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1 Einleitung

1.1 Die Leber —das zentrale Organ des menschlichen Metabolismus
Die Leber eines Erwachsenen hat ein durchschnittliches Gewicht von 1,5 kg und be-
findet sich im rechten Oberbauch des menschlichen Kérpers [1]. Sie produziert taglich
bis zu einem Liter des flr die Fettverdauung unerlasslichen Gallesekrets und ist als
Entgiftungsorgan am Abbau xenobiotischer Verbindungen, einschliellich vieler Medi-
kamente beteiligt [2, 3]. Ein Grol3teil der im Blut befindlichen Proteine wie die Gerin-
nungsfaktoren oder das Albumin wird in der Leber synthetisiert. Dartiber hinaus ist sie
fur den Abbau von Proteinen durch den Harnstoffzyklus verantwortlich. Die Leber spei-
chert Glucose in Form von Glykogen und gibt sie bei Bedarf in das Blut ab. Sie kann
aber auch Glucose aus Aminosauren Uber den Weg der Gluconeogenese de novo
synthetisieren. Mit der Nahrung aufgenommene Fette und Fettsduren werden in der
Leber oxidiert. Uberschiissige Lipide verteilt sie zur Speicherung an das Fett-
gewebe [4]. Die Leber ist das zentrale Organ des menschlichen Metabolismus [5].
Pathologien jeglicher Art, die zu einem Leberschaden bis hin zu einem Leberversagen

fuhren, gehoren zu den fundamentalen Gesundheitsproblemen [4].

1.2 NAFLD

1.2.1 Definition

Die nichtalkoholische Fettlebererkrankung (NAFLD) ist die weltweit h&dufigste Form der
chronischen Lebererkrankung [6]. Es handelt sich dabei um eine Fettansammlung in
der Leber (Steatosis hepatis), die ohne sekundare Ursachen wie GbermafRigen Alko-
holkonsum verursacht ist [7]. Die NAFLD umfasst ein Krankheitsspektrum, das von
einer einfachen Steatosis hepatis (Nichtalkoholische Fettleber; NAFL) bis zur nichtal-
koholischen Steatohepatitis (NASH) reicht [8]. NASH stellt die aggressivere Verlaufs-
form dar und ist gekennzeichnet durch die Schadigung von Leberepithelzellen und
eine zunehmende Anzahl entztindlicher Zellinfiltrate [7, 9]. Sie geht einher mit einer
schlechteren Prognose als die NAFL und kann zur Leberfibrose und -zirrhose sowie

zur Entstehung eines hepatozellularen Karzinoms (HCC) fuhren [10].



1.2.2 Epidemiologie

Die globale Pravalenz der NAFLD liegt bei etwa 25 %. Schatzungsweise 12 bis 20 %
dieser Patienten leiden an einer NASH [11]. Alarmierend ist die steigende Pravalenz
der NAFLD auch bei Kindern, die aktuell auf 3 bis 10 % geschétzt wird [12]. Vergleicht
man die verschiedenen Regionen der Welt, zeigen sich deutliche Unterschiede in der
Krankheitshaufigkeit. In Afrika liegt die Pravalenz bei etwa 13 %, wahrend sie in Eu-
ropa auf 24 % und Sudamerika auf 30 % geschatzt wird [13]. Ahnliche Haufigkeitsver-
teilungen finden sich bei Betrachtung der Ethnizitaten. So ist in den USA die Bevdlke-
rungsgruppe der Hispanics am schwersten von der NAFLD betroffen. Mit einer Pra-
valenz von 10 % leiden Afroamerikaner hingegen am seltensten an der Erkrankung
[11, 14]. Womdglich ist dies zurtickzufuihren auf das unterschiedlich gehaufte Auftreten
von mit der NAFLD assoziierten genetischen Risikovarianten wie dem Polymorphis-
mus rs738409 G auf dem Gen PNPLA3 [15, 16]. Die NAFLD ist assoziiert mit Adipo-
sitas, Diabetes mellitus Typ 2, Dyslipidamie und Hypertonie. Diese finden sich jeweils
mit einer Pravalenz von 51 %, 23 %, 69 % und 39 % bei Patienten mit einer NAFLD
[13]. Die Pravalenz der NAFLD steigt parallel mit der voranschreitenden Ausbreitung
der Adipositas [17]. Dartber hinaus nimmt die Krankheitshaufigkeit mit zunehmendem
Patientenalter zu [13]. NAFLD und NASH gehéren in den USA zu den haufigsten Indi-
kationen fir eine Lebertransplantation [18]. Einer Analyse des US Scientific Registry
of Transplant Reciepents aus den Jahren 2012 bis 2016 zufolge ist NASH die am
schnellsten ansteigende Ursache eines hepatozellularen Karzinoms unter den geliste-
ten Patienten [19]. 7,5 % der Gesamtmortalitat in den USA ist mit NAFLD assoziiert
[20]. Kardiovaskulare Erkrankungen sind die haufigsten Todesursachen unter Patien-
ten mit NAFLD [11]. Nur ein geringer Anteil der NAFLD-Patienten entwickelt die typi-
schen schweren Komplikationen einer chronischen Lebererkrankung, wobei vier bis
acht Prozent an den Folgen einer Leberzirrhose und ein bis fiinf Prozent an den Folgen
eines hepatozellularen Karzinoms versterben [13]. Die gesellschaftliche Bedeutung
der NAFLD spiegelt sich auch in den von ihr jahrlich verursachten Kosten wider, wel-
che in den USA auf 103 Milliarden Dollar geschéatzt werden [21].

1.2.3 Pathogenese

Histologisches Merkmal der NAFLD ist eine makrovesikulare Steatose in mindestens
funf Prozent der Hepatozyten [22]. Ursachlich fur die bermalige Lipidakkumulation
in den Leberzellen sind ein verstarkter Abbau des viszeralen Fettgewebes (Lipolyse),

8



die Aktivierung der hepatischen De-Novo-Lipogenese (DNL) sowie eine kohlenhydrat-
und fettreiche Ernahrung. Alle drei Mechanismen fiihren zu einer Anreicherung freier
Fettsauren (FFA) in der Leber, die in den Hepatozyten zu Triacylglyzeriden (TAG)
verestert als Lipidtropfchen mikroskopisch sichtbar werden [23]. Freie Fettsduren aus
Lipolyse und hepatischer DNL haben den gréf3ten Anteil an der hepatischen Lipidak-
kumulation [24]. Die Fehlregulation dieser beider Mechanismen ist die Folge einer er-
worbenen Resistenz gegeniuber dem anabolen Hormon Insulin, wie sie auch bei Pati-
enten mit Diabetes mellitus Typ 2 zu finden ist [23]. Die TAG-Synthese dient unter
physiologischen Bedingungen der Speicherung von freien Fettsauren. Hier ist sie viel
mehr als Schutzmechanismus der Hepatozyten zur Verringerung der toxischen Kon-
zentrationen intrazellularer freier Fettsauren zu verstehen [25, 26]. Abbildung 1 fasst
die Mechanismen, die zur hepatischen Anreicherung freier Fettsduren und letztlich zur

Entstehung der NAFL beitragen, zusammen.

Insulinresistenz Insulinresistenz
1 (Hyperinsulinamie)

Lipolyse 1
Fettgewebe

hochkalorische
Ernahrung

Abb. 1: Pathomechanismen der NAFL

Durch Insulinresistenz induzierte Lipolyse des viszeralen Fettgewebes und hepatische DNL sowie eine
dauerhaft hochkalorische Ernéhrungsweise filhren zur Anreicherung von FFA in der Leber und vermehr-
ter TAG-Synthese; in Anlehnung an [23].

Wahrend die einfache nichtalkoholische Fettleber als gutartiger Zustand gilt, ist die
NASH mit einem aggressiveren Krankheitsverlauf assoziiert, der in Leberzirrhose und
hepatozellularem Karzinom enden kann [27]. Pathohistologisch unterscheidet sich die
NASH von der NAFL durch das Auftreten ballonierter, degenerierter Hepatozyten und
eine vermehrte Einwanderung inflammatorischer Zellen [28]. Abbildung 2 stellt die pa-

thohistologischen Merkmale von NAFL und NASH gegenuber.
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Abb. 2: Pathohistologische Unterschiede zwischen NAFL und NASH

Das typische Bild der (A) NAFL ist gepragt von intrazellularen hepatischen Lipidakkumulationen und nur

minimalem entzundlichen Zellinfiltrat (Pfeil). (B) NASH ist verbunden mit der Degeneration und Ballo-
nierung von Hepatozyten sowie einer verstéarkten Einwanderung inflammatorischer Zellen (Pfeil) in das

Lebergewebe; modifiziert nach [29].

Obwohl die Prozesse, die der Fettakkumulation zugrunde liegen, weitgehend klar sind,
sind die Faktoren, die zur Entstehung der NASH fiihren, noch unzureichend verstan-
den. Diskutiert wird ein Zusammenspiel verschiedener Pathomechanismen, zu denen
das Konzept der Lipotoxizitat aber auch die Folgen eines veranderten intestinalen Mik-
robioms gezahlt werden [23].

Lipotoxizitat ist die Folge einer gestorten intrazellularen Lipidzusammensetzung. Es
kommt zu einer Anhaufung schadlicher Lipide, die zu Zellschadigung und Zelltod flih-
ren kann. Toxische Lipide kdnnen auf verschiedene Art und Weise schadigend auf
eine Zelle wirken. Sie storen zum einen die Biologie und Funktion von Zellorganellen
wie dem endoplasmatischen Retikulum und den Mitochondrien, was zu einer Anrei-
cherung radikaler Sauerstoffspezies fuihrt, zum anderen sind sie in der Lage, direkt mit
intrazellularen Signalwegen und proinflammatorischen Rezeptoren an der Zelloberfla-
che oder im Zytoplasma zu interagieren [23, 30]. Lipotoxizitat ist eng mit chronischer
Inflammation, Adipositas, Diabetes mellitus Typ 2 und dem metabolischen Syndrom
assoziiert [31].

Das intestinale Mikrobiom umfasst die Gesamtheit der im menschlichen Darm leben-
den Mikroorganismen [32]. Hochkalorische Erndhrungsweisen koénnen die Zusam-
mensetzung des Mikrobioms verandern und einen Zustand herbeifiihren, den man als

Dysbiose bezeichnet [33]. Dysbiosen kdnnen die Entstehung der NASH begtinstigen,
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indem sie zu Veranderungen in der Darmbatrriere flhren, die die Passage von Bakte-
rien und bakteriellen Molekilen wie den Lipopolysacchariden aus dem Darm in den
portalvendsen Kreislauf zulassen [34, 35].

Die Summe aller der NASH zugrunde liegenden Pathomechanismen fuhrt letztlich zur
Aktivierung von in der Leber ansassigen Makrophagen und zur Rekrutierung proin-
flammatorischer Zellen des angeborenen Immunsystems aus dem Blutkreislauf. Es
kommt zur Entstehung und Aufrechterhaltung eines entzundlichen Milieus in der Leber
[23]. Die komplexe Reihe an Ereignissen gipfelt schlief3lich in der Aktivierung von he-
patischen Sternzellen und der Synthese und Ablagerung von extrazellularer Matrix.
Dies fuhrt zur Fibrosierung und dem zirrhotischem Umbau des Lebergewebes [36].
Abbildung 3 rekapituliert die wichtigsten Faktoren in der Pathogenese von NAFLD und
NASH.

( \ ( N\
Risikofaktoren Ernahrung (gesattigte Fette, Fructose) — Bewegungsmangel — PNPLA3
. J . J
( \ ( N\
Klinische N . . s .
Merkmale Adipositas — Diabetes mellitus Typ 2 — Dyslipidamie — Hypertonie
. J . J
( \ ( \
Patho- . N . -
: Lipotoxizitat — Dysbiose — Aktivierung des angeborenen Immunsystems
mechanismen
. J . J
\ INFLAMMATION
Gesunde NAFL NASH Leberzirrhose HCC

Leber
| D

Abb. 3: Risikofaktoren, klinische Merkmale und Pathomechanismen der NAFLD

In Anlehnung an [37].

1.2.4 Klinische Diagnhostik

Die Diagnose NAFLD ist eine Ausschlussdiagnose. Sie ergibt sich aus dem Vorliegen
einer hepatischen Steatose bei fehlenden sekundaren Ursachen wie Alkohol oder
steatogenen Medikamenten [7]. Meist wird die NAFLD-Diagnostik erst als Reaktion auf

erhohte Lebertransaminasen im Blut eingeleitet. Allerdings weisen einige Patienten mit
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NAFLD auch normale Leberwerte auf [29, 38]. Aus diesem Grund sollte insbesondere
bei Risikopatienten mit Adipositas oder Diabetes mellitus Typ 2 unabhangig von den
Leberenzymen an eine NAFLD gedacht werden [37].

Die Sonografie ist das diagnostische Mittel der Wahl zur Identifizierung einer hepati-
schen Steatose (Abb. 4). Sie ist kostengunstig und weit verbreitet, hat aber eine ge-
ringe Sensitivitat fur die Diagnose milder Steatosen. Darlber hinaus lasst sich mit der
Sonografie weder der Fibrosegrad noch das Vorliegen einer NASH beurteilen [12, 39].
Die Magnetresonanztomographie ist der radiologische Goldstandard fir die Quantifi-
zierung einer hepatischen Steatose. Aufgrund des erhdhten finanziellen und zeitlichen
Aufwands ist sie allerdings kein Teil der klinischen Routinediagnostik [29, 40]. Alterna-
tiv zur Bildgebung kommen klinische Scores wie der Fatty Liver Index oder der NAFLD
liver fat score zum Einsatz [41, 42]. Sie berechnen sich aus einfachen klinischen Pa-
rametern und sagen zuverlassig das Vorhandensein einer hepatischen Steatose, nicht

aber deren Schweregrad, voraus [43].

Abb. 4: Sonografische Darstellung von normalem und steatotischem Lebergewebe

Das (A) gesunde Leberparenchym besitzt dieselbe Echogenitéat wie das Nierenparenchym, wahrend (B)

eine Steatosis hepatis echoreicher erscheint; modifiziert nach [29].

Einer Diagnosestellung der NAFLD sollte eine Risikostratifizierung fur das Vorliegen
einer Leberfibrose folgen. Die Fibrosierung des Lebergewebes gilt als aussagekraf-
tigstes prognostisches Merkmal der NAFLD [44, 45]. Mehrere klinische Scores wurden
fur das Staging der Fibrose entwickelt. Hierzu zahlen der NAFLD fibrosis score oder
der Fibrosis 4 calculator. Mit ihrer Hilfe kann auf der Basis von nicht-invasiven klini-
schen Parametern zwischen verschiedenen Fibrose-Stadien unterschieden werden
[7]. Die meisten dieser Tests schneiden bei der Differenzierung friher Fibrose-Stadien
schlecht ab, was zu einer Reihe an Werten fuhrt, bei denen eine Fibrosierung nicht
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definitiv ausgeschlossen werden kann [37]. Hilfreich konnte in Zukunft die Elastogra-
phie der Leber sein, die im Ultraschallgerat integriert ist und tber die Steifigkeit der
Leber zwischen Fibrosierung und Zirrhose differenziert [7, 29]. Fur den Nachweis einer
NASH gibt es bis dato keinen validen nicht-invasiven Test [12, 37]. Die Leberbiopsie
bleibt daher nach wie vor der Goldstandard in der Diagnostik von Leberfibrose und
NASH [9, 46].

1.2.5 Therapie
Der wichtigste Grundstein in der Behandlung der NAFLD ist aktuell die Therapie von
pradisponierenden Faktoren wie Adipositas und Diabetes mellitus Typ 2 sowie die Ver-
ringerung des kardiovaskularen Folgerisikos [29, 37]. Eine Gewichtsabnahme redu-
ziert dabei nicht nur den Fettgehalt in der Leber, sondern fuhrt bereits bei einer Ab-
nahme von 5 % des Kdrpergewichts zu einem histologisch sichtbaren Rickgang der
NASH. Bei fast der Halfte der Patienten mit einer Gewichtsabnahme von 10 % kommt
es gar zur Regression einer bestehenden Fibrose [47]. Allerdings ist eine Anderung
des Lebensstils fur viele Patienten schwer umzusetzen. Selbst im Kontext einer Studie
erreichen nur 10 % der Patienten eine Gewichtsabnahme von mehr als 10 % [47]. Er-
nahrungsberater und der Zugang zu 6rtlichen Selbsthilfegruppen kdnnen bei der Ge-
wichtsabnahme helfen. In besonderen Fallen stellen auch die Mittel der bariatrischen
Chirurgie eine valide Alternative dar [48].
Fur die pharmakologische Therapie der NASH sind derzeit weder von der US-
amerikanischen Food and Drug Administration noch von der Européischen Arzneimit-
telagentur Medikamente zugelassen [29]. Eine Behandlung mit Vitamin E fir 96 Wo-
chen zeigte in einer randomisiert-kontrollierten Studie einen positiven Effekt auf den
Ruckgang von NAFLD und NASH bei erwachsenen Patienten [49]. Bei Kindern mit
NAFLD ist ein solcher Effekt durch Vitamin E allerdings nicht nachweisbar [50]. Das
Antidiabetikum Pioglitazon fuihrte in selbiger Studie zu einer Verbesserung der hepati-
schen Steatose und sinkenden Leberwerten unter den Probanden [49]. Aufgrund von
Sicherheitsbedenken gegentber Vitamin E und einer unerwiinschten Gewichtszu-
nahme durch Pioglitazon konnte sich jedoch keine der beiden Therapien in der Klini-
schen Praxis durchsetzen [49, 51]. Kiurzlich zeigten sich Erfolge mit der synthetischen
Gallenséure Obeticholsaure, deren Einnahme in einer Phase-lll-Studie zu einem
Ruckgang von Fibrose, Inflammation und hepatozellularer Ballonierung bei NASH-
Patienten fuhrte [52].
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Ein besonders wichtiger Bestandteil der Therapie von NAFLD- und NASH-Patienten
liegt in der Pravention und Behandlung von Folgeerkrankungen. Patienten mit Leber-
zirrhose bendtigen ein Screening auf das Vorliegen eines hepatozellularen Karzinoms
[53]. Kommt es zur Dekompensation mit Aszites, Varizenblutung oder hepatischer En-
zephalopathie, sollte eine friihzeitige Vorstellung in einem Lebertransplantationszent-

rum veranlasst werden [37].

1.3 Arachidonsaure-Metabolismus

1.3.1 Arachidonséaure

Die Arachidonsaure ist eine mehrfach ungesittigte Fettsaure mit 20 Kohlenstoffato-
men und vier cis-Doppelbindungen [54]. lhre chemische Struktur ist in Abbildung 5
dargestellt. Die Arachidonsaure ist ein integraler Bestandteil biologischer Zellmembra-
nen und verleiht ihnen Fluiditat und Flexibilitat [55]. Die vier Doppelbindungen pradis-
ponieren sie fir Reduktions-Oxidations-Reaktionen mit Sauerstoff, was zu einer Flle
an Metaboliten fuhrt. Diese sogenannten Eicosanoide sind von grof3er Bedeutung fur
die Funktion des Immunsystems, die Regulation inflammatorischer Prozesse, aber

auch die Entstehung von Allergien [56].

Abb. 5: Chemische Strukturformel der Arachidonsaure

In Anlehnung an [56].

1.3.2 Freisetzung durch Phospholipasen

Nach ihrer Aufnahme in die Zelle wird die Arachidonsaure verestert und in den Phos-
pholipiden der Zellmembran gespeichert [56]. Die intrazellulare Konzentration freier
Arachidonsaure ist gering. Bevor sie also verstoffwechselt werden kann, muss sie aus

den Phospholipiden der Zellmembran wieder freigesetzt werden [57]. Dies geschieht
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durch sogenannte Phospholipasen, insbesondere den Mitgliedern der Phospholipase-
Az-Famillie. Sie spalten die Phospholipide der Zellmembran am C2-Atom des Phos-
phoglycerids, wodurch Arachidonséaure freigesetzt wird [58]. Die Ca?*-abhangige zyto-
solische Phospholipase A2 scheint dabei aufgrund ihrer Substratspezifitat besonders
wichtig fir die Biosynthese der Eicosanoide zu sein. Sie hydrolisiert veresterte Arach-
idonsaure aus der C2-Position von Phosphatidylcholin, dem Hauptphospholipid der
Zellmembran, und Phosphatidylinositol [59]. Weitere Mitglieder der Phospholipase-Az-
Familie sind etwa die Ca?*-unabhangige zytosolische Phospholipase Az und die sek-
retorische Phospholipase A2 [58].

Einmal freigesetzt, kann die Arachidonsaure in verschiedene Stoffwechselwege ein-
treten. Es besteht die Moglichkeit der Verstoffwechslung durch Cxclooxygenasen, Li-
poxygenasen oder Cytochrom P450 aber auch die der nicht-enzymatischen Peroxida-
tion. Letztere mundet in der Bildung von Isoprostanen [57, 60]. Abbildung 6 gibt einen

vereinfachten Uberblick tber die Stoffwechselwege des Arachidonsaure-Metabolis-

mus.
Phospholipid
l Phospholipase A,
Arachidonséaure
Cyclooxygenasen Lipoxygenasen Cytochrom P450 nicht-enzymatisch
Prostaglandine Leukotriene Hydroxy- und Isoprostane
Thromboxane Lipoxine Epoxyeicosanoide

Abb. 6: Stoffwechselwege des Arachidonsdure-Metabolismus

In Anlehnung an [60].

1.3.3 Cyclooxygenase-Weg
Im Cyclooxygenase-Weg werden Prostaglandine (PG) und Thromboxane (TX) gebil-
det, die zusammengenommen als Prostanoide bezeichnet werden [61]. Die ersten

zwei Schritte des Cyclooxygenase-Wegs sind zwei aneinandergekoppelte Reaktionen,
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die beide von der Prostaglandin-Hz-Synthase (PGHS) katalysiert werden: eine Cyc-
looxygenase-Reaktion, wodurch die namensgebende Ringstruktur und Prostaglan-
din G2 aus der Arachidonsaure entsteht, sowie eine Peroxidase-Reaktion, aus der das
Prostaglandin H2 hervorgeht. PGHS wird alternativ auch als Cyclooxygenase (COX)
bezeichnet [57]. Es gibt zwei Isoformen der Cyclooxygenase: COX-1 und COX-2
[62, 63]. Zudem gibt es eine Variante der COX-1, die als COX-3 bezeichnet wird. Sie
scheint beim Menschen allerdings nicht funktionell zu sein [64]. COX-1 wird konstitutiv
exprimiert. Es wird angenommen, dass diese Isoform vornehmlich an der Synthese
derjenigen Prostaglandine beteiligt ist, die fur die basalen physiologischen Funktionen
bendtigt werden [62, 63]. COX-2 hingegen ist induzierbar. Dies geschieht zum Beispiel
als Reaktion auf bakterielle Produkte wie Lipopolysaccharide oder durch inflammato-
rische Signalmolekule [62, 63]. Die biochemischen Strukturen von COX-1 und COX-2
sind grundsatzlich ahnlich. Das aktive Zentrum von COX-2 ist allerdings etwas grofer,
was bei der Entwicklung von Medikamenten, die in den Arachidonsaure-Metabolismus
eingreifen, genutzt wird. [65]. Sowohl fir COX-1 als auch fir COX-2 ist die Arachidon-
saure das bevorzugte Substrat. Das Produkt der Cyclooxygenasen, Prostaglandin Hz,
ist ein instabiles Zwischenprodukt. Es wird durch die spezifischen Prostanoidsyntha-
sen weiterverarbeitet, woraus sich eine Vielzahl an Prostanoiden wie Prostaglandin
D2, Prostaglandin Ez, Prostaglandin Fzq, Prostaglandin I2 und Thromboxan Az ergeben
[57]. Die meisten Synthasen haben mehrere Subtypen und werden zell- und gewebe-
spezifisch unterschiedlich stark exprimiert [66]. Thromboxan Az beispielsweise ent-
steht vornehmlich in Thrombozyten, wéahrend Prostaglandin I2 hauptsachlich von vas-
kuldren Endothelzellen produziert wird [67, 68]. Abbildung 7 fasst die wichtigsten En-
zyme und Metaboliten des Cyclooxygenase-Wegs zusammen.
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Arachidonsaure

Cyclooxygenase
\ 4

Prostaglandin G,

PGHS

(COX)
Peroxidase

v

Prostaglandin H,

Prostanoid-Synthasen

Prostaglandin D, Prostaglandin E,  Prostaglandin F,, Prostaglandin I, Thromboxan A,

Abb. 7: Enzyme und Metaboliten des Cyclooxygenase-Wegs

In Anlehnung an [57].

1.3.4 Lipoxygenase-Weg

Der Lipoxygenase-Weg dient unter anderem der Bildung von Leukotrienen (LT) und
Lipoxinen (LX). Die 5-Lipoxygenase (5-LOX) ist das Schliusselenzym der Leukotrien-
Biosynthese und wird vornehmlich in Zellen myeloischen Ursprungs wie Granulozyten,
Makrophagen oder dendritischen Zellen exprimiert [69—71]. Im ersten Schritt der Leu-
kotrien-Biosynthese synthetisiert sie 5-Hydroperoxyeicosatetraensaure (5-HpETE)
aus freier Arachidonséaure. 5-HpETE kann zu 5-Hydroxyeicosatetraensaure (5-HETE)
reduziert werden oder durch die 5-Lipoxygenase zu Leukotrien As metabolisiert wer-
den [57]. Letztgenannter Schritt wird reguliert durch FLAP, das 5-Lipoxygenase-akti-
vierende Protein [72]. Leukotrien A4 ist instabil und wird auf zwei Wegen weiterverar-
beitet. Der eine Weg nutzt das zytosolische Enzym Leukotrien-As-Hydrolase zur Bil-
dung von Leukotrien B4 [73]. Der andere mindet in der Bildung von Leukotrien Ca
durch eine an die Kernmembran gebundene Glutathion-S-Transferase. Auch diesem
Schritt wohnt FLAP bei. Aus Leukotrien C4 gehen Leukotrien D4 und Leukotrien E4
hervor [57]. Abbildung 8 gibt eine Zusammenfassung der wichtigsten Akteure der Leu-

kotrien-Biosynthese.
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Arachidonsaure

5-Lipoxygenase
\ 4

5-HETE <— 5-HpETE

5-Lipoxygenase
FLAP

Leukotrien A,

Glutathion-S-Transferase
FLAP

Leukotrien-A -Hyd-
rolase

Leukotrien B, Leukotrien C,

}

Leukotrien D,
Leukotrien E,

Abb. 8: Enzyme und Metaboliten der Leukotrien-Biosynthese

In Anlehnung an [57].

Die 15-Lipoxygenase ist das Eingangsenzym der Lipoxin-Biosynthese. Sie syntheti-
siert die 15-Hydroperoxyeicosatetraensaure (15-HpETE) aus freier Arachidonsaure.
15-HpETE kann zu 15-Hydroxyeicosatetraensaure reduziert und weiter in 5,6-Epo-
xyeicosatetraensaure umgewandelt werden. Dieser Metabolit ist die Vorstufe der Lip-
oxine A4 und Ba. Lipoxine werden als antinflammatorische Gegenspieler der Leuko-
triene gehandelt. Epimere von Lipoxin A4 und B4 kdnnen in Gegenwart von Acetylsa-
licylsaure (Aspirin®) durch COX-2 aus Arachidonsaure gebildet werden. Daher werden
diese Epimere auch als Aspirin®-getriggerte Lipoxine bezeichnet [74]. Ein weiterer Me-
chanismus, der die Komplexitat der Eicosanoid-Biosynthese veranschaulicht, zeigt
sich auRerdem in der Méglichkeit der transzellularen Synthese von Lipoxin Aas: In Leu-
kozyten durch die 5-Lipoxygenase synthetisiertes Leukotrien A4 kann von Thrombozy-
ten aufgenommen und mithilfe der 12-Lipoxygenase in Lipoxin A4 umgewandelt wer-
den [75].

1.3.5 Eicosanoide und Inflammation

Entziindungen sind ein Teil der humanen Wirtsabwehr und spielen eine wichtige Rolle
fur Wundheilungsprozesse und Immunitat gegeniber Infektionen. Infektionen und in-
flammatorische Stimuli induzieren die Aktivitat der Schliisselenzyme des Arachidon-

saure-Metabolismus wie der Phosphholipase A2, COX-2 und der 5-Lipoxygenase,
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wodurch sich die Kapazitat zur Eicosanoidbildung erhéht [57]. Eicosanoide vermitteln
die Kardinalzeichen der Inflammation Calor, Rubor, Tumor und Dolor [5]. Es ist jedoch
wichtig anzumerken, dass zwar viele Aktivitaten der Eicosanoide als proinflammato-
risch beschrieben werden kénnen, sie aber auch entziindungshemmende Funktionen
haben und an der Inflammationsrickbildung beteiligt sind. Die Art des Entziindungs-
reizes und die vorherrschenden Zelltypen bestimmen die Zusammensetzung der
Eicosanoide, die zu einem bestimmten Zeitpunkt wahrend einer Entziindungsreaktion
produziert werden [56, 57].

Prostaglandin E:z gilt allgemein als proinflammatorisch und besitzt viele dementspre-
chende Funktionen wie die Induktion von Fieber und Schmerzen sowie die Erh6hung
der vaskularen Permeabilitat, welche es Abwehrzellen ermdglicht in Infektions- oder
Entziindungsherde einzudringen [76, 77]. Prostaglandin E2 potenziert die durch Medi-
atoren wie Bradykinin und Histamin induzierten Schmerzreaktionen. Viele entzin-
dungshemmende Medikamente zielen aufgrund dieser Wirkungen auf den Cyc-
looxygenase-Weg, um die Prostaglandin-E2-Produktion zu verringern [57]. Prostaglan-
din Ez ist jedoch auch in der Lage, die 5-Lipoxygenase zu unterdriicken, wodurch die
Synthese von Leukotrienen, die im Allgemeinen proinflammatorisch sind, gehemmt
wird. AuRerdem kann Prostaglandin E2 die 15-Lipoxygenase induzieren und so die
Synthese von entziindungsriickbildenden Lipoxinen fordern [78, 79].

Prostaglandin D2 hat eine signifikante proinflammatorische Wirkung bei allergischen
Atemwegserkrankungen wie Asthma bronchiale, wo es einige der charakteristischen
Merkmale wie Eosinophilie, Hyperreaktivitat der Atemwege und erhdhte Schleimpro-
duktion vermittelt [80]. Prostaglandin D2 hat auch proinflammatorische Effekte in der
Haut, wo es Erytheme, Odeme und Leukozyteninfiltration fordert [81]. Allerdings wur-
den fir Prostaglandin D2 ebenso eine Reihe antiinflammatorischer und entziindungs-
hemmender Effekte zum Beispiel im Rahmen von Typ IV Hypersensitivitdtsreaktionen
beschrieben, sodass sich seine Wirkung nicht verallgemeinern lasst [82, 83]. Die Ef-
fekte von Prostaglandin D2 im Kontext der Inflammation sind komplex. Je nach Ent-
zundungsmilieu kann es entziindungsfordernd oder -unterdriickend agieren [84].
Leukotriene, die Produkte der 5-Lipoxygenase, sind ebenfalls entscheidend an den
inflammatorischen Prozessen im menschlichen Kérper beteiligt. Leukotrien B4 wird von
vielen verschiedenen Arten von Leukozyten, Makrophagen, aber auch Epithelzellen

produziert [57]. Es fungiert als potenter chemotaktischer Lockstoff, der Leukozyten
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(insbesondere neutrophile Granulozyten und Makrophagen) an Orte mit inflammatori-
scher Aktivitat rekrutieren kann [69, 70]. Leukotrien C4, D4 und E4, die zusammen auch
als Cysteinyl-Leukotriene bezeichnet werden, gelten als langsam reagierende Sub-
stanzen der Anaphylaxie und wirken ebenfalls proinflammatorisch etwa im Rahmen
des Asthma bronchiale [57, 85].

Fur den Organismus ist es entscheidend, dass sich eine Inflammationsreaktion auf
geordnete und integrierte Weise zuruckbildet. Man geht davon aus, dass ein Mangel
an ruckbildenden Prozessen zu chronischer Inflammation fiihrt, die schadigende, pa-
thologische Veranderungen hervorrufen kann [86]. Einer der zentralen Mechanismen
ist hierbei die Bildung von Lipoxinen. Sie wirken antiinflammatorisch auf Leukozyten
sowie vaskulare und epitheliale Zellen und tragen so zur Beendigung und Aufldsung

von Entzindungsreaktionen bei [87, 88].

1.4 Fragestellung

Microarray-Analysen sind moderne molekularbiologische Untersuchungsmethoden,
die dabei helfen kdnnen, multifaktoriell bedingte Erkrankungen wie die NAFLD besser
zu verstehen. Durch die Erstellung von Geneexpressionsprofilen von gesundem und
krankem Gewebe ist es mdglich, Gruppen von dysregulierten Genen zu identifizieren
und ihre Assoziationen mit zellularen Signalwegen zu untersuchen. Hieraus lassen
sich neue Einsichten in die Pathogenese einer Erkrankung gewinnen, aber auch the-
rapeutische Ziele ableiten [89-91]. Die Arbeitsgruppe fur experimentelle Padiatrie an
der Klinik und Poliklinik fur Kinder- und Jugendmedizin der Universitdt Regensburg
(KUNO) unter der Leitung von Professor Dr. rer. nat. Thomas Weil3 fihrte Microarray-
Analysen (Affymetrix GeneChip®) an menschlichen Leberproben durch, um Prozesse
aufzudecken, die zwischen gesundem Lebergewebe, NAFL und NASH unterscheiden.
Differentiell exprimierte Gene (DEG) wurden anhand ihrer Gene-Ontology-Termini zu-
geordnet, wobei sich der Arachidonsaure-Metabolismus mit den Genen PLA2GA4A,
PTGS2, HPGDS, und ALOX5AP als einer der am starksten veranderten Stoffwechsel-
wege im Lebergewebe von NAFLD-Patienten zeigte.

PLA2G4A kodiert die zytosolische Phospholipase A2 Gruppe IVA. Das Enzym kataly-
siert die Hydrolyse von Phospholipiden zur Freisetzung von Arachidonsaure aus der
Zellmembran [92]. Das Gen PTGS2 kodiert die Prostaglandinsynthase-2 (PGHS-2,
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COX-2), eines der Schlusselenzyme der Prostaglandin-Biosynthese [93]. HPGDS ko-
diert die hamatopoetische Prostaglandin-D2-Synthase, die die Umwandlung von
Prostaglandin H2 zu Prostaglandin D2 katalysiert [94]. ALOX5AP ist das zugehorige
Gen des 5-Lipoxygenase-aktivierenden Proteins (FLAP). Dieses Protein reguliert
gemeinsam mit der 5-Lipoxygenase den zentralen Schritt der Leukotrien-Biosyn-
these [72]. Abbildung 9 gibt einen Uberblick lber die Rolle der DEGs und den von
ihnen kodierten Enzymen im Arachidonséure-Metabolismus menschlicher Zellen.

Phospholipid
l PLA2G4A
Arachidonséaure
PTGS2 ALOX5AP
PGH, LTA,
HPGDS l
PGD, PGE, PGF,, PGlI, TXA, LTB,LTC,LTD,LTE,
Cyclooxygenase-Weg Lipoxygenase-Weg

Abb. 9: PLA2G4A, PTGS2, HPGDS und ALOX5AP im Kontext des Arachidonsaure-Metabolismus
Einordnung der DEGs PLA2G4A, PTGS2, HPGDS und ALOX5AP (rot) entsprechend der Funktion der

von ihnen kodierten Enzyme in den Arachidonséaure-Metabolismus menschlicher Zellen.

Die genannten Microarray-Analysen wurden an einer Pilot-Kohorte (n = 22) durchge-
fuhrt und dienten der Detektion dysregulierter Stoffwechselwege und differentiell ex-
primierter Gene im Lebergewebe von NAFLD-Patienten. Im Rahmen dieser Arbeit
sollte nun die Validierung der DEGs anhand einer zweiten unabhangigen Patientenko-
horte (n =122) sowie die Evaluierung an einem in vitro Modell der hepatischen

Steatose erfolgen. Nachstehend genannte Fragen galt es zu kléren:

1. La&sst sich die in der Pilot-Studie im Lebergewebe von NAFLD-Patienten detek-
tierte differentielle Expression von PLA2G4A, PTGS2, HPGDS und ALOX5AP
an einer grof3en, unabhangigen Kohorte mittels semiquantitativer RT-PCR be-
statigen?
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2. Istdie im Lebergewebe von NAFLD-Patienten gemessene differentielle Expres-
sion von PLA2G4A, PTGS2, HPGDS und ALOX5AP in einem in vitro Modell
der hepatischen Steatose reproduzierbar?

3. Welchem Zelltyp sind die im Gesamtlebergewebe von NAFLD-Patienten ge-
messenen differentiellen Expressionen zuzuschreiben?

4. Kann die freie, toxische Fettsaure Palmitat (PA) als Trigger der differentiellen
Expression von PLA2G4A, PTGS2, HPGDS und ALOX5AP angesehen wer-

den?

Die Etablierung des in vitro Modells ist dartber hinaus ein erster wichtiger Schritt, um
in Folgestudien molekulare Mechanismen der differentiellen Genexpressionen unter-
suchen zu kdnnen. Im weiteren Sinne dient diese Arbeit somit der Evaluierung von
PLA2G4A, PTGS2, HPGDS und ALOX5AP als potentielle therapeutische und diag-
nostische Targets der NAFLD. Zudem soll die Arbeit dazu beitragen, die Rolle dieser

Gene in der Pathogenese der NAFLD genauer zu beleuchten.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate und Softwares
Biomark™

Centrifuge 5810 R

Centrifuge 5424 R

EW Prazisionswaage

GENios™ Plus Microplate Reader

gentleMACS™ Tissue Dissociator

GVLab Reagenzglasschiuttler
Eclipse TS 100

Heracell™ 150

Herasafe™ Bench

ImageQuant™ LAS 4000 mini
ImageQuant™ LAS 4000 Software

ImageJ

LightCycler® 480

LightCycler® 480 Software
Magellan™ Data Analysis Software
Microsoft Excel®

Mini-Protean® Tetra System
MiniSpin®

Multipette® stream

NanoDrop™ 2000/2000c Software
NanoDrop™ 2000 Spectrophometer
NIS Elements

Pipetman®

PowerPac™ 200

RCT basic
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Fluidigm, San Francisco, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Kern & Sohn,
Deutschland

Balingen-Frommern,

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Gilson, Middelton, USA

Nikon, Tokio, Japan

Heraeus, Hanau, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland

GE Healthcare, Munchen, Deutschland
GE Healthcare, Munchen, Deutschland
Wayne Rasband, National Institutes of
Health, USA

Roche, Basel, Schweiz

Roche, Basel, Schweiz

Tecan, Mannerdorf, Schweiz
Microsoft Corporation, Redmond, USA
Bio-Rad, Feldkirchen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Thermo Fisher, Waltham, USA
Thermo Fisher, Waltham, USA

Nikon, Tokio, Japan

Gilson, Middelton, USA

Bio-Rad, Feldkirchen, Deutschland

IKA, Staufen i. Breisgau, Deutschland



Research® Pipetten

Sprout® Mikro-Zentrifuge

SPSS®

Trans-Blot® Turbo™ Transfer System
Thermocycler TProfessional Basic Gradient
Thermomixer® comfort

Universal 320 Tischzentrifuge
Vortex-Genie® 2 G560-E

Wasserbad

WT17 Mini-Taumel-Wipptisch

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

6 Well Plate

96 Well Plate

Biosphere® Filter Tips

Bottle Top Filter 500 m|

C-Chip® disposable Haemocytometer
Cell Scraper 16 cm
Chromatographiepapier 3 mm
Combitips advanced® 1.0 ml

Cyro.s™

Disposable Pasteur Pipetts 230 mm
Duran® Laborglasflaschen 100, 250, 500 ml
gentleMACS™ M Tubes

LightCycler® 480 Mulitwellplatte 96 white
LightCycler® 480 Sealing Foil
Mini-Protean® TGX™ Stainfree Gel 12%
Mr. Frosty™ Nalgene®

Mulitply® -uStrip Pro 8er Kette
NeoTouch® Handschuhe

SafeSeal® Reagiergefale 1,5 ml, 2 ml
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Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Kisker-Biotech, Steinfurt, Deutschland
IBM, Armonk, USA

Bio-Rad, Feldkirchen, Deutschland
Biometra, Gottingen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Hettich, Tuttlingen, Deutschland
Scientific Industries, Bohemia, USA
GFL, Burgwendel, Deutschland

Biometra, Gottingen, Deutschland

Corning, Inc., Corning, USA
Corning, Inc., Corning, USA
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Corning, Inc., Corning, USA
NanoEnTek, Seoul, Korea
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Whatman, Dassel, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Greiner Bio-One, Kremsminster, Os-
terreich

VWR International, Radnor, USA
Schott, Mainz, Deutschland
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Roche, Basel, Schweiz

Roche, Basel, Schweiz

Bio-Rad, Feldkirchen, Deutschland
Thermo Fisher, Waltham, USA
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Ansell, Brussel, Belgien

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland



SafeSeal® SurPhob Spitzen 10 pl

Schraubréhre 15, 50 ml

Sealing Foll

Serological Pipette 2, 5, 10, 25, 50 mi
TC-Flasche T75, Standard
TC-Flasche T75, Cell+

2.1.3 Reagenzien
2-Mercaptoethanol
2-Propanol 99.8%

Amersham™ Hybond® P 0.2 PVDF Western

blotting membranes
Albuminfraktion V (BSA)

BioWhittaker® Dulbecco's Modified Eagle

Medium (DMEM)
BSA Standard for Protein Assay

cOmplete™, Mini Protease Inhibitor Cocktail

Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)
DL-Norleucin

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS)

Ethanol 99.8%

Fetal Bovine Serum (FBS)
Formaldehydlésung 37%

Gibco® DMEM

Gibco® Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) Medium 1640

Glycin

Isopropanol 70%

Laemmli Sample Buffer (2x)
L-Glutamin

LightCycler® 480 SYBR Green | Master
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Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

Merck, Hohenbrunn, Deutschland
Honeywell, Morristown, USA

GE Healthcare, Minchen, Deutschland

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Lonza, Verviers, Belgien
Interchim, Montlugon, Frankreich
Roche, Basel, Schweiz

Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Merck, Hohenbrunn, Deutschland
Thermo Fisher, Waltham, USA

Thermo Fisher, Waltham, USA
Sigma, Steinheim, Deutschland
Braun, Melsungen, Deutschland
Bio-Rad, Feldkirchen, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland

Roche, Basel, Schweiz



Magermilchpulver

MEM Non-essential Amino Acid Solution

Methanol

Natriumchlorid (NacCl)
Natrium-Dodecyl-Sulfat (SDS)
Natrium-Dodecyl-Sulfat-Pellets
Natronlauge (NaOH)

Oil Red O

Olséure 299%

PageRuler™ Prestained Protein Ladder
Palmitinsaure 299%
Penicillin/Streptomycin
PhosSTOP™ EASYpack
Ponceau S

Re-Blot™ Plus Mild Solution (10x)
Salzsaure (HCI)

Super Signal® West Femto Maximum
Sensitivity Substrate
TagMan-Genexpressionsassays
Triton™ X-100

Trizma® base (Tris)

Trypsin-EDTA solution

Trypan Blue Solution 0.4%
Tween® 20

2.1.4 Analyse-Kits

In vitro Toxicology Assay Kit, Lactic
Dehydrogenase based, TOX7
QuantiTect® Reverse Transcription Kit
RNAlater®

RNase-Free DNase Set

RNeasy® Mini Kit

RNeasy® Maxi Kit

Uptima BC Assay
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TSI, Zeven, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Merck, Hohenbrunn, Deutschland
Merck, Hohenbrunn, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Thermo Fisher, Waltham, USA
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Roche, Basel, Schweiz
Sigma, Steinheim, Deutschland
Merck, Hohenbrunn, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Thermo Fisher, Waltham, USA

Thermo Fisher, Waltham, USA

Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

Interchim, Montlugcon, Frankreich



2.1.5 Zelllinien

HepG2 (human) HB-8065, ATCC, Manassas, USA
Huh7 (human) 01042712, ECACC, Porton Down, UK
RAW 264.7 (murin) TIB-71, ATCC, Manassas, USA

2.1.6 Primer

Mit Ausnahme der Primer fir das murine Housekeeper-Gen B-Actin (Sigma, Stein-
heim, Deutschland) wurden alle Primer von Metabion (Planegg, Deutschland) herge-

stellt.

Tab. 1: Humane Gene, zugehérige Primerpaare und Annealing-Temperaturen

HPRT1 5'-tgacactggcaaaacaatgca-3' Fwd 60 °C
5'-ggtccttttcaccagcaagct-3' Rev 60 °C
YWAHZ 5'-gcaattactgagagacaacttgaca-3' Fwd 63 °C
5'-tggaaggccggttaatttt-3' Rev 53 °C
PTGS2 (COX-2) 5'-cttcacgcatcagtttttcaag-3' Fwd 58 °C
5'-tcaccgtaaatatgatttaagtccac-3' Rev 62 °C
HPGDS 5'-gggggagagaatggcttatt-3' Fwd 58 °C
5'-ggtcaggcttaaagaccaaaag-3' Rev 60 °C
PLA2G4A 5'-ctttctggctccacctggta-3' Fwd 60 °C
5'-aggggattgtggctaacattt-3' Rev 57 °C
ALOX5AP 5'-catcagcgtggtccagaat-3' Fwd 57 °C
5'-caagtgttccggtcctctg-3' Rev 59 °C
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Tab. 2: Murine Gene, zugehdrige Primerpaare und Annealing-Temperaturen

mp-Actin 5'- agccatgtacgtagccatcc -3' Fwd 63,8 °C
5'- ctctcagcetgtggtggtgaa -3' Rev 64,2 °C
MPTGS2 (MCOX-2) 5‘- aagcgaggacctgggttca -3 Fwd 59 °C
5‘- aaggcgcagtttatgttgtctgt -3 Rev 61 °C
mHPGDS 5'-atgcctaactacaaactgctt -3° Fwd 55 °C
5'-ctagagttttgtctgtggcct -3 Rev 59 °C
MmPLA2G4A 5‘-cctttgagttcattttggatcctaa -3° Fwd 61 °C
5'-tgtagctgtgcctagggtttcat -3 Rev 63 °C
MALOX5AP 5'-agcgtggtccagaatgceg -3 Fwd 58 °C
5'-gatccgcttgccgaagatgta -3 Rev 61 °C

2.1.7 Antikorper
Priméare Antikorper:

B-Actin (13E5) Rabbit mAb #4970 Cell Signaling, Danvers, USA
Anti-COX2 / Cyclooxygenase 2 antibody (ab15191),

Rabbit pAb Abcam, Cambridge, UK
Anti-FLAP antibody (ab85227), Rabbit pAb Abcam, Cambridge, UK

Sekundérer Antikorper:

Goat Anti-Rabbit Immunoglobulins/HRP Dako, Hamburg, Deutschland

Tab. 3: Antikérper und zugehdrige verwendete Konzentrationen

Anti-B-Actin 1:2000in 5 % BSA/TBST
Anti-COX2 1:1000 in 5 % Milchpulver/TBST
Anti-FLAP 1 pg/mlin 5 % Milchpulver/TBST
Goat Anti-Rabbit 1:10000 in 5 % Milchpulver/TBST
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2.1.8 Puffer und Losungen

2.1.8.1 Proteingewinnung und -isolation

RIPA-Puffer:

1M Tris pH 8,8 5ml
5M NacCl 3 mi
Triton™ X100 1ml
10 % SDS/H20 1ml
H20 90 ml

Mittels HCI (1 N) wurde der Puffer auf einen pH von 7,2 eingestellt. Lagerung bei 4 °C.
Vor dem Gebrauch wurden in 10 ml des RIPA-Puffers je eine Protease Inhibitor und
eine PhosSTOP ™ Tablette gelost.

2.1.8.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
10 % SDS-Ladepuffer (Elektrodenpuffer):

SDS Pellets 109
Glycin 143 g
Tris 30,49
H20 1000 ml

TBST 10x (Tris-buffered saline with Tween® 20):

NaCl 90 g

Tris 61 g (0,5 M)
Tween® 20 10 ml

H20 1000 ml

5 % Milchpulver/TBST:
Milchpulver 59
TBST 1x 100 ml

5% BSA/TBST:
BSA 59
TBST 1x 100 ml
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2.1.8.3 Western Blot
Anodenpuffer A:

Methanol
Tris Cl (1 M, pH 10,4)
H20

Anodenpuffer B:

Methanol
Tris Cl (1 M, pH 10,4)
H20

Kathodenpuffer:

DL-Norleucin
Tris Cl (1 M, pH 9,4)
H20

100 ml
12,5 ml (25 mM)
500 ml

100 ml
150 ml (0,3 mM)
500 ml

2,63 g (40 mM)
12,5 ml (25 mM)
500 ml

Alle Puffer wurden im Kuhlschrank bei 4 °C aufbewahrt.
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2.2 Methoden

2.2.1 Humane Kohorte

2.2.1.1 Gewinnung und Klassifizierung der Gewebeproben

Humanes Lebergewebe wurde von Patienten ohne NAFLD, mit einfacher Leber-
steatose (NAFL) und nichtalkoholischer Steatohepatitis (NASH) gewonnen. Bei der
Anamnese wurden Alkoholkonsum, Medikamente und Virusinfektionen als Ursache fir
eine Steatose ausgeschlossen. Chirurgische Eingriffe wurden aufgrund von Leberme-
tastasen extrahepatischer Tumoren (73 Patienten), fokaler nodularer Hyperplasien (9
Patienten), Leberadenome (8 Patienten), cholangiozellularen Karzinomen (14 Patien-
ten), HCC (12 Patienten) und anderen Erkrankungen (6 Patienten) durchgefihrt, wo-
bei nur nicht betroffenes Gewebe verwendet wurde. Das informierte Einverstandnis
der Patienten zur Verwendung der Lebergewebeproben fir Forschungszwecke wurde
praoperativ schriftlich eingeholt. Die Verfahren wurden gemaf den Richtlinien der ge-
meinnutzigen, staatlich kontrollierten Stiftung Human Tissue & Cell Research (HTCR)
durchgeftihrt und von der Ethikkommission des Universitatsklinikums Regensburg ge-
nehmigt [95].

Die Lebergewebeproben wurden histologisch durch das Institut fur Pathologie des Uni-
versitatsklinikums Regensburg auf Steatose, Inflammation und Fibrose untersucht.
Der Steatosegrad wurde anhand der Menge an steatotischen Hepatozyten eingeteilt,
wobei < 5 % dem Grad 0, 5 bis 33 % dem Grad 1, > 33 bis 66 % dem Grad 2 und
> 66 % dem Grad 3 entsprachen. Inflammation wurde wie folgt bewertet: kein Herd pro
200x Sichtfeld (0), < 2 Herde pro 200x Sichtfeld (1), 2 bis 4 Herde pro 200x Sicht-
feld (2) und > 4 Herde pro 200x Sichtfeld (3). Fibrose wurde definiert als keine Fibrose
(0), Zone 3 perisinusoidale/perizellulare Fibrose; fokal oder extensiv vorhanden (1),
Zone 3 perisinusoidale/perizellulare Fibrose mit fokaler oder extensiver periportaler
Fibrose (2), Zone 3 perisinusoidale/perizellulare Fibrose und portale Fibrose mit foka-
ler oder extensiver Brickenfibrose (3) und Zirrhose (4). Bei der Ballonierung von
Hepatozyten wurde zwischen keine Ballonierung (0), wenige Ballonzellen (1) und viele
Ballonzellen/prominente Ballonierung (2) unterschieden. Die Punktzahl fiir jedes Merk-
mal wurde gemal3 dem NAFLD Activity Score (NAS) addiert. Patienten mit einer Punkt-
zahl von 5 oder mehr wurden als an NASH leidend eingestuft [28]. Tabelle 4 schlisselt

die Kohorte anhand der genannten Klassifizierungen auf.
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Tab. 4: Aufschliisselung der Kohorte nach Alter, Grad der hepatischen Steatose, Inflammation, Fibrose,

Ballonierung sowie dem NAS

Angegeben sind der Median sowie der minimale und maximale Wert innerhalb einer Gruppe.

Normale Leber Steatose NASH

Patienten (7/ J) 32 (15/17) 47 (21/26) 43 (25/18)
Alter in Jahren 58 (20 - 82) 60 (24 - 84) 65 (33 - 82)
Steatose 0 (0) 2(1-3) 2(1-3)
Inflammation 0 (0) 0(0-2) 2(1-3)
Fibrose 0 (0) 0(0-4) 2(0-3)
Ballonierung 0 (0) 1(0-1) 2(1-2)
NAS 0 (0) 2(1-4) 6(5-8)

2.2.1.2 Homogenisierung von Lebergewebe und RNA-Isolation

Die Lagerung der Lebergewebeproben erfolgte bei -80 °C. Vor dem Einfrieren wurden
sie zur Stabilisation der enthaltenen RNA mit 1 ml RNAlater® behandelt. Die nachfol-
gende Homogenisierung und Isolation der RNA erfolgte mithilfe des RNeasy®
Maxi Kits. Zunachst wurde das aufgetaute Gewebe gewogen, um die erforderlichen
Mengen an RLT-Lysepuffer zu bestimmen. AnschlieRend wurden die Proben mit ei-
nem Skalpell zerkleinert, mit RLT-Puffer und 2-Mercaptoethanol (1 pl pro 1 ml RLT-
Puffer) vermengt und in gentleMACS™ M Tubes uberfuhrt. Es folgte die Homogeni-
sierung mithilfe des gentleMACS™ Tissue Dissociator. Die homogenisierten Lysate
wurden nun bei 4500 x g fur 20 min zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde abge-
nommen, in 50 ml Tubes Uberfuhrt und zur Verbesserung der Bindungskapazitat der
in den Lysaten enthaltenen RNA mit 70%igem RNase-freiem Ethanol versetzt. Im An-
schluss wurden die Ethanol-Lysat-Gemische auf die RNeasy® Columns pipettiert und
fur 5 min bei 3500 x g zentrifugiert. Falls sich noch Lysat-Ruckstande auf der Saulen-
membran befanden, wurde die Zentrifugation wiederholt. Das Flowthrough wurde in
gesonderte Tubes uberfiihrt und bei -80 °C gelagert, sodass vorhandene Rest-RNA
zu einem spateren Zeitpunkt erneut isolieren werden konnte. Die RNeasy® Columns
wurden nun mit 7,5 ml RW1-Puffer gewaschen und fiir 5 min bei 3500 x g zentrifugiert.
Das Flowthrough wurde abpipettiert. Um die bei der RNA-Isolation ebenfalls anfallende
DNA aus dem Lysat zu entfernen, wurden je 210 pl RDD-Puffer mit 30 pul DNAse ver-
mischt und auf eine RNeasy® Column gegeben. Die Saulen wurden fir 15 min inku-
biert und im Anschluss mit 7,5 ml RW1-Puffer gewaschen. Die Proben wurden mit
3500 x g fur 5 min zentrifugiert und das Flowthrough abgenommen. Nun wurden je
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10 ml RPE-Puffer auf eine RNeasy® Column pipettiert, die Saulen bei 3500 x g fiir
2 min zentrifugiert und das Flowthrough entfernt. Es wurden erneut 10 ml RPE-Puffer
hinzugegeben und die Saulen zum Trocknen der Membranen fir 10 min bei 3500 x g
zentrifugiert. Das Flowthrough wurde abermals verworfen. Die RNeasy® Columns wur-
den nun in neue Tubes Uberfihrt und zur Verflichtigung etwaiger Ethanol-Reste fur
3 min offengelassen. Zur Eluierung der RNA wurde je nach Gewebemenge 0,8 ml
(< 300 mg Gewebe) beziehungsweise 1,2 ml (= 300 mg Gewebe) RNase-freies Was-
ser direkt auf die Membran pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 1 min wurden die
RNeasy® Columns bei 3500 x g fur 3 min zentrifugiert, wodurch die eluierte RNA aus
den Membranen der Saulen geldst und in Tubes Uberfihrt wurde. Zur Bestimmung der
RNA-Konzentration wurde die RNA 1 : 100 mit RNase-freiem Wasser verdiunnt und
mit dem NanoDrop™ 2000 Spectrophometer vermessen. Der Rest des Isolats wurde

bei -80 °C gelagert.

2.2.1.3 TagMan-basierte semiquantitative RT-PCR

Die Bestimmung der Expression von aus humanem Lebergewebe isolierter mMRNA er-
folgte mittels Biomark™ High-Throughput semiquantitativer RT-PCR und vorgefertig-
ten TagMan-Genexpressionsassays von Thermo Fisher gemaf den Anweisungen des
Herstellers [96]. Tabelle 1 zeigt die Annealing-Temperaturen der verwendeten Primer.
Die Daten wurden mit der AACt-Methode analysiert und die Expressionswerte auf die

Expressionsniveaus des Housekeeping-Gens (HPRT1) normalisiert [97, 98].

2.2.2 Zellkultur

2.2.2.1 Zelllinien

Im Rahmen der Arbeit kamen drei Zelllinien zum Einsatz: die Hepatoma-Zelllinien
HepG2 und Huh7, sowie die von murinen Makrophagen abstammende RAW-264.7-
Zelllinie. HepG2-Zellen wurden in einem Nahrmedium aus DMEM mit 10 % FBS,
1% MEM, 1 % L-Glutamin und 1 % Penicillin/Streptomycin kultiviert. Fir die Huh7-
Zellen wurde ebenfalls auf der Basis von DMEM ein Nahrmedium mit 10 % FBS und
1 % Penicillin/Streptomycin hergestellt. Die Kultivierung der RAW-264.7-Zellen er-
folgte in mit 5 % FBS und 1 % Penicillin/Streptomycin versetztem RPMI Medium.

Alle Zelllinien mit Ausnahme von Huh7 wurden in Standard T75 TC Zellkulturflaschen
mit den entsprechenden Kulturmedien bei 37 °C und 5 % CO: inkubiert. Fur die Huh7-
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Zellen wurden Cell+ T75 TC Zellkulturflaschen mit einer speziellen Wachstumsober-

flache verwendet.

2.2.2.2 Subkultivieren der Zelllinien

Die Zellen wurden im Abstand von drei bis vier Tagen subkultiviert (i. e. Splitting). Hier-
fur wurde das gebrauchte Nahrmedium aus den Zellkulturflaschen abgesaugt und die
Zellen mit 5 ml vorgewarmtem PBS gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation der
Zellen bei 37 °C mit 5 ml Trypsin-EDTA pro Flasche. Nach 5 min konnten die trypsini-
erten Zellen dem Brutschrank entnommen und durch seitliches Klopfen vom Flaschen-
boden geldst werden. Noch anhaftende Zellen wurden mit FBS-haltigem Kulturmedium
vom Flaschenboden gespult, wodurch zudem die proteinspaltende Wirkung des
Trypsins gestoppt wurde. Die Zellsuspension wurde sodann in eine 15 ml Schraub-
réhre Gberfuhrt und fir 5 min bei 300 x g zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstan-
des wurde das am Boden haftende Zellpellet in 1 ml Kulturmedium resuspendiert. Im
Anschluss wurde ein der Splitting-Ratio entsprechendes Volumen der Zellsuspension
entnommen und in eine mit 10 ml vorgewarmten Nahrmedium gefullte Zellkulturflasche
gegeben. Die Hepatoma-Zelllinien HepG2 und Huh7 wurden im Verhéaltnis 1 : 3, RAW-
264.7-Zellen im Verhaltnis 1 : 8 subkultiviert.

2.2.2.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Analog zu 2.2.2.2 wurde das verbrauchte Medium abgesaugt, die Zellen mithilfe von
Trypsin vom Flaschenboden gel6st und bei 300 x g fur 5 min zentrifugiert. Das ent-
standene Zellpellet wurde in 4 °C kaltem Einfriermedium resuspendiert und in Cyro.s™
Einfrierréhrchen aliquotiert. Das Einfriermedium setzte sich aus 70 % DMEM, 20 %
FBS und 10 % DMSO zusammen. Anschliel3end wurden die Einfrierréhrchen in den
mit Isopropanol befillten Mr. Frosty™ Gefrierbehalter fiir 2 h bei -20 °C und Giber Nacht
bei -80 °C gelagert. Zur Langzeitlagerung erfolgte am Folgetag die Uberfiihrung der
Zellen in einen N2-Kyrocontainer.

Um gefrorene Zellen wieder aufzutauen, wurden sie in vorgewarmtes Zellkulturme-
dium gegeben. AnschlieRend konnte die Zellsuspension zentrifugiert, das Zellpellet in
frischem Kulturmedium resuspendiert und die Zellen entsprechend den unter 2.2.2.1
gemachten Angaben kultiviert werden.
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2.2.2.4 Bestimmung der Zellzahl

Zellen wurden wie unter 2.2.2.2 beschrieben mit Trypsin vom Flaschenboden geldst,
abzentrifugiert und in 1 ml Kulturmedium resuspendiert. 10 ul der Zellsuspension wur-
den zu 90 ul des Farbstoffes Trypan Blue 0,2 % gegeben und durch Auf- und Abpipet-
tieren vermischt. AnschlieRend wurden 10 pl der gefarbten Zellsuspension in eine
C-Chip® zahlkammer pipettiert. Die Zahlung erfolgte maanderférmig in den auf3eren
vier Grof3quadranten analog dem Prinzip der Neubauer-Zahlkammer. Durch die Far-
bung mit Trypan Blue 0,2 % liel3en sich vitale, ungefarbte von abgestorbenen, gefarb-
ten Zellen unterscheiden. Zur Berechnung der Anzahl vitaler Zellen pro ml wurde fol-

gende Formel herangezogen.

vitale Zellen x 10

4 x10~*ml
10 = Verdunnungsfaktor (90 ul Trypan Blue 0,2 %, 10 ul Zellsuspension)
4 = Anzahl der ausgezahlten GroRquadranten
10 ml = Volumen der Neubauer Zahlkammer pro Quadrant

2.2.2.5 Aussaen der Zellen

Nach Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen auf 6-Well-Platten mit jeweils 2 ml
Nahrmedium pro Well ausgesat. Die Anzahl der pro Well benétigten Zellen ergab sich
aus den spezifischen Wachstumseigenschaften der Zelllinien und der Dauer der Ver-
suche (Tab. 5). Zum Zeitpunkt der Behandlung wurde stets eine Konfluenz von 80 %

angestrebt.

Tab. 5: Anzahl der Zellen pro Well in Abhangigkeit von Zelllinie und Inkubationszeit

HepG2, Huh7 500 000 Zellen pro Well 24 h
HepG2, Huh7 400 000 Zellen pro Well 48 h
RAW 264.7 75 000 Zellen pro Well 6h

2.2.2.6 Behandlung von Hepatoma-Zellen mit freien Fettsauren
Hepatoma-Zellen wurden an Tag 1 auf 6-Well-Platten zu je 500 000 (Behandlungs-
dauer 24 h) beziehungsweise 400 000 (Behandlungsdauer 48 h) Zellen pro Well mit

2 ml des entsprechenden Kulturmediums ausgesat. Am Folgetag wurde ein Medien-
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wechsel auf FBS-freies Nahrmedium durchgefuhrt. Die eigentliche Stimulation der Zel-
len mit freien Fettsauren erfolgte an Tag 3. In Isopropanol gel6ste freie Fettsduren
wurden mit 1 % BSA-haltigem und FBS-freiem Kulturmedium gemischt und nach Ab-
saugen des alten Mediums in unterschiedlichen Konzentrationen zu den Zellen gege-
ben. Die Versuche wurden einerseits mit Palmitat (PA) allein anderseits mit Oleat (OA)
und Palmitat im physiologischen Verhaltnis von 2 : 1 durchgefiihrt [99]. Zudem variierte

die Dauer der Behandlung, sodass sich folgende Ansétze ergaben:

A) Behandlung mit Oleat und Palmitat fiir 24 h beziehungsweise 48 h:

Je zwei Wells einer 6-Well-Platte wurden mit 0,4 mM beziehungsweise 0,8 mM Oleat
und Palmitat im Verhaltnis 2 : 1 versetzt. Als Kontrolle wurden die Ubrigen zwei Wells
mit Kulturmedium ohne freie Fettsduren behandelt, das die im Mittel zur Loésung der

freien Fettsauren bendétigte Menge an Isopropanol enthielt (Abb. 10).

B) Behandlung mit Palmitat fiir 24 h beziehungsweise 48 h:

Je zwei Wells einer 6-Well-Platte wurden mit 0,2 mM beziehungsweise 0,4 mM Palmi-
tat behandelt. Als Kontrolle wurden die Ubrigen zwei Wells mit einem Kulturmedium
ohne Palmitat inkubiert, das die im Mittel zur Lésung des Palmitats benétigte Menge

an Isopropanol enthielt (Abb. 10).

(A) (B)

QOO QOO
LAOOO OO

[mM] 0 0,4 0,8 [mM] 0 0,2 0,4

Abb. 10: Schematische Darstellung des in vitro Steatose-Modells

Behandlung von Zellen (A) mit OA und PA im Verhdltnis 2 : 1 in den Konzentrationsstufen 0,4 mM und

0,8 mM beziehungsweise (B) mit PA allein in den Konzentrationsstufen 0,2 mM und 0,4 mM.

2.2.2.7 Inkubation von RAW-264.7-Zellen mit konditioniertem Kulturmedium
Huh7-Zellen wurden in dem unter 2.2.2.6 beschriebenem Modell mit Palmitat in den
Konzentrationen 0,2 und 0,4 mM behandelt. Nach 24 h wurde das Huh7-Kulturmedium

abgenommen. RAW-267.4-Zellen wurden anschlieRend in im Mischverhéltnis 1 : 1 mit
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RAW-264.7- Kulturmedium verdinntem konditionierten Huh7-Kulturmedium fir 6 h in-
kubiert.

2.2.2.8 RNA-Gewinnung und -Isolation aus kultivierten Zellen

Die Kulturmedien wurden nach den Versuchen abgesaugt und die Zellen mit 1 ml PBS
pro Well gewaschen. Das PBS wurde abgenommen und erneut 500 pl PBS zugege-
ben. Mithilfe von Zellschabern wurden die adhérenten Zellen vom Boden der Wells
gelost und in 1,5 ml SafeSeal® Reagiergefae berfiihrt. Nachdem die Cups fiir 4 min
mit 1200 x g zentrifugiert wurden, wurde der Uberstand abgesaugt und das am Boden
der GefalRe haftende Zellpellet in 350 pl RLT-Puffer mit zweiprozentigem 2-Mercap-
toethanol gelost. RLT-Puffer sowie sdmtliche weitere fur die RNA-Isolation bendtigten
Puffer entstammten dem Qiagen RNeasy® Mini Kit. Die in 350 ul RLT-Puffer gelosten
Zellen wurden mit 350 pl 70%igem Ethanol verdinnt und in eine RNeasy® Spin-
Column mit Collection Tube pipettiert. Nach Zentrifugation bei 8000 x g fur 30 s wurde
der in den Collection Tube aufgefangene Flowthrough verworfen und 350 pl RW1 Puf-
fer auf die RNeasy® Spin-Column gegeben. Diese wurden abermals 30 s bei 8000 x g
zentrifugiert. 10 ul DNase Stock wurden mit 70 pl RDD Puffer gemischt. Jeweils 80 ul
dieser DNAse-Losung wurden nun auf die Membran einer RNeasy® Spin-Column ge-
geben. Nach 15-mintiger Inkubation erfolgte die erneute Zugabe von 350 pl RW1-
Puffer und die Zentrifugation der Saulen fur 30 s bei 8000 x g. Das Flowthrough wurde
verworfen. Nun wurden 500 pl RPE-Puffer zupipettiert, die RNeasy® Spin-Columns
30 s bei 8000 x g zentrifugiert und das Flowthrough in den Collection Tubes verworfen.
Nach Zugabe von 500 pl RPE-Puffer wurden die Saulen 2 min bei 8000 x g zentrifu-
giert. Das Flowthrough wurde abermals verworfen. Die RNeasy® Spin-Columns wur-
den nun mit neuem Sammelgefald fur 1 min bei 8000 x g zentrifugiert. Nachdem das
Flowthrough mitsamt Sammelgefal? verworfen wurde, wurden die RNeasy® Spin-
Columns in ein frisches 1,5 ml Eppendorf-Cup tberfihrt und 30 pl RNase-freies Was-
ser direkt auf die Membran der S&ulen pipettiert. Nach 2 min Inkubation wurden die
RNeasy® Spin-Columns mitsamt Eppendorf-Cup fiir 1 min bei 8000 x g zentrifugiert,
um die RNA zu eluieren. Zur Bestimmung der RNA-Konzentration wurden 1 pl des
Isolats mit dem NanoDrop™ 2000 Spectrophometer vermessen. Der Rest der isolier-
ten RNA wurde bei -80 °C gelagert.
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2.2.2.9 Proteingewinnung und -Isolation

Nach Beendigung der Zellkulturversuche wurde das Nahrmedium aus den Wells ab-
genommen und die Zellen mit 1 ml PBS gewaschen. Im Anschluss wurden 500 ul PBS
in jedes Well gegeben und die adharenten Zellen mithilfe eines Zellschabers vom Bo-
den geldst. Der Inhalt zweier Wells wurde nun in einem 1,5 ml Reagiergefal fir 4 min
bei 1200 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet in 150 pl
RIPA-Puffer geldst. Zur Isolation der Proteine wurden die Lysate bei 4 °C und
14000 x g fur 20 min zentrifugiert. Der das Proteinisolat enthaltende klare Uberstand

wurde abgenommen und bei -20 °C verwabhrt.

2.2.2.10 Oil-Red-O-Farbung

Mit freien Fettsdauren behandelte Hepatoma-Zellen wurden nach Aspirieren des Kul-
turmediums mit vorgewarmtem PBS gewaschen und mit einer 10%igen Formaldehyd-
|6sung fir 5 min bei Raumtemperatur fixiert. Nach der Fixierung wurden die Zellen mit
60%igem Isopropanol gewaschen. Es folgte die einstindige Inkubation mit dem in des-
tilliertem H20 und Isopropanol geldstem Farbstoff Oil Red O. Nach der Farbung wur-

den die Zellen unter dem Mikroskop begutachtet und fotografiert.

2.2.2.11 Vitalitatspriufung (LDH-Release)

Die Konzentration an freier extrazellularer zytoplasmatischer Laktatdehydrogenase
(LDH) in Kulturmedien gibt Aufschluss Uber die Integritéat der Zellmembranen. Dazu
wurden die Kulturmedien der einzelnen Wells aus den im Kapitel 2.2.2.6 beschriebe-
nen Versuchen abgenommen und fir 4 min bei 250 x g zentrifugiert. Jeweils 50 ul der
Kulturmedien wurden in Triplikaten auf eine transparenten 96-Well-Platte pipettiert. Die
enzymatische Analyse der LDH-Konzentration erfolgte mithilfe des In Vitro Toxicology
Assay Kits. Dafur wurde zunédchst ein Lactate Dehydrogenase Assay Mix aus
LDH Assay Substrate Solution, LDH Assay Dye Solution und LDH Assay Coactor
Preparation zu gleichen Teilen hergestellt. Jeweils 100 pl davon wurden pro Well zu
den Kulturmedien gegeben. Nach Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur fur
30 min, wurde die Reaktion durch die Zugabe von 15 pl HCI (1 N) beendet. Es folgte

die Bestimmung der Lichtabsorption in den Wells bei 490 nm mithilfe des Tecan
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GENios™ Plus Microplate Reader und der Magellan™ Data Analysis Software, wo-
raus indirekt auf die LDH-Konzentrationen in den Kulturmedien geschlossen werden
konnte.

Als Referenzwert fir den LDH-Release wurde auch die Menge des gesamten (intra-
und extrazellularen) LDH’s bestimmt. Daflr wurden die Zellen eines Wells vor der Ab-
nahme des Kulturmediums mithilfe der LDH Assay Lysis Solution (45 min, 37 °C) lysiert
und im Anschluss die LDH-Konzentration photometrisch erfasst.

2.2.2.12 Bestimmung der mRNA-Expression
2.2.2.12.1 Reverse Transkription von RNA in cDNA

Das Umschreiben der isolierten RNA in cDNA erfolgte unter Verwendung des
QuantiTect® Reverse Transcription Kit. 1 pg RNA wurden zusammen mit 2 pl cDNA
Wipeout Buffer in 0,2 ml Cups gegeben und mit RNase-freiem Wasser auf ein Endvo-
lumen von 14 ul aufgeflllt. Nach einer zweiminitigen Inkubation bei 42 °C im
Thermocycler TProfessional, wurden je Probe 6 pl einer auf Eis hergestellten Lésung
aus 1 pl Reverse Transcriptase, 4 ul RT Buffer und 1ul RT Primer Mix zur verdinnten
RNA gegeben. Fir den anschlieRenden Umschreibeprozess wurden die Proben fir
15 min bei 42 °C und sodann fur weitere 3 min bei 95 °C inkubiert. Die gewonnene
cDNA wurde bei -20 °C gelagert.

2.2.2.12.2 SYBR-Green-basierte semiquantitative RT-PCR

Jedes Well einer LightCycler® 480 96-Well-Platte enthielt 10 pl LightCycler® 480
SYBR Green | Master, 7 pl H20, 1 yl Primer Reverse und 1 pl Primer Forward sowie
1 pl cDNA. Die cDNA wurde in der Konzentration 25 ng/ul eingesetzt, hierfiir musste
sie nach dem Umschreiben 1 : 2 verdiinnt werden. Alle Primer wurden in einer End-
konzentration von 10 uM verwendet. Als Negativkontrolle diente eine Probe aus des-
tilliertem H20 und den entsprechenden Primern. Eine Verdlinnungsreihe wurde zur
Ermittlung einer Standardkurve und spateren Quantifizierung der Proben mitgefihrt.
Nach dem Einsetzen der Proben horizontal in Triplikaten wurde die 96-Well-Platte mit
der LightCycler® 480 Sealing Foil versiegelt und fir 2 min mit 3000 rpm zentrifugiert.
AnschlieRend wurde die 96-Well-Platte im LightCycler® 480 positioniert und der PCR-
Lauf gestartet. Die Annealing-Temperaturen der verwendeten Primer finden sich in
Tabelle 1 und 2. Mithilfe der LightCycler® 480 Software wurden die Werte der Laufe
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analysiert und exportiert sowie Schmelzkurven zur Validierung der Amplifikationspro-
dukte erstellt. Die Daten wurden im Anschluss mit der AACt-Methode ausgewertet und
die Expressionswerte auf die Expressionsniveaus der Housekeeping-Gene (YWAHZ,

mp-Actin) normalisiert.

2.2.2.13 Bestimmung der Proteinexpression

2.2.2.13.1 Bicinchoninic-Acid-Test

Zur Konzentrationsbestimmung der Proteinisolate wurde das Uptima BC Assay Kit ver-
wendet. Dafur wurden Proben des Isolats zunachst mit 50 mM Tris 1 : 20 verdunnt. Je
10 pl eines BSA-Standards beziehungsweise der Proteinproben wurden vertikal in
Triplikaten auf eine transparente 96-Well-Platte pipettiert. In jedes Well wurden 200 pl
BCA-L6sung bestehend aus Reagenz A und B im Verhaltnis 1 : 50 gegeben und die
Platte mit einer Schutzfolie abgedeckt. Nach Inkubation ftr 30 min bei 37 °C im Dun-
keln wurde die Folie abgenommen und die Lichtabsorption der Proben zwischen
540 und 590 nm am Tecan GENios™ Plus Microplate Reader bestimmt. Mithilfe der
Magellan™ Data Analysis Software konnte nun anhand der mitgefiihrten BSA-

Standardverdiinnungsreihe die Proteinkonzentration der Proben berechnet werden.

2.2.2.13.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Je 30 pg Gesamtprotein wurden mit 5 pl Laemmli Sample Buffer (2x) in ein 1,5 ml
Reagiergefald gegeben, mit Tris 50 mM auf ein Endvolumen von 20 ul aufgefillt und
fir 5 min bei 95 °C inkubiert. Danach wurden die Proben jeweils in eine Tasche eines
Mini-Protean® TGX™ 12% Gels pipettiert, wobei sich das Gel in einer mit einprozenti-
gem Elektrodenpuffer gefiillten Mini-Protean® Tetra Elektrophoresekammer befand. In
nicht mit Protein befillten Taschen wurden 10 pl Laemmli zum Gewichtsausgleich ge-
geben. AulRerdem wurde eine Tasche mit 10 pl des Standards PageRuler™
Prestained Protein Ladder beflllt, um die Proteine nach der Elektrophorese ihren
Molekulgrof3en zuordnen zu kénnen. Die Auftrennung erfolgte mit einer Stromspan-

nung von 90 V.
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2.2.2.13.3 Western Blot

Nach Laufende der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese mussten die aufgetrennten
Proteine zur weiteren Analyse aus dem Gel auf eine PVDF-Membran Ubertragen wer-
den. Chromatographiepapier (Filterpapier) und PVDF-Membran wurden auf
6,5 cm x 9 cm zugeschnitten. Im Anschluss wurden die Filterpapiere nach dem
Drei-Puffer-System in verschiedene Puffer getrankt. Je vier Filterpapiere wurden in
Anodenpuffer B, zwei Stiick in Anodenpuffer A und weitere vier Stuck in Kathodenpuf-
fer gegeben. Die PVDF-Membran wurde 5 min in Methanol equilibriert und dann in
Anodenpuffer A getrankt. Filterpapiere, PVDF-Membran und das Gel wurden wie in

Abbildung 11 dargestellt geschichtet und glattgestrichen.

Kathode
Filterpapier (4-mal, Kathodenpuffer) L I
Gel L I
PVDF-Membran L I
Filterpapier (2-mal, Anodenpuffer A) L I
Filterpapier (4-mal, Anodenpuffer B) L I
Anode

Abb. 11: Anordnung von Filterpapieren, Gel und PVYDF-Membran im Blotting-Gerat

Die im Gel befindlichen aufgetrennten Proteine wurden nun durch den Trans-Blot®
Turbo™ auf die PVDF-Membran Ubertragen (i. e. Blotting). Daftr wurde fir 40 min
eine Stromspannung von 23 V und eine Stromstérke von 250 mA angelegt. PVDF-
Membran und Gel wurden aus dem Blotting-Geréat entnommen, das Gel verworfen.
Unspezifische Antikdrperbindungsstellen auf der PVDF-Membran wurden fur 1 h mit
funfprozentigem Milchpulver/TBST geblockt. Es folgte die Inkubation der Membran mit
den primaren Antikérpern bei 4 °C uber Nacht. Tabelle 3 gibt einen Uberblick tiber die
verwendeten Konzentrationen. Am Folgetag wurde die PVDF-Membran dreimal fir
5 min mit 1x TBST gewaschen. Der sekundare Antikdrper wurde zugegeben und die
Membran bei Raumtemperatur fir 50 min auf dem Schdttler inkubiert. Erneut wurde
die Membran dreimal fir 5 min mit 1x TBST gewaschen. Im Anschluss lie3 man die
Membran abtropfen und behandelte sie fir 5 min im Dunkeln mit dem Chemilumines-
zenz-Substrat Super Signal® West Femto. Die PVDF-Membran wurde nun in eine Klar-
sichtfolie gelegt und die Protein-Standard-Molektlgréf3en markiert. Die Detektion der
Lumineszenz erfolgte durch den ImageQuant™ LAS 4000 mini. Die ImageQuant™
LAS 4000 Software diente der Auswertung der Blots.
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Sollte die PVDF-Membran fur weitere Analysen verwendet werden, wurden die ihr an-
haftenden Antikdrper durch 20-mindtige Inkubation mit 10%iger Re-Blot™ Plus Mild
Losung entfernt (i. e. Stripping). Nach zweimaligem Waschen mit 1x TBST fur 5 min
und anschlieBendem zweimaligem Blocken der Membran mit fiinfprozentigem Milch-
pulver/TBST fur 5 min konnte sie mit einem neuen primaren Antikérper inkubiert wer-

den.

2.2.3 Statistische Auswertung
2.2.3.1 Statistische Auswertung der semiquantitativen RT-PCR-Daten

Die statistische Auswertung und grafische Darstellung der semiquantitativen RT-PCR-
Daten erfolgten mit SPSS® und Microsoft Excel®. Fir die Normierung wurden HPRT1
(humanes Lebergewebe), YWAHZ (HepG2, Huh7) beziehungsweise mp-Actin (RAW
264.7) als Housekeeper-Gene verwendet. Die Box-Plot-Diagramme der humanen Ko-
horte zeigen den Median, das erste und dritte Quartil, das obere und untere Whisker
sowie die Extremwerte der Datenreihen. Die mMRNA-Expressionswerte einer ausge-
wahlten Normallebergewebeprobe dienten als Referenzgrof3e. Bei den dargestellten
Werten der Zellkulturversuche handelt es sich um Mittelwerte + Standardabweichung.
Die mRNA- und Proteinexpressionswerte der mit freien Fettsduren behandelten Zellen
wurden auf die Expressionswerte der Kontrollen (unbehandelte Zellen; in den Dia-
grammen als rote, gestrichelte Linie dargestellt) normalisiert. Die Daten wurden mittles
einfaktorieller ANOVA nach Kruskal-Wallis und paarweiser Vergleiche mit post-hoc-
Bonferroni-Korrektur (humane Kohorte) beziehungsweise Student’s t-Test (HepG2,
Huh7, RAW-264.7) auf statistische Signifikanz Uberprift. Ein p-Wert < 0,05 galt als

signifikant.

2.2.3.2 Statistische Auswertung der Western Blots

Die densitometrische Auswertung der Western Blots erfolgte mithilfe der Software
ImageJ [100]. Die statistische Analyse wurde mit Microsoft Excel® durchgefiihrt. B-
Actin-Proteinexpression wurde zur Normalisierung verwendet. Die in den Diagrammen
dargestellten Werte sind normalisierte Mittelwerte + Standardabweichung. Signifikante
Unterschiede wurden mittels Student’s t-Test ermittelt, wobei ein p-Wert < 0,05 als

signifikant galt.
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3 Ergebnisse

3.1 Analyse der mRNA-Expressionen von PLA2G4A, PTGS2,
HPGDS und ALOX5AP im Lebergewebe von NAFLD-Patienten

In den dieser Arbeit vorangegangenen Microarray-Analysen fanden sich verénderte
Genexpressionen von PLA2G4A, PTGS2, HPGDS und ALOX5AP im Lebergewebe
von NAFLD-Patienten (n = 22). Zur Validierung der Ergebnisse sollten nun die mRNA-
Expressionen dieser Gene anhand einer zahlenmaf3ig grél3eren, unabhangigen Ko-
horte (n = 122) mittels semiquantitativer RT-PCR untersucht werden. Humanes Leber-
gewebe wurde wie in 2.2.1.1 beschrieben von Patienten ohne NAFLD (n = 32), mit
einfacher nichtalkoholischer Lebersteatose (n = 47) und nichtalkoholischer Steatohe-
patitis (n = 43) gewonnen. Die Einteilung in normales, NAFL- und NASH-Lebergewebe
erfolgte anhand des NAFLD Activity Scores (NAS). Die Gesamt-RNA des Gewebes
wurde isloiert und aufgereinigt. Im Anschluss folgte die Analyse der mMRNA-Expressi-
onen der Zielgene mittels semiquantitativer RT-PCR.

Die Expression von PLA2G4A-mRNA war sowohl im steatotischem als auch im Leber-
gewebe von NASH-Patienten unverandert (Abb. 12 A). Das Gen PTGS2 zeigte eine
erhohte relative mMRNA-Expression in Lebergewebe von NASH-Patienten gegentber
normalem und steatotischem Lebergewebe (Abb. 12 B). In der statistischen Auswer-
tung fand sich hier ein geschlechtsspezifischer Unterschied. Die mRNA-Expression
von PTGS2 in NASH-Lebergewebe war nur bei weiblichen Patienten gegenuber
steatotischem Gewebe erhdht (siehe Anhang; Abb. 26 B).

Die HPGDS-mRNA war bei Patienten mit NAFL geringer exprimiert als in gesundem
Gewebe (Abb. 12 C). Bei geschlechtsspezifischer Auswertung fand sich dieser Effekt
nur bei mannlichen Patienten (siehe Anhang; Abb. 26 C). ALOX5AP wies in der Ge-
samtkohorte eine Erhdhung der relativen mRNA-Expression in NASH-Gewebe gegen-
Uber normalem und steatotischem Lebergewebe auf (Abb. 12 D). Nach geschlechts-
spezifischer Analyse der Daten fanden sich diese Unterschiede allerdings nur bei
weiblichen Patienten wieder (siehe Anhang; Abb. 26 D).
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Abb. 12: Relative mRNA-Expressionen von PLA2G4A, PTGS2, HPGDS und ALOX5AP in normalem,
NAFL- und NASH-Lebergewebe

Die mMRNA-Expressionen von (A) PLA2G4A, (B) PTGS2, (C) HPGDS und (D) ALOX5AP wurden mittels
semiquantitativer RT-PCR in Lebergewebeproben von Patienten mit NASH (n = 43), NAFL (n = 47) und

normalem Lebergewebe (n =32; HPGDS: n = 31) analysiert. Zur Normalisierung wurde die mRNA-EXx-
pression von HPRT1 verwendet. Statistische Unterschiede wurden mithilfe einfaktorieller ANOVA nach
Kruskal-Wallis und paarweiser Vergleiche mit post-hoc-Bonferroni-Korrektur bestimmt. * p < 0,05;
**p<0,01; ** p<0,001.

Um weitere Einblicke zu bekommen, wurden die mRNA-Expressionen von PLA2G4A,
PTGS2, HPGDS und ALOX5AP dartber hinaus mit den dem NAS zu Grunde liegen-
den histopathologischen Scores zur Beschreibung von hepatischer Steatose, Inflam-
mation und Fibrose korreliert [28]. In Relation des Steatosegrads der Gewebeproben
zeigten sich die Expressionen von PLA2G4A, PTGS2 und HPGDS unverédndert
(Abb. 13 A, B und C). Fur ALOX5AP ergab sich ein signifikanter Anstieg der relativen
MRNA-Expression bei Steatosegrad 3 gegenuber Steatosegrad 0 (Abb.13 D).
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Abb. 13: Korrelation der mRNA-Expressionen in Lebergewebe mit dem Steatosegrad
Die mMRNA-Expressionen von (A) PLA2G4A, (B) PTGS2, (C) HPGDS und (D) ALOX5AP wurden mittels

semiquantitativer RT-PCR in Lebergewebeproben von Patienten mit NASH, NAFL und normalem Le-

bergewebe analysiert und mit dem Steatosegrad korreliert. Der Steatosegrad wurde anhand der Menge
an steatotischen Hepatozyten in den Proben eingeteilt, wobei < 5 % dem Grad 0 (n = 32; HPGDS: n =
31), 5 bis 33 % dem Grad 1 (n = 25), > 33 bis 66 % dem Grad 2 (n = 44) und > 66 % dem Grad 3 (n = 21)
entsprachen. HPRT1 wurde als Housekeeping-Gen zur Normalisierung der Daten verwendet. Statisti-
sche Unterschiede wurden mithilfe einfaktorieller ANOVA nach Kruskal-Wallis und paarweiser Verglei-

che mit post-hoc-Bonferroni-Korrektur berechnet. * p < 0,05.

Bei einem Inflammationsgrad von 1 fand sich die relative mRNA-Expression des Gens
PLA2G4A erhoht gegeniiber Grad 0 (Abb. 14 A). PTGS2 und HPGDS waren dagegen
bezogen auf die verschiedenen Inflammationsgrade der Gewebeproben nicht differen-
tiell exprimiert (Abb. 14 B und C). Die relative mRNA-Expression von ALOX5AP zeigte
sich bei Inflammationsgrad 1 und 3 im Vergleich zu inflammationsfreiem Gewebe er-
hoht, wobei die relative mRNA-Expression bei Inflammationsgrad 2 gegentber Grad 1

signifikant vermindert war (Abb. 14 D).
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Abb. 14: Korrelation der mRNA-Expressionen in Lebergewebe mit dem Inflammationsgrad
Die mMRNA-Expressionen von (A) PLA2G4A, (B) PTGS2, (C) HPGDS und (D) ALOX5AP wurden mittels

semiquantitativer RT-PCR in Lebergewebeproben von Patienten mit NASH, NAFL und normalem Le-

bergewebe bestimmt und mit dem Inflammationsgrad korreliert. Der Grad an Inflammation wurde wie
folgt eingeteilt: kein Herd pro 200x Sichtfeld (0; n = 69; HPGDS: n = 68), < 2 Herde pro 200x Sichtfeld
(1; n=20), 2 bis 4 Herde pro 200x Sichtfeld (2; n = 22) und > 4 Herde pro 200x Sichtfeld (3; n = 10).
HPRT1-mRNA wurde zur Normalisierung verwendet. Statistische Unterschiede wurden mittels einfak-
torieller ANOVA nach Kruskal-Wallis und paarweiser Vergleiche mit post-hoc-Bonferroni-Korrektur be-
rechnet. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.

Das Vorliegen von Fibrosegrad 1 bis 2 resultierte in einem Anstieg der relativen mRNA-
Expression von PLA2G4A gegeniiber Gewebeproben ohne Fibrose (Abb. 15 A). Zu-
dem zeigte sich hier ein geschlechtsspezifischer Unterschied in der mMRNA-Expression
dieses Gens. Bei weiblichen Patienten war die mRNA-Expression von PLA2G4A in
Gewebeproben mit Fibrosegrad 3 bis 4 gegenuber Fibrose-freiem Gewebe erhoht. In

den Gewebeproben méannlicher Patienten zeigte sich ein Anstieg der relativen mRNA-
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Expression von PLA2G4A bei Fibrosegrad 1 bis 2 gegeniber Fibrosegrad 0 (siehe
Anhang; Abb. 27 A). PTGS2-mRNA war in Gewebeproben mit Fibrosegrad 1 bis 2
starker exprimiert als in Proben ohne Fibrose (Abb. 15 B). Daruber hinaus fand sich
bei weiblichen Patienten neben dem Anstieg der PTGS2-Expression bei Fibrosegrad
1 bis 2 gegenuber Fibrosegrad 0 eine verminderte Expression bei Fibrosegrad 3 bis 4
im Vergleich zu Fibrosegrad 1 bis 2. Bei mannlichen Personen war die PTGS2-mRNA
in Relation des Fibrosegrades der Lebergewebeproben hingegen unverandert (siehe
Anhang; Abb. 27 B). HPGDS zeigte keine differentielle mRNA-Expression in Abhan-
gigkeit der Fibrosierung des Lebergewebes (Abb. 15 C). Die mRNA-Expression von
ALOX5AP war sowohl in Gewebe mit Fibrosegrad 1 bis 2 als auch Fibrosegrad 3 bis 4
gegenuber nicht fibrosiertem Lebergewebe erhoht (Abb. 15 D). Hier zeigte sich eben-
falls ein geschlechtsspezifischer Unterschied. Der Expressionsanstieg der ALOX5AP-
MRNA in Gewebeproben mit Fibrosegrad 1 bis 2 und 3 bis 4 gegentber nicht fibro-
siertem Gewebe fand sich nur bei weiblichen Patienten. Bei méannlichen Patienten war
ALOX5AP in Relation des Fibrosegrads nicht differentiell exprimiert (siehe Anhang,
Abb. 27 D).

Des Weiteren wurden die mRNA-Expressionen der Zielgene mit dem NAFLD Activity
Score der Lebergewebeproben korreliert (Abb. 16). PLA2G4A und HPGDS zeigten
keine veranderten mRNA-Expressionen in Abhéngigkeit des NAS der Lebergewebe-
proben (Abb. 16 A und C). PTGS2-mRNA-Expression war in den Gewebeproben mit
einem NAS von 5 bis 6 gegeniber Normalgewebe erhéht (Abb. 16 B). Ebenso fand
sich ein Anstieg der mRNA-Expression von ALOX5AP in Gewebeproben mit einem
NAS von 5 bis 6 und 7 bis 8 im Vergleich zu gesundem Lebergewebe (Abb. 16 D).
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Abb. 15: Korrelation der mRNA-Expressionen in Lebergewebe mit dem Fibrosegrad
Die mMRNA-Expressionen von (A) PLA2G4A, (B) PTGS2, (C) HPGDS und (D) ALOX5AP wurden mittels

semiquantitativer RT-PCR in Lebergewebeproben von Patienten mit NASH, NAFL und normalem Le-

bergewebe analysiert und mit dem Fibrosegrad der Proben korreliert. Hepatische Fibrose wurde einge-
teilt in ,keine Fibrose“ (0), ,Zone 3 perisinusoidale/perizellulare Fibrose; fokal oder extensiv vorhanden®
(1), ,Zone 3 perisinusoidale/perizellulare Fibrose mit fokaler oder extensiver periportaler Fibrose“ (2),
»Zone 3 perisinusoidale/perizellulare Fibrose und portale Fibrose mit fokaler oder extensiver Bricken-
fibrose® (3) und ,Zirrhose“ (4). Es erfolgte eine Klassierung in Grad 0 (n = 76; HPGDS: n = 75), Grad 1
bis 2 (n =27) und Grad 3 bis 4 (n = 16). Zur Normalisierung wurde das Housekeeping-Gen HPRT1
verwendet. Statistische Unterschiede wurden mittels einfaktorieller ANOVA nach Kruskal-Wallis und
*p<0,05 *p< 0,01

paarweiser bestimmt.

*¥»** p < 0,001.

Vergleiche mit post-hoc-Bonferroni-Korrektur
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Abb. 16: Korrelation der mRNA-Expressionen in Lebergewebe mit dem NAS
Die mMRNA-Expressionen von (A) PLA2G4A, (B) PTGS2, (C) HPGDS und (D) ALOX5AP wurden mittels

semiquantitativer RT-PCR in Lebergewebeproben von Patienten mit NASH, NAFL und normalem Le-

bergewebe bestimmt und mit dem NAFLD Activity Score (NAS) korreliert. Der NAS ergibt sich aus der
Summe der histopathologischen Scores fir hepatische Steatose, Inflammation, Fibrose und Ballonie-
rung. Gewebe mit einem Score von 5 oder mehr wird als NASH eingestuft [28]. Es erfolgte eine Klas-
sierung in NAS 0 (n = 32; HPGDS: n = 31), 1 bis 2 (n = 37), 3 bis 4 (n = 10), 5 bis 6 (h = 27) und 7 bis 8
(n = 16). HPRT1-mRNA wurde zur Normalisierung verwendet. Statistische Unterschiede wurden mittels
einfaktorieller ANOVA nach Kruskal-Wallis und paarweiser Vergleiche mit post-hoc-Bonferroni-Korrek-
tur berechnet. * p < 0,05; ** p < 0,01.
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3.2 Analyse der mRNA-Expressionen von PLA2G4A, PTGS2,
HPGDS und ALOX5AP in einem in vitro Steatose-Modell mit
Hepatoma-Zellen

3.2.1 Etablierung des in vitro Modells der hepatischen Steatose

Die Validierung der mRNA-Expressionsprofile an der ausgewahlten Patientenkohorte
bestatigte fur PTGS2, HPGDS und ALOX5AP, jedoch nicht fir PLA2G4A, eine diffe-
rentielle Regulation bei NAFLD. Zur weiteren Evaluierung sollten die Genexpressionen
in einem in vitro Modell der hepatischen Steatose untersucht werden. Ein histologi-
sches Hauptmerkmal der NAFLD ist die makrovesikulére Steatose in mehr als 5 % der
Hepatozyten [22]. Dies ist die Folge einer systemisch erhohten Konzentration freier
Fettsauren, welche zur kompensatorischen Bildung von TAGs flhrt, die als Lipidtropf-
chen akkumuliert in den Hepatozyten mikroskopisch sichtbar sind (siehe Kap. 1.2.3;
Abb. 2). Um diesen Zustand in einem Zellkulturmodell zu simulieren, wurden dem
Néahrmedium von Hepatoma-Zellen freie Fettsauren hinzugeflgt. Die Zellen wurden
mit einem Gemisch aus Oleat und Palmitat im Verhaltnis 2 : 1 in den Konzentrationen
0,4 mM und 0,8 mM oder mit Palmitat allein in den Konzentrationen 0,2 mM und
0,4 mM fur jeweils 24 h beziehungsweise 48 h inkubiert (siehe Kap. 2.2.2.6). Anschlie-
Rend wurden die Zellen wie unter 2.2.2.10 beschrieben mit dem lipophilen Farbstoff
Oil Red O gefarbt, um etwaige Lipidakkumulationen und Fettvakuolen darzustellen.
Abbildung 17 zeigt die Mikroskop-Aufnahmen der gefarbten Zellen. Im Vergleich zu
den als Kontrolle mitgefiihrten unbehandelten Hepatoma-Zellen sind die mit Fettsau-
ren behandelten Zellen intensiver rot gefarbt. Zudem finden sich intrazellulare Fettva-
kuolen wie sie auch das histologische Bild der NAFLD prégen [9].

Eine einfache hepatische Steatose (NAFL) gilt noch als gutartiger Zustand [23, 27, 36].
Anhaltende pathologische Reize fuhren allerdings zur Entwicklung einer Steatohepa-
titis (NASH), aus der Leberzirrhose und HCC hervorgehen kénnen. Der Ubergang von
NAFL zu NASH ist ein ,Kipppunkt® der NAFLD [101]. Interessanterweise zeigten sich
in Kapitel 3.1 die differentiellen mRNA-Expressionen von PTGS2 und ALOX5AP aus-
schlie3lich in Lebergewebeproben von NASH-Patienten. Um also den prognosebe-
stimmenden Schritt von NAFL zu NASH im Zellkulturmodell zu simulieren und aussa-
gekraftige mRNA-Expressionen der Zielgene in vitro messen zu kbénnen, war es des-

halb notwendig die Hepatoma-Zellen einem ausreichenden Zellstress auszusetzen.
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Abb. 17: Oil-Red-O-gefarbte HepG2-Zellen 24 h nach Inkubation mit OA/PA beziehungsweise PA

HepG2-Zellen wurden fur 24 h (A) mit 0 mM, (B) 0,4 mM und (C) 0,8 mM OA/PA (2/1) beziehungsweise
(D) mit 0 mM, (E) 0,2 mM und (F) 0,4 mM PA inkubiert. Sodann wurden sie mit dem lipophilen Farbstoff
Oil Red O gefarbt und bei 400-facher VergroR3erung fotografiert.

Die Konzentration von Palmitat spielte hierbei eine entscheidende Rolle. Geséttigte
Fettsauren wie Palmitat sind zelltoxisch und werden mit der NASH-Pathogenese in
Verbindung gebracht [23, 102, 103]. Ziel war es einerseits einen moglichst starken
Effekt auf die Hepatoma-Zellen auszutiben, anderseits sollte die Toxizitat von Palmitat
nicht verstarkt zum Zelltod fihren. Um dieses Problem zu I6sen, wurden Hepatoma-
Zellen fur 24 h beziehungsweise 48 h mit Palmitat inkubiert. Es folgte die photometri-
sche Bestimmung der Konzentration freier zytoplasmatischer Laktatdehydrogenase in
den Kulturmedien. Die Konzentration an extrazellularer, zytoplasmatischer LDH (LDH-
Release) erlaubte indirekt eine Aussage Uber die Integritdt der Zellmembranen der
kultivierten Zellen und diente somit als Mal} fur die Zytotoxizitat von Palmitat. Abbil-
dung 18 stellt den relativen LDH-Release von mit Palmitat behandelten HepG2-Zellen
dar. Es zeigte sich ein dosis- und zeitabhangiger Anstieg der relativen LDH-
Konzentration in den Kulturmedien durch Palmitat. Ein Wert von 1,0 auf der Ordina-
tenachse entspricht der Menge an zytoplasmatischer LDH, die bei einer vollstdndigen
Lyse der Zellkultur frei wird. Trotz der Zytotoxizitat von Palmitat befindet sich das Mo-
dell noch in einem fur Hepatoma-Zellen sublethalen Bereich, ahnlich den Bedingun-

gen, denen Hepatozyten am Ubergang von NAFL zu NASH ausgesetzt sind [104].
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Abb. 18: Relativer LDH-Release von HepG2-Zellen nach Inkubation mit PA
HepG2-Zellen wurden mit 0 mM, 0,2 mM und 0,4 mM PA flir 24 h beziehungsweise 48 h inkubiert
(n = 4). Als Maf fur die Integritat der Zellmembranen wurde die Konzentration an freier, extrazellularer,

zytoplasmatischer LDH in den Kulturmedien (LDH-Release) photometrisch bestimmt. Ein relativer LDH-
Release von 1,0 entspricht einer vollstandigen Lyse aller Zellen. Statistische Unterschiede wurden mit-
hilfe des Student’s t-Test bestimmt. ** p < 0,01; *** p < 0,001.

3.2.2 Analyse der mRNA-Expressionen von PLA2G4A, PTGS2, HPGDS und
ALOX5AP in einem in vitro Steatose-Modell mit HepG2-Zellen

HepG2-Zellen wurden fir 24 h beziehungsweise 48 h mit freien Fettsduren in unter-
schiedlichen Konzentrationen behandelt. Die Zellen wurden geerntet, ihre mRNA iso-
liert und in cDNA umgeschrieben. Anschlielend wurde die Genexpression von
PLA2G4A, PTGS2, HPGDS und ALOX5AP mittels semiquantitativer RT-PCR be-
stimmt und statistisch ausgewertet.

Die mRNA-Expressionen von PLA2G4A, PTGS2 und HPGDS waren weder in den mit
freien Fettsduren behandelten noch in den zur Kontrolle mitgefiihrten unbehandelten
HepG2-Zellen messbar. Eine statistische Auswertung war daher nicht méglich. Fur das
Gen ALOX5AP konnten ausreichende mRNA-Expressionslevel gemessen werden. In
den mit Oleat und Palmitat im Verhdltnis 2 : 1 behandelten HepG2-Zellen, fand sich
keine veranderte Expression der ALOX5AP-mRNA gegenuber unbehandelten Zellen
(Abb. 19 A). In mit Palmitat allein behandelten HepG2-Zellen war jedoch ein im Ver-
gleich zur Kontrolle (0 mM Palmitat) signifikanter Anstieg der relativen mRNA-Expres-
sion von ALOX5AP zu erkennen. Dies galt sowohl fur die 24-stiindige als auch fur die
48-stuindige Inkubation (Abb. 19 B).
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Abb. 19: Relative mRNA-Expression von ALOX5AP in HepG2 nach Inkubation mit FFA
HepG2-Zellen wurden (A) mit 0,4 mM und 0,8 mM OA/PA (2/1; n=3) und (B) mit 0,2 mM und
0,4 mM PA (n=4) fur 24 h beziehungsweise 48 h inkubiert. Die mMRNA-Expression von ALOX5AP

wurde mittels semiquantitativer RT-PCR analysiert. YWAHZ-mRNA-Expression wurde zur Normalisie-

rung verwendet. Zudem erfolgte eine Normierung der Daten auf die mitgefihrten Kontrollen (0 mM
FFA). Statistische Unterschiede wurden mithilfe des Student’s t-Test bestimmt. * p < 0,05; ** p < 0,01:

signifikanter Unterschied zur Kontrolle (0 mM PA).

3.2.3 Analyse der Expressionen von PLA2G4A, PTGS2, HPGDS und ALOX5AP
in einem in vitro Steatose-Modell mit Huh7-Zellen

Huh7-Zellen wurden mit 0,2 mM und 0,4 mM Palmitat fir 24 h beziehungsweise 48 h
behandelt. Nach der Inkubation wurde die mRNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und
die Expressionen von PLA2G4A, PTGS2, HPGDS und ALOX5AP mittels semiquanti-
tativer RT-PCR analysiert und statistisch ausgewertet.

Im Gegensatz zu den im vorangehenden Kapitel beschriebenen Versuchen mit
HepG2-Zellen war hier fur alle vier Zielgene eine suffiziente mRNA-Expression mess-
bar. PLA2G4A-mRNA zeigte nach 24-stiindiger Palmitat-Exposition keine differentielle
Expression in Huh7-Zellen gegenuber der Kontrolle (0 mM Palmitat). Dies galt sowohl
fur 0,2 mM als auch 0,4 mM Palmitat. Eine Inkubationszeit von 48 h resultierte in einer
Reduktion der relativen mRNA-Expression, die bei gleichbleibender Inkubationszeit
und 0,4 mM signifikant starker ausfiel (Abb. 20 A). Die Analyse der mRNA-Expression
von PTGS2 ergab sowohl bei 24- als auch 48-stiindiger Inkubation einen relativen An-

stieg durch 0,2 mM Palmitat. Dieser war bei gleicher Expositionszeit und 0,4 mM aus-
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gepragter als bei 0,2 mM Palmitat (Abb. 20 B). HPGDS zeigte in beide Konzentratio-
nen eine Verminderung seiner relativen mRNA-Expression. Dies galt sowohl fur die
24- als auch fur die 48-stiindigen Versuche (Abb. 20 C). Eine Inkubation mit Palmitat
fuhrte zu einer erhdhten mRNA-Expression von ALOX5AP. Diese fand sich sowohl bei
24- als auch 48-stuindige Inkubation, sowie verstarkt bei 0,4 mM Palmitat (Abb. 20 D).
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Abb. 20: Relative mRNA-Expressionen von PLA2G4A, PTGS2, HPGDS und ALOX5AP in Huh7 nach
Inkubation mit PA

Huh7-Zellen wurden mit 0,2 mM und 0,4 mM PA fiir 24 h beziehungsweise 48 h inkubiert (n = 4). Die
MRNA-Expressionen von (A) PLA2G4A, (B) PTGS2, (C) HPGDS und (D) ALOX5AP wurden mittels

semiquantitativer RT-PCR bestimmt. YWAHZ wurde als Housekeeping-Gen verwendet. Zudem erfolgte

eine Normierung auf die Kontrollen (0 mM PA). Statistische Unterschiede wurden mit dem Student’s t-
Test berechnet. * p < 0,05; ** p < 0,01: signifikanter Unterschied zur Kontrolle (0 mM PA); # p < 0,05;
## p < 0,01; ### p < 0,001: signifikanter Unterschied zu 0,2 mM PA.
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PTGS2 und ALOX5AP zeigten in Lebergewebe von NASH-Patienten einen deutlichen
Anstieg der mRNA-Expressionen gegeniber normalem und NAFL-Lebergewebe
(siehe Kap. 3.1; Abb. 12). Dieses Bild bestatigte sich in vitro: Nach 24-sttundiger Inku-
bation mit Palmitat fand sich bei beiden Genen eine etwa vierfache Steigerung der
relativen mRNA-Expressionen in Huh7-Zellen (Abb. 20). Folglich sollten in einem wei-
terflhrenden Schritt auch die Proteinexpressionen dieser Gene im Zellkulturmodell der
hepatischen Steatose analysiert werden. Hierflr wurden die Proteinlysate von mit Pal-
mitat behandelten Huh7-Zellen mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die Expressionen
der spezifischen Proteine COX-2 (PTGS2) und FLAP (ALOX5AP) mithilfe des
Western-Blot-Verfahrens (Immunoblot) nachgewiesen. Fir beide Proteine ergab sich
kongruent zu den Ergebnissen der semiquantitativen RT- PCR-Analysen ein relativer
Expressionsanstieg in Huh7-Zellen durch die Behandlung mit Palmitat. Abbildungen
21 und 22 zeigen jeweils einen reprasentativen Blot, sowie die densitometrische Aus-

wertung der Analysen.
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Abb. 21: Proteinexpression von COX-2 in Huh7 nach Inkubation mit PA fiir 24 h
Huh7-Zellen wurden mit 0,2 mM und 0,4 mM PA fir 24 h behandelt (n = 3). Die Proteinexpression von

COX-2 (PTGS2) wurde (A) mittels Western-Blot-Verfahren analysiert (ein reprasentativer Blot ist ge-
zeigt) und (B) densitometrisch ausgewertet. Die Proteinexpression von 3-Actin wurde als Ladekontrolle
und zur Normalisierung verwendet. Zudem wurden die Daten auf die Kontrolle (0 mM PA) normiert.
Statistische Unterschiede wurden mithilfe des Student’s t-Test berechnet. * p < 0,05; ** p < 0,01: signi-

fikanter Unterschied zur Kontrolle (0 mM PA).
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Abb. 22: Proteinexpression von FLAP in Huh7 nach Inkubation mit PA fiir 24 h
Huh7-Zellen wurden mit 0,2 mM und 0,4 mM PA fur 24 h behandelt (n = 3). Die Proteinexpression von

FLAP (ALOX5AP) wurde (A) mittels Western-Blot-Verfahren analysiert (ein reprasentativer Blot ist ge-
zeigt) und (B) densitometrisch ausgewertet. B-Actin-Proteinexpression wurde als Ladekontrolle und zur
Normalisierung verwendet. Zudem wurden die Daten auf die Kontrolle (0 mM PA) normiert. Statistische
Unterschiede wurden mit dem Student’s t-Test berechnet. * p < 0,05: signifikanter Unterschied zur Kon-
trolle (0 mM PA).

3.3 Analyse der mRNA-Expressionen von mPLA2G4A, mPTGS2,
MHPGDS und mALOX5AP in einem in vitro Steatose-Modell mit
murinen Makrophagen

3.3.1 Erweiterung des in vitro Steatose-Modells

Sowohl die Microarray-Analysen der initialen Kohorte als auch die semiquantitativen
RT-PCR-Untersuchungen der humanen Kohorte dieser Arbeit (siehe Kap. 3.1) wurden
an Gesamtlebergewebe durchgefuhrt. Hepatozyten (parenchymale Leberzellen) sind
die primare Zellpopulation der Leber. Sie machen den Grof3teil des Lebervolumens
aus und erfullen eine Vielzahl der Funktionen, die der Leber zugeschrieben werden
[4]. Das humane Lebergewebe beinhaltet allerdings auch eine Reihe weiterer, nicht-
parenchymaler Zelltypen. Auch diese sind einer intrahepatischen Anreicherung freier
Fettsduren ausgesetzt und kénnten daher fir die im NAFLD-Gesamtlebergewebe ge-
messenen differentiellen Genexpression verantwortlich sein. Insbesondere in die Le-
ber infiltrierende oder sesshafte Makrophagen (in der Leber auch Kupffer-Zellen ge-
nannt) sind in diesem Kontext von Bedeutung. Makrophagen sind Teil des angebore-
nen zellularen Immunsystems [2]. Ihr geh&uftes Auftreten in steatotischem Leberge-

webe gilt als eines der histopathologischen Merkmale der NASH [23]. Zudem spielen
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sie eine bedeutende Rolle in der Biosynthese von Eicosanoiden [57, 105]. Vor dem
Hintergrund aktueller Uberlegungen zur NASH-Pathogenese sind verschiedene Wege
denkbar, die zu einer Induktion des Arachidonsaure-Metabolismus in Makrophagen
fuhren kdnnten: zum einen direkt durch den Einfluss von freien Fettsduren wie Palmi-
tat, zum anderen indirekt Uber eine Aktivierung durch von Hepatozyten sezernierte

extrazellulare Vesikel oder andere Faktoren [104, 106].

A B C
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Abb. 23: RAW-264.7-Zellen 6 h und 24 h nach Inkubation mit PA

RAW-264.7-Zellen wurden (A) mit 0 mM, (B) 0,1 mM und (C) 0,2 mM PA fur 6 h beziehungsweise (D)
mit 0 mM, (E) 0,2 mM und (F) 0,4 mM PA fur 24 h inkubiert und bei 100-facher VergréRerung fotogra-
fiert.

Zur Untersuchung des direkten Einflusses freier Fettsauren auf den Arachidonsaure-
Metabolismus von Makrophagen wurden murine RAW-264.7-Zellen fir 6 h mit 0,1 mM
und 0,2 mM Palmitat inkubiert. Um eine Induktion durch von Hepatozyten sezernierte
Molekule zu untersuchen, wurde folgendes Prinzip verfolgt: Huh7-Zellen wurden fur
24 h mit 0,2 mM beziehungsweise 0,4 mM Palmitat inkubiert. Im Anschluss wurde das
konditionierte Huh7-Kulturmedium abgenommen. RAW-264.7-Zellen wurden nun fur
6 h mit fur diese Zelllinie nicht-toxischen Verdlinnungen des konditionierten Kulturme-
diums behandelt. Die Verdinnung der konditionierten Medien im Mischverhaltnis 1 : 1
mit RAW-264.7-Nahrmedium und die Inkubationszeit von 6 h ergaben sich aus Ver-
dinnungsreihen, in denen der zelltoxische Effekt von Palmitat auf RAW-264.7-Zellen
untersucht wurde. Hierfir wurden RAW-264.7-Zellen mit 0,4 mM, 0,2 mM, 0,1 mM und
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0,05 mM Palmitat fur 24 h, mit 0,2 mM, 0,1 mM und 0,05 mM Palmitat fur 12 h sowie
mit 0,2 mM, 0,1 mM und 0,05 mM Palmitat fir 6 h inkubiert und mikroskopisch begut-
achtet. Abbildung 23 zeigt ausgewahlte Mikroskop-Aufnahmen der sechsstindigen
und 24-stiindigen Inkubationen. Der toxische Effekt von Palmitat auf RAW-264.7-
Zellen lasst sich an den vom Flaschenboden abgeldsten, abgerundeten und abgestor-
benen Zellen (Abb. 23 E und F) erkennen.

3.3.2 Analyse der mRNA-Expressionen von mPLA2G4A, mPTGS2, mHPGDS
und mALOX5AP in einem in vitro Steatose-Modell mit RAW-264.7-Zellen

RAW-264.7-Zellen wurden fir 6 h mit 0,1 mM und 0,2 mM Palmitat beziehungsweise
mit konditioniertem Kulturmedium von mit Palmitat behandelten Huh7-Zellen inkubiert.
Die mRNA wurde isoliert, in cDNA umgeschrieben und die Expression der Zielgene
mittels semiquantitativer RT-PCR analysiert und statistisch ausgewertet. Da es sich
bei RAW 264.7 um eine murine Zelllinie handelt, wurden hierfiir eigens Primer etabliert
(siehe Kap. 2.1.6; Tab. 2).

Alle zu untersuchenden Gene konnten in RAW 264.7 als exprimiert nachgewiesen
werden. Die Expression von mPLA2G4A-mRNA war in den mit Palmitat allein behan-
delten RAW-264.7-Zellen nicht verandert. Durch konditioniertes Huh7-Kulturmedium
kam es zu einer Abnahme der mPLA2G4A-mRNA (Abb. 24 A). Die relative mRNA-
Expression von mPTGS2 war in den mit 0,1 mM und 0,2 mM Palmitat behandelten
RAW-264.7-Zellen erhdht. Eine Behandlung mit konditioniertem Huh7-Medium hatte
hingegen keinen Effekt auf die mMRNA-Expression von mPTGS2 (Abb. 24 B). Das Gen
MHPGDS zeigte keine differentielle mRNA-Expression in mit Palmitat behandelten
RAW-264.7-Zellen. Konditionertes Huh7-Medium fihrte zu einer Verminderung der re-
lativen mHPGDS-mRNA-Expression. Allerdings fand sich dies nur in der 0,1 mM Pal-
mitat entsprechenden Konzentrierung des konditionierten Mediums (Abb. 24 C). Das
Gen mALOX5AP zeigte weder in den mit Palmitat noch in den mit konditioniertem
Huh7-Kulturmedium behandelten RAW-264.7-Zellen eine im Vergleich zu den mitge-
fuhrten Kontrollen differentielle mRNA-Expression (Abb. 24 D).
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Abb. 24: Relative mRNA-Expression von PLA2G4A, PTGS2, HPGDS und ALOX5AP in RAW-264.7-

Zellen nach Inkubation mit PA beziehungsweise konditioniertem Huh7-Kulturmedium

RAW-264.7-Zellen wurden mit 0,1 mM und 0,2 mM PA allein beziehungsweise mit konditioniertem Kul-
turmedium von mit PA behandelten Huh7-Zellen fur 6 h inkubiert (n = 3). Die MRNA-Expressionen von
(A) mPLA2G4A, (B) mPTGS2, (C) mHPGDS und (D) mALOX5AP wurden mittels semiquantitativer RT-
PCR bestimmt. mB-Actin-mRNA wurde zur Normalisierung bestimmt. Zudem erfolgte eine Normierung
der Daten auf die mitgefuhrten Kontrollen. Statistische Unterschiede wurden mittels Student’s t-Test
berechnet. * p < 0,05; ** p < 0,01: signifikanter Unterschied zur Kontrolle (0 mM PA beziehungsweise

konditioniertes Medium).
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4 Diskussion

4.1 PLA2G4A, PTGS2, HPGDS und ALOX5AP im Kontext der NAFLD

In den der Arbeit vorangehenden Microarray-Analysen fanden sich die Gene
PLA2G4A, PTGS2, HPGDS und ALOX5AP des Arachidonsaure-Metabolismus in
NAFLD-Lebergewebe differentiell exprimiert. Zur weiteren Evaluierung wurden die Ex-
pressionen dieser Gene in vivo an einer zahlenmafig grol3eren, unabhangigen Ko-
horte sowie in vitro an einem Zellkulturmodell der hepatischen Steatose untersucht. Im
Folgenden sollen die Ergebnisse der in vivo und in vitro Studien einander gegentiber-
gestellt und in den Kontext der NAFLD und ihrer Pathogenese eingeordnet werden.
PLA2G4A zeigte keine differentielle mRNA-Expression in NAFL- und NASH-Leber-
gewebe. Im Zellkulturversuch spiegelte sich dies in den fur 24 h mit Palmitat behan-
delten Huh7-Zellen wider. Nach einer Inkubationszeit von 48 h kam es jedoch zu einer
Verminderung der PLA2G4A-mRNA-Expression. In RAW-264.7-Zellen zeigte
PLA2G4A keine veranderte Expression nach Inkubation mit Palmitat. Allerdings ver-
minderte sich die Expression durch eine Behandlung mit konditioniertem Huh7-Kultur-
medium. PLA2G4A kodiert eines der Mitglieder der Phospholipase-A2-Familie, die als
Eingangsenzyme des Arachidonsaure-Metabolismus einer Reihe regulatorischer Pro-
zesse unterworfen sind [56, 92, 107]. Eine Inhibition von PLA2G4A fihrt zu einer Re-
duktion der Prostaglandin- und Leukotrien-Biosynthese, was sich unter anderem in
einer Hemmung inflammatorischer Ablaufe auf3ert und als protektiver Schritt der He-
patoma-Zellen gewertet werden kénnte [108]. Dies scheint allerdings im Rahmen der
NAFLD - wenn tberhaupt - eine untergeordnete Rolle zu spielen, zumal sich in den in
vivo Daten dieser Arbeit keine differentielle mMRNA-Expression von PLA2G4A messen
liel3. Nichtsdestotrotz weisen eine Reihe von Studien auf die Bedeutung von PLA2G4A
fur die Pathogenese der NAFLD hin. So scheint das von PLA2G4A kodierte Enzym,
die zytosolische Phospholipase Az, positiv an der TAG-Bildung in Hepatozyten und
somit der Entstehung einer hepatischen Steatose beteiligt zu sein [59, 109-111]. In
PLA2G4A-Knockout-Mausen verringerte sich durch den Mangel an PLA2G4A dartber
hinaus nicht nur die Lipidablagerung in der Leber, sondern auch die Bildung von Le-
berfibrose [112].

PTGS2 (COX-2) ist das Schlisselenzym der Prostaglandinsynthese [93]. Seine Induk-
tion wird mit inflammatorischen Prozessen in Verbindung gebracht [60, 113, 114]. Die
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semiquantitativen RT-PCR-Analysen in humanem Lebergewebe ergaben einen An-
stieg der mRNA-Expression von PTGS2 in Gewebe von NASH-Patienten. Dieser war
bei weiblichen Patienten ausgepragter als bei mannlichen. In den Zellkulturversuchen
mit Huh7 zeigte sich eine Erhdhung der mRNA-Expression durch Palmitat. Auch in
den Western-Blot-Analysen war eine Expressionssteigerung von PTGS2 (COX-2) in
Huh7 durch Palmitat zu sehen. In den Versuchen mit RAW-264.7-Zellen zeigte sich
ein Anstieg der mRNA-Expression von mPTGS2 durch Palmitat allein, der sich bei
einer Behandlung mit konditionierte Huh7-Kulturmedium nicht wiederfand. Einige Ar-
beitsgruppen konnten PTGS2 mit NAFLD in Verbindung bringen. So wurden verén-
derte Expressionen von COX-2 in Tiermodellen der NAFLD aber auch in humanem
NAFLD-Gewebeproben detektiert [115]. In einer Studie mit COX-2-Knockout-M&usen
fuhrte die Inhibierung von COX-2 zu einer milder verlaufenden NASH und der Reduk-
tion apoptotischer Hepatozyten [116]. Darliber hinaus scheint das von COX-2 synthe-
tisierte Prostaglandin E2 die TAG-Anreicherung in Hepatozyten zu verstarken und so-
mit an der Entstehung der NAFL mitzuwirken [117, 118]. Die genaue pathogenetische
Rolle von PTGS2 wird allerdings nach wie vor kontrovers diskutiert [119, 120].

Die Prostaglandin-Synthase HPGDS synthetisiert Prostaglandin D2 aus Prostaglan-
din Hz [94]. Prostaglandin D2 kann sowohl pro- als auch antiinflammatorisch wirken
[84]. Folglich wird ihm wie den meisten Prostaglandinen eine regulierende Rolle in
Entzindungsprozessen zugeschrieben. Ob Prostaglandin D2 letztlich pro- oder antiin-
flammatorisch wirkt, ist dabei prozess- und gewebeabhangig [57]. Dariber hinaus
scheint Prostaglandin D2 an hepatischer Lipidakkumulation und der Entstehung von
Insulin-Resistenz beteiligt zu sein [121-123]. Allerdings finden sich bisher nur wenige
Hinweise auf die mogliche Bedeutung von HPGDS im Rahmen der nichtalkoholischen
Fettlebererkrankung. Die mRNA-Expressionsanalyse von HPGDS im Lebergewebe
von NAFL-Patienten ergab eine verminderte Expression gegenuber gesundem Ge-
webe. Bei einem Vergleich der HPGDS-mRNA-Expressionen im Gewebe weiblicher
und mannlicher Patienten bestatigte sich dies nur fir M&nner. In dem in vitro Modell
der NAFLD zeigte sich eine Reduktion der relativen mRNA-Expression in Huh7-Zellen
durch Palmitat. Moglicherweise deutet dies auf eine antiinflammatorische Rolle von
Prostaglandin Dz in der NASH Pathogenese hin, die als Ausdruck einer krankhatft tiber-
schief3enden Inflammation unterdriickt wird. In RAW-264.7-Zellen fihrte weder die In-
kubation mit Palmitat noch die Behandlung mit konditioniertem Huh7-Medium zu einer

differentiellen mRNA-Expression von HPGDS.
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FLAP (ALOX5AP) vermittelt gemeinsam mit der 5-Lipoxygenase den zentralen Schritt
der Synthese der als proinflammatorisch geltenden Leukotriene [72]. Die Enzyme des
5-Lipoxygenasewegs sind assoziiert mit hepatischer Inflammation und NAFLD [124—
126]. In Tiermodellen konnten durch die Inhibierung von FLAP entzindliche Prozesse
in der Leber gehemmt werden [127]. Dies korrespondiert mit den Ergebnissen dieser
Arbeit, in denen im entziindeten Lebergewebe von NASH-Patienten eine signifikante
Erhohung der relativen mRNA-Expression von ALOX5AP gegentber NAFL- und Nor-
malgewebe gemessen wurde. In der geschlechtsspezifischen Analyse fand sich dieser
Effekt allerdings nur bei weiblichen Patienten. In vitro liel3 sich sowohl in HepG2- als
auch in Huh7-Zellen ein Anstieg der relativen mRNA-Expression durch Palmitat fest-
stellen. Bei Huh7-Zellen und in dem 24-stiindigen Modell mit HepG2 fiel dieser bei
gleicher Inkubationszeit und 0,4 mM Palmitat signifikant starker aus als nach einer
Behandlung mit 0,2 mM Palmitat. Auf Proteinebene fand sich ebenfalls ein Anstieg der
relativen Expression von FLAP in Huh7 durch Palmitat. In den mit Palmitat und Oleat
im Verhaltnis 1 : 2 behandelten HepG2-Zellen liel3 sich keine differentielle mRNA-Ex-
pression von ALOX5AP messen, was auf einen antagonistischen Effekt der beiden
Fettsauren hinweist, wie er auch in anderen Arbeiten beschrieben wurde [23, 128—
133]. In den Zellkulturversuchen mit RAW-264.7-Zellen zeigte sich ebenfalls keine dif-
ferentielle MRNA-Expression von mALOX5AP.

In Zusammenschau der gemessenen mRNA-Expressionen lassen sich folgende
Punkte festhalten. Die differentiellen Expressionen der Microarray-Analyse konnten in
einer zweiten Kohorte mittels semiquantitativer RT-PCR in Lebergewebe von NAFLD-
Patienten grol3tenteils reproduziert werden. Lediglich die mRNA-Expression von
PLA2G4A fand sich in der humanen Kohorte dieser Arbeit nicht verandert. Daruber
hinaus zeigten sich geschlechtsspezifische Unterschiede, die auf eine vermehrte Ak-
tivierung des Arachidonsaure-Metabolismus bei Frauen mit NASH hindeuten. Der Al-
tersmedian weiblicher Patienten lag bei 60,5 Jahren. Somit fligen sich die Daten dieser
Arbeit in das Bild laufender epidemiologischer, klinischer und experimenteller Studien,
die eine héhere Rate an schweren Leberfibrosen und eine erhghte Sterblichkeit bei
postmenopausalen Patientinnen mit NAFLD beschreiben [134, 135]. Die mRNA-Ex-
pressionen des in vitro Steatose-Modells mit Hepatoma-Zellen korrespondieren mit
den in vivo Daten. Die mRNA-Expressionen der Zielgene in den Zellkulturversuchen

mit RAW-264.7-Zellen unterschieden sich hingegen deutlich von den Ergebnissen der
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klinischen Studie. Dies galt sowohl fur die mit Palmitat als auch fir die mit konditionier-
tem Huh7-Kulturmedium behandelten RAW-264.7-Zellen. Es lasst sich also vermuten,
dass die im Gesamtlebergewebe von NAFLD-Patienten gemessenen Expressionsver-
anderungen der Zielgene Hepatozyten zuzuschreiben sind.

Zwar sind Hepatozyten die primére epitheliale Zelllinie des Leberparenchyms, nichts-
destotrotz ist dieser Zusammenhang bemerkenswert [4]. Der Arachidonsaure-Metabo-
lismus findet sich in einer Vielzahl der Zellen des menschlichen Kérpers. Insbesondere
die Synthese von proinflammatorischen Prostaglandinen und Leukotrienen wird den
Zellen des Immunsystems wie etwa den Makrophagen zugeschrieben [57, 105]. Aber
auch epitheliale Zellen wie Hepatozyten produzieren Eicosanoide [136]. Dieser Meta-
bolismus scheint in ruhenden Hepatoztyen allerdings eine untergeordnete Rolle zu
spielen. PTGS2 (COX-2) etwa wird in normalen Hepatozyten kaum exprimiert [113]. In
bestimmten Situationen, die mit chronischer Leberentziindung und -zirrhose assoziiert
sind, kann die Expression von PTGS2 in Hepatozyten jedoch induziert werden [137,
138]. Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen den Schluss zu, dass dies auch im Rahmen
der NAFLD, insbesondere aber der NASH, der Fall ist. Die nicht messbaren mRNA-
Expressionen von PLA2G4A, PTGS2 und HPGDS in HepG2-Zellen bestatigen zudem
die geringe Expression des Arachidonsaure-Metabolismus in ruhenden hepatischen
Zellen.

Ein weiterer Punkt, der aus den in vitro Versuchen dieser Arbeit hervorgeht, ist die
Tatsache, dass die gesattigte FFA Palmitat in der Lage ist, die Expression von Genen
des Arachidonsaure-Metabolismus in hepatischen Zellen zu regulieren. Die Rolle ge-
sattigter Fettsauren in der NASH-Pathogenese ist Gegenstand einer Vielzahl an Stu-
dien. lhre lipotoxische Wirkung auf Hepatozyten ist vermutlich zurtickzufihren auf die
Anreicherung radikaler Sauerstoffspezies im endoplasmatischen Retikulum und in den
Mitochondrien, die wiederum Inflammation und Zelltod férdern [23]. Méglicherweise
kommt es zu einer sekundaren Induktion des Arachidonsaure-Metabolismus als Re-
aktion auf die Zytotoxizitat von Palmitat. Dartiber hinaus ist ein direkter Einfluss dieser
Fettsauren auf die Genexpression des Arachidonsaure-Metabolismus denkbar. Gesat-
tigte Fettsauren sind in der Lage, an den mit Inflammation und NASH assoziierten Toll-
Like-Rezeptor 4 (TLR4) auf der Zelloberflache von Hepatozyten zu binden [23, 104].
Dies kann zur Aktivierung von NF-kB fiihren [30]. NF-kB ist ein spezifischer Transkrip-
tionsfaktor, der an einer Reihe inflammatorischer Prozesse beteiligt ist und unter an-
derem mit der Regulation der in dieser Arbeit untersuchten Gene PLA2G4A, PTGS2,
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HPGDS und ALOX5AP assoziiert wird [113, 139—-144]. Abbildung 25 veranschaulicht
den Signalweg, Uber den Palmitat die Expression der Zielgene beeinflussen kénnte.

Es gilt diesen Ansatz in weiterfuhrenden Studien zu evaluieren.

O

PLA2G4A
. NF-kB PTGS2
Palmltat>> TLR4 > Signalweg """ > HPGDS

ALOX5AP

Hepatozyt /

Abb. 25: Potentieller molekularer Mechanismus der Regulation von PLA2G4A, PTGS2, HPGDS und
ALOX5AP durch Palmitat in Hepatozyten
Abgeleitet von [30, 104, 113, 139-144].

4.2 Lipotoxizitat von Palmitat als treibende Kraft der NAFLD im Ver-

gleich zur simplen Steatose hepatischer Zellen

Zur besseren Charakterisierung der im Lebergewebe von NAFLD-Patienten gemesse-
nen Expressionen von PLA2G4A, PTGS2, HPGDS und ALOX5AP wurden die mRNA-
Expressionen der Gene mit histopathologischen Scores korreliert (siehe Kap. 3.1).
PLA2G4A und ALOX5AP zeigten differentielle mRNA-Expressionen in Lebergewebe
mit erhdhten Inflammationsgraden. Die mRNA-Expressionen von PTGS2 und
ALOX5AP korrelierten positiv mit dem NAFLD Activity Score (NAS) der Proben. Ein
bemerkenswerter Unterschied fand sich im Vergleich der Analysen in Abhangigkeit
von Steatose- beziehungsweise Fibrosegrad der Gewebeproben. Wéhrend ein An-
stieg des Steatosegrads lediglich bei ALOX5AP mit einer differentiellen mRNA-Expres-
sion einherging, korrelierte ein zunehmender Fibrosegrad der Lebergewebeproben mit
erhohten mRNA-Expressionen von PLA2G4A, PTGS2 und ALOX5AP. Auch hier fand
sich ein geschlechtsspezifischer Unterschied. So waren in Abhangigkeit des Fibrose-
grads insbesondere differentielle mMRNA-Expressionen von PTGS2 und ALOX5AP nur
bei weiblichen Patienten zu sehen. Der Steatosegrad der Gewebeproben scheint sich

weniger stark auf die Expressionen der Zielgene auszuwirken als der Fibrosegrad.
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Dies unterstreicht die Vorstellung der einfachen hepatischen Steatose (NAFL) als be-
nignen Zustand, der durch eine kombinierte Wirkung zytotoxischer und proinflamma-
torischer Faktoren in die agressivere NASH lbergehen kann. Die Ergebnisse der in
vitro Versuche dieser Arbeit legen nahe, dass die ungesattigte Fettsdaure Palmitat und
ihr lipotoxischer Effekt auf Hepatozyten hierbei eine Rolle spielen.

Fettsduren werden nach der Anzahl ihrer Kohlenstoffatome sowie dem Vorhandensein
und der Position von Mehrfachbindungen klassifiziert. Gesattigte Fettsauren wie Pal-
mitat besitzen im Vergleich zu ungesattigten Fettsduren wie Oleat (einfach ungesattigt)
keine Mehrfachbindungen [5, 145]. Verschiedenste in vitro Studien konnten die unter-
schiedliche lipotoxische Wirkung von gesattigten und ungesattigten Fettsauren nach-
weisen [128-130]. Palmitat fihrte in hepatischen Zelllinien zu Zellstress und -tod [146—
149]. Ahnliche Effekte zeigten sich in vivo [103, 150, 151]. Die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrte photometrische Bestimmung des LDH-Release im Kulturmedium von
mit 0,2 mM beziehungsweise 0,4 mM Palmitat behandelten HepG2-Zellen bestéatigte
ebenfalls die zytotoxische Wirkung der gesattigten Fettsdure. Ungesattigte freie Fett-
sauren wie Oleat sind weniger toxisch als Palmitat, auch wenn sie maf3geblich zur
Lipidakkumulation in den Hepatozyten beitragen [23, 152]. Dariber hinaus scheinen
ungesattigte Fettsauren einen protektiven Effekt zu besitzen [23, 131]. Es wird ange-
nommen, dass er mit der Fahigkeit ungesattigter Fettsduren zusammenhangt, Palmitat
zur Veresterung in neutrale Triacylgyzeride zu bewegen [23]. Die dadurch sinkende
intrazellulare Konzentration an zytotoxischem Palmitoyl-CoA, wirde den protektiven
Effekt ungesattigter freier Fettsauren erklaren. In den in dieser Arbeit durchgefiihrten
Oil-Red-O-Farbungen lasst sich in mit Oleat und Palmitat behandelten Zellen eine in-
tensivere Fettvakulolenbildung als in den nur mit Palmitat behandelten Zellen erken-
nen (siehe Kap. 3.2.1; Abb. 17 und 18). Dies steht in Einklang mit der Annahme eines
bevorzugten Einbaus von Palmitat in Triacyglyzeride bei Anwesenheit von Oleat. Der
antagonistische Effekt von Oleat wird zudem aus der Analyse der relativen mRNA-
Expression von ALOX5AP in mit freien Fettsauren behandelten HepG2-Zellen ersicht-
lich. Mit Palmitat allein behandelte HepG2-Zellen zeigten einen Anstieg der relativen
MRNA-Expression von ALOX5AP. Eine Behandlung mit Oleat und Palmitat hob diesen
Effekt auf.

Ernahrungsbedingte Faktoren sind entscheidend fur die Entwicklung der NAFLD. Ein
hoher Fettkonsum, typisch fur die westliche Erndhrungsweise, wird mit Insulinresis-

tenz, Dyslipidamie, kardiovaskularen und metabolischen Erkrankungen in Verbindung
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gebracht [153]. Unter normalen Bedingungen unterliegt die Gewebekonzentration von
Palmitat einer homeostatischen Regulation, die Schwankungen in der Palmitat-Auf-
nahme durch ein Zusammenspiel aus De-Novo-Lipogenese von Palmitat und Desatu-
rierung zu Oleat ausgleicht [154—-158]. Eine anhaltend hochkalorische Ernéhrung mit
Ubermafiigen Anteilen an Kohlenhydraten, insbesondere Fructose, und fettreichen Be-
standteilen, insbesondere gesattigter Fettsauren sowie eine dysregulierte De-Novo-
Lipogenese von Palmitat kbnnen dieses Gleichgewicht empfindlich storen [99]. Fur
Patienten mit NAFLD beziehungsweise pradisponierenden Konditionen wie Adipositas
oder Insulinresistenz, kbnnte daher ein niedrigschwelliger Verzehr von Palmitat-halti-
gen Lebensmitteln wie Fleisch-, Milch-, und Fertigprodukten sinnvoll sein [99, 159,
160]. Dies gilt umso mehr, da Palmitat auch im Verdacht steht, das Risiko fur kardi-
ovaskulare Erkrankungen zu erhthen [161]. Den aktuellen Empfehlungen der
Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) zufolge sollte der Anteil

gesattigter Fettsauren in der Erndhrung 10 % nicht Ubersteigen [162].

4.3 Ansatzpunkte fur Therapie und Diagnostik der NAFLD

Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass ein verénderter Arachidonsaure-Meta-
bolismus in Hepatozyten an der Pathogenese von NAFLD und NASH beteiligt ist. Me-
dikamente, die in den Arachidonsaure-Metabolismus eingreifen, sind aufgrund ihrer
entzindungshemmenden Wirkung im Klinischen Alltag weit verbreitet [57, 163]. Im
Kontext von NAFLD und NASH sind sie allerdings nur unzureichend untersucht.
Phospholipasen wie PLA2G4A sind die Eingangsenzyme des Arachidonsdure-Meta-
bolismus [92]. Ihre Inhibition kann die Biosynthese von Eicosanoiden in einer Zelle
vermindern, da nachgeschalteten Enzymen wie COX-2 hierdurch eine geringere
Menge an freier Arachidonsaure als Substrat zur Verfligung steht. Tatsachlich gab es
bereits vielversprechende Studien mit dem oralen PLA2G4A-Inhibitor ASB 14780, in
denen sich ein Rickgang von NAFLD und NASH zeigte [164]. Die antiinflammatori-
sche Wirkung von Kortikosteroiden beruht ebenfalls auf der Hemmung von Phospholi-
pasen wie PLA2G4A aber auch von Cyclooxygenasen wie COX-2 [165, 166]. Zur Fib-
rosepravention und -reduktion finden sie bereits Anwendung bei autoimmunen Leber-
entziindungen [167]. Eine Langzeittherapie mit Kortikosteroiden ist aufgrund der zahl-
reichen Nebenwirkungen jedoch sehr kritisch zu sehen [168]. Dartber hinaus kénnen

Kortikosteroide bei NAFLD-Patienten zur Exazerbation metabolischer Risikofaktoren
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fuhren, da sie die Dysregulation des Lipidmetabolismus, Bluthochdruck und Insulinre-
sistenz fordern [169, 170].

Cyclooxygenase-Hemmer finden einen breiten klinischen Einsatz [171]. Einige Studien
haben bereits ihren Nutzen fir die Behandlung der NAFLD untersucht. So zeigte der
selektive COX-2-Hemmer Celecoxib eine Regression von Steatose und Inflammation
bei Ratten mit NASH [113]. Interessanterweise hemmt Celecoxib aber nicht nur
COX-2, sondern auch die 5-Lipoxygenase, die gemeinsam mit FLAP fir den geschwin-
digkeitsbestimmenden Schritt der Leukotrien-Biosynthese verantwortlich ist [72, 172].
So kénnen mit einem Wirkstoff sowohl die Prostaglandin- als auch die Leukotrien-Bio-
synthese inhibiert werden. Prothrombotische Eigenschaften von COX-2-Hemmern er-
hohen jedoch das kardiovaskulare Risiko, was sich gerade fur NAFLD-Patienten als
problematisch darstellt [11, 173]. Acetylsalicylsdure (ASS, Aspirin®) entfaltet ihre anti-
inflammatorische Wirkung durch eine Acetylierung der aktiven Zentren von COX-1 und
COX-2 [57]. Die regelméaRige Einnahme von ASS flhrte in Studien zu einer histolo-
gisch sichtbaren Verbesserung von NAFLD und NASH und einem niedrigerem Risiko
fur ein Fortschreiten der Leberfibrose bei Patienten mit NAFLD [174, 175]. Zudem wird
ASS mit einem geringeren Risiko fur die Entstehung eines hepatozellularen Karzinoms
assoziiert [176, 177]. ClinicalTrials.gov zufolge lauft derzeit eine weitere Medikamen-
tenstudie, die den Einsatz von ASS in der Therapie von NAFLD-Patienten untersucht.
Erste Ergebnisse werden voraussichtlich 2024 veroffentlicht [178].

Die von FLAP und der 5-Lipoxygenase katalysierte Reaktion stellt die Schlisselstelle
der Leukotrien-Biosynthese dar [57, 72]. Die relative mMRNA-Expression von ALOX5AP
war sowohl im Lebergewebe von Patienten mit NASH als auch im in vitro Modell der
NAFLD signifikant erh6ht. Eine Inhibition von ALOX5AP kdnnte den inflammatorischen
Prozessen der NASH entgegenwirken. 5-Lipoxygenase-Inhibitoren stehen im Ver-
dacht, lebertoxisch zu sein, zudem gelten FLAP-Inhbitoren als potenter [179]. In der
Tat konnte in Tiermodellen gezeigt werden, dass sich die Inhibierung des 5-Lipo-
xygenase-Wegs positiv auf Steatose, Inflammation und Fibrose der Leber auswirken
kann [180, 181]. Allerdings hat es noch kein FLAP-Inhibitor in die klinische Anwendung
geschafft [179].

Trotz vielversprechender Ansatze spielen Medikamente, die in den Arachidonsaure-
Metabolismus eingreifen, bis dato keine Rolle in der Therapie von NAFLD und NASH.
Eine weitere Evaulierung von PLA2G4A-, COX- und FLAP-Hemmern scheint vor dem

Hintergrund der Ergebnisse dieser Arbeit allerdings durchaus sinnvoll.
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Die Leberbiopsie ist der Goldstandard in der NASH-Diagnostik [9, 46]. Es handelt sich
dabei um ein invasives Verfahren, das mit Komplikationen wie Blutungen und Infekti-
onen vergesellschaftet ist [182]. Klinische Scores basierend auf Biomarkern kdnnten
dazu fuhren, eine Diagnosestellung auch ohne Leberbiopsie méglich zu machen. Spe-
zifische Plasmakonzentrationen von Eicosanoiden des Cyclooxygenase- und Lipo-
xygenase-Wegs konnten bereits mit NAFL und NASH assoziiert werden [183]. Aller-
dings sind weitere Studien nétig, bevor der klinische Einsatz von Eicosanoiden als Bi-
omarker der NASH etabliert werden kann.
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5 Zusammenfassung

Die NAFLD ist ein wachsendes globales Gesundheitsproblem von gro3er Tragweite.
Ihre weltweite Pravalenz betragt rund 25 %. Sie ist die an Haufigkeit am schnellsten
zunehmende Ursache fur Lebertransplantationen in der westlichen Welt. Trotz allem
sind ihre Pathomechanismen nur unvollstdndig verstanden und die Therapiemdglich-
keiten sehr begrenzt. Die Arbeitsgruppe fur experimentelle Padiatrie an der Klinik und
Poliklinik fur Kinder- und Jugendmedizin (KUNO) der Universitat Regensburg identifi-
zierte mittels Microarray-Analysen differentielle Expressionen von den mit dem Arach-
idonséure-Metabolismus assoziierten Genen PLA2G4A, PTGS2, HPGDS und
ALOX5AP im Lebergewebe von NAFLD-Patienten (n = 22). Zur Evaluierung der Er-
gebnisse folgte im Rahmen dieser Arbeit die Analyse der Genexpressionen an einer
zweiten unabhéngigen Patientenkohorte (n = 122) sowie die Analyse anhand eines in
vitro Zellkulturmodells der NAFLD mittels semiquantitativer RT-PCR und Western Blot.
Mit Ausnahme von PLA2G4A bestétigten sich die differentiellen Genexpressionen der
Microarray-Analysen in der humanen Kohorte dieser Arbeit, wobei sich geschlechts-
spezifische Unterschiede zeigten. Zudem korrespondierten die in vivo Daten grof3ten-
teils mit den Ergebnissen der in vitro Zellkulturversuche mit Hepatoma-Zellen. Die Er-
gebnisse legen nahe, dass Hepatozyten fir die im Gesamtlebergewebe von NAFLD-
Patienten gemessenen differentiellen Genexpressionen verantwortlich sind. Dies ist
insofern beachtlich, da die Rolle des Arachidonsaure-Metabolismus in Hepatozyten
weitgehend unerforscht ist und seine Expression in ruhenden, gesunden Hepatozyten
nur gering ausgepragt ist. Dariiber hinaus scheint der direkte Einfluss der gesattigten
Fettsdure Palmitat diese Verdnderungen im Arachidonsdure-Metabolismus von He-
patozyten hervorzurufen, was madglicherweise zur Initiierung oder Verstarkung des
Entziindungsprozesses am Ubergang von NAFL zu NASH beitragt. Eine einfache he-
patische Steatose scheint hierbei von geringerer Bedeutung zu sein. Die Ergebnisse
dieser Arbeit deuten darauf hin, dass die Bildung von Triacylglyzeriden und die Anwe-
senheit einfach ungesattigter Fettsduren wie Oleat einen protektiven Effekt besitzen.

Weitere Studien sind nétig, um die intrazellularen Signalwege zu entschlisseln, Uber
die Palmitat den Arachidonsaure-Metabolismus beeinflusst. Zudem ist die Bedeutung
der in sublethalen Hepatozyten synthetisierten Eicosanoide fir die Pathogenese der
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NASH weiterhin unklar. Diese Arbeit unterstitzt die gegenwartigen Bemihungen, Me-
dikamente, die in den Arachidonséure-Metabolismus eingreifen, in der Therapie der
NAFLD einzusetzen. Einzelne Studien konnten hierzu in der Vergangenheit bereits
positive Effekte nachweisen — unter anderem durch die Inhibition von PLA2G4A,

PTGS2 und ALOX5AP beziehungsweise den von diesen Genen kodierten Enzymen.
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(A)

Geschlecht: weiblich

Geschlecht: mannlich

25 5 o
8 5 _ 457 °
2= 2 ° 2= 44
ok ok
ag o S 351
[} I 15 [} T 3 4
£g 443 J
23 g3 2]
U] 1 U] 2
Eq Eq ]
2 o< 154
2= >
E o 05 = o, 1 + * —
2 2 0,5 1
0 0
normal NAFL NASH normal NAFL NASH
(B) Geschlecht: weiblich Geschlecht: mannlich
30 45 7
5 § 40 ®
‘@ 25 W
e c ° e c 5] L
gx 20 S 30 4
ue ° wE o5
L~ 15 < -
Zq Z5 20
EO 19 EGQ 15
o= o=
=0 =0 10 4 °
g 5 * s E
2 2 5 1
0 0
normal NAFL NASH normal NAFL NASH
(C) Geschlecht: weiblich Geschlecht: mannlich
3,5 4 9 *
c c
% _ 3 ° % _ 3-2
8= 8= 4
s *° sE 5
ﬁ I 2 i I °
= = 2
Zw Z W0
o 15 o *
EQ Eg 151
€ * g ]
g 0,5 g 0,5
0 0
normal NAFL NASH normal NAFL NASH
(D) Geschlecht: weiblich Geschlecht: mannlich
3 *%* 3 1
5 5
S_ 25 ° B 25 °
Sl HS Sl
oo 2 oo 2 A
s s
% z 15 % 2 151
wn wn
£ X 1 £x 14
foyel foyel
=2 - =2 °
M = - T = 4
3 0,5 8 05 ?
0 0
normal NAFL NASH normal NAFL NASH

Abb. 26: Relative mRNA-Expressionen von PLA2G4A, PTGS2, HPGDS und ALOX5AP in normalem,

NAFL- und NASH-Lebergewebe weiblicher und méannlicher Patienten

Die mRNA-Expressionen von (A) PLA2G4A, (B) PTGS2, (C) HPGDS und (D) ALOX5AP wurden in
Lebergewebeproben von weiblichen Patienten (hellblau) mit NASH (n = 25), NAFL (n = 21) und norma-
lem Lebergewebe (n = 15) und mannlichen Patienten (blaugrau) mit NASH (n = 18), NAFL (n = 26) und

normalem Lebergewebe (n = 17; HPGDS: n = 16) mittels semiquantitativer RT-PCR analysiert. Zur Nor-

malisierung wurde die mMRNA-Expression von HPRT1 verwendet. Statistische Unterschiede wurden mit-

tels einfaktorieller ANOVA nach Kruskal-Wallis und paarweiser Vergleiche mit post-hoc-Bonferroni-Kor-
rektur bestimmt. * p < 0,05; ** p < 0,01.
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Abb. 27: Korrelation der mRNA-Expressionen im Lebergewebe weiblicher und méannlicher Patienten mit

dem Fibrosegrad
Die mRNA-Expressionen von (A) PLA2G4A, (B) PTGS2, (C) HPGDS und (D) ALOX5AP wurden in

Lebergewebeproben von weiblichen (hellblau) und méannlichen (blaugrau) Patienten mit NASH, NAFL

und normalem Lebergewebe mittels semiquantitativer RT-PCR bestimmt und mit dem Fibrosegrad der
Proben korreliert. Hepatische Fibrose wurde eingeteilt in ,keine Fibrose* (0), ,Zone 3 perisinusoidale/pe-
rizellulare Fibrose; fokal oder extensiv vorhanden® (1), ,Zone 3 perisinusoidale/perizellulére Fibrose mit
fokaler oder extensiver periportaler Fibrose“ (2), ,Zone 3 perisinusoidale/perizellulare Fibrose und por-
tale Fibrose mit fokaler oder extensiver Brickenfibrose® (3) und ,Zirrhose“ (4). Es erfolgte eine Klassie-
rung in Grad 0 (n (weiblich) = 34; n (mannlich) = 42 auBer HPGDS: n = 41), 1 bis 2 (n (weiblich) = 12;
n (mannlich) = 25) und 3 bis 4 (n (weiblich) = 13; n (méannlich) = 3). Zur Normalisierung wurde das
Housekeeping-Gen HPRT1 verwendet. Statistische Unterschiede wurden mittels einfaktorieller ANOVA
nach Kruskal-Wallis und paarweiser Vergleiche mit post-hoc-Bonferroni-Korrektur bestimmt. * p < 0,05;
*p <0,01; ** p <0,001.
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