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1. Einleitung

1.1 Biliare Erkrankungen der Leber

1.1.1 Cholestase

Der Begriff der Cholestase beschreibt den Zustand, der nicht mehr fliekenden
Gallenflissigkeit. Sie ist definiert als ein Ungleichgewicht zwischen der Produktion von
Gallenflissigkeit und dem natiirlichen Abfluss Uber die Gallenwege.'? Dies schlieRt
extra- als auch intrahepatische Ursachen ein, die sowohl mechanischer als auch
funktioneller Ursache sein konnen.? Fir die Abklarung der Pathogenese missen
verschiedene Parameter wie die Lokalisation, die Dauer und die Genese mit einbezogen
werden, da diese flr die Therapie und die Prognose entscheidend sein kdnnen. Bei der
obstruktiven Form der Cholestase, die chirurgisch potentiell behandelbar ist, verhindert
ein mechanisches Hindernis den weiteren Gallefluss. Beispiele flr diese Form sind
intraluminal gelegene Gallensteine, eine funktionelle Obliteration der extrahepatischen
Gallenwege durch entziindliche Erkrankungen oder eine extraluminale Kompression
durch proliferative Prozesse im Rahmen abdomineller Karzinome." Die intrahepatisch
lokalisierte nicht obstruktive Cholestase ist hereditéarer oder erworbener Genese und
wird priméar konservativ behandelt."?3* Diese Form fiihrt zu einer Dysfunktion und
Schadigung zellularer Strukturen sowie zu Veranderungen im
Gallensauremetabolismus.® Hier kann es beispielsweise durch Toxine, Medikamente
oder atypische Gallensauren zur Schadigung der Hepatozyten und somit zur
Dysfunktion des Zytoskeletts kommen. Des Weiteren werden intra- und interzellulare
Strukturen wie dem Golgi-Apparat, dem Endoplasmatischen Retikulum oder ATPasen
und andere Transporter flr Gallensdurebestandteile beschadigt und somit in ihrer

Funktion gestort.”2°

1.1.1.1 Morphologische Veranderungen

Anfanglich liegen die Schadigungen der Hepatozyten und Gallengange auf
ultrastruktureller Ebene und sind potentiell reversibel. Hier kommt es beispielsweise zu
einem Anschwellen von periportalen Hepatozyten, Veranderungen in den
Mitochondrien, Hypertrophie des Golgi-Apparats und zur Apoptose durch die
zelltoxischen Gallensauren."? Bei weiterem Fortschreiten der Cholestase konnen auch
auf histologischer Ebene, die im vorangegangenen Satz beschriebenen Veranderungen
beobachtet werden. Hierzu gehoéren die Dilatation der Gallenkapillaren aufgrund der

Stase und die Schadigung von Zellmembranen. Als Folge dieser Schadigung kommt es



zu einer weiteren Permeabilitaitserhdhung der Membranen. Gallenflissigkeit kann
konsekutiv in das Leberparenchym gelangen. Durch eine Schadigung der Tight junctions
kommt es zu einem Galleaustritt in die Blutzirkulation.® Des Weiteren sind eine
Gallengangsproliferation sowie eine periportale und mesenchymale Inflammation
vorzufinden. Auch werden isolierte Nekrosen der Hepatozyten (network necrosis)
beobachtet. Histologisch kann retikulares Zytoplasma nachgewiesen werden, welches
auf eine Gallensaureretention in den Hepatozyten zurickzufihren ist (feathery

degeneration).”

1.1.1.2 Klinische Zeichen der Cholestase

Zu Beginn wird die Diagnose ,Cholestase” laborchemisch durch einen pathologischen
Anstieg von Gallensauren im Serum, in Kombination mit einer Erhéhung enzymatischer
Marker der Cholestase wie der Alkalischen Phosphatase (AP) oder der gamma
Glutamyltransferase (yGT) gestellt. Da der Gallensdurenmetabolismus durch den
gemeinsamen Ort der Synthese und des Abbaus in der Leber eng mit dem
Bilirubinmetabolismus verknUpft ist, kommt es haufig parallel zu einem Anstieg des
Bilirubins. Dies kann zum gleichzeitigen Auftreten einer Cholestase und eines lkterus
fuhren. Weitere klinische Zeichen der Cholestase kénnen eine Fatigue und Pruritus
sein.” Die Griinde fir die haufige Assoziation von Cholestase und Pruritus sind nicht
abschlielRend geklart. Als ursachlich werden unter anderem ein erhohter Tonus des
Opiodsystems oder erhdhte Histaminkonzentrationen, stimuliert durch die sich
ablagernden Gallensauren und ihrer Bestandteile, diskutiert.®® Des Weiteren kommen in
der Diagnostik bildgebende Verfahren wie der Sonographie eine grofde Bedeutung zu.
Die Sonographie gibt Auskunft Giber den Status der Gallengange und kann im Falle einer
obstruktiven Cholestase dilatierte Gallenwege darstellen. Auch die
Computertomographie (CT) und die Magnetresonanztomographie (MRT) kommen bei
unklaren Befunden zum Einsatz. Eine Besonderheit stellt die endoskopische retrograde
Cholangiopankreatikographie (ERCP) dar, welche bei dem Verdacht auf
Gallenwegserkrankungen wie der priméar sklerosierenden Cholangitis (PSC), der primar
biliaren Cholangitis (PBC) oder der Choledocholithiasis zum Einsatz kommt.”' Bei
diesem Verfahren ist bei einer Obstruktion durch einen Gallenstein oder einer
Konstriktion bei PSC eine sofortige Intervention moglich. Eine Leberbiopsie kann zur
histologischen Abklarung einer unklaren Cholestase erfolgen, wobei hier nicht immer
eine Differenzierung zwischen einer intrahepatischen und extrahepatischen Cholestase

maglich ist.



1.1.1.3 Marker der Cholestase: Serum Gallensauren und enzymatische
Marker

Die Gallenflisssigkeit ist eine mizellen- und lipidreiche wassrige Flussigkeit, die durch
die Hepatozyten der Leber produziert wird. Eine wichtige Aufgabe der
Gallensaureproduktion und -ausscheidung ist die Sekretion von Cholesterol.'" Dieses
wird Uber den Umbau zu Gallensauren abgebaut. Weitere Ausscheidungsprodukte sind
Bilirubin sowie exogen zugefuhrte Substanzen wie Medikamente oder Schwermetalle.
Die Emulgation von Lipiden und fettléslichen Vitaminen im Darm, die Neutralisierung des
Magensafts, die Aktivierung von pankreatischen Enzymen und die Stimulation der
Darmmotilitat sind weitere Aufgaben der Gallenflussigkeit. Die Gallensaurebestandteile
werden in die Gallenkanalikuli sezerniert und bilden dort die Gallenflissigkeit. Diese
sammelt sich im Ductus hepaticus dexter und sinistra, fliet in den Ductus hepaticus
communis und gelangt in die Gallenblase. Diese hat eine Speicher-und
Eindickungsfunktion. Zu den Mahlzeiten wird die Gallenflissigkeit Gber den Ductus
choledochus in das Duodenum geleitet. Ist der Weg der Gallenproduktion oder

Sezernierung gestort, kommt es zur Cholestase und zum Ubertritt von Gallens&uren in
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Abb. 1: Hepatozelluldares Transportsystem.

Effluxtransporter in blau, aufnehmende Transporter in rot. Abkirzungen: ABCG5/G8 ist eine
Cholesterol-Flippase, Bile acids (BA"), bile salt export pump (BSEP), FIC1 ist eine
Aminophopholipid-Flippase, Multidrug-resistance protein (MDR), Multidrug-resistance-
associated protein (MRP), Breast cancer resistance protein transporter (BCRP), Sodium
taurocholate cotransporting polypeptide (NTCP), Organic anion-transporting polyptide (OATP),
Organic anion-transporter (OAT), Organic anions (OA), Organic cations (OC), reduced
Glutathione (GSH). Modifiziert nach 2



Die basolaterale Membran der Hepatozyten enthalt das geldste Carrier-System mit den
OATPs und NTCP. Hier werden Stoffe aus dem Blut in die Hepatozyten aufgenommen.
Die meisten Adenosintriphosphat (ATP) -abhangigen ATP-binding cassette (ABC)-
Transporter befinden sich in der kanalikularen Membran. Hier werden v.a. tiber MDR1/3
und BSEP Gallenfliissigkeitsbestandteile in die Kanalikuli gepumpt.'? Wahrend der
Cholestase werden MRP3 und MRP4, zwei organische Anionen-Transporter an der
basolateralen Membran, exprimiert. MRP3 transportiert vor allem glucuronidiertes
Bilirubin, MRP4 transportiert Gallensduren und Glutathion.?2'> Ein Anstieg der
Gallensauren im Serum ist der aussagekraftigste biochemische Marker fir eine
Cholestase."? |hre Bestimmung dient sowohl der Diagnose als auch der
Verlaufsbeurteilung und der Prognoseabschatzung. Der Normwert fiir Gallensauren im
Serum (i.S.) liegt bei 1.0-6.0 uymol/l. Die Serumlevel kénnen bis auf Werte von 300 umol/I
ansteigen.! Die AP ist in der Leber sowohl im Zytoplasma als auch in den Gallengang-
zugewandten Membranen der Hepatozyten lokalisiert. Sie katalysiert die Spaltung von
Phosphorsaureestern. Normwerte fur die AP sind altersabhangig und liegen bei Kindern
und Jugendlichen zwischen 100-400 U/I. Die Werte senken sich im Erwachsenenalter
auf 40-130 U/I.' Ein Anstieg der AP im Serum wird durch eine Erhéhung von
Gallensauren im Rahmen der Cholestase induziert, indem die membrangebundene AP
durch die erhéhte Gallensaurenkonzentration aus der Membran gelost wird.™ Die AP ist
mit einer Sensitivitdt von 80-100% ein sehr geeigneter Marker zur Friherkennung der
Gallenstase. Der Anstieg der AP-Aktivitat ist bei der extrahepatischen, obstruktiven Form
der Cholestase und der Cholangitis am starksten.? Die yGT ist, verglichen mit der AP, 6-
fach sensitiver fiir das Vorliegen einer Cholestase. Sie sollte bei jedem Verdacht auf eine
Cholestase und Leberschadigung bestimmt werden.! Sie katalysiert den Transfer der
Glutamyl-Reste von Peptiden und ist entscheidend am Glutamat-Zyklus und an der
Regulation des Glutathionmetabolismus beteiligt.”" Ein Anstieg der yGT kann entweder
durch eine verstarkte Neu-Synthese des Enzyms oder eine Schadigung der
Leberzellmembran hervorgerufen werden. Vor allem Ersteres ist auch im Rahmen der
Cholestase als Folge einer vermehrten Biotransformation zu beobachten.? Im weiteren
Verlauf kommt es ebenfalls zur Freisetzung der yGT aus geschadigten Hepatozyten. Die
Leucin Aminopeptidase (LAP) ist in verschiedenen Geweben lokalisiert, vor allem aber
in der Leber. Sie spaltet im Zytoplasma N-terminale Aminosauren von Peptiden ab.™ Ihr
Anstieg im Serum ist nicht so sensitiv wie der yGT, aber wesentlich Cholestase-

spezifischer."



1.1.2 Primar sklerosierende Cholangitis

Die PSC ist eine chronische cholestatische Erkrankung. Sie geht mit einer fibro-
obliterativen Entziindung der intra- und extrahepatischen Gallenwege einher.'™® Dabei
kann das komplette Gallengangsystem betroffen sein. Die sklerosierende Cholangitis
wurde erstmals im Jahr 1924 durch Delbet beschrieben.” Aufgrund der begrenzten
diagnostischen Moglichkeiten dauerte es bis zur Einfihrung der ERCP Ende der 1970er
Jahre, um die tatsachliche Pravalenz abschatzen zu kénnen und durch die Mdglichkeit
der sofortigen Intervention mittels Ballondilatation und Stent-Einlage eine klinische
Verbesserung der krankheitsassoziierten Symptome zu erreichen.”'* Daten aus dem
Jahr 2010 zeigen eine Pravalenz von 4-16/100 000 und eine zunehmende Inzidenz
(35,1 % in 10 Jahren) in Nordeuropa.' Uberwiegend sind Manner mittleren Alters von
der PSC betroffen (Diagnosestellung im Median zwischen dem 36. und 52.
Lebensjahr).’® Die Ursache der Erkrankung ist weitgehend unbekannt."”” Es konnte
gezeigt werden, dass Komplexe immunopathogene Mechanismen mit der Aktivierung
des angeborenen Immunsystems an der Pathogenese beteiligt sind. Hierbei kommt es
Uber ausgeschiittete Zytokine und Chemokine zur Aktivierung von Cholangiozyten,
Makrophagen, neutrophilen Granulozyten, T-Zellen und hepatischen Sternzellen. Dies
fuhrt zu einem inflammatorischen Geschehen. Genetische Varianten der Humanen-
Leukozyten-Antigene (HLA) werden als beglnstigende Faktoren diskutiert. Ebenso
scheinen bakterielle und/oder virale Infektionen als mdgliche Ursache in Betracht zu
kommen.2'®20 Die klassische PSC, auch large-duct PSC genannt, betrifft die der
endoskopischen Verfahren zuganglichen Gallengange. Sie flihrt zu makroskopischen, in
der MRCP oder ERCP sichtbaren, multifokalen Strikturen aber auch Ektasien der
Gallengange.?’ Dem gegeniber steht die small-duct PSC, welche bioptisch
diagnostiziert wird. Die Diagnosestellung erfolgt aufgrund mangelnder endoskopischer
Zuganglichkeit rein auf histologischer Ebene.?? Mikroskopisch zeigen sich eine portale
Inflammation mit Odem und den charakteristischen fibrésen onion skin lesions. Die
intrahepatischen portalen Gallengange wirken vergroRert und es kann eine
Gallengangsproliferation beobachtet werden. Dem gegeniiber kann auch das Bild einer
Ductopenie, also eine Verminderung der Anzahl der Gallengdnge, vorkommen. Die
Endstadien der PSC sind gepragt von einem Fortschreiten der Leberfibrose. Das
histologische Korrelat sind die fibrésen Septen (portal-to-portal bridging, bridging
necrosis), die das Gewebe durchziehen. Schlussendlich kommt es zu einer bilidren
Leberzirrhose. Hier kdnnen mit einer Lebenzeitpravalenz von 5-10% maligne
Veranderungen des betroffenen Gewebes wie das Cholangiozellulare Karzinom (CCC)
oder das hepatozellulare Karzinom (HCC) beobachtet werden.??-2* Die Klinik der

Patienten weist eine grolte Variabilitat auf. So bleiben viele Patienten asymptomatisch.



Kommt es zu Symptomen wie lkterus, Pruritus, Fatigue, Gewichtsverlust oder Fieber,
kann haufig eine Latenz von mehr als zwei Jahren zwischen dem Auftreten der
Symptome und Diagnosestellung beobachtet werden.22°

Eine starke Assoziation der PSC mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen, vor
allem der Colitis ulcerosa (bis zu 90%), konnte gezeigt werden.82226.10.24 Diskutiert wird
in diesem Zusammenhang auch eine eigene Form der Colitis ulcerosa, die mit der PSC
vergesellschaftet ist.?”?®¢ Aufgrund dieser haufig auftretenden Komorbiditat wird dazu
geraten bei jedem Patienten mit diagnostizierter PSC eine Koloskopie durchzufiihren.'°
Zudem konnte ein Anstieg des Erkrankungsrisikos fir das kolorektale Karzinom bei
Vorliegen einer chronisch entzindlichen Darmerkrankung mit PSC nachgewiesen
werden.? Im Rahmen der PSC zeigen die Laborparameter AP und die yGT haufig eine
Erhohung. Viele Patienten werden lediglich durch die Veranderung dieser Parameter
auffallig. Die Lebertransaminasen sind haufig im Normbereich. Immunologische
Parameter wie die Immunglobuline (lg) der Klasse G (IgG), Anti-Nukleare Antikérper
(ANA) oder die gegen die Myeloperoxydase gerichteten perinukledre Anti-Neutrophile
cytoplasmatische Antikdrper (pANCA) kénnen erhdht sein. Das Bilirubin und die
Gallensauren im Serum sind initial haufig im Normbereich. Das Verfahren der Wahl,
nachdem Laborparameter, kérperliche Untersuchung und Oberbauchsonographie
Anhalt zur weiteren Abklarung gegeben haben, ist die MRCP mit T2-gewichteten
Sequenzen und kontrastmittelgestiitzten T1-gewichteten Bildern.'® Besteht darlber
hinaus der Verdacht einer gleichzeig vorliegenden small-duct PSC, sollte eine
Leberbiopsie erfolgen.' Die PSC ist medikamentos kausal nicht heilbar, da die Ursache
dieser Erkrankung nach wie vor unbekannt ist. Konservative Therapieverfahren wurden
vielfach diskutiert, ohne eine Einigung zu erzielen. Bei der Gabe von < 25mg/kg
Kdrpergewicht Ursodesoxycholsdure (UDCA) konnte eine Reduktion der AP beobachtet
werden.3®"® Auch der hydrophilere UDCA-Abkommling, 24-norUDCA, ist in klinischer
Testung.?' Die niedrigeren Level der AP im Serum zeigten in einigen Studien eine
Verbesserung des Outcomes und ein reduziertes Risiko fir die Entwicklung eines
CCC.%230 Gemal der neuen Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fiir Verdauungs-und
Stoffwechselerkrankungen (DGVS) wird eine UDCA-Dosis von 13-23mg/kg KG bei
Patienten mit PSC zur Reduktion der AP und somit einer Verbesserung der Prognose
von vielen Experten eingesetzt.’® Es kann aber keine Empfehlung zur UDCA-Therapie
gegeben werden. Weitere Ansatze mit Immunmodulatoren zeigten keine Verbesserung
des Krankheitsverlaufes der PSC.3®* Bei dem Vorliegen von Stenosen konnen
Ballondilatation, Bougierungen und kurzzeitige Stenteinlagen helfen, den Gallefluss
aufrecht zu erhalten und somit Symptome der Cholestase zu mindern.?* Als einzig

kuratives Verfahren bei fortgeschrittener Leberzirrhose steht die Lebertransplantation



zur Verfligung.’ Zur Einschatzung des Krankheitsverlaufs kénnen der Mayo Risk
Score,*® der Verlauf der Konzentration der AP und das Vorliegen von relevanten
Stenosen herangezogen werden.”® Die durchschnittiche Uberlebenszeit ohne

Lebertransplantation betragt ab Diagnosestellung zwischen 12-17 Jahre.®

1.1.3 Progressive familiare intrahepatische Cholestase Typ 3

Eine seltene Differentialdiagnose zur primar sklerosierenden Cholangitis stellt die
progressive familiare intrahepatische Cholestase Typ 3 (PFIC) dar. Hierbei handelt es
sich um einen autosomal-rezessiv vererbten, molekularen Defekt des Multidrug
resistance 3 (mdr3) - Gens. Dieses Gen kodiert fiir das Klasse 3 MDR P-Glykoprotein
(s. Kapitel 1.2).3% Patienten mit diesem Defekt fallen schon im S&uglings- bis jungen
Erwachsenenalter mit Symptomen der Cholestase wie lkterus, Pruritus, entfarbtem Stuhl
und Hepatosplenomegalie auf. Laborchemisch zeigen sich charakteristischerweise
erhdhte Werte fir die yGT und Gallensauren im Serum. In der Leberhistologie sind eine
portale Inflammation, Gallengangsproliferation und Leberzirrhose typisch.®” Die
Diagnose der Erkrankung aufgrund der Mutation des mdr3 Gens, wird am verlasslichsten
durch Gensequenzierung gestellt.3® Die Patienten sind homozygot oder gemischt
heterozygot fur den Abcb4-Defekt.®® Die friihzeitige Lebertransplantation stellt die
einzige kurative Form der Therapie dar. Ursodesoxycholsaure kann als

Ubergangstherapie gegeben werden.?

1.2 Das Abcb4”- Mausmodell fiir Cholestase

Mause mit einem Knockout (*) des mdr2 (auch Abcb4) Gens, welches fir eine
kanalikulare Phospholipidflippase in der Leber kodiert, entwickeln eine sklerosierende
Cholangitis.® Die Hepatozyten sind nicht mehr in der Lage, Phospholipide in die
Gallenflissigkeit zu sezernieren. Durch die fehlenden Phospholipide kommt es zu einem
Anstieg von freien, nicht in Mizellen gebundenen Gallensauren. Diese schadigen das
Gallengangsepithel und es kommt zu einer Cholangitis. Charakteristisch entwickelt sich
eine periduktale Fibrose mit duktularer Proliferation. In fortgeschrittenen Stadien
erkranken die Individuen an einer sklerosierenden Cholangitis.>*° Diese Veranderungen
der Gallengange und des Leberparenchyms werden auch bei der humanen PSC und
der PFIC 3 beobachtet. Aus diesem Grund stellt das Abcb4”- Mausmodell ein geeignetes
Modell zur Erforschung der zugrunde liegenden Mechanismen und mdglicher

therapeutischer Angriffspunkte dar.



1.2.1 P-Glykoproteine der Multidrug Resistance Protein Familie

Der erste Vertreter der Familie des Multidrug resistance (Glyco-)Proteins wurde erstmals
im Jahr 1976 durch Juliano und Ling an Zellen von Hamsterovarien beschrieben.*! Sie
konnten zeigen, dass ein Glykoprotein in mutierten Zellen fir eine Vielzahl von
Medikamentenresistenzen verantwortlich ist. Da auch die Dichte der an der
Zellmembran vorhandenen Glykoproteine mit der Resistenz korrelierte, konnte davon
ausgegangen werden, dass Zellen, die gegenuber einer Vielzahl von Medikamenten
resistent sind, dieses Glykoprotein gehduft exprimieren. Da dieses
Transmembranprotein flir eine erhdhte Permeabilitdt von bestimmten Medikamente
verantwortlich ist, wurde der Begriff des P-Glykoproteins eingefiihrt.*"42 Im Jahr 1986
wurde die komplette molekulare Struktur des humanen P-Glykoprotein (MDR)
aufgeklart. Damit wurde gezeigt, dass diese Glykoproteine homologe Regionen mit
bakteriellen Membrantransportern haben, die Uber aktiven Transport Metabolite tber
ihre Zellmembran transportieren. Es konnte somit bestéatigt werden, dass es sich bei den
P-Glykoproteinen um Energie-abhangige Effluxpumpen handelt.** Im Jahr 1992 wurde
zum ersten Mal beschrieben, dass es sich bei den MDR-Transportern um Flippasen
handelt. Der Transport erfolgt durch aktive Ausschleusung aus dem Zytosol der
Hepatozyten uber die Zellmembran in den Gallengang. Die P-Glykoproteine sind
spezifisch fur ihre jeweiligen Substrate, mit einer enzymahnlichen Bindungsstelle fir
eben diese.** Fur das weitere Verstandnis der P-Glykoproteine stellte die Identifikation
ihrer molekularen Struktur einen nachsten wichtigen Schritt dar. Bosch und Croop
beschrieben 1990 die P-Glykoproteine als Transmembranproteine. Sie sind
zusammengesetzt aus zwei identischen Halften, die aus jeweils sechs
Transmembrandoméanen jeweils gefolgt von einer ATP-bindenen zytosolischen Domane
bestehen. Auf der zytosolischen Seite fungieren die P-Glykoproteine als ATPasen, um
durch die Hydrolyse von ATP die Energie fir den Transport ihrer Substrate Uber die
Membran aufzubringen. Basierend auf der ATP-bindenden Eigenschaft, konnen die P-
Glykoproteine der Familie der ABC- Transporter zugeordnet werden.* Die Mitglieder der
Superfamilie der ABC- Transporter sind spezifisch fur ihr jeweiliges Substrat und zeigen
einen identischen Grundaufbau auf (Abb.2). Sie unterscheiden sich hinsichtlich ihrer
Substratspezifitat.6 Die Nomenklatur bezeichnet die jeweiligen Mitglieder dieser Familie
zusatzlich nach ihrer Unterfamilie mit den GroRbuchstaben A-G und dem Gennamen 1-
13 (Beispiel: ABC-B-4).
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Abb. 2: P-Glykoproteine: Struktur und Orientierung in der Membran.

Dargestellt ist die Struktur der P-Glykoproteine, wie sie in zwei asymmetrischen Halften mit
jeweils sechs Transmembrandomanen die Plasmamembran (1) durchziehen. Im Zytoplasma
(INNEN) befinden sich zwei Nukleotid-bindende ATPasen (2), extern (AUREN) zeigen sich in der
ersten Domane Glykosylierungsstellen (3). Modifiziert nach 4°

In weiteren Studien konnte neben dem zuvor beschriebenen Gen mdr1 ein weiteres P-
Glykoprotein dieser Familie anhand seiner sehr ahnlichen Struktur identifiziert werden.
Das humane mdr3 entspricht gemaf seiner Struktur dem mdr2 der Nagetiere und codiert
fur das MDR3 P-Glykoprotein. Auch das MDR3 P-Glykoprotein weist grundsatzlich eine
fast identische Struktur, wie in 1.2.1 beschrieben, auf. Die Transmembrandomanen und
externen Domanen zeigen die gréften Unterschiede im Vergleich zu dem MDR1
Glykoprotein. Zusatzlich ist das MDR3 selbst nicht in der Lage, Resistenzen gegen
Medikamente zu verursachen.*’#8 Lange war die genaue Funktion des humanen MDR3
P-Glykoproteins (murinen MDR2) unbekannt. Buschman et al. farbten zunachst
Lebergewebe mit einem fur P-Glykoproteine spezifischen Antikorper, der verstarkt die
kanalikulare Membran an den Hepatozyten anfarbte.*® Smit et al. setzten basierend auf
diesem Wissen einen fur das murine MDR2 P-Glykoprotein spezifischen Antikdrper ein.
Es zeigte sich eine singuldare Anfarbung hepatischer kanalikularer MDR2
Transportproteine. Interessanterweise konnte keine Anfarbung in den Duktuli
nachgewiesen werden. Dies filhrte zu der Annahme, dass das murine MDR2 P-
Glykoprotein an der Sekretion von Bestandteilen der Gallenflissigkeit durch die
Hepatozyten beteiligt ist. Zur Unterstitzung dieser Hypothese wurde die erste
homozygote mdr2-Knockout Mauslinie gezichtet. Die anschlieRende Messung
verschiedener Parameter zeigte einen Anstieg von Lebertransaminasen und Bilirubin im
Serum. Wegweisend war die Analyse der Gallenflissigkeit der mdr2-knockout Mause.

Hier konnte ein Fehlen von Phospholipiden detektiert werden. Aus den Ergebnissen
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dieser Arbeit konnte geschlossen werden, dass das murine MDR2 P-Glykoprotein
(entsprechend dem humanen MDR3) einen Transporter flir Phospholipide in der
kanalikularen Membran der Hepatozyten darstellt, der Uber aktiven Transport die
Phospholipide tber die Membran transloziert.%° Da bei Ausbleiben dieses Transports die
Mizellenbildung mit den Gallensalzen ausbleibt, schadigen die Gallensauren umliegende
Strukturen wie z.B. die Plasmamembranen der Hepatozyten und Cholangiozyten. Im
Folgenden kommt es zur Cholangitis.®'*? Durch diese fundamentalen Erkenntnisse und
die Moglichkeit der Zichtung einer mdr2-Knockout Mauslinie wurden weitere Studien zur
Cholangitis ermdglicht. °3140.49.51.5354 Diese wurden durch das Wissen unterschiedlicher
Suszeptibilitat fir die Entwicklung von fibrose-assoziierten Lebererkrankungen in
verschiedenen Mauslinien vorangetrieben. Die BALB/c Mauslinie stellte sich am
empfanglichsten fiir die Entwicklung von Leberinflammation und -fibrose heraus.%® Ein
valides Mausmodell fiir Cholestase und ihrer Folgen stellt der Abcb4” mit BALB/c

Hintergrund dar.%

1.3 Leberinflammation und -fibrose bei chronischer

Leberschadigung

Die gesundheitliche Relevanz chronischer Lebererkrankungen zeigt sich anhand
folgender epidemiologischer Daten. Fir Deutschland ergaben sich flir das Jahr 2014
22.176 Behandlungsfalle in Krankenhausern mit einer Fallzahl von Arbeitsunfahigkeit
von 2.952 und 5.934 Sterbeféllen.*® Weitere Studien konnten eine Pravalenz chronischer
Lebererkrankungen bei 3,6%, eine geschatzte Pravalenz der Entstehung von
Leberzirrhose bei 25-50% und die Inzidenz fir hepatozellulare Karzinome bei 554,369

fur das Jahr 2012 ermitteln.57-%8
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Inzidenz (Mio) Pravalenz (%) Aktuelle Schatzungen

Schétzungen Jahr 2013 (Mio)
(Mio)

HBV 4,5-6 3,6 240 1202

HCV 3-4 2,5 170 852

ALD 16,6 4,5 - 19,3°

NAFLD 13,6 5-8 570 16,2°

NASH 2,5 <4 145 3,8°

@ Schatzungen anhand eines Modells fiir Pravalenz
b Schatzungen anhand eines Modells fiir Inzidenz

Abb. 3: Globale Epidemiologie chronischer Lebererkrankungen.

Zu den Auslosern chronischer Lebererkrankungen gehoren die Infektion mit dem Hepatitis B
Virus (HBV), dem Hepatitis C Virus (HCV), die alkoholische Lebererkrankung (ALD), die nicht-
alkoholische Fettlebererkrankung (NAFLD) und die nicht-alkoholische Steatohepatitis (NASH).
Dargestellt sind Zahlen fiir Inzidenz, Pravalenz und aktuelle Schatzungen in Millionen fiir diese
Erkrankungen weltweit. Modifiziert nach %7

Fibrogenese ist ein dynamischer, potentiell reversibler Prozess, der eine Balance
zwischen Matrixsynthese und Matrixdegradation darstellt.® Fir dieses Gleichgewicht
sind vor allem von Myofibroblasten sezernierte matrixdegradierende Enzyme, die Matrix
Metalloproteinasen (MMP) und Inhibitoren der MMP, die Tissue inhibitor of
metalloproteinases (TIMP) verantwortlich.2%°€° Ursachen fiir die Entstehung von
Leberfibrose und somit einer Dysbalance der oben beschriebenen Mechanismen
zugunsten von matrixakkumulierenden Effekten kdnnen Infektionen, lebertoxische
Substanzen, metabolische Erkrankungen oder Immunreaktionen sein.

Leberfibrose stellt die gemeinsame Endstrecke und Antwort der Leber auf eine
chronische Schadigung dar. Die hepatische Inflammation und Fibrose sind bei
Leberschadigung eng miteinander verbundene Prozesse. Akute und chronische
Leberschadigung induziert zundchst ein Entzindungsgeschehen, welches im weiteren
Verlauf die Aktivierung von fibrogenen Zellen und die Entwicklung von Fibrose zur Folge
hat. Hierbei kommt es zur sogenannten Nekro-Inflammation. Der Begriff beschreibt die
Entziindung und anschlieBende Nekrose der Hepatozyten. Die Nekro-Inflammation
induziert die Leberfibrose.%” Dies konnte in murinen Tiermodellen fiir Fibrogenese und
bei Patienten mit chronischer Leberschadigung gezeigt werden.? Die Nekro-
Inflammation bewirkt durch das Abkapseln des entzindlichen Areals eine Wundheilung.

Kennzeichnend flir die Leberfibrose ist eine Akkumulation extrazellularer Matrix im
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Disseschen Raum.®' Diese Matrix besteht zum groRten Anteil aus fibrillarem Kollagen-I
und I11.82 Die fibrotischen Narben, die bei kurzzeitiger Schadigung entstehen, sind haufig
noch reversibel. Bei Persistenz schadigender Ursachen kann keine nachhaltige
Regeneration der Leber ermdglicht werden. Es kommt zum Fortschreiten der Fibrose
mit diffuser Durchziehung der Leber mit Narbengewebe.? Konsekutiv flihrt die
Leberfibrose im weiteren Verlauf zur Leberzirrhose mit Komplikationen wie der portalen
Hypertension, Leberversagen und der Entstehung des HCC. Die Hauptakteure der
Matrixproduktion sind aktivierte hepatische Sternzellen (HSC) und portale
mesenchymale Fibroblasten. Beide zusammen bilden die Gruppe der hepatischen
Myofibroblasten. Bei der Aktivierung der Myofibroblasten spielen vor allem die
Lebermakrophagen, auch Kupfferzellen genannt, eine entscheidende Rolle. Ebenso
tragen aktivierte T-Lymphozyten und Neutrophile Granulozyten zur HSC Aktivierung und
Entwicklung eines inflammatorischen Lebergewebes bei.®? Die Aktivierung wird u.a. Gber
den Transforming growth factor beta 1 (TGFB1), Transforming growth factor alpha
(TGFa), Endothelin-1 und Leptin vermittelt.? Hepatische Sternzellen, auch ltozellen
genannt, sind leberspezifische mesenchymale Zellen. Sie sind im subendothelialen,
perisinusoidalen Disse-Raum lokalisiert. HSC weisen vielfaltige Funktionen wie die
Beteiligung am Vitamin A- und Lipidmetabolismus, Regulation des sinusoidalen
Blutflusses, Anreicherung und Degradierung extrazellularer Matrix und Entwicklung von
Leberfibrose auf. Ebenso haben diese Zellen einen regulierenden Einfluss auf
Wachstum und Proliferation der Hepatozyten sowie auf die Immunfunktion der Leber.?
Hepatische Sternzellen liegen in der gesunden Leber in einem inaktivierten Zustand vor
und sind vor allem an der Speicherung von Vitamin A beteiligt.>* Im Jahr 1984 konnte
gezeigt werden, dass hepatische Sternzellen Desmin enthalten. Desmin ist ein
Intermediarfilament, welches zuvor als Bestandteil kontraktilen Zellen bekannt war.
Diese Entdeckung fiihrte zu der Annahme, dass es Ahnlichkeiten zwischen myogenen
Zellen und hepatischen Sternzellen gibt.%® Betrachtet man ihre morphologischen
Veranderungen bei Leberschadigung wird die beschriebene Annahme untermauert.
HSC werden zu aktiven, proliferierenden, kontraktilen, mobilen, myofibroblast-ahnlichen
fibrogenen Zellen. Die zytoskelettalen Marker wie Desmin, Aktin, und Vimentin werden
exprimiert und die Sensitivitat fur profibrotische Zytokine wie den TGF und den Platelet-
Derived Growth Factor (PDGF) erhht.®%62 Ein weiterer valider Marker fiir aktivierte HSC
ist alpha smooth muscle actin (aSMA). Diese Veranderungen und Reaktionen sind am
Ort der starksten Schadigung am prominentesten.?8° Dort synthetisieren sie
profibrotische und proinflammatorische Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren
mit parakrinen aktivierenden Effekten auf weitere Myofibroblasten, Parenchym- und

inflammatorische Zellen.®® Ebenso konnte gezeigt werden, dass Myofibroblasten in der
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Lage, sind die Angiogenese zu induzieren. Dies geschieht Hypoxie-induziert Uber den
vaskular endothelial growth factor (VEGF) und tragt zur weiteren Fibroseprogression
bei.” Portale mesenchymale Myofibroblasten (PMF) sind eine weitere Gruppe
fibrogener Zellen. Sie entwickeln sich bei Aktivierung aus periportalen, perivaskularen
und periduktalen Fibroblasten und sind in den fibrotischen Septen lokalisiert. In Bezug
auf die Beteiligung am fibrotischen Geschehen haben sie ahnliche Eigenschaften wie
die HSC. Die Differenzierung der beiden Zellgruppen kann anhand der phanotypischen
Unterschiede und Uber die pradominante Expression von Desmin und Vitamin A bei HSC
vorgenommen werden.®® HSC sind im aktivierten Zustand rundlich mit einem
vergroRRerten Zytoplasma. Des Weiteren stellte sich das Stressprotein Cytoglobin als
spezifisch fur HSC heraus. Portale Myofibroblasten zeigten sich bei Aktivierung
spindelférmig, mit hoherer Proliferationsrate und vermehrter Expression von

phosphoryliertem Cofilin-1.°

Diagnostisch gilt es, die Ursache der Lebererkrankung abzuklaren. Eine Leberbiopsie ist
in den meisten Fallen unklarer Lebererkrankungen indiziert."® Aus ihr kann ein Grading
zur Beurteilung der Nekro-inflammation und ein Staging, welches Aussage Uber das
AusmaBl  der Fibrose gibt, erfolgen.”® Hierzu koénnen  verschiedene
Klassifikationssysteme angewendet werden wie z.B. das Scoringsystem nach Desmet
und Scheuer oder Knodell "'-"* oder der METAVIR-Score. Aber auch nicht-invasive
Verfahren haben ihren festen Stellenwert. Laborparameter und z.B. der daraus erstellte
,aspartate aminotransferase to platelet ratio index“ (APRI-Score)’ finden Anwendung.
Die MRT, die Oberbauchsonographie und der Fibroscan sind weitere klinisch relevante
Verfahren zur Diagnosestellung durch die Darstellung PSC-typischer Veranderungen
wie z.B. Gallengangsstenosen und Leberfibrose.”>"® Die Therapie der Leberfibrose ist
aufgrund der hohen Pravalenz und gravierenden Morbiditat der Patienten mit Folgen wie
der portalen Hypertension und dem hepatozellularen Karzinom Gegenstand langjahriger
und intensiver Forschung. Es ist bekannt, dass selbst die fortgeschrittene Leberzirrhose
durch Wegnahme des auslésenden Agens zu Teilen oder auch vollstédndig reversibel
sein kann.”” Ist dies nicht mdglich, werden Medikamente mit konkreten Angriffspunkten
an den fibroseassoziierten Zellen, ihren Signalstoffen und —wegen bendtigt. Ziel der
medikamentdsen Therapie ist es die Matrixsynthese zu hemmen oder die Fibrolyse zu
stimulieren.” Zurzeit existiert keine diesbezuglich empfohlene, effektive Therapie der

Leberfibrose und Zirrhose.”
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1.4 Leberschadigung und das Endocannabinoidsystem

1.4.1 Das Endocannabinoidsystem

Es konnte gezeigt werden, dass das Endocannabinoidsystem eine Schlusselrolle in der
Pathogenese chronischer Lebererkrankungen einnimmt.8°

Das Endocannabinoid-System besteht aus dem Cannabinoid-Rezeptor-1 (CB1), dem
Cannabinoid-Rezeptor-2 und seinen Liganden, den Endocannabinoiden. CB1 und CB2
sind guanine nucleotide binding protein (G-Protein) gekoppelte Rezeptoren und weisen
eine spezifische Bindungsstelle fiir Cannabonoide auf.®'# Das bekannteste und seit
Jahrhunderten fir medizinische Zwecke genutzte Cannabinoid ist Delta-9-
tetrahydrocannabinol (THC). THC bindet ebenfalls an die Bindungsstellen der CB1- und
CB2-Rezeptoren und war namensgebend fiir die CB-Rezeptoren.’®* Kurz nach der
Entdeckung und der erfolgreichen Klonierung dieser beiden Rezeptoren®' wurden ihre
endogenen Liganden identifiziert und als Endocannabinoide betitelt. Anandamid (AEA)
und 2-Arachidonoylglycerol (2-AG) sind die bekanntesten Vertreter dieser
Endocannabinoide.?*% Sie sind lipidhaltige Mediatoren und werden aus der
Arachidonsaure synthetisiert. Endocannabinoide wirken in der direkten Umgebung ihrer
Freilassung und werden durch enzymatische Hydrolyse schnell inaktiviert. Urspringlich

wurden die CB-Rezeptoren allein dem Zentralnervensystem zugeordnet.®!

Abb. 4: Schematische Darstellung der Haupteffekte des G-Protein gekoppelten CB1.
Aktivierung des CB1 fuhrt zur Stimulation des G, -Proteins, welches seinerseits die

Adenylatecyclase-vermittelte Konversion von ATP zu cyclischem Adenosinmonophosphat
(cAMP) inhibiert. cAMP Molekile kdnnen an regulatorische Untereinheiten der Proteinkinase A
(PKA) binden und dadurch die Freisetzung der katalytischen Untereinheiten bewirken. Aktivierte

PKA kann Typ-A Kalium (K+A) Kanale phophorylieren, was zu deren Inhibition fihrt. Der negative
Effekt des CB1 auf die Adenylatecyclase resultiert schlussendlich in der Aktivierung von K+A

Kanalen. Durch CB1 aktivierte G,, kann auch direkt N- oder P/Q-Typ Ca”" Kandle inhibieren und
aktiviert einwarts gerichtete (inwardly rectifying) Kalium (K. ) Kanale. Diese beiden letztgenannten

Effekte werden von der Protein Kinase C (PKC) kontrolliert. Diese phosphoryliert nach ihrer
Aktivierung den CB1 an der dritten zytoplasmatischen Schleife und entkoppelt den Rezeptor von
den lonenkanélen. Modifiziert nach 8
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Die in Abb. 4 dargestellten Effekte sind nicht in jedem Organ identisch. Der CB1 kann
ebenso ein stimulierendes Gs-Protein aktivieren. Somit bekommen die PKC und PKA
weitere inhibierende und aktivierende Effekte auf Molekiile verschiedener Signalwege.®¢
In der gesunden Leber sind die CB-Rezeptoren wenig ausgepragt, obwohl Hepatozyten
und Nicht-Parenchymzellen in der Lage sind, Endocannabinoide zu produzieren. Im
Rahmen akuter und chronischer Leberschadigungen konnte gezeigt werden, dass
sowohl die Endocannabinoide als auch die CB-Rezeptoren stark hochreguliert sind.®” So
kommt es z.B. bei der klinisch relevanten Non-alcoholic liver disease (NAFLD) tber die
Aktivierung des CB1 durch erhdhte AEA Freilassung zur Aktivierung von sterol response
element-binding protein 1c (SREBP-1c). Dieses aktiviert konsekutiv die acetyl-CoA
carboxylase (ACC1) und fatty acid synthase (FASN). Diese Signalkaskade fuihrt ber die
de-novo Lipogenese und die Regulation weiterer metabolischer Signalwege zum

Fortschreiten der Erkrankung.8®

1.4.2 Das Endocannabinoidsystem und seine Rolle bei Leberinflammation
und -fibrose

Die Funktion der beiden CB-Rezeptoren ist seit vielen Jahren Thema intensiver
Forschung. Neben den Analysen ihrer metabolischen Einflisse sind neue Erkenntnisse
ihres Wirkens auf die Entwicklung von Leberinflammation und —fibrose bei chronischer
Leberschadigung von groBem Interesse 538089909192 Fine groRe Anzahl von Studien
konnte demonstrieren, dass das Endocannabinoidsystem ein bedeutender Mediator bei
akuter und chronischer Lebererkrankung ist. Teixeira-Clerc et al. konnten zeigen, dass
der CB2 zu Beginn der Leberschadigung antiinflammatorische und antifibrotische
Effekte aufweist.®® Dieser protektive Einfluss wird bei weiter fortbestehender
Leberschadigung durch die profibrotischen Effekte des aktivierten CB1 ausgeschaltet.
Dieser Effekt konnte bei Patienten mit chronischer Hepatitis C bei taglichem
Cannabiskonsum nachgewiesen werden.® In chronisch geschadigtem Lebergewebe
wird der CB1 stark exprimiert und durch vermehrte Ausschittung der Endocannabinoide
durch Hepatozyten, HSC und Kupfferzellen stimuliert. Er zeigt seine starkste Expression
in  Nicht-Parenchymzellen  wie inflammatorischen  Zellen, proliferierenden
Cholangiozyten, hepatische Sternzellen und portalen Myofibroblasten.8®* Diese
Ergebnisse konnten durch weitere Untersuchungen an CB1-Knockout Mausen und die
Gabe eines CB1-Rezeptorantagonisten bestatigt werden. In beiden Fallen zeigte sich
eine reduzierte Entwicklung von Fibrose und Wachstumsinhibition von Myofibroblasten

sowie eine erhdhte Apoptoserate dieser Zellen.® In der vorliegenden Arbeit wurde in
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den unter Kapitel 1.2 beschriebenen BALB/c Abcb4”-Mausen der spezifische CB1-
Antagonist Rimonabant zu der Nahrung hinzugegeben.

Rimonabant, auch SR141716A genannt, gehdrt zu der Wirkstoffklasse der Anorektika
und ist ein selektiver CB1-Antagonist. Durch die CB1-Blockade in der erkrankten Leber
konnten in Tiermodellen positive Effekte auf die Entwicklung von Steatohepatitis und
dem metabolischen Syndrom gezeigt werden.®® Ebenso wurde die Fibroseprogression
in verschiedenen Mausmodellen durch Rimonabant-Gabe reduziert.?® Da gezeigt
werden konnte, dass Rimonabant das Koérpergewicht, Leptin, Insulin und freie
Fettsauren im Blut senkt sowie die Insulinresistenz verbessert,® wurde es zur
Behandlung des metabolischen Syndroms am Menschen erprobt.®” Rimonabant wurde
auf Grund seiner Eigenschaft auch im zentralen Nervensystem zu wirken, 2008 vom
Markt genommen.?® Zu den zentralen Nebenwirkungen gehorten Depressionen und
Angststérungen.®® Im Rahmen von Studien zur Wirkung des Endocannabinoidsystems
im peripheren Gewebe und dessen Beteiligung an Krankheitsprozessen wird

Rimonabant weiterhin in Tiermodellen eingesetzt.

1.5 Der JNK1-Signalweg
1.5.1 JNK1 - seine Aktivatoren und Substrate

Die c-Jun-N-terminal Kinase (JNK1) ist ein Mitglied der mitogen-activated protein kinase
(MAPK) Familie. Die Gruppe der MAPK besteht aus den drei Untergruppen extracellular
signal-regulated kinase (ERK), JNK1 und p38 MAPK. Es konnte gezeigt werden, dass
MAPK entscheidend an der Transduktion extrazellularer Signale in den Zellkern beteiligt
sind. Sie sind in der Lage, aus dem Zytoplasma in den Zellkern zu gelangen und die
Transkription unterschiedlicher Gene zu induzieren.'® Es gibt drei Iso-formen der JNK
in Saugetieren: JNK1, INK2, JKN3 (kodiert durch die Gene mapk8, mapk9 und mapk10).
JNK1 und JNK2 sind in fast allen Geweben des Korpers exprimiert.’®" Den priméaren
Stimulus der JNK-Aktivierung stellen diverse Induktoren wie Zytokine (IL-1, TNFa, TGFj,
PDGF, EGF), reaktive Sauerstoffradikale (ROS), Pathogene wie Lipopolisaccharide
(LPS), Toxine, Medikamente, Endoplasmatisches Retikulum-Stress (ER-Stress), freie
Fettsauren und metabolische Veranderungen dar. Zunachst werden MAP Kinase Kinase
Kinasen (MAP3K), MAP Kinase Kinase (MAP2K/MKK) oder MAP Kinasen durch
Phosphorylierung aktiviert. Diese sind durch eine duale Phosphorylierung nachfolgend
in der Lage, JNK an Threonin- und Tyrosin-Resten zu aktivieren. Hier stellten sich
synergistisch wirkende MKK4 und MKK7 als fuhrende Aktivatoren der JNKs

heraus.'92193 Aktivierte JNK (p-JNK) sind in der Lage, eine Vielzahl von Proteinen zu
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aktivieren, die anschlieRend als Transkriptionsfakioren oder an der Kontrolle von

Proteindegradierung, -lokalisation und —signalen, wirken.'%4

EEmmmnn) ) )

Zytokine, ;
UV-Strahlung, c-Jun .
oxidativer Stress, MKK4/7 JNK1/2/3 || ATF-2 | bilden AP-1
Wachstumfaktoren ELK-1
4
{ Transkription ]
3

Wachstum
Differenzierung

Uberleben
Apoptose

Abb. 5: MAP Kinase Signaltransudktion.

Stimuli wie inflammatorische Zytokine, UV-Strahlung, oxidativer Stress oder Wachstumsfaktoren
aktivieren Rezeptoren (nicht dargestellt). Diese sind Uber Kinasen in der Lage, MAP Kinase
Kinasen wie MKK4 und MKKY7 durch Phosphorylierung zu aktivieren. MKK4/7 phosphorylieren
anschlielend JNK1/2/3. Diese sind in der Lage, Transkriptionsfaktoren und Wachstumsfaktoren
ebenfalls durch Phosphorylierung zu aktivieren. AP-1 und seine Bestandteile sind anschlielend
in der Lage, Zellwachstum, -differenzierung, -Uberleben und Apoptose zu regulieren. (Abb. N.
Helmrich)

Ein reprasentatives Substrat und Zielprotein der JNK1 und JNK2 ist c-Jun. Nach seiner
Aktivierung durch Phosphorylierung an zwei Serin-Resten am N-terminalen Ende,
dimerisiert c-Jun mit JunB, JunD oder Fos. Zusammen bilden sie das Activator Protein-
1 (AP-1).7% Diese Mitglieder der Jun und Fos Familie gehdren zu der Gruppe der DNA-
bindenen Proteine. AP-1 bindet an das 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate-
responsive element (TRE) mit der Konsensussequenz TGACTCA. Die Bindungsaffinitat
fur ein spezifisches TRE hangt von der Zusammensetzung des AP-1 ab. TREs sind in
den Promoterregionen vieler Immediate Early Genes (IEG) zu finden.'% c-Jun und Fos
gehdren zu den IEG. Uber ihre Aktivitdt nehmen sie auf verschieden zelluldre Prozesse

wie Proliferation, Zell-Uberleben und die Karzinogenese Einfluss.'"’
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Abb. 6: Regulation von AP-1 durch MAP Kinasen.

Das MAP Kinase-responsive element des c-fos Promoters ist das serum response element
(SRE), welches durch einen Transkriptionsfaktorkomplex gebunden wird. Dieser besteht aus dem
dimerisierten SRF und dem ETS domain-containing protein Elk-1 (ELK-1) oder SIN1-associated
protein (SAP-1). Die MAP Kinasen ERK, JNK und p38 phosphorylieren und aktivieren Elk-1 was
zu einer SRE-anhangigen c-fos Expression flhrt. Die dominanten Kontrollelemente des c-jun
Promoters sind TRE. Diese binden vorwiegend Heterodimere aus c-Jun und Activating
transcription factor 2 (ATF-2). Sie werden durch JNK MAP Kinasen und im Falle von ATF-2, auch
von p38 aktiviert. c-Fos und c-Jun bilden Heterodimere und binden an ein AP-1 response
element. c-Fos wird phosphoryliert und aktiviert durch das das Protein c-Fos-regulating kinase
(FRK), c-Jun durch JNK. Modifiziert nach 1%

1.5.2 JNK1-Signalwege in Leberfibrose und Karzinogenese

JNK1 vermittelte Signalwege sind an Zelltod, -Uberleben, -differenzierung, -proliferation
und Tumorgenese in Hepatozyten beteiligt. Im Rahmen der Leberfibrose ist JNK1 an der
Aktivierung von HSC beteiligt. Dies konnte anhand reduzierter HSC Proliferation und
aSMA-Expression bei pharmakologischer JNK1-Inhibition gezeigt werden.'®® JNK1-
Phosphorylierung zeigte sich erhdéht in murinen und humanen fibrotischen Lebern. Am
starksten reguliert zeigte sich die JNK1-Aktvierung in hepatischen Myofibroblasten und
Kupfferzellen. Studien konnten demonstrieren, dass JNK1 flir die Produktion
proinflammatorischer Zytokine aus Kupfferzellen benétigt wird.'® Des Weiteren konnte
gezeigt werden, dass JNK1-defiziente Mause eine herabgesetzte Fibroseentstehung
aufwiesen und resistent gegenlber der diet-induced steatohepatitis waren.'"® JNK2-
defiziente Mause wiesen eine gesteigerte Fibroseentstehung auf. Dies flihrt zu der
Annahme, dass JNK1 profibrotische und JNK2 antifibrotische Effekte in der Leber

aufweist. !
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Das HCC kann sich als Folge chronischer Lebererkrankung bei Leberfibrose und —
zirrhose entwickeln. Hui et al. konnten eine erhéhte p-JNK1 Aktivitat in humanen HCC
nachweisen.'”? Des Weiteren entwickelten JNK1-defiziente Knockout-Mause (Jnk17)
weniger und kleinere Lebertumoren als Wildtyp- oder JNK2-Knockout-Mause (Jnk27")
nach Diethylnitrosamine (DEN)-induzierter Hepatokarzinogenese. Hier zeigte sich die
Expression von Regulatoren des Zellzyklus wie Cyclin D1 und ¢c-Jun im HCC-Gewebe
erhoht. Dem gegenlber waren der Zellzyklusregulator Cyclin D1 und VEGF auf
Proteinebene, verglichen mit den Tumoren in Wildtypmausen, in Jnk1”- Tumoren stark
reduziert. c-Jun zeigte hier ebenfalls eine Reduktion.'™ JNK1 beeinflusst demzufolge
uber die Induktion von Proliferationsfaktoren die Zellproliferation und Neovaskularisation

wahrend der Tumorentwicklung.'"3

C-Jun ist Ziel JNK1-abhangiger Phosphorylierung. c-Jun ist an proliferativen Prozessen,
welche sowohl wahrend der Embryogenese'® als auch in frilhen Phasen der
Tumorgenese stattfinden, beteiligt. Im letzteren Fall wird c-Jun nach der Tumor-Initiation
zur weiteren Progression des Tumorwachstums bendtigt. Zudem zeigte sich, dass c-Jun
Tumorzellen vor der Apoptose schitzt. Dies suggeriert, dass ein vermehrter
apoptotischer Tumorzelluntergang die gestorte Tumorgenese im c-Jun Knockout (c-
jun™) bedingt. Hier konnte ebenso demonstriert werden, dass der hepatozellulare c-jun
. die Entstehung DEN-induzierter HCC reduzieren konnte.'” Auch in Modellen fiir
Hepatitis B Virus assoziierter Hepatokarzinogenese zeigte sich c-Jun als Promotor flr
die Proliferation und die Progression von Dysplasien und wurde somit als Proto-Onkogen
beschrieben."® Aktivierter signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) wird
ebenfalls unter anderem durch JNK1 reguliert. In gesunden Zellen ist STAT3 mit der
Regulation von Zelldifferenzieren und/oder Wachstum assoziiert. Es ist bekannt, dass
konstitutiv aktiviertes STAT3 mitogene Effekte hat und mit Wachstumsdysregulation
assoziiertist.'"® Es konnte gezeigt werden, dass neben der Aktivierung von c-Jun STAT3
zur Hepatokarzinogenese beitragt.’"” Cyclin D1 ist ein downstream target von JNK1 und
fungiert als Regulator im Zellzyklus von der G1 in die S Phase. Bei konstitutiver
Aktivierung z. B. durch die Hochregulation von p-JNK1 oder p-c-Jun ist Cyclin D1 an

Zellproliferation und Tumorgenese beteiligt."®
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Abb. 7: Der JNK1-Signalweg in Leberzellen

Durch verschiedene oben genannte Stimuli, die entweder von exogen oder Uber aktivierte
hepatische Sternzellen auf die Hepatozyten wirken, kann JNK1 indirekt Uber MKK4/7 oder direkt
durch Phosphorylierung aktiviert werden. Phosphoryliertes JNK1 aktiviert seinerseits c-Jun,
welches Uiber eine vermehrte Inhibition von p53 zu einem unkontrollierten Zellzyklus fihrt. STAT3
wird vornehmlich tber IL-6 aktiviert, welches von HSC sezerniert wird. STAT3 bewirkt seinerseits
unter anderem eine Akkumulation von Cyclin D1. Diese fiihrt ebenfalls zu einer unkontrollierten

Proliferation der Zellen. Ebenso ist JNK1 in der Lage, den kontrollierten Zelltod, die Apoptose,
herbeizuflihren. Modifiziert nach 04

-20-



1.8 Zielsetzung der Arbeit
In der vorliegenden Arbeit sollte der Effekt einer Antagonisierung des CB1-Rezeptors
auf die Cholestase und ihre Folgeschaden untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden

Abcb47-Mause mit dem selektiven CB1-Rezeptor-Antagonisten Rimonabant therapiert.

Die zu uberprifende Arbeitshypothese lautete: ,Die Krankheitsprogression und Folgen
der Cholestase kdnnen durch die Antagonisierung des CB1-Rezeptors verzogert bzw.

aufgehalten werden.*

Zur Beantwortung der Arbeitshypothese wurden metabolische Parameter sowie
spezifische Marker fir Inflammation, Fibrogenese und Karzinogenese erhoben.
Unbehandelte Abcb4”-Mause, eine mit dem CB1-Agonisten Arachidonyl-2-
chloroethylamide (ACEA) gefltterte Mausgruppe sowie Wildtyp BALB/c Mause, wurden

als Negativ- und Positivkontrollen mitgefuhrt.

CB1 Antagonisten N7 CB1 Agonisten
; ﬁ

CB1-Rezeptor

| srRePB-1c

ACC
12 FASN 12

Inflammation Metabolismus
Fibrose Karzinogenese

Abb. 8: Signalweg des CB1-Rezeptors

Bei Aktivierung des CB1-Rezeptors der Leber kommt es zum Anstieg von Sterol regulatory
element-binding protein 1 (SREBP-1c). SREBP-1c aktiviert weitere Signalwege, die in der
Entstehung von Leberinflammation, -metabolismus, -fibrose und Karzinogenese involviert sind.
(Abb. N. Helmrich)
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2. Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Verbrauchsmaterialien

Materialien Hersteller
2,5% Horse serum Impres Reagent Kit, Fa. Vector, Burlingame
5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat (BCIP) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
70% Ethanol Fa. Sigma Aldrich, Steinheim
96 Well Platte
96% Ethanol Fa. Fischer, Saarbricken
99,6% Ethanol Fa. Berkel AHK, Ludwigshafen
Acetic Acid Merck, Darmstadt
Agarose Broad Range Roti®garose Roth, Karlsruhe
AM 1907 DNA-free FA. Ambion
Amersham Hyperfiim™ ECL Fa. GE Healthcare Life Sciences, Miinchen
APS 10% Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Aqua dest. Millipore MQ-Biocel Anlage
BSA, # K41-001-500 Fa. PAA, Pasching
Cellstar® Tubes Greiner bio-one, Kremsmiinster, Osterreich
Collection Tubes Fa. Qiagen, Hilden
Curix 60 Fa. AGFA Health Care, Greenville
Deckglaschen R. Langenbrinck, Emmendingen
Dodecylsulfate-Na-Salt >99,9% Fa. Serva, Heidelberg
epsilon Aminocaproic acid, #130512 Fa. Serva, Heidelberg
Formaldehyd 6x Loading Dye, AM8552 Ambion, Darmstadt
Gel blotting paper, GB 003, #10426892 Fa. Whatman®
Glycin, Pufferan® Fa. Roth, Karlsruhe
Hamalaun Carl Roth, Karlsruhe
Hamalaun Sauer nach Mayer, # T865.2 Fa. Carl Roth, Karlsruhe
HCI Fa. Sigma Aldrich, Steinheim
IGEPAL® CA-630 Sigma Aldrich, Darmstadt
Impress Reagent Kit Fa. Vector, Burlingame
iScrpit cDNA Synthese Kit, #170-8890 Fa. Bio-Rad, Hercules, USA
Isopropanol Fa. Sigma Aldrich, Steinheim
KCL, #67813 Fa. Sigma Aldrich, Steinheim
KH2P0O4, #P030.1 Fa. Roth, Karlsruhe
Luminol, # A8511-5G Fa. Sigma Aldrich, Steinheim
Mercaptoethanol Fa. Carl Roth, Karlsruhe
Methanol >99,8%, #STBF2109V Fa. Sigma Aldrich, Steinheim
Life Technologies, Life Technologies GmbH,
MicroAmp® Fast Reaction Tubes Darmstadt
Life Technologies, Life Technologies GmbH,
MicroAmp® Optical 8-Cap Strip Darmstadt
Milchpulver Fa. Roth GmbH, Karlsruhe
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MOPS 99,5%, HM1245

Sigma Aldrich, Steinheim

Mouse IgG Blocking Reagent, MBK-2213

Fa. Vector Laboratories Inc., Burlington

Multigel

Fa. Biometra, Gottingen

N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamine
(TEMED), #35925.01

Fa. Serva, Heidelberg

Na2HPO4, #3904.2

Fa. Roth, Karlsruhe

NaCl, #31434 Fa. Sigma Aldrich, Steinheim
Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Nimbrecht QIAShredder Fa. Qiagen, Hilden

Page Ruler ™ Plus, Prestained Protein

Fa. Thermo Scientific, Dreeich

p-coumeric acid C9008-10G

Fa. Sigma Aldrich, Steinheim

Pertex® Eindeckmedium

Fa. Medite, Burgdorf

Pipettenspitzen

Sarstedt, Nimbrecht

Platinum SYBR Green gPCR Super Mix,
#11733-038

Fa. Invitrogen, Carlsbad, USA

PVDF Transfer Membran

Immobilon®-P, Fa. Merck Millipore,
Darmstadt

Reaktionsgefale

Sarstedt, Niimbrecht

RNase AWAY, #7002

Thermo Scientific, Dreieich

RNAse-freies Wasser

Fa. Qiagen, Hilden

RNeasy Mini Kit

Fa. Qiagen, Hilden

RNeasy Minisdulen

Fa. Qiagen, Hilden

Rotiphorese® Gel 30 37,5:1, # A3029.1

Fa. Roth, Karlsruhe

Rotiphorese® Gel 40 29:1, # A515.1

Fa. Carl Roth, Karsruhe

RPE Buffer

Fa. Qiagen, Hilden

RTL Buffer

Fa. Qiagen, Hilden

RW1 Buffer

Fa. Qiagen, Hilden

Sirius-Rot-Farbstoff

Fa. Polysciences, Heidelberg

Stickstoff

Apotheke der Justus-Liebig Universitat
GieRen

Triglyceride Quantification Kit (ab65336)

Abcam, USA

tri-Na-Citratdyhydrat, #H1.06448.100

Fa. Merck Darmstadt

Tris, # 4855.2

Fa.Roth, Karsruhe

Trockeneis

Apotheke UKGM

Tubes Falcon

Corning Science México, Tamaulipas,
Mexiko

Tween® 20

Fa. Sigma-Aldrich, Steinheim

Vector® VIP Peroxidase Substrate Kit

Fa. Vector, Burlingame

Vernichtungsbeutel

Sarstedt, Niimbrecht

Wasserstoffperoxid 30%

Fa. Merck KGaA, Darmstadt

Xylol

Fa. VWR, Darmstadt

Zitronensaure

Fa. Sigma Aldrich, Steinheim
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2.1.2 Puffer und Losungen

Lammli-Puffer (1x): 2 ml Lammli-Puffer (4x), 6
ml Aqua dest.

Lammli-Puffer (4x): 40% Glycin, 20%
Mercaptoethanol, 8% SDS, 0,25 M Tris HCI
pH 6,8, (Stammldsung) 0,02%
Bromphenolblau

Tris-Glyzin Puffersystem: 115 ml Aqua dest.,
375 ml 2M Tris pH 8,8 (=1,5M), 10 ml
(4xTrenngel-Puffer, 500 mL) 20% SDS (=0,4%)

Trenngel (10%): 6,66 ml Rotiphorese® Gel
30 37, 5:1, 5 ml Trenngel-Puffer, 200 pl
APS 10%, 20 pyl TEMED, auf 20 ml mit
Aqua dest.

Trenngel (12%): 8 ml Rotiphorese® Gel 30
37,5:1, 5 ml Trenngel-Puffer, 200 yl APS 10%,
20 pl TEMED, auf 20 ml mit Aqua dest.

Trenngel (15%): 3,75 ml Rotiphorese® Gel
40 29:1, 5 ml 2M Tris pH 8,5, 100 ul APS
10%, 10 yl TEMED, auf 20 ml mit Aqua
dest. aufflllen

4xSammelgel-Puffer: 365 ml Aqua dest., 125
ml 2M Tris pH 6,8 (=0,5M), 10 ml 20% SDS
(=0,4%)

Sammelgel (6,6 ml): 0,66 ml Rotiphorese® Gel
30 37,5:1, 1,66 ml Sammelgel-Puffer, 3,6 ml
Aqua dest., 80 yl APS 10%, 8 pl TEMED

Sammelgel (6,6 ml): 0,66 ml Rotiphorese®
Gel 40 29:1, 2,475 ml 2M Tris pH 8,5 3,425
ml Aqua dest., 80 ul APS 10%, 8 pl TEMED

Gelelektrophorese-Puffer (1x): 100 ml 10x
Gelelektrophorese-Puffer, ad 1000ml Aqua dest.

Gelelektrophorese-Puffer (10x) : 10g
SDS, 30g Tris, 144g Glycin, auf 1000 ml
Aqua dest. aufflllen

Kathode Puffer (1x): 100 ml Kathode Puffer
(10x%), auf 1 | mit Aqua dest. auffiillen

Kathode Puffer (10x%): 242 g Tris Base,
358 g Tricin (9), auf 2 | mit Aqua dest.
aufflllen, 20 g SDS

Anode Puffer (1x): 100 ml Anode Puffer (10x%)
auf 1 | mit Aqua dest. auffillen.

Anode Puffer (10x): 484 g Tris base, mit
etwas Aqua dest. auffiillen (weniger als 2 I),
pH auf 8,9 einstellen mit konzentrierter
Salzsaure auf 2 | mit Aqua dest. auffillen.

Anode 1 Solution (500 ml): 75 ml 2M Tris base
(=0,3M) und 100 ml Methanol (=20%) pH 10,4

Anode 2 Solution (500 ml: 6,25 ml 2M Tris
base (=25mM und 100 ml Methanol (=20%)
pH 10,4
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Kathode Solution (500 ml): 2,6 Aminocaproic
acid (=<40mM), 100 ml Methanol (=20%) pH 7,6
und 250 pl 20% SDS.

TBS (10%) pH 7,5: 200 mM Tris pH 7,5,
hinzugeben von 1,37 M NaCl und auf 11
mit Aqua dest. auffiillen

TBS-Tween (TBS-T): 200 ml 10x TBS pH 7,5,
auf 2 | mit Aqua dest. auffillen und 2 ml Tween
20 hinzugeben.

Milchpulver-Lésung: 2,5 mg Milchpulver
abwiegen, ad 50 ml TBS-T

PBS Stammlésung (10x): 80g NaCl (137 mM)
(16), 2g KCI (2,7 mM) (17), 2,45 g KH2POg4, 11,5
g Na2HPO4 abwiegen und mit Ag. dest. auf 1
Liter auffillen.

PBS (1x): 100 ml PBS Stammldsung
wurden mit 900 ml Aq. dest. aufgefullt.

ECL-Protokoll: 10 ml Aqua dest., 0,5 ml 2M
Tris pH 8,5, 2,6 pl 30% Wasserstoffperoxid, 50
pl 250 mM Luminol und 25 pl 90mM Coumeric
acid wurden zusammengegeben.

Stripping Puffer: 15 g Glyzin, 1 g SDS
wurden mit ca. 950 ml mit Aqua dest.
aufgefiillt, der pH mit konzentrierter HCI auf
2,2 eingestellt und auf 1 L mit Aqua dest.
aufgefillt.

Inkubationspuffer: 10 ml aus 5 mM NaCl, 2,5
ml 1M MgClz, 50 ml 1M Tris pH 9,5 wurden mit
Aqua dest. auf 500 ml aufgefillt.

NBT=Nitroblau-Tetrazoliumchlorid: 66 pl
+ BCIP= 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat
33pl + 10 ml Inkubationspuffer fir AP
Entwicklung

2.1.3 Oligonukleotide

Gen Annealingtemperatur in Hersteller Sequenz
°C

Srebp-1 57,3 MWG For 5'-tga ctt ccc tgg cct att tg-
3

Srebp-1 56,7 MWG Rev 5'-ttc aat gga gtg ggt gca
g-3'

Acaca 57,0 Invitrogen For 5°-atg ggc gga atg gtc tct
ttc-3*
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Acaca 57,0 Invitrogen Rev 5'-tgg gga cct tgt ctt cat
cat-3'

Mmp2 57,0 Qiagen *

Mmp9 57,0 Qiagen *

Col1a1 57,0 Qiagen *

TIMP1 57,0 Qiagen *

Desmin 57,0 Qiagen *

Tgfb1 60,0 Qiagen *

Lcn2 58,8 Life T For 5'-tgg ccc tga gtg tca tgt g-
3!

Lcn2 60,6 Life T Rev 5'-ctc ttg tag ctc ata gat ggt
gc-3'

Mcpt1 60,0 Qiagen *

Icam1 57,0 Qiagen *

PEPCK 57,0 Invitrogen For 5°-ctg cat aac ggt ctg gac
ttc-3°

PEPCK 57,0 Invitrogen Rev 5’-cag caa ctg ccc gta ctc
c-3’

PPAR-g 60,1 MWG For 5‘ ccc aat ggt tgc tga tta
caa ata tg-3

PPAR-g 61,3 MWG Rev 5'- aat aag gtg gag atg cag
gtt cta c-3°

PPARa 60,5 MWG For 5°-gga cct tcg gca gct ggt-3°

PPARa 59,8 MWG Rev 5'-tcg gac tcg gtc ttc ttg
atg-3

FAS 57,0 MWG For 5°-gct ggg tgg agt ctc tga
ag-3'

FAS 57,0 MWG Rev 5’-tgc aac acc ttc tgc agt
tc-3’

Cyp7a1 57,0 Qiagen *
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Ccnd1 59,8 Eurofins For 5'-tca tcg aac act tcc tct cc-
31

Ccnd1 59,6 Eurofins Rev 5'-tga ctc tgg aaa gaa agt
gc-3°

Actb (B-Actin) 61,4 Life T For 5'-ggc tgt att ccc ctc cat cg-
3!

Actb (R-Actin) 58,4 Life T Rev 5'-cca gtt ggt aac aat gcc
atgt-3'

Gapdh 59,8 Life T For 5'-agg tcg gtg tga acg gat
ttg-3'

Gapdh 58,9 Life T Rev 5'-tgt aga cca tgt agt tga
ggt ca-3'

EGR1 60,0 Invitrogen For 5'-tcg gct cct ttc ctc act ca-
3¢

EGR1 60,0 Invitrogen Rev 5'-ctc ata ggg ttg ttc gct
cgg-3°

Cyp7ala 57,0 Qiagen *

Creld2 60,0 Invitrogen For 5°-caa cac ggc cag gaa gaa
ttt-3°

Creld2 60,0 Invitrogen Rev 5’-cat gat ctc cag aag ccg
gat-3’

Igfbp1 60,0 Invitrogen For 5’-atc agc cca tcc tgt gga
aac-3’

Igfbp1 60,0 Invitrogen Rev 5'-tgc agc taa tct ctc tag
cac tt-3°

FGF21 57,0 Qiagen *

Igf1 60,0 Invitrogen For 5'-ctg gac cag aga ccc ttt
gc-3*

Igf1 60,0 Invitrogen Rev 5‘-gga cgg gga ctt ctg agt
ctt-3*

-27 -




Nupr1 60,0 Invitrogen For 5°-ccc ttc cca gca acc tct
aaa-3'
Nupr1 60,0 Invitrogen Rev 5'-tct tgg tce gac ctt tcc ga-
3£
2.1.4 Antikorper

Antikorper Hersteller Konzentration Katalog # Sekundar- | Hersteller
AK

LCN2/NGAL Santa Cruz | 1:50 sc-80234 Impress Vector
Reagent Kit | Laboratories,
Anti-Rat Ilg | Burlingame
Vector

PEPCK Abgent 1:50 AP8093b Impress Vector
Reagent Kit | Laboratories,
Anti-Rabbit | Burlingame
Ig Vector

FASN Cell 1:1000 #2194 Impress Vector

Signaling Reagent Kit | Laboratories,

Anti-Rabbit | Burlingame
Ig Vector

P-c-Jun Cell 1:200 #3270 Impress Vector

Signaling Reagent Kit | Laboratories,

Anti-Rabbit | Burlingame
Ig Vector

CK19 Abcam 1:200 ab15463-1 Impress Vector
Reagent Kit | Laboratories,
Anti-Rabbit | Burlingame
Ig Vector

CK19 Santa Cruz | 1:200 Sc-33111 Impress Vector
Reagent Kit | Laboratories,
Anti-Goat Burlingame
Ig Vector
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Col1 Abcam 1:100 Ab34710 Impress Vector
Reagent Kit | Laboratories,
Anti-Rabbit | Burlingame
Ig Vector
Primar- Hersteller Konzentration Katalog # Sekundar- | Hersteller
Antikérper AK
LCN2/NGAL R&D 1:1000 AF1857 Donkey Santa
anti goat Cruz, sc-
IgG HRP 2056
P-JNK Cell 1:2000 #4668 Goat anti Santa
Signaling rabbit 1gG Cruz,
HRP sc-2054
JNK Santa Cruz 1:400 sc-572 Goat anti Santa
rabbit IgG Cruz,
HRP sc-2054
P-c-Jun Cell 1:2000 #3270 Goat anti Santa
Signaling rabbit 1IgG Cruz,
HRP sc-2054
c-Jun Cell 1:2000 #9165 Goat anti Santa
Signaling rabbit IgG Cruz,
ARP sc-2054
P-Stat3 Cell 1:2000 #9145 Goat anti Santa
Signaling rabbit 1gG Cruz,
HRP sc-2054
Stat3 Cell 1:2000 #4904P Goat anti Santa
Signaling rabbit 1gG Cruz,
ARP sc-2054
B-Actin Santa Cruz 1:400 sc-47778 Goat anti Santa
mouse IgG | Cruz,
AP sc-2008
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2.1.5 Gerate

Gerate Hersteller
Fastblot B44 Fa. Biometra
Feinwaage A200S Fa. Satorius, Géttingen

Homogenizer Ultra Turrax T8

lka Werke, Staufen

Kamera, USB Cam 051H Reprostar
3

Phytec, Mainz

Microplate ELISA-Reader Fusion

Fa. HP

Microwelle

Severin, Sundern

Mikroskop DMIL

Fa. Leica, Wetzlar

Nano Drop, Spectraphotometer ND-
1000

Thermo Scientific, Dreieich

Netzbetreiber

Fisher Bioblock Scientific, Schwerte

Pipetten

Sarstedt, Nimbrecht

Roéntgenkasette

Fa. Roth, Karlsruhe

StepOne Plus RT PCR System

Life Technologies, Life Technologies GmbH,
Darmstadt

Stromgeber

Avantec consort EV 243

Thermocycler

Biometra T3000, Gottingen

Thermomixer comfort

Fa. Eppendorf, Hamburg

Vortex Mixer 7-2020

Fa. neolLab, Heidelberg

Vortexer, VF2

Fa. IKA® Labortechnik, Staufen

Waage

Sartorius analytic, Géttingen

Zentrifuge Micro Star 17R

VWR, Radnor, Pennsylvania

Zentrifuge Mikro 120

Fa. Hettich Zentrifugen, Tuttlingen
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2.1 Molekularbiologische Methoden
2.1.1 mRNA-Isolation

Zur Ermittlung der Genexpression stellt die quantitative Real-Time polymerase chain
reaction (QRT-PCR) ein etabliertes Verfahren dar. Fur das Arbeiten mit diesem
Verfahren wird complementary DNA (cDNA) bendtigt, welche zuvor (ber das
Zwischenprodukt mRNA isoliert werden muss. Das zugrunde liegende Prinzip der
Isolation beruht auf der Bindungseigenschaft der negativ geladenen RNA an die positiv
geladene Silica-Gel Membran in den Spin-Columns. Durch Waschen und Zentrifugation
wurde die RNA aufgereinigt. Die Lange der isolierten RNA-Molekilstrange betragt mehr
als 200 Nukleotide, da somit ungewollte 5,8S rRNA, 5S rRNA und tRNA selektiv
ausgeschlossen werden. Zur mRNA-Isolation wurden 20-25mg Leberpulver, welches
zuvor unter Zugabe von Stickstoff gemorsert und bei -80 °C gelagert wurde, abgewogen
und in 1,5 ml Reaktionsgefalie auf Trockeneis Uberfihrt. Zum Abwiegen wurden sowohl
die ReaktionsgefalRe, als auch Loffelspatel und Metallzange in flissigem Stickstoff
heruntergekihlt. Die nachfolgenden Arbeitsschritte wurden mit dem Qiagen RNeasy
Mini Kit nach Vorgabe des Herstellers durchgefiihrt. Die abgewogenen Proben wurden
jeweils mit 600 pl Lysepuffer (1 ml RTL Puffer + 10 pl B-Mercaptoethanol) versetzt, 5
Minuten inkubiert und anschlieRend mit Hilfe des Ultra Torrax homogenisiert, um die
Zellen des Gewebes zu dispergieren und RNasen zu eliminieren. Hierbei bewirkt der im
RTL-Puffer enthaltene Guanidin-Thiocyanat-Puffer ebendiese Reaktion. Das
Homogenat wurde nun auf die Shreddersaulen (lila Saulen des Kits) Uberfihrt und 2
Minuten bei 14.000 x g zentrifugiert. Dieser Schritt entfernt unldsliche Bestandteile des
Homogenisats. Die lila Saulen wurden anschlieRend verworfen. Das erhaltene
Homogenat wurde mit 600 pl 70% RNA-freiem Ethanol gemischt. Beim Mischen mit
Ethanol bilden sich Wasserstoffbriickenbindungen zwischen RNA-Molekilen und Silikat,
wobei es zur Bindung der RNA an die Silica-Membran kommt. Anschliel3end wurden die
homogenisierten Proben auf die rosa RNeasy Minisdulen Uberfuhrt, fur 15 s bei 8.000 x
g zentrifugiert und das untere Reservoir dekantiert. Bei diesem Schritt bindet die mRNA
vollstandig an die Membran der RNeasy Minisaulen. Fir die bessere Handhabung der
Probenmenge und, um die Membran nicht zu Uberladen, wurde der eben genannte
Arbeitsschritt zwei Mal mit jeweils der halben Probenmenge durchgefihrt. Um die RNA
von Salzen, Proteinen und anderen zelluldren Bestandteilen zu reinigen, wurden die
Proben anschlieRend gewaschen. Jeweils 700 ul RW1 Waschpuffer wurden auf die
Saulen gegeben, 15 s zentrifugiert und das untere Reservoir dekantiert. Die Saulen
wurden nun in neue, beschriftete Reaktionsgefalie (Collection Tubes, Cups) uberflihrt.
Ein weiterer Waschdurchlauf mit 500 yl RPE-Waschpuffer/Probe folgte. Um die Saulen

zu trocknen, wurden diese fur 15 s bei 8.000 x g zentrifugiert. Die trockenen Saulen
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wurden in neue 1,5 ml Reaktionsgefalie Uberflihrt und mit 30 pyl Aqua dest. benetzt. Eine
5-minutige Inkubation bei Raumtemperatur und anschlie3ende 1-minltige Zentrifugation
bei 8.000 x g schloss sich an. Die rosa Sdulen wurden verworfen. Die mMRNA wurde nun
entweder bei -80 °C gelagert oder fir die weitere Behandlung im Eisbad aufbewahrt.
Zum Ausschluss einer etwaigen Verunreinigung der gewonnen RNA durch genomische
DNA, wurde ein DNase-Verdau mit der hergestellilen mRNA durchgefiihrt. DNAsen
spalten DNA und machen diese somit fir weitere Analysen funktionslos. Es wurde
mittels des AM 1907 DNA-free Kits, nach Vorgaben des Herstellers gearbeitet. Die 30 pl
Probe wurde mit 3 yl 10x DNase Buffer und 1 ul Turbo DNase versetzt, gemixt und 30
Minuten bei 37 °C im Thermomixer inkubiert. Die Turbo DNase hat eine 350 %ig hdhere
Effizienz der Spaltung von DNA im Vergleich zur DNase1. Selbst in Lésung und unter
physiologischen Bedingungen arbeitet die synthetisch hergestellte DNase 100fach
effizienter als die koérpereigene DNase1. Der DNase Buffer beschleunigt die Reaktion
der Turbo DNase. Bei diesem Schritt wurde kontaminierende DNA bis unter die
Nachweisgrenze eliminiert. Nach den 30 Minuten Inkubationszeit wurden 3 yl DNase
Inactivation Reagent auf die Proben gegeben, per Hand gut gemischt und bei
Raumtemperatur 5 Minuten inkubiert. Wahrend dieser Zeit wurden die Proben noch zwei
Mal gut durchmischt. Das DNase Inactivation Reagent stoppt die Aktivitat der Turbo
DNase und entfernt divalente Kationen wie Kalzium und Magnesium. Danach wurde die
mRNA bei 10.000 x g fiir 1,5 Minuten zentrifugiert und der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefal® aus dem RNeasy Mini Kit Gberfuhrt. Hierbei muss darauf geachtet

werden, das weiche Pellet am Boden des Cups nicht zu tangieren.

2.1.2 Konzentrationsbestimmung der mRNA mittels Spektrometer

Um eine Aussage Uber die Menge und Reinheit der isolierten mRNA tatigen zu kénnen,
bedient man sich der Spektralphotometrie. Zur Kalibrierung des Gerates wird zunachst
14l RNAse freies Wasser auf die Messzelle pipettiert und zweimalig gemessen. Hierbei
sollte ein gemessener Wert < 0 angezeigt werden. AnschlieRend werden 1 ul der zu
messenden mMRNA auf den unteren Sensor des NanoDrop® Gerats pipettiert, der obere
Sensor auf die FlUssigkeitssaule geklappt und die Messung gestartet. Der NanoDrop®
ermdglicht neben der reinen Messung der Absorptionsspektren fiir RNA, DNA, Proteine
und andere Kontaminanten eine graphische Darstellung der Wellenldngen im Bereich
von 220-350 nm. Hierbei kommt folgender Hintergrund zur Anwendung. Die
Nukleinsduren in DNA und RNA absorbieren ultraviolettes Licht bei einem
Absorptionsmaximum der Wellenlange von 260 nm, Proteine bei 280 nm. Andere
Kontaminanten wie z.B. Lésungsmittel absorbieren bei 230 nm. Um die Reinheit der

isolierten RNA zu uUberprufen, wurden die optischen Dichten bei A = 260 nm und A = 280
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nm gemessen und zueinander ins Verhaltnis gesetzt. Ein Wert von A(260/280) = 2,0
oder daruber spricht fir eine reine RNA, die nicht durch Proteine verunreinigt wurde.
Niedrigere Werte geben Hinweis auf Verunreinigung der RNA. Auch der Quotient von
A(260/230) ist ein Mal fur die Reinheit der RNA bezogen auf andere Kontaminanten
und sollte im Bereich von 1,7-2,1 liegen.

Die Berechnung der RNA Menge erfolgte mit folgender Formel:

Crna= (A260-ALw) X 40 x V

Crna= Konzentration RNA (ng/uL)

Azs0 = Absorption der Probe bei einer Wellenlange von 260 nm

AvLw= Absorption der Leerwertprobe bei einer Wellenldnge von 260 nm
40= RNA-spezifischer Mulitplikationsfaktor

V= Verdinnungsfaktor

2.1.3 Qualitatskontrolle der RNA mittel Agarosegel

Die isolierte RNA wurde einer erneuten Qualitats- und Quantitatskontrolle unterzogen.
Die Nukleinsauren werden in der Gelelektrophorese nach Grofle und Ladung
aufgetrennt, wahrend sie aufgrund ihrer negativ geladenen Phosphatreste durch ein
elektrisches Feld zur Anode wandern. Die Zugabe von Ethidiumbromid ermdglicht die
Darstellung der RNA-Banden unter UV-Licht. In einem Becherglas wurden 0,6 g Agarose
und 46,25 ml MOPS in der Mikrowelle erhitzt und in Lésung gebracht. Nach
anschlieliendem Abkuhlen auf 60 °C wurde 3,75 ml Formaldehyd (37 %) hinzugegeben
und in die Kammern eines Gelschlittens gefullt. Ein eingefuhrter Kamm lie3 wahrend der
30 Minuten andauernden Polymerisation Taschen entstehen, in die spater die RNA-
Proben aufgetragen wurden. Zur Vorbereitung der RNA-Proben wurden 1 pl isolierte
RNA zu 4 pl 6x RNA- Loading Dye (Ethidiumbromid enthaltend) in ein 0,5 ml
Reaktionsgefal® gegeben, 10 Minuten bei 65 °C im Thermomixer erhitzt und damit
denaturiert. AnschlieRend wurden die Proben auf Eis gestellt und vor dem Auftragen auf
die Taschen des Agarosegels zentrifugiert. Das Gel wurde in eine Gelelektrophorese
Kammer gegeben, die mit MOPS aufgefullt wurde. 5 pl jeder Probe wurden anschlielRend
komplett auf die Taschen aufgetragen und das Gerat 1 Stunde bei 65 V betrieben. Das
im Loading-Dye enthaltene Ethidiumbromid interkaliert in die RNA und fluoresziert bei
Beleuchtung mit UV-Licht. Somit war es anschlieRend moglich die 18S und 28S
Untereinheit der isolierten RNA in der Photokammer darzustellen und zu fotografieren.

Hierbei zeigte sich keine Verunreinigung und ein ausreichender RNA Gehalt.
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28S

18S

Abb. 9: Qualitatskontrolle der isolierten RNA
Es erfolgte eine Auftrennung der RNA in ihre 28S- und 18S-Untereinheit.

2.1.4 Umschreibung der mRNA in cDNA

Fir die PCR wird cDNA benétigt, da die dort verwendete Polymerase keine RNA als
Substrat binden kann. Somit dient die isolierte mRNA als Matrize fiir die cDNA wahrend
der Transkription mittels der reversen Transkriptase (RT). Die RT ist in der Lage aus
RNA wieder DNA herzustellen, was eine Eigenschaft u.a. von Viren ist. Diese Fahigkeit
macht man sich zur Herstellung fliir PCR Substrate zu Nutze. Das Biorad iScriptTM cDNA
Synthesis Kit enthalt eine RT aus dem Moloney murine leukemia virus (MMLV-RT).
Diese RT ist eine RNA abhangige DNA-Polymerase. Der 5x iScript reaction mix und die
iScript reverse transcriptase bilden zusammen den Mastermix. Dieser enthalt neben der
RT Oligo-(dT)-Primer und random-Hexamerprimer, Nukleotide, RNase-Inhibitoren und
Puffer. Der Primer ist eine Startersequenz zu Beginn der Transkription, die flr die weitere
Arbeit der RT unerlasslich ist. Diese Startersequenz ist komplementar zu dem Poly-A-
Schwanz der mRNA. Die RT bindet an den Primer und kann die Transkription des
abzulesenden Abschnittes der mRNA fortfiihren. Die mRNA und die iScript reverse
transcriptase wurden auf Eis gestellt, der 5x reaction mix bei Raumtemperatur aufgetaut.
Die Berechnung des mRNA Einsatzes erfolgte nach denen im NanoDrop® Gerat
gemessenen Werten flir die Konzentration der mRNA (ng/ul). Die Werte wurden auf 1
Mg mRNA umgerechnet und in Nuklease-freiem Wasser geldst. Dies geschah nach
folgendem Ansatz in 0,5 Reaktionsgefalen:

Nuklease-freies Wasser (in pl) = 15 — x yl mRNA

Nachfolgend wurde mit dem iScript cDNA Synthesis Kit weitergearbeitet. Die Angaben

beziehen sich auf das Volumen pro Reaktion:

5x iScript reaction mix: 4 4l
iScript reverse transcriptase: 1l
mMRNA + nuklease-freies Wasser: 15 ul
Gesamtvolumen: 20 ul
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AnschlieRend wurden alle Tubes anzentrifugiert und in den Biometra ThermocyclerT300
gegeben. Die Inkubation erfolgte nach dem Reaktionsprotokoll des Herstellers:

5 min. bei 25 °C

30 min. bei 42 °C

5 min. bei 85 °C
Abklhlung auf 4 °C

Jede Temperaturstufe schafft ein spezifisches Milieu flir die Teilschritte der
Transkription:

Bei 25 °C hybridisieren die Primer und die mRNA-Matrize. Bei 42 °C liegt die optimale
Temperatur fur die Aktivitat der RT, die in diesem Schritt die cDNA synthetisiert, vor. Bei
85 °C denaturiert die RT und wird somit inaktiviert.

Die so hergestellte cDNA konnte nun fir die qRT-PCR eingesetzt, oder bei -20 °C bis

zum nachsten Gebrauch gelagert werden.

2.1.5 Quantitative Real-Time Polymerase-Kettenreaktion

Das etablierteste Verfahren zum Nachweis von Genexpression stellt die in Echtzeit
gemessene qRT-PCR dar. Hierbei werden die zu analysierenden DNA-Abschnitte
(Matrizen) mit Hilfe von Primern, die sich mit ihrer komplementaren Nukleotidsequenz
an den spezifischen DNA-Abschnitt anlagern, detektiert. Die Primer fungieren somit als
Startsequenz und werden anschliefend von der Tag-DNA-Polymerase mit freien
Desoxyribonukleosidtriphosphaten elongiert. Dies geschieht bei 72 °C, dem
Wirkmaximum der Tag-Polymerase. Nach der Elongation werden die Matrize und der
neu synthetisierte komplementare DNA-Strang bei 95 °C wieder voneinander getrennt
(Denaturierung). AnschlielRend erfolgt eine erneute Anlagerung (Annealing) der Primer
unter Erwarmung auf ihre spezifische Wirktemperatur, z.B. 60 °C. Die erneute
Verlangerung der Primer und Synthese des DNA-Abschnitts erfolgt bei 72 °C. Somit
findet durch die wiederholte Abfolge von Annealing, Elongation und Denaturierung
zunachst eine exponentielle Amplifikation des spezifischen Genabschnitts statt. Um die
amplifizierte DNA-Menge zu quantifizieren, interkaliert ein Fluoreszenzfarbstoff, hier
SYBR-GREEN, wéahrend der Elongation in die DNA-Doppelstrange. Der DNA-SYBR-
GREEN-Komplex hat ein Absorptionsmaximum fir blaues Licht bei der Wellenlange Amax
=494 nm. Bei Amax = 521 nm sendet er griines Licht aus. Die Intensitat des emittierten

Lichts ist proportional zur amplifizierten DNA-Menge (quantitative Messung des
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spezifischen DNA-Abschnitts) und wird zum Zeitpunkt der exponentiellen Amplifikation
gemessen. Auf die exponentielle Vermehrung des DNA-Abschnitts folgt eine lineare
Amplifikation, bis es zu einem Sattigungsniveau kommt. Der Zyklus der Amplifikation,
bei dem ausreichend Fluoreszenz zur Detektion ausgestrahlt wird, gibt den C-Wert
(engl. Cycle threshold) an. Aus diesen Werten errechnet sich die Uber-oder

Unterexpression jeder einzelnen Messung.

2.1.5.1 Durchfiihrung

Die qRT-PCR wurde in Doppeltbestimmungen durchgeflhrt (spatere Mittelwertbildung)
und es wurde pro verwendetem Primer eine Negativkontrolle mitgefiihrt (ohne cDNA-
Einsatz), um etwaige Verunreinigungen zu messen. Zunachst wurde ein Mastermix
hergestellt, der die gewlnschten Primer (1:10 mit RNAse-freiem Wasser verdinnt,
forward und reverse Primern wurden diese im Verhaltnis 1:1 hinzugegeben), den
Platinum SYBR GREEN gPCR SuperMix-UDG (Tag-Polymerase, UDG, dUTP, MgCly,
ROX reference dye, bovine serum albumine) und Aqua dest. in folgendem Verhaltnis

beinhaltete:

Versuchsansatz/ Probe:

SYBR green Super Mix/ Rox: 6,30 pl

Primer: 1,25 pl
Aqua dest.: 4,45 pl
Gesamtvolumen 12 ul

Auf einer 96-Well Platte wurden zunachst 12 ul des Mastermix und anschlielend 0,5 pl
der cDNA in Tubes pipettiert und anzentrifugiert. Die 96-Well Platte wurde in das
StepOnePlus RT-PCR-Gerat gegeben und ein fir jeden Primer spezifisches
Temperaturprofil angelegt. Alle gemessenen C+Werte wurden auf ein Housekeeping-
Gen bezogen (z.B. B-Actin, 18S rRNA, GAPDH). Diese Gene werden unabhangig vom
Zelltyp und auferen Einflissen im Organismus exprimiert und dienen als Basis fur die
spatere Errechnung von Uber- und Unterexpression anderer Gene. Die Errechnung
erfolgte Uber die von dem PCR-Gerat gemessenen Ci-Werte und wurden mit Hilfe der
AA-CT-Methode errechnet. Der Ci+Wert gibt den Zyklus an, in dem die emittierte
Fluoreszenz erstmalig den Hintergrund Ubersteigt. Je friher dies in der Zyklusabfolge
geschieht, desto mehr DNA des spezifischen Abschnitts war in der Ursprungs-DNA
exprimiert. Die Schmelzkurve gibt Auskunft Gber Verunreinigungen und den Ablauf des

Schmelzens der Reaktionsprodukte wahrend der gRT-PCR.
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Die gRT-PCR wurde mit dem Gerat StepOnePlus RT-PCR gemessen, die Ci-Werte mit

Excel aufbereitet und mit SPSS statistisch ausgewertet.
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Abb. 10: Temperaturprofil des StepOnePlus Gerites.
Zur Amplifizierung der cDNA wurde fiir jeden verwendeten Primer eine spezifische
Temperaturabfolge programmiert.

2.2 Histologische Methoden

2.2.1 Immunhistochemie

Die immunhistochemischen Farbungen wurden nach den im Labor etablierten
Protokollen durchgefiihrt. Die verwendeten formalinfixierten Parafinschnitte der 16
Wochen alten Mause waren bereits in Vorarbeiten hergestellt worden. Das Prinzip der
immunohistochemischen Farbungen beruht auf der Detektion von Antigenen und
Epitopen im Gewebe. Diese werden von einem spezifisch gegen sie gerichteten
Primarantikorper erkannt, welcher seinerseits von einem Sekundarantikérper gebunden
wird. Dieser Sekundarantikorper ist z.B. an Horseradish-Peroxidase (HRP) gekoppelt.
Die HRP wird dabei optisch aktiv. Somit kénnen Strukturen in der Immunhistochemie
(IHC) auf dem Praparat dargestellt werden. Zunachst wurden die zu farbenden
Objekttrager in der absteigenden Reihe (3 x 10 Minuten Xylol, 2 x 5 Minuten 99,6 %
Ethanol, 5 Minuten 96 % Ethanol, 5 Minuten 70 % Ethanol) durch Xylol entparaffinisiert
und nachfolgend durch das Ethanol und anschlieBende 5 Minuten in Aqua dest.
rehydriert. Durch die Formalinfixierung und das Einbetten in Paraffin wurden einige
Epitope im Gewebe in ihrer Struktur verandert oder soweit quervernetzt, sodass diese

von ihren spezifischen Antikérpern nicht mehr erkannt wiirden. Aus diesem Grund wurde
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eine Antigendemaskierung oder auch Antigen-Retrieval durchgefiihrt, welches die
vernetzten Proteine wieder aufbricht und ihre Struktur wiederherstellt. Bei diesem Schritt
wurden die Objekttrager in einer Plastikkuvette fur 10 x 1 Minute in Citratpuffer (pH=6)
in der Mikrowelle gekocht und anschlielRend wieder auf Raumtemperatur gebracht. Ein
5-minltiger Waschvorgang mit phosphate buffered saline (PBS) schloss sich an. Einige
Gewebe enthalten Peroxidasen, die bei spaterer Nutzung von HRP gekoppelten
Antikérpern zu einer starken Hintergrundfarbung flihren kénnen. Um dies zu vermeiden,
wurden diese endogenen Peroxidasen mit einem 3 % H20,-PBS Gemisch (54 ml PBS+
6 ml H2O2) fur 15 Minuten geblockt. Anschliefend wurden die Objekttrager 5 Minuten
gewassert und 2 x 2 Minuten mit PBS gewaschen. Jedes Gewebe enthalt endogene
Bindungen, welche ebenso wie das nachzuweisende Protein, den Primarantikorper
binden, was zu einer starken Hintergrundfarbung fiihren wiirde. Um dies zu verhindern,
werden diese unspezifischen Bindungen fur 20 Minuten in einer Dunkel-Feuchtkammer
mit 2,5 % normal Horse-Serum geblockt. Nach dem Dekantieren des normal Horse-
Serums wurde erneut mit PBS fir 3 x 2 Minuten gewaschen. Der Primarantikérper wurde
spezifisch in 10 % bovinem Serum Albumin (BSA) verdlinnt, auf das zu farbende
Praparat gegeben und dieses Uber Nacht in einer Dunkel-Feuchtkammer bei 4 °C
inkubiert. Am Folgetag wurden die Objekttrager erneut 4 x 5 Minuten in PBS gewaschen
und nachfolgend mit dem HRP-gekoppelten Sekundarantikérper, welcher spezifisch
gegen den Primarantikdrper gerichtet ist, fir 30 Minuten inkubiert. Ein erneuter
Waschgang von 4 x 5 Minuten schloss sich an. Fur die eigentliche Farbung der Schnitte
wurde das VIP Substrate Kit for Peroxidase verwendet und nach den Herstellervorgaben
je nach Probenumfang in PBS gelost. Diese Losung wurde auf die Schnitte gegeben und
laufend unter dem Mikroskop kontrolliert. Nach Anfarbung gewulnschter Strukturen
wurde der Farbevorgang durch das Einfuhren der Objekttrager in eine Aqua dest. geflllte
Kuvette abgestoppt. Fir eine bessere Abgrenzbarkeit der zuvor angefarbten Strukturen
gegentber dem umliegenden Gewebe wurde eine 1-minitige Gegenfarbung
(Counterstaining) durchgefuhrt. Etabliert ist das Gegenfarben mit Hamatoxylin, welches
Zellkerne blau farbt. AnschlieRend wurde fir 1 Minute gewassert. Um die Proben zu
dehydrieren, wurden diese in der aufsteigenden Reihe (5 min 96 % Ethanol, 2 x 5 min
Isopropanol, 3 x 5 min Xylol) behandelt. Nachfolgend wurden die Objekttrager mit Pertex
und Deckglasschen eingedeckt. Mit dem Mikroskop erfolgte die histologische

Beurteilung.
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2.2.2 Isotypkontrolle

Die lIsotypkontrolle dient der Uberpriifung unspezifischer Bindungen, die teilweise
wahrend der Bindung des Primarantikbrpers auftreten. Diese konnen in der
histologischen Auswertung zu falsch positiven Ergebnissen fuhren.

Zur Kontrolle wurden von Beginn an Gewebeschnitte mitgefiihrt, die anstelle des
Primarantikorpers mit IgG derselben Spezies und in gleicher Konzentration, inkubiert
wurden. Die weitere Farbung der Schnitte war identisch mit den Primarantikorper-
behandelten Schnitten. Die Isotypkontrolle fiel stets negativ aus, sodass man von einer

spezifischen Bindung des Primarantikérpers ausgehen kann.

2.2.3 Mouse-on-mouse Block

Ist die Spezies von Primarantikérper und Gewebeschnitt identisch (z.B. Primarantikérper
und Gewebeschnitt aus Maus), kdme es zu einer starken Hintergrundfarbung, da
endogene Ig durch den Primarantikdrper gebunden wirden. Diese unspezifischen
Bindungen wurden durch eine 30-mindtige Inkubation mit Serum der gleichen Spezies
wie der spater verwendete Sekundarantikorper abgesattigt. Dies geschah zum Zeitpunkt
des Blockens mit dem normal Horse-Serum. Das weitere Prozedere erfolgte wie oben

beschrieben.

2.2 4 Sirius Red Féarbung

Die Sirius Red Farbung dient der histologischen Bestimmung des Kollagen | Gehaltes.
Die gefarbten Schnitte kdnnen anschlieRend unter polarisiertem Licht im Mikroskop
beurteilt werden. Die Gewebeschnitte wurden in der absteigenden Reihe (s. 2.2.1)
rehydriert und fiir 5 Minuten gewassert. AnschlielRend wurden die Schnitte 90 Minuten
in einer Sirius Red-Lésung inkubiert und danach 2-3 Minuten gewassert. 200 ml Aqua
dest. wurden mit 1 ml Acetic Acid gemischt und fir 2 x 2 Minuten auf Gewebeschnitte
gegeben. Dehydriert wurden die Schnitte anschlieRend in der aufsteigenden Reihe (s.
2.2.1). Die Auswertung erfolgte mit den Programmen Adobe Photoshop und ImageJ.
Hierbei wurden Bilder in polarisiertem Licht unter dem Mikroskop fotografiert und in
Adobe Photoshop geladen. Durch die Bearbeitung mit Adobe Photoshop wurden helle
und dunkle Areale umgekehrt. Mittels ImagedJ lieRen sich die Flachen der dunklen und
hellen Areale zueinander ins Verhaltnis setzen. Dieses Verhéltnis wurde durch das

Programm als relativer Zahlenwert ausgegeben.
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2.2.5 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Hamatoxylin-Eosin-Farbung (H&E) dient der allgemeinen Beurteilung histologischer
Schnitte. Das Hamatoxylin farbt basophile Strukturen wie z.B. die DNA blau an
(Zellkernfarbung), das Eosin farbt azidophile Strukturen wie z.B. Zellplasmaproteine rot
an. Die H&E-Farbung wird in der histologischen Diagnostik verwendet, um verschiedene
Zelltypen, Bindegewebe und mogliche physiologische und pathologische
Veranderungen zu visualisieren. Unter Verwendung eines pathohistologischen Grading-
Scores wurde der Grad der Inflammation histologisch quantifiziert. Der Grading-Score
korreliert mit den pathologischen Veranderungen des Lebergewebes und teilt die
Aktivitdt von Lebererkrankungen in die Kategorien ,keine“, ,minimal®, ,mild“, ,moderat®
und ,schwer” ein. Hierzu werden die Kriterien lymphozytédre Teilnekrose und lobulére
Inflammation und Nekrose herangezogen. Zunachst wurden die Gewebeschnitte in der
absteigenden Reihe (s. 2.2.1) rehydriert und anschlieRend 4 Minuten in Hamalaun
inkubiert. Das Hamalaun wurde dann in einem 5-minltigen Waschschritt von den
Objekttragern gewaschen. Danach wurden die Schnitte 30 s in Eosin gegeben und
erneut 3-5 Minuten gewassert. Die anschliefende Dehydrierung erfolgte in der
absteigenden Reihe. AbschlielRend wurden die Schnitte mit Pertex® und Deckglaschen

abgedeckt und unter dem Mikroskop untersucht.

2.3 Proteinbestimmungen mittels Western Blot
Der Western Blot (WB) ist ein Verfahren zur Detektion von Proteinen mittels Antikdrper-

Bindung und anschlielRender Lichtemission, die auf einem Réntgenfilm detektiert wird.

2.3.1 Lysat-Herstellung

Es wurden 20 mg Leberpulver jeder Probe eingewogen, in Reaktionsgefalle gegeben
und auf Trockeneis gestellt. Zur Herstellung des Ladepuffers wurde 4-fach konzentrierter
Laemmli-Puffer (s.u.) 1:4 mit Aqua dest. verdiinnt. Auf 20 mg Leberpulver jeder Probe,
wurden 400 ul Ladepuffer, also das 20-fache des Leberpulvergewichtes, gegeben.
AnschlieRend wurden die Proben gevortext und sofort wieder auf Trockeneis gestellt.
Mit dem Thermomixer wurden die Proben nun fir 10 Minuten auf 99 °C erhitzt. Hierbei
denaturierten die Proteine und l6sten sich im Lammli-Puffer. Nach dem Erhitzen wurden
die Proben auf Eis gestellt, 2 Minuten gekihlt und anschlieRend bei 10.000 x g fir
mindesten 5 Minuten zentrifugiert. Hierbei setzte sich ein Pellet aus Lebergewebe am
Boden des Reaktionsgefales ab, welches beim anschlieRenden Uberfilhren des
Uberstandes in zwei neue ReaktionsgefaRe, nicht mit pipettiert wurde. Nach dem

Uberfihren wurden die Proben bei -20 °C eingefroren oder sofort verwendet.
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2.3.2 Gelelektrophorese

Das Prinzip der sodium dodecyl! sulfate (SDS)-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) beruht auf der Eigenschaft von Proteinen sich in einem elektrischen Feld durch
Gel wandernd, nach Konformation, Molekilmasse und elektrischer Ladung
aufzutrennen.! Zunachst durchlaufen die Proteinlysate das Sammelgel, welches die
Aufgabe hat, die Proteine zu konzentrieren. Das Durchlaufen und damit Auftrennen im
daran anschlieRenden Trenngel wird zum einen durch die Porengré3e des Gels und zum
anderen durch die Veradnderung des pH-Wertes, am Ubergang von Sammel- zu
Trenngel, beeinflusst. Kleine Molekile durchwandern die Poren des Gels schneller und
somit raumlich weiter. Der basische pH-Wert des Trenngels beeinflusst durch ein sich
spezifisch einstellendes Milieu, die Laufzeit der unterschiedlich geladenen Proteine.
Zwei Glasplatten wurden mit Ethanol grindlich gereinigt, um Gelreste zu entfernen. Ein
Gummi wurde an den Spacer der einen Platte gelegt, um den Raum zwischen den
Platten abzudichten. Die beiden Platten wurden aufeinandergelegt und mit vier
Klammern am Rand fixiert. Zunachst wurde ein Trenngel gegossen, welches wahrend
der Gelektrophorese die Proteine nach ihrer Grélie auftrennt. Hierbei ist zu beachten,
welche Grofde das zu detektierende Protein aufweist, da man die Dichte, d.h. den Anteil
des Polyacrylamid eines Gels, an die Proteingréf3e anpassen muss, damit die Bande
des Proteins innerhalb des Gels liegt. Fir das Gel wurden Rotiphorese® Gel 30,
Trenngel-Puffer, Aqua dest., Ammoniumperoxodisulfat (APS) und
Tetramethylethylendiamin (TEMED) verwendet. Das Gel wurde bis zu einer Linie ca. 2
cm von der oberen Kante der vorderen Glasplatte gemessen, zwischen die beiden
Platten gegossen und mit Isopropanol aufgeflllt. Anschlie®end musste 30-45 Minuten
gewartet werden, um die vollstandige Polymerisation des Gels zu gewahrleisten. Das
Isopropanol glattet die Oberflache und verhindert den Kontakt des Gels mit Sauerstoff.
Dieser wirde Radikale abfangen, die zur Polymerisation des Gels notwendig sind. Das
Sammelgel dient der Ausbildung von Geltaschen, in welche die zu messenden
Probenlysate pipettiert werden. Nach 30-minltiger Polymerisation des Trenngels
wurden Gel 30, Sammelgel-Puffer, Aqua dest., APS und TEMED zusammengegeben
und nach Abschitten des Isopropanols auf das Trenngel gegossen. Um die Geltaschen
zu formen, wurde ein Kamm mit einer, der Probenanzahl entsprechenden Anzahl an
Zinken in das Sammelgel gegeben und 30 Minuten gewartet, bis die Polymerisation
vollstdndig abgelaufen war. Die Gelelektrophorese-Kammer wurde mit 1x Page im
unteren Reservoir aufgefillt und die Glasplatten mit dem Gel zuerst von Klammern,
Kamm und Gummi befreit und anschlieBend mit zwei Klammern an der

Gelelektrophorese-Kammer befestigt. Dies wurde auf beiden Seiten der Kammer
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durchgefiihrt, um eine symmetrische Beladung der Gelelektrophorese-Kammer und
einen gleichmafRigen Stromfluss zu gewahrleisten. AnschlieRend konnten auch das
obere Reservoir mit 1 x Page aufgeflllt werden und die Taschen beladen werden. Die
erste Kammer wurde dabei mit dem PageRuler (7,5 pl) beladen. Dieser wurde im Gel
mitgefuhrt, um die Laufweiten der unterschiedlichen Molekulargewichte farblich zu
markieren. Die Ubrigen Taschen wurden mit 15 pl Probenlysat beladen. Die

Gelelektrophorese-Kammer wurde bei 130 Volt und 75 mA fiir eine Stunde betrieben.

2.3.3 Blotten
Nachdem die Proteine bei der SDS-Gelelektrophorese durch das Polyacrylamidgel
gewandert sind, erfolgt das eigentliche Blotten der Proteine auf eine Polyvinylidenfluorid-
Membran (PVDF-Membran). Durch hydrophobe und polare Wechselwirkungen bleiben
die Proteine gemal ihrer Lage auf dem Polyacylamidgel an der PVDF-Membran hangen
und kdnnen anschliefend mit weiteren Verfahren sichtbar gemacht werden. Die PVDF -
Membran wurde vor dem Benutzen mit 100% Methanol fir 2 Minuten aktiviert, mit Aqua
dest. abgespilt und 3 Minuten in Anodenpuffer 2 aquilibriert. Pro Gel wurden 2 Gel
blotting paper in Anode 1 Solution, 1 Gel blotting paper in Anode 2 Solution und 3 Gel
blotting paper in Kathode 1 Solution gegeben. Anschlieliend wurden alle Komponenten
in folgender Reihenfolge auf die Fastblot B44-Blotkammer gegeben:

1. Anode 1 Solution paper
Anode 2 Solution paper
PVDF-Membran
Polyacrylamidgel

ok w D

Kathode 1 Solution paper
Die Kammer wurde geschlossen und bei 1 mA/cm? eine Stunde betrieben

2.3.4 Blocken und Zugabe der Antikorper

Nach dem Transfer der Proteine auf die PVDF-Membran wurde die Membran fir eine
Stunde mit Milchpulver in Tris-buffered saline with Tween 20 (TBS-T) geblockt. Dies
sattigt freie, unspezifische Antikdrperbindungen ab, um einen spezifischen Nachweis
von Proteinen zu ermdglichen. Nach dem Blocken wurde der Primarantikérper in 10 ml
Milchpulverlésung nach Angaben des Herstellers spezifisch verdinnt und auf die
Membran gegeben. Die Inkubationszeit erfolgte tber Nacht im Kihlraum auf einem
Schwenker. Am nachsten Tag wurde die Membran 1 x 15 Minuten und 3 x 5 Minuten mit
TBS-T gewaschen. Der Sekundarantikérper wurde in 10 ml Milchpulverlésung 1:3000
verdinnt und fir eine Stunde auf die Membran gegeben. Der Sekundarantikorper ist

gegen den kristallisierbaren Antikoérperanteil (fragment crystallizable (Fc)) des
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Primarantikorpers gerichtet und bindet diesen. Er dient der spateren Detektion des
Proteins mittels einer Elektrochemiluminiszenz (ECL)-Entwicklerldsung, die an den
Sekundarantikorper bindet und unter Fluoreszenzlicht die Banden des Proteins sichtbar
macht. Nach Inkubation mit dem Sekundarantikérper wurde erneut 1 x 15 Minuten und

3 x 5 Minuten mit TBS-T gewaschen.

2.3.5 Entwicklung

Far die Entwicklung wurde nach dem ECL-Protokoll die Entwicklerldsung hergestellt und
die Membran fir eine Minute darin inkubiert. In der Losung enthaltenes H.O, oxidiert
Luminol, welches Licht emittiert, das von einem R&ntgenfim detektiert wird.
AnschlieRend wurde die Membran auf eine Folie gelegt und lichtdicht in eine
Roéntgenkasette gegeben. Die Entwicklung wurde im Fotolabor, einer mit Rotlicht
ausgestatteten Dunkelkammer, durchgefthrt. Im abgedunkelten Fotolabor wurde ein
Roéntgenfilm zur Belichtung auf die Membranen in der Rdntgenkassette gelegt und die
Kassette gemaly der empirisch ermittelten Belichtungszeit geschlossen. Nach
Beendigung dieser Zeit wurde der Rontgenfilm aus der Kassette genommen und in den
Einzug des Entwicklers gegeben. Es besteht auch die Moglichkeit einer Entwicklung
mittels der Alkalischen Phosphatase (AP), die den Proteinnachweis direkt auf der
Membran sichtbar macht. Um diese Art der Entwicklung durchzufiihren, muss der
Sekundarantikérper AP gekoppelt sein. Es wurden 10 ml Inkubationspuffer auf die
Membran gegeben, um diese zu A&aquilibrieren. Anschlie®Bend wurden 10 ml
Inkubationspuffer mit 66 ul Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT) + 33 ul 5-Brom-4-chlor-
indoxylphosphat (BCIP) versetzt und die Membran darin so lange inkubiert, bis die
gewulnschte Bande sichtbar wurde. Zum Abstoppen der Reaktion wurde die Membran
zuerst in Aqua dest. gegeben und dann getrocknet. Alle Membranen und

Belichtungsfolien wurden eingescannt und mit Adobe Photoshop bearbeitet.

2.3.6 Strippen

Um eine Membran erneut mit einem Antikérper zu beladen kann die Membran gestrippt
werden. Hierbei werden alte Antikérper von der Membran heruntergewaschen. Das
Strippen erfolgte nach dem abcam® mild stripping Protokoll. Hierbei wurden folgende

Reagenzien verwendet:

10 ml Stripping Puffer, 5-10 min., dekantieren und erneut 5-10 min.

10 min. waschen mit PBS, dekantieren und erneut 10 min. mit PBS waschen

5 min. waschen mit TBS-T, dekantieren und erneut 5 min. mit TBS-T waschen
1 Stunde blocken mit Milchpulverlésung

Primar-AK dber Nacht
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Alle weiteren Schritte erfolgten analog zur beschriebenen Vorgehensweise in den

Abschnitten ,Blocken und Zugabe der Antikorper” sowie ,Entwicklung®.

2.4 Triglyzeridbestimmung aus Leberproben

2.4.1 Proben- und Reagenzienpraparation

Fir den Assay wurden 20 mg jeder zu messenden Leberprobe eingewogen (s. 2.1.1).
Die eingewogenen Proben wurden mit 200 yl 5 % Octylphenoxypolyethoxyethanol
(IGEPAL) gevortext. Die Proben wurden im Thermomixer bei 80-100°C fur 2-5 Minuten
erhitzt bis das IGEPAL milchig erschien. AnschlieRend erfolgte ein Abkuhlen der Proben
auf Raumtemperatur. Dieser Vorgang wurde wiederholt, um alle Triglyzeride aus dem
Gewebe zu lésen. Um andere l6sliche Gewebebestandteile aus der Lésung zu
entfernen, wurden die Proben fir 2 Minuten bei 14.000 x g zentrifugiert. In einem neuen
Reaktionsgefal® wurden nun 10 pl jeder Probe mit 900 pl Aqua dest. verdinnt. Die
Messung der Triglyzeride in den Leberproben wurde nach den Angaben des Herstellers
mit dem Triglyceride-Assay der Firma Abcam durchgefluhrt. Die Reagenzien lagen im Kit
unverdinnt und gefroren vor, sodass eine Verdinnung und/oder Erwarmung der
Reagenzien vor Beginn durchgefiihrt werden musste. Triglyceride Assay Buffer:
Erwarmen auf Raumtemperatur, Triglyceride Standard: Erwarmen in einem 80-100 °C
heiRen Wasserbad bis die Lésung milchig erschien und anschlieBendes Vortexen, bis
diese klar wurde. Dieser Vorgang wurde wiederholt und anschlie®end wurde die Losung
aliquotiert, um die nicht gebrauchten Mengen bei -20 °C einzufrieren. Triglyceride Probe:
Erwarmen in einem 37 °C Wasserbad fur 1-5 Minuten, um das darin enthaltene
Dimethylsulfoxid (DMSO) aufzutauen. AnschlieRendes Aliquotieren der Lésung und
Einfrieren der nicht bendtigten Mengen. Triglyceride Enzyme Mix: Der Mix wurde in 220
ul Triglyceride Assay Buffer geldst, wahrend des Assays auf Eis gelegt und ebenfalls
teilweise aliquotiert und bei -20 °C eingefroren. Lipase: Die Lipase wurde in 220 ul
Triglyceride Assay Buffer gelost und analog zum Triglyceride Enzyme Mix weiter
behandelt.

2.4.2 Standard-Praparation
Fir jeden Assay muss laut Herstellerangaben ein neuer Standard vorbereitet und

innerhalb von 4 Stunden verwendet werden.

Zunachst wurde ein 0,2 mM Triglyceride standard hergestellt indem 100 pyl des 1 mM
Standards mit 400 pl Assay Buffer verdinnt wurden. Der 0,2 mM Triglyceride standard

wurde anschlie®end nach folgendem Schema in eine 96-Well Platte pipettiert:
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Standard # Volumen des Assay Buffer Endvolumen (ul) | Endkonzentration
Triglyzerid (u) [Triglyzeride]
Standard (ul)

1 0 150 150 0 nmol/well

2 30 120 150 2 nmol/well

3 60 90 150 4 nmol/well

4 90 60 150 6 nmol/well

5 120 30 150 8 nmol/well

6 150 0 150 10 nmol/well

Tabelle 1: Einsatzprotokol des Triglyceride Assays.

2.43 Assay

Vor Durchfihrung des Assays wurden alle Materialien und Reagenzien auf
Raumtemperatur gebracht, jeder Standard, jede Kontrolle und jede Probe wurde in
Doppeltbestimmung auf eine 96 Well-Platte aufgetragen und gemessen.

Zunachst wurden jeweils 50 pl des Standards pipettiert. AnschlieRend wurden 50 pl jeder
Probe aufgetragen und schlussendlich aus jeder Gruppe der Proben eine
Doppeltbestimmung auf die Platte gegeben, um eine Hintergrund-Kontrolle zu erhalten.
Nun wurden 2 ul der Lipase in die Standard wells und in die Sample Wells gegeben,
nicht jedoch in die Hintergrund-Kontrollen. Diese wurden mit 2 ul Triglyceride Assay
Buffer aufgefiillt. In einer 20-minltigen Inkubationszeit spaltete die Lipase die
Triglyzeride in Glyzerol und Fettsauren. In der Zwischenzeit wurde der Triglyceride

Reaction Mix als Mastermix hergestellt. Zielvolumen pro Well waren 50 pl:

Component Colorimetric Reaction Mix
(uly/Sample

Triglyceride Assay buffer 46

Triglyceride Probe 2

Triglyceride Enzyme Mix 2
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50 pl des Reaction Mix wurden auf jede Probe gegeben und vor Licht geschiitzt fur 60
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion wurde im enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA)-Reader bei einer optical density (OD) von 570 nm nach

20 und 60 Minuten gemessen und mit dem Programm Excel ausgewertet.

2.5 Serumanalysen mittels Reflotron®

Die quantitative Bestimmung serologischer Parameter wie der Alanin-Aminotransferase
(ALT) und der AP erfolgte bereits im Vorfeld dieser Arbeit im Rahmen eines anderen
Projektes. Hier wird darauf hingewiesen, dass die Werte der Messungen der ALT, der
AP sowie der Triglyzeride fir die Kontrollgruppe der 16 Wochen (w) alten, mannlichen,
gesunden BALB/c-Wildtypen aus einer vergleichbaren Aufzucht des Labors fir
experimentelle Gastroenterologie, AG Roeb, stammen. Die Werte der Serumlevel von
Glukose und Triglyzeriden fur die Gruppe der gesunden BALB/c-Wildtypen wurden der
Literatur entnommen. Fir die Serumglukose ergaben sich dabei Werte von 80,75 %
20,25 (69,53-91,96) mg/dL.""®'20 Die Konzentration der Triglyzeride im Serum lag,
entsprechend der Literatur, im Mittel bei 224 (+178/- 133) mg/dL."?!

2.6 Mauslinien und Behandlung

Die geziichteten Mause entstammen der Mauslinie des Abcb4”-Knockouts (auch
MDR2), welche auf einen fur Fibrose-suszeptiblen BALB/c-Stamm zurtickgekreuzt
wurden. Die BALB/c Mause entstammen dem Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine,
USA. In diesem Projektaufbau wurde die Grundgesamtheit der mannlichen Abcb4™
Mause in drei Gruppen aufgeteilt. Der Antrag des Versuchsvorhabens wurde am
13.07.2011 mit dem Geschaftszeichen V54-19¢2015(1) GI120/10 Nr. 52/2011 genehmigt.
Dem Antrag auf Anpassung der Medikamentendosierung wurde mit dem gleichen
Geschaftszeichen am 16.03.2012 stattgegeben. Eine Gruppe (n=4) blieb unbehandelt
und erhielt eine normale Diat. Die zweite Gruppe (n=4) wurde nach dem Absetzen vom
Muttertier in der zweiten Lebenswoche mit Nahrung mit einem Zusatz von 1 mg/kg
KG/Tag ACEA gefuttert. Eine dritte Gruppe (n=5) wurde mit 1 mg/kg KG/Tag
Rimonabant versetztem Futter erndhrt. Das Futter wurde von der Firma Fa. Sniff
Spezialdiaten GmbH, D-59494 Soest bezogen. Folgendes Mischverhaltnis wurde
angewandt: 20 kg Prifsubstanzfutter + 133 mg Rimonabant. 20 kg Prifsubstanzfutter
+125 mg ACEA.

Die Tiere wurden im Stall des Schwerpunkts Gastroenterologie (AG Roeb), der Justus-

Liebig-Universitat gehalten und nach 16 Wochen getotet. Die entnommenen Lebern und
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Blutseren wurden bei -80 °C gelagert. In dieser Arbeit wurde mit den Lebern und den
Seren der 16 w alten Mause gearbeitet. Fiir die interne Kontrolle wurden den Abcb4”-
Mausen ebenfalls 16 w alte Wildtyp Mause (WT) gegenubergestellt und in jedem

Experiment mitgemessen.

Abcb4-/- mit Balb/c Background Zeitin

Wochen

Abcb4/- Abcb4/- + Abcb4/- +
unbehandelt ACEA Gabe Rimonabant
Gabe

|

Nach 16 Wochen: Téten und Organentnahme aller Tiere 16

Abb. 11: Projektaufbau und Behandlung der Mause.

Eine Grundgesamtheit Abcb4-Knockout Mause mit BALB/c Hintergrund, wurde in drei Gruppen
aufgeteilt und entweder unbehandelt belassen oder ab der zweiten Lebenswoche mit dem
Medikament ACEA oder Rimonabant gefiittert. Nach 16 Wochen wurden die Mause getétet und
die Leber und das Serum entnommen. (Abb. N. Helmrich)

2.7 Statistische Auswertung
Die Daten wurden mit Microsoft Excel Version 2013 aufgearbeitet und mit IBM SPSS

Statistics Version 22.0 ausgewertet. Hierbei wurde der Kruskall-Wallis-Test (auch H-
Test)'?? fur unabhangige Stichproben angewandt. Dieser vergleicht mehrere nicht-
normalverteilte Stichproben auf Gleichheit der Mediane. Alle Daten werden als Mittelwert
und Standardabweichung (SD) dargestellt. Es wurden p-Werte unter 0.05 als statistisch
signifikant angenommen. Hiermit wird die Irrtumswahrscheinlichkeit unter Anwendung
eines Hypothesentests ermittelt. Die Nullhypothese (Ho, Fehler 1. Art), nimmt an, dass
zwischen zwei zu vergleichenden Daten, Gruppen etc. kein signifikanter Unterschied,
kein Zusammenhang besteht. Die Alternativhypothese (H¢) geht von einem bestehenden
Unterschied/Zusammenhang aus.

Es wurden jeweils die statistischen Kennwerte und der entsprechende p-Wert

angegeben.
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Folgende Darstellung der jeweiligen statistisch signifikanten unkorrigierten p-Werte
wurde in dieser Arbeit verwendet:

p=0.05:*

p=0.01:**

p=0.001: ***

Die statistische Auswertung wurde ab einer GruppengroRe n=3 durchgefihrt.

Die Ergebnisse der qRT-PCR Analysen sind als Fold Change dargestellt (x-fache
Anderung). Dieser gibt Auskunft Giber die quantitative Genexpression eines Gens in einer
Gruppe verglichen mit einer Vergleichsgruppe.

Die graphische Darstellung der statistisch ausgewerteten Ergebnisse erfolgte mit R,
RStudio, Inc, IBM SPSS Statistics Version 22.0 sowie Microsoft Excel Version 2013.
Die Bearbeitung der histologischen Bilder und der Grafiken erfolgte mit Microsoft
PowerPoint Version 2013. Zur genaueren Darstellung erfolgte bei ausgewahlten Bildern
eine Kontrastanpassung, ohne die Ergebnisse zu verandern. In seltenen Fallen konnte
die korrekte Darstellung des Knockout (-) aus technischen Griinden nicht erfolgen. Hier

wurde dieser mit -/- kenntlich gemacht.
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3. Ergebnisse

3.1 Pharmakologische Hemmung des CB1-Rezeptors in Rimonabant-
behandelten Abcb4”/--Mausen

Die inhibitorische Funktion von Rimonabant auf den CB1-Rezeptor in der Abcb4”-
Mauseleber wurde durch die Analyse der Genexpression des durch CB1 regulierten
srebpic und der Acetyl-CoA-Carboxylase-1 (acc1) in den Gruppen Wildtyp, Abcb4”,
ACEA und Rimonabant Uberprift.

A B

*%* *

201

srebp1c(x- fach)
acc1(x-fach)

% | %T 1.0 40

o
o o o

WT Abcb4-/- ACEA Rimonabant WT Abcb4-/- ACEA Rimonabant

Abb. 12: Uberpriifung des CB1-Rezeptor-Signalweges

Transkriptionelle Genregulation von A: srebp7c. Die Abcb4”-Gruppe zeigte sich signifikant
gegenuber dem WT (p=0.003) und gegeniber der Rimonabant-Gruppe (p=0.017) reguliert. Die
ACEA-Gruppe zeigte keine Unterschiede zur Abcb4”-Gruppe (p=0.209). B: Genregulation von
acc1in 16 w alten Mausen. Hier zeigten sich keine Unterschiede zwischen den Gruppen.

Die Expression von Srebp1c war in der unbehandelten Abcb4”-Gruppe am stérksten
ausgepragt. Diese war gegeniber dem WT (p=0.003) und Rimonabant-Gruppe
(p=0.011) signifikant erhoht. Die Transkription von Srebpi1c wurde durch die
Rimonabant-Behandlung auf WT-Niveau reduziert. Die ACEA-Behandlung fluhrte zu
keinen signifikanten Ergebnissen im Vergleich zu den weiteren Gruppen (p=0.209).
Hinsichtlich der Expression von acc1 ergaben sich zwischen den verschiedenen

Gruppen keine signifikanten Unterschiede
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3.2 Verbesserung der Leberintegritdt durch Antagonisierung des CB1-

Rezeptors

3.2.1 Verringerung der Leberzellschadigung durch ACEA und Rimonabant

Die ALT bzw. ALAT, GPT ist ein sensitiver Parameter zur Erfassung der
Leberschadigung. Bei hepatozellularer Schadigung im Rahmen von Lebererkrankungen
wie z.B. der sklerosierenden Cholangitis steigt der ALT-Serumwert an. Die
pathologischen Serum ALT-Level in der Abcb4”-Maus wurden sowohl durch die
Behandlung mit Rimonabant als auch mit ACEA im Mittel auf ein Drittel der
Konzentrationen der Abcb4”-Gruppe gesenkt. Durch die Behandlungen konnte der
ALT-Wert ca. auf den doppelten Normwert reduziert werden. Zwischen den Gruppen der

Rimonabant- und ACEA-Behandlung zeigten sich keine Unterschiede im Serum-ALT

Level.
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Abb. 13: Reduktion der ALT im Serum bei ACEA- und Rimonabant-Behandlung

Die Behandlung mit ACEA (p=0.026) und Rimonabant (p=0.009) verringerte die ALT-Serumlevel
im Vergleich zu den unbehandelten Abcb4-Mausen. Die Werte der BALB/c Wildtyp-Gruppe
(graue Linie) ergaben einen Mittelwert von 44,29 U/|, Standardabweichung +/- 4,28.
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3.2.2 Erhaltung der Leberarchitektur sowie Verbesserung des Gradings in
der Rimonabant-Gruppe

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (H&E Farbung) stellt eine Ubersichtsfarbung tiber das
Lebergewebe dar. Zellkerne werden durch das Hadmatoxylin blau, das Zytosol der Zellen
durch das Eosin rot gefarbt.

Mit fortschreitender Cholestase wird ein vermehrter bindegewebiger Umbau des
Lebergewebes (schwarze Pfeile) der Abcb4”-Mause beobachtet. Dieser zeigt sich am
starksten im Bereich der periportalen Felder. Die Leberstruktur und der Anteil an
Bindegewebe in den mit Rimonabant behandelten Mausen ist vergleichbar mit dem der
Wildtyp-Mause, also deutlich reduziert im Vergleich zur Abcb4”-Gruppe. Die
cholestatischen Veranderungen in den Portalfeldern der Abcb4”-Mause wurde ebenfalls
durch die ACEA Behandlung verringert. Darliber hinaus wurde in der ACEA-Gruppe die
Architektur des Leberparenchyms (blaue Pfeile) sowie die Morphologie der Hepatozyten
modifiziert. Die Hepatozyten erscheinen vergroRert und zeigen Merkmale des
sognannten Large liver cell change (LLCC). Hier kommt es neben der VergroRerung der
Zelle zu einem nuklearer Pleomorphismus mit Hyperchromasie sowie mehreren
Nukleoli.
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200x Vergroflerung, Balken entspricht 100 um. Reprasentative Schnitte sind dargestellt. Oben
links: Leberschnitt einer WT-Maus. Oben rechts: Schnitt der Leber einer unbehandelten Abcb4”
-Maus. Die schwarzen Pfeile markieren entzindlich, fibrotisch verandertes Gewebe mit
Infiltrationen von Lymphozyten. Der Leberschnitt unten links: Ausschnitt aus der ACEA
behandelten Mauseleber mit VergroRerung (A). Die blauen Pfeile markieren vergroRerte
Hepatozyten mit Large liver cell change (LLCC), deren Nuclei hyperchrom, pleomorphisch sind
und mehrere Nukleoli aufzeigen. Daneben ein vergrofierter Ausschnitt (B) des Gewebeschnittes
aus der Abcb4” Gruppe, ebenso mit typischer LLCC mit vergréRerten Hepatozyten und
vermehrten Nukleoli. Ein histologischer Schnitt einer Leber aus der Rimonabant-Gruppe stellt
sich unten rechts dar. Diese imponiert vergleichbar mit dem WT-Schnitt. Das Sternchen markiert
eine Zentralvene, der Punkt die Glisson-Trias mit Gallengang, Arteria interlobularis und Vena
interlobularis.

-52-



Im Grading zeigten sich keine signifikanten Unterschiede des Entziindungsgrades durch
die Rimonabant-Behandlung (<1) im Vergleich zu den unbehandelten Abcb4”- Mausen
(1,5). Der Score fiir die Abcb4”- und ACEA-Gruppe (1,75) war nahezu identisch mit dem

der unbehandelten Abcb47-Mause.

0: Einzig portale Inflammation, keine
inflammatorische Aktivitat

1: Minimale inflammatorische Aktivitat

2: Milde inflammatorische Aktivitat

o

3: Moderate inflammatorische Aktivitat

o 4: Schwere inflammatorische Aktivitat

Grading

Zusatzlich kann nach gleichem
Schema in den Kriterien

11 ° 4 ,Lymphozytare peacemeal nicrosis*
° und lobulére Inflammation und
Nekrose bewertet werden.

Maximal 4 Punkte

o

0+ o

Abcb4-/- ACEA Rimonabant

Abb. 15: Grading der Leberinflammation

Linke Seite: Im Grading der Leberinflammation zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen der Rimonabant-Gruppe (Score <1) im Vergleich zu den Abcb4”- (Score: 1,5) und
ACEA-Mausen (Score: 1,75). Fir den WT kann ein Grading-Wert von 0 angenommen werden.
Rechte Seite: Kategorien zur Einschatzung des Gradings, modifiziert nach 123

3.2.3 Rimonabant verringert die Schadigung der Gallengange

Im Rahmen der Leberfibrose kommt es zur Proliferation von Bindegewebe um die
Portalfelder und zur Entstehung fibrotischer Septen, die das Lebergewebe durchziehen.
Zudem ist eine Gallengangsproliferation und -destruktion sowie die Infiltration von
Leukozyten in das Lebergewebe zu beobachten. Mit Hife der CK19
immunhistochemischen Anfarbung der Gallengangsepithelien kénnen pathologische

Veranderungen der Gallengange wie z.B. vermehrte Proliferation visualisiert werden.
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Abb. 16: Die immunhistologische Farbung von CK19 zeigt eine verringerte Proliferation
der Gallengéange in der Rimonabant-Gruppe

200x VergroRerung, Balken entspricht 100 ym. Es zeigt sich in der visuellen Bildanalyseeine
verminderte Proliferation der Gallengénge (rote Pfeilspitzen) in den Schnitten der Rimonabant
behandelten Mause (unten rechts, dem WT (oben links), sowie der ACEA-Gruppe (unten links).
Die Abcb4” -Gruppe (oben rechts) wies eine vermehrte Proliferation und Veranderung der
Gallengangarchitektur auf.

In der visuellen Bildanalyse zeigte sich die Abcb4”-Gruppe im Vergleich zum WT die
starkste Gallengangsproliferation. Die Rimonabant-Behandlung bewirkte eine im
Vergleich zur unbehandelten Abcb4”-Gruppe herabgesetzte Gallengangsproliferation.
Bei ACEA-Behandlung zeigte sich ebenso eine verringerte Gallengangsproliferation.

Diese Verringerung war weniger ausgepragt als in der Rimonabant-Gruppe.

Wie zuvor in der CK19 Farbung zu sehen war, unterliegen die Gallengange in der Leber
pathologischer Veranderungen wahrend cholestatischer Erkrankungen. Zur
quantitativen Bestimmung biliarer Pathologie kann die Messung der alkalischen
Phosphatase herangezogen werden. Wahrend cholestatischer Erkrankungen ist die AP
erhoht und zeigt die Schadigung des Gallengangsepithels an. Die beiden behandelten
Gruppen zeigten keine statistisch signifikanten Unterschiede der AP im Serum in Bezug

zu der Abcb4”-Kontrollgruppe.
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Abb. 17: Serum-Konzentration der Alkalischen Phosphatase

AP im Serum (U/l) in der Rimonabant- und ACEA-Gruppe im Vergleich zu den Abcb4”-M&usen.
Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede der AP i.S. Die Werte der BALB/c Wildtyp-
Gruppe (graue Linie) ergaben einen Mittelwert von 123,4 U/I, Standardabweichung +/- 18,39.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass die Rimonabant-Behandlung zu einer
Verringerung der Gallengangsproliferation und Serum-AP im Vergleich zu den

unbehandelten Abcb47-Mausen flhrte.

3.2.4 Verringerung der Gallensaurekonzentration im Serum der ACEA- und
Rimonabant-Gruppe

Die Messung der Gallensduren im Serum wurde durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
Mayatepek und Dr. Herebian, Klinik fir Padiatrie des Universitatsklinikums Disseldorf

durchgeflhrt.

Die Analyse der Gallensauren im Serum 16 Wochen alter Mause bietet eine weitere
Méglichkeit, den Grad der Cholestase quantitativ zu erfassen. Die Cholestase,
insbesondere durch den Abcb4”, fuhrt zu einem Verlust der Barrierefunktion der
Gallengange durch Veranderungen der tight junctions. Dadurch kann Gallenflissigkeit
in das Leberparenchym und das Blut Ubertreten. Durch ihre Zytotoxizitdt schadigen
Gallensauren die Hepatozyten. In dieser Analyse wurden einzelne Gallensauren

differenziert ermittelt und inre Konzentration bestimmt.
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Abb. 18: Bestimmung der Serum-Gallensauren bei Rimonabant- und ACEA-Behandlung

Serum-Gallensduren in uM/l. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen der
Abcb4” Gruppe, der Rimonabant- und der ACEA behandelten Gruppe. Der WT zeigte die
niedrigsten Werte auf und zeigte gegentiber der Abcb4” signifikant niedrigere Werte (p= 0.034).
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Abb. 19: Differenzierte Bestimmung der Gallensauren im Serum der 16 Wochen alten ACEA
und Rimonabant behandelter Mause. Pradominanz Taurin-konjugierten Gallensauren

Die Bestimmung der absoluten Konzentration der 10 haufigsten Gallensauren im Serum (uM/l).
Signifikante Unterschiede zwischen den vier Gruppen wurden nicht erreicht. Auffallend ist die
Pradominanz der T-B-MCA, T-w-MCA und TCA in der Differenzierung der Gallensauren.
Legende: TLCA = Taurolithocholic acid, TDCA = Taurodeoxycholic acid, TCDCA
Taurochenodeoxycholic  acid, THDCA = Taurohyodeoxycholic acid, TUDCA
Tauroursodeoxycholic acid, TCA = Taurocholic acid, THCA = 3a,7a,12a-trihydroxycholestanoic
acid, T-B-MCA = Tauro-p-muricholic acid, T-a-MCA = Tauro-a-muricholic acid, T-w-MCA = Tauro-
w-muricholic acid.
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Die im Rahmen der cholestatischen Erkrankung in das Serum Ubergetretenen
Gallensauren zeigten eine deutliche Dominanz der Taurin-konjugierten Gallensauren T-
w-MCA und T-B-MCA im Serum der Abcb4”-Mause. Bei Mausen ist das Uberwiegen

der Taurinkonjugate typisch.
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3.3 Metabolismus der Leber

3.3.1 Erhalt der Zonierung in ACEA-und Rimonabant behandelten Mausen

Die Leber ist ein wichtiger Ort der Glukose-Homdostase. Die Phosphoenolpyruvat
Carboxykinase (PECK) katalysiert die Umwandlung von Oxalacetat zu
Phosphoenolpyruvat, welcher der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der
Glukoneogenese ist. Die Glukoneogenese findet in der gesunden Leber hauptsachlich
in periportalen Hepatozyten statt, weshalb auch hier eine héhere Expression der PEPCK
zu finden ist. In der PEPCK immunhistochemischen Farbung von Leberschnitten kann
diese Zonierung des Glukosemetabolismus in gesunden Lebern deutlich visualisiert
werden. Daruber kann mit Hilfe der PEPCK-Farbung eine pathologische Stérung der

metabolischen Zonierung analysiert werden.

Abb4'/'

Abb. 20: Erhalt der Zonierung in der PEPCK IHC-Farbung in der ACEA-und Rimonabant-
Gruppe

200x VergroRerung, Balken entspricht 100 um. Farbung mit PEPCK. Oben links WT mit BALB/c
Hintergrund, oben rechts unbehandelte Abcb4---Maus, unten links ACEA behandelte Abcb4”-
Maus, unten rechts mit Rimonabant behandelte Abcb4”-Maus.

Es konnte gezeigt werden, dass das Lebergewebe der unbehandelten Abcb47-Mause
eine aufgehobene Struktur und Zonierung aufzeigte. Das Lebergewebe imponiert diffus

verandert. Durch die Rimonabant-Behandlung Mausen konnte eine klare Zonierung
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aufrechterhalten werden. Diese imponierte ahnlich der WT-Kontrollgruppe. Bei ACEA-

Behandlung zeigte sich eine leichte Verbesserung der Leberstruktur.

Um die Syntheseaktivitat der Leber weiter zu analysieren, wurde zudem die
Glukosemenge im Serum gemessen.
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Abb. 21: Glukose im Serum 16 Wochen alter méannlicher Mause
Glukosewerte im Serum (mg/dl) in den Gruppen unbehandelter Abcb4”-, ACEA-Behandlung bei
Abcb4”-und Rimonabant-Behandlung bei Abcb4”. Die Glukosewerte der Wildtypen (graue Linie)

ergaben 80,75 + 20,25 (69,53-91,96) mg/dl und wurden aus Messungen von BALB/c WT-Méausen
der Literatur entnommen. 19120

Es zeigten sich hohere Glukosewerte im Serum (mg/dl) in den ACEA und Rimonabant
behandelten Mausen im Vergleich zu der Abcb4”-Gruppe. Alle gemessenen Werte sind

mit den Referenzwerten flir Serum Glukoselevel von BALB/c Wildtypmausen vereinbar.

Fir den Glukosemetabolismus wichtige Regulatoren, wie der Peroxysome-Proliferator-
aktivierte Rezeptoren alpha (PPARa) und die PEPCK, wurden in ihrer Genexpression in
der gRT-PCR auf mRNA Ebene untersucht. PPARa ist an der Regulation des

Fettsdureabbaus und der Glukosehomdostase beteiligt.
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Abb. 22: Rimonabant-Behandlung normalisiert ppara Genexpression

x-fache Regulation. Die Messung der Genexpression von ppara zeigte eine Herabregulation in
der unbehandelten Abcb4”-Gruppe im Vergleich zum WT (p=0.007). Die Rimonabant-
Behandlung normalisierte die ppara Genexpression im Vergleich zu den Abcb4”-Mausen
(p=0.002). Die ACEA-Gruppe zeigte keinen Effekt auf den Abcb47. In der Expression von pepck
konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden.

Zusammenfassend wurde die Zonierung der PEPCK sowie die Genexpression von
PPARa durch die Rimonabant-Behandlung normalisiert. Die Serum Glukosespiegel

waren von diesen Veranderungen weitgehend unbeeinflusst.

3.3.2 Rimonabant normalisiert cholestatische Veranderungen des
Fettsaurestoffwechsels

Glukose-und Fettmetabolismus sind Uber verschiedene Abbau- und Synthesewege in
der Leber miteinander verbunden. Hier werden die aus der Nahrung aufgenommen
Lipide verwertet oder weiter transportfahig gemacht. Somit wird der Kérper mit Fetten
versorgt und neue Lipide wie z.B. Fettsauren oder Triglyzeride werden synthetisiert.
Untersucht wurde die Expression der Gene flr die Fatty Acid Synthetase (FASN) und
des Transkriptionsfaktor Peroxysome proliferator-activated receptor gamma (PPARY).
Beide haben eine regulatorische Funktion im Fettsdureabbau und der
Fettsauresynthese.
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Abb. 23: Rimonabant normalisiert die Expression von fasn und ppary auf WT-Niveau
gRT-PCR der x-fachen Regulation von fasn und ppary. Es zeigte sich eine starke Herabregulation
des fasn-Gens in den Abcb47-Mausen im Vergleich zu den WT-M&usen (p=0.003) und den ACEA
behandelten Mausen (p=0.03). Die Rimonabant behandelten Mausen zeigten hier in der Analyse
keine signifikanten Unterschiede verglichen mit den anderen Gruppen.

Die Genregulation bei ppary zeigte sich in der Abcb4”-Gruppe im Vergleich zum WT
herabreguliert (p=0.037). Durch die Rimonabant-Behandlung kam es im Vergleich zu den Abcb4
~-Mausen (p=0.004) und zu den ACEA behandelten Mausen (p=0.033) zu einer
Expressionserhéhung. Die ACEA-Gruppe prasentierte sich anndhernd auf dem Niveau der
unbehandelten Abcb4-Gruppe.

Die Genexpression von fasn zeigte sich durch die cholestatische Erkrankung in den
unbehandelten Abcb4”-Mausen herabreguliert. Die Rimonabant-Behandlung zeigte
keine signifikanten Unterschiede. Die ACEA-Behandlung normalisierten die
Genexpression von fasn auf WT-Niveau. Die Genexpression von ppary zeigte sich in der
Abcb4”-Gruppe im Vergleich zum WT herabreguliert. Die Rimonabant-Behandlung
fuhrte zu einer Hochregulation verglichen mit der Abcb4”-Gruppe als auch mit der
ACEA-Gruppe.

Fir die Analyse der Verteilung der FASN-Proteinexpression wurde eine
immunhistochemische Farbung fir FASN durchgefihrt.
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Abb. 24: Erhalt der Zonierung in der FASN IHC-Farbung in den ACEA und Rimonabant
behandelten Mausen

200x VergroRerung, Balken entspricht 100 ym. Farbung mit FASN. Oben links WT mit BALB/c
Hintergrund, oben rechts unbehandelte Abcb4”"-Maus, unten links ACEA behandelte Abcb4”-
Maus, unten rechts mit Rimonabant behandelte Abcb47-Maus.

Zusammenfassend zeigte sich eine pathologische Struktur der Leber in der Abcb4”-
Gruppe mit aufgeldster Zonierung und Lappchenstruktur. Analog zum Leberschnitt des
WT zeigte die Rimonabant behandelte Gruppe mit Abcb4”-Hintergrund eine klare
Zonierung der Leber. Die ACEA behandelte Gruppe mit Abcb4”-Hintergrund zeigt

ebenso eine strukturierte Zonierung.

Des Weiteren wurden die Triglyzeridkonzentration (mM) in der Leber und im Serum (U/l)
gemessen. Im Rahmen von chronischen Lebererkrankungen kann es zur Einlagerung
von Cholesterin und Triglyzeriden in die Leber kommen und die Triglyzeridwerte im

Serum erhoht sein.
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Abb. 25: Triglyzeridwerte im Lebergewebe 16 Wochen alter Tiere

Die Messung des Triglyceride Assays zeigten im Mittel erniedrigte Werte (in mM) in der
Abcb47- und Rimonabant-Gruppe. Die WT-Gruppe zeigte die hochsten Werte, darauffolgend in
absteigender Reihenfolge die ACEA-, unbehandelte Abcb4-, Rimonabant-Gruppe.

Die Triglyzeridwerte im Serum wurden erganzend gemessen, um die Synthesefunktion
der Leber und auch potentielle metabolische Stérungen mit zu hohen oder zu niedrigen

Triglyzeridwerten zu erfassen.
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Abb. 26: Keine Unterschiede in der Messung der Triglyzeride i.S.
Es zeigten sich nur leicht erniedrigte Werte der Abcb47-Mause in der Messung der Triglyzeride

i. S. (mg/dl) im Vergleich aller Gruppen. Die Werte der Wildtypen (graue Linie) lagen bei
Mean=224 (+178/- 133)."?

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse des Fettsaure- und Triglyzeridmetabolismus
sehr heterogene Ergebnisse auf. Eine gesunde Leberstruktur und Enzymwerte auf WT-
Niveau waren in den beiden behandelten Gruppen vorzufinden. Die
Lebertriglyzeridwerte in den behandelten Gruppen liegen im Mittel unter den WT Werten,

auf Niveau der Abcb4”-Kontrollgruppe. Die Triglyzeridwerte im Serum zeigten keine
Unterschiede.

3.4 Inflammation und Akute-Phase-Reaktion

3.4.1 Rimonabant-Behandlung reduziert die Inflammation

Im Rahmen der sklerosierenden Cholangitis und Leberfibrose kommt es zur akuten
Inflammation im Leberparenchym. Immunzellen wie z.B. Granulozyten und Leukozyten
wandern in das Gewebe ein und aktivieren Lebermakrophagen, hepatische Sternzellen,
Fibroblasten und Endothelzellen. Uber freigesetzte Mediatoren wie die Zytokine wird
eine innerhepatische als auch systemische Akute-Phase-Reaktion ausgeldst. Wie im
Kapitel 3.2.2.1 bereits beschrieben, wurde in der Untersuchung des Lebergewebes
durch den Pathologen ein geringerer Score im Grading der Leberinflammation in der mit

Rimonabant behandelten Gruppe gemessen. Ebenso zeigte sich in der H&E
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Ubersichtsfarbung in dieser Gruppe keine gesteigerte Infiltration von Entziindungszellen.
Untersuchungen auf mMRNA Ebene in der qRT-PCR zeigten fir die Entzindungsmarker
tgfB, tnfa und il1B keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (nicht
gezeigte Daten). Ein wichtiger Bestandteil der Akuten-Phase-Reaktion stellt das Protein
Lipocalin-2 (LCN2 bzw. NGAL) dar. LCN2 wird wahrend der Akuten-Phase-Reaktion
vermehrt in das Gewebe infiltrierenden neutrophilen Granulozyten aber auch in
Hepatozyten exprimiert. Ebenso stellt der STAT3 einen Bestandteil der Akute-Phase-
Reaktion dar. Er wird durch IL-6 durch Phosphorylierung induziert und ist seinerseits in
der Lage, LCN2 zu aktivieren. Die vermehrte Expression von LCN2 und p-STAT3 ist

Charakteristikum des bilidren Entzindungsgeschehens.
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Abb. 27: Rimonabant-Gruppe reduziert Genexpression von Icn2 auf WT-Niveau

x-fache Genexpression von Icn2 in der g-RT-PCR aus Lebergewebe 16 Wochen alter Mause. Die
Abcb4”-Mause zeigten sich gegeniber den WT-Mausen mit p=0.076 hochreguliert. Die
Rimonabant behandelte Gruppe zeigte sich gegenliber der ACEA-Gruppe (p=0.038) auf WT-
Niveau herabreguliert. Ebenso prasentierte sich die ACEA-Gruppe gegeniber dem WT
hochreguliert p=0.001.

-65-



Um die Ergebnisse der qRT-PCR auch auf Proteinebene zu bestatigen, wurde ein
Western Blot durchgeflihrt. Das Ergebnis des Western Blots bestéatigte die auf
transkriptioneller Ebene gemessene vermehrte Expression von LCN2 in den
unbehandelten Abcb47-Mausen und Normalisierung auf WT-Niveau in der Rimonabant-

Gruppe.

WT Abcb4” ACEA Rimonabant

LCN2
—
(23 kDa)

B-Actin
—

----—.—’

(45 kDa)

»_’-

Abb. 28: Herabgesetzte Expression von LCN2 bei Rimonabant-Behandlung

Western Blot: Banden 1-3 der WT, 4-6 Abcb4, 7-9 ACEA und 10-12 Rimonabant.

Der oberen Blot zeigt bei 23 kDa eine vermehrte Expression von LCN2 in der Abcb4”-und ACEA-
Gruppe. Bei Rimonabant-Behandlung und in der WT-Gruppe konnte keine vermehrte Expression
detektiert werden. Unterer Blot Ladekontrolle mit 3-Actin (45 kDa).

Auch auf Proteinebene konnten die gqRT-PCR Ergebnisse von LCN2 bestatigt werden.
LCN2 zeigte eine vermehrte Proteinexpression in der unbehandelten Abcb4”-Gruppe.
Die Rimonabant behandelte Gruppe und der WT zeigten keine vermehrte Expression
von LCN2. Die ACEA-Behandlung bewirkte dagegen keine Veranderung der LCN2-
Expression.

LCN2 wird von neutrophilen Granulozyten und Hepatozyten in der Akuten-Phase-
Reaktion gebildet. Eine vermehrte Anfarbbarkeit dieser Zellen in den Leberschnitten der
unbehandelten Abcb4”-Mausen und den ACEA behandelten M&ausen bestatigte die
oben gezeigten Ergebnisse flir LCN2 und zeigt dariber hinaus die zellulare und
lokoregionale Verteilung der LCN2-Expression. Hier konnte eine vermehrte Expression
und somit konsekutive Anfarbbarkeit in den neutrophilen Granulozyten und Hepatozyten

in den Portalfeldern beobachtet werden.
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Abb. 29: Die LCN2-Expression wird in Neutrophilen durch die Rimonabant-Behandlung
reduziert

100x VergroRerung, Balken entspricht 200 um. In den Lebern der Abcb47-Mause (oben links)

und der ACEA (unten rechts) behandelten Mause wurden vermehrt Neutrophile LCN2-positiv

gefarbt. Dem gegeniiber wurden nur wenige Neutrophile in der mit Rimonabant behandelten

Gruppe (unten rechts) und in der WT-Kontrolle (oben links) angefarbt.

Die LCN2-Analysen zeigten eine deutlich erhdhte Expression LCN2-positiver Zellen
durch die cholestatische Erkrankung in der unbehandelten Abcb4”-Gruppe. Die
Rimonabant-Behandlung normalisiert die LCN2-Expression auf transkriptioneller und auf
Protein-Ebene auf WT-Niveau. Die ACEA-Behandlung hatte keinen Effekt auf die

Expression von LCN2.

STAT3 wird ebenso wie LCN2 unter anderem durch Zytokine der Inflammation und
Akuten-Phase-Reaktion wie z.B. IL-6 aktiviert. Aktiviertes STAT3 ist in der Lage an die
Promoterregion des Gens flir LCN2 zu binden und die Transkription von LCN2 zu
induzieren.”™® Wie in Abbildung 43 dargestellt, zeigte sich eine vermehrte
Phosphorylierung in der unbehandelten Abcb4”-Gruppe sowie bei ACEA-Gabe. Durch
Rimonabant wurde die STAT3-Phosphorylierung deutlich gesenkt.
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Als weiterer Marker inflammatorischer Prozesse wurde das Monocyte chemotactic
Proteine 1 (MCP-1) gemessen. MCP-1 ist ein Zytokin, welches Monozyten, T-Zellen und

dendritische Zellen zum Ort der Inflammation rekrutiert.
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Abb. 30: Genexpression von mcp-1
x-fache Regulation von mcp1 in der qRT-PCR. Die unbehandelte Abcb4”-Gruppe prasentierte

sich zur WT-Gruppe (p=0.004) hochreguliert Die Rimonabant- und ACEA-Gruppe zeigten keine
signifikanten Unterschiede zu den anderen Gruppen.

Die unbehandelte Abcb4”-Gruppe zeigte auch in dieser Messung eine Hochregulation
des inflammatorischen Markers. Die Rimonabant behandelte Gruppe zeigte keine
signifikant veranderte Genexpression im Vergleich zu den anderen Gruppen.

Das Intercellular Adhesion Molecule 1 (ICAM-1) ist ein interzellulares Adhasionsmolekill,
welches sich auf der Oberflache von Endothelzellen, Makrophagen und Leukozyten
befindet. Bei Aktivierung durch andere pro-inflammatorische Mediatoren wird es
vermehrt synthetisiert. AnschlieRend transmigrieren durch ICAM-1 angelockte

Leukozyten in das inflammatorische Gewebe.
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Abb. 31: Signifikante Reduktion von icam1 durch Behandlung mit Rimonabant

x-fache Regulation von icam-1 in der qRT-PCR. Die Genexpression des Adhasionsmolekils
zeigten sich in den mit Rimonabant behandelten M&usen im Vergleich zu den unbehandelten
Abcb47-Mausen herabreguliert (p= 0.003). Zwischen den anderen Gruppen zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede.

Zusammenfassend kann eine verminderte Expression inflammations- und Akute-Phase-
Reaktion- assoziierter Marker in den Rimonabant behandelten Mausen im Vergleich zu
den unbehandelten Abcb4”- und ACEA-Mausen beobachtet werden.

3.5 Leberfibrose
3.5.1 Histologische Analyse

Im Rahmen der cholestatischen Erkrankung kommt es durch die erhéhten
Gallensaurekonzentrationen im Parenchym, zu hepatozellularer Schadigung, zur
Inflammation und konsekutiv zur Leberfibrose. Kollagen-1 ist der Hauptbestandteil des

fibrillaren im fibrotischen Gewebe.

Ein sensitives Verfahren zur Detektion von Kollagen-1 und dessen Lokalisation in
Gewebeschnitten der Leber stellt die Farbung mit dem Farbstoff Sirius Red dar. Hierbei
wird Kollegen-1 rot gefarbt, der Hintergrund gelb. Betrachtet man die gefarbten Schnitte
im zirkular polarisierten Licht unter dem Mikroskop so erscheint das Kollagen-1 gelb-

orange, der Hintergrund schwarz.
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Rimonabant

Abb. 32: Rimonabant-Behandlung vermindert Expression von fibrillarem Kollagen

200x Vergroferung, Balken entspricht 100 um. IHC Sirius Red Farbung in polarisiertem Licht.
Oben links WT mit BALB/c Hintergrund, oben rechts unbehandelte Abcb4”-Maus, unten links
ACEA behandelte Abcb4”-Maus, unten rechts mit Rimonabant behandelte Abcb4”-Maus.

Es zeigte sich eine ausgepragte Anfarbung fibrillaren Kollagens in der unbehandelten
Abcb4”-Gruppe. Die Rimonabant behandelten Mause mit Abcb4”-Hintergrund zeigten
im Vergleich zu den unbehandelten Abcb4”-Mausen eine geringere Kollagendeposition.
Die ACEA-Gruppe mit Abcb4”-Hintergrund zeigte ebenso eine vermehrte
Kollagendeposition, die unter dem Ausmal der Kollagenexpression der unbehandelten

Gruppe lag.
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Abb. 33: Rimonabant-Behandlung vermindert Expression von fibrillaren Kollagen

100x VergroRerung, Balken entspricht 200 pm. Sirius Red Féarbung. Verteilung von fibrillarem
Kollagen. Oben links WT mit BALB/c Hintergrund, oben rechts unbehandelte Abcb4”-Maus,
unten links ACEA behandelte Abcb4-Maus, unten rechts mit Rimonabant behandelte Abcb4”-
Maus. Schwarzer Pfeil markiert fiborose Septen. Die VergroRerung zeigt charakteristische
fibrotische onion skin lesions.

Es zeigte sich eine vermehrte Deposition von fibrillarem Kollagen um die Portalfelder
und insbesondere um die Gallengange in den 16 Wochen alten unbehandelten Abcb4
/-Mausen. Die Rimonabant behandelte Gruppe imponierte in reprasentativen
Leberschnitten in der Sirius Red Farbung annahernd auf WT-Niveau. Die ACEA
behandelte Gruppe wies ebenfalls eine Erhéhung des Kollagenanteils auf, ohne das
Ausmal} der unbehandelten Gruppe zu erreichen.

Zur Quantifizierung der im Mikroskop beobachteten Ergebnisse wurden Fotos der

Gewebeschnitte mit dem Programm ImagedJ ausgewertet.
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Abb. 34: Herabgesetzter Grad der Fibrose in der Rimonabant-Gruppe in der Sirius Red
Farbung (Staging)

Auswertung der immunhistochemischen Farbung flr Kollagen-1 in gefarbten Leberschnitte 16
Wochen alter Mause (in %). Die semiquantitative Auswertung wurde zur Visualisierung der
Unterschiede an reprasentativen Schnitten durchgefiihrt. Die Gruppe der unbehandelten Abcb4
“-Mause zeigte anhand der Auswertung reprasentativer Leberschnitte den héchsten Anteil an
fibrotischen Gewebe. Die Rimonabant behandelten Mause zeigten einen stark erniedrigten

Kollagengehalt in den Leberschnitten, verglichen mit den unbehandelten Abcb4”—und ACEA-
Mause.
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Um die lokoregionale Korrelation von Kollagen-1 und proliferierenden Gallengadngen zu

Uberprifen, wurde eine Kollagen-1/CK19-Ko-Farbung durchgefihrt.

WT
o
BALB/c : = Abcb4” |
ACEA 3 : Rimonabant
:A < &-\.;;”: o ':;yd.v
A."”{"‘ %
Abcb4 —  Abcb4” LT R SN SRR e

Abb. 35: Ortliche Beziehung zwischen Kollagendeposition und proliferierenden
Gallengidngen

200x VergroRerung, Balken entspricht 100 yum. CK19 Farbung fiir Gallengangsepithel. Oben links
WT mit BALB/c Hintergrund, oben rechts unbehandelte Abcb4”-Maus, unten links ACEA
behandelte Abcb47-Maus, unten rechts mit Rimonabant behandelte Abcb4”-Maus. Graue Pfeile
kennzeichnen Gallengange, Kollagen-1 stellt sich rot angefarbt dar.

Es besteht eine Ortliche Beziehung zwischen proliferierenden Gallengédngen und
Kollagen-1 Ablagerungen. Die unbehandelte Abcb4”-Gruppe zeigte eine starke
Deposition von Kollagen-1 und eine vermehrte Gallengangsproliferation. Die
Rimonabant behandelte Gruppe wies eine geringe Anzahl von Gallengangen und
Kollagen-1 Ablagerung auf, die dem WT entsprach. Die ACEA behandelte Gruppe zeigte
sich &8hnlich der unbehandelten Abcb4”-Gruppe, erreichte das Ausmal der

Kollagendeposition und Gallengangsproliferation aber nicht.
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Des Weiteren wurde ein Staging-Score zur Einschatzung des Fibroseausmales sowie

der Zerstérung der Leberarchitektur durchgefiihrt.
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Abb. 36: Staging der Leberfibrose
Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Fir den WT kann ein

Grading-Wert von 0 angenommen werden. 23
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3.5.2 Erhohte Expression profibrotischer als auch antifibrotischer Gene in
der Rimonabant-Gruppe

Es wurden Fibrose-assoziierte Gene wie col1al, asma, tgf3, timp1 sowie mmp2 und
mmp9 qRT-PCR Analysen unterzogen.
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Abb. 37: Transkriptionelle Induktion profibrotischer Gene durch Rimonabant-Behandlung
x-fache Regulation in der qRT-PCR. Es wird keine Signifikanz der Genregulation fiir co/7a in der
unbehandelten Abcb4”-Gruppe gegenlber dem WT erreicht. Die Rimonabant behandelten
Mausen zeigten sich in dieser Messung sowohl gegeniiber den unbehandelten Abcb47 -, dem
WT (p=0.001) als auch gegentiber den ACEA behandelten Mausen (p=0.025) hochreguliert.
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In der Messung der Expression von asma zeigte sich keine Regulation der Abcb4”-Gruppe. Bei
Rimonabant-Behandlung war eine vermehrte Genexpression im Vergleich zum WT (p=0.014),
der unbehandelten Abcb4-Gruppe (p=0.006) und der ACEA-Gruppe zu messen. Die ACEA-
Gruppe zeigte keine signifikanten Unterschiede.

Die tgfB Genexpression zeigte sich nicht reguliert in der Abcb4”-Gruppe. Die Rimonabant-
Gruppe prasentierte sich gegentber den WT-Mausen (p=0.003) und den unbehandelten Abcb4
“-Méausen (p=0.007) hochreguliert. Die ACEA-Gruppe zeigte sich zur WT-Gruppe (p=0.046)
hochreguliert.

timp1 zeigte sich am starksten in der unbehandelten Abcb4”-Gruppe reguliert. Die
Genexpression der Abcb4”-Mausen erreichte gegeniiber den WT-Mausen signifikante Werte
(p=0.008), gegeniber der Rimonabant- und ACEA-Gruppe nicht. Auch bei Rimonabant-
Behandlung kam es zu einer vermehrten Genexpression gegeniiber den WT-Mausen (p=0.03),
gegenuber der ACEA-Gruppe zeigte sich keine Regulation. Die ACEA-Gruppe zeigte sich nicht
signifikant reguliert.

Die profibrotischen Gene col1a1, asmaund {gf8 wurden durch den Abcb4-Knockout nicht
reguliert. Die Behandlung mit Rimonabant fihrte zu einer signifikanten Hochregulation
dieser Gene. Die ACEA-Gruppe zeigte sich nur in der fgf3-Messung signifikant
gegentber der WT reguliert. Die Genexpression des profibrotischen Markers TIMP1
(timp1) zeigte sich im Vergleich zum Wildtyp in den unbehandelten Abcb4”-Mausen
hochreguliert. Es zeigten sich keine Unterschiede zu den beiden behandelten Gruppen.
Die Genexpression in den Rimonabant-behandelten Mausen zeigte interessanterweise
eine signifikante Hochregulation verglichen mit dem Wildtyp. Die Genexpression von {gf8
zeigte sich signifikant erhoht in den mit ACEA und Rimonabant behandelten Gruppen im
Vergleich zur Abcb4”-Gruppe. Die ACEA-Behandlung zeigte keinen signifikanten Effekt

auf die Genexpression von timp1.

Die MMPs fiihren bei Aktivierung zur Auflésung der Deposition extrazellularer Matrix
(ECM). In weiteren Messungen in der gqRT-PCR wurde die Genexpression von mmp2
und mmp9 Uberprift. Die Expression wurde durch die Cholestase in der unbehandelten
Abcb47-Mausen nicht signifikant verandert. Die Behandlung mit Rimonabant und ACEA

induzierte die Genexpression von mmp-2 und-9.
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Abb. 38: Messung antifibrotischer Gene

x-fache Regulation in der gqRT-PCR. Es wurde keine signifikante Regulation des Gens fliir MMP2
der unbehandelten Abcb4”-Gruppe gegeniiber dem WT erreicht. Die Rimonabant behandelte
Gruppe zeigte sich im Vergleich zu der WT-Gruppe (p=0.0071) und zu der unbehandelten Abcb4
~-Gruppe (p=0.017) starker reguliert. Ebenso zeigte sich die ACEA behandelte Gruppe
gegenuber der WT-Gruppe erhdht (p=0.039). In der mmp9 Messung zeigte sich keine Regulation
in der unbehandelten Abcb4”-Gruppe. Die Rimonabant-Gruppe war sowohl gegentiber der WT-
Gruppe (p=0.006), als auch gegenlber der unbehandelten Abcb4”-Gruppe (p=0.04)
hochreguliert. Ebenso zeigten sich die ACEA behandelten Mause gegeniber den beiden
Gruppen WT (p=0.006) und unbehandelten Abcb4”-Gruppe (p=0.038) hochreguliert.

Zusammenfassend zeigte sich, entgegen der durch die Rimonabant-Behandlung
reduzierten Akkumulation fibrotischer Matrix, auf transkriptioneller Ebene eine deutliche
Induktion der Fibrosemarker col1a1, asma und tgf, wahrend die timp1 Genexpression
unverandert blieb. Die fur die Regeneration wichtigen MMP-2 und MMP-9 wurden auf

genregulatorischer Ebene durch die Rimonabant-Behandlung deutlich induziert.
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3.6 Proliferation und Tumorgenese

3.6.1 JNK1-Signalweg

Durch inflammatorische und fibrotische/zirrhse Prozesse im Rahmen chronischer
Lebererkrankungen kann es zur Aktivierung proliferativer und karzinogener Signalwege
kommen. Der JNK-Signalweg ist ein zentraler Signalweg, der an diesen potentiell pro-
onkogenen Veranderungen beteiligt ist.'94124125 |n der vorliegenden Arbeit sollte ermittelt
werden, ob es zu einer Aktivierung des JNK1 Signalweges durch cholestatische
Lebererkrankungen kommt. Durch Phosphorylierung werden JNK1 und seine
downstream Signalwege aktiviert. Hierbei Ubertragt JNK1 selbst als Kinase eine
Phosphat-Gruppe zur Aktivierung z.B. auf c-Jun oder STAT3. Fir die Analysen dieser
Signalwege wurden zunachst p-JNK1 und p-c-Jun im Western Blot im Vergleich zur

Expression der unphosphorylierten Formen untersucht.

WT Abcb4” ACEA Rimonabant

p-JNK1
4—

(46 kDa)

SEalies =

Abb. 39: Reduktion der JNK1-Aktivierung durch Rimonabant

Banden 1-3 WT, 4-6 unbehandelte Abcb4”, 7-9 ACEA und 10-12 Rimonabant.

Der obere Blot bei 46 kDa, zeigt eine vermehrte Phosphorylierung von JNK1 in der Abcb4”-und
der ACEA-Gruppe. Bei Rimonabant-Behandlung und in der WT-Gruppe konnte keine vermehrte
Phosphorylierung detektiert werden. Unterer Blot: Ladekontrolle mit JNK1.

WT Abcb4" ACEA Rimonabant

-c-Jun
(48 kDa)

c-Jun
(43 kDa)

Abb. 40: Verminderte Phosphorylierung von c-Jun durch Rimonabant

Banden 1-3 der WT, 4-6 unbehandelte Abcb4”, 7-9 ACEA und 10-12 Rimonabant.

Der obere Blot zeigt bei 48 kDa eine vermehrte Phosphorylierung von in der unbehandelten
Abcb47-und ACEA behandelten Gruppe. Bei Rimonabant-Behandlung und in der WT-Gruppe
konnte keine vermehrte Phosphorylierung detektiert werden. Unterer Blot: Ladekontrolle mit c-
Jun bei 43 kDa.
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Abb. 41: Verminderte hepatozellulare Kerntranslokation von p-c-Jun bei Rimonabant-
Behandlung

100x VergroRRerung, Balken entspricht 200 ym. Auch in der Immunhistochemie konnte in der
Abcb47-und ACEA-Gruppe eine starkere p-c-Jun Expression detektiert werden. Bei Rimonabant-
Behandlung zeigte sich keine vermehrte Anfarbbarkeit p-c-Jun positiver Zellen. Angefarbt wird in

der p-c-Jun Farbung typischerweise der Zellkern p-c-Jun positiver Zellen wie Hepatozyten
(schwarzer Pfeil) und Immunzellen wie Leukozyten (schwarze Pfeilspitze).

WT Abcb4" ACEA Rimonabant

-STAT3
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Abb. 42: Verminderte p-STAT3-Expression im Western Blot bei Rimonabant-Behandlung
Banden 1-3 der WT, 4-6 unbehandelte Abcb4”, 7-9 ACEA und 10-12 Rimonabant.

Der obere Blot bei 80 kDa, zeigt eine vermehrte Phosphorylierung von STAT3 in der Abcb47-und
ACEA-Gruppe. Bei Rimonabant-Behandlung und in der WT-Gruppe konnte keine vermehrte
Phosphorylierung detektiert werden. Unterer Blot: Ladekontrolle mit STAT3.
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Cyclin D1 ist ein Protein, welches in der G1 Phase des Zellzyklus synthetisiert wird. Es
reguliert den Ubergang in die S Phase des Zyklus und ist somit mafRgeblich an
proliferativen Prozessen beteiligt. Eine Cyclin D1 Uberexpression zeigt sich schon in
friihen Phasen der Krebsentstehung und -progression. Durch Aktivierung des JNK1/c-
Jun-/STAT3 Signalweges, welcher eine essentielle Rolle in der unkontrollierten
Proliferation wahrend der Krebsentstehung spielt, kommt es zu einer erhdhten
Expression des Gens ccnd? und somit zu einer vermehrten Synthese von Cyclin D1.
Hierbei hat insbesondere p-STAT3 einen initiierenden Effekt auf die Uberexpression von
Cyclin D1.1®
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Abb. 43: Verminderte Genexpression von Cyclin D1 (ccnd1) bei Rimonabant-Behandlung
Es zeigte sich eine x-fache Hochregulation in der unbehandelten Abcb4”-Gruppe im Vergleich
zum WT (p=0.001) und zur Rimonabant behandelten Gruppe (p=0.027). Die Rimonabant-
Behandlung normalisiert die ccnd1 Genexpression. Die ACEA-Gruppe zeigte sich auch
gegenuber dem WT (p=0.012) signifikant erhoht.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass JNK1, c-Jun und STAT3 durch die
chronische Leberschadigung in den Abcb4-Knockout Mausen aktiviert werden. Die
Behandlung mit Rimonabant nivelliert diese Aktivierung auf WT-Niveau, wahrend ACEA

keinen signifikanten Einfluss hat.
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4. Diskussion

4.1 Einordung der Arbeit

Chronische Lebererkrankungen, induziert durch HBV- und HCV-Infektion, NAFLD, ASH,
PBC oder PSC, sind auf Grund hoher Pravalenz und Morbiditat von grofer
gesundheitlicher Relevanz.%”:'® Die gemeinsame Endstrecke dieser Erkrankungen stellt
die Entwicklung von Leberinflammation, -fibrose und -zirrhose dar.? An den
Folgeerkrankungen wie der portalen Hypertension und dem hepatozellularen Karzinom,
sterben jahrlich weltweit 745.533 Menschen. Davon versterben die meisten Menschen
in  Entwicklungslandern.®®'26 Diese Zahlen demonstrieren die Notwendigkeit der
Etablierung neuer und effektiver Therapieoptionen flir die Behandlung chronischer
Lebererkrankungen. Es konnte gezeigt werden, dass es durch die Entfernung der
Ursache selbst bei fortgeschrittener Leberzirrhose zu einer Regeneration der
geschadigten Leber kommen kann.”” Ist dies nicht mdglich, besteht bis heute keine
effektive Therapie.”
Mit der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Gabe des CB1-
Antagonisten Rimonabant im Abcb4” Mausmodell fir Cholestase zu

1. herabgesetzter Inflammation des Lebergewebes

2. dem Erhalt der Leberintegritat und Zonierung

3. einer geringeren Leberfibrose

4. ausbleibenden Aktivierung Karzinogenese-assoziierter Signalwege
fuhrt.
Verschiedene Therapieansatze, mit dem Ziel Zellen, Rezeptoren und Mediatoren der
Fibroseentstehung zu beeinflussen, sind in unterschiedlichen Modellen fir chronische
Lebererkrankungen Gegenstand langjahriger Forschung. Es konnte gezeigt werden,
dass die Modulation des Endocannbinoidsystems der Leber eine potentielle
Therapieoption zur Behandlung der Leberfibrose ist. In verschiedenen Mausmodellen
wie der CCls-, Thioacetamid- oder Gallengangsligatur-induzierter Fibrose, in humanen
Resektaten zirrhotischer Lebern sowie in Zellkulturen humaner hepatischer Sternzellen
und hepatischer Myofibroblasten wurde bestatigt, dass die Stimulation des CB1-
Rezeptors profibrotische und die Stimulation des CB2-Rezeptors antifibrotische Effekte
bewirkt.89-93.127
In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals der Einfluss der pharmakologischen
Modulation am CB1 durch den CB1-Antagonisten Rimonabant und den Liganden ACEA
(CB1-Agonist) in BALB/c Abcb4-Knockout Mausen untersucht.
In vorausgegangenen Studien anderer Tiermodelle wie z.B. der diet-induced obese mice

konnte gezeigt werden, dass Rimonabant positive Effekte auf den Lebermetabolismus
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und die Reduktion der Fibroseentstehung hat.®%%% Weiterhin ist bekannt, dass es in der
Signalkaskade des aktivierten CB1 zu einem Anstieg von SREBP-1¢c, ACC1 und der fatty
acid synthetase (FASN) kommt. Dies tragt Gber vermehrte Lipogenese zur Entwicklung
von Ubergewicht und Fettleber bei.®® In der vorliegenden Arbeit wurde zun&chst
ebenfalls dieser Signalweg Uberprift und es konnte gezeigt werden, dass die Expression
von srebp-1c in der mit Rimonabant behandelten Gruppe im Vergleich zu den
unbehandelten Abcb4”- und ACEA behandelten Mausen, herabreguliert wird. Die
Genexpression von acc1 zeigte keine signifikanten Unterschiede, was auf die geringe
StichprobengréRe zurickzufihren sein kann (Abb.12).

Damit wurde auch flir das Abcb4-Knockout Mausmodell der intrahepatischen
Cholestase gezeigt, dass eine Hemmung des CB1-Rezeptors durch Rimonabant initiale
Signalwege der Lipogenese inhibiert. Ziel der weiteren Studien war es, erstmalig die
Auswirkung der pharmakologischen Aktivierung bzw. Inhibierung dieser Signalwege im

Abcb4”- Mausmodell fir Cholestase zu untersuchen.

4.2 Gallensauren schadigen die Leberintegritat im Abcb4”- Modell fiir

Cholestase

Akute und chronische Lebererkrankungen schadigen die Hepatozyten. ALT gilt als
sensitiver und etablierter Parameter zur Erfassung der Leberintegritat.? In der
vorliegenden Studie belegen erhdhte ALT-Werte in der unbehandelten Abcb4”-Gruppe
eine vermehrte Leberzellschadigung, welche in den ACEA und Rimonabant behandelten
Mausen nicht auftrat. Die ALT-Werte der Rimonabant- und ACEA behandelten Gruppe
waren im Vergleich zur Abcb4”-Kontrollgruppe signifikant reduziert (Abb.13), liegen aber
dennoch oberhalb der Referenzwerte gesunder Mause (Normwerte fur mannliche
Mause: mean =50 U/L)."?' Der nicht vollstandige protektive Effekt konnte auf zu niedrige
Blutspiegel des Medikaments durch die orale Darreichungsform, die nicht vollstandige
Resorption im Darm oder die weitere Metabolisierung zuriickgefiihrt werden.?812° Die
vorliegenden Daten verdeutlichen daher, dass eine optimierte pharmakologische
Antagonisierung des CB1 einen vielversprechenden Ansatzpunkt zur Therapie der
Leberschadigung bei Cholestase darstellen kann. Die Verringerung der Serum-ALT-
Werte der ACEA-Gruppe sind sehr interessant, da hier in Analogie zu anderen Modellen
fur chronische Lebererkrankungen eine Verschlechterung der Erkrankung erwartet
wurde.™® In anderen Studien konnte bei wiederholter Gabe von CB1-Agonisten eine
Toleranz fur einige agonistische Effekte beobachtet werden. Diese war am ehesten auf
die CB1-Internalisierung oder die Reduktion der CB1 Proteinsynthese

zurlickzufihren.™' Dies kénnte jedoch lediglich die ausbleibende Verschlechterung der
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ACEA behandelten Abcb47-Mause erklaren, nicht aber die verbesserten ALT-Werte im
Vergleich zu der unbehandelten Gruppe. Ein Koppeln von ACEA an andere Rezeptoren
mit protektiven Effekten auf die Leberschadigung war lange Zeit aufgrund seiner zuvor
angenommenen hohen Spezifitat fir den CB1 unwahrscheinlich.”™' Es konnte jedoch
gezeigt werden, dass ACEA als Agonist am fransient receptor potential vanilloid 1
(TRPV1) wirkt.'®2133134 Dje Aktivierung des TRPV; durch Capsaizin fiihrte zu einer
geringeren Lipiddroplet Formation in der Leber high fat diet (HD) gefiitterter Mause."
Vor diesem Hintergrund ist es mdglich, dass die ACEA-Gabe Uber den Agonismus am
TRPV; auf einige Cholestase-assoziierte Leberveranderungen einen protektiven
Einfluss haben koénnte. Beispiele sind herabgesetzte ALT-Werte, welche auf eine
geringere Leberschadigung hinweisen sowie der geringere Anstieg der Gallensauren im
Serum im Vergleich zur unbehandelten Abcb4”-Gruppe. Die genauen
zugrundeliegenden Mechanismen gleichgerichteter Wirkung in den genannten
Messungen sowohl bei CB1-Agonismus als auch CB1-Antagonismus werden

Gegenstand zukiinftiger Forschung sein.

Im Abcb4”- Mausmodell fiir Cholestase ist eine Schadigung des Lebergewebes durch
toxische Gallensduren charakteristisch. In gesunden Individuen stellt das
Gallengangsepithel eine funktionelle Barriere dar. Es verhindert die Diffusion toxischer
Substanzen in das Leberparenchym.®'% Die Dysfunktion dieser Barriere ist in die
Entwicklung bilidrer Erkrankungen involviert.>"®” Sie beruht auf der erhohten
Permeabilitat der Tight junctions und Basalmembran.®%2'38 |n zukiinftigen Versuchen im
Rahmen dieses Projektes kann eine Immunfluoreszenz fur Tight junctions,
Desmosomen und andere Zell-Zell-Kontakte dabei behilflich sein, den Ort der
Schadigung visuell darzustellen und die zugrunde liegenden Mechanismen besser zu
verstehen 3!

Der Ubertritt von Gallenséuren in das Leberparenchym fiihrt zur Inflammation und
Fibrose. Auch in der Blutzirkulation kénnen aufgrund dieser vermehrten Durchlassigkeit,
erhohte Gallensdurekonzentrationen gemessen werden. Die Alkalische Phosphatase
und freie Gallensauren sind Serummarker der Cholestase.? Die Konjugation von
Gallensauren mit Aminosauren wie Taurin oder Glyzin erhdht ihre detergierenden
Eigenschaften und verhindert ihre Prazipitation im sauren Milieu. Es ist bekannt, dass
die Gallensduren in Nagern zu 80-90% Taurin-konjugiert sind.’™® Die
Gesamtkonzentration der Gallensauren im Serum zeigte in der vorliegenden Arbeit keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (Abb.18). Interessanterweise
erreichten die ACEA behandelten Mause im Mittel sowohl in der AP-Messung (Abb. 17)

als auch in der Analyse der Gallensduren niedrigere Level als die Rimonabant
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behandelten Mause. Dies steht im Wiederspruch zu anderen Mausmodellen fir
chronische Leberschadigung, in denen die Agonisierung des CB1 einen aggravierenden
Faktor fir die Progression der chronischen Leberschadigung darstellt. 888140 |n der
vorliegenden Analyse der Gallensauren im Serum konnte ebenfalls eine Dominanz
Taurin-konjugierter, im Speziellen, der Tauro-B-muricholic acid, Tauro-a-muricholic acid
und Tauro-w-muricholic acid, in allen Proben bestatigt werden (Abb.19).° Die
vorliegenden Ergebnisse sowie die reduzierte Parenchymschadigung weisen darauf hin,
dass auch die Agonisierung des CB1-Rezeptors im Abcb4”- Modell hepatoprotektive
Effekte haben kann, was im Gegensatz zu anderen Modellen chronischer
Lebererkrankungen steht. Dies ist moglicherweise wie oben beschrieben, ebenfalls auf
eine ungenligende Wirkung des CB1-Agonismus durch Toleranzentwicklung durch CB1-
Internalisierung oder Reduktion der CB1 Proteinsynthese zuriickzufiihren oder Resultat
weiterer Interaktionen von ACEA an Rezeptoren, deren Aktivierung zu einem
hepatoprotektiven Effekt fiihrt.”*'-'3® Demgegeniber zeigten die Ergebnisse der
Cholestase-assoziierten Gallengangsproliferation in der vorliegenden Arbeit durchaus
vergleichbare Ergebnisse zu anderen Mausmodellen chronischer hepatischer
Schadigung: Es zeigte sich durch die CB1-Antagonisierung mit Rimonabant eine
herabgesetzte Proliferation von Gallengangen. Die Behandlung mit ACEA bewirkte eine
lediglich leichtgradig vermehrte Proliferation von Gallengdngen. Zusammenfassend
zeigte sich die starkste Schadigung der Leber sowohl auf histologischer Ebene als auch
in den Serumanalysen in der unbehandelten Abcb4”-Gruppe. Die protektive Wirkung
von Rimonabant im Abcb4” Modell fur Cholestase, die sich in den Ergebnissen der
vorliegenden Studie wiederspiegelt, ist kongruent zu anderen Modellen chronischer
Leberschadigung wie CCls-induzierter Leberfibrose, Thioacetamid-induzierter Fibrose
und Bile duct ligation-induzierter Leberfibrose %% So konnte sowohl in der vorliegenden
Arbeit als auch wie durch Teixeira-Clerc et al.®® eine Reduktion der Leberfibrose
beschrieben werden, was auf eine verringerte Leberschadigung durch den CB1-

Antagonismus zurlickzufihren war.

4.3 Einfluss der Modulation des CB1 auf den Lebermetabolismus

Die Leber ist das zentrale Organ des Metabolismus. Sie ist zustandig fir die
Detoxifikation, Synthese von Plasmaproteinen, Glukose Homdostase sowie
Verarbeitung und Verteilung von Nahrstoffen.’*' Obwohl das Lebergewebe auf
histologischer Ebene homogen imponiert, ist es bezlglich der Verteilung von
Schlisselenzymen, deren funktioneller Aktivitat, Translokatoren, Rezeptoren und

subzellularen Strukturen heterogen aufgebaut. Anhand dessen wurde der Begriff der
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.,metabolischen Zonierung“ eingeflihrt. So kann grob zwischen einer ,upstream*
periportalen (pp) und einer ,downstream* perivenésen (pv) Zone unterschieden werden.
Bezogen z.B. auf den Glukosemetabolismus bedeutet dies, dass die Umwandlung von
Glykogen zu Glukose und die Glukoneogenese in der periportalen Zone stattfinden, der
Glukoseverbrauch in der perivendsen Zone. Diese Heterogenitat ist auf die
unterschiedliche Aktivierung metabolischer Vorgange in den pp und pv Hepatozyten
zurlckzufihren. Diese Distribution wird wiederum unter anderem von der
Blutversorgung und den daran gebundenen Sauerstoffgradienten, der von der
periportalen zur perivendsen Zone hin abfallt, bestimmt.’#2'4* |m Rahmen
cholestatischer Erkrankungen kommt es zur Zerstérung des Leberparenchyms und
somit der Leberarchitektur sowie der beschriebenen Zonierung. Die Leberintegritat wird
geschadigt, sodass die ortliche Zuordnung fiir metabolische Prozesse aufgehoben wird.
Die Darstellung einer integren Leberarchitektur gibt Aufschluss Uber die Leberfunktion in
ihren funktionellen Einheiten der beschrieben Zonen. In der vorliegenden Arbeit konnte
eine aufgehobene Zonierung in der unbehandelten Abcb4”- und ACEA behandelten
Gruppe in immunhistochemischen Farbungen fur PEPCK und FASN (Abb. 20, 24),
Enzyme des Glukose-und Fettstoffwechsels, dargestellt werden. In der Rimonabant
behandelten Gruppe blieb die Zonierung erhalten, was Zeichen einer geringeren

Leberschadigung ist.

Abb. 44: Metabolische Zonierung

Fir die Erlauterung der Ergebnisse zur
metabolischen Zonierung sollen mit Abb. 45
schematisch die grundziige der Leberarchitektur

und Zonierung illustriert werden. Modifiziert nach
112
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4.3.1 Regulation des Glukose- und Fettmetabolismus bei chronischer
Leberschadigung

Das Endocannabinoidsystem tragt zur Entstehung von Steatose, Dyslipidamie und
Insulinresistenz bei."** In der vorliegenden Studie wurden auch die Effekte der
Modulation am CB1 auf den Leberglukose- und Fettmetabolismus analysiert. Die
Phosphoenolpyruvat Carboxykinase (PEPCK), das geschwindigkeitsbestimmende
Enzym der Glukoneogenese zeigte in der IHC nicht die klare Anfarbung in der
periportalen Zone, sondern eine diffuse Verteilung PEPCK-positiver Hepatozyten.'#?
Ghafroory et al.™' konnten zeigen, dass die durch CCls-Injektion hervorgerufene
Leberschadigung in Mausen zu einer starken Veranderung der Genexpression fur
Enzyme des Glukosemetabolismus in den beschriebenen periportalen und perivendsen
Zonen fuhrte. Auch sie konnten zeigen, dass es durch die Schadigung zu nekrotischen
Zellen und somit einer inhomogenen Leberstruktur kam. Im Verlauf konnte sich das
Parenchym durch Abbau der abgestorbenen Zellen und Regeneration neuer Zellen
erholen. Durch die Rimonabant-Behandlung blieb die typische Zonierung der PEPCK-
Expression'' weitgehend erhalten (Abb. 20), was die protektive Wirkung von
Rimonabant auch auf metabolischer Ebene wiederspiegelt. Auf Genexpressionsebene
von pepck zeigten sich keine Unterschiede zwischen den Gruppen (Abb.22). Die
Glukose-Konzentrationen im Serum befanden sich in allen Gruppen im Normbereich
(Abb.21).

Es ist bekannt, dass chronische Hyperinsulindmie zu Insulinresistenz fihren kann.' Es
wird angenommen, dass es bei Leberzirrhose zu einer verminderten hepatischen
Insulinaufnahme kommt und zusatzlich portosystemische Shunts entstehen. Dies flhrt
zur Hyperinsulinamie und mit der Zeit zur Insulinresistenz und nachfolgend zur
Entwicklung der Hyperglykamie.'*® Die Euglykamie in allen Gruppen der vorliegenden
Studie ist also vermutlich darauf zurlckzufihren, dass die Mause sich im Stadium der
Leberfibrose mit kompensiertem Metabolismus, aber noch nicht im Stadium der
zirrhotischen Dekompensation mit assoziierter Hyperglykamie befanden.

In verschiedenen Modellen wurde gezeigt, dass die hepatische CB1-Aktivierung die de
novo Lipogenese mittels Aktivierung von SREBP1c, ACC und FASN erhéht und
gleichzeitig die Fettsaureoxidation reduziert. 8% In der vorliegenden Arbeit konnte durch
die CB1 Blockade eine Herabregulation von srebpic erzielt werden, was den
Beobachtungen aus anderen Modellen entspricht 89 (siehe Kapitel 4.1). Im Modell fiir
diet-induced obesity konnten Osei-Hyiaman et al. zeigen, dass die CB1 Antagonisierung
durch eine Verringerung der Expression von SREBP1c¢ ebenfalls eine Herabregulation
von FASN bewirkte, was im Widerspruch zu den hier vorgelegten Daten steht, da sich in

der vorliegenden Arbeit eine Regulation der beiden behandelten Gruppen auf
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Wildtypniveau zeigte. Die unbehandelte Abcb4”-Gruppe zeigte eine Herabregulation der
fasn Genexpression (Abb.23).88 Nichtsdestotrotz zeigt die Normalisierung der fasn-
Expression durch die Rimonabant-Behandlung, dass die hepatoprotektive Wirkung der
Substanzen auch mit der Normalisierung metabolischer Vorgange assoziiert sein kann.
In der IHC fur FASN (Abb.24) konnte ebenfalls eine diffuse Verteilung FASN-positiver
Hepatozyten in der unbehandelten Abcb4”-Gruppe und eine Normalisierung der
Zonierung in der Rimonabant behandelten Gruppen beobachtet werden.

Triglyzeride werden aus Fettsauren synthetisiert. Die Analyse der Triglyzeride in der
Leber und im Serum zeigten in der unbehandelten Abcb4”-Gruppe im Vergleich keine
signifikanten Unterschiede (Abb.25, 26). Herabgesetzte Triglyzeridlevel in Abcb4”
Mausen konnten ebenfalls in Studien von Moustafa et al. gezeigt werden. Die
Ergebnisse wurden Uber die verringerte Aktivitat der stearoyl-CoA desaturase 1 (Scd1),
welche Fettsduren zu Phospholipiden und Triglyzeriden umsetzt, erklart.'” In der
vorliegenden Arbeit wurde die Aktivitat der Scd1 nicht gemessen. Dies wird Gegenstand
zukunftiger Forschung sein, um die zugrunde liegenden Mechanismen besser zu

verstehen.

4.3.2 Regulation des Lebermetabolismus durch Peroxysome proliferator-
activated receptors im Abcb4”’- Mausmodell

Peroxysome proliferator-activated receptors (PPARSs) sind nukleare Rezeptoren, die an
der Regulation metabolischer Homoéostase, Inflammation, Zellwachstum und
Differenzierung beteiligt sind.'® In der Therapie des Typ 2 Diabetes werden PPARa-,
PPAR®- und PPARy-Agonisten als Lipidsenker und Insulinsensitizer angewandt. Es
konnte gezeigt werden, dass duale PPARa/PPAR&-Agonisten die hepatische und
periphere Insulinsensitivitait sowie die Steatose und Inflammation reduzieren.'%1%°
PPARa wird in Hepatozyten vermehrt exprimiert und reguliert den Fettsduretransport,
die B-Oxidation, Glukoneogenese und Inflammation.’™ In der Leber konnte ein
protektiver Effekt von PPARa auf die Entwicklung von NASH und Inflammation tber die
Herabregulation von NFkB, AP-1, STATs und IL-6 gezeigt werden. '°4148151 |n der
vorliegenden Arbeit zeigte sich in der Cholestase-Gruppe des unbehandelten Abcb4-
Knockouts eine herabgesetzte Genexpression von ppara gegeniber dem WT und der
Rimonabant-Gruppe. In der Rimonabant-Gruppe konnte eine Normalisierung des
Expressionslevels auf WT-Niveau beobachtet werden, wahrend die Expression von
ppara bei ACEA-Behandlung unverandert blieb (Abb.22). Vor diesem Hintergrund
korrelieren herabgesetzte Inflammation und Erhalt der Leberintegritat in der Rimonabant

behandelten Gruppe mit der Aktivierung der ppara-Genexpression. Da sich keine
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Unterschiede in der Glukosekonzentration im Serum zeigten, scheint die cholestatisch
verringerte ppara-Expression keine Auswirkungen auf den stabilen hepatischen
Glukosemetabolismus auszuliben. Ghafoory et al.’' konnten im Mausmodel CCls-
induzierter Leberschadigung zeigen, dass es zu einer Umstrukturierung der
Enzymverteilung kommt. Trotz Zerstdrung der normalen Zonierung kam es zu
kompensatorischen Mechanismen, um die Funktion der Leber aufrechtzuerhalten und
den Schaden zu minimieren.

PPARYy reguliert unter anderem die Differenzierung von Adipozyten und tragt zur Li-
pidakkumulation in der Leber bei. Diese Effekte werden Uber die Induktion von SREBP-
1c, ACC und FASN moderiert.’? Interessanterweise wurde die Genexpression von
ppary in der unbehandelten Abcb47-Gruppe im Vergleich zum WT und zur Rimonabant-
Gruppe signifikant herabreguliert (Abb.23). Die Rimonabant-Behandlung flihrte zu einer
Normalisierung verglichen mit der WT-Gruppe und zeigte sich ebenfalls signifikant
gegenuber der ACEA Gruppe erhoht. Die ACEA-Gruppe zeigte keine Unterschiede
gegentiber der unbehandelten Abcb4”-Gruppe. Geht man davon aus, dass PPARy an
der Differenzierung von Adipozyten und somit auch an der Entstehung der Steatosis
hepatis beteiligt ist, war eine Hochregulation in der unbehandelten Abcb4”-Gruppe zu
erwarten.’®? In einem Modell fir alkoholische Leberschadigung in Ratten konnte gezeigt
werden, dass der PPARy-Agonist, Pioglitazone zu einer Suppression der TNF-
Produktion und einer Sensitivierung von Kupfferzellen gegenuber Lipopolysacchariden
und somit zu einer Reduktion der Leberschadigung fiihrte.’®® Dieser Effekt ist mit den
vorliegenden Ergebnissen einer erhohten ppary-Genexpression und geringeren
Leberschadigung in der Rimonabant behandelten Gruppe kongruent, auch wenn die
genauen zugrunde liegenden Mechanismen zum jetzigen Zeitpunkt nicht abschlieRend

zUu benennen sind.

In der Rimonabant-Gruppe ist die Genexpression von srebp-1c signifikant
herabreguliert, was in der Kombination der oben beschriebenen Hochregulation der
Genexpression von ppara und ppary auf die entgegengesetzte Regulation
verschiedener Signalwege des Lipidmetabolismus durch die Cholestase und
gleichzeitige Antagonisierung des CB1 hindeuten kann. Die unveranderten
Triglyzeridlevel in Leber und Serum kénnten eine direkte Folge der entgegengesetzten
Regulation des Lipidmetabolismus durch die Cholestase und die Modulation des CB1
sein oder einfach nur den Erhalt der Kompensation metabolischer Funktionen zum
Messzeitpunkt wiederspiegeln. Ein  weiterer madglicher Erklarungsansatz, der
herangezogen werden kann, beruht auf der ausschlieRlichen Messung fur Triglyzeride.

Weitere Lipide, wie zum Beispiel erhdhtes Cholesterin, werden von dem verwendeten
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Assay nicht gemessen und kénnen daher dem Gesamtbild der Modulation des
Lipidmetabolismus nicht zugefuhrt werden.

Zusammengefasst sind weder Glukose- noch Fettmetabolismus durch Agonisierung
oder Antagonisierung des CB1 beeinflusst, obwohl assoziierte Signalwege reguliert
werden. Dies zeigt sich in den fehlenden Unterschieden zwischen den Gruppen bei
Messung der Leber- und Serum-Triglyzeride sowie der Glukose im Serum und der
Regulation der Genexpression von Signalmolekilen und Enzymen beteiligter
Signalwege. Aufgrund des geringen Stichprobenumfangs in den jeweiligen Gruppen,
kam es zu grofRen Streuungen der Ergebnisse, die bei gréReren Gruppen homogenere
Ergebnisse ergeben hatten. So fielen die Extreme der Ausreil3er starker ins Gewicht (s.
Kapitel 4.6.5).

4.4 Herabgesetzte Expression des Akute-Phase-Proteins Lipocalin-2

durch CB1-Antagonisierung

Lipocalin-2 (LCN2) oder auch Neutrophil gelatinase associated Lipocalin (NGAL) gehort
zu der Familie der Lipocaline. Die Lipocaline sind eine Gruppe von Transportern kleiner
lipophiler Molekile wie Steroide, Lipopolysaccharide, Fettsduren und auch Eisen. Ihren
Namen erhielten die Lipocaline aufgrund ihrer Affinitat lipophile Substanzen zu binden.
Das 25 kDa Glykoprotein LCN2 wurde erstmals von Kjeldsen et al. aus humanen
neutrophilen Granulozyten isoliert. Aufgrund seiner Assoziation mit der humanen
Gelatinase in Neutrophilen wurde als Synonym fir das murine LCN2 das humane
Homolog Neutrophil gelatinase associated Lipocalin (NGAL) eingefiihrt.’™>* Kurz darauf
konnte die komplette Lange der cDNA kloniert werden. Zu diesem Zeitpunkt wurde
davon ausgegangen, dass LCN2 lediglich in myeloischen Zellen synthetisiert wird.® In
weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass LCN2 bakterielles Eisen binden und durch
Sequestrierung abbauen kann. Somit wird den Bakterien ein Uberlebenswichtiger
Metabolit entzogen. Diese und weitere Untersuchungen zeigten, dass LCN2 aufgrund
dieser Fahigkeit ein Mediator des angeborenen Immunsystems ist und bakteriostatisch
wirkt. Die Eisen-bindende Eigenschaft verliehn LCN2 den Namen Siderocalin.'®'" Es
sind zwei LCN2 bindende Rezeptoren bekannt. Megalin und 24p3R, auch LCN2-
Receptor (LCN2R) genannt.'®®'%® Anderungen in der LCN2 Expression und Funktion
konnten in vielen physiologischen und pathologischen Prozessen nachgewiesen
werden. Hierzu gehoéren die Fettleber, hepatische Inflammation, Hepatitis C,
Leberregeneration, akute und chronische Leberschadigung, Zirrhose und
Leberversagen.'®-183 L CN2 konnten protektive Funktionen in Modellen fiir akute und

chronische Leberschadigung nachgewiesen werden. 192164 Diese Ergebnisse
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suggerieren, dass LCN2 bei Leberschadigung als intrinsischer ,Hilf mir‘-Sensor fungiert
und somit inflammatorische Zellen rekrutiert. Diese Zellen beginnen den Ausléser der
hepatischen Schadigung zu bekampfen.®%1%¢ Hepatozyten tragen zu einem geringen
Anteil basaler LCN2 Level im Serum bei. Kommt es z.B. zur bakteriellen Infektion, konnte
gezeigt werden, dass Hepatozyten als Hauptproduzent fir die erhdhten Serumlevel
verantwortlich sind.'® So ist seine erhohte Expression in Zellen wie Hepatozyten,
neutrophilen Granulozyten, aktivierten Leukozyten und Adipozyten ein guter Biomarker
pathologischer vor allem inflammatorischer Zustdnde der Leber.'671%4157 |m
entziindlichen Gewebe wird die LCN2 Expression u.a. durch Lipopolysaccharide (LPS),
Zytokine, Wachstumsfaktoren und hepatotoxische Substanzen induziert. Vor allem die
Zytokine IL-6, IL-1[3, IL-10 und der tumor nekrosis factor alpha (TNFa) und der nuclear
factor-kB (NFkB) Signalweg sind starke Induktoren von LCN2.'®® LCN2 fungiert im
Rahmen der Entziindung als Akute-Phase-Protein (APP). Es konnte bestatigt werden,
dass LCN2 ein verlasslicher Indikator fur Leberschadigung ist, der sehr gut mit dem
Ausmald der Leberinflammation korreliert und ebenfalls als Marker hepatozellularer
Karzinome diskutiert wird.'®+18%170 |n der vorliegenden Arbeit wurde LCN2 auf mRNA-
und immunhistochemischer Ebene sowie im Western Blot untersucht. LCN2 wurde in
den unbehandelten Mausen und der ACEA-Gruppe vermehrt exprimiert, wohingegen die
Rimonabant-Gruppe eine normalisierte LCN2-Expression auf WT-Niveau aufzeigte.
Dies korreliert mit den Ergebnissen der niedrigeren ALT-Werte. Der Anstieg der LCN2-
Expression korrelierte mit dem Ausmal hepatischer Schadigung in experimentellen
Modellen.'®® In einer klinischen Studie konnte ein Anstieg von LCN2 im Urin bei
zirrhotischen Patienten gezeigt und anschliefend sein Anstieg als prognostischer

Marker der Leberzirrhose diskutiert werden.62

Des Weiteren wurde STAT3 untersucht. STAT3 ist, wie auch LCN2, ein Downstream-
Effektor von IL-6. Die Aktivierung des hepatischen [L-6/IL-6-Rezeptor/STAT3
Signalweges ist durch die Bindung von p-STAT3 an die LCN2-Promoterregion an der
Aktivierung von LCN2 beteiligt."®” Die p-STAT3-Expression korrelierte in der
vorliegenden Studie sehr gut mit der LCN2-Expression. Interessanterweise zeigten sich
in der unbehandelten Gruppe und der ACEA-Gruppe weder eine Hochregulation von IL-
6, NF-kB, I-kB, AKT noch anderer zuvor genannter LCN2 und STAT3 induzierender
Mediatoren (Daten nicht gezeigt). So muss davon ausgegangen werden, dass LCN2

Uber alternative Wege durch die geschadigten Hepatozyten aktiviert wird.
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/ Hepatozyt \

STAT3/® Abb. 45: Aktivierung der Expression von
LCN2 durch STAT3 in Hepatozyten

STAT3 wird durch Phosphorylierung aktiviert,
transloziert in den Zellkern und bindet an der
Promoterregion des Icn2 Gens. Icn2 wird
abgelesen und die Proteinsynthese von LCN2

induziert.
J Modifiziert nach 37

Das Chemokin monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1/CCL2) ist an der

”

”
/ STAT3

konzertierten Antwort der Leber auf akute und chronische Inflammation beteiligt. Es wird
von unterschiedlichen Zellen und Geweben entweder konstitutiv exprimiert oder durch
oxidativen Stress, Zytokine und Wachstumsfaktoren getriggert. MCP-1 dirigiert als
Chemokin Monozyten und Makrophagen zum Ort des inflammatorischen
Geschehens.'”"'72 Die mcp?1 Genexpressionin der Abcb4”-Gruppe zeigte sich
signifikant gegentiber dem WT hochreguliert. Die Rimonabant- und ACEA Gabe zeigte
keine signifikanten Unterschiede verglichen mit den anderen Gruppen. Ein weiterer
gemessener Marker der Inflammation, das intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1),
wird konstitutiv von Endothelzellen (EC) in niedrigen Konzentrationen exprimiert. Kommt
es zur Stimulation der EC durch entzundliche Prozesse, steigt die ICAM-1 Expression
an. ICAM-1 ermdglicht Leukozyten die Adhasion, das anschliefiende Rollen entlang von
Selectin Molekilen und schlielich die Diapedese durch die interzellularen Spalten.
Somit gelangen Leukozyten an den Ort der Entziindung.'”® Auch die durch Rimonabant
verminderte Expression von icam1 korrelierte sehr gut mit den Ergebnissen reduzierter
hepatischer Inflammation bei CB1-Antagonisierung, welche durch die geringeren
Expression von LCN2 (Abb. 27-29) gezeigt werden konnte. In der H&E Farbung zeigten
sich im fibrotisch verdnderten Gewebe der unbehandelten Abcb4”-Gruppe eine

vermehrte Infiltration von Leukozyten (Abb.14).

Zusammenfassend zeigten die Messungen pro-inflammarischer Marker wie LCN2,  p-
STAT3, MCP-1 und ICAM-1, den antiinflammatorischen Effekt der Rimonabant-

Behandlung, was mit der verringerten Leberschadigung in unserem Modell korreliert.
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4.5 Die CB1-Antagonisierung vermindert die Leberfibrose im Abcb4”
Mausmodell

Das Endocannabinoidsystem ist an der Pathogenese der Leberfibrose wahrend
chronischer Lebererkrankungen beteiligt. Es konnte gezeigt werden, dass in der Analyse
menschlicher zirrhotischer Lebern der CB1-Rezeptor stark exprimiert war.® Des
Weiteren fiihrte die CB1 Antagonisierung sowie der CB71-Knockout (Cnr17) in M&usen
nach bile duct ligation und Applikation von CCl; zu einer herabgesetzten
Leberfibrose.®®80 174 Auch in der vorliegenden Arbeit konnte eine Reduktion der
Kollagendeposition in der Kollagen-1/CK19 Ko-Farbung und der Sirius Red Farbung in
Mausen der Rimonabant behandelten Gruppe gezeigt werden. In der ACEA behandelten
und der unbehandelten Abcb4”-Gruppe wurde wie erwartet eine vermehrte
Kollagendeposition im Vergleich zur WT-Kontrolle beobachtet. Die Kollagen-1/CK19 Ko-
Farbung demonstrierte zudem die ortliche Beziehung zwischen der fur cholestatische
Erkrankungen charakteristischen Gallengangsproliferation und der
Kollagenanreicherung. Diese prasentierte sich vor allem in den periportalen Zonen als
charakteristische fibrése onion skin lesions und als fibrése Septen in Mausen der ACEA-
und unbehandelten Abcb4”-Gruppe.? Der Staging Score bewertet den Grad der Fibrose,
die architektonische Zerstérung des Lebergewebes sowie die Leberzirrhose. ¢ 707! Das
Staging beschreibt somit die strukturelle Progression der Erkrankung und kann fur das
Einschatzen der Prognose heran- gezogen werden. Bewertet wird die Ausdehnung
fibrotischen Gewebes in der Leber.”® Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Gruppen.

Zusammenfassend konnte die Rimonabant-Behandlung auf immunhistochemischer

Ebene einen protektiven Effekt auf die Fibroseentstehung und -progression bewirken.

Auch auf mRNA Ebene wurden die charakteristischen Gene der Fibrogenese
untersucht. Zu den Genen, die fur profibrotische Proteine und Enzyme kodieren, gehéren
unter anderem die gemessenen colfal, asma, tgfB und timp1. Interessanterweise
zeigten die drei erstgenannten die starkste Hochregulation in der Rimonabant-Gruppe.
In den Ergebnissen anderer Studien sind diese Marker typischerweise in den
Untersuchungen erkrankter Lebern am starksten hochreguliert. Zieht man die
Ergebnisse der Leberintegritat, Akute-Phase-Reaktion und IHC fur Kollagen heran, ware
die starkste Regulation in der unbehandelten Abcb4”-Gruppe zu erwarten.5680.174
TIMP1, welches antifibrotisch wirkende Matrix Metalloproteinasen (MMPs) inhibiert, ist
profibrotisch.’”® Die Genregulation von timp1 zeigte sich in der unbehandelten Abcb4”-
Gruppe am starksten aktiviert und wird durch die Behandlung mit Rimonabant auf ein

normalisiertes WT-Niveau reduziert. Die Aktivierung von MMPs flhrt zur Auflésung der
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Deposition extrazellularer Matrix (ECM). Somit fuhrt die Aktivitat der MMPs zur
Fibroseregression.'”®°117% Hier zeigte sich die starkste Hochregulation der Gene mmp2
und mmp9 in der Rimonabant behandelten Gruppe. Die Ergebnisse der Genregulation

von timp1, mmp2 und mmp9 stltzen die Erkenntnisse aus der IHC.

Es muss in Betracht gezogen werden, dass die Hochregulation der MMPs als
Konsequenz und Gegenregulation bei Fibroseentstehung aufkommt. Auf dies kann
durch die nahezu nicht vorhandene Regulation der MMPs in der WT-Gruppe bei
gesteigerter Regulation in allen Gruppen mit Abcb4”-Hintergrund geschlossen werden.
In der WT-Gruppe stimmt die fehlende Detektion von Fibrose mit der ausgebliebenen
MMP-Expression uberein. In der Rimoanabant-Gruppe ist ebenfalls nur eine geringe
Fibroseentstehung zu beobachten, eine erhdhte Genregulation von MMP aber
vorhanden. Somit muss ein adaquater Stimulus vorhanden sein, um eine Regula-
tion/Expressionssteigerung der MMPs zu induzieren. Zu dieser Annahme passen die
zuvor beschriebenen ALT-Werte. Sie zeigen auch eine gewisse Schadigung der
Hepatozyten in der Rimonabant-Gruppe an. Gehen Hepatozyten zugrunde, kann die
Produktion extrazellularer Matrix wie z.B. Kollagene das Lebergewebe voriubergehend
stitzen. Bei Regeneration der Leber wird das Stiutzgewebe durch MMP abgebaut und
wieder durch Hepatozyten ersetzt. Somit kann die Aktivierung der MMP als
physiologische Reaktion auf eine vorherige ECM-Entstehung und anschlieRende
Regeneration gewertet werden. Zusammenfassend zeigten die Farbungen fiir Kollagen-
1, Sirius Red und die transkriptionellen Daten fur TIMP-1, MMP-2 und MMP-9 die
verringerte cholestastisch getriggerte Fibroseentstehung in den Rimonabant

behandelten Mausen.

4.6 CB1-Antagonisierung inhibiert die JNK1-Aktivierung

Signalwege der c-Jun-N-terminal Kinase (JNK) Isoenzyme sind in der Leber an
verschiedenen biologischen Prozessen beteiligt. Studien konnten zeigen'04.177:178.104179
dass JNK1 durch Stimuli wie inflammatorische Zytokine, reaktive Sauerstoffspezies,
Pathogene, Toxine, Medikamente und metabolische Veranderungen aktiviert werden.
Als Folgen der JNK1-Aktivierung kdnnen uber JNK1-Signalwege Zelltod, -Uberleben und
-differenzierung, Inflammation, Proliferation, Metabolismus und Karzinogenese in der
Leber reguliert Werden.1°4’177’178'112'124'180'181*125'107'111'182 JNK1 aktiviert
Transkriptionsfaktoren wie z.B. c-Jun, JunB oder ATF2 durch Phosphorylierung. Die
aktivierten Transkriptionsfaktoren translozieren in den Nukleus und steuern dort die

Genregulation verschiedener zelluldrer Prozesse. Bei akuter und chronischer
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Leberschadigung sind insbesondere JNK1 und downsteam-Signale aktiviert und tragen
zur Krankheitsprogression bei.'21241%5 Es konnte gezeigt werden, dass THC und
synthetische Cannabinoide Uber den CB1-Rezeptor die Induktion von JNK1 stimulieren
kdénnen. Diese Aktivierung kann durch den selektiven Antagonisten Rimonabant inhibiert
werden.'® In der vorliegenden Arbeit zeigte sich in Western Blot Analysen in der
unbehandelten  Abcb4”-Gruppe, eine vermehrte Aktivierung von JNK1 und seiner
direkten downstream Transkriptionsfaktoren, c-Jun und STAT3. Der hepatoprotektive
Effekt der Rimonabant-Behandlung zeigte sich in einer auf WT-Niveau normalisierten,
geringeren Aktivierung von JNK1, c-Jun und STAT3. Die mit ACEA behandelten Mause
zeigten eine starke Aktivierung dieser Marker. Hiermit wurde gezeigt, dass die CB1
Agonisierung mit dem Liganden ACEA zu einer verstarkten Aktivierung des JNK1-
Signalweges fiihrt. Insgesamt korrelieren diese Ergebnisse deutlich mit dem in der
Literatur beschriebenen Zusammenhang zwischen CB1 und JNK1-Signalweg.'®
Interessanterweise zeigten sich die charakteristischen Aktivatoren wie MKK4 und MKK?7
in diesem Modell nicht reguliert, was mdglicherweise auf die Aktivierung durch
alternative upstream-Signalwege wie z.B. die Aktivierung von JNK1 durch reaktive
Sauerstoffspezies, welche im Rahmen chronischer Leberschadigung auftreten’®
hinweist. Des Weiteren konnten Gupta et al. in Ratten Hepatozyten aufzeigen, dass eine
direkte Aktivierung von JNK1 durch Taurin-konjugierte Gallensauren'”®, welche im
vorliegenden Modell in der unbehandelten Abcb4”-Gruppe ebenfalls erhoht waren,
induzierbar war. Ziel zuklnftiger Forschung wird es sein, die Aktivatoren des JNK1-
Signalweges im vorliegenden Modell zu bestimmen und somit weitere Ansatzpunkte fir
die Inhibition proliferativer Signalwege zu finden. Fir die vorliegende Arbeit kann
dementsprechend folgende Schlussfolgerung gezogen werden: In der cholestatisch
geschadigten Leber kommt es durch Stressstimuli zu einer Aktivierung des
Endocannabinoidsystems. Die Aktivierung des Endocannabinoidsystems fihrt Gber die
Aktivierung des JNK1-Signalweges zur Induktion von Mediatoren der Inflammation,
Fibrose und zu metabolischen Stérungen. Diese Schlussfolgerung wird durch die
Beobachtung gestitzt, dass sowohl die Aktivierung des JNK1-Signalweges als auch die
pathologischen Auswirkungen als direkte Folge der CB1 Blockade durch Rimonabant

unterdriickt werden 886383

4.6.2 Herabgesetzte JNK1-Aktivierung korreliert mit reduzierter Akute-
Phase-Reaktion und Leberfibrose bei CB1-Blockade

In Abb. 41 wurde gezeigt, dass die Aktivierung von c-Jun sowohl in Hepatozyten

(schwarze Pfeile) als auch in Immunzellen und Fibroblasten (schwarze Pfeilspitzen) der
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Abch47-Mause zu finden ist. Die Aktivierung des JNK1-Signalweges durch Stressstimuli
wie Zytokine und Chemokine lasst auf eine Beteiligung von JNK1 am inflammatorischen
Geschehen schlieRen.'” JUNK1 ist an der Aktivierung inflammatorisch wirkender
Makrophagen beteiligt. Ihre Wirkung entfalten diese Uber die Ausschittung von
Zytokinen und Chemokinen.'®18 Han et al. konnten zeigen, dass die Aktivierung von
JNK1 in Makrophagen zu einem erhéhten inflammatorischen Geschehen in der Leber
fuhrt. Dies zeigte sich anhand reduzierter Leukozyteninfiltration und herabgesetzter
Zytokin und Chemokin Ausschuttung nach LPS und N-acetyl-galactosamine Stimulation
in JNK1-defizienten Mausen.'”” Kodama et al. konnten im JNK7-Knockout Mausmodell
eine Resistenz fir Diat-induzierte Steatoshepatitis und Leberfibrose nachweisen. Des
Weiteren zeigten sie, dass JNK1 aus Kupfferzellen ebenso einen groRen Einfluss auf
die Entstehung von Leberinflammation und -fibrose hat.''® Aktiviertes STAT3 stellt einen
gemeinsamen Metaboliten der Akuten-Phase-Reaktion und des JNK1-Signalweges
dar.'®.'®7 Die Ergebnisse der Expression von p-JNK1, p-c-Jun, p-STAT3 und LCN2
korrelieren in der vorliegenden Arbeit in hohem Male. Diese Ergebnisse legen nahe,
dass auch im vorliegenden Mausmodell ein Zusammenhang zwischen herabgesetzter
Akute-Phase-Reaktion und herabregulierter JNK1-Aktivierung besteht. Der funktionelle
Nachweis musste durch loss and gain of function Experimente oder durch Verwendung
entsprechender Knockout-Mause belegt werden, was allerdings Uber die Zielsetzung der
vorliegenden Studie hinausgeht. Es konnte eine Hochregulation von p-JNK1 in den
Myofibroblasten fibrotischer menschlicher Lebern und in murinen Modellen nach CCls-
Applikation oder nach Gallengangsligation (BDL) gezeigt werden.'"" Die Inhibition von
pan-JNK1 oder in JNK1-defizienten Mausen entwickelte sich nach Induktion durch CCl,
oder BDL eine Leberfibrose geringeren AusmaRes.'" In der vorliegenden Studie
korrelieren das geringe Ausmal der Leberfibrose, gemessen in der Kollagen-1 und
Sirius Red Farbung, mit der Aktivierung von JNK und c-Jun im Western Blot in der
Rimonabant behandelten Gruppe. Vor dem Hintergrund der Ergebnisse aus anderen
Studien lassen diese Ergebnisse darauf schliefien, dass ein direkter Zusammenhang
zwischen der Entstehung von Leberfibrose und der Aktivierung des JNK-Signalweges
besteht.
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4.6.3 Der JNK1-Signalweg bei unkontrollierter Proliferation und
Karzinogenese

Alle Leberzirrhose-induzierenden Erkrankungen kénnen die Entstehung eines HCC
begtinstigen. Ebenso kann das HCC auch direkt aus der Leberinflammation wie es z.B.
bei HBV oder der NAFLD auftreten kann, entstehen.'88'8 Typische Ausléser des HCC
sind chronische HBV- und HCV-Infektion, chronischer Alkoholkonsum und Aflatoxin-B1-
Exposition. Aber auch bilidare Erkrankungen wie die PBC und PSC kénnen Uber den
chronischen Krankheitsprozess zur HCC-Entstehung fiihren. Die anhaltenden
destruktiv-regenerativen Prozesse begunstigen die unkontrollierte Proliferation in der
Leber und flhren zur HCC-Entstehung. So konnten Mauad et al. und Katzenellenbogen
et al. zeigen, dass es im Abcb4” Mausmodell fir Cholestase zur Inflammations-
assoziierten HCC Entstehung kommt. Im Alter von 3 Monaten konnten eine
Hochregulation pro-onkogener Signalwege gezeigt und nach 4-6 Monaten erste
nodulare Foci im Leberparenchym beobachtet werden. 553190

(Endo-) Cannabinoide
/.Abcb4'/‘ Agonisten lAntagonisten

CB1

INK !
STAT3 t Proliferaton DNA
Hepatozyten Schadigung

Abb. 46: Histopathologische Progression im Abcb4”- Mausmodell

Nach hepatischer Schadigung durch die toxischen Gallensauren (BA) kommt es zur Inflammation
mit Akuter-Phase-Reaktion (APR). Das im Rahmen der Inflammation zugrunde gehende
Leberparenchym wird durch fibrotisches Stitzgewebe stabilisiert. Kontinuierliche Zyklen
destruktiv-regenerativer Prozesse beglnstigen die chronische Lebererkrankung mit Stérung des
Metabolismus und der Aufldsung der Leberzonierung (A) sowie Gallengangsproliferation und
Leberfibrose. Diese mundet im Status der Leberzirrhose. In Endstadien kommt es zur
inflammations-assoziierten HCC-Entstehung mit Beteiligung proliferativer Signalwege (B). Das
Endocannabinoidsystem kann bei Aktivierung oder Inhibition diese Prozesse modulieren. (Abb.
N. Helmrich)
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JNK1 und seine Signalwege sind an Zellproliferation und Tumorgenese beteiligt. 1124
Die Aktivierung von c-Jun, eines downstream target von JNK1 fuhrt zur Entwicklung des
HCC durch Suppression des p53-Signalweges.'”” Des Weiteren konnte gezeigt werden,
dass die Entwicklung des HCC durch eine erhdéhte Aktivitdt des JNK1/c-Jun-
Signalweges im p38a’ Mausmodell hervorgerufen wird."" Eine herabgesetzte
Tumorgenese in JNK717-Mausen korrelierte mit einer verringerten Zytokinproduktion,
reduzierter Cyclin D1 und VEGF Expression und verringertem Zelltod.""® Im Mausmodell
fur chemisch induzierte Magentumoren bei JNK7-Knockout wurde eine Reduktion der
Tumorlast, eine verringerte Tumor-Initiation Rate und -Zellproliferation sowie eine
Herabregulation des Zellzyklusregulators Cyclin D1, gezeigt.'® Konstitutiv aktiviertes
STAT3 besitzt ein onkogenes Potential.""® p-JNK1 ist in der Lage STAT3 durch
Phosphorylierung dauerhaft zu aktivieren.®”

Sowohl p-JNK1 als auch p-c-Jun, p-STAT3 und Cyclin D1 waren in der unbehandelten
Abcb4”-Gruppe aktiviert (Fig. 39-43). In der Rimonabant behandelten Gruppe zeigte
sich eine Aktivierung auf WT-Niveau. Die Behandlung mit ACEA zeigte keinen Effekt.
Die Ergebnisse der Rimonabant behandelten Gruppe sind, entsprechend der Literatur,
direkt auf die CB1 abhangige JNK1-Aktivierung'® oder indirekt auf eine geringere
Leberschadigung durch die CB1-Antagonisierung zuriickzufiihren.'®

Die intrazellularen Signalwege der Familie der MAPK wie JNK1 sind in malignen Zellen,
wie bereits beschrieben, haufig dereguliert und aktiviert.!12113.115118124 Dgr JNK1-
Signalweg stellt durch seine vielfaltigen regulatorischen Einfliisse einen zentralen
Ansatzpunkt bei der Entstehung physiologischer und pathologischer Zustande dar. Ziel
aktueller Forschung ist es, neue Inhibitoren dieser Kinasen zu entwickeln, um maligne
Erkrankungen zu behandeln. ATP-kompetitive Inhibitoren, die an der ATP-bindenden
Domane von JNK1 kompetitiv andocken, sind neben ATP-nichtkompetitiven Inhibitoren,
reversiblen und irreversiblen Inhibitoren sowie allosterischen Inhibitoren von grofiem
Interesse.'? Die Herausforderung liegt unter anderem darin, eine mdglichst hohe

Spezifitat fur die jeweiligen JNK-Isoformen zu erreichen.
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4.6.4 Conclusio
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Abb. 47: Zusammenfassung der Ergebnisse
Auswirkungen der CB1-Antagonisierung im Abcb4”- Mausmodell fiir Cholestase auf die
Bereiche Leberinflammation, -metabolismus, -fibrose und —karzinogenese. (Abb. N. Helmrich)
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Durch die CB1-Blockade im Abcb4” Mausmodell mit Rimonabant, konnte eine
Reduktion inflammatorischer und Akute-Phase-Marker wie Lipocalin2, STAT3, MCP1
und ICAM1 gemessen werden. Auf Ebene des Lebermetabolismus kam es durch die
Behandlung mit Rimonabant zum Erhalt der Leberzonierung. Durch die CB1-Blockade
konnte eine geringere Kollagen-Deposition und somit herabgesetzte Leberfibrose
beobachtet werden. Bei Untersuchungen des Leberproliferation und -karzinogenese-
assoziierten JNK1-Signalweges wurde eine Normalisierung der Aktivierung auf WT-
Niveau beobachtet. Vor dem Hintergrund der aktuellen Literatur lasst sich daraus
schlieRen, dass der durch CB1-Modulation regulierte JNK1-Signalweg im Abcb4”- Maus-

modell fir die hepatische Karzinogenese eine wichtige Rolle spielt.
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4.6.5 Limitationen der Studie

Die Verwendung eines Mausmodells zur Erforschung cholestatischer Erkrankungen und
mdgliche therapeutische Ansatze hat gegeniber der Zellkultur den Vorteil, dass es z.B.
zur Aktivierung des Immunsystems und somit zu Wechselwirkungen zwischen dem
cholestastisch veranderten Gewebe und den aktivierten Immunzellen und ihren
ausgeschutteten Zytokinen, Chemokinen und aktivierten Signalwegen kommt. Trotz
etablierter investigativer Methoden ist die Ubertragbarkeit eines Modells auf die humane

Situation im Allgemeinen nicht zu 100% gegeben.

Eine weitere Limitation der Studie ist der geringe Stichprobenumfang von 3-6 Tieren pro
Gruppe. Eine VergréRerung der Anzahl von Individuen pro Gruppe hatte die Ergebnisse
konsistenter bzw. die Standardabweichung verringern kénnen. Des Weiteren ware zur
Uberprifung der Wirkung der pharmakologischen CB1-Antagonisierung durch
Rimonabant das Mitfiihren einer Abcb4”/CB17"-Gruppe als Kontrolle interessant
gewesen. Durch das Mitflihren dieser Gruppe hatte maoglicherweise z.B. bei den
Ergebnissen gleichgerichteter Effekte von ACEA und Rimonabant eine bessere Aussage
daruber getroffen werden konnen, ob es hier moglicherweise zu CB1-unabhangigen
Wirkungen der beiden Medikamente gekommen ist. Eine weitere Limitation der Studie
ist der Weg der Medikamentenapplikation Gber das Trinkwasser, wodurch interindividuell
unterschiedliche Wirkstoffkonzentrationen nicht auszuschlief3en sind. Sowohl die Menge
der Aufnahme Uber den Darm als auch die weitere Metabolisierung bleiben unbekannte
Einflussgrofien. Alternativen sind die intravendse oder intraabdominelle Injektion. Diese
Verfahren sind technisch und zeitlich wesentlich aufwandiger. Ethisch betrachtet sind

diese invasiven Verfahren schwerer zu rechtfertigen.

4.6.6 Ausblick
Im weiteren Prozess dieses Projektes ist die Ziichtung einer Abcb4”/ Cnr1”- Mauslinie
(CB1-Knockout) sinnvoll. Diese ware eine erganzende interne Kontrolle des Effektes des

pharmakologischen CB1-Antagonismus mit Rimonabant.

In zukinftigen Untersuchungen ist eine Uberprifung weiterer Ansatzpunkte und
Rezeptoren von ACEA und Rimonabant von grofer Relevanz. Hier wird es das Ziel sein

eine Erklarung fur die beschriebenen gleichgerichteten Effekte zu finden.

Trotz des Nachweises eine Aktivierung des JNK1-Signalweges in der unbehandelten
und mit ACEA behandelten Gruppe zeigten sich die am besten bekannten JNK1-
Aktivatoren in der vorliegenden Arbeit nicht reguliert. Ziel ist die Identifizierung weiterer,
hier relevanter, JNK1-Induktoren und somit Ausweitung der mdglichen Ansatzpunkte der

Inhibition Karzinogenese-assoziierter Signalwege.
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5. Zusammenfassung

Hintergrund Chronische Lebererkrankungen sind auf Grund hoher Pravalenz und
Morbiditat von groRer gesundheitlicher Relevanz. Die gemeinsame Endstrecke dieser
Erkrankungen stellt die Entwicklung von Leberinflammation, -fibrose und —zirrhose dar.
An den Folgeerkrankungen wie der portalen Hypertension und dem hepatozellularen
Karzinom sterben jahrlich weltweit Gber 740.000 Menschen. Diese Zahl demonstriert die
Notwendigkeit der Etablierung neuer und effektiver Therapieoptionen. Durch die
Entfernung der Ursache kann in Einzelfallen selbst bei fortgeschrittener Leberzirrhose
eine Regeneration der geschadigten Leber erfolgen. Ist dies nicht mdglich, besteht bis
heute keine effektive Therapie. Anhand verschiedener Modelle fiir akute und chronische
Lebererkrankungen konnte gezeigt werden, dass das Endocannabinoidsystem Uber die
Rezeptoren CB1 und CB2 an der Modulation inflammatorischer, fibrotischer,
metabolischer  und Karzinogenese-assoziierter ~ Signalwege  beteiligt  ist.
Arbeitshypothese Die Cholestase im Abcb4”~ Mausmodell wird durch die
pharmakologische Antagonisierung des CB1-Rezeptors verzogert bzw. aufgehalten.
Material und Methoden Mannliche Abcb47-Mause wurden nach Absetzen vom
Muttertier bis zu einem Alter von 16 Wochen oral mit Rimonabant (Antagonist des CB1-
Rezeptors) bzw. ACEA (Agonist des CB1-Rezeptors) behandelt. Nach Tétung der Tiere
wurden Leber, Serum und abdominales Fett isoliert und mittels Serumanalytik, qRT-
PCR, Western Blot und Immunhistochemie untersucht. Als Kontrolle dienten
unbehandelte Abcb4” Mause und BALB/c Wildtypen. Ergebnisse Die herabgesetzte
Aktivierung des Cannabinoidsystems bei CB1-Antagonismus wurde durch die geringere
Expression von srebp-1c bestatigt. Cholestase spezifische Symptome, wie
Leberschadigung, Gallengangsproliferation und Gallensaurefreisetzung wurden durch
die Antagonisierung des CB1 verringert. In der Rimonabant behandelten Gruppe zeigte
sich aulerdem eine verringerte Akute-Phase-Reaktion. Das Ausmal} der hepatischen
Fibrose wurde durch Agonisierung des CB1 Rezeptors gesteigert, wahrend die
Antagonisierung keine eindeutige Regulation Fibrose-assoziierter Marker auf
Proteinebene aufzeigte. Der in Abcb4” Mausen aktivierte Karzinogenese-assoziierte
JNK1-Signalweg wurde durch CB1 Antagonisierung auf Wildtyp-Niveau gesenkt.
Schlussfolgerung Zusammenfassend konnte durch die vorliegende Arbeit erstmalig im
Abcb4” Mausmodell fir Cholestase der protektive Effekt der CB1-Antagonisierung bei
chronischer Leberschadigung gezeigt und der mdgliche therapeutische Nutzen zur

Verhinderung von Leberinflammation, -fibrose und —karzinogenese bestatigt werden.
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6. Summary

Background Chronic liver diseases are exceedingly relevant due to their high
prevalence and mortality rates. Their common progression leads to the development of
liverinflammation, fibrosis and cirrhosis. Due to comorbidities such as portal
hypertension and hepatocellular carcinoma, the global annual death rate reaches up to
740.000. Hence there is a continued interest in establishing new and effective treatments
to delay or halt chronic liver disease progression. In individual cases, regeneration of the
damaged liver is possible by removing the causative factors. In most cases, if this is not
possible there is no effective treatment for progressive liver disease. In various models
for acute and chronic liver disease it could be shown that the endocannabinoid system
exerts a modulatory effect on inflammatory, fibrotic, metabolic and carcinogenesis-
associated pathways through CB1 and CB2 receptors. Hypothesis By pharmacological
antagonisation of the CB1-receptor in the Abcb4”- mouse model, cholestasis can be
delayed or halted completely. Materials and methods After weaning, male Abcb4” mice
were orally treated with Rimonabant (CB1-receptor antagonist) or ACEA (CB1-receptor
agonist). Post mortem liver, serum and, abdominal fat were isolated and analyzed by
serum analytics, gqRT-PCR, Western Blot, and Immunohistochemistry. Untreated Abcb4
mice and BALB/c wildtypes were used as controls. Results The downregulation of the
cannabinoid system by CB1-antagonisation was verified by lower levels of srebp-1c
expression. CB1 antagonisation led to a reduction in cholestatic specific symptoms, such
as liver damage, bileduct proliferation, and bile leakage. Furthermore, Rimonabant
treatment led to a reduced acute-phase reaction. The extent of hepatic fibrosis was
increased by CB1-agonisation, whereas receptor antagonisation showed no clear effect
on the regulation of fibrosis-associated markers on protein levels. The carcinogenesis-
associated JNK1-Pathway was activated in Abcb4” mice, while CB1-antagonisation led
to wildtype-like levels. Conclusion Using the Abcb4”- mouse model for cholestasis, this
study shows for the first time the protective effect of the CB1 antagonisation in chronic
liver disease and its potential therapeutic benefit to prevent liver inflammation, -fibrosis

and —carcinogenesis.
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7.

/

-+ Knockout

2

2-AG - 2-arachidonoylglycerol

A

ABC - ATP-binding cassette

Abcb47- - Adenosine triphosphate-binding cassette
B4

ACC1 - acetyl-CoA carboxylase

ACEA - Arachidonyl-2-chloroethylamide
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