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1. Einleitung

1. Einleitung

Die Medizin der Gegenwart sieht sich mit einer wachsenden Zahl an Menschen
konfrontiert, die ein Uberhdhtes Korpergewicht aufweisen und unter den daraus
resultierenden gesundheitlichen Folgen leiden. Die Weltgesundheitsorganisation
(WHO) schatzt die globale Pravalenz der Adipositas auf Gber 890 Millionen Erkrankte
(1-3). Seit 1990 hat sich der Anteil fettleibiger Menschen im Erwachsenenalter mehr
als verdoppelt, weshalb die WHO von einer globalen Epidemie spricht (4, 5).
Insbesondere sind zunehmend auch bereits Kinder und Jugendliche betroffen (6).
Die wachsende Ubergewichtigkeit in der Bevdlkerung geht mit der Zunahme eines
breiten Spektrums assoziierter Krankheitsbilder einher, die von degenerativen
Skeletterkrankungen bis hin zu Herz-Kreislauf-Erkrankungen reichen (7, 8). Unter
dem Begriff des metabolischen Syndroms, auch Wohlstandssyndrom genannt, wird
der Komplex aus stammbetonter Adipositas, arterieller Hypertonie,
Cholesterinstoffwechselstérung, Hypertriglyzeridamie und gestérter Glucosetoleranz
zusammengefasst (9, 10). Wahrend zu Beginn des vergangenen Jahrhunderts noch
Infektionskrankheiten die haufigste Todesursache darstellten, stehen heute
kardiovaskulare Ereignisse an erster Stelle (11, 12). Diese Entwicklung wird unter
anderem auf den weltweit zunehmenden wirtschaftlichen Wohlstand zurlckgefihrt,
der haufig zu einer Ubererndhrung bei gleichzeitig verminderter kdrperlicher Aktivitat
fuhrt. Der menschliche Stoffwechsel nutzt den entstehenden Energielberschuss zur
Bildung von zusatzlichem Korperfett als Energiespeicher. Wahrend diese Strategie
im Laufe der menschlichen Evolution sicherlich von Vorteil war zum Uberdauern
langerer Hungerperioden, scheint sie sich heute jedoch ins Gegenteil zu verkehren
(13-15).

Zum Spektrum Adipositas-assoziierter Erkrankungen zahlt auch die Metabolische
Dysfunktion-assoziierte steatotische Lebererkrankung (metabolic dysfunction-
associated steatotic liver disease, MASLD), die unter dem Begriff der Nicht-
alkoholischen Fettlebererkrankung (NAFLD) erstmals 1980 von Ludwig et al. an der
Mayo Clinic in Rochester beschrieben wurde (16, 17). Sie umfasst ein breites
Spektrum unterschiedlicher Auspragungsformen von der einfachen Leberverfettung
bis hin zur Steatohepatitis mit Leberzellschadigung, entziindlichem Infiltrat und
Leberfibrose (18, 19). SchlieBlich kdnnen sich als spate Komplikationen der

chronischen Schadigung eine Leberzirrhose und ein hepatozellulares Karzinom
1



1. Einleitung

(hepatocellular carcinoma, HCC) entwickeln (20, 21). Die MASLD ist die haufigste
chronische Lebererkrankung der Gegenwart mit einer geschatzten globalen
Pravalenz von 30% innerhalb der erwachsenen Bevolkerung (22, 23). Der Global
Burden of Disease Studie (GBD) zufolge tragt die MASLD wesentlich zur weltweiten
Krankheitslast und Behinderung durch chronische Lebererkrankungen bei (24, 25).
Auch die soziodkonomischen Kosten fur westliche Gesellschaften sind betrachtlich
(26, 27). So stellt die MASLD schon heute die zweithaufigste Indikation fur eine
Lebertransplantation in den USA dar (28-30). Ein weiterer Anstieg der Fallzahlen wird
erwartet (31-33).

Trotz ihrer wachsenden Bedeutung konnte die genaue Pathogenese der MASLD
bislang nicht hinreichend geklart werden. In der klinischen Praxis wird der Einfluss
der MASLD auf die Lebergesundheit oft unterschatzt und die Erkrankung erst spat
oder gar nicht diagnostiziert. Aufgrund des mangelhaften Verstandnisses der
Krankheitsentstehung fehlen weiterhin spezifische Therapiekonzepte (34). In einem
gemeinsamen Positionspapier haben bereits 2021 verschiedene Fachgesellschaften
und Verbande wie die Deutsche Gesellschaft fur Gastroenterologie, Verdauungs-
und Stoffwechselkrankheiten (DGVS) auf die steigende Anzahl an MASLD-Patienten
aufmerksam gemacht und auf die Notwendigkeit verbesserter Praventions- und

Friherkennungsmalnahmen hingewiesen (35).

Zur Erklarung der Pathogenese der MASLD wird heute die sogenannte Multiple-Hit-
Hypothese herangezogen, die das Zusammenwirken unterschiedlicher
Einflussfaktoren fur die Entstehung der Leberverfettung verantwortlich macht (36). Im
Zentrum steht dabei zunehmend die gegenseitige Beeinflussung von
Lipidakkumulation und Inflammation (37, 38). Nach heutigem Stand der Wissenschaft
ist das menschliche Immunsystem nicht nur an der Abwehr akuter Infektionen
beteiligt, sondern tritt immer haufiger auch im Rahmen chronischer Erkrankungen in
Erscheinung (39, 40). Eine wichtige Komponente des angeborenen Immunsystems
sind |8sliche Signalmolekule, darunter auch die Zytokine der IL-1-Familie, die in den
1970er Jahren erstmals beschrieben wurden (41, 42). Zur IL-1-Familie gehdren unter
anderem die Zytokine IL-1a/B, IL-33 und IL-36a/B/y, denen allen gemein ist, dass sie
neben ihrem spezifischen Oberflachenrezeptor zur Signaltransduktion zusatzlich den
Korezeptor IL-1RacP bendtigen (43). In klinischen und experimentellen Studien

wurde in der Vergangenheit bereits eine Beteiligung der IL-1-Zytokine an der
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Entstehung verschiedener immunvermittelter Krankheiten wie der rheumatoiden
Arthritis, dem Asthma bronchiale oder der Psoriasis nachgewiesen (44). Dartber
hinaus finden sich in der Fachliteratur ebenfalls einzelne Belege flir eine Beteiligung
der Zytokine IL-1a sowie IL-13 an der Pathogenese der MASLD. So wurden
beispielsweise in Ubergewichtigen MASLD-Patienten erhdhte Konzentrationen an IL-
1a, IL-1p sowie IL-1RA im Blut gemessen (45). Im Mausmodell flhrt ein Knock-out
von IL-1a oder IL-1B zu einer Verringerung von Steatosis und Steatohepatitis (46).
Als zugrundeliegender Mechanismus wird die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms
in Kupffer-Zellen durch zytotoxische Fettsauremetabolite diskutiert, die im Rahmen
der Leberzellverfettung unter oxidativem Stress entstehen (47, 48). Auf diese Weise
wird die Freisetzung von IL-1B induziert, welches wiederum eine
Inflammationsreaktion auslost mit Rekrutierung und Aktivierung von Immunzellen
(49, 50).

Diese Erkenntnisse machen die IL-1-Zytokine zu méglichen Angriffszielen in der
Therapie der MASLD. Fur die oben genannten Erkrankungen existieren bereits
Therapeutika mit Wirkung gegen die IL-1-Zytokinfamilie wie der Anti-IL-1B-Antikdrper
Canakinumab oder der IL-1-Rezeptorantagonist Anakinra (51, 52). Die Wirksamkeit
eines Antikorpers gegen den gemeinsamen Korezeptor IL-1RacP in der Therapie
immunvermittelter Krankheiten sowie maligner Erkrankungen wird derzeit erforscht
(53-55).

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit wurde ein In-vitro-Modell der MASLD in HepG2-
Zellen sowie primaren humanen Hepatozyten etabliert und charakterisiert. Damit
wurde der Einfluss der IL-1-Zytokinfamilie auf den Energiestoffwechsel sowie die
Entzindungsreaktion der Hepatozyten untersucht. Im zweiten Schritt wurde die
Wirksamkeit eines rekombinanten Antikorpers gegen den Korezeptor IL-1RacP
beurteilt. Ziel der Dissertation ist ein besseres Verstandnis des Einflusses der IL-1-
Zytokine auf den Hepatozyten in der Pathogenese der MASLD sowie des moglichen

therapeutischen Nutzens einer medikamentdsen Intervention.
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2. Literaturdiskussion

2.1 Das Immunsystem und die IL-1-Zytokinfamilie

2.1.1 Ubersicht

Das Immunsystem stellt das zentrale Abwehrsystem des Korpers dar, welches sich
sowohl gegen exogene humanpathogene Keime als auch gegen endogene
Gefahrenquellen wie beispielsweise entartete Kérperzellen richtet. Die Erkennung
von korperfremden und pathogenen Strukturen erfolgt anhand von proteinbasierten
Antigenen (56).

Die Immunantwort setzt sich zusammen aus einer angeborenen und einer
erworbenen Immunitat, die wiederum beide einen zellularen und einen humoralen
Anteil besitzen. Zu Beginn einer Immunantwort tritt vor allem das angeborene
Immunsystem in Aktion, welches eine sehr schnelle und breit gefacherte Antwort auf
Pathogene vermittelt, aber nicht sehr spezifisch reagiert (57). Zu den Komponenten
des angeborenen Immunsystems gehoéren auf zellularer Ebene Granulozyten,
Naturliche Killerzellen (NK-Zellen), dendritische Zellen (dendritic cells, DCs),
Makrophagen und Mastzellen. Auf humoraler Ebene besteht das naturliche
Immunsystem im Wesentlichen aus dem Komplementsystem und den Zytokinen. Die
zirkulierenden und gewebestandigen Zellen des angeborenen Immunsystems
erkennen Pathogen- oder Gefahren-assoziierte molekulare Strukturen (pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs), danger-associated molecular patterns
(DAMPs)) mithilfe von hochkonservierten Mustererkennungsrezeptoren (pattern
recognition receptors (PRRs)). Als Antwort auf die Mustererkennung beginnen die
Immunzellen einerseits mit einer eigenen lokalen Abwehrreaktion beispielsweise
durch Phagozytose oder Lysozymausschittung (58). Andererseits leiten sie die
adaptive Immunantwort ein, indem sie die erkannten Antigene auf ihrer
Zelloberflache prasentieren und die Zellen der adaptiven Immunabwehr durch
Ausschuttung von Zytokinen und Chemokinen alarmieren. Zu dieser
Antigenprasentation sind neben den Immunzellen auch alle anderen kernhaltigen
Korperzellen befahigt. Die adaptive Immunabwehr basiert auf der Aktivitat von T- und
B-Zellen sowie den von den B-Zellen in Gestalt von Plasmazellen produzierten
Antikérpern. Das spezifische Immunsystem reagiert mit einiger Latenz, ist jedoch flr

die zielgerichtete und vollstandige Eradikation von Pathogenen essentiell. Durch die
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Bildung eines immunologischen Gedachtnisses in Form von Gedachtniszellen wird

ein langfristiger Schutz etabliert (59).

Zytokine stellen wichtige Signalstoffe fur die Kommunikation zwischen verschiedenen
Zelltypen im Korper dar. Es handelt sich um kleine Proteine, die auf einen
bestimmten Reiz hin sekretiert werden und auf ihre Zielzellen durch Bindung an
spezifische Oberflachenrezeptoren wirken. Es sind heute tUber 60 Zytokine bekannt,
die sich anhand ihrer Struktur in 4 Familien einteilen lassen: die IL-1-Zytokin-
Superfamilie, die Hamatopoetinsuperfamilie, die Interferone (INFs) sowie die Tumor-
Nekrose-Faktoren (TNFs) (60).

Die IL-1-Zytokin-Superfamilie besteht aus 11 Zytokinen, welche sich aufgrund ihrer
Aminosauresequenz sowie ihres Rezeptorrepertoires wiederum in 3 Untergruppen
einteilen lassen: die IL-1-Subfamilie, die IL-18-Subfamilie sowie die IL-36-Subfamilie
(Tab. 1) (42, 43). Die Zytokine werden klassischerweise von Zellen des angeborenen
Immunsystems wie Makrophagen oder DCs sekretiert, teilweise aber auch von
anderen Korperzellen wie beispielsweise Hepatozyten oder Epithelzellen. Die
Mehrzahl der Zytokine wird in Form von inaktiven Vorstufen produziert, fur deren
Aktivierung die Abspaltung eines aminoterminalen Peptids notwendig ist (61). Die
Synthese der Propeptide wird durch die Stimulation von PRRs, insbesondere von
Toll-like-Rezeptoren (TLRs), aber auch von den Zytokinrezeptoren selbst
hervorgerufen, indem sie pro-inflammatorische Signalwege anschalten und zur
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie NF-kB flhren. In einem zweiten Schritt
kommt es bei einer Schadigung der Zelle zur Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms,
das durch Freisetzung der Caspase-1 die Prozessierung der Propeptide und die
Sekretion der fertigen Zytokine mit ihrer klassischen Fassstruktur aus 3-Faltblattern
bewirkt (Abb. 1a-c). Daneben ist oftmals auch eine Aktivierung durch extrazellulare
Proteasen mdglich. (62).

Die Zytokine der IL-1-Familie entfalten ihre Wirkung auf Zielzellen durch spezifische
Bindung an ihre Rezeptoren, denen allen gemein ist, dass sie auf intrazellularer Seite
uber eine hochkonservierte TIR-Domane verfugen, die auch Toll-Like-Rezeptoren
aufweisen (63). Bei den Zielzellen handelt es sich um Zellen des adaptiven
Immunsystems, also T-und B-Lymphozyten, aber auch um viele andere Korperzellen.
Die Bindung von IL-1a/B, IL-33 und IL-360/B/y an ihre jeweiligen Rezeptoren fihrt
durch eine Konformationsanderung zur Assoziation des Rezeptors mit dem

gemeinsamen Korezeptor IL-1RacP und damit zur Bildung eines sogenannten
5
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trimeren Komplexes (Abb.1c) (64). Durch Annaherung der beiden TIR-Domanen
kann das Signalmolektl MyD88 binden, welches multiple pro-inflammatorische
Signalkaskaden unter Beteiligung von Mitogen-aktivierten Kinasen wie JNKs, p38-
Kinasen und ERKs in Gang setzt (43). Diese fuhren im Wesentlichen zur Aktivierung
der Transkriptionsfaktoren NF-kB und AP-1 und in der Folge zur Synthese pro-
inflammatorischer Zytokine wie IL-6, IL-8, TNF-a, CCL2 und wiederum IL-1a/( (65,
66). Die Zytokine der IL-1-Familie sind von zentraler Bedeutung fir die Initiierung
einer adaquaten Immunantwort. Allerdings tragen sie ebenfalls zur Pathogenese

verschiedener immunvermittelter Krankheiten bei (44).

Subfamilie | Zytokin Rezeptor | Korezeptor | Pharmaka
IL-1a IL-1R1 Anti-IL-1B’ Canakinumab’
Gevokizumab'
IL-1R1-IL-1RACP- | Rilonacept?
IL-1B IL-1R2 IL-1R3 I9G1-Fp?
IL-1- (IL1RAP) | Anti-IL-1RACP® | Nagunolimab®
Subfamilie IL-1R4 (IL-1RACP)
(ST2)
IL-33 (IL-1RL1)
(IL-33-R)
IL-1RA IL-1R1 - rh-IL-1RA? Anakinra*
IL-18- IL-18 IL-1R7
Subfamilie | IL-37 IL-1RS IL-1R8
IL-36a IL-1R3 Anti-IL-36-R°® Spesolimab®
IL.36. IL-368 IL-1R6 (IL1RAP)
Subfamilie | 'E-38Y (IL1RL2) | (IL-1RACP)
IL-36RA (IL-36-R) -—
IL-38 IL-1R9

Tabelle 1: Ubersicht iiber die Mitglieder der IL-1-Zytokinfamilie

Dargestellt sind die Zytokine der 3 Subfamilien mit ihren korrespondierenden Rezeptoren
und Korezeptoren. Fett markiert sind die in dieser Dissertationsarbeit untersuchten Zytokine.
In Klammern finden sich in Grau die gangigsten Alternativbezeichnungen fir einige
Rezeptoren. Auf der rechten Seite sind bereits existierende Pharmaka aufgefihrt, die in den
IL-1-Haushalt eingreifen: ' Canakinumab und Gevokizumab sind monoklonale Antikdrper, die
gegen IL-1B gerichtet sind. ? Rilonacept ist ein Fusionsprotein bestehend aus den
extrazellularen Domanen von IL-1R1 und IL-1RAcP sowie des Fc-Anteils von humanem
IgG1. 3 Nadunolimab ist ein monoklonaler Antikérper gegen den Korezeptor IL-1RacP.
4Anakinra ist ein rekombinanter humaner IL-1RA. ®Spesolimab ist ein rekombinanter
Antikorper gegen den IL-36-Rezeptor.
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Abbildung 1: Synthese, Wirkweise und 3D-Struktur von Zytokinen der IL-1-Familie

a Synthese, Freisetzung, Rezeptorbindung und Signaltransduktion durch IL-1a/f (67).

b Zytokine und Rezeptoren der IL-1-, IL-33, und IL-36-Zytokinfamilie (eigene Darstellung).

¢ Dreidimensionale Struktur des trimeren Komplexes aus IL-1, IL-1R1 und IL-1RACP.
Adaptiert von Thomas et al., Nat Struct Mol Biol. 2012 (PDB ID: 4DEP) (68).

7



2. Literaturdiskussion

21.21L1

IL-1a und IL-1B gehdren zur IL-1-Subfamilie und vermitteln ihre Wirkung durch
Bindung an den IL-1R1. Darlber hinaus existiert mit dem IL-1R2 ein Decoy-Rezeptor
fur IL-1B sowohl in |6slicher als auch in membrangebundener Form. Dieser bindet
das Zytokin, 10st jedoch keine Signaltransduktion aus und sequestriert es damit (69).
Die Wirkung des l6slichen IL-1R2 wird um ein Vielfaches gesteigert, indem dieser
sich mit der ebenfalls existierenden I6slichen Form von IL-1RacP assoziiert (65). Der
membranstandige IL-1R2 verhindert aulerdem durch Bindung von Pro-IL-1a dessen
Freisetzung und Prozessierung (70). Der IL-1-Rezeptorantagonist (IL-1RA) ist ein
I6sliches Protein, dass mit hoher Affinitat an den IL-1R1 bindet und diesen blockiert
(65).

IL-1a wird von einem breiten Spektrum an epithelialen und mesenchymalen Zelltypen
konstitutiv exprimiert, sodass es sich auch im entziindungsfreien Zustand in vielen
Geweben wie beispielsweise in Haut, Niere, Leber, Lunge, Nervengewebe,
gastrointestinalem Epithel und Gefaliendothel wiederfindet (71). Im Rahmen von
Entzindungsreaktionen wird die Expression durch myeloide Zelltypen zusatzlich
gesteigert. Bei IL-1a handelt es sich um ein Zytokin mit dualer Funktion, welches sich
sowohl im Zellkern als auch im Zytosol wiederfindet. Im Zellkern fordert es als
Transkriptionsfaktor die Expression pro-inflammatorischer Signale wie IL-8 (72). Im
Zytosol befindliches IL-1a wird durch Verlust der Membranintegritat bei einer
Zellnekrose aufgrund von Trauma, Ischamie oder viraler Infektion freigesetzt und
initiiert als Alarmin bzw. DAMP eine lokale Entzliindungsreaktion (73). Im
extrazellularen Raum kann es durch Serinproteasen neutrophiler Granulozyten wie
der Neutrophilenelastase, der Proteinase 3 oder Cathepsin G prozessiert und auf
diese Weise in seiner Wirkung verstarkt werden. Eine Sonderform stellt
membrangebundenes IL-1a auf der Zelloberflache von aktivierten Makrophagen dar,
welches als juxtakrines Signal benachbarte Immunzellen stimuliert (74). Auf diese
Weise ist IL-1a essentiell fur die Bekampfung lokaler Organinfektionen. Zu den
einzigartigen Funktionen von IL-1a gehért die Bildung von Granulomen,
beispielsweise bei Infektion mit dem Mycobacterium tuberculosis (75), sowie die
Bekampfung immunevasiver Viren (76). Aufgrund seines ubiquitaren Vorkommens ist
IL-1a jedoch auch an der Pathogenese einer Vielzahl von auto-immunen und auto-

inflammatorischen Erkrankungen beteiligt. So spielt IL-1a eine zentrale Rolle in der
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Entstehung neutrophiler Dermatosen wie beispielsweise der Hidadrenitis suppurativa
oder der Pyoderma gangraenosum. Betrachtet man die Lunge, so zeigt sich eine
Beteiligung an der Genese der COPD, der Lungenfibrose, der zystischen Fibrose
sowie der bronchopulmonalen Dysplasie bei Frihgeborenen. Auch im
gastrointestinalen System findet sich ein kausaler Zusammenhang mit der
Entstehung chronisch-entzindlicher Darmerkrankungen. Auf dem Gebiet der
Rheumatologie sind Vaskulitiden wie der Morbus Behget und das Kawasaki-Syndrom
zu nennen, daneben Kollagenosen wie die Systemische Sklerose, die Myositiden

und das Sjogren-Syndrom (77).

IL-18 wird im Gegensatz zu IL-1a hauptsachlich von Immunzellen wie Neutrophilen
Granulozyten, Monozyten und Makrophagen produziert und nur bei Vorliegen eines
pro-inflammatorischen Stimulus sekretiert (42). IL-1f3 ist in seiner Proform nicht aktiv,
sondern muss erst aktiviert werden. Dies kann wie oben beschrieben intrazellular
durch Caspase-1 oder extrazellular durch Proteinasen erfolgen (78). Wahrend IL-1a
vor allem an der Initiierung der Immunantwort beteiligt ist, wirkt IL-13 an der
Aufrechterhaltung der Immunantwort durch Rekrutierung von Makrophagen mit (79).
AuRerdem tritt IL-1B in die Blutzirkulation ein und kann so systemische Reaktionen
wie beispielsweise Fieber induzieren (80). Auch fir IL-1p wurde eine Beteiligung an
der Pathogenese einer sehr gro3en Anzahl an unterschiedlichsten Krankheiten
nachgewiesen. Bei einer Reihe seltener Erbkrankheiten fuhrt eine unkontrollierte
Ausschuttung von IL-1B zu schweren systemischen Entziindungsreaktionen mit
wiederkehrenden Fieberschiiben, Fatigue, Myalgie, Arthralgie, Serositiden,
gastrointestinalen Symptomen und Hautausschlagen (81). Hierzu zahlen
beispielsweise das Familiare Mittelmeerfieber (FMF), das durch eine fehlerhafte
Aktivierung der Caspase-1 ausgelost wird (82), oder das Cryopyrin-assoziierte
periodische Syndrom (CAPS), das auf Mutationen im NLRP3- Inflammasom beruht
(83). Eine weitere genetische Erkrankung mit Bezug zur IL1-Zytokinfamilie ist die
Defizienz von Interleukin-1-Antagonist (DIRA). Aufgrund einer Loss-of-Function-
Mutation des endogenen IL-1RA kommt es zu einer Uberschiel}enden Aktivitat von
IL-1a und IL-1p, die zu einer Entziindung von Haut, Gelenken und Knochen fuhrt
(84). Daneben existiert eine lange Liste an auto-immunen und auto-
inflammatorischen Erkrankungen, an deren Entstehung IL-1p beteiligt ist. Darunter
fallen zum Beispiel die rheumatoide Arthritis, die Ankylosierende Spondylitis, die

Psoriasis-Arthritis, die Gicht, die Purpura Schdonlein-Henoch, der Morbus Behcet, das
9
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Kawasaki-Syndrom oder die Riesenzellarteriitis. Dies sind nur wenige Beispiele einer
wesentlich groReren Anzahl an Krankheitsbildern. Aber auch bei anderen
Krankheiten, die nicht primar immunvermittelt sind, kann ein Einfluss von IL-13
nachgewiesen werden, zum Beispiel bei der Herzinsuffizienz, beim Diabetes mellitus
Typ 1 und 2, bei der Arteriosklerose oder beim metabolischen Syndrom (81).
Letztlich férdert IL-1 bei einer Reihe maligner Neoplasien die Tumorangiogenese
sowie die Metastasenbildung (85). Zur Therapie IL-1-vermittelter Krankheiten stehen
heute mehrere Pharmaka zur Verfugung. Anakinra ist ein rekombinant hergestellter
IL-1-Rezeptorantagonist, der den IL-1-Rezeptor blockiert (51). Daneben stehen mit
Canakinumab und Gevokizumab monoklonale Antikérper gegen IL-13 zur Verfigung
(52, 86). Bei Rilonacept handelt es sich um ein dimeres Fusionsprotein bestehend
aus den extrazellularen Domanen von IL-1R1 und IL-1RAcP sowie des Fc-Anteils
von humanem IgG1. Es kann sowohl IL-1a als auch IL-13 binden und so unschadlich
machen (87). Letztlich wurde 2019 bereits ein monoklonaler Antikérper gegen den
Korezeptor IL-1RacP entwickelt und seine Wirksamkeit im Mausmodell bei 3
verschiedenen, zytokinvermittelten Krankheitsbildern nachgewiesen: die Gabe von
Anti-IL-1RacP fuhrte zu einer Verbesserung der IL-1B-abhangigen Peritonitis, der IL-
33-abhangigen allergischen Atemwegsinflammation sowie der IL-36-abhangigen
Psoriasis (53). Daneben wird seit mehreren Jahren der Einsatz des Anti-IL-1RacP-
Antikdrpers Nadunolimab in der Therapie der akuten und chronischen myeloiden
Leukamie sowie in der Behandlung solider Tumore wie des Nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinoms (NSCLC) oder des Ewing-Sarkoms untersucht (54, 55, 88-90). In
diesem Jahr wurde erstmals fir den Anti-IL1RAcP-Antikérper nachgewiesen, dass er
zu einer Reduktion der Inflammation in atherosklerotischen Plaques sowie zu einer
Reduktion der Fibrosebildung im Rahmen der systemischen Sklerose beitragt (91,
92).

21.31L-33

IL-33 gehort ebenfalls zur IL-1-Subfamilie und bindet spezifisch an den IL-1R4 (IL-33-
R) (93). Neben der membranstandigen Form gibt es auch hier eine |6sliche Form des
IL-1R4, die durch Bindung von IL-33 zu dessen Sequestrierung fuhrt (94). IL-33 wird
im menschlichen Organismus Uberwiegend von Epithel- und Endothelzellen wie
Hautkeratinozyten, Atemwegsepithel, Magenepithel sowie Blutgefallendothelien

konstitutiv exprimiert (95, 96). Daruber hinaus findet man IL-33 in lymphatischen
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Geweben wie Lymphknoten, Milz und MALT, in denen sie von fibroplastischen
Retikulumzellen und HEV-Endothelzellen sekretiert werden (97). Im Rahmen einer
Entzindung wird IL-33 in vielen Geweben zusatzlich von Fibroblasten produziert,
beispielsweise in der Leber oder im Darm (98). Seine Wirkung entfaltet IL-33
insbesondere durch Stimulation von ILC2-Zellen, welche daraufhin grol3e Mengen IL-
5 sowie IL-13 sekretieren (99). Zudem kdnnen weitere gewebestandige Immunzellen,
darunter Basophile, Eosinophile, Mastzellen, dendritische Zellen, Makrophagen, NK-
Zellen, aber auch B- und T-Zellen durch IL-33 aktiviert werden (95). Bei IL-33 handelt
es sich wie bei IL-1a auch um ein Zytokin mit dualer Funktion, welches sich sowohl
im Nukleus als auch im Zytosol befinden kann. Die Funktion von IL-33 als
Transkriptionsfaktor im Zellkern ist bisher wenig erforscht (100). Zytosolisches 1L-33
wird als Alarmin im Zuge einer zellularen Schadigung durch mechanisches Trauma
oder Infektion freigesetzt (101). Durch extrazellulare Proteasen wie beispielsweise
die Neutrophilenelastase kann IL-33 so modifiziert werden, dass eine Steigerung der
Aktivitat um den Faktor 10 resultiert (102). Durch Caspase-1 wird IL-33 im Gegensatz
zu den anderen Zytokinen inaktiviert (103). IL-33 wirkt mit an der Bekampfung
parasitarer Infektionen mit Helminthen oder Nematoden (104) sowie viraler
Infektionen wie der Influenza (105). Andererseits wurde eine Beteiligung an der
Pathogenese von allergischen bzw. autoimmunen Reaktionen nachgewiesen wie
dem Asthma bronchiale, der allergischen Rhinitis, der chronischen Rhinosinusitis und
der atopischen Dermatitis (106, 107). Letztlich fand sich im Mausmodell auch eine
Beteiligung an der Entstehung von akuter Hepatitis und Kolitis (108, 109). Darlber
hinaus ist fir IL-33 beschrieben, dass es zur Gewebefibrosierung im Rahmen
chronischer Entzindungen beitragt, beispielsweise bei chronischen Pankreatitiden
oder bei der systemischen Sklerose (98). In einzelnen Tiermodellen ergaben sich
jedoch auch Hinweise auf anti-inflammatorische bzw. immunregulatorische Effekte.
So vermittelte die Gabe von rekombinantem IL-33 einen Schutz gegen experimentell
induzierte Arthritiden (110).

2.1.41L-36

Die IL-36-Subfamilie besteht unter anderem aus den Zytokinen IL-36a/B/y sowie dem
Rezeptorantagonist IL-36RA, welche spezifisch an den IL-1R6 (IL-36-R) binden (111,
112). Die Freisetzung der IL-36-Zytokine ist Caspase-1-abhangig und ihre Aktivitat

kann durch extrazellulare Proteasen wie Proteinase-3, Cathepsin G und Elastase um
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den Faktor 200-500 gesteigert werden (113). Sie werden von einem grol3en
Spektrum an Zelltypen exprimiert und finden sich daher in nahezu jedem
menschlichen Gewebe. Besonders hervorzuheben sind Epithelzellen, Fibroblasten
sowie Immunzellen des angeborenen und adaptiven Immunsystems, darunter
dendritische Zellen, Makrophagen, T-Zellen und Plasmazellen (114). Das Muster und
die Anzahl an exprimierten IL-36-Zytokine variieren hierbei (115). Unter den
Geweben mit hoher Konzentration an IL-36-Isoformen finden sich insbesondere Haut
und Schleimhaute wie Bronchialepithel und intestinales Epithel, die in Kontakt mit der
Umwelt stehen und ein hohes MaRk an immunologischer Uberwachung benétigen
(116). So wird den IL-36-Zytokinen eine zentrale Rolle bei der Bekdmpfung akuter,
vornehmlich bakterieller, Infektionen zugeschrieben. In diesem Zusammenhang sind
die IL-36-Zytokine auch an der Wundheilung beteiligt, die der Wiederherstellung der
epithelialen Integritat dient. Im Rahmen chronischer autoimmuner Prozesse kehren
sich diese Funktionen jedoch ins Negative um. So tragen die IL-36-Zytokine,
insbesondere IL-36a und IL-36y, unter anderem zur Entstehung der Psoriasis (117)
und der chronisch-entzindlichen Darmerkrankungen bei (118, 119). Im Fall der
Psoriasis stehen mit Ambrisentan und Spesolimab auch bereits Pharmaka zur
Verfluigung, die die IL-36-Zytokinfamilie als therapeutisches Target besitzen.
Ambrisentan bewirkt als Endothelin-Rezeptor-A-Antagonist eine Suppression der IL-
36y-Produktion (120). Bei Spesolimab handelt es sich um einen monoklonalen
Antikorper, der den IL-36-Rezeptor blockiert (121). Aul3erdem sind die Zytokine der
IL-36-Familie auch an der Fibrosierung von Geweben im Rahmen chronischer
Entzindungen wie der Lungenfibrose (122), der renalen, myokardialen und
intestinalen Fibrose beteiligt (123, 124).
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2.2 Leberstoffwechsel und Insulinhaushalt

2.2.1 Aufbau, Physiologie und Biochemie der Leber

Die Leber stellt das zentrale Drehkreuz unseres Stoffwechsels dar (125).
Histologisch gliedert sie sich in etwa 1 — 1,5 Millionen Zentralvenenlappchen oder
Lobuli hepatis, die annahernd eine Sechseckform aufweisen. Die im Zentrum
befindliche Zentralvene ist umgeben von radiar angeordneten Hepatozytenbalkchen
(126). Zwischen den Leberzellsaulen laufen Sinusoide mit diskontinuierlichem,
gefenstertem Endothel speichenférmig auf die Zentralvene zu. Sie fuhren gemischtes
arteriovenoses Blut aus der Arteria hepatis und der Vena portae hepatis. Innerhalb
der Periportalfelder an den Eckpunkten des Zentralvenenlappchens befindet sich die
Glisson-Trias aus A. interlobularis, V. interlobularis und Ductus biliferus interlobularis.
Letzterer wird Uber Hering-Kanalchen aus den Canaliculi biliferi gespeist, die die von
den Hepatozyten produzierte Galle entgegen der Richtung des Blutflusses ableiten
(127). Zwischen den Hepatozytenbalkchen und den Sinusendothelzellen befindet
sich der Disse-Raum, in dem der Stoffaustausch zwischen Hepatozyten und
Blutkreislauf stattfindet. In diesem perisinusoidalen Spaltraum findet man aul3erdem
Ito-Zellen umgeben von retikularen Fasern. Die Ito-Zellen speichern die im Darm
resorbierten Fette, insbesondere Vitamin A, in grof3en Lipidtropfen und bilden
Kollagenfasern (128). An die lumenwartige Seite des sinusoidalen Endothels sind
Kupffer-Zellen angelagert. Dabei handelt es sich um leberspezifische Makrophagen,
die als Teil des Mononuklearen Phagozytensystems der immunologischen
Uberwachung des Gewebes dienen (129).

Die Leber erfullt innerhalb unseres Organismus eine betrachtliche Anzahl
lebenswichtiger Funktionen. Neben ihrer zentralen Rolle im Energiestoffwechsel stellt
sie eine Reihe wichtiger Proteine her wie beispielsweise Albumin, Transferrin,
Gerinnungsfaktoren und Komplementfaktoren (130). Aul3erdem besitzt die Leber
eine Abbau-, Entgiftungs- und Ausscheidungsfunktion. Sie befreit den Kdrper von
nutzlosen oder schadlichen Stoffwechselendprodukten und Fremdstoffen, die Uber
die Galle ausgeschieden werden, und wandelt im Harnstoffzyklus neurotoxischen
Ammoniak in Harnstoff um (131). Dartber hinaus dient die von ihr produzierte
Gallenflissigkeit auch der Fettresorption im Dinndarm. Letztlich greift sie in den

Hormonhaushalt von Sexualhormonen und Vitamin D ein (132). Welche Folgen ein
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Funktionsverlust der Leber hat, zeigt sich eindrucklich bei Patienten mit einem akuten

Leberversagen ebenso wie bei Patienten mit fortgeschrittener Leberzirrhose (133).

Im Folgenden wird der Kohlenhydrat- und Fettstoffwechsel der Leber in vereinfachter
Form dargestellt, wobei der Fokus insbesondere auf jenen Stoffwechselwegen liegt,
die fir diese Dissertationsarbeit von vorrangigem Interesse sind. Eine Ubersicht tiber
die wichtigsten Prozesse findet sich auch in Abbildung 2.

Im Kohlenhydratstoffwechsel nehmen die Hepatozyten Glucose, die im Darm
resorbiert wurde, Uber GLUT2-Transporter auf. Im Gegensatz zu den GLUT4-
Transportern von Fettgewebe und Skelettmuskulatur arbeiten die GLUT2-Transporter
insulinunabhangig und im Vergleich zu den GLUT1- und GLUT3-Transportern des
Nervengewebes besitzen sie eine geringere Affinitat fir Glucose. Aus diesem
Zusammenhang resultiert, dass die Glucoseaufnahme proportional zur Konzentration
im Blut erfolgt, wodurch die Leber wesentlich zur Konstanthaltung der
Blutglucosekonzentration beitragt (125). AnschlielRend wird die aufgenommene
Glucose im Zytosol durch die Hexokinase IV, auch Glucokinase genannt, zu
Glucose-6-Phosphat phosphoryliert und verliert dabei inre Membrangangigkeit. Im
katabolen Stoffwechsel wird Glucose-6-Phosphat der zytosolischen Glykolyse
zugeflhrt und unter Gewinnung von ATP und Reduktionsaquivalenten in Pyruvat
umgewandelt. Das geschwindigkeitsbestimmende Enzym ist dabei die
Phosphofructokinase 1. Daneben kann die Leber auch andere Monosaccharide wie
Fructose oder Galactose in Glucose umwandeln und so dem Stoffwechsel
zuganglich machen. Pyruvat wird nach dem Transport ins Mitochondrium durch den
Pyruvatdehydrogenasekomplex in Acetyl-CoA umgewandelt. Diese oxidative
Decarboxylierung ist irreversibel, woraus resultiert, dass Kohlenhydrate zu Acetyl-
CoA abgebaut und ausgehend davon Fettsauren gebildet werden kénnen, aber nicht
umgekehrt (134). Im mitochondrialen Citratzyklus wird die Acetyl-Gruppe des Acetyl-
CoA durch die Citratsynthase auf Oxalacetat Gbertragen und anschliel3end
schrittweise abgebaut unter Gewinnung von GTP und Reduktionsaquivalenten. Der
Citratzyklus stellt das Zentrum des Intermediarstoffwechsels dar, da er von vielen
Stoffwechselwegen gespeist wird und gleichzeitig Ausgangspunkt vieler
Biosynthesen ist. In der mitochondrialen Atmungskette kdnnen schlie3lich im
Rahmen der Endoxidation die gewonnen Reduktionsaquivalente eingesetzt werden,
um ATP zu generieren, welches dem Korper als universeller Energielieferant zur

Verflgung steht. Wenn die hepatozellularen Energiespeicher geflllt sind, kommen
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Citratzyklus und Atmungskette zum Erliegen und das Acetyl-CoA wird hauptsachlich
zur Fettsaure- und Cholesterinbiosynthese eingesetzt. Daneben wird aus Glucose-6-
Phosphat Glykogen synthetisiert, das als Energiespeicher im Zytosol lagert (135).
Unter anabolen Stoffwechselbedingungen kann die Leber im Gegensatz zu den
meisten anderen Geweben durch Gluconeogenese Glucose neu herstellen aus
Nicht-Kohlenhydratvorstufen. Die Quellen des Pyruvats fur die Gluconeogenese sind
im Wesentlichen Lactat aus anaerober Glykolyse in der Muskulatur, Glycerin aus der
Lipolyse des Fettgewebes sowie glucogene Aminosauren. Hierbei sei nochmals
angemerkt, dass zwar ein Grof3teil der Energie fur die Gluconeogenese aus der
Fettsaureoxidation stammt, Fettsduren jedoch nicht unmittelbar in Glucose
umgewandelt werden kdénnen. Die Gluconeogenese stellt eine Umkehr der
Glykolysereaktion dar, wobei 3 Schritte gezielt unter Aufwendung von Energie
umgekehrt werden mussen. Die 3 Schlisselenzyme der Gluconeogenese sind die
Pyruvatcarboxylase im Mitochondrium, die Fructose-1,6-Bisphosphatase im Zytosol
sowie die Glucose-6-Phosphatase im glatten ER. Aulerdem kann durch
Glykogenolyse Glucose aus Glykogen zurtickgewonnen werden (136). Auf diese
Weise tragt die Leber wesentlich zur Aufrechterhaltung eines konstanten
Blutglucosespiegels in Hungerzeiten bei, wenn die Glykogenvorrate der Muskulatur
aufgebraucht sind. Besonders wichtig ist diese Funktion fir Gewebe, flr die die
Blutglucose die einzige Energiequelle darstellt, allen voran das Nervengewebe oder

aber die Skelettmuskulatur unter anaeroben Bedingungen (137).

Im Fettstoffwechsel erhalt die Leber bei Nahrungsaufnahme wenig Lipide aus dem
Darm, da diese in Form von Chylomikronen unter Umgehung der Leber direkt in den
Korperkreislauf gelangen. Anfallende Triacylglycerine konnen mithilfe der
hepatischen Triacylglycerinlipase in Glycerin und Fettsauren gespalten werden. Bei
Nahrungskarenz im anabolen Stoffwechsel erhalt die Leber an Albumin gebundene
freie Fettsauren, die aus der Lipolyse im Fettgewebe stammen. Bei hohen
Fettsaurekonzentrationen erfolgt die Aufnahme in die Hepatozyten durch freie
Diffusion. Daneben gibt es die Carrier-vermittelte Fettsaureaufnahme durch
Fettsauretransportproteine (FATPs, SLC27), insbesondere durch die Isoformen 2
und 5. Die Fettsauretranslokase CD28 hat in der Leber im Gegensatz zu den meisten
anderen Geweben keine Bedeutung fur den Fettsauretransport. Intrazellular wird der
Transport von Fettsauren im hydrophilen Zytoplasma durch Fettsauren-Bindeproteine

(fatty acid binding proteins, FABPs) erleichtert (138). Das bei der Lipolyse
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freiwerdende Glycerin kann in Glycerin-3-Phosphat umgewandelt und anschlielend
in den Glucosestoffwechsel der Leber eingespeist werden. Die reaktionstragen
Fettsauren werden im Zytosol durch die Acyl-CoA-Synthetase auf Coenzym A
Ubertragen (139). Acyl-CoA wird mithilfe des Carnithin-Transportsystems in die
mitochondriale Matrix importiert, wobei die Carnithin-Palmitoyl-Transferase 1 den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt katalysiert. In der nachfolgenden [3-Oxidation
wird das Kohlenstoffgertst durch zyklische Abspaltung von Acetyl-CoA und unter
Gewinnung von Reduktionsaquivalenten abgebaut. Acetyl-CoA kann in den
Citratzyklus eingespeist oder zur Cholesterin- und Ketonkorpersynthese verwendet
werden. Die Reduktionsaquivalente werden der Atmungskette zugefiihrt. Der Abbau
langkettiger Fettsauren mit mehr als 18 C-Atomen sowie der Abbau verzweigtkettiger
Fettsauren findet in den Peroxisomen statt (125).

Im gegenlaufigen Prozess wird Acetyl-CoA mithilfe des Citrat-Malat-Antiporters aus
den Mitochondrien ins Zytosol transportiert und unter Energieverbrauch zur
Fettsauresynthese eingesetzt. Die Carboxylierung von Acetyl-CoA zu Malonyl-CoA
durch die Acetyl-CoA-Carboxylase stellt den ersten und gleichzeitig den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt dar. Im Anschluss erfolgt die zyklische
Erweiterung des Fettsaurestrangs durch den Multienzymkomplex der
Fettsauresynthase. Die gebildeten Fettsauren konnen zu unterschiedlichen
einfachen und komplexen Lipiden weiterverarbeitet werden. Zur Energiespeicherung
werden die Fettsauren klassischerweise mit Glycerin zu Triacylglycerinen verestert.
Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt wird hierbei durch die Glycerophosphat-
Acyltransferase katalysiert. Von der Leber synthetisierte Triglyceride werden in
VLDL-Partikel verpackt und in den Blutkreislauf gegeben (134).

Im Fettstoffwechsel der Leber nehmen neben Fettsduren und Triacylglycerinen auch
freies Cholesterin und Cholesterinester eine zentrale Stellung ein. Bei
Nahrungsaufnahme erhalt die Leber im Darm resorbiertes Cholesterin Uber
Chylomikronen-Remnants. AulRerdem nimmt die Leber in HDL-Partikeln enthaltenes,
Uberschussiges Cholesterin aus den extrahepatischen Geweben auf. Das
Cholesteringerust kann von der Leber nicht energiegewinnend abgebaut, sondern
lediglich in Form von Gallensauren bzw. -salzen ausgeschieden werden (135).
Umgekehrt kdnnen Hepatozyten wie alle kernhaltigen Zellen Cholesterin aus Acetyl-
CoA in einem vielschrittigen Prozess herstellen. Das Schlusselenzym der

Cholesterinbiosynthese ist die HMG-CoA-Reduktase. Die Cholesterinmolekile
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konnen durch die Acyl-CoA-Cholesterin-Acyltransferase im rauen ER mit Acyl-CoA
verestert werden und in Form von Lipidtropfchen im Zytosol gespeichert werden.
Ebenso kénnen Cholesterinester durch die Acylcholesterinesterase wieder
hydrolysiert werden. In der Leber synthetisiertes Cholesterin kann sowohl in freier als
auch veresterter Form als VLDL-Partikel in den Korperkreislauf abgegeben werden.
Insgesamt stammen etwa 2/3 des Cholesterins im Kérper aus endogener Synthese,

insbesondere in der Leber, und etwa 1/3 aus der Nahrung (139).

Insgesamt betreibt die Leber bei Nahrungskarenz zunachst Glykogenolyse und
spater auch Gluconeogenese zur Aufrechterhaltung der Blutglucosekonzentration.
Aulierdem stellt die Leber aus aufgenommenen Fettsduren Ketonkdrper her und
sekretiert diese ebenfalls zur Energieversorgung des Organismus. Bei
Nahrungszufuhr nimmt die Leber Glucose auf und speichert diese in Form von
Glykogen und Lipiden. Triacylglycerine und Cholesterin konnen in Form von VLDL-

Partikeln in den Blutkreislauf abgegeben werden (125).

Der Energiestoffwechsel in der Leber wird durch eine Vielzahl an Mechanismen
reguliert, um an das aktuelle Energieangebot und den aktuellen Energieverbrauch
sowohl jedes einzelnen Hepatozyten als auch des gesamten Organismus angepasst
zu werden. Zur kurzfristigen Regulation des zelleigenen Stoffwechsels werden
Reaktionen bzw. die sie katalysierenden Enzyme haufig von ihren Edukten stimuliert
und ihren Produkten gehemmt. Katabole Stoffwechselwege werden durch AMP
stimuliert und ATP gehemmt, wahrend es sich bei anabolen Stoffwechselwegen
genau umgekehrt verhalt. Langfristig kann durch Transkriptionsfaktoren die
Expression von Schliisselenzymen des Stoffwechsels reguliert werden. Neben
diesen zellularen Regulationsmechanismen existieren mit Insulin und Glucagon zwei
Hormone, die den Gesamtstoffwechsel des Korpers koordinieren und an den
aktuellen Energiehaushalt anpassen. So kdnnen sie kurzfristig die Aktivitat einzelner
Stoffwechselenzyme beeinflussen oder langfristig das Niveau der Enzymexpression
variieren (136). Die beiden wichtigsten Transkriptionsfaktoren in diesem
Zusammenhang sind SREBP-1c und die PPAR-Transkriptionsfaktoren. SREBP-1¢c
wird durch Insulin aktiviert und fordert die Glucoseverwertung sowie die
Fettsauresynthese durch Transkriptionssteigerung von Enzymen wie der
Glucokinase und der Fettsauresynthase (140-142). Die PPAR-Familie besteht aus
den 3 Transkriptionsfaktoren PPARa, PPARy und PPARB/8, die in unterschiedlichen

Geweben schwerpunktmallig exprimiert werden. In der Leber hat PPARa die grofdte
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Bedeutung. Er wird durch Fettsauren aktiviert und stimuliert daraufhin die 3-Oxidation

durch Transkriptionssteigerung von Enzymen wie der Acyl-CoA-Synthetase und

CPT-1a (143, 144).
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2.2.2 Insulinwirkung und -resistenz

Bei Insulin handelt es sich um ein 5,8 kDa grol3es Peptidhormon, das von den -
Zellen des endokrinen Pankreas produziert und in Abhangigkeit von der
Blutglucosekonzentration sekretiert wird. Die Insulinsekretion wird postprandial durch
ein hohes Substratangebot, insbesondere durch hohe Blutglucosekonzentrationen,
aber auch durch Aminosauren, Fettsauren und Ketonkorper stimuliert (145). Des
Weiteren wird die Freisetzung durch Inkretine wie das gastroinhibitorische Peptid
(GIP) oder das Glucagon-like-peptide-1 (GLP-1) geférdert. Glukagon, Adrenalin,
Noradrenalin und Somatostatin hingegen hemmen die Sekretion. Insulin liegt im Blut
als freies Monomer mit einer Konzentration von 0,4 — 4 ng/mL vor. Die Beendigung
der Insulinwirkung erfolgt durch die Spaltung des Hormons durch hochaktive
enzymatische Systeme in Leber und Niere, wobei die Halbwertszeit von Insulin im
Blut 7 — 15 min betragt (125).

Das freigesetzte Insulin vermittelt seine Wirkung durch Bindung an spezifische
Rezeptoren auf der Oberflache von Korperzellen. Die drei wichtigsten
insulinsensitiven Gewebe sind Leber, Skelettmuskulatur und weiles Fettgewebe. Die
zentrale Funktion des Insulins stellt im Wesentlichen die Stimulation insulinsensitiver
Gewebe zur Aufnahme und Verwertung der Nahrungsglucose dar. Auf diese Weise
wird die Energieversorgung des peripheren Gewebes gewahrleistet, die
Blutglucosekonzentration konstant gehalten und eine effiziente Speicherung des
Substratangebots in Form von Glykogen und Triacylglycerinen vermittelt. Die
Insulinwirkung variiert in Abhangigkeit vom betrachteten Gewebe und beeinhaltet
sowohl kurz- als langfristige Beeinflussungsmechanismen (134). Kurzfristige
Wirkungen des Insulins bestehen aus dem Einbau von Glucosetransportern in die
Plasmamembran sowie der Stimulation oder Inhibition von Schlisselenzymen des
Stoffwechsels, die meist durch Phosphorylierung oder Dephosphorylierung vermittelt
wird. Langfristige Wirkungen des Insulins sind veranderte Expressionsmuster der
Enzyme sowie eine Stimulation von Zellteilung und Proteinbiosynthese (139). In
Fettgewebe und Muskulatur stimuliert Insulin die Glucoseaufnahme durch den
Einbau von GLUT4-Transportern (146), wahrend die GLUT2-Transporter in der Leber
wie bereits beschrieben insulinunabhangig sind. Dartber hinaus wird die Glykolyse in
Leber und Fettgewebe stimuliert und die Gluconeogenese in der Leber reprimiert.

AuRerdem wird in Leber und Muskel die Glycogensynthese geférdert und die
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Glykogenolyse gehemmt. Schlie3lich wird die Lipogenese in Leber und Fettgewebe
gesteigert und die Lipolyse gehemmt. Im Muskelgewebe werden

Aminosaureaufnahme sowie Proteinbiosynthese stimuliert (136).

Die Insulinwirkung wird durch die Aktivierung verschiedener intrazellularer
Signaltransduktionskaskaden durch den Insulinrezeptor vermittelt (Abb. 3). Der
Insulinrezeptor ist ein tetrameres integrales Membranprotein aus je 2 a- und -
Untereinheiten. Die a-Untereinheiten vermitteln die Insulinbindung, wahrend die [3-
Untereinheiten typische Rezeptortyrosinkinasen darstellen. Die Insulinbindung
bewirkt eine Konformationsanderung und die Aktivierung der Autophosphorylierung
von Tyrosinresten innerhalb der Tyrosinkinasedomanen (135). Dadurch wird die
Bindung und Transphosphorylierung von Insulinrezeptorsubstraten (IRS) als
Adapterproteine ermdglicht. Diese wiederum kdnnen weitere Proteine wie die
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI13K) und das Protein GRBP2 binden (147). Die PI3K
vermittelt die Phosphorylierung von Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat (PIP2) zu
Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat (PIP3). Das Membranphospholipid vermittelt
die Aktivierung der Proteinkinase B (PKB, Akt), wodurch eine Vielzahl an
Signalkaskaden in Gang gesetzt wird, die schliel3lich zur insulintypischen
Beeinflussung des Zellstoffwechsels fuhren (148-151). Beispielsweise aktiviert Insulin
mithilfe der PKB den Transkriptionsfaktor SREBP-1c, der in der Leber die
Transkription mehrerer lipogenetischer Enzyme stimuliert, darunter die Acetyl-CoA-
Carboxylase und die Fettsauresynthase (152, 153). Im Fettgewebe stimuliert Insulin
den Einbau von Fettsauretransportern (FATPs) in die Plasmamembran, die
Veresterung der Fettsauren sowie die Adipogenese (154, 155). Das Protein GRB2
vermittelt Gber SOS und Ras die Aktivierung der mitogenaktivierten Proteinkinase-
Kaskade (MAPK-Kaskade), welche in der Stimulation von Zellproliferation und -

differenzierung muindet (137).

Die Insulinresistenz ist definiert als eine unzureichende metabolische Antwort
insulinsensitiver Gewebe auf hohe physiologische Insulinkonzentrationen im Blut
(156). Sie fuhrt zu erhdhten Blutglucosekonzentrationen und in der Folge auch zu
einer Hyperinsulinamie (157). Bei Versagen der pankreatischen 3-Zellen manifestiert
sich die Insulinresistenz als Diabetes mellitus Typ 2. Sie wird jedoch auch als
wichtiger Faktor bei der Entstehung weiterer Krankheitsbilder wie dem metabolischen
Syndrom, der Arteriosklerose oder der MASLD angesehen (158). Obwohl der
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Mechanismus der Insulinresistenz bislang nicht vollstandig aufgeklart werden konnte,
existieren mehrere Modelle zur Erklarung der Pathophysiologie (159).

Das alteste Modell ist der Glucose-Fettsaure-Zyklus (glucose fatty acid cycle) von
Randle et al. aus dem Jahr 1963. Laut diesem Modell entsteht die Insulinresistenz in
der Muskulatur durch ein Uberangebot an freien Fettsduren. In der mitochondrialen
R-Oxidation entstehen grole Mengen an Acetyl-CoA, welche zu einer Hemmung der
Glykolyse und damit zu einer intrazellularen Akkumulation von Glucose sowie einer
verminderten Glucoseaufnahme in die Zelle fuhrt (160).

Auf dieser Grundlage wurde das Modell des Hexosamin-Biosynthese-Signalwegs
(hexosamine biosynthesis pathway) durch Marhall et al. etabliert. In diesem Modell
wird Fructose-6-Phosphat zu Glucosamin-6-Phosphat und weiter zu Uridin-5-
Diphosphat-N-Acetylglucosamin (UDP-GIcNAc) verarbeitet, welches zur
Glykosylierung und O-GIcN-Acylierung von Proteinen fuhrt. Eine Modifikation von
Enzymen und Signalmolekilen des Insulinsignalwegs resultiert in einer
Verminderung der Insulinwirkung (161-163).

Das Modell der Ektopen Lipidakkumulation sieht die Anhaufung von Lipiden in Leber
oder Skelettmuskulatur — und nicht etwa im viszeralen Fettgewebe — als ursachlich
fur die Entstehung der Insulinresistenz an. Das Modell wird gesttitzt durch die
Beobachtung, dass bei Menschen mit Lipodystrophie das Fettgewebe nicht in der
Lage ist, die postprandial anfallenden Fettsauren aufzunehmen, was zu einer
Einlagerung in Leber und Muskulatur fuhrt und eine schwere Insulinresistenz auslost
(164). Dabei interferieren Lipidmolekile wie Diacylglycerine (DAG),
Lysophosphatidsauren, Ceramide und Acylcarnithine mit der
Signaltransduktionskaskade des Insulinrezeptors (165). Laut der DAG-Hypothese
aktiviert in Leber und Skelettmuskel anfallendes DAG bestimmte Unterformen der
Proteinkinase C (PKC), welche die Tyrosinkinaseaktivitat des Insulinrezeptors
hemmen (166, 167).

Als weitere Faktoren, die zur Insulinresistenz beitragen, wurden unter anderem ER-
Stress und oxidativer Stress identifiziert. Der ER-Stress wird in der Leber durch eine
Stimulation der Synthese von Stoffwechselenzymen im ER erklart, die zu einer
Akkumulation ungefalteter Proteine und Initiierung einer Unfolded-Protein-Response
(UPR) fuhrt (168). Daruber hinaus wurde ein Zusammenhang zwischen pro-
inflammatorischen Zytokinen wie TNF-a, IL-1, IL-6 oder IL-18 sowie Adipozytokinen

und einer verminderten Insulinsensibilitdt nachgewiesen (169, 170). In beiden Fallen
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wird eine Stimulation von c-Jun N-terminalen Kinasen (JNKs) und Inhibitor of Kappa
B-Kinase-B (IKKB) beobachtet, welche die Aktivitat von Insulinrezeptorsubstraten
reprimieren (170-173).

Insulin
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Abbildung 3: Signaltransduktionskaskade des Insulin-Rezeptors (libernommen aus
Loffler et al 2008 (125))

Dargestellt ist der membranstandige Insulinrezeptor sowie die von ihm angeschalteten
intrazelluldren Signaltransduktionskaskaden. Die Substratbindung an den Rezeptor fuhrt zur
Aktivierung der Rezeptortyrosinkinasen, welche mithilfe weiterer Adaptoren verschiedene
Signalkaskaden in Gang setzen. Am linken Bildrand sieht man die mitogenaktivierten
Proteinkinase-Kaskade (MAPK-Kaskade), welche in der Stimulation von Zellproliferation und
-differenzierung mundet (orange eingefarbt). Die restliche Abbildung wird von Signalwegen
zur Beeinflussung des Stoffwechsels (rosa eingefarbt) ausgefillt. Fur eine detaillierte
Erklarung sei auf Abschnitt 2.2.2 verwiesen.
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2.3 Die Metabolische Dysfunktion-assoziierte steatotische

Lebererkrankung

2.3.1 Definition

Die Metabolische Dysfunktion-assoziierte steatotische Lebererkrankung (MASLD) ist
definiert als eine Leberzellverfettung in Patienten, die mindestens einen von funf
kardiometabolischen Risikofaktoren (cardiometabolic risc factors, CMRFs) aufweisen
und bei denen keine andere Ursache flUr eine sekundare Steatose wie z.B.
exzessiver Alkoholkonsum vorliegt (18, 174, 175). Als kardiometabolische Kriterien
dienen definierte Normwerte zu Body Mass Index (BMI) bzw. Taillenumfang,
Blutglucose, Triglyceriden, HDL-Cholesterin sowie Blutdruck (176). Von der MASLD
mussen die Alkohol-assoziierte Lebererkrankung (alcohol-associated liver disease,
ALD) sowie das Overlap-Syndrom MetALD abgegrenzt werden, die alle unter dem
Uberbegriff der Steatotischen Lebererkrankung (steatotic liver disease, SLD)
zusammengefasst werden (177). Dabei gilt laut der US-amerikanischen
Fachgesellschaft AASLD (American Association of the Study of Liver Disease) ein
taglicher Alkoholkonsum von = 20 g fur Frauen und = 30 g fir Manner als
Ausschlusskriterium fur die MASLD (18, 174). Die Deutsche Gesellschaft fur
Gastroenterologie, Verdauungs- und Stoffwechselkrankheiten (DGSV) hingegen
setzt den taglichen Alkoholgrenzwert bei 10 g fur Frauen und 20 g fir Manner an
(178, 179). Weitere sekundare Ursachen fir eine Leberzellverfettung sind
beispielsweise chronische virale Hepatitiden oder die Einnahme hepatotoxischer
Medikamente (180). Die MASLD Nomenklatur wurde auf Grundlage eines
internationalen Delphi-Konsens-Verfahrens eingeflhrt und ersetzt den Begriff der
Nicht-alkoholischen Fettlebererkrankung (non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD)
(175). Retrospektive Studien zeigen jedoch hohe Konkordanzraten von > 99%
zwischen den MASLD und NAFLD Patientenkohorten auf (181). Die MASLD kann
weiter unterteilt werden in die Metabolische Dysfunktion-assoziierte Steatotische
Leber (Metabolic Dysfunction-Associated Steatotic Liver, MASL) und die
Steatohepatitis (Metabolic Dysfunction-Associated Steatohepatitis, MASH). Die
MASL beschreibt eine Steatosis hepatis = 5%, also eine Einlagerung von
Fettvakuolen in mindestens 5% aller Hepatozyten (178). Die MASH weist zusatzlich
eine lobulare Entzindung sowie eine Leberzellschadigung mit Ballonierung von

Hepatozyten auf (182). Die MASH kann eine progrediente Leberfibrose verursachen,
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also zu einer Vermehrung bindegewebiger Anteile in der Leber fuhren (178). Letztlich
kann die Leberfibrose in eine mikronodulare Leberzirrhose miinden, die von der
Zerstorung der Lappchen- und Gefalstruktur der Leber mit Bildung von
Regeneratknoten gepragt ist und den Endpunkt vieler chronischer
Lebererkrankungen darstellt (183). Auf dem Boden der MASH-Zirrhose kann ein
hepatozellulares Karzinom (hepatocellular carcinoma, HCC) oder seltener ein
intrahepatisches Cholangiokarzinom (intrahepatic cholangiocarcinoma, iCCA)
entstehen (21, 184).

2.3.2 Epidemiologie

Die MASLD stellt die haufigste chronische Lebererkrankung in den westlichen
Industrielandern dar (22, 185). Die Pravalenz der MASLD in der erwachsenen
Allgemeinbevdlkerung betragt weltweit etwa 30%, die der MASH 3-5%. (22, 23, 177,
186). Die starkste Verbreitung findet sich in SGdamerika sowie Mittleren Osten und
Nordafrika, gefolgt von Asien, Nordamerika und Europa (32). Bezlglich des
Geschlechterverhaltnis zeigt sich keine eindeutige Pradisposition, da beide
Geschlechter etwa gleich haufig betroffen sind. Das durchschnittliche
Erkrankungsalter liegt in der 4.-5. Lebensdekade (187), allerdings treten
Fettlebererkrankungen auch in allen anderen Altersstufen einschlieRlich Kindern und
Neugeborenen auf (188, 189). Betrachtet man die ethnische Herkunft der Patienten,
so zeigt sich innerhalb der US-amerikanischen Bevdlkerung eine geringere
Erkrankungsrate bei Farbigen (190). In epidemiologischen Studien zeigt sich dariber
hinaus eine starke Assoziation zu den Komponenten des metabolischen Syndroms
(17, 191). Die MASLD-Inzidenz steigt mit der Anzahl erfullter Kriterien des
metabolischen Syndroms (192). Beispielsweise leiden etwa 70% der
Ubergewichtigen Typ-2-Diabetiker an einer MASLD (193). Etwa 80% der MASLD-
Patienten sind adipds (194, 195). Allerdings gibt es auch normalgewichtige
Patienten, welche vor Einfuhrung der aktuellen Nomenklatur unter dem Begriff der
Lean-NAFLD zusammengefasst wurden (196). Im Zusammenhang mit dem
metabolischen Syndrom wurden als weitere, direkte oder indirekte Risikofaktoren
eine kalorienreiche Ernahrung mit hohem Fett- und Kohlenhydratanteil,
Bewegungsmangel, obstruktive Schlafapnoe sowie Rauchen identifiziert (19, 197).
Daruber hinaus lasst sich aber auch eine Korrelation zu anderen Erkrankungen mit

Einfluss auf den Kdrperstoffwechsel nachweisen wie beispielsweise das
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Polyzystische Ovarialsyndrom (PCOS) und die Hypothyreose (198). Insgesamt ist
festzustellen, dass die MASLD und ihre Folgeerkrankungen haufig gar nicht oder erst
sehr spat diagnostiziert werden, weshalb sich die tatsachliche Pravalenz
wahrscheinlich noch deutlich hoher gestaltet (199). In den vergangenen Jahrzehnten
hat sich ein exponentieller Anstieg der weltweiten Pravalenz von MASLD und MASH
gezeigt (24). Bereits heute stellt die MASH-Zirrhose in den USA die zweithaufigste
Indikation flr eine Lebertransplantation dar (29) und verzeichnet den starksten
Zuwachs, weshalb sie Prognosen zufolge die Alkohol-bedingte Leberzirrhose als die
haufigste Indikation in naher Zukunft ablosen wird (30). Die medizinischen Kosten zur
Behandlung der MASLD-Patienten wurde 2016 in den USA auf 103 Milliarden US-
Dollar (27) und in Deutschland 2018 auf 210-560 Millionen Euro geschatzt (26).

2.3.3 Atiologie und Pathogenese
Die Atiologie der MASLD basiert nach derzeitigem Stand der Wissenschaft auf dem

Zusammenwirken unterschiedlicher genetischer und erworbener Risikofaktoren,
welche auch unter dem Begriff der Multiple-Hit-Hypothese zusammengefasst werden
(36). Im Zentrum dieses Modells stehen die Dysfunktion des hepatischen
Stoffwechsels sowie die Ausbildung einer Inflammationsreaktion. Aufgrund von
zucker- und fettreicher Ernahrung bei gleichzeitigem Bewegungsmangel kommt es
zu einem Uberangebot an Energie und einer Uberlastung des
Fettgewebsstoffwechsels mit unzureichender Fettspeicherkapazitat. Auf diese Weise
bilden sich in den Adipozyten eine Insulinresistenz sowie eine
Fettgewebsinflammation aus (200). Die Insulinresistenz fuhrt zu einer Steigerung der
Lipolyse im Fettgewebe mit Freisetzung freier Fettsduren in die Zirkulation (38). Die
Fettgewebsinflammation resultiert in der Ausschuttung pro-inflammatorischer
Zytokine wie IL-6 oder TNF-a (201). In der Leber kommt es aufgrund des
Uberangebots an Kohlenhydraten und freien Fettsauren zu einer De-novo-
Lipogenese von Triacylglycerinen, welche in Form von Lipidtropfchen im Zytoplasma
gespeichert werden und das Stadium der MAFL charakterisieren (202-204). Daneben
fallen im hepatozellularen Fettstoffwechsel jedoch auch lipotoxische Molekile wie
Diacylglyceride und Ceramide an (205). Diese verursachen oxidativen Stress mit
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies, ER-Stress, mitochondrialer Dysfunktion sowie
Inflammasomaktivierung. Dies fuhrt letztlich zur zellularen Schadigung der

Hepatozyten und zur Ausbildung einer Entzlindungsreaktion, welche das Stadium
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der MASH charakterisieren (206-208). Es findet eine Rekrutierung von
Gewebsmakrophagen statt, die unter anderem zu einer Aktivierung von hepatischen
Sternzellen mit Ablagerung von Kollagenfibrillen fihrt. Im Rahmen der chronischen
Entzindung kommt es zunehmend zum Untergang von Hepatozyten und zum
bindegewebigen Umbau des Organs (209, 210). Diese Leberfibrose kann bis zur
Leberzirrhose fortschreiten. Daneben kann es zu einer Schadigung genomischer
DNA kommen, welche das Risiko flr die Ausbildung eines HCC sowohl in
zirrhotischer wie auch in nicht-zirrhotischer Leber erhoht (21, 199, 211).

Die Multiple-Hit-Hypothese beinhaltet aullerdem zusatzliche intrinsische und
extrinsische Risikofaktoren, die zu Entstehung und Progress der MASLD beitragen,
wie beispielsweise genetische Polymorphismen und die Zusammensetzung des
Darmmikrobioms (212). Die genetische Analyse des MASLD-Patientenkollektivs
ergibt eine Reihe von Varianten in Genen, die fir Enzyme des hepatischen Fett- und
Kohlenhydratstoffwechsels kodieren. Diese Varianten gehen mit einem erhéhten
Risiko fur die Entstehung, das Voranschreiten und die Schwere der MASLD einher.
Hierzu zahlen beispielsweise Single-Nucleotide-Polymorphismen (SNPs) im
PNPLA3-Gen oder im TM6SF2-Gen (213-215). Auch das Mikrobiom des Darms
beeinflusst die Lebergesundheit, was durch den Begriff der Darm-Leber-Achse
verdeutlicht wird. Zum Einen bestimmt die Darmflora die Nahrstoffversorgung der
Leber, zum anderen moduliert sie die entzindliche Aktivitat in der Leber durch
Freisetzung von Toll-like-Rezeptor-Liganden (216). So konnten in klinischen Studien
Zusammenhange zwischen bestimmten Mikrobiomkonstellationen und dem
Schweregrad der MASLD sowie der Leberfibrose hergestellt werden (217).

Die Pathogenese der MASLD wird prinzipiell als schrittweiser Prozess charakterisiert
von Steatose Uber Steatohepatitis und Leberfibrose hin zu Leberzirrhose und HCC.
Jedoch kann sich auf Grundlage dieser pathogenetischen Sequenz der individuelle
Krankheitsverlauf unterschiedlich gestalten. So kann die Erkrankung unterschiedlich
schnell fortschreiten oder auf einer Stufe verharren. Es kdnnen Stufen Gbersprungen
werden und eine Regression ist moglich. Bei einem Wegfall des metabolischen
Insults kann es zu einem Abbau der Steatose, einem Ausheilen der Entzindung und
auch zu einer teilweisen Ruckbildung der Leberfibrose kommen (210, 218).

Letztlich bleiben die Atiologie und Pathogenese der MASLD jedoch nur unvollstandig
verstanden und keines der aktuell existierenden Krankheitsmodelle kann das

Krankheitsgeschehen in allen Patienten umfassend erklaren.
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Abbildung 4: Ubersicht zu Atiologie und Pathogenese der MASLD (18, 38) (Fortsetzung)

a Uberblick tber die unterschiedlichen Einflussfaktoren bei der Entstehung der MASLD. Im
Zentrum steht die Dysregulation des Energiestoffwechsels mit Akkumulation toxischer
freier Fettsduren (Ubernommen aus Rinella et al. 2023 (10)).

b Pathogenetische Sequenz der Fettlebererkrankung tber Steatose und MASH hin zur
Leberfibrose. Dargestellt sind insbesondere die histologischen Erscheinungsformen
sowie die beteiligten Zelltypen (ibernommen aus Cusi et al. 2012 (174)).

2.3.4 Klinik

Die Mehrzahl der Patienten mit einer nicht-alkoholischen Fettlebererkrankung haben
keine Symptome. Oftmals handelt es sich um einen Zufallsbefund bei Patienten mit
erhohten Laborparametern oder auffalliger Bildgebung (198). Bei Vorliegen einer
MASH kénnen unspezifische Beschwerden wie Midigkeit, Véllegefihl, Ubelkeit und
abdominelle Schmerzen im rechten oberen Quadranten auftreten. Bei einer MASH-
Zirrhose im dekompensierten Zustand zeigen die Patienten klassische Zeichen der
Zirrhose und ihrer Komplikationen wie beispielsweise lkterus, hepatische

Enzephalopathie, Aszites oder Varizenblutungen (219).

2.3.5 Diagnostik

In der Diagnostik der MASLD stehen verschiedene Untersuchungsmethoden zur
Verfluigung. Das Ziel der Diagnostik besteht neben dem Nachweis einer MASLD in
der Einschatzung des Schweregrads der Erkrankung durch Identifikation von MASH
und Leberfibrose (198). Durch Anamnese und korperliche Untersuchung Iasst sich
bereits eine erste Risikostratifizierung anhand pradisponierender Faktoren
vornehmen. Des Weiteren kdnnen madgliche kérperliche Symptome der MASLD wie
beispielsweise eine Hepatomegalie erfasst und Komorbiditaten sowie
Differentialdiagnosen evaluiert werden (220). Im Laborbefund findet sich haufig eine
Erhéhung der Transaminasen AST und ALT um den Faktor 2-5 im Serum, wobei dies
weder notwendig noch ausreichend fir die Diagnosestellung einer
Fettlebererkrankung ist (187, 219, 221). Weitere Indikatoren sind eine Erhdhung der
y-Glutamyltransferase, der alkalischen Phosphatase oder des Ferritins. Im Rahmen
der Bildgebung stellt sich beim abdominellen Ultraschall eine vermehrte Echogenitat
des Leberparenchyms dar (222). Daruber hinaus zeigt sich im CT eine verminderte
Attenuierung und im MRT ein erhohtes Fettsignal. Die Magnetresonanzspektroskopie
(MRS) lasst eine quantitative Messung der Leberverfettung zu. Daneben gibt es 3
Ultraschall- und 1 MRT-gestltztes Elastographieverfahren. Mithilfe der Ultraschall-
basierten transienten Elastographie lasst sich heute sowohl der Steatosegrad in
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Form des CAP-Werts (controlled attenuating parameter, dB/m) als auch der
Fibrosegrad in Form der Lebersteife (liver stiffness, kPa) abschatzen (223).

Als invasive Diagnostik steht die Leberbiopsie zur Verfigung. Sie stellt den
Goldstandard zur Diagnosestellung dar und erlaubt als einzige Methode die sichere
Unterscheidung zwischen MAFL und MASH (224, 225). Aufgrund ihrer invasiven
Natur sollte sie jedoch nur unter strenger Indikationsstellung erfolgen, beispielsweise
wenn durch nicht-invasive Diagnostik kein eindeutiger Befund erhoben werden
konnte oder um den Schweregrad der Erkrankung genauer zu bestimmen. Die MAFL
wird histologisch charakterisiert durch eine mikrovesikulare Lipidakkumulation,
beginnend im Bereich um die Zentralvene. Es kann zusatzlich auch bereits eine
lobulare bzw. portale Entzindungsreaktion oder eine hepatozellulare Ballonierung
vorliegen (226). Zur Diagnose einer MASH hingegen mussen alle 3 Kriterien
vorliegen. Zusatzlich zeigen sich haufig azidophile Apoptosekdrperchen, Mallory-
Denk-Korperchen oder Megamitochondrien (227). Jedoch kann eine MASH
histologisch nicht eindeutig von einer alkoholischen Steatohepatits (ASH)
unterschieden werden. Daruber hinaus findet sich haufig eine perisinusoidale Fibrose
oder spater eine mikronodulare Zirrhose (228). Allerdings kdnnen bei
fortgeschrittener Leberzirrhose Steatose und Inflammation oft nicht mehr
nachgewiesen werden (Bild der ausgebrannten Zirrhose), sodass die Diagnose einer
kryptogenen Zirrhose gestellt wird (225). Anhand histologischer Kriterien kann das
Ausmal} der Steatose in Grade (S1-3) und der Progress der Fibrose in Stadien (F1-
4) eingeteilt werden (225).

Auf Grundlage der erhobenen diagnostischen Befunde wurden eine grof3e Anzahl an
Biomarkern und Scores entwickelt, um den Schweregrad und die Prognose der
Fettlebererkrankung einzuschatzen.

Steatose- und Fibrose-Biomarker sagen den zu erwartenden Steatose- bzw.
Fibrosegrad der Leber anhand von nicht-invasiven Untersuchungsbefunden wie
epidemiologischen Daten, klinischer Diagnostik sowie Laborwerten voraus (229).
Wichtige Steatose-Biomarker sind z.B. der Fatty Liver Index (FLI) (230) und der
NAFLD Liver Fat Score (NAFLD-LFS) (231). Der NAFLD Fibrosis Score (NFS)
basiert auf dem Patientenalter, dem BMI, dem Hyperglykdmie-Level, den
Aminotransferasen, der Thrombozytenzahl und dem Albuminwert (232). Der FIB-4-
Index (Fibrosis 4 Calculator) wird auf Grundlage von ALT, AST, Thrombozytenzahl

sowie des Alters ermittelt und schatzt ebenfalls den Fibrosegrad ein (233).
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Der NAFLD Activity Score (NAS) bestimmt die Krankheitsaktivitat allein anhand von
histologischen Merkmalen: dem Steatosegrad, der lobularen Inflammation und der
hepatozellularen Ballonierung (234). Weitere histologische Tools sind beispielsweise
der FLIP-Algorithmus (Fatty Liver Inhibition of Progression) oder der SAF-Score
(Steatosis, Activity and Fibrosis) (235).

Zu den wichtigen Differentialdiagnosen, die im Rahmen der Diagnostik
ausgeschlossen werden mussen, zahlen neben der alkoholischen
Fettlebererkrankung auch eine Reihe weiterer Krankheitsbilder und Faktoren, die mit
einer Leberverfettung einhergehen kdnnen. Hier sind zu nennen: virale Hepatitiden,
Medikamente wie Amiodaron, Methotrexat, Tamoxifen oder Valproat, Morbus Wilson,
Hamochromatose, Morbus Crohn, Zéliakie, angeborene Stoffwechseldefekte wie der
Morbus Gaucher, Fasten und parenterale Ernahrung, Schwangerschaft und HELLP-
Syndrom (18).

Die Leitlinien der verschiedenen Fachgesellschaften schlagen diagnostische
Algorithmen zur strukturierten, risikoadaptierten Abklarung eines MASLD-Verdachts
in der Primar- und Sekundarversorgung vor. Es bedarf eines nicht-invasiven und
kostengunstigen Screeningverfahrens, mit dem eine grofde Anzahl an Menschen
einfach und schnell untersucht werden kénnen. Dadurch sollen Patienten mit hohem
Risiko flir einen schwerwiegenden Krankheitsverlauf moglichst friihzeitig erkannt und
behandelt werden (178).

2.3.6 Therapie

In der Therapie der MASLD stehen konservative Verfahren im Vordergrund. Zu den
Allgemeinmafnahmen bei MASLD-Patienten mit Ubergewicht (BMI > 25 kg/m?)
gehort eine Gewichtsreduktion um mindestens 5-7 % mit einer Rate von 0,5 — 1,0 kg/
Woche durch Ernahrungsumstellung sowie Bewegung (236, 237). Bei Patienten mit
Hyperlipidamie wird eine lipidsenkende Therapie und bei Typ-2-Diabetikern eine
Optimierung der Blutzuckerwerte empfohlen. Dartber hinaus sollte eine Impfung
gegen Hepatitis A und B erfolgen, sofern keine serologische Immunitat
nachgewiesen werden kann. Ebenso werden alle Standardimpfungen entsprechend
dem Alter des Patienten empfohlen (238). AuRerdem sollte der Alkoholkonsum
reduziert oder vollstandig aufgegeben werden, da dieser zu einem Fortschreiten der
Leberfibrose beitragt (239). Zur medikamentdsen Therapie kann bei Patienten, die

an einer MASH mit Fibrosegrad = 2 leiden, eine tagliche Dosis von 800 |.E. Vitamin E
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gegeben werden (18, 240, 241). Die Wirksamkeit des Vitamin E wird auf seine
antioxidativen Effekte zurlickgeflhrt. Bei Patienten mit MASH und zusatzlichem
Diabetes mellitus Typ 2 sollte zur antidiabetischen Therapie neben Metformin
insbesondere der Einsatz der GLP-1-Analoga Liraglutid und Semaglutid (242, 243)
sowie unter Umstanden des Insulinsensitizers Pioglitazone (244) erwogen werden.
Die positive Wirkung der genannten Antidiabetika auf die MASLD wird auf die
verbesserte Insulinsensitivitat zurlickgeflhrt. Zuklnftig steht mit Resmetirom, einem
selektiven Thyroidhormon-Beta-Rezeptoragonisten, erstmals auch ein spezifisches
Therapeutikum zur Behandlung der MASH mit Fibrose zur Verfigung (245). Daruber
hinaus existieren eine Reihe weiterer Wirkstoffe, die mdglicherweise zu einer
Verbesserung der MASLD beitragen, flr deren Einsatz aber bislang nicht gentigend
Evidenz vorliegt. Hierzu zahlen beispielsweise Atorvastatin oder Omega-3-
Fettsauren (238). Des Weiteren wird aktuelle eine grol3e Anzahl unterschiedlichster
neuer Wirkstoffe in Studien untersucht (246). Letztlich sollten im Rahmen der
Sekundarpravention regelmallige Verlaufskontrollen durchgefiihrt werden, bei
Patienten mit MASH-Zirrhose zusatzlich ein HCC-Screening (18).

Die chirurgische Therapie kann in Form der bariatrischen Chirurgie zum Einsatz
kommen bei Patienten, die an einer MASH oder einer fortgeschrittenen Leberfibrose
leiden und bei denen eine konservative Gewichtsreduktion nicht erfolgreich war
(247). In einer Kohortenstudie konnte gezeigt werden, dass die bariatrischen
Eingriffe bei 85% der Patienten zu einer Ruckbildung der MASH und bei 34% der
Patienten zu einer Verbesserung der Leberfibrose flhrten (248). Letztlich kommen
Patienten mit einer MASH-Zirrhose und oder einem HCC auch fur eine

Lebertransplantation infrage (249).

2.3.7 Prognose

Bei etwa einem Viertel der MASLD-Patienten entwickelt sich eine MASH. Etwa 41%
der MASH-Patienten entwickeln eine Leberfibrose, welche mit einer Rate von ca. 5%
in 10 Jahren zu einer Leberzirrhose voranschreitet. Die Inzidenzrate von HCCs in
MASH-Patienten betragt etwa 5,3 in 1.000 Personenjahren. Die MASLD stellt die
haufigste Ursache fur nicht-zirrhotische HCCs dar (211). Die Gesamtmortalitat
innerhalb der MASH-Kohorte betragt ca. 25,6 pro 1.000 Personenjahren (32, 183).
Die haufigste Todesursache sind kardiovaskulare Ereignisse (250). Der Grad der

Leberfibrose ist der wichtigste prognostische Faktor fur Morbiditat und Mortalitat
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innerhalb des MASLD-Patientenkollektivs (251, 252). Zu den Risikofaktoren fur eine

fortschreitende Leberfibrose zahlen unter anderem Alkoholabusus, BMI = 28 kg/m?,

Diabetes mellitus sowie Alter = 50 Jahre (238). Der Konsum von Kaffee zeigt

hingegen eine protektive Wirkung (253).

(ms)> 0

Abbildung 5: Diagnostische Befunde der MASLD

a

b

Histologie der MAFL (254): Mikro- und makrovesikulare Verfettung in Form von
intrazellularen Lipidtrépfchen unterschiedlicher GréRe (200x VergréRerung, HE-Farbung)
Histologie der MASH (254): Neben der Steatose zeigen sich ballonierte Hepatozyten
(Pfeilspitze) sowie eine lobulare Inflammation mit Einwanderung von Immunzellen (200x
Vergrolerung, HE-Farbung)

Histologie der MASH-Fibrose (254): Beginn der perisinusoidalen Fibrosierung im
Bereich der Zentralvene (200x Vergrofterung, Masson-Trichrom-Farbung)

Histologie der MASH-Zirrhose (224): Zirrhoseknoten (40x Vergrof3erung, Masson-
Trichrom-Farbung)

Makroskopie von gesunder und verfetteter Leber (255): Der Querschnitt durch eine
Fettleber rechts stellt sich aufgrund der Fetteinlagerung gelblich bis ockerfarben dar im
Vergleich zur dunkelbraunen gesunden Leber links.

Sonographiebefund der MAFL (256): Durch die Fetteinlagerung prasentiert sich das
Leberparenchym im Vergleich zum angrenzenden Nierenparenchym deutlich hyperdens.
Elastographiebefund der MAFL (257): Transiente Elastographie mittels Fibroscan®
zur Messung von Leberfettgehalt und Lebersteifheit
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2.4 Die Rolle der IL-1-Zytokinfamilie in der Pathogenese der
MASLD

Im Zentrum der Pathogenese der MASLD steht nach heutigem Kenntnisstand die
wechselseitige Beeinflussung von metabolischer Dysfunktion und Inflammation (37)
sowie die Kommunikation zwischen Leber und weillem Fettgewebe (258). Sowohl in
klinischen Studien als auch in experimentellen Modellen konnte bereits eine
Beteiligung der IL-1-Zytokinfamilie an der Entstehung der MASLD nachgewiesen
werden (259, 260). Zu den Zytokinen IL-1a und vor allem IL-18 liegen dabei die
meisten Daten vor. Zu IL-33 gibt es nur wenige Publikationen und zu den IL-36-

Isoformen existieren keinerlei Veroffentlichungen in der Fachliteratur (45, 261).

In klinischen Studien mit Ubergewichtigen MASLD-Patienten wurden erhdhte
Konzentrationen an IL-1a, IL-18 sowie IL-1RA gemessen. Dabei konnte
nachgewiesen werden, dass diese Zytokine nur zu einem kleineren Teil aus der
Leber und zu einem deutlich groReren Teil aus dem weilden Fettgewebe stammen,
wo sie im Rahmen einer chronischen Fettgewebsinflammation freigesetzt werden
(45, 262). In der Leber werden im gesunden Zustand IL-1a und IL-1RA exprimiert,
wahrend IL-1P bei verschiedenen inflammatorischen Prozessen induziert wird (67).
Im Blut von MASH-Patienten konnten erhdhte Konzentrationen der
Neutrophilenelastase nachgewiesen werden, welche die Aktivierung von mehreren
Zytokinen der IL-1-Familie vermittelt (263). Im Blut von Menschen mit Leberfibrose
wurden erhohte Konzentrationen von IL-33 gemessen, genauso wie in Biopsaten
humaner Leberfibrose (264, 265).

Zur genaueren Untersuchung der zugrundeliegenden Mechanismen wurden
experimentelle Modelle der MASLD in Zellkultur und Tiermodell etabliert. Kamari et
al. veroffentlichten 2011 Ergebnisse aus einem Mausmodell der MASLD, in dem die
Mause unter atherogener Diat mit hohem Fett- und Cholesteringehalt sowie
Natriumcholin eine Steatosis hepatis entwickeln, die im Verlauf zu Steatohepatitis
und Leberfibrose progrediert (46). Im Zustand der Steatose konnten bereits erhdhte
Konzentrationen an IL-1a detektiert werden und bei Vorliegen der Steatohepatitis
wurden erhdhte Spiegel an IL-1a und IL-13 nachgewiesen. Der Knock-Out von IL-1a
fuhrte zu einer Abnahme des Inflammationsgeschehens mit niedrigeren

Konzentrationen an IL-6, TNF-a und CXCL1 sowie eine Reduktion der
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Leberfibrosierung mit niedrigeren Konzentrationen an TGF-f. Der Knock-Out von IL-
1B fuhrte zusatzlich zu einer Abnahme der Steatose mit geringeren intrazellularen
Mengen an Cholesterin und Triacylglycerinen. Darlber hinaus flihrte der Knock-Out
eines der beiden Zytokine auch zur Reduktion des jeweils anderen (46). Negrin et al.
konnten 2013 nachweisen, dass in der Leber von genetisch modifizierten ob/ob
Mausen sowie Mausen mit fettreicher Ernahrung (high fat diet, HFD) erhdhte
Konzentrationen an TAGs und IL-1[3 vorliegen (45). Die Gabe von Anakinra flhrte bei
den ob/ob Mausen zu einer Abnahme von Inflammation sowie Steatose und De-
novo-Lipogenese (DNL). Aullerdem wurde gezeigt, dass die Zytokine IL-1a und IL-13
von leberresidenten Kupffer-Zellen sekretiert werden und nicht von einwandernden
Monozyten aus dem Knochenmark. Die Depletion der Kupffer-Zellen mithilfe von
Clodronat-haltigen Liposomen fuhrte dementsprechend zu einer Abnahme von IL-1a
und IL-1B sowie zur Abnahme der De-novo-Lipogenese mit Herunterregulation von
PPARYy, Acetyl-CoA-Carboxylase (ACC), Fettsauresynthase (FAS) und
Diacylglycerin-O-Acyltransferase (DGAT) (45). Daneben konnten Stienstra et al.
2010 zeigen, dass eine Kupffer-Zell-Depletion zu einer Reduktion der [L-1[3-
Konzentration fuhrt, die mit einer Steigerung der Expression von PPARa, CPT-1 und
FATP2 und folglich mit einer Zunahme der p-Oxidation in den Hepatozyten
einhergeht (266). AuRerdem konnte nachgewiesen werden, dass auch die
Hepatozyten selbst IL-1a produzieren (267). Cazanave et al. haben 2017 in ihrem
Mausmodell mit einer DIAMOND-Diat mit hohem Fett- und Zuckergehalt
Transkriptomanalysen in den unterschiedlichen Stadien der MASLD durchgefiihrt. Im
Stadium der Steatose wurden vor allem Marker des Lipidstoffwechsels und fur
oxidativen Stress hochreguliert. Im Lipidstoffwechsel wurde sowohl eine Steigerung
von Lipogenese als auch R-Oxidation beobachtet. Erst im Stadium der
Steatohepatitis kam es zu einer signifikanten Induktion pro-inflammatorischer
Signalwege und einer verstarkten Synthese von IL-13 (268). De Roos et al. konnten
zeigen, dass ein Knock-Out des IL-1-Rezeptor 1 bei Mausen im HFD-Modell zu einer
Verbesserung der Insulinsensitivitat, einer Abnahme von ER-Stress im Fettgewebe
und einer Senkung des TAG-Gehalts in der Leber fuhrt (269). Gieling et al. haben
2009 nachgewiesen, dass in ihrem IL-1R1-Knock-Out-Modell ein geringerer Umfang
an Fibrogenese stattfindet aufgrund einer reduzierten Aktivierung von Ito-Zellen
(270). Ein Knock-out von IL-1RA hingegen fuhrte im Mausmodell zu einer Zunahme

der hepatischen Steatose sowie einer Hypercholesterinamie (271). Stienstra et al.
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haben 2010 gezeigt, dass in Mausen mit HFD erhdhte Spiegel an Caspase-1 und IL-
18 in Adipozyten vorliegen, die mit einer verminderten Insulinsensitivitat einhergehen
(272). Dixon et al. haben 2013 gezeigt, dass ein Knock-Out von Caspase-1 in
Mausen mit einer HFD dazu fuhrt, dass sich keine Entzindung in der Leber
entwickelt, ebenso wenig wie eine Steatose durch gesteigerte Lipogenese oder eine
Fibrose (47). Csak et al. haben 2011 in einem MASH-Mausmodell nachgewiesen,
dass freie Fettsauren wie Palmitinsdure Uber eine Stimulation von Toll-like-Rezeptor
2 eine Aktivierung des Inflammasoms und folglich der Caspase-1 in Hepatozyten
bewirken und eine Sekretion von IL-1B induzieren kdnnen (49). Des Weiteren konnte
im Mausmodell gezeigt werden, dass das NLRP3-Inflammasom ursachlich an der
Entstehung der Insulinresistenz des Fettgewebes bei metabolischer Inflammation
beteiligt ist und eine Blockierung des Inflammasoms zum Absinken der IL-1[3-
Konzentration im Plasma sowie zu einer Senkung von Inflammation und Fibrose in
der Leber im Rahmen der MASLD flhrte (50, 273). Gleichermal3en konnte eine
Beteiligung neutrophiler Serinproteasen an der Entstehung von Insulinresistenz und
MASLD nachgewiesen werden. So bewahrte ein Knock-Out von
Neutrophilenelastase sowie Proteinase 3 Mause mit HFD vor einer Leberverfettung
sowie der Ausbildung einer Insulinresistenz (274).

Im Mausmodell wurde ebenfalls die Wirkung von IL-33 untersucht. In experimentell
induzierter Leberfibrose konnten erhdhte IL-33 mRNA-Expressionsniveaus
gemessen werden (275). Die intraperitoneale Applikation von IL-33 in Mausen mit
dietatisch induzierter MASH fuhrte zu einer Minderung der hepatischen Steatose,
jedoch zu einer Verstarkung der Fibrose (275). Allerdings existieren auch
Publikationen mit gegenteiligen Ergebnissen: Vasseur et al. konnten in ihrem HFD-
Mausmodell keinen Einfluss eines homozygoten IL-33-Knock-outs auf hepatische

Inflammation oder Fibrose nachweisen (276).

In zellularen Modellen mit primaren murinen Hepatozyten sowie humanen Zelllinien
wurde die Biologie der IL-1-Zytokinfamilie in Bezug auf einzelne Zelltypen genauer
untersucht. So konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung primarer muriner
Hepatozyten mit steigenden IL-1B-Konzentrationen zu einem proportionalen Anstieg
der Fettsduresynthase-Expression sowie der TAG-Akkumulation in den Hepatozyten
fihrt (45). He et al. konnten 2005 zeigen, dass die Behandlung von 3T3-L1-
Adipozyten mit rekombinantem IL-1a zu einer verminderten Insulinwirkung fuhrte.

Diese wurde durch die Phosphorylierung von Serinresten des Insulinrezeptorsubtrats
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1 (IRS-1) durch Serinkinasen wie |kB-Kinase und c-Jun-N-terminale Kinase
verursacht (277). Parallel dazu konnten Lagathu et al. 2006 zeigen, dass die
Stimulation muriner und humaner Adipozytenzelllinien mit IL-1B ebenfalls zu einer
reduzierten Insulinsensitivitat fhrt durch Interferenz mit der B-UE des

Insulinrezeptors, mit IRS-1, mit der Proteinkinase B sowie mit ERK 1/2 (278).

Letztlich wurden in Studien mdgliche Therapeutika mit Wirksamkeit gegen die I1L-1-
Zytokinfamilie zur Behandlung der MASLD und anderen Komponenten des
metabolischen Syndroms untersucht. In der CANTOS-Studie konnte gezeigt werden,
dass eine anti-inflammatorische Therapie mit dem monoklonalen IL-13-Antikérper
Canakinumab bei Patienten mit hohem kardiovaskularem Risiko zu einer signifikant
niedrigeren Zahl an kardiovaskularen Ereignissen fuhrt (279). Dartiber hinaus konnte
in einer Phase-2-Studie mit Typ-2-Diabetikern nachgewiesen werden, dass die Gabe
des IL-1RA Anakinra eine Verbesserung der 3-Zellfunktion, eine Senkung der
Hyperglykdmie und eine Reduktion der systemischen Inflammation bewirkt (280).
Daruber hinaus ist, wie bereits erwahnt, die Wirksamkeit einer medikamentdsen
Inhibition des NLRP3-Inflammasoms, der Caspase-1 sowie verschiedener
neutrophiler Serinproteasen Gegenstand aktueller Forschung zur Therapie der
MASLD (274).

Insgesamt lassen sich die beschriebenen Ergebnisse zu einem Modell verkntipfen, in
dem die Leberzellverfettung aufgrund einer positiven Energiebilanz des Organismus
zu einer Freisetzung von IL-1a und IL-1B aus Hepatozyten und Kupffer-Zellen fihrt.
Als zugrundeliegender Mechanismus kann eine Aktivierung des Inflammasoms bei
zellularem Stress angenommen werden. Umgekehrt fihren IL-1a und IL-1(3 selbst zu
einer Steatose durch Stimulation der Fettsauresynthese und moglicherweise auch
Hemmung der B-Oxidation in den Hepatozyten. Sowohl die Lipidakkumulation als
auch die Zytokinsekretion mindern die Insulinsensitivitat, indem sie in die
Signaltransduktionskaskaden des Insulinrezeptors eingreifen. Auch an der
gegenseitigen Beeinflussung von Leber und Fettgewebe ist die IL-1-Zytokinfamilie
beteiligt, da mindestens IL-13 zwischen den beiden Geweben zirkuliert. Die
Bedeutung der anderen IL-1-Zytokine IL-33 und IL-36a/B/y in der Entstehung der
MASLD ist wenig bis gar nicht erforscht. IL-33 wird mit einer Aggravation der
Leberfibrose in Verbindung gebracht, zu den IL-36-Isoformen liegen keine Daten in
Bezug auf die MASLD vor (259, 260). Abschlielend lasst sich schlussfolgern, dass
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ein gegen den gemeinsamen Korezeptor IL1RacP gerichteter Antikorper ein

vielversprechender Ansatz in der Therapie der MASLD darstellen kann (281).
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Zellmaterial

Alle Experimente wurden an HepG2-Zellen oder primaren humanen Hepatozyten
durchgeflhrt.

HepG2-Zellen

Die HepG2-Zelllinie ist eine humane immortalisierte Hepatomzelllinie, welche 1979
aus der Biopsie des hepatozellularen Karzinoms eines 15-jahrigen Kaukasiers
gewonnen wurde (282, 283). Das Zellmaterial fur diese Promotionsarbeit wurde von

der CLS Cell Lines Service GmbH (Eppelheim, Deutschland) erworben.

Abbildung 6: HepG2-Zellen in Kultur (eigene Aufnahmen)

a Lichtmikroskopische Aufnahme mit 100x VergréRerung. GleichmaRiger Zellrasen
mittlerer Dichte mit gruppiert wachsenden Hep-G2-Zellen.

b Lichtmikroskopische Aufnahme mit 200x Vergrélerung. Typische Morphologie
adharenter HepG2-Zellen mit schlanken spitz zulaufenden Somata.

Primare humane Hepatozyten
Die primaren humanen Hepatozyten wurden von ThermoFisher Scientific (Waltham,
USA) bezogen. Es wurden Zellen eines Spenders ausgewahlt (Katalognummer

HMCPIS, Lot Nummer HU8300), der die Merkmale mannliches Geschlecht, normaler

BMI sowie moderater Alkoholkonsum aufwies.
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Abbildung 7: Primare humane Hepatozyten in Kultur

a Lichtmikroskopische Aufnahme mit 100x VergroRerung. Konfluenter Zellrasen mit
gleichmafig wachsenden primaren Hepatozyten.

b Lichtmikroskopische Aufnahme mit 200x VergréRerung. Typische Morphologie
adharenter primarer Hepatozyten mit gro3en polygonalen Somata. Daneben auch nicht
adharente kleine kugelige Hepatozyten im Uberstand.

3.1.2 Zellkulturmedien und -zusatze

Substanz Hersteller (Sitz)
Anti-IL-1-RAcP-Antikorper Boehringer Ingelheim (Ingelheim am
TPP-13298 Rhein, Deutschland)

Anti-IL-1-RAcP-Antikorper BI765041

Boehringer Ingelheim (Ingelheim am
Rhein, Deutschland)

Anti-TNP-Antikorper
TPP-6026

Boehringer Ingelheim (Ingelheim am
Rhein, Deutschland)

BSA-Oleat
Oleic Acid — Albumin from bovine
serum

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Cell Maintenance Supplement Pack

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Dimethylsulfoxid fiir die
Molekularbiologie = 99,5% (DMSO)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DMEM 31966

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Fetales Kalberserum (fetal calf serum,
FCS) Gold ADD

Bio&SELL GmbH (Nurnberg,
Deutschland)

Hepatocyte Thaw Medium (Part No:
CM7500)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Penicillin-Streptomycin
10.000 U/ mL Penicillin
10 mg/mL Streptomycin

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Phosphat-gepufferte Kochsalzldsung
(phosphate buffered saline, PBS)
Roti®-CELL PBS

CELLPURE-® ready-to-use, steril

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Rekombinante humane Zytokine IL-1q,
IL-1B, IL-33, IL-36q, IL-368, IL-36y

R&D Systems (Minneapolis, USA)

Rinderserumalbumin
Bovine Serum Albumin

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
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Thawing/ Plating Supplement Pack

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Trypanblau (0,4%)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Trypsin

Trypsin-EDTA solution

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Williams’ Medium E (A1217601)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Tabelle 2: Zellkulturmedien und -zusatze

3.1.3 Primer

Alle Primerpaare wurden von Eurofins Scientific (Luxemburg, Luxemburg) erworben.
Die PCRs wurden mithilfe des 5x Hot Start Taq EvaGreen® gPCR Mix des

Unternehmens Axon Labortechnik GmbH (Kaiserslautern, Deutschland)

durchgefuhrt.

Zielgen Forward Primer-Sequenz Reverse Primer-Sequenz
(5‘' =2 39 (52> 39

ACC GAG GGA AGG GAATTAGAA | ATC ACC CCAGGGAGATAC
(18) (18)

CPT-1a ATG CGC TAC TCC CTG AAA GTG GCACGACTCATCTTGC
GTG (21) (19)

FAS CGC TCG GCATGG CTATCT |CTC GTT GAA GAA CGC ATC
(18) CA (20)

FATPS TGATGG GACTTGTCGTTG CCA GAA GCA GGA AGT AGA
G (19 GAA C (22)

FXR-a TGT GAG GGG TGT AAAGGT | GCC TGT ATACATACATTC
TTCT (22) AGC CA (23)

GAPDH CTCTGC TCC TCC TGT TCG ACG ACC AAATCC GTT GAC
AC (20) TC (20)

IL-1R1 AAG GTG GAG GATTCAGGA |AGCCTATCTTTG ACT CCA
CAT (21) CTA (21)

IL-1RACP AGA ACC GCATTAGTAAGG | CTT TAC AGT CAG AGT CCT
AGA AA (23) GGT GAG (24)

IL-1a CGCCAATGACTCAGAGGAAGA | AGG GCG TCATTC AGG ATG
(21) AA (20)

IL-18 AAT CTGTACCTG TCC TGC TGG GTAATTTTT GGG ATC
GTG TT (23) TAC ACT CT (26)

IL-33R TCC CAC TCA GGA AAG AA CTC CGATTA CTG GAA ACA
(17) (18)

IL-36R GCT GGA GTG TCC ACA GCA | GCGATAAGCCCTCCTATCAA
TA (20) (20)

IL-8 TTG GCAGCC TTC CTG ATT AAC TTC TCC ACAACC CTC
(18) TG (20)

CCL2 GCT CAT AGCAGC CACCTT |TGCAGATTCTTG GGT TGT
CAT TC (23) GGA G (22)

NFkB (p65) | ATC CCATCT TTG ACA ATC CGT GAA ATA CAC CTC AAT
GTG C (22) GTC CTC (24)

PGC-1a CCA AAC CAA CAACTT TAT CAC ACT TAAGGT GCG TTC
CTCTTC C (25) AAT AGT C (25)
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PPAR-a | TCA CAA GTG CCT TTC TGT | TCT TGG CAT TCG TCC AAA A
CG (20) (19)

PPAR-y ACC ACT CCCACTCCTTTG | GCA GGC TCC ACT TTG ATT
(18) (18)

SREBP-1c | GGA GGG GTA GGG CCA ACG | AGG GGT GGA GCT GAACTG
(18) (18)

Stearoyl- AGT TCT ACACCT GGC TTT G | GTT GGC AAT GAT CAG AAA

CoA- (19) GAG C (22)

Desaturase

TGF-B TTT CGC CTT AGC GCC CAC TCC AGC CGA GGT CCT TGC
TG (20) GG (20)

TNF-a ACA AGC CTG TAG CCC ATG AAA GTA GAC CTG CCC AGA
TT (20) CT (20)

Tabelle 3: Primer-Paare mit Forward- und Reverse-Sequenz

3.1.4 Antikorper

Primarantikorper Hersteller (Sitz)

Anti-Lamin B1-Antikorper (#13435) Cell Signaling Technology (Cambridge,
GrolRbritannien)

Anti-p-NFkB p65-Antikorper (27.Ser Santa Cruz Biotechnology (Dallas, USA)
536) (sc-136548)

Sekundarantikorper Hersteller (Sitz)
Anti-Rabbit-lgG-Antikérper (P 0448) Agilent (Santa Clara, USA)
Anti-Mouse-lgG-Antikdrper Cell Signaling Technology (Cambridge,
HRP-linked Antibody (#7076) GrolRbritannien)
Anti-Mouse-lgG-Antikdrper Santa Cruz Biotechnology (Dallas, USA)
m-IgG Fc BP-HRP (sc-525409)

Anti-Rabbit-lgG-Antikorper Cell Signaling Technology (Cambridge,
HRP-linked Antibody (#7074) GrolRbritannien)

Tabelle 4: Primar- und Sekundarantikorper fiir Western Blot

3.1.5 Kits

Kit Hersteller (Sitz)

RNA-Isolation mittels RNeasy® Micro Qiagen (Hilden, Deutschland)
Kit

cDNA-Synthese mittels AffinityScript Agilent Technologies (Santa Clara, USA)
Multi-Temp cDNA Synthesis Kit

Triglycerid-Messung mittels BioVision/ Abcam (Cambridge,
Triglyceride Quantification Grol3britannien)
Colorimetric/Fluorometric Kit
ELISA mittels TransAM NFkB p65 Active Motif (Carlsbad, USA)
Activation Assay Kit

Tabelle 5: Kits
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3.1.6 Chemikalien

Substanz

Hersteller (Sitz)

1-Brom-3-Chlorpropan

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

2-Mercaptoethanol

Merck Schuchardt OHG (Hohenbrunn,
Deutschland)

2-Propanol = 99,5%

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT)

Biomol GmbH (Hamburg, Deutschland)

4x Laemmli Sample Buffer

Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA)

Acrylamidlésung (30%)
Rotiphorese® Gel 30

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Albumin Standard (#23209)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Ammoniumpersulfat (APS)

Promega (Madison, USA)

Bio-Rad Protein Assay
Farbstoffkonzentrat

Bio-Rad Laboratories GmbH (Minchen,
Deutschland)

Chloroform

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Dinatriumhydrogenphosphat
(Na2HPO4)

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Dithiothreitol (DTT)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Entwicklerlosung
Clarity™ Western ECL Substrate

Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA)

Ethanol 70% vergallt
Ethanol ROTIPURAN = 99,8 %

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Ethylendiamintetraessigsaure,
Dinatriumsalz-Dihydrat (EDTA)
Titriplex® 1l

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Glycerol Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
ROTIPURAN® 2 86%
Glycin Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Kaliumchlorid

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Magermilchpulver
Nonfat dried milk powder

AppliChem GmbH (Darmstadt,
Deutschland)
PanReac (Barcelona, Spanien)

Methanol

AppliChem GmbH (Darmstadt,
Deutschland)
PanReac (Barcelona, Spanien)

N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N'-(2-
ethansulfonsaure) (HEPES)

GERBU Biotechnik GmbH (Heidelberg,
Deutschland)

Natriumchlorid

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Natriumorthovanadat (Na3zVO4)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Nonidet P-40 (NP-40)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Phosphataseinhibitor
PhosSTOP EASYpack Phosphatase
Inhibitor Cocktail Tablets

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim,
Deutschland)

Proteaseinhibitor
complete Mini Protease inhibitor
cocktail tablets

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim,
Deutschland)
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Proteinstandard
Precision Plus Protein Dual Color
Standards

Bio-Rad Laboratories GmbH (Minchen,
Deutschland)

RIPA Lysis Buffer System

Santa Cruz Biotechnology (Dallas, USA)

Roti® -Block

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

SDS Pellets

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

TRI Reagent®

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

TRIS Hydrochlorid
PUFFERAN® 2 99,9%

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan
PUFFERAN® = 99,9%

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Tween® 20

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Wasser
steril und endotoxinfrei
Ampuwa® Splillésung Plastipur®

Fresenius Kabi AG (Bad Homburg,

Deutschland)

Tabelle 6: Chemikalien

3.1.7 Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller (Sitz)

Aluminiumfolie

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Blotting-Papier

Cytiva (Marlborough, USA)

Gel Blotting Paper GB 005
Chemilumineszenzfilm Amersham GE Healthcare Ltd. (Buckinghamshire,
Hyperfilm™ ECL GroRbritannien)

Desinfektionsmittel
terralin® liquid

Schulke & Mayr GmbH (Norderstedt,
Deutschland)

Einweghandschuhe
VWR® Latex powder free gloves

VWR International bv (Leuven, Belgien)

ELISA-Platten
ELISA MAX™ Uncoated Plates

BioLegend (San Diego, USA)

Falcon (50 mL)
CELLSTAR® tubes, sterile

Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen,
Deutschland)

Halbmikro-Einmalkiivette

Ratiolab GmbH (Dreieich, Deutschland)

Kryorohrchen
CryoTube™ Vials (1,8 mL)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Nitrozellulosemembran Amersham™

GE Healthcare Ltd. (Buckinghamshire,

Protran™ (0,45 um) Grolbritannien)

PCR-Folie Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen,
Viewseal Sealer, clear Deutschland)

PCR-Platte Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen,

Sapphire Microplatte

Deutschland)

Pipettenfilterspitzen (10 pL, 100 L,
1000 L)
SafeSeal-Tips® professional

Biozym (Hessisch Oldendorf,
Deutschland)

Pipettenspitzen
10 uL

200 pL

1000 pL

Starlab (Hamburg, Deutschland)
Starlab (Hamburg, Deutschland)

Sarstedt
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Pipettenspitzen (5 mL, 10 mL, 25 mL,
50 mL)
CELLSTARY® serological pipette, sterile

Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen,
Deutschland)

Pipettenspitzen fur Gelelektrophorese
Prot/Elec™ Tips

Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA)

QlAshredder™

Qiagen (Hilden, Deutschland)

Reagiergefalle
0,5 mL Multi TabTop Tube
1,5 mL, 2 mL SafeSeal Reagiergefal

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Sarstedt AG & Co. KG (NUimbrecht,
Deutschland)

Schraubdeckelflaschen (100 mL, 250

Schott DURAN (Mainz, Deutschland)

Whatman® FP 30/0,2 CA-S

mL, 500 mL)

Scienceware® ELISA-Wannen Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Spatel Bochem Instrumente GmbH

Sterilfilter Whatman GmbH (Dassel, Deutschland)

Sterilfiltrationssystem
Millipore® Stericup® Quick Release

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Verpackungsfolie Sarogold® Pro

Saropack GmbH (Lérrach, Deutschland)

Zellkulturflaschen

CELLSTAR® cell culture flasks, sterile
25 cm?/ 50 mL

75 cm?/ 250 mL

175 cm?/ 550 mL

Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen,
Deutschland)

Zellkulturplatten
Collagen-I, Coated Plate (24-Well)

Gibco/ Thermo Fisher Scientific
(Waltham, USA)

Zellkulturplatten
TPP® tissue culture plates (6-Well, 24-
Well, 96-Well)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Zellschaber
Disposable cell scraper, sterile

Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen,
Deutschland)

Zellsieb
BD Falcon™ Cell Stainer, sterile

Beckton, Dickson and Company (Franklin
Lakes, USA)

Einlagig weisse Wischer
VWR Light-Duty Tissue Wipers

VWR International bv (Leuven, Belgien)

Tabelle 7: Verbrauchsmaterialien

3.1.8 Gerate
Geratebezeichnung Hersteller (Sitz)
Laborabzug Waldner Unternehmensgruppe (Wangen

im Allgau)

Dampfsterilisator Varioklav®

H+P Labortechnik GmbH
(Oberschleillheim bei Minchen,
Deutschland)

Autoradiographie-Kassette
Amersham™ Hypercassette™

GE Healthcare Ltd. (Buckinghamshire,
Grol3britannien)

Einfrierbehalter
Nalgene® Mr. Frosty Cryo 1°C
Freezing Container

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
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Eismaschine

ZIEGRA Eismaschinen GmbH
(Isernhagen, Deutschland)

Entwicklungsmaschine
Type 9462/106

Agfa-Gevaert N.V. (Mortsel, Belgien)

Feinwaage
BP 221S

Sartorius AG (Goéttingen, Deutschland)

Gelelektrophoreseplatten
Mini Protean® 3 System Glass Plates

Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA)

Inkubator
HERA cell 240

ThermoFisher Scientific (Waltham, USA)

Research plus (10-100 uL)

Klhlschrank Liebherr (Bulle, Schweiz)

PCR-Plattform Roche Holding (Basel, Schweiz)

LightCycler® 480 II

Magnetrihrer mit Heizplatte

RCT basic Jahnke & Kunkel GmbH und CO. KG

IKA-COMBIMAG-RCO IKA-Labortechnik (Staufen, Deutschland)

MR3001 Heidolph Instruments (Schwabach,
Deutschland)

Mehrkanalpipette Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Mikroskop Nikon TMS

Nikon Corporation (Tokio, Japan)

Mikrozentrifuge

BIOFUGE pico Heraeus (Hanau, Deutschland)

2K15 SIGMA Laborzentrifugen GmbH
(Osterrode am Harz Deutschland)

Multipipette Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Multipette® plus

Spektralphotometer ThermoFisher Scientific (Waltham, USA)

NanoDrop™ 2000/2000c

Photometer

BioPhotometer® D30 Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Pipetten Research

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Pipettierhilfe
pipetus®-akku

Hirschmann Laborgerate GmbH & Co.
KG (Eberstadt, Deutschland)

Plattformschuttler
IKA-VIBRAMAX-VXR

Jahnke & Kunkel GmbH und CO. KG
IKA-Labortechnik (Staufen, Deutschland)

Walzenmischer
Bibby Scientific™ Stuart™ Roller Mixer
SRT1

Bibby Sterilin Ltd. (Staffordshire,
Grol3britannien)

Magnetruhrstabchen VWR International bv (Leuven, Belgien)
Sterilwerkbank

Clean Air Camfil Clean Air Solutions (Stockholm,
SterilGARD Hood Schweden)

The Baker Company (Sanford, USA)

Stickstofftank GT 75

AIR LIQUIDE Kryotechnik GmbH
(Dusseldorf, Deutschland)

Thermomixer 5436
Thermomixer comfort

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

TiefkUhlschrank (-20°C)

Miele & Cie. KG (Gutersloh, Deutschland)
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Uberkopftaumler

Heidolph Instruments (Schwabach,

REAX 2 Deutschland)
Ultratiefkihlschrank (-80°C) ThermoFisher Scientific (Waltham, USA)
TSX Series

Vortexer Vibrofix VF1, VF 2

Jahnke & Kunkel GmbH und CO. KG
IKA-Labortechnik (Staufen, Deutschland)

Wasserbad

Gesellschaft Fur Labortechnik
(Burgwedel, Deutschland)

Western Blot Spannungsquelle Bio-
Rad Electrophoresis Power Supply
Model 250/2.5

Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA)

Western Blot-Kammer
Gelelektrophorese-Kammer

Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA)

Zahlkammer
BRAND® counting chamber
BLAUBRAND® Neubauer improved

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Zentrifuge
Megafuge 1.0R

Heraeus (Hanau, Deutschland)

Mikroplatten-Leser
Appliskan® Multimode Microplate
Reader

ThermoFisher Scientific (Waltham, USA)

Tabelle 8: Gerite

3.1.9 Datenverarbeitungsprogramme

Programm

Hersteller

LightCycler® 480 Software release
1.5.1.62 SP2

Roche Holding (Basel, Schweiz)

NanoDrop™ 2000/2000c¢ Software

ThermoFisher Scientific (Waltham, USA)

Skanlt Software 2.3

ThermoFisher Scientific (Waltham, USA)

Microsoft Word, Microsoft Excel,
Microsoft Powerpoint

Microsoft Corporation (Redmond, USA)

EndNote 20.2.1

Clarivate Analytics (London,
Grol3britannien)

Adobe Acrobat Reader DC

Adobe Inc. (San José, USA)

Imaged

Wayne Rasband/ National Institutes of
Health (Bethesda, USA)

Tabelle 9: Datenverarbeitungsprogramme
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur
3.2.1.1 HepG2-Zellen

3.2.1.1.1 Kultivierung und Passagierung

Die Kultivierung und Passagierung der HepG2-Zellen wurde entsprechend
existierender Standardprotokolle durchgefiihrt (283-285). Alle Zellkulturarbeiten
wurden an Zellkultursterilbanken durchgefihrt. Dabei wurden Einmalhandschuhe
getragen sowie ausschlieflich sterile Verbrauchsmaterialien verwendet. Die HepG2-
Zellen wurden als adharente Zellen in Zellkulturflaschen unterschiedlicher GroRe (25
cm?/ 75 cm?/ 175 cm?) in einem Brutschrank mit 37°C, 5% CO:2 sowie 95%
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Als Zellkulturmedium wurde DMEM mit 4,5 g/L Glucose
verwendet. Hinzugegeben wurden 20% FCS und 1% Penicillin-Streptomycin, um das
HepG2 Vollimedium zu erzeugen (Tabelle 10). DMEM ist ein standardisiertes Medium
zur Kultivierung verschiedenster humaner und tierischer Zellen mit einer definierten
Konzentration an Aminosauren, Vitaminen sowie Elektrolyten (286, 287). Das fetale
Kalberserum enthalt zusatzlich wichtige Substrate wie z.B. Wachstumsfaktoren,
Hormone, Zytokine oder Adhasionsfaktoren (288, 289). Die Zugabe von Antibiotika in
das Zellkulturmedium ist unerlasslich, um eine bakterielle Kontamination zu
verhindern (283). Die Zellen wurden alle 3 bis 6 Tage bei Erreichen einer Konfluenz
von etwa 90% im Verhaltnis 1:3 bis 1:6 gesplittet. Hierzu wurde das alte
Zellkulturmedium entnommen und die Zellen zweimal mit 1x PBS gewaschen.
Anschlief3end wurden die Zellen fur eine Dauer von 5 min bei 37°C mit Trypsin
inkubiert, um eine Ablosung der Zellen vom Boden zu erreichen. Bei Trypsin handelt
es sich um eine Serinprotease, die zur Aufspaltung von Proteinen der extrazellularen
Matrix fuhrt (290). Als Nachstes wurden die abgeldsten Zellen in Vollmedium
aufgenommen und mit 1.200 rpm fur 5 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Zellsediment in frischem Vollmedium
resuspendiert, um anschliefend in neuen Zellkulturflaschen ausplattiert werden zu
kénnen. Wenn die Zelldichte noch keine Passagierung erforderte, wurden trotzdem
alle 3 Tage 80% des Mediums ausgetauscht, um eine adaquate Versorgung der

Zellen mit Nahrstoffen zu gewahrleisten.
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DMEM 31966
20% FCS
1% Penicillin-Streptomycin

HepG2 Zellen Vollmedium

BSA-Medium DMEM 31966
1% BSA

1% Penicillin-Streptomycin

DMEM 31966
1% Penicillin-Streptomycin

Hungermedium

90% FCS
10% DMSO

Einfriermedium

Primare humane | Auftaumedium Hepatocyte Thaw Medium
Hepatozyten (Part No: CM7500, Thermo Fisher
Scientific)

Plattiermedium Williams’ Medium E (A1217601)
5% FBS

1 uM Dexamethason

1% Penicillin/ Streptomycin
4 yg/mL  Hum. Rekomb. Insulin
2mM GlutaMAX™

15mM  HEPES

Erhaltungsmedium Williams’ Medium E (A1217601)

0,1 uM Dexamethason

0,5 % Penicillin/ Streptomycin
6,25 yg/mL  Hum. Rekomb. Insulin
6,25 ug/mL  Humanes Transferrin
6,25 ng/mL  Selenige Saure

1,25 mg/mL BSA

5,35 ug/mL  Linolsaure

2 mM GlutaMAX™

15 mM HEPES

Tabelle 10: Ubersicht Zellkulturmedien

3.2.1.1.2 Bestimmung der Zellzahl

Das Aussaen von Zellen in einer definierten Zelldichte sowie die Kryokonservierung
setzen eine Bestimmung der Lebendzellzahl voraus. Diese erfolgte mithilfe eines
Hamocytometers, genauer gesagt mit einer Neubauer-Zahlkammer mit 1 mm
Seitenlange und 0,1 mm Tiefe. Aullerdem wurde der Farbstoff Trypanblau
verwendet, da dieser eine Unterscheidung zwischen lebenden und abgestorbenen
Zellen ermdglicht. Dieser Azofarbstoff dringt nur in abgestorbene Zellen ein und farbt
diese blau (291). Zur Zellzahlbestimmung wurden 10 ul einer Suspension von Zellen
in 1x PBS enthommen und mit 90 ul Trypanblau im Verhaltnis 1:10 verdinnt. Ein
Volumen von 10 ul wurde in eine Seite der Zahlkammer gegeben und die vitalen
Zellen in 4 Grolquadraten ausgezahlt. Mittels nachstehender Formel wurde auf

diese Weise die Gesamtzellzahl in der Ausgangszellsuspension bestimmt (283-285):
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4
Z =N X % XfxV mit  Z: Gesamtzellzahl

N: Zahl lebender Zellen in 1 Gro3quadrat
f: Verdlinnungsfaktor

V: Volumen der Ausgangssuspension [mL]

3.2.1.1.3 Kryokonservierung und Rekultivierung

Mithilfe der Kryokonservierung lassen sich Zelllinien zeitlich unbefristet bei
Temperaturen unter —130°C aufbewahren, wahrend ihre Vitalitat erhalten bleibt
(292). Die Kryokonservierung und Rekultivierung erfolgte anhand spezifischer
Protokolle fir HepG2-Zellen (283, 285). Zur Kryokonservierung wurden die Zellen
wie bereits oben beschrieben trypsiniert und gezahlt. Im Anschluss wurden die Zellen
erneut mit 1.200 rpm fur 5 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Das Zellsediment
wurde vorsichtig in FCS mit 10% DMSO resuspendiert und eine Konzentration von 1-
5 x 10° Zellen/ mL eingestellt. Das DMSO gewabhrleistet einen Schutz vor zellularem
Stress durch Eisbildung und Lésungseffekte im Zuge des Einfrierens und Auftauens
der Zellen (293). Nun wurden Aliquots von 1 mL Zellsuspension in Kryoréhrchen
transferiert. Die Rdhrchen wurden fir 24 h in einem Einfrierbehalter mit 2-Propanol
auf -80°C abgekuhlt und anschliel3end in flissigen Stickstoff zur dauerhaften

Lagerung uberfihrt.

Zur Rekultivierung der Hep G2-Zellen wurde 1 Kryoréhrchen dem fllissigen Stickstoff
entnommen und fur 1-2 min im Wasserbad bei 37°C erwarmt, bis die Zellsuspension
vollstandig aufgetaut war. Das Auftauen der Zellen sollte moglichst schnell erfolgen,
um eine Beschadigung der Zellen durch Eiskristalle zu vermeiden. Als Nachstes
wurden die Zellen zugig in ein 50 mL-Falcon mit 40 mL warmem Vollmedium
Uberfuhrt, um das zytotoxische DMSO zu verdunnen. Das Kryoréhrchen wurde
mehrfach ausgesplilt, um die Zellausbeute zu erhéhen. Nun wurden die Zellen mit
1.200 rpm fUr 5 min bei Raumtemperatur zentrifugiert und das Zellsediment erneut in
Vollmedium resuspendiert, bevor die Zellen in einer mittleren Zellkulturflasche (75

cm?/ 250 mL) ausplattiert wurden.
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3.2.1.2 Primare humane Hepatozyten

Die Handhabung der primaren humanen Hepatozyten erfolgte entsprechend den
Empfehlungen des Herstellers sowie Angaben in der Fachliteratur (294-296). Die
Zellen wurden vom Hersteller in Kryoréhrchen in flissigem Stickstoff mit je 8,1 x 106
Zellen pro Réhrchen geliefert und nach Empfang unmittelbar in einen hauseigenen
Stickstofftank Uberfuhrt. Zum Auftauen wurde 1 Kryorohrchen dem Stickstoff
entnommen und mittels eines portablen Stickstoffbehalters zur Sterilwerkbank
transportiert. Nun wurde das Rohrchen einmal kurzzeitig unter der Werkbank
geodffnet, um Gas entweichen zu lassen, und anschliel3end fir 2-3 min im Wasserbad
bei 37°C aufgetaut. Wahrend dieses Zeitraums muss der Auftauprozess aufmerksam
beobachtet werden, da ein unvollstandiges oder exzessives Auftauen zu einer
Verminderung von Zellausbeute und -viabilitat fihrt (295). Als Nachstes wurden die
Zellen in ein 50 mL-Falcon mit 45 mL Auftaumedium (Tabelle 10) tGberfihrt und das
Kryorohrchen grundlich ausgespult. Dann wurde die Zellsuspension durch
zweimaliges Invertieren vorsichtig durchmischt und anschlieffend mit 100 g fur 10
min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Anschlieend wurde der Uberstand vorsichtig
abpipettiert und das Zellsediment in 2 mL Plattiermedium (Tabelle 10) durch leichtes
Schatteln resuspendiert. Als Nachstes wurden 25 uL der Zellsuspension in 75 L
Trypanblau verdunnt (1:4) und analog zu den HepG2-Zellen gezahlt. Nun wurde die
Zellsuspension durch Zugabe zusatzlichen Plattiermediums auf eine Konzentration
von 8 x 10° Zellen/ mL eingestellt und die Zellen wurden auf einer Kollagen-
beschichteten 24-Well-Platte mit je 4 x 10° Zellen in 0,5 mL pro Well ausplattiert.
Nach einer Inkubationszeit von 5 Stunden zur Ausbildung der Zelladharenz wurde
das Plattiermedium durch je 0,5 mL Erhaltungsmedium (Tabelle 10) pro Well ersetzt.
Das Erhaltungsmedium basiert auf William’s E Medium, welches sich besonders gut
flr die Kultivierung von Hepatozyten eignet (297). Fortan erhielten die primaren
Hepatozyten einen taglichen Mediumswechsel mit 0,5 mL Erhaltungsmedium bis zu

ihrer definitiven Verwendung.

3.2.2 Stimulationsexperimente

Die Umsetzung der Stimulationsexperimente orientierte sich an den Protokollen
anderer Forschungsgruppen zur Stimulation von HepG2-Zellen mit freien Fettsauren
(298-300). Zur Durchfuhrung der Stimulationsexperimente wurden die HepG2-Zellen
in den Zellkulturflaschen wie oben beschrieben trypsiniert, gezahlt und auf
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unterschiedlichen Zellkulturplatten in Vollmedium ausgesat. Dabei wurden im 6-Well-
Format 1x 108 Zellen in 2 mL Vollmedium pro Well ausplattiert, im 24-Well-Format 2
x 10% Zellen in 0,5 mL pro Well und im 96-Well-Format 4 x 10° Zellen in 200 pL pro
Well. Nach 24 Stunden wurden die Zellen einmal mit 1xPBS gewaschen und im
Anschluss fur weitere 24 Stunden in Hungermedium ohne FCS kultiviert (Tabelle 10).
Nun wurden die HepG2-Zellen prinzipiell 3 verschiedenen Behandlungen
unterzogen. Zum einen erfolgte eine Stimulation mit Olséure zur Provokation einer
intrazellularen Steatose. Hierzu wurden die Zellen mit 100-1600 uM BSA-Oleat in
DMEM mit 1% BSA (BSA-Medium, Tabelle 10) dber einen Zeitraum von 24 bis 48
Stunden inkubiert. Zum anderen wurde die Reaktion von Hepatozyten auf eine
Stimulation mit IL-1-Zytokinen untersucht, indem die HepG2-Zellen mit den
rekombinanten humanen Zytokinen IL-1q, IL-13, IL-33, IL-36a, IL-363 und IL-36y in
Konzentrationen von 10-100 ng/ mL fur eine Dauer von 30 min bis 24 Stunden
behandelt wurden. Dartber hinaus wurde ebenfalls eine kombinierte Testung von
BSA-Oleat und Zytokinen durchgeflihrt. Zusatzlich hierzu wurde in Kooperation mit
dem Unternehmen Bohringer Ingelheim die Wirkung zweier monoklonaler
rekombinanter Antikorper gegen IL-1RACP in einer Konzentration von 100 nM
analysiert. Im Anschluss an die Behandlung wurden die Ansatze entweder direkt
einer Analyse unterzogen oder bis zur weiteren Verwendung tiefgefroren. Hierzu
wurden die Zelliberstande entnommen und bei -20°C gelagert. Die adharenten

Zellen wurden einmal mit 1xPBS gewaschen und dann bei -80°C konserviert.

Die primaren Hepatozyten wurden im Gegensatz zu den HepG2-Zellen bereits 24
Stunden nach ihrem Auftauen und Ausplattieren stimuliert. Alle
Stimulationsexperimente wurden im Hepatozyten-spezifischen Erhaltungsmedium
durchgefuhrt. Ansonsten wurden die Primarzellen in gleicher Weise wie die HepG2-
Zellen mit Zytokin, BSA-Oleat und Antikérper behandelt.

3.2.3 Analyse des Zelliiberlebens mittels MTT-Assay

Der MTT-Assay dient der orientierenden Einschatzung der Zellvitalitdt anhand der

Messung der metabolischen Aktivitat von Zellen. Die Tetrazoliumringe des 3-(4,5-

Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromids (MTT) werden durch

mitochondriale Dehydrogenasen gespalten, sodass ein farbiges Formazan entsteht

(801, 302). Zur Durchfihrung des MTT-Assays wurde eine Losung von 1 mg/mL

MTT in PBS hergestellt. Im Anschluss an die verschiedenen Stimulationsexperimente
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wurde die MTT-L6sung im Verhaltnis 1:10 zum Zelliberstand hinzugegeben und die
Zellen fur 3 h im Brutschrank inkubiert. Nach dieser Zeit wurde der Zelluberstand
verworfen und die Zellen wurden einmal mit 1xPBS gewaschen. Nun wurde ein dem
Ausgangsvolumen aquivalentes Volumen 2-Propanol hinzugefugt und fur 10 min auf
einem Plattformschuttler inkubiert. Zuletzt wurden je 100 pyL Zelluberstand in eine 96-
Well-Platte Uberfuhrt und die Extinktion bei 550 nm mithilfe eines
Spektralphotometers gemessen. Anhand der Extinktionswerte wurde das relative
Zelluberleben behandelter Zellen im Vergleich zu unbehandelten Zellen ermittelt
(302, 303).

3.2.4 Analyse der Triglyzerid-Akkumulation

Die intrazellulare Akkumulation von Triglyzeriden in den HepG2-Zellen nach
Behandlung mit BSA-Oleat wurde mithilfe des Triglyceride Quantification
Colorimetric/Fluorometric Kits von BioVision entsprechend dem Herstellerprotokoll
bestimmt (304). Das Prinzip des Messverfahrens basiert darauf, dass die Triglyzeride
mittels des Enzyms Lipase in Fettsauren und Glycerol gespalten werden. Das
Glycerol wird anschliefend durch einen Enzymmix oxidiert und in ein farbiges
Produkt umgewandelt. Das Farbsignal kann mittels Spektrophotometer gemessen
werden und verhalt sich proportional zum Triglyceridgehalt. Mithilfe einer

Standardreihe kann die absolute Triglyceridmenge pro Well berechnet werden (305).

FUr den Triglyzerid-Assay wurden die HepG2-Zellen zunachst mit dem Lysepuffer
NP-40 inkubiert, um die intrazellularen Lipide zu isolieren. Hierzu wurden die Zellen
mit 5%-iger NP-40 Lésung in Wasser behandelt und mit Zellschabern aus den Wells
geldst. Die Zellsuspension wurde in Reagiergefale Uberfuhrt, gevortext und fur 2-5
min bei 80-100°C inkubiert. Dieser Vorgang wurde einmal wiederholt. Anschliel3end
wurde das Zelllysat fir 2 min mit maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert und der
Uberstand entnommen. Nun wurden Proben der Uberstande sowie die Triglyzerid-
Standardreihe in eine 96-Well-Platte Uberfluhrt und mit Lipase flr 20 min bei
Raumtemperatur behandelt. Als Nachstes wurde der Enzymmix hinzugegeben und
flr 30-60 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Zuletzt wurde im
Spektralphotometer die Absorption bei 570 nm gemessen und daraus die

Triglyzeridmengen berechnet (306).
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3.2.5 Analyse der Genexpression
3.2.5.1 RNA-Isolation

Klassische RNA-Isolation

Die klassische RNA-Isolation erfolgte auf Grundlage etablierter Protokolle aus der
Fachliteratur (307-309). Zur klassischen RNA-Isolation wurden die Zellkulturplatten
im 6-Well-Format auf Eis aufgetaut und in jedes Well 300 pL TRI-Reagenz zur
Zelllyse gegeben. Das im TRI-Reagenz enthaltene Denaturierungsmittel
Guanidinthiocyanat wirkt als starker RNAse-Inhibitor (310). Die Zellen wurden fiir 5
min auf Eis auf einem Plattformschuttler inkubiert, bevor sie mithilfe eines
Zellschabers geldst und in Form einer Zellsuspension in ein Reagiergefaly uberfuhrt
wurden. AnschlieRend wurden die Proben gevortext und mit 13.000 rpm fir 10 min
bei 4°C zentrifugiert. Als Nachstes wurde der Uberstand in ein neues Reagiergefafl
uberfuhrt und fur 5 min bei Raumtemperatur ruhen gelassen. Nun wurden 85 pL
Chloroform unter dem Abzug zu jeder Probe hinzugegeben. Das Chloroform bewirkt
eine Auftrennung des Homogenats in 3 Phasen: Die wassrige Phase enthalt die
RNA, die Zwischenphase enthalt DNA und die organische Phase enthalt Protein
(311). Die Proben wurden grundlich gevortext und 10 min bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieRend wurden die Proben zur Phasenbildung mit 13.000 rpm fur 15
min bei 4°C zentrifugiert. Die oberste Phase mit der enthaltenen RNA wurde in ein
neues Reagiergefald tberfihrt und mit 150 uL Isopropanol zur Fallung versetzt (312).
Nach erneutem Vortexen wurde die Losung fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Als Nachstes wurde die RNA durch Zentrifugation mit 13.000 rpm fur 10 min bei 4°C
pelletiert und der Uberstand verworfen. Die weitere Aufreinigung der Proben erfolgte
fortan wieder auf Eis. Zunachst wurde das RNA-Pellet in 750 uL 70%igem Ethanol
durch Vortexen gewaschen und anschlieRend mit 13.000 rpm flr 5 min bei 4°C
zentrifugiert. Im Anschluss wurde der Uberstand in groBtmdglichem MaRe
abpipettiert und das Pellet flir 10-30 min an der Luft trocknen gelassen. Nun wurde
zu jedem Pellet 50 uL Wasser hinzugeftigt und die Proben bei 65°C fir 5 min auf
dem Thermomix inkubiert. Schliel3lich wurde das Pellet resuspendiert und gevortext,
bevor die RNA-Messung erfolgte (313, 314).
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RNA-Isolation mittels RNeasy® Micro Kit

Die RNA-Isolation aus Zellen im 24-Well-Format wurde mithilfe des RNeasy® Micro
Kit von Qiagen durchgefuhrt (315-317). Alle Schritte erfolgten bei Raumtemperatur.
Zum Ernten und Lysieren der Zellen wurden 350 pyL Buffer RLT Plus in jedes Well
gegeben und es wurde mehrmals auf- und abpipettiert. Dem Puffer war im Vorhinein
1% R-Mercaptoethanol zugefiugt worden, um einen besseren Schutz der Proben vor
RNAsen zu erwirken. Die Zellsuspension wurde in ein Reagiergefal® transferiert und
gevortext. AnschlieRend wurden die Zellen homogenisiert, indem das Zelllysat auf
eine QlAshredder Spin Column gegeben und fur 2 min mit 13.000 rpm zentrifugiert
wurde. Im nachsten Schritt wurde die DNA eliminiert, indem der Durchfluss auf eine
gDNA Eliminator Spin Column gegeben und fir 30 s mit 10.000 rpm zentrifugiert
wurde. Anschlieend wurde die RNA an eine weitere Saule adheriert, indem der
Durchfluss aus dem vorangegangenen Schritt mit 350 yL 70%igem Ethanol
durchmischt und auf eine RNeasy MinElute Spin Column gegeben wurde. Diese
wurde mit 10.000 rpm flr 15 s zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Im
Folgenden wurde die Saule mit der gebundenen RNA dreimal gewaschen. Der erste
Waschvorgang erfolgte mittels 700 yL Buffer RW1 und einer Zentrifugation mit
10.000 rpm fur 15 s. Als Nachstes wurde die Saule mit 500 pL Buffer RPE ebenfalls
durch Zentrifugation mit 10.000 rpm fir 15 s gewaschen. Der dritte Waschvorgang
wurde mit 500 uL 80%igem Ethanol und einer Zentrifugation mit 10.000 rpm fir 2 min
durchgefuhrt. Nach dem Waschen wurde die Saule durch erneute Zentrifugation mit
13.000 rpm fur eine Dauer von 5 min getrocknet. Im letzten Schritt wurde die isolierte
und gereinigte RNA schliel3lich durch Zugabe von 14 uL RNAse-freiem Wasser und
Zentrifugation mit 13.000 rpm fur 1 min von der Saule eluiert und in einem neuen

Reagiergefal} aufgefangen (315).

Messung der RNA-Ausbeute und -Qualitat

Die Messung der RNA-Ausbeute und -Qualitat erfolgte mithilfe des
Spektralphotometer NanoDrop™.(318). Die Proben wurden bis zu ihrer weiteren

Verwendung bei -80°C gelagert.

3.2.5.2 cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese aus den RNA-Proben wurde mithilfe des AffinityScript Multi-
Temp cDNA Synthesis Kit durchgefuhrt (319). Seit der Entdeckung der Reversen
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Transkriptase in RNA-Viren ist es moglich, RNA-Sequenzen in komplementare cDNA
umzuschreiben, die eine deutlich hdhere Stabilitat aufweist und sich damit besser fur
weitere Analysen eignet (307, 308, 320). In Anwesenheit von Primern und dNTPs
synthetisiert die Reverse Transkriptase einen der RNA komplementaren cDNA-
Strang, der ausschlieRlich aus Exons besteht (321, 322).

Bei der cDNA-Synthese wurden je nach Ausbeute zwischen 100 ng und 1 ug RNA
umgeschrieben, wobei innerhalb eines Experiments fir jede Probe die gleiche RNA-
Menge transkribiert wurde. Als Erstes wurden die Kit-Komponenten sowie die RNA-
Proben auf Eis aufgetaut und der 1. Mastermix auf Eis angesetzt (Tabelle 11). Als
Nachstes wurde der erste Reaktionsansatz zusammenpipettiert, indem eine
konstante RNA-Menge vorgelegt und mithilfe von RNAse-freiem Wasser auf ein
Gesamtvolumen von 11,7 uL eingestellt wurde, bevor 4 yL Mastermix 1 hinzugefugt
wurden. Nachdem der erste Reaktionsansatz gevortext und anzentrifugiert worden
war, wurde er fir 5 min bei 65°C auf dem Thermomixer inkubiert und anschliel3end
fir 10 min abgekuhlt bei Raumtemperatur. Wahrenddessen wurde der 2. Mastermix
(Tabelle 11) auf Eis angesetzt und nun je 4,3 uL zu den Proben pipettiert, sodass
sich ein Gesamtvolumen von 20 uL ergab. Nachdem dieser wiederum gevortext und
anzentrifugiert worden war, wurde er fir 10 min bei 25°C, anschlie3end flir 60 min
bei 55°C und schlieBlich fur 15 min bei 70°C auf dem Thermomixer inkubiert.
SchlieBlich wurden je 20 uL Wasser zu jeder Probe hinzugeflugt, um die endgultige

cDNA-L6sung zu erhalten, welche bei 4°C gelagert wurde.

Mastermix 1 (Angaben je Probe) Mastermix 2 (Angaben je Probe)
1 ul oligo(dT) primer (0,5 pg/pl) OR 2,0 yl 10x Affinity Script RT Buffer
3 ul random primer (0,1 pg/ul) OR 0,8 ul ANTP mix (25 mM each NTP)

0,5 pl RNase Block Ribonuclease
Inhibitor (40 U/pl)
1 ul Affinity Script Multiple
Temperature RT

Tabelle 11: cDNA-Synthese-Ansatz

3.2.5.3 Quantitative Real Time- PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) ermdglicht die
gezielte Vervielfaltigung sehr geringer DNA-Mengen innerhalb kurzer Zeit. Sie
besteht im Wesentlichen aus 3 Reaktionsschritten, deren zyklische Wiederholung zur
exponentiellen Amplifikation des betreffenden DNA-Abschnitts fuhrt. Im ersten Schritt

findet eine thermische Denaturierung des DNA-Doppelstrangs in seine Einzelstrange
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bei 90-95°C statt. Im zweiten Schritt kommt es zur Hybridisierung (annealing)
spezifischer Primerpaare an die DNA-Einzelstrange. Jedes Primerpaar besitzt ein
individuelles Temperaturoptimum, das in der Regel Gber 50°C liegt. Im dritten Schritt
synthetisiert die hitzestabile Tag-Polymerase bei 72°C ausgehend von den Primern
den zur Matrize komplementaren Strang durch Anlagerung von Oligonukleotiden
(307, 323-327). Zur DNA-Amplifikation wurde in dieser Arbeit eine HotStartTag-DNA-
Polymerase verwendet, die erst bei 95°C aktiv wird, sodass eine unspezifische
Amplifikation bei niedrigeren Temperaturen vermieden wird (328). Bei der Reversen
Transkriptase — PCR wird als Template cDNA eingesetzt, die, wie oben beschrieben,
aus mRNA gewonnen wird (329, 330). Bei der hier angewendeten 2-Step-RT-PCR
werden cDNA-Synthese und RT-PCR nacheinander in getrennten
Reaktionsansatzen durchgefuhrt. Zur quantitativen Analyse der PCR-Produkte wurde
in dieser Arbeit eine Real Time-PCR bzw. eine Real Time-RT-PCR angewendet als
direktes Nachweissystem, bei der eine Messung der PCR-Produkte unter
Zuhilfenahme des DNA-bindenden Fluoreszenzfarbstoffs EvaGreen® in Echtzeit
erfolgte (331). Es wurde eine relative Quantifizierung im Vergleich zum
Housekeeping-Gen Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogease (GAPDH)
durchgefuhrt, die weitestgehend konstant von Hepatozyten exprimiert wird (307,
323).

Fur die qRT-PCR wurde ein Mastermix aus dem 5x Hot Start Taq EvaGreen® gPCR
Mix (Axon Labortechnik GmbH) mit DNA-Polymerase, Oligonukleotiden und
EvaGreen®-Farbstoff sowie aus den jeweiligen Forward- und Reverse-Primer
hergestellt (Tabelle 12). Die PCR-Platte wurde in eine Kuhlhalterung eingesetzt und
je 9 yL des Mastermix wurden in jedes Well pipettiert. Anschlie®end wurde von jeder
cDNA-Probe 1uL hinzugefugt und die Platte mit einer PCR-Folie verschlossen. Als
Nachstes wurde die Platte flr 500 rpm fur 2 min bei Raumtemperatur zentrifugiert
und schlieflich in den Thermocycler gestellt zur Durchflihrung der qRT-PCR Uber 40
Zyklen. Alle Proben wurden in Doppelbestimmung gemessen. Als Negativkontrolle
diente der Mastermix ohne cDNA-Probe (307, 332).

Mastermix RT-PCR (je Probe)

2 ul 5x Hot Start Taq EvaGreen® gPCR Mix
0,5 pl Forward Primer (1:10)
0,5 ul Reverse Primer (1:10)

6 pl H20

Tabelle 12: Mastermix RT-PCR
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3.2.6 Proteinanalyse

3.2.6.1 Proteinisolation

Isolation von Gesamtprotein

Zur Analyse der Proteinexpression mussen die Proteine vorher mittels Zelllyse
isoliert und aufgereinigt werden, wobei es zu keiner Spaltung oder Aggregation der
Proteine kommen darf (333, 334). Zur Isolation von Gesamtprotein aus HepG2 Zellen
und primaren Hepatozyten wurden die Zellkulturplatten auf Eis aufgetaut und der
Lysepuffer A (Tabelle 13) auf Eis angesetzt. Nun wurden in jedes Well 50-100 pL
Lysepuffer gegeben und die Zellen mithilfe von Zellschabern vom Wellboden gelost.
Im Anschluss wurden die Zelllysate in Reagiergefal’e (1,5 mL) Uberfihrt, grindlich
gevortext und fur 15-20 min auf Eis inkubiert. Nach erneutem Vortexen wurden die
Zelllysate dann mit 13.000 rpm flr 15 min bei 4°C zentrifugiert. Durch die
Zentrifugation bildeten sich im Reagiergefal® 3 Phasen: Lipide (oben),
Proteinsuspension (mittig) sowie Zelldedritus (unten). Die mittlere Phase wurde
vorsichtig in ein neues Reagiergefal® Uberflhrt. Die auf diese Weise isolierten

Proteine konnten bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert werden (307).

Isolation nuklearer und zytosolischer Proteine

Zur getrennten Isolation nuklearer und zytosolischer Proteine wurden die Zellen
ebenfalls auf Eis aufgetaut und die beiden Lysepuffer B und C (Tabelle 13) auf Eis
angesetzt. Nun wurden 100 -500 pL Lysepuffer B in jedes Well gegeben und die
Zellen fur 5-10 min inkubiert. Dann wurden die Zellen mittels Zellschaber vom
Wellboden geldst und das Zelllysat in ein Reagiergefald (1,5 mL) tberfuhrt. Das
Zelllysat wurde durch wiederholtes Auf- und Abpipettieren durchmischt und
anschlie3end flr weitere 5 min inkubiert. Nun wurde mit 13.000 rpm fur 10 min bei
4°C zentrifugiert. Der Uberstand im Reagiergefal, der nach der Zentrifugation die
zytosolischen Proteine enthielt, wurde in ein neues Reagiergefal’ tberfuhrt. Das
Zellsediment mit den nuklearen Proteinen wurde mit 1 mL Lysepuffer B durch
Vortexen gewaschen, ohne dabei eine Resuspension zu bewirken. Nach einer
erneuten Zentrifugation mit 13.000 rpm fiir 10 min bei 4°C wurde der Uberstand
verworfen und das Zellsediment in einem aquivalenten Volumen von Puffer C (30-50
ML) resuspendiert. Als Nachstes wurde die Suspension fur 30 min bei -80°C
tiefgefroren und im Anschluss fur 30 min wieder aufgetaut auf Eis. Nach einer
weiteren Zentrifugation mit 13.000 rpm flr 5 min bei 4°C konnte der Uberstand mit
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den nuklearen Proteinen gewonnen werden. Sowohl zytosolische als auch nukleare

Proteine wurden bis zu ihrer weiteren Verwendung bei -20°C gelagert (308).

Lysepuffer A
1 mL RIPA Lysis Buffer System
4 % Proteaseinhibitor
1% Phosphataseinhibitor
Lysepuffer B Lysepuffer C
20 mM | HEPES (pH 7,9) 20 mM | HEPES (pH 7,9)
10 mM | KCI 10 mM | KCI
1mM | EDTA 1mM | EDTA
10 % | Glycerol 20 % | Glycerol
0,2% | NP-40 420 mM | NaCl
1mM | DTT 1mM | DTT
0,1 mM | NasVOs4 0,1 mM | NasVOs4
0,5 mM | PMSF 0,5 mM | PMSF
4% Proteaseinhibitor 4 % | Proteaseinhibitor
1% Phosphataseinhibitor 1% | Phosphataseinhibitor

Tabelle 13: Ubersicht Lysepuffer

3.2.6.2 Proteinmessung nach Bradford

Die Proteinmessung nach Bradford basiert darauf, dass der Triphenylmethanfarbstoff
Coomassie Brilliant Blue G-250 in saurer Losung bei Bindung an Proteinseitenketten
einen Farbumschlag vollzieht, welcher durch Messung der Absorption bei 595 nm
quantifiziert werden kann (335). Zur Proteinmessung wurde zunachst mithilfe eines
kommerziellen Albumin-Standards eine Standardreihe mit aufsteigender
Konzentration angelegt und eine Eichgerade bestimmt. Anschliel3end wurden in
einer Einmalktvette 800 uL destilliertes Wasser, 200 uL Bio-Rad Protein Assay
Farbstoffkonzentrat und 1 uL der Proteinprobe gemischt und 5 min inkubiert.
Schlie3lich konnte mithilfe eines Photometers die Extinktion gemessen und anhand

der Eichgerade die Proteinkonzentration berechnet werden (336).

3.2.6.3 Proteingelelektrophorese mittels SDS-PAGE

Das Prinzip der Proteingelelektrophorese ist die Auftrennung von Proteinen durch
Wanderung in einem elektrischen Feld. Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(PAGE) ist das gangigste Elektrophoreseverfahren fir Proteine und besitzt das
grofte Auflosungsvermogen. Durch Zugabe des anionischen Tensids
Natriumdodecylsulfat (SDS) erhalten alle Proteine die gleiche negative Ladung. Die
Auftrennung der Proteine erfolgt somit in Abhangigkeit von ihrer Gré3e. Im Gel

mitgefuhrte Marker ermdglichen die Grof3eneinordnung der Proteine. Weitere
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wichtige Einflussfaktoren sind die Porengrof3e des Gels sowie die angelegte
Spannung. Bei der diskontinuierlichen SDS-Gelelektrophorese durchlauft die Probe
zunachst ein Sammelgel zur Aufkonzentrierung, bevor die Proteine im Trenngel der

GroRe nach aufgetrennt werden (307, 308).

In Vorbereitung auf den SDS-Page wurden die vormals isolierten Proteine nach dem
Auftauen so mit Lysepuffer verdiinnt, dass sich in jeder Proteinprobe 40 ug Protein in
15 uL Lysepuffer befanden. Zusatzlich wurden zu jeder Probe 5 uL Laemmli-Puffer
hinzugegeben. Anschliefend wurden die Proteine durch Inkubation bei 95°C fur 5

min denaturiert und dann erneut abgekuhlt auf Eis (336).

Parallel hierzu wurde das Polyacrylamidgel mit 0,75 mm Schichtdicke fur die
Gelelektrophorese unter dem Abzug gegossen. Daflir wurde die GieRapparatur mit
70%igem Ethanol gereinigt und zusammengebaut, wobei insbesondere auf die
Dichtigkeit geachtet wurde, um ein Auslaufen zu vermeiden. Anschlie®end wurde das
10% Polyacrylamid-Trenngel (Tabelle 14) in einem 50 mL-Falcon angesetzt und etwa
3,7 mL in die GieRapparatur gegeben. Darlber wurde destilliertes Wasser
geschichtet, um etwaige Luftblasen zu entfernen und einen geraden Gelrand zu
erzeugen. Nach dem Abwarten der Polymerisationszeit von etwa 10 min wurde die
Intaktheit des Sammelgels Uberprift und das Wasser wieder abgeschuttet. Nun
wurde in gleicher Weise das 5% Polyacrylamid-Sammelgel (Tabelle 14) angesetzt,
gegossen und anschlieend sofort mit Kdmmen zur Bildung der Proteintaschen
versehen. Im nachsten Schritt wurde das Gel in die Elektrophoresekammer
eingesetzt und letztere komplett mit Elektrodenpuffer (Tabelle 14) beflllt. Dann
wurden die K&mme vorsichtig entfernt und die Geltaschen mit den Proteinproben
beladen. Zusatzlich wurde eine Geltasche mit einem farbigen Proteinstandard mit
definiertem Molekulargewicht beflllt. Nun wurde die Gelelektrophoresekammer an
die Spannungsquelle angeschlossen und die Elektrophorese mit 80 V flir 25 min
durchgefihrt zum Durchlaufen des Sammelgels. AnschlielRend wurde die
Elektrophorese mit 140 V fur 1-2 h fortgefuhrt bis zum Erreichen einer optimalen
Auftrennung der Zielbanden, wobei der Proteinstandard als Orientierung diente (336,
337).
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3.2.6.4 Western Blot und Antikorperdetektion

Nach dem SDS-PAGE wurde ein klassischer Western Blot im Nassverfahren
durchgefuhrt, gefolgt vom immunchemischen Nachweis spezifischer Proteine mithilfe
von Antikorpern. Bei unserem Western Blot-Protokoll werden die Proteine aus dem
Elektrophoresegel des SDS-PAGE durch elektrophoretischen Transfer senkrecht zur
Trennrichtung auf eine proteinbindende Nitrocellulosemembran uUbertragen. Zum
Proteinnachweis wird die Membran zunachst mit einem fur das Protein spezifischen
Erstantikorper inkubiert und anschlief3end mit einem gegen den ersten Antikorper
gerichteten Zweitantikorper behandelt. An letzteren ist kovalent eine
Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase, HRP) gebunden, die bei Zugabe von
Luminol ein Chemilumineszenzsignal erzeugt, das auf einem Rdontgenfilm detektiert
werden kann (338-340).

In Vorbereitung auf den Western Blot wurden Zuschnitte von Nitrozellulosemembran
und Blotting-Papier angefertigt und in Blotpuffer (Tabelle 14) getrankt. Anschliel3end
wurde die Gelelektrophoresekammer auseinandergebaut und das Gel gemeinsam
mit Membran, Blotting-Papier und Schwammen zu einem Blot geschichtet. Als
Nachstes wurde der Blot in die Blotting-Kammer eingestellt, die Kammer mit
Blotpuffer beflillt, an die Spannungsquelle angeschlossen und das Blotting bei 140
mA fur 1 h und 15 min durchgeflhrt. In Vorbereitung auf die Antikdrper-vermittelte
Proteindetektion wurde die Membran nach dem Blotten fir 1 Stunde in einem 50 mL-
Falcon mit 10 mL 5%iger Milch (Tabelle 14) auf einem Uberkopftaumler geblockt, um
unspezifische Antikérperbindungen zu minimieren. Anschlielend wurde die Membran
dreimal fir 5 min in 10 ml TBS-T (Tabelle 14) auf einem Plattformschuttler
gewaschen. SchlieBlich wurde die Membran in einem 50 mL-Falcon mit 5 mL Erst-
Antikérper-Losung (Tabelle 15) Gber Nacht bei 4°C auf einem Walzenschiittler
inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde die Membran dreimal fir 10 min mit TBS-T
gewaschen, bevor sie wiederum in einem 50 mL-Falcon mit 5 mL Zweit-Antikorper-
Lésung (Tabelle 15) fiir 1,5 h auf einem Uberkopftaumler inkubiert wurde. Je nach
Ursprungsorganismus des Erst-Antikdrpers wurden entweder Anti-Mouse- oder Anti-
Rabbit-Zweit-Antikorper in unterschiedlichen Tragerldosungen verwendet. Nach der
Inkubation mit Zweit-Antikorper erfolgte wiederum ein dreimaliges Waschen in TBS-T
fur je 10 min. Im Anschluss wurden 2 mL ECL-L6sung angesetzt und die Membran

fir 5 min damit befeuchtet. Nun wurde die Nitrozellulosemembran grindlich mit
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Blotting-Papier getrocknet und zur Entwicklung gemeinsam mit einem

Chemilumineszenzfilm in eine Autoradiographie-Kassette eingelegt. Nach einer

Entwicklungsdauer von 5-60 min wurde der Film entwickelt. Bevor die Membran mit

einem weiteren Antikorperpaar inkubiert werden konnte, wurde sie einmal fir 5 min

mit TBS-T auf einem Plattformschuttler gewaschen zur Entfernung der ECL-L6sung.

Anschlieliend wurde sie flr 20 min mit Strip-Puffer gewaschen zur Ablésung der

Antikdrper. Nach zwei weiteren Waschschritten mit TBS-T Uber 5 min konnte die

Membran erneut geblockt und mit Antikorper inkubiert werden. Alternativ wurde die

Membran in Folie eingeschlagen bei -20°C gelagert fur eine spatere Verwendung

(307, 336).
10% Polyacrylamid-Trenngel 5% Polyacrylamid-Sammelgel
4,0mL | H20 34mL| H20
3,3mL | 30% Acrylamid 830 uL | 30% Acrylamid
25mL | 1,5 M-Tris 630 uL | 1,0 M-Tris
100 L | 10% SDS 50 uL | 10% SDS
100 yL | 10% APS 50uL | 10% APS
4uL| TEMED 5uL| TEMED
Elektrodenpuffer Blotpuffer (pH 7,5)
60g| TRIS 2449 TRIS
288 g | Glycin 11,5¢ Glycin
100 mL | 20% SDS 80 mL Methanol
300 mL | destilliertes Wasser 720 mL destilliertes Wasser
TBS-T 5%ige Milch
150 mM NaCl 20 mL TBS-T
100 mM TRIS 19 Milchpulver
1 mL Tween®
999 mL destilliertes Wasser
RotiBlock®-Lésung Strip-Puffer (pH 2,8)
0,5mL | RotiBlock® 15 ¢ Glycin
4,5mL | destilliertes Wasser 1mL | Tween-20
999 mL | destilliertes Wasser

Tabelle 14: Ubersicht Gele und Puffer

Primarantikorper Verdiinnung | Tragerldsung Molekulargewicht [kDa]
Anti-Lamin A/C 1:1.000 5%ige Milch 70/28
Anti-IL-1R1 1:500 5%ige Milch 80
1:100-1:1000 | RotiBlock
Anti-alpha Tubulin 1:1000 RotiBlock 50
Anti-p-NFkB p65 1:100-1:1000 | 5%ige Milch 65
(1:200)

Tabelle 15: Ubersicht Antikorper-Ansitze fiir Western Blot
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3.2.6.5 ELISA

Der Enzyme-linked Immuno Sorbent Assay fur phosphoryliertes (p-) NFKB p65 wurde
mithilfe des TransAM NFkB p65 Activation Assay Kit des Unternehmens Active Motif
(Carlsbad, USA) durchgefihrt (341). Das Prinzip des ELISA basiert ahnlich wie beim
Western Blot auf einem spezifischen Proteinnachweis durch einen monoklonalen
Erstantikorper, gefolgt von einer Visualisierung mithilfe eines Enzym-gekoppelten
Zweitantikorpers (342, 343)

Zu Beginn wurden anhand der vorausgegangenen Proteinmessung je 15 pyg Protein
pro Probe in einem Reagiergefal® vorgelegt und mittels Complete Lysis Buffer
(Tabelle 16) auf 20 pL Reaktionsvolumen eingestellt. Zusatzlich zu den
Versuchsproben wurden eine Positivkontrolle in Form von 1 pL nuklearem Jurkat-
Zell-Extrakt in 19 yL Complete Lysis Buffer sowie eine Negativkontrolle in Form von
20 uL Lysepuffer mitgeflhrt. Zu jedem dieser Ansatze wurden weitere 30 pL
Complete Lysis Buffer hinzupipettiert. AnschlieRend wurden die Reagiergefalle mit
einer ELISA-Folie verschlossen und fur 1 h bei Raumtemperatur auf einem
Plattformschuttler inkubiert. Im Anschluss wurden die Wells dreimal mit je 200 pyL
Wash Buffer mittels Mehrkanalpipette gewaschen und griindlich ausgeklopft. Im
nachsten Schritt erfolgte die Bindung des Erst-Antikorpers. Hierzu wurde der Anti-
pNFkB-Antikorper im Verhaltnis 1:1.000 im Antibody Binding Buffer verdunnt und 100
ML Antikorperlésung in jedes Well gegeben. Der Ansatz wurde fur 1 h bei
Raumtemperatur ohne Schutteln inkubiert und anschliel3end erneut dreimal
gewaschen. Im dritten Schritt wurde in gleicher Weise mit dem HRP-konjugierten
Zweit-Antikorper verfahren, jedoch wurde nach der einstindigen Inkubationszeit
viermal mit 200 uyL Wash Buffer gewaschen. Als Letztes wurden zu jedem Well 100
ML Developing Solution hinzupipettiert zum Starten der Farbreaktion, welche nach
wenigen Minuten mittels 100 yL Stop Solution pro Well abgestoppt wurde. Mithilfe
eines Spektralphotometers konnte im Anschluss die Extinktion der Proben bei 450
nm sowie 550 nm bestimmt werden. Zur statistischen Auswertung wurde bei allen
Proben der 550 nm-Extinktionswert vom 450 nm-Extinktionswert subtrahiert, um den
Einfluss unspezifischer Hintergrundsignale zu minimieren. Dann wurde der
Extinktionswert der Negativkontrolle als Blank-Messung von den anderen

Extinktionswerten abgezogen. Nun konnte eine relative Quantifizierung der
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stimulierten Proben in Relation zur unbehandelten Probe vorgenommen werden,

wodurch auf die p-NFkB-Aktivierung geschlossen werden konnte (308, 336).

Complete Lysis Buffer DTT 0,9 ul
Protease Inhibitor Cocktail 1,8 pl
Lysis Buffer AM2 177,3 pl
Complete Binding Buffer DTT 0,54 ul
Herring sperm DNA 2,7 ul
Binding Buffer AM3 267 pl
1x Wash Buffer 10x Wash Buffer AM2 1,8 ml
Destilliertes Wasser 16,2 ml
1 x Antibody Binding Buffer | 10x Ab Binding Buffer AM2 180 ul
Destilliertes Wasser 1,62 ml
Developing Solution 900 pl
Stop Solution 900 pl

Tabelle 16: ELISA-Reagenzien fiir 8 Proben

3.2.7 Statistische Auswertung

Die Zellkulturexperimente wurden dreimal unabhangig voneinander durchgefuhrt.

Alle Stimulationen erfolgten in Form von Duplikaten oder Triplikaten. Die statistische

Auswertung erfolgte mithilfe des Programms Microsoft Excel. In den Diagrammen

sind die arithmetischen Mittelwerte der Messwerte sowie die Standardabweichung

des Mittelwerts (standard error of mean, SEM) dargestellt. In Anbetracht der

Tatsache, dass die Daten normalverteilt waren, wurde nach Uberprifung der

Varianzhomogenitat im F-Test zur Bestimmung der Signifikanz der zweiseitige

Student’s t-Test angewendet. Eine statistische Signifikanz wurde bei einem p-Wert <

0,05 angenommen. Unterschiedliche Signifikanzniveaus sind durch Sterne

gekennzeichnet (p < 0,05 (*); p < 0,01 (**); p < 0,001 (***); p < 0,0001 (****)) (344,

345),
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4. Ergebnisse

4.1 Stimulation der Hepatozyten mit Olsdure

4.1.1 Lipidakkumulation in HepG2-Zellen

Nach Stimulation der HepG2-Zellen mit 200- 400 yuM BSA-Oleat fur 24- 48 h erfolgte
eine Messung der intrazellularen Triglyzerid-Akkumulation wie oben beschrieben
(3.2.4.). Es zeigt sich eine deutliche Zunahme des zellularen Triglyzeridgehalts in
den stimulierten HepG2-Zellen im Vergleich zu den unstimulierten Zellen (Abb. 8a).
Die Lipidakkumulation steigt sowohl mit der Fettsaurekonzentration als auch mit der
Inkubationsdauer an und erreicht bei 48-stindiger Inkubation mit 400 uM BSA-Oleat
etwa eine Erhdhung um mehr als den Faktor 10. Die Wirkung einer Verdopplung der
Inkubationszeit von 24h auf 48h ist jedoch gering und nicht signifikant. Daraus lasst
sich ableiten, dass die Aufnahme der Fettsauren durch die HepG2-Zellen bereits
innerhalb der ersten 24h erfolgt ist. Die Steigerung der Fettsaurekonzentration von
200 uM auf 400 uM hingegen fuhrt zu einem signifikanten Anstieg der intrazellularen
Triglyzeridmenge. Dies bedeutet, dass das extrazellulare Fettsaureangebot das
Ausmal} der Fettsdureaufnahme und -veresterung durch die Hepatomzelle
beeinflusst. Die Messung der Triglyzerid-Akkumulation wird durch die
lichtmikroskopische Morphologie der HepG2-Zellen unterstrichen, in deren
Zytoplasma sich eine deutliche Steatose in Form von Lipidtropfchen zeigt (Abb. 8c).
Aus diesen Ergebnissen Iasst sich schlie3en, dass Hepatozyten bei hohen
extrazellularen Fettsaurekonzentrationen schnell mit einem Import der Fettsauren
sowie einer Veresterung der Fettsauren mit Glycerin zu Triacylglycerinen reagieren,
wodurch sich eine intrazellulare Steatose entwickelt. In Ubereinstimmung mit der
Fachliteratur (299, 300) kann die beschriebene Behandlung von HepG2-Zellen mit
BSA-Oleat somit als zellulares Modell fur eine metabolisch bedingte Steatose

angesehen werden.

4.1.2 Zytotoxizitat der Fettsaurestimulation

Im nachsten Schritt wurde die zytotoxische Wirkung der Fettsaurestimulation

untersucht durch eine MTT-basierte Messung des relativen Zelliberlebens der

HepG2-Zellen bei zunehmender BSA-Oleat-Konzentration (3.2.3) (Abb. 9). Es zeigt

sich eine kontinuierliche Abnahme des Zelluberlebens mit jeder Verdopplung der

Fettsaurekonzentration. So betragt beispielsweise der Anteil vitaler Zellen nach 24-
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stundiger Behandlung mit 200 yM BSA-Oleat noch etwa 64%. Neben der
steatogenen Wirkung der Olsaure muss also auch von einer zytotoxischen Wirkung
ausgegangen werden, wobei im MTT-Assay nicht zwischen apoptotischem und

nekrotischem Zelltod unterschieden werden kann.
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Abbildung 8: Triglyzerid-Akkumulation in HepG2-Zellen nach Stimulation mit BSA-

Oleat

a Messung der intrazellularen Triglyzeridmenge von HepG2-Zellen nach Stimulation mit
200-400 uM BSA-Oleat fur 24-48 h.
Dargestellt sind die Mittelwerte +SEM bei 3 unabhéngig durchgefiihrten Experimenten.
Die statistische Signifikanz wurde mittels zweiseitigem Student’s t-Test zu einem
Signifikanzniveau von a= 0,05 bestimmt (p < 0,05 (*); p < 0,01 (**); p < 0,001 (***); p <
0,0001 (***%))

b Lichtmikroskopische Aufnahme unstimulierter HepG2-Zellen.

¢ Lichtmikroskopische Aufnahme stimulierter HepG2-Zellen (400 uM BSA-Oleat fur 48 h).
Deutliche intrazelluldre Steatose in Form von perinuklearen Lipidtropfchen.
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Abbildung 9: Relatives Zelliiberleben von HepG2-Zellen bei Stimulation mit BSA-Oleat
(Fortsetzung siehe néchste Seite)
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Abbildung 9: Relatives Zelliiberleben von HepG2-Zellen bei Stimulation mit BSA-Oleat
(Fortsetzung)

Messung des Anteils vitaler HepG2-Zellen mittels MTT-Assay bei Stimulation mit BSA-Oleat
in zunehmender Konzentration (100-1600 uM) Gber einen Zeitraum von 24h.

Dargestellt sind die Mittelwerte +SEM bei 3 unabhéngig durchgefiihrten Experimenten. Die
statistische Signifikanz wurde mittels zweiseitigem Student’s t-Test zu einem
Signifikanzniveau von a= 0,05 bestimmt (p < 0,05 (*); p < 0,01 (**); p < 0,001 (***); p <
0,0001 (***¥))

4.1.3 Beeinflussung der Genexpression in HepG2-Zellen und

primaren humanen Hepatozyten

Die Wirkung der Fettsaurestimulation (3.2.2) auf die Genexpression von
Schlisselenzymen und Transportern des hepatozellularen Stoffwechsels wurde
mittels qRT-PCR analysiert (3.2.5). Es zeigt sich eine signifikante Abnahme der
Expression von FATP5, Acetyl-CoA-Synthetase (ACC), Fettsauresynthase (FAS)
sowie Stearoyl-CoA-Desaturase (SCD-1). Daraus lasst sich schlussfolgern, dass die
HepG2-Zellen auf das erhdhte Fettsaureangebot mit einer Drosselung des
Fettsaureimports durch den Fettsauretransporter FATP5 reagieren. Aulierdem erfolgt
eine Suppression der Neusynthese von Fettsauren aus Glucosemetaboliten durch
Herunterregulation der entsprechenden Schrittmacherenzyme (Abb. 10a-d).
Gleichzeitig kommt es durch signifikante Steigerung der CPT-1a-Expression zu einer
Zunahme der Fettsaureverwertung in der mitochondrialen B-Oxidation (Abb. 10e).
Interessanterweise bewirkt die Fettsaurebehandlung der HepG2-Zellen ebenfalls
eine Zunahme der Transkription pro-inflammatorischer Zytokine wie z.B. IL-8 (Abb.
10f).

Die Fettsaurestimulation primarer humaner Hepatozyten flhrt zu ahnlichen
Veranderungen der Genexpression in der qRT-PCR. Auch hier reagieren die
Hepatozyten mit einer Herunterregulation von FATPS5, Acetyl-CoA-Synthetase,
Fettsauresynthase sowie Steatoyl-CoA-Desaturase (Abb. 11a-c). Daneben kann ein
starker Anstieg der CCL2-Genexpression beobachtet werden, was wiederum fir eine
Entzindungsreaktion des Hepatozyten spricht (Abb. 11d).

Die beschriebene Regulation der Genexpression in HepG2-Zellen sowie primaren
humanen Hepatozyten kann als biologisch sinnvoller Anpassungsmechanismus des
Hepatozyten an hohe extrazellulare Fettsaurekonzentrationen gewertet werden. Im
Uberschuss vorliegende Fettsduren werden zur R-Oxidation genutzt und dariiber

hinaus in Form von Triacylglyceriden als Energiedepot gespeichert. Eine zusatzliche
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Fettsauresynthese aus Glucosemetaboliten ist nicht notwendig. Eine Reduktion der
Fettsauretransporter in der Plasmamembran schitzt den Hepatozyten vor zu grofden
Mengen zytotoxischer Fettsauren, die ansonsten ungehindert durch freie Diffusion in
die Zelle eintreten. Die gesteigerte Transkription pro-inflammatorischer Zytokine wie
IL-8 und CCL2 deutet daraufhin, dass der zellulare Stress durch die Zytotoxizitat der
Olsaure sowie der vermehrte Zelltod innerhalb der Kultur eine Entziindungsreaktion

im Hepatozyten auslosen.
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Abbildung 10: Genexpression in qRT-PCR bei Stimulation von HepG2-Zellen mit BSA-
Oleat uiber 24h (Fortsetzung siehe néchste Seite)
a-d Verminderte Expression des Fettsduretransporters FATP5 sowie von Enzymen der

Fettsauresynthese
e Gesteigerte Expression von CPT-1a als Schlusselenzym der -Oxidation
f Gesteigerte Expression des pro-inflammatorischen Zytokins IL-8

Dargestellt sind die Mittelwerte +SEM bei 3 unabhéngig durchgefiihrten Experimenten. Die
statistische Signifikanz wurde mittels zweiseitigem Student’s t-Test zu einem
Signifikanzniveau von a= 0,05 bestimmt (p < 0,05 (*); p < 0,01 (**); p < 0,001 (***); p <
0,0001 (***¥))
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Abbildung 11: Genexpression in qRT-PCR bei Stimulation von primaren humanen

Hepatozyten mit BSA-Oleat liber 24h
Verminderte Expression des Fettsduretransporters FATPS sowie von Enzymen der

a-c
Fettsauresynthese.

d Gesteigerte Expression von CCL2
Dargestellt sind die Mittelwerte +SEM bei 3 unabhéngig durchgefiihrten Experimenten. Die
statistische Signifikanz wurde mittels zweiseitigem Student’s t-Test zu einem
Signifikanzniveau von a= 0,05 bestimmt (p < 0,05 (*); p < 0,01 (**); p < 0,001 (***); p <

0,0001 (****))
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4.2 Stimulation der Hepatozyten mit Zytokinen der IL-1-
Familie

4.2.1 Genexpression

Im zweiten Teil der Arbeit wurden HepG2-Zellen und primare humane Hepatozyten
mit verschiedenen Zytokinen der IL-1-Zytokin-Superfamilie stimuliert, um die zellulare
Antwort auf diese Signalmolekile zu charakterisieren. Dazu wurden die Hepatozyten
mit je 100 ng/mL rekombinantem IL-1q, IL-1pB, IL-33, IL-36a, IL-36[ oder IL-36y Uber
einen Zeitraum von 3-18h stimuliert (3.2.2) und anschlie3end das Expressionsmuster
verschiedener Gene, die fur pro-inflammatorische Mediatoren sowie
Schlisselenzyme des Zellstoffwechsels codieren, mittels gRT-PCR analysiert (3.2.5).
Die Stimulation der HepG2-Zellen mit IL-1a und IL-1B fihrt nach 18 h zu einer
Steigerung der IL-1R1-Expression etwa um den Faktor 2,5, auch der Korezeptor IL-
1RacP erfahrt eine schwache Expressionssteigerung durch IL-1a und IL-18 nach 18h
(Abb.12a-b). Bereits nach dreistindiger Stimulation mit IL-1a bzw. IL-1 zeigt sich
annahernd eine Verdopplung der Expression von RELA, welches flur die p65-
Untereinheit des pro-inflammatorischen Transkriptionsfaktors NF-kB codiert (Abb.
12e). Passend hierzu zeigt sich ebenfalls nach 3h eine starke Expressionssteigerung
der NF-kB-abhangigen pro-inflammatorischen Zytokine IL-8, TNF-a und CCL2 (MCP-
1) (Abb. 12 ¢, d, f). Im Fall von IL-8 und TNF-a handelt es sich um eine
Expressionssteigerung um den Faktor 10- 50, bei CCL2 werden Werte im Bereich
von Uber 2500 erreicht. Bei allen 3 Zytokinen ist die Wirkung von IL-1a signifikant
grofder als von IL-1B. Daruber hinaus zeigt sich eine leichte Transkriptionssteigerung
von TGF- nach dreistundiger Stimulation mit den beiden genannten Zytokinen. Die
Stimulation der HepG2-Zellen mit IL-33 sowie den IL-36-Isoformen zeigt hingegen
keinerlei Wirkung im Hinblick auf die genannten Gene (Abb. 12 a-d). Auch eine
Expression des IL-33-Rezeptors sowie des IL-36-Rezeptors konnte in der gRT-PCR

nicht nachgewiesen werden (Daten nicht dargestellt).

In der Analyse metabolischer Read-outs nach Stimulation der HepG2-Zellen mit IL-
1 zeigt sich nach 3h eine signifikante Herunterregulation des Transkriptionsfaktors
PPARaq, seines Coaktivators PGC-1a sowie seines Effektorgens CPT-1a, was auf

eine Suppression der oxidativen Fettsdureverwertung schliefen lasst (Abb. 13 a-c).

Andere wichtige Enzyme des Zellstoffwechsels wie Fettsauresynthase oder Acetyl-
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CoA-Synthetase wiesen hingegen keine eindeutige Veranderung ihrer Expression

auf (Daten nicht dargestellt).
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Abbildung 12: Genexpression in HepG2 Zellen nach Zytokinstimulation tliber 3-18h:
Inflammatorisches Read-out

a-g Signifikante Expressionssteigerung nach Stimulation mit IL-1a und IL-1(.

a-d Keine Beeinflussung der Genexpression durch IL-33 und IL-36-Isoformen
Dargestellt sind die Mittelwerte +SEM bei 3 unabhéngig durchgefiihrten Experimenten. Die
statistische Signifikanz wurde mittels zweiseitigem Student’s t-Test zu einem
Signifikanzniveau von a= 0,05 bestimmt (p < 0,05 (*); p < 0,01 (**); p < 0,001 (***); p <
0,0001 (***¥))
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Abbildung 13: Genexpression in HepG2 Zellen nach Zytokinstimulation liber 3h:
Metabolisches Read-out

a-c Signifikante Senkung der Genexpression von PPARa, PGC-1a und CPT-1a durch
Stimulation mit IL-1[3.

Dargestellt sind die Mittelwerte +SEM bei 3 unabhéngig durchgefiihrten Experimenten. Die
statistische Signifikanz wurde mittels zweiseitigem Student’s t-Test zu einem
Signifikanzniveau von a= 0,05 bestimmt (p < 0,05 (*); p < 0,01 (**); p < 0,007 (***); p <
0,0001 (***%))

Bei der Stimulation der primaren humanen Hepatozyten zeigen sich im Vergleich zu
den HepG2-Zellen jedoch deutliche Unterschiede. Eine Heraufregulation pro-
inflammatorischer Signale nach 3 h findet nicht nur bei den Zytokinen IL-1a und IL-1(3
statt, sondern auch bei den IL-36-Isoformen (Abb. 14). Einzig die Stimulation mit IL-
33 zeigt keine Wirkung. So flhrt die Stimulation mit IL-1a/f sowie IL-36a/B/y zu
einem leichten Anstieg der Expression von RELA und zu einem starken Anstieg der
Expression von IL-8, TNF-a und CCL2. Dabei zeigen die Zytokine wechselnde
Potenzen je nach induziertem Gen — eine eindeutige Uberlegenheit eines Zytokins ist
jedoch nicht erkennbar. Eine Veranderung der Expression von Zytokinrezeptoren
und -korezeptoren kann nach 3 h und 6 h nicht beobachtet werden, allerdings
wurden die Werte bei 18-stundiger Stimulation wie bei den HepG2-Zellen nicht
erhoben. Nach Stimulation mit IL-1a/ sowie IL-36a/B/y zeigt sich nach 6 h eine
leichte Steigerung der Expression des Fibrosemarkers TGF-B. In Hinblick auf die
Beeinflussung des Zellstoffwechsels zeigt sich nach 6h eine deutliche Suppression
der PGC-1a-Expression bei allen Zytokinen auf3er IL-33 (Abb. 15 b). Bei PPARa und
CPT-1a findet eine relevante Reduktion im Wesentlichen nur bei den IL-1-Zytokinen
statt (Abb. 15 a, c).

Aus diesen Ergebnissen lasst sich schliellen, dass HepG2-Zellen und primare
humane Hepatozyten sich in Bezug auf ihre Stimulation durch Zytokine der IL-1-

Familie deutlich unterscheiden. Bei den HepG2-Zellen kann lediglich die Expression
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des IL-1-Rezeptors 1 sowie seines Korezeptors IL-1RacP nachgewiesen werden.
Dementsprechend zeigt sich eine Veranderung der Genexpression von
inflammatorischen und metabolischen Read-outs nur in Antwort auf eine Stimulation
mit IL-1a sowie IL-1[3. Die primaren humanen Hepatozyten hingegen reagieren nicht
nur auf die Zytokine IL-1a und IL-103, sondern auch auf die IL-36-Isoformen. Somit ist
es moglich, dass neben der bekannten Bedeutung der IL-1-Zytokine auch die IL-36-
Zytokine eine Rolle bei der hepatozellularen Inflammationsreaktion im Rahmen der
MASLD spielen. Die Experimente legen den Schluss nahe, dass humane
Hepatozyten den IL-1-Rezeptor 1, den |IL-36-Rezeptor und ihren Korezeptor IL-
1RACP exprimieren und dass deren Stimulation Uber die Anschaltung pro-
inflammatorischer Signalwege die Produktion wichtiger Zytokine bewirkt. Auch
scheint eine Interaktion zwischen inflammatorischen und metabolischen Signalwegen
zu bestehen, da es zu einer Abnahme der Expression von zentralen Regulatoren des
oxidativen Fettstoffwechsels kommt. Durch eine Verminderung der 3-Oxidation
kénnen die Zytokine eine Akkumulation intrazellularer Fettsduren im Sinne einer

Steatose fordern.
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Abbildung 14: Genexpression in primaren humanen Hepatozyten nach

Zytokinstimulation uber 3-6h: Inflammatorisches Read-out

a - e Signifikante Expressionssteigerung nach Stimulation mit IL-1a und IL-13 sowie den
IL-36-Isoformen. Keine Beeinflussung der Genexpression durch IL-33.

Dargestellt sind die Mittelwerte +SEM bei 3 unabhéngig durchgefiihrten Experimenten. Die

statistische Signifikanz wurde mittels zweiseitigem Student’s t-Test zu einem

Signifikanzniveau von a= 0,05 bestimmt (p < 0,05 (*); p < 0,01 (**); p < 0,001 (***); p <

0,0001 (***¥))

73



4. Ergebnisse

a PPARa b PGC-1a

k.3 *k%k
*k k k%
* %k

* %k
% % %k

* %k
* %k

44
O NN N

o o o ©

Relative Genexpression
o N OB O

Relative Genexpression

o o o o =
o N B OO ® = N B

@ IL-1a IL-1B IL-33 IL-36a IL-36p IL-36y @ IL-1a IL-1B IL-33 |L-3B6a IL-36(3 IL-36y
Zytokinstimulation [100 ng/ml] [6h] Zytokinstimulation [100 ng/ml] [6h]

CPT-1a

*%

o

1,2 1 *%

0,8 1
0,6 1
0,4 1

lative Genexpression

20,2 -

R

g IL-1a IL-1B IL-33 IL-36a IL-36p IL-36y
Zytokinstimulation [100 ng/ml] [6h]

Abbildung 15: Genexpression in primdren humanen Hepatozyten nach

Zytokinstimulation iiber 6h: Metabolisches Read-out

a-c¢ Signifikante Senkung der Genexpression durch Stimulation mit IL-1a und IL-13, sowie
teilweise durch Stimulation mit den IL-36-Isoformen. Keine Beeinflussung der
Genexpression durch IL-33.

Dargestellt sind die Mittelwerte +SEM bei 3 unabhéngig durchgefiihrten Experimenten. Die

statistische Signifikanz wurde mittels zweiseitigem Student’s t-Test zu einem

Signifikanzniveau von a= 0,05 bestimmt (p < 0,05 (*); p < 0,01 (**); p < 0,007 (***); p <

0,0001 (***%))

4.2.2 Proteinsynthese

Zur weiteren Analyse der hepatozellularen Antwort auf inflammatorische Stimuli
wurde die Proteinsynthese der p65-Untereinheit des Transkriptionsfaktors NF-kB in
HepG2-Zellen mittels Western Blot sowie ELISA untersucht. Fir den Western Blot
wurden die Hepatomzellen mit 100 ng/ml rekombinantem IL-18 flr einen Zeitraum
von 15 min bis 24 h stimuliert (3.2.2). Anschliel3end wurde die nukleare
Proteinfraktion isoliert, mittels SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt, geblottet
und es erfolgte ein spezifischer Proteinnachweis mittels Antikorper (3.2.6). Zur

relativen Quantifizierung wurde die NF-kB p65 Expression ins Verhaltnis gesetzt zur
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Expression von Lamin B1, welches als Bestandteil der Kernlamina konstant
exprimiert wird. Es zeigt sich eine deutliche Zunahme der NF-kB-p65 Expression
nach 15 min Stimulationsdauer, welche nach 30 min noch weiter angewachsen ist.
Nach 60 min Stimulation ist die Expression wieder unter den Wert nach 15min
gefallen, jedoch weiterhin deutlich gesteigert im Vergleich zur unstimulierten Probe.
Nach 3h und 24h ist sie weiter abgesunken und nur noch geringfligig erhéht. (Abb.
16a-b).

Im NF-kB (p65) ELISA wurde die Expression des pro-inflammatorischen
Transkriptionsfaktors innerhalb der nuklearen Proteinfraktion nach Stimulation der
HepG2-Zellen mit je 100 ng/mL rekombinantem IL-1a oder IL-13 Uber einen Zeitraum
von 15 min bis 24 h anhand der Bindungsaktivitat gemessen (3.2.6.5). Es zeigte sich
schnell eine deutliche Steigerung der Bindungsaktivitat etwa um den Faktor 9 bei
einer Inkubation mit IL-1( fur 15 min (Abb. 16c). Im Anschluss fiel die
Bindungsaktivitat von nuklearem NF-kB p65 rasch wieder ab. Nach 60 min lag sie bei
Faktor 2,5 und nach 24 h war sie kaum noch erhoht. Auch bei Stimulation mit IL-1a
zeigte sich eine Steigerung der NF-kB-p65 Bindungsaktivitat, allerdings nur um den
Faktor 4. Das Maximum wurde erst nach 30 min erreicht und blieb fur einen langeren
Zeitraum konstant als bei IL-13. Die Daten aus Western Blot und NF-kB (p65) ELISA
unterstreichen insgesamt die Ergebnisse der qRT-PCR, denn auch sie deuten auf
eine Inflammationsreaktion des Hepatozyten mit Anschaltung NF-kB-abhangiger

proinflammatorischer Signalwege hin.
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Abbildung 16: NF-kB (p65) Western Blot und ELISA von nukledrem Proteinisolat aus

HepG2-Zellen nach Stimulation mit IL-1a bzw. IL-18

a Western Blot Film mit den Proteinbanden von NF-kB p65 (oben) und Lamin B1 (unten).
Von links nach rechts sind nukleare Proteinisolate aus HepG2-Zellen aus unstimuliertem
Ansatz (@) sowie nach 15 min, 30 min, 60 min, 3h sowie 24h Stimulation mit 100 ng/mL
IL-1B aufgetragen.

b Verhaltnis der nuklearen Expression von NF-kB p65 zu Lamin B1 im nebenstehenden
Western Blot (a).

¢ NF-kB (p65) ELISA von nukledrem Proteinisolat aus HepG2-Zellen nach Stimulation mit
100 ng/mL IL-1a und IL-1p.

4.3 Kombinierte Stimulation

4.3.1 Einfluss auf den Lipidstoffwechsel

Als Nachstes wurden die HepG2-Zellen und die primaren Hepatozyten einer
kombinierten Stimulation mit Fettsdure und Zytokin unterzogen, um die Reaktion der
Hepatozyten auf das parallele Vorhandensein von Lipiden und pro-inflammatorischen
Signalen zu untersuchen (3.2.2). Im Fall der HepG2-Zellen wurde eine Inkubation mit
200 uM BSA-Oleat fur 24 h durchgefuihrt, bevor die Hepatomzellen mit 100 ng/mL IL-
1B fir 1,3 oder 6 Stunden stimuliert wurden. Die Veranderung der Genexpression

wurde mittels gRT-PCR ermittelt. Abbildung 17 zeigt die Ergebnisse zu Genen, deren
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Expressionsmuster wesentlich beeinflusst wurde. Betrachtet man die Regulation von
Genen mit Einfluss auf den zellularen Metabolismus (Abb. 17a-b), so zeigt sich, dass
die Expression der Fettsauresynthase zwar durch BSA-Oleat reprimiert wird, doch
ein gleichzeitiges Vorhandensein von IL-1[3 diese Repression mehr als wett macht.
So zeigt sich bei den HepG2-Zellen mit kombinierter Stimulation eine Nettoerh6hung
der Fettsauresynthaseexpression. Bei PGC-1a zeigt sich eine deutliche Hemmung
der Genexpression durch IL-1[3, die auch durch Kombination mit BSA-Oleat nicht
wesentlich verandert wird. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass bei kombinierter
Stimulation eine Verschiebung des Lipidstoffwechsels von $-Oxidation hin zur De-

novo-Fettsauresynthese stattfindet.

Die primaren humanen Hepatozyten wurden aufgrund der Ergebnisse
vorangegangener Stimulationsexperimente mit mehreren Zytokinen der IL-1-
Superfamilie in Kombination mit BSA-Oleat behandelt. Zur Reduktion der Anzahl an
Versuchsansatzen sowie des Verbrauchs an Zellmaterial wurden die Isoformen eines
Zytokins miteinander kombiniert. Nach der 24-stiindigen Inkubation mit 200 yM BSA-
Oleat wurden die primaren humanen Hepatozyten in 3 unterschiedlichen Ansatzen
fur 3 h behandelt. Im ersten Ansatz wurden je 50 ng/mL IL-1a und IL-1B hinzugefugt,
im zweiten Ansatz 100 ng/mL IL-33 und im dritten Ansatz je 33 ng/mL IL-36q, IL-363
und IL-36y, sodass die Gesamtzytokinkonzentration jeweils 100 ng/mL betrug. Bei
der Auswertung der metabolischen Read-outs zeigt sich, dass PPARa in
Anwesenheit der Zytokine stark herunterreguliert wird. Diese Herunterregulation
findet auch bei gleichzeitiger Stimulation mit BSA-Oleat statt (Abb. 18a). Ebenso
kann bei PGC-1a eine deutliche Supprimierung der Expression beobachtet werden,
wobei diese nur im ersten und dritten Ansatz, also bei den IL-1-Isoformen sowie den
IL-36-Isoformen, vorhanden ist (Abb. 18b). Diese Zytokine verstarken die bereits
vorhandene PGC-1a-Suppression durch die Fettsaure zusatzlich. IL-33 hingegen
fuhrt zu keiner signifikanten Anderung der PGC-1a-Expression. Aus diesen
Ergebnissen lasst sich schlussfolgern, dass die primaren Hepatozyten in einer pro-
inflammatorischen Umgebung die R-Oxidation trotz hoher Mengen an zur Verfugung
stehenden Fettsauren herunterreguliert, was zur intrazellularen Akkumulation dieser

Fettsauren beitragt.
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4.3.2 Einfluss auf inflammatorische Antwort

Bei der Regulation der Expression pro-inflammatorischer Transkriptionsfaktoren und
Zytokine zeigt sich in den HepG2-Zellen ein additiver Effekt von Fettsdure und
Zytokin (Abb. 17 c-f). Die pro-inflammatorische Wirkung der Zytokine Ubersteigt zwar
deutlich die der Fettsaure, jedoch bewirkt eine kombinierte Stimulation eine
zusatzliche Steigerung der Genexpression. So ist die Expression von RELA (NF-kB
p65), IL-8, TNF-a und CCL2 bei einer kombinierten Stimulation mit BSA-Oleat und
IL-18 am hdchsten. Die Daten unterstitzen die These, dass das Vorhandensein von
hohen Fettsaurekonzentrationen in Verbindung mit Zytokinen der IL-1-Familie eine

starke pro-inflammatorische Antwort der Hepatozyten verursacht.

Bei der Betrachtung der primaren Hepatozyten zeigen sich ahnliche Ergebnisse flr
den IL-1a/B-Ansatz sowie den IL-36-a/B/y-Ansatz. In beiden Fallen zeigt sich eine
deutliche Expressionssteigerung von IL-8 sowie CCL2 durch die Zytokingemische,
die durch das BSA-Oleat zusatzlich verstarkt wird (Abb. 18 c-d). Dabei ist die
Wirkung von zusatzlichem BSA-Oleat bei den IL-36-Isoformen erkennbar
ausgepragter als bei den IL-1-Isoformen. Die Stimulation mit IL-33 hat wiederum
keinen Einfluss auf die Zytokinexpression. Zusammenfassend lasst sich somit sagen,
dass auch in den primaren Hepatozyten die Kombination aus Fettsaure und Zytokin

eine deutliche pro-inflammatorische Wirkung besitzt.
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Abbildung 17: Kombinierte Stimulation von HepG2-Zellen mit BSA-Oleat und IL-1
gRT-PCR-Ergebnisse nach Stimulation von HepG2-Zellen mit 200 uM BSA-Oleat fiir 24h
und/oder IL-1 fur 3h.

a-b Einfluss auf den Lipidstoffwechsel: Fettsduresynthase und PGC-1a

c -f Einfluss auf inflammatorische Antwort: RELA (NF-kB p65), IL-8, TNF-a, CCL2
Dargestellt sind die Mittelwerte +SEM bei 3 unabhéngig durchgefiihrten Experimenten. Die
statistische Signifikanz wurde mittels zweiseitigem Student’s t-Test zu einem
Signifikanzniveau von a= 0,05 bestimmt (p < 0,05 (*); p < 0,01 (**); p < 0,001 (***); p <
0,0001 (***¥))
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Abbildung 18: Kombinierte Stimulation primarer humaner Hepatozyten mit BSA-Oleat

und Zytokinen der IL-1-Superfamilie

gRT-PCR-Ergebnisse nach Stimulation von primaren humanen Hepatozyten mit 200 uM

BSA-Oleat fur 24h und/oder Zytokinen der IL-1-Superfamilie fir 3h.

a-b Einfluss auf den Lipidstoffwechsel: Suppression des Transkriptionsfaktors PPARa
und seines Koaktivators PGC-1a.

c -d Einfluss auf inflammatorische Antwort: Induktion proinflammatorischer Zytokine IL-8
und CCL2

Dargestellt sind die Mittelwerte +SEM bei 3 unabhéngig durchgefiihrten Experimenten. Die

statistische Signifikanz wurde mittels zweiseitigem Student’s t-Test zu einem

Signifikanzniveau von a= 0,05 bestimmt (p < 0,05 (*); p < 0,01 (**); p < 0,007 (***); p <

0,0001 (***%))

4.4 Wirksamkeit monoklonaler rekombinanter Antikorper

gegen IL-1RacP

Im letzten Teil dieser Promotionsarbeit wurde schlieRlich die Wirksamkeit von IL-
1RAcP-Antikérpern im Hinblick auf die Blockierung der pro-inflammatorischen und
metabolischen Wirkung der IL-1-Zytokine untersucht. Hierzu wurden primare humane
Hepatozyten mit 2 unterschiedlichen monoklonalen rekombinanten Antikdrpern
gegen IL-1RAcP von TPP und BI behandelt, die von Bohringer Ingelheim zur

Verfugung gestellt wurden. Die Zellen wurden zunachst mit je 100 nM Antikorper fur
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30 min vorinkubiert, bevor die Zytokingemische wie bereits beschrieben
hinzugegeben wurden (4.3.1). Bei Betrachtung der Expression pro-inflammatorischer
Zytokine wie IL-1B, CCL2, IL-8 sowie TNF-a als Read-out zeigt sich, dass beide
Antikorper grundsatzlich in der Lage sind, die Wirkung von IL-1- und IL-36-Zytokinen
abzuschwachen (Abb. 19 a-d). Die Wirkstarke der Antikorper variiert jedoch je nach
Zytokinstimulation sowie pro-inflammatorischem Read-out. Die Stimulation mit IL-
1a/p bewirkt eine ausgepragtere Expressionssteigerung von IL-1p3, IL-8 sowie TNF-a
als die Stimulation mit IL-36a/B/y — bei CCL2 ist die Wirkung ebenmalig. Gleichzeitig
lasst sich erkennen, dass die Antikorper die ohnehin schwachere Wirkung der IL-36-
Zytokine auf die Hepatozyten starker unterdriicken kdnnen als die der IL-1-Zytokine.
Eine vollstandige Aufhebung der Zytokinwirkung kann nur bei den IL-36-Zytokinen
beobachtet werden. Beispielsweise senkt der Anti-IL-1RAcP-Antikérper von Bl die
relative IL-1B-Expression nach Stimulation mit IL-1a/f nur um 12% von 117 auf 103,
wohingegen bei IL-360/B/y eine Senkung um 96% von 33 auf 1,35 erreicht werden
kann, was praktisch einer vollstandigen Unterdriickung der pro-inflammatorischen
Antwort gleichkommt (Abb. 19 a). Beim Vergleich beider Antikdrper zeigt sich
insgesamt keine eindeutige Uberlegenheit. Bei IL-18 und CCL2 sind leichte Vorteile
fur den Antikérper von TPP erkennbar, wahrend sich bei IL-8 und TNF-a der
Antikorper von Bl als wirkungsvoller erweist. Vergleicht man die pro-
inflammatorischen Read-outs untereinander, so zeigt sich, dass die IL-8-Expression
am starksten von den Antikorpern beeinflussbar ist. Des Weiteren wurde die
Expression des Fibrose-assoziierten Transkriptionsfaktors TGF- untersucht, der
durch die oben genannten Zytokine eine maflige Induktion um den Faktor 1,2 bis 1,6
erfahrt (Abb. 19 e). Auch hier zeigt sich eine Suppression durch die Antikorper,
allerdings nur bei der Stimulation mit den IL-36-Zytokinen. Ahnliches gilt fir den
Transkriptionsfaktor-Coaktivator PGC-1a, dessen Expression durch die Zytokine um
etwa 50% reduziert wird (Abb. 19 f). Diese Reduktion kann im Fall von IL-36a/B/y
durch die Antikérperbehandlung teilweise wieder umgekehrt werden, nicht jedoch bei
IL-1a/B. Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass die getesteten Antikorper in der Lage
sind, den Einfluss der IL-1- und IL-36-Zytokine auf die pro-inflammatorische Aktivitat

und den Stoffwechsel der primaren Hepatozyten teilweise aufzuheben.
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Abbildung 19: Wirksamkeit monoklonaler rekombinanter Antikorper gegen IL-1RacP in

primaren humanen Hepatozyten

a-f gRT-PCR Ergebnisse aus primaren humanen Hepatozyten: Wirkung einer
Vorbehandlung mit 100 nM IL-1RacP-Antikdrpern tUber 30 min vor Stimulation mit
Zytokinen der IL-1-Superfamilie

Dargestellt sind die Mittelwerte +SEM bei 3 unabhéngig durchgefiihrten Experimenten. Die

statistische Signifikanz wurde mittels zweiseitigem Student’s t-Test zu einem Signifikanz-

niveau von a= 0,05 bestimmt (p < 0,05 (*); p < 0,01 (**); p < 0,001 (***); p < 0,0001 (****))
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5. Diskussion

5.1 Humane Hepatozyten werden durch IL-1 und IL-36 zu

einer pro-inflammatorischen Antwort angeregt

Die Hepatomzelllinie HepG2 reagiert bei Stimulation mit den Zytokinen IL-1a und IL-
18 mit der Ausbildung einer pro-inflammatorischen Zellantwort. HepG2-Zellen
exprimieren auf ihrer Zelloberflache wahrscheinlich den IL-1R1 sowie den IL-1RacP,
die bei Ligandenbindung eine pro-inflammatorische Signaltransduktionskette in Gang
setzen. Diese besteht aus der Aktivierung und Synthese des pro-inflammatorischen
Transkriptionsfaktors NFkB p65 sowie der Synthese proinflammatorischer Zytokine
wie IL-8, TNF-a und CCL2. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit bereits
publizierten Daten zur IL-1-Wirkung auf HepG2-Zellen. Fir IL-1a ist beschrieben,
dass es in HepG2-Zellen die Anschaltung pro-inflammatorischer Signalwege sowie
die Synthese von Zytokinen wie IL-6 und TNF-a bewirken kann (346, 347). In Bezug
auf IL-18 ist bekannt, dass HepG2-Zellen das Zytokin prinzipiell selbst produzieren
konnen (348) und auch auf eine Stimulation mit IL-13 reagieren (349, 350).
Allerdings wurde die umfassende Produktion verschiedener pro-inflammatorischer

Zytokine durch HepG2-Zellen nach Stimulation mit IL-1B bisher nicht beschrieben.

Zusatzlich zu IL-1a und IL-18 wurde in dieser Arbeit auch die Stimulation durch
andere Zytokine der IL-1-Familie untersucht, deren Rezeptoren ebenfalls IL-1RAcP
als Korezeptor zur Signalweiterleitung benétigen. Jedoch zeigte die Stimulation von
HepG2-Zellen mit IL-33 und IL-36a/B/y keinerlei Wirkung hinsichtlich der Expression
der untersuchten Gene. Im Gegensatz dazu zeigten die primaren humanen
Hepatozyten sowohl bei Stimulation mit IL-1a und IL-1[3 als auch bei Stimulation mit
allen IL-36-Isoformen eine pro-inflammatorische Antwort. Einzig IL-33 hat auch bei
den primaren humanen Hepatozyten keinen derartigen Effekt. Fur IL-1a ist in der
Literatur bereits beschrieben, dass es auch diese Zellen stimulieren kann (346). Die
Produktion von IL-18 in primaren humanen Hepatozyten wurde ebenfalls
beschrieben, sowohl im Rahmen der MASH (351) als auch im Rahmen anderer
Entzindungsreaktionen wie z.B. bei einer Hepatitis-B-Infektion (352). Daneben
wurde gezeigt, dass IL-1 selbst auch den hepatozellularen Stoffwechsel
beeinflussen kann, beispielsweise im Rahmen der Anamie bei chronischer
Erkrankung (anemia of chronic disease, ACD) (353, 354). Eine direkte
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Stimulierbarkeit humaner Hepatozyten durch IL-36-Isoformen wurde jedoch bisher

nicht beschrieben.

Allerdings finden sich in der Fachliteratur Daten aus Tiermodellen und klinischen
Studien, die einen Bezug herstellen zwischen den Zytokinen IL-33 sowie IL-36 und
chronischen Entzindungen in der Leber (355). Zu IL-36 liegen nur sehr vereinzelt
Ergebnisse vor (356). Im Mausmodell flhrt eine pharmakologische oder genetische
Ausschaltung des IL-36-Rezeptors zu einer Abnahme der Steatose und Inflammation
im Rahmen der Alkohol-induzierten Steatohepatitis (alcoholic steatohepatitis, ASH)
(357). In einem anderen Mausmodell wurden erhdhte Konzentrationen von IL-36y
beim akuten Paracetamol-induzierten Leberversagen gemessen. Eine Gabe von IL-
36Ra fuhrte zu einer Reduktion der Inflammation, jedoch zu einer Verschlechterung
der Geweberegeneration (358). Auch fur IL-33 liegen Daten aus Tiermodellen und
klinischen Studien vor, die jedoch zum Teil widerspruchlich sind (359). IL-33 wurde
als pathogenetischer Marker im Blut von Patienten mit Hepatitis B und C,
Leberzirrhose und akutem Leberversagen nachgewiesen (360-362). Einerseits
werden dem Zytokin pro-inflammatorische und pro-fibrogene Eigenschaften
zugeschrieben (264, 363), andererseits wird es als immunregulatorisch und anti-
inflammatorisch charakterisiert. In Bezug auf die MASLD ist beschrieben, dass IL-33
im Blut von MASH-Patienten und von Mausen mit Diat-induzierter Steatohepatitis
erhoht ist (261). Allerdings fuhrte die Gabe von zusatzlichem IL-33 im Mausmodell zu
einer Milderung der Steatose und einer Verstarkung der Fibrose (275). Ein
homozygoter IL-33-Knockout hatte keinerlei Auswirkungen auf eine Diat-induzierte
Steatohepatitis (276). Als zellulare Quelle und Ziel von IL-33 wurden bei der
Leberfibrose Sinusendothelzellen, hepatische Sternzellen sowie Lebermakrophagen
identifiziert (264, 364). Dies konnte eine Erklarung dafur sein, dass in den hier
durchgefihrten Experimenten keine Wirkung von IL-33 auf den Hepatozyten selbst

nachgewiesen werden konnte.

Die hier vorgestellten Ergebnisse darauf hin, dass nicht nur Leber-residente
Immunzellen, sondern auch die Hepatozyten selbst zur Zytokinproduktion im
Rahmen entzundlicher Prozesse befahigt sind und damit wesentlich an der
Pathogenese inflammatorischer Krankheiten in der Leber beteiligt sein kénnen (365).
Aulerdem zeigen die Experimente, dass die IL-36-Isoformen vergleichbare pro-

inflammatorische Antworten in primaren Hepatozyten hervorrufen kdnnen wie die IL-
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1-Isoformen, wenn gleich ihre Wirkung insgesamt als weniger potent einzustufen ist
als die von IL-1a/B. Zum umfassenden Verstandnis von Entziindungsprozessen in
der Leber ist es daher essentiell, sich nicht nur auf die lange bekannten und gut
charakterisierten Zytokine IL-1a und IL-1B zu fokussieren, sondern auch die bisher
weniger beachteten Zytokine in den Blick zu nehmen. In diesem Zusammenhang
muss auch die HepG2-Zelllinie als in-vitro-Modell hinterfragt werden, da sie sich
offensichtlich in ihren biologischen Eigenschaften von den primaren humanen
Hepatozyten unterscheidet. Diskrepanzen zwischen den beiden Zellarten wurden
auch in Bezug auf andere Charakteristika beschrieben und werden in Kapitel 5.4
ausfuhrlicher diskutiert. Im Fall von IL-33 muss jedoch angenommen werden, dass
die Hepatozyten den IL-33-Rezeptor nicht exprimieren oder |IL-33 keinen
wesentlichen Einfluss hat auf die inflammatorische oder metabolische Aktivitat der
Hepatozyten. Somit ist die in der Literatur beschriebene Wirkung von IL-33 in der
Leber vermutlich auf andere Zelltypen zurlickzuflhren, wie Kupffer-Zellen oder

hepatische Sternzellen.

5.2 Die Fettsaure-induzierte Steatose fuhrt im In-vitro-
Modell zu einer Umstellung des hepatozellularen

Stoffwechsels

Zur Induktion einer Steatose im In-vitro-Modell der MASLD hat sich die Gabe von
Fettsauren, die an Serumalbumin aus Kalbern (bovine serum albumine, BSA)
gebunden sind, etabliert. Als Fettsduren werden in aller Regel Palmitinsaure, Olsaure
oder eine Kombination aus beiden verwendet in Konzentrationen von 0,5-2 mM (298-
300, 366-373). Es handelt sich dabei um die beiden am haufigsten vorkommenden
Fettsauren in den hepatischen Triglyceriden sowohl von gesunden Menschen als
auch von MASLD-Patienten. Dabei ist beschrieben, dass die gesattigte Palmitinsaure
(C16:0) vor allem eine lipotoxische und pro-apoptotische Wirkung hat. Dagegen ruft
die einfach ungeséttigte Olsaure (C18:1) eine starkere, aber benigne Steatose
hervor. Als In-vitro-Modell werden unter anderem sowohl HepG2-Zellen als auch
primare humane Hepatozyten verwendet, wobei sich die Ergebnisse nicht wesentlich
unterscheiden. Insgesamt entsprechen die Menge und Zusammensetzung der
intrazellularen Lipide in den In-vitro-Modellen weitgehend denen in der Leber von
MASLD-Patienten (298, 366). In den hier durchgefuhrten Experimenten wurden
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HepG2-Zellen mit 100-1600 uM BSA-Oleat und primare humane Hepatozyten mit
200 uM BSA-Oleat stimuliert. Die Fettsaurebehandlung flhrte zu einer signifikanten
Lipidakkumulation in den HepG2-Zellen, allerdings auch zu einer mit zunehmender
Konzentration wachsenden Zytotoxizitat. FrGhere Experimente hatten gezeigt, dass
Palmitinsaure jedoch eine deutlich toxischere Wirkung besitzt (374). Bei der Analyse
der Genexpression zeigt sich, dass die HepG2-Zellen und die primaren Hepatozyten
biologisch sinnvoll auf die hohen Fettsdurekonzentrationen reagieren und sich vor
der Lipotoxizitat ausgelost durch freie Fettsauren schitzen. Neben der Einlagerung
uberschussiger Fettsauren in Form von Triglyzeriden kommt es zu einer Stimulation
der B-Oxidation, in der die Fettsduren zur Energiegewinnung verwendet werden.
Gleichzeitig findet eine Suppression des Fettsaureimports statt, um die weitere
Fettsaureaufnahme zu drosseln. Ebenso wird die De-Novo-Synthese von Fettsduren
aus Kohlenhydrat-Vorstufen herunterreguliert. Vergleicht man diese Ergebnisse mit
denen anderer Olsaure-Stimulationen von Hepatozyten aus der Fachliteratur
ergeben sich einige Parallelen. Rafiei et al. konnten zum Beispiel nachweisen, dass
eine Behandlung von HepG2-Zellen mit 1,5 mM Ols&ure fiir 24h zu einer Stimulation
der Fettsdureoxidation durch Induktion von CPT-1a fuhrt (300). Pan et al. haben
gezeigt, dass die Simulation primarer Hepatozyten aus Gansen mit einem Palmitat-
Oleat-Gemisch zu einer Stimulation der Triglyzerid-Synthese (DGAT1, DGAT2)
sowie der B-Oxidation (PPARa, CPT-1a) und zu einer Suppression der De-novo-
Fettsauresynthese fuhrt (367). Allerdings finden sich fur die Stimulation mit
Fettsauregemischen oder reiner Palmitinsaure auch gegensatzlichen Ergebnisse. So
berichten Zhang et al., dass eine Behandlung von HepG2-Zellen mit 250 uM
Palmitinsaure zu einer Minderung der B-Oxidation (PPARa, CPT-1a) und zu einer
Verschlechterung der Insulinsensitivitat fuhrt (369). Lee et al. und Mun et al. zeigen,
dass es in HepG2-Zellen bei Stimulation mit 1 mM Fettsauren (Olsaure:
Palmitinsdure = 2:1) ebenfalls zu einer Hemmung der R-Oxidation (PPARa, CPT-1a)

und einer Steigerung der Fettsauresynthese (FAS) kommt (370, 371).

In Anbetracht dieser Ergebnisse wird deutlich, dass zwar alle Fettsauren zu einer
Steatose flhren, die genaue Zusammensetzung der Fettsauren aber einen
entscheidenden Einfluss auf den hepatischen Stoffwechsel hat und dies bei der Wahl
der Stimulation im In-vitro-Modell und deren Interpretation beachtet werden muss.
Bei der hier gewahlten Stimulation mit Olsaure ergibt sich in weitgehender

Ubereinstimmung mit der Fachliteratur eine benigne Steatose und eine biologisch
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sinnvolle Regulation des hepatozellularen Stoffwechsels mit Verwertung der

Fettsauren als Energielieferanten oder Speicherung in Form von Triglyzeriden.

5.3 Interferenz von Fettsaure-induzierter Steatose und
Zytokin-induzierter Hepatitis

Betrachtet man die gegenseitige Beeinflussung von Steatose und Hepatitis, so zeigt
sich in den vorgestellten Experimenten, dass die Stimulation der Hepatozyten mit
Olsaure auch zu einer pro-inflammatorischen Antwort des Hepatozyten fiihrt mit
Expression von IL-8 und CCL2. Diese kdnnen zur Rekrutierung weiterer Immunzellen
und Ausbildung einer Entzindungsreaktion in der Leber beitragen. Umgekehrt kann
man bei der Zytokinstimulation sowohl in den HepG2-Zellen als auch in den primaren
Hepatozyten eine Herunterregulation von PGC-1a, PPARa sowie CPT-1a
beobachten, was zu einer Verminderung der -Oxidation und potentiell zu einer
Verstarkung der Akkumulation lipotoxischer Fettsduren flhrt. Bei der kombinierten
Stimulation mit Fettsaure und Zytokin wird dieser Effekt noch deutlicher. Trotz der
Zugabe von Fettsauren bleibt die Hemmung der B-Oxidation durch die IL-1- und IL-
36-Isoformen bestehen. Somit hindern die pro-inflammatorischen Zytokine den
Hepatozyten daran, seinen Stoffwechsel adaquat an die Nahrstofflage anzupassen
und fordern somit die Aggravation der Steatose. Diese wechselseitige Beeinflussung
kann potentiell zu einem Circulus virtiosus fuhren, in dem sich Steatose und
Inflammation gegenseitig befeuern. Parallel hierzu bildet sich die Insulinresistenz

aus, die durch beide Faktoren begunstigt wird.

In der Fachliteratur finden sich bereits einige Beobachtungen, die diese Hypothese
sowohl fur die Leber als auch andere metabolisch aktive Gewebe bekraftigen. Im
weillen Fettgewebe wurde beispielsweise ein Zusammenhang zwischen dem
Fettstoffwechsel, der IL-1-Expression und der Insulinresistenz nachgewiesen (375).
Die Forderung pro-inflammatorischer Zellantworten durch extra- und intrazellulare
Fettsauren wird dadurch erklart, dass die Fettsauren von Toll-like-Rezeptoren als
DAMPs erkannt werden und zur Anschaltung pro-inflammatorischer Signalkaskaden
sowie zur Aktivierung des Inflammasoms fihren. Gleiches gilt fir lipotoxische
Metabolite, die bei der Verstoffwechslung der Fettsduren entstehen und zellularen
Stress verursachen. Die Hepatozyten setzen pro-inflammatorische Zytokine frei oder

treten in die Lipoapoptose ein (67, 205, 376, 377). Umgekehrt kdnnen chronische
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Entzindungen zu Veranderungen im Zellstoffwechsel fiUhren, wie man beispielsweise
an der Leberzellverfettung im Rahmen chronischer viraler Hepatitiden sehen kann
(378, 379). Parallel dazu tragt die Inflammationsreaktion zur Ausbildung einer
Insulinresistenz bei (380). Zum Beispiel ist bekannt, dass erhdhte systemische TNF-
a-Spiegel in adipdsen Patienten mit einer gesteigerten Aktivitat von IKK, p38 MAPK,
JNK und PKC in der Leber einhergehen, die durch Hemmung der
Insulinrezeptorsubstrate zur Insulinresistenz beitragen (381). Fur IL-1a und IL-18 ist
nachgewiesen, dass sie durch Bindung an den IL-1-Rezeptor zur Aktivierung der
p38-mitogenaktivierten Proteinkinasen (p38 MAPK) sowie der c-Jun-N-terminalen
Kinasen (JNK) flhren, die die Insulinrezeptorsubstrate blockieren (277, 382). Dies
koénnte ursprunglich in der Evolution dazu gedient haben, infizierten Kérperzellen die
Glucosezufuhr zu entziehen. Auch die Steatose kann zur Insulinresistenz beitragen,
indem das bei der Lipogenese entstehende Diacylglycerin die Proteinkinase C
aktiviert, die ebenfalls die Phosphorylierung von Insulinrezeptorsubstraten inhibiert
(166, 383). Letztlich handelt es sich auch um die Interferenz von Signalwegen, wie

sie bereits in anderen Zusammenhangen haufiger beschrieben wurde (173).

Ein wichtiger Verknupfungspunkt zwischen Inflammation und Steatose kdnnte in
diesem Zusammenhang der PPARy-Koaktivator 1a (PGC-1a) sein. Alle
Transkriptionsfaktoren der PPAR-Familie benétigen diesen Koaktivator, um eine
Transkriptionssteigerung ihrer Zielgene zu bewirken. Urspringlich wurde PGC-1a im
braunen Fettgewebe von Neugeborenen entdeckt, wo es sehr stark exprimiert wird
und zur Thermogenese beitragt. PGC-1a wird jedoch auch in anderen Geweben mit
hohem Energieverbrauch wie der Skelettmuskulatur und in der Leber exprimiert. Es
ist von zentraler Bedeutung fur die Mitochondrienbiogenese und den oxidativen
Stoffwechsel. Seine genaue biologische Funktion und Regulation jenseits von
braunem Fettgewebe und Muskulatur ist bislang nur unvollstédndig verstanden (384).
Seine Expression in der Leber wird durch Glucagon stimuliert und PGC-1a férdert
anschlie3end durch Transkriptionssteigerung der entsprechenden Enzyme 3-
Oxidation und Gluconeogenese. So wird die Energieversorgung von Leber und
Korper in Hungerzeiten gewahrleistet. Bei einer dauerhaften hochkalorischen Diat
und hohen Insulinspiegeln wird PGC-1a jedoch stark reprimiert und die -Oxidation
heruntergefahren. Dies tragt jedoch bei weiterhin hohen Fettsdurekonzentrationen
zur Ausbildung einer Steatose bei, da die Hepatozyten die Fettsauren nicht mehr in

der B-Oxidation verwerten kdnnen (385). Interessanterweise bilden PGC-1a-Knock-
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out-Mause eine Fettleber aus durch verminderte B-Oxidation und erhohte
Fettsauresynthese (386). In retrospektiven Assoziationsstudien geht eine reduzierte
PGC-1a-Aktivitat mit einem erhdéhten Erkrankungsrisiko flr Typ-2-Diabetes einher
(387). In den im Rahmen der Dissertation durchgefihrten Experimenten trugen
sowohl IL-1a/B als auch IL-360/B/y zu einer starken Repression von PGC-1a bei. In
einem anderen Zusammenhang wurde bereits beschrieben, dass NF-kB zu einer
Transkriptionshemmung des PGC-1a-Gens fluhrt (388). Dies stellt einen mdglichen
Signalweg da, wie eine pro-inflammatorische Stimulation von Hepatozyten mit IL-1-
Zytokinen zur Ausbildung einer Steatose beitragen kann. Aufgrund dieser
Zusammenhange kdnnte sich die Stimulation von PGC-1a als vielversprechende
Therapiestrategie in der Behandlung der MASLD erweisen. So wird die
beispielsweise die die Wirksamkeit einzelner Glitazone wie dem Dualen-PPARa/y-
Agonist Saroglitazar (368) teilweise auch auf eine Steigerung der PGC-1a-
Expression zurlickgefihrt, die zu einer Verbesserung der metabolischen Funktion
beitragt (372, 373). Zusatzliche positive Effekte von PPARa sind seine anti-

inflammatorische, anti-fibrotische und anti-tumordse Wirkung (143, 385).

5.4 Moglicher Einsatz von IL-1RacP-Antikorpern und
Ausblick

Die beiden hier untersuchten Antikorper gegen den IL-1RacP haben sich als wirksam
erwiesen in der Unterdriickung der pro-inflammatorischen und metabolischen
Antwort des Hepatozyten. Auch die Expression des fibroseférdernden
Transkriptionsfaktors TGF-f kann teilweise gehemmt werden. Durch den Antikdrper
wird die Bindung der Zytokine an den Korezeptor blockiert, sodass diese ihren
jeweiligen Rezeptor nicht mehr aktivieren konnen und intrazellulare
Signaltransduktionskaskaden nicht mehr in Gang gesetzt werden. Insgesamt wird die
Wirkung der IL-36-Zytokine starker unterdrickt als die der IL-1-Zytokine. Dies kdnnte
darauf zurlickzuflhren sein, dass die pro-inflammatorische Stimulation durch die IL-
36-Zytokine ohnehin schwacher ausgepragt ist und dadurch leichter antagonisiert
werden kann. Ein anderer Erklarungsansatz ist, dass die Zytokine an
unterschiedliche Epitope auf der Oberflache des Korezeptors binden und dadurch
unterschiedlich stark vom Antikorper blockiert werden. Gleiches gilt fur die
Bindungsstelle des jeweiligen Zytokinrezeptors am IL-1RacP-Korezeptor. Die

Bindungsverhaltnisse innerhalb dieses trimeren Komplexes (Abb. 1c) sind
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Gegenstand aktueller Forschung. Fur bereits existierende |L-RacP-Antikorper wie
Nadunolimab wurde bereits beschrieben, dass die Wirkung von IL-18 und IL-33
unterschiedlich stark supprimiert wird (88). Der IL-1RacP-Antikdrper besitzt
gegenuber den bereits existierenden Antikorpern gegen den IL-1-Rezeptor und den
IL-36-Rezeptor den entscheidenden Vorteil, dass beide Zytokingruppen gleichzeitig
blockiert werden. Auf diese Weise kann die Blockade des einen Rezeptors nicht

durch Expressionssteigerung der anderen Zytokingruppe aufgehoben werden.

Im Allgemeinen kann ein solcher Antikorper bei einer Vielzahl von immunvermittelten
und inflammatorischen Krankheiten eingesetzt werden, in deren Pathogenese die
Zytokine der IL-1-Familie eingreifen. Auch in der Therapie schwerer Verlaufsformen
der MASLD kdnnte ein solcher Antikorper eingesetzt werden, um das
Inflammationsgeschehen in der Leber einzudammen und den Progress hin zu
Fibrose und Zirrhose mit irreversibler Organschadigung zu verhindern. Allerdings
fehlen aktuell noch allgemein etablierte Screeningverfahren und einfache
diagnostische Tests, um eine schwere Verlaufsform von einer benignen Steatose zu
unterscheiden. Einem breiten Einsatz des Antikorpers stehen aullerdem seine
Pharmakokinetik und die zu erwartenden unerwinschten Arzneimittelwirkungen
entgegen. Der Antikorper muss wie alle proteinbasierten Therapeutika subkutan
appliziert werden, um einer enteralen Verdauung zu entgehen. Die Therapie setzt
eine gute Compliance des Patienten voraus, der die Spritzentherapie selbststandig
durchfihren muss. Aus der Therapie des Typ-2-Diabetes mit Insulinpraparaten und
GLP-1-Analoga sind jedoch erfolgreiche Therapieregime bekannt, ebenso wie aus
der immunsuppressiven Therapie mit Anakinra oder Canakinumab. Darlber hinaus
ist aufgrund des breiten Expressionsmusters der IL-1-Zytokine und ihrer vielfaltigen
Funktionen innerhalb des Immunsystems mit einer Reihe an Nebenwirkungen zu
rechnen. Mogliche unerwinschte Arzneimittelwirkungen kdnnen wie auch bei
anderen Immunsuppressiva eine erhdhte Infektanfalligkeit und ein erhdhtes
Karzinomrisiko sein. Vor einem maoglichen therapeutischen Einsatz muss eine
weitere molekularbiologische Charakterisierung der untersuchten Antikorper erfolgen.
Daruber hinaus mussen im Mausmodell die Dosierung, die Wirksamkeit in vivo sowie
die Nebenwirkungen untersucht werden, bevor eine Testung am Menschen maoglich
ist. Die publizierten Daten zum therapeutischen Einsatz bereits vorhandener IL-

1RacP-Antikdrper sind jedoch vielversprechend.
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Abschlieffend mussen auch die in dieser Arbeit verwendeten Zellkulturmodelle
diskutiert werden. In-Vitro-Modelle mit hepatischen Zelllinien oder primaren
Hepatozyten zeichnen sich vor allem durch ihre Einfachheit aus. Einerseits
ermoglichen es diese Systeme, die Beteiligung einzelner Zellarten an der
Pathogenese der MASLD zu untersuchen. AuRerdem kdnnen komplexe Signalwege
moglichst stark heruntergebrochen werden, um Ursache und Wirkung einzelner
Faktoren charakterisieren zu kdnnen. Die Zellkultursysteme kénnen flexibel an
unterschiedliche Fragestellungen angepasst werden mit vergleichsweise geringem
Zeit- und Kostenaufwand. Andererseits sind sie hochgradig artifiziell. Bei den HepG2-
Zellen handelt es sich um schnell wachsende Karzinomzellen. Die primaren
Hepatozyten wurden aus ihrem Zellverband herausgerissen und sind in Kultur nur
wenige Tage lebensfahig. Auch kann die Interaktion zwischen unterschiedlichen
Zellarten wie Hepatozyten, Kupffer-Zellen, Ito-Zellen und Sinusendothelzellen in
solchen Monokulturen nicht bertcksichtigt werden. Auch die gegenseitige
Beeinflussung verschiedener Gewebe wie Leber, Skelettmuskulatur, weiliem
Fettgewebe und endokrinem Pankreas konnen in vitro nicht abgebildet werden.
Innerhalb der In-vitro-Modelle existieren einige Strategien, um die In-vivo-Situation
besser zu imitieren. So kdnnen Hepatozyten mithilfe von Gelmatrices in einer
dreidimensionalen Struktur angeordnet werden (389). Auch die Kokultur von
Hepatozyten und Kupffer-Zellen ist moglich. (390). Letztlich wird die Herstellung von
organoiden Systemen und Gewebeinkubatoren untersucht (391, 392). Daruber
hinaus muss die Wahl der Hepatozytenart sowie der Stimulation diskutiert werden.
Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten klar daraufhin, dass sich HepG2-Zellen von
primaren humanen Hepatozyten in der Expression des IL-36-Rezeptors
unterscheiden. Da die primaren humanen Hepatozyten direkt aus menschlicher
Leber isoliert wurden, ist davon auszugehen, dass sie die Situation in vivo besser
wiedergeben. In einer Reihe von Studien wurden bereits die Eigenschaften von
HepG2-Zellen und primaren Hepatozyten verglichen. Die HepG2-Zelllinie ist eine gut
etablierte und ausfuhrlich charakterisierte Zelllinie mit einem stabilen Phanotyp. Die
primaren Hepatozyten werden jeweils aus individuellen Spendern isoliert und kdnnen
dadurch variieren in ihrem biologischen Verhalten. Auch die Wahl der Fettsaure
scheint einen erheblichen Einfluss haben, da sich bei Stimulation mit Palmitinsaure
und Olsaure unterschiedliche, teils entgegengesetzte Wirkungen ergeben. Es finden

sich in der Fachliteratur auch Modelle, die zur Induktion der Fettleber Glucose
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einsetzen, allein oder in Kombination mit Fettsauren (393, 394). Dies erscheint
sinnvoll, da auch in MASLD-Patienten haufig hohe Blutglucosespiegel vorliegen und
ein Teil der Fettsauren in den Hepatozyten durch De-novo-Lipogenese aus
Kohlenhydrat-Vorstufen generiert wird. Unter Umstanden kann auch die Kombination
mit einem pro-inflammatorischen Stimulus sinnvoll sein. Dementsprechend mussen
weitere Experimente durchgeflhrt werden, um die Situation in vivo méglichst gut zu

modellieren.

Daruber hinaus muss gepruft werden, inwiefern sich die in der Zellkultur gewonnenen
Erkenntnisse auch im Mausmodell bestatigen lassen und sich schliel3lich auf die
Situation im Menschen Ubertragen lassen. Auch gilt es, zuklinftig die Interferenz von
pro-inflammatorischen und metabolischen Signalwegen weiter zu untersuchen, um
die wechselseitige Beeinflussung von Steatose und chronischer Inflammation besser
zu verstehen. Denn diese Wechselwirkungen sind auch von zentraler Bedeutung bei
den anderen Komponenten des metabolischen Syndroms und eine Durchbrechung
dieser pathogenetischen Sequenz stellt ein vielversprechendes Therapieziel dar. Der
IL-1-RacP-Antikorper konnte im Zellkulturmodell die pro-inflammatorische Zellantwort
effektiv unterdricken, sodass seine Anwendbarkeit in der Therapie der MASLD

weiter untersucht werden sollte.
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Die Metabolische Dysfunktion-assoziierte steatotische Lebererkrankung (metabolic
dysfunction-associated steatotic liver disease, MASLD) stellt weltweit die haufigste
chronische Lebererkrankung dar mit einer gegenwartigen Pravalenz von etwa 30% in
der erwachsenen Bevolkerung (22, 23). Sie wird charakterisiert durch eine
Leberzellverfettung, welche zu einer Steatohepatitis fortschreiten und schliellich in
eine Leberzirrhose munden kann (18, 19). Ihr Auftreten ist eng vergesellschaftet mit
den Komponenten des metabolischen Syndroms wie der Fettleibigkeit oder dem
Diabetes mellitus Typ Il (9, 192). Zur Erklarung der Pathogenese wird eine Multiple-
Hit-Hypothese herangezogen, die ein Zusammenwirken genetischer und erworbener
Risikofaktoren beschreibt (36, 38). Dabei tritt die wechselseitige Beeinflussung von
metabolischer Dysfunktion und chronischer Inflammation zunehmend in den Fokus
(170, 395). Nichtsdestotrotz bleibt die Entstehung der MASLD nur unvollstandig
verstanden und dringend bendétigte Therapeutika fehlen (246).

Die Zytokine der IL-1-Superfamilie stellen wichtige Signalmolektile innerhalb unseres
Immunsystems dar und finden sich in vielen Geweben des Korpers wieder (42, 43,
65). Allerdings sind sie ebenfalls an der Entstehung von Autoimmunerkrankungen
und chronischen Entzindungen beteiligt (71, 122, 356). Die Zytokine werden
klassischerweise von Zellen des angeborenen Immunsystems sekretiert und
entfalten ihre Wirkung durch Bindung an spezifische Oberflachenrezeptoren (62, 78).
Den in dieser Arbeit untersuchten Zytokinen IL-1a/@, IL-33 und IL-36a/B/y ist gemein,
dass sie zusatzlich den Korezeptor IL-1RacP bendtigen (64). Inwiefern die IL-1-
Zytokine an der Pathogenese der MASLD beteiligt sind, wurde bislang nur
unzureichend untersucht (259, 356).

In dieser Promotionsarbeit wurde auf Grundlage existierender Protokolle ein
zellulares Model der MASLD etabliert, indem HepG2-Zellen und primare humane
Hepatozyten mit BSA-Oleat behandelt wurden, wodurch eine intrazellulare
Lipidakkumulation herbeigefuhrt werden konnte (298, 300). Mit diesem Modell
wurden unterschiedliche Stimulationsexperimente mit den IL-1-Zytokinen sowie
rekombinanten Anti- IL-1RacP-Antikdrpern durchgefuhrt. Zur Analyse der Zellantwort
wurden die Beeinflussung der RNA-Expression mittels qRT-PCR sowie der
Proteinsynthese mittels Western Blot und ELISA untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass humane Hepatozyten sowohl den IL-1-Rezeptor 1
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als auch den IL-36-Rezeptor sowie den gemeinsamen Korezeptor IL-1RacP auf ihrer
Zelloberflache exprimieren. Bei Stimulation mit IL-1a/p und IL-36a/B/y, nicht jedoch
IL-33, reagieren sie mit Ausbildung einer pro-inflammatorischen Antwort, welche Uber
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB zur Synthese von proinflammatorischen
Zytokinen wie IL-8, TNF-a und CCL2 fuhrt. Dies lasst darauf schlie3en, dass nicht
nur leberresidente Immunzellen wie z.B. Kupffer-Zellen an der Entstehung der
Steatohepatitis beteiligt sind, sondern auch die Hepatozyten selbst. Darliber hinaus
konnte die wechselseitige Beeinflussung von metabolischer und inflammatorischer
Zellantwort genauer charakterisiert werden. Einerseits konnte gezeigt werden, dass
die Behandlung der Hepatozyten mit Fettsaure zu einem Anstieg der IL-8- bzw.
CCL2-Expression fuhrte. Eine mogliche Erklarung kénnte darin bestehen, dass die
Fettsaurebehandlung zu zellularem Stress und der Bildung lipotoxischer Metabolite
fuhrt, welche als DAMPs zu einer Aktivierung des Inflammasoms beitragen.
Umgekehrt flhrte allerdings auch eine Stimulation mit IL-1 zu einer leichten
Verschlechterung des oxidativen Fettstoffwechsels mit Herunterregulation von
PPARa, PGC-1a und dem Schlisselenzym der 3-Oxidation CPT-1a. Diese
Interferenz konnte die Grundlage fur einen Circulus virtiosus sein, in dem sich
Lipidakkumulation und Inflammation gegenseitig befeuern. Schliel3lich konnte in
dieser Arbeit gezeigt werden, dass die beiden verwendeten Anti-IL-1RacP-Antikorper
in der Lage sind, die Wirkung von IL-1a/3 und IL-36a/B/y auf die primaren humanen
Hepatozyten effektiv zu hemmen, was sich in einer signifikanten Reduktion der
Expression pro-inflammatorischer Zytokine wie IL-8 oder CCL2 widerspiegelt. Daraus
lasst sich schliel3en, dass ein Anti-IL-1RacP-Antikdrper prinzipiell zur anti-
inflammatorischen Therapie bei schweren Formen der MASH geeignet sein kdnnte.
Allerdings muss beachtet werden, dass die vorgestellten Zellkulturexperimente
grundsatzlich nicht die Interaktion unterschiedlicher Zelltypen in der Leber sowie die
komplexen Wechselwirkungen zwischen Leber, Fettgewebe und Muskulatur im
lebenden Organismus wiedergeben kann. In zukunftigen Forschungsansatzen gilt es
daher zu Uberprifen, inwiefern die hier gewonnenen Erkenntnisse sich im Tiermodell
bestatigen lassen und ob sich hieraus ein therapeutischer Nutzen fir den Mensch

ergibt.
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