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1. Einleitung

Ludwig et al. publizierten 1980 eine Studie mit einer Reihe von Patienten, bei denen
histologisch das Bild einer Steatohepatitis nachgewiesen werden konnte, ohne dass eine
Ursache fir die zugrunde liegende Erkrankung festgestellt werden konnte, wobei vor allem
ein wesentlicher Konsum von Alkohol in der Vorgeschichte ausgeschlossen werden konnte
(Ludwig et al. 1980). Da es damals noch keinen Namen fir diese Erkrankung gab, wurde
wegen der histologischen Ahnlichkeiten mit der alkoholischen Steatohepatitis von nun an
der Begriff der Nicht-alkoholischen Fettlebererkrankungen (NAFLD) gepragt. Im Laufe der
Zeit wurde klar, dass es sich bei den Nicht-alkoholischen Fettlebererkrankungen um ein
ganzes Spektrum von Erkrankungen handelt, angefangen mit der gutartigsten Form
darunter, der Steatosis hepatis, bei der es sich um eine einfache Akkumulation von Fett
innerhalb der Hepatozyten handelt. Wahrend die reine Steatosis hepatis als eine relativ
benigne und stabile Kondition gilt, kann sich auf dem Boden dieser einfachen
Leberzellverfettung bei einem Teil der Betroffenen die kompliziertere Nicht-alkoholische
Steatohepatitis (NASH) mit zunehmender Schadigung der Hepatozyten, einer lobuldren
Inflammation und progredienter Fibrosierung des Lebergewebes entwickeln (George et
Farrell 2005). Im weiteren Verlauf der Erkrankung kann diese in einen kompletten
fibrotischen Umbau des Leberparenchyms im Sinne einer Leberzirrhose miinden und somit
als Ursache fir einen Teil der vormals als kryptogene Zirrhose bezeichneten
Krankheitsverlaufe verantwortlich gemacht werden kann (Caldwell et al. 1999). Als
Endstadium der Erkrankung kann es wie bei Leberzirrhosen anderer Atiologie zum
Hepatozelluldren Karzinom (HCC) kommen (Bugianesi et al. 2002). Bei der Suche nach den
auslésenden Faktoren im Laufe der letzten gut 30 Jahre fiel schnell die hohe Koinzidenz der
Nicht-alkoholischen Fettlebererkrankungen mit dem Metabolischen Syndrom auf, sodass
diese primdre hepatische Steatose wegen ihren Hauptrisikofaktoren Adipositas,
Hypertriglyceriddmie, Insulin-Resistenz und Diabetes Mellitus Typ 2 heute auch als die
hepatische Manifestation des Metabolischen Syndroms gilt (Marchesini et al. 2003).
Wahrend im Laufe der Zeit eine groBe Anzahl moglicher pathogenetischer Faktoren
untersucht wurde, konnten die genauen Mechanismen jedoch, die fiir die Progression von
der benignen Steatose zur Inflammation, Fibrose und gar Zirrhose verantwortlich gemacht

werden kodnnen, bis zum heutigen Zeitpunkt nicht ganzlich identifiziert werden, sodass es bis
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dato auch an einem definitiven medikamentds-therapeutischen Angriffspunkt zur
Behandlung der Fettlebererkrankung und ihrer Komplikationen fehlt. Da es im Rahmen des
Metabolischen Syndroms einerseits zu einer Aktivierung des sympathischen Nervensystems
kommt (Lambert et al. 2010), und andererseits in Voruntersuchungen gezeigt werden
konnte, dass an der hepatischen Fibrose-Entstehung sympathische Neurotransmitter
beteiligt sind (Oben et al. 2004), sollte in der vorliegenden Studie der Einfluss des
sympathischen Nervensystems auf die Nicht-alkoholische Steatohepatitis (NASH) anhand

eines rein diatetischen Mausmodells untersucht werden.
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2. Hintergrund

2.1 Pathogenetische Faktoren der Nicht-alkoholischen Fettlebererkrankungen

Bei der Entstehung der NAFLD geht man nach heutigem Kenntnisstand von einem
multifaktoriell bedingten Prozess aus, bei dem sowohl umweltbezogene Ursachen wie
verminderte koérperliche Aktivitit und Ubererndhrung, mit deren Folgeerscheinungen
Adipositas und Metabolisches Syndrom, als auch genetische Faktoren eine Rolle spielen. So
wurden im Laufe der letzten Jahrzehnte eine Vielzahl von Auslésemechanismen identifiziert,
bei deren aufeinander folgender bzw. nebeneinander bestehender Anwesenheit es erst zur
Leberverfettung im Sinne einer Steatosis hepatis kommt, die die Leber fiir weitere Schaden
anfillig macht. Diese Uberladung der Hepatozyten mit Lipiden kann bei Auftreten weiterer
schadigender Einfllsse zur Entziindungsreaktion im Lebergewebe fiihren, mit zunehmender
Leberzellschdadigung und Fibrosierung, wobei man dann von einer nicht-alkoholischen
Steatohepatitis bzw. NASH sprechen kann. Im angloamerikanischen Sprachraum wurde
hierfir das Modell der ,,two hits” geschaffen (Day et al 1998), wobei der ,first hit“ — also der
erste Schadigungs-Mechanismus — in der Entstehung der Steatose besteht, auf deren Boden
sich bei Eintreten eines ,second hit” sich die aggressivere NASH mit der potentiellen
Progression bis hin zur kompletten Leberzirrhose und ihren Komplikationen entwickeln kann.
Da es jedoch zunehmend klar wird, dass es wohl nicht den einen Faktor gibt, der fir den
Eintritt in die aggressivere Verlaufsform verantwortlich gemacht werden kann, sondern dass
wohl viele verschiedene Mechanismen daran beteiligt sind, geht man heute eher von dem
Modell der ,multiple parallel hits” aus (Tilg et al 2010). Im Folgenden soll nun zuerst
erlautert werden, welche Mechanismen bei der Pathogenese der Leberzellverfettung, dem
Hfirst hit” beteiligt sind, und anschlieRend werden die potentiellen ,,second hits“ behandelt,
wobei zunachst verschiedene allgemeine Pathomechanismen vorgestellt werden. Im
nachsten Abschnitt werden dann schlielich verschiedene aktuelle Erkenntnisse
beschrieben, inwiefern das sympathische Nervensystem diese Faktoren beeinflussen und so
moglicherweise einerseits an der Krankheitsentstehung beteiligt sein oder andererseits

modulierend auf den Krankheitsverlauf einwirken kann.
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2.1.1 First hit: Steatosis hepatis

Die Einlagerung von Fetten in den Hepatozyten beruht im Wesentlichen auf funf
verschiedenen Mechanismen, wobei diese dazu fiihren, dass die Netto-Aufnahme bzw.
Produktion von Lipiden in den Hepatozyten deren Abbau bzw. Abtransport Ubersteigt: (1)
einem gesteigerten Lipid-Angebot durch vermehrte Aufnahme mit der Nahrung; (2) einer
verstarkten Freisetzung aus viszeralem und subcutanem Fettgewebe durch Lipolyse im
Rahmen der peripheren Insulinresistenz; (3) einer gesteigerten intrahepatischen de novo
Lipogenese; (4) einer gestorten intrahepatischen Oxidation und (5) einem gestérten Export

von Lipiden aus der Leber mittels VLDL's.

2.1.1.1 Ernahrungsbedingte Faktoren

Ein gesteigertes Angebot an Fetten im portalen Blutstrom kann durch eine erhdhte
Aufnahme von Lipiden mit der Nahrung verursacht sein. Der Anteil von aus der Nahrung
stammenden Triglyceriden am Pool der in der Leber bei der Nicht-alkoholischen
Fettlebererkrankung gespeicherten Lipide belduft sich auf ca. 15 % (Donelly et al. 2005). So
haben Studien am Menschen (Westerbacka et al. 2005, Cortez-Pinto et al. 2006) und
Tierexperimente (Ahmed et al. 2009, Matsuzawa et al. 2007, Omagari et al. 2008) gezeigt,
dass sich unter einer fett-reichen Ernahrung eine Fettleber entwickeln kann, wobei an der
Pathogenese der NASH v. a. gesattigte Fettsauren beteiligt zu sein scheinen. Eine
Untersuchung am Menschen ergab, dass der Anteil an geséattigten Fetten an der Nahrung
von Ubergewichtigen NASH-Patienten hoher ist als bei Probanden mit vergleichbarem Alter
und BMI; aulRerdem konnten bei den NASH-Patienten erhéhte postprandiale Triglycerid-
Werte festgestellt werden (Musso et al. 2003). Aber nicht nur ein hoher Fettanteil an der
Nahrung, sondern auch eine UbermafRige Zufuhr an Kohlenhydraten fiihrt zu einer
Leberverfettung, indem Glucose in den Hepatozyten die de novo Lipogenese stimuliert.
Abgesehen davon, dass mit der Nahrung aufgenommene Fette unmittelbar von den
Hepatozyten aufgenommen werden kénnen, fihrt eine sehr Fett- und auch Kohlenhydrat-
reiche Erndhrung zur Entstehung von Adipositas und in deren Folge zur Insulinresistenz,
unter deren Einfluss eine gesteigerte Lipolyse im Fettgewebe mit nachfolgendem Angebot

an zirkulierenden freien Fettsduren stattfindet (Byrne et al. 2009).
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2.1.1.2 Insulinresistenz: gesteigerte Lipolyse im Fettgewebe

Der weitaus groRte Anteil an hepatozytaren Lipidspeichern im Rahmen der Fettleber stammt
mit einem Prozentsatz von ca. 60 % aus von dem Fettgewebe freigesetzten Fettsauren, die
im Rahmen einer gesteigerten Lipolyse anfallen (Donelly et al. 2005). Diese Tatsache deutet
darauf hin, dass der primare Ausgangspunkt fiir die Leberzellverfettung im Fettgewebe zu
suchen ist. Der pathogenetische Ansatzpunkt liegt hierbei in der hohen Koinzidenz der
Fettlebererkrankungen mit dem Metabolischen Syndrom und v.a. dessen Komponente
Insulinresistenz. Der Leberfettanteil ist signifikant erhdht bei Patienten mit Metabolischem
Syndrom (Kotronen et al. 2007); auRerdem korreliert das AusmaR der Insulinresistenz mit
dem Schweregrad der Steatose (Angelico et al. 2005). Insulin hat allgemein einen anabolen
Effekt, d. h. Insulin sorgt fiir eine Speicherung von , liberschiissigen” Energiedquivalenten. So
steigert Insulin die Aufnahme von Glucose in Fettzellen und Muskelzellen durch Aktivierung
der Translokation des Glucose-Transporters GLUT-4 in die Zellmembran und férdert deren
Abbau zu Pyruvat im Rahmen der Glycolyse, das in den Citrat-Zyklus eingeschleust wird,
sodass Acetyl-CoA entsteht. Das entstandene Acetyl-CoA dient dann als Substrat flr die
Bildung von Fettsduren, die in den Adipozyten mit Glycerinresten verestert werden und
schlieBlich als Triglyceride im Fettgewebe gespeichert werden kénnen (Qureshi et al. 2007).
Neben dieser Steuerung des Aufbaus von Trigylceriden hemmt Insulin auRerdem die Lipolyse
im Fettgewebe, indem Insulin die Aktivitat der Hormon-sensitiven Lipase (HSL) und damit die
Hydrolyse von Triglyceride in Fettsduren und Glycerin hemmt. Daneben steigert Insulin
postprandial die Aufnahme von Fettsduren in die Adipozyten durch eine Aktivierung der
Lipoprotein-Lipase (LPL), die die in Chylomikronen und VLDL's gespeicherten Triglyceride
hydrolysiert und somit deren Aufnahme und Speicherung im Fettgewebe fordert (Yu et al
2005). Im Rahmen einer bestehenden Insulinresistenz jedoch, wenn also das durchaus
vorhandene bzw. sogar gesteigerte Insulin seinen Effekt nicht mehr ausiiben kann, verliert
Insulin seinen anabolen Effekt, und katabole, lipolytische Hormone wie die Katecholamine
Noradrenalin und Adrenalin aber auch Natriuretische Peptide (Langin 2006) (iberwiegen.
Fettzellen sind mit PBi- und B,-Rezeptoren ausgestatten, bei deren Stimulation durch
Katecholamine es zu einer Aktivierung der Adenylatzyklase und einem Anstieg der
intrazellularen cAMP-Konzentration kommt. Das entstandene cAMP aktiviert die
Proteinkinase A, die die Hormon-sensitive Lipase phosphoryliert und somit aktiviert (Langin

2006), was als Netto-Effekt zu einer verstarkten Lipolyse und damit Freisetzung von freien
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Fettsduren fihrt. Von pathogenetischer Bedeutung ist hierbei vor allem viszerales Fett.
Studien, die den Zusammenhang der Kérper-Fett-Verteilung mit hepatischer Fetteinlagerung
untersuchten, konnten einen starken unabhangigen Zusammenhang zwischen der Menge an
viszeralem Fett und einfacher hepatischer Steatose (Park et al. 2008) aber auch NASH (van
der Porten et al. 2008) zeigen. In vitro Untersuchungen zum Einfluss von katecholaminergen
lipolytischen Substanzen ergaben einen 2-fach erhohten Anstieg der Glycerol-Produktion
durch viszerale Adipozyten bei Stimulation zur Lipolyse bei Patienten mit hepatischer
Fetteinlagerung; in dieser Patientengruppe konnte durch Noradrenalin-Stimulation eine 2-
fach erhohte Freisetzung von freien Fettsdauren aus viszeralen Adipozyten erzielt werden. Im
Gegensatz dazu konnte in subcutanen Adipozyten kein Zusammenhang zwischen dem
Leberfett-Gehalt und der Glycerol-Produktion und Freisetzung von freien Fettsduren
festgestellt werden (Thorne et al. 2010). Abgesehen von dieser fehlenden Hemmung der HSL
durch Insulin im Rahmen der Insulinresistenz fehlt in gleichem Male die Aktivierung der LPL,
sodass die Uberschissigen Plasma-Lipide nicht vom Fettgewebe aufgenommen werden und
in der Folge in Nicht-Fettgewebe akkumulieren, d. h. vor allem im Muskelgewebe und in der
Leber, wo sie zur Einlagerung von Trigyceriden in die Hepatozyten und letzten Endes zur
Steatose fiihren. In den Muskelzellen verstdarken die aufgenommenen Fettsauren die
Entstehung einer Insulinresistenz, die wiederum die Ansprechbarkeit des Fettgewebes auf

Insulin weiter vermindern kann, sodass ein circulus vitiosus entsteht (Yu et al. 2005)

2.1.1.3 Gesteigerte de novo Lipogenese

Ein weiterer wichtiger Faktor in der Pathogenese der Steatose ist die hepatische Neubildung
von Fettsduren, also die de novo Lipogenese (DNL). Wahrend unter normalen Bedingungen,
also bei gesunden Personen, der Anteil an in der Leber neu gebildeten Triglyceriden an den
durch VLDL’s aus der Leber exportierten Triglyceriden bei ca. 5 % liegt, weisen Patienten mit
einer Fettleber einen Anteil von ca. 15 % auf (Diraison et al. 2003). Donnelly et al. fanden in
ihren Untersuchungen sogar einen Anteil von ca. 23 % an aus der hepatischen Triglycerid-
Neubildung stammenden VLDL-Triglyceriden bei Fettleberpatienten heraus; auch deren
hepatozelluldr gespeicherte Triglyceride stammten zu etwa einem Viertel (26 %) aus direkt
vor Ort, also in der Leber neu aufgebauten Fettsduren (Donnelly et al. 2005). Gesunde
Personen konnen postprandial ihre DNL steigern, wodurch bei ihnen der Anteil an DNL-
Triglyceriden an der VLDL-Triglyceriden nach Nahrungsaufnahme von 5 % auf ca. 23 %

gesteigert werden kann (Timlin et al. 2005). Bei Patienten mit einer Fettleber jedoch ist die
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DNL-Rate konstant erhoht, d. h. auch im nlichternen Zustand, und kann nach
Nahrungsaufnahme nicht mehr wesentlich gesteigert werden (Donnelly et al. 2005). Eine
zentrale Rolle dabei spielen die Transkriptionsfaktoren Sterol responsive binding protein-1c
(SREBP-1c), Carbohydrate response binding protein (ChREBP) und der Peroxisome
proliferators activated receptor gamma (PPARy) (Cheung et al 2008).

2.1.1.4 Gestorte intrahepatische Lipid-Oxidation

Als weiterer Faktor der Steatose-Entstehung wird eine gestorte Lipid-Oxidation, d. h. ein
nicht adaquater Abbau von Fettsduren und Triglyceriden gehandelt (Larter et al. 2010,
Cheung et al. 2008, Kallwitz et al. 2008). Die Oxidation von Fettsdauren erfolgt in drei
Zellkompartimenten: die B-Oxidation lauft in den Mitochondrien und Peroxisomen ab,
wahrend die CYP4A-vermittelte w-Oxidation in Mikrosomen des Endoplasmatischen
Retikulums lokalisiert ist (Reddy et al. 2001). Es scheint hierbei v.a. ein intaktes und
effektives peroxisomales Oxidationssystem nétig zu sein, um toxische Substanzen aus dem
Lipidabbau abzufangen und der hepatischen Fetteinlagerung entgegenwirken zu kénnen
(Cheung et al. 2008). Bei Mausen flihren Defekte in den Schlisselenzymen fiir die
peroxisomale B-Oxidation zu hochgradiger mikrovesikularen Steatose und Steatohepatitis

mit erhdhten Serumwerten von very long-chain Fettsauren (Fan et al. 1998).

Dem Transkriptionsfaktor PPARa kommt dabei wohl eine Schlisselrolle zu: PPARa fungiert
als ein Lipid-Sensor in der Leber, erkennt einen Anstrom von Fettsdauren und kann darauf
reagieren (Reddy et al. 2006), indem er die Transkription vieler Gene, die flir Enzyme aller
drei Oxidationswege kodieren, reguliert (Kallwitz et al. 2008). So fiihrt ein Verlust des
PPARa-Gens bei Mausen zur Fettlebererkrankung bei Futterung einer Hoch-Fett-Diat (Lee et
al. 1995). AuRerdem vermindert die Verabreichung eines hochpotenten PPARa-Agonisten
die hepatischen Steatose bei Mausen unter Fltterungen einer Methionin und Cholin
defizienten Didt (Nagasawa et al. 2006). Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass unter
Zustanden eines erhéhten Zustroms freier Fettsauren zur Leber eine Aktivierung von PPARa
der Einlagerung von Lipiden in die Leberzellen durch eine Steigerung des

Fettsaurenkatabolismus entgegenwirkt.

2.1.1.5 Gestorter Lipid-Export
VLDL (very low density lipoproteins) gehoren zur Gruppe der Lipoproteine. Sie bilden

Aggregate und besitzen neben Lipiden, die ihren hydrophoben Kern bilden, spezifische
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Proteine mit hydrophilen und hydrophoben Domanen, die als Apolipoproteine bezeichnet
werden. Die hydrophoben Lipide kénnen so im hydrophilen Milieu des Blutes transportiert
werden. VLDL werden in der Leber gebildet, sie enthalten neben einem Cholesterinanteil
von ca. 20 % vor allem Triglyceride. Ihr zugehoériges Apolipoprotein ist ApoB-100. Nachdem
die VLDL in den Hepatozyten mit Triglyceriden beladen worden sind, werden diese Komplexe
in die Blutzirkulation abgegeben, wo sie ApoC-Il aufnehmen, das an den Endothelzellen der
Kapillaren die Hydrolyse der enthaltenen Triglyceride durch die Lipoproteinlipase vermittelt.
Auf diese Weise werden VLDL Uber IDL (intermediate density lipoproteins) in LDL (low
density lipoproteins) abgebaut. Die Aufgabe der VLDL ist somit die Verteilung der in der
Leber aufgenommenen Lipide an die peripheren Gewerbe (Rassow et al. 2006). Damit liegt
nahe, dass ein gestorter Lipid-Export durch VLDL an der Entwicklung der
Fettlebererkrankung beteiligt sein kann (Larter et al. 2010). So ist die relative Syntheserate
von ApoB-100, dem Geschwindigkeit-bestimmenden Schritt an der VLDL-Synthese, bei
adipésen NASH-Patienten im Vergleich zu einer schlanken Kontrollgruppe ohne NASH
vermindert (Charlton et al. 2002). Auch in einem polygenetischen Mausmodell der NASH
konnte eine verminderte VLDL-Synthese mit der hepatozytaren Fettakkumulation in
Verbindung gebracht werden. Eine gentechnisch induzierte Uberexpression von MTP
(microsomal transfer protein), dem Schliisselenzym fiir die Beladung von ApoB mit Lipiden,
resultierte in einer erhdhten VLDL-Produktion und konnte die Steatose und Insulinresistenz
verbessern (Shido et al. 2010). Diese Ergebnisse konnten durch verschiedene Mausmodelle
der NASH durch Zellkultur nachvollzogen werden, wobei hier die hepatozytare
Fettanreicherung mit einer verminderten Expression von ApoB und MTP verbunden war,

was schlieBlich zu einem gestoérten Lipid-Export durch VLDL fiihrt (Henkel et al. 2012).
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2.1.2 Second hit: Inflammation und Steatohepatitis

Aus Querschnittsstudien und Studien ber den natiirlichen Verlauf der Fettlebererkrankung
kann abgeleitet werden, dass nur ein Teil der Patienten den Weg von der einfachen Steatose
zu der aggressiveren Verlaufsform mit Inflammation, der Steatohepatitis, mit nachfolgender
Aktivierung einer Fibrose und letztlich Zirrhose sowie moglicherweise Hepatozelluldres
Karzinom einschlagt (Day 2006). Ein besseres Verstandnis der Mechanismen, die zu dieser
Progression flihren, ist n6tig, zum einen um die Patienten herausfiltern zu kénnen, die ein
erhohtes Risiko fir die Entwicklung eines aggressiveren Krankheitsverlauf haben, und
andererseits um diesen Patienten bessere Therapien anbieten zu kdnnen. Im Folgenden
werden mogliche ,second hits“ vorgestellt, die auf dem Boden einer Steatose, dem , first

hit“, eine hepatische Entziindungsreaktion auslésen bzw. verstarken kénnen.

2.1.2.1 TNFa und andere Zytokine
TNFa

Von all den Zytokinen, die mit der Entstehung der NASH in Verbindung gebracht wurden und
werden, hat TNFa die groRte Aufmerksamkeit erlangt. TNFa gehort zur TNF(Tumor Necrosis
Factor)-Superfamilie. Dies ist eine Gruppe von ca. 20 verschiedenen Proteinen, deren
Signaltransduktion tber die TNF-Rezeptoren Typ 1 und 2 ablauft, wodurch schlieRlich u. a.
der nukledre Transkriptionsfaktor NFkB aktiviert wird (Rassow et al. 2006), der auch durch
andere Mechanismen wie reaktive Sauerstoffspezies (ROS) aktiviert werden und so eine
Entziindungsreaktion auslosen kann (Lalor et al. 2007). TNFa reguliert das Uberleben bzw.
die Apoptose von Zellen und die Immunantwort und ist ein Mediator von
Entziindungsreaktionen, indem er Immunzellen aktiviert und sie zum Entziindungsherd

rekrutiert (Rassow et al. 2006).

Erhohte Serumwerte von TNFa konnten sowohl bei der alkoholischen (ASH), als auch der
nicht-alkoholischen Steatohepatitis (NASH) festgestellt werden (Lalor et al. 2007). Bei der
NASH sind erhohte mRNA-Werte von TNFa in der Leber, wie auch im weilRen Fettgewebe
messbar. Die Expression war zudem bei Patienten mit NASH signifikant héher als bei denen
mit einer einfachen Steatose ohne Inflammation (Crespo et al. 2001). Dabei scheint in der
Leber eine gesteigerte TNFa-Sekretion vor allem von Kupffer-Zellen und infiltrierenden
Monozyten und Makrophagen auszugehen (Diehl et al. 2005, Tilg et al. 2000). Auch die

Werte fir den l6slichen TNFa-Rezeptor sind bei der Steatohepatitis erhéht (Abiru et al.
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2006) und zirkulierende Monozyten von Patienten mit NASH zeigen nach Stimulation
erhohte TNFa-Sekretion im Vergleich zu gesunden Kontrollen (Poniachik et al. 2006). Die
pathogenetische Rolle von TNFa wird durch Beobachtungen unterstrichen, dass TNF-
Rezeptor-Knockout-Mause, also Tiere, die durch gentechnische Manipulation keinen
Rezeptor fiir TNFa exprimieren, bei Fiitterung einer Methionin-Cholin-defizienten Diat eine
abgeschwachte Entwicklung einer hepatischen Steatose sowie Fibrosierungsreaktion
gegeniber ihren Wildtyp-Kontrollen zeigen, die den Rezeptor exprimieren (Tomita et al.
2006). Neben einer Erniedrigung der hepatischen Expression von TNFa war aullerdem die
Anzahl der aktivierten hepatischen Kupffer-Zellen erniedrigt, was einen Hinweis darauf gibt,
dass diese sowohl TNFa sekretieren als auch sich gegenseitig durch TNFa autokrin bzw.
parakrin stimulieren konnen. SchlieRlich konnte bei den Rezeptor-negativen Tieren eine
abgeschwachte Aktivierung hepatischer Sternzellen beobachtet werden, die die hepatische
Fibrose vermitteln, indem sie einen Myofibroblasten- und somit Bindegewebszell-dhnlichen
Phdanotyp einnehmen und so den Aufbau interzelluldrer Matrix und die Fibrosierung
regulieren (Lalor 2007). Analog resultiert eine Anti-TNFa-Behandlung mittels Pentoxifyllin in
einer signifikanten Abschwachung der Leberschadigung bei Steatohepatitis (Koppe et al.

2004, Satapathy et al. 2004, Adams et al. 2004).

Adipozyten, besonders im viszeralen Fettgewebe, haben die Fahigkeit, grofle Mengen an
TNFa auszuschitten. Dies stellt eine direkte Verbindung her zwischen chronischer
Inflammation, wie es bei der NASH der Fall ist, und Adipositas, wie weiter oben erwdhnt
zusammen mit der Insulinresistenz ein wichtiger pathogenetischer Faktor der NASH (Tilg et
al. 2000). Patienten zeigten nach einer Gewichtsabnahme eine verminderte Expression von
TNFa, wobei sowohl TNFa, als auch sein I6slicher Rezeptor positiv mit dem Body-Mass-Index
korrelieren. Auch resultierte im Mausmodell das Fehlen bzw. die Neutralisation von TNFa in
einer verminderten Insulinresistenz. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Adipositas,
Insulinresistenz und NASH inflammatorische Zustande darstellen mit TNFa als gemeinsame
Verbindung (Tilg et al. 2010). TNFa induziert in der Leber die Expression von IL-6, ein
weiteres Zytokin, das einerseits eine Insulinresistenz verstarken kann und andererseits
Inflammationsprozesse fordert. Auch IL-6 ist bei der NASH erhoht (Lalor et al. 2007).
Desweiteren stimuliert TNFa in Endothelzellen die Ausbildung spezifischer

Adhéasionsmolekiile zur Einwanderung von Lymphozyten, sodass eine erhdhte lokale TNFa-
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Konzentration zu einem Entziindungszellinfiltrat fihrt und so maRgeblich am Fortschreiten

hin zur Steatohepatitis beteiligt ist (Fox-Robichaud et al. 2000).

Die Synthese von Zytokinen wie TNFa wund IL-6, der zwei Prototypen der
proinflammatorischen Zytokine, ist eines der friihesten Ereignisse im Rahmen vieler Arten
des Leberschadens, da diese die Produktion anderer Zytokine triggern und zusammen mit
diesen Entziindungszellen anlocken und in der Leber einen Heilungsprozess anstoRen, der in
der Leber als Fibrosierung ablduft. Als Antwort auf die Inflammation werden Hepatische
Sternzellen stimuliert, extrazellulare Matrix aufzubauen (Tilg 2010). TNFa kann lber den
TNF-Rezeptoren Typ 1 an Hepatische Sternzellen binden, so deren Proliferation stimulieren

und dadurch eine Fibrosierungsreaktion auslésen (Tarrats et al. 2012).

Adiponectin

Als weiter wichtiger Faktor fir die Entwicklung der NASH wird eine gestorte Balance
zwischen TNFa und Adiponectin angenommen (Hui et al. 2004). Adiponectin ist ein. 28 kDa
grofles Protein, das groRtenteils im Fettgewebe synthetisiert wird und erstmals 1995
beschrieben wurde (Scherer et al. 1995). Die Wirkung von Adiponectin wird durch zwei
Rezeptoren vermittelt, AdipoR2 und AdipoR1, die neben der Skelettmuskulatur auch in der
Leber auf Hepatozyten exprimiert werden (Marra et al. 2011). Arita et al. konnten als erstes
anhand verschiedener Patientengruppen zeigen, dass die Serum-Werte von Adiponectin bei
Adipositas und Insulinresistenz niedriger sind als beim Gesunden (Arita et al. 1999). Diese
Entdeckung schien anfangs sehr paradox, da die Serum-Werte der anderen bis dahin
bekannten Adipozytokine, allen voran Leptin, in Zusammenhang mit Adipositas erhoht
waren und in einer positiven Korrelation mit dem BMI standen, wohingegen Adiponectin
negativ mit diesem korreliert ist. In gleicher Weise flihrte eine Gewichtsabnahme im
Rahmen einer klinischen Studie zu steigenden zirkulierenden Adiponectin-Werten (Hotta et
al. 2000). Adiponectin wirkt anti-inflammatorisch und kann als eine Art Gegenspieler des
oben beschriebenen TNFa angesehen werden. TNFa unterdriickt die Transkription von
Adiponectin in Adipozyten, was die verminderte Expression im Fettgewebe bei Adipositas
erklaren kann. Andererseits vermag auch Adiponectin den pro-inflammatorischen TNFa
negativ zu regulieren: Adiponectin-Knockout-Mause zeigten hohe Werte von TNFa-mRNA im
Fettgewebe, die jedoch nach Substitution von Adiponectin auf normale Werte zuriick fielen

(Maeda et al. 2002). Neben TNFa nimmt Adiponectin auch auf andere
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Entziindungsmediatoren Einfluss. So kann es die anti-inflammatorisch wirkenden IL-10 und
Interleukin-1-Rezeptor Antagonisten induzieren und pro-inflammatorische Faktoren wie IL-6

und NFkB supprimieren (Tilg 2010).

Die Verminderung der anti-inflammatorischen Komponente durch einen relativen
Adiponectin-Mangel scheint auch bei der NASH eine Rolle zu spielen. In einer klinischen
Studie von Kaser et al. war die Adiponectin- und AdipoR2-mRNA-Expression in Leberbiopsien
von Patienten mit NASH gegenliber Patienten mit einfacher Steatose signifikant reduziert.
Bei den NASH-Patienten war die AdipoR2-mRNA-Expression invers mit den Transaminasen
und dem Fibrosegrad korreliert (Kaser et al. 2005). In einer anderen Studie konnte gezeigt
werden, dass die Plasma-Werte von Adiponectin bei NASH-Patienten erniedrigt waren, und
zwar unabhangig von der Anwesenheit einer Adipositas (Gastaldelli et al. 2010). Adiponectin
kann dariiber hinaus im Tierexperiment die Fettleber glinstig beeinflussen, und zwar sowohl
die alkoholische, als auch die nicht-alkoholische Form: die Verabreichung von Adiponectin an
Mause mit alkoholischer Fettlebererkrankung milderte die Hepatomegalie und die Steatose
und konnte vor allem auch die hepatische Inflammation und die erhéhten Transaminasen,
sowie die hepatische TNFa-Expression und dessen Plasmakonzentration abschwachen.
Ebenso konnte Adiponectin im NASH-Tiermodell bei ob/ob-Mausen die Hepatomegalie,
Steatose und Transaminasen verbessern (Xu et al 2003). Aus diesen Ergebnissen kann man
folgern, dass Adiponectin nicht nur auf Erkrankungen einen Einfluss hat, die mit Adipositas
und Insulinresistenz einhergehen, wie der NASH, sondern auch auf die alkoholische
Fettleber, einer Erkrankung, bei der die hepatische Fettinfiltration zwar offensichtlich ist,
eine Insulinresistenz aber kein typisches Merkmal ist. Unter einer Hoch-Fett und Cholesterol-
reichen Diat, unter der Ratten eine hepatische Inflammation und Fibrose entwickelten, war
die Expression von AdipoR2 in der Leber vermindert (Matsunami et al. 2010) und die
Flitterung von Hoch-Fett-Diat resultierte bei Adiponectin-Knockout-Mausen in einer
starkeren perizelluldren Fibrose als bei Wildtyp-Mausen (Asano et al. 2009). AuRerdem
exazerbiert eine Adiponectin-Defizienz eine durch Carbontetrachlorid (CCl4) induzierte
Fibrose bei Mausen. In vitro unterdriickt Adiponectin die Proliferation Hepatischer
Sternzellen und vermindert die Genexpression von TGF-B1, einem der wichtigsten pro-
fibrogenen Zytokinen im Rahmen der Leberschadens durch Viren, NASH und Alkohol
(Kamada et al. 2003). Somit gibt es zahlreiche Studien, die auf eine anti-inflammatorische

und anti-fiborogene Wirkung von Adiponection auf den Verlauf entzindlicher
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Lebererkrankungen einschlieBlich der NASH hinweisen. Ist die Balance zu pro-
inflammatorischen Faktoren wie TNFa gestort, kann dies ein moglicher Mechanismus dafir
sein, dass die nicht-alkoholische Fettlebererkrankung eine kompliziertere Verlaufsform mit

Inflammation und Fibrose einnimmt.

2.1.2.2 Oxidativer Stress

Neben einem gestorten, pro-inflammatorischen Zytokinprofil geht man davon aus, dass auch
vermehrter oxidativer Stress wesentlich an der Progression der NASH beteiligt ist
(McCullough 2006). Dieser oxidative Stress entsteht durch eine Dysbalance zwischen Pro-
Oxidanzien, wobei es sich hier v. a. um reaktive Sauerstoff- (ROS) und Stickstoffspezies (RNS)
handelt, und Anti-Oxidanzien in der Zelle (Rolo et al. 2012). Sowohl in Tierversuchen, als
auch beim Menschen konnte im Rahmen der Fettlebererkrankung ein vermehrter oxidativer
Stress nachgewiesen werden, der zusatzlich verstarkt ist bei Patienten mit NASH im
Vergleich zu Patienten mit einfacher Steatose (McCullough 2006). Die Quelle dieses
oxidativen Stresses sind wohl freie Fettsduren (ffA), die die Leber im Rahmen der
Insulinresistenz und einer damit einhergehenden gesteigerten Lipolyse und De-novo-
Lipogenese, sowie durch eine vermehrte Aufnahme durch die Nahrung iberschwemmen.
Diese freien Fettsdauren konnen in der Leber in Triglyceride eingebaut werden. Hierbei geht
man mittlerweile von einem eher protektiven Vorgang aus, da die reaktiven freien
Fettsauren durch eben diesen Einbau in Triglyceride neutralisiert werden (Farrell et al. 2012).
Ist der Lipidspeicher jedoch Uberladen, fungieren die freien Fettsdauren als Liganden von
PPARa, sodass die Oxidation von Fettsduren in allen drei Kompartimenten, d. h. in den
Mitochondrien, Peroxisomen und Microsomen, hochreguliert wird, in denen dann als
Abbauprodukt vermehrt reaktive Sauerstoffspezies entstehen (McCullough 2006). Diese
wiederum sind in der Lage, andere Lipide anzugreifen. So entstehen Aldehyd-
Nebenprodukte, die sich durch eine verlangerte Halbwertszeit und eine bessere
Diffusionsfahigkeit in der Zelle auszeichnen im Gegensatz zu den einfacheren ROS wie
Wasserstoffperoxid und Superoxide. Auf diese Weise wird der oxidative Stress zusatzlich

verstarkt (Rolo et al. 2012).

Vor allem den Mitochondrien wird hierbei ein groBer Anteil an der NASH-Progression
zugeschrieben. Sowohl bei NASH-Patienten, als auch in NASH-Tiermodellen konnten

Veranderungen der mitochondrialen Morphologie in Form von Megamitochondrien und
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anderen Auffalligkeiten (McCullough 2006), ein gestérter mitochondrialer Stoffwechsel mit
verminderter ATP-Produktion und eine gesteigertes Anfallen von Lipid-Peroxiden gezeigt

werden (Rolo et al. 2012).

Marker der Lipid-Peroxidation und des oxidativen DNA-Schadens wie der hepatische Gehalt
an Hydroxynonenal und 8-Hydroxydeoxyguanosin korrelieren mit dem Schweregrad der
Nekroinflammation und Fibrose bei NASH (Seki et al. 2002, Yesilova et al. 2005). Ebenso geht
eine Schwiachung der anti-oxidativen Systeme wie eine Verminderung der anti-oxidativen
Faktoren Coenzym-Q10, Cu-Zn-Superoxid-Dismutase, Glutathion sowie eine reduzierte
Catalase- und Glutathion-S-Transferase-Aktivitdit mit einer schwereren Auspragung der
Lebererkrankung einher (Rolo et al. 2012). Oxidativer Stress und ROS stimulieren Kupffer-
Zellen zur Expression pro-inflammatorischer Zytokine wie TNFa, TGF-B und IL-6, die durch
ihren chemotaktischen Effekt eine neutrophile Infiltration mit nachfolgender hepatischer
Inflammation und so den in der NASH ablaufenden Leberzellschaden triggern (Reddy et al.
2006, Rolo et al. 2012). AuRerdem konnte im Rahmen der NASH gezeigt werden, dass ROS
direkt Hepatische Sternzellen aktivieren kénnen (Guimaraes et al. 2006). So kénnen ROS die
Expression von a-SMA, Typ-I-Kollagen und MMP-2 durch Hepatische Sternzellen induzieren
(Bian et al. 2012). Andererseits wirkt auch TNFa schadigend auf die motochondriale

Atmungskette ein, sodass wiederum ein circulus vitiosus entsteht (McCulloug et al. 2006).

2.1.2.3 Weitere mogliche Mechanismen

Analog zu Tilg und Moschens Hypothese der ,multiple parallel hits“ Hypothese (Tilg et
Moschen 2010) sind noch weitere andere Mechanismen bekannt, die moglicherweise als
Ursachen von Inflammation und Leberzellschaden im Rahmen der NASH in Frage kommen.

Eine Auswahl aus diesen wird im Folgenden kurz zusammengefasst.

Lipotoxizitat

Wahrend die hepatozelluldre Speicherung von Lipiden in Form von Triglyceriden mittlerweile
als eher kompensatorischer bzw. protektiver Mechanismus angesehen wird, werden v. a.
Nicht-Triglycerid-Lipide wie freies Cholesterol und freie Fettsdauren mit der Lipotoxizidt in
Verbindung gebracht (Neuschwander-Tetri 2010). Freies Cholesterol akkumuliert im
Unterschied zu anderen Lipiden selektiv in NASH-Lebern, nicht aber in Fettlebern ohne

NASH, also ohne Inflammation und Fibrose. Von den freien Fettsduren gelten besonders
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langkettige gesattigte Fettsduren wie Stearinsdure (C18) und Palmitinsdure (C16) als
lipotoxisch im Vergleich zu einfach oder mehrfach ungesattigten Fettsdauren. Verantwortlich
fir die zytotoxischen Eigenschaften gilt das Potential dieser Molekiile, hepatozytare
Zelllinien zu toten, indem sie die Fahigkeit besitzen, direkt oder indirekt JNK zu aktivieren
und den mitochondrialen und lysosomalen Zelltod-Signalweg auszulésen. Aullerdem kdnnen

sie pro-inflammatorische Signalwege tGber NFkB und JNK stimulieren (Farrell et al. 2012).

Endotoxine

Als weiterer pathogenetischer Faktor werden Endotoxine, im speziellen Lipopolysaccharid
(LPS), gehandelt. LPS stammt aus den Zellwanden von gram-negativen Darmbakterien und
spielt eine Rolle in der Entstehung von Leber-Inflammation und —Fibrose. Die Exposition mit
LPS flhrt zu hepatischer Inflammation, Leberzellschaden und hepatischer Fibrose. Eine
gesteigerte Darm-Permeabilitdt fiir Endotoxine und Bakterienbestandteile sowie erhohte
LPS-Werte konnten sowohl bei Patienten mit alkoholischer, als auch mit nicht-alkoholischer
Steatohepatitis nachgewiesen werden (llan 2012). Die von den bakteriellen Endotoxinen
ausgeloste Inflammationsreaktion wird dabei Uber Toll-like-Rezeptoren vermittelt,
insbesondere TLR-4, wobei durch deren Aktivierung multiple intrazellulare Signalwege
stimuliert werden, die inflammatorische und fibrogene Signale in der Leber verstarken und
aufrechterhalten kénnen (Bian et al. 2012). TLR’s werden von Immunzellen, Kupffer-Zellen
und Hepatischen Sternzellen exprimiert (Ilan 2012). Dadurch wird nach Bindung von LPS eine
intrahepatische Entziindungsreaktion initiiert und Hepatische Sternzellen zur Proliferation
und Kollagen-Produktion stimuliert (Bian et al. 2012). Verstarkt wird dieser Mechanismus
durch die Tatsache, dass LPS und bakterielle Bestandteile Gber die Portalvene direkt aus dem
Darm in die Leber gelangen, sodass die Leber diesen schadlichen Verbindungen standig

exponiert ist (llan 2012).

Angeborene Immunitat

Die Leber stellt ein wichtiges Organ der angeborenen Immunabwehr mit einer groRen
Menge von Zellen des angeborenen Immunsystems dar. Von diesen wird eine besondere
Rolle den Kupffer-Zellen, Gewebsmakrophagen der Leber, den natural-killer(NK)-Zellen und
den natural-killer-T(NKT)-Zellen beigemessen (Zhan et An 2010). Es wird angenommen, dass
dabei eine Imbalance pro- und anti-inflammatorischer Zytokine mit einem Exzess pro-

inflammatorischer Th1-Zytokine wie TNFa, IL-6 und IL-12 gegenliber anti-inflammatorischen
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Th2-Zytokinen wie IL-4 und IL-10 als gemeinsamer zugrundeliegender pathogenetischer
Mechanismus von hepatischer Insulinresistenz und Progression der NASH wirkt (Li et Diehl
2003). Diese Zellen konnen sowohl durch Fettsduren aus der Nahrung und dem Fettgewebe
sowie intestinalen Bakterien durch deren Bindung an Toll-like-Rezeptoren aktiviert werden,
sowie durch aus dem Fettgewebe stammende Zytokine wie weiter oben bereits beschrieben.
Ebenso kdnnen sie ihre Aktivitat gegenseitig Uber eine lokale Zytokinproduktion regulieren

(Zhan et An 2010).

Den Kupffer-Zellen wird am ehesten eine pro-inflammatorische Funktion zugschrieben.
Diese halten sich in den Leber-Sinusoiden auf. Sie sind Quelle verschiedener Mediatoren wie
pro-inflammatorischer Zytokine und ROS, was die Kupffer-Zellen wiederum mit dem Faktor
,oxidativer Stress” verbindet, und erzeugen so sowohl eine lokale, als auch systemische
Immunantwort, die zu einem hepatozytaren Zellschaden fiihrt. Dass Kupffer-Zellen auch bei
der NASH eine wichtige Rolle zu spielen scheinen, konnte ein NASH-Tiermodell an Ratten mit
Hoch-Fett-Diat zeigen, bei dem eine hochgradige Rekrutierung und Aktivierung von Kupffer-
Zellen nachgewiesen werden konnte (Zhan et An 2010). Im NASH-Mausmodell unter MCD-
Diat resultierte eine Depletion der Kupffer-Zellen in einer Milderung des histologischen

Bilder der Steatohepatitis (Rivera et al. 2007).
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2.2 Die Rolle des Sympathischen Nervensystems (SNS)

2.2.1 Anatomie der autonomen Leberinnervation

Die Leber wird sowohl von sympathischen, als auch von parasympathischen Nerven
innerviert, wobei beide Teile des autonomen Nervensystems efferente und afferente Fasern
enthalten (Yi et al. 2010). So kann die Leber metabolische Informationen sammeln und Uber
afferente Fasern an das zentrale Nervensystem weitergeben. Dort werden die von der Leber
gesammelten Informationen im Hypothalamus integriert und der Hypothalamus kann Gber
efferente Fasern sowohl Gber den Sympathikus, als auch iber den Parasympathikus auf den
Metabolismus der Leber (Uyama et al. 2004) und hepatischen Blutfluss (Chida et al. 2006)

Einfluss nehmen.

Die postsynaptischen sympathischen Fasern fiir die Leberinnervation entspringen
hauptsachlich dem Ganglion coeliacum und teilweise dem Ganglion mesentericum superius.
Die Zellkorper der prasynaptischen Neurone sind dabei in der intermediolateralen Saule des
unteren Thorakalmarks (Th 7 — Th 12) lokalisiert (Yi et al. 2010). Das efferente sympathische
System besteht neben dieser direkten nervalen Achse zwischen Hypothalamus,
sympathischen Lebernerven und Norepinephrin (Synonym Noradrenalin) aus einer zweiten
Achse zwischen Hypothalamus, Nebennierenmark und Epinephrin (Synonym Adrenalin). Auf
dem zweiten Weg gelangt Adrenalin als sympathischer Neurotransmitter (iber den Blutweg
zur Leber und stellt somit eine indirekte humorale Verbindung zwischen Hypothalamus und
der Leber als sympathisches Erfolgsorgan (iber die Katecholamine dar (Chida et al. 2006).
Wegen Noradrenalin als Neurotramsitter der postsynaptischen sympathischen Nervenfasern

nennt man diese adrenerge bzw. aminerge Neurone.

Die parasympathischen Lebernerven gehen aus den praganglionaren Neuronen des dorsalen
motorischen Kern des Nervus vagus im dorsalen Hirnstamm hervor und verlaufen zusammen
mit dem N. vagus bis zum Zielorgan, wo sie auf das zweite Neuron umgeschaltet werden.
Anders als bei anderen viszeralen Organen konnten jedoch in der Leber bisher keine
parasympathischen Ganglien sicher identifiziert werden (Yi et al. 2010). Die
Ubertragersubstanz der postgingliondren parasympathsichen Neurone ist Acetylcholin,

deshalb spricht man von cholinergen Neuronen.
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Die autonomen Lebernerven treten am Leberhilus in das Organ ein und sind in ihrem Verlauf
mit den Asten von Portalvene, Leberarterie und Gallengang assoziiert. Analog machen sie
jede Aufteilung in die Unteraste dieser drei Strukturen mit bis auf das Niveau der kleinsten
Portalfelder (McCuskey 2004). Generell konnten bei den meisten untersuchten Spezies
sympathische und parasympathische Marker in den Asten der Leberarterien und in der
Umgebung von Portalvenen- und Gallengangasten nachgewiesen werden. Als Marker fir
sympathische Efferente Fasern konnen hierbei Tyrosinhydroxylase und Neuropeptid Y
verwendet werden (Yi et al. 2010). Wahrend sich die Innervationssituation in den
Portalfeldern zwischen den einzelnen Arten der Sdugetiere im GroRen und Ganzen stark
angleicht, ist die Verteilung autonomer Nervenfasern innerhalb des Leberlappchen und
somit die Innervation des Leberparenchyms sehr Spezies-abhangig. Obwohl die Dichte der
sympathischen Nervenfasern periportal am groBten ist, strahlen bei den meisten
Saugetierarten — einschlieRBlich dem Menschen — Nervenfasern in die Lappchen und dort in
den Dissé-Raum ein, wo sie sich in naher Beziehung zu Hepatischen Sternzellen,
Hepatozyten, Sinusendothelzellen und Kupffer-Zellen befinden (McCuskey 2004, Lin et al.
1995, Ding et al. 1991). Unter allen Sdugetieren wiederum hat der Mensch die dichteste
Auspragung intralobuldrer Nerven (Uyama et al. 2004). Mause und Ratten jedoch, die am
haufigsten fiir Tiermodelle verwendet werden, zeigen keine intralobuldre Innervation. Bei
diesen Arten sind die Fasern auf die Periportalfelder beschrankt (Akiyoshi et al. 1998, Fukuda
et al. 1996, Lin et al. 1995). Diese Tatsache kdnnte per se einen Grund eingeschrankter
Ubertragbarkeit von Ergebnissen aus Tierversuchen mit diesen Tierarten auf den Menschen
darstellen. Trotzdem konnte die Funktionalitat efferenter sympathischer Innervation von
Spezies mit parenchymaler Nervenfaserverteilung mit jener von Arten ohne intralobulare
sympathische Innervation korrespondieren, da Informationen aminerger und peptiderger
Nervenendigungen durch Zell-Zell-Kontakte wie gap-junctions auch elektrisch zwischen
individuellen Zellen fortgeleitet werden konnen (Yi et al. 2010). Unterstltzt wird diese
Hypothese durch die Entdeckung, dass offenbar eine inverse Relation zwischen dem
Vorhandensein intralobuldrer Nervenfasern und dem AusmaR der Ausprdgung von gap-
junctions besteht. AuBerdem konnte beobachtet werden, dass eine Inhibition von gap-
junctions zu einer signifikanten Reduktion des durch Nervenstimulation erzielten Glucose-

Outputs fihrte (McCuskey 2004). Ebenfalls vorstellbar ist, dass die metabolischen Effekte
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durch Diffusion ausgeschiitteter Neurotransmitter vermittelt werden oder indirekt durch

eine Veranderung des Blutflusses durch das Leberlappchen (McCuskey 2004).

Im Gegensatz zur aminergen scheint die cholinerge Innervation nicht derart Spezies-
abhédngig zu sein. Cholinerge Nervenfasern beschranken sich auf den portalen Raum und
angrenzende Hepatozyten, strahlen aber nicht in das intralobuldre Parenchym ein

(McCuskey 2004).

Neben den klassischen Neurotransmittern Noradrenalin und Acetylcholin enthalten
intrahepatische Nerven auch Neuropeptide wie Neuropeptid Y, Substanz P, CGRP, VIP u. a..
Es konnte gezeigt werden, dass einige neuropeptidergen Nerven mit adrenergen und
cholinergie Nerven co-lokalisiert sind. Doppelte immunhistochemische Farbung von
Neuropeptid Y (NPY) und Tyrosinhydroxylase (TH) ergab eine Uberlappung von NPY- und TH-
positiven Nervenfasern (Fehér et al. 1991). Systemische Verabreichung von 6-
Hydroxydopamin fiihrt zu einer offensichtlich kompletten Elimination sowohl TH- als auch
NPY-positiver immunoreaktiver Fasern. Deshalb gelten NPY-enthaltende Fasern als
Subpopulation sympathischer Nerven in der Leber (Uyama et al. 2004, Goehler et Sternini

1991).

2.2.2 Regulation des Energiemetabolismus durch das sympathische Nervensystem

Das autonome Nervensystem kann als zentraler Mediator den Metabolismus des
Organismus regulieren und physiologische Reaktionen auf interne und externe Stimuli
vermitteln. Sowohl funktionell, also auch wie oben beschrieben anatomisch ist es dabei in
seine zwei Komponenten unterteilt: das sympathische und das parasympathische
Nervensystem. Das parasympathische Nervensystem auf der einen Seite bewirkt anabole
Effekte, ist also eher fir die Speicherung von Energiedquivalenten verantwortlich. Dem
gegenlber steht das sympathische Nervensystem, das mit seinen Hormonen bzw.
Neurotransmittern Adrenalin und Noradrenalin fiir eine katabole Antwort sorgt und so
Energie flr Notfallsituationen bereitstellt. Es initilert also die sogenannte
evulotionstheoretisch hergeleitete ,fight-or-flight“-Reaktion (Teff 2007). Neben einer
zentralen Rolle des Sympathikus in der Regulation der Zirkulation hat er einen immensen
Stellenwert in der Steuerung des Metabolismus inne, indem er die Funktionen wichtiger
Stoffwechselorgane, allen voran der Leber, des Fettgewebes und des Pankreas beeinflusst.

AuBerdem ist das sympathische Nervensystem maligeblich beteiligt an der Regulation aller
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Mechanismen des taglichen Energiehaushaltes und steuert so den Grundumsatz in Ruhe,
sowie den Energieumsatz bei physischer Aktivitat und die Thermogenese (Lambert et al.

2010).

Mehr als jedes andere Organ ist die Leber an der Aufrechterhaltung eines metabolischen
Gleichgewichts im Organismus beteiligt. Eine zentrale Rolle hat die Leber v. a. in der
Regulation der Glucose-Homdostase. Je nach Versorgungszustand mit Nahstoffen kann die
Leber von Netto-Glucose-Aufnahme auf Netto-Glucose-Abgabe umschalten. Auflerdem hat
die Leber eine Schlisselrolle im Lipid-Metabolismus durch die Fahigkeit zur Synthese und
Degradation von Lipoproteinen, die Konvertierung von Fettsduren in Ketonkorper, die -
Oxidation und bei Nagern die Moglichkeit der Synthese von Fettsauren aus Kohlenhydraten.
Diese Stoffwechselwege stehen unter der Kontrolle von Stoffwechselmetaboliten,
zirkulierenden Hormonen, von denen die wichtigsten Insulin, Glucagon und die
Katecholamine Adrenalin aus dem Nebennierenmark und Noradrenalin darstellen, sowie
den hepatischen autonomen Nerven (Piuschel 2004). Das sympathische Nervensystem
steigert die hepatische Glucoseproduktion durch vermehrte Glycogenolyse im gesattigten
Zustand, wenn groRe Glycogen-Vorrate bestehen, und durch eine Aktivierung der
Gluconeogenese in Hunger-Zeiten, in denen die Glycogen-Vorrate in der Leber aufgebraucht
sind. Der hepatische Glucosemetabolismus steht unter direkter Kontrolle der autonomen
Leberinnervation (Nonogaki 2000) und wird vermittelt durch eine Stimulierung von a;- und
B,-Adrenorezeptoren in der Leber (Lambert et al. 2010). Die Tatsache jedoch, dass eine
Unterbrechung der Leberinnervation, sei es chirurgisch im Rahmen einer
Lebertransplantation oder pharmakologisch, zu keiner extremen Verdanderung des
metabolischen  Gleichgewichts flihrt, relativiert die Wichtigkeit der direkten
Leberinnervation. Gleichwohl die direkte nervale Kontrolle offensichtlich nur subtile
Verdanderungen im hepatischen Metabolismus bewirkt und somit eher fir das ,fine-tuning”
zustandig ist (PlUschel 2004), hat das sympathische Nervensystem wohl indirekt einen
starkeren Einfluss. Eine Aktivierung des sympathischen Nervensystems fihrt zur
Ausschittung von Adrenalin aus dem Nebennierenmark, das Uber den Blutweg zur Leber
gelangt und dort die Glucoseproduktion steigert. Auflerdem reguliert das autonome
Nervensystem durch direkte Innervation die Ausschittung der Pankreashormone (Nonogaki

2000).
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Das Pankreas wird durch beide Schenkel des autonomen Nervensystems innerviert. Es lassen
sich sympathische und parasympathische Nervenfasern in unmittelbarer Nachbarschaft zu
den verschiedenen Arten von Inselzellen nachweisen (Nonogaki 2000). Die verantwortlichen
Adrenozeptoren im Pankreas sind hierbei mit einem grofRen Stellenwert a,- und mit einem
geringeren Effekt B,-Rezeptoren (Lambert et al. 2010). Die Stimulation von a,-Rezeptoren
resultiert in einer gesteigerten Sekretion von Glucagon aus pankreatischen a-Zellen und
einer Suppression der Insulin-Sekretion durch B-Zellen. Die Aktivierung von B,-Rezeptoren
fihrt zu einer gesteigerten Ausschittung von sowohl Glucagon, als auch Insulin, die
Inhibition der Insulin-Sekretion durch a-Adrenozeptoren jedoch dominiert Ulber die
Stimulation durch B-Rezeptoren. Eine Aktivierung vagaler pankreatischer Nerven fiihrt zur
gesteigerten Insulin-Sekretion (Nonogaki 2000). So nimmt das sympathische Nervensystem
durch die Hormone des Pankreas indirekt auf den hepatischen Glucosemetabolismus
Einfluss, indem Insulin zu einer gesteigerten Aufnahme in die und Glucagon zur gesteigerten

Freisetzung von Glucose aus der Leber fiihrt.

Neben dem Metabolismus der Leber wird derjenige der Skelettmuskulatur durch direkte und
indirekt Effekte des autonomen Nervensystems reguliert. Unter den verschiedenen
Geweben gilt die Skelettmuskulatur als einer der Hauptverbraucher von Glucose. Dort wird
Glucose im Wesentlichen Insulin-vermittelt aufgenommen. Es gibt jedoch auch
Anhaltspunkte fir die Existenz eines nicht Insulin-abhangigen Mechanismus der Glucose-
Aufnahme, wobei dieser durch das sympathische Nervensystem in Form von Noradrenalin
vermittelt wird. Als Antwort auf eine Sympathikus-Aktivierung, sei es durch korperliche
Belastung, Kalte-Exposition oder zentralnervése Stimulation sympathischer Zentren im
Hypothalamus konnte in verschiedenen Studien eine gesteigerte Glucose-Aufnahme in die
Muskelzellen nachgewiesen werden, trotz unveranderter bzw. sogar reduzierter Plasma-
Insulin-Konzentrationen (Nonogaki 2000). Die Stimulation der Glucose-Aufnahme und eine
gesteigerte Glycogenolyse wird in der Skelettmuskulatur Giber einen Aktivierung des B,-
Rezeptors vermittelt (Lambert et al. 2010). In den Muskelzellen entsteht durch
Glycogenolyse Glucose-6-Phosphat. Da im Gegensatz zu den Leberzellen Muskelzellen keine
Glucose-6-Phosphatase exprimieren konnen, kann die entstandene Glucose nicht aus der
Zelle ausgeschleust werden und ist somit nur lokal in der Muskelzelle verfligbar. Deshalb

kann Glucose-6-Phosphat zu Lactat metabolisiert werden, das Gber den Blutweg zur Leber
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gelangt und dort als Substrat fiir die Gluconeogenese dient (Nonogaki 2000). Somit ist der

Metabolismus der Skelettmuskulatur eng an den Stoffwechsel der Leber gekoppelt.

Auch im weillen und braunen Fettgewebe spielt das sympathische Nervensystem eine grofRe
Rolle bei der Glucose-Aufnahme. Dieser Effekt wird Insulin-unabhéangig v. a. durch die B-

adrenerge Wirkung von Noradrenalin ausgelibt (Nonogaki 2000).

Neben dem Glucosemetabolismus haben die Catecholamine einen sehr bedeutenden
Stellenwert im Lipid-Stoffwechsel des Fettgewebes. Wahrend Insulin das wichtigste anti-
lipolytische Hormon darstellt, sind Catecholamine die potentesten lipolytischen Mediatoren.
Beim Menschen wird die Lipolyse liber vier verschiedene Adrenorezeptoren reguliert. Alle
drei B-Rezeptoren — B4, B> und Bz — stimulieren die Hydrolyse von Triglyceriden, wobei die
B1- und B,-Rezeptoren am aktivsten sind. Bei Nagern wird der groRte Effekt durch den Bs-
Rezeptor ausgelibt (Arner 2005). Die grofSte Expression des Bs-Rezeptors findet hierbei im
weilen und braunen Fettgewebe statt und anders als die beiden anderen Typen von -
Rezeptoren ist der B3-Typ relativ spezifisch flr das Fettgewebe. Selektive Bs3-Agonisten
aktivieren bei Nagern die Lipolyse und Thermogense und vermitteln so einen anti-adipdsen
und anti-diabetischen Effekt. Die Expression und der Beitrag zur Catecholamin-induzierten
Lipolyse in menschlichen Adipozyten scheinen jedoch begrenzt zu sein (Langin 2006). Nach
Bindung von Catecholaminen an B-Adrenorezeptoren, die mit Gs-Proteinen — einem
stimulierenden G-Protein — gekoppelt sind, wird die Aktivitdt der Adenylatcyclase gesteigert.
Dies fuhrt zu einem Anstieg von cyclischem AMP (cAMP) intrazelluldr, das wiederum die
Proteinkinase A stimuliert. Diese ist in der Lage, die Hormonsensitive Lipase (HSL) zu
phosphorylieren und somit zu aktivieren. Die HSL ist der wichtigste Geschwindigkeits-
bestimmende Schritt in der Regulation der Lipolyse. Sie katalysiert die Hydrolyse von
Triglyceriden zu Diacylglyceriden und weiter zu Monoacylglyceriden und ist das einzige
Enzym im Stoffwechselweg der Lipolyse, das hormonell reguliert wird (Arner 2005, Langin
2006). Der vierte Typ der Andrenoceptoren mit Expression im Fettgewebe ist der a,-
Rezeptor. Die Bindung von Catecholaminen an a,-Rezeptoren (bt einen anti-lipolytischen
Effekt aus. Dieser Rezeptor ist mit einem inhibitorischen Gj-Protein gekoppelt, was (iber
einen Abfall des intrazellularen cAMP schlieRlich zu einer verminderten Aktivitdt der HSL
fihrt (Langin 2006). Die basale lipolytische Rate ist im subcutanen Fettgewebe héher als im

visceralen Fettgewebe. Nach Stimulation durch Catecholamine jedoch kehrt sich dieses
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Verhaltnis um und es werden deutlich gréBere Mengen freier Fettsdauren aus den visceralen
Fettdepots freigesetzt (Arner 2005). Grinde dafiir konnten zum einen eine hohere
Expression von a,-Rezeptoren auf subcutanen Adipozyten sein, sowie eine groRere
Empfindlichkeit von a,- gegeniiber B-Rezeptoren auf Catecholamine (Langin 2006). Die aus
dem visceralen Fettgewebe freigesetzten Fettsauren gelangen Ulber den portalen Blutfluss
direkt zur Leber, kbnnen so die Leberfunktion stéren, Dyslipidamie, Hyperinsulinamie und
Glucose-Intoleranz verursachen (Arner 2005) und moglicherweise auch wesentlich an der
hepatozytiaren Fetteinlagerung im Rahmen des first hit“ der Nicht-alkoholischen

Fettlebererkrankung beteiligt sein.

2.2.3 Der mogliche Einfluss des SNS auf die Steatosis hepatis

Der Einfluss des sympathischen Nervensystems auf die Entstehung der hepatozytdren
Fetteinlagerung im Rahmen der Fettlebererkrankungen konnte bisher noch nicht vollstandig
geklart werden. So gibt es Studien, die in einer Sympathikusaktivierung einen
pathogenetischen Mechanismus der Fettleberentstehung sehen, andere gehen eher von
einem protektiven Effekt der Sympathikuswirkung aus. Diese beiden Sichtweisen sollen im

Folgenden veranschaulicht werden.

Donelly et al. konnten in ihren Untersuchungen zeigen, dass der Hauptteil der in der
Fettleber akkumulierenden Lipide aus dem Fettgewebe stammt, wo Fettsauren im Rahmen
der Lipolyse freigesetzt werden, anschlieend zur Leber strémen und dort in den Triglycerid-
Pool eingebaut werden (Donelly et al. 2005). Wie oben beschrieben, sind Catecholamine, die
Effektorsubstanzen des sympathischen Nervensystems, sehr potente Aktivatoren der
Lipolyse. Zudem ist bekannt, dass bei Adipositas, und hier v. a. bei zentraler Fettleibigkeit,
Insulinresistenz und Metabolischem Syndrom - die Hauprisikofaktoren der nicht-
alkoholischen Fettlebererkrankung (Park et al. 2008, Kotronen et al. 2007, Angelico et al.
2005) — ein gesteigerter Tonus des sympathischen Nervensystems vorliegt (Lambert et al.
2010, Grassi et al. 2004, Straznicky et al. 2005). AuRerdem konnte an Adipozyten aus dem
viszeralen Fettgewebe von Probanden mit Stammfettsucht eine zweifach gesteigerte
Noradrenalin-stimulierte Freisetzung von freien Fettsduren und Glycerol im Vergleich zu
schlanken Kontrollpersonen nachgewiesen werden (Lonnqvist et al. 1995). SchliefRlich kann
aus der Arbeit von Thorne et al. weiterhin abgeleitet werden, dass eine gesteigerte

Catecholamin-stimulierte Lipolyse im viszeralen Fettgewebe eine Ursache erhdhten
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Leberfetts sein kann: die hepatische Fettakkumulation bei adipdsen Frauen ist mit einer
ausgepragten Steigerung der lipolytischen Aktivitat im viszeralen Fettgewebe korreliert. So
war v. a. die Noradrenalin-vermittelte Freisetzung freier Fettsduren aus viszeralen
Adipozyten ca. doppelt so hoch bei den Patientinnen mit viel im Vergleich zu den
Probandinnen mit wenig Leberfett. Fir die lipolytische Aktivitdt subcutaner Adipozyten
konnte keine positive Korrelation hergestellt werden, ebenfalls standen weder die absolute
gesamte, noch viszerale und subcutane Fettmasse in einem positiven Zusammenhang mit
einem erhohten Leberfettanteil (Thérne et al. 2010). Zusammenfassend lasst sich also eine
Kausalitatskette ausgehend von Adipositas und Metabolischem Syndrom, lber eine damit
einhergehende Aktivitdtssteigerung des sympathischen Nervensystems und eine dadurch
gesteigerte Lipolyse besonders im viszeralen Fettgewebe herstellen. Die direkte vendse
Drainage viszeraler Adipozyten in das portale System wiederum fihrt zu einem gesteigerten
Fluss freier Fettsdauren zur Leber, wo diese zur Leberzellverfettung und Steatosis hepatis
beitragen. Dieser Mechanismus unterstlitzt also die Auffassung, dass ein gesteigerter

Sympathikotonus zur Verschlechterung der Fettlebererkrankung fihrt.

Diese Steatose-fordernde Wirkung wird durch Versuche an alternden Nagern bekraftigt:
diese entwickeln wahrend des Alterns eine erhdhte hepatische Fetteinlagerung. Es konnte
beobachtet werden, dass eine positive Korrelation zwischen dem Leberfett-Gehalt und der
durch den [-Adrenoceptor-Agonisten Isoproterenol stimulierten Aktivitdat der Leber
Adenylatcyclase besteht. In vivo fihrte die Verabreichung von Isoproterenol an junge und
alte Nager und in vitro die Uberexpression von B1- und B2-Adrenoceptoren auf Hepatozyten
von jungen Tieren zu einer gesteigerten Fett-Akkumulation. AuBerdem konnte der
Fettgehalt von Hepatozyten alter Tiere durch den B1- und B2-selektiven Antagonisten
Propranolol gesenkt werden. Dabei scheint die Isoproterenol-induzierte hepatische
Fettakkumulation einen Leber-intrinsischen Mechanismus zu reflektieren, da Acipimox, ein
Inhibtor der Lipolyse im Fettgewebe, die hepatischen Lipid-Level nicht beeinflussen konnte
(Ghosh et al. 2012). Welche zellularen Mechanismen dahinter stecken, konnte durch diese
Studie nicht beantwortet werden. Es gibt jedoch Hinweise, dass diese adrenerg vermittelten
Effekte durch einen verminderten Lipid-Export Uber VLDL verursacht sein kdonnten. An
isolierten Ratten-Hepatozyten konnte gezeigt werden, dass sowohl Epinephrin, als auch der
a-Agonist Phenylephrin und der B-Agonist Isoproterenol die VLDL-assoziierte Triglycerid-

Sekretion unterdriicken und so den intrazelludren Triglycerid-Gehalt steigern koénnen
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(Rasouli et Zahraie 2006). In der perfundierten Rattenleber verursachten die sympathischen
Neurotransmitter Noradrenalin und ATP sowie der a-Agonist Phenylephrin eine verminderte
Sekretion von sowohl Trigylceriden als auch ApoB, dem Haupt-Apolipoprotein der VLDL
(Yamauchi et al. 1998). Umgekehrt fihrte eine chemische Leberdenervierung mittels Phenol
zu erhohten Serum-Triglycerden und —Cholesterol und zu einer gesteigerten mittleren
Trigylcerid-Sekretionsrate durch die Leber, vermutlich durch eine gesteigerte VLDL-
Sekretion, ohne dass dabei jedoch der hepatische Lipid-Gehalt verdndert war (Rasouli et al.
2012). Einen Hinweis auf die Steatose-férdernde Wirkung des sympathischen Nervensystems
kann schlielllich auch aus einem Modell der alkoholischen Steatohepatitis an Ratten
abgeleitet werden: hier fiihrte Carvedilol, ein Antagonist an B;-, B,- und a;-Rezeptoren, zu
verminderten Triglycerideinlagerungen in der Leber, einer verminderten Expression der
Fettsdaure-Synthase und von SREBP-1, sowie zu einer Hoch-Regulierung von PPARa (Liu et al.

2012).

Im Gegensatz hierzu soll nun die Auffassung beschrieben werden, dass eine
Sympathikusaktivierung einen eher protektiven Mechanismus hinsichtlich der hepatischen
Fetteinlagerung darstellt. Trotz eines gesteigerten sympathischen Grundtonus, gibt es auch
Hinweise, dass bei Adipositas die sympathische Antwort auf physiologische Reize wie
veranderte Zustande des Energiestoffwechsels, Nahrungsaufnahme, Glucose-Konsum,
Hyperinsulindamie und Kalte-Exposition abgestumpft ist. Diese abgeschwachte sympathische
Reaktion kann Uber eine defiziente Thermogenese und eine positive Energiebilanz zum
Aufbau von Korpermasse beitragen (Lambert et al. 2010). Die Beobachtung, dass eine
Schadigung des ventromedialen Hypothalamus bei Ratten die Aktivitat des sympathischen
Nervensystems reduziert und so zu Adipositas ohne Ubererndhrung fiihrt, bildete die Basis
der Hypothese, dass v. a. eine reduzierte Sympathikus-vermittelte Thermogenese in
Gewichtszunahme und Adipositas resultiert (Bray et al. 1989). Ein Einfluss auf die Fettleber-
Entstehung konnte aus Versuchen mit B-Adrenorezeptor-knockout-Mausen abgeleitet
werden. Diese exprimieren einen adiposen Phanotyp und sind Kélte-intolerant. Eine
spezifische Ausschaltung des B;1-Rezeptors zusammen mit der Flitterung einer Hoch-Fett-Diat
fihrt zu Adipositas, abgeschwachter Diat-induzierter Thermogenese, Niichtern-
Hyperglykdamie, Glucose-Intoleranz sowie ausgepragter nicht-alkoholischer Steatohepatitis
(Ueta et al. 2012). Diese Experimente wurden an Nagern durchgefihrt, die viel fiir die

Thermogenese verantwortliches braunes Fettgewebe besitzen. Kiirzlich durchgefiihrte
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Studien konnten jedoch zeigen, dass entgegen der frilheren Meinung auch erwachsene
Menschen funktionelles braunes Fettgewebe exprimieren, wobei die Menge an braunem
Fettgewebe in einer inversen Korrelation mit dem BMI steht (Cypess et al. 2009, Cypess et
Kahn 2010). Abgesehen von dieser durch den Einfluss auf das Fettgewebe und den
Energiestoffwechsel vermittelten Wirkung gibt es auch Untersuchungen, die auf einen
direkten positiven Effekt sympathischer Effektoren auf den Lipidstoffwechsel in der Leber
hinweisen. Epinephrin-defiziente Mause entwickeln eine ausgepragte hepatische Steatose
als Reaktion auf langeres Fasten, wobei dies vermutlich auf einer gestorten Lipid-Oxidation
durch eine Storung des sog. ,,autophagy pathway” beruht. Es handelt sich hierbei um einen
alternativen Stoffwechselweg, der Fettsduren in die B-Oxidation einschleusen kann, indem
er als Antwort auf einen Nahrstoffmangel alternative Energiequellen durch die Verdauung
intrazellularer Organellen und Energiespeicher, inklusive Lipide, zur Verfligung stellt
(Sharara-Chami et al. 2012). Umgekehrt konnte in Zellkulturversuchen mit Hepatozyten
durch Adrenorezeptor-Agonisten eine gesteigerte mitochondriale B-Oxidation von
Fettsduren erzielt werden. So steigerten Dopamin und Dobutamin B-Rezeptor-vermittelt die
Expression der hepatischen Carnitin-Palmitoyl-Transferase (CPT), dem Geschwindigkeit-
bestimmenden Schritt der hepatischen mitochondrialen B-Oxidation und Ketonkoérper-
Synthese, indem dieses Enzym die Aufnahme langkettiger Fettsauren in die Mitochondrien
katalysiert (Barke et al. 1993). Desweiteren konnte gezeigt werden, dass eine Leber-
Denervation an Ratten mittels Phenol die Aktivitat von CPT | und Il vermindert, was zu einem
gesteigerten Einbau langkettiger Fettsauren in den TG-Pool der Leberzellen sowie zu einem
gesteigerten absoluten hepatischen Fettgehalt fihrte. AuBerdem war auch die Aufnahme
exogener Fettsduren in die hepatisch sekretierten VLDL abgeschwicht (Carrefio et
Seelaender 2004). Die gleiche Gruppe konnte in einer weiteren Studie nach Leber-
Denervation eine verminderte Sekretion von VLDL-TG und mRNA-Expression von CPT | und
ApoB nachweisen, die Plasma-Konzentration von Cholesterol und das VLDL-Cholesterol
hingegen waren erhoht (Tavares et Seelaender 2008). Diese Ergebnisse geben einen Hinweis
darauf, dass nach Unterbrechung der sympathischen Leberinnervation sowohl die Oxidation,
als auch der Export von Lipiden gestort ist, was moglicherweise zur Akkumulation von Fetten
und Steatosis hepatis beitragen kann. Unterstitzt wird diese Auffassung aullerdem durch die

Beobachtung im Rahmen der menschlichen Leberzirrhose, dass die Abwesenheit
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Noradrenalin-immunoreaktiver Nervenfasern in der Leber mit einem erhéhten Fettgehalt in

dem Organ assoziiert ist (Fukuda et al. 1996).

Zusammenfassend ist also hinsichtlich des Einflusses der sympathischen Leberinnervation
bzw. von Catecholaminen auf die Fettleberentstehung festzuhalten, dass das sympathische
Nervensystem sicher wesentlich am Lipidmetabolismus sowohl des Organismus, als auch der
Leber beteiligt ist. Welchen Netto-Effekt, also Steatose-fordernd oder eher protektiv, das
sympathische Nervensystem jedoch ausiibt, bleibt angesichts einer sich teilweise

widersprechenden Studienlage kontrovers.

2.2.4 Der mogliche Einfluss des SNS auf hepatische Inflammation und Fibrogenese

Neben der Beteiligung des sympathischen Nervensystems am ,first hit“, also der
Fettleberentstehung, gibt es Hinweise, dass Stress und somit als physiologische Antwort eine
Aktivierung des SNS mit nachfolgender Ausschiittung von Catecholaminen die ,,second hits”,

d. h. die hepatische Inflammation und Fibrose, moduliert.

Urspriinglich wurde ein gestorter hepatischer Blutfluss als der Hauptmechanismus
angenommen, durch den das sympathische Nervensystem Stress-induziert an der
Exazerbation von Lebererkrankungen beteiligt ist. Eine sympathische Aktivierung flhrt zur
Vasokonstriktion und zentrilobuldarer Hypoxie, was schlielllich einen Leberschaden auslost
(Chida et al. 2006). Dies konnte sowohl in klinischen Studien (Hirose et al. 1961) als auch

anhand von Tierexperimenten nachvollzogen werden (Chida et al. 2005).

SNS und hepatische Inflammation

Sowohl psychischer, als auch physischer Stress stimulieren Uber eine Aktivierung des
sympathischen Nervensystems die Ausschiittung pro-inflammatorischer Zytokine, was aus
Studien am Menschen und Nagern abgeleitet werden konnte (Seematter et al. 2004). Beim
Menschen flhrte die Infusion von Isoprenalin, einem B-Agonisten, zu einem Anstieg von IL-6
im Plasma (Mohamed-Ali et al. 2000) und mentaler Stress bewirkte eine Induktion von NF-kB
in peripheren monunukledren Blutzellen. Nachvollzogen an Mausen wurde diese Stimulation
durch a;- und B-Rezeptoren vermittelt (Bierhaus et al. 2003). Daneben nimmt der
Sympathikus neueren Studien zufolge auch direkt auf inflammatorische und immunologische
Prozesse in der Leber Einfluss (Vere et al. 2009, Swain 2000, Fukudo et al. 1989).

Noradrenalin und Clonidin, ein a,-Agonist, steigerten die TNFa-Freisetzung aus isolierten
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Kupffer-Zellen. Analog fuhrte die intraportale Infusion von Noradrenalin in vivo oder in
isolierten Rattenlebern zu einer gesteigerten TNFa-Synthese, was durch die Co-Infusion von
Yohimbin, einem a,-Rezeptorantagonisten, aufgehoben werden konnte (Zhou et al. 2001).
Desweiteren konnte gezeigt werden, dass eine chronische Alkoholexposition zu erhohten
Noradrenalin-Werten, einer Hochregulierung des a,a-Adrenorezeptors auf Kupffer-Zellen
und vermehrter Ausschittung von TNFa fihrt (Ajakaiye et al. 2011). Durch Epinephrin
konnte in der isoliert perfundierten Rattenleber zwar keine TNFa-Produktion, jedoch eine
gesteigerte Synthese von IL-6 erzielt werden, einem weiteren proinflammatorischen Zytokin,
das mit dem Fortschreiten hepatischer Inflammation in Verbindung gebracht wird (Liao et al.
1995). Aus Tiermodellen, im Rahmen derer den Versuchstieren Stress zugefiihrt wird, z. B. in
Form von Immobilisation, konnte abgeleitet werden, dass Stress sowohl zu erhohten
Plasmawerten von IL-6, als auch zu einer gesteigerten hepatischen mRNA-Expression von IL-
6 fuhrt. Dies konnte durch 6-OH-DA, eine Substanz zur chemischen Sympathektomie, bzw.
microchirurgische hepatische Sympathektomie vermindert werden (Chida et al. 2006). In
vitro verursachte Norepinephrin einen Anstieg der IL-6-mRNA-Expression in Hepatozyten,
jedoch nicht in Nicht-Parenchymzellen der Leber, was durch oay-, a,- und B-
Rezeptorantagonisten partiell bzw. mit einer Kombination dieser komplett inhibiert werden
konnte; in Nicht-Parenchymzellen hingegen konnte Noradrenalin die Synthese von IL-1

stimulieren (Jung et al. 2000).

Abgesehen von dem fordernden Effekt auf die Ausschiittung von pro-inflammatorischen
Zytokinen, konnen Catecholamine auch die Expansion von hepatischen NKT-Zellen
stimulieren (Chida 2006). NKT-Zellen exprimieren B-Adrenorezeptoren, ihre Vermehrung
kann durch B-Rezeptor-Agonisten geférdert und durch B-Rezeptor-Antagonisten behindert
werden (Minagawa et al. 2000). Eine niedrige Noradrenalin-Aktivitdt in der Leber ist
auBerdem mit einer verminderten NKT-Dichte assoziiert, wobei eine Behandlung mit
Noradrenalin zu einem Wiederanstieg der hepatischen NKT-Zellen fuhrt (Li et al. 2004). NKT-
Zellen Uberwachen und regulieren die Immunantwort (Minagawa et al. 2000) und kdnnen
durch komplexe Mechanismen, die noch nicht vollstdandig verstanden sind, die Polarisierung
der Immunantwort zwischen einem pro-inflammatorischen Th1l- und einem anti-
inflammatorischen Th2-Zytokinprofil einstellen. Es gibt Hinweise, dass eine verminderte
NKT-Dichte eher einen pro-inflammatorischen Effekt ausibt (Li et al. 2004). So kdnnten

Catecholamine Uber eine B-adrenerge Aktivierung von NKT-Zellen moglicherweise auch anti-
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inflammatorisch wirken. Dieser anti-inflammatorische Effekt wird durch verschiedene
Studien unterstrichen. So bewirkte die Stimulation von B,-Rezeptoren eine Abschwachung
und die chemische Sympathektomie mittels 6-OH-DA eine Verschlimmerung des immun-
vermittelten Leberschadens (Tiegs et al. 1999) und sowohl der selektive B,-Agonist
Clenbuterol als auch Noradrenalin konnten die Apoptose im Rahmen einer Fas-induzierten

Leberschadigung inhibieren (André et al. 1999, Chida et al. 2005).

Insgesamt bedeutet dies, dass das sympathische Nervensystem wohl einen dualen Effekt,
d.h. einerseits eine Verstarker- bzw. andererseits eine Hemmfunktion, auf die hepatische
Inflammationsreaktion ausiiben kann. Die genauen Mechanismen hinter diesem dualen
Effekt sind derzeit noch kontrovers. Potenziell bestimmende GroRen kdénnten die Dauer und
Starke der sympathischen Aktivierung, das jeweils in den verschiedenen Studien verwendete
Modell des Leberschadens (Chida et al. 2006) bzw. moéglichweise auch die unterschiedliche

hepatische Expressionsmuster von Adrenorezeptoren sein.

SNS und hepatische Fibrose

Mehrere unabhangige Untersuchungen anhand verschiedener Tiermodelle konnten eine
Beteiligung des sympathischen Nervensystems an der hepatischen Fibrogenese
herausstellen (Oben et Diehl 2004). Indirekte Hinweise auf diesen Zusammenhang ergeben
sich daraus, dass spontan hypertensive Ratten (SHR), die im Gegensatz zu normotensiven
Wistar-Kyoto-Ratten (WKY) ein Uberaktives sympathisches Nervensystem haben, eine
starkere Auspragung der CCl4-induzierten Leberschadens zeigen. Wahrend SHR eine
ausgepragte Leberzirrhose entwickelten, konnte bei WKY nur eine Fibrose beobachtet
werden (Hsu et al. 1995). Ohne jegliche Behandlung haben SHR einen erhdhten
Catecholamin-Gehalt im  Nebennierenmark, sowie eine dichte sympathische
Leberinnervation im Vergleich zu Kontrolltieren (Hsu 1992). Auch die akute Leberschadigung
durch CCl4 war starker ausgepragt bei SHR, wohingegen eine chemische Sympathektomie
mittels 6-OH-DA insbesondere bei SHR in einer Abschwachung des Leberschadens resultierte
(Hsu et al. 1993). Desweiteren sind Tiere mit niedrigen Catecholamin-Werten bzw. einem
abgeschwachten SNS Tonus, wie z. B. Leptin-defiziente ob/ob-Mause (Young et Landsberg
1983), vor einer Leberfibrose geschitzt (Honda et al. 2002) und 6-OH-DA bzw. der a;-
Antagonist Prazosin konnten die CCl4-induzierte Leberfibrose inhibieren (Dubuisson et al.

2002). Diese Ergebnisse legen also die Vermutung nahe, dass zirukulierende endogene
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Catecholamine maligeblich an der Leber-Fibrogenese beteiligt sind. Interessanterweise ist
auch die epidermale Wundheilung massiv gestort bei Ratten, die mit 6-OH-DA behandelt
wurden (Kim et al. 1998), was darauf schliefen lasst, dass eine noradrenerge Antwort ein

zentrales Merkmal von Gewebe-Reparationsvorgangen darstellt.

Als Zielzellen, Gber die das sympathische Nervensystem Einfluss auf die hepatische
Fibrogenese nimmt, konnten die hepatischen Sternzellen (HSC) identifiziert werden. HSC
sind die wichtigsten fibrogenen Zellen in der Leber. Sie werden durch Leberschaden
verschiedenster Ursachen aktiviert und vollziehen daraufhin eine Verwandlung von einer
ruhenden Zelle zu einem Myofibroblasten-ahnlichen Phanotyp. Sie werden daraufhin
proliferativ und exprimieren a-SMA und andere fibrogene Matrixproteine, die wahrend der
Leberzirrhose akkumulieren (Friedmann 2000). Elektronenmikroskopische Studien konnten
zeigen, dass HSC in der menschlichen Leber in nahem Kontakt mit Nervenfasern stehen
(Bioulac-Sage et al. 1990). HSC ihrerseits exprimieren die Schlisselenzyme der
Catecholamin-Synthese Tyrosin-Hydroxylase und Dopamin-B-Hydroxylase, synthetisieren
Noradrenalin und schitten dieses aus. AuRerdem konnte in HSC die Expression von a;-, B1-
und B,-Rezeptoren nachgewiesen werden (Oben et al. 2004, Yang et al. 2008). Daraus
entstand die Hypothese, dass HSC hepatische Neurogliazellen sind, die sowohl
Norepinephrin produzieren, als auch davon reguliert werden (Oben et Diehl 2004).
Noradrenalin stimuliert das Wachstum von HSC in Zellkultur (Oben et al. 2004, Yang et al.
2008, Liu et al. 2007), wohingegen a;- und B-Antagonisten (Liu et al. 2007) wie Prazosin bzw.
Propranolol (Oben et al. 2004) die Proliferation hemmen. Ebenso kann Neuropeptid Y, ein
Cotransmitter des SNS, der zusammen mit Norepinephrin aus sympathischen
Nervenendigungen freigesetzt wird, die Proliferation von HSC stimulieren (Oben et al. 2003).
Daneben wirkt Noradrenalin auch Apoptose-hemmend auf HSC (Liu et al. 2007). Abgesehen
von Zellkultur-Studien konnte desweiteren gezeigt werden, dass Noradrenalin in intakten
Mausen ebenfalls HSC reguliert. Eine chronische Infusion von Norepinephrin in Leptin-
defiziente ob/ob-Mé&use, von denen man weil3, dass sie niedrige Noradrenalin-Werte haben
und trotz einer chronischen Steatohepatitis vor einer Leberfibrose geschiitzt sind, resultierte
in vivo in einer Stimulation der Proliferation von HSC, sodass sich die Anzahl der HSC in den
Lebern der Leptin-defizienten Mause der ihrer schlanken Kontrollen annaherte (Oben et al.
2004). Da jedoch Leptin selbst Uiber die Interaktion mit einem eigenen Rezeptor auf HSC

deren Proliferation aktivieren kann, wurde durch Untersuchungen an Noradrenalin-
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defizienten Dbh-/- Mausen die Moglichkeit des Vorspielens eines falschen Zusammenhangs
durch die Leptin-Defizienz ausgeschlossen: die Flitterung einer Antioxidantien-defizienten
Didt, die in intakten Mausen eine Steatohepatitis mit Fibrose auslost, induzierte bei
Wildtypmausen eine ausgepragte Akkumulation von HSC, wohingegen in den Lebern der
Noradrenalin-defizienten, jedoch normal Leptin-exprimierenden Mause keine HSC
nachgewiesen werden konnten. Die Infusion des B-Agonisten Isoprenalin hob die Anzahl der

der aktivierten HSC in Dbh-/- Mausen auf die Werte bei Wildtypmause an (Oben et al. 2004).

Neben einer Aktivierung zur Proliferation stimulieren Catecholamine die Expression
fibrogener Matrixproteine und pro-fibrogener Zytokine (Oben et Diehl 2004). In Zellkultur
regt Noradrenalin die Expression von Collagen-1, a-SMA und TGF-B an (Yang et al. 2008,
Oben et al. 2003). Ebenso fuhrt in vivo die Behandlung von ob/ob-Mausen mit Noradrenalin
zur einer gesteigerten Expression von Collagen-mRNA und TGF-B1 im Lebergewebe (Oben et
al. 2004), sowie einer histologisch nachweisbaren Fibrose (Oben et al. 2003). Umgekehrt
zeigen Dbh-/- Mduse eine signifikant verminderte Expression von Collagen und TGF-B1

gegeniber ihren Wildtyp-Kontrollen (Oben et al. 2004).

Die Erkenntnis, dass neben Noradrenalin auch der parasympathische Neurotransmitter
Acetylcholin in Zellkulturversuchen die Proliferation von HSC, sowie deren Expression von
Collagen-Genen stimuliert (Oben et al. 2003), ist eine weitere Stitze fir die Hypothese, die

HSC als hepatische Neurogliazellen auffasst.

Der zweite Zelltyp, der in der Leber an der Bildung eines neuroendokrinen Kompartiments
beteiligt ist, sind die Progenitor-Zellen, wegen ihres Aussehens auch ,hepatic oval cells”
(HOC) genannt. Diese sind pluripotente fakultative Stammzellen, die sich zu Hepatozyten
und Gallengangzellen differenzieren kdnnen (Roskams et al. 2004). Sie werden durch alle
Arten des chronischen Leberschaden aktiviert, u. a. auch im Rahmen der Nicht-alkoholischen
Steatohepatitis (Roskam 2003), wenn reife Hepatozyten ein kritisch niedriges Level
erreichen, und sind an Reparations- und Regenerationsvorgdangen in der Leber beteiligt
(Oben et Diehl 2004). Es zeigte sich nun, dass auch diese Zellen einer Regulation durch das
sympathische Nervensystems unterliegen, wobei eine Inhibition des SNS mit einer
Akkumulation von HOC und einer damit verbundenen Abschwachung des Leberschadens

verbunden war (Oben et al. 2003). So konnten gegeniiber den Kontroll-Mé&usen, die nur mit

einer Antioxidantien-defizienten Diat geflttert wurden, bei Mausen, die dieselbe Diat
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erhielten und zusatzlich mit dem a;-Rezeptorantagonisten Prazosin bzw. mit 6-OH-DA zur
chemischen Sympathektomie behandelt wurden, eine signifikant erhéhte Anzahl hepatischer
Progenitor-Zellen festgestellt werden. Diese gesteigerte HCO-Akkumulation war mit einer
Milderung der hepatischen Nekrose und Steatose sowie mit niedrigeren Serum-
Transaminasen assoziiert. AuRerdem konnte nachgewiesen werden, dass HOC a;-
Andrenorezeptoren exprimieren (Oben et al. 2003). Ein weiterer Hinweis auf die
sympathische Regulation der Leber-Regeneration ist, dass Ratten nach hepatischer
Denervierung nach einer Zwei-Drittel-Hepatektomie signifikant mehr hepatische

Progenitorzellen zeigten als nicht-denervierte Ratten (Soyama et al. 2012).

Insgesamt lassen die Ergebnisse der beschriebenen Studien den Schluss zu, dass eine
Aktivierung des sympathischen Nervensystems wadhrend einer Lebererkrankung die
Entstehung einer Leberfibrose fordert, indem hepatische Sternzellen aktiviert werden, und
gleichzeitig durch eine Behinderung der Expansion hepatischer Progenitor-Zellen die
Regeneration der Leber inhibiert (Oben et Diehl 2004). Diese Daten fordern also die
Auffassung, dass eine Inhibition des Sympathikotonus sich protektiv auf den Verlauf von

Erkrankungen der Leber, inklusive der NASH, auswirken konnte.
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2.3 Tiermodelle zur NASH

Es gibt zwei Hauptkriterien, die ein ideales Tiermodell zur NASH erfillen sollte (Larter et al.

2008):

Einerseits sollte das typische pathologische Muster des Leberzellschadens, das eine NASH
auszeichnet, erreicht werden. So sollten die histologischen Kriterien Steatose, Inflammation,
Leberzellschaden, v. a. im Sinne einer Ballonierung der Hepatozyten, sowie eine Fibrosierung
mit fiir die NASH spezifischer Faservermehrung mit perivenularem und perizelluldarem

Verteilungsmuster, auch ,chicken-wire“-Muster genannt, abgebildet werden.

Andererseits sollte der Kontext simuliert werden, der auch beim Menschen zu eben diesen
pathologischen Veranderungen fihrt. Es sollten also auch die zugrunde liegenden
Risikofaktoren und metabolischen KenngroRen abgebildet werden, also Adipositas,

Insulinresistenz, Hyperglykdmie, Dyslipidamie und ein verandertes Adipokin-Profil.

Verstandlicherweise filhren Defizite in einem der beiden Punkte, also entweder in der Leber-
Pathologie oder dem metabolischen Kontext, zu Schwierigkeiten in der Ubertragbarkeit

eines Tiermodells auf das klinische Setting beim Menschen.

Generell konnen die bestehenden Tiermodelle zur NASH in zwei Hauptgruppen eingeteilt
werden, namlich auf der einen Seite in genetische Modelle und auf der anderen Seite
didtetische Modelle (Anstee et al. 2006). Nachfolgend sollen die gangigsten Modelle dieser
beiden Hauptgruppen mit ihren spezifischen Vor- und Nachteilen beschrieben und
charakterisiert werden. Ein Nachteil jedoch, das allen Modellen immanent ist, ist die
Tatsache, dass die NASH, eine chronische, sich Uber viele Jahre hinweg entwickelnde
Erkrankung, Uber den Zeitraum von nur Wochen oder wenigen Monaten untersucht wird

(Schattenberg et al. 2010).

2.3.1 Genetische NASH-Modelle

Es wurden im Laufe der NASH-Forschung verschiedenste genetische Modelle mit entweder
verminderter oder erhdhter Expression von Genen etabliert, die jedoch alle als Nachteil
gemeinsam haben, dass sie zum einen relativ teuer und deshalb nicht sehr weit verbreitet

sind (Fan et al. 2009). Zum anderen handelt es sich bei der NASH um eine multifaktorielle
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Erkrankung. So scheint es plausibel, dass ein Modell, das nur auf der veranderten Expression

eines einzelnen Gens beruht, nur ungentgend die Erkrankung widerspiegeln kann.

Ein weit verbreiteter Angriffspunkt im Rahmen genetischer NASH-Modell ist der Leptin-
Signalweg. Leptin ist ein Peptid-Hormon, das vom Fettgewebe synthetisiert wird und zentral
die Nahrungsaufnahme und den Energieverbrauch steuert, sowie auBerdem die zelluldre
Immunabwehr, den Zelltod und die Fibrogenese reguliert (Friedmann 2009). So kann Leptin
als neuroendokriner Faktor auf Hunger reagieren. Wird Fettgewebe in Hungerzeiten
abgebaut, sinkt der Leptin-Spiegel und es entsteht der Antrieb zur Nahrungssuche.
Gleichzeitig wird die Schilddriise, das Wachstumshormonsystem und die adreno-kortikale
Achse supprimiert, um Energie einzusparen (Ahima et al 2000). Es gibt nun die Moglichkeit,
Mause mit entweder gestortem Leptin-Rezeptor (db/db- bzw. fa/fa-Mutation) oder mit einer
Mutation des Liganden (ob/ob-Ma&use) zu erzeugen, die in weiten Teilen, aber nicht exakt in
ihrem Phanotyp Ubereinstimmen (Halaas et al. 1995, Chen et al. 1996). Ob/ob-Mause
entwickeln eine Adipositas und Fettleber in Abwesenheit von Leptin, wohingegen die
Fettleibigkeit beim Menschen mit einer Hyperleptindmie vergesellschaftet ist (Friedmann
2009), weshalb man beim Menschen eher von einer Leptin-Resistenz ausgehen muss.
Deshalb kommt die db/db- bzw. fa/fa-Variante mit einem Rezeptor-Defekt und begleitender

Hyperleptindmie dem Menschen vermutlich ndher.

Modelle mit verandertem Leptin-Signalweg sind v. a. gut zur Untersuchung der Steatose-
Entstehung geeignet, da sie gut eine Adipositas mit metabolischen Risikofaktoren wie
erhohtem Anteil visceralen Fettgewebes simulieren und eine ausgepradgte hepatische
Steatose erzeugen. AuBerdem ist wegen der zentralnervésen Wirkung von Leptin auch die
zentrale Appetitregulation verdandert, was beim Menschen ebenfalls eine Rolle spielt
(Schattenberg et al. 2010). Abstriche missen hinsichtlich Inflammation und Fibrose gemacht
werden, da eine Leptin-Mutationen nicht spontan zur Entstehung einer Steatohepatitis flhrt
(Larter et al. 2008). Desweiteren sind ob/ob-Mause vor der Entstehung einer Fibrose
geschitzt (Leclercq et al. 2002). Man bendtigt deshalb zur Erzeugung einer Steatohepatitis
einen zweiten Mechanismus wie den Einfluss von Lipopolysacchariden oder einer Methionin-

Cholin-defizienten Diat.

Ein weiteres genetisches Modell assoziiert mit Insulinresistenz sind transgene Mause mit

einer Uberexpression von Sterol regulatory element binding protein 1c (SREBP-1c), die
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analog wie bei der kongenitalen Lipodystrophie eine schwere Insulinresistenz und einen
Diabetes mellitus sekundar zu einer gestorten Fettgewebsdifferenzierung entwickeln. Da
SREBP-1c lipogene Faktoren reguliert, resultiert eine gesteigerte Expression desselben in
einer vermehrten Produktion von Fettsduren und Cholesterol, was sich dann in die
Hepatozyten einlagern kann und dort zu einer Steatose, Inflammation, Ballonierung und
perizellularer Fibrose fuhrt (Horton et al. 1998, Nakayama et al. 2007). Jedoch kommt es wie
bei der Lipodystrophie zu einem Abbau des weilRen Fettgewebes, was also im Gegensatz zur
NASH-Entstehung beim Menschen steht, wo die Adipositas einen wichtigen Eckpfeiler
darstellt. Ein weiterer Nachteil ist ein reduzierter Leptin-Spiegel, vergleichbar mit den Leptin-
defizienten Modellen. Somit ist dieses Modell eher fiir Studien zur Lipodystrophie-
assoziierten Steatohepatitis geeignet, wo es ebenfalls zu einem erniedrigten zirkulierenden
Leptin und reduzierten peripheren Fettgewebe kommt (Larter et al. 2008, Schattenberg et

al. 2010).

Darliber hinaus gibt es noch eine Reihe anderer Genmutationen. Acyl-Coenzym-A-Null (AOX-
/-) Mause zeigen eine gestorte peroxisomale B-Oxidation und entwickeln daraufhin eine
Steatohepatitis, die sich jedoch nach einer gewissen Zeit wieder erholt aufgrund einer
kompensatorisch gesteigerten Fettsdaureoxidation. Methionin-Adenosyltransferase-1A-Null
(MAT1A-/-) Méause entwickeln eine Steatohepatitis auf dem Boden eines verminderten
Spielgels an Antioxidantien und abgeschwachten Aktivitat an der Lipid-Oxidation beteiligten
Enzyme. Die zuletzt genannten Modelle zeigen eine spontane Tendenz zur Entwicklung
hepatischer Adenome und HCC und sind deswegen gut zur Untersuchung der Progression

von der NASH zum HCC geeignet (Fan et al. 2009).

2.3.2 Diatetische NASH-Modelle

Im Bereich der didtetischen NASH-Modelle kénnen wiederum drei verschiedene Ansadtze
unterschieden werden. Es gibt Nahrungsbestandteil-defiziente Modelle, wobei hierunter das
bekannteste die Methionin-Cholin-defiziente (MCD) Diat darstellt. Davon abzugrenzen sind
Fettnahrungen, bei denen der grofRte Anteil der zugefiihrten Kalorien aus Fetten stammt,
und sogenannte atherogene Didten, bei denen zusatzlich zu einem erhohten Fettanteil
Cholesterol und Cholin substituiert werden. Insgesamt haben didtetische Modelle einen

hohen Stellenwert in der NASH-Forschung, da sich hier die Verfettung auf dem Boden
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erndahrungsbedingter Storungen entwickelt und nur die wenigsten Patienten einen

genetischen Defekt aufweisen (Schattenberg et al. 2010).

Jedoch ist das mit am weitesten verbreitete didtetische NASH-Modell die MCD-Diat, d. h.
eine Diat, die reich an Sucrose (40 %) und Fett (10 %) ist, der jedoch zwei Bestandteile,
namlich Methionin und Cholin, fehlen. Hier liegt bereits ein Kritikpunkt an der MCD-Diat, da
eine Erndhrung, in der distinkte Bestandteile fehlen, nur bedingt Ubertragbar auf den
Menschen ist. Durch eine gesteigert Fettsdureaufnahme in die Leber, verminderte VLDL-
Sekretion und eine gestorte B-Oxidation entsteht unter einer MCD-Diat eine hepatische
Fettakkumulation, wobei es v. a. auch zu einer ausgepragten Inflammation und Zellschaden
kommt, ein grofRer Vorteil dieser Didt (Schattenberg et al. 2010). Durch einen erhdhten
oxidativen Stress folgt eine Aktivierung proinflammatorischer Molekiile wie Interleukin-6,
TNF-a und NFkB, was ein grolRes fibrogenes Singnal darstellt (Fan et al. 2009). Ein groRer
Nachteil an der MCD-Diat hingegen ist, dass die Hauptrisikofaktoren, die beim Menschen mit
der Erkrankung vergesellschaftet sind, nur ungentigend abgebildet werden. So kommt es
unter der Diat nicht zur Auspragung einer Adipositas oder eines Diabetes mellitus, vielmehr
resultiert unter ihr bei Mausen eine ausgepragte Gewichtsabnahme und Reduzierung des
visceralen Fettgewebes (Rinella et al. 2008), sodass eher eine gesteigerte Insulin-Sensitivitat
als eine Insulinresistenz entsteht (Rinella et al. 2004). Somit ist das MCD-Modell gut geeignet
zum Studium der Pathophysiologie des intrahepatischen Zellschadens und der hepatischen
Regenerationsvorgdange, wdhrend es nur ungenligend den metabolischen Kontext
wiedergeben kann, da die anderen Organe nur wenig bzw. nicht im korrekten Sinne erfasst

werden.

Anders ist die Situation bei Modellen, in denen die NASH durch eine Fettnahrung induziert
wird. Bei diesen Didten betragt der Fettanteil Ublicherweise mehr als die Halfte der
zugeflihrten Kalorien, was sehr gut an westliche Ernahrungsgewohnheiten herankommt. Der
grofle Vorteil dieser Fett-Didten ist eine sehr gute Simulation des metabolischen Kontextes
der Krankheitsentstehung. So entwickeln Mause unter einer Fettnahrung eine Adipositas,
eine Glucose-Intoleranz, Hyperleptindmie, Dyslipiddmie, eine gesteigerte Expression
lipogener Transkriptionsfaktoren wie SREBP-1c und PPARy, sowie eine gesteigerte
Produktion proinflammatorischer Zytokine im weiRen Fettgewebe (Deng et al. 2005).

Obwohl es langerer Fitterungszeiten bedarf und die Tiere unter der Fettnahrung nicht eine
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so ausgepragte Steatohepatitis zeigen wie unter einer MCD-Diat — die Hauptnachteile der
Fett-Diaten gegeniber dieser — kommen solche Modelle der Pathophysiologie beim
Menschen wohl ndher, mit einer zentralen Rolle des weillen Fettgewebes als Ursprung

proinflammatorischer Signale und metabolischer Stérungen (Hotamisligil 2006).

Der westliche Lifestyle kann noch weiter simuliert werden. So kann die Fettnahrung mit der
Gabe von Fructose-Sirup kombiniert werden, was einem typischen fast-food Men sehr nahe
kommt. Sorgt man desweiteren flir eine Inaktivitat der Versuchstiere, z. B. in Form von sehr
einfach erreichbaren Futters oder die Entfernung von Laufradern aus den Kafigen, kann ein
weiterer wichtiger Faktor des metabolischen Syndroms und daher der NASH beim

Menschen, namlich die kdrperliche Inaktivitat, nachgeahmt werden (Tetri et al. 2008).

Die dritte Schiene diatetischer Modelle stellen die atherogenen Didten dar, die sich dadurch
auszeichnen, dass neben einem hohen Fettanteil auRerdem Cholesterol und Cholat zugefiigt
werden. Interessanterweise teilen die Atherosklerose und die NASH in weiten Teilen ihre
pathogenetischen Ursachen, auBerdem ist eine groBe Uberschneidung der NASH-Patienten
mit den Atherosklerose-Erkrankten feststellbar. Tatsachlich scheint die NAFLD bzw. NASH die
Entwicklung einer Arteriosklerose zu beglnstigen (Loria et al. 2008, Sookoian et Pirola 2008,
Targher et Arcaro 2007). Aus diesem Grund wurde ein Tiermodell, das urspriinglich designed
wurde, um bei Nagern eine Atherosklerose zu induzieren (Paigen et al. 1985) auf die NASH
Ubertragen. So wurde festgestellt, dass eine Didt mit einem Fettanteil von 35 %, sowie einem
Zusatz von 1,25 % Cholesterol und 0,5 % Cholat eine Fetteinlagerung im Sinne einer Steatosis
hepatis, sowie im Verlauf das Vollbild einer NASH mit Steatohepatitis und Fibrosierung
auslost (Jeong et al. 2005, Matsuzawa et al. 2007). Aulerdem untersuchte die Gruppe um
Matsuzawa systematisch den Einfluss dieser atherogenen Paigen-Diat auf den Lipid- und
Kohlenhydratstoffwechsel bei der Maus und konnte demonstrieren, dass die Paigen-
Fltterung ein geeingetes Modell zum Studium der NASH einschlieRlich der Progession der

hepatischen Fibrose darstellt.
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3. Ziel der Studie

Aus den Ausfihrungen im Teil ,Hintergrund” wird klar, dass viele potenzielle
pathogenetische Mechanismen bekannt sind, die den Verlauf der nicht-alkoholischen
Fettlebererkrankung beeinflussen kdnnten. Bis auf die Vermeidung der Risikofaktoren bzw.
einer Behandlung des Metabolischen Syndroms steht jedoch bis heute noch kein geeignetes

Medikament zu Verfiigung, fiir das ein positiver Effekt auf die NASH gesichert ist.

Das sympathische Nervensystem spielt in der Regulation des Metabolismus eine groRe Rolle.
AuBerdem konnte aus verschiedenen Tiermodellen und Zellkulturversuchen abgeleitet
werden, dass es moglicherweise regulatorisch auf eine hepatische Verfettung, Inflammation

und Fibrose einwirkt.

In der vorliegenden Studie sollten nun unseres besten Wissens zum ersten Mal anhand eines

rein didtetischen in-vivo-Tiermodells folgende Fragestellungen untersucht werden:

1. Welchen Effekt hat eine Inhibierung des sympathischen Nervensystems auf die

Entwicklung des ,first hit”, der hepatischen Steatose?

2. Hat ein verminderter Sympathikotonus positive Auswirkungen auf den Leberschaden,

sowie die hepatische Inflammation und Fibrose, also den ,,second hit“?

3. Wie verandert sich die hepatische sympathische Innervation im Rahmen der NASH?
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4. Material und Gerate

4.1 Substanzen

Tabelle 1: Substanzen

6-Hydroxydopamin (6-OH-DA)

Sigma, Steinheim

Ascorbinsaure

Sigma, Steinheim

BSA (Bovines Serum-Albumin)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Eosin Y Solution

Sigma, Steinheim

Ethanol 99 %

Apotheke Universitatsklinikum Regensburg

FCS (Fetales Kélber-Serum)

PAN Biotech, Aidenbach

Formaldehyd

Sigma-Aldrich, Steinheim

goat-Serum

Sigma-Aldrich, Steinheim

Heparin Natrium 25000

Ratiopharm, Ulm

Ketamin 10 %

WDT, Garbsen

Mayers Hamatoxylin

Sigma, Steinheim

NacCl, 0,9 %, steril

Braun, Melsungen

Paigen reform Futter

Ssniff, Soest

Saccharose

Merck, Darmstadt

Standardfutter Ssniff® R/M-H

Ssniff, Soest

Tissue Tek Sakura Finetek, Zoeterwoude, NL
Triton X-100 Sigma-Aldrich, Steinheim

Xylazin 2 % Serumwerk Bernburg, Bernburg
Xylol Baker, Griesheim

PBS-Puffer (phosphat buffered saline):

Tabelle 2: Zusammensetzung des PBS-Puffers

140 mM NacCl

10 mM KCl

6.4 mM Naz2HPOa

2 mM KH2PO4 pH 7.4
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4.2 Laborgerate

Tabelle 3: Laborgeriite

ABI PRISM® 7900 HT Sequence detection

system

Tagman, Applied Biosystems, Foster City,
USA

Biofuge fresco Tischzentrifuge

Heraeus, Hanau

Cryo-Tubes

Nunc, Roskilde, Dédnemark

DAKO fluorescent mounting medium

Dako, Hamburg

Deckglaschen Kryo-Schnitte

Menzel-Glaser, Braunschweig

Deckglaschen Paraffin-Schnitte

Carl Roth, Karlsruhe

Discardit Einmalspritzen, 1/2/5/10 ml steril

Becton-Dickinson, Heidelberg

Eismaschine UBE 125

Ziegra, Isernhagen

Entellan

Merck, Darmstadt

Feinwaage

Sartorius, Gottingen

Fluoreszenzmikroskop Leitz DMRBE

Leica, Wetzlar

Flussiger Stickstoff

Linde Technische Gase

GeneAmp® PCRcycler

Applied Biosystems, Foster City, USA

Glasbehilter, versch. Volumina

Schott, Mainz

Insulinspritzen, Micro-Fine 1 ml

Becton-Dickinson, Heidelberg

Kamera Fluoreszenzmikroskop SPOT RT color

Diagnostic Instruments, Sterling Heights,

USA

Kryotom CM 3050 S

Leica, Nussloch

Laborwaage Scout Il

Ohaus, Florham Park, NJ, USA

Magnetriihrer, IKAMag REO

Heidolph, Kelheim

Microlance Kanulen, 20/22 G

Becton-Dickinson, Heidelberg

Mikroskop Olympus CKX41 mit

ALTRA20 soft imaging system

Olympus, Hamburg

Mikrotom HM 400

Microm, Walldorf

Objekttrager Paraffinschnitte

Menzel-Glaser, Braunschweig

Pasteurpipetten 5/10/20 ml

Brand, Wertheim

Pipetten (10/100/200/1000 ul)

Eppendorf, Hamburg

Pipettenspitzen (10/100/1000 pl)

Eppendorf, Hamburg
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Pipettierhilfe Accu-jet

Brand, Wertheim

Praparationsbesteck

Aesculap, Tuttlingen

Reaktionsgefdale 1/2 ml

Eppendorf, Hamburg

ReaktionsgefdRe 15/50 ml

Falcon, Becton-Dickinson, Heidelberg

Reinstwasseranlage Milli-Q-Plus

Ultra Pure Water Systems, Billerica, USA

Software Kamera Fluoreszenzmikroskop

SPOT RT Software V. 3.1

Diagnostic Instruments, Sterling Heights,

USA

Superfrost Plus Objekttrager (Kryoschnitte)

Menzel-Glaser, Braunschweig

Tierwaage

Sartorius, Gottingen

Vortex Genie 2 Mixer

Scientific Industries, Bohemia, NY, USA

Wasserbad Haake W13/C10

Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe
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5. Methoden

5.1 Tiermodell und Ablauf der chemischen Sympathektomie

Als Versuchstiere dienten weibliche, bei Ankunft 6 Wochen alte BALB/c Mause, bezogen von
Charles River Laboratories (Sulzfeld, Deutschland). Die Tiere wurden in einem klimatisierten
Stall mit konstanter Temperatur von 22 °C und einem 12-Stunden Hell-Dunkel-Zyklus
gehalten, mit freiem Zugang zu Wasser und Futter. Nach einer Akklimatisierungsphase von
drei Wochen wurden die Tiere mit einer Ohrmarke zur individuellen Identifikation
gekennzeichnet und anschlieRend nach dem Zufallsprinzip in vier Gruppen aufgeteilt, wobei
jeweils zwei Gruppen weiterhin mit dem Standardfutter (Ssniff® R/M-H Cat.# V1534-0) und
zwei Gruppen mit einer NASH-induzierenden Diat gefiittert wurden. Die verwendete NASH-
Diat ist auch bekannt als Paigen-Diat, da sie urspriinglich von einer Gruppe um Dr. Beverly
Paigen entwickelt wurde, um bei Mausen nach einer Langzeit-Fltterung atherogene
Lasionen hervorzurufen. Das Paigen-Futter wurde nach einer Modifikation der Rezeptur von
Matsuzawa et al. zusammengestellt. Diese Gruppe hatte kiirzlich herausgefunden, dass
dieses Futter, bestehend aus Standard-Futter, angereichert mit 7,5 % Fett (Kakaobutter),
1,25 % Cholesterol und 0,5 % Cholat im Mausexperiment das Vollbild einer NASH induziert,
mit allen histologischen Kriterien einer NASH, d. h. einer signifikanten hepatischen Steatose,
Inflammation, Fibrose und Ballonierung der Hepatozyten. Die Anhebung des Fettanteils auf
60 % konnte die NASH-Entstehung zusatzlich beschleunigen (Matsuzawa et al. 2007). Die
Modifikation bestand nun darin, den Fettanteil auf 35 % zu setzen, und Schweineschmalz
anstatt von Kakaobutter zu verwenden. Cholesterol und Cholat wurden bei 1,25 bzw. 0,5 %
belassen. Wegen dieser Verdanderung der Zusammensetzung im Vergleich zur urspriinglichen
Paigen-Diat wurde das Futter Paigen-Reform-Diat benannt. Sowohl das Standard-Futter, als
auch die Paigen-Reform-Didt wurden von Ssniff (Soest, Deutschland) bezogen. Das gesamte
Versuchsprotokoll wurde nach den Richtlinien zum Einsatz und der Pflege von Labortieren

der Regierung der Oberpfalz, Bayern durchgefiihrt (AZ 621-2531.1-23/00).

Eine Woche nach Umstellung der Diat wurde mit der chemischen Sympathektomie mittels 6-
Hydroxydopamin (6-OH-DA) begonnen wie vorher beschrieben (Harle et al. 2005). Initial
wurde den Tieren an drei aufeinander folgenden Tagen 80 mg pro kg Korpergewicht 6-OH-
DA, geldst in 0,1 % Ascorbinsaure in 0,9 % Kochsalzlosung (NaCl) intraperitoneal injiziert. Um

einen dauerhaften Effekt zu erzielen und eine permanente Zerstorung der sympathischen



5. Methoden -50-

Nervenfasern sicherzustellen, wurden die Injektionen mit 6-OH-DA im Laufe des Experiments
alle 10 Tage bis zum Ende des Versuchs 24 Wochen nach der initialen Sympathektomie
wiederholt. Die Kontrolltiere wurden nur mit physiologischer Kochsalzl6sung behandelt. Alle
10 Tage wurde aullerdem das Gewicht jedes Versuchstieres bestimmt. Somit lieRen sich 4
Gruppen unterscheiden: Gruppe | bzw. Kon (6 Tiere) mit Standardfutter und NaCl-
Behandlung; Gruppe Il bzw. Sx (12 Tiere): Standardfutter und 6-OH-DA; Gruppe lll bzw.
Paigen (12 Tiere): Paigen-Reform-Didt und NaCl; Gruppe IV bzw. Paigen+Sx (12 Tiere):
Paigen-Reform-Diat und 6-OH-DA.

Tabelle 4: Gruppeneinteilung der Versuchstiere

Gruppe Nr. Bezeichnung Futter Behandlung
I Kon Standard NaCl

] Sx Standard 6-OH-DA

1} Paigen Paigen reform NacCl

v Paigen+Sx Paigen reform 6-OH-DA

Nach 24 Wochen erfolgte nach einer Fastenperiode von 12 Stunden und einer
abschlieRenden Bestimmung des Korpergewichts die Organentnahme. Dazu wurden die
Versuchstiere mit einem Andsthesie-Cocktail aus 2 Teilen Xylazin 2 %, 3 Teilen Ketamin 10 %
und 4 Teilen 0,9 % Kochsalzlésung durch intraperitoneale Injektion von 0,05 — 0,1 ml bis zur
vollstandigen Bewusstlosigkeit und Analgesie narkotisiert. Nach der Erdffnung des
Abdomens und anschlieBend des Zwerchfells von kaudal konnte mit einer Heparin-
benetzten 1 ml Spritze venéses Blut aus dem rechten Ventrikel entnommen werden.
AnschlieBend wurde ein Foto des Situs angefertigt und nach Entnahme der Leber auRerdem
auch ein Foto der Leber separat. Das Gewicht der Lebern wurde jeweils bestimmt, bevor die
Organe in Aliquots fir die verschiedenen Messungen zerteilt wurden. AuBerdem wurde ein
Stiick Dinndarm und die Milz enthommen, von welcher ebenfalls das Gewicht bestimmt

wurde.

5.2 Aufbereitung und Analyse der Blutproben: Messung der Transaminasen

Nach der Entnahme venodsen Blutes aus dem rechten Ventrikel wurde das Blut zur

Gewinnung von Serum 5 Minuten bei 10.000 U/min und 4 °C zentrifugiert. AnschlieRend



5. Methoden -51-

wurde das Serum bis zur weiteren Diagnostik in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei
— 80 °C gelagert. Zur Bestimmung der Transaminasen AST und ALT wurde das Serum wieder
aufgetaut und teilweise zur Erzielung eines groBeren Volumens mit PBS verdiinnt. Die
Messung der Transaminasen erfolgte durch Laborautomaten (Advia 1800 analyzer, Siemens
Healthcare Diagnostics, Eschborn, Deutschland) in der Routine-Diagnostik der Abteilung fir
klinische Chemie und Labordiagnostik des Universitatsklinikum Regensburg. Nach Abschluss

der Messung wurde das Ergebnis wieder um den jeweiligen Verdiinnungsfaktor korrigiert.

5.3 Messung des hepatischen Lipid-Gehaltes

5.3.1 Extraktion der Lipide aus dem Lebergewebe

Die intrahepatischen Lipide wurden nach einer von Folch et al. publizierten Methode aus
dem Gewebe extrahiert (Folch et al. 1957). Dazu wird ca. 50 mg Lebergewebe abgewogen.
AnschlieRend wird zum Gewebe 1 ml eines 2:1 Chloroform/Methanol-Mix zugegeben, was
nach 1 Stunde Raumtemperatur zu einer Homogenisierung des Gewebes flihrt. Danach fiigt
man 200 ul aqua dest. zu, vortext und zentrifugiert fir 5 Minuten bei 3.000 U/min, wodurch
man ein biphasisches System erhalt, wobei die obere Phase aus dem Nicht-Lipid-Anteil mit
einem vernachldssigbar geringen Gehalt an Lipiden, und die untere Phase aus dem Lipid-
Anteil besteht. Die untere Phase wird nun abgezogen, in ein neues Gefal iberfiihrt und Giber
Nacht an der Luft getrocknet. Am nachsten Tag wird das entstandene Pellet re-suspendiert
mittels 60 pl tert-Butanol und 40 pl eines 2:1 Mix aus Triton-X-114 und Methanol. Es liegen
nun also alle in dem vorher auf ca. 50 mg abgewogenen Leberstiick enthaltenen Lipide in
100 ul geldst als Lipid-Extrakt vor. Aus diesem Extrakt konnen Triglyceride, freie Fettsauren

und Cholesterin bestimmt werden, was im Folgenden beschrieben wird.

5.3.2 Bestimmung des intrahepatischen Triglycerid-Gehalts

Zur Messung der intrahepatischen Triglyceride wurde der Triglycerid GPO-PAP Kit (cat. no.
12016648122, Roche, Mannheim, Deutschland) verwendet. Hierbei handelt es sich um einen
enzymatischen Farb-Test, wobei das Testprinzip eine enzymatische Spaltung der Triglyceride
mit nachfolgender Bestimmung des entstandenen Glycerins in einer Farbreaktion ist. Dazu
wurden zu 2 pl des Lipid-Extraktes (Probe) bzw. eines Glycerol-Standards (Stand) bekannter
Konzentration (Cstang) 200 pl des im Kit enthaltenen Reagenz zugegeben und 5 Minuten bei

37 °C inkubiert. Innerhalb der nachsten 30 Minuten wurde die Extinktion (E) gegen das
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Reagenz bei einer Wellenlange von 540 nm im Photometer bestimmt. Unter Verwendung

folgender Formel ergibt sich dann die Konzentration (cprobe) der Triglyceride im Lipid-Extrakt:

Cprobe = (EProbe/ EStand) X Cstand

5.3.3 Bestimmung des intrahepatischen Gehalts an freien Fettsiauren

Zur Ermittlung der im Lebergewebe enthaltenen Menge an freien Fettsauren wurde der Free
fatty acids Half-micro test (cat. no. 11 383 175 001, Roche, Penzberg, Deutschland)
angewendet. Auch bei diesem Test handelt es sich um einen enzymatischen Farbtest mit
folgendem Reaktionsprinzip: die zu quantifizierenden freien Fettsduren reagieren mit dem
im Kit enthaltenen Coenzym A und unter dem Einfluss der Acyl-CoA-Synthetase zu Acyl-CoA.
Dieses Acyl-CoA wird im ndchsten Reaktionsschritt von der Acyl-CoA-Oxidase unter
Anwesenheit von Sauerstoff oxidiert, wobei H,0, entsteht, was wiederum unter
Anwesenheit von Peroxidase, 4-Aminoantipyrin und 2,4,6-tribromo-3-hydroxy-Benzoesaure
letztendlich zu einem roten Farbstoff reagiert, der Licht der Wellenlange 546 nm absorbiert.

Diese Absorption kann schlieBlich im Photometer bestimmt werden.

Bei der Messung wurden nun 5 pl des Lipid-Extraktes (Probe) bzw. einer Nullprobe (Blank)
aus aqua bidest. zu 100 ul eines ersten Reaktionsmixes A pipettiert, in dem alle Substrate
und Enzyme fiir die oben beschriebenen Reaktionen vorhanden sind, bis auf das Enzym Acyl-
CoA-Oxidase, sodass in der anschlieRenden Inkubationszeit von 10 Minuten bei
Raumtemperatur die Reaktion der Acyl-CoA-Synthetase ablaufen konnte. Danach wurde
dem Reaktionsansatz 5 ul einer ebenfalls in Kit vorhandenen Lésung mit N-ethyl-meleinimid
zugegeben, was einen im Ansatz eventuell vorhandenen Uberschuss an Coenzym A
entfernen soll, bevor die Oxidation der aktivierten Fettsauren gestartet wird. Nun wurde die
Absorption A; bestimmt. AnschlieBend wurde der Reaktionsmix B, in dem die Acyl-CoA-
Oxidase vorhanden ist, zupipettiert, sodass sowohl die Oxidation, als auch die Peroxidation
und somit die Farbreaktion ablaufen konnten. Nach 15 Minuten konnte die Absorption A,
gemessen werden. Zur Berechnung der Konzentration wurde zuerst eine Differenz A, — A; =
Aprobe bzW. Appank bestimmt, dann wurde aus der Differenz Aprope - Agiank = AA die absolute
Anderung der Absorption durch die abgelaufene Farbreaktion bestimmt und schlieRlich
konnte mit der Formel cprope = AA X 1,192 die Konzentration der freien Fettsduren in mM

berechnet werden. Der Koeffizient kann laut Herstellerangaben bei Einhaltung der
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Messbedingungen mit einer Wellenldange von 546 nm, einer Schichtdicke von 1 cm, einer

Temperatur von 25 °C und den verwendeten Volumina ibernommen werden.

5.3.4 Bestimmung des intrahepatischen Cholesterin-Gehalts

Zur Analyse des intrahepatischen Cholesterins wurde der Cholesterin CHOD-PAP Kit (Best.
Nr. CHO 013, Diaglobal GmbH, Berlin, Deutschland) verwendet, welcher ebenfalls ein
enzymatischer Farbtest auf Grundlage der CHOD-PAP-Methode ist. Im Reaktionsablauf
dieses Test werden zunadchst Cholesterinester enzymatisch gespalten. Danach wird das freie
Cholesterin mittels Cholesterinoxidase (CHOD) oxidiert und das hierbei gebildete H,0, in
einer Peroxidase- bzw. PAP-Reaktion in einen Farbstoff umgesetzt. Bei der Messung wurden
200 pl des Reagenz mit 4 ul des Lipid-Extrakt vermischt, was fiir 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert wurde. Innnerhalb von 60 Minuten wurde dann die Probe gegen
den Leerwert gemessen, was eine Extiktion Epone ergab. Als Leerwert diente das
Losungsmittel des Lipid-Pellets (siehe Beschreibung Herstellung des Lipid-Extrakts). Bei einer
photometrischen Messung bei einer Wellenlange von 546 nm, einer Schichtdicke von 1 cm
und Raumtemperatur errechnete sich die Cholesterin-Konzentration in mg/dl des Lipid-
Extrakts aus der Formel cprope = 454 X Eprope, WObei der Faktor aus den Herstellerangaben

Ubernommen wurde.

5.4 Anfertigung und Auswertung histologischer Leberschnitte

Zur Beurteilung der Entwicklung von Steatose, Inflammation und Fibrose im vorliegenden
NASH-Tiermodell wurden Héamatoxylin/Eosin- und Sirius-Red-Farbungen von Paraffin-
Schnitten des Lebergewebes angefertigt und nach dem Scoring-System von Kleiner et al.

(2005) ausgewertet.

5.4.1 Anfertigung der Himatoxylin/Eosin-Farbung

Fur die Hamatoxylin/Eosin-Farbung wurde Lebergewebe nach der Organentnahme zuerst fur
24 Stunden in 3,7 % Formaldehyd in PBS fixiert. AnschlieRend wurde das fixierte Gewebe
durch einen Automaten der Routine-Diagnostik im Institut flir Pathologie am
Universitatsklinikum Regensburg in Ethanol-Losungen aufsteigender Konzentration
dehydriert und in Paraffin eingebettet. Aus den Paraffin-Blécken wurden im Mikrotom dann
5 um dicke Schnitte angefertigt, die zur weiteren Behandlung auf Glas-Objekttrager

aufgebracht wurden. Nachdem die Schnitte mittels Xylol deparaffinisiert worden waren,
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wurde das Gewebe in einer absteigenden Alkoholreihe rehydratisiert und in eine wassrige
Hamatoxylin-Losung eingetaucht. Hamatoxylin bindet an basophile Strukturen wie die
anionischen Phosphatgruppen der Nukleinsduren. Nach einer erneuten Dehydratation in
Alkohol wurden die Objekttrager in eine alkoholische Eosin-Losung eingetaucht. Eosin
wiederum ist negativ geladen und reagiert mit kationischen Gruppen, wie sie zum Beispiel
auf Aminosduren und anderen eosinophilen Strukturen zu finden sind. Die fertig gefarbten
Schnitte wurden mit Deckglaschen eingedeckelt unter Verwendung des Entellan-
Eindeckelmediums. In der so angefertigten H/E-Farbung farbt nun Eosin ganz allgemein
Proteine pink bis rot und Hamatoxylin verleiht den basophilen, Nuklein-Sauren enthaltenden
Strukturen, also dem Zellkern mit den Ribosomen und dem Chromatin, unter dem

Mikroskop eine blaue bis lila Farbe.

5.4.2 Anfertigung der Sirius-Red-Farbung

Bis einschlielRlich zum Aufbringen auf Glas-Objekttrager wurde exakt wie bei der Anfertigung
der H/E-Schnitte verfahren. Anschliefend wurden die Schnitte in Xylol getaucht und durch
eine absteigende Alkoholreihe rehydratisiert. Nach einer Waschung in 0,05 % PBS/Tween
wurden die Objekttrager fir 30 Min. in einer 0,1 % Farbeldsung belassen, bestehend aus 100
mg Siriusrot, 100 mg Fast Green und 100 ml Pikrinsdure, die verhindert, dass das Siriusrot an
andere Komponenten als Kollagen bindet. Nach Abschluss der Farbung wurden die Schnitte
mit Wasser abgesplilt, in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydratisiert und nach einem
erneuten Bad in Xylol wie fir die H/E-Schnitte beschrieben eingedeckelt. Als Ergebnis bindet
Siriusrot an Kollagenfasern und farbt diese rot, die Gegenfarbung der zelluldaren Strukturen

mittels Fast Green ergibt einen griinen Farbton.

5.4.3 Auswertung der gefiarbten Schnitte: der NAFLD activity score (NAS)

Zur histologischen Begutachtung wurde das von Kleiner et al. (2005) entwickelte Scoring-
System angewendet. Dabei werden die Einzelkomponenten der NASH beurteilt, ihnen ein
nach Auspragung des Merkmals graduierter Zahlenwert zugeordnet und die Einzelwerte zu
dem sog. NAFLD activity score (NAS) aufaddiert. Beurteilt werden hierbei anhand von H/E-
gefarbten Lebergewebsproben die Komponenten Steatose als Grad der hepatozytdren
Fetteinlagerung, Ballonierung als Marker fiir den Zellschaden und die lobuladre Inflammation
als KenngroRe der begleitenden Steatohepatitis. Die hepatische Fibrosierung wird anhand

einer Bindegewebsfarbung — in diesem Fall handelt es sich um eine Sirius-Red-Farbung —
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beurteilt und eingeteilt, sie ist jedoch keine Komponente des NAS. Die einzelnen GrolRen

werden folgendermaRen graduiert:

Tabelle 5: Gradeinteilung des NASH-Scoring-Systems

Im Rahmen der histologischen Begutachtung werden beurteilt: Steatose in Prozent der
verfetteten Hepatozyten, die Ballonierung nach Menge der ballonierten Hepatozyten, die
Inflammation nach Anzahl von Entziindungsfoci pro Gesichtsfeld (200-fache Vergréfserung),
sowie die Fibrose nach ihrem Verteilungsmuster.

* Der Fibrosegrad 1 kann nochmals unterteilt werden in 1a: leichte Fibrose

zentral/perisinusoidal, 1b: moderate Fibrose zentral/perisinusoidal, 1c: portale/periportale

Fibrose
Steatose Ballonierung Inflammation Fibrose

0 <5% keine keine keine

1 5%-33% wenige < 2 foci perisinusoidal oder
periportal *

2 34 % - 66 % viele 2 -4 foci perisinusoidal und
periportal

3 > 66 % > 4 foci brickende Fibrose

4 Zirrhose

Der NAS kann somit Zahlenwerte von 0 — 8 annehmen. Die Werte 0 — 2 bedeuten dabei
definitiv keine und die Werte 3 und 4 eine fragliche Steatohepatitis. Bei Summenwerten von

> 5 kann die Diagnose der Steatohepatitis definitiv gestellt werden.

Dieses von Kleiner et al. entwickelte System ist allgemein anerkannt und wurde ebenfalls
von der deutschen Konsensusgruppe ,Histopathologische Diagnose der nicht alkoholischen
und alkoholischen Fettlebererkrankung” (ibernommen (Tannapfel et al. 2010). Somit fand es

auch Einzug in die deutschen Leitlinien.
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5.5 Durchfiihrung und Auswertung der Fluoreszenz-Immunhistochemie:

Tyrosin-Hydroxylase-Farbung von Leber- und Darmgewebe

Zum Nachweis der erfolgreichen Sympathektomie wurde eine immunhistochemische
Farbung von Dinndarmgewebe angefertigt. Hierbei wurden indirekt sympathische
Nervenfasern angefarbt. Die Zielstruktur dieser Farbung ist das Enzym Tyrosin-Hydroxylase
(TH), das Schlisselenzym fir die Produktion von Noradrenalin in sympathischen
Nervenendigungen. Neben der Darstellung der TH-positiven Fasern im Dinndarmgewebe
wurden auch TH-Farbungen von Lebergewebe angefertigt, zum Einen zur Beurteilung der
Verteilung der sympathischen Nervenfasern in der Mausleber und v. a. ihrer Verdnderung im
Rahmen der NASH, zum Anderen zur Untersuchung des Einflusses der Sympathektomie auf

intrahepatische sympathische Nervenfasern.

5.5.1 Prdparation des Gewebes

Fiir die Immunhistochemie wurde jeweils ein Aliquot von Leber- und Darmgewebe nach der
Organentnahme mit folgenden Schritten behandelt (Miller et al. 2000): Zuerst wurde das
Gewebe in 3,7 % Formaldehyd in PBS fir einen Tag fixiert, danach in PBS gewaschen und
anschlieBend fiir 12 Stunden in 20 % Saccharose in PBS uUberfiihrt. Zuletzt wurden die
fixierten Leber- bzw. Darmstiicke in Tissue-Tek eingebettet, in flissigem Stickstoff

schockgefroren und konnten dann bei - 80 °C gelagert werden.

5.5.2 Durchfiihrung der Tyrosin-Hydroxylase-Faérbung

Vom fixierten und in Tissue-Tek eingebetteten Gewebe wurden im Kryotom 8 um dicke
Kryoschnitte angefertigt, wobei jeweils 3 Anschnitte auf 3 Objekttrager libertragen wurden.
2 Objekttrager wurden dabei fiir die TH-Farbung verwendet, der andere Objekttrager diente
als Negativ-Kontrolle. Nach dem Schneiden wurden die Schnitte bei 4 °C eine Stunde lang
getrocknet, woraufhin sie anschlieBend fiir 10 Minuten in PBS gewaschen wurden. Vor der
Farbung mit dem Primarantikorper wurden die Schnitte mit einer Blockldsung behandelt, um
eine unspezifischen Bindung des Primarantikdrpers zu verhindern. Daflr wurde eine 3-fach-
Blocklosung hergestellt, bestehend aus einem Teil FCS (Fetales Kalber-Serum), einem Teil
goat-Serum und 8 Teilen 10 % BSA (Bovines Serum), gel6st in 0,3 % Triton in PBS. Von dieser
Blocklosung wurden 30 — 200 pl je nach SchnittgroRe auf jeden Schnitt gegeben, was 45

Minuten lang bei 4 °C inkubierte. Danach wurde die Blocklosung von den Schnitten
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geschittelt und die Objekttrager wiederum fiir 10 Minuten in PBS gewaschen. Nach diesem
Schritt erfolgte die Behandlung mit dem Primarantikorper rabbit-anti-rat Tyrosin-
Hydroxylase (Millipore, cat. no. AB 152, Temecula, USA), der nach einer 1:500-Verdiinnung
mit 10 % goat-Serum in 1 % BSA auf jeden Schnitt pipettiert wurde. Auf die Negativ-
Kontrollen wurde nur 10 % goat-Serum in 1 % BSA pipettiert. Der Primarantikorper
inkubierte dann Uber Nacht, mindestens jedoch flir 3 Stunden. Nach Ablauf der
Inkubationsphase wurde die Primarantikorperldosung von den Objekttragern geschittelt,
bevor die Schnitte zuerst fir 5 Minuten in 0,3 % Triton in PBS und danach nochmals 5
Minuten in PBS gewaschen wurden. Die Negativ-Kontrollen wurden ab dem Aufbringen des
Primdrantikorpers jeweils in separaten Behaltnissen gewaschen, um eine Verunreinigung
durch den Antiképer zu vermeiden. Als nachstes wurde der Sekundarantikérper, ein goat-
anti-rabbit 1gG Antikorper, gekoppelt mit dem Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor 546
(Molecular Probes, Leiden, Niederlande) und der urspringlichen Konzentration von 2 mg/ml
1:500 in 10 % goat-Serum in 1 % BSA verdinnt und anschliefend bis zur vollstandigen
Bedeckung auf alle Schnitte pipettiert, d. h. auch auf die Negativ-Kontrollen. Ab diesem
Zeitpunkt wurde bei Dunkelheit gearbeitet, um eine allzu schnelle Abschwachung der
Leuchtkraft des Fluoreszenzfarbstoffs zu vermeiden. Nachdem die Schnitte dann 90 Minuten
mit dem Sekundarantikérper inkubiert worden waren, schloss sich wiederum eine Waschung
fur jeweils 5 Minuten erst in 0,3 % Triton in PBS und im Anschluss in PBS an. Zusatzlich
wurde anschlieBend noch eine DAPI-Farbung durchgefiihrt. Hierbei handelt es sich um einen
Fluoreszenzfarbstoff, der sich an Adenin/Thymin-reiche Regionen der DNA anlagert und
somit die Kerne anfarbt, die im Fluoreszenzmikroskop dann hellblau erscheinen. Hierfir
wurden 2 ul der DAPI-L6sung in eine mit PBS beflillte Glaskilivette pipettiert und die Schnitte
45 Sekunden darin eingetaucht. Zuletzt wurden auf die noch feuchten Objekttrager 3
Tropfen DAKO fluorescent mounting medium aufgebracht, um die Schnitte dann mit
Deckglaschen einzudeckeln. Die Schnitte wurden bis zur Auswertung maximal 4 Wochen

nach dem Zeitpunkt der Farbung bei 4 °C gelagert.

5.5.3 Nachweis der erfolgreichen Sympathektomie

Der Nachweis der Sympathektomie erfolgte wie durch Straub et al. beschrieben (Straub et
al. 2008) und erfolgte anhand von TH-gefdarbten Dinndarmschnitten. Es wurden die

angefarbten sympathischen Nervenfasern in 17 zuféllig ausgewdhlten Gesichtsfeldern bei
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einer 400-fachen VergrofRerung ausgezdhlt. Aus den Zahlenwerten der 17 einzelnen
Gesichtsfelder wurde der Mittelwert ermittelt und dieser dann mit 3,3 multipliziert, was in

etwa einer Naherung fiir die Anzahl der Nervenfasern pro Quadratmillimeter entspricht.

5.5.4 Auswertung der intrahepatischen sympathischen Innervation

Bei der Beurteilung der Verteilung der sympathischen Nervenfasern innerhalb der Leber
stellten wir fest, dass sich die TH-positiven Fasern nur im Bereich der Portalfelder um die
interlobuldren Aste von Portalvene und Leberarterie herum nachweisen lieRen, womit wir
Voruntersuchungen, die besagen, dass sich in der Mausleber die sympathischen
Nervenfasern bis in die Portalfelder aufteilen, nicht aber in die Sinusoide bzw. in den Bereich
der Zentralvenen einstrahlen, bestdtigen konnten (Moghimzadeh et al. 1983). Da uns
deswegen eine zufallige Auswahl von Gesichtsfeldern nicht moéglich bzw. sinnvoll erschien,
entschlossen wir uns, bei einem Licht der Kontrollwellenlange, die den roten
Fluoreszenzfarbstoff nicht anregt, bei der jedoch die Gewebsstruktur erkannt werden kann,
Portalfelder aufzusuchen, dann das Licht der den roten Farbstoff anregenden Wellenlange
einzuschwenken und so die blind ausgewahlten Portalfelder auf das Vorhandensein von rot
leuchtenden sympathischen Nervenfasern zu untersuchen. So wurden pro Versuchstier 15
Portalfelder aufgesucht und semiquantitativ nach folgendem Scoring-System ausgewertet: 0
= keine TH-positiven Nervenfasern zu erkennen; 1 = einzelne TH-positive Nervenfasern
sichtbar; 2 = viele TH-positiven Nervenfasern im Portalfeld. Aus den 15 Einzelwerten wurde

dann ein Mittelwert berechnet.

Tabelle 6: TH-Scoring der Leber, Abstufung der Zahlenwerte

0 keine TH- positiven Nervenfasern

1 einzelne

2 viele

5.6 RNA-Isolation und —Analyse

5.6.1 Isolation der RNA

Zur lIsolation der gesamten RNA wurde der RNeasy® mini kit (Qiagen, Hilden, Deutschland)
unter Befolgung der Angaben des Herstellers verwendet. Zuerst wurde ein Aliquot

Lebergewebe mittels des MICCRA D-1 Homogenisators (ART Prozess- & Labortechnik,
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Muhlheim, Deutschland) in Anwesenheit eines Guanidin-lsothiocyanat enthaltenden Lyse-
Puffers (RLT-Puffer) homogenisiert. AulRerdem wurde dem Puffer B-Mercaptoethanol
zugefligt, um vorhandene RNAsen sofort zu inaktivieren. AnschlieBend wurde das
Homogenat zur weiteren Zerkleinerung in Schredder-Sdulen uberfiihrt. Der Durchfluss
wurde dann in Sdulen gegeben, die hydrophile Silikon-Membranen enthalten, an die die RNA
in Anwesenheit der passenden Puffersysteme binden kann. Damit die RNA an die
Membranen binden kann, wurde Ethanol enthaltender Puffer zugefiigt. Nach mehreren
Waschschritten wurde die im Versuchsansatz vorhandene DNA durch die Inkubation mit
DNAse (Qiagen, Hilden, Deutschland) entfernt. Nach weiteren Waschschritten wurde die
RNA aus den Saulen ausgewaschen unter Verwendung von RNAse freiem Wasser (DEPC-
Wasser). AnschlieRend konnte die RNA-Konzentration mittels NanoDrop® ND-1000 UV/VIS

Spektrophotometer (Peqlab, Erlangen, Deutschland) gemessen werden.

5.6.2 Reverse Transkription von RNA in cDNA

Die Transkription von RNA in komplementare DNA (cDNA) wurde unter Verwendung des
Reverse Transcription System Kit (Promega, Mannheim, Deutschland) durchgefiihrt, der die
reverse Transkriptase des avidren Myeloblastose-Virus (AMV) enthdlt. Die folgenden

Komponenten wurden zu einem Master-Mix zusammenpipettiert:

Tabelle 7: Zusammensetzung des Master-Mixes zur reversen Transkription

4 ul MgCl; (25 mM)

2 ul 10x Reverse-Transkription-Puffer

2 ul dNTP Mix (10 mM)

1 ywl random primer

0.5 pl RNasin (Ribonuklease-Inhibitor)

0.6 ul AMV Reverse Transkriptase

1 ug der zuvor isolierten RNA wurde dann mit RNAse-freiem Wasser auf ein Volumen von 12
pl verdiinnt und mit 10,1 pl des Master-Mix vermischt. Fir die reverse Transkription wurden
die Proben fir 30 Min. bei 42 °C im GeneAmp® PCRcycler inkubiert. Nach Ablauf der
Inkubationsphase wurde die Temperatur zur Denaturierung der AMV RT auf 99 °C gesteigert.
Zuletzt wurde das System auf 4 °C abgekiihlt und die erzeugte cDNA konnte mit H,O dest.

auf ein Volumen von 100 ul verdiinnt und bei — 20 °C gelagert werden.
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5.6.3 Quantitative real-time Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die quantitative real-time Polymerase-Ketten-Reaktion (QRT-PCR) wurde durchgefiihrt, um
die Expression spezifischer mRNA zu messen. Die Quantifizierung erfolgte mit Hilfe des ABI
PRISM® 7900 HT Sequence detection system in Verbindung mit der korrespondierenden SDS
2.3 Software zur Analyse der Ergebnisse. Als fluoreszierendes Reagens wurde SYBR® Green
(QuantiTect SYBR® Green PCR Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland) eingesetzt. Zusatzlich zu
einer konventionellen Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) bietet dieses System die
Moglichkeit der Quantifizierung der entstandenen RNA, was durch eine Fluoreszenz-
Messung am Ende und/oder wahrend eines PCR-Zyklus erreicht werden kann. Der
Fluoreszenz-Farbstoff SYBR® Green interkaliert dabei mit Doppelstrang-DNA, sodass das
Fluoreszenz-Signal proportional zu der Menge an erzeugtem PCR-Produkt ansteigt. Um die
Expression eines spezifischen Gens zu quantifizieren, wurde die ACT-Methode angewendet.
Der CT-Wert (cycle threshold = Zyklus Schwellenwert) bezeichnet den Beginn der
exponentiellen Phase der Reaktion, also den Punkt, an dem das Fluoreszenz-Signal der Probe
Uber den Schwellenwert hinaus ansteigt. Mit dieser Methode wurde die x-fache Expression
eines bestimmten Gens berechnet in Relation zu einer Kontrolle, die auf 1 gesetzt wurde

(Kalibrator). Als housekeeper wurde 18s verwendet, ein Gen, das konstant exprimiert wird.

Berechnung des Expressionsgrades:

Schritt 1: Normalisierung auf den housekeeper (18s RNA):
CT Gen - CT housekeeper = ACT probe

Schritt 2: Normalisierung auf den Kalibrator:

ACT probe = ACT calibrator = AACT

Schritt 3: Berechnung der x-fachen Expression:

x-fache Expression = 21227
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Tabelle 8: Zusammensetzung des PCR-Reaktionsmixes

Collagen-1 TNF

2.5 pl DEPC-H,0
0.25 ul Vorwarts-Primer 1 ul QIAGEN QuantiTect
(20 pMm) Primer Assay
0.25 pl Riickwarts-
Primer (20 uM)
5 ul SYBR® Green
PCR Master-Mix
2 ul cDNA

Die PCR-Reaktion erfolgte nach folgendem Programmablauf:

50 °C 2 min
95 °C 15 min

95°C15's
55°C-60°C20's x 45 Zyklen
72 °C25's

Schmelzkurve:

60 °C bis 94°C, 0.1 °C/s

Die Fluoreszenz wurde nach Ende jedes Elongationsschrittes gemessen (72 °C), sowie
kontinuierlich wahrend der Bestimmung der Schmelzkurve zur Analyse der amplifizierten

DNA.
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Folgende Vorwarts- bzw. Rickwarts-Primer wurden verwendet:

Tabelle 9: Verwendete Primer

Collagen-1 vorwarts 5-CGG GCA GGA CTT GGG TA

Collagen-1 rlickwarts 5-CGG AAT CTG AAT GGT CTG ACT

TNF vorwarts und riickwarts | QIAGEN QuantiTect Primer Assay

Die Primer wurden synthetisiert von SIGMA Genosys (Hamburg, Deutschland) bzw. bestellt

als QIAGEN QuantiTect Primer Assay von Qiagen (Hilden, Deutschland)

5.7 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse werden in Mittelwerten + Standardabweichung angegeben. Fiir die Analyse
wurde ein gepaarter bzw. ungepaarter T-Test gewahlt. Ein p-Wert von p < 0,05 wurde als
statistisch signifikant angenommen. Als Statistikprogramm wurde SPSS Version 16.0

verwendet.
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6. Ergebnisse

6.1 Makroskopische Befunde

6.1.1 Gewichtsverlauf

Zu Beginn des Versuches hatten alle 4 Versuchsgruppen vergleichbare Kérpergewichte: Kon
(n=6)18,45+0,65g; Sx (n=12) 18,19 + 0,48 g; Paigen (n = 12) 17,59 + 0,61 g; Paigen + Sx (n
=12) 17,43 +0,50 g.

Im Verlauf des Versuchs starben in der Gruppe Sx 6 Tiere und in der Gruppe Paigen + Sx 3
Tiere, sodass am Ende des Experiments nach 24 Wochen die jeweiligen Gruppen noch aus
folgender Anzahl von Mausen bestanden: Kon n = 6; Sx n = 6; Paigen n = 12; Paigen + Sx n =

9.

Zum Zeitpunkt der Organentnahme und nach einer Nichtern-Periode von mindestens 12
Stunden hatten die Paigen-gefiitterten Gruppen mit 22,59 + 1,20 g (Paigen) bzw. 23,82 +
3,02 g (Paigen + Sx) ein tendenziell hoheres mittleres Korpergewicht gegeniiber ihren
Vergleichsgruppen mit 21,45 + 1,27 g (Kon) bzw. 20,89 + 1,21 g (Sx), wobei nur im Vergleich
von Sx zu Paigen + Sx ein signifikanter Unterschied des Képergewichts nachgewiesen werden
konnte (p < 0,05). Die Sympathektomie wirkte sich nicht signifikant auf das Gewicht aus. Das
relativ hohe mittlere Korpergewicht und die grofRe Standardabweichung in der Gruppe
Paigen + Sx erklart sich hierbei durch eine massive intraabdominelle Fliissigkeitsansammlung
weilllicher bis leicht rétlich blutiger Farbe bei 4 Tieren in dieser Gruppe. Bei 4 weiteren
Tieren in dieser Gruppe konnte im Vergleich zu den vorher beschriebenen Mengen eine
kleinere Menge klarer bis leicht blutiger Flissigkeit gefunden werden. Bei lediglich einem
Tier in der Gruppe Paigen + Sx war keine intraabdominelle Flissigkeit sichtbar. Auch bei
samtlichen Tieren aus den anderen Gruppen war keine intraabdominelle
Flussigkeitsansammlung feststellbar, bis auf ein Tier aus der Gruppe Sx mit mittlerer Menge

klarer Flussigkeit.

6.1.2 Leber und Milz

Bei der Organentnahme imponierten die Lebern der Tiere aus der Paigen-Gruppe vergrofSert,
das Gewebe zeigte einen aufgehellten, verfetteten Aspekt. Die Lebern der Tiere aus den

beiden sympathektomierten Gruppen fielen durch ein knotiges, vernarbtes Aussehen auf mit
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abgerundeten Leberradern, wobei die Lebern aus der Gruppe Paigen + Sx zudem vergréert
waren. Diese sichtbaren GroRenunterschieden schlugen sich auch auf das Gewicht der
Lebern aus, wobei die durchschnittlichen Lebergewichte in den Gruppen Paigen und Paigen
+ Sx mit 1850 £ 200 mg bzw. 1630 * 330 mg sowie in den Gruppen Kon und Sx mit 990 = 90
mg bzw. 870 + 40 mg jeweils vergleichbar waren. Die Paigen-Fitterung wirkte sich somit in
einem signifikant erhohten Lebergewicht aus (p < 0,001), wobei sich die Masse der Lebern in
den Paigen-Gruppen im Vergleich zu ihren jeweiligen Kontrollgruppen fast verdoppelte. Die
Sympathektomie bewirkte hingegen unter Paigen-Fiitterung keinen signifikanten Einfluss auf

das Lebergewicht.

Analog zum Lebergewicht war auch das mittlere Milzgewicht in den Gruppen Kon und Sx mit
100 + 10 mg bzw. 110 + 30 mg vergleichbar. Durch Paigen-Fitterung (Paigen 190 + 50 mg)
konnte ein signifikant erhohtes Milzgewicht erzielt werden (Kon vs. Paigen, p < 0,001), ohne
dass die Sympathektomie das Milzgewicht signifikant beeinflusst hatte, mit einem mittleren

Milzgewicht von 150 + 60 mg in der Gruppe Paigen + Sx.
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Abbildung 1: Makroskopischer Befund bei Organentnahme
Situs (oben), Lebern (unten); vergréfSerte und aufgehellte Lebern bei Paigen und Paigen + Sx;

knotige Verdnderungen und abgerundete Leberréinder bei Paigen + Sx

6.2 Mikroskopische Befunde

6.2.1 NASH-Scoring anhand histologischer Schnitte

Im Rahmen der histopathologischen Begutachtung zeigte sich innerhalb der
Behandlungsgruppen ein sehr homogenes Bild, sodass es zwischen den Tieren in jeweils

einer Gruppe interindividuell keine histomorphologischen Unterschiede zu erkennen gab.

So zeigten die Tiere der Kontrollgruppe (Kon), wie auch die Tiere aus der Sympathektomie-
Kontrollgruppe (Sx) ein sehr uniformes Bild. Beruft man sich auf den NAS Score (NASH
activity score), so ergab sich fir die einzelnen Parameter Steatose, Ballonierung,
Inflammation und Fibrose jeweils bei allen Tieren der beiden Gruppen der Wert ,,0“. Der NAS
in diesen beiden Gruppen war somit jeweils 0. Insgesamt waren in den Gruppen Kon und Sx

also keine Anzeichen fiir NASH-typische Verdanderungen zu sehen.
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Analog zu den Kontrollgruppen zeigten die Gruppen mit Paigen-Fitterung (Paigen und
Paigen + Sx) ebenfalls ein sehr uniformes Bild. Die Tiere mit Sympathektomie und jene ohne
waren histomorphologisch nicht zu unterscheiden. Die Sympathektomie blieb also ohne
einen mikroskopisch fassbaren Effekt, wohingegen jedoch die Paigen-Fiitterung ihren
gewlinschten Effekt erzielte, namlich die Erzeugung einer Steatohepatitis. So ergab sich bei
allen Tieren ein Steatosegrad von uber 66 %, entsprechend einem Score-Wert von 3, eine
stark ausgepragte Ballonierung vieler Hepatozyten, also einen Ballonierungsgrad vom Wert
2, sowie eine gering ausgepragte, jedoch feststellbare Inflammation mit einzelnen
intralobuldaren Entziindungszellen, entsprechend einem NAS-Wert fiir die Inflammation von
1. Fasst man alle drei Parameter zusammen, ergibt sich also ein NAS-Summenwert von 6,

was fir die Diagnose einer NASH spricht.

Ebenfalls nachzuweisen war in der Sirius-Red-Farbung, einer speziellen Bindegewebsfarbung,
eine diffuse perizelluldre sinusoidale Faservermehrung, d. h. eine Fibrose vom Grad 1a bis

1b.

Zusammenfassend ist also festzuhalten, dass das Tiermodell erfolgreich eine NASH mit
Vorhandeinsein aller pathologischen NASH-Kriterien simulieren konnte, ohne dass die

Sympathektomie einen histopathologisch fassbaren Effekt bewirken konnte.

Tabelle 10: Ergebnis der histopathologischen Untersuchung gefdirbter Leberschnitte
anhand des NAS-Scores nach Kleiner et al.
Summenwert des NAS von 6 und somit Diagnose der NASH in den Gruppen Paigen und

Paigen + Sx; kein histomorphologischer Effekt durch Sympathektomie.

Steatose Ballonierung Inflammation Z = NAS Fibrose
Kon 0 0 0 0 0
Sx 0 0 0 0 0
Paigen 3 2 1 6 1a/b
Paigen + Sx 3 2 1 6 1a/b
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Abbildung 2: Histologischer Befund H/E-gefirbter Leberschnitte

Im Vergleich zu Kontrolltieren (Kon bzw. Sx) ausgepréigte Steatose, sowie Ballonierung
(Pfeile) und Entziindungszellinfiltrate (gestrichelte Kdstchen) in den Paigen-gefiitterten
Tiergruppen (Paigen und Paigen + Sx) als histopathologische Zeichen der NASH zu sehen; kein
histomorphologisch fassbarer Effekt durch Sympathekomie feststellbar, sowohl im Vergleich
von Kon zu Sx, als auch Paigen zu Paigen + Sx; Z: Zentralvene, PF: Portalfeld (Vergréf3erung
40-fach).



6. Ergebnisse -68 -

Abbildung 3: Histologischer Befund Sirius-Red-geféiirbter Leberschnitte

Keine vermehrte Fibrosierung in den Gruppen Kon und Sx, deutliche diffuse perizelluldre
sinusoidale Faservermehrung nach Paigen-Fiitterung erkennbar, jedoch kein Unterschied
nach Sympathektomie (Vergréfserung 40-fach).
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6.3 Intrahepatischer Lipidgehalt

6.3.1 Freie Fettsauren (ffA) und Triglyceride (TG)

Bei der Analyse von Lebergewebeproben auf den Gehalt an freien Fettsduren (ffA) und
Triglyceriden (TG) konnte jeweils kein signifikanter Unterschied festgestellt werden, sowohl
im Vergleich von Kontrollen (Kon bzw. Sx) zu Paigen-Fiitterung (Paigen bzw. Paigen + Sx), als
auch im Vergleich von Tieren ohne (Paigen bzw. Kon) und mit (Paigen + Sx bzw. Sx)
Sympathektomie. Die Werte sind angegeben als Stoffmenge ffA bzw. Masseneinheit TG pro

Masseneinheit Lebergewebe.

4 ffA (umol/g) TG (pg/mg)
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Abbildung 4: Intrahepatischer Gehalt an freien Fettsduren (ffA) und Triglyceriden (TG)

Keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen feststellbar.

6.3.2 Cholesterin

Im Gegensatz zu den freien Fettsduren und Triglyceriden war der Cholesteringehalt im
Lebergewebe signifikant erhéht. Zum einen lagerten die Tiere in der Paigen-Gruppe (1,30 +
0,36 pg/mg) signifikant mehr Cholesterin im Lebergewebe ein im Vergleich zur Kontroll-
Gruppe (Kon: 0,19 + 0,05 pg/mg; p < 0,05). Durch die Sympathektomie konnte der
Cholesteringehalt in der Gruppe Paigen + Sx (2,36 * 0,21 pug/mg) nochmal im Vergleich zu
den Tieren mit Paigen-Fltterung aber ohne Sympathektomie signifikant gesteigert werden
(p < 0,05). Aus Vorversuchen ist bekannt, dass im Paigen-NASH-Tiermodell Cholesterin das
vorherrschende in der Leber akkumulierende Lipid ist (Dorn 2009), was somit bestatigt

werden konnte.
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Abbildung 5: Intrahepatischer Cholesterin-Gehalt
Erhéhte intrahepatische Cholesterin-Konzentration durch Paigen-Fiitterung (Kon vs. Paigen, *
p < 0,001) und weitere Steigerung durch Sympathektomie (Paigen vs. Paigen + Sx, ** p <

0,001).

6.4 Transaminasen im Serum: AST und ALT

Als Marker fir die Leberzellschadigung wurden die Transaminasen AST (bzw. GOT) und ALT
(bzw. GPT) im Serum analysiert. Bei NASH sind charakteristischerweise v. a. die ALT-Werte
erhoht, sodass die Serum AST/ALT-ratio typischerweise erniedrigt ist, anders als bei der
alkoholischen Fettlebererkrankung, bei der dieses Verhéltnis eher erhoht ist (Powell 1990,
Diehl 1988). Auch im vorliegenden Paigen-Diat-induzierten NASH-Tiermodell konnte eine
durch die Paigen-Flitterung erzielte signifikante Erhohung der ALT-Werte festgestellt werden
im Vergleich zu den Kontrolltieren (Paigen: 402 + 73 vs. Kon 100 £ 28; p < 0,001). Durch die
Sympathektomie konnte der ALT-Wert signifikant gesenkt werden (Paigen 402 + 73 vs.
Paigen + Sx: 306 + 104; p < 0,05). Die AST-Werte waren bei den Paigen-gefiitterten Tieren

tendenziell erhoht, der Unterschied konnte jedoch keine Signifikanz erreichen.

Beim Vergleich der AST- mit den ALT-Werten im Rahmen der Berechnung von AST/ALT-ratios
konnte die fiir NASH typische Erniedrigung des AST/ALT-Verhéltnisses nachvollzogen werden
(Kon: 4,7 + 1,5 vs. Paigen: 1,6 + 0,8, p < 0,05); die Sympathektomie konnte das Verhaltnis

jedoch nicht beeinflussen (Paigen + Sx: 1,8 £ 0,8).
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Abbildung 6: Transaminasen AST und ALT im Serum, AST/ALT-ratio

Keine signifikanten Unterschiede der AST Werte; signifikante Erh6hung der ALT-Werte unter
Paigen-Fiitterung (Kon vs. Paigen, * p < 0,001) und signifikante Erniedrigung durch
Sympathektomie (Paigen vs. Paigen + Sx, ** p < 0,05); Erniedrigung der AST/ALT-ratio bei
NASH (Kon vs. Paigen, *** p < 0,01), die Sympathektomie blieb ohne signifikanten Effekt.

6.5 Ergebnisse der RNA-Untersuchungen: TNF und Collagen-1

6.5.1 TNF

Als Parameter zur Abschatzung der hepatischen Inflammation im Rahmen der NASH wurde
die Aktivitat des Zytokins TNF im Lebergewebe mittels quantitativer PCR untersucht. TNF gilt
als einer der Schlissel-Mediatoren in der Pathophysiologie der hepatischen

Entziindungsreaktion im Rahmen der NASH (Tomita et al. 2006).
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Auch durch das vorliegende Experiment kann der Stellenwert von TNF bei der NASH
unterstrichen werden. So zeigt sich bei den Paigen-gefiitterten Tieren eine deutliche
Uberexpression von TNF (Paigen: 11,71 + 1,92 vs. Kon: 1,00 + 0,58; p < 0,001). Durch die
Sympathektomie konnte diese gesteigerte Expression von TNF jedoch nicht beeinflusst

werden (Paigen + Sx: 11,10 + 5,06).

TNF
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Abbildung 7: Expression von TNF im Lebergewebe
Gesteigerte Expression von TNF im Rahmen der NASH (* p < 0,001), keine signifikante

Anderung durch Sympathektomie.

6.5.2 Collagen-1

Desweiteren wurde zur Messung der hepatischen Fibrosierungsvorgange die Aktivitat von
Collagen-1im Lebergewebe bestimmt. Wahrend eines chronischen Leberzellschadens ist die
Expression der Collagene |, Il und IV erhoht, wobei Collagen | das pradominierende Molekiil

darstellt (Burt et al. 1990, Hahn et al. 1980, Rojkind et al. 1979).

Diesen Anstieg den Genaktivitdit von Collage-1 konnten auch wir in unserem NASH-
Tiermodell bestatigen. Die Expression war in der Paigen-Gruppe signifikant erhoht im
Vergleich zur Kontrollgruppe (Paigen: 2,57 + 0,85 vs. Kon: 1,00 + 0,63; p < 0,01). Auch
hinsichtlich Collagen-1 zeigte sich jedoch durch die Sympathekomie kein Effekt (Paigen + Sx:
3,09+0,57).
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Abbildung 8: Expression Collagen-1 im Lebergewebe
Gesteigerte Expression von Collagen-1 im Rahmen der NASH (*p < 0,01), keine signifikante

Anderung durch Sympathektomie.

6.6 Fluoreszenz-Immunhistochemie

6.6.1 Nachweis der erfolgreichen Sympathektomie anhand TH-gefarbter

Diinndarmschnitte

Zum Nachweis der erfolgreichen Sympathektomie wurden sympathische, Tyrosin-
Hydroxylase (TH) enthaltende Nervenfasern wie im Methodenteil beschrieben mit einem
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten Antikorper markiert, sodass diese im
Fluoreszenzmikroskop rot leuchteten. Der Nachweis erfolgte anhand der Auszahlung der TH-

positiven Nervenfasern in Diinndarmschnitten.

Schon in der Uberblicksbetrachtung fiel auf, dass sich die Anzahl der sympathischen, TH-
positiven Fasern, die sich im Diinndarm v. a. in der Tunica muscularis anfarbten, in den
sympathektomierten Gruppen Sx und Paigen + Sx stark reduziert hatte. Wahrend in den
Gruppen Kon und Paigen die Nervenfasern zahlreich v. a. im Bereich der Tunica muscularis
und teilweise in tiefere Schleimhautschichten einstrahlend zu sehen waren, konnten in den

Gruppen Sx und Paigen + Sx nur wenige Nervenfasern identifiziert werden.

Bei der Auszdhlung der sympathischen Nervenfasern pro Quadratmillimeter zeigte sich beim
Vergleich von Kon zu Sx sowie von Paigen zu Paigen + Sx eine signifikante, ca. 80 %

betragende Reduktion (Kon: 35,3 + 2,7 vs. Sx: 7,6 £ 0,3, p < 0,05; Paigen: 34,6 + 1,0 vs. Paigen
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+Sx: 6,3 +0,4, p<0,05). Die Paigen-Futterung alleine hatte keinen Einfluss auf die Dichte der
intestinalen sympathischen Innervation: im Vergleich von Kon zu Paigen bzw. Sx zu Paigen +

Sx stellte sich kein signifikanter Unterschied heraus.
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Abbildung 9: TH-Férbung Diinndarm

Nachweis der erfolgreichen Sympathektomie anhand TH-geférbter Diinndarmschnitte; je ein
représentatives Beispiel aus jeder Gruppe (rot, links) mit dazugehériger Kontroll-Fdrbung
(griin, rechts); TH-positive Nervenfasern (Pfeile) v. a. in der Tunica muscularis; sichtbare

Verringerung in den sympathektomierten Gruppen.

6.6.2 Veranderung der intrahepatischen sympathischen Innervation im Rahmen der NASH

und Einfluss der chemischen Sympathektomie

Zur Untersuchung der intrahepatischen sympathischen Innervation im Rahmen der NASH
und des Einflusses der Sympathektomie auf dieselbe wurden analog zur TH-Farbung von
Diinndarmschnitten Leberschnitte mit einem fir TH spezifischen Fluoreszenzantikdrper
angefarbt. Die Auswertung erfolgte nach dem im Methodenteil beschriebenen Scoring-
System: der Wert ,2“ galt hierbei fir viele TH-positive Nervenfasern im Bereich eines
beurteilten Portalfeldes; der Wert ,1“ wurde bei sehr wenigen, aber nachweisbaren
Nervenfasern vergeben, und der Wert ,0“ fir das Fehlen von sympathischen

Nervenendigungen im entsprechenden Portalfeld.

In der Ubersichtsbetrachtung zeigte sich, dass bei der Maus sich sympathische Nervenfasern
ausschlieBlich im Bereich der gréBeren Gefdlle, d. h. in der Wand von Pfortaderasten und
Asten der Arteria hepatica, sowie im umliegenden perivaskuliren Bindegewebe und
interlobuldar im Bereich der Periportalfelder nachweisen lassen. Eine Einstrahlung ins
intralobulare Parenchym bzw. in die Sinusoide konnte bei keiner der vier Gruppen gesehen

werden. Somit konnte im vorliegenden Modell das bekannte und oben beschriebene
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Verteilungsmuster intrahepatischer Innervation bei der Maus bestatigt werden (McCuskey

2004).

Nach der Beurteilung nach dem beschriebenen Scoring-Systems zeigten sich jedoch

signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen.
a) Nachweis der erfolgreichen intrahepatischen Sympathektomie

Im Vergleich von Kontroll-Tieren zu sympathektomierten Tieren konnte festgestellt werden,
dass sich durch die Sympathektomie neben der Verringerung der sympathischen
Nervenfasern im Diinndarm auch deren intrahepatische Dichte signifikant herabgesetzt hat
(Score-Mittelwert Kon: 0,95 +v 0,06 vs. Sx: 0,78 + 0,04; p < 0,01). Es kann somit also davon
ausgegangen werden, dass die Sympathektomie nicht nur im Diinndarm erfolgreich war,
sondern auch ,vor Ort“ im Organ des Interesses des vorliegenden Experiment, also der

Leber.
b) Vermehrung intrahepatsicher sympathischen Nerverfasern im Rahmen der NASH

Desweiteren konnte durch die Paigen-Flitterung eine Vermehrung von intrahepatischen TH-
positiven Nervenfasern erzielt werden. So zeigte das Lebergewebe von Kontrolltieren einen
signifikant niedrigeren Score-Wert als das der Tiere mit Paigen-Futterung (Kon: 0,95 + 0,06
vs. Paigen: 1,47 + 0,18; p < 0,01). Dieses Ergebnis deutet also darauf hin, dass es wahrend
der NASH intrahepatisch zu einer Aktivierung des sympathischen Nervensystems, bzw.
zumindest zu einer gesteigerten Aktivitdit sympathischer, Tyrosin-Hydroxylase-

exprimierender Neurone kommt.
c) Stark ausgepragter Effekt der Sympathektomie im Rahmen der NASH

Stellt man die Score-Werte der Tiere mit Paigen-Fitterung und derer mit zusatzlicher
Sympathektomie gegeniber, wird klar, dass die Sympathektomie unter Paigen-Fiitterung
einen sehr stark ausgepragten Effekt hat. So sank der mittlere Score-Wert von 1,47 £ 0,18 in
der Gruppe Paigen auf einen hoch-signifikant niedrigeren Wert von 0,50 + 0,09 (p < 0,001).
Zudem liegt nach Sympathektomie der Score-Wert in der Gruppe der Tiere mit Paigen-
Flitterung auch signifikant unter dem Niveau ihrer Kontroll-Tiere (Paigen + Sx: 0,50 + 0,09 vs.

Sx: 0,78 + 0,04, p < 0,01), was einen Anhalt dafiir gibt, dass es im Laufe einer NASH-
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Erkrankung zu einer verstarkten Vulnerabilitit des Lebergewebes gegeniliber einer

Sympathektomie mittels 6-Hydroxy-Dopamin kommt.

TH-Scoring Leber
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Abbildung 10: TH-Scoring der Leber

Angabe als Mittelwert (MW) der Score-Werte

Signifikante Verringerung des TH-Scores durch Sympathektomie (Kon vs. Sx, * p < 0,01), sehr
stark ausgeprdgter Effekt unter Paigen-Fiitterung (Paigen vs Paigen + Sx, ** p < 0,001),
erhéhte Vulnerabilitit gegeniiber Sympathektomie wdhrend Paigen-Fiitterung (Paigen + Sx
vs. Sx, *** p < 0,01), Vermehrung bzw. stérkere Aktivierung intrahepatischer Nervenfasern in

Rahmen der NASH (Kon vs. Paigen, **** p < 0,01).
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Score 1

Abbildung 11: TH-Féirbung Leber
Reprdisentative Beispielbilder fiir die einzelnen Score-Werte (links), sowie zugehdérige
Kontrollfdrbungen (rechts); Score 0: keine TH-positiven Nervenfasern erkennbar, Score 1:

wenige, Score 2: viele; PV: Portalvene; Stern: Ast der Arteria hepatica.
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7. Diskussion

7.1 Induktion einer NASH durch Paigen-Flitterung

Im vorliegenden Tiermodell konnte eine 24-woéchige Paigen-Flitterung mit einem Fettgehalt
von 35 %, sowie Zusatz von 1,25 % Cholesterol und 0,5 % Cholat wie friher beschrieben
erfolgreich eine NASH mit ihren bekannten Komponenten induzieren (Matsuzawa et al.
2007). Makroskopisch fielen ca. zweifach vergroRerte und vom Aspekt her aufgehellte
Lebern auf. Analog stellte sich der mikroskopische Befund dar, wobei sich die Paigen-
geflitterten Tiere mit einer ausgepragten Steatose und Ballonierung der Hepatozyten,
allerdings mit einer nur eher milden Inflammation und Fibrose prasentierten. Der NAFLD-
activity-score (NAS) erreichte einen Zahlenwerte von 6, was die Diagnose NASH zuldsst
(Kleiner et al. 2005). Anders als andere verfiigbare NASH-Modelle kommt das in vorliegender
Studie verwendete der natirlichen NASH-Entstehung vermutlich ndher. Genetische NASH-
Modelle kénnen zwar Adipositas und einen gestdrten hepatischen Lipid-Metabolismus
imitieren (Larter et al. 2008), ob jedoch eine multifaktoriell verursachte Erkrankung wie die
NASH durch die Modifikation eines einzelnen Gens ausreichend abgebildet werden kann, ist
fragwiirdig. Die weit verbreitete Methionin-Cholin-defiziente (MCD) Diat fihrt zwar zu
einem ausgepragten und progressiven Leberschaden mit Steatose, lobuldrer Inflammation
und der typischen perisinusoidalen und pericentralen Fibrose, allerdings fehlt es hier an der
Induktion von lipotrophen Faktoren und Insulinresistenz (Rinella et Green 2004). Weiterhin
vermag die MCD-Diat keine hepatozytadre Ballonierung auszulosen (Ota et al. 2007), ein sehr
wichtiges Merkmal, das eine progressive Form der NASH von gutartigeren Formen der
Fettlebererkrankungen unterscheidet (Matteoni et al. 1999). Es konnte gezeigt werden, dass
Patienten mit einer ausgepragten Ballonierung der Hepatozyten in der Leberbiopsie ein
erhohtes Risiko flir die Entwicklung einer Zirrhose haben sowie starker gefahrdet sind, an
einer Leber-bezogenen Erkrankung zu versterben, im Gegensatz zu Patienten mit
hepatischer Fettakkumulation und Inflammation alleine (Farrell et Larter 2006). In der
vorliegenden Studie konnte diese Ballonierung als aussagekraftiger Marker des
hepatozytaren Zellschadens sehr ausgepragt festgestellt werden. Ob die Paigen-Fitterung
bei unseren Versuchstieren zu einer Insulinresistenz — ein wichtiger pathogenetischer
Mechanismus und Risikofaktor der NASH (Marchesini et al. 2003) — flihrte, wurde nicht

untersucht, konnte jedoch friiher bereits gezeigt werden (Matsuzawa et al. 2007). Als
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Kritikpunkt an unserem Tiermodell muss jedoch angemerkt werden, dass durch Paigen-
Flatterung keine Adipositas als weiterer Hauptrisikofaktor der NASH (Chalasani et al. 2012)

induziert werden konnte, was so ebenfalls aus Vorversuchen bekannt ist (Dorn 2009).

Bei der Untersuchung, welche Lipide im Rahmen der NASH in den Leberzellen akkumulieren,
stellte sich heraus, dass es keine Unterschiede im hepatozytdren Gehalt von sowohl freien
Fettsauren, als auch Triglyceriden gab. Jedoch fiihrte die Paigen-Flitterung zu einer starken
Anhaufung von Cholesterol in den Leberzellen, womit ebenfalls friihere Studien bestatigt
werden konnten (Dorn 2009). Somit kann abgeleitet werden, dass zumindest im von uns
verwendeten Mausmodell wohl Cholesterol jenes Lipid ist, das im Rahmen der NASH eine
hepatische Inflammationsreaktion und einen Leberzellschaden auslost, moglicherweise
durch die Erzeugung von oxidativem Stress (Matsuzawa et al. 2007). In lipidomischen
Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass auch beim Menschen Cholesterol
dasjenige Lipid ist, das anders als freie Fettsauren und Triglyceride selektiv in NASH-Lebern
im Gegensatz zu Nicht-NASH-Lebern akkumuliert und bedingt durch seine Lipotoxizitdt zu
einem Progress hin zu kritischeren Verlaufen der Fettlebererkrankung fuhrt (Farrell et al.
2012, Caballero et al. 2009, Puri et al. 2007). Ein weiterer zugrundeliegender Mechanismus
der durch Cholesterol vemittelten Lipotoxizitdt kdnnte eine Akkumulation von freiem
Cholesterol in Mitochondrien sein, was Hepatozyten fiir den mitochondrialen Zelltod-
Signalweg sensibilisiert. Dies konnte ebenfalls aus Mausexprimenten mit Zugabe von 2 %
Cholesterol zur Nahrung abgeleitet werden (Mari et al. 2006). Die Quelle des hepatozytdren
Cholesterols ist in der vorliegenden Studie hauptsachlich die Aufnahme aus der Nahrung. Ein
Anteil von 1,25 % Cholesterol an der Nahrung auf den Menschen libertragen wirde eine
tagliche Zufuhr von mehr als 1200 mg Cholesterol pro Tag bedeuten, wobei die
durchschnittliche Aufnahme von Cholesterol aus der Nahrung bei ca. 300 mg pro Tag liegt,
also mehr als 4-fach weniger als im vorliegenden Experiment (Ginsberg 2006). Durch den
unnatirlich erhéhten Cholesterol-Gehalt an der Nahrung konnte also in vorliegender Studie
zwar eine NASH erfolgreich induziert und das fir die NASH charakteristische hepatische
Lipidmuster imitiert werden. Die Ursachen hepatischer Lipidakkumulation bei der
menschlichen NASH sind jedoch sehr wahrscheinlich abgesehen von der Aufnahme einer
groflen Cholesterol-Menge mit der Nahrung auch noch andere, wie im Abschnitt
,Hintergrund” umfangreich beschrieben. Dies ist als weiterer Kritikpunkt am vorliegend

Experiment zu respektieren.
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Histologisch konnten als weitere wichtige Komponenten der NASH in den Paigen-Lebern
hepatische Inflammation und Fibrosierung beobachtet werden. Neben dem
histomorphologischen Nachweis von einzelnen intralobuldren Entziindungszellen bei den
Paigen-gefiitterten Tieren weist eine verstarkte Expression des pro-inflammatorischen TNF
im Lebergewebe auf eine hepatische Entziindungsreaktion hin. Aus verschiedenen
Tierexperimenten konnte abgeleitet werden, dass eine Hochregulation von TNF maligeblich
an der Einleitung und Aufrechterhaltung einer Inflammationsreaktion im Rahmen der
Fettlebererkrankung beteiligt ist (Tomita et al. 2006, Hui et al. 2004). Tatsachlich konnten
sowohl bei der alkoholischen, als auch der nicht-alkoholischen Steatohepatitis erhéhte
Serumwerte fir TNFa nachgewiesen werden (Lalor et al. 2007) und die Serum Werte, sowie
die hepatische Expression von TNF korrelierten mit der Schwere der Leberschadigung und
der Steatohepatitis bei der NASH (Manco et al. 2007). Die hepatische TNF-Expression war bei
Patienten mit NASH signifikant hoéher als bei denen mit einer einfachen Steatose ohne
Inflammation (Crespo et al. 2001). SchlieBlich gibt es aus sowohl tierexperimentellen als
auch menschlichen NASH-Studien Hinweise darauf, dass eine Inhibition des TNF-Signalwegs
eine effektive NASH-Therapie sein kdnnte. Eine Anti-TNFa-Behandlung mittels Pentoxifyllin
resultierte in einer signifikanten Abschwachung der Leberschadigung bei Steatohepatitis

(Koppe et al. 2004, Satapathy et al. 2004, Adams et al. 2004).

Histologisch zeigte sich desweiteren eine diffuse perizelluldre sinusoidale Faservermehrung,
entsprechend einem Fibrosegrad von 1, wobei die Faservermehrung das fir die NASH
typische Maschendraht- bzw. ,chicken-wire“~-Muster annahm (Tannapfel et al. 2010, Larter
et al. 2008). Die Auspragung der Fibrose war im vorliegenden Experiment somit eher mild.
Entgegen anderer Studien konnte nach 24 Wochen Paigen-Fiitterung kein Fortschreiten zu
hohergradigeren Fibrosierungszustanden nachvollzogen werden (Matsuzawa et al. 2007).
Um den histologischen Befund zu untermauern, wurde die Expression von Collagen-1 im
Lebergewebe untersucht. Wahrend eines chronischen Leberzellschadens werden hepatische
Sternzellen, die wichtigsten fibrogenen Zellen in der Leber, aktiviert. Diese vollziehen
daraufhin eine Verwandlung von einer ruhenden Zelle zu einem Myofibroblasten-dhnlichen
Phdnotyp, werden proliferativ und exprimieren a-SMA und andere fibrogene
Matrixproteine, die wahrend der Leberzirrhose akkumulieren (Friedmann 2000). So ist die
Expression der Collagene |, Il und IV erhoht, wobei Collagen | das pradominierende Molekiil

darstellt (Burt et al. 1990, Hahn et al. 1980, Rojkind et al. 1979). In der Tat konnten wir nach
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Paigen-Fltterung eine signifikant erhéhte Expression von Collagen-1 nachweisen, zusatzlich
zur histologischen Faservermehrung also ein weiterer Hinweis flr eine hepatische

Fibrosierungsreaktion als Zeichen der NASH.

Als weiterer Marker fiir die Leberzellschadigung und damit fir das erfolgreiche Auslosen
einer NASH im vorliegenden Experiment war wie frilher beschrieben (Dorn 2009, Matsuzawa
et al. 2007) nach Paigen-Flitterung die Transaminase ALT erhoht, die AST-Werte waren nicht
signifikant verandert. Dies fuhrte zu einer erniedrigten AST/ALT-ratio. Auch bei der
menschlichen NASH sind charakteristischerweise v. a. die ALT-Werte erhoht, sodass die
Serum AST/ALT-ratio typischerweise erniedrigt ist, anders als bei der alkoholischen
Fettlebererkrankung, bei der dieses Verhaltnis eher erhoht ist (Powell 1990, Diehl 1988).
Erhohte Transaminasen sind jedoch nicht zwingend fiir die Diagnose NASH notwendig. AuRRer
bei sehr fortgeschrittenen Krankheitsverlaufen sind die Leber-Blut-Tests oft auch normal
oder zeigen typischerweise nur eine milde Erhéhung der Transaminasen um das 1,5- bis 3-
Fache und die AST/ALT-ratio ist oft erniedrigt (Day 2012). Nicht-invasive Methoden wie die
Transaminasen-Werte und bildgebende Verfahren wie Ultraschall, CT und MR kénnen nicht
zuverldssig zwischen einfacher Steatose und Steatohepatitis mit Inflammation und Fibrose
unterscheiden, weshalb noch immer das Dogma besteht, dass eine Leber-Biopsie bzw. —
Histologie weiterhin das zuverldssigste Instrument zur Identifikation der Anwesenheit einer
Steatohepatitis und Fibrose bei Patienten mit einer Fettlebererkrankung darstellt (Chalasani
et al. 2012). Erhohte Transaminasen sind also zur Diagnose der NASH nicht notwendig,
konnen aber als weiterer Nachweis dienen, dass die verwendetet Paigen-Didt zu einer

Leberschadigung gefiihrt hat.

Insgesamt konnte also durch Paigen-Fltterung als erste Basis unseres Tierversuchs
erfolgreich eine NASH imitiert werden, was sowohl histologisch, als auch durch

weiterfihrende unterstitzende Untersuchungen bewiesen werden konnte.

7.2 Erfolgreiche Inhibition des SNS durch Sympathektomie mittels 6-OH-DA
und verstarkter Effekt wahrend NASH

Durch die Anfarbung Tyrosin-Hydroxylase enthaltender sympathischer Neurone konnte die
Effektivitdt des Sympathotoxins 6-Hydroxy-Dopamin (6-OH-DA) nachgewiesen werden. 6-
OH-DA war die erste chemische Substanz, von der man wusste, dass sie in vielen Spezies wie

dem Meerschweinchen, der Ratte, der Maus und der Katze eine selektive Zerstérung
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sympathischer Nervenzellen bewirkt und so eine lang anhaltende Depletion von
Catecholaminen im Gewebe verursacht (Picklo 1997). Durch elektronenmikroskopische
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass 6-OH-DA zu einer Zerstdrung sympathischer
Nervenendigungen fihrt (Thoenen et Tranzer 1968). Dabei quillt die sympathische

Nervenfaser vor der Synapse auf, was in deren Untergang endet (Malmfors et Sachs 1968).

In unserem Experiment verursachte die intraperitoneale Verabreichung von 6-OH-DA einen
ca. 80-prozentigen Verlust noradrenerger Nervenfasern im Dinndarmgewebe, sowie eine
signifikante Verringerung der sympathischen Innervation in der Leber, die jedoch durch
unsere fluoreszenzimmunhistochemische Methode nicht in Prozent ausdriickbar ist. In
friheren Versuchen an Ratten konnte jedoch nachgewiesen werden, dass eine
intraperitoneale Gabe von 6-OH-DA in einem Abfall des intrahepatischen Noradrenalin-
Gehalts von 87 bzw. 82 Prozent resultierte (Dubuisson et al. 2002, Pifion et al. 1999).
Ahnliche Ergebnisse konnten durch mikrochirurgische hepatische Denervation (Lindfeldt et
al. 1987), die intraportale Gabe von 6-OH-DA (Wheatley et al.1993) und durch hepatische
Denervation mittels Phenol (Carreno et Seelaender 2004) erzielt werden. Desweiteren ist
bekannt, dass der hepatische Noradrenalin-Gehalt mit dem Grad der hepatischen
Innervation korreliert (Wheatley et al. 1993). Auch wenn 6-OH-DA nicht zu einem
kompletten Verlust noradrenerger Fasern bis unterhalb der Nachweisgrenze fiihrt, so gilt
dennoch allgemein eine ca. 80-prozentige Verminderung des Noradrenalin-Gehalts eines
Organs als ausreichend, in einer Studie zum Einfluss der sympathischen Innervation auf ein
Organ eine adaquate Inhibition dieser Neurone in demselben sicherzustellen (Carreno et

Seelaender 2004, Lindfeldt et al. 1987, Homin et al. 1984).

Einen besonders stark ausgepragten Effekt konnte 6-OH-DA auf die hepatische Innervation
unter Paigen-Fitterung, also im Rahmen der erzeugten NASH, ausiiben. Wahrend der NASH
konnte im vorliegenden Modell eine Vermehrung bzw. Aktivierung intrahepatischer
sympathischer Nervenfasern beobachtet werden. Nach der Sympathektomie mittels 6-OH-
DA war die Dichte der TH-positiven Nervenfasern jedoch noch einmal signifikant niedriger als
bei den sympathektomierten Tieren der Kontrollgruppe, also Tieren ohne NASH. Ein Grund
dafir ist wohl in der Wirkungsweise von 6-OH-DA zu suchen. Die Toxizitdt von 6-OH-DA
beruht auf zweit Schritten: der erste Schritt bestimmt die Selektivitdt auf noradrenerge

Fasern, da 6-OH-DA durch die spezifische Noradrenalin-reuptake-Pumpe in die Nervenfaser
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aufgenommen wird, wo das Sympathotoxin anschlieRend eine Reihe von chemischen
Transformationen zu reaktiven Verbindungen erfahrt. Dies flihrt zur Produktion von
Wasserstoffperoxid, Superoxid-Anionen und Woasserstoff-Radikalen, die schlieBlich die
Integritat der Nervenfaser-Membran schadigen (Picklo 1997). Im vorliegenden Experiment
konnte nun gezeigt werden, dass Paigen-Fiitterung zu einer verstarken Aktivitat
intrahepatischer Nervenfasern filihrt. Dies resultiert vermutlich in einer gleichzeitig
gesteigerten Aktivitat des Noradrenalin-reuptakes, wodurch auch eine groBere Menge 6-OH-
DA in das Neuron eindringen und so die sympathische Faser effektiver zerstéren kann. Durch
diesen Mechanismus lasst sich vermutlich der ausgepragte Effekt der Sympathektomie

wahrend der NASH erklaren.

7.3 Kompensatorisch gesteigerte sympathische Leberinnervation im Rahmen
der NASH

Durch die fluoreszenzimmunhistochemische Untersuchung des Lebergewebes konnten wir
zeigen, dass sich — wie friiher bereits beschrieben (Akiyoshi et al. 1998, Fukuda et al. 1996) —
bei der Maus Tyrosin-Hydroxylase exprimierende sympathische Nervenfasern exklusiv im
Bereich der Periportalfelder nachweisen lassen. Intralobuldr lieBen sich keine Fasern
feststellen. Diese topographische Verteilung war bei den Kontrolltieren sowie den Paigen-
geflitterten NASH-Tieren gleich. In der Dichte der sympathischen Innervation gab es jedoch —
wie im letzten Abschnitt bereits kurz angeschnitten — signifikante Unterschiede: wahrend
der NASH entwickelten die Versuchstiere eine aktivierte bzw. vermehrte sympathische

intrahepatische Versorgung.

Das Nervengewebe wird Ublicherweise als relativ statisches Gewebe angesehen. Aufgrund
verschiedener Beobachtungen kann jedoch abgeleitet werden, dass die hepatische
Innervation eine gewisse Plastizitdt aufweist, worauf sich auch die beobachtete grofRRere
Dichte intrahepatischer Nervenfasern im Rahmen der NASH im vorliegenden Experiment
begrinden konnte. So gibt es sowohl tierexperimentell als auch aus klinischen Studien
begriindete Hinweise dafiir, dass es nach einer orthotopen Lebertransplantation bzw. einer
chirurgischen Leberdenervation zu einer gewissen hepatischen Reinnervation kommt
(Sakamoto et al. 2000, Dhillon et al. 1992, Ito et al. 1998). Wahrend es fiir die NASH vor
unserer Studie unseres besten Wissens noch nicht untersucht wurde, konnten desweiteren

Jaskiewicz et al. eine gesteigerte Anzahl hepatischer Nervenfasern in der Umgebung der
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Pfortader-Aste im Rahmen der alkoholischen Steatohepatitis ohne Zeichen der portalen
Hypertension beobachten (Jaskiewicz et al. 1994). Dagegen fehlten in zirrhotischen Knoten
und fibrotischem Lebergewebe auf dem Boden einer alkoholischen Leberzirrhose beim
Menschen die ansonsten bei gesunden Lebern vorhandenen parenchymalen Nervenfasern

(Fukuda et al. 1996, Jaskiewicz et al. 1994).

Der Grund fiir die beobachtete Aktivitatssteigerung der intrahepatischen sympathischen
Innervation kénnte ein Kompensationsversuch auf die Uberladung der Leber mit Cholesterol
und Lipiden sein. Es ist bekannt, dass Noradrenalin bzw. sympathische hepatische Nerven an
der Regulation der hepatischen Lipid-Oxidation, also dem Verbrennen von Lipiden, und des
Lipid-Exports mittels VLDL beteiligt sind (Tavares et Seelaender 2008, Carrefio et Seelaender
2004, Barke et al. 1993). Dass es sich dabei tatsachlich am ehesten um einen
Kompensationsversuch und nicht um eine Ursache fir die vermehrte hepatische
Cholesterol-Einlagerung handelt, wird dadurch klar, dass nach Sympathektomie die
hepatische Cholesterol-Konzentration im Vergleich zur NASH mit intaktem sympathischem
Nervensystem noch einmal signifikant gesteigert war. Dieser protektive Mechanismus
scheint aber netto dennoch zu gering zu sein, um die Entstehung der Fettleber komplett

aufhalten zu konnen.

Insgesamt gibt unsere Studie also einen Hinweis dafiir, dass es im Rahmen der NASH zu einer
kompensatorisch gesteigerten Sympathikusaktivitat in der Leber kommt, vermutlich um den

hepatischen Lipid-Stoffwechsel zu steigern und so der Steatose entgegenzuwirken.

7.4 Verstarkte hepatische Cholesterin-Akkumulation unter SNS-Inhibition

Ein weiteres Ziel unserer Studie war die Untersuchung des Einflusses einer Blockade des
sympathischen Nervensystems auf den ,first hit“, die Steatosis hepatis. Insgesamt konnte
die Sympathektomie den Verlauf der NASH nur gering beeinflussen. Wahrend die
Verabreichung von 6-OH-DA keine mikroskopisch fassbaren Unterschiede sowie keine
Veranderung der intrahepatischen Konzentration freier Fettsduren und Triglyceride
bewirken konnte, war lediglich das makroskopische Aussehen der Lebern nach
Sympathektomie verandert, jedoch sowohl bei den Kontroll-Tieren, als auch bei den NASH-
Tieren. Dabei zeigten diese Lebern einen knotigen Aspekt mit abgerundeten Leberrdandern,

ohne dass daflir jedoch histomorphologische Korrelate — wie z. B. zirrhotische
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Regeneratknoten — zu finden waren. Was also hinter diesem veranderten makroskopischen
Aussehen steckt, konnte nicht herausgefunden werden, es kdnnte sich um eine direkte

Toxizitat des intraperitoneal applizierten 6-OH-DA auf die Leberoberflache handeln.

Der Haupteffekt der SNS-Inhibition mittels 6-OH-DA war im vorliegenden Experiment sicher
die zusatzlich gesteigerte Cholesterol-Akkumulation wahrend Paigen-Fltterung. Wie im
vorherigen Abschnitt bereits kurz angeschnitten, kann aus unseren Versuchen abgeleitet
werden, dass diese hochstwahrscheinlich durch den Wegfall des kompensatorisch erhéhten
intrahepatischen Sympathikotonus wahrend der NASH vermittelt war. Es ist schon langer
bekannt, dass der hepatische Lipid-Metabolismus durch das sympathische Nervensystem
bzw. die Catecholamine als dessen Effektoren reguliert wird. So gibt es Studien, die dem
Sympathikus einen eher fordernden Effekt auf die hepatische Steatose zuschreiben, im
Gegensatz dazu gehen andere jedoch eher von einer protektiven Wirkung aus, was im
Folgenden diskutiert werden soll. Die Netto-Wirkung des SNS auf den hepatischen Lipid-

Status konnte bisher noch nicht abschliefend geklart werden.

Thorne et al. konnten zeigen, dass eine gesteigerte Sympathikusaktivitat Uber eine
Stimulation der Lipolyse im viszeralen Fettgewebe flir erhéhtes Leberfett verantwortlich sein
kann. Die hepatische Fettakkumulation, so konnte diese Gruppe herausfinden, ist mit einer
ausgepragten Steigerung der Noradrenalin-stimulierten Freisetzung freier Fettsauren aus
viszeralen Adipozyten korreliert (Thorne et al. 2010). Dieser Mechanismus scheint jedoch in
unserem Tierexperiment nicht beteiligt zu sein, zum einen, da unsere NASH-Tiere keine
Adipositas und keine Anzeichen fiir vermehrtes viszerales Fett zeigten, und zum anderen in
unserer Studie Cholesterol das vorherrschende Lipid in den NASH-Lebern darstellt, das aus
einer erhéhten Zufuhr aus der Nahrung, und nicht einer gesteigerten Lipolyse aus dem

Fettgewebe stammt.

Der Effekt des sympathischen Nervensystems auf den hepatischen Lipidstoffwechsel ist
angesichts sich teilweise widersprechender Literatur noch immer kontrovers. Einerseits flihrt
die Verabreichung von Adrenorezeptor(AR)-Agonisten in vivo und die Uberexpression von
Adrenorezeptoren auf Hepatozyten in vitro zu einer verstarkten Fett-Akkumulation in der
Leber, wohingegen diese durch Adrenorezeptor-Antagonisten vermindert werden konnte
(Ghosh et al. 2012). Im gleichen Sinn konnten AR-Agonisten an isolierten Ratten-

Hepatozyten die Triglycerid-Sekretion durch VLDL inhibieren und so den intrazelluldren
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Triglycerid-Gehalt steigern (Rasouli et Zahraie 2006), und wahrend isolierter Leberperfusion
der Ratte konnten diese eine abgeschwachte Sekretion von Triglyceriden und ApoB, dem
Schliisselprotein der VLDL-Synthese, bewirken (Yamauchi et al. 1998). Umgekehrt resultierte
eine sympathische Denervierung der Leber in erhdohten Serum-Triglyceriden und -
Cholesterol und einer gesteigerten mittleren Triglycerid-Sekretionsrate aus der Leber, der

am ehesten eine aktivierte VLDL-Sekretion zugrunde lag (Rasouli et al. 2012).

Andere sehen in einer Sympathikus-Aktivierung eine eher protektive Wirkung auf die
hepatische Steatose, in einer SNS-Inhibition folglich also einen Mechanismus, der die
Fetteinlagerung verstarkt. Dies ist die Sichtweise, die auch durch die Ergebnisse unseres
Experiments unterstitzt wird, zumal wir durch Sympathektomie ein erhéhtes Cholesterol in
den Hepatozyten bewirken konnten. Dies kann zum einen einer gestorten Lipid-Oxidation
geschuldet sein. Epinephrin-defiziente Mause entwickeln unter langerem Fasten eine
ausgepragte Fettleber, was am ehesten auf eine verminderte Oxidation anfallender Lipide
zurlickzuflihren war (Sharara-Chami et al. 2012) und umgekehrt steigerten AR-Agonisten in
Zellkulturversuchen die mitochondriale B-Oxidation, vermittelt durch eine gesteigerte
Expression der Carnitin-Palmitoyl-Transferase (CPT), die den Geschwindigkeit-bestimmenden
Schritt der hepatischen mitochondrialen B-Oxidation katalysiert (Barke et al. 1993).
Andererseits verminderte eine sympathische Leber-Denervation die Aktivitat von CPT | und Il
im Lebergewebe, was Uber einen gesteigerten Einbau langkettiger Fettsduren in den
Lipidspeicher der Hepatozyten zu einem erhdhten absoluten hepatischen Fettgehalt fiihrte,
wobei zusatzlich auch die Aufnahme exogener Fettsdauren in hepatisch sekretierte VLDL-
Partikel abgeschwacht war (Carrefio et Seelaender 2004). In einer weiteren Studie konnte
nach Denervation eine verminderte Sekretion von VLDL-TG und eine abgeschwachte

Expression von CPT | und ApoB nachgewiesen werden (Tavares et Seelaender 2008).

Zusammenfassend kann also festgehalten werden, dass die letztgenannten Studien, sowie
die Ergebnisse unseres Tierexperiments die Annahme unterstreichen, dass eine Inhibition
der sympathischen Innervation einen Steatose-induzierenden Effekt ausibt, was
moglicherweise durch eine kombinierte Stérung der Lipid-Oxidation und des Lipid-Export

durch VLDL vermittelt wird.
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7.5 Unverdanderte Inflammation und Fibrose nach Sympathektomie

Obwohl das sympathische Nervensystems mit einer immunomodulatorischen Wirkung in
Verbindung gebracht wird (Seematter et al. 2004) und so auch als moglicher Einflussfaktor
auf verschiedene Lebererkrankungen gilt (Vere et al. 2009, Chida et al. 2006, Swain 2000),
konnte in unserem Versuch die Behandlung mit 6-OH-DA zur Inhibierung des sympathischen
Nervensystems die hepatische Inflammation im Rahmen der NASH nicht beeinflussen. So
waren die Tiere mit und ohne Sympathektomie weder histomorphologisch in ihrem
Inflammationsgrad, noch in Bezug auf ihren Expressionsgrad von TNF im Lebergewebe als
Marker der hepatischen Entziindungsreaktion zu unterscheiden. Als einziger, jedoch
schwacher Hinweis, dass eine Inhibierung des sympathischen Nervensystems zu einer
Abschwachung der hepatischen Schadigung filihrt, ist eine leichte, jedoch signifikante
Erniedrigung der Serum-ALT durch Sympathektomie wahrend der NASH zu werten. Da die
Transaminasen flr die Diagnostik der NASH jedoch wenig sensitiv und spezifisch sind (Day
2012), kann aus einer isolierten Verbesserung der ALT, ohne analoge histologische und
molekularbiologische Befunde, nicht auf einen signifikanten Effekt einer Sympathikus-

Inhibierung auf den NASH-Verlauf geschlossen werden.

In puncto der fibrogenen Prozesse wahrend Paigen-Flitterung konnte durch
Sympathektomie ebenfalls kein Effekt nachgewiesen werden. Histologisch zeigten die NASH-
Tiere — egal ob mit oder ohne 6-OH-DA-Behandlung — eine nicht zu unterscheidende
Auspragung der hepatischen Faservermehrung, und passend dazu war auch die hepatische

Expression von Collagen-1 nicht verandert.

Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu verschiedenen Untersuchungen zur Rolle
sympathischer Neurotransmitter hinsichtlich der Leber-Fibrogenese (Oben et Diehl 2004).
Hepatische Sternzellen, die Hauptproduzenten extrazelluldrer Matrix als Reaktion auf
Schadigungen der Leber verschiedenster Art (Friedmann 2000), stehen in enger raumlicher
Beziehung zu sympathischen Nervenendigungen (Bioulac-Sage et al. 1990). Sie exprimieren
sowohl Adrenorezeptoren und deren abhangige intrazellulare Signalmolekiile als auch die
Schlisselenzyme der Catecholamin-Synthese Tyrosin-Hydroxylase und Dopamin-f-
Hydroxylase (Oben et al. 2004, Yang et al. 2008). Noradrenalin stimuliert das Wachstum von
HSC in Zellkultur und umgekehrt hemmen Adrenorezeptor-Antagonisten ihre Proliferation

(Oben et al. 2004, Yang et al. 2008, Liu et al. 2007). Ebenso kann der sympathische
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Cotransmitter Neuropeptid Y die Proliferation von HSC stimulieren, was mit einer erhéhten
Expression des pro-fibrogenen Zytokins TGFB und Collagen-1 assoziiert ist (Oben et al. 2003).
GleichermaRen stimuliert Noradrenalin selbst die Expression dieser Signalstoffe (Yang et al.
2008, Oben et al. 2003). Neben einer pro-fibrogenen Wirkung in Zellkulturversuchen konnte
Noradrenalin auch in vivo in Leptin-defizienten ob/ob-Mausen, die normalerweise vor einer
hepatischen Fibrose geschiitzt sind (Honda et al. 2002), eine hepatische Fibrogenese
induzieren (Oben et al. 2003) und sowohl ein noradrenerger Antagonismus, als auch die
pharmakologische Destruktion von noradrenergen Fasern inhibierte die Entwicklung der
Leber-Fibrose im Rahmen eines CCl4-induzierten Leberschadens bei Ratten (Dubuisson et al.
2002). Analog entwickelten spontan hypertensive Rattten, die ohne Behandlung ein
Uberaktives sympathisches Nervensystem besitzen (Hsu 1992), eine starker ausgepragte
Leberfibrose auf CCl4-Intoxikation als Kontroll-Ratten (Hsu et al. 1995) und die
Sympathektomie mittels 6-OH-DA fiihrte zu einer Abschwachung des Leberschadens (Hsu et
al. 1993). Schlief3lich gibt es auch Hinweise dafiir, dass die Regenerationskapazitat der Leber
durch das SNS reguliert wird, zumal Sympathektomie bzw. a-Adrenorezeptor-Antagonisten
die Anzahl hepatischer Stammzellen anheben und so die Leber-Regeneration als Antwort auf
eine Leberschadigung durch eine Antioxidantien-depletierte Didt verbessern konnten (Oben

et al. 2003).

Die Ergebnisse aus unserem Tierexperiment kénnen die im Vorherigen beschriebenen
Studien zum pro-fibrogenen Einfluss des sympathischen Nervensystems nicht bestatigen.
Viele der beschriebenen Erkenntnisse gehen aus Zellkulturversuchen (Yang et al. 2008, Liu et
al. 2007, Oben et al. 2004, Oben et al. 2003) bzw. aus Tierversuchen mit chemisch
induziertem Leberschaden (Dubuisson et al. 2002, Hsu et al. 1995) oder Antioxidantien-
defizienter Diat (Oben et al. 2003) hervor, von denen bekannt ist, dass sie einen
ausgepragteren Leberschaden induzieren als in unserem Experiment, in dem wir nur eine
milde Inflammation und Fibrose feststellen konnten. So war die Leberschadigung im
vorliegenden Versuch also vermutlich nicht stark genug, als dass die Sympathektomie ihren
Effekt hatte ausliben konnen. Jedoch bildet unser rein didtetisches Tiermodell die
Pathogenese der Nicht-alkoholischen Steatohepatitis vermutlich besser ab als Versuche an
isolierten Zellen oder Studien mit chemisch induziertem Leberschaden. Als Gegenstand
weiterer Forschung kdnnte somit dienen, ein rein didtetisches Tiermodell zu erschaffen, bzw.

das vorliegende dahingehend zu modifizieren, dass es in der Lage ist, eine noch starkere
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Leberschadigung auszulésen. Desweiteren sollte versucht werden, das sympathische

Nervensystem noch Leber-spezifischer zu blockieren, um dessen Effekt besser auf die Leber

eingrenzen zu kdnnen.



8. Zusammenfassung -91-

8. Zusammenfassung

Bis dato steht bis auf die Behandlung der unter dem Metabolischen Syndrom
zusammengefassten Hauptrisikofaktoren der Nicht-alkoholischen Fettlebererkrankungen
kein definitiver medikamentdser Behandlungsansatz dieses Erkrankungsspektrums zur
Verfligung. Dariiber hinaus ist noch ganzlich ungeklirt, welche Faktoren einen Ubergang zu
aggressiveren Krankheitsverlaufen bedingen. Da es im Rahmen des Metabolischen Syndroms
zu einer Uberaktivitdt des Sympathischen Nervensystems kommt und bekannt ist, dass der
Sympathikus sowohl an der Regulation des Metabolismus des Gesamtorganismus, als auch
der Leber im Speziellen und hepatischer Inflammations- und Fibrosierungsvorgange beteiligt
ist, sollte in der vorliegenden Studie der Einfluss einer Inhibition des sympathischen
Nervensystems auf die einzelnen Komponenten der Nicht-alkoholischen Steatohepatitis

anhand eines rein diatetischen Mausmodells untersucht werden.

Dazu wurden Mause 24 Wochen lang mit der Paigen-Diat gefiittert. Diese zeichnet sich
durch einen Fettanteil von 35 % und einen Zusatz von 1,25 % Cholesterol und 0,5 % Cholat
aus. Eine Inhibition des Sympathikus erfolgte durch intraperitoneale Injektion von 6-

Hydroxy-Dopamin (6-OH-DA) zur chemischen Sympathektomie.

Die Paigen-Fltterung konnte nach 24 Wochen das Vollbild einer NASH mit ihren
wesentlichen histologischen Komponenten induzieren. Die erfolgreiche Sympathektomie
wurde anhand fluoreszenzimmunhistochemischer  Farbungen  Tyrosin-Hydroxylase
exprimierender sympathischer Nervenfasern im Dinndarm- und Lebergewebe
nachgewiesen. Im Rahmen der NASH stellte Cholesterol das vorrangig in der Leber
akkumulierende Lipid dar. Wohl als kompensatorische Reaktion auf die Uberladung der
Leber mit Cholesterol konnte wahrend der NASH eine Aktivitatssteigerung der hepatischen
sympathischen Innervation beobachtet werden. Die Cholesterol-Einlagerung konnte durch
Sympathektomie zusatzlich gesteigert werden. Die Verabreichung von 6-OH-DA hatte jedoch
keinen Einfluss auf die hepatische Inflammation und Fibrose, was histologisch und durch die

Bestimmung von TNF und Collagen-1 gezeigt werden konnte.

Insgesamt kann aus unserem rein diatetischen NASH-Mausmodell abgeleitet werden, dass
das Sympathische Nervensystem zwar den hepatischen Lipidstoffwechsel mitreguliert,

jedoch keinen Einfluss auf hepatische Inflammation und Fibrose hat.
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