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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie und Risikofaktoren der nicht-alkoholischen
Fettlebererkrankung (NAFLD) und Steatohepatitis (NASH)

Im Zeitraum zwischen 1988 und 1994 wurde die NAFLD noch fir 46,8% Prozent der
chronischen Lebererkrankungen (engl. CLD) in den USA verantwortlich gemacht.
Zirka 10 Jahre spater stieg die Pravalenz der NAFLD innerhalb der CLD zwischen
2005 und 2008 auf 75,1% an (1, 2). Zahlreichen Studien zufolge liegt die
Gesamtpravalenz der NAFLD mit regionalen Unterschieden und steigender Tendenz
bei ca. 25%, sodass im Jahr 2021 von einer ,NASH-Epidemie“ gesprochen wurde (2-
5). Weltweit stellt eine Leberzirrhose die 11. haufigste und das Hepatozellulare
Karzinom (HCC) die 16. haufigste Todesursache dar (6). Hierbei war knapp jeder 10.
Tod durch Leberzirrhose urséchlich durch eine NAFLD oder NASH bedingt. Global
betrachtet ist eine NAFLD bzw. NASH im Vergleich mit Virushepatitiden und
Alkoholabusus zwar aktuell noch die seltenste der aufgefiihrten Atiologien fir Tod
durch Leberzirrhose, jedoch die einzige mit steigender Inzidenz und Mortalitat (7). Im
Gegensatz zu anderen entzindlichen Lebererkrankungen ist die Progressionsrate
einer NASH zu einer Leberzirrhose oder zu einem Hepatozellularen Karzinom (HCC)
mit 2,5% aller NASH-Patientinnen niedriger und schreitet langsamer fort (3). Dennoch
verdoppelt sich die HCC-bedingte Mortalitéat durch Adipositas (Body Mass Index
>30kg/m?), wie Gupta et al. in einer Meta-Analyse feststellten (8). Zudem wiesen einer
retrospektiven Kohortenstudie in Deutschland zufolge 41,7% der NAFLD oder NASH-
Patientinnen, welche ein HCC entwickelten, keine Leberzirrhose auf. Dies ist
diagnostisch relevant, da eine NAFLD/NASH eine Ausnahme von der klassischen
Fibrose-Zirrhose-HCC-Sequenz darstellen kann (9). Hauptursache der NAFLD ist das
Metabolische Syndrom mit Adipositas, Diabetes mellitus Typ 2, Dyslipiddmie und
Insulinresistenz (2, 3), bedingt durch Bewegungsmangel und Uberernahrung (10-12).
Die steigenden Inzidenzen von NAFLD, NASH und deren Folgeerkrankungen stellen
eine grol3e Herausforderung an Gesundheitssysteme auf der ganzen Welt dar (2, 7).
Um  Therapie- und Praventions-Konzepte zu verbessern, st noch
Grundlagenforschung Uber die Dynamik und pathogenetische Relevanz der
Lipidtropfen (LT) notwendig. Deshalb soll die Rolle von Perilipin 2 in der Leber
hinsichtlich Steatose und Steatohepatitis im Rahmen dieser Arbeit weiter untersucht

werden.



2 Literaturdiskussion

2.1 Histopathologie von NAFLD, NASH und Fibrose

Die deutsche S2k Leitlinie fir NAFLD 2022 definiert einen hepatischen Fettgehalt von
unter 33% als milde Steatose. Unabhangig vom Grad der Verfettung ist die blande
Steatose ohne Entzundungsaktivitat und Fibrose a priori reversibel. Zur nicht-
invasiven Diagnose der NAFLD werden eine Kombination aus klinischer Anamnese,
Leberenzym-Werte im Serum sowie radiologischen Methoden (Ultraschalldiagnostik,
CT, MRT) eingesetzt. Der diagnostische Goldstandard, insbesondere zur
Unterscheidung zwischen einer NAFLD und einer NASH, stellt jedoch die
Histopathologie anhand einer Leberstanzbiopsie dar. Eine NASH liegt vor, wenn
zusatzlich zur Leberzellverfettung auch assoziierte topisch-entziindliche Infiltrate
ausgebildet werden und ballonierte Hepatozyten, evtl. mit Mallory-Denk-Kdrperchen
(MDBs), nachweisbar sind (13-15). Leberzellverfettung und assoziierte
perisinusuidale Fibrose beginnt haufig in Zone 3 und aktiviert dort hepatische
Sternzellen (HSC). Mit zunehmender Erkrankungsintensitat bilden sich portale
Fibroseherde und Fibrosebriicken, bis hin zur Leberzirrhose aus (13, 16, 17). Zur
Vergleichbarkeit von Entziindungsaktivitat (Grading) und Fibrose-Stadium (Staging)
wurden der NAFLD Aktivitats Score-(NAS) nach Kleiner und Brunt sowie der Steatose-
Aktivitat-Fibrose (SAF)-Score nach Bedossa entwickelt (15, 18).

2.2 NASH und oxidativer Stress

Den Grundstein der NASH-Forschung legten Day und James im Jahr 1998 mit der
» Two-Hit-Hypothese®“. Demnach sensitivieren Lipide im Rahmen der Steatose (,First
hit“) die Leber fur oxidativen Stress (,Second hit“) und induzieren so eine Nekro-
Inflammation (19). Durch periphere Insulinresistenz, reaktive Hyperinsulinamie und
hierdurch gehemmte Lipolyse steigt das hepatische Fettsdure (FS)-Angebot (20).
Dieser Effekt wird durch insulinvermittelte Stimulation des Sterol-Regulierendes-
Element-Bindendes-Potein-1c(SREBP1c/SREBF1)-Wegs und resultierender de-
novo-Lipogenese (DNL) verstarkt (21). Gleichzeitig wird Peroxisome- Proliferator-
Activated Receptor y (PPARYy)-vermittelt die hepatische FS-Aufnahme aus der
Peripherie gesteigert (22). Durch die im Rahmen des Metabolischen Syndroms
erhohte Plasmaglucose wird VLDL verstarkt gebildet, was ebenfalls zur Steatose
beitragt (23-25). Das Konzept des ,Second hit* von Day and James wurde inzwischen

durch eine ,Multiple-Hit-Hypothese® erweitert (26): Als urséchlich fur die komplexe
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Pathogenese werden unter anderem eine Kombination von oxidativem Stress durch
peroxisomale [-Oxidation (27) und endoplasmatischem-Retikulum(ER)-Stress
diskutiert (23). Durch Hochfett-Diat (HFD) konnte im Mausmodell als Zeichen von
zunehmendem ER-Stress eine Hochregulation der fir ER-Stress essentiellen
Proteine Chop (C/EBP homologous protein) und dessen Kinase, Perk (Protein Kinase
R (PKR)-like Endoplasmic Reticulum Kinase) induziert werden (28).

-Oxidativer Stress

-SREBP1C-vermittelte de-novo-Lipogenese -ER-Stress
-PPARy-vermittelte hepatische FS Aufnahme -Insuffiziente Autophagie
-Periphere Insulin-Resistenz -Stérung der mitochondrialen Atmungskette
Second/Multiple Hit:
First Hit: Entziindung und A
Steatose Immuninfiltration

o = < (D -»' a

Gesunde Leber NAFLD NASH/Fibrose Zirrhose HCC

or Fibrose

Abbildung 1: Pathophysiologie der Fettleber-assoziierten Erkrankungen in der Dysplasie-Karzinom-
Sequenz. Der Progress bis einschliel3lich zur NASH ist potenziell reversibel, wéahrend die Leberzirrhose ein
irreversibles Endstadium darstellt. Das HCC ist fakultativ.

Dieser Mechanismus wurde analog bei NASH-Patientinnen beobachtet. Steigender
ER-Stress ist mit der Abnahme des Autophagie-Fluxes vergesellschaftet. Durch
siRNA-vermittelte Hemmung der Chop-Perk-Signalkaskade kann der Autophagie-Flux
wieder gesteigert werden (29). Der Uberfluss freier Fettsauren (FFS) kann oxidativen
Stress induzieren. Es wird angenommen, dass bei der 3-Oxidation exzessiver FFS
eine durch Hochregulation des Entkopplungsproteins-2 (UCP-2) bedingte
mitochondriale Elektronenleckage entsteht, um den Redoxgradienten entlang der
Mitochondrienmembran zu senken. Diese Elektronen sind zum einen in der Lage, in
Hepatozyten enthaltenen Sauerstoff zu radikalen Sauerstoffspezies umzuwandeln.
Zum anderen dienen diese Elektronen nicht mehr der Adenosintriphosphat (ATP)-

Synthese in der mitochondrialen Atmungskette, sodass dessen Konzentration sinkt,
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was Hepatozyten insbesondere bei steigendem Energiebedarf vulnerabel fur
Zellschadigung und Apoptose macht (30). Im LDLr’"- Mausmodell, welches genetisch
fur die Entwicklung einer NASH préadestiniert ist, kommt es unter HFD bereits nach 6
Wochen zu signifikanter Aktivierung profibrotischer und inflammatorischer Wege,
flankiert von Veranderungen im Lipidmetabolismus, die mit oxidativem Stress
einhergehen (31). Mari et al. konnten zudem zeigen, dass die Akkumulation
mitochondrialen Cholesterols als Lipidmetabolit Hepatozyten fur Tumornekrose-

Faktor-a (TNFa) und Fas-induzierte Apoptose sensitivierten (32).

2.3 Lipidtropfen

Lipidtropfen werden als dynamische Zellorganellen verstanden, die im Zytosol aller
Wirbeltiere und partiell auch niederer Organismen vorkommen. Nach neueren
Ergebnissen findet man LT aber auch im Nukleus (33, 34). LT spielen eine
fundamentale Rolle bei der Speicherung von Energie in Form von Triacylglyceriden
(TAGs) und Sterolestern, welche fur die Steroidhormonbiosynthese sowie als
Membranbestandteil bendétigt werden (34). TAGs und Sterolester in LT werden von
einem Phosholipidmonolayer umgeben, in den Lipasen und andere Strukturproteine,
sowie Mitglieder der Perilipin-Familie eingebettet sind. Proteom-Analysen konnten
Uber 200 verschiedene Proteine an LT identifizieren, was deren komplexe Regulation
unterstreicht (34, 35). Die Synthese von Neutralfetten und TAGs findet am ER durch
Enzyme wie die Diacylglycerol-O-Acyltransferase (DGAT) statt, an die die de-novo-
Synthese von LT gekoppelt ist. Bei Bedarf konnen die TAGs durch Lipolyse, vermittelt
durch die ,Adipose Triglyceride Lipase® (ATGL), die Hormonsensitive Lipase (HSL)
und die Monoacylglycerol Lipase (MGLL) abgebaut und durch peroxisomale oder
mitochondriale 3-Oxidation verstoffwechselt werden (36-39). Dieses Gleichgewicht ist
bei vielen Erkrankungen wie z.B. bei der Atherosklerose, dem Metabolischen Syndrom
und insbesondere der NAFLD gestort (40). LT nehmen im Rahmen der Steatose eine
zugleich protektive und potenziell schadigende Rolle ein, indem sie zum einen die
toxische Akkumulation der FS innerhalb des Zytosols verhindern, aber deren
Akkumulation auch im Sinne von Day und James den ,first Hit“ in der NASH-
Pathogenese darstellt (19, 41, 42).

2.4 Systematik der Lipidtropfen-assoziierten Proteine.
Die Perilipin-Familie, auch Perilipin-Adipophilin-TIP47 (PAT)-Familie genannt, besteht
bei Saugetieren aus den finf Mitgliedern Perilipin 1-5. (Vgl. Tab. 1) (34, 43). Perilipine
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sind hochgradig evolutionar konserviert, u. A. findet man Perilipin-ahnliche-Proteine
auch bei Insekten und Pilzen. Sie sind quantitativ die h&aufigsten Lipidtropfen-

assoziierten Proteine (34, 44).

Tabelle 1: Ubersicht iiber die PAT-Proteine. cPAT: konstitutiv-exprimiertes PAT; ePAT: austauschbares PAT.
*Alle PAT-Proteine dienen der Erhaltung der strukturellen Integritat der Lipidtropfen, nur die weiteren spezifischen

Funktionen wurden aufgefihrt.

Synonyme Expressions- | Expressionsort Funktionen bis | Erstbeschreibung, Jahr
Form dato*

Perilipin 1, | cPAT weille und braune | Wachterfunktion | Greenberg et al., 1991 (45)
Perilipin Adipozyten, der hormonellen

steroidhormonbildende | Lipolyse

Zellen, steatotische

Hepatozyten
Perilipin 2, | cPAT ubiquitar moglicherweise | Jiang et al., 1992 (46, 47)
ADRP, Schlisselrolle
ADFP, bei Progression
Adipophilin von NAFLD zu

NASH

Perilipin 3, | ePAT ubiquitar essenziell  zur | Diaz et al, 1998 (48)
TIP47 LT-Maturation Wolins et al., 2001 (49)
Perilipin 4, | ePAT weille Adipozyten und | LT-Genese in | Scherer et al., 1998 (50)
S3-12 quergestreifte quergestreifter

Muskulatur Muskulatur
Perilipin 5, | ePAT Quergestreifte (Herz)- | Interaktion mit | Yamaguchi et al., 2006 (51)
MLDP, Muskulatur, braune | ATGL und
OXPAT Adipozyten, Regulation der

mitochondrienreiche basalen Lipolyse

Zellen des GI-Trakts

Mit Ausnahme von Perilipin 4 sind alle Perilipine durch eine charakteristische N-
terminale PAT-Doméne gekennzeichnet (siehe Abb. 2)(52, 53). Des Weiteren bilden
Perilipine N-terminal eine amphipathische a-Helix aus, die durch eine lipid-bindende
11-mer Proteinsequenz-Wiederholung gekennzeichnet ist. Dies dient zur Veranker-
ung der Perilipine auf den LT. Disruptive Mutationen in dieser Region stéren die
Perilipin-LT-Interaktion signifikant, sodass LT schneller abgebaut werden (34, 54).
Insbesondere in Perilipin 1-3 ist C-terminal ein hydrophober Spalt konserviert, welcher
maoglicherweise der Bindung hydrophober Proteine oder monomerer Lipide dient (55).
Perilipin 2 und 3 werden ubiquitar, Perilipin 1, 4 und 5 gewebe-spezifisch exprimiert.

Des Weiteren unterscheidet man zwischen den konstitutiv mit LT assoziierten PAT-



Proteinen (cPAT) Perilipin 1 und 2 gegeniber den austauschbaren PAT-Proteinen
(ePAT) Perilipin 3, 4 und 5, die einen zytoplasmatischen Pool bilden und erst bei

Stimulation an LT rekrutiert werden (34).

et HSL Intarakﬁon\ LT-Dispersion \ATGL |n!e\rakﬁon

81 222 276 433 492 517

T ——
Perilipin B —lIpmmmmamms  —— a-—m
Perilipin C —EEEEEES— =00 —lgm—l -

Perilipin 2 = NIRRT iy sed meN ey ] —
Perilipin 3 - L — - - E—
Perilipin 4 N/ -
Perilipin 5 s - - USRSl (0P F =k
== PAT Domane === Perilipin B C-Terminus
=== 11-mer Wiederholung === Perilipin C C-Terminus
Saure D/E reiche Sequenz === ABHDS5 Interaktion
4 Helixbuindel <« vermutete LT-Zielhelix
=== Hydrophobe Sequenz === Prolin-reiche hydrophobe Spalte

Abbildung 2: Sequenz-Ubersicht der Perilipin Familie. Perilipin 1 ist in den Splice-Varianten Perilipin A-C
aufgefuihrt. Abk.: HSL: Hormon-sensitive Lipase, ATGL: ,Adipose Triglyceride Lipase“ Modifiziert nach Bickel et
al.(44)

2.4.1 Perilipin 1

Perilipin 1 wurde erstmals 1991 als Substrat der Proteinkinase A (PKA) im Rahmen
der Lipolyse beschrieben (45). Perilipin 1 (Plinl) kommt in weiRen und braunen
Adipozyten vor, findet sich aber auch in niedriger Expression in Steroidhormon
bildenden Zellen, wie Zellen der Nebennierenrinde, in Leydigzellen, und im Ovar (56).
Normale Hepatozyten verschiedener Spezies sind Perilipin 1-negativ, im Menschen
wird jedoch bei Steatose Perilipin 1 de novo exprimiert (57). Eine
immunhistochemische Untersuchung von Perilipin 1 bietet die Mdglichkeit zwischen
akuter und chronischer Steatose zu unterscheiden (vgl. Abb. 3) (58). Perilipin 1 spielt
eine entscheidende Rolle in der Lipolyse. Indem es an LT eine Barriere gegenuber
den |6slichen Lipasen bildet und so deren TAG-Zugang verhindert, inhibiert es im
basalen Zustand die Lipolyse und fordert so die intrazellulare TAG-Speicherung (59).
Granneman et al. konnten die Sequestrierung von Abhydrolase Domain Containing 5
(ABHD5), dem Koaktivator der ATGL, durch Perilipin 1 im basalen Zustand von
Adipozyten nachweisen (60). Perilipin 1 wird durch die Proteinkinase A (PKA)
phosphoryliert und bindet die ebenfalls durch PKA phosphorylierte HSL, die aus dem
Zytoplasma an die LT-Oberflache rekrutiert wird. Auf diese Weise wird bei Stimulation

die Lipolyse gesteigert (34, 61-63). Dies ist beispielsweise im Hungerzustand unter



Abwesenheit von PKA-inhibierendem Insulin oder 3-adrenerger Stimulation der Fall
(34, 64). Plin1’- Mause haben einen geringeren Koérperfettanteil und zeigen einen
héheren metabolischen Umsatz als der Wildtyp (WT), neigen aber zu reduzierter
Glukosetoleranz und peripherer Insulinresistenz (65). Im Menschen fuhrt eine seltene,
autosomal dominant vererbte Lipodystrophie durch eine heterozygote ,Loss of

Function® PLIN1 Mutation zu Insulinresistenz, hepatischer Steatose und Dyslipidamie

(66).
adipophilin/plin2 >

335N

@ LipidtropfengroRe
Akute Steatose Chronische Steatose
Periportale Hepatozyten Perizentrale Hepatozyten

Abbildung 3: Sequenzielle Expression der Perilipine im Prozess der Lipidtropfen-Reifung. Perlipin 3
lokalisiert im Rahmen der akuten Steatose vor allem an kleinen LT, wahrend Perilipin 1 bei chronischer Steatose
an groReren LT lokalisiert. Modifiziert nach Pawella et al. (58).

2.4.2 Perilipin 2

Perilipin 2 wurde ein Jahr nach Perilipin 1 1992, als ,Adipose differentiation-related
protein® ADRP, ADFP oder Adipophilin in der Frihphase der Adipogenese
erstbeschrieben (46, 47). Perilipin 2 wird im Kdrper ubiquitar exprimiert und lokalisiert
konstitutiv an LT, an denen Perilipin 1 oder Perilipin 5 typischerweise nicht lokalisiert
sind (34), wie z.B in der Leber und im braunen Fettgewebe (57, 67). Die Perilipin 2-
Expression korreliert mal3geblich mit dem Grad der Gewebsverfettung. (43, 57).
Perilipin 2 zeigt die hochste Aminosauresequenz-Homologie mit Perilipin 3 (34, 68).
So ist die kompensatorische Rekrutierung von zytosolischem Perilipin 3 bei
Herunterregulation von Perilipin 2 auf der LT-Oberflache naheliegend, was in

verschiedenen Zelllinien schon gezeigt werden konnte (69, 70). Diese Beobachtung
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liel3 sich jedoch nur teilweise auf das Mausmodell Gbertragen: Es konnte zwar eine
kompensatorische Hochregulation von Perilipin 3 zusammen mit Perilipin 5 bei global
Perilipin 2-defizienten Mausen unter westlicher Diat (WD) beobachtetet werden,
jedoch reichte diese Kompensation nicht aus, um einen steatotischen Phénotyp zu
erzeugen (71). Im Allgemeinen zeigten global Plin2-defiziente Mause einen schlanken
Phanotyp, und entwickelten trotz WD bzw. HFD keine Insulin-Resistenz. Sie wiesen
zudem im Vergleich zum WT einen erniedrigten hepatischen TAG-Gehalt auf und
waren vor diatinduzierter Leberparenchymverfettung geschitzt (71-74). Im Kontrast
zum globalen Knock-Out konnte ein hepatozyten-spezifischer Plin2 Knock-Out im
Mausmodell nicht komplett vor einer Leberparenchymverfettung schitzen, aber vor
Entzindung im Sinne einer NASH, sodass ein systemischer Effekt vermutet wurde
(75). Orlicky et al. untersuchten diese Vermutung anhand eines hepatozyten-
spezifischen Plin2 Knock-Out Mausmodells und konnten den extrahepatischen Effekt
von Perilipin 2 untermauern. Dieser bedingt Insulinresistenz sowie Ubergewicht und
ist moglicherweise durch PPARy/CD36-vermittelte Fettsdureaufnahme reguliert (76).
In hepatozyten-spezifischen Perilipin 2 defizienten Mausen zeigte sich unter
Methionin/Cholin  defizienter Diat (MCD) eine reduzierte Expression der
proinflammatorischen Marker Cox2, IL-6, Tnf-a, IL-1B (77).

2.4.3 Perilipin 3

Perilipin 3 wurde zunachst 1998 als Mannose-6-Phosphat-Rezeptor-Substrat und
endosomales Sortierungsprotein beschrieben (48). Erst im Jahr 2001 wurde es von
Wolins et al. der PAT-Familie zugeschrieben (49). Perilipin 3 (TIP47) wird ubiquitar
exprimiert und Ubernimmt eine wesentliche Rolle bei der LT-Biogenese. So wird bei
der Genese neuer Kkleiner LT Perilipin 3 rekrutiert. Bei siRNA-vermittelter Reduktion
von Perilipin 3 reifen LT, die stattdessen von Perilipin 2 ummantelt sind, nicht tber
dieses Frihstadium hinaus und der Durchmesser der LT bleibt klein. Der TAG-Gehalt
der Zellen bleibt hiervon in vitro aber unberihrt (69, 78). Der kombinierte Knock-Down
von Perilipin 2 und 3 fuhrte in vitro zu verminderter TAG-Speicherung, bei deutlich
groReren, aber in ihrer Anzahl reduzierten LT (69). Bei Perilipin 2-Knock-Down
Mausen stieg unter HFD die hepatische Perilipin 3-Expression auf mRNA- und
Proteinebene. Eine kompensatorische Hochregulation von Perilipin 2 konnte bei
Perilipin 3-Knock-Down dagegen nicht beobachtet werden (79). Im globalen Knock-



Out von Perilipin 2 akkumulierte insbesondere Perilipin 3 vermehrt an LT von HSCs
(72).

2.4.4 Perilipin 4

Perilipin 4 (S3-12) wurde 1998 erstmals im Rahmen einer Screening-Untersuchung
auf adipozytenspezifische Proteine entdeckt (50). Es ist stark in LT weil3en
Fettgewebes (WAT) sowie in geringerer Menge in LT quergestreifter Muskulatur
exprimiert. Im braunen Fettgewebe kommt Perilipin 4 nicht vor. Im Gegensatz zu allen
anderen hier aufgefihrten Perilipinen besitzt Perilipin 4 keine N- terminale PAT-
Domane, dafiur eine repetitive 11-mer Domdane aus 33 Aminosauren, die im
Gegensatz zu anderen Proteinen der Perilipinfamilie etwa 70% des Proteins ausmacht
(44, 80). In kultivierten 3T3-L1-Adipozyten bindet Perilipin 4 unter Oleat-Behandlung
an naszierenden LT und ist so an der LT-Genese beteiligt (81). Plin4”- Mause zeigen
einen unauffalligen Phanotyp, jedoch scheint Perilipin 4 funktionell eng mit Perilipin 5
verknupft zu sein, dessen kardiale Expression hierdurch herabreguliert wird. Auf diese
Weise wirkt die Perilipin 4-Deletion protektiv auf eine kardiale Steatose (82).
Pourteymour et al. konnten in einer Interventionsstudie an zuvor sportlich inaktiven
Méannern mittleren Alters die Herunterregulation von muskularem Perilipin 4 nach 12-
wochigem Training beobachten. Moglicherweise besitzt Perilipin 4 also eine wichtige
Rolle in der Muskelverfettung im Rahmen von Inaktivitat und metabolischem Syndrom
(83).

2.4.5 Perilipin 5

Perilipin 5 (MLDP, OXPAT) wurde zuerst 2006 in der Herzmuskulatur, der Leber und
den Nebennieren beschrieben (51). Dort lokalisiert Perilipin 5 insbesondere an kleinen
LT. Zusatzlich kommt Perilipin 5 in braunen Adipozyten, in den mitochondrienreichen
Parietalzellen des Magens, sowie in Pankreaszellen und Hepatozyten vor (84). Unter
TAG-Freisetzung durch Bs-Stimulation kolokalisiert Perilipin 5 mit ATGL und seinem
Koaktivator ABHDS5, allerdings konkurrieren ATGL und ABHD5 miteinander um die
Perilipin 5-Bindungsstelle. Mdglicherweise konzentriert Perilipin 5 ATGL und ABHD5
so auf der LT-Oberflache und steigert hiermit die Lipolyse (85, 86). Im Rahmen einer
Leberparenchymverfettung nimmt die Perilipin 5-Expression moderat zu und Perilipin
5 kolokalisiert partiell mit Perilipin 1 und 2 an vornehmlich kleinen LT (84). Plin57
Mause zeigen gegenuber WT-Mausen bei gleichem Gewicht einen reduzierten TAG-

Gehalt in oxidativem (rotem) Muskelgewebe, jedoch nicht in glykolytischem (weil3em)
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Muskelgewebe. Dartiber hinaus weisen Plin5/- Mause unter HFD eine verbesserte
Insulinsensitivitat in der Leber bei gleichzeitiger Reduktion der Insulinsensitivitat im
Muskel auf (87). In global Perilipin 2-defizienten Mausen wurde unter WD eine
gesteigerte Konzentration von Perilipin 5 auf der LT-Oberflache beschrieben.
Gleichzeitig war die mRNA-Konzentration von Perilipin 5 vermindert (71). Durch
hepatozyten-spezifische Perilipin 2-Deletion konnte unter Normaldiat (NCD) ebenfalls
in kleinen LT und unter HFD in grofR3en LT eine vermehrte Lokalisation von Perilipin 5

gezeigt werden (76).

2.5 Lipasen
2.5.1 ATGL

Im Jahr 2004 veroffentlichten drei Gruppen unabhangig voneinander die Entdeckung
eines Enzyms, das bevorzugt TAG hydrolysiert, und nannten es ATGL (,adipose
triglyceride lipase®) (88) , Desnutrin (89) oder calciumunabhangige Phospholipase A2
(90). ATGL wird stark in braunem und weil3em Fettgewebe (91), und weniger stark in
Leber, Herz und Hoden exprimiert (88). Als Lipase hydrolysiert ATGL ausschliel3lich
lange FS von TAGs an den stereochemischen Positionen (SN) SN-1 und SN-2 (92).
Transkriptionell wird ATGL wahrend der Adipozytendifferenzierung durch PPARy
reguliert (93). Die Expression lasst sich auch durch Fasten auf mRNA- sowie auf
Proteinebene induzieren (94). Posttranskriptionell wird murines ATGL unter anderem
durch die PKA phosphoryliert und aktiviert (95). Im Sinne der Endprodukt-Hemmung
binden langkettige Acyl-CoAs ATGL N-terminal und verringern so deren Aktivitat (96).
ATGL wird durch Perilipin 1 und 5 reguliert, wobei ABHD5 als Koaktivator von ATGL
die Hydrolyse-Spezifitdt von SN-1 auf zusatzlich SN-2 erweitert und die Aktivitat des
Enzyms verzwanzigfacht (97). Atgl’- Mause sind bereits unter Normaldiat adip6s und
zeigen eine starke Lipidtropfenakkumulation in Herz- und Skelettmuskulatur. Unter
Nahrungskarenz entwickeln sie eine Hypoglykdmie als Zeichen der gestorten Lipolyse
(98).

2.5.2 HSL
Die Hormonsensitive Lipase (HSL) ist die historisch am langsten bekannte Lipase

(99). Sie wird in Fettgewebe, Skelett- und Herzmuskelgewebe, im Gehirn, in der
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Nebenniere, Ovarien, Hoden, pankreatischen 3-Zellen und in Hepatozyten exprimiert
und zeichnet sich durch breite Substratspezifitat aus (100, 101). Hauptsubstrat der
HSL sind Diacylglyceride, aber auch Mono- und Triacylgylceride, sowie Cholesterin-
und Retinsaure-Ester werden durch sie katalysiert (102). Der lipolytische Effekt der
HSL beruht, beispielsweise bei adrenerger Stimulation, auf der PKA/CAMP-
vermittelten Interaktion mit Perilipin 1, welches wie HSL ebenfalls durch PKA
phosphoryliert wird (45, 62, 63, 102). Umgekehrt fuhrt eine steigende
Insulinkonzentration und damit einhergehend ein sinkender cAMP-Spiegel zur
Dephosphorylierung der beiden Interaktionspartner. Dies inhibiert die HSL-vermittelte
Lipolyse, was maf3geblich den antilipolytischen Effekt von Insulin erklart (62). Homo-
und heterozygote ,Loss of function“-Mutationen von HSL erhdéhen beim Menschen
zwar nicht das Risiko fur eine Adipositas, jedoch fir Diabetes mellitus Typ Il, eine

partielle Lipodystrophie im Alter, sowie flr eine Leberparenchymverfettung (103).

2.5.3 PNPLA3

Die Lipase Patatin-dhnliches Phospholipase-Domanen-haltiges Protein 3
(Adiponutrin, PNPLA3) wurde 2001 erstbeschrieben (104) und besitzt die hdchste
Homologie zu ATGL (PNPLA2) (98) und wird vor allem in Leber, hier insbesondere in
HSCs (105) in der Niere, dem Fettgewebe und in der Retina exprimiert. PNPLAS lasst
sich durch kohlenhydratreiche Diat und Insulin stark induzieren (106) und interagiert
direkt mit SREBF1. SREBF1 hemmt den Abbau von hepatischem PNPLA3 und
induziert dessen Transkription (107, 108). Der Einzelnukleotidpolymorphismus (SNP)
PNPLA3 [1148M ist assoziiert mit NAFLD, NASH, Leberzirrhose und HCC. PNPLA3
1148M ist gemal’ bisherigem Stand der Wissenschaft der h&aufigste und starkste
genetische Risikofaktor fir die Entstehung und Progression einer NAFLD bzw. NASH
und korreliert stark mit der Entstehung von HCCs (109). Bruschi et al. konnten zeigen,
dass PNPLA3 fur die Aktivierung von HSCs benétigt wird und deren fibrotische
Aktivitat durch 1148M verstarkt wird (110). Die Bestimmung der PNPLA3-Genvariante
ist bereits Bestandteil der molekularen NAFLD-Diagnostik in einigen
Universitatsklinika, sowie eine sinnvolle Erweiterung des ,Fatty Liver Index” (FLI) und
ermoglicht eine noch prazisere Diagnostik(111), wird aber gemald der S2k-Leitlinie
NAFLD 2022 im Rahmen einer Screeninguntersuchung derzeit nicht empfohlen(13).
Weder Knock-Out (112) noch Uberexpression (113) von WT-Pnpla3 beeintrachtigt
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den Leberfettgehalt, allerdings konnte der steatogene Effekt von Pnpla3 1148M im
murinen Knock-In-Versuch unter sucrosereicher Diat bestatigt werden. Katalytisch
inaktives Pnpla3 akkumuliert unter diesen Bedingungen auf den nun vermehrt
gebildeten LT(113, 114). Witzel et al. konnten zeigen, dass die gesteigerte LT-Genese
mdoglicherweise weniger dem direkten Verlust der lipolytischen Aktivitdt von
PNPLA3(1148M) zugrunde liegt, sondern vielmehr tber eine indirekte Wirkung von
PNPLA3(1148M) auf die ATGL-vermittelte lipolytische Aktivitdt. Es wird eine
Rekrutierung von PNPLAS3 durch Perilipin 5 an den lipolytisch aktiven ATGL-Multimer-
Komplex vermutet, sodass diese einen trimeren Komplex bilden. PNPLA3 verdrangt
so Uberschussiges ATGL von der LD-Oberflache und verringert dadurch die Lipolyse.

Die 1148M-Mutation verstarkt womaglich diesen Prozess (115).

2.6 Bisherige Perilipin 2 Knock-Out-Strategien im Mausmodell

2006 wurde durch Chang et al. eine globale Deletion von Perilipin 2 in der Maus
etabliert, indem Exon 2 und 3 durch ein B-Galactosidase und Neomycin Resistenz-
Gen (3-Geo-Kassette) ersetzt wurden. Unter NCD konnte bereits ein verringerter
hepatischer Fettgehalt, sowie unter HFD in Anzahl und GroRRe reduzierte LT
beschrieben werden (73). Zwei Jahre spater entdeckten Russel et al. bei Anwendung
der identischen Knock-Out-Strategie, dass diese eine trunkierte Proteinvariante zur
Folge hatte und keinen kompletten Knock-Out darstellte (116). Spatere Studien dieser
Arbeitsgruppe konnten durch Deletion von Exon 5 eine Frame-Shift-Mutation mit
frihzeitigem Translationsabbruch von Perilipin 2 erreichen, die eine starke Reduktion
des murinen Korperfettgehalts, sowie Resistenz gegen Leberparenchymverfettung
unter HFD und WD zeigte (71, 72). Ein hepatozyten-spezifischer Knock-Out durch
Deletion von Exon 4 von Perilipin 2 fihrte zu verminderter Steatose, Entziindung und
Fibrose, jedoch war unter Verwendung von MCD die Versuchsdauer auf nur 15 Tage
begrenzt, da der diatinduzierte Gewichtsverlust tierethisch keine langere
Versuchsdauer zuliel3 (77). Orlicky et al. fihrten 2019 einen Langzeit-Versuch Uber
30 Wochen an global und hepatozyten-spezifisch Plin2 deletierten Mausen unter WD
durch. Der globale Knock-Out war vor Steatose, Ubergewicht und Glukose-Intoleranz
geschutzt, wahrend in hepatozyten-spezifischen Knock-Out-Mausen noch eine
leichtgradige Steatose nachweisbar war. Ebenso wurden durch den hepatozyten-

spezifischen Knock-Out die histologisch detektierbare Leberparenchymverfettung
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etwa um die Halfte vermindert, jedoch signifikant schwacher als durch die globale
Perilipin 2-Deletion. In Perilipin 2-defizienten Lebern war keine Steatohepatitis
nachweisbar (76). Partiell hepatektomierte oder durch Tetrachlorkohlenstoff
lebergeschadigte global Perilipin 2 defiziente Mause zeigten eine langsamere
hepatische Regeneration als WT-Mause. Die Perilipin 2 vermittelte LT-Akkumulation

ist nach einer Schéadigung essentiell fir die effiziente Leberregeneration (117).
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerate und Laborausstattung

Geratebezeichnung

Hersteller

Analysewaage

Sartorius AG, Goéttingen, DE

Centrifuge Z 216 MK

Hermle Labortechnik GmbH, Gosheim,
DE

Chemilumineszenzimager Fusion Solo

S

Vilber Lourmat GmbH, Eberhadzell, DE

Cryo 1°C Freezing Container

Thermo Fisher Nalgene®, Waltham,
USA

HARTMANN-Warmeschrank

PAUL HARTMANN AG, Heidenheim,
DE

Homogenisator, Precellys® 24

Bertin Technologies, Saint Aubin,

Frankreich

Kryostat Leica CM3050 S

Leica Biosystems, Wetzlar, DE

Lichtmikroskop Eclipse TS100-F

Nikon, Tokyo, Japan

Magnetrihrer RETbasic

IKA®-Werke GmbH & CO. KG,
Staufen, DE

Mikrozentrifuge MIKRO 120

Andreas Hettich GmbH & Co. KG,
Tuttlingen, DE

Mini-PROTEAN Tetra System

Bio-Rad Laboratories, Inc., Kalifornien
USA

pH-Labormessgerat inoLab®

WTW-a Xylem brand, Dinslaken, DE

PIPETBOY acu

INTEGRA Biosciences Corp., Hudson,
USA

Pipetten Eppendorf Research® 10, 100, | Eppendorf AG, Hamburg, DE
1000

Pipetten PIPETMAN® Classic P10, | Gilson® Inc, Middleton, USA
P100, P1000

14



PowerPac™ Basic Power Supply

Bio-Rad Laboratories Inc.

PowerPac™ 3000

Bio-Rad Laboratories Inc.

QuantStudio 3 Realtime PCR System

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,

USA

Reflovet® Teststreifen

Roche, Basel, Schweiz

Reflotron® Plus Point-of-Care-System

Roche

Spektralphotometer NanoDrop 1000

Thermo Fisher Scientific Inc.

Spektrophotometer Tecan Spark 10M

Tecan Group AG, Mannedorf, Schweiz

Sterilbank HERAsafe KS12

Thermo Fisher Scientific Inc.

Systemmikroskop Leica DM 3000

Leica Mikrosysteme GmbH, Wetzlar,

DE

Thermocycler GeneAmp® PCR System
9700

Thermo Fisher Scientific Inc.

Thermo Haake® heating circulator Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Munchen, DE

ThermoMixer® C Eppendorf AG

Tischzentrifuge Mikro 120 Hettich AG, Bach, Schweiz

Trans-Blot® Turbo™ Transfer System | Bio-Rad Laboratories Inc.

Trockenschrank Heraeus™ Kelvitron® | Thermo Fisher Scientific Inc.

Universalzentrifuge Heraeus™ | Thermo Fisher Scientific Inc.

Multifuge™ X3

UV-Transilluminator iX 20 Intas Science Imaging Instruments
GmbH, Goéttingen, DE

Vibratom Leica VT 1.200S Leica Biosystems

Vortex-Genie 2 Scientific Industries, Inc., New York,

USA

Wippschittler CAT ST 5

Ingenieurbliro CAT M.Zipperer GmbH,

Ballrechten-Dottingen, DE
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Zahlkammer Neubauer Improved, 0,1

mm/0,0025 mm?

DE

BRAND GMBH + CO KG, Wertheim,

3.1.2 Allgemeine Verbrauchsmaterialien

Material Bezeichnung Hersteller
6-Well Platten Cellstar®, steril, frei von | Greiner Bio-One GmbH,
12-Well Platten DNase, RNase, DNA, | Kremsmunster,
Pyrogen Osterreich
Abdeckfolie fur 96-Well | MicroAmp™ optisch | Thermo Fisher Scientific

Platten

adhasiver Film

Inc.

Deckglaser

Menzel Glaser, 24x 60mm

Thermo Fisher Scientific

Inc.

Filterspitzen 10 ul, 100

SafeSeal SurPhob, steril,

Biozym Scientific GmbH,

pl, 1250 pl Low Binding, graduiert, | Hessisch Oldendorf, DE
DNA- DNase- RNase-
pyrogenfrei

Kryordhrchen Nalgene® Cryoware, | Thermo  Scientific™ |
Cryigenic Vials Schwerte, DE

Objekttrager Menzel Glaser, | Thermo Scientific™

Superfrost® Plus | geschliffen

(25x75x1,0 mm)

Pasteurpipetten ohne Wattestopfen, | Carl Roth GmbH,

Kalksoda-Klarglas, 150 | Karlsruhe, DE
mm
96-Well Platte MicroAmp® Optical 96- | Thermo Fisher Scientific

(Realtime-PCR)

Well Reaction Plate

Inc.

PCR-Reaktionsgefalie

Cellstar®, Sapphire PCR-
Reaktionsgefal, 0,2 ml

Greiner Bio-One GmbH

Pipettenspitzen mit Filter
10 pl, 100 pl, 200 plI, 1250
pl

SafeSeal SurPhob
Spitzen, Low Binding,
graduiert

Biozym Scientific GmbH
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Pipettenspitzen 10 pl,

100 pl, 200 pl, 1250 pl

Refill System Nerbe

Nerbe
Winsen, DE

plus GmbH,

Precellys® Lysing Kit

Tubes, 2ml mit Keramik-

Perlen

Bertin Technologies

Nitrocellusose Membran

Nitrocellulose

Membranes, 0.45 um

Bio-Rad Laboratories Inc.

Eppendorf Tubes® 1,5
ml

Safe-Lock Tubes, PCR

rein

Eppendorf, Hamburg, DE

Serologische Pipetten 5

Cellstar®, steril, frei von

Greiner Bio-One GmbH

ml, 10 ml, 25 ml DNase RNase DNA
Pyrogen
Whatman™ GE Healthcare 3MM Chr | Thermo Fisher Scientific

Chromatographiepapier

Chromatographie-Papier

Zellkultur Schale 6 cm

Cellstar®, steril, frei von

Greiner Bio-One GmbH

(60x 15mm), 10 cm (100x | DNase  RNase DNA

20mm) Pyrogen

Zentrifugen-Réhrchen Cellstar® Tubes, steril, | Greiner Bio-One GmbH
15 ml, 50 ml konischer Boden,

Schraubverschluss,

3.1.3 Chemikalien, Losungen und Reagenzien

Reagenz

Bezeichnung

Hersteller

Acrylamidstamm-

Losung mit 0,8%

Bisacrylamid

Rotiphorese® Gel 30

Carl Roth GmbH

Agarose Pulver

UltraPure™ Agarose

Invitrogen Inc.,

Carlsbad, Kalifornien

APS

Ammoniumperoxodisulfat

Carl Roth GmbH

Bradford Reagenz

Bio-Rad Protein

Farbstoff+ Konzentrat

Assay,

Bio-Rad

Inc.

Laboratories,
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Bromphenolblau

Bromphenolblau far

Natriumsalze

Carl Roth GmbH

BSA

Serumalbumin)

(bovines

Albumin Fraktion V

Carl Roth GmbH

Chloroform

Trichlormethan

Sigma-Aldrich Corp., St.

Louis, Missouri

Coumarinsaure

p-Cumarin Saure = 98.0%

Sigma-Aldrich Corp.

DMSO Dimethylsulfoxid Sigma-Aldrich Corp.
DTT Dithiothreitol BioChemica AppliChem
GmbH, Darmstadt, DE
Essigsaure Essigsaure Rotipuran® | Carl Roth GmbH
100%
Ethanol Absolut, 299,8% Honeywell Research
Chemicals GmbH,
Seelze, DE
Formaldehyde solution | Formaldehydlésung, 36,6- | Sigma-Aldrich Corp.
38% in H20
Glycerin Glycerol Reagent Plus™ Sigma-Aldrich Corp.
Glycin = 99%, 75,07 g/mol Carl Roth GmbH
Halt™ Protease & | Cocktail (100X) Thermo Fisher Scientific

Phosphatase Inhibitor

Lot: LD144507

Inc.

Isopropanol 2-Propanol = 99%, fir | Sigma-Aldrich Corp.
Molekularbiologie
Luminol Luminol = 97% Sigma-Aldrich Corp.
Methanol = 99,8% Honeywell Research
Chemicals GmbH
Magermilchpulver Magermilchpulver AppliChem GmbH,

Darmstadt, DE

Nukleasefreies Wasser

Nukleasefreies Wasser

Qiagen GmbH, Hilden,
DE
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PBS-Puffer Phosphat gepufferter Salz, | AppliChem GmbH
pbs-Puffer (1X, Dulbecco)-
Pulver

PEI-Reagenz Polyethylenimin Sigma-Aldrich Corp.

Stammldsung 1,67mM

(in PBS) #408727

Penicillin-Streptomycin

P0O781

Sigma-Aldrich Corp.

PeqGREEN

DNA/RNA-Farbstoff, 1ml

VWR International

GmbH, Darmstadt, DE

Ponceau S

Ponceau S Losung, 0,1%

(w/v) in 5% Essigsaure

Sigma-Aldrich Corp.

Proteinase K (SIGMA-

Aus Tritirachium album

Sigma-Aldrich Corp.

ALDRICH P6556-

P100MG)

Salzsaure Salzsaure rauchend 37% | Carl Roth GmbH
Rotupuran ®

SDS Dodecylsulfat in Pellets, M: | SERVA Electrophoresis

288,4

GmbH, Heidelberg, DE

SYBR™ Green

SYBR™ Green PCR Master
Mix

Thermo Fisher Scientific

Inc.

TEMED

Tetramethylethylenediamin
= 98,5%

Carl Roth GmbH

Transfektionsreagenz

Lipofectamin®2000

Reagent

Thermo Fisher Scientific

Inc.

Tris

Tris Ultrapure, 121,14 g/mol

AppliChem GmbH

Triton® X100

t-Octylphenoxy-

Sigma-Aldrich Corp.

polyethoxyethanol

Trizol TRl  Reagent™ Losung, | Invitrogen Inc.
RNA Isolation Reagent

Trypsin Trypsin-EDTA Lésung | Sigma-Aldrich Corp.

(0,25%)
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Tween

20, °
Biology Grade”

Tween Molecular

MP Biomedicals,

Eschwege, DE

3.1.4 Standards und GroRenmarker

Verwendung

Bezeichnung

Hersteller

Agarose-

Gelelektrophorese

50 kb DANN-Leiter

New England BioLabs ®,

Ipswich, Massachusetts

Proteinbestimmung

Gereinigtes BSA 10 mg/mi

New England BioLabs ®

Western Blot

PageRuler™ Vorgefarbte

Protein-Leiter

Thermo Fisher Scientific

Inc.

3.1.5 Loésungen und Puffer

Die Puffer wurden mit jeweils doppelt destilliertem Wasser angesetzt.

Bezeichnung Zusammensetzung Menge/ Konzentration
6-fach Protein- | Tris-HCI (pH 6,8) 350 mM
Probenpuffer SDS 10,28% (m/V)

Glycerin 36% (v/v)

DTT 600 mM

Bromphenolblau

1 Spatelspitze

10-fach Lysispuffer | Cell Signaling Technologies | 10%(v/v)
Inc., Danvers, USA

10x NEBuffer™ 2.1 | New England BioLabs ® 10%(v/v)

,CO-IP“-Puffer Tris HCI 50 mM
EDTA 15 mM
NacCl 100 mM

PBS Zellkultur Dulbeccos’s Phosphate | gebrauchsfertig
Buffered Saline (DPBS)
Sigma-Aldrich Corp

Proteinase K Puffer | Tris 100mM
EDTA*H,0O 5mM
SDS 0,2%
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NacCl 200mM
pH 8,5
SDS- Tris 500 mM
Sammelgelpuffer pH 6,8, HCI
SDS-Trenngelpuffer | Tris 1,5 mM
pH 8,8, HCI
SDS-PAGE Tris 250 mM
Laufpuffer 10-fach | Glycin 1,92 M
SDS 35 mM
pH ca. 8,3
Semidry Blot-Puffer | Tris 480 mM
10fach Glycin 390 mM
SDS 13 mM
pH ca. 9,1
Semidry Blot Puffer | Semidry Blot Puffer (10-fach) | 10%(v/v)
1fach Methanol 20% (viv)
»Stripping“ Puffer | Glycin 200 mM
#1 NaCl 500 mM
pH 2,8, HCI
»Stripping®  Puffer | Glycin 200 mM
#2 NaCl 500 mM
pH 2,2, mit HCI eingestellt
TAE-Puffer 1-fach Tris 40 mM
(Tris-Acetat-EDTA Eisessig 20 mM
Puffer) EDTA 1mM
pH ca. 8,6
TBS 10-fach Tris 200 mM
(Tris-buffered NacCl 1,38 M
Saline) HCI pH 7,6, HCI
TBST TBS (10-fach) 10% (v/v)

Tween 20

0,05% (v/v)
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3.1.6 Kits

Bezeichnung

Hersteller

QIAquick®Gel Extraction Kit 50

Qiagen GmbH.

High-Capacity cDNA Reverse

Transcription Kit

Thermo Fisher Scientific Inc.

ReadyMix"™REDTaq® PCR Reaction Mix
MgCl2

Sigma-Aldrich Corp.

3.1.7 Histochemische Farbungen

3.1.7.1 HE-Farbung

Bezeichnung

Hersteller

Bluingpuffer REF:CS702

Dako Inc. Santa Clara, CA 95051

Eosin REF:CS701

Dako Inc.

Ethanol 99%, 96%, 70%

SAV  Liquid Production GmbH

Flintsbach am Inn

Hamatoxylin REF:CS700

Dako Inc.

Histo-Clear || REF:HS-202

Fa.national Diagnostics

3.1.7.2 Gomaori-Versilberung

Gebrauchsldésung

Ansatz

Eisenalaun 6,25 g Ammoniumeisen-lll-sulfat auf
250 ml Aqua dest

Essigsaure 30 ml 100%-ige Essigsaure, auf 1000
ml Aqua des

Formalin 29 ml Formalin (35%) auf 200 ml

Aqua dest

Kaliumpermanganat

0,4g Kaliumpermanganat auf 50 ml
Aqua dest (immer frisch angesetzt)

Kernechtrot

1g Kernechtrot und 50g Aluminium-

sulfat in 1000ml Aqua dest erhitzt.
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NaOH, 40%

bidest

10 g Natronplatzchen auf 25 ml aqua

Natriumthiosulfat

dest

5 g Natriumthiosulfat auf 250 ml Aqua

Oxalsaure

5 g Oxalsaure auf 250 ml Aqua dest

Silberlésung

6 g Silbernitrat auf 60 ml Aqua bidest,
mit 3,6 ml 40% NaOH und tropfen-
weise Ammoniak zur Auflosung des
Niederschlags vermischt. Verdunnt in
200 ml Aqua bidest

3.1.8 Antikorper

Primarantikdrper

Antikdrper | Verdinnung Tierspezies Firma

far Immunblot
a-PLIN2 1:1000 Meerschweinchen, | PROGEN Biotechnik GmbH,
(GP40) polyklonal Heidelberg, DE
a-PLIN3 1:000 Meerschweinchen, | PROGEN Biotechnik GmbH,
(GP30) polyklonal Heidelberg, DE
a-PLIN4 1:000 Meerschweinchen, | Freundliche Gabe von
(hCT-A polyklonal Dr. Hans Heid, DKFZ,
(07/13) Heidelberg, DE
a-PLIN5 1:1000 Meerschweinchen, | PROGEN Biotechnik GmbH,
(GP31) polyklonal Heidelberg, DE
ATGL 1:3000 Hase, polyklonal Cell Signaling Inc.
(#2138)
Abhd5 1:000 Human, Santa Cruz Biotechnology
(Sc-376931) monoklonal Inc.,

Dallas, Texas

a-GAPDH 1:1000 Maus, monoklonal | Santa Cruz Biotechnology
(6C5H) Inc.
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Sekundarantikorper fur den Immunblot

Antikorper Verdinnung | Tierspezies | Hersteller Artikelnr.
Anti-Maus IgG 1:3000 Ziege Invitrogen Inc. | A16078
Hochgradig
praadsorbiert
Anti-Hase 1:3000 Ziege Bio-Rad 170-6516
Laboratories,
Inc.
Anti- 1:3000 Ziege Invitrogen Inc. | A18775
Meerschweinchen
Hochgradig
préadsorbiert
3.1.9 Software
Programm Herausgeber

Adobe® Photoshop CS5

Adobe Systems Inc., San José,

Kalifornien

Chromas Version 2.6.2

Technelysium Pty. Ldt., South

Brisbane, Australien

Excel, PowerPoint und Word

Microsoft® Office 365

aus

Microsoft Corporation, Redmond,
USA

GraphPad Prism version 9.4.0

GraphPad Software, San Diego,
USA

Image J (64 bit) 1.43

NIH, Bethesda, USA

NDP.view2 Viewing Software

Hamamatsu, Hamamatsu, Japan

Primer-BLAST online

NIH

QuantStudio™ Design & Analysis Software
vli4

Thermo Fisher Scientific Inc.
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3.2 Methoden
3.2.1 Mause

Es wurden folgende Maus-Linien verwendet:

Linie 1: Plin2" (Genotyp: Plin2tmic/tmic)

Bei Plin2% M&ausen handelt es sich um eine transgene promotorlose C57BL/6N
Mauslinie, in der Exon 4 von Perilipin 2 von loxP-Stellen flankiert wird (vgl. Abb. 4).
Die lacZ neo Kassette wurde bereits durch Einkreuzen der Linie in eine Flp-Deleter
Linie entfernt. Auf diese Weise liegt ein konditionelles Setting vor. Diese Linie zeigt

keinen auffalligen Ph&notyp und wurde als WT-Kontrolle verwendet.

Linie 2: Alb-Cre (Genotyp: Alb-Cre™)

Bei Alb-Cre Mausen handelt es sich um eine transgene Mauslinie, bei der die Cre-
Rekombinase hepatozyten-spezifisch durch den Albumin/Alpha-Fetoprotein-Promoter
reguliert wird. Cre ist in parenchymalen Zellen der Leber aktiv: In den Hepatozyten
und Gallengangsepithelien, nicht jedoch in Sinusoidal-Endothelzellen der Leber
(LSEC), Kupfferzellen und hepatischen Sternzellen (HSC) (118-120). Diese Linie
stand fur die Kreuzungen mit der Linie 1 zur Verfugung. Die M&use zeigten keinen
auffalligen Phanotyp.

Linie 3: Plin27- (Genotyp: Plin2tmic/tmic Alb-Cre+)

Diese transgene Mauslinie wurde durch Verpaarung der Linien 1 und 2 generiert.
Sobald Cre exprimiert wird, wird Exon 4 von Plin2 in Hepatozyten der Leber deletiert
und es ergibt sich durch Frameshift-Mutation ein Knock-Out. Mit dieser Mauslinie
sollten die Effekte eines hepatozyten-spezifischen Fehlens von Perilipin 2 auf

Steatose, Steatohepatitis und Fibrose untersucht werden.

FRT FRTIoxP  foxP

l Flp

Plin2imietmic 4| 253 al 5565718
l Alb-cre

pinwess-{t—58- PP D-BRHER

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Plin2-Allels. Durch Einkreuzen in einen Flp-Deleter entsteht ein

konditionelles Setting in Plin2™¢"mic Dyrch Einkreuzen in eine Cre-Linie entsteht das tm1d Allel (Knock-Out).
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3.2.2 gDNA-Isolierung und Genotyping
Zur Isolierung der gDNA wurden Schwanzspitzenbiopsate tber Nacht bei 55°C unter
Schutteln in Lysispuffer inkubiert. Hierzu wurden 100 pL des Puffers mit 1 pL einer 10

mg/ml Stammlésung Proteinase K verwendet.

Tabelle 2: Zusammensetzung fir 250 mL Stammldsung Proteinase-K Puffers

Substanz Gewicht/Volumen
100 mM Tris ph 8,5 (121,14 g/mol) 3,039

5 mM EDTA 2H20 (372,24 g/mol) 465,3 mg

0,2% SDS 0,59

200 mM NacCl (58,44 g/mol) 0,59

ddH20 250 mL

Am Folgetag wurden nach zehnmindtiger Hitzeinaktivierung der Proteinase K bei
95°C, die nicht lysierten Gewebeteile fiir 10 min bei 13000 U/min zentrifugiert und der
Uberstand in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefall zur DNA-Fallung uberfiihrt. Der Uberstand
wurde mit dem 0,7-fachen Gesamt-Volumen Isopropanol versetzt, mehrfach invertiert
und bei 13000 U/min fiir 25 min zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand
verworfen, das DNA-Pellet mit 500 pL 70% Ethanol versetzt und bei 13000 U/min fur
5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet bei RT getrocknet und

anschlieBend wieder in 50 pL nukleasefreiem Wasser riickgelost.

Reaktionsansatz der Genotypisierungs-PCR
Die PCR-Reaktionen wurden wie folgt angesetzt:

Tabelle 3: Reaktionsansatz der Genotypisierungs-PCR

Substanz Volumen
gDNA 0,5 pL
Forward und reverse 10 pM Primer 0,3 pL + 0,3 pL
RedTaq 7,5 uL
Nukleasefreies H20 6,4 UL
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Tabelle 4: Primersequenzen zur Bestimmung des Genotyps mittels PCR

Die Bandengrol3e fur die Plin2_418-Primer betrug 463 bp und zeigte ein positives tmlc Allel an. Alle Mause im
Versuch trugen dieses Allel. Dieses Primer-Paar wurde zur Kontrolle des Wildtyps genutzt. Die Bandengrof3e fur
die Cre-Primer betrug 309 bp und zeigte ein positives Alb-Cre Allel an, was im Rahmen des Versuchs als Kontrolle
fur den erfolgten Knock-Out verwendet wurde.

Primer Sequenz von 5 nach 3

Plin2_418 F CTAGACTCTCCAAATCTCTCCAAAAAC
Plin2_418 R: TAGTGACAGGCAGGGTGAGG

Cre_F GCACTGATTTCGACCAGGTT

Cre_R CCCGGCAAAACAGGTAGTTA

Tabelle 5: PCR-Programm zur Bestimmung des Plin2-Genotyps

Temperatur [°C] Dauer [min]
1.94°C 5:00
2.94°C 0:30
3.58°C 0:30
4.72°C 0:45

Ab Schritt 2 fur 34 Zyklen wiederholen

5.72°C 5:00

6. 4°C o0

Agarosegel-Elektrophorese

Fur die elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte wurden 2% Agarosegele
angefertigt, indem 125 ml Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE) und 2,5 g Agarose bei 600
W in der Mikrowelle bis zum Siedepunkt aufkocht wurden. Anschliel3end wurden die
Gele mit 1,25 ul peqGREEN™, einem DNA-interkalierenden Farbstoff, versetzt. Das
flissige Gelmaterial wurde in einen Schlitten, der vorher in einer Giel3vorrichtung
eingespannt wurde, gegossen und bis zur Aushartung mit einem 15-Well-Kamm
bestickt. Die ausgehéarteten Gele wurden in die Elektrophoreselaufkammer gesetzt
und mit 1XTAE-Puffer beflllt, sodass das Gel ca. 0,5 cm mit Puffer bedeckt war. Nach
Entfernung des Kamms wurden die Proben in die Taschen pipettiert. Die Auftrennung
erfolgte bei einer Spannung von 50 V. Hierbei wurden die DNA-Fragmente ihrer L&nge
nach aufgetrennt, wobei kiirzere Fragmente wie in Abb. 5 erkennbar weiter durch die
Gel-Matrix wanderten als langere. Als Marker wurden 6 pL 50 bp DNA Ladder N3236
(New England BioLabs) verwendet. Die Fotodokumentation erfolgte mit dem iX 20

Gel-Imager (Intas Science Imaging Instruments GmbH).

27



463 bp — T e — — —

a0t — — —— — —

Abbildung 5: Exemplarische Gelelektrophorese der Genotypisierungs-PCR von isolierter gDNA aus den
Schwanzspitzen von sechs Plin27 Mausen. Signal bei 463 bp: Positives tm1c Allel. Signal bei 309 bp: Positives
Alb-Cre Allel und somit erfolgreicher Knock-Out in allen sechs getesteten Tieren. Verwendeter Marker: 50bp DNA
Ladder N3236 von New England BioLabs ®. Die siebte und 14. Gel-Tasche diente der Negativ-Kontrolle.

3.2.3 RNA-Isolierung und cDNA-Synthese

Zur Probengewinnung wurden mit einem Kryotom (Leica CM3050 S) 50 5um Schnitte
kryokonservierten Gewebes angefertigt und bei -25°C in ein 1,5 ml Eppendorfgefald
Uberfuhrt. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Proben in Flissigstickstoff
transportiert und bei -80°C gelagert. Die Proben wurden dann mit 1 mL Trizol versetzt
und mit einer Pipette durch Auf- und Abpipettieren homogenisiert. Anschlielend
wurden 200 uL Chloroform zugegeben und 15 sek gemischt. Nach einer Inkubation
der Proben fur 5 min auf Eis wurden diese 10 min bei 4°C und 11.200 U/min
zentrifugiert. Die obere, transparente wassrige Phase wurde in ein neues Eppendorf-
Tube transferiert, mit dem gleichen Volumen Isopropanol versetzt, durch mehrmaliges
Invertieren gemischt und 10 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend prazipitierte die RNA
bei 11.200 U/min fir 10 min bei 4°C. Der Uberstand wurde entfernt, die Pellets mit
500 pL 80% Ethanol versetzt, mehrfach invertiert und 5 min bei 8800 U/min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Dieser Waschschritt erfolgte zwei Mal.
Die Pellets wurden bei RT getrocknet und in RNase freiem Wasser bei 55 °C fur 15
min resolubilisiert. Die RNA-Konzentration wurde mit dem Thermofisher Nanodrop ™
1000 photometrisch gemessen. Pro Probe wurden 2 pg RNA mit dem High-Capacity
cDNA Reverse Transkriptase Kit von Applied Biosystems™ nach Protokoll des
Herstellers in cDNA umgeschrieben.
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Tabelle 6: Reaktionsansatz der cDNA-Synthese

Komponente Volumen

10X RT Puffer 2,0 pL

25X dNTP Mix (100 mM) 0,8 uL

10X RT Random Primer 2,0 uL

MultiScribe™ Reverse Transkriptase 1,0 L

RNase Inhibitor 1,0 uL

Nucleasefreies Wasser 3,2 uL

2 ug RNA 10 pL (RNA+Nucleasefreies Wasser)

3.2.4 Bestimmung der leberspezifischen Laborparameter

Als Monitoring der Tiere wahrend des Versuchs wurden alle zwei Wochen Glutamat-
Pyruvat-Transaminase- (GPT), Glutamat-Oxalacetat-Transaminase- (GOT), v-
Glutamyl-transferasen- (GGT), Gesamtbilirubin- (BIL) Serumwerte, sowie das
Gewicht bestimmt. Den Versuchstieren wurde 150 pL Blut abgenommen. Hierzu
wurden die Tiere je nach Grol3e und Gewicht in einem Rdéhrchen fixiert, ein Hinterbein
wurde rasiert und desinfiziert. Mit einer 23G Kanule wurde die Vena saphena punktiert
und das austretende Blut abpipettiert. Mit einer keimarmen Kompresse wurde die
Blutung gestillt und die Maus nachbeobachtet. Die Proben wurden erst bei RT 30 min,
dann 1 h bei 4°C inkubiert, anschlielRend bei 4°C 20 min mit 15000 U/min zentrifugiert
und der Uberstand mit dem Serum in ein neues 1,5 ml Eppendorf-Tube transferiert.
Das gewonnene Serum wurde fur die Messung mit sterilem 1x PBS auf ein
Gesamtvolumen von 150uL verdinnt und der Verdinnungsfaktor notiert. GPT-,
GOT-, GGT- und BIL-Serumwerte wurden mit Hilfe von Reflovet®-Teststreifen von
Roche und dem Reflotron® Plus Point-of-Care-System analysiert. Hierzu wurden 32
ML des verdinnten Serums auf einen Teststreifen pipettiert, die Messung durchgefihrt
und der Messwert notiert. Anhand des individuellen Verdinnungsfaktors wurde die

Serumkonzentration der genannten Parameter berechnet.

3.2.5 Organpraparation und Probenentnahme
Die Tiere wurden nach neunwdchiger Diat im Alter von 16 Wochen durch zervikale
Dislokation aus dem Versuch genommen. Unmittelbar nach der Feststellung des

Todes wurde mit einer 23G Kandile das rechte Atrium punktiert und tber den linken
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Ventrikel mit PBS-Puffer perfundiert. Die Lebern wurden herausprapariert und neben
einem Lineal in einer 6 cm Schale mit PBS fotodokumentiert. Fir HE- und Spezial-
farbungen wurde der Lobus sinister 24 h bei 4°C in Formalin fixiert, in einer
aufsteigenden Alkoholreihe inkubiert und abschlieend in Paraffin eingebettet. Der
Rest der Leber wurde in Flussigstickstoff kryokonserviert und im Anschluss bei -80°C
gelagert. Fur Immunblot und quantitative RT-PCR wurden Lobus dexter und Lobus

caudatus verwendet.

3.2.6 Histologische Farbungen
3.2.6.1 Hamatoxylin und Eosin Farbung

Die HE-Farbung erfolgte nach dem in Tab. 7 aufgefuhrten Protokoll der Gewebe-

Biobank des Mainzer Instituts fur Pathologie.
Tabelle 7: Protokoll der HE-Farbung

Schritt Reagenzien (REF Nr.) Zeit [min]
1 Histo-Clear Il (Fa.national Diagnostics REF:HS-202) 3:00 bis 3:30
2 Histo-Clear Il (Fa.national Diagnostics REF:HS-202) 3:00 bis 3:30
3 Ethanol 96% (sAvV Liquid Production GmbH) 0:10
4 Ethanol 96% (sAV Liquid Production GmbH) 2:00
5 Ethanol 70% (sAvV Liquid Production GmbH) 2:00
6 Leitungswasser 1:00
8 Dako Hamatoxylin (REF:cs700) 1:30
9 Leitungswasser 1:00
10 Dako Bluingpuffer (REr:cs702) 1:30
11 Leitungswasser 1:30
12 Eth 70% (SAV Liquid Production GmbH) 1:00
13 Dako Eosin (ReF:cs701) 1:00
14 Ethanol 96% (sAvV Liquid Production GmbH) 1:00
15 Ethanol 99% (sAv Liquid Production GmbH) 1:00
16 Ethanol 99% (sAv Liquid Production GmbH) 1:00
17 Ethanol 99% (sAv Liquid Production GmbH) 1:00
18 Histo-Clear |l (Fa.national Diagnostics REF:HS-202) 1:00
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3.2.6.2 Gomaori-Versilberung
Die Gomori-Versilberung erfolgte nach dem in Tab. 8 aufgefiihrten Protokoll.

Tabelle 8: Protokoll der Gomdri-Versilberung
Schritt | Prozedere

1 15 min Inkubation mit Xylol, dann absteigende Alkoholreihe bis Aqua
dest

2 5 min Inkubation mit Kaliumpermanganat-Losung, dann in Aqua dest
spulen

3 5 min Inkubation mit Oxalsaure (bis zur volligen Entfarbung der

Praparate), dann mit Aqua dest sptilen

4 5 min Inkubation mit Eisenalaun, dann 3-mal mit Aqua dest und 2- bis
3-mal mit Aqua bidest spiilen

5 1 sek Inkubation mit Silberldsung, dann mit Aqua bidest spulen

6 2 min Inkubation mit Formalin, dann mit Aqua dest spiilen

7 2 min Inkubation mit Natriumthiosulfat, dann mit Aqua dest spulen

8 10 min Inkubation mit Kernechtrot, dann kurz mit Aqua dest spulen,
aufsteigende Alkoholreihe, zuletzt Xylol

9 Eindeckelung Entellan (VWR International GmbH, Darmstadt)

3.2.7 Immunhistochemie

Die immunhistochemischen Farbungen wurden mit dem Dako Autostainer (Dako
Cytomation Autostainer plus, Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornien) und dem
Dako EnVisionTM FLEX Nachweissystem (Agilent Technologies) durchgeftihrt. Die
Signalverstarkung erfolgte mit biotinylierten Sekundarantikdrpern. Es wurde 150 ul
Hamatoxylin eingesetzt, alle anderen Reagenzien in einem Volumen von 100 pl. Im
ersten Schritt wurden die formalinfixierten und in Paraffin eingebetteten
Gewebeschnitte auf den Objekttragern deparaffiniert, indem die Objekttrager 20 min
im Warmeschrank bei 66°C sowie im Anschluss 15 min in Xylol inkubierten. Danach
wurden die Proben in einer absteigender Alkoholreihe (100%, 96%, 70%) sowie
danach in destilliertem Wasser rehydriert. Die Schnitte wurden im Dampfgarer in der
vorgeheizten Pufferlosung bei 97°C gekocht, um die hitzeinduzierte
Epitopdemaskierung der Antigene zu induzieren (,Antigen Retrieval®). Die

Vorbehandlung erfolgte abhéngig vom verwendeten Antikérper entweder fur 35 min
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mit Citratpuffer (EnVision™ FLEX Target Retrieval Solution, High pH) bei einem pH
von 9 oder fiir 20 min in Tris/EDTA-Puffer (EnVision™ FLEX Target Retrieval Solution,
Low pH) bei einem pH von 6,1. Im folgenden Schritt wurden die Schnitte im Tank mit
flieRendem Leitungswasser fur 7 min heruntergekuihlt, fir 4 min bei Raumtemperatur
(RT) in DAKO-Wasch-Puffer (EnVision™ FLEX Wash Buffer) bei einem pH von 7,6
inkubiert und danach in den Farbeautomaten uberfuhrt. Zu Beginn des
Farbeprozesses erfolgte die Inaktivierung der endogenen Peroxidase durch 5 min
Behandlung mit wasserstoffperoxidhaltigem Phosphatpuffer (EnVision™ FLEX
Peroxidase-Blocking Reagent). Nach einem Waschschritt mit DAKO-
Waschpufferlésung (EnVision™ FLEX Wash Buffer) wurden die Proben mit dem
entsprechend verdinnten Primarantikérper (in EnVision™ FLEX Antibody Diluent)
inkubiert. Daraufhin erfolgte ein erneuter Waschschritt mit Waschpufferlésung.
AnschlieBend wurden die Schnitte mit dem biotinylierten Sekund&rantikorper fir 15
min inkubiert. Es erfolgte ein weiterer Waschschritt mit Waschpufferlosung und 20-
minttige Inkubation mit einem enzymkonjugiertem Tertidrreagenz (EnVisionTM
FLEX/HRP), welches wiederum abgewaschen wurde.

Die nach zwei weiteren Spulvorgangen (EnVision™ FLEX Wash Buffer) zugegebene
Chromogen-Lésung bestand aus einer mit wasserstoffperoxidhaltiger Substrat-
pufferlosung verdinnten DAB-Losung (EnVisionTM FLEX Working Solution).
Nach dem letzten Waschschritt mit EnVision™ FLEX Wash Buffer wurde fir 3 min mit
Hamatoxylin eine Chromogenkontrastierung durchgefuhrt. Die gefarbten Schnitte
wurden aus dem Farbeautomaten entnommen, 3 min unter flieRendes
Leitungswasser gehalten und in destilliertes Wasser getaucht. Anschlie3end wurden
diese mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 95%, 100%) behandelt und in Xylol
getaucht. Ein Tropfen Eindeckmedium (Entellan, VWR International GmbH,
Darmstadt) wurde auf die Schnitte appliziert, eingedeckt und getrocknet. Die fertigen
Schnitte wurden mit dem NDP-NanoZoomer-Scanner (Hamamatsu Photonics, Japan)

in 40-facher Vergrol3erung semi-automatisch eingescannt.

3.2.8 Quantitative mRNA-Analyse durch Realtime-PCR

Fur die Erzeugung von 100 mM Primer-Stammlésungen wurden gefriergetrocknete
Primer (Sigma-Aldrich®) nach Angaben des Herstellers in nukleasefreiem Wasser
geldst. Fur die PCR-Reaktion wurden forward- und reverse-Primer mit nukleasefreiem

Wasser auf 5 mM verdunnt. Zur Validierung der Primer wurde fir jedes verwendete
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Primerpaar eine Standardkurve erstellt und aus der Steigung der Kurve die
Primereffizienz bestimmt. Hierfir wurde zunachst eine cDNA-Verdinnungsreihe
hergestellt. 20 pL isolierte cDNA (siehe Abschnitt 3.2.3) einer isolierten Mauseleber
wurden mit 180 pL nukleasefreiem Wasser verdinnt, was als Verdinnungsfaktor 1:1
definiert wurde. Hieraus wurden weitere Verdinnungen angefertigt: 1:5, 1:10, 1:50,
1:100, 1:500, 1:1000 und 1:5000. Die PCR-Reaktion wurde fur jede Verdinnung in
Triplikaten wie in Tab. 9 angegeben durchgefihrt (1 uL verdinnte cDNA und 9 pL

Mastermix).

Tabelle 9: Mastermix RT-PCR

Reagenz Volumen
gemischter for+rev Primer 0,5 uM 0,5 puL
SYBR® Green 5L
nukleasefreies Wasser 3,5uL
cDNA 1 L

Die Realtime-PCR wurde mit dem QuantStudio™ 3 und der dazugehérigen Software
,QuantStudio™ Design & Analysis“ von Applied Biosystems durchgefihrt und
analysiert. Die Cr-Werte wurden gegen die unterschiedlichen cDNA-Verdinnungen
aufgetragen und eine Regressionsgrade durch die Datenpunkte gelegt. Uber die
Steigung der Geraden und die Streuung der Datenpunkte entlang der Geraden
berechnet die Software die Primereffizienz sowie die Streuung der Replikate.
(Vgl.Tab. 10). Die Primereffizienz sollte hierbei in einem Bereich von 100+10 % liegen.
Um die Daten zu normalisieren, wurde der A-Ct-Wert aus der Differenz des Cr-Wertes
des Ziel- und des Referenzgens (32m-RNA) berechnet. Die relative Expression (RE)

wurde mit der Formel RE=2"2CT perechnet.
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Tabelle 10: Real-Time PCR Primer zur quantitativen Bestimmung des mRNA-Gehalts Primer ohne Referenz
wurden selbst entworfen.

Sequenz von 5 nach 3¢ Effizienz | Gen Sequenz von 5‘ nach 3¢ Effizienz
[%] (%]
Gen
Plin2 For: 90,62 Bzm For: 87,87
(121) CTGTCTACCAAGCTCTGCTC (122) CATGGCTCGCTCGGTGAC
Rev: Rev:
CGATGCTTCTCTTCCACTCC CAGTTCAGTATGTTCGGCTTCC
Plin3 For: 97,94 Stat3 For: 91,89
(123) CTGAGAAAGGCGTCAAGACC (124) ACCTCCAGGACGACTTTGAT
Rev: Rev:
CCATTTCTTGAGCCCCAGAC TGTCTTCTGCACGTACTCCA
Plin4 For: 93,34 a-SMA | For: 99,62
TCCTGCTCTGAGGGACCCTT (125) ATGCTCCCAGGGCTGTTTT
Rev: Rev:
TCTTGCCTTTGGATTTGGGG TTCCAACCATTACTCCCTGATGT
Plin5 For: 91,51 Tnf-a For: 92,43
(126) TGTCCAGTGCTTACAACTCGG (227) GGCAGGTTCTGTCCCTTTCA
Rev: Rev:
CAGGGCACAGGTAGTCACAC CTGTGCTCATGGTGTCTTTTCTG
Atgl For: 94,48 Ptgs2 For: 111,70
(128) CRAGEEEACIEATATEIALSE (129) | CAGACAACATAAACTGCGCCTT
Rev: Rev:
TCACCAGGTTGAAGGAGGGAT GATACACCTCTCCACCAATGACC
Hsl For: 102,54 Ppary For: 99,71
(128) SSV(?TCACAGTTACCATCTCACC 71) CGGTTTCAGAAGTGCCTTG
GAGTACCTTGCTGTCCTGTCC Rev:
GGTTCAGCTGGTCGATATCAC
Mgll For: 99,77 Ppara 93,71
(130) CAGAGAGGCCAACCTACTTTT For:
Rev: TGCCCTGAACATCGAGTGTCGAAT
ATGCGCCCCAAGGTCATATTT R
ev:
TCGTACACCAGCTTCAGCCGAATA
Abhd5 For: 107,53 Srebfl For: 102,06
ATCTTTGGAGCCCGATCCT ACACTGGCCGAGATGTGCGA
(131) ) (72)
Rev: ACT
CTTCTGGCTGATCTGCATACAC Rev:
GGTTGTTGATGAGCTGGAGC
ATGT
Chop 93,31 F4/80 For: 95,24
71) For: (132) AGCACATCCAGCCAAAG
AGGTCCTGTCCTCAGATGAAATTG( CA
Rev:
Rev: CCATCTCCCATCCTCCA
GCAGGGTCAAGAGTAGTGAAGGTT] CAT
Perk For: 96,24
(133) TCTTGGTTGGGTCTGATGA
AT
Rev:
GATGTTCTTGCTGTAGTGG
GGG
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3.2.9 Proteinanalyse durch Immunblot

Fur die Proteinisolierung wurden aus murinem Lebergewebe mit dem Kryotom (Leica
CM3050 S) 80 5 um Schnitte angefertigt und in Homogenisatortubes (Precellys®
Lysing Kits von Bertin Technologys) uberfihrt. Die Schnitte wurden mit 600 pL CO-IP
Puffer + 1% Triton + 6 pL (1:100) Protease/Phosphatase Inhibitor versetzt und
anschlieBend zwei Mal fir je 20 sek bei maximaler Intensitat in einem
Gewebehomogenisator (Precellys® 24, Bertin Technologies, Saint Aubin, Frankreich)
homogenisiert. Das Gewebelysat wurde in ein neues Eppendorfgefal3 Gberfihrt und 5
min bei 4°C und 12.000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues
Eppendorfgefal} transferiert und das Pellet verworfen.

3.2.10 Proteinbestimmung nach Bradford

Zur Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford wurde zunachst eine Eichreihe
mit gereinigtem bovinem Serum-Albumin (BSA) der Konzentration 10 mg/ml pipettiert:
0; 2,5; 5; 7,5; 10 und 15 L. Sowohl das Eichprotein als auch 3 pL des Lysats der
Proben unbekannter Konzentration wurden mit verdinnter Bradford-Losung (1:5 in 1
mL in ddH20) versetzt, durch Vortexen gemischt und fir 5 min bei RT inkubiert. 200
pl jedes Ansatzes wurden in eine 96-Well Platte pipettiert und die Absorption mit dem
Tecan Spark 10M (Tecan Group, Mannedorf, Schweiz) spektrometrisch gemessen.
Mit Excel (Microsoft, Redmond, USA) wurde eine Gerade der Messwerte des
Eichproteins extrapoliert. Die Geradengleichung wurde berechnet und umgeformt, um
Uber Absorption der Proben die unbekannte Proteinkonzentration zu ermitteln.

3.2.11 SDS-PAGE

Fur den Nachweis und die Analyse unterschiedlicher Proteine wurden diese mittels
Natrium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (engl. SDS-PAGE) unab-
hangig von ihrer elektrischen Ladung nach Molekulargewicht aufgetrennt (134, 135).
Hierzu wurde zwischen 2 Gelplatten, hiervon eine der Glasplatten mit integriertem
Abstandshalter, ein Gel gegossen. Die Glasplatten wurden hierflr mit einer Klemme

fixiert und in einem Giel3stander auf einer Gussstanderdichtung fixiert.

Jedes der Gele besteht aus einem kurzen Sammel- und einem deutlich hoéheren
Trenngel (Tab. 11). Ammonium-Persulfat (APS) und Tetramethylethylendiamin
(TEMED) wurden jeweils zuletzt hinzugegeben wund gemischt, um die

Polymerisationsreaktion zu initiieren. Zuerst wurde der Ansatz flr das Trenngel
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zwischen zwei fixierte Glasplatten pipettiert und mit 500 pl Isopropanol tberschichtet.
Nach der Polymerisation des Trenngels wurde Isopropanol mit ddH20 heruntergespuilt
und mit Filterpapier das restliche ddH20 entfernt. Nun wurde die Reaktion fur das
Sammelgel initiiert, auf die Trenngelschicht pipettiert und ein 10-Well (Volumen: 50
pL) oder 15-Well (Volumen: 30 pL) Kamm eingesetzt. Die angefertigten Gele konnten
in befeuchtetem Zellstoff-Papier einige Tage im Kuhlschrank gelagert werden. 25 ug
Protein wurden mit Lysis-Puffer und 6-fach Ladepuffer auf ein Gesamtvolumen von 25

uL eingestellt.

Tabelle 11: Zusammensetzung der Acrylamid-Gele fur Immunblot.

10% Trenngel Sammelgel
ddH20 2 mL 1,15 mL
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 (Trenngel); | 1,3 mL 0,5mL
0,5 M Tris-HCI pH 6,8 (Sammelgel)
30% Acrylamidmix 1,7mL 0,33 mL
10% SDS 50 pL 20 pL
10% APS 50 pL 20 pL
TEMED 2 L 2 pL

Die auspolymerisierten Gele wurden in die Module der Laufkammer eingespannt, in
die Laufkammer gesetzt und die Kammer mit 1x SDS-Laufpuffer befullt. Nach der
Entnahme der Kdmme aus den Gelen wurden die Taschen mit Laufpuffer gespiilt. Vor
der Beladung der Gele wurden die Proben 10 min bei 95°C hitzedenaturiert und in die
Taschen des Sammelgels neben einen Proteinmarker (PageRuler™ Prestained
Protein Ladder) geladen. Zunachst wurde eine Spannung von 60 V angelegt, sodass
die Proben adaquat fokussieren konnten. Beim Erreichen der Lauffront von
Sammel/Trenngel-Grenze wurde die Spannung auf 100 V erhoht. Nach dem
Herauslaufen der Lauffront am unteren Ende des Gels wurde der Lauf gestoppt. Die

Glasplatten wurden mit einem Kassettenéffner gedffnet und das Sammelgel entfernt.

Fur den Transfer der Proteine aus dem Gel auf eine Nitrozellulosemembran wurde der
Deckel der Kassette des Trans-Blot Turbo-Transfersystem abgenommen und auf die
Bodenelektrode die Stapel aus drei in Semidry-Blot-Puffer getrankten Filterpapieren,
Nitrozellulosemembran, das blasenfreie Trenngel, welches vorher in Transferpuffer

aquilibriert wurde und drei weiteren in Puffer getrdnkten Filterpapieren gelegt.
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Luftblasen wurde mittels Transferstapelwalze aus dem Filterpapier entfernt und
Uberschussiger Puffer mit einer Pipette entfernt. Die Kassette wurde mit dem Deckel
der Elektrodenplatte verschlossen. Der Transfer der negativ geladenen Proteine vom
Gel auf die anodenseitige Nitrocellulose-Membran erfolgte fir 30 min bei einer
Stromstarke von 1 A entlang eines senkrecht zum Gel bestehenden

Spannungsgradienten von 25 V.

3.2.12 Ponceaufarbung

Der Transfer der Proteine auf die Nitrozellulose-Membran wurde mittels
Ponceaufarbung Uberprift. Hierzu wurden die Membranen nach dem Transfer mit
Ponceau S Uberschichtet, 10 sek geschwenkt und im Anschluss mit VE-Wasser 3x
gewaschen. Die aufgetrennten Proteine auf der Nitrozellulose-Membran konnten so
unspezifisch angefarbt werden. So konnte einerseits die Transfereffizienz qualitativ
Uberprift werden, andererseits irrelevante Membranteile abgeschnitten werden. Nach
Zuschnitt und Beschriftung wurden die Membranen mit TBST (TBS + 0,05% Tween

20) wieder vollstandig entfarbt.

3.2.13 Entwickeln von Immunblots

Die Blotmembran wurde 0.N. in TBS + 0,05% Tween-20 + 5% (w/v) Magermilchpulver
(MMP) bei 4°C auf dem Wippschittler inkubiert, um unspezifische
Antikorperbindungsstellen zu blockieren. Die Primar- und Sekundarantikdrper wurden
wie im Methodenteil angegeben, in 0.g. MMP-TBST-L6sung (5% MMP) verdinnt. Die
Nitrozellulose-Membran wurde mit 3 mL verdinntem Primar-Antikorper in einem 50
ml Falcon fur 1 h auf einem Rollenmischer bei RT inkubiert. Anschliel3end wurde der
Primar-Antikorper entfernt und die Nitrozellulose-Membran drei Mal fur je 10 min mit
5ml TBST auf einem Rollenmischer gewaschen. Im nachsten Schritt wurde ein gegen
den Fc-Teil des Priméar-Antikdrpers der Wirtsspezies gerichteter Sekundar-Antikorper
1:3000 in MMP-TBST-L6sung (5% MMP) verdinnt. Dieser war mit dem Enzym
Meerrettich-Peroxidase (engl. HRP) gekoppelt. Die Nitrozellulose-Membranen wurden
eine Stunde mit dem Sekundar-Antikorper bei RT auf einem Rollmischer inkubiert. Der
Sekundar-Antikdrper wurde entfernt und die Nitrozellulose-Membran drei Mal fur je 10
min mit 5ml TBST auf dem Rollenmischer gewaschen. Unmittelbar vor der Detektion
wurde die Nitrozellulose-Membranen fir 1 min unter Lichtabschluss in
Elektrochemolumineszenz (ECL)-Entwicklerldsung inkubiert (Tab. 12). Die antikorper-

gebundene HRP katalysierte die ECL-Reaktion. Anschlieliend wurden das Chemie-
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lumineszenz-Signal der Immunblots mit Hilfe des Chemiluminescence Imaging

Systems Fusion Solo S von Vilber® detektiert und dokumentiert.

Tabelle 12: Zusammensetzung der ECL-Entwicklerldésung.

Substanz Volumen
0,1M Tris-Hcl pH 8,5 10mL
Luminol (250 mM) in DMSO 50uL
Cumarinsaure (90 mM) in DMSO 25uL
Wasserstoffperoxid (30%) (w/w) in H2O | 4pL

Die Rohdaten wurden densitometrisch mit ImageJ ausgewertet. Hierzu wurde der
gemittelte Schwarzwert (SW) jeder Bande innerhalb eines Rechtecks definierter
Grol3e, subtrahiert vom SW eines gleichgroRen Rechtecks, welches als Hintergrund
definiert wurde, gemessen. Fir jeden Immunblot wurde eine GAPDH-Ladekontrolle
entwickelt. Durch Quotienten-Bildung (Spezifischer-Antikorper/GAPDH-Signal)
konnte eine Beeinflussung des Read-Outs durch unterschiedliche Lademengen

ausgeschlossen und Vergleichbarkeit gewahrleistet werden.

3.2.14 Diaten

Die Versuchstiere wurden in drei Diatgruppen unterteilt, die mit Spezialdiaten der
(ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest, DE) geftittert wurden. Die Tiere wurden ad libitum
gefuttert und hatten freien Wasserzugang. Die genaue Nahrstoffzusammensetzung

findet sich im Anhang in Tab. 16.

Normal Chow Diet (NCD)

Die NCD wurde zur Vergleichskontrolle verwendet und entspricht einer
normokalorischen ausgewogenen Diat. Es handelte sich hierbei um das
Haltungsfutter des Translational Animal Research Centers (TARC) der Johannes-

Gutenberg-Universitat Mainz.

High Fat Diet (HFD)
Zur Induktion einer blanden Steatose ohne Fibrose wurde eine HFD verwendet. 60%
der Gesamt-Kilokalorien werden so durch Fett gedeckt. Das Nahrstoff-Uberangebot

modelliert eine Uberernéahrung bei gleichzeitiger physikalischer Inaktivitat.
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Cholin Defiziente L-Aminosaure-definierte Diat (CDAA)

Zur Induktion einer Hepatitis wurde eine CDAA-Diat gewéahlt. Diese verursacht
gegenuber der Methionin defizienten Diat (MCD) keinen Gewichtsverlust, sodass eine
Langzeitfutterung mdoglich ist (136). Das mangelnde Cholin beeintrachtigt die
Phosphatidylcholin-Synthese, den Komplex 1 der mitochondrialen Atmungskette und
erhoht durch Akkumulation von Wasserstoffperoxid den oxidativen Stress, was zu

Entzindung, Fibrose und bei ausreichender Exposition zum HCC flhrt (137).

3.2.15 Statistische Auswertung

Die Daten wurden mit GraphPad Prism Version 9.4.0 (673) von GraphPad Software,
LLC analysiert. Zunachst wurde der Shapiro-Wilk-Test auf alle Datensatze
angewandt, um zu prifen, ob eine Gaul3sche Normalverteilung vorlag. Normalverteilte
Daten mit sich statistisch nicht signifikant unterscheidenden Standardabweichung,
wurden mit dem Student’s t-Test flir ungepaarte Stichproben verglichen. Zeigten die
Mittelwerte signifikante Unterschiede der Standardabweichungen, wurde die Welch-
Korrektur  durchgefiihrt.  Nicht normalverteilte Daten wurden mit dem
nichtparametrischen Wilcoxon-Mann-Whitney-Test verglichen. P-Werte < 0.05 (*), p <
0.01 (**), p < 0.001 (***), p < 0.0001 (****) wurden als signifikant und p- Werte> 0.05
als nicht signifikant (n.s.) betrachtet. Die Erstellung der Grafiken erfolgte mit
Microsoft® Excel und der Adobe® Photoshop CS5.

3.2.16 Tierschutz und Ethik

Alle Tierversuche wurden vom Landesuntersuchungsamt Rheinland-Pfalz genehmigt
(Referenznummer: 23177-07/G18-1-014). Der Titel des Ethikantrags lautet:
JAuswirkungen des Fehlens von Perilipin 2 flr Steatohepatitis und
Hepatokarzinogenese in der Maus® (Antragstellende: Univ.-Prof. Dr. med. Beate
Katharina Straub, Dr. phil nat. Hagen Roland Witzel).

39



4 Ergebnisse

4.1 Verifizierung der hepatozyten-spezifischen Perilipin-2 Deletion im
Mausmodell

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die hepatozyten-spezifische Rolle von Perilipin 2
hinsichtlich Steatose und Steatohepatitis untersucht werden. Hierzu wurde Perilipin 2
spezifisch in den Hepatozyten der Versuchsmause deletiert. Der Genotyp der
Versuchstiere wurde im Vorfeld tber Biopsien der Schwanzspitze ermittelt und die
Tiere im Anschluss dem jeweiligen Versuchsteil zugefihrt. Die durch die Cre-
Rekombinase vermittelte Exzision des durch loxP Stellen flankierten, kritischen Exons
4 von Plin2, kann jedoch nur in der Leber nachgewiesen werden, da die Rekombinase
unter der Kontrolle des hepatozyten-spezifischen Alb-Promotors exprimiert wird. Fur
den Nachweis des hepatozyten-spezifischen Knock-Outs von Plin2 wurde die
Expression von Perilipin 2 auf Proteinebene mittels Immunblot, auf MRNA-Ebene Uber
guantitativer Real-Time PCR und durch immunhistochemische Farbungen validiert.
Die Ergebnisse wurden statistisch innerhalb der Mause gleichen Genotyps,
Versuchswoche und Diat verglichen. Auf diese konstanten Parameter beziehen sich

die tiefgestellten Indices der im Folgenden angegeben p-Werte.

Die Plin2-mRNA-Expression in Abb. 6A zeigte bei Plin27- gegeniiber Plin2%1 Mausen
eine Reduktion um 91+6% (vgl. Absatz 4.5). Auf Proteinebene wurde die Perilipin 2-
Expression mittels Immunblot (Abb. 6B) und immunhistochemischer Farbung sowohl
mit einem N- als auch C- terminalen Antikdrper Uberprift (Abb. 6C), um die Ent-
stehung etwaiger verkurzter Proteinvarianten auszuschlielen (116). Die
densitometrische Auswertung der Immunblots ergab bei Plin2-- verglichen mit Plin2f/
Mausen eine Reduktion der Perilipin 2-Expression um 48% unter der Verwendung des
N-terminalen Antikdrpers. Unter Verwendung des C-terminalen Antikorpers betrug die
Reduktion 91%. Immunhistochemische Farbungen von Leberschnitten unter der
Verwendung von Antikbrpern gegen den C- oder N-Terminus von Perilipin 2 zeigten
bei Plin2"f Mausen ein panlobuléares Farbungsmuster. Die HSCs waren bei Plin2f
Mausen kraftiger angeféarbt als die Hepatozyten. Im Gegensatz dazu war die Perilipin
2-Farbung bei Plin2”- Mausen iberwiegend negativ. Kraftig angefarbt waren lediglich
HSCs, welche nicht vom Perilipin 2-Knock-Out betroffen sind. Die Farbeintensitat des

C-terminalen Antikorpers war generell schwacher.
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Abbildung 6: Validierung des Plin2-Knock-Outs im Mausmodell.
(A) Expressionsanalyse von Plin2 mittels Real-time PCR in Mauslebern von Plin2"" und Plin2”- Mausen im Alter

von 9 Wochen gemittelt Gber alle Diaten. nun=47; n.=46. pnco= 1,93E-08; puro= 5,34E-09; pcoaa= 4,97E-08. (B)
Immunoblotanalyse von Plin2"" und Plin2”- Leberlysaten unter der Verwendung von Perilipin 2 Antikérpern gegen
den C- und N-terminus von Perilipin 2. Zur Ladekontrolle wurde GAPDH verwendet. Pfeilspitzen zeigen lange bzw.
kurze Form von Perilipin 2; GroBenmarker in kDa. Zur densitometrischen Quantifizierung wurden reprasentative
Proben ausgewahlt und gemeinsam in einem Immunblot entwickelt. Die densitometrischen Messwerte des jeweils
untersuchten Proteins wurden auf den zugehdrigen Messwert fir Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH) normalisiert. (C) Immunhistochemie von Plin2"" und Plin2”- Mausen in Lebergewebe mit Antikbrpern
gegen den N- und C-Terminus von Perilipin 2. Die Pfeilspitzen zeigen eine starke Perilipin 2 Farbung von Perilipin
2 in HSCs. P-Werte < 0.05 (*), p < 0.01 (**), p < 0.001 (***), p < 0.0001 (****) wurden als signifikant, p-Werte> 0.05
als nicht signifikant (n.s.) betrachtet. Es wurde ein Students t-Test flir zwei Stichproben unter Annahme
unterschiedlicher Varianzen durchgefuhrt. In den immunhistochemischen Abbildungen markieren Pfeile Perilipin 2

positive HSCs. MaRRstab: 50 um und 100 pm
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4.2 Auswirkungen von Diat und Genotyp auf das Kérpergewicht

Fur die Ermittlung der Auswirkungen eines hepatozyten-spezifischen Verlusts von
Perilipin 2 auf die Entstehung einer Diat-induzierten Steatose wurde zunachst das
Gewicht der Versuchstiere Uber einen Zeitraum von 9 Wochen zu Versuchsbeginn,
dann alle zwei Wochen, sowie am Versuchsende (0, 2, 4, 6, 8 und 9 Wochen)
dokumentiert. (Vgl. Abb. 7 zur durchschnittlichen Gewichtszunahme sowie Abb. 8 zur
absoluten Gewichtszunahme im 2-Wochen Intervall in Bezug zum Startgewicht). Alle

Gruppen zeigten eine positive Gewichtsentwicklung.

Bei der absoluten Gewichtszunahme am Versuchsende nahmen unter HFD sowohl
mannliche Plin27- als auch Plin2/M Mause signifikant starker zu als unter NCD
(prm<0,0001; p+=0,0027). CDAA-Diat fuhrte zu keiner signifikanten
Gewichtsanderung bei mannlichen Plin27 und Plin2¥ Mausen gegeniber NCD
(pr1=0,099; p-+-=0,59). Weibliche PIin2¥1 Mause unter HFD unterschieden sich
hinsichtlich der Gewichtszunahme nicht signifikant gegeniber der NCD-
Vergleichsgruppe (pmf=0,28). Die Gewichtszunahme weiblicher Plin27- Mause war
unter HFD bis zum Versuchsende signifikant hoher als unter NCD (p--= 0,0023).
Weibliche Plin2¥ Mause unter CDAA-Diat nahmen signifikant starker zu als unter
NCD, weibliche Plin2”- Mause dagegen nicht (pss=0,013; p--=0,056).

Mannliche Plin27- Mause zeigten unter NCD ab der zweiten Versuchswoche eine
signifikant héhere Gewichtszunahme als Plin2/! Mause, weibliche Plin2-/- Mause tber
den gesamten Versuchszeitraum nicht. Unter HFD nahmen méannliche Plin2%¥f und
Plin2-- Mause Uber den gesamten Versuchszeitraum ohne signifikante Unterschiede
gleich stark zu. Weibliche Plin27- Mause zeigten jedoch in Woche 2, 6, 8 und 9 eine
signifikant héhere Gewichtszunahme als Plin2"f unter HFD. CDAA-Diat fihrte bei
mannlichen Plin27- Mausen ab der zweiten Versuchswoche zu einer signifikant
héheren Gewichtszunahme als bei Plin2 Mausen unter der gleichen Diat. Bei CDAA-
Diat geflutterten Weibchen waren keine signifikanten Unterschiede beziglich der

Gewichtszunahme zwischen Plin2% und Plin27- Genotyp zu beobachten.
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Abbildung 7: Genotyp- und Diat-abhangige Gewichtsédnderung. Saulendiagramm der absoluten
Gewichtszunahme zu Versuchsende in Gramm aufgeteilt nach Geschlecht, Diat und Genotyp. P-Werte < 0.05 (*),
p < 0.01 (**), p < 0.001 (***), p < 0.0001 (****) wurden als signifikant, p-Werte> 0.05 als nicht signifikant (n.s.)
betrachtet. Es wurde, sofern statistisch erlaubt ein Students t-Test fir zwei Stichproben ggf. mit Welch-Korrektur
durchgeflhrt. Nicht parametrische Daten wurden mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney-Test verglichen.
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Abbildung 8: Starkere Gewichtszunahme in Plin2”-Mausen. Die Gewichtszunahme wurde bei 0, 2, 4, 6, 8 und
9 Wochen nach Versuchsbeginn gemessen. Diese Darstellung wurde gewahlt, da das absolute Gewicht bei
Versuchsbeginn breit streute. Die Daten wurden nach Geschlecht, Diat und Genotyp aufgeteilt. P-Werte < 0.05 (*),
p < 0.01 (**), p < 0.001 (***), p < 0.0001 (****) wurden als signifikant, p-Werte> 0.05 als nicht signifikant (n.s.)
betrachtet. Es wurde, sofern statistisch erlaubt ein Students t-Test fur zwei Stichproben ggf. mit Welch-Korrektur
durchgefiihrt. Nicht parametrische Daten wurden mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney-Test verglichen.

4.3 Veradnderung der Serum-Parameter im Versuchszeitraum

Um zwischen den beiden Plin2-Genotypen bzw. zwischen den verabreichten Diaten
induzierte Leberschadigung wahrend des laufenden Versuchs zu ermitteln, wurde
zwei-wochentlich vendses Blut enthommen und analysiert. Im Serum bestimmt
wurden: Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT), Glutamat-Oxalacetat-Transaminase
(GOT), y-Glutamyltransferase (GGT) und Gesamtbilirubin (BIL). Die GGT-Messung
konnte nicht ausgewertet werden, da die Konzentrationen im Serum nur bei drei
Tieren jeweils einmalig die Messgrenze von 5 U/l Gberschritten, sodass die Messung
aufgrund zu geringer Blutmenge nicht moéglich war. Gleiches galt fur die Bilirubin-

Werte, die nur einmal knapp die Messgrenze von 0,5 mg/dl Gberschritt. Die GOT-
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Werte unter NCD waren Uber den gesamten Versuchszeitraum mit geringer Varianz
konstant. Unter NCD zeigten hierbei mannliche Plin2"f Mause gegeniiber Plin2-
Mausen von Woche 4 bis 8 signifikant erhéhte GOT-Werte (pws=0,012; pws=0,040,
pws=0,026). Bei weiblichen Tieren unter gleicher Diat waren derartige Unterschiede
nicht zu beobachten. Unter HFD unterschieden sich die GOT-Werte bei mannlichen
Versuchstieren beziglich des Genotyps nicht. Weibliche Plin2/- Mause entwickelten
unter HFD nur in Woche 8 signifikant hohere GOT-Werte als der weibliche Wildtyp
(pws=0,031). Die Serumleberwerte unter CDAA-Diat unterlagen insbesondere bei den
mannlichen Tieren grof3en Schwankungen. Nur in Versuchswoche 6 und 8 konnten
bei méannlichen Plin2 Mausen signifikant erhdhte GOT-Werte gegeniber Plin2f/
Méausen gemessen werden (pws=0,037, pws=0,038). Bei weiblichen Mausen unter
CDAA-Diat zeigten sich in Woche 4 und 9 (pws=0,0047, pwe=0,021) signifikant
niedrigere GOT-Werte in Plin27- Mausen.

Unter NCD zeigten die GPT-Werte Uber den gesamten Versuchszeitraum nur geringe
Auffalligkeiten. Auch unter HFD zeigten sich kaum signifikante Anderungen.
Mannliche Plin27- Mause zeigten unter HFD nur in Woche 2 signifikant hohere GPT-
Werte als Plin2"f-Mause (pw2=0,0085). Die einzige signifikante GPT-Wert-Erhéhung
unter HFD zeigten weibliche Plin27- Mause in Woche 6 und 8 (pws=0,013; pws=0,029).
Unter CDAA-Diat war der GPT-Wert mannlicher Plin2/- Mause 4 Wochen nach
Versuchsbeginn bis zum Versuchsende stets signifikant hoher als in der Plin2%f
Vergleichsgruppe (pws=0,012; pws=0,0028; pws=0,019; pwe=0,023), wahrend sich bei
Weibchen nur in Woche 4 eine signifikante Erhéhung in Plin2/- gegentber Plin2f/

Méausen zeigte (pws=0,015).

44



NCD

HFD

CDAA

8 8 8
7 7
6 6
55- S5 = 2 Plin2
= 4 = 4 -u- 4 Plin2+
E . = P PIr:nZ”’/’ﬁ
S i ¢ Plin2-
2 L _..-"'
S S * j_ns.
1 I?-——,mu— ....... \."'_:.’. [
0 i T T T T 1 0 \I T T T T 1
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Zeit [Wochen] Zeit [Wochen] Zeit [Wochen]
14- NCD 14- HFD 14- CDAA
124 127 124 ns
=10- =10 ] =10 i x
2 o> - 2 - 3 Plin2™
S 87 c 8 S 87 - 1 Plin2"
) o e A ¥ PhinZ”
O 4. © 4 © 4 + i
2 2 24+ . i
ns,_ NS ns ns nsns 5 : ns P
0 G 1 e = 1 1 0 '\ T 1 I I 1 0 ) T T 1
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10 9] 2 4 6 8 10
Zeit [Wochen] Zeit [Wochen] Zeit [Wochen]

Abbildung 9: Geringe Zunahme der GOT- und GPT-Werte in Plin2”- Mausen. Die Entwicklung der Glutamat-
Oxalacetat-Transaminase (GOT) und Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT) Werte gemessen bei 0, 2, 4, 6, 8
und 9 Wochen nach Versuchsbeginn ist aufgetragen. Die Daten wurden nach Geschlecht, Diat und Genotyp
aufgeteilt. P-Werte < 0.05 (*), p < 0.01 (**), p < 0.001 (***), p < 0.0001 (****) wurden als signifikant, p-Werte> 0.05
als nicht signifikant (n.s.) betrachtet. Verteilungsabhéngig wurde ein Students t-Test fur zwei Stichproben unter
Annahme unterschiedlicher oder gleicher Varianzen durchgefiihrt. Sofern statistisch erlaubt, wurde ein Students t-
Test fur zwei Stichproben ggf. mit Welch-Korrektur durchgefiihrt. Nicht parametrische Daten wurden mit dem
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test verglichen.

4.4 Steatose, Aktivierungsgrad, Immuninfiltration und Zelluntergange in

Plin2"M und Plin27- Mausen

4.4.1 Histologische Analyse

Um Plin2-Genotyp und diatinduzierte Veranderungen innerhalb des Lebergewebes zu
analysieren, wurde den Versuchstieren am Versuchsende die Leber entnommen und
histopathologisch untersucht. Die histologische Aufarbeitung im HE-Schnitt zeigte bei
NCD gefutterten Mausen keine Leberverfettung (0-5%) ohne signifikante
Unterschiede beziglich des Geschlechts oder des Genotyps. Mannliche HFD
gefiitterte Plin2fM Mause entwickelten hingegen Steatose. Uberraschenderweise
entwickelte sich diese aber ebenfalls in Plin27/- Mausen, sodass unter HFD kein
signifikanter Unterschied zwischen mannlichen PIlin2¥f (36+25,14%) und Plin27
(37,5+34,12%) Mausen festzustellen war. Unter HFD entwickelte sich in mé&nnlichen
Plin2%1 und Plin2”- Mausen eine Steatose betont in Zone 2 und 3. In HFD gefiitterten

Weibchen beider Genotypen war keine Steatose nachweisbar (Plin21 4,83+3,82%;
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Plin27- 2,14+3,93%; puro= 0,24). Hier war kein Unterschied zu NCD gefiitterten
Weibchen festzustellen. CDAA-Diat induzierte in Mannchen beider Genotypen eine
ausgepragte panlobuldare Steatose, sodass kein signifikanter Unterschied beziglich
des Steatosegrades festzustellen war (Plin2/ 70,0+7,64%; Plin27- 70,71+4,5%). Im
Gegensatz zu den Mannchen zeigte sich bei Weibchen unter CDAA-Diat ein deutlicher
Unterschied zwischen den Genotypen. Weibliche Plin2f Mause wiesen mit
78,7518,35% einen signifikant hbheren Steatosegrad auf als weibliche Plin27- Mause
mit 54,38+12,94% (pcoaa= 0,00076) (Vgl. Abb. 10).

Kennzeichen einer Steatohepatitis sind das Auftreten sogenannter ballonierter
Hepatozyten sowie von Zelluntergangen, die mal3geblich mit der zellularen
Schadigung korrelieren, wahrend sich die entziindliche Aktivitat unter anderem in der
Anzahl und Art der infiltrierenden Immunzellen widerspiegelt (16, 138). Immunzellen
bilden hierbei haufig Aggregate, sogenannte Foci (Vgl. Abb. 12). Als Immunzellfoci
wurden Konglomerate mit 10 oder mehr Immunzellen gewertet. Unter NCD waren
unabhéangig vom untersuchten Genotyp keine ballonierten Hepatozyten nachweisbar.
Unter HFD zeigten mannliche Plin2f Mause dagegen eine signifikant ausgepragtere
Ballonierung als Plin27- Mause (Score: Plin2ffi="0,5+0,53; Plin27-=0,0+0,00;
prHrp=0,0359; Abb. 9). Unter CDAA-Diat zeigte sich ein ahnliches Bild wie unter HFD:
Mannliche Plin2% Mause wiesen mehr ballonierte Hepatozyten auf als Plin2/- Mause
(Score: Plin2=1,43+0,53; Plin27=0,14+0,38; pcpar=0,0029). Weibliche Plin2f/
Mause zeigten unter CDAA-Diat signifikant mehr Ballonierung als Plin27 Mause
(Score: Plin2%f=1,125+0,125; Plin2/-=0,125+0,125; pcpaa=0,0002) (Vgl. Abb. 11).

Bereits unter NCD war eine geringfiigige, aber nicht signifikante Reduktion der Anzahl
der Immunzellfoci bei Plin27- (Mannchen: nys =1,0+1,14; n,=0,14+0,14; Weibchen:
nam =1,125+2,6964; n..= 0,5+£0,57) gegeniber Plin2%! Mausen zu erkennen (Abb. 10,
Abb. 11). Unter HFD zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen Plin2% und
Plin2/- Mausen bei ménnlichen Tieren (nun=3,4+15,38; n,-=0,25+0,21; prFp=0,051),
jedoch Unterschiede bei weiblichen Tieren (nan= 5,7+ 9,47; n.,=1,75%1,07;
prrp=0,026). Die grof3te Anzahl an Immunzellfoci konnte unter CDAA-Diéat detektiert
werden. Bei mannlichen Plin27- Mausen war ein hinsichtlich geringerer Immunzellfoci
zu erkennen, das Signifikanzniveau von p=0,05 wurde bei grof3en Varianzen jedoch
knapp verfehlt (nan=31+657; n-=5+36,3; pcoaa=0,055). Weibliche Plin27- Mause unter
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CDAA-Diat zeigten ebenfalls mit groRBer Varianz signifikant weniger Foci als Plin2f/f
Mause (nasm=17,5£396,86; n,-=2,5£5,14; pcoaa= 0,0071) (Vgl. Abb. 11).

Abbildung 10: Geringere Immunzellinfiltration und Leberparenchymverfettung in Plin27- Mausen. Plin2/f
und Plin2”- Mause beider Geschlechter wurden mit NCD, HFD und CDAA-Diéat ad libitum gefiittert. Die Organ-
Entnahme erfolgte 9 Wochen nach Versuchsbeginn. Abkirzungen: Portaltrias (PT) Zentralvene (CV). Hamatoxylin-
Eosin-Farbung. Maf3stab: 100pum

Die Quantifizierung der Zelluntergange zeigte unter NCD nur eine sehr geringe Anzahl
an Zelluntergangen in 15 20-fach vergroRRerten Gesichtsfeldern, wobei keine
signifikanten Anderungen zwischen den unterschiedlichen Genotypen und
Geschlechtern erkennbar waren. Unter HFD stieg die Anzahl an Zelluntergdngen
gegentber NCD an. Fiur beide Geschlechter war eine signifikante Reduktion der
Zelluntergange bei Plin27- gegeniiber Plin2 Mausen zu beobachten. Im Vergleich
weiblicher Plin2%1 zu Plin2/- Mausen waren in 15 20-fach vergroRBerten Gesichts-
feldern nnn=6,2+3,4 gegenlber n..=2,3+1,6 Zelluntergdnge nachzuweisen, was einer
Reduktion um etwa 63% entspricht (p4Fo=0,0017). Auch unter CDAA-Diat waren bei
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mannlichen Plin27- Mausen signifikant weniger Zelluntergange (n+-=7,29+1,38)

nachzuweisen als bei Plin2f Mausen (nuf=17,14+6,01; pcpaa=0,0044). Analog

wiesen weibliche Plin2”/- Mause signifikant weniger Zelluntergange (n.-=3,75+1,49)
auf als Plin2%f Mause (nun=17,63+6,16; pcpaa=0,0002) (Vgl. Abb. 11).
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Abbildung 11: Reduzierter histologischer Leberschaden in Plin2”Mausen. Ballonierung adaptiert nach
Bedossa et al.(15): abwesend = Grad 0, wenige ballonierte Hepatozyten
Hepatozyten, mindestens doppelt so haufig wie normale Zellen = Grad 2. Immunzellfoci und Zelluntergdnge
wurden morphologisch identifiziert, vgl. Abb. 10 und 12. Die Daten wurden nach Geschlecht, Diat und Genotyp
aufgeteilt. P-Werte < 0.05 (*), p < 0.01 (**), p < 0.001 (***), p < 0.0001 (****) wurden als signifikant, p- Werte> 0.05
als nicht signifikant (n.s.) betrachtet. Es wurde, sofern statistisch erlaubt, ein Students t-Test fur zwei Stichproben
ggf. mit Welch-Korrektur durchgefihrt. Nicht parametrische Daten wurden mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney-Test
verglichen.

Grad 1, zahlreiche ballonierte

Abbildung 12: Geringere Anzahl an Zelluntergangen in Plin27-M&ausen. Plin2"" und Plin2”- Mause wurden mit
CDAA-Diat ad libitum gefittert. Die Organ-Entnahme erfolgte 9 Wochen nach Versuchsbeginn. Die Pfeile
markieren Zelluntergange. Sterne markieren Mikroimmuninfiltrate. Hamatoxylin-Eosin-Farbung. MaRstab: 100um
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4.4.2 mRNA-Expression der proapoptotischen und profibrotischen Marker
Chop und Perk

Um die molekularen Ursachen zu analysieren, die in Plin27- Mausen zu einer
Reduktion von Zelltod in der Leber fuhren, wurden die Expression der
proapoptotischen und profibrotischen Marker Chop und Perk als Schlisselproteine
des Unfolded Protein Response (UPR) mittels quantitativer Real-Time PCR
untersucht (28, 139-141). Verglichen mit Mausen unter NCD zeigten Plin2#f Mause
unter HFD einen signifikanten Unterschied des Chop-mRNA-Spiegels. Die relative
MRNA-Expression, engl. ,Foldchange® (FC) gegenuber NCD betrug fir HFD 1,20
(pns=0,045). Unter HFD wiesen Plin2”- Mause um das 1,35-fache signifikant hohere
Chop-mRNA-Spiegel auf als unter NCD (p--=0,0085). CDAA-Diét induzierte in Plin2f
Mausen eine signifikant auf das 2,57-fach erhéhte Chop-Expression gegentiber NCD
(pnr=0,0002). Unter CDAA wiesen Plin27- Mause ebenfalls signifikant héhere Chop-
MRNA-Spiegel auf als unter NCD, allerdings nur um den Faktor 1,54 (p--=0,049). Der
Vergleich beider Genotypen unter derselben Diét zeigte fiur alle verwendeten Diaten
bei Plin27 gegentber PIlin2%1 Mausen eine signifikante Reduktion der Chop-
Expression. Diese war mit einem FC von 0,37 gegeniber Plin2# Mausen in der
CDAA-Gruppe am starksten. (pncp<0,0001; pHrp=0,0003; pcpaa=0,0001) (Abb. 13).

Bei der Analyse der Perk-Expression in Plin2fl Mausen zeigte sich bereits unter HFD
eine signifikante Induktion gegentiber NCD (p#n=0,034), die dann unter CDAA-Di&t mit
einer Expressionszunahme um das 1,78-fache noch deutlich gro3er ausfiel (pmus=
0,0001). Bei Plin27- Mausen waren keine signifikanten Diat-induzierten Anderung des
Perk-mRNA-Spiegels nachzuweisen (FChrp=0,96; FCcpaa=1,26). Analog zu Chop,
exprimierten Plin27 signifikant weniger Perk-mRNA als Plin2#f Mause bei gleicher
Diat. Ebenso war die Reduktion in der CDAA-Gruppe mit einem FC von 0,49
gegentber Plin2¥1 Mausen am ausgepragtesten (pnco=0,0002; pHrp<0,0001;
pcpaa<0,0001) (Abb. 13).

49



] NCD Plin2m ] HFD Piin2 [l CDAA Plin2t"
NCD Plin2* HFD Plin2* [ CDAA Plin2*

5.0 e = 3.0
o |T o Kk
w45 H ‘B
o b *
© i q_)2.5' ¥
54.0 £ i
> *
1 3.5 W20
éa.o— %
E2.5‘ E1 5
§2'0_ 5 §1 0-
S1.51 "| at
® | =
§0.5‘ E
0.0 Chop 0.0 Perk

Abbildung 13: Reduktion der proapoptotischen und profibrotischen Faktoren Chop und Perk bei Plin2”
Mausen. Mit quantitativer RT-PCR wurde die mRNA-Expression von Chop und Perk untersucht und auf 32M
normalisiert. Die Daten wurden nach Diat und Genotyp aufgeteilt und beziehen sich auf die Vervielfachung
gegeniiber Plin2" unter NCD. P-Werte < 0.05 (*), p < 0.01 (**), p < 0.001 (***), p < 0.0001(****) wurden als
signifikant, p-Werte> 0.05 als nicht signifikant (n.s.) betrachtet. Sofern statistisch erlaubt, wurde ein Students t-Test
fur zwei Stichproben ggf. mit Welch-Korrektur durchgefihrt. Nicht parametrische Daten wurden mit dem Wilcoxon-
Mann-Whitney-Test verglichen.

4.4.3 Unterschiede in Plin27 und Plin2" Mausen hinsichtlich Entziindung und
Fibrose

Die histologische Analyse zeigte bereits eine starke Abnahme entzindlicher Aktivitat
in Plin2- gegentiber Plin27f Mausen (Vgl. Abb. 10). Dies wurde im Folgenden genauer
anhand der mRNA-Spiegel proinflammatorischer Faktoren wie Tumornekrosefaktor a
(Tnf-a), Prostaglandinsynthetase-2 (Ptgs2) und des makrophagenspezifischen
Rezeptors F4/80 mittels quantitativer Real-Time PCR untersucht. Tnf-a aktiviert den
nukledaren Transkriptionsfaktor NF-kB, was zu Zytokinproduktion, verminderter
Apoptose und Steigerung der Aktivitat von Ptgs2 fuhrt (142, 143)

HFD fluihrte im Vergleich zu NCD weder bei Plin2f noch bei Plin27- Mausen zu einer
signifikanten Anderung des Tnf-a mRNA-Spiegels (Plin2f: FCnrp=0,87; Plin2"
FCnrp=0,89) (Abb. 14). Unter CDAA-Diat hingegen stieg der Tnf-a-mRNA-Spiegel bei
Plin2"M signifikant um das 4,78-fache (pmr<0,0001) und bei Plin27- Mausen um das
3,88-fache (p--=0,00089) gegenuber NCD gefutterten Mausen gleichen Genotyps an.
Der Genotyp hatte unter NCD und HFD keinen signifikanten Einfluss auf den Tnf-a-
MRNA-Spiegel. Unter CDAA-Diat war dagegen eine signifikante Reduktion bei

Plin2-/- gegentber Plin2%f Mausen mit einem FC von 0,61 nachweisbar (pcpaa=0,019).

Der mRNA-Spiegel der Ptgs2 wurde durch HFD im Vergleich zu NCD in beiden
Genotypen nicht signifikant beeinflusst (Plin2"f: FChrp=1,21; Plin27: FChrp=1,40).
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Unter CDAA-Diat nahm die Expression jedoch bei Plin2"1 um das 7,56-fache
(pn1<0,0001) und bei Plin27- Mausen um das 5,57-fache (p--<0,0001) signifikant
gegenuber NCD zu. Interessanterweise zeigten Plin27- Mause gegeniiber Plin2f/
Mausen in allen Diaten eine hochsignifikante Reduktion des Ptgs2-mRNA-Spiegels.
Diese war mit einem FC von 0,16 gegeniber Plin2" Mausen in der CDAA-Gruppe
am starksten. (pnep<0,0001; pHrp<0,0001; pcoaa<0,0001).

Die Expressionsanalyse des makrophagenspezifischen Rezeptors F4/80 (144) als
Ausdruck entziindlich-resorptiver Vorgange zeigte unter HFD weder in Plin2%f noch in
Plin2/- Mausen eine signifikante Veranderung des mRNA-Spiegels gegeniiber der
NCD-Kontrollgruppe (Plin2%: FChrp=1,00; Plin2”: FCnrp=1,15). Unter CDAA-Diat
konnte in Plin2%1 Mausen hingegen eine signifikante Zunahme um das 1,81-fache
verglichen mit NCD ermittelt werden (pnn<0,0001). In Plin2”- Mausen unter CDAA-Diat
war die Expression gegeniber NCD um das 2,33-fache gesteigert (p--<0,0001).
CDAA-Diat steigerte sowohl bei Plin2%f als auch bei Plin27/- Mausen den F4/80-mRNA-
Spiegel signifikant (pnn<0,0001; p--<0,0001). Plin27- Mause hatten unter NCD und
HFD signifikant niedrigere F4/80-mRNA-Spiegel als Wildtyp-Mause (pncp<0,0001;
prFp=0,019). Unter CDAA-Diat zeigten Plin27- Mause ebenfalls eine signifikante
Reduktion der Expression gegeniber Wildtyp-Mausen (pcoaa=0,013).
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Abbildung 14: Herabregulation proinflammatorischer Faktoren in Plin2”- Mausen Mit quantitativer RT-PCR
wurde die mRNA-Expression von Tnf-a, Ptgs2 und F4/80 untersucht und mittels ACt-Methode auf 32m
normalisiert. Die Daten wurden nach Diat und Genotyp aufgeteilt und beziehen sich auf die Vervielfachung
gegeniber Plin2"" unter NCD. P-Werte < 0.05 (*), p < 0.01 (**), p < 0.001 (***), p < 0.0001(****) wurden als
signifikant, p-Werte> 0.05 als nicht signifikant (n.s.) betrachtet. Es wurde, sofern statistisch erlaubt, ein Students t-
Test fur zwei Stichproben ggf. mit Welch-Korrektur durchgefihrt. Nicht parametrische Daten wurden mit dem
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test verglichen.
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Eine Progression einer chronischen Lebererkrankungen jedweder Genese
manifestiert mit vermehrter Fibrose. Diese wurde mittels Gomori-Farbung visualisiert
und mit dem Kleiner-Score (Werte zwischen 0 und 4) evaluiert (18). Hinsichtlich der
Fibrose waren weder in Plin2%1 noch Plin27- Mausen Unterschiede zwischen HFD und
NCD gefutterten Mausen zu erkennen. Nur unter CDAA-Diat war in beiden Genotypen
eine deutliche Vermehrung des Bindegewebes im Vergleich zu NCD gefltterten
Tieren nachweisbar. Plin2/- Mause wiesen gegenuber Plin2#f Mausen eine leichte
Reduktion der Fibrose auf, die lediglich bei CDAA gefltterten Weibchen signifikant
war (pcpaa=0,0014). Geschlechts- und diatabhéangig fielen keine signifikanten
Unterschiede des Kleiner-Scores (16) auf (Vgl. Abb. 15).

NCD o ) HFD ) -~ CDAA

Abbildung 15: Geringere Fibrose in Plin2” Mausen. Gomori-Farbungen, aufgeteilt nach Diat und Genotyp.
Plin2"" und Plin2”- M&use wurden mit NCD, HFD und CDAA-Diét ad libitum gefiittert. Die Organ-Entnahme erfolgte
9 Wochen nach Versuchsbeginn. MaRRstab: 100um
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Abbildung 16: Geringere Fibrose in weiblichen Plin2" Mausen gegeniuiber Wildtyp-Mausen. Fibrose
quantifiziert nach Kleiner et al., 2005 (18): 0= keine Fibrose; 1=milde perisinusoidale Fibrose in Zone 3; 2= portale
und periportale Fibrose; 4= Zirrhose. Zweiseitiger t-Test flr ungepaarte Proben. Die Daten wurden nach
Geschlecht, Diat und Genotyp aufgeteilt. P-Werte < 0.05 (*), p < 0.01 (**), p <0.001 (***), p < 0.0001 (****) wurden
als signifikant, p-Werte> 0.05 als nicht signifikant (n.s.) betrachtet. Es wurde, sofern statistisch erlaubt, ein Students
t-Test fur zwei Stichproben ggf. mit Welch-Korrektur durchgefiihrt. Nicht parametrische Daten wurden mit dem
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test verglichen.

Zusatzlich zu den histologischen Analysen des Fibrosegrads wurde die Expression
von a-Glattmuskel-Aktin (Acta2), welches mit der Aktivierung hepatischer Sternzellen
korreliert (145), mittels quantitativer Real-Time PCR untersucht. Verglichen mit
Mausen unter NCD zeigten Plin2%f Mause unter HFD um das 2,6-fach signifikant
erhohte Acta2-mRNA-Spiegel (pns=0,027; Abb. 17). Bei Plin27- Mausen war keine
signifikante Zunahme durch HFD im Vergleich zu NCD detektierbar (FCHrp=1,25).
CDAA-Diat steigerte den Acta2-mRNA-Spiegel in Plin2% Mausen signifikant um das
3,16-fache gegeniiber NCD (p#1<0,0001). Bei Plin27- Mausen zeigte sich unter CDAA-
Diat ebenfalls kein signifikanter Effekt gegeniber NCD. Innerhalb der Diaten waren
nur unter NCD Plin27- Mause hohere Acta2-mRNA-Spiegel als Plin2/ Mause
nachweisbar (pnep=0,0086). In den anderen Diat-Gruppen waren keine signifikanten

Unterschiede zu beobachten.
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Abbildung 17 Steigerung der Acta2 mRNA-Expression durch HFD und CDAA-Diat. Mit quantitativer RT-PCR
wurde die mRNA-Expression von Acta2 untersucht. Die Expression wurde mittels ACr-Methode auf 32m
normalisiert. Die Daten wurden nach Diat und Genotyp aufgeteilt und beziehen sich auf die Vervielfachung
gegeniiber Plin2" unter NCD. P-Werte < 0.05 (*), p < 0.01 (**), p < 0.001 (***), p < 0.0001(****) wurden als
signifikant, p- Werte> 0.05 als nicht signifikant (n.s) betrachtet. Es wurde, sofern statistisch erlaubt, ein Students t-
Test fur zwei Stichproben ggf. mit Welch-Korrektur durchgefiihrt. Nicht parametrische Daten wurden mit dem
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test verglichen.

4.5 mRNA- und Protein-Expression Lipidtropfen-assoziierter Proteine

4.5.1 mRNA-Expression von Perilipin 2, 3, 4und 5

Eine hepatozyten-spezifische Perilipin 2-Deletion schiitzt mannliche Tiere nicht und
weibliche Tiere nur bedingt vor Diat-induzierter Steatose (Vgl. Abb. 10). Deswegen
ergibt sich die Frage, ob andere Perilipine den Verlust von Perilipin 2 kompensieren
kénnen. Deshalb wurden auf mRNA-Ebene durch quantitative Real-Time PCR die
Expressions-Spiegel der PAT-Gene Plin2, Plin3, Plin4, und Plin5 analysiert (Abb. 18).

Plin2"1 Mause zeigten unter HFD eine leichte, aber nicht signifikante (FCrrp=1,22;
pn1=0,082), unter CDAA-Diat hingegen eine um das 1,51-fach signifikante Erhéhung
(pr:1=0,0026) des Plin2 mRNA-Spiegels verglichen mit NCD gefutterten Tieren. Weder
unter HFD noch unter CDAA-Diat war bei Plin27- Mausen eine signifikante
Expressionszunahme gegentiber NCD zu beobachten. Wie erwartet zeigten Plin2--
Mause in allen drei Diaten hochsignifikant weniger Plin2-Expression als Plin2% Mause
(pnep<0,0001; pHrp<0,0001; pcpaa<0,0001).

Die Plin3 Expression unter HFD zeigte unabhangig vom Genotyp keine signifikanten
Unterschiede gegeniiber NCD PIin2% (Plin2%: FChrp=1,1; Plin27: FCnrp=1,0). Unter
CDAA-Diat konnte in Plin2%f Mausen hingegen eine signifikante Expressions-
Zunahme um das 1,54-fache verglichen mit NCD ermittelt werden (p7<0,0001). In
Plin2”- Mausen unter CDAA-Diat war die Expression gegeniiber NCD um das 1,79-
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fache gesteigert (p--=0,0004). Plin2”- Mause zeigten unter NCD und HFD signifikant
niedrigere Plin3-Spiegel als Plin2/! Mause (pnep=0,033; prro=0,039).

Die Plin4-Expression in Plin2"1 Mausen nahm unter HFD verglichen mit NCD um das
5,57-fache zu (pn1<0,0001). Unter CDAA-Diat war die Expression gegeniiber NCD um
das 10,65-fache gesteigert (pn1<0,0001). Plin2/- Mause zeigten eine ahnliche
Dynamik: Unter HFD nahm die Plin4-Expression gegentber NCD um das 5,42-fache
zu (p+=0,008), unter CDAA-Diat um das 9,56-fache (p--<0,0001). Plin2/- Mause
zeigten unabhangig von der Diét eine geringfuigig hhere Plin4-Expression als Plin2f/f

Mause, ohne das Signifikanzniveau zu erreichen.

Die Plin5 mRNA-Expression stieg in Plin2"1 Mausen unter HFD signifikant um das
1,93-fache (pmn=0,0008) und unter CDAA-Diat um das 1,81-fache gegenuber der
NCD-Kontrolle an (p:s<0,0001). Plin2”- Mause unter HFD zeigten keine erhéhte Plin5-
Expressionszunahme gegeniiber NCD (p--=0,066). Plin2"- Mause unter CDAA-Diat
zeigten ebenfalls keine signifikante Expressionszunahme gegentuber NCD (p--=
0,059). Auffallig ist die signifikante Abnahme der Plin5 mRNA-Expression bei Plin27
unter HFD (prFp=0,019) mit einem FC von 0,62 gegenidber Plin2%f Mausen. Unter
CDAA-Diat betrug die Reduktion in Plin27- Mausen gegeniber Plin2% Mausen das
0,67-fache (pcpaa=0,0003).
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Abbildung 18: Verminderte Plin5-mRNA-Expression in Plin2”-Mausen. Aus Leberproben wurde mRNA isoliert
und zu cDNA umgeschrieben. Mit quantitativer RT-PCR wurde die mRNA-Expression von Perilipin 2, Perilipin 3,
Perilipin 4 und Perilipin 5 untersucht. Die Expression wurde mittels ACt-Methode auf 32m normalisiert. Die Daten
wurden nach Di&at und Genotyp aufgeteilt und beziehen sich auf die Vervielfachung gegeniiber Plin2" unter NCD.
P-Werte < 0.05 (*), p < 0.01 (**), p < 0.001 (***), p < 0.0001(****) wurden als signifikant, p- Werte> 0.05 als nicht
signifikant (n.s.) betrachtet. Es wurde, sofern statistisch erlaubt, ein Students t-Test fur zwei Stichproben ggf. mit
Welch-Korrektur durchgefiihrt. Nicht parametrische Daten wurden mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney-Test
verglichen.
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4.5.2 Protein-Expression von Perilipin 2,34 und 5 im Immunblot und
Immunhistochemie
Neben der Analyse der Perilipin-Expression auf transkriptioneller Ebene wurden diese
zusatzlich auf Proteinebene mittels Immunblot untersucht und densitometrisch mit
NCD gefitterten Plin2f Mausen des jeweiligen Geschlechts verglichen. Sowohl unter
HFD als auch unter CDAA-Diat zeigten unabhéngig vom Geschlecht Plin2% Mause
auf Proteinebene einen deutlichen Anstieg von Perilipin 2. Bei Plin2%fl Mannchen
nahm die Perilipin 2-Expression im Vergleich zu NCD auf das 5,86-fache zu, bei
Weibchen war dies deutlich schwécher (3,60-fach) ausgepragt. Unter CDAA-Diéat stieg
die Perilipin 2-Expression in Plin2% Mannchen auf das 3,58-fache, bei Weibchen auf
das 4,05-fache. Plin27- Mause zeigten eine schwache residuale Expression ohne Diat-

induzierte Veranderungen (Abb. 19).

Mannliche Plin2 Mause zeigten unter HFD eine deutliche Reduktion von Perilipin 3
auf 25% im Vergleich zu NCD. Unter CDAA-Diat hingegen waren densitometrisch
keine Unterschiede detektierbar. Mannliche Plin27- Mause zeigten unter HFD
ebenfalls eine Reduktion auf 56% auf, wahrend unter CDAA-Diét keine Anderung der
Perilipin 3 Protein-Expression zu beobachten war. Plin2"1 Weibchen zeigten dagegen
unter HFD und CDAA-Diat leicht erhdhte Perilipin 3 Proteinspiegel, wahrend Plin2-/-

Weibchen unveranderte Spiegel aufwiesen.

Die starkste Expression von Perilipin 4 zeigte sich geschlechtsunabhangig in Plin2/f
Mausen unter NCD. Wahrend Plin2% Mause unter HFD nur eine leichte Reduktion
der Expression gegentber NCD-Mausen zeigten, fuhrte der Knock-Out von Plin2 zu
einer starken Reduktion der Perilipin 4-Expression auf 57% bei Weibchen und 38%
bei Mannchen gegeniiber NCD gefitterten Plin2%f Mausen. Unter CDAA-Diat waren
unabhangig vom Genotyp signifikant reduzierte Perilipin 4-Proteinspiegel zu
beobachten, wobei Plin2%1 Mannchen die geringsten Spiegel zeigten. In dieser

Gruppe war die Expression gegeniber NCD auf 40% reduziert.

Die densitometrische Quantifizierung von Perilipin 5 im Immunblot ergab bereits unter
NCD bei Plin2”- Mausen eine Zunahme auf das 1,53-fache bei Weibchen und 2,03-
fache bei Mannchen. Unter HFD und CDAA-Diat zeigte sich bei Plin2 Mausen keine

gesteigerte Plin5-Expression. Unter CDAA-Diat zeigten weibliche PIlin21f Mause
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Uberraschenderweise sogar eine Reduktion von Perilipin 5 auf 47% gegentber NCD
gefitterten Plin27 Mausen. Bei mannlichen Plin27- Mausen steigerte HFD die Perilipin
5-Expression auf das 3,27-fache gegeniiber NCD PIin2% Mausen. Am starksten war
die Perilipin 5-Induktion bei mannlichen Plin27- Mausen unter CDAA-Diat auf das 7,14-
fache gegeniuiber NCD gefiitterten Plin2%1 Mausen. Plin2-- Weibchen unter CDAA-Diat
wiesen ebenfalls eine Zunahme der Perilipin 5-Expression auf das 3,49-fache auf.
Zusammenfassend war die Perilipin 5-Protein-Expression geschlechtsubergreifend
und unabhangig von der verabreichten Diat bei Plin27- Mausen gegeniber Plin2f

Mausen erhoht.
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Abbildung 19: Gesteigerte Perilipin 5-Expression in Plin2”- Mausen. Reprasentative Darstellung der Protein-
Expression untersuchter Perilipine aufgeteilt nach Mannchen (links) und Weibchen (rechts). Es wurden Immunblots
aller Proben wurden angefertigt. Zur densitometrischen Quantifizierung wurden repréasentative Proben ausgewahit
und gemeinsam in einem Immunblot entwickelt. Die densitometrischen Messwerte des jeweils untersuchten
Proteins wurden auf den zugehoérigen Messwert fiir Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)
normalisiert. Perilipin 2 wurde mit dem N-terminalen Antikorper detektiert. Links ist das Molekulargewicht in
Kilodalton (kDa) angegeben.

Um den mdglichen Einfluss des hepatozyten-spezifischen Verlusts von Perilipin 2 auf
die Lokalisation andere Proteine der Perilipin-Familie zu untersuchen, wurden
immunhistochemische Farbungen (IHC) der Leberproben fir die Perilipine 2, 3 und 5
durchgefiihrt (Abb. 20). Perilipin 1 wurde nicht untersucht, da dieses in der Mausleber
auch unter steatogenen Bedingungen nicht exprimiert wird. Die IHC von Perilipin 2
zeigte in Plin2¥ Mausen unter NCD eine punkt-, teils kreisférmige Farbung in den
Hepatozyten. Es bestand keine zonale Lokalisation. In Plin27- Mausen waren die
Hepatozyten Perilipin 2-negativ. Unter HFD zeigten Plin2¥1 Mause sowohl ein
punktférmiges Farbemuster als auch eine Anfarbung mittelgrof3er LT, mit zentralvends
deutlich verstarkter Farbung. Plin2”/- Mause unter HFD zeigten zwar mittelgroR3e und
gro3e LT in Hepatozyten jedoch ohne Positivitat fur Perilipin 2. Unter CDAA-Diat
zeigte sich in Plin2¥1 Mausen ein Farbemuster von gemischter Intensitat. Wahrend
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periportal ein mafig intensives punktférmiges Farbemuster mit gelegentlich kraftig
angefarbten grof3en LT dominierte, lie3en sich um die Zentralvene deutlich kraftiger
angefarbte Cluster kleiner LT erkennen. Die zahlreichen Immunzellinfiltrate waren
Perilipin 2-negativ. Plin2”- Mause unter CDAA-Diat zeigten mittelgroRe bis groRe LT
ohne Perilipin 2-Farbung. HSCs aller Genotypen waren Perilipin 2-positiv.

Unter NCD lokalisierte Perilipin 3 in Plin2! Mausen vornehmlich im Zytoplasma mit
periportaler Zunahme der Farbeintensitat. In Plin2”/- Mausen unter NCD zeigte sich
ebenfalls eine periportal betonte Farbung bei im Vergleich zum Wildtyp verstarkten
Perilipin 3-Lokalisation an kleinen LT. Das zonale Farbungsmuster unter HFD war bei
Plin2¥1 Mausen ebenfalls periportal betont. Auffallig war die Zunahme der Perilipin 3
Farbeintensitat bei HFD gefitterten Plin27- Mausen. Zwar waren hier zentralvenos
vermehrt Perilipin 3-positive grol3e LT zu erkennen, eine zonales Farbemuster wie im
Wildtyp zeigte sich jedoch nicht, da kleine LT periportal ebenfalls angefarbt wurden.
Unter CDAA-Diat war in Plin2"1 Mausen Perilipin 3 zytoplasmatisch und in LT ohne
zonales Farbemuster zu erkennen. Dagegen lokalisierte Perilipin 3 bei Plin27- Mausen
unter CDAA-Diat vermehrt an LT von Hepatozyten der intermediaren und

zentralvendsen Zone.

Plin2%1 Mause wiesen unter NCD eine nur auRerst diskrete Anfarbbarkeit fiir Perilipin
5 auf. Interessanterweise war bei Plin27- Mausen schon unter NCD in allen Zonen der
Leber eine deutliche Zunahme der Farbeintensitat zu beobachten. Lebern von HFD
gefiitterten Plin2 Mausen waren nahezu negativ fir Perilipin 5, dafir stark positiv in
Plin2-- Mausen. Hier war Perilipin 5 sowohl an unterschiedlich groRBen LT als auch im
Zytotoplasma ohne zonale Betonung lokalisiert. Am deutlichsten fiel jedoch die
Diskrepanz der Perilipin 5-Lokalisation zwischen PIin2¥f und Plin2”/ Mausen unter
CDAA-Diat aus. Bei Plin2! Mausen zeigte sich, trotz etwa gleicher Steatose, nur eine
diskrete Farbeintensitat fur Perilipin 5 mit einzelnen verstarkt angefarbten Clustern.
Dagegen zeigte sich bei Plin2”- Mausen ohne zonale Betonung eine deutliche
verstarkte Anfarbbarkeit fir Perilipin 5 im Vergleich zu Plin2f Mausen.
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Zur Analyse der Auswirkungen des Perilipin 2-Knock-Outs auf den Fettsaure-
metabolismus und im Speziellen auf die Regulation LT-assoziierter Lipasen, wurden
Expressionsanalysen auf Protein- und Transkriptionsebene durchgefuhrt. Atgl
katalysiert den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Lipolyse, wobei Abhd5 als
Ko-Aktivator von Atgl deren Hydrolyse-Spezifitat stimuliert und so die Aktivitat des
Enzyms steigert (38, 97). Die Atgl-mRNA-Expression anderte sich durch HFD weder
in Plin2" noch in Plin27”- Mausen signifikant (Plin2"1: FChrp=0,94; Plin2":
FChrp=0,86). CDAA-Diat steigerte aber den Atgl-mRNA-Spiegel in Plin2¥ Mausen
gegeniiber NCD signifikant um das 1,29-fache (pmn= 0,023), bei Plin27- Mausen unter
CDAA-Diat war gegenilber NCD keine signifikante Anderung zu beobachten
(FCcpaa=1,08). Auffallig war in allen drei Diaten eine signifikante Abnahme der Atgl-
MRNA-Spiegel bei Plin27- Mausen im Vergleich zu Plin2%! Mausen (pncp= 0,016;
prro= 0,0009; pcpaa= 0,0003).

Die Analyse des Atgl-Ko-Aktivators Abhd5 ergab bei Plin2%f Mausen unter HFD
eine signifikante Verminderung des Abhd5-mRNA-Spiegels auf 80% verglichen mit
NCD (pms= 0,0147). Auch bei Plin2%"1 Mausen unter CDAA-Diat war die Reduktion auf
ebenfalls 80% signifikant (pmn= 0,028). Bei Plin27- Mausen hingegen konnte kein
signifikanter  Diat-induzierter  Unterschied detektiert werden (FChrp=1,15;
FCcpaa=1,21). Dagegen konnte bei Plin2-- Mausen gegenuber Plin2/f Mausen in allen
drei Diatgruppen eine hochsignifikante Reduktion des Abhd5-mRNA-Spiegels gezeigt
werden (pnep<0,0001; prrp<0,0001; pcpaa<0,0001).
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Abbildung 21: Verminderte mRNA-Expression von Atgl und Abhd5 in Plin2"- Mausen. Mit quantitativer RT-
PCR wurde die mRNA-Expression von Atgl und Abhd5 untersucht und mittels ACt-Methode auf 32m normalisiert.
Die Daten wurden nach Diat und Genotyp aufgeteilt und beziehen sich auf die Vervielfachung gegeniiber Plin2f
unter NCD. P-Werte < 0.05 (*), p < 0.01 (**), p < 0.001 (***), p < 0.0001(****) wurden als signifikant, p- Werte> 0.05
als nicht signifikant (n.s.) betrachtet. Es wurde, sofern statistisch erlaubt, ein Students t-Test flr zwei Stichproben
ggf. mit Welch-Korrektur durchgefiihrt. Nicht parametrische Daten wurden mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney-Test
verglichen.
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Nach der initialen Hydrolyse von TAG zu Diacylglycerin (DAG) durch Atgl erfolgt die
Hydrolyse durch die Hormonsensitive Lipase (Hsl) zu Monoacylglycerin (MAG),
welches durch die Monoacylglycerin-Lipase (Mgll) zu Glycerin hydrolysiert wird. In
jedem Schritt wird dabei eine Fettsdure abgespalten. Die Aktivitdt von Hsl ist im
metabolischen Hungerzustand beispielsweise durch Glukagon oder Adrenalin PKA
vermittelt gesteigert, wahrend Insulin die Aktivitat der Hsl inhibiert (39, 62). Pnpla3
wird dagegen durch Insulin induziert (106) und interagiert direkt mit Srebfl. Dies
hemmt den Abbau von hepatischem Pnpla3 und induziert dessen Transkription (107,
108). Aufgrund dieses interessanten metabolischen Zusammenspiels wurden die
genannten Gene mittels quantitativer Real-Time PCR analysiert, um mdgliche
Auswirkungen des hepatozyten-spezifischen Perilipin 2 Knock-Outs, sowie der

Spezialdiaten beobachten zu kénnen.

Unter HFD stieg verglichen mit der NCD-Kontrolle der mRNA-Spiegel von Hsl in
Plin2 Mausen signifikant um das 1,24-fache an (pmn= 0,040), bei Plin2/- Mausen
zeigte sich hingegen kein signifikanter Unterschied (FCuro= 1,05). CDAA-Diat fuhrte
bei beiden Genotypen nicht zu einer signifikanten Anderung des Hsl-mRNA-Spiegels.
Ahnlich wie bei Atgl zeigten sich bei Plin2- Mausen unter NCD und HFD signifikant
niedrigere Hsl-mRNA-Spiegel im Vergleich zu Plin2%f (pnco= 0,0060; pxro= 0,00018).
Unter CDAA-Diat wiesen Plin2¥ und Plin27- Mause jedoch keine signifikant
unterschiedlichen  Hsl-mRNA-Spiegel auf (Plin2¥;  FCcpaa=0,83; Plin2/:
FCcpaa=1,16).

Als letzte der drei mafR3geblichen Lipasen wurde Mgll untersucht. Unter HFD stieg der
Mgll-mRNA-Spiegel in Plin2¥ Mausen um das 1,50-fache und in Plin27- Mausen um
das 1,58-fache gegeniiber NCD signifikant an (pms= 0,0026; p-+-= 0,001). CDAA-Diéat
fihrte nur bei Plin27- Mausen zu einer signifikanten Expressionssteigerung gegentiber
NCD um das 1,36-fache (p+= 0,03). Analog zu Atgl und Hsl sank auch der Mgll-
mRNA-Spiegel bei Plin27- gegeniiber Plin2"" Mausen in allen drei Diaten
hochsignifikant (pneo= 0,0002; purp<0,0001; pcoaa= 0,00032).

Die Pnpla3-mRNA-Spiegel der untersuchten Proben waren auffallig niedrig, bei
starker Varianz zwischen den einzelnen Messwerten. Die Pnpla3-mRNA-Spiegel
nahmen in Plin2%" Mausen unter HFD und CDAA-Diat im Vergleich zu NCD

geringfligig, aber nicht signifikant ab. Bei Plin2/- Mausen unter HFD war kein
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signifikanter Unterschied gegeniber NCD zu erkennen (p-+-=0,97), auch unter CDAA-
Diat war dies nicht der Fall. Signifikante Unterschiede des Pnpla3-mRNA-Spiegels

zwischen den Genotypen innerhalb einer Diat konnten nicht gezeigt werden.
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Abbildung 22: Verminderte mRNA-Expression von Hsl, Mgll und Pnpla3 in Plin2”- Mausen. Mit quantitativer
RT-PCR wurde die mRNA-Expression von Hsl, Mgll und Pnpla3 untersucht und mittels ACr-Methode auf 32m
normalisiert. Die Daten wurden nach Diat und Genotyp aufgeteilt und beziehen sich auf die Vervielfachung
gegeniiber Plin2" unter NCD. P-Werte < 0.05 (*), p < 0.01 (**), p < 0.001 (***), p < 0.0001(****) wurden als
signifikant, p- Werte> 0.05 als nicht signifikant (n.s.) betrachtet. Es wurde, sofern statistisch erlaubt, ein Students
t-Test flr zwei Stichproben ggf. mit Welch-Korrektur durchgefihrt. Nicht parametrische Daten wurden mit dem
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test verglichen.

Die Quantifizierung der Atgl-Expression zeigte in Plin2¥1 Mannchen unter HFD eine
Reduktion auf 65% gegeniber Plin2f Mausen unter NCD. Bei Plin2”- Mannchen unter
HFD stieg die Expression von Atgl dagegen auf das 2,70-fache. Weibliche Méause
beider Genotypen unterschieden sich unter HFD bezuiglich ihres Atgl-Protein Spiegels
nicht gegentber Plin2"f Mausen unter NCD. Unter CDAA-Diét stieg die Atgl-Protein-
Expression bei mannlichen Plin2/! Mausen auf das 3,99-fache gegeniber Plin2f/f
unter NCD. Unter CDAA-Diat zeigten mannliche Plin2”- Mause dagegen eine
densitometrisch auf das 5,47-fache gesteigerte Atgl-Protein-Expression gegentber
Plin2/M Mausen unter NCD. Unter CDAA-Diat wiesen Plin2 Weibchen eine
Expressionssteigerung um das 2,74-fache, Plin2”- Weibchen dagegen auf das 3,37-

fache gegeniber Plin2"! Mausen unter NCD auf.

Parallel zu Atgl wurde dessen Ko-Aktivator Abhd5 densitometrisch analysiert und
quantifiziert. Hier zeigten mannliche Plin27- Mause unter NCD auf 62% verminderte
Abhd5-Spiegel gegentiber Plin21M Mausen, weibliche Plin27- Mause unterschieden
sich gegenuber dem Wildtyp nicht. Unter HFD wurde die Expression von Abhd5 bei
Plin2¥1 Mannchen auf 60% gegeniiber Plin2%f unter NCD vermindert, wahrend sie in

Plin2”- Mannchen gegeniber Plin2f unter NCD konstant blieb. Weibliche Mause
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zeigten unter HFD unabhangig vom Genotyp keine veranderten Abhd5 Protein-
Spiegel. Unter CDAA-Diat konnte vor allem in Plin27- Mausen beider Geschlechter
eine signifikant gesteigerte Abhd5-Expression beobachtet werden. Weibliche Plin2f
Mause unter CDAA-Diéat unterschieden sich hinsichtlich des Abhd5-Spiegels nicht von
NCD gefutterten Plin2%f Weibchen, wahrend Plin2/- Weibchen im Vergleich zur
Kontrolle eine 2,59-fache Expressionssteigerung aufwiesen. Mannliche Plin2l Mause
zeigten unter CDAA-Diat eine geringfigige Zunahme um das 1,26-fache gegenuber
NCD. Bei mannlichen Plin27- Mausen unter CDAA-Diat zeigte sich gegeniiber Plin2f/
Mausen unter NCD dagegen eine Abhd5-Expressions-Zunahme auf das 2,19-fache.
Zusammenfassend wiesen Plin27- Mause tendenziell hdhere Proteinspiegel von Atgl
und dessen Ko-Aktivator Abhd5 auf als der Wildtyp.

NCD HFD CDAA % § Q NCD HFD CDAA
Plin2 fifl Ml /- -/- fiffl i/l -/- /- A AL /- /- il fml /- -/~ fiffl A /- /- il Al /- /-
55-‘ ————— ———-—-—-’ o-Atgl -——-—-—--—-W -55
— e — -——‘—---‘ a-Abhd5 o —— — — - — D w—
40 - | | -40

35. ------------‘ G-Gapdh —— — —— —— — . e— -35

Abbildung 23 : Repréasentative Darstellung der Protein-Expression von Atgl und dessen Ko-Aktivator
Abhd5 Reprasentative Darstellung der Protein-Expression aufgeteilt nach Mannchen (links) und Weibchen
(rechts). Immunoblots aller Proben wurden angefertigt. Zur densitometrischen Quantifizierung wurden
reprasentative Proben ausgewahlt und gemeinsam in einem Immunoblot entwickelt. Die densitometrischen
Messwerte des jeweils untersuchten Proteins wurden auf die zugehoérigen Messwerte fir Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) normalisiert. Plin2 bezieht sich auf den verwendeten N-terminalen Antikérper.
Links ist das Molekulargewicht in Kilodalton (kDa) angegeben.

4.6 mRNA-Expression ubergeordneter Transkriptionsfaktoren des
Lipidstoffwechsels

Transkriptionsfaktoren spielen eine entscheidende Rolle in der Regulation der
Expression LT-assoziierter Proteine, Lipasen und generell am Lipidmetabolismus
beteiligter Faktoren. Transkriptionsfaktoren der PPAR-Familie dienen der Adaptation
des Korpers an einen Uberschuss freier FS, ein pathophysiologisches
Charakteristikum einer NAFLD. Sie stimulieren die Transkription von Genen der
zellularen Fettsaureaufnahme, der B-Oxidation sowie durch die Aktivierung von Srebfl
die de-novo-Fettsduresynthese (93, 146-149). Im Folgenden soll nun der Einfluss des
hepatischen Perilipin 2 Knock-Outs, HFDs und der CDAA-Diat auf die mRNA-

Expression der aufgefiihrten Gene untersucht werden.
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Unter HFD stieg der Ppara-mRNA-Spiegel bei Plin2#f Mausen verglichen mit NCD
signifikant auf das 1,28-fache an (pmsni= 0,011). Die Zunahme bei Plin2”- Mausen unter
HFD belief sich auf das 1,48-fache (p--= 0,003). Eine CDAA-Diéat hatte in beiden
Genotypen keinen signifikanten Einfluss auf die Ppara-Expression. Auffallig war die
signifikante Reduktion des Ppara-mRNA-Spiegels bei NCD und HFD in Plin2+
Mausen im Vergleich zu Plin2/ Mausen (FCncp=0,60, pneo= 0,00043; FCHFp=0,70,
pHFp<0,0001), wohingegen unter CDAA-Diat kein signifikanter Unterschied zwischen

den Genotypen zu beobachten war.

Ebenso wurde unter HFD keine signifikante Anderung des Ppary-mRNA-Spiegels bei
beiden Genotypen im Vergleich zu NCD nachgewiesen. Unter CDAA-Diat stieg die
Expression dagegen signifikant um das 1,85-fache in Plin2"1 Mausen und um das
1,87-fache in Plin2’- Mausen gegeniiber NCD (pnn<0,0001; p--= 0,009). Ahnlich wie
schon flr Ppara beschrieben, wiesen alle Plin2/- Mause unabhangig von der Diat
signifikant niedrigere Ppary-mRNA-Spiegel auf als Plin2%f Mause (pnco= 0,0025 prro=
0,042 pcpaa=0,0023). Fiur beide Transkriptionsfaktoren Ppara und Ppary lasst sich
also ein Trend zu einer verminderten mMRNA-Expression in Plin2/- Mausen gegentber

dem Wildtyp beschreiben.

Als eines der Schlisselenzyme der de-novo-Lipogenese (150) wurde Srebfl
untersucht. Fir HFD und CDAA-Diat konnte im Vergleich zu NCD keine signifikante
Anderung zwischen Mausen identischen Genotyps gezeigt werden. Dagegen konnte
in Plin27- Mausen eine hochsignifikante Reduktion der Srebfl-mRNA-Spiegel
gegeniber Plin2%1 Mausen in allen Diaten nachgewiesen werden (pncp<0,0001;
pHFp<0,0001; pcpaa<0,0001). Am ausgepragtesten fiel diese in Plin2/- Mausen unter
NCD mit einer Reduktion auf 42% gegentber Plin2%f Mausen unter gleicher Diat aus.

Die mRNA-Expression von Stat3 wurde sowohl durch HFD als auch durch CDAA-Diat
bei Plin2""  Mausen verglichen mit NCD nicht signifikant beeinflusst.
Interessanterweise wiesen Plin2”- Mause in allen Diaten hochsignifikant niedrigere
Stat3-mRNA-Spiegel auf als Plin2%f Mause (pncp<0,0001; pHFp<0,0001; pcpaa=
0,003). Diese war flr CDAA gefitterte Plin27- Mause mit einer Reduktion auf 56%
gegenuber Plin2f Mausen unter NCD am ausgepragtesten.
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Abbildung 24: Verminderte mRNA-Expression von Ppara, Ppary und Srebfl in Plin27. Mit quantitativer RT-
PCR wurde die mRNA-Expression von Ppara, Ppary, Srebf1 und Stat3 untersucht und mittels ACt-Methode auf
32m normalisiert. Die Daten wurden nach Diat und Genotyp aufgeteilt und beziehen sich auf die Vervielfachung
gegenuber Plin2" unter NCD. P-Werte < 0.05 (*), p < 0.01 (**), p < 0.001 (***), p < 0.0001(****) wurden als
signifikant, p- Werte> 0.05 als nicht signifikant (n.s.) betrachtet. Es wurde, sofern statistisch erlaubt, ein Students
t-Test fur zwei Stichproben ggf. mit Welch-Korrektur durchgefuihrt. Nicht parametrische Daten wurden mit dem
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test verglichen.
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5 Diskussion

Die NAFLD und das haufig assoziierte metabolische Syndrom sind mit einer Gesamt-
pravalenz von ca. 25% fur viele Industrienationen im 21. Jahrhundert eine der grof3en
gesundheitlichen Herausforderungen mit hohem sozio6konomischem Schaden (2-4).
Die essenzielle Rolle von Perilipin 2 bei der Assemblierung von LT und der
Zusammenhang Perilipin 2-Expression mit dem Grad der Leberparenchymverfettung
ist gut untersucht (43, 57). Trotz intensiver Forschung ist die exakte Rolle von Perilipin
2 bei der Genese und Progression von NAFLD, speziell bei Entzindung und
Fibrogenese nur unzureichend verstanden. Um mogliche prognostische oder
therapeutische Implikationen der Perilipin 2-Expression in Bezug auf NAFLD
abzuleiten, ist Grundlagenforschung nétig. Verschiedene Arbeitsgruppen
untersuchten die Funktion von Perilipin 2 im Mausmodell mit unterschiedlichen Knock-
Out-Strategien und Interventions-Diaten mit unterschiedlichem Wirkprofil. Die
Auswahl des deletierten Exons, sowie die Art und Dauer der verabreichten Diat
beeinflusst die Ergebnisse erheblich und erschwert die Vergleichbarkeit der
unterschiedlichen Studien. Die einflussreichste Variable ist die experimentelle
Unterscheidung zwischen globaler und hepatozyten-spezifischer Perilipin 2-Deletion.
Wahrend Méause mit einem globalen Perilipin 2-Knock-Out vollstandig vor Diat-
induzierter Steatose und Gewichtszunahme geschitzt waren (71, 72), vermittelte die
hepatozyten-spezifische Deletion von Perilipin 2 nur einen partiellen Schutz (76, 77).
Aufbauend auf diesen Studien sollte in dieser Arbeit die Auswirkung eines
hepatozyten-spezifischen Verlusts von Perilipin 2 unter diat-induzierter Steatose und
Steatohepatitis untersucht werden. In dieser Arbeit wurde eine HFD zur Induktion
einer (blanden) Steatose und eine CDAA-Diat zur Induktion einer Steatohepatitis
verwendet. NCD diente als Kontrolldiat. Der in dieser Arbeit verwendete hepatozyten-
spezifische Knock-Out von Periliplin 2 erfolgte Alb-Cre vermittelt Giber die Deletion von
Exon 4. 7 Wochen alte mannliche und weibliche PIlin2%"f und Plin2”/- Mause wurden
Uber einen Zeitraum von 9 Wochen mit NCD, HFD und CDAA-Diat geflttert. Im
Folgenden sollen nun mdogliche Ursachen fiur die im Versuch beobachtete
Suszeptibilitatt gegenuber diatinduzierter Steatose sowie die Reduktion von
Entziindung und UPR-Stress in Plin27 Mausen diskutiert werden. Ebenso soll die
kompensatorische Hochregulation von Perilipin 3 und 5 in Plin2”- Mausen diskutiert

und mit der Literatur verglichen werden.
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5.1 Hepatozellulare Perilipin 2 Deletion in der Maus schiitzt nicht
komplett vor diatinduzierter Leberparenchymverfettung

Verglichen mit Daten von Najt et al., die einen vollstandigen Verlust von Perilipin 2 auf
Proteinebene detektierten (77), konnten wir mittels Realtime-PCR und Immunblot eine
residuelle Perilipin 2-Expression in der Leber nachweisen. Diese konnte mit Hilfe
immunhistochemischer Farbung auf HSCs und auf singulare Hepatozyten
zurlickgefuhrt werden, die wie von Straub et al. vorbeschrieben, stark Perilipin 2
exprimieren (56). Als nicht-parenchymale Zellen der Leber exprimieren HSCs kein
Albumin, sodass eine Alb-Cre vermittelte Deletion des Zielgens, in unserem Fall
Perilipin 2 nicht stattfindet (120). Orlicky et al. konnten dies ebenfalls
immunfloureszenzmikroskopisch nachvollziehen (76). Mdgliche Ursachen fir das
Ergebnis von Najt et al. kdbnnten zum Beispiel die Verwendung eines von Najt et al.
gegen Perilipin 2 produzierten Antikérpers oder kirzere Entwicklungszeiten im
Immunblot sein, in denen eine Proteinexpression nicht nachweisbar wird. Diese
Beobachtung schliel3t einen akzidentiellen globalen Knock-Out aus und bestétigt in
Kombination mit Immunblot und IHC den erfolgreichen selektiven Knock-Out in den
Hepatozyten der Versuchstiere (Vgl. Abb. 6). Die HSC-Aktivierung wird durch die
Perilipin 2 vermittelte LT-Genese in den HSCs gehemmt. In priméarer HSC-Kultur
fuhrte die Retinol-induzierte Hochregulation von Perilipin 2 zu einer verminderten
Expression von profibrotischem ACTA2 (151). Auch dieser Faktor kbnnte in unserem
Modell eine protektive Rolle bei der Fibrogenese spielen. Das exakte Zusammenspiel
pro- und anti-apoptotischer Faktoren, sowie die Rolle der LT in Wechselwirkung
zwischen UPR und ROS ist jedoch komplex und unterliegt derzeit intensiver

Grundlagenforschung.
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Tabelle 13: Literatur-Ubersicht vergleichbarer Experimente hinsichtlich Steatose, Ubergewicht, Entziindung

und Fibrose.
Parameter Globale Plin2-Deletion Hepatozyten-spezifische Plin2-Deletion
Eigene Daten Literatur
Steatose Kompletter Schutz (72, 76) Kein Schutz in Mannchen, Eingeschrankter Schutz in

eingeschrankter Schutz in
weiblichen Plin27- Mausen

mannlichen Mausen; k.A. fur
Weibchen (76, 77)

Ubergewicht

Protektiv in beiden
Geschlechtern (72)

Kein kompletter Schutz.
Starkere Gewichtszunahme
in weiblichen Plin2"- Mausen

unter HFD.

Kein Schutz in mannlichen
Mausen; k.A. fur Weibchen
(76)

Entziindung Kompletter Schutz (72, 76) Starke Reduktion der Reduktion von Entziindung
Entziindung mit Ver- mit Verminderung von Tnf-a
minderung von Tnf-a und 77)
UPR-Stress. Keine Verminderung von
Tnf-a (76)
Fibrose Kompletter Schutz (76) Starke Reduktion pro- Kompletter Schutz (76, 77)

fibrotischer Transkriptions-
faktoren, gering verminderte

Fibrose.

HFD-Diat induzierte bei mannlichen Mausen unabhangig vom Genotyp nicht nur eine
signifikante Korpergewichtszunahme, sondern auch eine gemischte mikro- und
makrovesikulare Steatose in den Zonen 2 und 3 der Leber, sodass Plin2”/- Mause
phanotypisch kaum von Kontrolltieren zu unterscheiden waren. Verglichen mit NCD-
gefltterten Tieren zeigten weibliche Tiere beider Genotypen unter HFD keine
signifikante Steatose. Interessanterweise beobachteten McManaman et al. (72) in
global Perilipin 2-defizienten Mausen einen Schutz vor diatinduzierter Steatose in
beiden Geschlechtern. Dieser Schutz ging mit starker Verringerung des subkutanen
und epididymalen Fettgewebes einher, welches verglichen mit WT-Mausen deutlich
mikrovesikularer strukturiert war. Im Fettgewebe ist Perilipin 2 fur die LT-
Assemblierung und Adipogenese unerlasslich. In der vorliegenden Arbeit konnte
gezeigt werden, dass der isolierte Verlust von Perilipin 2 in der Leber unter HFD
offensichtlich kompensiert werden kann. Unsere Ergebnisse aus Immunblot und IHC
zeigen eine mogliche Kompensation des Verlusts von Perilipin 2 durch Perilipin 3 und
5. Physiologischerweise lokalisieren Perilipin 3 und Perilipin 5 insbesondere an
kleinen, aber kaum an gro3en LT, wahrend die Perilipin 2-Expression kontinuierlich

mit Steatosegrad und LT-Durchmesser zunimmt (58). Perilipin 2 wird demnach vor
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allem zur Bildung gro3er LT bendtigt, sodass eine GrofRenlimitierung durch die LT-
Stabilisationskapazitat von Perilipin 3 und Perilipin 5 naheliegend ware. Diese
hierarchische Betrachtungsweise kénnte eine mogliche Erklarung fir die in Plin2-
Mausen gesteigerte Perilipin 3 und Perilipin 5-Expression an kleinen LT sein. In
Plin27- Mausen war jedoch keine rein mikrovesikuléare Steatose, sondern ein vielmehr
gemischt steatotisches Bild mit grof3en LT nachweisbar. Grol3e Perilipin 3- und 5-
positive LT traten didtunabhéangig vor allem in Plin2”/- Mausen auf, deutlich seltener
hingegen bei WT-Mausen. Vergleichbare Ergebnisse beschrieben Orlicky et al. mittels
Immunfloureszenzmikroskopie (76). Mdglicherweise fuhrt der Verlust von Perilipin 2
zu einer Rekrutierung anderer LT-assoziierter Proteine an LT, wie zuvor schon fir Atgl
und Perilipin 3 gezeigt wurde. Als mogliche Ursache dafir wurde die besondere
Affinitat von Perilipin 2 zu a priori hydrophoben LT vermutet. Durch die Bindung von
Perilipin 2 werden diese hydrophiler und I6sen sich besser im Zytosol. In Abwesenheit
von Perilipin 2 konnten andere Perilipine diesen anti-hydrophoben Effekt
kompensieren (70, 152). Dies wéare auch fir Perilipin 5 denkbar. Diese Hypothese wird
von der gesteigerten Atgl und Abhd5-Expression in unserem Versuch unterstitzt,
welche mit Perilipin 5 an der LT-Oberflache interagieren (60, 85, 86, 115). Eine CDAA-
Diat steigerte den Steatosegrad gegeniber HFD und NCD in mannlichen Mausen
beider Genotypen erheblich und induzierte eine nicht zonal gebundene Steatose.
Analog zu unseren Beobachtungen in der HFD-Gruppe waren Plin2/- Mause nicht
signifikant besser vor einer Steatose geschitzt als WT-M&ause. Najt et al. und Orlicky
et al. untersuchten bereits das Vorliegen einer Steatohepatitis an Mausen mittels eines
hepatozyten-spezifischen Perilipin 2-Knock-Out-Modells unter MCD (77) oder WD
(76) und beobachteten einen eingeschrankten Schutz vor diatinduzierter Steatose.
Diese entwickelte sich unter WD ebenfalls in den Zonen 2 und 3 (76). Unter WD war
diese in Plin27- Mausen aber auf die Zone 2 beschrankt und makrovesikular.
Kontrolltiere entwickelten dagegen ebenfalls eine nicht zonal gebundene, gemischt-
tropfige Steatose (76). Ergdnzend zu den bisherigen hepatozyten-spezifischen
Perilipin 2-Deletions-Modellen (76, 77), konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt
werden, dass weibliche Mause im Gegensatz zu ménnlichen M&ausen partiell vor
CDAA-induzierter Steatose geschitzt sind. Mannliche Plin27- Mause unter NCD und
CDAA-Diat wiesen ein signifikant héheres Koérpergewicht auf als WT-Mause. Unter
HFD war dagegen bei beiden Genotypen eine starke Gewichtszunahme zu

beobachten, die sich aber statistisch nicht signifikant unterschied. Orlicky et al.
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konnten unter WD keinen genotyp-spezifischen Unterschied nachweisen, aber analog
zu unseren Ergebnissen eine signifikante Gewichtszunahme gegentber NCD. Erst die
globale  Perilipin  2-Deletion  verhinderte signifikant eine  diatinduzierte
Gewichtszunahme. Perilipin 2 besitzt somit sowohl eine intra- als auch extra-
hepatische Rolle bei der Induktion von Steatose unter Steatohepatitis induzierender
Diat (76). Ursachlich dafur darfte die weitestgehend uneingeschrankte LT-Reifung im
subkutanen und epididymalen Fettgewebe (eWAT) der Plin27- Mause mit
hepatozyten-spezifischem Knock-Out sein. Dennoch stellt sich die Frage, wie sich in
mannlichen Plin2”- Mausen trotz des hepatischen Knock-Outs eines substanziell an
der Steatogenese beteiligten PAT-Proteins eine Steatose entwickeln konnte. Wir
beobachteten beziiglich der de-novo-Lipogenese keine diatinduzierte Zunahme der
Srebfl-mRNA in Plin27- Mausen, diese wiesen grundsatzlich niedrigere Srebfl-
MRNA-Spiegel auf als Plin2% Mause. Orlicky et al. kamen durch analoge Ergebnisse
zu der Annahme, dass der hepatozyten-spezifische Effekt der Perilipin 2-Deletion
maoglichweise auf einer Hemmung der de-novo-Lipogenese beruhen koénnte (76).
Unsere Daten zur Srebfl-Expression unterstitzen die Hypothese einer durch
hepatische Perilipin 2-Defizienz gehemmten de-novo-Lipogenese. Die Spaltung von
SREBP-cleavage-activating protein (SCAP) und SREBF1 wird, analog zur
klassischen Induktion durch Cholesterin, durch ER-Stress induziert, was die de-novo-
Lipogenese steigert (153, 154). Es ware denkbar, dass der Schutz vor UPR-Stress,
reprasentiert durch Chop/Perk und die verminderte de-novo-Lipogenese, reprasentiert
durch Srebfl, durch den hepatischen Perilipin 2-Verlust in unserem Versuch kausal

zusammenhangen.

Zwar konnten wir gegeniiber dem WT eine starke Reduktion des Ppary-mRNA
Spiegels in Plin27- Mausen in allen Diaten beobachten, jedoch wurde die Aktivierung
von Ppary durch CDAA-Diat in unserem Versuch durch hepatozyten-spezifische
Perilipin 2-Deletion nicht inhibiert. Orlicky et al. zeigten ebenso eine Induktion von
Ppary-mRNA in Plin27- Mausen unter WD. Eine verminderte Aktivierung der Ppary-
Signalkaskade zeigte sich nur im globalen Knock-Out, woraus die Autoren
diesbezuglich auf einen peripheren Effekt von Perilipin 2 schlussfolgerten (76). Die
Aktivierung der Ppary-Signalkaskade fordert bekanntermal3en die hepatische
Aufnahme von FS und férdert so die Steatogenese, was den steatotischen Phanotyp

in unserem Versuch erklaren kdnnte (22).
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5.2 Tnf-a wird via hepatischem Perilipin 2 durch CDAA-Diat starker
beeinflusst als durch WD

Interessanterweise waren die Tnf-a-mRNA-Spiegel der Plin2”- Mause unter CDAA-
Diat gegenuber dem Wildtyp zwar signifikant verringert, jedoch konnte die Zunahme
des hepatischen Tnf-a-mRNA-Spiegels gegentiber der NCD-Gruppe auch bei Plin2--
Mausen unter CDAA-Diat nicht komplett verhindert werden. Orlicky et al. (76)
beobachteten unter WD eine Induktion von Tnf-a in beiden Genotypen, die sich im
Gegensatz zu unserem Versuch nicht signifikant unterschied. Zusatzlich wurde von
Orlicky et al. die Tnf-a-Expression im eWAT untersucht und gezeigt, dass diese in
murinem eWAT und Lebergewebe nur durch globalen Perilipin 2-Knock-Out, nicht
aber durch hepatozyten-spezifischen Knock-Out gegenuber WT-Mausen verringert
war. Der hepatozyten-spezifische Knock-Out von Perilipin 2 zeigte beziglich Tnf-a
zwar einen gewissen antiinflammatorischen Effekt, jedoch scheint dieser in unserem
Versuch durch CDAA-Diat starker zum Tragen zu kommen als durch WD (76) oder
HFD. Es ist anzunehmen, dass ein globaler Perilipin 2-Knock-Out gegentber dem
hepatozyten-spezifischen Knock-Out eine deutlich starkere Reduktion der Tnf-a

Expression gegeniuber dem WT induziert.

5.3 Antientzindlicher Effekt und Verminderung von Zelltod durch
hepatozellulare Perilipin 2-Deletion

Plin2- Mause wiesen im HE-Schnitt gegeniiber Plin21 Mausen eine starke Reduktion
histologisch detektierbarer Zelluntergange, Immunzellfoci, sowie ballonierter
Hepatozyten auf. Auf mRNA-Ebene zeigten Plin2/ Mause signifikant niedrigere
Entzindungs- und Apoptose-Marker wie Ptgs2, Tnf-a und Stat3. Um die Ursache der
verminderten Zelluntergdnge genauer beschreiben zu koénnen, wurde zudem die
MRNA-Expression der Chop-Perk-Signalkaskade untersucht, dessen Aktivierung als
Ausdruck von UPR-Stress gewertet werden kann (139). Es konnte gezeigt werden,
dass die Chop-Perk-Signalkaskade bei Plin2#M Mausen durch CDAA-Diat
hochreguliert wird. Plin2/- Mause waren dagegen vor der CDAA-vermittelten Chop-
Perk-Aktivierung geschutzt. Die verminderte Aktivitat der Chop-Perk-Signalkaskade in
Plin2- Mausen war in unserem Versuch bereits unter NCD zu beobachten. Najt et al.

(77) beobachteten die verminderte Chop-Perk-Aktivierung in Plin27 gegeniiber
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Plin2/" Mausen nur unter MCD, wohingegen unter NCD nur ein Trend erkennbar war.
Eine mogliche Einflussvariable konnte die durch MCD limitierte Versuchsdauer von 15
Tagen sein. Es ist bekannt, dass UPR-Stress und Expression von Chop mit
steigendem Alter zunehmen (155, 156). Unsere Daten unterstitzen die Hypothese,
dass der Verlust von hepatozellularem Perilipin 2 bereits in der gesunden Leber einen
inhibitorischen Effekt auf die Expression von Chop und Perk ausubt. Somit scheint der
hepatische Perilipin 2-Verlust nicht nur weniger UPR-Stress unter CDAA-Diat zu
verursachen, sondern auch einen ,praventiven® Effekt unter NCD zu besitzen. Tsai et
al. (157) zeigten, dass global Perilipin 2-defiziente M&ause bereits ohne UPR-Stress-
induzierende Tunicamycin-Behandlung eine gesteigerte Autophagie aufwiesen, was
ihnen hilft, bei dieser schneller auf die anfallenden ungefalteten Proteine zu reagieren.
Dies manifestierte sich ebenfalls in verringerten Perk und Chop Protein-Spiegeln in
Knock-Out Mausen und konnte durch den zuséatzlichen Knock-Down des Autophagy
related Protein 7 (Atg7) rickgangig gemacht werden. Libby et al. (71) beobachteten
bei global Perilipin 2-defizienten Mausen nach 30-wochiger WD ebenfalls eine
gegentber dem WT signifikante Reduktion von Chop- und Perk-Protein. Das analoge
Verhalten von Chop und Perk in unserem hepatozyten-spezifischen Setting legt nahe,
dass die Reduktion von UPR-Stress lokal durch den Verlust von Perilipin 2 verursacht
ist. Im Umkehrschluss unterstitzen diese Beobachtungen die Hypothese, dass
Perilipin 2 im Rahmen einer NASH UPR-Stress mitverursacht, was sich in

Zelluntergangen und ballonierten Hepatozyten manifestiert.

5.4 Verwertbarkeit der GPT- und GOT-Werte

Die in Plin2”- Mausen tendenziell gegenuber dem Wildtyp erhéhten GPT- und GOT-
Werte im Serum korrelierten nicht bzw. zum Teil invers mit den Ergebnissen aus
histologischen und molekularbiologischen Untersuchungen, sodass die Aussagekraft
dieser Serum-Biomarker zumindest im Umfeld der Grundlagenforschung fraglich
bleibt. Hier kdnnte zum einen die Praanalytik, z.B. durch Messung von unverdinntem
Serum, als auch die Messmethode selbst modifiziert werden, um weniger stark
streuende Ergebnisse zu generieren. Um hierbei die Tierschutzauflagen, welche die
maximal entnehmbaren Blutvolumina limitieren, einhalten zu kodnnen, koénnte in
Zukunft mit Mess-Apparaturen, die geringere Serumvolumina bendétigen, gearbeitet
werden. Es besteht die Mdoglichkeit, dass der Leberschaden zu gering und die

Beobachtungsdauer durch das Versuchsdesign zu kurz sind, um eindeutige
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Ergebnisse mit dieser Methode zu erzielen. Zudem liegt der klinische Nutzen nicht-
invasiver Serum-Tests, darunter auch der GOT/GPT-Quotient vor allem in deren
hohen negativen pradiktiven Wert. Der positiv pradiktive Wert fir das tatsachliche
Vorliegen einer CLD bei auffalligen Werten wird dagegen meist nur als moderat
eingeschatzt (158). Einen hdheren prognostischen Wert zum Erkennen einer NASH
bietet in der Klinik z.B. der Index aus GOT und Thrombozytenzahl (APRI) (159). Der
Ruckschluss von klinischen Daten auf unseren Tierversuch, in welchem zudem GPT-
und GOT-Wert getrennt analysiert wurden, ist allerdings nur eingeschrankt méglich.
Dennoch zeigen auch unsere Daten das erhohte Serumleberwerte und der
Goldstandard Histologie keine strenge Korrelation aufweisen, was in der klinischen

Praxis bedacht werden muss.

5.5 Verhindert Perilipin 2 die Lokalisation von Perilipin 5 an
Lipidtropfen Uber UPR-Stress?

Perilipin 2 spielt in der Leber eine essenzielle Rolle bei der LT-Genese. Seine
protektive Rolle gegenluber LT-Hydrolyse ist gut untersucht (57, 72, 76, 160). Dies wirft
die Frage auf, welche Lipidtropfen-assoziierten Proteine den Verlust von Perilipin 2 in
der Leber kompensieren und wo diese wahrend der LT-Genese lokalisieren. Plin2--
Mause zeigten insbesondere unter HFD und CDAA-Diat deutlich reduzierte Plin5-
MRNA-Spiegel, jedoch konnte auf Proteinebene eine starke Zunahme unabhangig
von der verabreichten Diat beobachtet werden. Selbst bei einem nahezu vollstandigen
Fehlen von LT ist in Plin2”- Mausen unter NCD mehr Perilipin 5 vorhanden (Vgl. Abb
20). Najt et al. (77) konnten bei Plin27- Mausen unter MCD gegeniiber dem WT einen
Trend hin zu erhodhten hepatischen Perilipin 5-Spiegeln im Immunblot beobachten.
Unter NCD wurde dagegen kein genotypspezifischer Effekt beobachtet. Orlicky et al.
(76) zeigten im Vergleich zu NCD immunfloureszensmikroskopisch eine erhéhte
Expression von Perilipin 3 und 5 unter WD in Plin27- Mausen. Diese Beobachtung ist
kongruent mit unseren immunhistochemischen Daten. Im globalen Knock-Out unter
WD konnten Libby et al. (71) gegeniber dem WT eine signifikante Abnahme von
Plin3- und Plin5-mRNA beobachten. Eine kompensatorische Ubernahme der Perilipin
2-Funktion durch Perilipin 3 und 5 auf Proteinebene fand jedoch nicht statt, was wohl
auch im kompletten Schutz vor Leberparenchymverfettung durch den Knock-Out
begrundet ist. Zum ersten Mal konnten wir in einem hepatozyten-spezifischen Perilipin

2 Knock-Out-Modell die Herabregulation der Plin5-mRNA bei gleichzeitig deutlich
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erhohten Protein-Spiegeln nachweisen. Dies zeigt, dass Perilipin 3 und 5 bei lokal
hohem TAG-Angebot in der Lage sind, die Funktion von Perilipin 2 in der Leber zu
Ubernehmen. Ein méglicher Erklarungsansatz ware ein Stabilisations-Mechanismus
der Plin5-mRNA, sodass das quantitativ reduzierte Transkript insbesondere unter
HFD und CDAA-Diat vermehrt translatiert werden kann. Unter NCD war der Perilipin
5-Spiegel in Plin2”- Mausen bei im Vergleich zum WT konstanter mRNA-
Konzentration erhdht. Denkbar ware eine Interferenz von Chop, Perk oder UPR-Stress
im Allgemeinen mit der Transkription von Perilipin 5. Die Verminderung dieser
Faktoren in Plin2”- Mausen konnte im Umkehrschluss die Translation von Perilipin 5
steigern. Ob die Verminderung von Chop und Perk in Plin2”/- Mausen in allen Diaten
mit der gleichzeitigen Steigerung der Perilipin 5 kausal zusammenhangt oder nur ein
Zufallsbefund ist, miusste jedoch weiter untersucht werden. Fur Perilipin 2 und andere
LT-assoziierten Proteine wurde bereits gezeigt, dass diese im Zytosol vermehrt Uber
den Ubiquitin/Proteasom-Weg abgebaut werden (161, 162). Unter der Pramisse, dass
dieser Prozess auch fir LT-ungebundenes Perilipin 3 und 5 gilt, kénnte unabhangig
vom UPR-Stress die gesteigerte LT-Lokalisation von Perilipin 3 und 5 bei Plin27
Mé&usen eine intensive Translation, wie diese im WT stattfindet, tberflissig machen,
da Perilipin 3 und 5 in Plin2”- Mausen durch die LT-Assoziation vor dem
proteasomalen Abbau im Zytosol besser geschiitzt sind als der WT. Daruber hinaus
zeigten Gemmink et al. (163) mittels Stimulated Emission Depletion (STED)-
Konfokalmikroskopie, dass Perilipin 2 und Perilipin 5 auf LT als rdumlich getrennte
Cluster auftreten und nicht, wie urspringlich vermutet, homogen kolokalisieren.
Insbesondere Perilipin 5-Cluster scheinen als Bindeglied (sog. Teathering von
Organellen) zwischen LT und Mitochondrien zu dienen. Perilipin 5 rekrutiert
Mitochondrien mit einer 20 Aminosauren langen Sequenz am C-terminalen Ende. Dies
verbessert die Kanalisierung von FS aus den Mitochondrien in LT und schitzt die
Mitochondrien vor Lipotoxizitat (164). Auf diese Weise konnte durch gesteigerte
Perilipin 5-Expression auch in unserem Versuch Lipotoxizitat und UPR-Stress
verringert werden, was die verminderten Chop- und Perk-Spiegel erklaren wirde.
Zusammengefasst verringert Perilipin 5 durch verbesserte LT-Mitochondrien-
Interaktion UPR-Stress, was wiederum die Perilipin 5-Expression steigern konnte. In
Abwesenheit von hepatischem Perilipin 2 kdnnte sich dieser Mechanismus selbst
verstarken. Die aufgefuhrten Ergebnisse stitzen die Hypothese einer Abschwachung

des sog. ,Second Hits* durch die hepatozyten-spezifische Perilipin 2-Deletion, sodass
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es unter Spezial-Diaten zwar zur Leberparenchymverfettung kommt, die Entziindung
und Immuninfiltration jedoch weitestgehend verhindert werden kann. Perspektivisch
ergibt sich aus dieser Beobachtung die Frage nach der Rolle der hepatozyten-
spezifischen Perilipin 2-Deletion in der Entstehung des HCCs, insbesondere im

modulierten immuninflammatorischen Milieu der Plin27/- Mause.

Perilipin 5 vermittelte
Kompensation des
Perilipin 2 Verlusts

-SREBP1C-vermittelte de-novo-Lipogenese |,
-PPARy-vermittelte hepatische FS Aufnahme «
-insbesondere bei Knock-Out-Weibchen, durch

-Oxidativer Stress |,
-) -ER-Stress |,

-mitochondriale Funktion durch verbesserte

direkten Perilipin 2 Verlust: Steatose LT-Mitochondrien-Interaktion 1
I Second/Multiple Hit: I
First Hit: Entziindung und
Steatose (\/) Immuninfiltration {,

‘;ﬁ/: £

Gesunde Leber NAFLD NASH/Fibrose Zirrhose HCC

Abbildung 25: Effekte der Perilipin 5 vermittelten Kompensation des hepatischen Perilipin 2 Verlusts in
Bezug auf Abb. 1 in der Einleitung. Der ,Second Hit“ wird stédrker abgeschwécht als der ,First Hit".

5.6 Geschlechtsspezifische Unterschiede bei der Genese Diat-
induzierter Steatohepatitis

Weibliche Plin2" Mause nahmen unter HFD deutlich weniger an Gewicht zu als
mannliche Plin2 Mause. Ebenso entwickelten Weibchen beider Genotypen unter
HFD keine oder nur eine geringe Steatose. Dagegen war die Gewichtszunahme fir
weibliche Plin27- Mause unter HFD doppelt so hoch wie fir weibliche Plin2/f Mause,
welche keinen Unterschied zu NCD gefitterten Tieren zeigten. Die unter HFD
fehlende Steatose weiblicher Plin27- Mause in Kombination mit erhohter
Gewichtszunahme ist eine Uberraschende Beobachtung. Wahrend der globale
Perilipin 2-Knock-Out auch bei Weibchen einen starken Schutz vor diatinduzierter
Gewichtszunahme bietet (72, 76), scheint der hepatozyten-spezifische Knock-Out fur
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Weibchen unter HFD den gegenteiligen Effekt zu haben. Es ist bekannt, dass der
erhohte Ostrogenspiegel des weiblichen Organismus sowohl bei Tiermodellen als
auch beim Menschen einen protektiven Effekt auf die Entwicklung einer Steatose
besitzt. An Ratten konnten durch Ovariektomie die hepatische Lipogenese und so
auch der hepatische TAG-Gehalt gesteigert werden. Bei Ovariektomie und
gleichzeitiger Ostrogen-Substitution dagegen war kein solcher Effekt zu beobachten
(165). Damit konsistent zeigen retrospektive Daten  ovariektomierter,
pramenopausaler Patientinnen ein um das 1,85-fache steigendes Risiko fir NAFLD
(166). Die beschriebene Steatose-Resistenz durch Ostrogen wird mit dem
beobachteten Phanotyp der weiblichen Plin2/ Mause unter HFD unterstiitzt. Die
paradoxerweise gesteigerte Gewichtszunahme in weiblichen Plin2”/- Mausen unter
HFD konnte bisher jedoch nicht erklart werden. Es ware in Zukunft interessant,
Adipozyten weiblicher Plin2”- Mause hinsichtlich der Expression von Sreblf, Ppara,
Ppary oder anderen in den Metabolismus von Adipozyten involvierten Genen zu
untersuchen. Dies konnte moglicherweise zusétzliche Einblicke in den Crosstalk
zwischen Leber und Fettgewebe, sowie die Rolle von Ostrogen bei der Entwicklung
von Adipositas und NAFLD bieten. Zuletzt unterstreicht der phéanotypische
Unterschied selektiv in weiblichen Mausen unter HFD die Relevanz einer geschlechts-
paritatischen Versuchsplanung. Nicht nur im Hinblick auf die Grundlagenforschung zur
NAFLD lieRBe sich durch diese MalRhahme groR3es wissenschaftliches Potenzial
ausschopfen, welches die Verallgemeinerbarkeit auf die Grundgesamtheit verbessert
und im besten Fall neue therapeutische Implikationen bieten kdnnte.

5.7 Klinischer Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit an Plin27- Mausen skizzieren hinsichtlich der
Verringerung einer Steatohepatitis das Bild eines klinisch erstrebenswerten
Phéanotyps. Auch wenn die diatinduzierte Steatose in Plin27/- Mausen Uberwiegend
persistierte, scheint eine Progression zur NASH und perspektivisch zur Leberfibrose
zumindest verzogert zu sein. Eine gezielte pharmakologische Intervention gegen
Perilipin 2 ist jedoch problematisch, da Perilipin 2 ubiquitar exprimiert wird. Zum
derzeitigen Zeitpunkt existieren keine Therapiekonzepte oder (préa)klinischen Studien
dieser Art. Nichtsdestotrotz konnte insbesondere eine selektive hepatische
Intervention gegen Perilipin 2 zur Therapie der entziindlichen Komponente einer

NASH von hohem klinischem Nutzen sein. Das Nebenwirkungsprofil einer solchen
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Substanz wére mdoglicherweise vertraglicher als ein ebenfalls hypothetischer
systemischer Perilipin 2 Antagonist. In einem systemischen Therapie-Konzept
muissten die gesamten aufgenommenen und mdglicherweise auch die in den
Adipozyten gespeicherten TAGs den Organismus wieder Uber den Verdauungstrakt
verlassen, was erhebliches Nebenwirkungspotenzial birgt. Zudem sollte grundsatzlich
bedacht werden, dass sich die Forschungsergebnisse eines artifiziellen
Versuchsaufbaus, wie auch in dieser Arbeit dargestellt, nicht uneingeschréankt von der
Maus auf den Menschen Ubertragen lassen. Eine perspektivisch naherliegende
Maoglichkeit der pharmakologischen Intervention bieten PPARy-Agonisten, wie z.B.
Pioglitazon. Diese wurden urspringlich als orale Antidiabetika entwickelt, werden aber
seit 2011 wegen eines ungunstigen Nebenwirkungsprofils (Verschlimmerung von
Osteoporose, Herzinsuffizienz und Cholestase) nicht mehr von den gesetzlichen
Krankenversicherungen tbernommen (167, 168). Cusi et al. zeigten 2016 in einer
randomisiert kontrollierten Studie mit lediglich 101 Teilnehmern mit Pradiabetes oder
Typ 2 Diabetes eine hochsignifikante metabolische und histologische Verbesserung
der Steatohepatitis bei 3-jahriger Behandlung mit Pioglitazon. Die Autoren betonten
aber die Notwendigkeit einer praziseren Stratifizierung hinsichtlich Vorerkrankungen,
welche fir die 0.g. Nebenwirkungen préadestinieren. Desweiteren konnte keiner der in
der Studie untersuchten klinischen Parameter eine verlassliche Vorhersage tber das
Therapieansprechen treffen. In Anbetracht der unter Pioglitazon-Therapie starken
Reduktion von ballonierten Hepatozyten (169), welche vermehrt Perilipin 2
exprimieren (170), kdnnte eine initiale histologische Quantifizierung der hepatischen
Perilipin 2-Expression diese notwendige Stratifizierung ermdglichen. Weiterfihrende
Forschung hinsichtlich der Frage, ob sich hepatisches Perilipin 2 als pradiktiver
Biomarker fur den Erfolg einer PPARy-Agonisten-Therapie eignet, wére an dieser
Stelle notwendig. Dies wurde fur eine ausgewdahlte Patientinnen-Subgruppe eine
gunstige und wirksame Substanz in der NASH-Therapie zur Verfligung stellen. Zudem
geben unsere Daten weitere Hinweise darauf, dass Perilipin 5 einen protektiven Effekt
auf die Progression einer NASH besitzt. Deshalb wére es interessant, den Quotienten
von Perilipin 2 zu Perilipin 5 als prognostischen Biomarker zu validieren. Erwiese sich
dieser als verlasslich, kdnnte man Hochrisiko-Patientinnen frihzeitiger identifizieren,
Empfehlungen zu intensiverer pharmakologischer und nicht-pharmakologischer
Therapie der NASH aussprechen oder von potenziell hepatotoxischen

Therapieregimen anderer Krankheiten abraten. Es ist dartiber hinaus bekannt, dass
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hepatisches Perilipin 5 durch intermittierendes Fasten induziert wird, was die
hepatische Autophagie SIRT1-abhéngig fordert und antientzindlich wirkt (171). Der
protektive Effekt von Perilipin 5 auf die Progression einer NASH, der durch unsere
Daten unterstitzt wird, konnte mit einer derartigen Diat-Intervention genutzt werden.
Die praktische Umsetzung einer alleinigen Ern&hrungsberatung liefert haufig nur
unbefriedigende Ergebnisse hinsichtlich der histologischen Verbesserung einer NASH
sowie des Gewichtsverlusts, sodass die Kombination aus gesteigerter physischer
Aktivitat, gut angeleiteten behavioralen Strategien, und effektiver Kalorienrestriktion
notwendig ist. Dieses Therapiekonzept ist zwar prinzipiell wirksam, erfordert aber
sowohl von Patientinnen- als auch von therapeutischer Seite nicht zu
vernachlassigende Adharenz und Engagement (172). Hier kbnnte die bariatrische
Chirurgie, deren Effekt auf den Gewichtsverlust und Insulinresistenz gut belegt ist, den
Interventions-Prozess unterstitzen (173). Unsere Daten legen gemeinsam mit jenen
von Orlicky et al. (76) nahe, dass der hepatozyten-spezifische Verlust von Perilipin 2
unter anderem Uber eine Verminderung der Srebfl-abhangigen de-novo-Lipogenese
zur Verringerung von Steatose und Steatohepatitis fuhrt. Eine kirzlich durchgefuhrte
Studie von Ju et al. (174) untersuchte die Inhibition von Srebfl mittels des NEDDS8
(,neural-precursor-cell-expressed developmentally down-regulated 8%)-Inhibitors
MLN4924/Pevonedistat an Mausen. Die Substanz wurde in héherer Dosierung zur
Behandlung myeloproliferativer Neoplasien entwickelt und befindet sich diesbeztiglich
in klinischer Erprobung (175). Bereits in niedrigerer Dosierung beschrieben Ju et al.
eine Inhibition der Neddylierung von Srebfl. Diese dient dazu, Srebfl zu stabilisieren,
was als antagonistischer Prozess zur Ubiquitinierung verstanden werden darf.
MLN4924 konnte so die Expression von Srebfl und die HFD-induzierte Steatose in
Mé&usen signifikant reduzieren (174). Auch wenn der direkte therapeutische Nutzen
von Perilipin 2 aktuell beschrankt ist, scheint die pharmakologische Intervention
dessen Up-Stream-Zielstrukturen, wie SREBF1 oder PPARYy, eine vielversprechende
Option zur zuklnftigen Behandlung einer NASH darzustellen, die weitere préklinische

und klinische Untersuchung verdient.
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde der Effekt des hepatozyten-spezifischen Knock-Outs von
Perilipin 2 auf eine diatinduzierte Steatose und Steatohepatitis mittels 9-wochiger Diat
an Mausen beider Geschlechter untersucht. Der hepatozyten-spezifische Knock-Out
schitzte weder komplett vor diatinduzierter Steatose noch vor Gewichtszunahme. Im
Gegenteil nahmen weibliche Plin2/- Mause unter HFD sogar starker zu. Allerdings
fuhrte der Knock-Out zu einer starken Reduktion der histologisch entzundlichen
Aktivitat der NASH, sowie zu signifikant niedrigeren Tnf-a, Ptgs2, Stat3, Chop und
Perk-Spiegeln auf mRNA-Ebene. Der hepatische Verlust von Perilipin 2 in
Hepatozyten schien in allen untersuchten Didten durch Perilipin 3 und 5, hinsichtlich
der Aufrechterhaltung der Integritdét von LT kompensiert zu werden. Perilipin 5
lokalisierte in Plin2”- Mausen starker an LT, was sowohl die LT als auch Perilipin 5
selbst stabilisiert. Dies kdnnte ein mdglicher Erklarungsansatz fur die in unserem
Versuch verringerte Transkription von Perilipin 5 sein. Anknipfend an die
Erkenntnisse anderer Arbeitsgruppen unterstitzen wir die Hypothese, dass die
diatinduzierte Steatose bei isoliertem hepatischen Perilipin 2-Verlust durch eine
ungehemmte Aktivierung der Ppary-Signalkaskade vermittelt ist, wahrend die de-
novo-Lipogenese gehemmt wird. Eine mogliche Ursache fur die de-novo-Lipogenese-
Hemmung konnte die reduzierte Induktion von Srebfl durch UPR-Stress darstellen.
Ursache fir die Reduktion von UPR-Stress kodnnte wiederum die gesteigerte
Expression von Perilipin 5 sein. Fur Perilipin 5 wurde bereits eine Mediatorrolle in der
Interaktion von LT mit Mitochondrien beschrieben, sodass Plin2”- Mause in unserem
Versuch moglicherweise Perilipin 5-vermittelt besser auf Lipotoxizitat reagieren
konnten. Anders als mannliche Mause nahmen weibliche Plin27- Mause unter HFD
starker an Gewicht zu als WT-Mause, obwohl beide weiblichen Genotypen vor
Steatose in der Leber geschuitzt waren. Dies konnte nicht hinreichend erklart werden
und unterstreicht die Bedeutung einer geschlechts-paritatischen Versuchsplanung in
Tierversuchen und klinischen Studien. Perilipin 2 stellt auf Grund seines ubiquitaren
Vorkommens im Organismus derzeit kein geeignetes pharmakologisches Ziel dar,
jedoch durfte die Intervention von Signalkaskaden, die regulatorisch auf Perilipin 2
wirken, klinisch vielversprechend sein. In der Literatur beschriebene Beispiele hierfur
sind Pioglitazon oder MLN4924 als Inhibitoren von PPARy respektive SREBFL1.

Perspektivisch besteht diesbezliglich noch erhebliches Forschungspotential, die
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Hoffnung besteht aber, dass eine NASH in Zukunft seine Rolle als Treiber des
metabolischen Syndroms verliert.
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Anhang

Tabelle 14: Quantitative Bestimmung des GOT-Werts in [U/l] im ventdsen Blut zu Beginn des Versuchs (0.
Woche). Ab dann wurden die Werte bis zum Versuchsende in Woche 9 in zweiwdchtentlichen Abstanden bestimmt.
Innerhalb der Versuchsgruppen wurde der Durchschnittswert mit Standardabweichung bestimmt und angegeben.

Geschlecht | Genotyp | Diat 0 2 4 6 8 9
NCD |647+16.4|63.1+11.2 |624+105 |67.4+106 |843+27.9 |72.8+120
Plin2" 'HFD |57.8+7.0 |74.8+27.6 |100.9+23.8 |1152+229 [117.0+53.3 |125.3+635
4 CDAA |72.6+17.9|295.1 +112.4 | 313.8 + 160.0 | 268.4 + 94.4 |248.7+38.2 |275.6 + 101.6
NCD |70.9+18.3|1309+86.3 [51.9+3.3 |575+45 |56.4+78 |60.3+9.7
Plin2” |HFD |53.5+10.4|1253+775 |945+185 |139.4+53.3 |122.7+53.6 |154.7+49.5
CDAA [55.0+14.1 | 458.6 + 299.7 | 210.5 + 64.0 |435.5 + 163.4 | 338.7 + 171.9 | 180.8 + 85.2
NCD |65.8+145|759+249 |67.8+155 |69.2+169 |769+215 |73.6%25.1
Plin2 |HFD  |75.0+£21.9(73.4+£99 |764+70 |741%75 |73.6+7.1 |79.4+120
0 CDAA |80.6+18.0 |155.7 +117.4 | 211.6 £92.7 |205.1+33.3 [190.6+41.3 |176.9+26.8
NCD |60.9+6.6 |63.9+99 |[618+7.7 |666+154 |663+71 |68.2+75
Plin2” |HFD |61.1+56 [783+29.1 |[731+38 |635+237 |87.7+126 |83.6+1038
CDAA |64.3+14.1|117.7+23.0 |119.6+457 |181.7+74.6 |168.4+56.1 |170.4+120.3

Tabelle 15: Quantitative Bestimmung des GPT-Werts in [U/l] im vendsen Blut zu Beginn des Versuchs (0.
Woche). Ab dann wurden die Werte bis zum Versuchsende in Woche 9 in zweiwéchentlichen Abstanden bestimmt.
pen wurde der Durchschnittswert mit Standardabweichung bestimmt und angegeben.

Innerhalb der Versuchsgru

Geschlecht | Genotyp | Diét 0 2 4 6 8 9
NCD [260+39 [27.8+56 229435 29.2+4.8 34.1+98 28.9+4.7
Plin2"" |HFD [18.8+3.9 [27.7+8.6 434+150 |[55.6+24.2 [59.1+36.9 |[72.6+56.9
3 CDAA |19.9+87 |1786+72.6 [166.8+80.4 |1252+445 [119.4+423 |126.5+34.3
NCD [33.0+92 [41.1+229 |23.9+35 275+3.4 29.6+4.3 29.03+ 6.8
Plin2” |HFD |20.8+27 |63.2+57.9 |[47.0+17.4 |76.2+341 [109.0+81.7 |157.8+110.5
CDAA |24.0+55 |633.0+519.3 [322.0+112.8|703.7 +317.9 |562.3 + 368.1 | 258.8 + 115.4
NCD [19.7+51 [23.6+27 19.9 +3.7 242+73 229+3.8 223428
Plin2" |HFD [23.1+10.1 |21.1+3.3 20.6 +5.2 19.9+2.1 23.2+38 24.6+8.1
0 CDAA [20.3+95 |78.8+48.9 [136.1+79.3 |123.1+32.3 |116.4+49.0 |105.2+ 335
NCD [19.9+29 [23.3+34 20.8+2.3 240+ 4.3 246+2.2 26.1+ 45
Plin2” |HFD |195+13 |24.4+40 255+ 3.4 289+116 [29.7+65 31.8+79
CDAA [19.7+22 |82.8+292 [80.0+51.0 |1442+86.0 |118.0+53.2 |126.0+97.3




Tabelle 16 : Zusammensetzung und Nahrwerte der Spezialdiaten. Die Angaben zur CDAA-Diéat sind hellgrau,
jene zur HFD weil3 hinterlegt.

CDAA HFD CDAA HFD
S8251-E061 E15742-30 0,60
2,42
12,10 24,40 0,72 1,27
15,00 34,60 0,61 0,52
5,00 6,00 2,86 5,50
2,80 5,30
9,60 0,10 1,57 1,82
41,60 9,40 0,75 2,80
0,71 2,02 0,72 1.46
0,17 0,86 0,51 0,81
0,37 0,45 1,140
0,45 1,07 0,22 0,20
0,18 0,33 0,36 0,97
1,25 0,95 0,52 0,92
0,34 0,74 18,40 25,00
1,70 20,00
0,62 11,00
60,00
31,00
58,00 20,00
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