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1 Einleitung

1.1 Definition der extrahepatischen Gallengangatres ie

Die extrahepatische Gallengangatresie (EHBA) ist eine atiologisch ungeklarte
Erkrankung (22), charakterisiert durch eine fibrosklerotische Obstruktion des
extrahepatischen Gallengangs (3, 9, 54), die sich einzigartig nur in den ersten
Lebensmonaten présentiert. Sie tritt bei Menschen mit einer Haufigkeit von ca.
1:12000 Lebendgeburten auf (66, 117) und verlauft ohne chirurgische
Intervention letal (3, 94). Die extrahepatische Gallengangatresie ist der
haufigste Grund fir ein chronisches Leberversagen beim Kind und die fuhrende
Indikation fir eine Lebertransplantation im Kindesalter. Die Geschlechter-
verteilung zeigt eine leichte Madchenwendigkeit (65, 89). 1852 wurde die
extrahepatische Gallengangatresie zum ersten Mal beschrieben (96). Eine
Zusammenstellung mehrerer Félle von EHBA wurde Ende des 19. Jahrhunderts
veroffentlicht (116). Die Atiologie und Pathogenese der extrahepatischen
Gallengangatresie sind nicht bekannt. Als mogliche Ursache werden eine peri-
bzw. postnatale Lasion, eine pranatale Fehlentwicklung oder eine genetische

Disposition postuliert (2).

1.2 Klinik und Therapie

Die jungen Sauglinge zeigen einen persistierenden oder nach einem freien
Intervall, in den ersten Lebenswochen erneut auftretenden Ikterus mit
acholischen Stiuhlen, einer vergréRerten und meist derben Leber, dunklem Urin,
im spateren Leben starken Juckreiz, erhéhte Werte fur konjugiertes und
unkonjugiertes Bilirubin, Gallensauren, Transaminasen, alkalische Phosphatase
und Gammaglutamyltransferase. Ein Ikterus prolongatus kann ein
Frihsymptom der EHBA als Ausdruck der Cholestase sein. Die anfangs meist
gedeihenden Kinder (8), nehmen schlechter zu. Ohne Intervention entwickelt
sich rasch eine Leberzirrhose. Im weiteren Verlauf zeigen sich Dystrophie,
Gerinnungsstorungen und ein Mangel an fettléslichen Vitaminen. Die Mehrzahl



der Kinder verstirbt ohne Intervention innerhalb der ersten drei Lebensjahre.
Differentialdiagnostisch missen zahlreiche Infektions- und Stoffwechsel-
Erkrankungen ausgeschlossen werden. Beispielsweise kdnnen die neonatale
Hepatitis, das Alagille Syndrom und der a-1 Antitrypsinmangel mit einem Ikterus
einhergehen und dem Bild der EHBA gleichen (12, 96). Die Sonographie lasst
meistens keine Gallenblase darstellen. Die Diagnose erfordert den Nachweis
fehlenden Gallenflusses, am besten mittels Szintigraphie (52, 53). Bei der
Leberbiopsie zeigen sich histologisch typische, und pathognomonische Befunde
mit Gallengangsproliferation, Cholestase, Entziindungszeichen und Galleseen.
Die intraoperativ durchgefuhrte Cholangiografie ist beweisend (36). Eine
operative Therapie der EHBA wurde von Ladd eingefthrt. Inm gelang die erste
erfolgreiche Operation der korrigierbaren Form, indem er eine Anastomose der
vorhandenen Gallengdnge mit einer Jejunumschlinge vornahm (65). 1959
etablierte Kasai die Hepatoportoenterostomie, die bis heute als die Therapie der
Wahl bei EHBA gilt: Eine ausgeschaltete Dunndarmschlinge wird auf die
angefrischte Leberpforte genaht, um so einen Gallenabflul3 zu ermdglichen (47,
48). Mdgliche und haufige postoperative Komplikationen sind eine
aszendierende Cholangitis, voranschreitende Leberzirrhose, sowie die portale
Hypertension mit den bekannten Folgen (67, 86). Die Lebertransplantation kam
1963 als neue Therapiemoglichkeit fur die EHBA hinzu (106), da der
zirrhotische Umbau der Leber héaufig auch nach der erfolgreichen Operation
fortschreitet (43, 70). Mittlerweile steht die EHBA an erster Stelle bei der
Indikation einer Lebertransplantation im Kindesalter: Mehr als 65 % aller
Patienten mit der EHBA bendtigen ein neues Organ, womit ein langerfristiges
Uberleben von lber 70 % erreicht werden kann (15, 40, 47). Bis heute stellt die
EHBA ein therapeutisch unbefriedigend geléstes Problem dar (67, 87).

1.3 Thesen zur Atiologie der EHBA

Die Atiologie und Pathogenese der extrahepatischen Gallengangatresie sind
nicht bekannt bzw. noch nicht endgultig erklart (3, 73, 120). Als mogliche

Ursachen werden eine peri- bzw. postnatale L&sion, eine pranatale



Fehlentwicklung oder eine genetische Disposition postuliert. Schon 1901 wurde
vermutet, dass die EHBA Folge einer ,infektiosen Hepatitis® sein konnte, die
Uber die Entziindung zur Sklerosierung und Obliteration der Gallengange fuhrt
(83). Lohmer hatte die Syphilis im Verdacht als Ursache fir die Atresie (57).
1974 publizierte Landing (53) eine These der neonatalen obstruktiven
Cholangiopathie. Darin postulierte er, dass die Gallengangatresie nicht
angeboren ist, sondern der obliterierende Prozess nach der Geburt auftritt, nicht
als Ergebnis einer Entwicklungsanomalie, sondern als Folge einer erworbenen,
infektiosen Erkrankung, am ehesten einer viralen Infektion. Mdgliche Viren
waren nach Landings Auffassung Hepatitis A, Hepatitis B, CMV, Ro6teln und
Herpes simplex (52, 53). In den letzten drei Jahrzehnten wurden immer wieder
asservierte Praparate nach Kasai-Operation auf Viren getestet und mit der
Serologie des Kindes und der Mutter in Vergleich gesetzt. Dabei zeigten sich
drei Viren besonders héaufig. Das Reovirus-Typ 3 (30, 31, 61, 62, 79, 85, 89,
118) das Cytomegalivirus (20, 27, 28, 34, 68, 77, 108) und das Rotavirus (81).
Die Hepatitisviren wurden bei Kindern mit EHBA nur selten oder nicht
nachgewiesen (4, 46, 115). Nicht in allen Arbeiten konnte der Nachweis von
Viren erbracht werden (11, 14, 26, 85). In mehr als 30 Fallen ist das familiare
Auftreten von extrahepatischen Gallengangatresien beschrieben worden (1, 19,
41, 72, 101, 110). Eine eindeutige genetische Disposition konnte aber bisher
noch nicht zugeordnet werden (91). Die in Zwillingsstudien aufgetretene
Diskordanz bei eineiigen Zwillingen spricht gegen eine alleinige genetische
Ursache (7, 23, 50, 92, 95, 100). Allerdings kann die Kombination aus
Umwelteinflissen und einer besonderen genetischen Disposition nicht
ausgeschlossen werden (5, 39, 99, 109). Der Nachweis von verschiedenen
Immunglobulinen der IgM Klasse bei einem Grof3teil der Patienten mit
extrahepatischer Gallengangatresie lasst die Vermutung zu, dass bei der
Entstehung der extrahepatischer Gallengangatresie eine aktive immunologische
Komponente mit eine Rolle spielt (13, 25, 33, 45, 64, 70, 79, 90, 93). Rotaviren
wurden 1973 isoliert und sind haufiger Ausléser von Diarrhéen im Kindesalter

9).



1993 entwickelte M. Riepenhoff-Talty ein Mausmodell mit dem Rhesus-
Rotavirus, um die Veranderungen des Darms bei der infektibsen Diarrhoe
genauer zu untersuchen und weitere Grundlagen fir die Impfstoffentwicklung
zu schaffen (82). Dabei wurden zufallig Symptome beobachtet, die deutlich auf
eine Cholestase hinwiesen, wie sie auch bei Kindern mit einer Rotavirus-
Infektion auftreten kdnnen. Histologisch wurde eine Obstruktion der
extrahepatischen Gallengange nachgewiesen, die als Folge der Cholangitis
durch die Virusinfektion aufgetreten war, aber keine irreversible Atresie. Des
Weiteren zeigte sich bei Versuchen mit Rhesus-Rotavirus induzierten
Gallengangatresien bei Balb/c Mausen eine MHC-II und CD4+ T-Zell vermittelte
Immunantwort (21, 49, 59, 60).

1.4 Tiermodelle

Immer wieder wurde in der Tierwelt versucht vergleichbare Erkrankungen zu
beschreiben und auch bei einigen Spezies gefunden (34, 76). Deutliche
Cholestase-Symptome, die durch eine Obstruktion des Ductus Choledochus
hervorgerufen worden waren, zeigten sich bei Rhesusaffen (84). Desgleichen
konnte bei einem Border Collie im Alter von 17 Wochen eine Atresie des Ductus
Choledochus nachgewiesen werden. Der Hund wurde mit einer
Cholecystoduodenostomie behandelt und starb sechs Wochen spéter, bei ihm
konnte eine Infektion mit Toxocara canis nachgewiesen werden (93). Das
Neunauge (Petromyzon marinus) wurde als Modell fir die EHBA in der Tierwelt
herangezogen (121). Der primitive Fisch verliert wahrend seiner Metamorphose
die intrahepatisch bereits angelegten Gallengange, ist jedoch als Erklarung fur
die humane EHBA ungeeignet (89). Verschiedene Arbeitsgruppen haben in den
letzten sechs Jahrzehnten versucht die Atiologie und Pathogenese der
extrahepatischen Gallengangatresie zu verstehen und zu beantworten. Dabei
ist versucht worden eine extrahepatische Gallengangatresie im Tiermodell
auszuldsen (18).

In mehreren Versuchen mit Tieren konnte gezeigt werden, dass primar

angelegte Gallengange ischamisch obliterieren und fibrosieren kdnnen (93).



Auch mit der Unterbindung der Arteria hepatica konnte man eine Atresie der
Gallengange erzeugen (63, 78). Eine kunstlich erzeugte Cholestase durch
VerschlieRen des Ductus Choledochus zeigte periportale und intrahepatische
Verdanderungen (102). Die ersten Versuche stammen aus dem Jahre 1953
(103). Mause, die mit dem Reovirus Typ 3 (29) infiziert wurden, erkrankten mit
den Symptomen Wachstumsretardierung, Steatorrhoe, Diarrhde, oily-fur-
syndrome (nasses, 0lig erscheinendes Fell) und Ataxie. Das Virus war in ZNS,
Leber und Pankreas nachweisbar (104). Histologisch zeigten alle Tiere
pathologische Veranderungen an der Leber: eine periportale Entziindung,
geschwollene Hepatozyten und Nekrosen. Eine Gallengangatresie wurde
hingegen nicht beschrieben (37, 105).

1994 wurden verschiedene Reovirus Typ 3 Stamme genommen, um Mause
oral zu infizieren. Es zeigten sich in manchen Stdammen Gallengangs-
obstruktionen, eindeutige Hepatitiszeichen und eine intrahepatische Fibrose,

ohne allerdings eine Atresie zu beweisen (121).

Am haufigsten wurden Infektionsversuche an verschiedenen Mausstammen
durchgefiihrt, um die infektiocse These der EHBA zu belegen. Vor allem das
Rhesus Rotavirus (69, 82) und das Reovirus-Typ 3 (24, 119) standen dabei im
Vordergrund des Interesses.

1993 entwickelte M. Riepenhoff-Talty ein Mausmodell mit dem Rhesus
Rotavirus, um die infektiose Diarrhée zu untersuchen. Dabei wurden Symptome
beobachtet, die deutlich auf eine Cholestase hinwiesen. Das Rotavirus hatte zu
einer Obstruktion der extrahepatischen Gallengange gefihrt (82).

Aufbauend auf den Versuchen von Riepenhoff-Talty (82), etablierte Petersen et
al. 1997 ein Balb/c- Mausmodell, das die infektibse Genese der Gallen-
gangatresie sichern sollte (75). Es gelang bei 80% der neugeborenen Tiere, die
mit dem Rhesus-Rotavirus intraperitoneal infiziert wurden, cholestatische
Symptome zu erzeugen. Histologisch und elektronenmikroskopisch konnte eine
Atresie der extrahepatischen Gallengange nachgewiesen werden, die eine
hohe morphologische Ubereinstimmung mit der extrahepatischen Gallen-
gangatresie des Menschen aufwies.



1.5 Fragestellung

Aufbauend auf das von Petersen et al. 1997 etablierten Tiermodell mit Balb/c
Mausen (74) und den bisherigen Infektionsversuchen mit Rhesus Rotavirus
(RRV) und Reovirus Typ 3 (der Dearing Stamm T3 D und der Abney Stamm T3
C87) im Tiermodell, sowie den Infektionsversuchen mit REO-Virus (T3-Abney)
von P. Szavay et al (111), soll der Typus der Entziindungsantwort auf die

Virusinfektion im Mausmodell untersucht werden.

Es werden neugeborene Balb/c Mause direkt post partum mit einer
Virussuspension infiziert, wobei drei unterschiedliche Viren verglichen werden
sollen. (Reovirus Typ 3 (T3 C87), REO SA- (T3 SA-), REO SA+ (T3 SA+)).
Nach Ablauf des Beobachtungszeitraums werden Leber und extrahepatische
Gallenwege makroskopisch beurteilt und asserviert. Organhomogenisate
werden immunologisch untersucht. Des Weiteren soll anhand einzelner
definierter Parameter gezeigt werden, ob sich Hinweise auf eine Immunantwort

definieren lassen.

Unter Beachtung, der in der Literatur beschriebenen Infektionsversuche mit

diesem Mausmodell, sollen folgende Fragen beantwortet werden:

« Beeinflusst die Virus-Exposition Uberleben und Gewichtszunahme in der

Neonatalperiode?

* Gelingt es mit den Viren einen signifikanten messbaren Anstieg von

CDA4+ T-Zellen auf den Organhomogenisaten zu erzeugen?

* Gibt es Unterschiede in der Starke und Auspragung der Immunantwort

zwischen den einzelnen Viren?

Mit diesen Versuchsansatzen soll geklart werden, ob Infektionen mit
hepatotropen Viren wahrend der Neonatalperiode organische,
organspezifische, sowie immunologische Auswirkungen haben, welche im
Sinne der Entwicklung einer extrahepatischen Gallengangatresie interpretiert
werden kénnen. Zwar erscheint die Hypothese einer Virus-induzierten Atresie

der extrahepatischen Gallengange aufgrund der bisherigen Literaturdaten
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plausibel, jedoch sind die pathogenetischen Mechanismen im Einzelnen noch
ungeklart.

11



2 Material und Methodik

Alle Kautelen der Tierhaltung, sowie die Modalitdten der Infektion des von
Petersen et al. etablierten Tiermodells zur infektidsen Atiologie der EHBA und

der Infektion, wurden Ubernommen.

Die Versuche entsprechen dem gultigen Tierschutzgesetz und wurden vom
Regierungsprasidium Tidbingen am 23.02.2004 unter der Versuchs-Nr. CK 2/03

genehmigt.

Die Finanzierung erfolgte im Rahmen einer projektbezogenen Zuwendung des
Delfin Fordervereins fir die Tudbinger Kinderchirurgie e.V. Gber Drittmittel. Die
Projektnummer lautet D. 70.00430.2.

2.1 Versuchstiere

Trachtige, virus- und antikérperfreie Balb/c Mause wurden von Charles River
(Sulzfeld, Deutschland) bezogen und unter keimfreien Laminar-Air-Flow
Bedingungen bei 25T und mittlerer Luftfeuchte von 55% (IFFA CREDO der
Firma Kimo) in Polycarbonat-Kéafigen vom Typ Ill gehalten. Die Tiere wurden
mit Altromin® Haltungsfutter und Leitungswasser Uber die Trinkflasche ad
libitum versorgt. Um eine vergleichbare Ausgangssituation bei den Infektions-
versuchen zu bekommen, wurden nur die Wurfe verwendet, bei denen die
Anzahl der Neugeborenen zwischen zwei und neun Tieren lag, da die

Ernahrung eine Rolle in der Ausbildung der Symptome spielen kénnte.

2.2 Viren

Der Abney Stamm des Reovirus Typ 3 (T3 C87) wurde von Terence S.
Dermody, MD und Eric Barton, MD (Dept. of Microbiology and Immunology,
Division of Pediatrics Infectious Disease, Vanderbilt University, Nashville, USA)

angezuchtet (121) und uns freundlicherweise zur Verfigung gestellt.
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Die REO SA+ (T3 SA+) und REO SA- (T3 SA-) Viren wurden uns vom Institut
fur Virologie der Universitat Tubingen angezichtet und auf die gewunschte

Menge titriert.

2.3 Intraperitoneale Virusapplikation

Die Injektion von ca. 20pl Virussuspension je Maus erfolgte mit einer 1ml
Spritze am ersten Lebenstag, streng intraperitoneal in den vierten Quadranten
des Abdomens. Kleinere Blutungen oder der Austritt von Flussigkeit aus dem
Einstichkanal fihrten nicht zum Ausschluss des infizierten Tieres. Nur die Tiere,
die bis zum achten Tage uberlebten, kamen in die Auswertung; vorher
verstorbene Tiere wurden ausgeschlossen (,Frihletalitat). Als Kontrollgruppe
fur alle Infektionsversuche mit den drei Virus-Stdmmen, wurde insgesamt zehn

Tieren am ersten Lebenstag je 20ul 0,9% NacCl intraperitoneal injiziert.

2.4 Verlaufsparameter

Die tagliche Beobachtung der Mause umfasste folgende Parameter:
-klinischer Allgemeinzustand: dystroph / eutroph
-Zustand des Felles: oily fur syndrome; lkterus der nicht behaarten Haut

-Gewicht (elektronische Waage)

2.5 Praparate

Der Zeitpunkt der Sektion der Tiere richtete sich nach dem klinischen Bild:

Dystrophe Tiere, die nach mindestens acht Lebenstagen nur noch zwischen ein
und zwei Gramm wogen, wurden mit Chloroform in einer Glasglocke betaubt
und unter einem Olympus Prapariermikroskop (7,5 bis 32- fache Vergro3erung)
mittels Thorakotomie seziert. Die Pr&paration umfasste die Leber mit einem
Block Lebergewebe, sowie das Ligamentum hepatoduodenale. Die Leber
wurde zum Teil als Homogenisat und zum anderen Teil als Blockpréaparat in

0,9%-NaCl-Losung asserviert. Herz, Gehirn und Thymus wurden als

13



Homogenisat asserviert. Die in der Arbeit verwendeten Praparate waren
lediglich die Leber-Homogenisate. Zusétzlich wurde so viel Serum wie méglich
entnommen. Die Praparate wurden in Formalin fixiert oder als Homogenisat in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Einbettung in Paraffin darin
asserviert. Homogenate wurden nicht in Paraffin eingebettet. Serum konnte
nicht in ausreichender Menge aus den Préparaten gewonnen werden; somit

wurde der ANA-Test nur mit gepoolten Seren durchgefuhrt.

2.5.1 Immunbhistologie

Die Serienschnitte (zehn Schnitte pro Praparat) wurden mit einem
Rotationsmikrotom (Microm HM 335 E von medite) angefertigt und waren 10
pm dann. Als Antikorper benutzten wir CD4+ monoclonale Rattenantikérper der
Firma Santa Cruz (Anti rat Cy3 IgG (l1+1) Jackson Immuno Research Code 112-
165-167. Die Parafinschnitte wurden mittels Xylol und ETOH entparaffiniert und
mit 1,5% Goat Serum geblockt. AnschlieRend wurden die Praparate Gber Nacht
mit dem Antikorper in der Feuchtkammer bei 4 T benetzt. Am Folgetag
wurden die Praparate mit DAPI (Sigma D9542 1mg gel6st in 200ul Methanol)
gegengefarbt. Die angefarbten CD4+ Lymphozyten wurden unter dem

Mikroskop mittels Immunfluoreszenz ausgezahlt und verglichen.

Als Positivkontrolle fur den Nachweis von CD4+ Lymphozyten wurden

Anfarbungen von ausgewéhlten Milz- und Thymuspréparaten durchgefuhrt.

2.5.2 Immunhistochemie

ANA-Test

Die Bezeichnung ,antinukleére Antikérper* (ANA) bezeichnet eine Vielzahl von
Antikdrpern, die mit den Bestandteilen des Zellkerns, einschliel3lich DNS, RNA
sowie mehrere Proteine und Ribonukleoproteinen reagieren. Positive ANA
Ergebnisse kdnnen nach Virusinfektionen auftreten. Wegen der geringen
Serummenge, welche von einzelnen Tieren gewonnen werden konnte, wurde
der ANA-Test mit gepoolten Seren durchgefuihrt. Zum Einsatz kam dabei der
ANA-Test der Firma INOVA Diagnostics, Inc.. Der von uns benutzte NOVA lite

14



™ Assay ist ein direktes Immunfluoreszenz-Testsystem zum Scannen und
semi-quantitativen Nachweis von antinuklearen Antikorpern (ANA) im

Humanserum.

Bei der indirekten Immunfluoreszenzmethode werden die Proben mit
Antigensubstrat inkubiert und anschlieend ungebundene Antikérper
ausgewaschen. Das Substrat wird nun mit einem spezifischen Fluoreszein-
markierten Konjugat inkubiert. Danach wird ungebundenes Konjugat durch
Waschen entfernt. Bei der Begutachtung durch ein Fluoreszenzmikroskop sind
Antikodrper-positive Proben durch eine apfelgrine Fluoreszenz zu erkennen.
Dabei leuchten die Bereiche der Zelle oder des Zellkerns, an welche die

Autoantikdrper gebunden sind.

PCR mit direktem Virusnachweis

Der direkte Virusnachweis in den Proben mittels PCR wurde freundlicherweise

von Prof. Dr. med. E. Schreier am Robert-Koch-Institut in Berlin durchgefuhrt

HE-Farbung

Bei allen Hamatoxylin-Farbungen binden im sauren Milieu positiv geladene
Metall- Hamatein-Komplexe an die negativ geladenen Phosphatreste der
Zellkern-DNA. Dabei wird Hamatoxylin mit Natriumiodat zu Hamatein oxidiert.
Dadurch lassen sich Leukozyten in den Praparaten direkt nachweisen und so

Hinweise auf eine abgelaufene Immunantwort erhalten.

2.6 Statistik

Die statistische Auswertung des Vergleichs der Sterberate bis zum achten Tag
zwischen den Kontrolltieren und den Tieren, die mit einem Virus infiziert
wurden, erfolgte auf Basis einer Kaplan-Meier-Kurve mit Hilfe der exakten

Vertrauensgrenzen bei p = 95 % (84).

Mit Hilfe des t-Test (89) wurde Uberprift, ob die Reduzierung der
Gewichtszunahme zwischen Kontrolltieren und den Tieren, die mit einem Virus

infiziert wurden, statistische Signifikanz erreicht.
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Die vergleichenden Untersuchungen der Infektions-Versuche erfolgten mit dem

exakten Test von Fischer (89).

Die graphische Darstellung des Ergebnisses erfolgte mit Hilfe von Excel
(Windows Office 2009).
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3 Ergebnisse

3.1 Kontrollgruppe

Aus zwei Warfen mit zwolf Geburten Uberlebten die ersten acht Tage alle Tiere.
Den zwolf Kontrolltieren wurde 0,9%-ige NaCl-Losung intraperitoneal injiziert.
Sie zeigten keine Symptome oder Auffalligkeiten, die auf eine Cholestase
hinwiesen. Sie entwickelten sich in den ersten acht Tagen auf3erlich normal,
blieben klinisch gesund und nahmen durchschnittlich in dieser Zeit bis zu 5,46

Gramm an Gewicht zu (Abbildung 1).
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Abbildung 1 Mittlere Gewichtsentwicklung der neugeborenen Kontrolltiere (in Gramm)

Am achten Lebenstag wurden die Tiere mit Chloroform betaubt. Makroskopisch
und mikroskopisch fanden sich keine pathologischen Befunde an der Leber,

den Gallenwegen oder den Ubrigen Organen. Bei allen zehn Tieren konnten
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ebenso histologisch keine CD4+-Lymphozyten in den Organen nachgewiesen

werden.

3.2 Reovirus Typ 3 (T3 C87)

3.2.1 Infektion, Letalitat und Morbiditat

46 neugeborene Balb/c Mause aus acht Wuirfen wurden in den ersten 24
Stunden postnatal mit dem Reovirus TYP 3 (T3 C87) intraperitoneal infiziert. Es
verstarben insgesamt 24 Mause in den ersten acht Tagen, so dass nur 22 Tiere
in die Auswertung kamen (24 verstorbene Mause = 52,17 %; 95 % Grenzen:
36,95 - 67,11 %). Die Sterberate bis zum achten Tag ist damit im Vergleich zu
den Kontrolltieren erhoht (Kontrolle: 0 verstorbene von 10 Mausen = 0 %; 95 %
Grenzen: 0 — 30,85 %). Die exakten Vertrauensgrenzen Uberlappen sich nicht
auf dem 5 %- Niveau, so dass sich diese Daten signifikant unterscheiden.
(Abbildung 2).

100 % _T----------------------------
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1Tag | 2Tag | 3Tag | 4Tag | 5Tag | 6.Tag 1 7.Tag 187Tag |

Abbildung 2 Kaplan-Meier-Kurven fiir die Uberlebensrate (%) in den ersten acht Tagen;
Vergleich zwischen Kontrolltieren und Tieren, die mit dem Virus T3 C87 infiziert wurden.

18



Bei der Entwicklung des Gewichts in den ersten acht Tagen zeigte sich eine
deutliche Reduzierung der Gewichtszunahme zwischen Kontrolltieren und den
Tieren, die mit dem Virus T3 C87 infiziert wurden (t-Test: t = 3,39 > 1,70 =t ¢ o5,
einseitig; FG=29) (Tabelle 1 und Abbildung 3).

Kontrolle mit T3 C87 infiziert

Mittleres Gewicht in g N Mittleres Gewicht in g N
Tag 1 1,6 10 1,4 46
Tag 2 1,9 10 1,8 43
Tag 3 2,3 10 2,2 37
Tag 4 3,0 10 2,4 36
Tag 5 3,7 10 2,7 35
Tag 6 4,5 10 3,3 33
Tag 7 5,0 10 3,8 27
Tag 8 55 10 4.4 22

Tabelle 1 Entwicklung des mittleren Gewichts der neugeborenen Mause in den ersten

acht Tagen; Vergleich zwischen Kontrolltieren und Tieren, die mit dem Virus T3 C87 infiziert
wurden.
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Abbildung 3 Entwicklung des mittleren Gewichts (g) der neugeborenen Mause in den ersten
acht Tagen; Vergleich zwischen Kontrolltieren und Tieren, die mit dem Virus T3 C87 infiziert
wurden.
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3.2.2 Immunhistochemie

Am achten Lebenstag wurden die Uberlebenden 22 Mause mit Chloroform in
einer Glasglocke betdubt und mittels Thorakotomie seziert. Bei vier Mausen
zeigte sich in den Praparaten (Leber-Homogenisat) ein positiver Befund von
CD4+ Lymphozyten. Bei fuinf Mausen zeigte sich in den Praparaten (Leber-
Homogenisat) ein fraglich positiver Befund und bei 13 Mausen lag in den
Praparaten (Leber-Homogenisat) ein klar negativer Befund vor. Werden bei der
statistischen Auswertung (exakter Test nach Fischer) die fraglich positiven
Befunde nicht bertcksichtigt, zeigen sich keine signifikanten Unterschiede

zwischen Kontrolltieren und den Tieren, die mit dem Virus T3 C87 infiziert

wurden (p = 0,14) (Tabelle 2).

Kontrolltiere | mit T3 C87 infizierte Tiere Summe
positiv 0 4 4
negativ 10 13 23
Summe 10 17 27
p=0,14
Tabelle 2 CD4+ Lymphozyten; Vergleich Kontrolltiere mit Tieren, die mit T3 C87 infiziert
wurden.

Werden dagegen die fraglich positiven Befunde als sicher positiv gewertet,

unterscheiden sich die Kontrolltiere von den mit dem Virus T3 C87 infizierten

Tieren signifikant (p = 0,02) (Tabelle 3).

Kontrolltiere | mit T3 C87 infizierte Tiere Summe
positiv und fraglich
positiv 0 9 9
negativ 10 13 23
Summe 10 22 32

p =0,02

p =0,60
Tabelle 3 CD4+ Lymphozyten; Vergleich Kontrolltiere mit Tieren, die mit T3 C87 infiziert
wurden.
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3.3 REO SA- (T3 SA)

3.3.1 Infektion, Letalitat und Morbiditat

22 neugeborene Balb/c Mause aus vier Wuirfen wurden in den ersten 24
Stunden postnatal mit dem REO SA- Virus (T3 SA-) intraperitoneal infiziert.
Insgesamt verstarben sechs Méause in den ersten acht Tagen, so dass nur 16
Tiere in die Auswertung kamen. Die Sterberate bis zum achten Tag (6
verstorbene von 22 Mausen = 27,27 %; 95 % Grenzen: 10,73 — 50,22 %) ist
damit im Vergleich zu den Kontrolltieren erhéht (Kontrolle: O verstorbene von 10
Méausen = 0 %; 95 % Grenzen: 0 — 30,85 %). Die exakten Vertrauensgrenzen
Uberlappen sich jedoch auf dem 5 %- Niveau, so dass sich diese Daten nicht
signifikant unterscheiden. (Abbildung 4).
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Abbildung 4 Kaplan-Meier Kurven fiir die Uberlebensrate (%) in den ersten acht Tagen;
Vergleich zwischen Kontrolltieren und Tieren, die mit dem Virus T3 SA- infiziert wurden.

Bei der Entwicklung des Gewichts in den ersten acht Tagen zeigte sich eine
signifikante Reduzierung der Gewichtszunahme zwischen Kontrolltieren und
den Tieren, die mit dem Virus T3 SA- infiziert wurden (t-Test: t =5,75<2,13 =t
0,05, einseitig; FG=15) (Tabelle 4 und Abbildung 5).
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Kontrolle mit T3 SA- infiziert

Mittleres Gewicht in g N Mittleres Gewicht in g N
Tag 1 1,6 10 1,3 22
Tag 2 1,9 10 1,8 22
Tag 3 2,3 10 2,3 21
Tag 4 3,0 10 2,8 20
Tag 5 3,7 10 3,3 20
Tag 6 4,5 10 3,5 20
Tag 7 5,0 10 4,1 18
Tag 8 55 10 4,5 16

Tabelle 4 Entwicklung des mittleren Gewichts der neugeborenen Mause in den ersten

acht Tagen; Vergleich zwischen Kontrolltieren und Tieren, die mit dem Virus T3 SA- infiziert
wurden.
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Abbildung 5 Entwicklung des mittleren Gewichts (g) der neugeborenen Mause in den ersten
acht Tagen; Vergleich zwischen Kontrolltieren und Tieren, die mit dem Virus T3 SA- infiziert
wurden.

3.3.2 Immunhistochemie

Am achten Lebenstag wurden die Uberlebenden 16 Mause mit Chloroform in
einer Glasglocke betdubt und mittels Thorakotomie seziert. Bei keiner Maus

zeigte sich in den Praparaten (Leber-Homogenisat) ein positiver Befund von
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CD4+ Lymphozyten, bei zwei Mausen zeigte sich in den Praparaten (Leber-

Homogenisat) ein fraglich positiver Befund und bei 14 Mausen lag in den

Praparaten (Leber-Homogenisat) ein klar negativer Befund vor. Werden bei der

statistischen Auswertung (exakter Test nach Fischer) die fraglichen positiven

Befunde nicht bertcksichtigt, zeigen sich keine signifikanten Unterschiede

zwischen Kontrolltieren und den Tieren, die mit dem Virus T3 SA- infiziert
wurden (p = 1,00) (Tabelle 5).

mit T3 SA- infizierte

Kontrolltiere Tiere Summe
positiv 0 0 0
negativ 10 14 24
Summe 10 14 24
p=1,00
Tabelle 5 CD4+ Lymphozyten; Vergleich Kontrolltiere mit Tieren, die mit T3 SA- infiziert
wurden.

Werden dagegen die fraglich positiven Befunde als sicher positiv gewertet,

liegen ebenso keine signifikanten Unterschiede zwischen den Kontrolltieren und
den mit dem Virus T3 SA- infizierten Tieren vor (p = 0,37) (Tabelle 6).

mit T3 SA- infizierte
Kontrolltiere Tiere Summe

positiv und fraglich

positiv 0 2 2
negativ 10 14 24
Summe 10 16 26

p=0,37
Tabelle 6 CD4+ Lymphozyten; Vergleich der Kontrolltiere mit Tieren, die mit T3 SA-

infiziert wurden.
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3.4 REO SA+ (T3 SA+)

3.4.1 Infektion, Letalitat und Morbiditat

27 neugeborene Balb/c Méause aus sechs Wiurfen wurden in den ersten 24
Stunden postnatal mit dem REO SA+ Virus (T3 SA+) intraperitoneal infiziert.
Insgesamt verstarben elf Mause in den ersten acht Tagen, so dass nur 16 Tiere
in die Auswertung kamen. Die Sterberate bis zum achten Tag (11 verstorbene
von 27 Mausen = 40,74 %; 95 % Grenzen: 22,39 — 61,20 %) ist damit im
Vergleich zu den Kontrolltieren erhéht (Kontrolle: O verstorbene von 10 Mausen
= 0 %; 95 % Grenzen: 0 — 30,85 %). Die exakten Vertrauensgrenzen
Uberlappen sich jedoch auf dem 5 %- Niveau, so dass sich diese Daten nicht

signifikant unterscheiden. (Abbildung 6).
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Abbildung 6 Kaplan-Meier-Kurven fiir die Uberlebensrate (%) in den ersten acht Tagen;
Vergleich zwischen Kontrolltieren und Tieren, die mit dem Virus T3 SA+ infiziert wurden.
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Bei der Entwicklung des Gewichts in den ersten acht Tagen zeigte sich keine
Reduzierung der Gewichtszunahme zwischen Kontrolltieren und den Tieren, die
mit dem Virus T3 SA+ infiziert wurden (t-Test: t = 0,57 < 1,80 =t (05, einseitig:
re=11) (Tabelle 7 und Abbildung 7).

Kontrolle mit T3 SA+ infiziert

Mittleres Gewicht in g N Mittleres Gewicht in g N
Tag 1 1,6 10 1,2 27
Tag 2 1,9 10 15 26
Tag 3 2,3 10 2,2 21
Tag 4 3,0 10 2,9 21
Tag 5 3,7 10 3,5 21
Tag 6 4,5 10 4,1 21
Tag 7 5,0 10 4,8 18
Tag 8 55 10 54 16

Tabelle 7 Entwicklung des mittleren Gewichts der neugeborenen Mause in den ersten

acht Tagen; Vergleich zwischen Kontrolltieren und Tieren, die mit dem Virus T3 SA+ infiziert
wurden.
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Abbildung 7 Entwicklung des mittleren Gewichts (g) der neugeborenen Mause in den ersten
acht Tagen; Vergleich zwischen Kontrolltieren und Tieren, die mit dem Virus T3 SA+ infiziert
wurden.
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3.4.2 Immunhistochemie

Am achten Lebenstag wurden die Uberlebenden 16 Mause mit Chloroform in
einer Glasglocke betdubt und mittels Thorakotomie seziert. Bei keiner Maus
zeigte sich in den Praparaten (Leber-Homogenisat) ein positiver Befund von
CD4+ Lymphozyten, bei einer Maus zeigte sich in den Praparaten (Leber-
Homogenisat) ein fraglich positiver Befund und bei 14 Mausen lag in den
Praparaten (Leber-Homogenisat) ein klar negativer Befund vor. Werden bei der
statistischen Auswertung (exakter Test nach Fischer) die fraglichen positiven
Befunde nicht bertcksichtigt, zeigen sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen Kontrolltieren und den Tieren, die mit dem Virus T3 SA+ infiziert
wurden (p = 1,00) (Tabelle 8).

Kontrolltiere mit T3 SA+ infizierte Tiere Summe
positiv 0 1 1
negativ 10 14 24
Summe 10 15 25
p = 0,60
Tabelle 8 CD4+ Lymphozyten; Vergleich Kontrolltiere mit Tieren, die mit T3 SA+ infiziert
wurden.

Werden dagegen die fraglich positiven Befunde als sicher positiv gewertet,
liegen auch keine signifikanten Unterschiede zwischen den Kontrolltieren und
den mit dem Virus T3 SA+ infizierten Tieren vor (p = 0,23) (Tabelle 9).

Kontrolltiere mit T3 SA+ infizierte Tiere Summe
positiv und
fraglich positiv 0 3 3
negativ 10 14 24
Summe 10 17 27

p=0,23

Tabelle 9 CD4+ Lymphozyten; Vergleich Kontrolltiere mit Tieren, die mit T3 SA+ infiziert
wurden.
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3.5 ANA-Test

Zusatzlich zu den Einzeluntersuchungen fuhrten wir mit gepoolten Seren der
einzelnen Viren einen ANA-Test durch. Mittels Fluoreszenzmikroskopie zeigte
sich bei den infizierten Tieren eine Anfarbung der Zellkerne und des
Zytoplasmas. Entsprechende Befunde lie3en sich bei den Kontrolltieren nicht

nachweisen.

3.5.1 Kontrollgruppe

Die Kontrollgruppe dient als Referenz an der ein positiver Test gemessen wird.
Eine Probe ist negativ, wenn die spezifische Fluoreszenz gleich oder weniger
als die Negativkontrolle ist. Proben konnen aufgrund heterophiler Antikorper
oder niedriger Konzentration von Autoantikbrpern gegen zytoplasmatische
Bestandteile (z.B. kontraktile Proteine) unterschiedliche Konzentrationen der
Hintergrundverfarbung aufweisen. Eine Probe wird als positiv gewertet, wenn

die spezifische Fluoreszenzfarbung starker als die Hintergrund-Fluoreszenz der

Negativkontrolle ist.

Abbildung 8  ANA-Test negativ bei gepoolten Seren in der Kontrol  Igruppe
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3.5.2 T3 C87

Im Falle des Virusstammes T3 C87 zeigte sich eine deutliche Anfarbung der
Zellkerne und der Zellkernmembran, somit wird dieser Befund als positiv
gewertet. Eine Probe ist per definitionem positiv, wenn die spezifische
Fluoreszenzfarbung starker als die AutoantikOrper Negativkontrolle ist. Wie in
Abbildung 9 dargestellt, zeigte sich eine deutliche Anfarbung der

zytoplasmatischen Bestandteile, sowie der Kernhdlle.

Abbildung 9 Positiver ANA-Test der gepoolten Seren bei T3 C87

3.5.3 REO SA-(T3 SA-)

Im Falle der Infektion mit dem Reovirus SA-(T3SA-), zeigte sich eine deutliche
Anfarbung der Zellkerne und der Zellkernmembran, somit ergab sich hier ein
positiver Befund (vgl. Abb.10).
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Abbildung 10  ANA Test positiv bei gepoolten Seren bei REO SA-(T3 SA-)

3.5.4 REO SA+(T3 SA+)

Ebenso zeigte sich bei Infektion mit dem Reovirus SA+(T3 SA+) eine deutliche
Anfarbung der Zellkerne und der Zellkernmembran, sodass auch dieser Befund

als positiv eingestuft werden konnte (vgl. Abb. 11).
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Abbildung 11  ANA-Test positiv bei gepoolten Seren bei REO SA+(T3 SA+)

3.5.5 HE-Farbung

Alle aus den Mausen gewonnen und in Paraffin gebetteten Leberpraparate
wurden in HE gefarbt. Mit dieser Farbung lie? sich ein direkter quantitativer
Nachweis von Leukozyten in den Praparaten durchfuhren. Dabei wurde die
Zahl der Leukozyten pro standardisierter Flacheneinheit (cm?2) erfasst. Die
Abbildung 12 zeigt die Leukozyten-Zahlen, welche bei den jeweils getesteten
Gruppen beobachtet wurden. Wie aus der Abbildung ersichtlich, fanden sich
durchschnittlich erhéhte Leukozyten-Zahlen lediglich in der TS3A+ Gruppe.
Allerdings erreichte diese Erhéhung im t-Test weder gegentber der
Kontrollgruppe, noch gegeniber den anderen getesteten Gruppen, eine
statistische Signifikanz.
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Abbildung 12  Leukozytenzahlen (pro cm?) bei HE-Farbung (Gruppe 1 T3 C87; Gruppe 2 T3
SA+; Gruppe 3 T3 SA-; Gruppe 4 Kontrolle).

3.6 Direkter Virusnachweis mittels PCR

Die von Prof. Dr. med. E. Schreier aus dem Robert-Koch-Institut in Berlin
durchgefuihrte PCR mit den Proben der infizierten Tiere, erbrachte den direkten
Nachweis der viralen Nukleinsdure in allen Praparaten (Leber-Homogenisat).
Allerdings liel3en sich keine definitiven Aussagen Uber die Hohe der Viruslast

bzw. die Verteilung der Virusmenge machen.
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4 Diskussion

4.1 Atiologie der EHBA

Obwohl die Erkrankung EHBA bereits vor mehr als 100 Jahren beschrieben
wurde, gilt ihre Atiologie bis heute noch als ungeklart (3, 120). Vereinzelt wurde
eine kongenitale Genese postuliert (56, 60). Wahrend der embryonalen
Entwicklung bildet die Leber eine Zellschicht aus, die sich im Verlauf der
Entwicklung um die Portalvenen formiert und aus der sich die intra- und
extrahepatischen Gallengdnge entwickeln. Hierbei auftretende Stérungen
konnten als mogliche Ursache einer Entwicklungsstérung gewertet werden
(109). In vereinzelten Fallberichten konnte die EHBA durch Sonografie auch
schon pranatal diagnostiziert werden (41, 71). Ein definitiver Nachweis der
kongenitalen Genese konnte jedoch bis heute nicht erbracht werden, da bisher

dafur noch kein brauchbares Modell konzipiert wurde.

Der Begriff ,kongenital® oder ,angeboren“ sagt wenig tUber die Pathogenese
einer Erkrankung aus. Hinter diesem Begriff kbnnen sich sowohl genetische als
auch nicht-genetische Faktoren verbergen. Dennoch haben verschiedene
Autoren versucht, zwei Hauptformen der EHBA abzugrenzen: (a) die fotale oder
syndromale Form, gegeniber (b) der perinatalen oder erworbenen Form (6).
Nach diesen Autoren sind 10-25% aller EHBA Patienten von dem fotalen Typ
betroffen. Dieser Typ ist vor allem durch eine frih auftretende Cholestase
gekennzeichnet, die sich als ununterbrochene Fortsetzung und Verstarkung des
physiologischen Neugeborenen-lkterus manifestiert. Hinzu kommen eine Reihe
von zusatzlichen Entwicklungsstérungen wie z.B. intestinale Malrotation,
Asplenie oder Polysplenie, Anomalien der Portalvene, Situs inversus,
angeborene Herzfehler, Pankreas anulare, Kartagener-Syndrom, duodenale,
Osophageale oder jejunale Atresien, polzystische Nieren, sowie
Gaumenspalten. Unter den syndromalen EHBA-Formen ist das sogenannte
Lpiliary atresia splenic malformation syndrome* mit ca. 10% der Typ (a) Falle
am haufigsten anzutreffen, wobei sich in 90% dieser Falle eine Polysplenie und

in 50% dieser Falle ein Situs inversus findet (6). Die meisten Autoren
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interpretieren die extrahepatische biliare Atresie der fbtalen Form als
gemeinsame Endstrecke von pathophysiologisch heterogenen Prozessen und
Stoérungen, die wahrend der intrauterinen Entwicklung zum Tragen kommen.

In Anbetracht der Seltenheit der EHBA-Erkrankung gibt es wenig konkrete
Hinweise auf die Beteiligung genetischer Faktoren. Geschwisterfalle oder
Eltern-Kind Vererbung wurden nur sehr selten berichtet. Ebenso sind die
Konkordanzraten in Zwillingsstudien relativ niedrig, so dass von den meisten
Autoren eine multifaktorielle Genese (genetische Disposition plus
Umweltfaktoren) der Erkrankung bevorzugt wird (6). In den letzten Jahren
wurde eine Reihe von genetischen Faktoren identifiziert, welche als potentielle
pradisponierende Ko-Faktoren bei der Pathogenese der Erkrankung beteiligt
sein konnten. Hierzu gehoéren z.B. bestimmte HLA-Allel Kombinationen,
genetische Varianten im Jagged 1 Gen (welche u.a. auch der Alagille-
Erkrankung zugrunde liegen), oder bestimmte heterozygote Konstellationen im
alpha-1-Antitrypsin-Gen (6,15).

Im Gegensatz zu der foétalen oder syndromalen Form manifestiert sich die
insgesamt haufigere perinatale oder erworbene Form durch das Auftreten eines
Ikterus im 1. bis 2. Lebensmonat, wobei sich bei den betroffenen Kindern in der
Regel keine zuséatzlichen Anomalien finden. Fir die Pathogenese der
haufigeren perinatalen oder erworbenen Form kdmen daher eher einheitliche

Faktoren (z.B. virale Infektionen, Autoimmunprozesse, etc.) in Frage.

4.2 Hypothese der viralen Infektion als auslosendes
Ereignis der EHBA

Da sich virale Partikel weder in der Leber noch im Biliartrakt von EHBA-Kindern
konsistent nachweisen lassen, halten neuere Autoren wie Hartley et al (35) eine
direkte virale Genese fur eher unwahrscheinlich. Jedoch lassen sich die
regelmaRig auftretenden Zeichen einer persistierenden Entzindung als
Spéatfolgen viraler Infektionen interpretieren. Dies gilt ebenso fur die
immunologischen Auffalligkeiten, welche auf ein transientes Infektionsereignis

hinweisen. Sowohl im Mausmodell als auch beim Menschen ergaben sich bei
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Genexpressions-Studien extrahepatischer biliarer Gewebe deutliche Hinweise
auf die Hochregulation von Genen des Immunsystems (16). Auch aufgrund
dieser Untersuchungen erscheint es durchaus plausibel, dass hepatotrope
Viren als Ausloser eines persistierenden Entzindungsprozesses und
UberschieRender immunologischer Abwehrreaktionen ursachlich mit der
Pathogenese der EHBA in Zusammenhang stehen konnten.

1974 wurde von Landing (53) der Begriff der infantilen obstruktiven
Cholangiopathie gepragt, wobei die neonatale Hepatitis, Choledochuszysten
und EHBA unterschiedliche Manifestationen derselben Grunderkrankung seien,
die wahrscheinlich durch hepatotrope Viren ausgelost wirden (25, 29). In
Fallberichten konnte gezeigt werden, dass Kinder mit einer EHBA héaufig

Antikdrper gegen hepatotrope Viren aufwiesen (32, 79).

1982 versuchte Little die Pathogenese von Rotavirusinfektionen in
Mausmodellen zu untersuchen (56, 80).

In der Folge entwickelte M. Riepenhoff-Talty und Mitarbeiter (82) ein
Mausmodell mit Rhesus-Rota-Viren, um die Veranderung des Darms bei der
infektiosen Diarrhde zu untersuchen und weitere Grundlagen fur die
Impfstoffentwicklung zu schaffen. Dabei wurden zuféllig Symptome beobachtet,
die auf eine Cholestase hinwiesen. Auf diesem Mausmodell aufbauend
etablierte Petersen et al. (75) 1997 ein Mausmodell. Dieses Mausmodell zeigte
in 80% der neugeborenen Tiere bei Balb/c Mausen, die mit Rhesus-Rotavirus
intraperitoneal infiziert wurden, eine histologisch und elektronenmikroskopisch
nachgewiesene Atresie der extrahepatischen Gallengange. Tierexperimentell
konnte daher mehrfach gezeigt werden, dass ein Zusammenhang zwischen der
EHBA und einer viralen Infektion bestehen kdnnte (107, 112, 114). Allerdings ist
der postulierte Zusammenhang der viralen Infektion und die Entstehung der
EHBA auf immunologischer Ebene noch immer ungeklart, obwohl zahlreiche
Autoren  versucht haben die immunologischen Hintergrinde des
Infektgeschehens zu klaren (44, 45, 51, 74, 98 ,111). 20-35 % der Kinder mit
einer extrahepatischen Gallengangatresie weisen zusatzliche Fehlbildungen

wie das Polysplenie-Syndrom oder einen Situs Inversus auf. Diese



syndromalen Formen der EHBA mussen von der erworbenen Form abgegrenzt
werden. In nur einem Fallbericht wurde ein Patient mit der syndromalen Form
der EHBA beschrieben, bei dem eine frische Infektion mit dem Reovirus Typ 3
nachweisbar war. Die Varianz, die sich in der Klinik bei Kindern mit EHBA zeigt,
legt den Schluss nahe, dass ein multifaktorielles Geschehen zur EHBA oder
anderen ahnlichen hepatobiliaren Erkrankungen wie der neonatalen Hepatitis
oder Choledochus Zysten fuihren kann. Ob dabei eine genetische Disposition
vorliegt oder mehrere, bisher unbekannte Umwelteinfliisse sich verstarken, ist
ungeklart (2, 13, 19, 22).

Das experimentelle Modell von EHBA mit der viralen Infektion erlaubt eine
Differenzierung verschiedener Virenstamme und die Beobachtung der
Interaktion zwischen Leber und dem Immunsystem. Die Arbeitshypothese
bestand darin, dass bestimmte Viren eine immunologische Antwort induzieren,
die dann zu einer Gewebereaktion fuhrt und eine Obstruktion der Gallengédnge

auslost.

4.3 Immunsystembeteiligung

Im RRV Tiermodell konnte die Entstehung der EHBA durch die prophylaktische
Gabe von Interferon a verhindert werden. Bereits erkrankte Tiere wurden nach
der i.p. Gabe von Interferon a wieder gesund. Die Immunkompetenz scheint
somit fur die Verhinderung der EHBA entscheidend zu sein (119). Ein Defekt im
Interferon System bei der Balb/c Maus konnte daher fur die Entstehung einer
EHBA nach Infektion mit dem RRYV verantwortlich sein (75).

Das Mx Gen, das fur antivirale Proteine kodiert, ist bei allen Labormausen
vorhanden (44). Das humane Mx A Protein, das vom Interferonsystem reguliert
wird, weist eine hohe strukturelle Ubereinstimmung mit dem murinen Mx1
Protein auf (69). Dieses ist zur Abwehr verschiedener Viren (Influenza, Dhori
Virus, Thogota Virus) fahig. Transgene Mause, die das humane Mx A Protein
exprimieren, sind gegen die Infektion mit dem Thogota Virus resistent. Ob die

hohe Morbiditat und Letalitdt der neugeborenen Balb/c Mause nach der
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Infektion mit dem Reovirus mit einer Unreife des Mx Gen-Produkt erklart

werden kann, ist derzeit nicht zu beantworten und bedarf weiterer Studien.

Ein autoimmunes Geschehen bei der Pathogenese der EHBA wurde vermutet.
Im Mausmodell konnten nach Infektion mit Reoviren jedoch Autoantikdrper
gegen Muskelzellen nachgewiesen werden. Ob diese Antikdrper zur Ischamie
und Fibrose der extrahepatischen Gallengénge fuhren, ist nicht bekannt. Auch
ist nicht geklart, ob die erhdhte Expression von Kollagen Typ 1 und 4, die in
EHBA Praparaten nachgewiesen wurde, die Grundlage der Fibrose darstellen
(51).

In einer Arbeit von Glaser entwickelten atypische Nacktmause nach der
Infektion mit dem Reovirus 3 eine chronische Hepatitis und periportale Fibrose,
jedoch keine extrahepatische Gallengangatresie. Ob der T-Zellmangel die
Infektion chronisch werden lie3 und die Fibrosierung verstarkt hat, wird

kontrovers diskutiert (30).

4.4 Spezifische Parameter des Tiermodells

Im Vergleich zum Mausmodell von Petersen et al (75) haben wir uns fir eine
etwas frihere Praparation der Mause entschieden, da wir die immunologischen
Geschehnisse bereits vor Krankheitsausbruch erkennen wollten. Trotzdem
haben wir uns bewusst an die Vorgaben aus Hannover gehalten, da hier ein
eindeutiger Beweis fur cholestatische Veranderungen in der Leber der Mause

erbracht wurde.

Ein weiterer Grund fur die Wahl dieses Mausmodells war die Machbarkeit. Die
Méause hatten acht Tage postnatal eine Grofl3e erreicht, um ausreichend
Material zu gewinnen, zudem hatten bei diesem Mausmodell geniigend Méause
den 8. Tag Uberlebt, um fur die statistische Auswertung hinreichende Zahlen zu

erhalten.
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4.4.1 Letalitat und Gewichtszunahme nach Virusinfek tion

Nach intraperitonealer Applikation von Reoviren des Typs 3 (T3 C87)
verstarben knapp Uber die Halfte der infizierten Tiere in den ersten acht Tagen.
Im Gegensatz dazu verstarben nach Infektion mit dem Stamm T3 SA- nur ein
Viertel der infizierten Tiere. Nach Infektion mit dem Stamm T3 SA+ lag die
Letalitatsrate mit ca. 41% zwischen den Werten der beiden anderen getesteten
Stamme. Da bei den mit Kochsalz-Losung injizierten Kontroll-Mausen keinerlei
frihe Letalitat zu beobachten war, weist die durchschnittlich hohe Letalitat der
viral infizierten Mause auf eine erhebliche Reaktion des Gesamtorganismus
gegenuber der Virus-Applikation hin. Eine als Infektionsfolge starke
Beeintrachtigung des Gesamtorganismus wurde zumindest bei den Stammen
T3 C87 sowie T3 SA- auch bei den uberlebenden Tieren beobachtet. Diese
zeigten ab dem 3. bzw. 4. postnatalen Tag eine, im Vergleich zu den
Kontrolltieren, deutlich geringere Gewichtszunahme. Obwohl die postnatale
Letalitat mit ca. 41% nach Infektion mit dem Stamm T3 SA+ vergleichsweise
hoch war, kam es in dieser Versuchsgruppe nur zu einer sehr geringfligigen
Erniedrigung der Gewichtszunahme der tberlebenden Tiere.

Zusammenfassend weisen die variablen, jedoch durchweg hohen
Letalitatsraten darauf hin, dass die jeweiligen Virusapplikationen bei den
infizierten Tieren einen akuten und haufig letalen Krankheitsprozess ausgeldst
hat. Mit Ausnahme der Infektion mit dem Stamm T3 SA+ findet sich auch eine
deutliche Reduktion der Gewichtszunahme der viral infizierten M&use, die
ebenfalls im Sinne einer Beeintrachtigung der Vitalitat der Gberlebenden Tiere

interpretiert werden kann.

4.5 Histologischen Untersuchung

Bei der histologischen Untersuchung liel3 sich eine eindeutige Infiltration von
Lymphozyten beobachten sowie eine deutliche Immunantwort in den Geweben
nachweisen. Eine morphologisch fassbare Veranderung von Geweben konnte

mikroskopisch allerdings nicht belegt werden.
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Angesichts der Tatsache, dass unsere Préaparate bereits am 8. Tag post partum
(p-p.-) gewonnen wurden, steht die Abwesenheit von morphologisch fassbaren
Veréanderungen nicht im Widerspruch zum Ablauf einer viralen Infektion. Im
Versuchsansatz von Petersen et al (75) waren morphologische Veranderungen
aufgetreten, was durch das hohere Lebensalter der untersuchten Tiere (14 statt
8 Tage post partum) erklart werden kann.

Der Versuch der Differenzierung von Lymphozyten Subpopulationen mit
Antikérpern gegen die T-Zell Marker CD4 und CD8, erbrachte mit unseren
Proben leider keine verwertbaren Ergebnisse.

Zusammenfassend konnte bei den viral infizierten Tieren am 8. Tag p.p. im
Vergleich zu den Kontrollen in den histologisch untersuchten Geweben eine
deutliche Infiltration mit Lymphozyten nachgewiesen werden. Diese Infiltration
weist auf eine Immunantwort hin, die gegen die virale Infektion gerichtet ist. Das
Fehlen von morphologisch fassbaren Veranderungen, insbesondere das Fehlen
von sicher nekrotischen Arealen, erscheint angesichts des friihen

Untersuchungszeitpunktes (8. Tag p.p.) nicht ungewdhnlich.

Mit Hilfe der Hamatoxylin-Eosin gefarbten Paraffin-Schnitte der Leberpraparate
wurden die jeweiligen Leukozytenzahlen in standardisierten Leberarealen
quantitativ erfasst. Wie die Abbildung 12 zeigt, wies lediglich die Gruppe der mit
dem Virusstamm T3 SA+ infizierten Tiere eine Erhéhung der Leukozytenmittel-
werte auf. Jedoch war diese Erhéhung weder gegeniber den anderen viral
infizierten Gruppen noch gegenuber der Kontrollgruppe statistisch signifikant.
Somit kann davon ausgegangen werden, dass die virale Infektion, wie zu

erwarten, die Zahl der Leukozyten nicht wesentlich beeinflusst.

Bei zukinftigen Untersuchungen ware es informativ, an mehreren aneinander
folgenden Tagen sowie Uber einen langeren Zeitraum als 8 Tage, Stichproben
zu entnehmen, um eine zeitliche und quantitative Infiltration mit Lymphozyten
nachzuweisen, und damit Hinweise auf die Kinetik der Immunantwort zu

erhalten.
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4.6 Test auf antinukleare Antikorper (ANA)

Da bei der histologischen Analyse keine nekrotischen Areale in den
untersuchten Gewebsarealen und keine differenzierte Infiltration mit
Immunzellen beobachtet wurden, haben wir uns darauf konzentriert, weitere
Hinweise hinsichtlich der Provokation einer humaralen Immunantwort durch die
virale Infektion zu erhalten. Um entsprechende Hinweise zu finden, fihrten wir
einen standardisierten ANA-Test durch. Wegen der geringen Materialmenge,
welche von den einzelnen Tieren gewonnen werden konnte, fuhrten wir den
ANA Test mit gepoolten Seren durch. Wie die Abbildungen 9 bis 11 belegen,
zeigten alle Virus-infizierten Tiere Autoantikorper, die durch die Lokalisation
entsprechenden Fluoreszenzsignale charakterisiert wurden, welche deutlich
Uber der Hintergrundfluoreszenz der Kontrollzellen lagen. Die Signale waren
sowohl im Kern als auch in der Kernhille, bei T3 SA+ auch in kernnahen
zytoplasmatischen Anteilen nachweisbar. Diese Befunde sprechen fir den
Ablauf einer direkten Immunantwort in der Folge der Virusinfektion der Gewebe.

Wie geht es weiter? Was kénnen die Autoantikdrper bewirken und wie kann

man diese Verdnderungen messen?

Zusammenfassend lassen sich die eigenen experimentell gewonnen Daten
dahingehend interpretieren, dass die Infektion mit hepatotropen Viren in einem
Teil der Tieren zu einer chronischen Infektion der Leber fihren kdnnen. Eine
Lymphozyten-Infiltration und den durchweg positiven ANA-Test unterstitzt die
Annahme eines effektiven Infektionsgeschehens. Fehlende nekrotische Areale
zum frihen Zeitpunkt der Untersuchung (8. Tag p.p.) deuten auf einer frihe
Entwicklung einer Autoimmunitat, die zu einer spateren Schéadigung der
Gallengange fuhren kénnte. Wie kann man dies direkt Gberprifen? Injektion von

Autoantikdrpern?

Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse unterstiutzen die
Arbeitshypothese, dass neonatale Infektionen mit hepatotropen Viren eine
Antwort des Immunsystems provozieren, in deren Folge es auch zu
Gewebsreaktionen im Sinne einer Obstruktion der Gallengdnge kommen

kdnnte.
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4.7 Zusammenfassung

Eine Reihe von Studien haben im Tiermodell durch eine kinstlich induzierte
Ischamie oder chemische Agenzien, in den Gallenwegen einen Verschluss der
extrahepatischen Gallengdnge auslosen kénnen. Jedoch konnte mit diesen
Versuchsansatzen die Pathogenese, der EHBA nicht Uberzeugend geklart

werden.

Alternativ, lasst sich die Hypothese aufstellen, dass eine aszendierende
Infektion mit hepatotropen Viren zur Entzindung der extrahepatischen
Gallengange fihrt. Autoantikérper kénnten diesen Prozess verstarken und
schlie3lich zur Ischdmie der Gallenwege und Fibrose der Leber fiihren. Die
Erkenntnisse der Tierversuche, dass Rotaviren nicht aber Reoviren eine
extrahepatische Gallengangatresie bei Mausen induzieren kénnen, sowie die
Vermutung, dass ein Fehler im Interferonsystem ein Teil der genetischen
Disposition darstellen kdnnte, macht neue Studien noétig. Die Arbeitshypothese
bestand daher in der Annahme, dass bestimmte Viren eine immunologische
Antwort induzieren, die in der Folge zu einer Gewebereaktion fihren und eine

Obstruktion der Gallengédnge auslésen.

Um die Hypothese einer viralen Co-Genese der EHBA zu Uberprifen infizierten
wir neugeborene Balb/c Mause in den ersten 24 Stunden postnatal mit drei
verschiedenen Viren, REO-Virus Typ3(T3 C87), REO SA- (T3 SA-) und REO
SA+ (T3 SA+). Nach acht Tagen sezierten wir die Mause und entnahmen
Gewebeproben zum Nachweis von CD4+ Lymphozyten als Indikatoren einer

viralen Immunantwort.

Bei Infektion mit den Viren T3 SA- und T3 SA+ konnten keine entsprechend
signifikanten Erhéhungen der CD4+ Lymphozyten im Gewebe festgestellt
werden. Bei Infektion mit dem Virus T3 C87 ergab sich lediglich ein fraglich

positiver Befund.

Zusatzlich fuhrten wir bei allen Viren einen ANA-Test durch. Hier zeigte sich bei
gepoolten Seren ein positiver Nachweis von Autoantikdrpern als mdgliche

Immunreaktion.
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Ein positiver Leukozytennachweis konnte mittels HE-Farbung in zwei von drei
Praparatgruppen nachgewiesen werden. Die vom Robert-Koch-Institut in Berlin
durchgefiihrten PCR-Untersuchungen ergaben einen direkten Virusnachweis in
allen mit Virus infizierten Praparaten. Unter der Zusammenschau aller
untersuchten  Teilaspekte kann man zum einen eine deutliche
Gewichtsabnahme der Mause nach Applikation des Virus beobachten. Dazu
kommt noch der direkte Virusnachweis mittels PCR. Somit konnten mit der
vorliegenden Arbeit Indizien dafir gefunden werden, dass in den
Lebergeweben von BALB/C Mausen eine Immunantwort auf die getesteten
Viren stattgefunden hat. Allerdings konnte eine spezifische Immunantwort auf

die einzelnen Viren nicht nachgewiesen werden.
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5 Abklrzungen

ANA Antinukledre Antikorper

ERC Endoskopisch retrograde Cholangiografie
CmMVv Cytomegalie Virus

DC Ductus Choledochus

ECHO Enteric Cytopathogenic Human Orphan (Viren)
GB Gallenblase

GG Gallengang

HE Hamatoxilin und Eosin

i.p. intraperitoneal

NH Neonatale Hepatitis

OFS Oily fur syndrome

PCR Polymerase chain reaction

p.i. Post infectionem

p.p. Post partum

pfu Plaque forming unit

REO Respiratory enteric orphan (viruses)

RRV Rhesus Rotavirus

ZNS Zentrales Nervensystem
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