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Wenn du das Leben begreifen willst,
glaube nicht, was man sagt und was man schreibt,
sondern beobachte selbst und denke nach.

Anton Pawlowitsch Tschechow (1860-1904)
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Zusammenfassung

Hintergrund: Patienten mit einer nicht-alkoholischen Steatohepatitis (NASH), welche in enger
Verbindung mit dem metabolischen Syndrom steht, haben ein erhdhtes Risiko an einem hepato-
zellularen Karzinom (HCC) zu erkranken. Das HCC ist das haufigste primére Leberzellkarzinom
mit einer steigenden Inzidenz von 2,7 - 9 pro 100.000 Einwohner in Deutschland. Leberkrebs
ist weltweit der zweithaufigste todesverursachende Krebs mit 788.000 Fallen im Jahr 2015. Um
die Pathomechanismen besser zu verstehen, untersuchten wir in einem Tiermodell die morpho-
logischen, mikrovaskularen und zellularen Aspekte der nicht-alkoholischen Fettlebererkrankung
(NAFLD) und deren Progression.

Methoden: Das NASH-Fibrose-Tumor Modell wurde erstmalig vom Stelic Institut in Japan be-
schrieben. Mannlichen C57BL6/J Mausen wird am 2. postnatalen Tag 200 pg Streptozotocin (STZ)
intraperitoneal injiziert. Ab dem 28. Tag erhalten die Mause eine Hochfettdiat (HFD; 60 kd %). In
der hier prasentierten Studie analysierten wir im NASH-Fibrose-Tumor Modell die Architektur und
Mikrozirkulation der Leber in verschiedenen Krankheitsstadien. Wir untersuchten die Mause im
Alter von 6, 8, 12 und 20 Wochen mit Hilfe der in vivo Fluoreszenzmikroskopie. Die Tiere erhielten
eine intravendse Injektion von Natrium-Fluoreszein, Bisbenzimid und Rhodamin-6G.
Ergebnisse: Wéhrend des gesamten Beobachtungszeitraumes konnten markante Veranderun-
gen und Einschréankungen in der hepatischen Mikrozirkulation beobachtet werden. Sowohl die
sinusoidale Perfusion, als auch die morphologische sinusoidale Dichte nahmen in den STZ/HFD-
behandelten Tieren im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren signifikant ab. Der apoptotische Zell-
tod sowie die Anzahl der in Venolen adhéarierender Leukozyten stieg im Verlauf des Krankheits-
progresses signifikant an. AuBerdem nahm mit der Erkrankungsdauer die venulare BlutflieBge-
schwindigkeit ab, wahrend sich gleichzeitig eine kontinuierliche Zunahme der Durchmesser in den
Venolen zeigte. Dies kdnnte ein Zeichen fiir die Neoangiogenese im Rahmen der Karzinogenese
sein.

Schlussfolgerung: Diese Daten tragen zum besseren Verstandnis der komplexen vaskularen und
zellularen Mechanismen wéahrend der Progression einer Steatose bis zur Entstehung eines HCC
bei.

VI



Einleitung 1

1 Einleitung

Die nicht-alkoholische Fettlebererkrankung (NAFLD) - als multifaktorielle chronische Lebererkran-
kung - ist eine immer prasenter werdende internationale medizinische Herausforderung, mit ho-
her soziobkonomischer Bedeutung. Jeder vierte Mensch auf der Welt hat Schatzungen zufolge
eine NAFLD [Araujo etal., 2018], wobei eine enge Korrelation mit Fettleibigkeit sowie Diabetes
mellitus (DM) beschrieben wird [Younossi etal., 2016]. Hepatische Erkrankungen sind unter den
haufigsten Todesursachen weltweit, mit Leberkrebs als zweithaufigste krebsbezogene Todesursa-
che [WHO, 2015]. Die NAFLD umfasst verschiedene Leber-Abnormalitdten ausgehend von einer
simplen Steatose in frihen Stadien hin zu der nicht-alkoholischen Steatohepatitis (NASH), welche
sich weiter bis zum Endstadium der Erkrankung in Form einer Zirrhose und eines hepatozelluléren
Karzinoms (HCC) entwickeln kann [White et al., 2012]. Meist haben die Patienten keine Symptome
oder zeigen Uber einen langen Zeitraum unspezifische klinische Auspragungen, wie z. B. Mudig-
keit. Daher ist die Diagnose einer NAFLD haufig nicht gestellt, bevor im Rahmen dieser Erkrankun-
gen fortgeschrittene Leberschadigungen auftreten. Obwohl das Vorliegen der Multiple-Hit-Theorie
bereits mehrfach bestatigt wurde [Day und James, 1998; Tilg und Moschen, 2010], sind die pa-
thophysiologischen Prozesse, welche zur Progression der NAFLD beitragen, noch nicht vollstan-
dig geklart. Zahlreiche Tiermodelle werden bereits verwendet, um unterschiedliche Zustédnde der
Leberdegeneration zu untersuchen. Die meisten Tiermodelle spiegeln jedoch nur ein oder zwei
Stadien der NAFLD wider und unterscheiden sich in der Strategie der Krankheitsinduktion sowie
in der Zeit des Auftretens. Nur wenige Modelle reflektieren die NAFLD-Progression von frihen
bis hin zu fortgeschrittenen Stadien. Die NAFLD geht mit pathologischen Veranderungen in der
Leberarchitektur einher, welche letztendlich auch zu Stérungen der Mikrohdmodynamik flhren.
Die Dysfunktion der hepatischen Mikrozirkulation ist ein Schllisselprozess, der die Progredienz
von chronischen Lebererkrankungen férdern kann [Gracia-Sancho etal., 2018]. Es fehlen jedoch
umfassende Untersuchungen der verschiedenen Krankheitszustdnde in Bezug auf die mikrozir-
kulatorischen Veranderungen. Um in Zukunft die NAFLD und ihre Progression verhindern, behan-
deln sowie friihzeitig erkennen zu kdnnen, sind tiefgehende Kenntnisse Uber die pathophysiologi-
schen Mechanismen und mikrohdmodynamischen Verdnderungen in diesem Krankheitsprogress

zwingend notwendig.

1.1 Das Stoffwechselkraftwerk

Die Leber ist das schwerste Organ im menschlichen Kérper; ihr Gewicht betragt etwa 2,5 % des
Kdrpergewichtes, dabei besteht sie zu 80 % aus Leberepithelzellen [Krams et al., 2010]. Dennoch
verbraucht sie nur ca. 20 % der gesamten Sauerstoffzufuhr und verwendet ca. 25 % des Herz-

Zeit-Volumens, was bei einem normalen Herz-Zeit-Volumen in Ruhe von 5 I/min etwa 1,25 I/min
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allein far die Leber sind [Vollmar und Menger, 2009]. Die Leber ist das zentrale Stoffwechselor-
gan und die wichtigste Entgiftungsstation im menschlichen Kérper. Ohne die Leber oder ohne
ihre regelrechte Funktion ware ein Leben nicht méglich. Sie liegt im rechten Oberbauch und gilt
als die gréBte Druse im menschlichen Organismus. Die Leber ist ein wichtiges Bindeglied vielfal-
tiger lebenswichtiger Vorgange im Organismus (Tab. 1), wie z.B. dem Glukose-, Fett-, Vitamin-,
Mineralstoff- und EiweiBmetabolismus. AuBBerdem dient sie auch als Speicherort einiger dieser
Stoffe und produziert neben zahlreichen anderen Proteinen, die fir den Kérper lebenswichtigen
Gerinnungsfaktoren (Tab. 1) sowie das C-reaktive Protein (CRP), welches bei Entziindungsvor-
gangen eine grof3e Rolle spielt. Viele Medikamente und Gifte, wie z.B. Paracetamol und Alkohol,
werden Uber die Leber abgebaut bzw. verstoffwechselt. Das Organ verteilt die vom Darm auf-
genommenen und von der Pfortader zur Leber transportierten Nahrstoffe an den Kérper. Sie ist
auBerdem in der Lage das fur den Aminosauremetabolismus notwendige, aber giftige Ammoniak
in wasserléslichen und ungiftigen Harnstoff umzuwandeln (Tab. 1), welcher nachfolgend ausge-
schieden werden kann. Desweiteren produziert sie Gallenflissigkeit, die fir die Verdauung von
Fett, Aufnahme von den Vitaminen E, D, K und A sowie als Ausscheidungsstoff notwendig ist. Die
Aspartat-Aminotransferase (AST) und Alanin-Aminotransferase (ALT), sowie die Glutamatdehy-
drogenase (GLDH) sind Enzyme, welche als Katalysatoren fiir bestimmte Stoffwechselprozesse
eine wichtige Rolle spielen. Ihre Konzentration ist in der Leber, im Herzen als auch im Muskel
sehr hoch, wodurch im Rahmen von diagnostischen Methoden verschiedener Krankheiten ihre
Aktivitat bestimmt werden kann. AST kommt im Herzen, in der quergestreiften Muskulatur und in
der Leber vor, wahrend ALT und GLDH leberspezifische Enzyme sind [Herold, 2017]. Bei leichten
Leberschadigungen kann es durch Permeabilitdtsverlust der Zellmembranen zur Freisetzung von
AST und ALT in die Blutbahn kommen und somit zu einem Anstieg der Laborparameter fihren.
Ein Abfall dieser Werte im Blut kann ein Regenerationszeichen sein, es kann aber auch im Rah-
men eines beginnenden Leberversagens durch den Untergang von Hepatozyten in Erscheinung
treten. Bei der GLDH kommt es im Gegensatz zu den Aminotransferasen erst zu einer Steigerung
der Aktivitat im Blut, sobald die parenchymatdsen Zellen der Leber komplett zerstdrt sind.
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Bildung von:

Glukose

Aminosauren

Ketonkorper

Cholesterin

Proteine (Albumin, Gerrinungsfaktoren, etc.)
Gallenflussigkeit

Speicherung von:

Glukose in Form von Glykogen
Fett

Vitaminen

Abbau/Entgiftung von:

geschadigten und alten Erythrozyten
Bilirubin (Abbauprodukt des Hamoglobins)
Ammoniak

Steroidhormonen

Alkohol

Medikamente

Tabelle 1 Zusammenfassung der wichtigsten Aufgaben der Leber, modifiziert nach Berufsverband Deut-
scher Internisten e.V.

Die Leber wird in zwei Lappen unterteilt. Der Franzose Claude Couinaud beschrieb 1957 erst-
mals durch Zuflisse der Vena (V.) portae die Lebereinteilung in 8 Segmente, was ein deutlicher
Fortschritt fir die erfolgreiche Leberchirurgie war. Die funktionale Grenze zwischen rechtem und
linkem Leberlappen liegt senkrecht auf Héhe der Gallenblase. Die kleinste Unterteilung der Leber
beinhaltet nach den Leberlappen die Lerberldppchen, welche aus einer Zentralvene, balkenférmig
angeordneten Hepatozyten und den Lebersinusoiden bestehen. An ihren Eckpunkten liegen die
Portalfelder mit dem Glissonschen Dreieck, bestehend aus Arteria (A.) interlobularis, V. interlobu-
laris und einem Gallengang. Das Blut wird vom Portalfeld aus zur Zentralvene geleitet und dabei
entgiftet. Der Gallenfluss lauft in kontrérer Richtung Uber die Gallekanalchen in Richtung der Por-
talfelder. Eine besondere Eigenschaft der Leber ist die gleichzeitige arterielle sowie portal-venése
GeféaBversorgung [Abshagen, 2008]. Das vendse und néhrstoffreiche Blut gelangt von den unpaa-
ren Bauchorganen (ber die Pfortader (V. portae) zu den terminalen Strombahnen in der Leber,
den Sinusoiden. Danach fiihren sie das vendse Blut (iber die groBen Aste der V. hepatica in die
V. cava. Das mit Sauerstoff angereicherte Blut erhélt die Leber Uber die Leberarterie (A. hepatica
propria), einer Fortsetzung von der A. hepatica communis, welche aus einem Abgang des Trun-
cus coeliacus entsteht [Lillmann-Rauch und Paulsen, 2012]. Die Pfortader und die Leberarterie
munden an der Leberpforte, wo der Gallengang die Leber verlasst. Neben der GefalBversorgung
spielen in der Leber die hohe Dichte an Kupffer-Zellen, das spezialisierte GefaBbett mit den Le-
bersinusoiden und das diskontinuierliche Endothel eine entscheidende Rolle [Oda etal., 2006].
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Das Endstromgebiet der Leber mit den Arteriolen, Sinusoiden und Venolen ist eines der gréBten
im Menschen, deren Einzeldurchmesser nur 30-50 um betragt [Oda et al., 2003]. Das Lebergewe-
be wird zu 80 % aus parenchymatdsen Zellen - den Hepatozyten - gebildet, der Rest bildet sich
aus den nicht-parenchymatdsen Zellen [Krams etal., 2010]. Die Hepatozyten sind zustandig fur
Entgiftungsvorgéange, der Synthese von Fettsduren und Gallensauren sowie der Proteinsynthese.
Zu den nicht-parenchymatdsen Zellen werden Gallengangsepithelzellen, Endothelzellen, Kupffer-
Zellen, und hepatische Sternzellen (HSC; Englisch: hepatic stellate cells) gezahlt. Die Endothel-
zellen kleiden die Innenseite der Blutgefé3e aus und sorgen fir eine diskontinuierliche Verbindung
zwischen Blutgefa3 und Extravasalraum, wodurch leichter freie und flissige Partikel vom Gefai-
lumen zu den Hepatozyten gelangen kénnen [Aird, 2007]. Wie schon von Abshagen [2008] dar-
gestellt wurde, bezieht sich die entscheidende Funktion der leberspezifischen Sinusoide auf den
ausflhrlichen Stoff- und Gasaustausch, wodurch die nutritive Perfusion des Organs gewahrleistet
wird. Die Kupffer-Zellen sind spezialisierte hepatische Gewebsmakrophagen, die aus Monozyten
entstehen, welche sich an der sinusoidalen Innenwand befinden [Lillmann-Rauch und Paulsen,
2012]. Die im Spaltraum zwischen Endothelzellen und Hepatozyten lokalisierten HSC speichern
Vitamin A und sind an der Synthese der Extrazellularmatrix (EZM) beteiligt.

Es gibt eine Reihe von akuten und chronischen Lebererkrankungen, welche u. a. durch Alko-
holmissbrauch, Infektionen, immunologische Erkrankungen, Vererbung, Traumata, Medikamente,
Gifte, metabolische Erkrankungen oder durch fettreiche Erndhrung und Bewegunsmangel in Er-
scheinung treten kénnen. Zu den haufigsten Ursachen einer Entziindung der Leber (Hepatitis)
gehdren noch vor der viralen Pathogenese, die Ausbildung einer Fettleber durch Ubergewicht,
Stoffwechselerkrankungen (wie z.B. DM) oder Alkoholabusus [Deutsche-Leberstiftung, 2016].

1.2 Metabolisches Syndrom

Das metabolische Syndrom ist eine Kombination von vernetzten physiologischen, biochemischen,
klinischen und metabolischen Faktoren. Klinische Manifestationen dieser Stoffwechselkrankheit
sind abdominelle Adipositas, gestérter Fettstoffwechsel, Bluthochdruck sowie eine gestérte Glu-
kosetoleranz.

Die Grundzlge dieser Erkrankung wurden 1989 mit dem Begriff des tédlichen Quartetts durch
Kaplan gepragt [Kaplan, 1989]. Die aktuelle Definition der International Diabetes Federation (IDF)
von 2007 verlangt neben der viszeralen Adipositas mit einem erhdhten Taillenumfang mindes-
tens zwei der folgenden Veranderungen (Tab. 2): Triglyzeride 1, High Density Lipoprotein (HDL)-
Cholesterin-Werte |, Blutdruck-Werte > 130/85 mmHg und Nichtern-Plasmaglukose-Werte 7
oder ein diagnostizierter DM Typ 2. Einige der pathophysiologischen Schllisselprozesse im Rah-
men dieses Syndroms, welche die enge Assoziation zur NAFLD verdeutlichen, sind ein chro-

nischer Entziindungszustand, Insulinresistenz, endotheliale Dysfunktion und eine Uberschie3en-



Einleitung 5

de Anhaufung freier Fettsduren [Miles und Jensen, 2005; Wong etal., 2015]. Das metabolische
Syndrom kann durch Ubererndhrung, Bewegungsmangel oder kérperliche Inaktivitat, chronischen
Stress, Nikotinkonsum, erhéhte Kochsalzzufuhr und auch durch genetische Faktoren in Erschei-
nung treten. Die ungesunden Lebens- und Erndhrungsgewohnheiten als Folge der Industrialisie-
rung gehdren zu den wichtigsten Faktoren, die das metabolische Syndrom zu einem sehr wichti-
gen alltaglichen Problem der heutigen Medizin machen. Das Vorhandensein eines metabolischen
Syndroms erhéht das Risiko fur kardiovaskulare Morbiditat und Mortalitéat, fir DM Typ 2 sowie fir

chronische Lebererkrankungen und deren Progression zum HCC.

Taillenumfang Manner: 294 cm
Frauen: >80 cm
und mindestens 2 der folgenden 4 Faktoren: .| |
Niichternblutzuckerwert > 100 mg/dl (> 5,6 mmol/l)
oder Diabetes mellitus
Serum-Triglyceride > 150 mg/dl (> 1,7 mmol/l)
oder medikamentése Behandlung
HDL-Cholesterol Manner: <40 mg/dl (< 1,03 mmol/l)
Frauen: < 50 mg/dl (< 1,29 mmol/l)
oder medikamentdse Behandlung
Bluthochdruck systolisch: > 130 mmHg
diastolisch: = 80 mmHg

oder Antihypertensiva

Tabelle 2 Definition des Metabolischen Syndroms, modifiziert nach der IDF (2007).

Die Pravalenz des metabolischen Syndroms in der Weltbevdélkerung ist abhangig vom Geschlecht
und variiert bei Mannern zwischen 8 und 43 %, bei Frauen zwischen 7 und 56 % [Cameron et al.,
2004]. Im Zeitraum zwischen dem 20. und dem 60. Lebensjahr [Park etal., 2003] sowie bei Frau-
en in der Postmenopause [Ponholzer etal., 2007] konnte ein Anstieg der Pravalenz festgestellt

werden.

1.3 Nicht-alkoholische Fettlebererkrankung

Die NAFLD, welche oft als hepatische Manifestation des metabolischen Syndroms angesehen
wird, ist mit steigenden Inzidenzen eine der haufigsten Ursachen einer chronischen Lebererkran-
kung in der westlichen Welt [Calzadilla Bertot und Adams, 2016; Younossi etal., 2011]. Bei einer
alkoholischen Fettlebererkrankung (AFLD) ist zur Abgrenzung ein Alkoholkonsum von > 20 g Al-
kohol/Tag bei Frauen und von > 60 g Alkohol/Tag bei Mannern fir die Diagnosestellung notwendig
[Krams etal., 2010]. Durch steigenden Bewegungsmangel, sowie fett- und kohlenhydratreiche Er-
ndhrung haben in den westlichen Industrienationen bis zu 30 % der erwachsenen Bevoélkerung
eine NAFLD [Herold, 2017].
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Die NAFLD umfasst vier Stadien:

1. Nicht-alkoholische Fettleber (Steatose)

2. Nicht-alkoholische Steatohepatitis (NASH, Nicht-alkoholische Fettleberentziindung)
3. Fibrose

4. Zirrhose (Fettzirrhose)

Das erste Stadium, die Steatose, zeichnet sich durch Fetteinlagerungen in die Hepatozyten aus.
Im Rahmen der Fetteinlagerung kommt es auch zu einer makroskopischen Gréf3enveranderung
der Leber (Abb. 1, Steatose). Es werden drei Schweregrade anhand der betroffenen Hepatozyten
unterschieden: mild, maBig und schwer. Das zweite Stadium ist die NASH, hier kommt es zu einer
Entzindung und somit zu einem Zellschaden. Dieser zeichnet sich durch mikrovesikulare Verfet-
tung, Ballonierung der Hepatozyten und Zelltod aus. AuBerdem kdnnen sich entzliindliche Zell-
infiltrate bilden, welche mit klassischen Zeichen einer lokalen Inflammation einhergehen (Abb. 1,
NASH). Das dritte Stadium, die Fibrose, zeigt Narbenbildungen ohne den Verlust der regelrechten
Leberfunktion. Bis zu diesem Stadium ist die hepatische Degeneration noch reversibel. Das vierte
Stadium ist die Leberzirrhose, welche in der Literatur auch als Endstadium der Fibrose bezeich-
net wird. Sie ist begleitet von einem irreversiblen Untergang der Hepatozyten und einem Verlust
der Leberarchitektur. Zuséatzlich tritt aufgrund des Gewebeuntergangs eine makroskopische Ver-
kleinerung der Leber auf, man spricht umgangssprachlich von einer ”Schrumpfleber” (Abb. 1,
Zirrhose). Es wurde von Ascha et al. auch die Méglichkeit eines direkten Ubergangs von einer
Steatose in eine Zirrhose beschrieben [Ascha etal., 2010]. Die globale Pravalenz der NAFLD liegt
bei etwa 25 % mit den héchsten Werten in Ost- und Stidamerika gefolgt von Asien, den USA und
Europa [Younossi etal., 2016].

Nichtalkoholische Fettlebererkrankung (NAFLD) J

TP

gesunde Leber Steatose NASH Fibrose Zirrhose

A
5 _7 = Inflammation
]

Abbildung 1 Schaubild der Leberdegeneration, modifiziert nach Atlas of Science (2018;
htips://atlasofscience.org). Im Verlauf der NAFLD kann es zu folgender Progression kommen: Aus einer
gesunden Leber kann sich durch Fetteinlagerung eine Steatose entwickeln. Infolge weiterer Entzlindungs-
vorgange kann sich eine NASH, durch Progress eine Fibrose und letzendlich eine Zirrhose entwickeln. In
dem Endstadium der NAFLD ist das Risiko der Bildung eines HCC erhdht. Verdeutlicht werden hier auch
die Veranderungen der LebergréBe: in den friheren Stadien kann die Leber abhangig von der Fettein-
lagerung an GréBe zunehmen, wobei sie in den Endstadien aufgrund des Gewebeuntergangs und des
Funktionsverlustes eher schrumpft.



Einleitung 7

Zu den Risikofaktoren fiir die Ausbildung einer NAFLD (Tab. 3) gehéren u. a. neben dem Alter, ein
erhéhter Body-Mass-Index (BMI), Bewegungsmangel, Bluthochdruck, genetische Pradisposition,
erhdhte Kalorienzufuhr, fettreiche Erndhrung sowie Insulinresistenz [Prashanth et al., 2009; Singh

etal., 2015]. Eine umfassende Auflistung der Risikofaktoren ist in Tab. 3 dargestellt.

Risikofaktoren fiir die NAFLD

Insulinresistenz bzw. Diabetes mellitus
Metabolisches Syndrom
(insbesondere abdominelle) Adipositas
Bewegungsmangel

Bluthochdruck

erhohte Kalorienzufuhr

reichhaltiger Fleischkonsum

fettreiche Erndhrung
Fettstoffwechselstérung

Obstruktives Schlafapnoe-Syndrom
genetische Pradisposition

mannliches Geschlecht

steigendes Alter

Tabelle 3 Risikofaktoren der NAFLD, modifiziert nach Prashanth etal. [2009]; Singh et al. [2015].

Bei Patienten mit positivem Risikoprofil liegt die Pravalenz fir eine NAFLD zwischen 70 und 90 %
[Williams etal., 2011]. Die Klinik dieser Erkrankung ist haufig unspezifisch und asymptomatisch.
Es kann zu Mldigkeit und Druckgefihl im rechten Epigastrium kommen, jedoch hat die Mehrheit
der Patienten zur Diagnosestellung keine Beschwerden. In der klinischen Untersuchung kann sich
eine zentrale Fettleibigkeit und eine Hepatomegalie zeigen. Pathologisch erhéhte Werte der ALT
bzw. der AST, als auch die Ultraschalluntersuchung kénnen Hinweise auf eine Leberverfettung
geben. Kélsch etal. [2015] fanden jedoch heraus, dass trotz einer ausgepragten Lebererkrankung
oder eines metabolischen Risikoprofils die Transaminasen im Normbereich sein kénnen. Auch
initial erhéhte Werte sind bei Ausbildung einer NASH teilweise wieder normalisiert [Fracanzani
etal., 2008]. Die Ultraschalluntersuchung ist eine einfache, schnell verfligbare, strahlenfreie, si-
chere und auch ginstige Methode zur Detektion einer Fettlebererkrankung. Die Sensitivitat, eine
hepatische Steatose zu detektieren, liegt zwischen 60 und 94 %, die Spezifitat zwischen 84 und 95
% [Joseph etal., 1991; Singh etal., 2013]. Jedoch hat die Ultraschalluntersuchung ihre Grenzen
bei der Unterscheidung bzw. Differenzierung zwischen den milderen NAFLD-Formen und einer
Steatose [Saadeh etal., 2002]. Die Zeichen fir eine Fettleber sind erhdhte Echogenitat, Verlust
der Schallenergie, Abrundung der Leberrédnder sowie stumpfere Randwinkel [Singh etal., 2013].
Die Leberbiopsie ist als invasive Diagnostikmethode trotz hdherem Aufwand und Komplikations-
potenzial [Ratziu et al., 2005] die beste Methode zur Diagnose und zum Staging der NAFLD. 2008
wurde ein histologisches Scoring-System etabliert, welches zur Beurteilung der NAFLD-Aktivitat
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und dem Grad der Fibrosierung dient [Nobili etal., 2008]. In diese Bewertung gehen jeweils Zah-
lenwerte der Steatose, der lobularen Inflammation und des Hepatozyten-Ballooning ein.

Die Therapie der NAFLD und der NASH beschrankt sich zur Zeit auf Lebensstilanderung [Eckard
etal., 2013], Ernahrungsumstellung und Bewegungssteigerung mit Gewichtsabnahme [Younossi
etal.,, 2011] oder der Therapie einer méglichen zugrundeliegenden Erkrankung. Es wurde ge-
zeigt, dass sportliches Training nur auf hohem Intensitatslevel einen Einfluss auf metabolische
Parameter und die hepatische Fetteinlagerung hat [Oh etal., 2015]. Eine weitere Therapieoption
fur stark Ubergewichtige Patienten, welche erfolglos versuchen abzunehmen, ist die bariatrische
Chirurgie. Hier zeigt sich eine Verbesserung und sogar eine Umkehr der Fettlebererkrankung oder
der Fibrose nach dem chirurgischem Eingriff [Mathurin etal., 2009; Taitano etal., 2015]. Bei fort-
geschrittener Zirrhose besteht nur noch die Méglichkeit einer Leber- oder Teillebertransplantation
sowie einer Splitlebertransplantation. Aufgrund der Organmangelsituation ist die Warteliste jedoch
sehr lang. Derzeit warten allein in Deutschland mehr als 10.000 Patienten auf eine Spenderleber.
Im Jahr 2016 wurden 888 Lebertransplantationen durchgefiihrt [Deutsche Stiftung Organtrans-
plantation, 2016], was einen Anteil von nur etwa 9 % der Patienten auf der Warteliste entspricht.

1.3.1 Pathogenese der NAFLD

Die Pathophysiologie der NAFLD ist durch eine Reihe von Mechanismen gekennzeichnet. Die
Grundlage hierfiir sind u. a. oxidativer Stress, Anh&ufung von Triglyceriden und freien Fettséu-
ren, Umbau von Extrazelluldrmatrix sowie Freisetzung von Endotoxinen und durch Makropha-
gen und Adipozyten produzierte Zytokine [Day, 2010]. Initial l1&sst sich eine Akkumulation von
ektopem Fettgewebe feststellen (Abb. 2), was mit einer erhdhten Sekretion von Zytokinen und
leberspezifischen Hepatokinen [Kantartzis etal., 2010], erhéhter Glukoneogenese, verminderter
Glykogensynthese sowie einer Unterdriickung von Insulin-Signalwegen verbunden ist [Samuel
etal., 2004]. Es besteht eine enge Verbindung zwischen dem Fettgewebe und dem Lebermeta-
bolismus, denn nahezu zwei Drittel der freien Fettsauren fiir die Triglyceridsynthese in der Leber
stammen aus Adipozyten [Barrows und Parks, 2006]. Durch die erhdhte Fettsdureablagerung im
freien Fettgewebe bildet sich zuerst eine ortsstandige und daraufhin eine hepatische Insulinre-
sistenz [Svedberg etal., 1990; Wiesenthal etal., 1999]. Bei der Mehrheit der Patienten mit einer
NAFLD entwickelt sich eine Insulinresistenz im Fettgewebe, unabhangig davon, ob die Patienten
adip6s sind oder nicht [Bugianesi etal., 2005]. Infolgedessen zeigt sich auch eine progressive
Verschlechterung der Plasmatriglycerid-Werte, des HDL-Cholesterol-Levels, der hepatischen In-
sulinresistenz und der Leberfibrose [Lomonaco etal., 2012]. Die dadurch erhéhte Konzentration
von Insulin und Glukagon vermittelt zun&chst eine verstarkte Freisetzung von freien Fettsauren
aus Adipozyten und Muskelzellen, welche die Leber aufnimmt. Diese erhdhten Fettsdurespiegel
zeigen negative Effekte, welche durch Lipotoxizitat ndher bezeichnet werden. Die hepatische In-

sulinresistenz wird verstarkt und es werden Metabolite produziert, welche zu einer Dysfunktion
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im Mitochondrium und im endoplasmatischen Retikulum flihren [Feldstein etal., 2004; Wei et al.,
2007]. Hierdurch werden weitere inflammatorische Kaskaden aktiviert, welche zur Aktivierung der
HSC beitragen (Abb. 2, Aktivierung hepatischer Sternzellen). Die Hepatozyten spielen ebenso ei-
ne wichtige Rolle bei der hepatischen Degeneration. Im Rahmen der NAFLD kommt es zur geziel-
ten Apoptose dieser Zellen oder zur Einschréankung ihrer Regeneration. Geschadigte Hepatozyten
sind fahig Sauerstoffradikale zu bilden, pro-fiorogene Mediatoren auszuschitten und HSC zu ak-
tivieren [Canbay etal., 2004]. Durch Umwandlung in kontraktile Myofibroblasten-ahnliche Zellen
fordern die HSC durch UberschieBende Bildung von Wachstumsfaktoren die Fibrogenese, was zu
Stérungen und Resistenzbildungen in der Mikrovaskulatur fihrt [Puche etal., 2011]. So stellen sie
einen wichtigen Pfeiler fir die Bildung bzw. die Progression einer Leberfibrose dar [Wandzioch
etal., 2004]. AuBerdem spielt die Aktivierung der Kupffer-Zellen eine zentrale Rolle in der hepati-
schen Degeneration; sie kobnnen Einfluss nehmen auf die Inflammation, die Aktivierung der HSC
und die Schadigung der Hepatozyten (Abb. 2, Kupffer-Zellen). Diese Zellen sind leberspezifische
Gewebsmakrophagen, die sich aus Monozyten entwickeln und die Progredienz einer Fettleberde-
generation unterstitzen. Experimentelle Studien zeigten, dass durch eine verminderte Anzahl von
Kupffer-Zellen die Bildung einer hepatischen Steatose und Inflammation verhindert werden konnte
[Huang etal., 2010]. Es gibt zwei Typen von Makrophagen (M1 und M2), M1-Makrophagen haben
eher pro-inflammatorische Eigenschaften, wahrend M2-Makrophagen anti-inflammatorisches Po-
tenzial besitzen [Lumeng etal., 2006]. Durch Aktivierung der Kupffer-Zellen kdnnen verschiedene
Entzindungsmediatoren ausgeschittet werden, welche die Bildung und die Progression einer
NAFLD férdern kénnen [Duval etal., 2010]. Freie Fettsduren und Lipopolysaccharide kénnen die
Kupffer-Zellen Gber Toll-like-Rezeptoren (TLR) der Klasse 2 und 4 aktivieren, wodurch u. a. die
Produktion von Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-a und IL (Interleukin) 1-B stimuliert wird [Stienstra
etal., 2010]. Als Folge wird die Expression von bestimmten Peroxisomen-Proliferator-aktivierten
Rezeptoren (PPAR) reduziert, woraus eine verminderte B-Oxidation und Ketonkdrpersynthese re-
sultiert. Studien haben gezeigt, dass die Aktivierung von PPAR-a eine steatotische Leberdege-
neration reduziert [Stienstra etal., 2010]. Die Unterdriickung der Expression von PPAR-a kann
somit die Progression einer Fettlebererkrankung férdern. TNF-a ist ein pleiotropes Zytokin, wel-
ches verschiedene Signalwege aktivieren kann. Hierzu z&hlt die Aktivierung der hepatozelluléren
Apoptose und der HSC sowie die Zunahme inflammatorischer Zellen [Ruan und Lodish, 2003].
Studien zeigten einen Zusammenhang zwischen dem Progress der NAFLD bzw. der Insulinre-
sistenz und einer erhéhten TNF-a-Aktivitat [Uysal etal., 1998]. Die sinusoidalen Endothelzellen
bilden das strukturelle Gerust flir die Fenestrierung der Endotheloberflache, damit die von den
Hepatozyten produzierten Metabolite ungehindert in die Blutbahn gelangen kénnen [Lillmann-
Rauch und Paulsen, 2012]. Studien bewiesen, dass auch sinusoidale Endothelzellen den Prozess
der Fibrosierung und damit die Progression der NAFLD férdern kénnen, indem sie Uber Zytoki-
ne die HSC aktivieren [Marvie etal., 2010]. Aktuelle Studien zeigten zusatzlich, dass auch das
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intestinale Mikrobiom, die Gesamtheit aller Mikroorganismen im Magen-Darm-Trakt, einen nicht
unerheblichen Einfluss auf die Entstehung und Progredienz der NAFLD [Mouzaki etal., 2013;
Raman etal., 2013] sowie die Entstehung eines HCC hat [Yoshimoto etal., 2013].
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Abbildung 2 Schaubild der Pathophysiologie, modifiziert nach Rinella [2015]. Die Akkumulation von
ektopem Fettgewebe erzeugt Stérungen im hepatischen Lipid- und Glukose-Metabolismus, welche auch zu
tbermaBiger Erhéhung der hepatischen Fettspeicher fihren. Es werden pro-inflammatorische Mediatoren
gebildet, welche die Progression der NAFLD im Rahmen von Entziindungskaskaden férdern. Entschei-
dende Schllsselprozesse im Rahmen der NAFLD sind die Entstehung der hepatischen Insulinresistenz,
Inflammation und Aktivierung der hepatischen Sternzellen.

1.3.2 Steatose

Die Steatose bezeichnet einen nicht-inflammatorischen Zustand der Leber, bei dem es zu einer
UbermaBigen Akkumulation von Triglyceriden in Hepatozyten kommt, resultierend aus einem Un-
gleichgewicht zwischen Synthese und Verbrauch. Man spricht von einer Fettleber, wenn der Fett-
gehalt der Leber mehr als 5 % des Lebergewichtes betragt [Krams etal., 2010]. Anhand der S2k-
Leitlinie fUr nicht-alkoholische Fettlebererkrankungen der deutschen Gesellschaft fir Gastroente-
rologie von 2015 werden drei Schweregrade der Steatose differenziert: geringgradige - (weniger

als ein Drittel der Hepatozyten betroffen), mittelgradige - (zwei Drittel der Hepatozyten betroffen),
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und eine hochgradige Steatose (mehr als zwei Drittel der Hepatozyten betroffen). Makroskopisch
sieht man eine vergréBerte, gelblich veranderte Leber mit glatter Oberflache (Abb. 1, Steatose).
Veranderungen bzw. eine Hemmung der Insulin-Signalkaskade innerhalb des Fett- und Leberge-
webes sind weitere sehr friihe Zeichen dieser Leberdegeneration [Anstee etal., 2013]. Ferreira
etal. [2011] konnten zeigen, dass es einen engen Zusammenhang zwischen dem Grad der In-
sulinresistenz und dem Schweregrad der NAFLD gibt. Mit steigender Inzidenz von Fettleibigkeit
sowie DM Typ 2 kommt es besonders in den industrialisierten Landern zum vermehrten Auftre-
ten dieser Fettlebererkrankung und dessen Progression [Schuppan und Schattenberg, 2013]. In
einer amerikanischen Studie von 2011 mit 400 Fallzahlen und einem mittleren Alter von 55 Jah-
ren wurde eine Pravalenz der Steatose mit 46 % angegeben, dabei zeigten 45 % dieser Patien-
ten eine Fettleibigkeit [Williams etal., 2011]. Die Progression der Steatose verlauft aggressiver
und schneller bei Kindern als bei Erwachsenen [Marin etal., 2016]. Ferner hat die Pravalenz
der NAFLD sowie der Adipositas bei Kindern und Jugendlichen weiter zugenommen [Dunn und
Schwimmer, 2008]. Studien haben belegt, dass der Konsum von Nikotin die Progredienz einer
Steatose vorantreiben kann [Zein etal., 2011]. In etwa einem Drittel kommt es zu einer Progres-
sion der Lebererkrankung und somit zur Bildung einer NASH [Arab etal., 2018]. Das Stadium der
Steatose ist prinzipiell vollkommen reversibel und kann tber mehrere Jahre stagnieren oder erst

nach Jahrzenten progredient verlaufen.

1.3.3 NASH

Durch oxidativen Stress und Bildung toxischer Lipide kann es im weiteren Verlauf zur Dysbalance
zwischen pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen und Schadigung der Hepatozyten kommen
[Neuschwander-Tetri, 2010]. Die chronische lobulére Inflammation ist ein besonderer Schlissel-
prozess im Rahmen einer NASH. Die allgemeinen Kennzeichen der NASH sind Zellsch&den bis
hin zum Zelltod, Inflammation sowie im fortgeschrittenen Zustand die Fibrogenese. Prognosefak-
toren, die in der Klinik fir den Patientenverlauf herangezogen werden kdénnen, sind daher histolo-
gische Nachweise von Entziindungen oder Fibrosierungen in der Leber. Wahrend das Steatose-
Stadium bei der Gberwiegenden Anzahl der NAFLD-Patienten vorkommt, entwickeln nur 5 bis 20
% der Patienten mit einer NAFLD im Verlauf eine NASH [Bataller et al., 2011]. Unter erwachsenen
Patienten in den USA, welche auf eine Lebertransplantation warten, ist die NASH die zweithau-
figste Ursache [Charlton etal., 2011]. Aufgrund steigender Pravalenzen der Risikofaktoren wird
davon ausgegangen, dass die NASH innerhalb der néchsten Dekade die Hauptursache fiir eine
Lebertransplantation sein kdnnte [Siow etal., 2016]. Etwa 20 % der Patienten mit einer NASH

entwickeln im Laufe ihres Lebens eine Zirrhose [Youssef und McCullough, 2002].
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1.3.4 Leberfibrose

In rund 10 bis 20 % der Félle bilden Patienten mit einer NASH eine héhergradige Fibrose aus [Ba-
taller etal., 2011], wodurch der Weg der Progression zu einer Zirrhose geebnet wird. Hier kommt
es zu einer Zunahme des bindegewebigen Anteils der Leber, ohne dass es zu einem weitreichen-
den Funktionsverlust kommt. Durch die Stimulation kollagenproduzierender Zellen (HSC) kommt
es im Rahmen einer Reparation zu einer ungleichmaBigen, UberschieBenden Bindegewebspro-
duktion und damit einer Narbenbildung. Die Fibrose wird in drei unterschiedliche Grade eingeteilt,
morphologische Befunde kénnen periportale Bindegewebsexpansionen und Bildung portoportaler
Septen sein. Dies zeigt sich auch im Rahmen makroskopischer Verdnderungen. Die Leber verliert
die glatte und weiche Erscheinungsform und wird rau, fest und zeigt deutlich narbige Strukturen.
Die Leber erscheint graulich verblasst (Abb. 1, Fibrose).

1.3.5 Leberzirrhose

Das Endstadium der Bindegewebsvermehrung wird als Zirrhose bezeichnet. Die Fibrose ist damit
ein unabdingbarer Wegbereiter der Zirrhose. Die Zirrhose ist neben der NAFLD auch Endzustand
anderer chronisch-progredienter Lebererkrankungen, wie z.B. einer Virushepatitis. Hier kommt es
zu weiteren Kollagenablagerungen im Disse-Raum [Rastogi etal., 2013], zur verstérkten lobula-
reren Inflammation und hepatozellularen Apoptose. Histologische Zeichen der Leberzirrhose sind
eine veranderte GefaBarchitektur, portozentrale Kurzschliisse, enorme Vermehrung des Bindege-
webes zu breiten Septen und Veranderungen der Sinusoid-Endothel-Struktur [Lillmann-Rauch,
2009]. Ab dem Stadium der Zirrhose ist die Leberererkankung im Allgemeinen nicht mehr heilbar
und das betroffene Lebergewebe ist in seiner Funktion stark beeintréchtigt. Durch die ungeordne-
te Proliferation des restlichen Gewebes, welche durch den Verlust der Leberldppchenstruktur und
GefaBarchitektur angetrieben wird, entstehen knotige Veranderungen in Form von spezifischen
Regeneratknoten [Krams etal., 2010]. Makroskopisch kommt es zu einer starken GréBenabnah-
me der Leber, die Oberflache wird hdckrig und die Konsistenz ist derb (Abb. 1, Zirrhose). Typisch
fir dieses Stadium ist die Umwandlung des vitalen Leberparenchyms in narbiges Gewebe bis hin
zum kompletten Umbau der urspringlichen Lappchenarchitektur. Dadurch kommt es zu einem
gestoérten Blutfluss innerhalb der Leber und final zu einer irreversiblen Leberinsuffizienz. In zirrho-
tischen Lebern beobachtet man die Defenestrierung des sinusoidalen Endothels und die Bildung
einer subendothelialen Basalmembran [Mori etal., 1993].

1.3.6 Hepatozelluldres Karzinom

Etwa 90 % der primaren Leberkarzinome sind HCC, die Inzidenz betragt in Europa 3/100.000
Menschen pro Jahr [Krams etal., 2010]. Das Auftreten dieses Tumors ist solitdr oder multilokular,
es zeigt sich ein gelb-weiBlicher Schnittrand. Bei unterschiedlichen Wachstumsmustern sind die



Einleitung 13

Tumorzellen histologisch den Hepatozyten sehr &hnlich und zeigen am haufigsten trabekulare
Anordnungsstrukturen [SolaB und Tannapfel, 2013]. Durch unzureichenden Blutfluss im Inneren
des Tumors kann es zu nekrotischen Veranderungen kommen. HCC wachsen generell langsam,
zeigen aber eine relativ schnelle hdmatogene Metastasierung. Die Bildung eines HCC ist auch
ohne Zirrhose - auf Grundlage einer NASH - mdglich [Wong etal., 2016]. In einigen Fallen wird
sogar der Ubergang in ein HCC vom Anfangsstadium der NAFLD, der Steatose, beschrieben
[Paradis etal., 2009]. Ascha etal. [2010] haben herrausgefunden, dass die Inzidenz ein HCC auf
dem Boden einer NASH-Zirrhose zu bilden bei 2,6 % liegt. Bis zu ein Fiinftel der HCC-Féalle der
westlichen Bevolkerung entstehen auf dem Boden einer NAFLD [Michelotti etal., 2013]. Studien
zeigten weiterhin, dass Fettleibigkeit das Risiko flr die Entstehung eines HCC verdoppeln kann

[Rosmorduc und Fartoux, 2012].

1.4 Klinik fortgeschrittener Lebererkrankungen

Das klinische Erscheinungsbild von Lebererkrankungen im Endstadium ist aufgrund der weitrei-
chenden hepatischen Funktionen vielféltig, aber dennoch spezifisch. Viele Patienten bleiben je-
doch eine lange Zeit klinisch asymptomatisch. Durch die Verlangsamung der Bilirubin-Aufnahme
in die Leber kommt es zur Ablagerung dieser Stoffe in der Haut und in der Sklera des Auges, so-
dass ein lkterus (Gelbfarbung) entsteht (Tab. 4). Durch die Widerstandserh6hung im hepatischen
Stromgebiet ist die Leber im Stande eine portale Hypertension (Pfortaderhochdruck) mit weitrei-
chendem Risikopotenzial auszubilden. Dadurch kann es zur Bildung von portokavalen Anastomo-
sen in Form von Krampfadern (Varizen) im Magen, in der Speiserdhre (Osophagusvarizen), (iber
den rektalen Venenplexus und im Bereich der Nabelvenen (Caput medusae) kommen. Durch Blut-
rickstau entlang der V. lienalis ist eine Milzvenenthrombose mdglich und es kann zu einer Sple-
nomegalie kommen. Aufgrund der hydrostatischen Druckerhéhung im Bauchraum bildet sich ein
Aszites (Tab. 4). Durch den Funktionsverlust der Leber und dem daraus resultierenden Albumin-
mangel kénnen weitere Odeme entstehen und zu einer weiteren Zunahme des Aszites fiihren. Im
Rahmen einer verminderten Syntheseleistung der Gerinnungsfaktoren kommt es auBBerdem zu
einer erhdhten Blutungsneigung. Durch die mangelhafte Entgiftung von Ammoniak kommt es zu
Funktionsstérungen im ZNS (Zentrales Nervensystem). Hier spricht man von einer hepatischen
Enzephalopathie, die mit kognitiven Defiziten, Reizbarkeit, Antriebsstérungen, Ataxien und Be-
wusstseinsstérungen einhergehen kann. Der Verlust vasoaktiver Substanzen vermindert die Per-
fusion der Niere: die potenzielle Bildung eines hepatorenalen Syndroms mit der Gefahr des Nie-
renversagens stellt eine weitere Folge der Lebererkrankung dar. Fir die klinische Untersuchung
im Rahmen der allgemeinen Inspektion von Patienten gibt es eine Reihe bestimmter Merkmale,
die auf fortgeschrittene Lebererkrankungen hinweisen kénnen. Diese Merkmale werden u. a. auch

als Leberhautzeichen beschrieben. Die untersuchenden Arzte sollten bei méglicher Pradisposition
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(Risikofaktoren der NAFLD, Tab. 3) zur Friherkennung oder bei bereits bestehender Lebererkran-

kung zur Verlaufskontrolle auf die in Tabelle 4 genannten Merkmale gesondert achten.

Merkmale fortgeschrittener Lebererkrankungen

Teleangiektasien (insbesondere Spider naevi)
Ikterus

Mundwinkelrhagaden

Lacklippen

Lackzunge

fehlende mannliche Sekundarbehaarung
Gynakomastie

Weillnagel

Palmarerythem

Dupuytren-Kontraktur

Striae

vermehrte Venenzeichnung der Bauchhaut
Hodenatrophie

Aszites

Pruritus

Odeme

Hauteinblutungen

Tabelle 4 Zeichen fortgeschrittener Lebererkrankungen, modifiziert nach [Herold, 2017].

1.5 NASH-Fibrose-Tumor Mausmodell

Im Februar 2013 wurde von Fujii et al. (Stelic Institute & Co., Japan) ein neues Tiermodell (auch
"STAM mice” genannt) beschrieben. Diese Mause zeigen durch fettreiche Erndhrung und erhéhte
Blutzucker-Werte eine Krankheitsprogression von der Steatose Uber die NASH und Fibrose bis hin
zum HCC in einer relativ kurzen Zeitspanne von 20 Wochen [Fujii etal., 2013]. Die M&use bekom-
men am zweiten postnatalen Tag Streptozotozin (STZ) intraperitoneal injiziert, wodurch eine Hy-
perglykdmie induziert wird. Ab dem Alter von 4 Wochen wird mit einer kontinuierlichen Hoch-Fett
Diat (HFD) begonnen. Durch diese Kombination entwickeln die Mause eine progressive NAFLD.
In dieser Studie stellten Fujii etal. [2013] fest, dass die Progression zur NASH der SchlUsselpro-
zess in der Bildung eines HCC auf Grundlage eines DM ist. Durch histologische, makroskopische
und biochemische Analysen gelang es ihnen nachzuweisen, dass es bei allen Untersuchungs-
tieren zur Ausbildung eines HCC kam. Bisher wurde dieses Modell in unterschiedlichen Studien
verwendet, um die Pathophysiologie der NASH, der Tumorgenese [Thomson etal., 2016] sowie
der HCC-Entstehung zu erforschen und mdégliche therapeutische Ansatze zu etablieren [Jojima
etal., 2016; Saito etal., 2015].
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2 Zielstellung

Da die NAFLD eine weit verbreitete Erkrankung des 21. Jahrhunderts ist und die Inzidenz von
Jahr zu Jahr - besonders in den Entwicklungslandern [Kelly etal., 2008] - steigt, ist die Kennt-
nis Uber die genauen pathophysiologischen Mechanismen fur eine frihzeitige Diagnosestellung
und mégliche therapeutische Interventionen notwendig. Ziel dieser Studie war es daher, das
NASH-Fibrose-Tumor Modell zu nutzen, um mikrohdmodynamische und morphologische Veran-
derungen wahrend der Progression der NAFLD umfassend zu analysieren. Unter Verwendung der
Intravitalmikroskopie ist eine genaue in vivo Beobachtung der Mikrozirkulation und Mikrohdmo-
dynamik in den verschiedenen Erkrankungsstadien mdglich. Der Allgemeinzustand, das Gewicht,
der Blutzucker und die Aktivitaten der Leberenzyme wurden zur weiteren Beurteilung bestimmt.
Durch zusétzliche histologische, immunhistochemische sowie laborchemische Analysen sollte die
Progression der NAFLD n&her analysiert und intravitalmikroskopische Untersuchungsergebnisse
verifiziert und vervollstandigt werden.

In dieser Studie konzentrierten wir uns auf folgende Sachverhalte:

1. Welchen Einfluss hat die Fettleberdegeneration auf die hepatische Perfusion?

2. Wie auBern sich die Umbauprozesse im Rahmen einer Fibrose auf die hepatische Mikroha-
modynamik?

3. Welche mikrozirkulatorischen Charakteristika zeigen die einzelnen Erkrankungsstadien der
NAFLD?

4. Gelingt es durch die folgende Studie die mikrovaskularen Prozesse im Rahmen der Pro-

gression einer Fettleber zum HCC besser zu verstehen?

5. Kann mit der folgenden Studie ein neuer Meilenstein fir pharmakologische oder therapeuti-

sche Interventionen gesetzt werden?
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3 Material und Methodik

3.1 Experimentelles Tiermodell

Fir die Studie wurden mannliche C57BL/6J Mause (Charles River Laboratories, Sulzfeld,
Deutschland) verwendet. Alle Tierexperimente wurden vom ”Landesamt fir Landwirtschaft, Le-
bensmittelsicherheit und Fischerei Mecklenburg-Vorpommern” genehmigt (7221.3-1-039/14) und
orientierten sich an den Richtlinien fir die Durchfihrung von Tierversuchen nach § 2 sowie
§ 8 Absatz 1 des Tierschutzgesetzes nach deutscher Rechtsordnung und an der EU-Richtlinie
2010/63/EU. Die Tierversuche wurden am Rudolf-Zenker-Institut fir Experimentelle Chirurgie der
Universitatsmedizin Rostock durchgefihrt. Es wurde das bereits am Institut etablierte NASH-
Fibrose-Tumor Mausmodell, welches 2013 erstmalig von Fuijii et al. beschrieben wurde [Fuijii etal.,
2013], verwendet. Das Modell beinhaltet zwei voneinander unabhéngige Behandlungen, wodurch
es mit einer hohen Inzidenz in einer Zeitspanne von 20 Wochen zu einer progressiven NAFLD
kommt. Durch die intraperitoneale Injektion von 200 ug STZ (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missou-
ri, USA) in 10 ul 0,05 mol Natriumcitrat (pH 4.5; Merck, Darmstadt, Deutschland) am zweiten
postnatalen Tag wird bei den Versuchstieren ein DM induziert. STZ ist ein Zytostatikum, welches
das Pankreas anschwellen lasst und spezifisch degenerativ auf die pankreatischen B-Zellen in
den Langerhansschen-Inseln wirkt [Akbarzadeh etal., 2007]. Da die pankreatischen B-Zellen In-
sulin produzieren, kommt es zu einem Insulinmangel. Als weitere Folge des Insulinmangels wird
Glukose nicht mehr in die Zellen aufgenommen und Glykogen vermehrt abgebaut, es kommt
u. a. zu einer hyperglykdmischen Stoffwechsellage. Ab dem 28. Lebenstag erhielten die M&use
eine kontinuierliche HFD mit einem Fettgehalt von 60 kd % (D12492(1l), Ssniff, Soest, Deutsch-
land). Hierdurch steigt die hepatische Fettakkumulation und es zeigt sich eine erhdhte lobulare
Entzindungsreaktion mit Schaumzellen-Makrophagen und Bildung einer NASH [Fuijii etal., 2013].

3.1.1 Versuchsgruppen

Die Tiere wurden in 5 verschiedene Gruppen eingeteilt. Im Alter von 6, 8, 12 und 20 Wochen
wurden bei STZ/HFD-behandelten Mausen (n = 10-12 pro Zeitpunkt, Abb. 3) sowie gesunden

Kontrolltieren (n = 10) intravitalmikroskopische Untersuchungen der Leber durchgefuhrt.
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Abbildung 3 Experimentelles Tiermodell, modifiziert nach Fujii et al., 2013: Es wurden mannliche
C57BL/6J Méause verwendet, welche am 2. Tag postnatal eine STZ-Injektion erhielten und ab dem 28.
Tag einer hyperkalorischen Erndhrung (HFD) unterzogen wurden. Im weiteren Verlauf entwickelt sich eine
progrediente NAFLD. Eine umfassende intravitalmikroskopische Untersuchung (IVM) der Leber wurde zu
den finalen Untersuchungszeitpunkten 6, 8, 12 und 20 Wochen durchgeflhrt.

3.1.2 Haltung der Tiere

Die Untersuchungstiere wurden zu je maximal 5 Mausen pro Kéafig in einem temperaturiiberwach-
ten Raum (22°C + 2°C) mit einem 12 Stunden Tag-Nacht-Zyklus gehalten. Die Mause hatten
freien Zugang zu Wasser und Futter. Der allgemeine Gesundheitszustand wurde taglich Uber-
prift. Im Rahmen der wéchentlichen Kontrolluntersuchungen wurde der Blutglukose-Wert sowie
das Koérpergewicht bestimmt.

3.2 Chirurgische Praparation
3.2.1 Anasthesie

Die Versuchstiere wurden mittels intraperitonealer Injektion von Ketamin (90 mg/kg) und Xylazin
(7 mg/kg) anasthesiert. Fir die initiale Narkose wurde eine Stammlésung aus Ketamin 10 % (100
mg/ml, Belapharm, Vechta, D) und Xylazin 2 % (20 mg/ml, Rompun, Bayer Healthcare, Leverku-
sen, D) in einer 1 ml Spritze (0,2 ml Xylazin und 0,6 ml Ketamin) hergestellt. Der Maus wurden
0,01 ml pro 10 g Kérpergewicht von der Stammlésung injiziert. Der gleiche Ansatz wurde 1:10 mit
Natriumchlorid (NaCl, Kochsalz) verdinnt und bei Bedarf zur Aufrechterhaltung der Anasthesie
wahrend der mikroskopischen Beobachtung verwendet.

3.2.2 Vorbereitung

Far die intravitalmikroskopische Untersuchung wurden die Versuchstiere zunéchst gewogen und
gewichtsadaptiert anasthesiert (3.2.1. Andsthesie). Nach einer Wartezeit von etwa zehn Minuten
und anschlieBender Uberpriifung der Narkosetiefe wurden die Halsregion, der untere Bauchbe-
reich sowie die Flanken beidseits mit einem Elektrorasierer (Exacta GT415, AESCULAP®, Tuttlin-
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gen, Deutschland; Abb. 4) gro3flachig rasiert (Abb. 5, (a)). Zur Aufrechterhaltung einer konstanten
Kérpertemperatur von 37°C wurden die Mause auf eine Warmeplatte gelegt und mit Hilfe von
Pflasterstreifen fixiert. Die Fixierung erfolgte, um bewegungsabhangige Artefakte wahrend der
Mikroskopie zu reduzieren. Der Kopf wurde in Reklinationsstellung in Vorbereitung auf die Prapa-

ration der V. jugularis ebenfalls fixiert.

Abbildung 4 Materialien fiir die Praparation und Untersuchungsdurchfiihrung. Rasierer (1), stum-
pfe Praparierschere (2), spitze Praparierschere (3), gerade Mikropinzette (4), gebogene Mikropinzette (5),
anatomische Pinzette (6), Wattestdbchen (7), 1 ml-Spritze mit integrierter Kantle 29 G (8), Deckglaser
(9), magnetische Halterungssténder (10) zum Fixieren von Hautlappen sowie Kompressen und 0,9 %-ige
NaCl-Lésung zum Schutz vor Gewebeaustrocknung.

3.2.3 Leberauslagerung

Nach Rasur und Desinfektion wurde zunachst die Haut der rechten Halsseite von kranial nach
kaudal mittels scharfer Praparierschere ca. 2-3 cm inzidiert. Daraufhin erfolgte die stumpfe Prépa-
ration der V. jugularis unter mikroskopischer Sicht mit Hilfe einer gebogenen und einer geraden Mi-
kropinzette (Abb. 4). Fir die Blickfeldvergd3erung wurde ein Stereomikroskop (Leica M651/M655,
Leica Microsystems AG, Heerbrugg, Schweiz) verwendet. Zum Schutz vor Austrocknung der V.
jugularis wurde eine in warme 0,9 %-ige NaCl-Lésung getréankte Kompresse auf die frei prapa-
rierte Stelle gelegt. Im weiteren Verlauf folgte die Mobilisierung der Leber. Hierzu wurde zunéchst
nach Rasur und Desinfektion der unteren Bauch- und beidseitigen Flankenregion eine mediane
Laparotomie (ca. 3-5 cm) und eine quere Unterbauchlaparotomie (ca. 2-4 cm) durchgefthrt. Nun
wurden die Hautlappen, welche die Sicht auf den Situs einschrankten, mit Hilfe von magnetischen
Halterungssténdern seitlich fixiert (Abb. 4, (10); Abb. 5, (b)). Es erfolgte das Aufsuchen und Durch-
trennen der Leberbénder, welche fir die Verbindung des linken Leberlappens mit dem Zwerchfell,
dem rechten Leberlappen als auch dem Magen zustandig sind. Nun wurde der linke Leberlappen
vorsichtig auf eine individuell fir jedes Tier geformte Plattform aus Knetmasse ausgelagert. Die
Leber wurde so rotiert und auf die Plattform ausgelagert, dass die anatomisch dorsale Seite des
linken Leberlappens, welche vorher zum Situs zeigte, mit einem Deckgléaschen (12 mm Durchmes-
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ser) bedeckt werden konnte (Abb. 5, (c)). Fiur die Auslagerung der Leber auf die Plattform wurden
stets feuchte Wattestdbchen verwendet. Der zu untersuchende Leberlappen wurde mit Hilfe der
"No-Touch”-Technik korrekt und in optimaler, mdglichst planer, Position auf die Plattform umgela-
gert. Schadigungen durch Manipulation oder das Eréffnen von GefaBen wahrend der Operation
bzw. der Leberauslagerung waren zu vermeiden, um die hepatische Mikrozirkulation nicht zu be-
eintrachtigen [Abshagen, 2008]. AuBerdem wurden die Ubrigen abdominellen Organe mit Hilfe
einer in warmer 0,9 %-iger NaCl-Lésung getrankten Kompresse abgedeckt und so vor Austrock-
nung und einer méglicherweise veranderten Organdurchblutung geschtzt. Ziel der Auslagerung
aus dem abdominellen Raum war die schonende Fixierung der Leber auf eine plane Ebene und
somit die Minimierung des Rauschens der durch das Zwerchfell entstehenden Atembewegungen.
Wahrend der gesamten Untersuchung wurde die restliche Leber am Zwerchfell aufgestellt und
durch warme 0,9 %-ige NaCl-Lésung vor Austrocknung geschiitzt. Im weiteren Verlauf erfolgte die
intravitalmikroskopische Untersuchung der Leber (Abb. 5, (d)).

(b)

(d)

Abbildung 5 Praparation der Maus fiir die IVM. Zun&chst wurde die Hals-, Bauch- und Flankenregi-
on sorgfaltig rasiert und desinfiziert (a). Danach erfolgte die Erdéffnung der Cavitas abdominalis und die
Fixierung der Hautlappen mittels Magnetstander (b). Im weiteren Verlauf wurde die Leber schonend, in
"No-Touch”-Technik, ausgelagert. Danach erfolgte die Injektion von Farbstoffen in die zuvor freipraparierte
- hier dargestellte - Vena jugularis (c). Nach Injektion verschiedener Farbstoffe erfolgte die intravitalmikro-
skopische Untersuchung (d).
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3.3 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

"Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie ist ein ideales Hilfsmittel zur umfassenden Analyse dyna-
mischer biologischer Interaktionen und komplexer hepatischer Erkrankungsmechanismen, welche
sich durch mikrozirkulatorische und mikrovaskulare Stérungen im Rahmen von Leberpathologien
erkenntlich machen” [Vollmar und Menger, 2009].

Im Jahre 1904 entdeckte August Kdhler als Mitarbeiter bei Carl Zeiss durch Zufall das Fluores-
zenzlicht, indem er ein Mikroskop fir UV-Licht verwendete, als er lediglich die lichtmikroskopische
Auflésungskraft erhdhen wollte. Er konnte das Bild jedoch bis dahin nur fotografisch festhalten und
nicht direkt mit den Augen beobachten [Kéhler, 1904]. Im Jahr 1910 entwickelte Oskar Heimstadt
das erste wirtschaftliche Fluoreszenzmikroskop [Heimstadt, 1911] der Firma Reichert mit Anwen-
dung des kurz zuvor entwickelten Filters flir UV-Licht von Hans Lehmann [Lehmann, 1910]. Ab
1965 entwickelte und veréffentliche der Niederldnder Johann Sebastiaan Ploem an der Universitat
von Amsterdam Arbeiten Gber dichroitische Strahlteiler zur Anregung von UV-, violettem, blauem
und griinem Licht. Damit konnte in Westeuropa erstmals die Anregung Uber das Objektiv geleistet
und die jeweiligen Interferenzfilter manuell gewechselt werden, um z. B. verstarkte Autofluores-
zenz zu verhindern [Gerlach, 2009; Ploem, 1971]. Damit war der wissenschaftliche Grundpfeiler

der heute noch verwendeten Fluoreszenzmikroskope gesetzt.

3.3.1 Grundlagen

Eine entscheidende Rolle in der Progression und Entstehung im Rahmen der NAFLD spielen
die mikrozirkulatorischen Aspekte und die mikrovaskularen Zell-Zell-Interaktionen (Abb. 2, [Day,
2010]). Ein regelrechtes Zusammenspiel von Zellen der hepatischen sinusoidalen Strukturen ist
fir die Verhinderung von Leberkrankheiten essentiell, hierzu gehéren u. a. die Hepatozyten, die
sinusoidalen Endothelzellen und die hepatischen Sternzellen [Tacke und Weiskirchen, 2010].

Im Mittelpunkt dieser Studie stand daher die intravitalmikroskopische Untersuchung der hepati-
schen Mikrozirkulation und Leukozyten-Endothelzell-Interaktion zu verschiedenen Zeitpunkten (6,
8, 12 und 20 Wochen) im NASH-Fibrose-Tumor Modell. Die Mikroskopie an lebendigen Orga-
nismen wird als Intravitalmikroskopie bezeichnet (vom lateinischen: intra vital - im Leben). Das
Fluoreszenzmikroskop ist eine Sonderform des Lichtmikroskops, bei dem die physikalischen Aus-
wirkungen der Emission von Licht durch elektronische Ubergange eine groBe Rolle spielen. Fluo-
reszenz ist die Emission von Licht nach Anregung eines Materials. Bei Anregung von fluoreszie-
renden Stoffen, auch Fluorophore genannt, mit Licht bestimmter Wellenlédnge, emittieren diese
Licht. Bei Praparaten, die von sich aus selbst fluoreszieren, spricht man von Autofluoreszenz oder
Primérfluoreszenz. Dies kann z. B. in Sprossachsen von Samenpflanzen, oder wie im Rahmen

dieser Studie gezeigt wird, bei Vitamin A beobachtet werden [Abshagen etal., 2006]. Daneben
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lasst sich eine im Versuchsaufbau kinstlich erzeugte Fluoreszenz im Préparat durch Verwendung
von Fluorochromen (Farbstoffen) abgrenzen, was als sekundare Fluoreszenz bezeichnet wird. Es
kénnen natirliche oder synthetische Farbstoffe verwendet werden. Der Farbstoff muss sich an ei-
ne Struktur binden oder sich in einem bestimmten Kompartiment anreichern, um seine gewlinsch-
te Wirkung zu erzeugen. Ein Beispiel daflr ist der Fluoreszenzfarbstoff Bisbenzimid, welcher zum
Anfarben von DNA verwendet wird. Er reichert sich in Thymin- und Adenin-reichen Basenpaa-
ren der DNA an, sodass diese stérker sichtbar werden. Durch das abgestrahlte Fluoreszenzlicht
von veranderter Wellenlange wird bei der Fluoreszenzmikroskopie das mikroskopische Bild des
selektiven Gewebekompartiments im Praparat erzeugt. Nach Abgabe von Warme und Licht ist
diese Abstrahlung langwelliger, also energiedrmer, als das Anregungslicht. Dieser Sachverhalt ist
als Stokessches Gesetz bekannt. Es gibt unterschiedliche Interferenzfilter, welche nur Licht be-
stimmter Wellenlangen durchlassen und das Anregungslicht neutralisieren kénnen. In diesen Un-
tersuchungsreihen wurde ein aufrechtes Epifluoreszenzmikroskop verwendet (Abb. 6), welches
mit einer charge-coupled device (CCD, ladungsgekoppeltes Bauelement) Video-Kamera (Abb. 7,
(3)) und mit einem Video-Rekorder verbunden war. Der Anregungsfilter, Strahlteiler und Emissi-
onsfilter waren zu einem Filterblock zusammengefasst (Abb. 7, (2)). Mit dieser Schaltstelle konnte
die IVM fur verschiedene Exzitations- und Emissionswellenlangen genutzt werden. Somit war ei-
ne simultane Darstellung der hepatischen mikrovaskularen Perfusion, zellularen Interaktionen und
immunologischen Reaktionen in der lebendigen Maus im Entstehungs- und Entwicklungsprozess
der chronischen Fettlebererkrankung méglich. Die gesamte in vivo Analyse der Mikrozirkulation
und der Mikrohdmodynamik wurde Uber den Video-Recorder (Abb. 7, (7)) aufgenommen und spa-
ter offline analysiert [Abshagen, 2008].
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Abbildung 6 Grundsatzlicher Aufbau eines Epifluoreszenzmikroskops, modifiziert nach Spektrum
der Wissenschaft (2019; htips:/www.spektrum.de/lexikon/biologie/fluoreszenzmikroskopie/25361.)
Von der Lichtquelle geht Licht in Richtung Objektiv aus und wird vom Anregungsfilter zu einer bestimmten
Wellenlange, welche das Préparat zur Anregung und somit zur Fluoreszenz benétigt, gefiltert. Die durch
den dichromatischen Farbteilerspiegel entstehende Spiegelung des Anregungslichtes zum Objektiv, wel-
ches als Kondensor funktioniert, lasst die Fluoreszenz im Préparat entstehen. Die Fluoreszenz geht Uber
Objektiv und Farbteilerspiegel zum Sperrfilter, welcher das restliche vom Praparat reflektierte Anregungs-
licht eliminiert. Nun ist das vergréBerte Bild auf dem Okular zu sehen und kann beobachtet werden.

3.3.2 Technik

Im Rahmen der intravitalmikroskopischen Video-Fluoreszenzmikroskopie wurden folgende tech-
nische Hilfsmittel verwendet:

- Epifluoreszenzmikroskop: Axiotech® Vario 100, Carl Zeiss, Oberkochen, D

- Belichtungssteuerung: FluoArc N HBO 103, Carl Zeiss, Oberkochen, D

- Lichtquelle: 100 W Gasentladungslampe mit Quecksilberdampffillung

- Okulare: Nr. 455043 W-PI 10 x Mikroskop-Okulare, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, D

- Objektiv fur Detail-Aufnahmen: Wasser-Immersions Objektiv, Achroplan IR,
40 x 0,8 W, Carl Zeiss, Oberkochen, D

- Objektiv fiir Ubersichtsaufnahmen: LUC Plan FLN, 20 x 0,45, Olympus GmbH,
Hamburg, D
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Reflektorfilter: Filter fir UV, violettes, blaues und griines Anregungslicht,

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, D

Video-Kamera: Schwarz-Weif3 - CCD - Kamera, FK 6990/AlQ, Pieper, Berlin, D

Video-Rekorder: DMR-EX99V, Panasonic, Wiesbaden, D

Video-Timer: For.l Video Timer, CINE TV, Berlin, D

Monitor: PM-J20, Ikegami Electronics GmbH, Neuss, D

Abbildung 7 Aufbau des aufrechten Epifluoreszenzmikroskops. Objektiv-Revolver (1), eine Filter-
schaltstelle mit Filterwdrfel fir verschiedene Exzitations- und Emissionswellenldngen (2), das Mikroskop
mit einer CCD-Kamera (3) sowie eine Steuerung der Belichtungseinheit (4). Die CCD-Kamera ist Uber
einen Video-Timer (5) an den Monitor (6) und den Videorecorder (7) angeschlossen.

3.3.3 Bestimmung funktioneller und mikrohamodynamischer Parameter

Unter Verwendung unterschiedlicher Filtersatze im Mikroskop wurden mit Hilfe von Fluoreszenz-
markern verschiedene Parameter zur Bestimmung der Mikrozirkulation und Hadmodynamik be-
stimmt. Nach der Praparation der V. jugularis und der planen Auslagerung der Leber wurde zuerst
mit der intravitalmikroskopischen Darstellung der HSC begonnen. Hierflr nutzt man die Autofluo-
reszenz des in den HSC gespeicherten Vitamin A nach Anregung mit UV-Licht (330 - 380 nm
Wellenlange) [Abshagen et al., 2006]. Danach erfolgte die intravendse Injektion von Rhodamin 6G
(1 umol/kg), Natrium-Fluorescein (2 umol/kg), und Bisbenzimid (10 umol/kg) in die V. jugularis der
Maus.
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Abbildung 8 Verwendete Fluoreszenzfarbstoffe. Rhodamin 6G zur Leukozytendarstellung (1), Natrium-
Fluorescein fiir die Perfusionsanalyse (2) und Bisbenzimid zur Quantifizierung der hepatozellularen Apop-
tose (3).

Die direkte Farbung von Leukozyten mittels Rhodamin 6G (C2gH31N20O3C/; Abb. 8, (1)), einem
Xanthen-Derivat, wird durch die vom Membranpotenzial abhangige Akkumulation des Farbstoffes
in den Mitochondrien der Leukozyten erméglicht. Unter Verwendung von grinem Auflicht (530 -
560 nm) wurde das venulare und sinusoidale Leukozytenverhalten analysiert. Natrium-Fluorescein
(CooH19NaxOs; Abb. 8, (2)) ist ein wasserldsliches Natriumsalz des Xanthen-Farbstoffs Fluores-
cein, welches auch den Namen Uranin tréagt. Nach intravasaler Gabe kommt es durch das fenes-
trierte Leberendothel zur Diffusion von Na-Fluorescein in den Extravasalraum. Dadurch akkumu-
liert dieser Farbstoff in den perizentralen Hepatozyten als auch im Zytoplasma. Unter Verwendung
von blauem Auflicht (450 - 490 nm) lasst sich dieser Gewebekontrast darstellen, d. h. die Sinu-
soide werden als dunkle Bereiche und die Hepatozytenstrange als helle Areale dargestellt. Somit
kann die Perfusion untersucht werden. Mit Hilfe von Bisbenzimid (C27H31Cl3NgO; Abb. 8, (3)) wur-
den unter UV-Epiillumination apoptotische Hepatozyten analysiert, da dieses Fluorochrom DNA
anfarbt. Dieser membran-permeable Farbstoff reichert sich in Thymin-Adenin Regionen der DNA-
Struktur an. Apoptotische Zellkerne lassen sich so durch eine starkere Anfarbung des Zellkerns
aufgrund von Kondensation und Fragmentation des Chromatins im Vergleich zu gesunden Zellen
darstellen. Das computer-assistierte Bildanalyse-Programm Cap-lmage (Cap-Image, Dr. Zeintl,
Heidelberg, Deutschland) wurde fir die quantitative off-line Analyse der Video-Dateien verwen-
det. Dieses Bildanalysesystem gehdrt zu den Standard-Programmen, welche in der Mikrozirku-
lationsforschung benutzt werden. Die Ergebnisse sind daher vergleichbar mit anderen Studien
auf diesem Gebiet. Die verschiedenen Parameter wurden durch Analyse der jeweiligen Video-
sequenzen und Einzelbilder erhoben. Die Gesamtmikroskopiezeit pro Versuchstier betrug ca. 60
bis 90 Minuten. Die Auswertung aller Videobander wurde zeitnah off-line am Computer durchge-
fuhrt. Insbesondere wahrend der mikroskopischen Untersuchung wurde stets berlicksichtigt, die
zu mikroskopierende Stelle wiederholt mit 0,9 %-iger NaCl-L6sung zu umsptlen, um eine Gewe-

bebeeintrachtigung durch warmes, anregendes Auflicht zu unterbinden.
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3.3.3.1 Hepatische Sternzellen

Ein besonderes Merkmal von HSC ist die Speicherung von Vitamin A in Lipidtropfen. HSC lassen
sich nach UV-Epiillumination als helle Spots durch dessen Vitamin A-Autofluoreszenz darstellen
(Abb. 9). Da die Autofluoreszenz nach langerer Anregung mit UV-Licht mit der Zeit abnimmt, war
hier besondere Sorgfalt und zlgiges Arbeiten vonnéten. Flr die quantitative Analyse der HSC
wurden jeweils mindestens 10 zufallig ausgewahlte Gesichtsfelder (GF) fir ungefahr 15 s unter-
sucht. Es wurde die Anzahl an hellen Spots in einer zufallig ausgewahlten Flache gezahlt und als
n/mm? angegeben. Es wurde darauf geachtet, annéhernd gleich groBe Areale zu analysieren.

Abbildung 9 Detektion der hepatischen Sternzellen. Nach UV-Anregung zeigen sich helle Spots, welche
besonders im Bereich der GefaBwande nahe der Endothelzellen lokalisiert sind - dies sind Vitamin A-
autofluoreszierende HSC. In zufallig ausgewabhlten, gleich groBen Flachen wurden die HSC gezahlt und
danach ins Verhéltnis zur Flache gesetzt.

3.3.3.2 Sinusoidale Perfusion

Als eines der gréB3ten sinusoidalen GefaBnetzwerke im menschlichen Kérper sind die hepatischen
Sinusoide dafiir zustandig, Blutdruckschwankungen innerhalb der Leber auszugleichen und fir
einen ungestdrten Blutfluss im hepatischen GefaBbett zu sorgen [Crawford, 2010]. Mittels blauem
Auflicht und dem Fluorochrom Natrium-Fluorescein konnte der Gewebekontrast verstarkt und die
vaskularen Strukturen besser von der Umgebung differenziert werden. Fir die Beurteilung der
sinusoidalen Perfusion wurden jeweils mindestens 10 midzonale GF fiir 25 s untersucht. Bei der
off-line Analyse wurde in einem statischen Bild manuell eine 200 um lange Linie midzonal im rech-
ten Winkel Gber den Verlauf zufallig ausgewahlter Kapillaren gezogen (Abb. 10). Nun wurde mittels
der Video-Aufnahme circa 25 s objektiviert, wieviele von den Sinusoiden, welche die Linie tber-
queren, perfundiert bzw. nicht perfundiert waren. Es wurde daraus die Anzahl der perfundierten
GefaBe von den insgesamt analysierten Geféf3en in % berechnet.
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Abbildung 10 Bestimmung der sinusoidalen Perfusion. Nach Natrium-Fluorescein Gabe wurde der Ge-
webekontrast unter blauem Auflicht verstérkt. Durch manuelles Ziehen einer 200 um langen Linie horizontal
zu den GefaBverlaufen konnte der Anteil perfundierter zu gesamt gesehener sinusoidaler Geféf3e entlang
der Linie bestimmt werden.

3.3.3.3 Sinusoidale Dichte

In den gleichen midzonalen GF wurde die sinusoidale Dichte bestimmt. Dabei wurden die Sinusoi-
de in einer definierten Flache mit Hilfe des oben beschriebenen Auswertungsprogramms manuell

nachgezeichnet (Abb. 11) und automatisch daraus die sinusoidale Dichte in cm/cm? berechnet.

Abbildung 11 Bestimmung der sinusoidalen Dichte. In einer fir das midzonale GF reprasentativen
definierten Flache wurden die nach Kontrastverstarkung mit Natrium-Fluorescein sichtbaren GefaBverlaufe
nachgezeichnet und daraus die sinusoidale Dichte in cm/cm? berechnet.

3.3.3.4 GefaBdurchmesser

Von jeweils mindestens 10 zuféllig ausgewéhlten Venolen und Sinusoiden wurde der Durchmes-
ser in um gemessen. Pro GF wurden mehrere Durchmesser bestimmt und ein Mittelwert gebildet.
Der Durchmesser wurde automatisch durch Zeichnen einer quer zum Gefal3 verlaufenden Linie
mit Einschluss der GefaBrander bestimmt (Abb. 12). Unter Nutzung der unterschiedlichen Kon-
trastrierung von Gefal und Extravasalraum bestimmte das Bildanalyse-Programm durch Zeichnen
weiterer Linien einen Durchmesserwert fir das jeweilige Gefaf.
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Abbildung 12 Bestimmung des GefaBdurchmessers. Durch Zeichnen einer Linie quer zum Gefal wur-
de vom Programm der mittlere Durchmesser durch Erstellung weiterer Linien automatisch bestimmt. Links:
Sinusoide, 20-fache VergréBerung. Rechts: Venolen, 40-fache VergréBerung.

3.3.3.5 Mikrohamodynamik
BlutflieBgeschwindigkeit

Mit Hilfe der Line-Shift-Diagramm-Methode (LSD-Methode), einer halbautomatischen Geschwin-
digkeitsmessmethode von Cap-Image, wurde die BlutflieBgeschwindigkeit vRBC (velocity of red
blood cells, z. Dt. Strdmungsgeschwindigkeit der roten Blutzellen) in um/s sowohl in den Sinusoi-
den als auch in den Venolen bestimmt. Fir diesen Zweck wurde fir etwa 30 s der sinusoidale
und venulare Blutfluss in jeweils mindestens 10 verschiedenen GF aufgenommen. Fir die off-line
Analyse mittels LSD-Methode wurden mehrere der GefaBwand parallel liegende Messlinien in das
Intravasallumen gezeichnet. Nun wurde die Messung der LSD-Methode gestartet und das mit dem
Programm verbundene aufgenommene Videomaterial ebenfalls fir 10 s abgespielt. Im Rahmen
der Messung werden verschiedene Grauwerte innerhalb des GefaBBlumens erfasst und dadurch
ein sog. Line-Shift-Diagramm erzeugt. Fur jede ins Gefal3 gezeichnete Messlinie gibt das Program
einen Streifen aus, in welchem die Grauwerte entlang der Linie in einem x-y-Diagramm (x=Zeit,

=L&nge der jeweiligen Messlinie) dargestellt werden (Abb. 13). Jede sichtbare Zelle, die sich ent-
lang der Messlinie in der Messung bewegt, sorgt fir eine schréage weil3e Linie im Diagramm. Aus
der Steigung der verschiedenen ausgewahlten Linien kann das Programm die Geschwindigkeit
berechnen. Nun wurden diese Messwerte gemittelt und anschlieBend in um/s bestimmt. Diese
Analyse wurde fur Venolen und Sinusoide identisch durchgefiihrt.
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Abbildung 13 Bestimmung der BlutflieBgeschwindigkeit. Mit Hilfe der LSD-Methode konnte die vRBC
bestimmt werden. Es wurden dem Gefal3 parallel liegende Messlinien gezeichnet und die Messung ge-
startet. Daraufhin 6ffnete sich ein Diagramm-Fenster, hier ist x die Zeit und y die L&dnge der Messlinien.
Im Rahmen der Messung werden verschiedene Grauwerte erfasst. Eine schrage Linie ist ein Zeichen fiir
eine Zelle, welche sich entlang der Messlinie in der Aufnahme bewegt hat. Diese Linien kénnen mit dem
Mauszeiger ausgewahlt werden und anhand der Steigung berechnet das Programm die Geschwindigeit.

Volumetrischer Blutfluss und Scherstress

Die an der Innenseite der GefaBwande lokalisierten Endothelzellen sind fahig, Veranderungen der
Wandspannungen und der Scherkrafte durch z. B. Blutdruckédnderungen zu registrieren. Dement-
sprechend kénnen mikrohdmodynamische Prozesse wie die Produktion von Stickstoffmonoxid
(NO) tber die Aktivierung der endotheliale Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS) eingeleitet werden,
um bei Blutdruckschwankungen gegenzuregulieren [Sriram et al., 2016]. Durch strémungsbeding-
te Scherkréfte, welche auf GefaBwénde einwirken, kann also bei intakter Endothelzellfunktion der
GefaBdurchmesser verandert werden.

Der volumetrische Blutfluss VQ (sinusoidal und venular, Formel (3.1)) und der Scherstress t (si-

nusoidal und venular, Formel (3.2)) wurden aus der vRBC und dem GefaB-Radius (r) bestimmt.

VQ = vRBC 7 1 (3.1)

4xn*xVQ
T =
% s

(3.2)
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3.3.3.6 Inflammation
Venuldre Leukozyten-Endothelzell-Interaktion

Zur Beurteilung der venularen Leukozyten-Endothelzell-Interaktion wurden jeweils mindestens 10
zuféllig ausgewdhlte GF fur ungefahr 40 s aufgenommen. FreiflieBende, rollende und adharente
Leukozyten wurden durch Anfarbung mit Rhodamin 6G in einer Videosequenz von ca. 20 s in der
jeweiligen postsinusoidalen Venole manuell gezahlt (Abb. 14). Durch Verwendung des Griinfilters
differenzierten sich deutlich sichtbare weiB3lich geféarbte Zellen. Als rollende Leukozyten wurden
die Zellen definiert, die sich mit einer deutlich geringeren FlieBgeschwindigkeit im Vergleich zu an-
deren Zellen in der GeféBmitte von postsinusoidalen Venolen fortbewegten [Vollmar etal., 2002].
Sie bewegen sich langsam am GeféBendothel fort und kénnen so sukzessive mit den Endothel-
zellen in Kontakt treten. Die rollenden Leukozyten wurden als Anteil der gesamt-gesehenen Leu-
kozyten in % angegeben. FreiflieBende Leukozyten waren alle anderen mobilen Leukozyten, die
keinen Kontakt zum Endothel zeigten und eine stetige FlieBgeschwindigkeit zeigten. Leukozyten,
welche immobil am sinusoidalen und venuldren Endothel fiir mehr als 15 s hafteten, wurden als
adhérente Leukozyten definiert. Die adhdrenten Leukozyten wurden durch zusatzliche Erfassung
der Lange und des Durchmessers der Venole als Anzahl pro Flache (n/mm?) angegeben. Es wur-
den alle frei passierenden und rollenden Leukozyten, welche einen definierten GeféBbereich im
Zeitraum von 20 s Uberquerten, eingeschlossen.

Abbildung 14 Detektion der venuldaren Leukozyten. Mit Hilfe von Videosequenzen wurden jeweils in
einem Zeitraum von 20 s freiflieBende, rollende und adhé&rente Leukozyten (wei3e Kreise) nach Anfarbung
mit Rhodamin 6G in einer Venole manuell gezahlt.

Sinusoidale Leukozytenstase

Fir die Ermittlung der sinusoidalen Leukozytenstase, d. h. Leukozyten, welche in den Sinusoi-
den adhérieren, wurden im Grlnfilter jeweils mindestens 10 zuféllig ausgewéahlte midzonale GF
fir ungeféhr 15 s aufgenommen. Es erfolgte eine manuelle Auszahlung der Anzahl von wei3en
Leukozyten, welche innerhalb einer bestimmten Flache (n/mm?) in den Sinusoiden adhérierten
(Abb. 15).
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Abbildung 15 Detektion der sinusoidalen Leukozyten. Nach Anfarbung mit Rhodamin 6G und unter
Verwendung von griinem Auflicht wurden die GF fiir 15 s beobachtet, die Anzahl an gesehenen sinusoidalen
Leukozyten (weiBe Pfeile) gezahlt und in n/mm? angegeben.

3.3.3.7 Hepatozelluldare Apoptose

Apoptose ist die kontrollierte Selbstzerstérung von Zellen (programmierter Zelltod), wobei nor-
malerweise keine Nekrose oder Inflammation beobachtet wird. Es kommt u. a. zur Zellkernkon-
densation, Schrumpfung der Zelle und Fragmentierung der DNA. Um das Ausmal3 der hepa-
tischen Apoptose zu bestimmen, wurden jeweils mindestens 10 zuféllig ausgewahlte GF unter
UV-Epiillumination fir ungeféhr 15 s aufgenommen. Unter Verwendung des DNA-Farbstoffes Bis-
benzimid (Abb. 8, (3)) zeigten die apoptotischen Zellkerne aufgrund des kondensierten Chroma-
tins ein starkeres Fluoreszenzverhalten als gesunde Zellkerne. Es lieBen sich helle Spots im Be-
reich der Leberepithelzellen detektieren, welche manuell ausgezahlt werden konnten (Abb. 16).
Im Anschluss wurde die Anzahl apoptotischer Zellen des GF im Verhaltnis zur Flache in n/mm?
bestimmt. Um die Daten vergleichbar zu gestalten, wurden erneut annahernd gleiche Areale ver-

wendet.

Abbildung 16 Detektion von apoptotischen Hepatozyten. Apoptotische Hepatozyten zeigten nach An-
farbung mit Bisbenzimid aufgrund der Zellkernkondensation ein starkeres Fluoreszenzverhalten (schwarze
Pfeile) als gesunde Zellkerne unter UV-Epiillumination. Die hellen Spots wurden ins Verhéltnis zur Flache
gesetzt und als n/mm? angegeben.



Material und Methodik 31

3.4 Korpergewicht

Das Korpergewicht wurde wdchentlich und zu Beginn der intravitalmikroskopischen Untersu-
chung dokumentiert. Zusatzlich wurde post mortem das Lebergewicht bestimmt und der Leber-
/Kérpergewichts-Index berechnet.

3.5 Blutzucker

Die Blutzucker-Werte jeder Maus wurden wéchentlich mit Hilfe des Contour Blut-Glucose-
Messgerates (Bayer Vital, Leverkusen, Deutschland) nach farbrikinterner Anweisung mit einem

Tropfen Blut aus der Schwanz-Vene bestimmt.

3.6 Finale Blut- und Gewebeentnahme

Im Anschluss an die IVM erfolgte eine Blutentnahme von ca. 500 pl aus der V. jugularis. Anschlie-
Bend wurde das Tier durch eine Uberdosis Ketamin und mittels cervikaler Dislokation euthana-
siert. Nach 10-minttiger Zentrifugierung bei 3.000 Umdrehungen pro Minute wurde das Blutplas-
ma vom Sediment getrennt. Das Plasma wurde abpipettiert und bei -20 °C gelagert. Als Marker fir
den Leberschaden wurde die Aktivitat der Enzyme ALT, AST und GLDH im Blutplasma bestimmt.
Die Messung der Aktivitaten von ALT, AST und GLDH im Plasma erfolgte spektrophotometrisch
nach Bergmeyer et al. unter Verwendung des cobas c111 analyzers und den entsprechenden
Reagenzien (Roche, Mannheim, Deutschland) [Bergmeyer etal., 1978]. Nach der Blutentnahme
wurde die Leber entnommen und fiir die histologische Nachbearbeitung anderer Studien in For-

malin fixiert.

3.7 Statistische Analyse

FUr die statistische Auswertung wurden alle gesammelten Daten in Excel-Tabellen (Microsoft Cor-
poration, Washington, USA) eingetragen. Fir die statistische Analyse wurde fir jede Gruppe pro
Zeitpunkt der Mittelwert und der standard error of the mean (SEM) - bei normalverteilten Da-
tensétzen - bzw. der Median, bei nicht normalverteilten Daten angegeben. In normalverteilten
Datensatzen mit mehr als 9 Datenpunkten, wurden Ausrei3er mittels Grubbs Test identifiziert und
ausgeschlossen, falls die Signifikanz p<0,05 betrug. Statistische Analysen wurden mit SigmaPlot
12.0 (Systat Software Inc., Erkrath, Deutschland) durchgefiihrt. Die Software SigmaPlot 12.0 und
GraphPad PRISM (GraphPad Software Inc., La Jolla, Kalifornien, USA) dienten der graphischen
Darstellungen der Ergebnisse. Nach der Testung auf Normalverteilung, wurden die Unterschiede
zwischen den Gruppen mit Hilfe von ”one-way ANOVA” bestimmt, gefolgt vom dazugehdérigen
post hoc Test. Falls die Daten nicht-normalverteilt waren, wurde ”one-way ANOVA on Ranks”
durchgeflhrt. Als statistisch signifikant wurden Unterschiede mit p<0,05 bezeichnet.
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4 Ergebnisse

Auf den folgenden Abbildungen sind die entsprechenden Parameter fur die gesunden Kontrolltiere
(Kontrolle) bzw. fur die STZ/HFD-behandelten Versuchstiere zu den Untersuchungszeitpunkten 6,
8, 12 und 20 Wochen dargestellt.

4.1 Allgemeinzustand, Gewicht und Blutzucker

Der Allgemeinzustand der Mause wurde taglich kontrolliert. Bis zu einem Alter von 12 Wochen
zeigten nahezu alle STZ/HFD-behandelten Mause ein normales Putz- und Fluchtverhalten. Ab der
12. Woche verschlechterte sich bei der Gberwiegenden Anzahl der Versuchstiere der Allgemein-
zustand, was sich in einem verringerten Flucht- sowie mangelndem Putzverhalten widerspiegelte.
Im Endstadium der Lebererkrankung nahmen einige Mause stark an Gewicht ab und zeigten ei-
ne deutlich verminderte allgemeine Agilitat. Insbesondere im Alter von 16 bis 19 Wochen sind
Versuchstiere vermehrt frihzeitig verstorben oder mussten unter Einhaltung der Abbruchkriterien
aus dem Versuch genommen, sprich euthanasiert werden. Insgesamt wurden in dieser Studie
107 M&use mit STZ/HFD behandelt, wovon 65 Tiere mittels IVM untersucht wurden. Im Verlauf
sind 26 Versuchstiere bereits vor der finalen Mikroskopie verstorben, was eine Mortalitatsrate von
28,57 % ergibt. Das Koérpergewicht von STZ/HFD-behandelten Mausen stieg im Verlauf der 20
Wochen langsam fortlaufend an (Abb. 17). Die Behandlung der Mause mit STZ/HFD fuhrte im ge-
samten Beobachtungszeitraum durchweg zu erhéhten Blutzucker-Werten bis zu 26 mmol/L (Abb.
18). 16 M&use mit normaler Glukosekonzentration im Blut nach initialer STZ-Injektion wurden von
der Studie ausgeschlossen; diese wurden als ”STZ-Versager” definiert.
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Abbildung 17 Gewichtsverlauf der STZ/HFD-behandelten Tiere liber 20 Wochen. Die Mause nahmen
langsam, aber stetig an Gewicht zu, von ca. 14 g im Alter von 4 Wochen auf bis zu ca. 30 g im Alter von 20
Wochen. MW+SEM; n=10-25 pro Zeitpunkt
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Abbildung 18 Blutzuckerverlauf von STZ/HFD-behandelten Mausen (schwarz). Die graue Linie repra-
sentiert den Bereich der Blutglukose-Spiegel gesunder Mause [Berglund et al., 2008]. MW+SEM; n=10-25
pro Zeitpunkt

4.2 Leberschaden

Leber-/Kérpergewichts-Index. Infolge von Fetteinlagerungen und Tumorbildung kann es zu ei-
ner VergréBerung der Leber kommen. Als Maf3 fir die Auspragung der Leberschadigung wurde
der Leber-/Kérpergewichts-Index bestimmt. In STZ/HFD-behandelten Tieren stieg das Leberge-
wicht disproportional zum Koérpergewicht an, was zu einem kontinuierlichen Anstieg des Leber-
/Kérpergewichts-Index Uber die Zeit flhrte. So stieg der Leber-/Kérpergewichts-Index von 4 % in
der Kontrollgruppe auf bis zu 10 % in 20-Wochen alten STZ/HFD-behandelten Mausen signifikant
an (Abb. 19).

<

< 14

5

£ 124

2 10 E

5 * X g

% 8 —r—

2

) 6

o

0 —

2 H

5 2

G

| 0 T T T T T
Kontrolle 6 8 12 20

Alter [Wochen]

Abbildung 19 Bestimmung des Leber-/Kérpergewichts-Index. Es zeigte sich ein signifikanter Anstieg
des Leber-/Kérpergewichts-Index auf bis zu 10 % in 20-Wochen alten STZ/HFD-M&usen im Vergleich zur
Kontrollgruppe. MW+SEM; One Way ANOVA, xp<0,05 vs. Kontrolle; n=10-16 pro Zeitpunkt
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Leberenzyme. Als weitere Marker fur den Leberschaden wurde die Aktivitat der Enzyme ALT,
AST und GLDH im Blutplasma bestimmt. Uber den gesamten Beobachtungszeitraum waren im
Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe in den STZ/HFD-behandelten M&usen die Aktivitaten
der Leberenzyme ALT (Abb. 20 (a)) sowie GLDH (Abb. 20 (c)) signifikant erhdht. Im Alter von
8 Wochen war ein Maximum erkennbar, danach sanken die Werte aufgrund eines hepatischen
Gewebeuntergangs wieder etwas. Fir das Leberenzym AST (Abb. 20 (b)) war ebenfalls ein deut-

licher Anstieg zu verzeichnen, wobei im Alter von 12 Wochen die héchsten Werte auftraten und

diese nach 20 Wochen wieder leicht abfielen.
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Abbildung 20 Aktivitidten der Leberenzyme im Plasma. Zum Vergleich der STZ/HFD-behandelten M&u-
se diente eine unbehandelte Kontrollgruppe. Die Aktivitdten der Leberenzyme zeigten im 8 Wochen Stadi-
um (ALT und GLDH) bzw. 12-Wochen Stadium (AST) die héchsten Werte. MW+SEM; One Way ANOVA,

xP<0,05 vs. Kontrolle; n=7-16 pro Zeitpunkt



Ergebnisse 35

4.3 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie
4.3.1 Hepatische Mikrozirkulation und Mikrohamodynamik

Sinusoidale Perfusion und Dichte Durch Fetteinlagerungen und den Umbau der EZM zeich-
nete sich die hepatische Mikrovaskulatur bei STZ/HFD-behandelten Mausen durch eine einge-
schrankte nutritive Durchblutung mit einer gro3en Anzahl von nicht-durchbluteten Sinusoiden aus.
Die sinusoidale Perfusion nahm signifikant von nahezu 100 % in der Kontrollgruppe auf bis zu 93
% im 8-Wochen Stadium bzw. bis zu 89 % im 12-Wochen Stadium ab (Abb. 21). In Ergdnzung
zu diesen Veranderungen konnten in den spateren Erkrankungsstadien stark obstruierte Gefal3e
beobachtet werden. Es kam zu einem partiellen Verlust der sinusoidalen Strukturen (Abb. 21, 12
Wochen IVM-Aufnahme). Das Parenchym zeigte sich im weiteren Verlauf deutlich minderperfun-
diert.
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Abbildung 21 Quantitative Analyse der nutritiven sinusoidalen Perfusion sowie reprasentative IVM-
Aufnahmen (20-fache VergréBerung). Nach i.v. Injektion von Natrium-Fluorescein konnte mittels blauem
Auflicht die sinusoidale Perfusion analysiert werden. MW+SEM; One Way ANOVA, xp<0,05 vs. Kontrolle;
n=10-12 pro Zeitpunkt

Gleichzeitig war die morphologische Dichte der Sinusoide im Vergleich zu den unbehandelten
Kontrollm&usen zu allen Zeitpunkten in den STZ/HFD-Tieren signifikant reduziert (Abb. 22). In
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Korrelation zum Auspragungsgrad der Krankheit ging die normale GefaBarchitektur mit parallel
angeordneten Sinusoiden mehr und mehr verloren und es bildete sich ein uneinheitliches und
verzerrtes sinusoidales Netzwerk.

Insbesondere im Tumor-Stadium war eine Vielzahl oberflachlicher Gefa3e und stark vaskularisier-
ter Zonen auffallend, wodurch hier eine insgesamt héhere sinusoidale Dichte im Vergleich zu den
anderen Erkrankungsstadien resultierte (Abb. 22, 20 Wochen).
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Abbildung 22 Quantitative Analyse der sinusoidalen Dichte sowie reprasentative IVM-Aufnahmen
(40-fache VergroBerung). Nach i.v. Injektion von Natrium-Fluorescein konnte mittels blauem Auflicht die
sinusoidale Dichte ermittelt werden. Es zeigte sich zu allen Zeitpunkten nach STZ/HFD-Behandlung eine
signifikante Reduktion der sinusoidalen Dichte. MW+SEM; One Way ANOVA, *p<0,0001 vs. Kontrolle;
#p<0,05 vs. 20 Wochen; n=10-12 pro Zeitpunkt

GefaBdurchmesser Der GeféaBdurchmesser diente als objektiver Messwert fiir die Fahigkeit
den intrahepatischen Blutfluss konstant zu halten. Es wurde eine minimale Zunahme der sinusoi-
dalen Durchmesser Uber den gesamten Zeitraum beobachtet (Abb. 23, (a)). Im Gegensatz dazu
verringerte sich in 6 bzw. 8 Wochen alten STZ/HFD-Mausen der venuldre Durchmesser leicht,
wahrend dieser jedoch im weiteren Verlauf der Erkrankung wieder auf Kontrollwerte anstieg (Abb.
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Abbildung 23 Quantitative Analyse sinusoidaler und venulédrer GefaBdurchmesser. Durch den Fluo-
reszenzfarbstoff Natrium-Fluorescein vergréBerte sich der Gewebe-Kontrast und es konnten die verschie-
denen GefaBdurchmesser bestimmt werden. MW+SEM; One Way ANOVA, #p<0,05 vs. 20 Wochen; n=10-
12 pro Zeitpunkt
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Mikrohamodynamik Sowohl bei der Analyse der venuléren als auch der sinusoidalen Mikrohéa-
modynamik wurden keine signifikanten Veranderungen beobachtet.

In den Venolen kam es zu nur marginal verringerten BlutflieBgeschwindigkeiten wahrend der Pro-
gression der NAFLD im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe (Abb. 24, (a)). Der volume-
trische Blutfluss zeigte sich generell mit hohen Varianzen und geringen Unterschieden zwischen
den Gruppen (Abb. 24, (b)). Die Berechnung des venularen Scherstresses ergab eine leichte Ver-

ringerung im 12- bzw. 20-Wochen-Stadium im Vergleich zu den unbehandelten Mausen (Abb. 24,

(c))-
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Abbildung 24 Quantitative Analysen der venuldaren Mikrohdmodynamik. Mit Hilfe der LSD-Methode
wurde die BlutflieBgeschwindigkeit sowohl in Sinusoiden als auch in postsinusoidalen Venolen bestimmt.
Die Werte des volumetrischen Blutflusses und des Scherstresses errechneten sich u. a. aus der BlutflieB3-
geschwindigkeit und dem GeféaBradius. MW+SEM; n=10-12 pro Zeitpunkt

In den Sinusoiden zeigte sich ein dhnliches Bild mit schwankenden Werten, aber dennoch nicht si-
gnifikanten Veranderungen wahrend des Progresses der NAFLD. So waren die BlutflieBgeschwin-
digkeiten in den Sinusoiden der 12 und 20 Wochen alten STZ/HFD-Mausen im Vergleich zu ge-
sunden Tieren leicht reduziert (Abb. 25, (a)) und der volumetrische Blutfluss in 8 Wochen alten
STZ/HFD-Mausen im Vergleich zu den unbehandelten Tieren leicht erhéht (Abb. 25, (b)). Des
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Weiteren zeigte sich im Vergleich zu den Kontrollgruppen eine zunehmende Verringerung des

Scherstresses in den fortgeschrittenen Krankheitsstadien (Abb. 25, (c)).
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Abbildung 25 Quantitative Analyse der sinusoidalen Mikrohdmodynamik. Mit Hilfe der LSD-Methode
wurde die BlutflieBgeschwindigkeit sowohl in Sinusoiden als auch in postsinusoidalen Venolen bestimmt.
Die Werte des volumetrischen Blutflusses und des Scherstresses errechneten sich u. a. aus der BlutflieB3-
geschwindigkeit und dem GefaBradius. MW+SEM; n=10-12 pro Zeitpunkt.

4.3.2 Fibrose

Hepatische Sternzellen Durch permanente Aktivierung der HSC im Rahmen der Lebererkran-
kung und deren Umwandlung in profibrogene Myofibroblasten kommt es im Vergleich zur Kontroll-
gruppe zu allen Untersuchungszeitpunkten zum Verlust der Vitamin A-Autofluoreszenz in HSC
(Abb. 26) mit einer signifikant reduzierten Anzahl Vitamin-A-positiver Zellen in 8 Wochen alten
STZ/HFD-Mausen.
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Abbildung 26 Quantitative Analyse Vitamin A-positiver Zellen sowie reprasentative IVM-Aufnahmen
(20-fache VergroBerung). Mit Hilfe des UV-Auflichtes konnten die hepatische Sternzellen aufgrund ihrer
Vitamin A-Autofluoreszenz als weif3e Spots detektiert werden. Durch die STZ/HFD-Behandlung zeigte sich
im Alter von 8 Wochen eine signifikante Reduktion Vitamin A-positiver Zellen im Vergleich zur Kontrolle.
MW+SEM; One Way ANOVA, xp<0,05 vs. Kontrolle; n=11-13 pro Zeitpunkt

Hepatozellulare Apoptose Als Folge einer massiven irreversiblen Leberfibrose oder auch im
Rahmen einer progressiven NASH kdénnen hepatische Zellen im Rahmen einer Apoptose in
die gezielte Selbstelimination Ubergehen. Es zeigte sich zu allen Zeitpunkten nach STZ/HFD-
Behandlung eine progrediente Zunahme der mit Bisbenzimid gefarbten Zellkompartimente. Im
Vergleich zu den unbehandelten Kontrollm&ausen war in 20 Wochen alten STZ/HFD-Mausen die
Anzahl apoptotischer Hepatozyten signifikant erhdht (Abb. 27).
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Abbildung 27 Quantitative Analyse apoptotischer Hepatozyten sowie repréasentative IVM-
Aufnahmen (20-fache VergréBerung). Durch die i.v. Injektion von Bisbenzimid und UV-Auflicht wurden
DNA-Fragmente angefarbt und es konnte manuell die Anzahl apoptotischer Hepatozyten erfasst werden.
Ein signifikanter Anstieg der angefarbten DNA-Fragmente konnte nach STZ/HFD-Behandlung im Alter von
20 Wochen vergleichend zur Kontrolle festgestellt werden. MW+SEM; One Way ANOVA, xp<0,05 vs. Kon-
trolle; n=10-12 pro Zeitpunkt

4.3.3 Inflammation

Die Inflammation ist als kérpereigene Reaktion auf schédliche Reize im Rahmen der NAFLD-
Entstehung und deren Progression einer der entscheidenden Schllisselprozesse (Abb. 2, Schau-
bild der Pathophysiologie). Es wurde daher die venulare Leukozyten-Endothelzell-Interaktion so-
wie die sinusoidale Leukozytenstase untersucht.

Venulédre Leukozyten-Endothelzell-Interaktion Die intravitalmikroskopische Analyse der Leu-
kozyteninteraktion mit dem mikrovaskuldren Endothel ergab einen massiven und signifikanten
Anstieg temporar adhérierender Leukozyten in postsinusoidalen Venolen zu allen Zeitpunkten in
STZ/HFD-behandelten Mausen (Abb. 28). Die Anzahl am Endothel rollender Leukozyten war tber
den gesamten Beobachtungszeitraum nicht signifikant verandert (Abb. 29).
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Abbildung 28 Quantitative Analyse der venuldren Leukozytenadhérenz sowie reprasentative IVM-
Aufnahmen (40-fache VergréoBerung). Nach der i.v. Injektion von Rhodamin 6G werden Leukozyten unter
griinem Auflicht sichtbar. Hierdurch gelang die Quantifizierung von Leukozyten in postsinusoidalen Venolen.
Im Zeitraffer von 30 Sekunden wurden die adharierenden, freiflieBenden und rollenden Leukozten in den
jeweiligen Videosequenzen gezahlt. Dabei zeigte sich eine auffallig signifikante Zunahme der temporar
adhéarierenden Leukozyten zu allen Untersuchungszeitpunkten nach STZ/HFD-Behandlung. MW+SEM;
One Way ANOVA, #p<0,05 vs. Kontrolle; n=9-12 pro Zeitpunkt



Ergebnisse 43

60

904 _——

40- __ i T

30+

J1 1T T 1 =

Kontrolle 6 8 12 20
Alter [Wochen]

venulares Leukozytenrollen [%]

o

Abbildung 29 Quantitative Analyse des venuldren Leukozytenrollens. Nach der i.v. Injektion von Rho-
damin 6G werden Leukozyten unter griinem Auflicht sichtbar. Hierdurch gelang die Quantifizierung von
Leukozyten in postsinusoidalen Venolen. Im Zeitraffer von 30 Sekunden wurden die adhérierenden, frei-
flieBenden und rollenden Leukozten in den jeweiligen Videosequenzen gezahlt. Innerhalb der einzelnen
Untersuchungsgruppen zeigten sich keine signifikanten Veranderungen des venuléren Leukozytenrollens.
MW+SEM; One Way ANOVA; n=9-12 pro Zeitpunkt

Sinusoidale Leukozytenstase Eine verstérkte venuldre Leukozyten-Endothelzell-Interaktion
wurde von einer gesteigerten sinusoidalen Leukozytenstase begleitet. Bei der ndheren Betrach-
tung des Leberparenchyms (midzonale Bereiche) unter Grinlicht-Epiilumination konnten vor al-
lem in 12 und 20 Wochen alten STZ/HFD-behandelten Mausen vermehrt Leukozyten beobachtet
werden, welche entweder mechanisch in den Sinusoiden steckten oder ins Leberparenchym mi-
grierten (Abb. 30).
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Abbildung 30 Quantitative Analyse der sinusoidalen Leukozytenstase sowie reprasentative IVM-
Bilder (20-fache VergréBerung). Durch Akkumulation von Rhodamin 6G in den Mitochondrien der Leu-
kozyten gelang die intravitalmikroskopische Detektion von parenchymatdsen, sinusoidalen Leukozyten. In
den reprasentativen Bildern stellen die weif3en Spots, welche mit Pfeilen gekennzeichnet sind, die mecha-
nisch - haupts&chlich in den Sinusoiden lokalisierten - fixierten Leukozyten dar. Die Anzahl der sinusoidal
fixierten Leukozyten stieg durch die STZ/HFD-Behandlung im Alter von 12 und 20 Wochen an. MW+SEM,;
n=10-12 pro Zeitpunkt

4.3.4 Tabellarische Zusammenfassung

AbschlieBend zeigt sich eine tabellarische Zusammenfassung der in dieser Studie erhobenen Da-
ten im Rahmen der fluoreszenzmikroskopischen Analyse zum direkten Vergleich und schnelleren
Uberblick.



Tabellarische Zusammenfassung der erhobenen Parameter

Parameter Kontrolle 6 Wochen 8 Wochen 12 Wochen 20 Wochen
Vitamin A-Autofluoreszenz (n/mm?2) 1249,5+121,9 895,6+145,2 535,0+49,4 * 655,0+40,5 728,1+52,5
Sinusoidale Perfusion (%) 97,9+0,4 93,77+1,0 90,9+1,4 * 87,4421 * 90,9+2,0
Sinusoidale Dichte (cm/cm?2) 650,5+14,6 396,0+14,9 ** # 401,7+11,4 ** # 386,3+21,5 ** # 467,6+£12,9 **
Sinusoidaler Durchmesser (um) 6,7+0,2 6,7+0,1 # 7,2+0,2 7,3%0,2 7,5+0,2
Venuldrer Durchmesser (pm) 23,6+2,7 17,9+1,6 20,2+0,9 27,0£2,9 26,0£2,3
Venulédre BlutflieBgeschwindigkeit (um/s) 268,2+19,0 227,1+12,8 242,7+16,4 228,6+12,3 228,2+14,6

Venularer volumetrischer Blutfluss (pL/s)

98,2 (29,4/460,5)

72,4 (13,7/105,3)

94,7 (46,8/130,3)

137,7 (32,7/583,7)

124,0 (44,5/326,9)

Venulédrer Scherstress (dyn/cmz2)

10,9 (6,7/14,0)

10,2 (7,4/22,8)

10,4 (7,1/15,6)

7,7 (4,8/10,7)

8,0 (3,9/13,9)

Sinusoidale BlutflieRgeschwindigkeit (um/s)

147,3 (96,7/203,5)

148,4 (129,6/224,7)

152,5 (108,0/236,5)

121,0 (95,9/223,5)

127,6 (90,0/225,6)

Sinusoidaler volumetrischer Blutfluss (pL/s) 5,56+0,5 5,440,3 6,7+0,6 5,0+0,4 5,9+0,4
Sinusoidaler Scherstress (dyn/cm2) 17,9 (12,3/25,7) 18,3 (15,5/19,8) 16,1 (11,9/29,9) 13,4 (9,8/23,5) 12,9 (8,8/26,5)
Venuldre Leukozytenadhdrenz (n/mma2) 36,2+9,2 128,8+18,0 * 119,9+14,3 * 119,0£17,0 * 118,9+17,6 *

Venuldres Leukozytenrollen (%)

27,4 (6,7/50,0)

26,4 (8,1/39,2)

27,0 (12,4/50,2)

23,2 (9,6/45,3)

19,2 (16,2/46,1)

Sinusoidale Leukozytenstase (n/mm2)

16,9+2,7

21,942,8

21,6+1,5

28,5+2,7

32,9+4,5

Hepatozelluldre Apoptose (n/mm2)

3,5 (0,0/22,2)

8,23 (5,7/24,7)

10,74 (2,9/25,3)

11,9 (3,8/61,1)

16,2 (4,4/50,4) *

Tabelle 5 Ergebnisse der fluoreszenzmikroskopischen Analyse. Die Ergebnisse sind als MW+SEM angegeben, wenn es sich um eine Normalverteilung

handelt und als Median mit Minimalwert/Maximalwert, falls keine Normalverteilung vorliegt.
One Way ANOVA, xp<0,05 vs. Kontrolle; xxp<0,0001 vs. Kontrolle; #p<0,05 vs. 20 Wochen; n=10-12 pro Zeitpunkt.
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5 Diskussion

5.1 Diskussion von Material und Methodik

Die Entwicklung und Progression von fortgeschrittenen Lebererkrankungen ist bezuglich des ver-
mehrten Vorkommens des metabolischen Syndroms gerade im Rahmen der NAFLD klinisch mehr
und mehr prasent [Rahman etal., 2013]. Da chronische Lebererkrankungen nicht rasch sympto-
matisch werden, kann die Steatose unbemerkt in eine Steatohepatitis, Fibrose, Zirrhose und zu-
letzt in ein prognostisch duBerst schlechtes HCC Ubergehen. Aufgrund mikrozirkulatorischer Ver-
anderungen wahrend der Progression von Fettlebererkrankungen [Seifalian etal., 1998; Sun etal.,
2001] ist ihre Untersuchung fundamental fir das tiefere Verstandnis und den zugrundeliegenden
pathophysiologischen Prozessen und daraus folgernd fir die Entwicklung innovativer Therapeuti-
ka gegen den Progress der NAFLD.

5.1.1 Experimentelles Tiermodell

Eine groBBe Vielzahl experimenteller Mausmodelle, welche die NAFLD, ihre Progression oder die
Bildung eines HCC nachahmen, existieren bereits. Aus den derzeit verfligbaren NAFLD Studi-
en wird ersichtlich, dass u. a. Lipotoxizitat und damit oxidativer Stress [Fuchs und Sanyal, 2012;
Tanaka etal., 2013], ER-Stress [Runge etal., 2014], Autophagie [Li etal., 2015], oder eine Im-
munmodulation [Wolf etal., 2014] die Entwicklung der NASH beeinflussen und damit maBgeblich
die Krankheitsprogression vorantreiben kénnen. Zu den verschiedenen murinen Modellen z&hlt
das ob/ob- bzw. das db/db-Mausmodell, welche durch Leptin-Gen-Mutationen oder veranderte
Leptin-Rezeptoren in den Lipid-Metabolismus eingreifen [Trak-Smayra etal., 2011]. Dieses Mo-
dell reproduziert sehr gut das metabolische Syndrom sowie die NAFLD, jedoch kommt es ohne
eine zusatzliche HFD nicht zu einer Progression der hepatischen Fettlebererkrankung und sie
zeigen teilweise sogar Resistenzen gegentiber der Bildung einer hepatischen Fibrose. Ein ande-
res erndhrungsbedingtes Modell ist das MCD (Methionine-Choline deficient)-Modell, welches ein
haufig genutztes und leicht reproduzierbares Mausmodell zur Erforschung der NASH ist [Corbin
und Zeisel, 2012]. Es werden trotzdem Unterschiede zum metabolischen Profil des Menschen
mit einer NASH deutlich: die Tiere zeigen im Verlauf - teilweise bis zur Kachexie reichende - Ge-
wichtsverluste, sie bilden keine Insulinresistenzen aus und es zeigen sich gleichméaBige Glukose-
und Triglycerid-Level. Dennoch ist das MCD-Modell geeignet, histologische Prozesse, Inflamma-
tionskaskaden oder die Fibrosebildung im Rahmen der NASH zu analysieren. Auch andere Diat-
bezogene Modelle wie z. B. das HFHC (high-fat-high-cholesterol diet)-Mausmodell [Zheng etal.,
2008] oder das HFHF (high-fat-high-fructose diet)-Mausmodell [Kohli etal., 2010] versuchen sich

an den westlichen und modernen Lebens- und Erndhrungsstil zu richten und vermischen die HFD
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mit eben einer der o. g. zusatzlichen Eigenschaft. Nach Durchfiihrung einer 7-monatigen HFHC-
Diat zeigten die Versuchstiere neben einem erhéhten Kérpergewicht, erhéhte Leberenzyme sowie
verschiedene hepatische Degenerationen, wie z. B. Hepatomegalie, Steatose und verschiedene
Grade der Leberfibrose [Zheng etal., 2008]. Der hohe Fruktosegehalt in Lebensmitteln korreliert
mit der Entwicklung von Fettleibigkeit und der NAFLD. Die HFHF-Diat fihrt bei nicht genetisch ver-
anderten C57BL/6 Mausen nach 16 Wochen zu einer Fettleibigkeit, Insulinresistenz und NASH-
Bildung [Kohli etal., 2010]. Ein weiteres Modell ist das foz/foz-Mausmodell [Bell-Anderson et al.,
2011], bei dem die Mause eine Mutation im ALMS-1 Gen vorweisen und zuséatzlich eine HFD er-
halten. ALMS-1 spielt eine Rolle im intrazelluldren Transport und in der Appetit-Regulation. Die
Mause bilden eine morbide Adipositas sowie Steatose aus, auBBerdem zeigen sie neben der In-
sulinresistenz, reduzierte Adiponektinwerte und erhéhte Cholesterol-Werte [Bell-Anderson etal.,
2011]. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die NAFLD im murinen Modell nicht nur alleine
durch eine spezielle Diat oder eine genetische Mutation ausgelést werden kann, sondern meist
eine Kombination von verschiedenen Herangehensweisen ein sinnvolles und reproduzierbares
Modell fir pathophysiologische Informationen in einem human-aquivalenten Krankheitsprozess
darstellt. Es zeigt sich, dass eine zu langsame Induktion der NAFLD-Progression, eine zu geringe
Inzidenz von hepatischen Fibrosen oder das fehlende Auftreten dieser in der Literatur als Kritik-
punkte einiger NAFLD-Modelle angesehen werden [Anstee und Goldin, 2006; Nakagawa, 2015].
Diese Modelle befahigen sich somit nicht, valide Studien Gber mdgliche pathognomonische Aus-
wirkungen der Fettlebererkrankung und damit Aspekte therapeutischer Ziele zu untersuchen.

Das in dieser Studie verwendete NASH-Fibrose-Tumor Modell wurde initial von Fuiji et al. be-
schrieben und durchlauft die NAFLD-Progression von einer Steatose, Uber die NASH bei 8 Wo-
chen, bis zur Fibrose und Auspragung von hepatischen Tumoren innerhalb von nur 16-20 Wochen
[Fujii etal., 2013]. Ein Vorteil dieses Modells ist, dass die diabetischen Versuchstiere die nattrli-
che Progression von der Steatose Uber die Fibrose in einer relativ kurzen Periode und in einem
gut kontrollierbaren Setting durchleben. Aufgrund der hohen Inzidenz und der kurzen Zeitspanne
bis zum Auftreten von Lebertumoren ist dieser Versuchsansatz ein ideales Modell fur die Erfor-
schung von neuen pharmakologischen Interventionsméglichkeiten und weiterer méglicher Tumo-
rentitdten. Ein Kritikpunkt besteht jedoch darin, dass die Mause im Gegensatz zu der mensch-
lichen Fettleberdegeneration nicht adipds sind. Im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigten sich die
STZ/HFD-Mause sogar geringgradig untergewichtig [Fuijii etal., 2013]. In der Literatur wird dieses
Maus-Modell auch als STAM NASH-HCC Modell beschrieben und wurde schon in einigen Stu-
dien eingesetzt. Eine Studie zeigte, dass bestimmte Fibroblastentypen Lebertumor-induzierende
Zellen regulieren kénnen und diese gleichzeitig mit einem Anstieg des humanen Wachstumsfak-
tors wahrend der hepatischen Fibroseentwicklung im STAM NASH-HCC Modell zunehmen [Lau
etal., 2016]. Prabhavathi et al. [2016] fanden heraus, dass Solithromycin, ein Makrolidantibiotikum,
die Progression der NAFLD in diesem Modell unterdriicken kann. Es wirkte regulatorisch an der
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Proteinkinase C und verringerte dadurch morphologische Merkmale wie z. B. die Hepatozyten-
Degeneration, Inflammationsbildung und HCC-Progression [Prabhavathi etal., 2016]. Wie schon
mehrfach von verschiedenen Arbeitsgruppen bestétigt, steht die NAFLD Progression mit meta-
bolischen Varianzen der hepatischen Lipidhomdostase in Zusammenhang. Pogribny et al. [2018]
zeigten in diesem Zusammenhang, dass eine Dysregulation der 1-Kohlenstoff-Hamostase zu ei-
ner S-Adenosyl-L-Homocystein (SAH)-Erhéhung und damit zu einer gleichzeitigen Progression
der NAFLD im NASH-HCC Modell fihren kann. Eine weitere Studie beschreibt den engen Zu-
sammenhang des Lipidmetabolismus mit dem NAFLD-Krankheitsprogress des NASH-HCC Mo-
dells durch Charakterisierung des hepatischen Lipidprofils [Saito etal., 2015]. In der vorliegenden
Studie war es nicht méglich, die Krankheitsstadien vor der finalen Observation durch allgemeine
Krankheitszeichen oder durch diagnostische MaBnahmen zu verifizieren, die Einteilung geschah
durch den Zeitverlauf. Dennoch bestétigten die erhobenen Daten die durch den Zeitverlauf be-
stimmten Krankheitsstadien und deren Progression, wie schon von Fujii et al. [2013] beschrieben.
Weiterhin ist zu erwahnen, dass der Erfolg und die Reproduzierbarkeit dieses NASH-HCC Modells
nur bei mannlichen Mausen beobachtet wurde. Es wird vermutet, dass es bei weiblichen Mausen
durch mégliche schiitzende Ostrogen-Effekte zu einer deutlichen Widerstandsfahigkeit gegeniiber
der NAFLD-Bildung und deren Progression kommt [Fuijii etal., 2013].

Die in dieser Studie verwendeten Versuchstiere waren mannliche Mause des weit verbreiteten
Inzucht-Stammes C57BL/6J (Charles River Laboratories, Sulzfeld, Deutschland). Die Nomenkla-
tur C57BL/6 steht fiir den Hauptstamm und das J steht fir das Jackson Laboratorium, im welchem
die Zichtung stattgefunden hat. Dieser Stamm wird u. a. empfohlen fir Diat-induzierte Obesitas-
forschungen, Inflammationsforschungen und andere allgemeine Sicherheits- und Wirksamkeits-
testungen (https.//www.criver.com/products-services/find-model/c57bl6-mouse, 10/2019). Aktuel-
le experimentelle Modelle auBerhalb der Hepatologie, welche sich diesem Stamm bedienten, ka-
men u. a. aus dem Bereich der Osteogenese [Montalvany-Antonucci etal., 2018], der Reprodukti-
onsmedizin [Winship etal., 2018], der Neurochirurgie [Bouley etal., 2018], der Obesitasforschung
[Paschoal etal., 2018], der Atheroskleroseforschung [Jarrett Kelsey et al., 2018], aus der allgemei-
nen Traumatologie [Le etal., 2018] sowie aus der Nephrologie [Matthews etal., 2018]. In Bezug
auf die NAFLD und ihre Progression findet dieser Mausstamm eine breite Verwendung in der ex-
perimentellen Forschung [Brachs etal., 2016; Cichocki et al., 2017; Duval etal., 2010; Farrell etal.,
2014; Han etal., 2018; Jahn etal., 2019a; Lee etal., 2013; Wan et al., 2014]. AuBerdem stellte sich
heraus, dass M&use des C57BL/6-Stammes im Gegensatz zu anderen Stdmmen empfanglicher
bezlglich Leberschaden reagieren [Shpyleva et al., 2014; Tsuchiya etal., 2012]. Hiermit Iasst sich
eine allgemeine Popularitat und damit einhergehend eine gute Vergleichbarkeit in Bezug auf an-
dere murine Studien Uber die NAFLD-Progression mit dem C57BL/6-Stamm schlussfolgern.
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5.1.2 Chirurgische Praparation

Es gibt unterschiedliche Operationsmdglichkeiten fir die in vivo Darstellung der hepatischen Mi-
krozirkulation und Mikrohamodynamik. Eine Studie von Ritsma etal. [2013] zeigte die abdomi-
nelle intravitalmikroskopische Untersuchung mittels chirurgischer Implantation eines statischen
Fensters, hierdurch konnte eine IVM-Untersuchung an der identischen Maus repetitiv zu verschie-
denen Zeitpunkten stattfinden. Diese Methode verlangt ein hohes Maf3 an chirurgischer Prazision
und aufwendige technische Hardware. Sie ist sinnvoll fir Langzeituntersuchungen von Wochen
bis Monaten. Eine neuere Methode ist die Multicolor-Multiphoton-Intravitalmikroskopie, bei der die
Leber ebenfalls nach Praparation und vorsichtiger Fixierung ohne schadliche phototoxische Effek-
te Uber einen langeren Zeitraum von bis zu 6 Stunden observiert werden kann [Heymann etal.,
2015]. Heymann etal. [2015] konnten neben der Leukozyten-Interaktion mittels Monitoring die
allgemeine Durchblutung, Vitalparameter und den Gas-Austausch untersuchen. Fir kirzere Un-
tersuchungszeiten und einer héheren Fallzahl ist die Durchfliihrung einer medianen Laparatomie,
Eréffnung des Peritoneums mit Auslagerung und anschlieBender Fixierung eines Leberlappens
zu empfehlen. Hier ist die Operationszeit deutlich verkirzt und die chirurgische Praparation die-
ser Prozedur nicht so aufwendig [Hickey und Westhorpe, 2013; Marques etal., 2015a; McDonald
etal., 2008; Vollmar und Menger, 2009]. Die zuletzt genannte chirurgische Praparation wurde
ebenfalls im Rahmen dieser Studie verwendet, da es innerhalb der Arbeitsgruppe ein bereits
gut etabliertes und mehrfach durchgeflihrtes chirurgisches Préparationsmodell zur intravitalmi-
kroskopischen Darstellung der Leber ist [Abshagen etal., 2006]. Ein mdglicher Nachteil besteht
darin, dass die Untersuchungstiere nach dieser Praparation euthanasiert werden und eine weite-
re Untersuchung erst mit einem zusatzlichen Tier mdglich ist. Die in dieser Studie untersuchten
Versuchstiere zeigten bei der Narkose-Einleitung oder wéhrend der Operation interindividuelle
Unterschiede in der allgemeinen Vitalitat, was die Versuchsdurchflihrung und damit die in vivo
Beobachtungen teilweise erschwerte. Es zeigte sich also, dass die chirurgische Préparation als
auch die darauf folgende intravitalmikroskopische Untersuchung ein nicht zu vernachlassigender

Stressfaktor flr die Versuchstiere war.

5.1.3 Intravitalmikroskopie

Die Intravitalmikroskopie ist die Hauptuntersuchungstechnik dieser Studie. Diese Untersuchung
ist bezlglich der flieBenden, dynamischen Veranderungen im Rahmen progressiver hepatischer
Erkrankungen und mit der Intention diese Beobachtungen visuell festhalten zu kénnen, eine sinn-
volle Darstellungsméglichkeit muriner Leberpathologien [Uhlmann etal., 1999].

Gegenuber anderen bildgebenden Verfahren bei Lebererkrankungen, wie z. B. die Ultraschall-
untersuchung, die Computertomographie oder die Magnetresonanztomographie, bietet die IVM
einzigartige Vorteile. Neben einem deutlich tiefen Fokus auf die Lebermorphologie kénnen
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gleichzeitig auch zellulare Aspekte sowie das Mikrozirkulationssystem nahezu vollsténdig visua-
lisiert werden [Menger etal., 1991]. Durch einen gro3en Fortschritt mit dem Einsatz von Epi-
lNluminationstechnik und der Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen erreichte die in vivo Obser-
vation eine hohe wissenschaftliche Stellung in der Methodik der Mikrozirkulationsforschung [Lehr
etal.,, 1999]. Es kdnnen somit gréBere hepatische Abschnitte und auch das zentrale Kapillar-
bett der Leber untersucht werden [Menger etal., 1991]. Schon nach der Durchflihrung der ersten
groBen intravitalmikroskopischen Studie Uber die hepatische Degeneration bis zur Zirrhose zeig-
ten sich deutliche Zusammenhéange zwischen der hepatischen Mikrozirkulation und den patholo-
gischen Leberveranderungen im Rahmen einer Leberzirrhose, wie z. B. der Verminderung der he-
patischen Blutzirkulation und der Reduktion der sinusoidalen Dichte [Vollmar et al., 1998]. Schon in
dieser Arbeit wurde deutlich, welche Vorteile die IVM als simultane und aufeinanderfolgende Dar-
stellungsmethode morphologischer, mikrovaskularer und zellularer Aspekte im Rahmen von Lebe-
rerkrankungen hat [Vollmar et al., 1998]. Durch die in vivo Mikroskopie und deren Analyse konnten
- in statischen Bildern oder histopathologischen Praparaten nicht festzuhaltende - dynamische In-
formationen, wie z. B. die BlutflieBgeschwindigkeit [Pires etal., 2014; Rosenstengel etal., 2011],
die Bestimmmung der Scherkréfte [Yu etal., 2015], die Perfusionsdichte [Seifalian etal., 1998],
oder auch einzelne Parameter der Immunaktivitat gewonnen und untersucht werden. Insbesonde-
re ermdglicht die IVM die Darstellung von Gallenkanalchen [Li et al., 2009], sinusoidalen Endothel-
zellen [Marques et al., 2012], extrazellularen Matrixproteinen [Glc etal., 2014], Hepatozyten [Hsu
etal., 2012], Kupffer-Zellen [Marques etal., 2015b], HSC [Zhang etal., 2000], neutrophilen Gra-
nulozyten [McDonald etal., 2010], Lymphozyten [Siegmund etal., 2013], nattrlichen Killerzellen
[Lee etal., 2010], Thrombozyten [Hoffmeister etal., 2003] und anderen chromosomalen Bestand-
teilen wie der DNA [Marques etal., 2015b]. Auf3erdem ist es mdglich, die Vitalitat der Leber zu
beurteilen [Liebig etal., 2018; Pires etal., 2014]. Die IVM hat als Untersuchungsmethode in der
experimentellen Hepatologie eine breite Verwendung. So fand sie z. B. Anwendung im Rahmen
von Studien tber Tumorgenese [Ellenbroek und van Rheenen, 2014], Angiogenese [Brown etal.,
2001], hepatische Ischamie und Reperfusion [Peralta et al., 2013], Leukozyten-Interaktionen [Rock
etal., 2010], hepatische Stoffwechsel-Redoxreaktionen wahrend eines hamorrhagischen Schocks
[Volimar etal., 1997], akute Leber-Schadigungen [Hinson etal., 2010], fokale Leberverletzung und
Leberregeneration [Abshagen etal., 2006; Saederup etal., 2010] und hepatische Reaktionen auf
bakterielle Infektionen [Wong etal., 2013]. Die Verwendung der IVM in der Erforschung von dege-
nerativen Prozessen ist in der Hepatologie sehr sinnvoll, da sich die Mikrohdmodynamik der Le-
ber unterhalb des Peritoneums schwierig mit anderen Bildgebungsverfahren umfassend darstellen
lasst. Wahrend mikrozirkulatorische Analysen von Fettlebern bereits von unzéhligen Studiengrup-
pen untersucht wurden [ljaz etal., 2003; McCuskey etal., 2004; Schleicher etal., 2014; Sun etal.,
2001], existiert keine Studie, welche den Progress bis hin zum Leberkrebs beschreibt. Mit Hilfe der
IVM wurden die progressiven Veranderungen der hepatischen Mikrozirkulation und Mikrohamody-
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namik im NASH-Fibrose-Tumor Mausmodell detailliert analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass
dieses Modell sowohl mikrohdmodynamische, als auch mikrozirkulatorische Charakteristika auf-
weist, welche in ahnlicher Art auch im Menschen beschrieben sind. Eine Schwierigkeit der Technik
war, dass es trotz sorgfaltiger Leberauslagerung vereinzelt zu Bewegungsartefakten wahrend der
IVM-Aufnahmen gekommen ist. Dieses Problem flihrte zu einer erschwerten und teilweise ver-
langerten offline Analyse der Videosequenzen mit dem Bildanalyseprogramm Cap Image. Des
Weiteren sind die bekannten Farbstoffartefakte in der Fluoreszenz-Mikroskopie nicht vollkommen
zu verhindern. Zwei differenzierte Typen von Artefakten kénnen bei der Verwendung von 2 oder
mehr Fluorochromen unterschieden werden. Es kénnen Emissionswellen von Fluorochrom 1 mit
der Anregungswellenldnge von Fluorochrom 2 abfallen. Dies kann durch Verwendung von Farb-
stoffen mit verschiedenen Emissions- und Exzitationsspektren verhindert werden [Price und Je-
rome, 2011]. AuBerdem kann bei Uberlappung verschiedener Emissionsspektren die spezifische
Nachweisgrenze der unterschiedlichen Fluorochrome falschlicherweise erhéht werden [Price und
Jerome, 2011]. Hier kann durch Verwendung bestimmter Emissionsfilter der Effekt reduziert, aber
nicht komplett verhindert werden. Eine bessere Alternative zur Fehlerbehebung ist die spezifische
Anregung eines einzelnen Fluorochroms wéahrend der Untersuchung anstatt mehrere gleichzeitig
anzuregen [Price und Jerome, 2011]. In dieser Studie wurde daher, um mégliche Stérartefakte zu
reduzieren, zuerst die Autofluoreszenz des in den HSC enthaltenen Vitamin A detektiert, bevor
die Fluorochrome injiziert wurden. Auch das Farbstoff-Bleaching und andere phototoxische Scha-
den wurden in der Literatur als mégliche Problemquellen beschrieben [Mayer etal., 2018]. Das
Bleaching beschreibt einen natirlichen Effekt des Fluoreszenzverlustes eines Farbstoffes durch
eine erhdhte Bestrahlung oder deren Anregung [Song etal., 1995]. Daher wurde auch in dieser
Studie auf die korrekte Menge der injizierten Farbstoffe, auf Verhinderung von méglichen Uber-
belichtungsphasen und auf eine kurze Mikroskopiezeit unter Verwendung von mdglichst geringer
Lichtintensitat geachtet. Die Anwendung der klassischen IVM ist bisher eher im Bereich expe-
rimenteller Arbeiten angeordnet, da Fluoreszenzfarbstoffe wie z. B. Rodamine karzinogene und
mutagene Eigenschaften aufweisen [Nestmann etal., 1979] und eine isolierte Darstellung von
Organen erschwert ist. Es gibt jedoch bereits einige vergleichbare klinische Darstellungsmdglich-
keiten der Mikrozirkulation. Das ” orthogonal polarisation spectral imaging” (OPS-Imaging) ist eine
nicht-invasive, transdermale Technik zur direkten Darstellung der Mikrozirkulation verschiedener
Organe im Menschen [SchieB3ler etal., 2002], welche bereits in der hepatischen Mikrozirkulati-
on klinische Anwendung gefunden hat [Rauchfuss etal., 2010]. Mittels OPS-Imaging kann der
GefaBdurchmesser, die Erythrozytengeschwindigkeit, die Leukozytenaktivierung sowie die Kapil-
lardichte am Menschen beurteilt werden [SchieBler etal., 2002]. Ein weiteres, haufig verwende-
tes klinisches Verfahren zur Darstellung der Mikrozirkulation ist die Laser Doppler Flussmessung.
Hiermit wird mittels Frequenzverschiebung des durch den Doppler-Effekt veranderten Laserlichtes
der Gewebefluss bestimmt [Oberg etal., 1979]. Anwendung findet dieses Verfahren unter ande-
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rem in der Dermatologie bei psoriasiformen Hautveranderungen [Murray et al., 2005], in der plasti-
schen Chirurgie im Rahmen von Vitalitatsbeurteilungen von Hautlappen [Payette etal., 2005] und
in der Verbrennungsmedizin zur Tiefenbeurteilung der Verletzungen [Sharma etal., 2011]. Andere
anerkannte klinische Verfahren sind die Nagelpfalz-Kapillaroskopie zur Detektion von Mikroangio-
pathien [Cutolo et al., 2010] bei spezifischen Bindewebserkrankungen, die Infrarot-Thermographie
zur Bestimmung der Hauttemperatur als indirektes Zeichen flr die Perfusion nach chirurgischen
Interventionen [de Weerd etal., 2009] und die Photoplethysmographie zur Darstellung kardio-
vaskularer Pulswellen [Allen, 2007]. Eine spezialisierte Form der Photoplethysmographie ist die
Pulsoxymetrie [Nitzan etal., 2014], welche durch die einfache perkutane Darstellung der arteri-
ellen Sauerstoffsattigung und die Pulskontrolle ein wichtiges Diagnoseinstrument in der heutigen
klinischen Medizin darstellt.

Es lasst sich zusammenfassen, dass ein besseres Verstéandnis der Vorgange, die in der Leber
als Reaktion auf bestimmte negative Reize entstehen, fir die Erforschung und Entwicklung neuer
Therapiemdglichkeiten - insbesondere im Rahmen von chronisch-progressiven Lebererkrankun-
gen - notwendig ist. Diese fundamentalen Ergebnisse und Wissensgewinne kénnen durch Ver-
wendung verschiedener Techniken gewonnen werden. Die dynamische Bildgebung mittels VM
erweist sich als ein sehr effektives Verfahren zu Forschungszwecken in der experimentellen He-
patologie [Marques etal., 2015c]. Gerade in der Pathophysiologie der NAFLD-Progression, in
welcher diverse Aspekte der intrahepatischen Mikrohdmodynamik, Mikrozirkulation und zellularer
Veranderungen eine Rolle spielen, gehért die IVM zu den derzeit besten und gut reproduzierbaren
Darstellungsoptionen im Kontext wissenschaftlicher Arbeiten.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

In dieser Studie zeigte sich ein progredienter Anstieg des Kérpergewichtes. Dies passt zur Theo-
rie der Umbauprozesse des Leberparechyms, sowie zur Bildung von intra- und extrahepatischen
Fettdepots im Rahmen der Krankheitsprogression. Die fortlaufende Gewichtszunahme sowie die
DM-Induktion représentieren einzelne Aspekte des metabolischen Syndroms, welches in enger
Assoziation mit der NAFLD bei Menschen steht [Stephenson et al., 2018]. Es gibt bereits viele Stu-
dien, welche mit Hilfe der Hochfett-Diat in murinen Modellen verschiedene Aspekte des metaboli-
schen Syndroms untersuchen [Moreno-Fernandez et al., 2018; Nascimento et al., 2019]. Moreno-
Fernandez et al. [2018] gehen davon aus, dass Ubergewicht eine der athiologischen Schliisselpro-
zesse im Rahmen der Pathogenese des metabolischen Syndroms ist. Es zeigt sich ferner, dass
durch die kontinuierliche HFD und die gleichzeitige DM-Induktion begleitend mit einem progre-
dienten Gewichtsanstieg und einer Hyperglykdmie eine menschenahnliche NAFLD Progression
nachgeahmt werden konnte. Die Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe zeigten jedoch, dass das Kér-

pergewicht STZ/HFD-behandelter Mause insgesamt 10-20 % geringer ist, als das Kdrpergewicht
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gesunder C57BL/6J Mause vergleichbaren Alters [Liebig etal., 2018]. Durch die STZ induzier-
te Reduktion von B-Zellen entwickeln die Mause einen nicht insulinabhangigen DM [Fuijii etal.,
2013] mit erhdhten Blutglukose-Spiegeln Gber alle Stadien hinweg. Dementsprechend wiesen die
STZ/HFD-Tiere auch keine extrahepatischen Fettdepots auf. Patienten mit einer NAFLD haben ei-
ne erhdéhte Pravalenz von DM und vice versa [Dai etal., 2017; Leite etal., 2014]. Insulinresistenz,
Hyperinsulinamie, ein gestorter Lipid-Stoffwechsel, erhdhter oxidativer Stress und Inflammation
sind pathologische Determinanten, welche die Progression der NAFLD mit dem DM verbinden
[Leite etal., 2014]. Es ist nicht sicher darzulegen, dass die Mause ebenfalls eine Insulinresistenz
bilden, allerdings wurde ein relativer Insulinmangel von Saito etal. [2015] beobachtet. Adipositas,
DM Typ 2 und Dyslipidamie gehéren zu den h&ufigsten metabolischen Risikofaktoren, welche mit
der NAFLD assoziiert sind [Streba etal., 2015]. Aktuellen Studien zufolge hat sich in den letzten
4 Dekaden die Anzahl adipéser Kinder und Jugendlicher von 11 auf 124 Millionen verzehnfacht
[Schikora, 2017] und etwa 13 % der erwachsenen Bevélkerung, das heif3t mehr als 640 Millionen
Erwachsene sind nach Definition der WHO adipds [Ezzati, 2016]. Neben Ursachenforschung und
Pravention der Entstehung von pathologischem Ubergewicht ist bei einer solch hohen Prévalenz
auch die Erforschung von Komplikationserkrankungen und damit der NAFLD und deren Progres-
sion notwendig. Die im Rahmen der Erkrankung entstehenden Verédnderungen der hepatischen
Morphologie und Struktur macht sich auch im signifikant ansteigenden Leber-Kérpergewichts-
Index bemerkbar. Um das Maf3 der Leberschadigung naher quantifizieren zu kénnen, wurden
die Leberenzyme AST, ALT und GLDH bestimmt. Eine amerikanische Studie schlussfolgert, dass
eine unerwartete Erhéhung von Leberenzymen in enger Korrelation zu Adipositas und anderen
Faktoren des Metabolischen Syndroms steht [Clark etal., 2003]. AST kommt neben der Leber
auch im Herzen und in der Skelettmuskulatur vor. ALT- und GLDH-AKktivitatserh6hungen sind le-
berspezifische Krankheitsparameter. GLDH gilt als Indikator fiir den Leberzelluntergang, da er
in Hepatozyten ausschlieB3lich intramitochondrial aufzufinden ist. Es gibt bereits eine Anzahl an
Arbeiten die belegen, dass es im Rahmen einer Fettlebererkrankung und deren Progression zu
einer Erhéhung der Leberenzyme, insbesondere AST und ALT kommt [ltagaki etal., 2013; Sutti
etal., 2014; Wehr etal., 2014]. Daneben wird auch ein Anstieg von GLDH im Rahmen der he-
patischen Fettakkumulation gezeigt [Martius etal., 2014] und er wird als weiterer Biomarker flir
Leberschaden empfohlen [Thulin etal., 2017]. In dieser Studie kommt es zun&achst im Rahmen
des Krankheitsprozesses zu einem Anstieg der Leberenzyme, wobei in den spaten Stadien die
Werte wieder abfallen. Ein Wiederabflachen der zuvor gestiegenen Leberenzyme wird auch im
Modell der cholestatischen Leberfibrose beobachtet [Abshagen etal., 2015; Dondorf etal., 2017].
Bei fortschreitender Leberzellzerstérung spiegelt die Konzentration der Leberenzyme eventuell
nicht mehr den Krankheitsverlauf wieder, da nur noch wenig gesundes Lebergewebe vorhanden
ist. Desweiteren kénnte der Abfall der Enzym-Aktivitdten auch als Zeichen fiir ein Ausbrennen
des Organs im Progress der chronischen Lebererkrankung gedeutet werden. Erhdhte Leberenzy-



Diskussion 54

me findet man haufig in nekro-inflammatorischen hepatischen Erkrankungen [Dufour et al., 2000].
Allerdings zeigten sich im Rahmen apoptotischer Prozesse sowohl normale, als auch erhéhte Le-
berenzyme, diese korrelieren jedoch haufig nicht mit dem Grad der Lebererkrankung [Williams
etal., 2014]. Im Rahmen der chronischen Krankheitsentwicklung haben u. a. Sun etal. [2001] und
ljaz etal. [2003] herrausgefunden, dass es zu Veranderungen der hepatischen Mikrozirkulation
kommt. Auch andere Studien belegten mittels Farbdoppler, dass es bei Spenderorganen mit einer
Fettleber im Vergleich zu gesunden Organen zu einer reduzierten sinusoidalen Perfusion kommt
[Seifalian etal., 1998]. AuBBerdem zeigten Seifalian etal. [1999] in einer anderen Studie, dass die
Reduktion der Perfusion in engem Zusammenhang mit dem Grad der Fettakkumulation steht. Ro-
senstengel etal. [2011] untersuchten mittels IVM ebenfalls hepatische Parameter bei einer durch
Hochfett-Diat-induzierten Steatose. Hier konnte gezeigt werden, dass mit dem Grad der Steatose
die BlutflieBgeschwindigkeit in den Zentralvenen und in den Sinusoiden und teilweise auch die
Dichte von Hepatozyten und Sternzellen abnimmt [Rosenstengel etal., 2011]. Die Analyse der
nutritiven Perfusion von Sinusoiden dieser Studie zeigte im Krankheitsverlauf des NASH-Fibrose-
Tumor Modells auch einen signifikanten Abfall der Perfusion von tber 10 %. Begleitend dazu
zeigten sich in den fortgeschrittenen Stadien die Gefa3e stark obstruiert und sichtbare Struktur-
verluste im Sinusoidalsystem wurden beobachtet. Die Beobachtung der Reduktion perfundierter
Sinusoide im Mikroskopiefeld bestéatigten auch bereits andere Arbeitsgruppen, welche sich mit der
Mikrozirkulation bei NAFLD beschéftigten [McCuskey etal., 2004; Sun etal., 2001]. Die in dieser
Studie beobachtete Abnahme der sinusoidalen Dichte unterstreicht den strukturellen Umbaupro-
zess im Progress der chronischen Lebererkrankung. Durch die UberschieBBende EZM-Bildung -
ausgeldst u. a. durch aktivierte HSC [Puche etal., 2011] - und die Vernarbung von ehemals vitalem
Leberparenchym kénnen die Sinusoide eingeengt werden und verlieren dadurch die eigentliche
Funktion als stoffaustauschende Endstromgebiete. Eine haufige und kritische Komplikation chro-
nischer Lebererkrankungen, insbesondere der NAFLD, ist die portale Hypertension, welche auf
dem Boden erhéhter intrahepatischer GefaBresistenzen entstehen kann [Baffy, 2018]. Die Aufga-
be den hepatischen Blutstrom konstant zu halten und damit Resistenzen zu verhindern tragt u. a.
das Kapillarsystem. Die Beobachtung einer reduzierten sinusoidalen Dichte mit begleitender Un-
regelmaBigkeit sowie Umstrukturierung des sinusoidalen Netzwerkes kann also als &tiologischer
Aspekt einer portalen Hypertension im Rahmen der NAFLD gedeutet werden. Au3erdem wurde
im Rahmen der Steatose und der Steatohepatitis festgestellt, dass sich die Sinusoide, aufgrund
der anschwellenden und mit Fett geflllten Hepatozyten, komprimiert zeigen [ljaz etal., 2003; Mc-
Cuskey etal., 2004]. Somit wird der sinusoidale Zwischenraum verschmalert und die hepatische
Mikrozirkulation reduziert [Schleicher etal., 2014]. Demgegeniber konnte keine deutliche Veran-
derung der sinusoidalen Durchmesser in dieser Studie beobachtet werden, es zeigten sich eher
variierende venuldre Durchmesser. Gleichzeitig beobachteten Sun etal. [2001] breiter gewordene
hepatische Bander und eine reduzierte funktionelle sinusoidale Dichte bei Fettlebererkrankungen,



Diskussion 55

wohingegen es zu keiner signifikanten Veranderung der sinusoidalen Durchmesser kam. Andere
Studien zeigten bei Fettlebererkrankungen das gleichzeitige Auftreten einer sinusoidalen Stau-
ung mit anfallenden Perfusionsdefiziten [McCuskey etal., 2004; Seifalian etal., 1998]. Als Folge
von Mikrozirkulationsstérungen konnte auch eine hepatische Minderfunktion im Rahmen einer Le-
berzirrhose sowie einer Steatose beobachtet werden [ljaz etal., 2003; Villeneuve etal., 1996]. In
20-Wochen alten STZ-/HFD-behandelten Mausen zeigte sich makroskopisch eine partiell hohe
Vaskularisation der Leberoberflache und mikroskopisch eine erhéhte sinusoidale Dichte. Diese
Beobachtungen kénnen auf eine angiogene Antwort im Rahmen einer Tumorerkrankung hindeu-
ten und wurden bereits bei der Leberfibrose beobachtet [Vanheule etal., 2008]. Auch in anderen
Studien konnte mittels in vivo Mikroskopie die veranderte sinusoidale Netzwerkarchitektur erfasst
werden, welche in enger Korrelation zum Schweregrad der Erkrankung steht [Rosenstengel etal.,
2011; Schleicher etal., 2014]. So wird im zeitlichen Rahmen der Untersuchung eine steigende
unregelméaBige Anordnung und Deformation von Sinusoiden und eine dichtere hepatische Mor-
phologie sichtbar. Diese Beobachtung waren am deutlichsten im Endstadium des NASH-Fibrose-
Tumor Modells, d. h. im Alter von 20 Wochen, zu sehen. Zusammenfassend unterstitzen die
mikrozirkulatorischen Analysen der vorliegenden Studie wahrend der NAFLD-Progression bereits
verfffentlichte Ergebnisse zu den einzelnen Erkrankungsstadien. Eine verminderte nutritive Sau-
erstoffversorgung des hepatischen Gewebes kann somit weitere fibrotische Umbauprozesse in
der Leber im Rahmen der NAFLD initiieren [ljaz etal., 2003; Vanheule etal., 2008]. Wahrend ljaz
etal. [2003] und Seifalian etal. [1999] eine Reduktion des volumetrischen Blutflusses und der Blut-
flieBgeschwindigkeit und damit einhergehend eine inverse Korrelation mit dem Grad der Fettinfil-
tration im Rahmen der NAFLD zeigte, konnte dies in unseren Untersuchungen nicht bestatigt wer-
den. Es zeigten sich nur marginal verringerte sinusoidale und venulare Blutflie3geschwindigkeiten
im Verlauf der Krankheitsprogression. Die Werte des venularen und sinusoidalen volumetrischen
Blutstromes zeigten keine eindeutige Korrelation zum Fortschritt der hepatischen Fettlebererkran-
kung. Der Scherstress, der auf die Oberflache der Endothelzellen der BlutgefaBe wirkt, zeigte in
den spaten Stadien die niedrigsten Werte. Yu etal. [2015] stellten dem gegenlber im Verlauf der
NAFLD bei Patienten steigende Scherstress-Werte fest [Yu etal., 2015]. Es wurde beobachtet,
dass gerade in den friheren Phasen der NAFLD vaskulare Veranderungen ein Fortschreiten der
Erkrankung provozieren, indem eine Hypoxie in der Leber durch erhdhte hepatische, vaskulare
Widerstande entsteht [van der Graaff etal., 2019]. Ein nicht zu vernachlassigender Faktor kann
also daher die Veréanderung der intrahepatischen Wandspannung im Rahmen der Erkrankung,
insbesondere in den friheren Stadien, sein.

Ruhende HSC speichern Vitamin A und gelten als auBergewdhnlich vielseitige mesenchymale
Zellen, welche notwendig flr die physiologische Funktion der Leber sowie fir dessen Antwort auf
Verletzungen sind. Als historische Meilensteine gelten die Erforschung funktioneller Eigenschaf-
ten der HSC in Bezug auf Leberregenerationsvorgange [Kent etal., 1976] und die Korrelation
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zwischen den HSC und der EZM, welche u. a. durch Isolation der Zellen beobachtet werden
konnte [Knook etal., 1982]. AuBBerdem kdénnen HSC Chemokine bilden, wodurch sie eine rele-
vante Rolle im Rahmen von Zell-Zell-Kontakten erringen [Melton und Yee, 2007]. HSC sind fahig,
das Leukozytenverhalten zu modulieren, wodurch sie auch eine Rolle in der hepatischen Inflam-
mation spielen [Safadi etal., 2004]. In unserer Studie zeigte sich wahrend der Progression der
NAFLD eine signifikante Abnahme Vitamin A-positiver Zellen als Zeichen fur die Aktivierung der
HSC. Es wurde belegt, dass die HSC durch Aktivierung in proliferative Myofibroblasten zu Veran-
derungen in der Mikrovaskulatur beitragen [Puche etal., 2011] und dadurch eine wichtige Rolle
im Progress von Lebererkrankungen und der Bildung einer Fibrose spielen [Reetz etal., 2013;
Wandzioch etal., 2004]. AuBerdem zeigte sich, dass durch Aktivierung der HSC deren Kontrakti-
litdt erhéht wird, wodurch sie sinusoidale Durchmesser und den hepatischen Blutfluss regulieren
kénnen [Bauer etal., 1995; Zhang etal., 1994]. Damit bestatigt sich, dass die HSC durch Akti-
vierung ihr zuvor gespeichertes Vitamin A verlieren und durch Ausschittung von Kollagenen die
EZM-Produktion verstarken [Friedman, 2008]. Studien zeigten diesbezliglich, dass HSC reaktive
Sauerstoffradikale bilden [Guimaraes etal., 2010] und dadurch (ber die Bildung von oxidativem
Stress zum Progress der NAFLD beitragen [Shin etal., 2019].

Die gezielte Selbsteliminierung vereinzelter Zellen, ohne gleichzeitigen Arealschaden durch ne-
krotische oder inflammatorische Reize, ist auch im Rahmen der NAFLD mdglich. In dieser Studie
wurde ein progredienter Anstieg apoptotischer Hepatozyten im Laufe der Fettleberdegeneration
beobachtet. Dass die Apoptose eine Rolle bei NAFLD spielt, zeigen Studien zur Inhibition der
Apoptose. Die mit dem Inhibitor pan-Caspase VX-166 behandelten Mause mit einer NASH zeig-
ten eine reduzierte Fibroseentwicklung [Witek etal., 2009]. Aktuelle Studien verdeutlichen auch
einen flieBenden Ubergang zwischen Apoptose und Nekrose, was als Nekroptose bezeichnet wird
und auch in der Progression der NAFLD ein relevanter Prozess ist [Schwabe und Luedde, 2018].
Somit kann die verstarkt beobachtete Apoptose im Progress der Steatose zur Fibrose aus der
vermehrten Produktion reaktiver Sauerstoffradikale [Guimaraes etal., 2010], erh6htem oxidativen
Stress [Shin etal., 2019] und auch ER-Stress [Feldstein etal., 2004] resultieren. Viele Prozesse
im Rahmen der NAFLD potenzieren sich gegenseitig. So werden auch durch die Apoptose HSC
aktiviert und Immunzellen moduliert, wodurch es zusatzlich zum Krankheitsprogress kommt.

In den meisten Fallen spielt bei einer frihen Fettlebererkrankung die Inflammation noch keine
Rolle. Bei bis zu 20 % der Patienten mit einer NAFLD kommt es jedoch durch die intrahepatischen
chronischen inflammatorischen Reize zu dem Progress der Erkrankung und zu der Bildung einer
NASH bzw. einer Fibrose [Bataller etal., 2011]. In dem STZ/HFD-Modell gehért die hepatische In-
flammation zu den Kernprozessen der Fettleberdegeneration. Hepatische Entziindungen - gleich
welcher Genese - fihren zu Stressreaktionen der Hepatozyten, welche die Fettakkumulation un-
terstitzen und den Progress der NAFLD vorrantreiben kénnen. Entzindungen werden als ein
wesentlicher Bestandteil der hepatischen Wundheilungsreaktion gesehen und sind zweifellos von
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temporarem Vorteil. Die weif3en Blutkérperchen sind die Abwehr des Immunsystems im Blutstrom
und durchqueren das gesamte BlutgefaBnetzwerk, dabei halten oder stoppen sie an GefalBwand-
stellen, wo sich mdgliche Fremdstoffe oder Krebszellen befinden. AuBerdem wandern sie aktiv
in das Gewebeinnere zu Bereichen, wo es zu einem Defekt gekommen ist oder sich eine Ent-
ziindung entwickelt. Sie kébnnen diese Fremdstoffe durch Aktivierung auffressen, zerstéren oder
mittels Botenstoffen markieren und eliminieren bzw. ausscheiden [Krams et al., 2010]. Das Leuko-
zytenrollen am Rande der GefaBwéande erlaubt den Leukozyten mit immobilen Chemokinen eine
Interaktion zu bilden, damit sie daraufhin ins Gewebe emigrieren und die Fremdkdrper bekampfen
kénnen [McEver, 2015]. Das Leukozytenrollen, die Leukozytenadhé&sion, das Wandern der Leu-
kozyten durch die GefaBwande und auch das intraluminale Fortbewegen von Leukozyten sind
teilweise sowohl selbststéandige als auch kaskadenartige Schritte im Rahmen der Inflammation
[Ley etal., 2007]. Die Leber ist eine Schaltstelle zwischen Darminhalt und systemischen Kreislauf,
denn der GrofB3teil der hepatischen Blutversorgung kommt aus der Pfortader und damit aus dem
Magen-Darm-Trakt. Daher ist ein physiologisches Gleichgewicht zwischen immunologischen Be-
lastungen, bdsartigen Stoffen und akuten pathogenen Infektionen im Rahmen der hepatischen
Inflammation notwendig. Die Inflammation entsteht durch Ausschittung pro-inflammatorischer
Substanzen und wird durch die Aktivierung von HSC und Dysfunktionen im ER getriggert. Ei-
ne entscheidende Rolle spielen auch die hepatischen Kupfferzellen [Huang etal., 2010], welche
ebenfalls pro-inflammatorische Mediatoren ausschitten und den Progress der NAFLD f6rdern
[Duval etal., 2010]. AuBerdem wurde beobachtet, dass HSC sich durch bestimmte Reize in pro-
inflammatorische Phanotypen umwandeln kénnen und so ihre beschriebene Wirkung im Rahmen
der hepatischen Inflammation erzielen [Maina et al., 2012; Reid et al., 2016]. Auch durch Apoptose,
Nekrose und oxidativen Stress im Rahmen der Steatohepatitis kdnnen wechselseitig inflamma-
torische Reaktionen verstarkt werden [Rinella, 2015]. Als Reaktion auf Hepatozytenstress kann
die Inflammation im Leberparenchym zu einer Lipidakkumulation fihren und gilt als ein Kenn-
zeichen der Steatohepatitis und NAFLD-Progression. Entziindungen der Leber fihren zu einer
Rekrutierung und Aktivierung von Leukozytenpopulationen und kdnnen fibrotische Prozesse am
Ursprungsort induzieren [Pellicoro etal., 2014]. Diese induzierte Fibrose schitzt die restlichen He-
patozyten, indem pro-apoptotische Signale reduziert und Resistenzbildungen unterstitzt werden
[Bourbonnais etal., 2012]. Dieser wichtige Prozess wird durch lokoregiondre Leukozyten freige-
setzt, die im Rahmen von inflammatorischen Signalen durch Zytokine und Wachstumsfaktoren
reguliert und mobilisiert werden. Das Bild verschiedener inflammatorischer Zellreaktionen ist im
Rahmen der NAFLD von ortsstandigen Hepatozyten, eindringenden von Monozyten-abgeleiteten
Makrophagen, neutrophilen Granulozyten, eosinophilen Granulozyten und Lymphozyten gepragt
[Tannapfel etal., 2011; Xia etal., 2014]. Dementsprechend wurde in dieser Studie eine kontinuier-
lich hohe venulare Leukozytenadharenz und steigende sinusoidale Leukozytenstase wahrend der
Progression der NAFLD beobachtet. Diese inflammatorische Reaktion wurde teilweise schon in
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anderen in vivo Modellen beschrieben [McCuskey et al., 2004; Sun etal., 2001]. Durch das spezi-
ell in der Leber aufzufindende diskontinuierliche Endothel kénnen Leukozyten durch Endothelzell-
Interaktion leichter in das hepatische Parenchym Ubertreten [Kowalewska etal., 2011]. Ein kon-
stanter inflammatorischer Stimulus ist dabei ein wichtiger Wegbereiter fir die Verhinderung von
Regenerationsprozessen und damit flr die Progression der Lebererkrankung. Die Feststellung der
marginalen Abnahme rollender Leukozyten kann der Grund eines mdglichen Lebergewebeunter-
gangs im Endstadium der hepatischen Erkrankung sein. Studien zeigten, dass die Inflammation
auch im Rahmen der Lipotoxizitat vom Fettgewebe ausgehen kann [Cusi, 2012]. Es stellte sich
heraus, dass zirkulierende pro-inflammatorische hepatische Zellen, Chemokine, Zytokine als auch
die Magen-Darm-Flora [Wigg etal., 2001] potenzielle Ausléser flr die beobachtete Inflammation
in der NASH sind [Farrell etal., 2012].

Interessanterweise zeigte sich, dass sich Leber-Tumore im NASH-Fibrose-Tumor Modell ohne
Zeichen einer Zirrhose oder einer fortgeschrittenen Fibrose bildeten [Liebig etal., 2018]. Das
HCC ist mit etwa 90 % der haufigste primare Leberzelltumor [Krams etal., 2010] und er gehért
laut dem WHO Cancer Report 2018 zu den vier haufigsten Krebs-bezogenen Todesursachen
weltweit. Auch bei Menschen wird die Entstehung eines HCC ohne vorheriges Auftreten einer
Zirrhose oder einer Fibrose beobachtet [Calzadilla Bertot und Adams, 2016]. Weiterhin kénnen
Analysen der Tumorgenese im NASH-Fibrose-Tumor Maus-Modell helfen, die zugrundeliegenden
Mechanismen der HCC-Entstehung ohne vorherige Zirrhose besser zu verstehen. Die deutlich
héheren Durchmesser-Werte der postsinusoidalen Venolen in den spateren Krankheitsstadien
weisen auf den Prozess der Neoangiogenese im Rahmen der Tumorbildung hin. Durch Tumor-
Microenvironment Untersuchungen wurde gezeigt, dass u. a. die Neoangiogenese von Anfang an
eine zentrale Rolle in der Hepatokarzinogenese spielt [Hernandez-Gea et al., 2013]. Hernandez-
Gea etal. [2013] zeigten in ihrer Studie zuséatzlich, dass die Inflammation als ein wesentlicher
Bestandteil der Tumorbiologie des HCC anzusehen ist. Dies unterstitzt die Relevanz und Not-
wendigkeit der Inflammationsuntersuchungen im Rahmen von NAFLD Studien. Es I&sst sich also
schlussfolgern, dass das NASH-Fibrose-Tumor Modell eine hohe Anwendbarkeit flr die Beurtei-
lung und Charakterisierung der Mikrozirkulation im Progress der NAFLD mit zugrundeliegendem
DM hat. Die beobachteten typischen mikrozirkulatorischen Stérungen auf funktioneller, morpholo-
gischer und zelluldrer Ebene wahrend der NAFLD-Progression unterstiitzen diese These. Die vor-
liegende Arbeit zeigt einige relevante Ergebnisse bezlglich der Erforschung neuer therapeutischer
Aspekte im Bereich der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion und der sinusoidalen Strukturen im
Rahmen der chronischen Lebererkrankung. Allerdings muss erwahnt werden, dass neben der
ausfuhrlichen und intensiven intravitalmikroskopischen Analyse mit einer Vielzahl von funktionel-
len und dynamischen Parametern im Rahmen der NAFLD-Progression nicht alle metabolischen
Determinanten, die zusétzlich in der Pathophysiologie der NAFLD eine Rolle spielen kénnen, un-

tersucht wurden.
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5.3 Schlussfolgerung und Ausblick

Die NAFLD als hepatische Manifestation des Metabolischen Syndroms ist eine chronische Er-
krankung mit steigender Pravalenz und weitreichendem Risikopotenzial, welche ab dem Stadium
der Zirrhose irreversibel ist. Aufgrund der zunehmenden sitzenden Tatigkeiten, des steigenden
Bewegungsmangels und einer zu fettreichen und fleischhaltigen Erndhrung spielt die NAFLD in
den Industrienationen eine immer wichtigere Rolle. In der vorliegenden in vivo Studie bestéatig-
te sich, dass das NASH-Fibrose-Tumor Modell ein valides murines Modell zur Erforschung der
Pathophysiologie und méglicher therapeutischer Interventionen einer NAFLD sein kann. Die ver-
schiedenen NAFLD-Stadien zeigten charakteristische mikrohdmodynamische und mikrozirkula-
torische Aspekte. Die hepatische Perfusion nahm im Verlauf der Fettleberdegeneration signifi-
kant ab. Mikroskopisch prasentierten sich immer starker sichtbar werdende Veradnderungen des
Leberparenchyms. Die gesamten GefaB3strukturen zeigten sich zunehmend ungeordnet und es
wurden Parenchymumstrukturierungen deutlich, welche sich negativ auf das hepatische Kapillar-
system auswirkten. GefaBverlaufe wurden im Krankheitsprogress zunehmend unterbrochen und
die sinusoidale Dichte sank kontinuierlich. Die reine Steatose ist eine symptomarme und relativ
untypische Leberveranderung mit einer Fettgewebezunahme ohne relevante mikrozirkulatorisch
sichtbare Funktionseinschrankungen. Im Rahmen der NASH zeigte sich hingegen eine verstarkte
Inflammation. Die Fibrose und letzendlich die Zirrhose sind durch eine Umstrukturierung des klas-
sischen Leberparenchyms gekennzeichnet und sorgen fiir bleibende intrahepatische Veranderun-
gen mit einer eingeschrankten nutritiven Perfusion und einer erhdhten hepatozellularen Apopto-
se. Die NAFLD-Endstadien prasentierten teils typische tumorése Prozesse wie Neoangiogenese,
Akkumulation von Leukozyten im Parenchym und auch eine Abnahme der funktionalen Durchblu-
tung. Das NASH-Fibrose-Tumor Mausmodell basiert auf der artifiziellen Induktion eines DM. Im
Gegensatz zur menschlichen NAFLD, in welcher der DM bzw. die Insulinresistenz ein Kofaktor
im Rahmen der Progression ist, werden in diesem Modell einige relevante pathophysiologische
metabolische Prozesse Ubersprungen. Zu den wichtigsten metabolischen Vorgangen im Rahmen
der NAFLD im Menschen gehéren neben der Fettleibigkeit, Insulinresistenz bzw. Hyperglykdmie
und Hyperlipidamie [Jahn etal., 2019b]. Es zeigten sich viele Gemeinsamkeiten zu anderen bis-
her veréffentlichen Studien, wodurch ein umfassender Gesamtiiberblick der Leberdegeneration
ermdglicht wurde. Es wird deutlich, dass es auch im Rahmen einer NAFLD-Progression zu einer
Anhaufung von immunologisch aktiven Zellen kommt und die sterile hepatische Entziindung eine
Art Wendepunkt im Rahmen des Krankheitsprozesses darstellt. Mdgliche therapeutische Ansat-
ze waéren z. B. die Entstehung der NASH durch intrahepatische anti-inflammatorische Vorgan-
ge zu verhindern, spezifische Rezeptoren der HSC zu blockieren um die Kollagen-Produktion
zu reduzieren und immunmodulatorische und durchblutungsférdernde Substanzen zu verwen-

den. Desweiteren konnte mit diesen Ergebnissen gezeigt werden, dass die im Rahmen dieses
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murinen Modells beobachteten Veranderungen der Progression chronischer Lebererkrankung im
Menschen &hneln. Hier sollten pharmakologische Studien in gro3en randomisierten Populationen
durchgefihrt werden. AuBerdem werden weitere Validierungsprozesse und Re-Evaluationen fir

eine mdgliche Ubertragung von der Maus auf den Menschen benétigt.
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1. Das Metabolische Syndrom ist eine multifaktorielle metabolische Erkrankung mit hoher
Pravalenz, welche sich durch viszerale Adipositas, Bluthochdruck, Dyslipidamie und Insulin-
resistenz auszeichnet. Aufgrund des steigenden Uberflusses an Nahrung und Konsumgiiter
sowie vorwiegend sitzenden beruflichen Tatigkeiten steigt die Pravalenz dieser Erkrankung

in den letzten Jahren immer weiter an.

2. Die nicht-alkoholische Fettlebererkrankung (NAFLD) ist die hepatische Manifestation des
metabolischen Syndroms. Sie durchlauft verschiedene hepatische Krankheitsstadien begin-
nend mit einer Steatose, Uber die nicht-alkoholische Steatohepatitis (NASH) zur Fibrose bis
hin zur Leberzirrhose. Ab dem Stadium der Zirrhose ist die Leberdegeneration irreversibel

und das Risiko ein hepatozellulares Karzinom (HCC) zu entwickeln steigt deutlich an.

3. Die Intravitalmikroskopie (IVM) ist eine dynamische Untersuchungsmethode, welche die
zeitgleiche Aufnahme der hepatischen Strukturen, der Mikrohdmodynamik und der zel-
luldren Prozesse sowie Interaktionen im Rahmen der NAFLD-Progression am lebenden
Organismus ermdglicht. Sie erweist sich als ein sehr effektives Verfahren zur Erforschung
und Beschreibung der hepatischen Degenerationsvorgange.

4. Das NASH-Fibrose-Tumor Modell ist ein Mausmodell, in welchem die Mause am 2. postna-
talen Tag mit Streptozotozin (STZ) behandelt werden und anschlieBend eine kontinuierliche
Hoch-Fett Diat (HFD) erhalten. Die Mause zeigen bereits nach einigen Wochen Anzeichen
einer NAFLD mit einer hohen Pravalenz von knotigen Veranderungen in den Endstadien.

5. Zu den pathophysiologischen Schliisselprozessen wahrend der Bildung und Progredienz
einer NAFLD gehéren die hepatische Insulinresistenz, die Lipotoxizitat, die Inflammation

sowie die Aktivierung hepatischer Sternzellen (HSC).
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10.

11.

12.

In der vorliegenden Studie wurden die mikrohdmodynamischen, mikrozirkulatorischen und
pathophysiologischen Veranderungen im Rahmen der NAFLD und die Bildung von Leber-
tumoren in vivo mittels IVM charakterisiert. Hierflir wurden die STZ/HFD-MA&use in einem

Alter von 6, 8, 12 und 20 Wochen intravitalmikroskopisch untersucht.

In dieser in vivo Studie konnte eine signifikante Abnahme der nutritiven sinusoidalen Perfu-
sion sowie der sinusoidalen Dichte im Rahmen des Fortschreitens der NAFLD beobachtet

werden.

Die Analyse der Mikrohdamodynamik ergab keine signifikanten Verédnderungen in der Blut-
flieBgeschwindigkeit, des volumetrischen Blutflusses sowie des Scherstresses.

Die vermehrte Aktivierung von HSC im Rahmen der NAFLD-Progression spiegelte sich in
einer reduzierten Anzahl Vitamin A-positiver Zellen, vor allem in 8 Wochen alten STZ/HFD-

Mausen wider.

In den Untersuchungen zur hepatischen Inflammation, als ein Schllsselprozess der NAFLD-
Progression, konnte eine verstarkte venulare Leukozyten-Endothelzell-Interaktion beobach-
tet werden. Dementsprechend wurden vermehrt Leukozyten detektiert, welche fest am

venularen Endothel adhérierten bzw. sich in den Sinusoiden im Leberparenchym befanden.

Weiterhin war die Progression der NAFLD von einer verstarkten hepatozelluldren Apoptose
begleitet. Vor allem im Tumorstadium (20 Wochen) waren signifikant vermehrte apoptotische
Hepatozyten zu beobachten.

Die intravitalmikroskopischen Beobachtungen wahrend der NAFLD-Progression im STZ/HFD-
Modell bestatigten die verstarkte Inflammation, Mikrozirkulationsstérungen und die ver-
mehrte Aktivierung der HSC und damit einhergehende fibrogene Umbauprozesse. Somit
gehdren zu mdglichen therapeutischen Aspekten die Inaktivierung der HSC, die Inhibition
der Fibrogenese, eine Hemmung der intrahepatischen Inflammation und lokal wirksame

Vasodilatatoren.
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direkt oder indirekt tibernommenen Gedanken sind als solche kenntlich gemacht. Die Arbeit wurde

bisher in gleicher oder &hnlicher Form in keiner anderen Prifungsbehdérde vorgelegt.

Ort, Datum Malte K&dmmerling
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