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Referat

Die Nicht-alkoholische Steatohepatitis (NASH), gehdrig zu der Gruppe der chronischen
Lebererkrankungen als eine schwere Form der Nicht-alkoholischen Fettleber-
erkrankungen (NAFLD), nimmt in ihrer Pravalenz standig zu. Grinde dafir sind u.a.
eine gesteigerte Nahrungsaufnahme sowie Veranderungen der Nahrungszusammen-
setzung. Es kommt zur Ausbildung einer Steatose, die sich unter Mitwirkung verschie-
dener Einflussfaktoren zur Steatohepatitis weiterentwickeln kann, wobei die Pathoge-
nese noch nicht genau verstanden ist. Die Nicht-alkoholische Steatohepatitis geht oft
einher mit Insulinresistenz und starkem Ubergewicht. Die Folgen fiir die Leber sind
Funktionseinschréankungen und —verlust, hervorgerufen durch eine massive Akkumula-
tion von Triglyzeriden in den Hepatozyten, Entziindungsprozesse sowie einem fibro-
tischen Umbau der Leber. Im fortgeschritten Stadium wird eine Lebertransplantation
unausweichlich, die jedoch aufgrund des zunehmenden Mangels an Spenderorganen
oft nicht mdglich ist. Eine Alternative bietet die Transplantation mesenchymaler
Stammzellen (MSC). MSC kdnnen in vitro in leberzellahnliche Zellen differenziert wer-
den und weisen dabei essentielle hepatozytare Eigenschaften auf, wodurch sie als
moglicher Ersatz bzw. als Uberbriickungstherapie bis zur Lebertransplantation in Frage
kommen. Die vorliegende Arbeit beschaftigte sich mit dieser Fragestellung. Dazu wur-
de ein Tiermodell der NASH mittels Methionin-Cholin-defizienter Diat (MCD-Diat) etab-
liert und die Transplantation von hepatozytar differenzierten MSC durchgefihrt. An-
hand spezifischer zellularer und biochemischer Marker der NASH konnte die Wirkung
des Zelltransplantats auf die Empfangerleber analysiert werden. Es hat sich gezeigt,
dass die MSC einen anti-inflammatorischen, anti-fibrotischen und pro-proliferativen
Einfluss auf das Empfangerparenchym hatten und somit zur Verbesserung der

Symptomatik der NASH beitrugen.
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2 Einleitung

2.1 Chronische Lebererkrankungen mit besonderer Betrachtung
der Nicht-alkoholischen Steatohepatitis (NASH)

In Deutschland ist etwa jeder 16. Burger von einer Erkrankung der Leber betroffen. Die
Ursachen sind vielfaltig. Dabei spielen akute Erkrankungen (Virushepatitiden, Intoxika-
tion) und chronische Erkrankungen (Steatohepatitis, Zirrhose), Leberkrebs (HCC), Au-
toimmunerkrankungen (autoimmune Hepatitis) sowie genetisch bedingte chronische
Erkrankungen (Alpha-1-Antitrypsinmangel, Ha&mochromatose) eine grof3e Rolle. Die
Nicht-alkoholische Steatohepatitis (NASH) als eine schwere Form der Nicht-
alkoholischen Fettlebererkrankungen (NAFLD) zahlt mittlerweile zu einer der am hau-
figsten auftretenden Lebererkrankungen. Friher ging man davon aus, es sei eine Er-
krankung der sogenannten ,Westlichen Welt“, aber die Pravalenz ist in vielen geogra-
phischen Regionen wie z.B. USA, Sidamerika, Europa, Asien, Australien und dem
Mittleren Osten sehr hoch [1]. Mittlerweile ist NASH in den USA die dritthaufigste Indi-
kation als Ursache fir eine Lebertransplantation beim Hepatozellularen Karzinom
(HCC) mit steigender Tendenz in der Zukunft [2]. Oftmals wird die Ausbildung der
NASH als Manifestation des metabolischen Syndroms in der Leber bezeichnet, wobei
diese Erkrankung nicht so intensiv wie beispielsweise Diabetes mellitus oder koronare
Herzerkrankung diskutiert wird [3]. Risikofaktoren und Begleiterscheinung sind vor al-
lem viszerales Ubergewicht und Insulinresistenz, Glukoseintoleranz, Dyslipidamie so-
wie verénderte Adipokinprofile [4]. Die chronische Schéadigung der Leber bei einer
NASH wird wesentlich durch die Hauptmerkmale Steatose, lobuldre Inflammation,
fibrotischer Umbau des Lebergewebes und hepatozellulares ,ballooning” (Aufbléhen
der Hepatozyten) charakterisiert [5].

2.2 Pathomechanismus der NASH mit besonderer Betrachtung von
Organwechselwirkungen

2.2.1 Theorien zur Pathogenese der NASH

Die Pathogenese der NASH ist im Detail noch immer nicht genau verstanden [6]. Be-
kannt ist jedoch, dass der Pathomechanismus der NASH eine grof3e Vielzahl von Sig-
nalwegen umfasst und somit auf3erst komplex ist.

Nach der ersten Beschreibung der NASH durch Ludwig et al. 1980 [7] hat Christopher
Day in den 1990er Jahren die bekannte ,two hit“ Hypothese aufgestellt. Hier wird, wie

in Abbildung 1 zu sehen, postuliert, dass die Steatose den ,first hit“ darstellt und die
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Leber fur die folgenden ,second hits*, oxidativer Stress, Endotoxine, Adduktbildung und
Bedingungen, die eine erhdhte ATP-Bereitstellung erfordern, sensibilisiert [8]. Folglich
kommt es durch den erhthten Fettgehalt in der Leber zur Lipidperoxidation sowie zu
einer verminderten Bereitstellung von ATP und durch eine Stimulation des Immun-
systems bzw. Sensibilisierung gegeniber Endotoxinen zu Hepatitis und Fibrose (Abb.
1, rechts). Unter normalen Bedingungen kommt es zu keiner Erhohung der Per-

oxidation und die Leber ist unempfindlich gegen Endotoxine (Abb. 1, links).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der ,,two hit“ Hypothese aus Day et al. zur Mole-
kularpathogenese der NASH. Aus [8].

Die Ausbildung der Steatose bezeichnet den ersten hit, gefolgt von vermutlich mehreren zwei-
ten hits (oxidativer Stress, verminderte ATP-Bereitstellung, Endotoxine). Nach Day et al. 2002.
(ATP: Adenosintriphosphat, Th-1/Th2: T-Helferzelle 1/2, UCP2: uncoupling protein 2)

Mittlerweile gehen Wissenschaftler aber mehr und mehr von einer ,multiple hit* Hypo-
these aus [4,9], d.h. viele verschiedene Einflussfaktoren scheinen eine Rolle zu spie-
len, wie in Abbildung 2 dargestellt. Auch genetische Pradispositionen wie z.B. der
Patanin-like phospholipase 3 (PNPLA 3) Polymorphismus werden mit in die multiple hit
Theorie einbezogen [4]. Takaki et al. gehen davon aus, dass es mehrere parallele hits
gibt. Dazu gehoren die erwdhnten genetischen Unterschiede, Insulinresistenz und die
intestinale Mikroflora, die alle zum Voranschreiten der Steatohepatitis beitragen. Eine
wichtige Rolle spielen laut den Autoren auch die induzierte Adipokinsekretion aus dem

Fettgewebe sowie oxidativer Stress.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der ,,multiple hit“ Theorie zur Pathogenese der
NASH. Aus [4].

Die Ausbildung der NASH wird maf3geblich durch verschiedene parallel wirkende Einflussfakto-
ren beglnstigt. Dazu gehodren oxidativer Stress, Signale aus dem Intestinum, Insulinresistenz,
der Genotyp, Adipokine und das Fett in der Leber (blau hinterlegt). Dadurch werden in der Le-
ber diverse Signalkaskaden aktiviert, die zur Progression der Steatose und zur Steatohepatitis
beitragen. Nach Takaki et al. 2013. (ObR: Leptinrezeptor, IL-6: Interleukin-6, IL-6R: Interleukin-
6 Rezeptor, TNF: Tumor Nekrose Faktor alpha, TNFR: Tumor Nekrose Faktor alpha Rezeptor,
Adipo-R: Adiponectin Rezeptor, LPL: Lipoprotein Lipase, VLDL: very low density Lipoprotein,
Fiaf: Fasting induced adipose factor, TLR: Toll-like Rezeptor)

Die Entstehung der NASH wird dabei durch das Zusammenspiel von Darm-, Fettgewe-
be- und Immunsystem-assoziierten Signalmolekile (u.a. pro-inflammatorische Zyto-
kine, Adipokine), welche mit ihren spezifischen Rezeptoren in der Leber interagieren,
beginstigt (Abb.2). Eine wichtige Rolle dabei spielen auch die sogenannten Toll-like

Rezeptoren (TLR), dessen Funktionen in Kapitel 2.2.3 naher beschrieben werden.

Hin und wieder wird die Erkrankung NASH nur auf die Symptomatik in der Leber redu-
ziert. Sehr wahrscheinlich entsteht die NASH jedoch auch durch direkte und indirekte
Wechselwirkungen zwischen der Leber und anderen Organen wie dem Fettgewebe,

dem Immunsystem und dem Darm, welche im Folgenden ndher betrachtet werden.

2.2.2 Wechselwirkung zwischen Leber und Fettgewebe

Das Fettgewebe wurde in der Vergangenheit lediglich als ,Fett-Speicher* ohne weitere
Funktion betrachtet. Mittlerweile ist bekannt, dass das Fettgewebe durchaus ein Organ
mit hoher metabolischer Aktivitat ist, endokrine Funktionen besitzt und auch im-
munologisch eine Rolle spielt [10]. Seit den 1980er Jahren wird intensiv auf diesem
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Gebiet gearbeitet und es wurde gefunden, dass das Fettgewebe eine bedeutende
Quelle fur sekretorische Proteine darstellt [11]. Dazu gehdren unter anderem der Kom-
plementfaktor D, Leptin, Adiponektin, und Resistin. Auch pro-inflammatorische Zyto-
kine, Akut-Phase-Proteine wie Serumamyloid A und Lipocalin 24p3 sowie Enzyme wie
die Lipoproteinlipase haben ihren Ursprung im Fettgewebe [11]. Das weil3e Fettgewe-
be stellt weiterhin die grof3te Quelle freier Fettsauren im Blut dar. Verglichen mit dem
subkutanen Fettgewebe zeigt besonders das viszerale weil3e Fettgewebe eine hohe
Mobilisierung freier Fettsauren [12], die multiple Ursachen haben kann. Unter anderem
kénnen sowohl ein starker Gewichtsverlust als auch Ubergewicht und Insulinresistenz

daflr verantwortlich sein [13].

Mittels der Adipokine (Fettgewebshormone) kommuniziert das Fettgewebe mit einer
Reihe von Organen wie dem Gefalisystem, dem Gehirn, der Muskulatur, dem Repro-
duktionssystem, dem Pankreas und der Leber [11]. Mit dem portalen Blutstrom er-
reichen Adipokine bzw. sekretorische Proteine, pro-inflammatorische Zytokine und
durch Lipolyse freigesetzte Fettsduren die Leber. Freie Fettsauren aus dem Fettgewe-
be und die hepatische de novo Lipogenese tragen neben der Erndhrung maRgeblich
zur Entstehung einer Nicht-alkoholischen Fettlebererkrankung bei [13,14]. Neben der
hormonsensitiven Lipase (HSL) scheint die Adipozyten-Triglyzeridlipase (ATGL) limitie-
rend fUr Freisetzung der Fettsaure zu sein, was aus tierexperimentellen Studien be-
kannt ist [13].

Im GefalRsystem werden Fettsauren an Albumin gebunden transportiert, nur ein kleiner
Teil liegt frei vor [15]. Freie Fettsauren kénnen von Hepatozyten durch Diffusion tber
die Membran aufgenommen werden. AulRerdem erfolgt die Aufnahme vermutlich Car-
rier-vermittelt Uber das Fettsdurebindungsprotein (FABP), die Fettsauretranslokase
(FAT bzw. CD36) und das Fettsauretransportpolypeptid (FATP) [15]. Interessanter-
weise ist das FABP genetisch identisch zur mitochondrialen Aspartataminotransferase
(AST), was darauf hindeutet, dass eine vermehrte Expression zu einer gesteigerten
Aufnahme von freien Fettsauren und zum Export des Enzyms aus dem Hepatozyt fiih-
ren kann [15]. Unter physiologischen Bedingungen werden die Fettsauren in der B-
Oxidation (Mitochondrium, Peroxisomen) bzw. der Cytochrom P450 4A-katalysierten
w-Oxidation (Endoplasmatisches Retikulum) energiebringend verstoffwechselt oder bei
Nahrungskarenz als Ketonkorper von extrahepatischen Organen als Energiesubstrat
verbraucht [16]. Die Oxidation der freien Fettsauren ist dabei direkt proportional zur
Plasmakonzentration der durch das Fettgewebe ausgeschitteten freien Fettsauren.
Die Expression der Schlisselenzyme in der Fettsdureoxidation werden durch den

Transkriptionsfaktor PPARa reguliert. PPARa fungiert als Lipidsensor in der Leber und
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reagiert auf den Anstieg von Fettsduren mit der Stimulation der Transkription von durch
PPARa regulierten Genen [16]. Fehlendes oder nicht-funktionelles PPARa flhrt
zwangslaufig zur verminderten Fettsaureoxidation und einer gesteigerten hepatischen
Triglyzeridsynthese. Diese resultiert in einer Steatose [14,16], welche hervorgerufen
durch einhergehenden oxidativen Stress und ER (Endoplasmatisches Retikulum)-
Stress zur Steatohepatitis fortschreiten kann.

Das Fettgewebe als endokrines Organ hat unter physiologischen Bedingungen einen
mafdgeblichen Einfluss auf den Leberstoffwechsel. Aus diesem Grund ist anzunehmen,
dass pathophysiologische Veranderungen im Stoffwechsel des Fettgewebes sich auch
auf den Leberstoffwechsel auswirken und mutmalilich die Entstehung einer NASH be-
gunstigen.

2.2.3 Wechselwirkung zwischen Leber und Immunsystem

Aus der aktuellen Literatur ist bekannt, dass sowohl das innate als auch das adaptive
Immunsystem einen Einfluss auf die Entstehung der NASH haben [10]. Eine wesentli-
che Rolle spielen dabei die sogenannten Pathogen-assoziierten molekularen Struktu-
ren (PAMPs) und die Schadigung-assoziierten molekularen Strukturen (DAMPS), die
Uber Strukturerkennungsrezeptoren (PRR) wahrgenommen werden und zur Entzin-
dung beitragen [10,17]. Zu den PRRs gehoren Toll-like Rezeptoren (TLRs), Nukleo-
tidbindungs- und Oligomerisierungsdomanen (NOD)-ahnliche Rezeptoren (NLRs) und
Retinsaure-induzierbares Gen | (RIG-I)-ahnliche Rezeptoren (RLRS) [17]. PAMPs wer-
den von exogenen Pathogenen gebildet [18] und induzieren die Aktivierung von Genen
fur eine effektive Pathogenabwehr durch den Wirt [19]. DAMPs kommen bei endoge-
nen sterilen Entziindungsgeschehen vor [20]. lhre Rolle und Wirkung bei der Immun-
antwort ist in Abbildung 3 dargestellt. Im Vordergrund stehen vor allem die PRRs. Die
wichtigste mit der NASH assoziierte Rezeptorgruppe sind die TLRs, im Besonderen
Toll-like Rezeptor 4 (vgl. Abb. 2) [10,17,21]. Sie gelten als Masterregulatoren der Im-
munantwort und kénnen in der Leber von verschiedenen Zellen, unter anderem von
Kupfferzellen, Hepatozyten und hepatischen Sternzellen exprimiert werden [22]. TLRs
sind Typ | Transmembranproteine, bestehend aus einer Leucin-reichen Ektodoméane
fur die PAMP-Erkennung, einer Transmembrandomane und einer intrazellularen Toll-
Interleukin 1 (IL-1)-Rezeptor (TIR)-Domé&ne fur die nachgeschaltete Signaltransduktion
[18]. Myeloid differentiation Factor 88 (MyD88) stellt ein Adaptermolekil fur die TLRs
(auBer TLR3) dar, wobei die Signaltransduktion entweder MyD88-abhangig oder
-unabhangig stattfinden kann [22]. Bei der MyD88-abhangigen Signaltransduktion

kommt es Uber die Aktivierung von NFKB (Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer
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of activated B-cells) zur Stimulation der Expression der pro-inflammatorischen Zytokine
TNFa, Pro-Interleukin-1B, Interleukin-6, Interleukin-8 und Interleukin-12 sowie Interfe-
ron y oder Monocyte chemotactic protein 1 (MCP-1) [10,22]. Die MyD88-unabhangige
Signalkette fuhrt zur Bildung von Typ-I Interferonen [17].

Immunantwort
e — s T ——
Innates Adaptives
Immunsytem Immunsytem

Pathogene Neutrophile, \\\\ ////Treg. Th1, Th2, Th17, Geschidigte Hepatozyten
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Abbildung 3: Mechanismus der durch Pathogen-assoziierte molekulare Strukturen
(PAMPs) und Schadigung-assoziierte molekulare Strukturen (DAMPS) ausgeldsten Im-
munantwort bei der Entstehung der NASH. Modifiziert nach [10].

PAMPs und DAMPs haben direkten Einfluss auf die Antwort des innaten und adaptiven Immun-
systems, welche durch spezifische Zelltypen die Entzindungsreaktion auslésen koénnen.
PAMPs/DAMPs interagieren dabei direkt mit den Strukturerkennungsrezeptoren (NLR, TLR,
RLR), deren nachgeschaltete Signalketten in der Abbildung vereinfacht dargestellt sind. Im
Zellkern wird die Transkription von Genen der pro-inflammatorischen Zytokine bzw. deren Vor-
stufen sowie von Interferon Typ I-Genen stimuliert. Besonders die pro-inflammatorischen Zyto-
kine bedingen Steatose, Insulinresistenz und Immunzellrekrutierung bzw. —aktivierung. (NK-
Zellen: Naturliche Killerzellen, Treg: regulatorische T-Zellen, Th1/2/17: T-Helfer Zellen, NKT-
Zellen: Naturliche Killer-T-Zellen, DNA: Desribonukleinsaure, RNA: Ribonukleinsaure, HMGB1:
High Mobility Group Box 1, FFA: freie Fettsduren, NLRs: Nukleotidbindungs- und Oligo-
merisierungsdoméane (NOD)-ahnliche Rezeptoren, NLRP: Nukleotidbindungs- und Oligo-
merisierungs-doméne (NOD)-&hnliche-Rezeptor-Protein, TLRs: Toll-like Rezeptoren, RLRs:
Retinsaure induzierbares Gen | (RIG-I)-&hnliche Rezeptoren, NFkB: Nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B-cells, IRF3/7: Interferon regulatory transcription factor 3/7, mt-
DNA: mitochondriale Desoxyribonukleinsaure, Pro-IL-13: Pro-Interleukin-18, TNFa: Tumor
Nekrose Faktor a)

Eine besondere Rolle als Schliisselrezeptor bei der NAFLD/NASH-Entstehung spielt,
wie oben erwahnt, der Toll-like Rezeptor 4. Unter anderem konnte die Gruppe um Mie-

le et al.[23] zeigen, dass Patienten mit NASH erhdhte Lipopolysaccharid (LPS)-Spiegel
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aufwiesen, was auf eine erhdhte Aktivierung des TLR4 zurlckgefuhrt werden kann.
Eines der wichtigsten pro-inflammatorischen Zytokine mit umfassender Mediatorwir-
kung fir diverse Zelltypen, die TLR4-vermittelt ausgeschittet werden kénnen, ist
TNFa. In der Leber wird es hauptsachlich von Kupfferzellen sezerniert, tragt vermutlich
zur Progression der NAFLD zur NASH bei und korreliert mit dem Fibrosegrad der Pati-
enten [21]. AuBerdem konnte eine signifikante Erhéhung der TNFa-mRNA sowie der
Rezeptoren TNF-Rezeptor p55 und p75 im Leber- und Fettgewebe bei NASH nachge-
wiesen werden [21]. In der Leber bindet das von den Kupfferzellen sezernierte TNFa
an Rezeptoren auf den hepatischen Sternzellen (HSC) und tragt Uber die NFkB-
Signalkaskade zur Erhéhung der Expression des anti-apoptotischen Proteins Bcll12 bei
[21]. Bcl12 ist dabei Garant fur das Uberleben der aktivierten hepatischen Sternzelle.
Kupfferzellen kénnen weitere Faktoren, darunter TGF@ (Transforming growth factor (8)
sezernieren, das die HSC zur Matrixablagerung anregt [21]. Ein groRer Bestandteil der
abgelagerten Matrix besteht aus dem Fibrillen-formenden Kollagen Typ 1la, welches
sich fur die NASH charakteristisch, maschendrahtzaunartig ausbreitet [5,24,25]. Unter
physiologischen Bedingungen sind die ruhenden HSC eigentlich fir den Transport und
die Speicherung von Vitamin A verantwortlich und tragen auf3erdem zur dreidimensio-
nalen Struktur der Leber bei [26]. Daneben spielt aber auch die sterile Entziindung bei
der NASH-Entstehung eine wichtige Rolle. Ahnlich wie bei einer Paracetamol-
Intoxikation kann die Schadigung der Hepatozyten nach einer Initiationsphase zur
Schadigungsphase fuhren [27]. Hepatozyten werden nekrotisch und geben DAMPs ab,
die wiederum Kupfferzellen aktivieren. Das Ergebnis ist eine Kaskade von molekularen

Ereignissen, die der durch PAMPs verursachten vergleichbar ist.

Damit wird deutlich, dass auch das Immunsystem eine entscheidende Rolle bei der
Entstehung der NASH spielt und bei néaheren Betrachtungen zum Mechanismus kei-

nesfalls aulRer Acht gelassen werden sollte.

2.2.4 Wechselwirkung zwischen Leber und Darm

Aktuelle Daten deuten auf einen direkten Zusammenhang zwischen der Entstehung
von Lebererkrankungen und einer gesttrten Barrierefunktion des Darmepithels hin
[28]. Da uber 70% des Blutzuflusses der Leber tber die Vena portae direkt vengses
Blut aus dem Intestinum enthalten, stellt die Leber die erste und einzige Filterstelle
zwischen Blut aus der hoch kontaminierten Darmzirkulation und der sterilen systemi-
schen Blutzirkulation dar [29]. Bei gestorter Barrierefunktion kann es somit zu Verande-
rung der physiologischen Prozesse in der Leber kommen, was dauerhaft zu pathologi-
schen Veranderung und Dysfunktionen fihren kann [30]. In einer Studie konnte nach-

gewiesen werden, dass Patienten mit NAFLD eine signifikant erhdohte Darm-
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permeabilitét verglichen mit gesunden Probanden aufwiesen [23]. Um den zu Grunde
liegenden Mechanismus genauer beleuchten und verstehen zu kénnen, soll nun auf
die physiologische Funktion sowie die pathologischen Veréanderungen im Intestinum
eingegangen werden, die mit der Pathogenese der NASH im Zusammenhang stehen

kdénnten.

Unter physiologischen Bedingungen setzt sich die Darmflora des Menschen aus ca.
10 mikrobiellen Zellen mit 15000-35000 Bakterienspezies zusammen [29,31]. Es
handelt sich dabei um einen dynamischen Mix, der sich in seiner Qualitat und Quantitat
zwischen Individuen sowie Spezies auch stark unterscheiden kann. Auch die Zusam-
mensetzung der luminalen und der Oberflachen-adharenten Besiedelung ist verschie-
den [30]. Die Beschaffenheit der Darmbarriere, die Zusammensetzung des Mikrobioms
sowie die daraus resultierenden Wechselwirkungen mit der Leber kénnen durch die
Nahrung, Toxine, Umweltfaktoren sowie genetische Pradispositionen beeinflusst wer-
den [29]. Das intestinale Epithel ist ein einschichtiges Zylinderepithel, welches als Bar-
riere des Korpers gegenlber der AuRenwelt dient. Eine wichtige Rolle spielen dabei
die sogenannten Adhasionsverbindungen (Adherense Junctions) und die Tight
Junctions, die dazu beitragen, dass benachbarte Zellen fest miteinander verbunden
sind [32]. Je nach Art der Verbindungen sind diese u.a. aus Cadherinen, Claudinen,
Occuldinen und junktionalen Adhasionsmolekiilen [32] zusammengesetzt, die neben
ihrer strukturellen Aufgabe auch in verschiedene Signalwege (wnt-, notch-, hippo-,
hedgehog- und TGFB-BMP-Signalweg) involviert sind [32]. Sie tragen zur Regulation
der intestinalen Homoostase bei, indem sie Proliferation, zellularer Migration, Differen-
zierung, Polarisierung apikaler Apoptose und luminale AbstofRung kontrollieren [33].
Eine Storung der Barrierefunktion hat ihre Ursache vermutlich in der TNFa-abhéngigen
Dysregulation der Tight Junctions, wodurch wiederum die mukosale TNFa-Produktion
beginstigt wird. Dies weist auf einen zusammenhangenden Kreislauf zwischen der
Aktivierung des Immunsystems und epithelialer Barrieredysfunktion hin [34]. Hier spielt
das Immunsystem, insbesondere das darmassoziierte lymphatische Gewebe (GALT)
als groftes immunologisches Organ des Korpers, eine wesentliche Rolle bei der Er-
kennung von PAMPs und DAMPs und der damit ausgel6sten Immunantwort und Pro-
duktion des Mastermediators TNFa (siehe Kapitel 2.2.3). Stérungen der Homdostase
des Darmepithels kénnen zum Bruch der intestinalen Barriere fiihren und eine bakteri-
elle Translokation hervorrufen [30]. In die Pfortader tbertretende Bakterien fiihren dann
in der Leber zur Aktivierung der gewebsstandigen Makrophagen (Kupfferzellen), wel-
che TNFa produzieren und zur Entzindung beitragende intrazellulare Signalwege an-
schalten [30]. Daneben induzieren bakterielle Endotoxine wie Lipopolysaccharide

durch morphologische und funktionelle Veranderungen die hepatische Entziindungs-
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antwort [30], indem sie mit CD14-tragenden Zellen interagieren (z.B. Neutrophile, Mak-
rophagen). Diese Zellen sezernieren TLR 4-vermittelt u.a. TNFa, Interleukin-1p3, Inter-
leukin-8, Interleukin-12, zyklische Endoperoxidasen, PAF(platelet activating factor),
Komplementfaktoren sowie reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und tragen zur Verstar-
kung der Leberschadigung bei [30,35]. Im Vordergrund dabei stehen eine ROS-
vermittelte Zerstérung umliegender Hepatozyten und ein verminderter hepatischer

Blutstrom, die zu Dysfunktionen fuhren [35].

Auch Veranderungen der Nahrungszusammensetzung und Exposition gegeniber Um-
weltfaktoren tragen zur Veranderung des Mikrobioms im Intestinum bei. Dadurch her-
vorgerufene Veranderungen des intestinalen Milieus kdnnen zu epithelialen Dys-
funktionen mit einer resultierender Schadigung der Barrierefunktion fuhren. Auch hier-
bei beglnstigen bakterielle Translokation und bakterielle Endotoxine die Aktivierung
des Immunsystems, v.a. auch in extraintestinalen Geweben wie der Leber, wodurch es
zu Gewebeschaden kommen kann, die vermutlich zur Ausbildung der Steatohepatitis

beitragen.

2.3 Tiermodelle der Nicht-alkoholischen Fettlebererkrankungen
(NAFLD)

2.3.1 Allgemein

Eine Reihe verschiedener Nagetiermodell zur NAFLD/NASH wurden in den letzten
Jahren beschrieben. Eine grof3e Herausforderung dabei besteht immer noch darin, ein
Modell zu entwickeln, welches analog der humanen Situation die metabolische Situati-
on und die Progression der Leberschadigung neben der eigentlichen Steatohepatitis
adaquat abbildet. Im Allgemeinen zeichnen sich die bekannten Modelle entweder
durch eine konsistente Leberschadigung ohne metabolische Veranderungen oder
durch metabolische Veranderungen im Zusammenhang einer NAFLD ohne Progres-
sion zur Steatohepatitis aus [1]. Larter et al. tragen in ihrem Ubersichtsartikel von 2008
die wesentlichen Anspriche an ein NASH-Tiermodell zusammen: Steatose, Entzin-
dung, Leberzellschadigung (ballooning), Progression zur perizelludren und peri-
venosen Fibrose sowie Ubergewicht, Insulinresistenz, Hyperglykamie im Nuchtern-
zustand, Dyslipidamie sowie ein verandertes Adipokinprofil. Im Folgenden soll ein kur-
zer Uberblick zu den diversen Modellen der NAFLD/NASH gegeben werden. Einzelhei-

ten zu den Modellen sind im Supplement 1 und 2 im Anhang zu finden.

Die verschiedenen Modelle der NAFLD/NASH kénnen in genetische und nahrungsin-
duzierte Modelle eingeteilt werden, auch Kombinationen wurden in der Literatur aus-

fuhrlich beschrieben (vgl. [5]). Die genetischen Modelle kénnen weiterhin nach ihrer
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Auspragung (Steatohepatitis > Metabolische Parameter (a) oder Steatohepatitis < Me-
tabolische Parameter (b)) unterschieden werden. Vertreter der Kategorie (a) sind Acyl-
Coenzym A Oxidase-Null-Maus (AOX, Defekt der peroxisomalen beta-Oxidation), Me-
thionin-Adenosyltransferase 1A-Null-Maus (MAT1A, Defekt der Phosphatidylcholin-
synthese) und die pten Null Maus (phosphatase and tensin homolog; multifunktionale
Phosphatase, Tumorsuppressor) [1,3,5,36]. Weiterhin wurde von Luedde et al. 2007
[37] das NEMO"“"° Modell mit spontaner Steatohepatitis mit Progression zum
Hepatozellularen Karzinom (HCC) beschrieben. Zu den Modellen mit guter systemisch
metabolischer, aber unzureichender hepatischer Auspragung der NAFLD (b) gehéren
die SREBP-1c transgene Maus (Sterol Regulatory Element Binding Protein-1c, Uber-
expression im Fettgewebe), ob/ob Maus (Leptinmangel), db/db Maus (Leptinrezeptor-
defekt), fa/fa Ratten (Leptinrezeptordefekt), KK-Ay/a Maus (heterozygote Mutation im
Agouti-Gen, Hyperphagie), PPARa” Maus (Peroxisome Proliferator-Activator Receptor

a, Rezeptor und Transkriptionsfaktor lipogener Enzyme) [1,3,5,36].

Neben den genetischen gibt es diverse nahrungsinduzierte Modelle der NASH, mit
denen man hofft, die humane NASH widerspiegeln zu kdénnen. Das gelingt nur zum
Teil, da es wie bei den oben genannten genetischen Modellen meist zur Auspragung
systemisch metabolischer oder hepatischer Charakteristika der NASH kommt. Zu den
Diat-Modellen gehéren die Methionin-Cholin-defiziente Diat (MCD-Diat), verschiedene
Hochfett-Diaten (HF-Diat) bzw. HF-Diat kombiniert mit oxidierten LDL (low denstity
Lipoprotein) oder Gold Thioglucose, die Fructose-Diat sowie die Fastfood Didt und die
atherogene Diat mit Cholesterol und Cholat [1,3,5,36]. Lieber et al. beschreiben 2004
[38] ein Modell in Ratten mit der flissigen sogenannten High fat Lieber-DeCarli Diat.
AuRerdem sind Modelle einer intragastrischen Uberernahrung [39], totaler parenteraler
Uberernahrung [40] und kalorischer Uberbelastung durch Sondenernahrung [41] be-

kannt.

Ein weiterer Versuch das humane Krankheitsbild der NASH besser abzubilden, ist die
Kombination einer der oben genannten Didten mit genetisch veranderten Modellen.
Man geht davon aus, dass speziell diese Modelle besonders geeignet sind fur die Un-
tersuchungen des komplexen biologischen Zusammenspiels bei der Entstehung von
NAFLD [1]. Ein vermeintlich gutes Modell, welches sowohl systemisch metabolische
als auch hepatische Manifestationen der NASH aufweist, ist die sogenannte fat aussie
Maus (foz/foz Maus) in Kombination mit einer HF-Diat [1]. Dieses Modell erfillt die Kri-
terien Ubergewicht, Insulinresistenz, Dyslipidamie, Adipokinveranderungen, Steatose,

Entzindung, Leberzellschadigung und Fibrose [42].



S. Winkler Seite |12

Die Vielzahl der verschiedenen Modelle zeigt deutlich, dass es sehr schwierig und bis-
her nahezu unmdglich ist, eine Steatohepatitis vergleichbar mit der humanen NASH zu
induzieren. Trotzdem bieten die unterschiedlichen Modelle mit ihren spezifischen Ein-
schrankungen die Moglichkeit, gezielt spezielle Aspekte der Entstehung der Steato-

hepatitis untersuchen zu kénnen.

2.3.2 Pfp/Rag2” Maus Modell

Das in den vorliegenden Publikationen spezifisch gewéhlte Pfp/Rag2” Mausmodell
(genetischer Hintergrund C57BL/6 Stamm) zeichnet sich durch seine Immundefizienz
aus, die durch die Ausschaltung des Pfp und des Rag2-Gens gekennzeichnet ist. Per-
forin (Pfp), ein zytolytisches Protein, das in Granula zytotoxischer T-Zellen und NK-
Zellen zu finden ist, ist verantwortlich fur die Porenbildung in der Zielzelle und der dar-
aus resultierenden Apoptose. Das Rekombinase-aktivierende Gen 2 (Rag2) befindet
sich ausschlieR3lich in Lymphozyten und ist zustandig fur die Ausreifung von B- und
T-Zellen im Rahmen der VDJ-Rekombination. Durch den Gendefekt kann keine Aus-
reifung von T- und B-Zellen erfolgen, womit das adaptive Immunsystem als depletiert
betrachtet werden kann. Zusatzlich sind die naturlichen Killerzellen (NK-Zellen) als Teil
des innaten Immunsystems depletiert. Aufgrund dieses Versuchsaufbaus ist es mog-
lich, die Entstehung der NASH ohne die Beteiligung des adaptiven Immunsystems zu
untersuchen. Weiterhin ist dieses Modell als xenogenes Transplantationsmodell geeig-
net, was im Hinblick auf Untersuchungen zum therapeutischen Nutzen humaner
Stammzellen von grof3er Bedeutung ist. Analytisch sind dartber hinaus humane Zell-
transplantate einfach mittels eines immunhistochemischen Nachweises humaner Anti-

gene wie z.B. des HepParl im Mausleberparenchym zu detektieren.

Fur die Induktion der Nicht-alkoholischen Steatohepatitis wurde in der vorliegenden
Arbeit die bereits im Kapitel 2.3.1 erwahnte Methionin-Cholin-defiziente Diat (MCD-
Diat) gewahlt. Die Leberschadigung in diesem Modell ist maRgeblich auf den Mangel
von Cholin und Methionin zurtickzufiihren[13]. Cholin wird im Wesentlichen fir die
Phosphatidylcholin-Synthese bendtigt, welches fur den Triglyzeridexport via VLDL aus
der Leber von essentieller Bedeutung ist [43]. Methionin, als essentiellen Aminoséure,
dient als Methylgruppendonor in die Proteinbiosynthese und spielt eine wichtige als
Intermediate bei der Synthese von Enzymen im anti-oxidativen Stoffwechsel
(S-Adenosylmethionin und Gluthation) [44]. Es wird beschrieben, dass es durch die
Induktion einer NASH mittels MCD-Diat in C57BL/6 Mausen zu einer Gewichtsredukti-
on im Versuchsverlauf kommt [45-47]. Zusatzlich beglnstigt die MCD-Diat durch die im
Plasma ansteigenden Endotoxinspiegel die NASH-Progression durch die Aktivierung

der TLR-4 Signalkaskade in Hepatozyten und anderen Leberzellen wie Kupffer- und
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hepatischen Sternzellen [48]. Des Weiteren zeigen anderen Arbeiten [49,50], dass die
Diat nicht zur Ausbildung einer Insulinresistenz bzw. gesteigerten peripheren Insulin-
sensitivitat fuhrt und das Adipokin Leptin nicht signifikant erhoht ist. Dagegen weisen
Leclercq et al. [51] eine intrahepatische Insulinresistenz nach, was ein klarer Gegen-
satz zu der typischen klinischen Situation beim Menschen ist (s. 2.2.1). Nichtsdesto-
trotz biete dieses Modell in der vorliegenden Arbeit den wesentlichen Vorteil, die Ent-
stehung der NASH in der Leber ohne sekundare Wechselwirkung und systemische
Effekte des metabolischen Syndroms, die durch Verdnderung der Insulinsensitivitét

und des Leptinspiegels hervorgerufen werden, zu studieren.

Zusammenfassend ist das immundefiziete Pfp/Rag2” Mausmodell in Kombination mit
der MCD-Diat besonders geeignet, den der NASH zu Grunde liegenden Pathomecha-
nismus ohne vermeintlich sekundare Effekte durch das adaptive Immunsystem sowie
das metabolische Syndrom mit veranderten Insulin- und Leptinspiegeln zu unter-
suchen. Gleichzeitig spiegelt das Modell den Gewichtsverlust wie er etwa bei extremer
Kalorienrestriktion oder nach bariatrischer Intervention, die zur NASH fiihren kénnen,
wider [13].

2.4 Therapie der NASH mittels mesenchymaler Stammzellen

2.4.1 Charakteristika mesenchymaler Stammzellen

In der regenerativen Medizin gelten Stammzellen heute als prominente und vielver-
sprechende Kandidaten fur die klinische Zelltherapie bei unterschiedlichen Indikationen
[52,53]. Embryonale Stammzellen (ES), induzierte pluripotente Stammzellen (iPS) und
adulte Stammzellen sind grundsatzlich fur die therapeutische Anwendung geeignet. Bei
naherer Betrachtung wird jedoch deutlich, dass ES und iPS einerseits aus ethischen
Grunden sehr bedenklich sind und andererseits aufgrund ihrer biologischen Eigen-
schaften ein grof3es Tumorpotential aufweisen [53,54]. Aus diesem Grund gewinnen
adulte Stammzellen immer grol3eres klinisches Interesse im Bereich von Zell- und Ge-
webeersatztherapie. Zu den adulten Stammzellen zahlt man h&matopoetische und
mesenchymale (MSC) Stammzellen. Hamatopoetische Stammzellen entstammen dem
Knochenmark und sind fir die Neubildung von Blutzellen verantwortlich [55]. MSC
kénnen aus einer Reihe verschiedener Gewebe isoliert werden. Dazu gehtéren Kno-
chenmark, Fettgewebe, Haut, Niere, Muskel, Zahnpulpa, Milz und Herz [56]. Die Zellen
weisen multiples Differenzierungspotential auf und verfiigen Uber die Fahigkeit, in ver-
schiedene Zelltypen, u.a. Knochenzellen oder Chondroblasten zu differenzieren [57].
Dazu zeigt die Arbeitsgruppe Christ, dass sich humane mesechymale Stammzellen

sowohl aus Knochenmark als auch aus dem Fettgewebe in Hepatozyten-ahnliche Zel-
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len differenzieren lassen [58,59]. Dabei weisen sie typische hepatozytidre Eigenschaf-
ten wie Harnstoffsynthese und Gluconeogenese bzw. Glykolyse und Fremdstoffmeta-
bolsimus [58,59] auf. In Bezug auf die Funktionalitat der Zellen ist interessant, dass
nach der hepatozytaren Differenzierung Zellen mit Eigenschaften periportaler (Harn-
stoffsynthese, Gluconeogenese) wie auch perivendser Hepatozyten (Glykolyse,
Fremdstoffwechsel) entstehen. Dies entspricht der Situation in der Leber, in der He-
patozyten um die Verzweigungen der Portalvene (periportal) andere metabolische
Qualitaten  aufweisen  als  Hepatozyten um die  Verzweigungen der

Lebervene (perivends) [60].

2.4.2 Therapeutischer Einsatz von mesenchymaler Stammzellen

Der therapeutische Einsatz von mesenchymalen Stammzellen wird grundlagenwissen-
schaftlich und klinisch als sehr vielversprechend betrachtet. Es gibt eine Reihe ver-
schiedener Erkrankungen, bei denen MSC therapeutisch eingesetzt werden und deren
Nutzen bereits untersucht und beschrieben wurde. Dazu gehéren unter anderen der
akute Nierenschaden [61], chronische respiratorische Erkrankungen [62], Graft-versus-
Host Krankheit [63], amyothrophe Lateralsclerose [64], Schlaganfall [65] und entzindli-
che Darmerkrankungen [66]. Zu den Grunden fir die Wahl von MSC als ,Therapeuti-
kum“ zahlen unter anderem ihre nachgewiesenen anti-inflammatorischen, immun-
modulatorischen, anti-apoptotischen und pro-proliferativen Eigenschaften, wodurch sie
insbesondere bei entziindlichen und degenerativen Erkrankungen Anwendung finden
kénnen [67,68]. Almeida et al. beschreiben fur die Wirksamkeit bei akuter Nieren-
schadigung zusatzlich anti-oxidative, anti-fibrotische, pro-angiogene Eigenschaften
sowie die Anregung zum zellularen ,Reprogramming“ und die Stimulation der Prolifera-
tion von endogenen Progenitorzellen [61]. Aufgrund dieser beschriebenen Eigenschaf-
ten und der ethischen Unbedenklichkeit stellt der Einsatz mesenchymaler Stammzellen
auch eine potentielle Therapiestrategie bei akuten und chronischen Leber-
schadigungen dar. Aus publizierten Arbeiten [58,59] ist bekannt, dass sowohl hepato-
gen differenzierte MSC aus dem Knochenmark sowie dem Fettgewebe in der Lage
sind, sich nach einer partiellen Resektion im Empfangerparenchym funktionell zu inter-
gieren. Tiermodelle der akuten Leberschadigung durch Paracetamol zeigen, dass die
Transplantation von MSC zu einer Verbesserung der Symptomatik fihrt und die trans-
plantierten MSC eine anti-apototische und pro-proliferative Wirkung auf die Empfanger-
leber ausuiben [69,70]. Bei chronischen Lebererkrankungen gibt es Hinweise, dass
autologe Knochenmarksstammzellen sich vielversprechend auf die Erkrankung auswir-
ken [71]. In einem nahrungsinduzierten Modell der chronischen Fettleberschadigung

konnte gezeigt werden, dass transplantierte MSC die Entstehung einer Steatohepatitis
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verminderten [72]. Bezuglich der klinischen Anwendung von MSC hat das Konsortium
Mesenchymal Stem Cells in Solid Organ Transplantation (MiSOT) sich zum Ziel ge-
setzt, MSC aufgrund deren immunmodulatorischer Wirkung bei der Organtransplanta-
tion als Immunsuppressivum einzusetzen [73]. Die therapeutische Anwendung der
MSC als Zusatztherapie bei der Organtransplantationen wird bereits in klinischen Stu-
dien erprobt [74].

AbschlieBend kann zusammengefasst werden, dass der therapeutische Einsatz von
adulten mesenchymalen Stammzellen von sehr groRem Interesse fir die Behandlung
verschiedenster Erkrankungsarten ist und bisher bereits vielversprechende Resultate
erzielt wurden. Um noch mehr Information zu den Wirkmechanismen der MSC zu er-
fahren, bedarf es weiterer experimenteller Studien. Diese dienen dazu, das gewonnene
Wissen in die klinische Anwendung einflieBen zu lassen und somit den mdglichen Pa-

tientennutzen zu verbessern.

2.5 Ziele der publizierten Studien

Wie unter 2.2 beschrieben, spielt das Immunsystem bei der Ausbildung einer Nicht-
alkoholischen Steatohepatitis eine mafigebliche Rolle. In der publizierten Studie ,A
methionine-choline-deficient diet elicits NASH in the immunodeficient mouse featuring
a model for hepatic cell transplantation.” in Experimental Cell Research 2012 sollte
untersucht werden, ob die Ausbildung einer NASH im immundefizienten Pfp/Rag2”
Mausmodell unter Betrachtung charakteristischer Marker der Erkrankung per se mog-
lich ist. Die potentielle Induktion der NASH mittels MCD-Diat in der immundefizienten
Maus stellt dabei ein Novum dar. Es blieb zu analysieren, ob die Befunde mit denen
des C57BL/6 Stammes vergleichbar sind. Zusatzlich sollte ein adaquates Fltterungs-
regime fur die Induktion der NASH beschrieben werden, das die Transplantation von

humanen hepatozytér differenzierten Zellen zulasst.

In der zweiten publizierten Studie ,Human mesenchymal stem cells towards non-
alcoholic steatohepatitis in an immunodeficient mouse model“ in Experimental Cell Re-
search von 2014 sollte die Wirkung von transplantierten humanen hepatozytar diffe-
renzierten Stammzellen auf die NASH analysiert werden. Es sollte geklart werden, ob
die transplantierten MSC einen therapeutischen Nutzen haben und gemessen an spe-
zifischen Markern zur Verbesserung des Krankheitsbildes fihren. Daraus sollten mdg-
liche Mechanismen in Bezug auf die Pathogenese der NASH sowie die Wirkung der

Stammzellen abgeleitet werden.
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3 Publikationsmanuskripte

3.1 A methionine-choline-deficient diet elicits NASH in the immu-
nodeficient mouse featuring a model for hepatic cell transplan-
tation

Sandra Pelz', Peggy Stock®, Sandra Briickner®, Bruno Christ

Department of Medicine |, Martin-Luther University of Halle-Wittenberg, Heinrich-
Damerow-StralRe 1, D-06120 Halle/Saale, Germany

Received 23 July 2011, Revised 12 October 2011, Accepted 5 November 2011, Avail-
able online 13 November 2011

Abstract

Non-alcoholic staetohepatitis (NASH) is associated with fat deposition in the liver favor-
ing inflammatory processes and development of fibrosis, cirrhosis and finally hepato-
cellular cancer. In Western lifestyle countries, NASH has reached a 20% prevalence in
the obese population with escalating tendency in the future. Very often, liver transplan-
tation is the only therapeutic option. Recently, transplantation of hepatocyte-like cells
differentiated from mesenchymal stem cells was suggested a feasible alternative to
whole organ transplantation to ameliorate donor organ shortage. Hence, in the present
work an animal model of NASH was established in immunodeficient mice to investigate
the feasibility of human stem cell-derived hepatocyte-like cell transplantation. NASH
was induced by feeding a methionine/choline-deficient diet (MCD-diet) for up to 5
weeks. Animals developed a fatty liver featuring fibrosis and elevation of the proin-
flammatory markers serum amyloid A (SAA) and tumor necrosis factor alpha (TNFa).
Hepatic triglycerides were significantly increased as well as alanine aminotransferase
demonstrating inflammation-linked hepatocyte damage. Elevation of aSMA mRNA and
collagen | as well as liver architecture deterioation indicated massive fibrosis. Both
short- and long-term post-transplantation human hepatocyte-like cells resided in the
mouse host liver indicating parenchymal penetration and most likely functional en-
graftment. Hence, the NASH model in the immunodeficient mouse is the first to allow
for the assessment of the therapeutic impact of human stem cell-derived hepatocyte
transplantation.

Experimental Cell Research (2012)

Online Resources:

http://ac.els-cdn.com/S0014482711004447/1-s2.0-S0014482711004447-main.pdf?_tid=b6b6d99e-95a3-
11e4-9adc-00000aacb362&acdnat=1420549290 acd70931c199c19e23aac71114b6cdbc

doi:10.1016/j.yexcr.2011.11.005
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3.2 Human mesenchymal stem cells towards non-alcoholic steato-
hepatitis in an immunodeficient mouse model
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Abstract

Non-alcoholic steatohepatitis (NASH) is a frequent clinical picture characterised by
hepatic inflammation, lipid accumulation and fibrosis. When untreated, NASH bears a
high risk of developing liver cirrhosis and consecutive hepatocellular carcinoma requir-
ing liver transplantation in its end-stage. However, donor organ scarcity has prompted
the search for alternatives, of which hepatocyte or stem cell-derived hepatocyte trans-
plantation are regarded auspicious options of treatment. Mesenchymal stem cells
(MSC) are able to differentiate into hepatocyte-like cells and thus may represent an
alternative cell source to primary hepatocytes. In addition these cells feature anti-
inflammatory and pro-regenerative characteristics, which might favour liver recovery
from NASH. The aim of this study was to investigate the potential benefit of hepato-
cyte-like cells derived from human bone marrow MSC in a mouse model of diet-
induced NASH. Seven days post-transplant, human hepatocyte-like cells were found in
the mouse liver parenchyma. Triglyceride depositions were lowered in the liver but re-
stored to normal in the blood. Hepatic inflammation was attenuated as verified by de-
creased expression of the acute phase protein serum amyloid A, inflammation-
associated markers (e.g. lipocalin 2), as well as the pro-inflammatory cytokine TNFa.
Moreover, the proliferation of host hepatocytes that indicate the regenerative capacity
in livers receiving cell transplants was enhanced. Transplantation of MSC-derived hu-
man hepatocyte-like cells corrects NASH in mice by restoring triglyceride depositions,
reducing inflammation and augmenting the regenerative capacity of the liver.

Experimental Cell Research (2014)
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Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit Untersuchungen zur therapeutischen An-
wendung von mesenchymalen Stammzellen (MSC) bei der Nicht-alkoholischen
Steatohepatitis. Die Nicht-alkoholische Steatohepatitis (NASH) ist eine immer haufiger
auftretende chronische Lebererkrankung und wird als eine besonders schwere Form
der Nicht-alkoholischen Fettlebererkrankungen bezeichnet. Unbehandelt kann sich die
NASH weiter zu einer Leberzirrhose und sogar zu einem Hepatozellularen Karzinom
(HCC) entwickeln. Charakteristisch fir die NASH sind massive Fetteinlagerungen
(Steatose) sowie Entziindungsprozesse in der Leber. Weiterhin tritt im Verlauf ein
Funktionsverlust des Organs durch den fibrotischen Umbau des Lebergewebes auf.
Begleiterscheinung sind haufig massives Ubergewicht, Hyperglykamie und Insulinresis-
tenz, typische Symptome eines metabolischen Syndroms. Aus diesem Grund wird
auch bei einer NASH haufig von der Manifestation des metabolischen Syndroms in der
Leber gesprochen. Auf der Suche nach innovativen Therapien bietet der Einsatz adul-
ter mesenchymaler Stammzellen neue Mdglichkeiten. Aufgrund ihrer multiplen

Differenzierungsfahigkeit lassen sie sich beispielsweise in Leberzell-dhnliche Zellen
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differenzieren und stellen somit einen moglichen funktionellen Ersatz fir zu Grunde

gehende Hepatozyten in der Empfangerleber dar.

In den vorliegenden Manuskripten wurde genau diese mdogliche therapeutische An-
wendung der mesenchymalen Stammzellen bei der nahrungsinduzierten NASH in ei-
nem Mausmodell untersucht. Dazu wurde immundefizienten Pfp/Rag2” M&usen bis zu
funf Wochen eine Methionin-Cholin-defiziente Diat (MCD-Diat) gefittert. Untersucht
wurde, wie sich die Diat auf charakteristische Marker der Nicht-alkoholischen
Steatohepatitis in dieser immundefizienten Maus auswirkt. Im Unterschied zum Klini-
schen Erkrankungsbild beim Menschen kam es im Tiermodell zu einer starken Ge-
wichtsreduktion, die auch mit einer Reduktion des Fettgewebes einherging. Dahin-
gegen kam es durch die Diat zur Ausbildung einer massiven Fettleber, verbunden mit
stark erhohten Triglyzeridspiegeln in der Leber. Im Serum nahmen die Triglyzerid-
spiegel ab, da durch den Mangel an Cholin in der MCD-Diat kaum Very Low Densitiy
Lipoproteine mehr aus der Leber ausgeschleust werden konnten und somit in der Le-
ber akkumulierten. Dieser Befund konnte auch dadurch untermauert werden, dass die
Abundanz des mikrosomalen Triglyzeridtransferproteins vermindert war, welches als
Chaperon eine entscheidende Rolle beim VLDL-Zusammenbau spielt. Weiterhin kam
es zu entzindlichen Prozessen in der Leber, was anhand der erhéhten Genexpression
des Akut-Phase Proteins Serum Amyloid A (SAA) und des pro-inflammatorischen Zy-
tokins Tumor Nekrose Faktor a (TNFa) nachgewiesen werden konnte. Die einherge-
hende Leberzellschadigung wurde mit dem Anstieg der Alaninaminotransferase im
Serum belegt. In der Leber traten fibrotische Gewebeverénderungen auf, die sowohl
durch die erhdhte Genexpression des Kollagen Typ | und des aSMA, einem Marker
aktivierter hepatischer Sternzellen, als auch histologisch mittels der Immunfluoreszenz
fur a-smooth muscle actin (aSMA) und der Polarisationsmikroskopie fur Kollagen
Typ I-Fasern nachgewiesen werden konnten. Nach einer Fitterungsdauer von funf
Wochen wurden humane mesenchymalen Stammzellen in die Lebern der Empféanger-
tiere appliziert. Die MSC wurden dafir nach etablierten Protokollen aus Knochenmark
isoliert, 14 Tage hepatogen differenziert und anschlieRend 1x10° Zellen tiber die Milz
transplantiert. 24 Stunden und eine Woche nach der Transplantation wurden die
Lebern entnommen und analysiert. Zu beiden Zeitpunkten konnten transplantierte hu-
mane Zellen im Mausempfangerparenchym mittels des humanspezifischen Antikdrpers
HepParl nachgewiesen werden. Fir die weiteren Analysen wurde der Zeitpunkt eine
Woche nach Transplantation betrachtet. Danach kam es zu einer signifikanten Ver-
ringerung der Genexpression von TNFa und den fibrotischen Markern Kollagen Typ |
und aSMA. Dieser Befund konnte histologisch und mittels Western Blot-Analyse besta-

tigt werden. Weitere Western Blot-Analysen zeigten, dass unter anderem die
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Abundanz des inflammatorischen Akut-Phase Proteins Lipoclain 2 (LCNZ2) unter MCD-
Diat erhoht, nach Zelltransplantation jedoch wieder herunterreguliert war. Diese Ergeb-
nisse lieen den Schluss zu, dass sich die transplantierten MSC anti-inflammatorisch
und anti-fibrotisch auf das Mausempféangerparenchym auswirkten. Zusatzlich kam es
zu einer gesteigerten Proliferation nach Zelltransplantation, was auf einen stimulieren-
den regenerativen Effekt hindeutete. Die Steatose konnte durch eine signifikante Ver-
ringerung des Triglyzeridgehalts der Leber verbessert werden. Konsekutiv normalisier-

ten sich die Triglyzeridspiegel im Serum.

Andere bisher unveroffentlichte Daten zur Wirkung von MSC bei einer weiteren chroni-
schen Leberschadigung, dem alpha-1-Antitrypsinmangel, deuteten auf eine ahnliche
anti-fibrotische Wirkungsweise hin (s. Supplement 3).

Der zu Grunde liegende Wirkungsmechanismus der MSC ist jedoch in beiden Modellen
noch unklar. In Abbildung 4 wird ein moglicher Mechanismus fur die NASH aufgezeigt.
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Abbildung 4: Anti-inflammatorischer Wirkmechanismus der MSC im Modell der nah-
rungsinduzierten NASH in der immundefizienten Maus modifiziert nach [10].

Dabei hemmen die transplantierten MSC (Hepatocyte-like cells, grin in Abb. 4) die
Entstehung der DAMPs, wodurch die TLR-vermittelte Ausschittung pro-

inflammatorischer Zytokine, v.a. TNFa, inhibiert wird. Durch diese anti-
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inflammatorischen Eigenschaften wird im Folgenden die Immunantwort sowie der dar-
aus resultierenden Entziindung und die Steatose reguliert, was zu einer Verbesserung
des Erkrankungszustandes fiihrt. Unterstltzt wird diese Theorie durch vorlaufigen Da-
ten der Proteomanalyse, wobei eine verringerte Abundanz der DAMPs Heparansulfat
und HSP60 (Heat shock protein 60) nach Transplantation im NASH Modell nachgewie-

sen werden konnte.

Zusammenfassend konnte durch die MCD-Diat eine chronische Schadigung der Leber
im Mausmodell induziert werden. Trotz Immundefizienz kam es zur Ausbildung einer
NASH in diesem Modell, was ein Novum darstellt. Aus diesem Grund kann davon aus-
gegangen werden, dass das adaptive Immunsystem nicht zwingend fir die Ausbildung
einer NASH nétig ist. Am entziindlichen Geschehen in der Leber scheinen hauptséch-
lich die Makrophagen beteiligt zu sein. Die Transplantation von humanen mesen-
chymalen Stammzellen im Modell der Nicht-alkoholischen Steatohepatitis wirkte sich
anti-inflammatorisch, anti-fibrotisch und pro-proliferativ auf die Empfangerleber aus.
Diese Umstande, verbunden mit der Abnahme der Triglyzerideinlagerung in der Leber,
wirkten sich therapeutisch nutzbringend auf das Erkrankungsbild der NASH in der
Maus aus. Es ist davon auszugehen, dass die Stammzellen einen parakrinen Einfluss
auf das Empfangerparenchym austiben und somit zur Verbesserung der Erkrankung
beitragen. In Anbetracht der klinischen Situation kénnte zukinftig auf den Einsatz von
mesenchymalen Stammzellen bei der NASH zuriickgegriffen werden. Allerdings bedarf
es noch weiterer Experimente, um den genauen Wirkungsmechanismus der MSC im
chronischen Leberschaden zu untersuchen und somit den klinischen Einsatz zu er-

moglichen.
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5.3 Supplement

Zusammenfassung der genetischen Modelle der NASH

Supplementl:

MODEL
Genetisch Steatose  Inflammation iz Fibrose Ubergewicht _:m..c__z. Adipokine  Dyslipidimie Referenzen
zellschaden resistenz
+ + +TG
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KKAy/a Maus + - - - + + - Adiponectin +TG [3,36.75,76]
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+ .
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PPAR" Maus - - - - - - [5,36]
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Zusammenfassung der nahrungsinduzierten Modelle der

NASH

Supplement 2:

MODEL
Nahrungs- Steatose  Inflammation Leber- Fibrose  Ubergewicht "=“in- Adipokine  Dyslipidimie Ref
induziert zellschaden g resistenz P ylip erenzen
+ + N + - - +/- Adipo- TG
MCD-Diat makro- Lymphozyten, _ perizellular Gewicht Insulin und nectin ) [1,3,36]
vesikular Neutrophile ballooning perivenular Adipositas Glucose -Leptin - Cholesterol
EJ_r_a + Insulin
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Supplement 3: Vorlaufige Daten zur Zelltransplantation bei chronischer Le-
berschadigung durch Alpha-1-Antitrypsinmangel

Sirius red "\

aSMA, 10x

aSMA, 40x

Darstellung des Nachweises von kollagenen Fasern (Sirius red Farbung, rot) und im-
munhistochemischer Nachweise aktivierter hepatischer Sternzellen mittels aSMA
(braun) 7 Tage nach Zelltransplantation im Mausmodell des chronischen Alpha-1-
Antitrypsinmangel in der P1Z-Maus. In der Abbildung wird die Behandlung des Alpha-1-
Antitrypsinmangel ohne (links) und mit (rechts) murinen hepatozytar differenzierten
Stammzellen vergleichen, wobei nach Zelltransplantation (rechts) weniger aktivierte
Sternzellen (braun) und somit weniger kollagene Fasern zu finden waren. Bei den
Nachweisen handelt es sich um Parallelschnitte, wobei die untere Bildreihe (aSMA,
40x) die Ausschnittsvergrof3erungen (weil3er Kasten) der oberen Bildreihen (aSMA,
10x und Sirius red) darstellt.
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