wurden die leben, d.h. nur die nicht blau verfarbten Zellen in den
16 kleinen AulRenquadraten gezahlt. Zur Berechnung der Zellzahl wurde folgende Formel
verwendet:

Zellzahl / ml = Anzahl der gezihlten Zellen / (4 x Verdiinnungsfaktor x 10%)
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3.13 Herstellung von Adenoviren

HEK 293 Zellen wurden in Zellkulturplatten bis zu einer Konfluenz von 80 % in Zelllinien-
Medium kultiviert und mit 1x108 pfu/Schale des jeweiligen Adenovirus infiziert. Nach 36-
48 h Kultivierung bei 37 °C wurden die Zellen durch festes seitliches Klopfen an die Scha-
len abgelost. Die Zellen wurden bei 1500 rpm fir 10 min bei 4 °C sedimentiert und der
Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 0,5 ml/Schale Viruspuffer aufgenommen. Zum
Herauslosen des Virus aus den Zellen wurde die Zellsuspension dreimal in fllissigem
Stickstoff eingefroren und im Wasserbad bei 37°C wieder aufgetaut. Im Anschluss wurde
die Suspension fiir 10 min bei 4000 rpm und 4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
erneut fiir 10 min bei 4000 rpm und 4°C sedimentiert und der Viruspartikel enthaltende

Uberstand fiir die Ultrazentrifugation verwendet.

3.13.1 Ultrazentrifugation

In einem Ultrazentrifugenréhrchen wurden 2,5 ml Casiumchlorid 1,25 mit 2,5 ml CsCl 1,4
unterschichtet. Darauf wurde vorsichtig 6 ml Viruslosung pipettiert und das Rohrchen mit
Viruspuffer bis zu Rand aufgefiillt. Die Zentrifugation fand fiir 60 min bei 35000 rpm und
10 °C statt. AnschlieBend wurde die untere milchig-triibe Virusbande entnommen. Dazu
wurde das Réhrchen mit einer Kaniile durchstochen und die Band vorsichtig abgesaugt.

Im zweiten Auftreinigungsschritt wurden 8 ml CsCl 1,34 in ein Ultrazentrifugenréhrchen
gegeben, die Viruslosung vorsichtig darauf pipettiert und mit Viruspuffer bis zum Rand
aufgefiillt. Im Anschluss an die Zentrifugation bei 30000 rpm fiir 18 h bei 10 °C wurde

die untere opaque Virusbande erneut durch Punktion mit einer Kaniile entnommen.

3.13.2 Dialyse

Die Viruslosung wurde mit einer Kanlile in eine zuvor mit Dialyse-Puffer benetzte Dialyse-
Kammer gespritzt und in Dialyse-Puffer gelegt. Die Dialyse erfolgte fiir 4,5 h unter Rihren
bei 4 °C. Der Puffer wurde das erste Mal nach 30 min und dann alle 60 min ausgetauscht.
Die Viruslosung wurde mittels einer Spritze entnommen, aliquotiert und bei -80 °C ge-

lagert.
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3.13.3 Virustitration

Fur die Titration des Virus wurden 2,5x10° HEK 293 Zellen in 1 ml Zelllien-Medium in ei-
ner Platte mit 12 Vertiefungen flir 18-24 h bei 37 °C bis zu einer Konfluenz von 80 % kulti-
viert. Es wurde eine Verdiinnungsreihe des zu untersuchenden Virus hergestellt. Dazu
wurden jeweils 30 ul, 10 pl, 3 pl oder 1 ul Viruslosung in die obere Reihe der Platte gege-
ben. AnschlieBend wurden je 10 pl aus dem jeweiligen Loch der oberen Reihe in das
Loch der mittleren Rehe pippettiert. Dies entspricht 0,3 pl, 0,1 ul, 0,03 pl und 0,01 ul Vi-
ruslésung pro Vertiefung.

Nach Inkubation fiir 48 h wurde die Viruskonzentration zur Berechnung verwendet, bei
der sich noch alle Zellen vom Boden abgel6st haben. Mit Hilfe von Tab. 4 lasst sich die Vi-

ruskonzentration der titrierten Viruslosung bestimmen.

Tab. 4: Berechnung der Viruskonzentration mittels eingesetzter Viruslosung

Menge der Viruslosung Viruskonzentration
30 ul 1,7 x 10% IU/ml

10 ul 5x 10% IU/ml

3ul 1,7 x 10° 1U/mll

1 ul 5x10° 1U/ml

0,3 ul 1,7 x 10" 1U/ml
0,1ul 5x 10" 1U/ml

0,03 ul 1,7 x 10" 1IU/mll
0,01 ul 5x 10" 1U/ml

3.14 Statistik

Alle Experimente wurden mindestens zweimal durchgefiihrt. Die GruppengroRe der in
vivo Versuche lag bei 3-7 Tieren. Die Fehlerabweichung wurde als Standardfehler des
Mittelwertes (SEM) angegeben. Die Berechnung der statistischen Signifikanz erfolgte mit
Hilfe des zweiseitigen Student's t-Test mit dem Programm Prism5 (* p<0,05;

**p<0,01; *** p<0,001).
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4 ERGEBNISSE

4.1 Etablierung eines in vivo Modells fiir iDILI

Das seltene Auftreten idiosynkratischer Reaktionen und deren Abhangigkeit von individu-
ellen Risikofaktoren hat zur Folge, dass iDILI derzeitig in verwendeten praklinischen
Sicherheitstest mit konventionellen Tierversuchen haufig unbemerkt bleibt. Bessere Vor-
hersagemodelle fiur iDILI wirden die praklinsche Identifitkation von iDILI-auslésenden
Substanzen ermoglichen und koénnten helfen, den Mechanismus der Leberschadigung
aufzuklaren (Roth and Ganey, 2011).

Der Mechanismus Leberschadigung durch XIM ist bisher nicht bekannt. Weder in in vitro
Studien mit humanen Hepatom-Zelllinien noch in ex vivo Studien mit humanen Hepoto-
cyten wies XIM toxische Effekte auf (Kenne et al., 2008; Ainscow et al., 2008b). Mogli-
cherweise zeigte sich die Hepatotoxizitat durch die komplexe Struktur der Leber und der
vielfaltigen Interaktion von Immunzellen mit Leberzellpopulationen daher erst in in vivo.
Denn erst in Langzeitstudien von Uber 35 Tagen wurde ersichtlich, dass XIM in 7,9 % der
Patienten zu erhoéhen Leberwerten fiihrte (Agnelli et al., 2009; Keisu and Andersson,
2010). Daher wurde fir die Untersuchung von XIM-assoziiertem iDILI ein in vivo Maus-
modell mit langerer Expositionsdauer entwickelt. Zu den Risikofaktoren fiir die Entwick-
lung fir iDILI zdhlen neben genetischen Pradispositionen und Umweltfaktoren auch
Infektionen (CHALASANI and BJORNSSON, 2010). Die Haufigkeit eine Medikamenten-
induzierte Leberschadigung zu entwickeln ist in HIV, Hepatitis B, Hepatitis C oder Hepati-
tis B/C koinfizierten Menschen signifikant erhoht (Ungo et al., 1998; den Brinker et al.,
2000; Wong et al., 2000; Bonacini, 2004; Kim et al., 2016).

Daher wurde ein Mausmodell entwickelt (Abb. 3a), bei dem die Tiere entweder mit dem
RNA-Einzelstrangvirus LCMV oder dem Adenovirus Serotyp 5, einem replikationsdefizien-
ten rekombinanten DNA-Doppelstrangvirus infiziert wurden (siehe Kap. 3.1.10). Im An-
schluss daran erfolgte die tagliche perorale Behandlung der Méause mit XIM (siehe

Kap. 3.4.1). Als Kontrolle wurde Carrier-Losung mit dem gleichen pH-Wert wie XIM ver-
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abreicht. Durch Messung der Alanin-Aminotransferase (ALT) im Blut, die vor allem im Zy-
toplasma der Hepatozyten vorkommt und bei deren Zerstorung ins Blut freigesetzt wird,
kann eine direkte Aussage Uiber das AusmaR der Leberschadigung getroffen werden. Des
Weiteren wurde die Uberlebensrate der Mause bestimmt. Da NK und NKT Zellen sowie
CTL eine wichtige Rolle bei der Bekampfung viraler Infektionen haben, wurde untersucht,
ob sie auch bei der XIM-vermittelten Leberschadigung involviert sind. Der pan-NK-Mar-
ker NK1.1 wird auf murinen NK und NKT Zellen exprimiert (Lanier et al., 1986; Albert
Bendelac et al., 1997). Zudem wird die Expression von NK1.1 nach Virusinfekton auf CD8*
zytotoxischen T Lymphocyten (CTL) hochreguliert (Kambayashi et al., 2000; McMahon
and Raulet, 2001; M K Slifka, 2000; Assarsson et al., 2000). In einem Teil der Mause fand
1 Tag vor Virusinfektion und darauf folgend alle 2 Tage durch Verabreichung eines Anti-
korpers die Depletion der NK1.1-positiven Zellen statt.

Bei LCMV/Carrier-Mausen zeigten sich ein Anstieg der ALT-Werte im Blut nach Tag 5
(Abb. 3b). Die hochste Leberschadigung war am 7. Tag erreicht, anschliefend sanken die
Werte wieder. Bei Mdusen die zusatzlich mit XIM behandelt wurden, war der Leberscha-
den an Tag 7 signifikant erhoht. Auch an Tag 9 nach Infektion zeigten sich héhere ALT-
Werte. Die alleinige Verabreichung von XIM fiihrte Giber den gesamten Zeitraum zu kei-
ner verstarkten Freisetzung von ALT ins Blut. Im Kaplan-Meier Graph zeigte sich nach
9 Tagen eine Sterberate von 50 % der LCMV/XIM-Md&use (Abb. 3c). Weder Mause der
Carrier-Vergleichsgruppe noch die nur mit XIM-behandelten Méause starben. Die mit Ad-
GOL-infizierten Mause zeigten dhnliche Ergebnisse wie die LCMV-infizierten Tiere. Die
AdGOL/XIM-Mause wiesen im Verlauf der Infektion eine hohere Leberschadigung, dete-
tiert als Serum-ALT, auf (Abb. 3d) und die Mortalitdt lag bei 75 % (Abb. 3e).

Die zusatzliche Depletion von NK und NKT Zellen sowie CTL durch Verabreichung des
NK1.1 Antikorpers vor und wahrend des Versuches inhibierte die Leberschadigung bei
XIM- und Carrier-behandelten Virus-infizierten Mausen fast vollstandig (Abb. 3d) und

verhinderte das Sterben der Virus-infizierten XIM-Mause (Abb. 3e).
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Abb. 3: XIM verstarkt den Leberschaden in Virus-infizierten Mausen.

a) Schematische Darstellung des experimentellen Designs. Mannliche C57BI/6 Mause wurden an
Tag 0 mit 1x10°PFU LCMV oder 5x10® PFU AdGOL i.v. infiziert. Ab Tag 1 wurden die M&use taglich mit
XIM (1 mg/Maus/d) oder Carrier p.o. behandelt und die ALT im Blut bestimmt. (b) Zeigt die
Leberschadigung im Verlauf der Zeit bei LCMV Infektion. In (c) ist das prozentuale Uberleben der
Mduse im Kaplan-Meier Graph dargestellt. (d) Stellt die Leberschadigung gegen die Zeit ab dem
Zeitpunkt der AAGOL Infektion dar. (e) Zeigt das prozentuale Uberleben der AdGOL-infizierten M3use
im Kaplan-Meier Graph. In (d und e) erfolge zusétzlich die Depletion von NK1.1-positiven Zellen 1 Tag
vor Virusinfektion und anschlieBend alle 2 Tage wurden den Mausen 50 pg NK1.1 Antikorper i. p.
gespritzt. Die gezeigten Daten sind reprasentativ fir mindestens drei unabhadngige Experimente mit
4 Mausen pro Gruppe. Die Berechnung der Signifikanz erfolge mit dem zweiseitigen Student's t-Test
(* p<0,05; ** p<0,01; *** p <0,001).
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Das hier vorgestellte in vivo Modell fir XIM-induzierten Leberschaden ist unabhangig
vom verwendeten Virustyp. Sowohl! die mit dem RNA-Virus LCMV- als auch die mit dem
DNA-Virus AdGOL-infizierten Mause entwickeln durch Behandlung mit XIM einem erhoh-
ten Leberschaden, der mit einer 50-75%igen Letalitdt der kobehandelten Mause einher-
geht. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass unerkannte virale Erkrankungen der
Leber, beispielsweise durch HEV, bei der Entwicklung der XIM-induzierten Hepatotoxizi-

tat im Menschen involviert waren.

Durch Depletion von NK/T Zellen und CTL wurde der Leberschaden und die Letalitat inhi-
biert. NK/T Zellen und CTL erkennen Virus-infizierte Zellen, sezernieren unter anderem
die Zytokine IFNy und TNF und t6ten infizierte Zellen ab (siehe Kap. 1.1.5). Daher wurde
die Rolle dieser Immunzellen im Modell fir XIM-induzierte Leberschadigung (engl.: Xi-
melagatran-induced Liver injury, XIM-DILI) mit Hilfe von rag2” und TNF-R1/2" Mausen

naher untersucht (siehe Kap.Fehler: Referenz nicht gefunden und Kap 4.3).

4.2 Keine Protektion vor XIM-DILI in rag-2"- Mausen

Um die Rolle von NK/T Zellen und CTL bei XIM-DILI zu untersuchen, wurden rag2” Mause
verwendet. Durch fehlende V(D)J Rekombination sind die Tiere unter anderem nicht fa-
hig reife NKT Zellen oder CTL zu produzieren (Shinkai et al., 1992). NK Zellen sind im Ge-
gensatz dazu mit einem Set von Keimbahn-codierten Rezeptoren ausgestattet, dessen
Expression nicht von RAG Proteinen abhangt. Daher haben rag2” Mause nahezu die glei-
che Anzahl von NK Zellen ohne generelle funktionelle Defizite (Mombaerts et al., 1994).
Rag-2” Mause wurden mit AdGOL infiziert und XIM ab dem nichsten Tag mittels
Schlundsonde verabreicht (siehe Kap. 3.4). Als Kontrollen dienten Wt-Mause und Carrier-
behandelte Tiere. Wie auch in Kap. 4.1 beobachtet, war der Leberschaden der XIM-WHt-
Mause hoher als bei den Carrier-Wt-Mausen (Abb 4a). Zudem starben 50 % der XIM-
Mause innerhalb von 8 Tagen nach Infektion (Abb. 4b). Es wurden keine Unterschiede
zwischen rag-2” und Wt-Méausen beobachtet, wenn sie mit Carrier behandelt wurden.

Im klaren Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse der XIM-Mause: XIM-behandelte rag-2"
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Tiere wiesen an Tag 2 nach Infektion eine deutlich erhdohte Leberschadigung auf und am

3. Tag der Infektion zeigte sich eine Letalitat von 100 % (Abb. 4b).
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Abb. 4: Verstirkter Leberschaden und Letalitit in rag2”- Mdusen nach AdGOL Infektion und XIM-
Behandlung.

Mannliche rag2” M3use wurden mit 5x10® PFU AdGOL i.v. infiziert und ab einem Tag nach Infektionen
wurde tiglich 1 mg XIM oder Carrier p.o. verabreicht. Die ALT im Blut (a) und das Uberleben (b)
wurden bestimmt. Die dargestellten Ergebnisse sind reprasentativ flir zwei unabhangige Experimente
mit 3-4 Mausen pro Gruppe. Die Berechnung der Signifikanz erfolge mit dem zweiseitigen Student's t-
Test (* p<0,05; ** p<0,01).

Die Ergebnisse zeigen, dass die Abwesenheit von NKT Zellen und CLT Mause nicht vor
XIM-DILI schiitzt, sondern im Gegenteil rag2” Mause besonders schwer von XIM-DILI be-
troffen sind. Da in rag2”" Mausen NK Zellen die einzigen Zellen sind, die Virus-infizierte
Zellen eliminieren, scheinen sie moglicherweise eine bedeutende Rolle bei XIM-DILI zu
Ubernehmen. Leber-residente NK Zellen sind Eomes-negativ und seketieren nach Akti-
vierung groBe Mengen verschiedener Zytokine wie beispielsweise TNF (Daussy et al.,
2014). Eine mogliche Erklarung fir den erhdhten Leberschaden und Letalitat durch XIM

kdnnte daher die massive Freisetzung von TNF nach NK Zell-Aktivierung in Virus-infizier-

ten rag2”" Méusen sein.
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4.3 Die Entwicklung von XIM-DILI ist abhédngig von TNF-Rezeptorl/2

Die Depletion von NK/T Zellen und CLT durch den NK1.1 Antikérper inhibierte den XIM-
induzierten Leberschaden nach Virusinfektion (siehe Kap. 4.1). Besonders CTL, NK/T Zel-
len spielen bei der Elimanation von Virus-infizierten Zellen eine entscheidende Rolle (sie-
he Kap. 1.1.5). CTL kdénnen den Zelltod lber Perforin/Granzym-vermittelte Zytolyse,
durch Fas/FasL-vermittelte Aktivierung der Apoptose oder durch Sekretion von Zytokinen
ausgelésen. Auch hepatische NK/T Zellen Gbernehmen Schlisselfunktionen bei der anti-
viralen Immunabwehr. Verschiedene Adhdsionsmolekile werden auf der Oberflache ex-
primiert und pro-inflammatorische Zytokone wie TNF und INFy sekretiert und Virus-
infizierte Zellen eliminiert (Gao et al., 2009). Aktivierte NK Zellen toten Hepatozyten Uber
TRAIL und/oder Perforin/Granzym B (Ochi et al., 2004). Die wichtigsten Effektorme-
chanismen NKT-Zell vermittelter Leberschadigung sind die Produktion groBer Mengen
pro-inflammtorischer Zytokine wie INFy und TNF und das Toten von Hepatozyten tber
FasL (Biburger and Tiegs, 2005; Minagawa et al., 2004; Takeda et al., 2000). Da sowohl
CTL als auch NK/T Zellen bei der endogenen Immunantwort auf virale Infektionen groRRe
Mengen des Zytokins TNF sezernieren und in Virus-infizierten Zellen auf diese Art die
Apoptose induzieren, sollte die Rolle der TNF-Rezeptoren 1/2 im Modell fur XIM-DILI un-
tersucht werden.

Daher wurde die XIM-induzierte Leberschidigung in TNF-R1/2” M&usen und Wt-Mausen
verglichen. Wie in Abb. 3a beschrieben, wurden die Mause mit AdGOL infiziert, ab dem
darauf folgenden Tag taglich peroral mit XIM oder Carrier behandelt und der Leberscha-
den und die Letalitat taglich bestimmt.

Mit Adenovirus-infizierte Wt-Mdause entwickelten ab Tag 3 einen Leberschaden, die
héchste Schadigung war an Tag 6 vorhanden, anschlieBend ging der Leberschaden zu-
rick. Bei Virus-infizierten Wt-Mausen die zusatzlich mit XIM behandelt wurden, war der
Leberschaden ab Tag 4 hoher als in Carrier-behandelten Wt-Kontrollen und blieb im Ver-
lauf des Experimentes bis Tag 12 signifikat erhoht. Des Weiteren wiesen die XIM-behan-

delten Wt-Mause eine Letalitdt von 75 % auf (Abb. 5a/b).
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Verglichen mit den XIM/Wt-Mausen, die einen héheren Leberschaden und eine erhéhte
Letalitit zeigten, waren XIM/TNF-R1/2" Mause vor dem XIM-induzierten verstirken Le-
berschaden protektiert (Abb. 5a/b). Die ALT im Blut und die Sterblichkeit waren in Knock-
out Mausen, die mit XIM geflttert wurden auf einem Niveau mit Carrier-behandelten

Knockout Tieren.
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Abb. 5: TNF-R1/2” Miuse sind vor erh6htem Leberschaden und Letalitit durch XIM protektiert.
Mainnliche C57BI/6 Wt-Mause oder TNF-R1/27" Mause wurden mit 1x10° PFU AdGOL i.v. infiziert und
ab Tag 1 nach Infektion taglich p.o. mit 1 mg XIM/Maus oder Carrier behandelt. (a) Stellt den Verlauf
der ALT-Werte ber die Zeit dar. In (b) ist das prozentuale Uberleben der Miuse im Kaplan-Meier
Graph gezeigt. Die dargestellten Ergebnisse sind reprdsentativ flir mindestens zwei unabhangige
Experimente mit 3-4 Mausen pro Gruppe. Die Berechnung der Signifikanz erfolge mit dem
zweiseitigen Student's t-Test (* p < 0,05; ** p <0,01).

Bemerkenswerter Weise entwickelten auch TNF-R1/2” M&use nach Infektionen mit Ade-
novirus einen Leberschaden, allerdings war dieser in Carrier-behandelten Tieren und
XIM-Mausen gleich hoch. Grund dafiir kdnnte sein, dass CTLs die Apoptose von infizier-
ten Hepatozyten nicht nur Gber TNF initiileren sondern auch Uber andere Mechanismen
wie Perforin/Granzym vermittelte Zytolyse oder durch Fas/FasL-vermittelte Aktivierung

der Apoptose. Allerdings scheinen diese Effetormechanismen nicht relevant fir das Le-

berversagen im XIM/Virus-Modell zu sein, da die Mause trotz Leberschaden nicht ster-
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ben. Die von XIM ausgeloste Letalatat scheint folglich abhangig vom TNF-Rezeptor Signal-
weg zu sein.

Zusammenfassend lassen die Ergebnisse darauf schlieBen, dass der TNF-Rezeptor eine
entscheidende Rolle bei der Vermittlung von XIM-DILI hat, da nur Virus-infizierte Mause,
welche Uber diesen verfligen, eine erhohte Leberschadigung und Letalitdat aufweisen.
Zentrales Element der verstarkten Leberzellschadigung in XIM-Mausen scheint folglich
die Interaktion von TNF mit seinen kognaten Rezeptoren zu sein und die daraus resultie-
rende Initilerung des Zelltods. Die Initilerung des Zelltods durch andere Effektorme-
chanismen wie Perforin/Granzym-vermittelte Zytoyse oder Fas/FasL-vermittelte
Aktivierung der Apoptose fiihrt in Virus-infizierten Mausen zwar zu einem Leberschaden,
allerdings ist dieser fiir die XIM-induzierte Hepatotoxiziat und Letalitdt nicht maRgeblich.
Virale Infektionen kdnnen, genau wie bakterielle Infektionen, zu inflammatorischem
Stress fuhren. Eine Hypothese fiir die Entstehung von iDILI besagt, dass inflammatori-
scher Stress — hervorgerufen durch exogenen oder endogene Inflammagene — einen Sus-
zeptibiltatsfaktor fur iDILI darstellt (Deng et al., 2009). Im bekanntesten Tiermodell um
idiosynktratische Hepatotoxizitdt von Medikamenten zu untersuchen fungiert das Endo-
toxin Lipopolysaccahrid (LPS) als Inflammagen und wird zusammen mit iDILI-verursa-
chenden Medikamenten verabreicht (siehe Kap. 1.3.5). Daher wurde in folgenden
Experimenten wurde untersucht, ob XIM im LPS-Modell fir iDILI ebenfalls zu einem ver-
starkten Leberschaden fiihrt oder ob der Mechanismus der XIM-Hepatotoxizitat ein an-

derer ist.

4.4 Im LPS-Modell fiir iDILI induziert die alleinige Applikation von
XIM keinen Leberschaden

Die Inflammatorische Stress Hypothese besagt, dass durch Entziindungen hervorgerufe-
ner Stress beim Menschen die Entstehung von iDILI auslésen kann (Shaw et al., 2010). In-
flammatorischer Stress kann durch eine Vielzahl von Mechanismen ausgel6st werden,
wie beispielsweise Infektionen, Zelltod oder Stérungen der intestinalen mikrobiellen Bar-
riere (Ganey et al., 2004). Lipopolysaccharid (LPS), ein Bestandteil der gram-negativen

Bakterienzellwand, ist ein Agens, das inflammatorischen Stress in vivo auslésen kann.
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Das erste Tiermodell fiir idiosynkratische Hepatotoxizitdat wurde entwickelt, indem iDILI-
verursachende Medikamente zusammen mit einer moderat inflammatorschen Dosis von
LPS verabreicht wurden. Bei der Koexposition wurden sowohl nicht-toxische Dosen von
Medikamenten als auch nicht-toschische Dosen von LPS verwendet. Im Gegensatz zum
oben beschriebenen Modell fiir XIM-DILI sind die Maduse nicht mit einem heptotrophen
Virus infiziert, sondern die alleinige Adminstration von LPS und iDILI-assoziiertem Medi-
kament lost den Leberschaden aus. Verschiedene Medikamente, die in Menschen iDILI
verursachen kdnnen, wie beispielsweise Trovofloxacin (TVX), Ranitidin, Sulindac, Chlor-
promazin, Halothan, Amiodaron und Diclofenac zeigten hepatoxische Effekte in Nagern
wenn sie mit einer nicht-toxischen Dosis des Inflammagen LPS koadministriert wurden
(Buchweitz et al., 2002; Cheng et al., 2009; Deng et al., 2006; Luyendyk et al., 2003; Wa-
ring et al., 2006; Zou et al., 2009). Medikamente, die der gleichen pharmakologischen
Klasse angehoren, aber nicht mit idiosynkratischen adversen Medikamentenreaktionen
assoziiert sind, fihrten in diesem Tiermodell nicht zu Hepatotoxizitat (Luyendyk et al.,
2003; Waring et al., 2006). Die Selektivitat dieses Modells um iDILI-verursachende Medi-
kamente zu identifizieren, spricht fir eine mogliche Rolle von inflammatorischem Stress
bei der Entstehung von humanem iDILI.

Trovofloxacin (TVX) ist ein Antibiotikum, dessen Verwendung 1999 von der Arzneimittee-
zulassungsbehorde der USA stark eingeschrankt wurde, da es iDILI hervorrufen kann. Die
Inzidenz von TVX-induzierter schwerer Hepatotoxizitat lag bei einer von 18000 Verschrei-
bungen und bei einer von 178000 Verschreibungen trat Leberversagen auf. Weder vorkli-
nische Versuche noch klinischen Studien deuteten zuvor auf die lebertoxische
Eigenschaft des Breitbandantibiotikums bei therapeutischen Dosen hin (Stahlmann,
2002).

TVX fiihrt in Nagern auch bei hohen Dosen nicht zu einer Schadigung der Leber (Shaw et
al., 2007). Allerdings zeigte sich, dass die Koadministration von LPS und TVX in Mausen
eine signifikante Erhohung des Leberschadens hervorruft. TVX oder LPS allein fiihren
nicht zu einer Erhohung der Plasma ALT Werte verglichen mit Kontrollm&usen. Die Leber-
schadigung erreiche 15-21 h nach LPS-Gabe ihren Hohepunkt (Shaw et al., 2007; Waring
et al., 2006). Histologisch zeigte sich eine zentrilobulare hepatozellulare Nekorse mit kol-

labierten Sinoiden um die Zentralvene(Chen et al., 2000; Lazarczyk et al., 2001).
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Da es sich bei dem Modell der Koadministatrion von Medikamenten mit LPS um das ein-
zige bisher verfiigbare Mausmodell handelt, bei dem verschiedene iDILI-assoziierte
Medikamente eine Leberschadigung hervorrufen, wurde untersucht, ob auch XIM, wenn
es mit LPS zusammen verabreicht wird, zu Hepatotoxizitat flihrt, oder ob der Mechanis-
mus der Leberschadigung durch XIM ein anderer ist (Abb. 6).

Das experimentelle Design wurde aus vorherigen Publikationen Gbernommen. Darin
wurde gezeigt, dass eine Dosis von 3 mg TVX p. o bei Kobehandlung mit LPS zum héchs-
ten Leberschaden nach 15-21 h fihrte (Shaw et al., 2007; Shaw et al., 2009b) Daher wur-
den Wt-Mausen nach 12 h Futterentzug TVX, XIM oder Carrier verabreicht und 3 h spater
LPS oder Carrier gespritzt. Der Leberschaden wurde 15 h nach LPS gemessen. Die alleini-
ge Behandlung von Mausen mit TVX, XIM oder Carrier zeigte keine toxischen Effekte

(Abb. 6).
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Abb. 6: Vergleich von TVX/LPS mit XIM/LPS Koadministation.

Mannlichen C57BL/6 Mausen wurden nach Entzug des Futters fur 12 h entweder TVX (3 mg/Maus),
XIM (1 mg/Maus) oder Carrier als Kontrolle p.o. verabreicht. Nach weiteren 3 h wurde 1 pg LPS i.p.
gespritzt und das Hungern beendet. Der ALT-Wert im Blut wurde 15 h nach LPS Injektion bestimmt.
Carrier= A. bidest., TVX=Trovafloxacin, XIM=Ximelagatran. Die gezeigten Daten sind reprasentativ flr
zwei unabhangige Experimente mit 3-4 Madusen pro Gruppe. Die statistische Analyse wurde mit dem
zweiseitigen Student's t-Test durchgefihrt (*** = p < 0,001).

Die Behandlung mit LPS flihrte zu einem leichten Anstieg der ALT im Blut. Die Koexpositi-
on der TVX-behandelten Mause mit LPS erhdhte die ALT-Werte im Blut hochst signifikant,
was auf parenchymalen Zellschaden der Leber schlieRen lasst. Dagegen flihrte LPS bei

XIM-behandelten Mausen zu keinem verstarktem Leberschaden. Dieser lag auf dem glei-

chen Niveau wie der der Leberschaden der Mause die nur mit LPS behandelten wurden.
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Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass XIM, wenn es mit LPS zusammen verab-
reicht wird, anders als TVX, in Mausen keinen Leberschaden hervorruft. Der Mechanis-
mus durch welchen XIM zur Leberschadigung in Virus-infizierten Mausen fiihrt
unterscheidet sich folglich vom TVX/LPS Mechanismus der Hepatotoxizitat.

Im Modell der LPS-induzierten DILI ruft die alleinige Verabreichung des Inflammagen LPS
und dem iDILI-assoziierten Medikament TVX einen Leberschaden hervor. Im Gegensatz
dazu ist im XIM-Modell fiir DILI (siehe Kap.4.1) die Infektion der Leber mit einem hepato-
trophen Virus (Adenovirus oder LCMV) notwendig um XIM-DILI auszulésen. Méglicher-
weise kommt es hierbei durch Virusinfektion zu einer Veranderung der Leber-
Homoostase, die in Kombination mit der durch Virusinfektion hervorgerufenen Freiset-
zung endogener Entziindungsmediatoren wie TNF und durch XIM zur Entwicklung von
DILI fihrt. Es ware daher interessant zu untersuchen, ob durch das zusatzlich Vorhanden-
sein einer Virusinfektion auch in LPS/XIM Méausen Hepatotoxizitdt hervorgerufen werden
kann. Des Weiteren kdnnte der Leberschaden in Virus-infizierten XIM-Mausen moglicher-
weise zu einem definierten Zeitpunkt durch Applikation von TNF induziert werden. Daher
wurden in folgenden Versuchen der Einfluss von XIM auf die TNF-induzierte virale Hepa-

titis untersucht.

4.5 XIM fiihrt im Modell der TNF-induzierten viralen Hepatitis zu
verstarktem Leberschaden und Mortalitat der Mause

In der Leber 16st die Kreuzprasentation viraler Antigene auf sinusoidalen Endothelzellen
(engl.: liver sinusoidal endothelial cells, LSEC) auch in Abwesenheit einer direkten Anti-
genprasentation infizierter Hepatozyten, eine zytotoxische T Zell-vermittelte virale Hepa-
titis aus. CTL produzieren, stimuliert durch kreuzprasentierende LSEC, das Zytokin TNF,
welches die Apoptose von infizierten Hepatozyten induziert. Die Sensitivitat gegenilber
TNF ist ausschlieBlich in Virus-infizierten Hepatozyten vorhanden, die Apoptose lduft
Uber eine gesteigerte Caspase-Aktivierung ab. Dieser nicht-kanonischen Effektorme-
chanismus der T Zell-vermittelten Toxizitat wurde in vivo untersucht indem TNF in Mause
injiziert wurde die zuvor mit einem hepatotropen Virus infiziert wurden. (Dissertation K.

Gartner, 2011; (Scholzel et al., 2014). Da die durch XIM verstarkte virale Hepatitis TNF-
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Rezeptor abhangig ist (siehe Kap. 4.3), wurde das Modell der TNF-induzierten viralen He-
patitis genutzt um den Mechanismus der Leberschadigung durch XIM bei Virusinfektio-
nen aufzudecken. In diesem genau kontrollierbaren Modell Idsst sich durch Injektion von
TNF die Leberschadigung zu einem definierten Zeitpunkt induzieren und die zugrunde

liegenden Apoptosemechanismen der Hepatozyten dadurch genau bestimmen.

Da XIM sowohl bei LCMV- als auch bei Adenovirus-infizierten Mausen zu einem erhéhten
Leberschaden und Letalitat fihrte, wurden diese beiden Viren auch im Modell der TNF-
induzierten viralen Hepatitis untersucht. Wt-Mause wurden, anders als im zuvor verwen-
deten Modell, 5 Tage vor und 2 Tage nach Virusinfektion mit XIM behandelt. Des
Weiteren wurde nicht die endogene Freisetzung von TNF durch Immunzellen abgewar-
tet, sondern an Tag 2 nach LCMV-Infektionen TNF injiziert und Leberschaden, Uberleben
der Mdause und das Lebergewicht determiniert (Abb. 7).

Die ALT im Blut lag bei den XIM/LCMV-Mausen weit Uber der von Carrier/LCMV-
Kontrollen (Abb. 7a). Im Einklang mit der erhoéhten Leberschadigung steht die Beob-
achtung, dass die Mortalitdt nach TNF-Gabe in XIM/LCMV-Tieren bei 80 % lag (Abb. 7b).
Das prozentuale Lebergewicht bezogen auf das Gewicht der Mduse war in LCMV-infizier-

ten XIM-Mausen ebenfalls signifikant erhéht (Abb. 7c).
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Abb. 7: XIM induziert im Modell fiir virale Hepatitis mit LCMV verstarkten Leberschaden und Mor-
talitat.

Maénnliche Wt-Mausen wurde taglich fir 7 d XIM (1 mg/Maus/d) oder Carrier p.o. verabreicht. And 5
wurden die Mause mit 1 x 10° PFU LCMV i.v. infiziert und an d 7, 1 h 50 min nach XIM-Administration,
400 ng TNF i.v. gespritzt. Die ALT wurde O h und 2 h nach TNF bestimmt und das Uberleben der
Mause determiniert. In (a) ist die im Blut detektierte ALT 2 h nach TNF dargestellt. (b) zeigt das
Uberleben der Mause (iber die Zeit im Kaplan-Meier Plot. Das Lebergewicht in % vom Kérpergewicht
ist in (c) dargestellt. Die abgebildeten Ergebnisse sind reprasentativ flir mindestens drei unabhangige
Experimente mit 4-7 Mausen pro Gruppe. Fir die Berechnung der Signifikanz wurde der zweiseitige
Student's t-Test verwendet (** p £ 0,01; *** = p < 0,001).

Die Ergebnisse zeigen, dass XIM auch im Modell der TNF-induzierten LCMV-Hepatitis
eine erhohte Leberschadigung hervorruft und zur Letalitdt eines GroRteils der Mause
flhrt. Dies bestatigt die zentrale Rolle von TNF in der XIM-induzierten Hepatotoxizitat.

Ob XIM ebenfalls bei einer Infektion mit Adenovirus eine verstarkte Schadigung der Le-

ber hervorruft wurde nachfolgend ermittelt.

Wt-Mdausen wurde XIM fiir 7 Tage per Schlundsonde verabreicht. An Tag 5 wurden die
Mause mit AdGOL infiziert und an Tag 7 die virale Hepatitis durch TNF-Injektion ausge-

|6st. Der Leberschaden und die Uberlebensrate wurden bestimmt (Abb. 8a).
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Die Infektionseffizienz nach Adenovirusinfektion wurde im IVIS gemessen (Abb. 8b/c).
Dabei steht das MaR der Luziferinumsetzung in linearem Zusammenhang zur Viruslast in
der Leber (Stabenow et al., 2010). Die detektierte Lumineszenz der vom Virus exprimier-
ten Luziferase war in XIM- und Carrier Mausen gleich stark (Abb 8b/c). Die Gabe von XIM
vor Inkektion mit dem Virus hatte folglich keinen Einfluss auf die AdGOL-Infektionsrate.
Die Leberschadigung war zum Zeitpunkt der TNF-Applikation in XIM/AdGOL kobehandel-
ten Mausen etwas starker als in Tieren, die mit Carrier behandelt wurden (Abb. 8d).
Nach TNF-Gabe zeigte sich eine deutlich verstarkte Leberschadigung in XIM/AdGOL-M3&u-
sen vergleichen mit Kontrolltieren (Abb. 8e). Des Weiteren betrug die Sterblichkeit der
XIM-behandelten und AdGOL infizierten Mause 75 %, von den Kontrollen verstarben kei-
ne Tiere (Abb. 8f). Die Mortalitat variierte zwischen den Versuchen zwischen 25 % und
75 %, wobei sie zumeist 75 %betrug.

Die Ergebnisse zeigen, dass XIM den Leberschaden im Modell der TNF-induzierten viralen
Hepatitis deutlich verstarkt und bei einem GroRteil der Mause zum Tod fiihrt. Die ver-
starkte Hepatoxizitat und Mortalitat sind dabei, wie auch im XIM-DILI Modell ohne TNF-
Gabe, unabhangig vom verwendeten Virustyp: Sowohl das RNA-Virus LCMV als auch das
DNA-Virus AdGOL riefen in XIM-Mausen eine vergleichbare Steigerung des parencymalen
Leberschadens und der Mortalitat hervor.

Das Zytokin TNF ist in beiden Modellen der XIM-induzierten Leberschadigung (mit endo-
genem oder verabreichtem TNF) entscheidend fiir die Entstehung der viralen Hepatitis.
In TNF-R1/27 M3usen kommt es nicht zur Ausbildung des XIM-induzierten Leberscha-
dens, und nach TNF-Gabe ist die Hepatotoxizitdt im TNF-induzierten viralen Hepatitis-

Modell bei XIM-Mausen wesentlich starker.
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Abb. 8: XIM induziert im Modell fiir virale Hepatitis mit Adenovirus verstarkten Leberschaden und
Letalitat

In (a) ist das experimentelle Setup dargestellt. Mannliche C57BL/6 Mause wurde téglich fir 7 d XIM
(Img/Maus/d) oder Carrier p.o. verabreicht. An d 5 wurden die M3use mit 5x10°PFU AdGOL i.v.
infiziert und an d 7, 1 h 50 min nach XIM-Administration, wurden 400 ng TNF i.v. gespritzt. Die ALT
wurde 0 h und 4 h nach TNF bestimmt und das Uberleben der Mause determiniert. An d 1 nach
Infektion wurde die Virusinfektion im IVIS-System untersucht. In (b) sind reprasentative Bilder der
Biolumineszenz gezeigt; in (c) ist die detektierte Luminiszenz der XIM oder Carrier behandelten und
AdGOL infizierten Mause dargestellt. Die ALT im Blut wurde 0 h nach TNF (d) und 4 h nach TNF (e)
gemessen. In (f) ist das Uberleben der Mause Uber die Zeit im Kaplan-Meier Plot dargestellt. Die
abgebildeten Ergebnisse sind reprasentativ flir mindestens drei unabhdngige Experimente mit 4-
7 Mausen pro Gruppe. Die Berechnung der Signifikanz erfolge mit dem zweiseitigen Student's t-Test
(** p<0,01).
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Injiziertes TNF wirkt im Modell der TNF-induzierten viralen Hepatitis direkt auf den TNF-
Rezeptor der Hepatozyten. Durch die erhdhte Sensitivitat infizierter Hepatozyten in Rich-
tung Apoptose kommt es zum vermehrten Zelltod infizierter Hepatozyten (Dissertation K.
Gartner, 2011; Wohlleber et al., 2012b). Daher deuten die Ergebnisse darauf hin, dass
XIM direkt toxisch auf Hepatozyten wirkt, da keine weiteren Immunzellen in diesem Mo-
dell der viralen Hepatitis benotigt werden um die Apoptose in Hepatozyten zu initiieren.
Die XIM-vermittelte Leberschadigung lasst sich im Modell der TNF-induzierten Hepatitis
sehr gezielt untersuchen, da der Mechanismus der Zellschadigung zu definierten Zeit-
punkten nach TNF-Gabe untersucht werden kann. Daher wird in folgenden Experimenten
bevorzugt dieses Modell zur Untersuchung des XIM-vermittelten Leberschadens heran-
gezogen.

Um herauszufinden, ob die Hemmung des Gerinnungssystems im Zusammenhang mit
der Toxizitat von XIM steht, wurden in folgenden Versuchen verschiedene Thrombin-Inhi-

bitoren als Kontrollen verwendet.

4.6 XIM-DILI ist unabhangig von der Thrombin-Inhibitoren durch
XiMm

Um zu untersuchen, ob der erhohte Leberschaden durch die antikoagulative Wirkung
von XIM zustande kommt, wurden Versuche mit Dabigatranetexilat (DAB) als Kontrolle
durchgefiihrt. Wie auch bei XIM handelt es sich bei DAB um einen reversiblen direkten
Thrombin-Inhibitor, der oral verabreicht wird. Das Medikament ist seit 2008 auf dem
deutschen Markt zugelassen und bisher wurde — anders als bei XIM — keine erhohte Inzi-
denz von Medikamenten-induzierten Leberschaden festgestellt (Caldeira et al., 2014).

Um eine mit XIM vergleichbare gerinnungshemmende Wirkung der Kontrollsubstanz DAB
sicherzustellen, wurde ein Vorversuch durchgefiihrt. Die verabreichte Dosis von DAB ist
im Menschen etwa viermal so hoch wie die von XIM (150 mg b.i.d. DAB bzw. 36 mg b.i.d.
XIM) (Schulman et al., 2009) (Olsson and Executive Steering Committee of the SPORTIF IlI
Investigators, 2003). Daher wurde die DAB-Dosis in Mausen entsprechend angepasst.
Wt-Mausen wurde entweder XIM, DAB oder Carrier per Schlundsonde verabreicht. In

kurzen Intervallen nach Medikamenten-Gabe wurde Blut aus der Schwanzvene entnom-
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men, Plasma gewonnen und die Hemoclot Thrombinzeit bestimmt. Die gemessene Zeit
bis zur Bildung eines Fibringerinnsels im Kugelkoagulometer ist proportional zur Plasma-
konzentration der Thrombin-Inhibitoren in der Probe (van Ryn et al., 2010). Die Analyse
zeigte, dass XIM und DAB in den verabreichten Dosen (3 mg DAB/Maus; 1 mg XIM/Maus)
das Koagulationssystem etwa gleich stark inhibierten, da keine signifikanten Unterschie-
de in der Haemoclot Thrombinzeit festgestellt wurden (Abb. 9a). Da die gerinnungshem-
mende Wirkung von DAB leicht tGber der von XIM lag eignet sich die verabreichte DAB-
Dosis als Kontrolle fiir nachfolgende Versuche, da somit ein Einfluss der Koagulationss-

hemmung auf den Leberschaden ausgeschlossen werden kann.
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Abb. 9: Analyse der Gerinnungszeit nach Verabreichung von XIM, DAB oder Carrier.

In (a) ist die Hemoclot Thrombinzeit ist GUber die Zeit nach Gabe von XIM, DAB oder Carrier dargestellt.
Wt-M&usen wurde mit 1 mg XIM/Maus, 3 mg DAB/Maus oder Carrier p.o. behandelt. 0 h, 1,5 h,
2,5 h, 6,5 h und 25 h nach Medikamenten-Gabe wurde mit einer Spritze Blut aus der Schwanzvene
entnommen, mit Citratpuffer versetzt und das Plasma durch Zentrifugation gewonnen. Die
Gerinnungszeit wurde am Kugelkoagulator bestimmt. (b) Zeigt die Hemoclot Thrombinzeit nach
Administration von XIM, DAB oder Carrier Uiber den Zeitraum einer Woche. Wt-Mause wurden fiir 7 d
taglich mit XIM (1 mg/Maus), DAB (3 mg/Maus) oder Carrier p.o. behandelt. An d 5 wurden die
M3use mit 5x10° PFU AdGOL i.v. infiziert. Die Gerinnungszeit wurde tiglich 23 h nach der letzten
Administration von XIM, DAB oder Carrier bestimmt. Die Analyse der Hemoclot Thrombinzeit wurde
von Marco Dorn, Institut fiir Experimentelle Hamatologie und Transfusionsmedizin,
Universitatsklinikum Bonn, vorgenommen. Die dargestellten Ergebnisse sind reprasentativ fur zwei (b)
bzw. drei (a) unabhangige Experimente mit 3 M&usen pro Gruppe. Fir die Berechnung der Signifikanz
wurde der zweiseitige Student's t-Test verwendet (** p <0,01; *** = p <0,001).

Des Weiteren wurde untersucht, ob es bei mehrtagiger Administration der Gerinnungsin-
hibitoren zur Akkumulation der aktiven Bestandteile Melagatran (MEL) oder Dabigatran
im Blut, resultierend in erhohter Thrombinzeit, kommt. Dazu wurden die Produgs XIM

und DAB oder der Carrier Uiber 7 Tage verabreicht und ein Teil der Mduse an Tag 5 mit

Adenovirus infiziert. Es zeigte sich keine gesteigerte Inhibition der Gerinnung durch
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mehrtagige Administration von XIM oder DAB (Abb. 9b). Dies bedeutet, dass es nicht zur
Akkumulation der aktiven Bestandteile der Thrombin-Inhibitoren im Blut kommt. In Ad-
GOL infizierten Mdusen war einen Tag nach Infektionen eine leichte Erhéhung der
Thrombinzeit vorhanden.

Adenovirus Typ 5 schitzt sich durch Bindung von Faktor X (FX) des Gerinnungssystems
vor Antikorper- und Komplement-vermittelter Elimination und nur durch FX-Bindung ist
das Virus zur Transduktion in Hepatozyten fahig (Nemerow, 2013; (Xu et al., 2013a). Ne-
ben FX bindet das Virus auch die Gerinnungsfaktoren Faktor VII (FVII) und Faktor IX (FIX)
(Irons et al., 2013). Moglicherweise kommt es durch Bindung der Gerinnungsfaktoren an
das Virus zu einem reduzierten Serumlevel und damit einhergehend zu Veranderungen

in der Gerinnungszeit kurz nach Infektion.

Nach der Dosisfindung von DAB wurde die Wirkung des Kontroll-Thrombininhibitors auf
die TNF-induzierte viralen Hepatitis ermittelt. Weiterhin wurde die Nachfolgesubstanz
von XIM, AZD0837 (AZD), auf ihren Einfluss auf die TNF-induzierte virale Hepatitis unter-
sucht. AZD ist ein Pro-Drug des kompetitiven und reversibelen direkten Thrombin-Inhibi-
tor AR-H0637 (Johansson et al., 2011; Lip et al., 2011). Dieser bindet wie XIM an freies
und Fibrin-gebundenes Thrombin. Die Entwicklung von AZD wurde 2010 gestoppt, da das
Medikament eine begrenzte Langzeitstabilitdat aufweist und verglichen mit Warfarin zu
einer leicht erhéhten Mortalitat flhrte (Squizzato et al., 2009). Die ALT-Level von Patien-
ten mit AZD- oder Kontroll-Behandlung unterschieden sich nicht signifikant. Anders als
bei XIM scheint AZD daher keine hepatotoxischen Eigenschaften aufzuweisen (Lip et al.,
2009). Weiterhin wurde Melagatran (MEL), der aktive Wirkstoff von XIM, untersucht.
Dazu wurde Mausen fir 7 konsekutive Tage einer der Thrombin-Inhibitoren oder Carrier
per Schlundsonde verabreicht und an Tag 5 fand die Infektion mit Adenovirus statt. An

Tag 7 wurde der Leberschaden nach TNF erfasst und die Mortalitdt bestimmt.
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Abb. 10: XIM-DILI wird nicht durch Thrombin-Inhibition hervorgerufen.

Ménnlichen Wildtyp-M&dusen wurde fir 7d XIM (1 mg/Maus/d), DAB (3 mg/Maus/d), AZD
(3,16 mg/Maus/d), MEL (1,5 mg/Maus/d) oder Carrier p.o. verabreicht. An d5 fand die i.wv.
Infektionen der Mause mit 5x10%PFU AdGOL statt. An d 7, 1 h 50 min nach Medikamenten- oder
Carrier-Administration, wurden 400 ng TNF i.v. gespritzt und die ALT im Blut 0 h und 4 h nach TNF-
Gabe bestimmt. (a) Stellt die ALT 4 h nach TNF Applikation, (b) das Uberleben {iber die Zeit im Kaplan-
Meier Plot eines reprasentativen Versuches dar. Melagatran (MEL), der aktive Wirkstoff von XIM,
wurde in (c) und (d) mit XIM verglichen. In (c) ist die ALT 4 h nach TNF Injektion, und in (d) das
Uberleben im Kaplan-Meier Graph eines Versuches gezeigt. Die abgebildeten Ergebnisse sind
reprasentativ fir drei (a/b) bzw. zwei (c/d) unabhingige Experimente mit 4 Mausen pro Gruppe. Die
statistische Analyse erfolgte mit dem zweiseitigen Student's t-Test (* p < 0,05; ** p <0,01)

Die ALT war in Adenovirus-infizierten Mausen nur nach XIM erhoht (Abb. 10a). Weder
DAB noch AZD fiihrten zu einem erhdhtem Leberschaden nach TNF. Auch auf die Mortali-
tat hatten die Thrombin-Inhibitoren DAB oder AZD keinen Einfluss (Abb. 10b). Das Verab-
reichen von MEL, dem aktiven Wirkstoff von XIM, hatte ebenfalls keinen Einfluss auf die

TNF-induzierte virale Hepatitis (Abb. 10c/d). Es wurden nicht wie bei XIM-Gabe erhohte

ALT-Werte detektiert, noch war das Uberleben der M3use verringert.
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Da nur XIM, und nicht die anderen Thrombin-Inhibitoren DAB, AZD, MEL zu einer ver-
starkten Leberschadigung und Mortalitdt bei der TNF-induzierten viralen Hepatitis fiih-
ren, kann ausgeschlossen werden, dass der durch XIM-verstarkte Leberschaden und die
Letalitat durch Thrombin-Inhibition hervorgerufen werden. Es handelt sich beim XIM-ind-
zierten Leberschaden folglich um einen spezifischen Effekt und nicht um ein Resultat der

Gerinnunshemmung.

4.7 Abhadngigkeit von XIM-DILI von Viruslast und Expositionsdauer

Zur weiteren Charakterisierung der XIM-DILI im Modell der TNF-induzierten viralen He-
patis wurde untersucht, ob Viruslast oder Expositionsdauer mit XIM Einfluss auf den Le-

berschaden oder das Uberleben der Mause haben.

4.7.1 Ausschlielich hohe Viruslast induziert XIM-vermittelten Leberschaden und
Mortalitat

Als nachstes wurde ermittelt, ob die Stirke der Virusinfektion einen Einfluss auf den
durch XIM induzierten Leberschaden hab. Da es sich bei LCMV um ein reproduktionsfahi-
ges Wildtyp-Virus handelt, konnte das Virus fir die Untersuchung des Einflusses der Vi-
ruslast nicht verwendet werden. Hingegen ist das verwendete Adenovirus durch Deletion
der Gene E1 und E3 in vivo nicht zur Replikation fahig (Stabenow et al., 2010). Daher
konnte die Bedeutung der Viruslast in beiden Modellen (siehe Abb. 2) fir XIM-DILI unter-
sucht werden.

Die Mause wurden fiir 7 konsekutive Tage mit XIM oder Carrier gefittert und an Tag 5
mit entweder 3x10% PFU oder 1x10° PFU AdGOL infiziert. An Tag 7 wurden die ALT-Werte
im Blut 4 h nach TNF gemessen. Nur in XIM-Mausen, die mit einer hohen Adenovirus-
Dosis infiziert wurden, war ein verstarkter parencymaler Leberschaden vorhanden
(Abb. 11a). Im Einklang zu diesen Beobachtungen stehen die Ergebnisse der Uberlebens-
rate. Nur in XIM-Mausen, die mit einer hohen Virus-Dosis infiziert wurden, war eine er-
hoéhte Sterblichkeit vorhanden (Abb. 11b).

Im zweiten Modell fir XIM-vermittelten Leberschaden (ohne Verabreichung von TNF),
wenn die Mause zuerst infiziert und anschlieRend mit XIM behandelt werden (siehe Abb.

2a) zeigte sich ebenfalls die Abhangigkeit der XIM-vermittelten Hepatotoxizitdat von der
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Viruslast. AusschlieRlich die hohe Infektionsrate flihrte zur gesteigerten Hepatotoxizitat

(Abb. 11c) und zur vermehrten Mortalitat (Abb. 11d) der XIM-Mause.
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Abb. 11: AusschlieBlich hohe Viruslast induziert XIM-DILI.

(a/b) Mannliche Wt-M3use wurden fur 7 Tage mit XIM (1 mg/Maus/d) oder Carrier p.o. behandelt.
An d 5 fand die intravenése Infektionen der Miuse mit entweder 3x108PFU oder 1x10°PFU AdGOL
statt. An d 7, 1 h 50 min nach XIM- oder Carrier-Administration, wurden 400 ng TNF i.v. gespritzt und
die ALT im Blut nach TNF-Gabe, sowie die Uberlebensrate bestimmt. In (a) ist die ALT 0 h und 4 h nach
TNF Applikation dargestellt. (b) Zeigt das Uberleben der M&use im Kaplan-Meier Blot Giber die Zeit. In
(c/d) wurden Wt-Mause entweder mit 3x10® PFU oder 1x10° PFU AdGOL i.v. infiziert und ab d 1 wurde
taglich XIM (1 mg/Maus/d) p.o. verabreicht. Die Entwicklung der ALT im Blut lber die Zeit ist in (c)
abgebildet. (d) Stellt das Uberleben der Miuse im Kaplan-Meier Graph {iber die Zeit dar. Die
gezeigten Ergebnisse sind reprasentativ fir drei unabhéngige Experimente mit 4 M&usen pro Gruppe.
Die Berechnung der Signifikanz erfolgte mit dem zweiseitigen Student's t-Test (* p < 0,05).

Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass XIM nur in Mausen, die mit einer hohen Virus-
Dosis infiziert wurden, einen erhéhten Leberschaden und Mortalitdt hervorruft. Dabei ist
das Ergebnis unabhangig vom gewahlten XIM-DILI-Modell. Sowohl im Modell fir XIM-
induzierten viralen Leberschaden als auch im Modell fir XIM/TNF-induzierten viralen Le-
berschden hangt die Hepatotoxizitat von XIM von der Viruslast der Hepatozyten ab. Es
scheint notwendig zu sein, dass eine gewisse Anzahl von Hepatozyten infiziert ist, oder
manche Hepatozyten mit besonders vielen Viren, damit XIM hepatotoxisch wirkt. Bisher
finden sich in der Literatur zwar Daten aus klinischen Studien, die Virusinfektionen mit

DILI in Verbindung bringen (Bonacini, 2004; den Brinker et al., 2000; Kim et al., 2016;
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Ungo et al., 1998; Wong et al., 2000), es ist allerdings nicht bekannt, ob diese Infektion
eine gewisse Starke Ubersteigen missen, um die hepatotoxische Wirkung eines Medika-

mentes hervorzurufen.

4.7.2 AusschlieBlich langere XIM-Adminstration induziert erhéhten Leberschaden
und Mortalitat

Im ndchsten Schritt sollte die XIM-DILI naher charakterisiert werden. In klinischen Studi-
en zeigte sich die hepatotoxische Wirkung von XIM beim Menschen erst nach einer lan-
geren Verabreichungsdauer (Lee et al., 2005). Daher wurde getestet, ob auch im
Mausmodell eine langere Exposition mit XIM notwendig ist, um die Leberschadigung zu
induzieren.

Dazu wurde XIM fiir 5 oder wie bisher 7 konsekutive Tage peroral verabreicht. An Tag 3
bzw. 5 wurden die Mause mit Adenovirus infiziert und 2 Tage spéater der Leberschaden
und das Uberleben nach TNF bestimmt. Dabei zeigte sich, dass es bei einer XIM-Admin-
station von 5 Tagen nicht zu einem verstarktem Leberschaden im TNF-induzierten Hepa-
tismodell kommt (Abb. 12a). Auch zeigte sich keine verstarkte Mortalitdt der XIM-Mause
wie nach 7 tagiger Verabreichung beobachtet (Abb 12b).

Nur die langere Administration von XIM Uber eine Woche, und nicht die 2 Tage kiirzere
Gabe fiuihrte zu einem verstarktem Leberschaden und zur Mortalitat im TNF-induzierten
Hepatismodell. Dieses Ergebnis deckt sich mit den im Menschen gemachten Beob-
achtungen, dass die XIM-vermittelte Hepatotoxizitdt erst mit einer Latenz von (iber ei-
nem Monat auftritt (Lee et al., 2005). Dies kdnnte ein Hinweis darauf sein, dass die
toxische Wirkung von XIM erst in den Hepatozyten, wo es metabolisiert wird, akkumulie-

ren muss, um eine Schadigung zu induzieren.
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Abb. 12: AusschlieBlich langere XIM-Adminstration induziert erhdohten Leberschaden und Letalitat.
Wt-Mé&usen wurde fiir 5 oder 7 Tage XIM (1 mg/Maus/d) oder Carrier p.o. verabreicht. An d 3 bzw. d 5
fand die intravendse Infektionen der M&use mit 5x10° PFU AdGOL statt. An d 5 bzw. d 7, 1 h 50 min
nach XIM- oder Carrier-Administration, wurden 400 ng TNF i.v. gespritzt und die ALT im Blut O h und
4 h nach TNF, sowie die Uberlebensrate bestimmt. In (a) ist die ALT 0 h und 4 h nach TNF Applikation
dargestellt. (b) Zeigt das Uberleben der Mause im Kaplan-Meier Blot iiber die Zeit. Die gezeigten
Ergebnisse sind reprasentativ flr drei unabhdngige Experimente mit 4 Mausen pro Gruppe. Die
Signifikanz wurde mit Hilfe des zweiseitigen Student's t-Test errechnet (* p < 0,05).

Da Hepatozyten besonders anfallig gegenliber Schadigungen durch Medikamente sind
und diese Zellen bei der TNF-induzierten viralen Hepatitis zentraler Angriffspunkt von
TNF sind, wodurch der Tod infizierter Hepatozyten eingeleitet wird, wurde die Apoptose

im XIM-DILI-Modell genauer untersucht.

4.8 XIM verstarkt Apoptose von Leberzellen in Virus-infizierten
Mausen

Apoptose kann Uber den extrinsischen oder intrinsichen Signalweg ausgelost werden.
Der extrinsische Signalweg wird Uber Todesrezeptoren vermittelt, beim intrinsischen Si-
gnalweg sind Mitochondrien das zentrale Element. In Hepatozyten wird fiir eine effizien-
te Apoptose durch den extrinsischen Signalweg eine Amplifikation der Caspase
Aktivierung Uber Mitochondrien bendtigt (Ding and Yin, 2004). Der extrinsische Signal-
weg wird beispielsweise durch die Bindung von TNF an TNF-R1 eingeleitet. In der Leber
sind Hepatozyten das primare Ziel von TNF bei hepatotroper Virusinfektion von Mausen.
Ausschliel3lich infizierte Hepatozyten sind gegentiber TNF sensitiviert, wodurch die TNF-

Signaltransduktion nur in diesen Zellen zur Induktion der Apoptose fiihrt (Dissertation
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K. Gartner 2011; Wohlleber et al., 2012). Nach Stimulation mit seinem Ligand trimerisiert
der TNF-R1 und rekrutiert verschiedene Adaptorproteine, die die Aktivierung der Initia-
tor-Caspase 8 initiieren. Aktive Caspase 8 spaltet Bid, wodurch t-Bid (engl.: truncated Bid)
generiert wird. T-Bid transloziert zu Mitochondrien und zusammen mit aktivem Bax und
Bak kommt es zur Permeabilisierung der duBeren Mitochondrienmembran, wodurch
proapoptotische Faktoren wie Cytochrom c aus dem Intramembranraum freigesetzt wer-
den. Dadurch wird das Apoptosom, ein Proteinkomplex aus Caspase 9 und APAF-1 gebil-
det. Das Apoptosom induziert Caspase 9 Aktivierung wodurch wiederum die Effektor
Caspasen 3,7, und 6 aktiviert werden und es zur Apoptose der Hepatozyten kommt
(MALHI et al., 2010).

Da XIM/Virus-Mause nach TNF einen hoheren Leberschaden und hohe Mortalitdtsraten
aufweisen (siehe Kap. 4.5) wurde untersucht, ob der verstarkte Leberschaden auf eine
erhohte Caspase-Aktivierung — und somit eine verstarkte Apoptose — zuriickzufihren ist.
Dazu wurden Wt-Mause fiir 7 Tage mit XIM behandelt, an Tag 5 mit den hepatotropen
Viren AdGOL oder LCMV infiziert und an Tag 7 TNF injiziert (siehe Abb. 2b).

Der Leberschaden von XIM/Virus-Mausen nach TNF-Gabe wurde histologisch untersucht
und mit dem von Kontrolltieren verglichen (Abb. 13). Dabei wurden weder bei Behand-
lung mit XIM, TNF, AdGOL oder bei XIM/TNF- bzw. XIM/AdGOL-Kobehandlung Caspase 3-
positive Zellen detektiert (Abb. 13a). Die Ergebnisse stehen im Einklang mit publizierten
Daten, die zeigen, dass TNF oder AdGOL allein keine Apoptose von Leberzellen induzie-
ren (Wohlleber et al., 2012a). Die Expression des von AdGOL exprimierten GFP (pink dar-
gestellt) zeigte keine Unterschiede zwischen XIM- oder Carrier behandelten virus-
infizierten Lebern. XIM hat somit keinen Einfluss auf die Infektionenseffizienz des Virus
(vgl. auch Abb. 8a/b). Allerdings wurde ein deutlicher Unterschied in der Anzahl der Cas-
pase 3-positiven Leberzellen bei XIM/AdGOL-Ma&usen beobachtet verglichen mit Carrier-
Kontrollen (Abb 13a). Die Anzahl der apoptotischen Hepatozyten — gezeigt durch Caspase
3-Aktivierung — wurde durch XIM stark erhéht. XIM induzierte ausschliefRlich in Hepato-
zyten, die mit AAGOL infiziert waren nach TNF-Gabe eine verstarkte Apoptose der infi-

zierten Zellen.
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Abb. 13: Verstarkte Leberschadigung und Caspase 3 Aktivierung in XIM-behandelten virus-infizier-
ten Mausen nach TNF-Gabe.

Wt-Mause wurden fiir 7 konsekutive Tage mit XIM (1 mg/Maus/d) oder Carrier p.o. behandelt. And 5
fand die intravendse Infektionen der Mause mit 10° PFU AdGOL (a) oder 10° PFU LCMV (b) statt. An
d 7, 1 h 50 min nach XIM- oder Carrier-Administration, wurden 400 ng TNF i.v. gespritzt. Die Lebern
wurden 1h nach TNF mit Perfusion (a) oder 2 h nach TNF ohne Perfusion (b) entnommen,
Leberschnitte angefertigt und HE gefarbt. In (a) wurde zusatzlich eine immunhistochemische Farbung
fur aktive Caspase 3 vorgenommen. Die Leberschnitte und Farbungen wurden vom Institut fur
Virologie, Helmholtz Zentrum Minchen angefertigt. Dargestellt ist jeweils ein reprasentativer
Leberschnitt. Die gezeigten Ergebnisse sind reprasentativ fir drei unabhdngige Experimente mit
mindestens 4 Mausen pro Gruppe.

Bei den LCMV-infizierten Lebern wurden durch die alleinige Verabreichung von XIM
ebenfalls keine Apoptose induziert (Abb. 13b). Wurde die Leberschadigung LCMV-infi-
zierter Mause allerdings nach TNF beobachtet, so zeigte sich, vor allem in XIM-Mausen,
eine stark erhoht Anzahl von geschadigten Leberzellen und eine Peliosis Hepatitis. Mogli-
che Ursachen fir Peliosis hepatitis sind verstarkter Zelltod durch Nekrose oder das Ster-
ben von Leberparencymzellen, wodurch Erythrozyten nicht mehr austreten konnen und

es zum ,Versacken” von Blut in der Leber kommt (Crocetti et al., 2015).
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Zusammenfassend bestatigen die histologischen Ergebnisse, dass ist die Leberschadigung
nur in XIM/Virus-Mausen nach TNF verstarkt ist (vgl. Kap. 4.5). Die erhohte Caspase 3-
Aktivierung in AdGOL infizierten Mausen, zeigt eine verstarkte Apoptose in XIM/AdGOL

Mausen.

Da es sich beim verwendeten LCMV-Stamm um ein Wildtypvirus handelt, konnte keine
GFP-Farbung fur infizierte Leberzellen vorgenommen werden. Daher war eine gleichzeiti-
ge Anfarbung Virus-infizierter und Caspase 3-positiver Zellen in der durchgefiihrten His-
tologie nicht moglich. Der verstarkte Zelltod in XIM/LCMV-Mausen wurde deshalb durch
Ermittlung der Caspase-Aktivitdt im Caspase Assay (siehe Kap. 3.6) untersucht.

Die Aktivierung der Initiator-Caspase 8 sowie der Effektor-Caspase 9 sowie 3/7 wurde er-
mittelt (Abb. 14).

Dabei zeigte sich in XIM/LCMV/TNF-Mausen, verglichen mit entsprechenden Carrier-
Kontrollen, eine unverdanderte Caspase 8 Aktivierung (Abb. 14a). Hingegen war die Akti-
vierung der Effektor-Caspase 9 in XIM-Tieren stark erhoht (Abb. 14b). Auch die Akti-
vierung der ausfiihrenden Caspase 3/7 in Leberzellen wurde durch XIM verstarkt, wie im
Immunoblot und Caspsase Assay gezeigt (Abb. 14c/d).

Die Ergebnisse zeigen, dass XIM in Virus-infizierten Mausen nach TNF eine verstarkte Ak-
tivierung der Effektor-Caspasen 9 und 3/7 induziert. Unabhangig davon, ob die Méause
mit dem Doppelstrang-DNA-Virus AdGOL oder dem Einzelstrang-RNA-Virus LVMV infi-
ziert waren, wurde nach TNF in Leberzellen von XIM behandelten Tieren eine verstarkte

Apoptose nachgewiesen.
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Abb. 14: Aktivierung von Caspase 8, 9 und 3/7 nach TNF bei XIM-DILI.

Wt-M3use wurden fur 7 Tage mit XIM (1 mg/Maus/d) oder Carrier p.o. behandelt. An d 5 wurde die
Mause mit LCMV i.v. infiziert. An d 7, 1 h 50 min nach XIM- oder Carrier-Administration, wurden
400 ng TNF i.v. gespritzt. Die Lebern wurden 1 h nach TNF-Injektion entnommen und fiir den Caspase
Assay und Western Blot verwendet. Die Aktivitat von Caspase 8 (a), Caspase 9 (b) und Caspase 3/7 (c)
wurde mittels Caspase Assay untersucht. (d) Zeigt einen Immunoblot fiir aktive Caspase 3 und B Aktin.
Die dargestellten Ergebnisse sind reprasentativ fir drei unabhéngige Experimente mit 4 Mausen (a-c)
bzw. 3 Mausen (d) pro Gruppe. Die Berechnung der Signifikanz erfolgte mit Hilfe des zweiseitigen
Student's t-Test (** p < 0,01; *** = p <0,001).

4.8.1 Inhibition von XIM-DILI durch Blockade der Caspase-Aktivierung

Im Folgenden wurde genauer untersucht, ob Apoptose der entscheidende Todesme-
chanismus ist, durch den die verstarkte Hepatotoxizitdt und Mortalitat von XIM austibt
wird, oder ob noch andere Mechanismen wie beispielsweise Nekrose eine Rolle spielen.
Deshalb wurde ermittelt, ob XIM-Mause durch Blockade der Caspase-Aktivierung vor er-

hohtem Leberschaden und Mortalitdt protektiert werden. Durch Verabreichung des pan-
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Caspase Inhibitors Q-VD-OPH kurz vor TNF konnte der durch XIM verstarkte Leberscha-
den auf das Niveau der Kontrollen reduziert werden (Abb. 15a). Des Weiteren wurde die
Sterblichkeit der XIM/AdGOL/TNF-Mause anndhernd auf die Rate der entsprechenden
Kontrolltiere reduziert (Abb. 15b).
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Abb. 15: Protektiver Effekt von Caspase-Inhibition auf XIM-DILI bei Adenovirus Infektion.

Wit-Méause wurde fur 7 Tage entweder XIM (1 mg/Maus/d) oder Carrier p.o. verabreicht. An Tag 5
fand die Infektion der M3use mit 5x108PFU AdGOL i.v. statt. 2 Tage nach Infektion, an d 7 wurde, 80
Min nach letztmaliger XIM- oder Carrier-Administration der pan-Caspase Inhibitor Q-VD-OPH i.p.
verabreicht. 110 Min nach der letzten XIM-oder Carrier-Behandlung wurden 400 ng TNF i.v. injiziert.
Die ALT-Messung wurde 0 h und 4 h nach TNF durchgefiihrt. (a) Stellt die im Serum gemessenen ALT-
Konzentration 0 h und 4 h nach TNF dar. In (b) ist das Uberleben der M&use iiber die Zeit im Kaplan-
Meier Plot abgebildet. Die gezeigten Ergebnisse sind reprasentativ fir drei unabhangige Experimente
mit 3-4 Mausen pro Gruppe. Die Berechnung der Signifikanz erfolgte mit dem zweiseitigen Student's
t-Test (* p <0,05).

Zusammenfassend zeigte sich, dass die XIM-induzierte Verstarkung des Leberschadens
und der Mortalitdt bei Adenovirus-infizierten Mausen durch Inhibition von Caspasen blo-

ckiert werden kann. Bei XIM-Tieren ist der verstarkte Leberschaden und die Sterblichkeit
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somit hauptsachlich auf eine erhohte Apoptoserate in Leberzellen zurlickzufiihren zu
sein und andere Todesmechanismen, wie beispielsweise Nekrose sind nicht primar invol-
viert. Da Adenovirus selektiv Hepatozyten infiziert (Dissertation K. Gartner, 2011) betrifft
die verstarkte Apoptose vorwiegend diese Zellen.

Im Folgenden wurde Uberprift, ob auch in LCMV-infizierten Tieren die XIM-verstarkte
Apoptose durch Inhibitoren vermindert werden kann. Zur Blockierung der Apoptose wur-
de zum Einen, wie oben beschrieben, der pan-Caspase Inhibitor Q-VD-OPH genutzt, zum
Anderen wurde Fructose verwendet. Da fir den Ablauf der Apoptose Energie in Form
von Adenosintriphosphat (ATP) bendétigt, kann der Zelltod in Hepatozyten durch Depleti-
on von ATP inhibiert werden. Durch Verabreichung von hohen Mengen der Ketohexose
Fruktose wird in Leberparenchymzellen von Mausen fur tber 2 Stunden etwa 80% des
zellinternen ATP verbraucht, wodurch letztlich der TNF-induzierte apoptotische Zelltod
nicht mehr ablaufen kann (Latta et al., 2000). Auch im Menschen kommt es nach Aufnah-
me von hohen Mengen an Fruktose zur Depletion von hepatischem ATP (Abdelmalek et
al., 2012). Im GalN/TNF-Mausmodell fiir TNF-induzierten Leberschaden kann durch Fruk-
tose der apoptotische Zelltod, detektiert durch Serum-ALT, fast vollstandig inhibiert wer-
den (Latta et al., 2000). Daher wurde die Apoptose in XIM/LCMV/TNF-M&usen und
entsprechenden Kontroll-Tieren auch durch die intraperitoneale Injektion von Fruktose
30 Minuten vor TNF inhibiert.

Es zeigte sich, dass XIM-DILI nach TNF auch bei Mausen, die mit dem RNA-Virus LCMV in-
fiziert sind durch Capsase-Blockierung inhibiert werden kann (Abb. 16a/b).

Die Behandlung mit Fruktose verminderte die Hepatotoxizitat in LCMV/TNF-Mausen im
gleichen Mall wie der pan-Caspase Inhibitor. Beide Substanzen fihrten in
XIM/LCMV/TNF-Mausen zu einer vollstiandigen Inhibition des Leberschadens und hoben
die Mortalitat von XIM vollstandig auf (Abb. 16a/b).

Durch Apoptose-Inhibition wurden XIM/LCMV-Md&use vor dem verstarkten Leberschaden
nach TNF-Injektion geschiitzt und die Mortalitdat von 75 % auf 0 % gesenkt. Dabei zeigten
der pan-Caspase Inhibitor und Fruktose einen vergleichbaren Effekt auf die ALT-Freiset-
zung in das Blut und auf das Uberleben der M&use. Da LCMV/TNF-Mé&use durch Inhibiti-
on der Apoptose vor XIM-DILI geschiitzt werden konnten, sterben die XIM/LCMV/TNF-

Mause folglich an den Folgen einer verstarkten Apoptose von Leberzellen und andere
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Zelltodmechanismen wie Nekrose oder Nekroptose sind nicht, oder zumindest nicht pri-

mar, involviert.

a Leberschaden
300009 enty — B Carrier + LCMV + TNF
I XIM +LCMV + TNF
200004 Carrier + Casp. Inh. + LCMV + TNF
= ' 0 XIM + Casp. Inh. + LCMV + TNF
~ 10000+ L Carrier + Fruc. + LCMV + TNF
< 6000 XIM + Fruc. + LCMV + TNF
30004
0-
Oh 2h ah
Zeit nach TNF
b Uberleben

— Carrier + LCMV + TNF

== XIM + LCMV + TNF

—— Carrier + Casp. Inh. + LCMV + TNF
— = XIM + Casp. Inh. + LCMV + TNF
== Carrier + Fruc. + LCMV + TNF

== XIM + Fruc. + LCMV + TNF
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80+
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Abb. 16: Protektiver Effekt von Caspase-Inhibition auf XIM-DILI bei LCMV Infektion.

Wt-Mause wurde fir 7 Tage entweder XIM (1 mg/Maus/d) oder Carrier p.o. verabreicht. An Tag 5
fand die Infektion der Miuse mit 5x10% PFU LCMV i.v. statt. An d 7, 2 Tage nach Infektion, wurde,
80 Min nach letztmaliger XIM- oder Carrier-Administration der pan-Caspase Inhibitor Q-VD-OPH oder
Fruktose i.p. gespritzt. 110 Min nach der letzten XIM- oder Carrier-Behandlung wurden 400 ng TNF i.v.
injiziert. Die ALT-Messung wurde 0 h, 2 h und 4 h nach TNF durchgefiihrt. (a) Stellt die im Serum
gemessenen ALT-Konzentration 0 h, 2 h und 4 h nach TNF dar. In (b) ist das Uberleben der Mause tiber
die Zeit im Kaplan-Meier Plot abgebildet. Die dargestellten Ergebnisse sind reprasentativ fiir zwei
unabhangige Experimente mit 4 Mausen pro Gruppe. Fir die Berechnung der Signifikanz wurde der
zweiseitige Student's t-Test verwendet (* p < 0,05; ** p <0,01; *** = p <0,001).

In weiteren Versuchen wurde untersucht, wie die verstarkte Apoptose von Leberzellen
der XIM/Virus/TNF-Mause zustande kommt. Da das endoplasmatische Retikulum und
das Mitochondrium zentrale Elemente bei der Induktion bzw. Weiterleitung und Amplifi-
kation der Apoptose sind, wurde ihre Rolle im XIM-induzierten Leberschaden im Folgen-

den untersucht.
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4.9 Keine Induktion von ER-Stress durch Virusinfektion oder XIM

Als Organelle eukaryotischer Zellen spielt das endoplasmatische Retikulum (ER) eine
zentrale Rolle bei einer Vielzahl von zelluldaren Prozessen. Am und im ER finden Translati-
on, Faltung, Qualitatskontrolle sowie posttranslationale Modifkationen von Proteinen
statt. Des Weiteren ist das ER in den Transport von Transmembran- und sekretorischen
Proteinen involviert. Auch fungiert das ER als intrazelluldrer Calcium-Speicher, womit ihm
eine Schllsselrolle in der Signaltransduktion und bei zelluldren Stressreaktionen zu-
kommt.

Storungen der normalen Funktionen des ER fiihren zu einer evolutionadr konservierten
Zellstressantwort, der sogenannten , Unfolded Protein Response” (UPR). Die UPR wird
durch die Ansammlung von Proteinen mit fehlerhafter Faltung im ER ausgel6st. Durch
GSH-Depletion oder oxidativen Stress, beispielsweise induziert durch Medikamente,
kann es zur Induktion von ER-Stress kommen (Nagy et al., 2010). Neben Medikamenten
kdnnen auch UV-Strahlung oder Insulinresistenz ER-Stress hervorgerufen (Ozcan et al.,
2004). Da die Leber das Zielorgan vieler Medikamente ist, ist hepatischer ER-Stress, ne-
ben mitochondrialer Dysfunktion und oxidativem Stress, ein bedeutender Faktor, Gber
den Medikamente ihre Toxizitdat ausliben kdnnen (Foufelle and Fromenty, 2016; P and
Gumusel B, 2015). Neben Arzneimitteln kénnen auch virale Infektionen ER-Stress indu-
zieren (He, 2006). Eine kurzzeitige UPR reduziert ER-Stress und erméglicht das Uberleben
von Zellen, wohingegen exzessiver und lang-andauernder ER-Stress, wie er durch langere
Medikamentenexposition hervorgerufen werden kann, Apoptose auslost (Hotamisligil,
2010).

Wahrend des ER-Stress ist die Proteinbiosynthese herabreguliert, nur eine kleine Gruppe
von Genen wird verstarkt transkribiert und translatiert. Darunter sind das ER-Chaperon
GRP78 (engl.: 78 kDa glucose-regulated protein) und CHOP (engl.: C/EBP homologous
protein). Beide Proteine sind in die Vermittlung der Apoptose involviert und eignen sich
durch ihre verstarkte Expression als ER-Stress Marker (Samali et al., 2010).

Wt-Mause wurden flir 6 oder 7 Tage mit XIM oder Carrier behandelt, an Tag 5 mit Virus
infiziert (LCMV oder AdGOL), die Lebern 24 oder 48 Stunden nach Virusinfektion ent-

nommen und die Expression von GRP78 und CHOP im Immunoblot untersucht. Als Posi-
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tivkontrolle diente Tunicamycin, ein Antibiotikum, das die Glykosylierung von neusynthe-
tisierten Proteinen im ER vermindert, wodurch die Faltung der Proteine verhindert wird,
die UPR aktiviert und letztendlich ER-Stress hervorgerufen wird (Foufelle and Fromenty,
2016).

Die Proteinexpression von CHOP und GRP78 ist weder 24 h noch 48 h nach Virusinfektion
erhoht . Dabei zeigen sich keine Unterschiede zwischen LCMV und Adenovirus infizierten
Mdusen (Abb. 17). Auch die Behandlung mit XIM induziert keine verstarkte Expression
der ER-Stress Marker. Weder die alleinige Verabreichung, noch die Kobehanlung von

Mausen mit XIM und Virus |6st eine erhohte Proteinbiosynthese von CHOP und GRP78

aus.
a 24 h LCMV b 24h Adenovirus
LCMV
Carrier XIM LCMV_ +XIM TUN Carrier XIM Ad Ad +XIM _TUN
[kDa) 524 [h] [kDa] 624 [n]
7 ! ™ (cHor 35 * |cHor
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.J.O_lﬂ"‘ - - - | GRP78 ?D_'---v--—'-y.---"—- GRP78
c 48hLCMV LMV d  48h Adenovirus
Carrier XIM LCMV _ _ +XIM TUN Carrier XIM Ad Ad +XIM  TUN
5 24 [h 6 24 [h]
35— 354
CHOP - CHOP
25— L 25
701 - -iGRPTS 70_---.-—;.'-GRP78

Abb. 17: Die Expression der ER-Stress Marker CHOP und GRP78 ist durch Virusinfektion und/oder
XIM-Behandlung nicht verdandert.

Wt-Mduse wurden peroral fur 7 Tage mit XIM (1 mg/Maus/d) oder Carrier behandelt. An Tag 5
wurden die Mause intravends mit LCMV oder AdGOL infiziert. Die Lebern wurden 24 h (a, b) oder
48 h (c, d) nach Infektionen entnommen und die Expression der Proteine CHOP und GRP78 im
Western Blot untersucht. Als Positivkontrolle wurde Tunikamycin 6 h oder 24 h vor Leberentnahme
i.p. appliziert. Dargestellt ist die Expression von CHOP und GRP78 24 h nach LCMV (a) oder AdGOL (b)
Infektionen. (c) Zeigt die Proteinexpression 48 h nach LCMV Infektion; in (d) wird die Expression 48 h
nach Adenovirus-Infektion abgebildet. Die dargestellten Ergebnisse sind reprasentativ fir zwei
unabhangige Experimente mit 3 Mausen pro Gruppe.

Aus den Ergebnissen lasst sich schlieBen, dass weder durch Infektion mit dem Doppel-
strang-DNA-Virus AdGOL oder dem Einzelstrang-RNA-Virus LVMV, noch durch das Medi-
kament XIM ER-Stress ausgelost wird. Es kann also ausgeschlossen werden, dass ER-

Stress eine Rolle beim XIM-induzierten viralen Leberschaden spielt. Anders als beispiels-
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weise fir die Medikamente Diclofenac, Efavirenz, Furosemid, Indomethacin, Sertralin,
Troglitazon und Paracetamol, dessen leberschddigende Wirkung mit ER-Stress verknipft
ist (Foufelle and Fromenty, 2016), fihrt XIM oder Virusinfektion nicht zu ER-Stress und
dieser tragt folglich nicht zum XIM-vermittelten viralen Leberschaden bei.

Da Stress des ER nicht zur Pathogenese von XIM-induziertem viralen Leberschaden bei-
tragt, wurde der Mechanismus der XIM-vermittelten Leberschadigung im folgenden
weiter untersucht. In Hepatozyten sind Mitochondrien zentrales Element der Apoptose.
Daher wurde der Einfluss von XIM auf Mitochondrien von Adenovirus-infizierten Mdusen
ermittelt, welche entweder fir kurze Zeit ex vivo oder fiir mehrere Tage in vivo XIM aus-

gesetzt wurden.

4.10 Einfluss von XIM auf die Sensitivitat von Mitochondrien gegen-
liber dem Stressstimulus Calcium

Mitochondrien sind das zentrale Element der Apoptose in Hepatozyten. Nach TNF-Rezep-
tor-Stimmulation erfolgt die Verstarkung der relativ schwachen Initiator-Casapse-Akti-
vierung durch Freisetzung pro-apoptotischer Faktoren aus dem Intermembranraum der
Mitochondrien. Dadurch kommt es zur massiven Aktivierung von Effektor-Caspasen und
damit letztlich zum Zelltod durch Apoptose. Daher kdnnen Schadigungen der Mitochon-
drien durch Medikamente einen Einfluss auf den Ablauf der Apoptose haben oder diese
sogar initiieren (Szewczyk and Wojtczak, 2002). Eine Vielzahl von Medikamenten, wie
beispielsweise XIM, Paracetamol oder verschiedene Antibiotika, kdnnen oxidativen Stress
hervorrufen, der in der Folge in einer Schadigung von Mitochondrien resultiert (Kalghatgi
et al., 2013; Neve et al., 2015; Ramachandran et al., 2011a, 2011b). Diese Schadigung
zeigt sich in einer verdanderten mitochondrialen AuBenmembran-Permeabiltat (engl.:
mitochondrial outer-membrane permeability, MOMP) oder mitochondrialen Permeabili-
tatstransition (engl.: mitochondrial permeability transition, MPT). Das Medikament XIM
reduziert die mitochondriale Atmung, verandert den Redoxstatus und vermindert den
GSH-Level von Zellen, was auf oxidativen Stress durch mitotoxische Metabolite hindeutet

(Neve et al., 2015).
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Da die Untersuchung der Caspase-Aktivierung gezeigt hat, dass XIM in virusinfizierten
Mausen die Aktivierung der ausfiihrenden Caspasen, nicht aber der Initiator-Caspspase
8, verstarkt, lag die Vermutung nahe, dass XIM einen Einfluss auf Mitochondrien hat, da
diese Einfluss auf die Verstarkung des apoptotischen Signals in Hepatozyten haben.

Daher wurde die Sensitivitdit von Mitochondrien gegeniiber des Stress-Stimulus Calcium
untersucht. Wenn Mitochondrien mit einer pathologischen Menge an Calcium behandelt
werden kommt es zur Offnung der mitochondrialen Permeabilitits-Transitions-Pore
(mPTP), was letztlich zum Anschwellen der Mitochondrien fiihrt und im Verlust des

Membranpotentials resultiert (siehe Kap. 3.10).

Zuerst wurde der Einfluss von XIM auf isolierte hepatische Mitochondrien ex vivo unter-
sucht (Abb. 18). Dazu wurde ein Teil der Wt-Mause mit AdLacZ infiziert und an Tag 2
nach Infektion fand wurde die Leber entnommen und die Mitochondrien isoliert. Nach
30 mindtiger Inkubation der Mitochondrien mit XIM oder Carrier wurde die Verdanderung
des Membranpotentials und der Schwellung nach Calciumgabe ermittelt. Das Membran-
potential wurde durch Zunahme der Rhodamin123 Fluoreszenz detektiert, die Schwel-
lung wurde als Verlust der Optischen Dichte Uber die Zeit gemessen.

Dabei zeigten sich zwischen Mitochondrien aus Adenovirus-infizierten und gesunden
Mausen deutliche Unterschiede in der Sensitivitdt gegeniber Calcium. Mitochondrien
von Virus-infizierten Mausen verloren ihr Membranpotential nach Calcium-Stimulus
deutlich schneller, als Mitochondrien aus nicht-infizierten Mausen (Abb. 18a). Des
Weiteren war ein schnelleres Anschwellen der infizierten Mitochondrien nach Calcium-
stimulation vorhanden (Abb. 18b). Die Behandlung von isolierten Mitochondrien mit XIM
— egal ob aus infizierten oder gesunden Lebern gewonnen — hatte keinen Einfluss auf die
Geschwindigkeit mit der Mitochondrien ihr Membranpotential nach Calcium-Gabe verlo-
ren (Abb. 18a). Auch auf die Geschwindigkeit des Anschwellens hatte die Vorbehandlung
der Mitochondrien mit XIM keinen Einfluss (Abb. 18b).
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a Verlust des Membranpotentials b Anschwellen der Mitochondrien
_ 0,4
M.IC_’. € — Ad + Carrier
= c - — Ad + XIM
z g 034172 —- Carrier
x L2}
£ &
(4 S 02
o =}
5 : g
E — Ad + Carrier 5
T 104 — Ad+XIM 2 014
m i o
o == Carrier o
= == XIM
0 T T T T 1 0 L T L] L 1
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Zeit nach Calciumstimulus (min) Zeit nach Calciumstimulus (min)

Abb. 18: Mitochondrien von ex vivo XIM-behandelten Mausen zeigen keine veranderte Sensitivitat
gegeniiber Calcium.

Wt-Miuse wurden mit 1x10° PFU AdLacZ i.v. infiziert oder NaCl injiziert. 2 Tage nach Infektion wurden
die Lebern entnommen. Jede Gruppe umfasste 2 Mause; die Lebern wurden fir die
Mitochondrienisolation gepoolt. Die isolierten Mitochondrien wurden ex vivo fiir 30 Min mit XIM
oder Carrier behandelt. (a) Durch Messung der Rhodamin123 Fluoreszenz (ber die Zeit nach
Calziumstimulus wurde der Verlust des Membranpotentials der Mitochondrien untersucht. In (b) ist
das Anschwellen der Mitochondrien durch Messung der Optischen Dichte Uber die Zeit nach
Calziumstimulus abgebildet. Die Bestimmung der Rh123 Fluoreszenz und der Optischen Dichte wurde
in Triplikaten durchgefiihrt, dessen Werte fir die Auswertung gemittelt wurden. Dargestellt ist ein
reprasentatives Experiment aus drei unabhangigen Versuchen.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die ex vivo Behandlung von Mitochondrien mit
XIM keinen Einfluss auf die Sensitivitdt gegeniiber Calcium hatte. Weder das Membran-
potential noch das Anschwellen der Mitochondrien — unabhangig davon ob sie aus Virus-
infizierten Lebern gewonnen wurden oder nicht — wurde durch die kurzzeitige ex vivo Be-

handlung mit XIM beeinflusst.

Medikamente, die eine ideosynkratische Leberschadigung hervorrufen kdnnen, tun dies
haufig mit einer Latenz von einem Monat bis zu einem Jahr (Kaplowitz, 2001). So zeigte
sich auch die Hepatotoxizitdt von XIM erst in Langzeitstudien (Lee et al., 2005). Es ist da-
her denkbar, dass der toxische Effekt von XIM auf Mitochondrien erst nach einer lan-
geren Exposition mit dem Medikament auftritt.

Daher wurde in folgenden Versuchen eine langere in vivo Exposition der Mitochondrien
mit XIM gewahlt. Dazu wurde Wt-Mausen fiir 7 konsekutive Tage mit XIM behandelt. An
Tag 5 fand die Infektionen mit Adenovirus statt und an Tag 7 wurden die Lebern entnom-
men, die Mitochondrien isoliert und das Membranpotential sowie das Anschwellen der

Mitochondrien nach Calcium-Exposition untersucht. Wie in Abb. 18 gezeigt, haben Mit-
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ochondrien, die aus Lebern von Adenovirus-infizierten Mausen isoliert wurden eine ge-
ringere Toleranz gegeniber Calcium verglichen mit Mitochondrien gesunder Mause: Der
Verlust des Membranpotentials und das Anschwellen der Mitochondrien geschieht
schneller (Abb. 19). Im Gegensatz zur kurzzeitigen ex vivo Behandlung mit XIM hatte die
mehrtagige in vivo Verabreichung von XIM einen deutlichen Effekt auf die Mitochondrien
(Abb. 19). Wurden die Mause fir 7 Tage mit XIM behandelt, zeigte sich in gesunden Mit-
ochondrien, dass der Verlust des Membranpotentials nach Calcium-Stimulus langsamer
eintrat als bei Carrier-behandelten M&usen (Abb. 19a). Im Gegensatz zum spéateren Ver-
lust des Membranpotentials bei gesunden XIM-Mause steht die Beobachtung, dass Mit-
ochondrien von XIM/Virus-Mausen ihr Membranpotential schneller verlieren als die

Mitochondrien von Carrier/Virus-Mausen (Abb. 19a).
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Abb. 19: Mitochondrien von in vivo XIM-behandelten und Adenovirus-infizierten Mausen sind sen-
sitiver gegenliber Calcium.

Wt-Mduse wurden peroral fur 7 Tage entweder mit XIM (1 mg/Maus/d) oder Carrier behandelt. An
Tag 5 fand die Infektion der M&use mit 1x10° PFU AdLacZ i.v. statt. An d 7, 110 Min nach XIM- oder
Carrier-Administration, wurden die Lebern entnommen. Jede Gruppe umfasste 2 Mause, dessen
Lebern fiir die anschlieRenden Mitochondrienisolation gepoolt wurden. (a) Durch Messung der
Rhodamin123 Fluoreszenz Uber die Zeit nach Calciumstimulus wurde der Verlust des
Membranpotentials der Mitochondrien untersucht. In (b) ist das Anschwellen der Mitochondrien
durch Messung der Optischen Dichte bei 540 nm Uber die Zeit nach Calziumstimulus abgebildet. Die
Bestimmung der Rh123 Fluoreszenz und der Optischen Dichte erfolgte in Triplikaten, die fir die
Auswertung gemittelt wurden. Die dargestellten Ergebnisse sind reprasentativ fiir drei unabhangige
Experimente.

Diese Ergebnisse decken sich mit den Beobachtungen des Anschwellens: Mitochondrien
von XIM/Virus-Ma&usen schwellen nach Calcium-Gabe schneller an als Mitochondrien von

Carrier/Virus-Mausen (Abb. 19b).
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Die Ergebnisse zeigen, dass nur die mehrtagige perorale Verabreichung von XIM Einfluss
auf die hepatischen Mitochondrien von Adenovirus-infizierten Mausen hat. Die kurzfristi-
ge ex vivo Behandlung der Mitochondrien mit XIM beeinflusste das Membranpotential
und die Schwellung nicht. Dabei machte es keinen Unterschied, ob die Mitochondrien
aus virusinfizierten oder gesunden Lebern gewonnen wurden.

Zudem haben nur Mitochondrien von XIM/Virus kobehandelten Madusen eine gesteigerte
Anfalligkeit dem Stress-Stimulus Calcium gegeniber. Mitochondrien aus gesunden Mau-
sen zeigten weder eine gesteigerte Schwellung noch ein reduziertes Membranpotential.
Wie eine Vielzahl hepatotoxischer Medikamente scheint XIM folglich einen toxischen Ef-
fekt auf Mitochondrien zu haben. Allerdings nur auf Mitochondrien virusinfizierter Hepa-
tozyten. Die Ergebnisse von ex vivo Untersuchungen mit primdreren humanen
Hepatozyten haben gezeigt, dass XIM oxidativen Stress und eine reduzierte mitochon-
driale Atmung durch mitotoxische Metabolite ausgelost (Neve et al., 2015). Moglicher-
weise stehen die gleichen Mechanismen auch hinter der verstarkten Schwellung der
Mitochondrien und dem reduzierten Membranpotential nach Calzimstimulus in XIM/Vi-

rus-Mausen.
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5 Diskussion

Die Leber ist durch ihre anatomische Lage kontinuierlich einer Flut von Pathogenen, Nah-
rungskomponenten und Xenobiotika ausgesetzt. Zudem ist das Organ durch seine me-
tabolische Funktion besonders anfallig gegenliber schadigenden Medikamenten, die DILI
hervorrufen kénnen. Dabei wird vermutet, dass unterschwellige virale Infektionen zu ei-
nem pro-inflammatorischen Status friihen, und somit ein Risikofaktor fiir die Entstehung
von DILI darstellen. Zudem kommt es in Patienten mit viralen Infektion vermehrt zu DILI .
In der vorliegenden Arbeit wurde der bisher weitgehend unbekannte Mechanismus der
Leberschadigung durch XIM charakterisiert. Der Thrombin-Inhibitor Exanta® wurde 2006
vom europdischen Markt genommen, da der Wirkstoff XIM in Einzelfdllen eine schwere
Hepatotoxizitat ausloste. Da die Ursache der Leberschadigung weitgehend unbekannt
war, wurden zwei Maus-Modelle etabliert, um den Mechanismus aufzuklaren. Im ersten
Modell wurde die Infektion mit Adenovirus oder LCMV mit XIM kombiniert und die Le-
berschadigung und Mortalitat tber die Zeit beobachtet. Im zweiten Modell wurde zu-
satzlich das Zytokin TNF injiziert (siehe Kap.3.4.8, Abb. 2). In beiden Modellen zeigte sich,
dass Mause, die zusatzlich mit XIM behandelt wurden, eine verstarkte Apoptose der He-
patozyten und Mortalitdt aufwiesen. Dabei waren NK/NKT Zellen und CTL zentrale
Mediatoren der Hepatotoxizitat, welche in beiden Modellen durch TNF vermittelt wurde.
Zudem spielten Mitochondiren eine wichtige Rolle, da diese nach mehrtagiger XIM-Expo-
sition eine erhdhte Anfalligkeit gegenliber dem Stress-Stimulus Kalzium aufwiesen, ihr
Membranpotential schneller verloren und daher zu einer verstarkten Aktivierung von Ef-
fektor-Caspasen in XIM/Virus-Tieren fiihrten.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen somit erstmals den Mechanismus der XIM-vermittel-
ten Leberschadigung im Mausmodell. Diese Erkenntnisse konnten helfen, die Hepatotoxi-
zitat auch von anderen Arzneimitteln auf molekularer Ebene aufzudecken und sie
kdnnten sich zudem bei der praklinischen Entwicklung neuer Medikamente als hilfreich

erweisen.
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5.1 XIM ruft in Mausen einen verstarkten viralen Leberschaden her-
vor und fiihrt zur Mortalitat

Epidemiologische Daten zeigen, dass die Inzidenz fir DILI in Patienten mit viralen Infekti-
on (HIV, HBV, HCV oder HBV/HCV Koinfektion) deutlich erhoht ist (Bonacini, 2004; den
Brinker et al., 2000; Kim et al., 2016; Ungo et al., 1998; Wong et al., 2000; Wu et al.,
1990). Laut infammatorischer Stress Hypothese kénnen unterschwellige virale oder bak-
terielle Infektionen zu entziindungsbedingtem Stress fiihren, wodurch die Leber anfallig
fiir schadliche Noxen wird. Die Storungen der Homoostase kdnnen dazu fihren, dass he-
patisch metabolisierte Medikamente eine toxische Wirkung auf das Organ entwickeln.
Die Inflammatorische Stress Hypothese wird durch Daten aus Experimenten mit Mausen
gestlitzt. So ruft die Administration von Poly I:C, einem RNA-Mimetikum das Infektionen
mit RNA-Viren nachahmt, nach Halothan-Gabe eine verstarkte Hepatotoxizitat hervor
(Cheng et al., 2009a). Da Mechanismus der XIM-vermittelten Leberschadigung bisher
weitgehend unbekannt war wurde ein Maus-Modell entwickelt, in dem die Wirkung von
XIM auf die Leber von virus-infizierten Mausen untersucht wurde. Dabei zeigte sich, dass
Hepatotoxizitat und Mortalitat in Tieren, die XIM ausgesetzt waren, stark anstiegen.

Der Zeitpunkt der Medikamentenverabreichung nach einem inflammatorischen Stimulus
kann entscheidend fiir Induktion von DILI sein. So findet sich bei Paracetamol eine bipha-
sische Hepatotoxizitdt nach Vorbehandlung mit dem RNA-Mimetikum Polyl:C (Kalabis
and Wells, 1990). Wird Paracetamol Wt-Mausen innerhalb von 16 Tagen nach Poly I:C
verabreicht, ist die Hepatotoxizitat vollstandig inhibiert. Infektionsversuche mit einem re-
plikationsdefizientem Adenovirus bestatigten, dass eine akute virale Hepatitis die Toxizi-
tat von Paracetamol weitestgehend inhibiert (Getachew et al., 2010). Der Grund liegt in
der Induktion von Typ | Interferonen durch Poly I:C oder Adenovirus (Matsumoto and
Seya, 2008; Yamaguchi et al., 2010). Dadurch werden wiederum Paracetomol-metaboli-
sierende Cytochrom P450 Isoformen herabreguliert und somit die Metabolisierung zum
toxischen Abbauprodukt NAPQI verhindert. Wird Paracetamol allerdings erst 23 Tage
nach Poly I:C verabreicht, kommt es aufgrund von verstarkter katalysierter Bioaktivierung
zu einem 20-fach starkeren Leberschaden (Kalabis and Wells, 1990). Bei XIM ist ein

Einfluss der Virusinfektion auf die Verstoffwechselung des Medikamentes allerdings aus
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zwei Griinden unwahrscheinlich: Zum einen wird XIM nicht durch Cytochrom P450 Enzy-
me metabolisiert, zum anderen wurde XIM in den beiden Modellen fiir XIM-DILI zu un-
terschiedlichen Zeitpunkten vor und nach Virusinfektion verabreicht. Da XIM in beiden
Fallen eine erhohte Hepatotoxizitdt und Mortalidt induziert, scheint der Zeitpunkt der
XIM-Verabreichung keinen Einful’ auf die Toxizitat zu haben. Die verstarkte Toxizitdt nach
Virusinfektion ist folglich unabhangig von einer veranderten Metabolisierung nach Virus-

infektion.

5.2 Verstarkter Leberschaden und Mortalitat sind spezifisch fiir XIM

Um zu untersuchen, ob XIM-DILI auf der Inhibition des Koagulationssystems beruht, wur-
de der Effekt von weiteren direkten oralen Thrombininhibitoren anstelle von XIM im
XIM-DILI Modell getestet.

Die Exposition mit den direkten oralen Thrombininhibitoren AZD und DAB, oder mit MEL,
dem dem aktiven Wirkstoff von XIM, ruft in Virus/TNF-Mé&usen keine verstarkte Hepato-
xizitat und Mortalitit hervor, wie durch Ermittlung der sALT-Aktivitit und des Uberlebens
gezeigt wird. Die Leberschadigung durch XIM wird im etablierten Mausmodell folglich
nicht durch einen Kasseneffekt von direkten Antikoagulantien hervorgerufen, sondern ist
spezifisch fir das DILI-assoziierte Medikament XIM.

Winschenswerte Eigenschaften eines Tiermodells fiir DILI beinhalten zwei Kriterien: 1)
das Hervorgerufen eines Leberschadens in einem groBen Anteil von Tieren, die sich leicht
und kostengiinstig zlichten lassen und 2) die Moglichkeit zwischen Arzneimitteln, die in
Menschen eine Leberschadigung hervorgerufen und denen, die nicht mit iDILI assoziiert
sind zu unterscheiden (Roth and Ganey, 2011). Beim Modell fiir XIM-DILI sind beide Kri-
terien erfullt: XIM ruft in Wt-Mdusen zum einen verlasslich einen Leberschaden und in
50-75 % Mortalitdt hervor, zum anderen fiihren die direkten Thrombininhibitoren AZD
und DAB, wie im Menschen, auch in Mausen nicht zu einer Leberschadigung.

Die Ergebnisse fur AZD, die Nachfolgesubstanz von XIM, stimmen mit Daten aus klini-
schen Studien Uberein. Wie auch im Mausmodell zeigte AZD in klinischen Studien keine
hepatotoxischen Eigenschaften verglichen mit dem Vitamin K Antagonisten Warfarin

oder DAB (Lip et al., 2009). Allerdings handelt es sich dabei um Studien vor Marktzulas-
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sung, wodurch weniger Patienten mit dem Arzneimittel behandelt wurden und idiosyn-
kratischer Leberschaden durch seine niedrige Pravalenz eventuell nicht auftritt. Ver-
gleicht man allerdings den Anteil von Patienten, die in klinischen Studien erhdhte
Leberwerte aufwiesen, so lag der Anteil bei XIM mit 7,9 % deutlich Gber dem von AZD
mit 2,3 %, wodurch eine leberschadigende Wirkung von AZD als unwahrscheinlich er-
scheint (Lee et al., 2005; Lip et al., 2009).

Die unterschiedliche Hepatotoxizitdat von XIM und AZD lasst sich moglicherweise durch
Unterschiede in der Pharmakokinetik erklaren. An der Metabolisierung von AZD sind, an-
ders als bei XIM, Cytochrom P450 Enzyme beteiligt. AZD wird in zwei Schritten metaboli-
siert: Zuerst durch die Cyp P450 Isoenzyme 3A4, 2C9, 2C19 und anschlieRend durch ein
N-hydroxyamin Reduktase System (Matsson et al., 2011). Virusinfektionen fiihren zu ei-
ner veranderten Expression von Cyp P450 Enzymen. So sind die Level von Cyp2C9 und
Cyp2C19 bei HCV Infektion stark herabreguliert (Tsunedomi et al., 2005). Eine Infektion
mit Adenovirus Typ 5 resultiert in einer 70 % igen Reduktion der Cyp3A-Expression (Jons-
son-Schmunk et al., 2016). Moéglicherweise beeintrachtigt die Adenovirus Infektion somit
die Verstoffwechelung von AZD und verhindert dadurch die Bildung von hepatotoxischen
Metaboliten. Da es sich bei AZD um ein Prodrug handelt, dass erst nach Metabolisierung
als Thrombininhibitor fungiert, kdnnte die Bestimmung der Haemaclot Thrombinzeit in
weiteren Versuchen indirekt Aufschluss tiber die AZD-Metabolisierung geben.

Der direkte, oral verfligbare Thrombinhinhibitor DAB wird Uber Esterasen und nicht tGber
Cytochrom P450 zu Dabigatran metabolisiert (Blech et al., 2008). Daher kann, wie bei
XIM, ein Einfluss der Virusinfektion auf die Verstoffwechselung ausgeschlossen werden.
Im Menschen, und auch im verwendeten Tiermodell fiir DILI, fihrt DAB nicht zur Leber-

schadigung (Caldeira et al., 2014).

5.2.1 Einfluss auf die Gerinnung auf XIM-DILI

Ein Einfluss der Thrombininhibition auf den TNF-induzierten viralen Leberschaden kann
ausgeschlossen werden, da nur XIM, und nicht MEL, AZD und DAB zur Hepatotoxizitat
flihren. Anders als bei der nicht-alkoholische Steatohepatitis, bei der die direkten Throm-

bininhibitoren DAB oder Argatroban zu einer Reduktion des hepatozelluldaren Schadens
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und der Inflammation fihren (Kassel et al., 2012; Kopec et al., 2014), hat die Hemmung
von Thrombin in diesem Modell keinen Einfluss auf Starke der Hepatotoxizitat.

Auch auf die Infektionseffizienz hat die Thrombininhibition mit XIM, wie durch Messung
der Biolumineszenz gezeigt, keine Auswirkungen. Anders als beim Serotyp 2 des Adeno-
assoziierten Virus, bei dem die Transfektion durch Thrombininhibition reduziert wird
(Schuettrumpf et al., 2006), ist dies beim verwendeten Adenovirus nicht der Fall.

Durch Virusinfektion ist die Blutgerinnung flir etwa einen Tag vermindert, gemessen als
Hemolclot Thrombinzeit. Ein Grund kdnnte eine verminderte renale und hepatische Eli-
mination von Thrombininhibitoren sein. Durch Adenovirusinfektion werden die Mause
geschwacht und nehmen weniger Nahrung/Flussigkeit zu sich, wodurch die Ausschei-
dung reduziert sein kénnte. Allerdings ist die Gerinnung in allen Adenovirusinfizierten
Gruppen — unabhadngig von der Behandlung mit Thrombininhibitoren — vermindert, was
einen Einfluss der Antikoagulantien ausschlieft.

Das Adenovirus Typ 5 bindet die Vitamin K-abhangigen Gerinnungsfaktoren FX, FVII, FIX,
wodurch der Eintritt des Virus in die Hepatozyten ermoglicht wird (Irons et al., 2013; Ne-
merow, 2013; Parker et al., 2006; Shayakhmetov et al., 2005; Waddington et al., 2008; Xu
et al., 2013b). Moglicherweise kommt es somit durch Infektion zu einer Senkung des Ser-
umspiegels dieser Koagulationsfaktoren, wodurch die Blutgerinnung langsamer ablauft.
Die genannten Gerinnungsfaktoren haben allerdings keinen direkten Einfluss auf die Hea-
moclot Thrombinzeit, da bei diesem Test nur die Zeit bis zur vollstandigen Umwandlung
von Fibrinogen zu Fibrin nach Thrombinzugabe gemessen wird (van Ryn et al., 2010). Da-
durch kann die Bindung des Virus an verschiedener Gerinnungsfaktoren als Grund fir die
verminderte Blutgerinnung ausgeschlossen werden.

Moglicherweise hat die Virusinfektion Einfluss auf die auf die Freisetzung von Fibrinogen
aus Hepatozyten oder der Serumspiegel ist aufgrund eines erhohten Verbrauches redu-
ziert. Zumindest in vitro resultiert die Inkubation von humanen Adenovirus Typ 3 mit

Vollblut in einem reduzierten Fibrinogen-Level (Jin et al., 2014).
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5.3 Der Mechanismus von XIM-DILI unterscheidet sich vom LPS-

Modell fiir DILI

Die Koadministration von XIM und Lipopolysaccharid 16ste keinen Leberschaden aus, wie
durch Bestimmung der sALT-Aktivitat determiniert wurde (Kap. 4.5). Eine Vielzahl von
iDILI-assoziierten Arzneimitteln (TVX, Ranitidin, Sulindac, Chlorpromazin, Halothan,
Amiodaron, Diclofenac) fiihren in Nagern nach Administration mit dem Inflammagen LPS
zu erhohtem Leberschaden, wahrend Arzneimittel der gleichen pharmakologischen Klas-
se, die nicht mit Hepatotoxizitat assoziiert sind, keinen toxischen Effekt haben (Buchweitz
et al., 2002; Cheng et al., 2009a; Deng et al., 2006, 2009; Luyendyk et al., 2003; Waring
et al., 2006; Zou et al., 2009). Die Selektivitat des LPS-Modells spricht fiir eine Rolle von
inflammatorischem Stress bei der Entstehung von humanem iDILI. Der Mechanismus der
Hepatotoxizitdt von XIM scheint sich allerdings von der LPS-induzierten Toxizitdt abzu-
grenzen, da der alleinige Stimulus von LPS nicht ausreichte um einen Leberschaden in
XIM-Tieren zu induzieren. Der durch LPS-Koadministration ausgeloste Leberschaden ist
TNF abhéangig und kann Anstelle von LPS auch durch TNF induziert werden (Shaw et al.,
2009c). Anscheinend sind die durch TNF ausgel6sten Signalprozesse in Hepatozyten kom-
biniert mit iDILI-assoziierten Medikamenten essentiell fiir das Hervorrufen eines Leber-
schadens. Wie in Kontrollen anderer Experimente gezeigt, reicht bei XIM die alleinige
Koadministration mit TNF nicht aus, um einen Leberschaden auszuldsen. Dies spricht da-
fir, dass sich der Mechanismus von XIM-DILI von dem anderer DILI-assoziierter Medika-
mente unterscheidet. Essentiell fir die Entwicklung der Hepatotoxizitdit durch XIM
scheint die Kombination von Virusinfektion und TNF zu sein. Nur die durch Virusinfektion
veranderte Leberzell-Homo&ostase und die zusatzliche Administration von TNF und das
dadurch ausgeloste TNF-Signaling in den Hepatozyten flihren in Kombination mit XIM zu
Hepatotoxizitat. Die alleinige Kombination von XIM mit Virusinfektion oder von XIM mit
TNF ist nicht ausreichend fir die Ausbildung der Leberschadigung und die Mortalitat der

Mause.
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5.4 Der Einfluss von Leber-assoziierten Lymphocyten auf XIM-DILI

Die Depletion von NK/T Zellen und CTL durch den NK1.1 Antikérper (M K Slifka, 2000)
verhindert den XIM-induzierten Leberschaden nach Virusinfektion. Folglich sind NK Zel-
len, NKT Zellen oder CTL fir den verstarkten Leberschaden und die Mortaliat der XIM/Vi-
rus-Mause verantwortlich. Allerdings schiitzt die alleinige Abwesenheit von NKT Zellen
und CLT Mause nicht vor XIM-DILI, sondern rag-2"- Mause sind im Gegenteil besonders
schwer von XIM-DILI betroffen. Durch Fehlende V(D)J Rekombination sind rag-2” Mause
— neben der fehlenden Fahigkeit reife T oder B Zellen zu bilden — auch nicht in der Lage
funktionale NKT Zellen und CTL zu generieren (Shinkai et al., 1992). Die Anzahl funktiona-
ler NK Zellen ist hingegen nahezu gleich (Mombaerts et al., 1994). Da in rag-2”Tieren NK
Zellen die einzigen Immunzellen sind, die Virus-infizierte Zellen eliminieren, scheinen die-
se eine bedeutende Rolle bei der Entstehung von XIM-DILI auszuliben.

Die Aktivierung von NK/T Zellen durch Faktoren wie Poly I:C oder virale Infektionen ver-
starkt moglicherweise die Medikamenten-induzierte Hepatotoxizitdt (Gao et al., 2009).
So fuhrt die Verabreichung von Paracetamol im Losungsmittel DMSO zu einer Aktivierung
von NK/T Zellen und dadurch zu einer verstarkten Hepatotoxizitat (Liu et al., 2004; Mas-
son et al., 2008). Auch beim Poly I:C/Halothan Modell fiir DILI zeigt sich, dass die Akti-
vierung von NK Zellen eine starke Zunahme der Hepatotoxizitdt zur Folge hat und NKT
Zell-defiziente CD1d Mause resistent gegenuber der Poly I:C/Halothan-induzierten Leber-
schadigung sind (Cheng et al., 2009a, 2010). Des Weiteren ist in Patienten mit einer HCV
Infektion, die haufig mit der Aktivierung von NK/T Zellen einhergeht, das Risiko eine
Paracetamol-induzierte Leberschadigung zu entwickeln erhéht (Nguyen et al., 2008).
XIM-behandelte Virus-infizierte rag-2”- Mause entwickeln schneller eine Schidigung der
Leber und sterben schneller als Wt-Mause. Da rag-2” Mause nahezu liber die gleiche An-
zahl von NK Zellen wie Wt-Mause verfliigen (Mombaerts et al., 1994), scheint das Gleich-
gewicht von NK, NKT und CLT bei der Induktion der XIM-vermittelten Leberschadigung
eine entscheidende Rolle zu spielen.

Um zu untersuchen, ob die Hepatotoxizitit in rag-2”- Mausen alleinig durch NK Zellen
vermittelt wird, konnten in weiteren Versuchen NK Zellen durch Administration von

NK1.1 oder anti-Asialo GM1 Antikorper depletiert werden und der Leberschaden und das
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Uberleben der Miuse nach XIM Gabe ermittelt werden. Der Einfluss von NK Zell-sezer-
niertem TNF auf dem XIM-induzierten Leberschaden in rag-2”- Mausen kdnnte durch die
Verabreichung von TNF Antikdrpern wie beispielsweise durch das Arzneimittel Infliximab
bestimmt werden. Da eine vollstdndige Depletion von TNF mit Hilfe von Antikérpern
eventuell nicht iber mehrere Tage méglich ist, kdnnte die Kreuzung von rag-2” M&usen
mit TNF-Rezeptor-defizienten Mausen eine weitere Maoglichkeit bieten, um die Rolle von
TNF beim XIM-induzierten Leberschaden in rag-2”- Mausen zu untersuchen. Auch in Wt-
Mausen konnte der Beitrag von NK/T Zellen durch Verabreichung der Antikorper NK1.1
oder anti-Asialo GM1 bestimmt werden.

Moglicherweise iben NKT Zellen im Modell der XIM-DILI einen protektiven Effekt aus
und die Abwesenheit von NKT Zellen in rag-2”- M&usen resultiert daher in einer verstark-
ten Hepatotoxizitat. Auch bei Leberschadigung durch CCL4 oder durch Gallengangsligati-
on schitzen iNKT Zellen vor akuter Inflammation und Zerstérung des Gewebes (Park et
al., 2009; Wintermeyer et al., 2009). Des Weiteren schiitzen Typ Il NKT Zellen gegen den
Con A-induzierten Leberschaden (Gao et al., 2009). Auch bei der NAFLD (engl.: Non-alco-
holic fatty liver disease) haben NKT Zellen einen protektiven Effekt. Die Depletion von
NKT Zellen fordert bei dieser Erkrankung die proinflammatorische Polarisation der hepa-
tischen Zytokinproduktion und sensitiviert die Leber fiir die LPS-vermittelte Toxizitat (Li
et al., 2004). Des Weiteren kann durch probiotische Behandlung oder adaptiven Zell-
transfer der hepatische NKT Zellspiegel erhoht werden und das Krankheitsbild der NAFLD
verbessert werden (Elinav et al., 2006; Ma et al., 2008). Ein moglicher Hinweis darauf,
dass das Gleichgewicht von NK und NKT Zellen in der Leber eine Rolle bei der Entwick-
lung von DILI spielt kdnnte auch die Beobachtung sein, dass DILI in (bergewichtigen
NAFLD-Patienten mittleren Alters mit einem fast vierfach erhéhte Risiko auftritt (Taranti-

no et al., 2007).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass NK Zellen eine zentrale Rolle in der Induktion
der XIM-verstarkten viralen Hepatitis spielen. Das alleinige Vorhandensein von NK Zellen
in rag-2""Mausen fihrt zu einem verstirkten Leberschaden und zu einer Mortalitit weni-

ge Tage nach Virusinfektion.
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Da der Mechanismus der XIM-Hepatotoxizitdt (iber TNF Rezeptor Signalprozesse ablauft
(siehe Kap. 4.3), scheint es bei rag-2" Mausen entweder weitere Faktoren neben TNF zu
geben, welche die verstarkte Leberschadigung vermitteln oder es kommt zu einer beson-
ders hohen Freisetzung von TNF. Die Produktion von TNF in NK Zellen lieRe sich beispiels-
weise durch RT-PCR (engl.: real-time quantitative PCR) der mRNA untersuchen, oder die
Freisetzung von TNF in das Serum der Mause konnte mittels ELISA (engl.: enzyme-linked
immunosorbent assay) oder Immunoblot untersucht werden.

Der genaue Mechanismus und der Einfluss von NKT Zellen und CTL in der XIM-DILI ist
nicht geklart, es ist aber denkbar, dass NKT Zellen wie bei anderen Modellen der Medika-
menten-induzierten Leberschadigung einen protektiven Effekt ausiiben.

Zur weiteren Aufkldrung der Rolle von LALs bei XIM-DILI kénnten 1) NK Zellen in rag-2"
Mausen durch NK1.1 oder anti-Asialo GM1 Antikorper depletiert werden, wodurch der
verstarkte Leberschaden und die Mortalitdt verhindert werden sollten, 2) NK Zellen mit
Hilfe des anti-Asialo GM1 Antikérper in Wt-Mausen depletiert werden und so ihr Betrag
zu XIM-DILI ermittelt werden, oder 3) CD1d defiziente Mause, die (iber keine NKT Zellen

verfiigen, im Modell fiir XIM-DILI verwendet werden.

5.5 Rolle von TNF bei XIM-DILI

Leber-residente NK Zellen sekretieren als Antwort auf inflammatorische Stimuli wie Vac-
ciniaviren ein breites Spektrum von Zytokinen — darunter auch TNF (Daussy et al., 2014).
Dadurch tragen NK Zellen moéglicherweise zur verstarkten viralen Hepatitis nach XIM bei.
Daher wurde die Rolle von TNF beim XIM-induzierten viralen Leberschaden mit Hilfe von
TNF-R1/27 Mé&usen und durch intravendse Verabreichung von TNF vor der endogenen

Immunantwort in Wt-Mausen untersucht.

5.5.1 TNF-R1/2" Mause sind vor XIM-DILI geschiitzt

Anders als in Wt-Mausen, wurde in TNF-R1/2” M&usen der Leberschaden durch XIM bei
einer Virusinfektion nicht verstarkt und es wurde keine Mortalitat durch XIM ausgel0st.
Die TNF-R1/2" Tiere sind folglich vor der durch XIM verstirkten Leberschidigung protek-

tiert. Da TNF-Rezeptor Doppelknockout Tiere verwendet wurden ist nicht bekannt, ob
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TNF-Rezeptor 1 oder TNF-Rezeptor 2 malRgebend fiir die Hepatotoxizitdat durch XIM ist.
Allerdings wurde gezeigt, dass im Modell der TNF-induzierten viralen Hepatitis die Leber-
schadigung tGber TNF-R1 vermittelt wird (Dissertation K. Gartner, 2011).

Die Notwendigkeit der TNF-Rezeptoren um den erhdhten Leberschaden und die Mortali-
tat von XIM zu induzieren zeigt, dass TNF eine zentrale Funktion beim der XIM-DILI Gber-
nimmt. Daher wurde das Modell der TNF-induzierten viralen Hepatitis (Wohlleber et al.,
2012a) genutzt, um den Mechanismus des durch XIM verstarkten Leberschaden naher zu

charakterisierten.

5.5.2 Der Einfluss von XIM auf das Modell der TNF-induzierten viralen Hepatitis

Im Modell der TNF-induzierten viralen Hepatitis (Kap. 3.4.8) zeigte sich, dass XIM den Le-
berschaden innerhalb weniger Stunden stark ansteigen liel} und in einer Mortalitat von
50-75% resultierte. TNF spielt folglich im Modell der XIM-DILI eine entscheidende Rolle
bei der Vermittlung der Hepatotoxizitat.

Da nur wenige in vivo Modelle fiir iDILI existieren, ist Gber die zugrunde liegenden Me-
chanismen bisher relativ wenig bekannt. Im DILI-Modell des Poly I:C/Halothan-induzier-
ten Leberschaden Ubt TNF ebenfalls eine zentrale Rolle aus. Die Depletion von TNF durch
anti-Maus TNF cV1qg Antikorper resultiert in einer signifikanten Reduktion der Hepatoto-
xizitat (Cheng et al., 2009a). Bei der Koadminstration von LPS mit verschiedenen iDILI-
assoziierten Medikamenten scheint TNF ebenfalls an der Leberschadigung beteiligt zu
sein. Anstelle von LPS kann TVX auch mit TNF verabreicht werden und ubt eine dhnlich
stark schadigende Wirkung auf die Leber aus wie LPS (Shaw et al., 2009c). Bei XIM aller-
dings recht die alleinige Kodaminstration von TNF nicht aus, um einen Leberschaden zu
induzieren (siehe Kap. 4.8, Abb. 13a und Abb. 14). Eine Virusinfektion der Leber, sowie
das Vorhandensein des TNF-Rezeptor Signalwegs ist fir die Generation des Leberscha-
dendens durch XIM notwendig.

Beim dem am besten untersuchten DILI Modell, der Paracetamol-induzieren Hepatotoxi-
zitat wird die Rolle von TNF kontrovers diskutiert. Wahrend Blazka et al. zeigen, dass das
Serumlevel von TNF durch Paracetamol in Mdusen stark erhéht wird und durch anti-TNF
Antikorper die Leberschadigung partiell verhindert werden kann (Blazka et al., 1995,

1996), zeigen andere Studien, dass TNF keinen Einfluss auf die Toxizitdt von Paracetamol
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hat: Wt-Mause, TNF-R1”- M&use und TNF” M&use zeigen eine vergleichbare Sensitivitat
Paracetamol gegeniiber und die Behandlung mit anti-TNF Antikorper oder 16slichem TNF-
Rezeptor beeinflusst die Toxizitdt nicht (Boess et al., 1998; James et al., 2005; Simpson et

al., 2000).

5.6 XIM verstarkt die Apoptose in Leberzellen von Virus-infizierten
Mausen nach TNF-Stimulus

XIM bewirkte bereits wenige Minuten nach TNF eine verstarkte Aktivierung von ausfiih-
renden Caspasen in Virus-infizierten Mausen. Dabei war der Mechanismus unabhangig
vom Virustyp, da sowohl LCMV als auch Adenovirus zu einer gesteigerten Caspase 9 und
Caspase 3/7 Aktivierung, und somit zu einer verstarkten Apoptose fihrten. Durch Inhibi-
ton der Apoptose durch einen pan-Caspaseinhibitor oder Fruktose konnte der Leberscha-
den und die Mortalitat der XIM-Mause auf das Niveau der Kontrollen reduziert werden.
Da die hepatische Apoptose durch den intrazelludren Energiestatus und den Redoxstatus
der Hepatozyten kontrolliert wird, kann durch Fruktose-induzierte Depletion von intrazel-
luldaren ATP Speichern der TNF-assoziierte Leberschaden blockiert werden (Latta et al.,
2000). Dies und die direkte Blockierung der Apoptose durch Caspaseinhibitoren zeigt,
dass Nekrose als Zelltodmechanismus aufgeschossen werden kann.

Der DILI zugrunde liegende molekulare Mechanismus ist fiir die meisten Medikamente
bislang weitgehend unbekannt (Devarbhavi, 2012). Beim am besten untersuchten Modell
fiir DILI, der Paracetamol-induzierten Leberschadigung spielt der Zelltod durch Apoptose
eine wichtige Rolle. So kommt es durch das Arzneimittel in Hepatozyten-ahnlichen Zellli-
nien, primaren Hepatozyten und LSEC zur Verstarkung des TRAIL Signalwegs und dadurch
zu einer verstarkten Leberschadigung durch Apoptose. Wie bei XIM auch, kann der Zell-
tod durch Inhibition von Caspasen effizient vermindert werden (Badmann et al., 2012).
Die Bedeutung der Apoptose zeigt sich zudem darin, dass TRAIL oder Bim-defiziente
Mause vor der Paracetamol-induzierten Leberschadigung protektiert sind (Badmann et

al., 2011).

—94—



— Diskussion —

Die Inhibition der Apoptose entwickelt sich bei der Entwicklung von Arzneimitteln gegen
DILI zudem zu einer neuen Strategie. Die anti-apoptotische Eigenschaften von Inhibitoren
von Apoptoseproteinen (IAP) oder Bcl-2 Proteinen, sowie Caspase Inhibitoren machen
sie in der klinischen Behandlung von DILI potentiell nutzbar (Ghavami et al., 2005). So
zeigte die Behandlung von DILI-Patienten mit UDCA (Ursodesoxycholsdure) eine antia-
poptotische Wirkung durch Modulation der MPT, und fiihrte zu einer schnelleren Reduk-

tion von Bilirubin und Transmainasen nach DILI (Wree et al., 2011).

Neue Marker fir Apoptose, die eine hohere Sensitivitat aufweisen wie beispielsweise das
Neoantigen Cytokeratin-18 oder miRNA 122 kénnten zudem hilfreich bei der friihen Dia-
gnose von DILI sein (Roth et al., 2004; Ruoquan et al., 2013).

5.7 ER-Stress ist nicht in XIM-DILI involviert

Durch XIM wird die Proteinexpression der ER-Stress Marker CHOP und CRP78 nicht indu-
ziert und auch die Virusinfektion durch LCMV oder Adenovirus verandert die Expression
der ER-Stress Marker nicht. Auch die Kobehandling der Mduse mit XIM und Virus indu-
ziert keinen ER-Stress. Anders als fur die Medikamente Diclofenac, Efavirenz, Furosemid,
Indomethacin, Sertralin, Troglitazon und Paracetamol, dessen leberschadigende Wirkung
mit ER-Stress verknUpft ist (Foufelle and Fromenty, 2016), fihrt XIM oder Virusinfektion
nicht zu ER-Stress und dieser tragt folglich nicht zur Pathogenese des XIM-vermittelten
viralen Leberschaden bei. In Hepatozyten sind Mitochondrien zentraler Bestandteil der
Apoptose. Daher wurde der Einfluss von XIM auf Mitochondrien von Adenovirus-infizier-
ten Mausen ermittelt, welche entweder flir kurze Zeit ex vivo oder fir mehrere Tage in

vivo XIM ausgesetzt waren.
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5.8 Schadigung von Mitochondrien durch XIM in virusinfizierten Le-
berzellen

In Hepatozyten sind Mitochondrien das zentrale Element der Apoptose. Werden Mit-
ochondrien hohen Calciumkonzentrationen ausgesetzt, kommt es zur Steigerung des
Membranpotentials und in der Folge zur Entkopplung der oxidativen Phosphorylierung
und zur Schwellung der Mitochondrien. Durch oxidativen Stress wird die Offnung dieser
sogenannten mitochondrialen Permeabilitats-Transitions-Pore (mPTP) verstarkt (Hale-
strap et al., 1997), und vermehrt proapoptotische Proteine in das Cytoplasma freigesetzt.
Fur viele Medikamente ist beschrieben, dass sie oxidativen Stress hervorrufen kénnen,
der in einer Schadigung der Mitochondrien resultiert (Pessayre et al., 2010). XIM wird in
der duBeren mitochondrialen Membran von Hepatozyten zu mitotoxischen Metaboliten
verstoffwechselt, wobei oxidativer Stress ausgeldst und die mitochondriale Atmung ver-
ringert wird (Neve et al., 2015).

Wahrend die kurzzeitige ex vivo Behandlung mit XIM keinen Einfluss auf Sensitivitat der
Mitochondrien gegenliber dem Stress-Stimulus Calcium hatte, zeigte die langere in vivo
Exposition einen deutlichen Effekt auf die Offnung der mPTP: Nach mehrtégiger in vivo
Verabreichung von XIM verloren hepatische Mitochondrien von Adenovirus-infizierten
Mausen ihr Membranpotential schneller als Mitochondrien von Kontrolltieren. Simultan
dazu verlief das Anschwellen hepatischer XIM-behandelter Mitochondrien aus Virus-infi-
zierten Mausen nach Calcium-Stimulus schneller. Die Tatsache, dass XIM erst nach mehr-
tagiger Verabreichung eine mitotoxische Wirkung durch verstiarkte Offnung der mPTP
zeigte, denkt sich mit Beobachtungen bei anderen Medikamenten. Eine Vielzahl von Arz-
neimitteln, die mit einer ideosynkratischen Leberschadigung assoziiert sind, rufen diese
mit einer Latenz von einem Monat bis zu einem Jahr hervor (Kaplowitz, 2001).

XIM induzierte alleinig in Leberzellen von Virus-infizierten Mausen eine verstirkte Off-
nung der mPTP, wahrend XIM auf hepatische Mitochondrien nicht-infizierter Mause kei-
nen toxischen Effekt hatte. Auch fiir den Menschen ist bekannt, dass die Kombination
einer hepatotropen Virusinfektion mit einem Medikament ein Risikofaktor fiir die Ent-
wicklung von DILI sein kann. HIV-1 Protease Inhibitoren sind essentielle Komponenten

der antiretroviralen Therapie. Allerdings stellt mitochondriale Toxizitdt ein ernsthaftes
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Problem fiir Patienten, die diese Arzneimittel einnehmen dar. So erhdht die Koinfektion
mit HBV, HCV oder HBV/HCV bei HIV-Patienten das Risiko fir die mitochondriale Toxizitat
von HIV-1 Protease Inhibitoren und fuhrt zur einer Leberschadigung (Bonacini, 2004; den
Brinker et al., 2000; Kim et al., 2016). Auch bei der Entwicklung des Reye-Syndroms ist
die Kombination einer viralen Infektion mit der gleichzeitigen Einnahme eines Medika-
mentes — in diesem Fall von Aspirin — fir die Schadigung der Mitochondrien entschei-
dend (Grattagliano et al., 2009). Aspirin kann Hepatotoxizitat induzieren, welche sich
mechanistisch von der Toxizitat anderer nicht-steroidaler Antirheumatika unterscheidet.
Das Medikament (ibt einen negativen Effekt auf die mitochondriale Beta-Oxidation aus,
welche durch eine parallel ablaufend virale Infektionen, die ihrerseits die mitochondriale
Funktion beeinflusst, verstarkt wird (Fromenty and Pessayre, 1995). Diese Kombination
kann bei Kindern in einer mikrovesikuldren Steatosis der Leber und einer Enzephalopa-
thie des Gehirns resultieren (Belay et al., 1999). Aufgrund dessen ist die Verwendung von
Aspirin bei Kindern mit fieberhaften Erkrankungen laut Fachinformation kontraindiziert.
Wie XIM verursachen auch Antibiotika eine mitochondriale Dysfunktion und eine ver-
mehrte Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies in Saugetierzellen (Kalghatgi et al.,
2013). Moglicherweise besteht ein Zusammenhang zwischen der Schadigung der Mit-
ochondrien und der Tatsache, dass Antibiotika zu der Medikamentenklasse gehéren, die
mit 46 % am haufigsten iDILI hervorruft (Chalasani et al., 2008; Reuben et al., 2010).
Durch das Antioxidans Acetylcystein kann der Antibiotika- oder Paracetamol-induzierte
oxidative Stress reduziert werden (James et al., 2003b; Kalghatgi et al., 2013; Saito et al.,
2010). Da auch XIM in vitro zu oxidativem Stress fiihrt (Neve et al., 2015), konnte die Be-
handlung mit Acetlcystein einen protektiven Effekt im XIM-DILI Modell fir Leberschaden
haben.

Die Offnung der MPT Pore kann durch Cyclosporin A blockiert werden (Halestrap et al.,
1997). Folglich kdnnte die Verabreichung des Inhibitors die vermehrte Offnung der mPTP
bei hepatischen Mitochondrien von XIM/Virus Mausen im XIM-DILI Modell verhindern
und die Mduse somit vor Leberschaden und Mortalitat schiitzen.

Der als Kontrolle verwendete Thrombininhibitor DAB zeigte keine verstarkende Wirkung
auf die TNF-induzierte virale Hepatitis. DAB wird von unspezifischen ubiquitdren Estera-

sen im Darm, Plasma und Leber zu Dabigatran verstoffwechselt (Hankey and Eikelboom,
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2011). Die Metabolisierung geschieht dabei nicht wie bei XIM Gber mARC2 in der duRe-
ren mitochondrialen Membran. Dies konnte erklaren, warum DAB im Gegensatz zu XIM
nicht hepatotoxisch ist. XIM wird als Prodrug verabreicht und zu MEL, dem aktive Be-
standteil, metabolisiert. Da MEL im XIM-DILI Modell keinen Leberschaden hervorgerufen
hat, liegt die Vermutung nahe, dass die bei der Metabolisierung von XIM entstehenden
mitotoxischen Metabolite (Neve et al., 2015) ausschlaggebend fiir die Offnung der mPTP
und die daraus resultierende verstarkte Apoptose sind.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass XIM alleinig auf hepatische Mitochondrien vi-
rusinfizierter Mausen einen Einfluss auf die Offnung mPTP ausiibt, wohingegen Mit-
ochondrien aus Kontrollmausen nicht von XIM geschadigt wurden. Dieser Effekt trat erst
auf, nachdem die Mause XIM fir einige Tage ausgesetzt waren, die kurzzeitige ex vivo Be-
handlung mit der Substanz zeigte keine Auswirkungen. Dies deckt sich mit den Untersu-
chungen zur Leberschiadigung und zum Uberleben der Mause. Erst nach mehrtigiger
XIM-Verabreichung treten verstarkte Leberschadigung und Mortalitat der Mause auf und

auch erst nach langere XIM-Verabreichung wurden die Mitochondrien geschadigt.

5.9 Schlussfolgerung

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit einen bisher unbekannten Me-
chanismus der Leberschadigung durch XIM. Dabei spielen virale Infektionen und durch
TNF ausgeloste Signalprozesse eine entscheidende Rolle. Das Zusammenspiel von hepa-
tischer Virusinfektionen und das TNF-Rezeptor Signaling in Hepatozyten in Kombination
mit der XIM-Exposition flihrt in Mausen zur Entwicklung eines ausgepragten Leberscha-
dens welcher in einer hohen Mortalitat resultiert. Dabei sind beide Faktoren — Virusinfek-

tion und TNF — notwendig, um die Hepatotoxizitdat von XIM auszuldsen.

Die vom Virus hervorgerufene Zellschadigung ist dabei unabhangig vom verwendeten Vi-
rustyp (RNA-Virus oder DNA-Virus) und fiihrt zu einer Sensitivierung der Hepatozyten.
Als zentraler Mediator der Schadigung fungiert im Anschluss das pro-inflammatorische
Zytokin TNF. Zudem sind Mitochondrien in Lebern XIM/Virus-kobehandelter Mause mas-

siv geschadigt, da sie nach Stimulation mit dem Stress-Stimulus Calcium ihr Membranpo-
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tential schneller verlieren. Die daraus resultierende Aktivierung der ausfiihrenden Caspa-
sen ist nur in kobehandelten Tieren verstarkt und die Apoptoserate lasst sich durch De-
pletion von ATP oder durch Caspase-Inhibitoren weitestgehend normalisieren. Dies ist
das erste Tiermodell, das die Untersuchung von Hepatotoxizitdt, ausgelost durch die
Kombination von Virusinfektion, TNF und dem DILI-assoziierten Medikament XIM, er-
moglicht. Der Mechanismus hinter der hepatotoxischen Wirkung kann somit erstmals in
vivo auf molekularer Ebene untersucht werden. Dieses Modell zeigt, dass virale Infektion
moglicherweise als Trigger fir DILI fungieren und die Schadigung durch das proinflamma-

torische Zytokin TNF vermittelt wird.
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(Haupthistokompatibilitatskomplex)

engl.: mitochondrial permeability transition pore (mitochondriale
Permeabilitats-Transitions-Pore)

engl.: mitochondrial outer membrane permeabilization
(mitochondriale AuBenmembran-Permeabilisierung)

nano

engl.: non-alcoholic fatty liver disease

(nichtalkoholische Fettlebererkrankung)
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— Abkirzungsverzeichnis —

NAPQI N-Acetyl-p-benzochinonimin

NK Zelle natirliche Killerzelle

NKT Zelle Natirliche Killer T Zelle

OVA Ovalbumin

PBS engl.: phosphate buffered saline

(Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung)

PFU engl.: plaque-forming unit

p.o. peroral

polyl:C engl.: polyinosinic-polycytitylic acid

Rh123 Rhodamin 123

RNA Ribonukleinsaure

ROS engl.: reactive oxygen species (reaktive Sauerstoffspezies)
rpm engl.: rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)

S Sekunde

SEM engl: standard error of the mean (Standardfehler des Mittelwertes)
SPF engl.: specific pathogen free

SOD Superoxid-Dismutase

SWP Schwellungspuffer

t-Bid engl.: truncated Bid

TNF Tumornekrosefaktor

TNF-R Tumornekrosefaktor-Rezeptor

TRAIL engl.: TNF-related apoptosis-inducing ligand

TVX Trovafloxacin

U Unit(s), Einheit der Enzymaktivitat

UPR engl.: unfolded protein response (ungefaltete Proteinantwort)
v/v engl.: volume to volume (Verhaltnis von Volumenn zu Volumen)
Wt Wildtyp

w/v engl.: weight to volume (Verhaltnis von Masse zu Volumen)
XIM Ximelagatran

XIM-DILI engl.: Ximelagatran-induced liver injury

(Ximelagatran-induzierte Leberschadigung)
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