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Abklrzungsverzeichnis

1 Abkirzungsverzeichnis

Ad Adenovirus

ALT Alanin-Aminotransferase
AP Alkalische Phosphatase
AST Aspartat-Aminotransferase
BDL bile duct ligation

CCls- Trichlormethyl-Radikal
CCl4 Tetrachlorkohlenstoff
CYP2E1 Cytochrome P450 2E1
DEN Diethylnitrosamin

DMN Dimethylnitrosamin

DNA Desoxyribonukleinsaure
EZM Extrazellulare Matrix

Fox Forkhead-Box

GLDH Glutamatdehydrogenase
H.E. Hamatoxylin Eosin

HCC Hepatozellulares Karzinom
HCT Hamatokrit

HGB Hamoglobinwert

HGF Hepatocyte growth factor
HSC Hepatische Sternzelle

i.p. intraperitoneal

IFN-y Interferon-y

IL-10 Interleukin-10

KG Korpergewicht

Luci Luciferase

MEQOS Mikrosomale Ethanol-Oxidierende System
miRNA micro-RNA

MMP-9 Matrixmetalloproteinase-9



Abklrzungsverzeichnis

mRNA
N20
NAFLD
NASH
O2
ODN
OLT
PBC
PBS
PCR
PEG
PLT
PPARy
PSC
RBC
RISC
RNA
RNAI
RT
SEM
shRNA
siRNA
TAA
TGF-B1
WBC
WT
a-SMA

messenger-RNA
Stickstoffmonoxid
Nichtalkoholische Fettlebererkrankung
Nichtalkoholische Steatohepatitis
Sauerstoff

Oligodesoxynukleotide
Orthotrope Lebertransplantation
Primar Bilidgre Cirrhose
Phosphatgepufferte Salzlésung
Polymerase-Kettenreaktion
Polyethylenglykol
Thrombozytenzahl

Peroxisomen Proliferator-aktivierter Rezeptor-y
Primar Sklerosierende Cholangitis
Erythrozytenzahl

RNA induced silencing complex
Ribonukleinsaure
RNA-Interferenz

Reverse Transkription
Standardfehler des Mittelwertes
small hairpin-RNA

small interfering-RNA
Thioacetamid

Transforming growth factor-31
Leukozytenzahl

Wildtyp

a-smooth muscle actin



Zusammenfassung

2 Zusammenfassung

Durch die weltweit wachsende Inzidenz und Mortalitat stellt die Leberzirrhose ein
Krankheitsbild mit hoher soziobkonomischer Problematik dar. Abgesehen von
der Orthotropen Lebertransplantation (OLT) als Ultima Ratio, steht bislang kein
kuratives Verfahren zur Behandlung der Leberzirrhose zur Verfligung. Die man-
gelnde Eignung einiger Patienten fur die OLT sowie die darlber hinaus beste-
hende Organmangelsituation machen die Entwicklung neuer Therapiestrategien
erforderlich. Die Differenzierung der ruhenden hepatischen Sternzelle (HSC) zu
Kollagen-produzierenden Myofibroblasten beschreibt im Rahmen der Fibrosie-
rung den wesentlichen pathogenetischen Schritt und fuhrt durch die resultierende
Kollagenablagerung im Leberparenchym zur Vernarbung des Organs. Aufgrund
dieser Schlisselfunktion stellen die HSC sowie deren Signalkaskaden vielver-
sprechende Targets flr eine antifibrotische Therapie dar. Die gentherapeutische
Modulation der HSC-Aktivierung ist hierbei als relativ neuer Forschungsbereich
besonders vielversprechend. Foxf1 gilt als bedeutender HSC-aktivierender Tran-
skriptionsfaktor und ist daher als Ziel einer antifibrotischen Therapie besonders
interessant. Unter Nutzung des Prinzips der RNA-Interferenz sollte somit durch
gezieltes Foxf1-Gen-Silencing die HSC-Aktivierung unterbunden und somit ein
hepatoprotektiver Effekt erzielt werden. Dies wurde durch die intravendse Appli-
kation von leberspezifischen DBTC-Foxf1-siRNA Lipoplexen im Modell der
akuten sowie chronischen CCls-induzierten Leberschadigung untersucht. Im
akuten Modell erhielten mannliche BALB/c Mause eine prophylaktische DBTC-
Foxf1-siRNA Applikation 48 h vor, sowie einmalig 24 h nach der intraperitonealen
CCls-Injektion. Zum Untersuchungszeitpunkt 72 h nach CCls-Gabe konnte ein
Foxf1-mRNA-Knockdown nachgewiesen werden, welcher sich allerdings nicht
auf die histologisch, immunhistochemisch sowie laborchemisch verifizierte Le-
berschadigung auswirkte. Deshalb muss davon ausgegangen werden, dass ein
Foxf1-Silencing keinen Einfluss auf die CCls-induzierte akute Leberschadigung
ausubt. Die chronische Leberschadigung erfolgte durch zweimal wochentliche
CCls-Injektionen in mannlichen BALB/c Mausen uber einen Zeitraum von 6 Wo-
chen. Nach 4 Wochen kamen alle 72 h simultane therapeutische DBTC-Foxf1-
siRNA Injektionen hinzu. 6 Wochen nach primarer CCls-Injektion konnte weder

ein Foxf1-mRNA Knockdown noch ein hepatoprotektiver Effekt durch die Foxf1-
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siRNA Behandlung beobachtet werden. Da in unserer Arbeitsgruppe in einer Stu-
die zum cholestatischen Leberschaden jedoch beeindruckende hepatoprotektive
Effekte von DBTC-Foxf1-siRNA nachgewiesen werden konnten, sind Modell-
spezifische Unterschiede als Ursache fur die unterschiedliche Wirkung wahr-
scheinlich und eine generelle Ineffektivitat dieses therapeutischen Ansatzes aus-
zuschliel3en. Die vorliegende Studie verdeutlicht, dass potenzielle Therapiegene
bzw. die Wirksamkeit von Therapeutika in verschiedenen Modellen und Patholo-

gien untersucht werden sollten.
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3 Einleitung

3.1 Leberfibrose
3.1.1 Definition

Die Leber ist das zweitgroRte Organ unseres Korpers und macht mit 1,5 — 2 kg ca.
2-5 % des Korpergewichts aus (Silbernagl, 2010) (Abb. 1 A). Als zentrales Stoff-
wechselorgan nimmt sie neben ihrer vielfaltigen Synthesefunktion die wesentliche
Metabolisierungs- bzw. Entgiftungsfunktion in unserem Organismus wahr. Durch
den Kontakt mit Giftstoffen jeglicher Art kann es abhangig von der Dosis akut und
langfristig zur Schadigung des Lebergewebes kommen. Hierbei fihrt die chronische
Leberschadigung in Verbindung mit der Ablagerung von extrazellularen Matrixpro-
teinen zur Leberfibrose, welche charakteristisch fur die meisten chronischen Leber-
erkrankungen ist (Friedman, 2003).

Die Leberzirrhose (Abb. 1 B) beschreibt das Folgestadium der Leberfibrose
und geht mit hoher Morbiditat und Letalitat einher. Der histologische Nachweis von
Regeneratknoten und fibrotischen Septen sichert dabei die Diagnose (Anthony et
al., 1977). Weltweit gehort die Leberzirrhose zu den 14 haufigsten Todesursachen
mit einer Letalitat von 1.03 Millionen/Jahr (Lozano et al., 2012). Fur Europa werden
derzeit 170.000 Todesfalle pro Jahr beschrieben (Blachier et al., 2013).

Abbildung 1: Makroskopisches Bild einer gesunden Leber (A) sowie einer Leber mit fortgeschritte-

ner Leberzirrhose (B) (http://www.gesundheit.de/sites/default/files/images/roche/pics/a21866.000-
1_big.jpg 16.09.2016, https://de.wikipedia.org/wiki/Leber 16.09.2016).
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3.1.2 Atiologie

Die Leberfibrose wird durch viele unterschiedliche Erkrankungen bedingt. Dabei
machen Alkoholabusus und virale Hepatitiden den grof3ten Anteil aus (Williams,
2006). 5% der deutschen Bevodlkerung betreiben schadlichen Alkoholkonsum
(Frauen > 20 g/d; Manner > 30 g/d), was zu einer Sterblichkeit von 30 Mannern bzw.
10 Frauen pro 100.000 Einwohner/Jahr fuhrt (Herold, 2011). Dabei werden 25% der
Leberzirrhose- und HCC (Hepatozellulares Karzinom)-bedingten Todesfalle exzes-
sivem Alkoholkonsum zugeschrieben (Rehm et al., 2003).

Unter den viralen Hepatitiden spielen flr die Entwicklung der Leberzirrhose lediglich
Hepatitis B und C eine Rolle, da sie als Einzige einen chronischen Verlauf aufwei-
sen. Trotz bestehender Immunisierungsmaoglichkeit sind ca. 1/3 der Weltbevolke-
rung mit Hepatitis B infiziert. Davon sind 240 Mio. Menschen chronische Virustrager
und haben damit ein 25%iges Risiko an Leberzirrhose bzw. hepatozellularem Kar-
zinom zu erkranken (Margolis et al., 1995).

Aufgrund fehlender Immunisierungsmaoglichkeit ist Hepatitis C mit 130 Mio. erkrank-
ten Menschen weltweit (Williams et al., 2006) und dem Leberzirrhose-Risiko chro-
nisch aktiver HCV-Trager von 20% (Herold, 2011) eine grof3e medizinische Heraus-
forderung. Weltweit sind die chronisch verlaufenden viralen Hepatitiden fur >50%
der Zirrhose- und HCC-Falle verantwortlich (Perz et al., 2006).

Aufgrund des immer weiter zunehmenden Bewegungsmangels und der Uberernéh-
rung ruckt in den letzten Jahren das Krankheitsbild der Nichtalkoholischen Fettle-
bererkrankung (NAFLD) mit den Stadien Steatosis hepatis und Nichtalkoholischer
Steatohepatitis (NASH) immer mehr in den Fokus der Aufmerksamkeit. Abdominelle
Fettleibigkeit, Bluthochdruck, Hypertriglyceridamie sowie periphere Insulinresistenz
werden unter dem Begriff des metabolischen Syndroms zusammengefasst (Herr-
mann et al., 2010) und sind Hauptursache der Erkrankung. Trotz gunstiger Prog-
nose der blanden Leberverfettung und der Entwicklung einer Leberzirrhose in ledig-
lich 5% der Falle, steigt die Bedeutung der NAFLD aufgrund wachsender Inziden-
zen. Derzeit leiden ca. 20% der erwachsenen Bevolkerung in den Industrienationen
am beschriebenen Krankheitsbild (Herold, 2011).

Cholestatische Lebererkrankungen fuhren durch Aufstau von Gallenflussigkeit zur

Schadigung der Hepatozyten, verursachen in 5-15% der Falle chronische Leberer-
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krankungen (Kuntz & Kuntz, 2008) und sind in 15% der Falle fur eine Lebertrans-
plantation verantwortlich (O'Leary et al., 2008). Neben Gallensteinen als haufigste
Ursache der Cholestase konnen Autoimmunerkrankungen wie Autoimmunhepatitis,
PSC (Primar Sklerosierende Cholangitis) und PBC (Primar Biliare Cirrhose) zur
Ausbildung einer Leberzirrhose fuhren. Die PBC ist damit flr 1% der Zirrhose-be-
dingten Todesfalle weltweit verantwortlich (Kaplan & Gershwin, 2005).
Stoffwechselerkrankungen wie Hamochromatose, M. Wilson oder a1-Antitrypsin-
mangel sind seltene Ursachen einer Leberzirrhose. Bei der autosomal rezessiv ver-
erbten Hamochromatose kommt es durch die Mutation des HFE-Gens zur vermehr-
ten Eisenresorption im Dunndarm und der Ablagerung im Gewebe. Die Ablagerung
in der Leber fuhrt in 75% zur Ausbildung einer Leberzirrhose. Die verminderte Kup-
ferausscheidung und die dadurch bedingte Ablagerung im Gewebe wird durch das
Krankheitsbild des M. Wilson beschrieben. Der autosomal rezessiv vererbte Gen-
defekt hat eine gute Prognose und fuhrt nur unbehandelt zur Ausbildung einer Le-
berzirrhose. Weitere seltene Ursachen sind chemische Noxen wie Arsen oder Tet-
rachlorkohlenstoff. Im Rahmen einer chronischen Rechtsherzinsuffizienz kommt es
durch den chronischen Blutrlickstau in die Leber zur Schadigung der Hepatozyten
und zur ,Kardialen Zirrhose®. Der komplette Lebervenenverschluss, welcher durch
das Budd-Chiari-Syndrom beschrieben wird, fihrt mit ahnlichem Pathomechanis-
mus zu einer stauungsbedingten Schadigung der Leberzellen und zur Ausbildung
einer Leberzirrhose (Herold, 2011)

Trotz stetiger Weiterentwicklung in der Medizin und damit verbundenen umfassen-
den diagnostischen Mdglichkeiten gelingt es bislang nicht, in allen Féllen die Atiolo-
gie der Leberzirrhose zu verifizieren, sodass ca. 5% der Ursachen ungeklart bleiben
(Kuntz et al., 2008).

3.1.3 Hepatische Sternzelle

Bereits im 19. Jahrhundert wurde die hepatische Sternzelle (HSC) erstmals von Karl
Wilhelm von Kupffer beschrieben. Falschlicherweise machte er zum damaligen Zeit-
punkt keinen Unterschied zwischen hepatischen Sternzellen und den Kupffer-Zel-
len, welche ortsansassige Makrophagen der Leber darstellen und 80% aller Korper-

makrophagen ausmachen (Bouwens et al., 1986). Diese Fehlannahme fuhrte zum
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Gebrauch des teilweise noch heute falschlich genutzten Begriffs der Kupffer-Stern-
zelle.

Die Herkunft der HSC ist umstritten. Wahrend einige Autoren behaupten, die Leber-
schadigung fuhre zu einer epithelial-mesenchymalen Umwandlung von Le-
berepithelzellen zu HSC (Sicklick et al., 2006), gehen andere Studien von einer Ab-
stammung aus Mesenchymalzellen des Knochenmarks aus (Baba et al., 2004;
Miyata et al., 2008). Wahrend die Herkunft der HSC weiterhin kontrovers diskutiert
wird, ist deren anatomische Lokalisation in der Leber eindeutig geklart.

Die HSC, welche die Hauptpopulation mesenchymaler Zellen in der Leber darstel-
len, sind zwischen sinusoidalen Endothelzellen und epithelialen Hepatozyten im
Dissé-Raum lokalisiert (Abb. 2) (Wake, 1980; Friedman, 2008) und machen mit 5-

8% aller Leberzellen ca. 1% des Gesamtlebergewichts aus (Geerts, 2001).

Normal liver Liver injury

o a s Hepatocyte Loss of hepatocyte

L e ‘q — f R ~ - microvill
T \ St s \ | ‘ | e 2 '7.?‘;;‘ y | \ Y . S
R o \ o 7 0 7 6 ; R /-L\ , @ =@ @ 2% A
% A 3 = -
T e \g Ay - ¢

Deposition
of scar ECM Activated
Kupffer cell

Hepatic
sinusoid

Abbildung 2: Anatomische Lokalisation der HSC in der gesunden Leber (links) sowie die sinusoi-

dalen Ereignisse in der Entwicklung der Leberfibrose (rechts) (nach Iredale, 2007).

Der Prozess der Leberfibrosierung ist durch ein Zusammenspiel unterschiedlichster
zellularer Subpopulationen charakterisiert. Darin einbezogen werden Parenchym-
zellen, Nicht-Parenchymzellen sowie infiltrierende Immunzellen. Abhangig von der
Art der Schadigung kommt es zu hepatozellularer Nekrose bzw. Apoptose mit Frei-
setzung von Zytokinen und anderen Mediatoren. Bei diesen I6slichen Mediatoren
uben TGF-B1, PDGF und TNF eine wesentliche aktivierende Funktion aus (Schon
& Weiskirchen, 2014). Diese kdnnen jedoch auch durch andere Zelltypen wie En-
dothelzellen, Kupffer-Zellen und Lymphozyten freigesetzt werden und fuhren durch
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Aktivierung der HSC zur Initiierung des Fibrosierungsprozesses (March et al., 2009;
Ramachandran et al., 2012; Marra et al., 2009; Elpek, 2014; Lee et al., 2015b).
Damit stellt die HSC die Schlisselzelle im Fibrosierungsprozess dar, wenngleich
auch andere Zellen und Ablaufe signifikante Beitrage zur Pathogenese leisten
(Trautwein et al., 2015). Wahrend die Hauptfunktion der ruhenden/inaktiven HSC in
der Speicherung von Vitamin A und dessen Metabolismus besteht (Blomhoff &
Wake, 1991; Wake, 1971), fuhrt der Aktivierungsprozess zu einer phanotypischen
Transformation hin zu Fibroblasten-ahnlichen Zellen (Bataller & Brenner, 2005; Her-
nandez-Gea & Friedman, 2011; Friedman, 2008) mit resultierender erhdhter Zell-
kontraktilitat und massiver Produktion von Kollagen1 und 3 (Abb. 2).

Obwohl mehrere hepatische Zelltypen die Fahigkeit besitzen EZM-Proteine zu syn-
thetisieren, stellen HSC die Hauptquelle von EZM bei chronischen Lebererkrankun-
gen dar (Eng & Friedman, 2000). Die Ablagerung von Glykoproteinen, Proteoglyka-
nen und Kollagen als Bestandteile dieser EZM fuhrt dabei zur Bindegewebsvermeh-
rung im Leberparenchym und folglich zur Ausbildung einer Bindegewebsnarbe. Im
fortgeschrittenen Stadium resultiert einerseits eine Verminderung der hepatozellu-
laren Funktion und andererseits ein zunehmender intrahepatischer Widerstand, der
durch den resultierenden Blutrickstau die portale Hypertension bedingt (Friedman,
2008; Bataller & Brenner, 2001).

3.1.4 Foxf1

Durch die gesicherte Schllsselfunktion der HSC im Rahmen der Leberfibrosierung
ist das Interesse an molekularen Regulationsmechanismen, welche zur Einleitung
bzw. Aufrechterhaltung der HSC-Aktivierung fuhren, deutlich gestiegen (Mann &
Smart, 2002). Die Modulation der Aktivierung konnte einerseits aus der Induktion
von aktivierenden Transkriptionsfaktoren und anderseits aus dem Verlust von inhi-
bierenden Signalen resultieren (Abshagen et al., 2015a). Bislang wurden in Sauge-
tieren einige Transkriptionsfaktoren identifiziert, die sowohl aktivierend als auch
hemmend auf die HSC einwirken. Dabei stellen aktivierende Transkriptionsfaktoren
den direktesten transkriptionalen Signalweg dar, um die HSC-Aktivierung zu initiie-
ren (Friedman, 2008).
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Einer dieser aktivierenden Transkriptionsfaktoren ist Foxf1 aus der Familie der Fork-
head-Box (Fox)-Transkriptionsfaktoren. Seit der Identifizierung der ersten Fox-
Gene hat sich deren Bedeutung durch die Entdeckung der unterschiedlichsten Ent-
wicklungsprozesse in Eukaryonten stetig erhoht (Lehmann et al., 2003). Im Rahmen
der Entwicklung regulieren sie das Zellwachstum und deren Differenzierung, sind
mafgeblich an der embryonalen Entwicklung beteiligt und haben durch Beeinflus-
sung des Glukosestoffwechsels Anteil an metabolischen Funktionen (Duncan,
2000; Kaufmann & Knochel, 1996; Kaestner, 2000; Lin et al., 1997).

Foxf1 spielt eine entscheidende Rolle im Rahmen der embryonalen Organogenese,
wobei er an der Entwicklung von Lunge, Oesophagus, Trachea und Darmrohr be-
teiligt ist (Mahlapuu et al., 2001b). Eine Deletion von beiden Foxf1-Allelen in Mausen
fuhrt dabei zu deren Tod wahrend der Embryogenese (Mahlapuu et al., 2001a) und
verdeutlicht damit die entscheidende Bedeutung von Foxf1 im Rahmen der Organ-
entwicklung. In der Leber wird Foxf1 ausschlie3lich in HSC exprimiert (Kalinichenko
et al., 2003) und tragt zur Aktivierung und Transdifferenzierung von HSC im Rah-
men der Leberfibrosierung bei (Friedman, 2008; Kalinichenko et al., 2002; Absha-
gen et al., 2015a). Die fehlerhafte HSC-Aktivierung in Foxf1 haploinsuffizienten
Mausen nach CCls-Leberschadigung sowie die daraus resultierende abnorme Le-
berregeneration (Kalinichenko et al., 2003) festigen die Bedeutung von Foxf1 als
aktivierenden Transkriptionsfaktor. Durch gezieltes Foxf1-Gen-Silencing konnte in
Mausen mit Gallengangsligatur-induziertem Leberschaden das Voranschreiten der
Leberschadigung verhindert und die Leberfibrose gemildert werden (Abshagen et
al., 2015a). Zusammenfassend lassen diese Ergebnisse schlussfolgern, dass Foxf1
ein mogliches Zielgen zur Unterbrechung des Fibrosierungsprozesses darstellen
konnte (Abshagen et al., 2015a).

3.1.5 Klinik

Die Bindegewebsvermehrung sowie der fortschreitende knotige Umbau des Leber-
parenchyms, der durch die oft Uber Jahre andauernde chronische Leberzellschadi-
gung hervorgerufen wird, fuhren zur Zerstérung der normalen Leberlappchenarchi-

tektur und beeintrachtigen deren Funktion. Dies hat oft erst nach Jahren den Ausfall
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physiologischer Leberfunktionen wie Synthese, Exkretion und Biotransformation zur

Folge und resultiert in den typischen klinischen Manifestationen der Leberzirrhose.

Die in den ersten Jahren bestehende Beschwerdefreiheit im Stadium der Leber-

fibrose setzt sich in das Anfangsstadium der Leberzirrhose fort. Hierbei sind zu-

nachst 20-30 % der Patienten beschwerdefrei oder klagen lediglich Uber Allgemein-

beschwerden wie Schwache, rasche Ermudbarkeit und Abgeschlagenheit (Alexan-

der & Flasnoecker, 1999). Weitere haufig beschriebene unspezifische Beschwer-

den sind Verdauungsstérungen mit Meteorismus, Vollegefuhl und Inappetenz. Die

im Krankheitsverlauf entstehenden sowie bei fortgeschrittener Erkrankung beste-

henden, zur Diagnostik dienenden, Leberhautzeichen sowie weitere Symptome

sind in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: Leberzirrhose-assoziierte klinische Symptome (modifiziert nach Rodés, 2007)

Symptome

Anmerkung

Palmarerythem

Auch bei Schwangerschaft, rheumatoider Arthri-
tis und Leukémie maoglich

WeilRnagel

mit Albuminmangel assoziiert, der u.a. durch ver-
minderte Syntheseleistung der Leber bedingt ist

Dupuytren Kontraktur

Haufig mit Alkoholabusus, dem haufigsten Auslo-
ser der Leberzirrhose in Industrienationen, asso-
ziiert

Flapping Tremor/ Asterixis

Folge der metabolischen (hepatischen) Ence-
phalopathie

Foetor hepaticus

Durch Leberinsuffizienz anfallende Metabolite
gelangen uber portokavale Anastomosen in die
Lunge und verursachen den charakteristischen
Geruch in der Ausatemluft

Ikterus Die verminderte Bilirubinausscheidung fuhrt zur
Ablagerung von Bilirubin in Skleren und Haut.
DD: u.a. cholestatische Lebererkrankungen

Kratzspuren Die Bilirubinablagerung in der Haut fuhrt zu mas-

sivem Pruritus
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Durch verminderten Ostrogenabbau (einge-
schrankte Metabolisierungsfunktion der Leber)
bedingt

Gynakomastie

Hodenatrophie Einerseits durch Hormonungleichgewicht ande-
rerseits durch mdglichen Alkoholkonsum verur-
sacht

Bauchglatze Analog zur Gynadkomastie fiihrt der erhéhte Ost-
rogenspiegel zum Verlust der Sekundarbehaa-
rung

Libidoverlust Durch Hormonungleichgewicht im Rahmen der
verminderten Ostrogenabbaus bedingt

Menstruationsstérungen Der erhdhte Ostrogenspiegel bedingt sekundar
eine Prolaktinsekretion, welche zu Zyklusveran-
derungen fuhrt

Durch atrophe ausgedunnte Haut wirken die Lip-

Lacklippen pen rot-glanzend

Lackzunge Durch Atrophie der Zungenpapillen, meist durch
Vitamin-B12-Mangel bei Alkoholabusus, kommt
es zu der charakteristisch rot glanzenden Zunge

Spider naevus Charakteristische teleangiektatische Gefal3neu-
bildung, die meist am Korperstamm lokalisiert ist

Caput medusae Durch die portale Hypertension kommt es zum

Blutrickstau in die eigentlich nicht sichtbaren
Bauchhautvenen. Diese zeigen sich als ge-
schlangelte, blaulich schimmernde Varizen der
Bauchhaut

Oftmals erfolgt die Vorstellung der Patienten erst im Stadium der Dekompensation,
welches durch lkterus, Blutungsneigung, hepatische Encephalopathie und portale
Hypertension gekennzeichnet ist (Herold, 2011). Die portale Hypertension bedingt
eine Reihe von weiteren Komplikationen wie Aszitesbildung, Splenomegalie sowie
die Ausbildung gastroosophagealer Varizen, die bei der Halfte der Leberzirrhose-
patienten auftreten und Indikator fur ein besonders schweres Krankheitsbild sind
(Garcia-Tsao et al., 2007). Die Blutung der gastroosophagealen Varizen stellt den
haufigsten gastroenterologischen Notfall dar (Marshall et al., 1977) und fuhrt von

allen gastrointestinalen Blutungen am haufigsten zum Tod (Garcia-Tsao et al.,
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2007). Die Letalitat ist dabei vom vorliegenden Child-Stadium (Child A bis C) ab-
hangig. Wahrend die Letalitat bei Patienten mit Child-A Stadium unter 10% liegt,
versterben 50% der Patienten im Stadium C bei erstmaligem Auftreten einer Vari-
zenblutung (Herold, 2011). Die verminderte Lebersyntheseleistung mit resultieren-
dem Gerinnungsfaktorenmangel sowie die im Rahmen des Hypersplenismus ent-
stehende Thrombozytopenie tragen zusatzlich zur Schwere der Blutung bei und ver-
komplizieren das Krankheitsbild. Daneben ist die Leberzirrhose wie viele chronische
Lebererkrankungen mit einer Reihe an weiteren Blutbildveranderungen assoziiert.
Durch die verminderte Synthese von Albumin sinkt der Gesamteiwei3anteil des Kor-
pers deutlich. Es resultiert ein intravasal verminderter kolloidosmotischer Druck, der
eine Flissigkeitsextravasation ins Interstitium mit Ausbildung von Odemen nach
sich zieht. Der intravasale Flussigkeitsverlust wird durch die Aszitesbildung massiv
verstarkt und fuhrt zur Organminderperfusion, was in der Niere mit einem Anstieg
der Retentionsparameter einhergeht. Das akute Nierenversagen ist ein gangiges
Krankheitsbild bei Patienten mit fortgeschrittener Zirrhose, wobei die lebensbedroh-
lichste Form durch das Hepatorenale Syndrom verursacht wird (Martin—Llahi et al.,
2011). Eine weitere schwere Komplikation, die mit einer mittleren Uberlebenszeit
von 24 Monaten einhergeht (Swanson et al., 2005), stellt das hepatopulmonale Syn-
drom dar, welches durch die Trias aus Lebererkrankung, einem erhdhten alveolar-
arteriellen Sauerstoffgradienten und einer Dilatation von intrapulmonalen Gefalien
charakterisiert ist (Rodriguez-Roisin et al., 2004).

Als Spatfolge der Leberzirrhose stellt das HCC (Hepatozellulare Karzinom) neben
akutem Leberversagen und Varizenblutung die haufigste Todesursache in diesem
Patientenkollektiv dar. In 80% der Falle ist das HCC auf die Leberzirrhose zurick-
zufihren (Herold, 2011) und ist damit die funfthaufigste Krebsart weltweit (El-Serag,
2012). Durch die hohe Inzidenz und die spate klinische Prasentation ist es weltweit
die zweithaufigste krebsbedingte Todesursache (Stewart B, 2014), was das medi-

zinische und soziodkonomische Problem dieser Erkrankung unterstreicht.
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3.1.6 Therapie

Im klinischen Alltag beschrankt sich die Therapie der Leberzirrhose auf die Behand-
lung der zugrunde liegenden Erkrankung bzw. auf die Ausubung von Allgemein-
malinahmen. An erster Stelle steht hier die Vermeidung der potenziellen Noxe. Ne-
ben striktem Alkoholverbot und dem Weglassen potenziell lebertoxischer Medika-
mente stellt die ausreichende Kalorien- und Eiwei3zufuhr neben einer moglichen
Vitaminsubstitution die Basistherapie dar. Abhangig von der Atiologie kann eine
spezifische Therapie der Grunderkrankung lediglich das Voranschreiten der Leber-
zirrhose verhindern. Der Versuch der Viruselimination bei chronischer Virushepatitis
sowie die Immunsupression bei Autoimmunhepatitis sind derzeit gangige Thera-
piestrategien. Die Eisenentfernung durch Aderlasse oder Chelatortherapie ist bei
Hamochromatose ein etabliertes Verfahren. Beim M. Wilson, einer weiteren Stoff-
wechselerkrankung, steht die Elimination von Kupfer durch D-Penicillamin als The-
rapieoption zur Verfugung (Herold, 2011). Neben der Behandlung der Ursache und
den supportiven Strategien steht abgesehen von der OLT (Orthotrope Lebertrans-
plantation) bislang kein kuratives Verfahren zur Behandlung der Leberzirrhose zur
Verfligung. Durch das Missverhaltnis von potenziellen Organspendern und bendétig-
ten Organen sowie der mangelnden Eignung einiger Patienten fur die OLT stellt
auch dieses Verfahren keine zufriedenstellende Therapieoption zur Behandlung der
Leberzirrhose dar.

Durch das zunehmende Verstandnis pathophysiologischer Ablaufe des Fibrosie-
rungsprozesses wurden in den letzten Jahren einige Therapieoptionen entwickelt,
die bereits praklinisch vielversprechende Ergebnisse zeigten. Die Gemeinsamkeit
etlicher Therapieansatze lag in der Bestrebung, die HSC und deren Signalwege als
therapeutischen Angriffspunkt zu adressieren. Die erzielten Erfolge stlitzen dabei
die Bedeutung der HSC als Schlusselzelle im Rahmen der Leberfibrosierung und
machen sie als Ziel fur zukunftige antifibrotische Strategien attraktiv (Friedman,
2008; Beljaars et al., 2002; Abshagen et al., 2015).

In der Vergangenheit konnte z.B. die Zufuhr von antifibrotischen Zytokinen wie IL-
10 (Hung et al., 2005) und IFN-y (Bansal et al., 2011; Bansal et al., 2014), die ver-
minderte Expression des profibrotischen Zytokins TFG-B1 (Wang et al., 2007) sowie
dessen gezielte Blockade (Kondou et al., 2003) eine Besserung der induzierten Fib-
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rose in Mausmodellen bewirken. Weitere Ansatze nahmen spezifische Membranre-
zeptoren der HSC ins Visier und erzielten auf diesem Weg therapeutische Effekte
(Li et al., 2012; Gonzalo et al., 2007). Neben Zytokinen und Membranrezeptoren
konnten nukleare Rezeptoren erfolgreich als Target adressiert werden. Exempla-
risch ist hier der nukleare Rezeptor PPARYy zu nennen, welcher durch Adenovirus-
vermittelten Gentransfer Uberexprimiert und damit eine Reduktion der induzierten
Fibrose im Mausmodell erzielte wurde (Yu et al., 2010; Zhang et al., 2013). Das in
den beschriebenen Studien angewandte Wissen Uber die genetische Regulation
der HSC, das bereits im Jahre 2000 durch Kristensen et al. maf3geblich vorange-
trieben wurde und immer weiter vertieft werden konnte (Mann & Smart, 2002; Eng
& Friedman, 2001; Rippe & Brenner, 2004), hat daruber hinaus weitere Ansatze
hervorgebracht, welche die transkriptionale Regulation der HSC in den Fokus der
antifibrotischen Therapie ruckten (Siller-Lopez et al., 2004; Atta et al., 2014; Song
et al., 2016).

Trotz des gezeigten antifibrotischen Potenzials von etlichen Praparaten in vitro als
auch in diversen Tiermodellen ist die Anwendung in klinischen Studien bislang be-
grenzt (Trautwein et al., 2015). Dies liegt vor allem an der geringen therapeutischen
Effektivitat in vivo sowie den unerwinschten Nebeneffekten durch unspezifische
Beeinflussung von Nicht-Zielzellen (Schon et al., 2016; Poelstra et al., 2013). Daher
stellt die Zellspezifitat in der Entwicklung neuer Therapieansatze eine der wichtigs-
ten Punkte dar, um eine klinische Anwendung zu erreichen (Schon et al., 2016).
Dabei konnen Nanotechnologien und innovative Formulierungen, welche spezifisch
HSC-exprimierte Rezeptoren adressieren, richtungsweisend sein (Schon et al.,
2016). Unabhangig von der bislang mangelnden klinischen Anwendbarkeit bleibt die
Beeinflussung der transkriptionalen Regulation der HSC ein vielversprechender An-

satz der antifibrotischen Therapie.

3.2 siRNA

Die Epigenetik subsummiert alle Vorgange, welche Einfluss auf die Genexpression
nehmen, ohne die DNA-Struktur dabei zu verandern. Beispiele daflir sind die DNA-

Methylierung, die posttranslationale Modifikation sowie die RNA-Interferenz (RNAI)
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(Horn et al., 2009). Letztere wurde bislang in allen eukaryontischen Lebewesen be-
obachtet, weshalb davon auszugehen ist, dass es sich hierbei um einen sehr alten
entwicklungsgeschichtlichen Prozess handelt (Cerutti & Casas-Mollano, 2006). Im
Rahmen der RNAi nimmt die small interfering-RNA, kurz siRNA, eine wesentliche
Rolle ein. Diese Ribonukleinsaure-Molekuile sind doppelstrangig und mit einer
Lange von 18-25 Nukleotiden relativ kurz. Durch Ribonukleaseaktivitat des Enzyms
Dicer werden siRNA-Molekule aus 70 Nukleotide-langen RNA-Vorlaufern syntheti-
siert und haben an ihrem jeweiligen 3'- Ende einen Uberhang aus 2 Nukleotiden.
Wahrend die Uberstehenden 3'- Enden freie Hydroxygruppen tragen, sind die 5°-
Enden phosphoryliert (Abb. 3).

2 nt overhang

/

OH |\

OH

Abbildung 3: Schematische Darstellung eines siRNA-Molekils (http://www.novusbio.com/sup-

port/support-by-application/sirnalillustrated-assay.html 21.03.2016)

Nach ihrer Synthese kann der Prozess der RNAI eingeleitet werden. Die neusyn-
thetisierten doppelstrangigen siRNA-Molekule binden an Argonautenproteine und
werden durch deren enzymatische Aktivitat in Einzelstrange gespalten. Der Leit-
strang bleibt an das Argonautenprotein gebunden, wahrend der ungebundene
Strang abgebaut wird. Den entstandenen Komplex aus RNA, Argonautenprotein
und weiteren angelagerten Proteinen nennt man RISC (RNA induced silencing com-
plex). siRNA-vermittelt erfolgt die Bindung des RISC an die spezifische mRNA, da
die Basenabfolge der siRNA komplementar zu ihrer Zielsequenz auf der mRNA ist.
Nach dieser Bindung katalysiert das Argonautenprotein die Spaltung der mRNA,
sodass diese nicht mehr als Matrize fur die Proteinbiosynthese an den Ribosomen

zur Verfugung steht. Die RNA-Interferenz kann auf diesem Weg die Bildung von
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Proteinen verhindern und greift durch Gen-Knockdown bzw. Gen-Silencing in die
Genexpression ein (Purves & Sadava, 2011; Fire et al., 1998).

Unter physiologischen Bedingungen spielt das Silencing auch bei Pflanzen eine
Rolle, da es der Abwehr von RNA-Viren dient und Bestandteil des pflanzlichen Ver-
teidigungssystems ist. Auch bei Pilzen und Insekten existieren ahnliche Mechanis-
men der RNA-Interferenz zur Infektionsabwehr. Das Vorkommen eines siRNA-ba-
sierten Abwehrmechanismus in Saugetieren ist dagegen nicht gesichert (Haasnoot
et al., 2007).

Im Rahmen der Grundlagenforschung nutzt man das Prinzip der RNA-Interferenz,
um die Funktion noch unbekannter Gene und deren codierende Proteine zu analy-
sieren. Durch die Stummschaltung (Knockout/Knockdown) eines gewissen Gens
und der damit verhinderten Proteinsynthese kann aus dem resultierenden Funkti-
onsverlust die Wirkung des Proteins bzw. des kodierenden Gens abgeleitet werden.
Somit stellt der zuverlassige Gen-Knockdown eine unerlassliche Technik der mole-
kularbiologischen Forschung dar (Fakhr et al., 2016). Gemessen an der Anzahl der
Publikationen gehdrt die RNAi gemeinsam mit der Proteomik zu dem biotechnolo-
gischen Forschungsfeld mit der rasantesten Entwicklung (Taroncher-Oldenburg &
Marshall, 2007). Neben der Grundlagenforschung gilt das Prinzip der RNAi in der
Medizin als vielversprechende Therapieoption etlicher genetischer sowie erworbe-
ner Erkrankungen. Derzeit befinden sich mehr als 20 RNAI basierte Ansatze in kli-
nischen Studien, wobei bereits einige in Studien der Phase 3 uUberfuhrt werden
konnten. Die erhobenen Daten und bisher erzielten Erfolge zeigen die enormen
Maoglichkeiten dieser Therapeutika und phrophezeien eine vielversprechende Klini-
sche Zukunft des Silencings (Bobbin & Rossi, 2016).

3.3 DBTC-Formulierungen

Um den zielgerichteten Transport therapeutischer siRNA-Molekule zu gewahrleis-
ten und deren vorzeitige Schadigung oder Abbau durch Nukleasen zu verhindern,
wurden durch Silence Therapeutics GmbH (Berlin, Deutschland) Lipoplexe als

Transportvesikel synthetisiert, die in unserer Studie aufgrund patentrechtlicher Mo-
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difikationen den geschutzten Begriff der ,DBTC"-Formulierung tragen. Bei Lipople-
xen handelt es sich generell um Komplexe aus Nukleinsauren, wie in unserem Fall
von therapeutischen Foxf1 siRNA-Molekilen, und einer Lipid- bzw. Polymerhdlle
(Abb. 4). Die doppelstrangigen siRNA-Oligonukleotide (AtuRNAI) wurden durch Bi-
oSpring (Frankfurt a.M., Deutschland) synthetisiert und durch Silence Therapeutics
weiterverarbeitet. Durch Modifikation der siRNA-Molekule im Vergleich zu endoge-
nen, korpereigenen Typen wurde deren Stabilitat deutlich erhoht. Die unter physio-
logischen Bedingungen am 3'-Ende uberstehenden Nukleotide wurden durch 2°- O
— Methylgruppen ersetzt und erlangten damit hohere chemische Stabilitat gegen-
uber den vorhandenen Serum Nukleasen, ohne dabei die RNAi-Aktivitat zu beein-
trachtigen (Czauderna et al., 2003). Die zur Synthese der Lipidhtlle verwendeten
kationischen Lipide lagern sich in mehreren Lipiddoppelschichten zusammen und
schlielen die negativ geladenen siRNA-Molekile aufgrund der elektrostatischen
Wechselwirkung ein, was sie in vitro als auch in vivo vor dem Abbau durch Nuklea-
sen schutzt (Fehring et al., 2014). Die entstehenden Lipoplexe kdnnen durch das
unterschiedliche Verhaltnis von kationischen Lipiden und den negativen Nuklein-
sauremolekilen sowie einer variierten Elektrolytkonzentration der Syntheseldsung
in ihrer GroRe modifiziert werden. Durch spezifische Ladung und Gro3e dieser Lip-
oplexe kann eine spezifische Lieferung an unterschiedliche Gewebetypen realisiert
werden. FUr die in der vorliegenden Studie relevante Adressierung der HSC als
Zielzelle wurden Formulierungen mit einer Gréf3e von ca. 100 nm (Abb. 4) und einer
neutralen Ladung hergestellt, da durch diese Charakteristik eine Leberspezifitat er-
reicht werden kann (Abb. 4) (Abshagen et al., 2015a). Durch den zusatzlichen An-
bau eines Polyethylenglykols (PEG) an den Lipoplex wird dessen Abbau durch das
Mononukleare-phagozytare System stark vermindert und die Zirkulationszeit im Or-
ganismus maximiert (Immordino et al., 2006). Dies ermoglicht die Reduktion der
Applikationsdosis und verringert potenzielle Wechselwirkungen. Die Lipoplexe wer-
den nach systemischer Applikation durch Endozytose in die Zielzelle aufgenommen
und persistieren vorerst in Endosomen (Lu et al., 2009). Um das Gen-Silencing ein-
zuleiten, wird das singulare siRNA-Molekul jedoch im Zytoplasma bendtigt. Die Frei-
setzung aus dem Endosom erfolgt durch elektrostatische Wechselwirkungen. Durch
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einen Flip-Flop-Mechanismus gelangen kationische Lipide der Endosomenmemb-
ran in die Lipoplexmembran und ermdglichen durch Porenbildung die Freisetzung

der therapeutischen Nukleinsaure ins Zytoplasma (Rehman et al., 2013).

siRNA-lipoplex
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Abbildung 4: Physikochemische Eigenschaften der DBTC-siRNA-Lipoplexe. (a) Schematischer
Aufbau eines siRNA-Lipoplexes, (b) in vivo Organverteilung der DBTC-Lipoplexe nach systemischer
Applikation. (c) Partikelgrof3e eines Vorlaufer-Lipoplexes. (d) und (e) Elektronenmikroskopische Auf-

nahmen von DBTC-Lipoplexen (modifiziert nach (Santel et al., 2006; Abshagen et al., 2015a; Fehring
et al., 2014)).
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3.4 Zielsetzung

Ziel dieser tierexperimentellen Studie war zu Uberprafen, inwieweit sich das durch
Abshagen et al. (2015) untersuchte hepatoprotektive Potenzial eines Foxf1-Silen-
cing im Modell der cholestatischen bzw. BDL-induzierten Leberschadigung auf Mo-
delle des CCls- induzierten akuten und chronischen Leberschadens uUbertragen

|asst.

Um das Ausmal} der Leberschadigung zu evaluieren und potenzielle therapeutische
Effekte nachzuweisen, wurden verschiedene laborchemische, histologische, im-

munhistochemische sowie molekularbiologische Verfahren angewandt.

Folgende Fragestellungen wurden im Rahmen dieser Studie untersucht:

- Kann durch die Applikation von DBTC-Foxf1-siRNA ein Knockdown des Ziel-
gens Foxf1 im Modell der akuten und chronischen CCls4 Leberschadigung er-

reicht werden?

- Ist durch Gen-Silencing des aktivierenden Transkriptionsfaktors Foxf1 eine

Inhibition der Aktivierung der HSC in vivo moglich?

- Welchen Einfluss hat die siRNA-vermittelte Hemmung der Foxf1-Expression

auf den CCls-induzierten akuten Leberschaden?

- Welchen Einfluss hat die siRNA-vermittelte Hemmung der Foxf1-Expression
auf den CCls-induzierten chronischen Leberschaden bzw. die Leberfibrose?
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4 Material und Methoden

4.1 Versuchstiere

Fir die Untersuchungen wurden mannliche, 12-16 Wochen alte BALB/c Mause
mit einem Korpergewicht von 23 bis 32 g verwendet. Der fur die Studie genutzte
Mausstamm wurde aus der Zucht von Charles River Laboratories, Sulzfeld,
Deutschland, bezogen. Vor und wahrend der Untersuchungen wurden die Tiere
in einem klimatisierten Raum (Temperatur 22 bis 24°C, ca. 60% Luftfeuchtigkeit)
bei einem 12 h Tag-Nacht-Rhythmus in der Zentralen Versuchstierhaltung des
Instituts fur Experimentelle Chirurgie der Universitatsmedizin Rostock gehalten.
Wahrend des gesamten Zeitraums wurden die Tiere mit Standardlaborfutter
(Ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest, Deutschland) und Wasser ad libitum ver-
sorgt. Die Einhaltung der nationalen Tierschutzbestimmungen, der internationa-
len Richtlinien (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals; National Insti-
tutes of Healthpublication 86-23, Revised 1985) sowie der Nutzerordnung der
Zentralen Versuchstierhaltung der Universitatsmedizin Rostock, unter der Kon-
trolle des Tierschutzbeauftragten PD Dr. rer. nat. Dietmar Zechner, war zu jedem

Zeitpunkt der Studie gewahrleistet.

4.2 Praktische Anwendung
4.2.1 CClsApplikation

Zur Induktion eines akuten und chronischen Leberschadens nutzen wir das gan-
gige und seit Jahren etablierte Schadigungsmodell der intraperitonealen Tetra-
chlorkohlenstoff (CCls)-Injektion. Die resultierende Aktivierung des hepatischen
Cytochroms P450 hat eine Metabolisierung von CCls zu toxischen Metaboliten
zur Folge, was Parenchym- und Lebervenennekrosen nach sich zieht (Morrison
et al., 1965). Das Isoenzym P450 2E1, welchem die Hauptfunktion bei der Meta-
bolisierung zugeschrieben wird (Raucy et al., 1993), ist hauptsachlich in perizent-
ral gelegenen Hepatozyten lokalisiert und verursacht somit hier die ausgeprag-
testen Leberzellnekrosen (Diaz Gomez et al., 2006). In Vorbereitung auf die int-
raperitoneale Injektion von CCls (Merck, Darmstadt, Deutschland) wurde fur das

akute Modell eine Verdunnung von 1:20 in Korndl (Sigma-Aldrich, Steinheim,
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Deutschland) gewahlt, wahrend wir im chronischen Modell CCls 1:4 in Korndl ver-
dunnten. Zur intraperitonealen Applikation wurden die Tiere aus den Kafigen ent-
nommen und mittels Pinzettengriff im Nacken fixiert. Die 26 G Injektionsnadel
einer 1 ml Insulinspritze (BD Microlance, Drogheda, Irland) wurde im Ubergang
vom distalen zum mittleren Drittel des Abdomens, in einem Winkel von ca. 30°
mit kranialer Stichrichtung, auf der rechten Seite des Tieres paramedian einge-
fuhrt, und das CCls-Ol-Gemisch (akutes Modell: 0,5 ul/g KG; chronisches Modell:
1 ul/g KG) appliziert.

4.2.2 Anasthesie

Vor der i.v.-Applikation der DBTC-Formulierungen wurden die Tiere mittels Inha-
lationsnarkose anasthesiert. Hierfur wurde in eine Narkosekammer aus Plexiglas
uber eine Zuleitung ein Gasgemisch aus Sauerstoff (1,2 I/min), Stickstoffmonoxid
(2,4 I/min) und Isofluran (5 % vol.) eingeleitet. Die Tiere wurden dem Gasgemisch
fur ca. 30 sec. bis zum Eintreten der Bewusstlosigkeit ausgesetzt. Im Anschluss
wurden sie auf einer Warmeplatte platziert und erhielten Uber eine speziell ange-
fertigte Kunststoffmaske weiterhin das Gasgemisch in reduzierter Konzentration
(O2 0,4 I/min, N2O 0,8 I/min, Isofluran 1,5 % vol.). Das uUberschussige sowie ab-
geatmete Gas wurde Uber eine Vorrichtung, die in die Kunststoffmaske integriert
war, abgesaugt. Vor der Gewebe- und Blutentnahme und der damit verbundenen
Opferung der Versuchstiere zu den finalen Untersuchungszeitpunkten narkoti-
sierten wir diese durch eine intraperitoneale Injektion. Es wurde ein Gemisch aus
65 mg/kg KG Ketamin (Betapharm GmbH & Co. KG, Vechta, Deutschland) und
25 mg/kg KG Xylazin (Rompun®, Bayer Vital GmbH, Bayer Health Care,
Deutschland) in einer Dosierung von 0,01 ml/10 g KG appliziert.
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4.2.3 Intravendse Applikation der DBTC-Formulierungen

Nach Durchfuhrung der Inhalationsanasthesie entfernten wir die Haare im Hals-
und Brustbereich durch eine Elektrorasur (AESCULAP® Favorita, Aesculap AG
& Co. KG Tuttlingen, Deutschland). Im Anschluss wurde das Tier in Rickenlage
auf einer Heizplatte (Klaus Effenberger, Pfaffing, Deutschland) fixiert, um die Auf-
rechterhaltung der Korpertemperatur von 37°C zu gewahrleisten. Nach lokaler
Desinfektion erfolgte eine kutane Langsinzision (ca. 0,5-1 cm) der rechten Hals-
seite. Mit Hilfe eines Stereomikroskops (Leica M651/M655, Leica Microsystems
AG, Heerbrugg, Schweiz) konnte unter BlickfeldvergroRerung die rechte V. ju-
gularis durch stumpfe Praparation dargestellt werden. Die zuvor gelosten DBTC-
Formulierungen wurden nun durch Punktion der V. jugularis in kaudaler Stich-
richtung vorsichtig appliziert (2.3 mg/kg KG; 0.1 ml/10 g KG). Die sich anschlie-
Rende Sickerblutung wurde durch Auflage eines Stieltupfers (Lohmann & Rau-
scher, Regensdorf, Deutschland) gestillt. Im Anschluss wurde die Wunde mittels
Hautnaht (Prolene 6.0, Ethicon, Johnson & Johnson Mecial, Norderstedt,
Deutschland) in fortlaufender Nahttechnik verschlossen. Es erfolgte eine ab-
schlieRende Desinfektion der Wunde mit Povidon-lod. Die Tiere wurden zurick
in ihre Kafige gebracht, wo sie vorrubergehend Rotlichtbestrahlung ausgesetzt
waren, um sie vor Auskuhlung zu bewahren. Wahrend des gesamten Vorgangs

wurde die Narkose, wie in Kapitel 4.2.2 beschrieben, aufrechterhalten.

4.2.4 Blut- und Gewebeentnahme

Um zu den finalen Untersuchungszeitpunkten Blutproben und Lebergewebe fur
die Analysen zu erhalten, erfolgte die Anasthesie wie in Kapitel 4.2.2 dargestellt.
Nach Elektrorasur des Bauches wurden die Tiere in Ruckenlage fixiert und lokal
mit Ethanol desinfiziert. Im Anschluss erfolgte eine mediane Laparotomie sowie
ein zusatzlicher Transversalschnitt im Unterbauch, um die Haut zur besseren
Darstellung des Bauchraumes nach lateral zu fixieren. Mit einem feuchten Wat-
tetupfer wurden die Darmschlingen nach lateral luxiert, um eine gute Darstellung

der unteren Hohlvene zu gewahrleisten. Durch Punktion der V. cava inferior und
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vorsichtige Aspiration gewannen wir circa 1 ml Vollblut und Uberfuhrten es zur
spateren Analyse in Ca2*-EDTA-Ro6hrchen. Zur Praparation der Leber wurden die
Haltebander zu Magen, Zwerchfell und Retroperitoneum durchtrennt und die Le-
ber durch sanften Zug vorsichtig aus dem Oberbauch geschnitten. Im Anschluss
wurde das Gesamtlebergewicht bestimmt. Der linke Leberlappen wurde abpra-
pariert und in 4%igem, phosphatgepuffertem Formalin (Grimm med. Logistic,
Torgelow, Deutschland) fur mindestens 24 h fixiert. Ein Teil der Leber wurde in
Gewebekleber (Tissue-Tek; Sakura Finetek Europe B.V., Zoeterwoude, Nieder-
lande) eingebettet, durch Flussigstickstoff schockgefroren und im Anschluss bei
-20°C in Alufolie asserviert. Die restlichen Leberlappen wurden zerkleinert, in
Mikro-Schraubenrohren (Sarstedt, Numbrecht, Deutschland) uberfuhrt, in Flus-
sigstickstoff schockgefroren und bei -80°C flr nachfolgende molekularbiologi-

schen Analysen asserviert.

4.3 Versuchsaufbau
4.3.1 Akutes CCls Modell

Die Randomisierung der BALB/c Mause erfolgte in drei Gruppen. Die Therapie-
gruppe (siFoxf1 n=9) sowie zwei Kontrollgruppen, siLuci (n=8) und Puffer (n=5)
wurden anhand des Schemas in Abbildung 5 behandelt. Die intravendse Appli-
kation der DBTC-Foxf1 siRNA (2.3 mg/kg KG; 0,1 ml/10 g KG) in der Therapie-
gruppe erfolgte 48 h vor der intraperitonealen CCls-Applikation (CCls 1:20 in
Korndl; 0,5 ul/ g KG i.p.) (Kalinichenko et al., 2003) und einmalig 24 h nach CCls-
Gabe. 72 h nach CCls-Applikation wurden die Tiere geopfert, um Blut- und Ge-
webeproben fur nachfolgende Untersuchungen zu asservieren. Die Behandlung
der Kontrollgruppen erfolgte analog zu dem beschriebenen Schema, welches in
der Therapiegruppe angewendet wurde. Dabei wurde den Tieren der Gruppe si-
Luci, als Kontrollansatz eine nonsense-siRNA gegen das Luciferase-Gen, in
aquivalenter Dosis zur Therapiegruppe (2.3 mg/kg KG; 0,1 ml /10 g KG) intrave-
nos appliziert. Die Verabreichung der Pufferlosung der zweiten Kontrollgruppe
erfolgte ebenfalls intravends in aquivalenten Volumina (0,1 ml /10 g KG).
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CCl, Untersuchungszeitpunkt
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siRNA-Injektion

Abbildung 5: Versuchablauf im Modell der akuten CCls- Leberschadigung Gber 3 Tage.

4.3.2 Chronisches CCls Modell

Analog zum akuten Modell erfolgte die Randomisierung in drei Gruppen. Die Be-
handlung der Therapiegruppe siFoxf1 (n=5) sowie der Kontrollgruppen siLuci
(n=7) und Puffer (n=5) erfolgte anhand des in Abbildung 6 dargestellten Sche-
mas. Die intraperitoneale Applikation von Tetrachlorkohlenstoff (CCls 1:4 in
Korndl; 1 pl/g KG) erfolgte zweimal wochentlich (montags und donnerstags) tUber
eine Dauer von sechs Wochen. In Woche funf und sechs erhielten die Tiere zu-
satzlich die funfmalige intravendse Applikation von DBTC-Foxf1/Luci siRNA (2.3
mg/kg KG; 0,1 ml /10 g KG) im Abstand von 72 h. Die Applikation der Pufferl®-
sung in der Puffer-Kontrollgruppe erfolgte in aquivalenten Volumina (0,1 ml /10 g
KG, i.v.).

CCl, (2x wéchentlich) Untersuchung

" siRNA-Injektion
(alle 72 h)

Abbildung 6: Versuchsablauf im Modell der chronischen CCls-Leberschadigung tGber 6 Wochen.
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4.4 Untersuchungstechniken
4.41 Vollblutanalyse

Unmittelbar im Anschluss an die finalen Blut- und Gewebeentnahmen wurden die
in Ca?*-EDTA-Rohrchen Uberflihrten Vollblutproben durch den automatischen
Hamatologie-Analysator (Sysmex KX-21 N, Sysmex, Norderstedt) ausgewertet.
Dabei wurden die Parameter der roten Blutzellreihe wie Erythrozytenzahl, Hama-
tokrit und Hamoglobinwert sowie die absolute Leukozyten- und Thrombozyten-
zahl bestimmt. Das in den Rdhrchen verbleibende Probenmaterial wurde im An-
schluss fur 10 min bei 4000 rpm zentrifugiert (GS15 Zentrifuge, Beckman Coulter
GmbH, Krefeld, Deutschland), der Uberstand abpipettiert und das Plasma

bei -20°C bis zur Analyse asserviert.

4.4.2 Plasmaanalyse

Die auch im klinischen Alltag gebrauchliche Enzymdiagnostik zur Beurteilung ei-
ner Leberschadigung wurde in der vorliegenden Studie mittels automatisierter
photospektrometrischer Analyse (Hitachi 7004 Automatic Analyser, Boehringer,
Mannheim, Deutschland) realisiert. Es erfolgte die Bestimmung der leberspezifi-
schen Enzyme GLDH (Glutamatdehydrogenase) und ALT (Alanin-Aminotrans-
ferase) als auch der leberunspezifischen Enzyme AST (Aspartat-Aminotrans-

ferase) und AP (Alkalische Phosphatase).

4.4.3 Histologie

4.4.3.1 Hamatoxylin- Eosin

Im Anschluss an die mindestens 24-stindige Fixierung des Lebergewebes in
Formalin wurde das Praparat in aufsteigender Alkoholreihe entwassert und
schlieBlich in Paraffinwachs (Merck, Darmstadt, Deutschland) eingebettet. Da-
nach wurden mit Hilfe eines Mikrotoms (Leica RM 2145, Wetzlar, Deutschland)

31



Material und Methoden

4 ym dunne Gewebeschnitte angefertigt und auf Objekttragern fixiert. Anschlie-
Rend wurden diese fur 30 min bei 65 °C inkubiert und das Gewebe durch Ein-
bringen in Alkoholldsungen entparaffiniert. Vor der Farbung fuhrten wir eine Wa-
schung mit PBS durch. Nun wurden die Objektrager 5 min in Hamalaun-Lésung
(Merck, Darmstadt, Deutschland) inkubiert. Im Anschluss erfolgte eine Wa-
schung mit flieRendem Wasser fur 30 s und PBS, bevor im ndchsten Schritt das
Gewebe fiir 30 s in einer Eosin-Lésung inkubiert wurde. Es schloss sich ein wei-
terer Waschgang mit Wasser und PBS an, bevor abschliel3end das Praparat mit
reinem Alkohol dehydriert und eine Deckplatte auf das Objekt aufgebracht wurde.
Durch den Hamalaun-Farbstoff stellen sich die Zellkerne blau dar, wahrend Eosin
das Zytoplasma roétlich-violett anfarbt. Zellschadigungen lielen sich lichtmikro-
skopisch visualisieren (x10 VergrofRerung, Olympus BX 51, Hamburg, Deutsch-
land) und mittels Color View I FW Kamera (Color View, Minchen, Deutschland)
fotodokumentieren (Abb. 7 A). Mit Hilfe der Software Adobe Photoshop CS6 wur-
den die fibrotischen Areale histomorphometrisch berechnet (Abb. 7 B), die Daten

in Microsoft Excel Tabellen Ubertragen und ausgewertet. Die Anfertigung der

H.E. Schnitte erfolgte ausschliel3lich aus dem Lebergewebe von Tieren des
akuten CCls-Modells.

Abbildung 7: Histomorphometrische Auswertung der Nekroseareale in einem H.E.-gefarbten Le-
berschnitt einer Maus 3 Tage nach CCls-Injektion des akuten CCls-Modells. Dargestellt ist ein 10-
fach vergrofierter Leberschnitt vor (A) und nach histomorphometrischer Analyse mittels Photos-
hop (Lasso-Werkzeug) (B). Zur Berechnung der Nekrose (in %) wurde die Pixelanzahl der Nek-

roseareale (grine Flache) ins Verhaltnis zur Gesamtpixelzahl des Bildes gesetzt.
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4.4.3.2 Immunhistochemie
a-SMA

Immunhistochemie ist eine in der Biologie und Medizin verwendete Methode, mit
der Proteine oder andere Strukturen mit Hilfe von Antikdrpern sichtbar gemacht
werden kénnen (Lang, 2013). Durch die immunhistochemische Farbung von a-
SMA, einem etablierten Aktivierungsmarker der HSC (Lindquist et al., 2000), kon-
nen damit Ruckschlisse auf die Leberfibrosierung geschlossen werden. Um die
a-SMA-Farbung durchzufuhren, wurden mit Hilfe des Mikrotoms (Leica RM 2145,
Wetzlar, Deutschland) 4 ym diinne Paraffinschnitte angefertigt, auf poly-L-Lysin
beschichtete Objekttrager aufgebracht und letztlich 2 h im Brutschrank inkubiert.
Da die Formalinfixierung zu Proteinvernetzungen im Gewebe fuhrt, wurde das
Gewebe zuvor entparaffiniert und die Antikorperbindungsstellen durch Hitzeden-
aturierung freigelegt. Die unspezifischen Bindungsstellen wurden mit Hilfe einer
Blockierungslosung blockiert, bevor mit dem a-SMA-Primarantikérper (1:600,
Rabbit Anti Mouse, AB5694, Abcam plc, Cambridge, UK) bei 4 °C Uber Nacht
inkubiert wurde. Danach erfolgte eine Waschung mit PBS, bevor im nachsten
Schritt ein Sekundarantikérper (1:100, Goat Anti Rabbit, DO487, Dako Deutsch-
land GmbH, Hamburg, Deutschland) aufgebracht und fur 1 h inkubiert wurde.
Anschliel3end erfolgte eine erneute Waschung mit PBS. Um den Sekundaranti-
korper sichtbar zu machen, wurde mit Liquid Permanent Red Chromogen
(KO640, Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland) gegengefarbt und im
Anschluss erneut mit PBS gewaschen. Zusatzlich erfolgte eine Kernfarbung mit-
tels Hamalaunlosung (Merck, Darmstadt, Deutschland). Nach wiederholter PBS-
Waschung wurde das Gewebe mit warmen Leitungswasser ,geblaut” und an-
schlielend in aufsteigender Alkoholreihe dehydriert. AbschlieRend wurde das
Gewebe mit X-tra-Kitt eingedeckt, um es haltbar zu machen. Die rot angefarbten
a-SMA-positiven Sternzellen wurden mit dem Lichtmikroskop (Olympus BX 54
TF, Olympus Corporation, Tokyo, Japan) in 40x Vergrol3erung ausgewertet, wo-
bei pro Tier/Lebergewebeschnitt 30 Gesichtsfelder ausgezahlt wurden. Die
Werte wurden in Microsoft Excel-Tabellen Gbertragen und letztlich mit Sigma Plot
in Balkendiagramme Uberfuhrt. Die quantitative Analyse der a-SMA-positiven

Zellen erfolgte sowohl im akuten als auch im chronischen CCls-Modell.

33



Material und Methoden

Kollagen-1a

Die Kollagen-1a-Farbung wurde analog zur beschriebenen a-SMA-Farbung
durchgefuhrt, wobei als Primarantikdrper ein Rabbit anti Mouse-AK (Rabbit Anti
Mouse, 34710; Abcam, Cambridge, UK) in einer Verdinnung von 1:200 einge-
setzt wurde. Als Sekundarantikorper verwendeten wir einen Goat Anti Rabbit-AK
(1:100, DO448, Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland). Die Gegen-
farbung erfolgte mittels DAB and DAB plus Chromogen Solution (K3467, Dako
Deutschland Gmbh, Hamburg Deutschland). Zur Auswertung des braun gefarb-
ten Kollagen-1a positiven Gewebes wurden pro Tier 30 Bilder in 10-facher Ver-
grélRerung aufgenommen und mit Adobe Photoshop histomorphometrisch analy-
siert (Abb. 8). Die Ergebnisse wurden in Excel Tabellen Uberfuhrt, die Mittelwerte
pro Gruppe berechnet und die Resultate mit SigmaPlot in Balkendiagrammen
dargestellt. Die Auswertung Kollagen-1a-positiver Flache erfolgte ausschlielich

im Lebergewebe von Tieren des chronischen CCls-Modells.
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Abbildung 8: Histomorphometrische Auswertung der Kollagen-1a positiven Flache in einem im-
munhistochemisch gefarbten Leberschnitt einer Maus nach 6-wdchiger CCls-Behandlung. Dar-
gestellt ist ein 10-fach vergroferter Leberschnitt vor (A) und nach histomorphometrischer Analyse
mittels Photoshop (Zauberstab-Werkzeug) (B). Die Pixelanzahl der Kollagen-1a positiven Flache

(griine Flache) wurde im Verhaltnis zur Gesamtpixelzahl des Bildes in Prozent dargestellt.

4.4.4 Molekularbiologie

Um die Expression bestimmter Gene in biologischen Materialien zu untersuchen,

nutzt man die Quantifizierung der mRNA, bevor im Rahmen der Translation das
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entsprechende Protein synthetisiert wird. Das molekularbiologische Kombinati-
onsverfahren aus Reverser Transkription (RT) und Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) ermoglicht die mRNA-Genexpressionsanalyse zum Zeitpunkt der Gewe-
beentnahme. In der vorliegenden Studie untersuchten wir die mMRNA-Expression
von Foxf1, dem aktivierenden Transkriptionsfaktor fur HSC sowie die Expression
von Kollagen-1a als Marker fur die Fibrosierung. 30 mg des schockgefrorenen
und bei -80 °C gelagerten Lebergewebes wurden mit Hilfe eines Dismembrators
(Mikro-Dismembrator U, B. Braun Biotech International, Deutschland) homogeni-
siert, bevor die RNA mit Hilfe des RNeasy Mini Kits (Qiagen, Hilden, Deutsch-
land) gemal der Herstellerangaben isoliert wurde. Mit einem Spektralphotometer
(Nanodrop 2000 Spectrophotometer, PegLab Biotechnologie GmbH, Deutsch-
land) wurde die Konzentration der isolierten RNA UV-spektrophotometrisch ver-
messen und anhand nachfolgender Formel berechnet, um fur die Analysen die

Verwendung gleicher RNA-Mengen zu gewahrleisten:

Extinktion 260nm x Verdiinnung x 40
1000

RNA Konzentration(pg/ul) =

Zusatzlich wurde die Reinheit der RNA anhand des A260/A280 Quotienten be-
stimmt. Es wurden je 2 ug RNA genutzt, um mit Hilfe von Oligo(dT)18-Primer
(Biolabs, Frankfurt am Main, Deutschland), Superscript | RNaseH - Reverse
Transkriptase (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland), dNTP Mix (Thermo Fischer
Scientific Inc., Waltham MA, USA), Puffer und Dithiolthreitol die komplementaren
cDNA-Strange der RNA zu gewinnen. Die Synthese der cDNA wurde mit Hilfe
des Programms RNADENAT (72°C fur 10 min) bzw. RT 42 (42°C fur 60 min ge-
folgt von 95°C fur 5 min) im Mastercycler (Mastercycler gradient, Eppendorf,
Wesseling-Berzdorf, Deutschland) durchgefuhrt. Die TagMan RT-PCR Reaktio-
nen wurden mit Hilfe eines ABI PRISM 7700 Sequence Detector (Software: Se-
quence Detection System v1.6.3 (ABI)) oder dem StepOnePlus™ Real Time
PCR System (ABI) unter Nutzung von Standardprotokollen fur RT-PCR (48°C 30
min, 95°C 10 min, 40 cycles at 95°C 15 s followed by 60°C 1 min) mit Konzent-
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rationen von 300 nM fur die Primer (Tab. 2) und 100 nM fur die Probe durchge-
fuhrt (Fehring et al., 2014). Die ausgegebenen CT-Werte, die von der Software
ermittelt wurden, wurden mit Hilfe der AACT-Methode ausgewertet. Dabei wurde
beachtet, dass eine Primereffizienz von nahezu 100% (d.h. 1,9-2,2) vorliegt. Zur
Qualitatskontrolle erfolgten von jeder Probe Doppelbestimmungen. Die erhalte-
nen Ergebnisse wurden mit der ACT-Methode gegenuber B-Aktin normalisiert.
Aus den berechneten ACT-Werten jeder Probe und dem ACT-Wert der Positiv-
kontrolle wird der AACT-Wert gebildet. Die Ergebnisse wurden zur graphischen

Veranschaulichung mit SigmaPlot in Balkendiagramme Uberfuhrt.

Tabelle 2: Primersequenzen fir die TagMan RT-PCR.

Gen Primer Sequenz (5‘ zu 3‘)

vorwarts GCAGCCATACCTTCACCAAAAC
Foxf1 ruckwarts ACATGCTGGGCGACTGTGA
Sonde AGAACTGCAAGGCATCCCTCGGTATCAC

vorwarts ACGCATGGCCAAGAAGACA
Kollagen-1-a ruckwarts AAGCATACCTCGGGTTTCCAC
Sonde AGCTGCATACACAATGGCCTAAGGGTCC

vorwarts GTTTGAGACCTTCAACACCCCA
B-Aktin ruckwarts GACCAGAGGCATACAGGGACA
Sonde CCATGTACGTAGCCATCCAGGCTGTG

445 Statistik

Zur Berechnung von Mittelwerten, Standardabweichung (SD) und Standardfehler
der Mittelwerte (SEM) wurden die ermittelten Primardaten direkt in Microsoft
Excel-Tabellen Uberfuhrt. Die Darstellung der numerischen Ergebnisse als gra-
phische Diagramme erfolgte mit Hilfe der Software SigmaPlot 12.0 (Jandel Corp.,
San Rafael, CA, USA). Alle Daten wurden als Mittelwert + Standardfehler des
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Mittelwertes (SEM) dargestellt. Die statistische Analyse der erhobenen Daten
nahm die Software SigmaStat 3.5 (Jandel Scientific, San Rafael, CA, USA) vor.
Der Gruppenvergleich wurde mit einer einfaktoriellen ANOVA-Analyse (Holm-
Sidak Methode) realisiert. Konnten die Kriterien flr eine Normalverteilung nicht
erflllt werden, kam der einfaktorielle Anova on Ranks-Test (Dunn’s Methode) zur
Anwendung. Ein statistisch signifikanter Unterschied galt dann als erfullt, wenn
die Irrtumswahrscheinlichkeit weniger als 5% (p < 0,05) betrug.
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5 Ergebnisse

5.1 Akutes CClsModell
5.1.1 Zustand der Tiere

Um den Zustand der Tiere besser beurteilen zu konnen, wurden vor Applikation
der siRNA-Lipoplexe (Tag -2 und 1), vor der CCls-Applikation (Tag 0) sowie vor
Opferung der Versuchstiere (Tag 3) Gewichtskontrollen der Tiere durchgefuhrt.
Hierbei zeigte sich eine stetige, jedoch geringe Gewichtsabnahme in allen unter-
suchten Gruppen. Am Tag der Gewebeasservierung (Tag 3) betrug das Gewicht
der Puffer-Kontrollgruppe 94%+5,6%, der siLuci Gruppe 94,7%%2,2% und der
Therapiegruppe siFoxf1 97,1%%1.9% des Ausgangsgewichts. Die Beurteilung
der korperlichen Aktivitat im Rahmen der taglichen Visite zeigte eine deutliche
Reduktion im Anschluss an die i.p. CCls-Injektion (Tag 0). Wahrend die Tiere
beim Erwachen aus der Narkose an Tag -2 keine pathologischen Auffalligkeiten
zeigten, waren die Aufwachphasen an Tag 1 deutlich verlangert und die Tiere
zeigten auch an Tag 1 eine deutlich reduzierte kdrperliche Aktivitat. Bei zwei
Mausen hatte die CCls-Applikation in den Folgestunden einen letalen Ausgang.
Weitere Mause (n=4) verstarben im Rahmen der Narkose am darauf folgenden

Tag und wurden daher ebenfalls aus der Studie exkludiert.

5.1.2 Foxf1-Silencing

Wie bereits erwahnt, spielt Foxf1 als ein aktivierender Transkriptionsfaktor eine
entscheidende Rolle fur die Aktivitat der HSC. Zuerst wurde die Effizienz des
Gen-Silencing durch die Foxf1-siRNA mittels RT-PCR analysiert. Dabei zeigte
sich, dass die Behandlung der Mause mit DBTC-siFoxf1 2 Tage vor und 1 Tag
nach der einmaligen CCls-Gabe im Vergleich zu den Kontrollfgruppen in einer
reduzierten Foxf1 mRNA-Expression resultierte, welche im Vergleich zu Puffer-
behandelten Tieren signifikant war (Abb. 9).
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.21 Abbildung 9: Relative Expression der Foxf1-mRNA
10 im Lebergewebe der Kontrollgruppen (Puffer & si-

T Luci) sowie der Therapiegruppe (siFoxf1) 3 Tage
0,8 + * nach Induktion eines akuten Leberschadens. Alle

Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben; One
way ANOVA; 'p < 0,05 vs. Puffer.
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5.1.3 Vollblutanalyse

Akute Lebererkrankungen gehen sehr haufig mit Veranderungen im Blutbild, v.a
der weilRen Blutzellreihe, einher. Zur Uberpriifung des Blutbildes fihrten wir im
akuten CCls Modell an Tag 3 eine Vollblutanalyse durch. Die quantitative Bestim-
mung der Leukozyten, Erythrozyten sowie des Hamoglobinwertes und Hamato-
krit ergab in allen Gruppen (Puffer, siLuci, siFoxf1) physiologische Werte und
keine markanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Bei der quantitativen Be-
stimmung der Thrombozyten wiesen alle untersuchten Gruppen deutliche Zyto-
penien auf. Die Therapie mit Foxf1-siRNA zeigte im Vergleich zu den Kontroll-
gruppen eine leichte Minderung der Thrombozytopenie auf 2/3 des unteren phy-

siologischen Grenzwertes (Tab. 3).
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Tabelle 3: Leukozytenzahl (WBC), Thrombozytenzahl (PLT), Erythrozytenzahl (RBC), Hamo-
globinwert (HGB) und Hamatokrit (HCT) der Kontrollgruppen (Puffer u. siLuci) sowie der Thera-
piegruppe (siFoxf1) 3 Tage nach Induktion eines akuten Leberschadens. Alle Daten sind als Mit-

telwert + SEM angegeben.

Puffer siLuci siFoxfl
WBC (x10%1) 6,5+0,8 79+13 6,3 £0,5
PLT (x109/) 512 £ 115,7 461 £ 56,2 686,6 + 76,8
RBC (x10'2/1) 91+0,5 8,4+0,4 8,3+04
HGB (mmol/l) 8,8+0,4 76+0,7 7904
HCT (%) 46+ 0 43+ 0 42+ 0

5.1.4 Leberschaden

Durch eine Leberschadigung kommt es zur Stérung der hepatozellularen Integri-
tat und damit zur Freisetzung von intrazellularen Enzymen in den Blutkreislauf.
Diese Enzyme geben in Abhangigkeit von ihrer intrazellularen Lokalisation und
Plasmaspiegel Aufschluss Uber die Schwere des Leberschadens. Wie auch im
klinischen Alltag wurden die Plasmaaktivitdten der Transaminasen (AST, ALT)
sowie der GLDH bestimmt, um das Ausmal} der Leberschadigung zu verifizieren
(Abb. 10). Die einmalige CCls-Gabe fuhrte in allen Gruppen zu deutlich erhdhten
Plasmaaktivitaten der Leberenzyme, was auf eine schwere Leberschadigung hin-
weist. Hierbei hatte jedoch das Foxf1-silencing keinen signifikanten Einfluss auf
das Ausmal} des Leberschadens. Insgesamt zeigten sich die Werte der Gruppen
mit hohen Varianzen.

In der Puffer-Kontrollgruppe zeigte sich im Mittel ein fast 25-facher Anstieg der
AST-Aktivitat zur physiologischen Norm, wahrend die Werte der Therapie-
(siFoxf1) als auch Kontrollgruppe (siLuci) im Vergleich zu Puffer nur halb so stark

anstiegen (Abb. 10 A). Wahrend die beiden Kontrollgruppen (siLuci und Puffer)
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im Schnitt 50 bis 65-fach erhdhte ALT-Plasmaaktivitaten im Vergleich zu gesun-
den Tieren (30-60 U/l) aufwiesen, zeigte die Therapie mit Foxf1-siRNA eine Re-
duktion auf ca. 400 U/I, konnte aber dennoch nicht als signifikant gewertet werden
(Abb. 10 B). Die GLDH, als Parameter flr eine besonders schwere Leberschadi-
gung, zeigte in allen Gruppen pathologisch erhdhte Werte. Hierbei wiesen
siFoxf1 und siLuci eine 50%-ige Reduktion der Werte gegenuber der Kontroll-
gruppe (Puffer) auf, wobei sich Uberraschenderweise die Kontrollgruppe (siLuci)
im Vergleich zur Puffer-behandelten Gruppe als signifikant darstellte (Abb. 10 C).
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Abbildung 10: Plasmaaktivitaten von AST (A), ALT (B) und GLDH (D) der Kontrollgruppen Puffer
und siLuci sowie der Therapiegruppe siFoxf 72 h nach Induktion eines akuten Leberschadens.
Alle Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben; One way ANOVA,; p < 0,05 vs. Puffer.

Um das Ausmal der Leberschadigung auch histologisch zu bewerten, wurden in
den Versuchsgruppen des akuten CCls-Modells, wie in Abschnitt 4.4.3 beschrie-
ben, H.E. Ubersichtsfarbungen angefertigt und nekrotische Areale histomorpho-
metrisch quantifiziert (Abb. 11). Dabei zeigte sich in allen Versuchsgruppen ein
nahezu gleiches Ausmal von zentrilobuldaren Nekrosen, welches zwischen 27%
(siFoxf1) und 30% (Puffer) bis ca. 32% (siLuci) lag.
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Abbildung 11: Reprasentative Bilder von H.E.-gefarb-

0| G

ten Leberschnitten der Kontrollgruppe (Puffer) in 10x

(A) und 20x (D) VergréRerung, der Kontrollgruppe (si-
30 Luci) in 10x (B) und 20x (E) VergréRerung sowie der
Therapiegruppe (siFoxf1) in 10 x (C) und 20 x (F) je 72
20 4 h nach Induktion eines akuten Leberschadens. Die
quantitative Auswertung der nekrotischen Flache ist in
10 G dargestellt. Alle Daten sind als Mittelwert + SEM an-

gegeben.

nekrotische Flache (%)

Puffer siLuci siFoxf1

5.1.5 Aktivierung hepatischer Sternzellen

Wie in der Einleitung beschrieben, spielt die Aktivierung der HSC in der Patho-
genese der Leberfibrose eine entscheidende Rolle. Da Foxf1 in der Leber aus-
schlieRlich von HSC exprimiert wird, untersuchten wir in einem nachsten Schritt
anhand des Aktivierungsmarkers a-SMA den Effekt des Foxf1-Silencing auf die
Aktivierung der HSC (Abb. 12). Durch die Anzahl a-SMA-positiver Zellen kann
somit auch indirekt auf das Ausmal} der Fibrosierung geschlossen werden. Die

quantitative Analyse a-SMA-positiver Zellen ergab jedoch keine wesentlichen
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Unterschiede zwischen den Kontrollgruppen (Puffer und siLuci) und der Thera-

piegruppe (siFoxf1). Vielmehr lieRen sich in der siFoxf1-Gruppe mehr aktivierte
HSC detektieren.

aSMA-positive Zellen (n /GF)

Pufier siLuci siFoxf

Abbildung 12: (A) Quantitative Analyse der a-SMA-Im-
munhistochemie, angegeben als Anzahl a-SMA-positiver
Zellen pro Gesichtsfeld sowie reprasentative immunhisto-
chemische Bilder (B) der Puffer-Kontrollgruppe, (C) der
siLuci Kontrollgruppe und (C) der Therapiegruppe
(siFoxf1) in 20-facher VergréfRerung 72 h nach Induktion
des akuten Leberschadens. Alle Daten sind als Mittelwert
+ SEM angegeben.

5.2 Chronisches Modell
5.2.1 Zustand der Tiere

Um den korperlichen Zustand der Tiere zu beurteilen, fUhrten wir wie auch im
akuten Modell Gewichtskontrollen der Mause sowie tagliche Visiten durch. Die
Gewichtsbestimmung erfolgte im Rahmen der i.p. CCls-Injektion zweimal wo-
chentlich. In den letzten beiden Versuchswochen wurden zusatzliche Gewichts-
kontrollen im Rahmen der siRNA-Injektionen alle 72 h durchgefuhrt. Hierbei zeig-

ten alle Versuchsgruppen Uberraschenderweise geringe Gewichtszunahmen.
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Am Tag der Gewebeasservierung (42 d) betrug das Gewicht der Kontrollgruppe
Puffer 105,9 %+2,9%, der siLuci Gruppe 103,9%1,8% und der Therapiegruppe
siFoxf1 101,7%1,3% des Ausgangsgewichts. Wie auch im akuten Modell zeig-
ten die Tiere im Anschluss an die erste CCls-Injektion eine deutliche Reduktion
der korperlichen Aktivitat. Im weiteren Verlauf nahm die korperliche Aktivitat trotz
der zweimal wochentlich durchgefuhrten CCls-Applikation in allen Gruppen wie-
der zu, sodass zum Ende des chronischen Versuchsmodells nur geringe Aktivi-
tatsunterschiede im Vergleich zu unbehandelten Mausen sichtbar waren. In den
ersten vier Wochen verstarben insgesamt vier Mause infolge der mehrfachen
CCls-Applikation. Aullerdem mussten zwei weitere Mause aus dem Versuch aus-
geschlossen werden, da sie die Narkose zur i.v.-Applikation der siRNA-Lipoplexe

nicht Uberlebten.

5.2.2 Foxf1-Silencing

Um einen moglichen Knockdown unseres Zielgens Foxf1 nachzuweisen, fuhrten
wir eine RT-PCR durch (Abb. 13). Wahrend im akuten Versuchsmodell eine sig-
nifikante Reduktion der relativen mRNA-Expression unseres Zielgens nachzu-
weisen war, lieen sich diese Ergebnisse im chronischen Versuchsmodell nicht
bestatigen. In der Kontrollgruppe (Puffer) sowie der Therapiegruppe (siFoxf1)
wiesen wir eine ahnliche Foxf1 mRNA-Expression von ca. 1 nach. Die siLuci
Tiere zeigten relative mMRNA-Expressionswerte von ca. 1,3, was jedoch nicht sig-
nifikant war (Abb. 13).

16 Abbildung 13: Relative Expression der Foxf1-
< os T mRNA im Lebergewebe der Kontrollgruppen (Puffer
i und siLuci) sowie der Therapiegruppe (siFoxf1) 42
3 2] Tage nach Versuchsbeginn. Alle Daten sind als Mit-
5 11 telwert + SEM angegeben.
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5.2.3 Vollblutanalyse

Wie bereits beschrieben, fuhren Lebererkrankungen haufig zu Stérungen der Ha-
matopoese und gehen mit Blutbildveranderungen einher. Eine chronische Scha-
digung der Leber fuhrt dabei zu einer chronischen Entziindungsreaktion im Le-
bergewebe. Diese kann sich im Blutbild durch eine Entzindungsanamie oder
durch Veranderungen der weil3en Blutzellreihe darstellen. Die portale Hyperten-
sion als Folge des degenerativen Leberumbaus fuhrt haufig zur Ausbildung einer
Splenomegalie. Der dadurch bedingte vermehrte Zellabbau ist eine Ursache von
mdglichen Thrombozytopenien. Daher wurden Parameter der roten Blutzellreihe
wie Erythrozytenzahl, Hamatokrit- und Hamoglobinwert sowie die absolute Leu-
kozyten- und Thrombozytenzahl bestimmt (Tab. 4). Die Analyse aller Parameter
erbrachte nahezu in allen Gruppen physiologische Werte. Lediglich bei Betrach-
tung der Thrombozyten fiel auf, dass die Behandlung mit Foxf1-siRNA die Throm-
bozytenzahl signifikant auf deutliche thrombozytopenische Werte reduzierte,
wahrend die Werte der Kontrollgruppen im Normalbereich (Puffer) bzw. gering-

fugig unterhalb lagen (siLuci).

Tabelle 4: Leukozytenzahl (WBC), Thrombozytenzahl (PLT), Erythrozytenzahl (RBC), Hamo-
globinwert (HGB) und Hamatokrit (HKT) der Kontrollgruppen (Puffer u. siLuci) sowie der Thera-
piegruppe (siFoxf1) 42 Tage nach Induktion eines chronischen Leberschadens. Alle Daten sind
als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben; *p < 0,05 vs. Puffer.

Puffer siLuci siFoxfl
WBC (x10%1) 6,3+0.6 84 £29 53 £0,5
PLT (x10°/) 1302,4 £72,1 979,6 +157,6 658 +136,7 *
RBC (x10'2/1) 84 +0,1 7,3 £0,7 7,8 £0,3
HGB (mmol/l) 75 £0,3 6,8 £0,7 72 £0,3
HKT (%) 42 £ 0 36 1 38 +1
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5.2.4 Leberschaden

Um die Auspragung der CCls-induzierten Leberschadigung zu untersuchen, fuhr-
ten wir analog zum akuten Modell die Plasmaaktivitatsbestimmung der Transa-
minasen AST und ALT sowie des vorwiegend mitochondrialen Enzyms GLDH
durch. Wahrend im akuten Modell die Plasmawerte jeweils um ein Vielfaches (bis
zu 60-fach) der Norm erhoht waren, zeigten sich im chronischen CCls-Modell die
Leberenzyme eher moderat erhdht und lagen lediglich leicht oberhalb des physi-
ologischen Referenzbereichs (Abb. 14). Bei den Transaminasen (Abb. 14 A, B)
konnten keine Unterschiede zwischen den Gruppen beobachtet werden. Die Be-
stimmung der GLDH (Abb. 14 C) ergab fur die Puffer-Gruppe eine Plasmaaktivi-
tat von ca. 150 U/I, wahrend die siLuci-Gruppe Werte von ca. 300 U/l aufwies.
Die Therapiegruppe siFoxf1 zeigte eine im Vergleich zur Puffer-Gruppe signifi-
kante Reduktion der GLDH um ca. 50%.

120 140 1 500 -

120
100 - T
400 A

100
80 - =
80 - = 300 4

AST (UN)
ALT (UM

60 4

40 4

40
100 *
) ] -
0 0- 0

Puffer siLuci siFoxf1 Puffer siLuci siFoxf1 Puffer siLuci siFoxf1

Abbildung 14: Plasmaaktivitdten von AST (A), ALT (B) und GLDH (C) der Puffer-, siLuci- und
siFoxf1-behandelten Tiere 42 Tage nach Induktion eines chronischen Leberschadens. Alle Daten
sind als Mittelwert + SEM angegeben; One way ANOVA on Ranks; *p < 0,05 vs. Puffer.
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5.2.5 Leberfibrose

Die Produktion und Ablagerung von EZM beschreibt im Rahmen der Leberfib-
rosierung einen finalen pathogenetischen Schritt. Kollagen-1a spielt dabei als
Hauptbestandteil der EZM eine wesentliche Rolle und dient als etablierter Fibro-
semarker. Die Analyse der Kollagen-1a mRNA-Expression ergab keine signifi-
kanten Unterschiede zwischen den Untersuchungsgruppen (Abb. 15). Uberra-
schenderweise zeigten die DBTC-siRNA-behandelten Gruppen tendentiell ho-

here Werte als die Puffer-behandelten Tiere.

30 4 Abbildung 15: Relative mRNA Expression von Kol-
lagen-1a im Lebergewebe der Kontrollgruppen (Puf-
& I fer und siLuci) sowie der Therapiegruppe (siFoxf1)

42 Tage nach Versuchsbeginn. Alle Daten sind als

201
Mittelwert £ SEM angegeben.
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Zusatzlich zu den molekularbiologischen Untersuchungen fuhrten wir immunhis-
tochemische Analysen des Fibrosierungsmarkers Kollagen-1a durch (Abb. 16).
In allen Gruppen konnte sehr eindrucklich eine brickenbildende Fibrosierung,
ausgehend von Zentralfeldern, beobachtet werden (Abb. 16). Die quantitative
Auswertung der Kollagen-1a-positiven Flachen zeigte auch hier keine signifikan-
ten Unterschiede zwischen der Therapie- und den Kontrollgruppen (Abb. 16 G).
Diese Ergbnisse bestatigen die molekularbiologischen Ergebnisse der mRNA-

Expression.
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Abbildung 16: Reprasentative immunohistochemische

6 - Bilder von Kollagen-1a der Kontrollgruppe (Puffer) in

10x (A) und 20x (D) VergroRerung, der Kontrollgruppe
(siLuci) in 10x (B) und 20x (E) Vergréerung sowie der
o Therapiegruppe (siFoxf1) in 10 x (C) und 20 x (F) 42
Tage nach Versuchsbeginn. Die histomorphometrische

Auswertung der Kollagen-1a-positiven Flachen in Pro-

Kollagen 1a-positive Flache (%)

zentist in G dargestellt. Alle Daten sind als Mittelwert +

SEM angegeben.

Puffer siLuci siFoxf1

Um zu untersuchen, ob die Behandlung einen Einfluss auf die Aktivierung von
HSC hat, fihrten wir analog zum akuten Versuchsmodell die quantitative Bestim-
mung a-SMA-positiver Zellen im Leberschnitt durch. Ahnlich wie im akuten Mo-
dell konnten wir auch hier keine Unterschiede in der Anzahl a-SMA-positiver Zel-
len zwischen den jeweiligen Gruppen feststellen (Abb. 17).
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aSMA-positive Zellen (n /GF)

Abbildung 17: (A) Quantitative Analyse a-SMA-positiver
Zellen (Anzahl pro Gesichtsfeld) sowie reprasentative im-
munhistochemische Bilder von a-SMA in der Puffer- (B),
siLuci- (C) und siFoxf1-Gruppe (D) in 20-facher Vergro-
Rerung 42 Tage nach Versuchsbeginn. Alle Daten sind
als Mittelwert + SEM angegeben.
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6 Diskussion
6.1 Material und Methoden

Die Leberfibrose ist das Ergebnis einer Wundheilungsreaktion, welche die Ant-
wort auf wiederholte Leberschadigungen darstellt. Der parenchymatése Umbau
mit der Ausbildung von Regeneratknoten und fibrotischen Septen charakterisiert
dabei den Ubergang zur Leberzirrhose und stellt damit den Endpunkt der meisten
chronischen Lebererkrankungen dar (Friedman, 2003). Die vielfaltigen zugrunde
liegenden Ursachen der Erkrankung wurden bereits in Kapitel 3.1.2 behandelt.
Durch die weltweit ansteigende Inzidenz und Mortalitat, mit jahrlich Gber 1 Million
Todesfallen, hat sich die Leberzirrhose zu den Hauptursachen des weltweiten
Krankheitsleidens entwickelt (Mokdad et al., 2014). Die vielfaltigen Risiken und
Komplikationen, welche mit der Leberzirrhose einhergehen, fuhren zu haufigen
Re-Hospitalisierungen dieses Patientenkollektivs. Dies beeintrachtigt Patienten
und deren Angehdrige nachhaltig und fuhrt nachweislich zu einem verschlechter-
ten Outcome. Die daraus entstehenden Kosten stellen eine zusatzliche Belas-
tung fur das Gesundheitssystem dar (Chirapongsathorn et al., 2016) und verdeut-
lichen damit das soziobkonomische Problem dieser Erkrankung. Bislang existie-
ren, abgesehen von der Lebertransplantation, keine kurativen Therapiestrategien
zur Behandlung der Leberzirrrhose. Allein 2015 wurden deutschlandweit fast
1500 Patienten der Transplantationswarteliste hinzugefligt, wovon Patienten mit
Leberfibrose bzw. Leberzirrhose den fuhrenden Anteil ausmachten. Die Anzahl
an durchgefuhrten Transplantationen lag mit knapp 900 jedoch deutlich darunter
(Tacke et al., 2016). Dies verdeutlicht das von Jahr zu Jahr zunehmende Miss-
verhaltnis zwischen potenziellen Organspendern und bendtigten Organen und
macht alternative Therapieoptionen erforderlich.

Die in den letzten Jahren immer weiter zugenommene Kenntnis uber die patho-
physiologischen Ablaufe der Fibrogenese bietet die Grundlage fur die Etablierung
neuer Therapieansatze. Zur Erlangung dieser Kenntnisse und zur Etablierung
madglicher Therapiestrategien stehen verschiedene Modelle zur Verfligung. Eine
Moglichkeit besteht in der Isolierung von gesunden oder experimentell gescha-
digten Leberzelltypen, um diese in vitro zu untersuchen (lredale, 2007). Die Kul-

tivierung von Hepatozyten (Jia et al., 1998), HSC (Li & Jiang, 2014) und anderen
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Zelltypen (Hao et al., 2013) ermdglicht dabei eine detaillierte Aufschlisselung
von Regulationsmechanismen, Zellverhalten und Auswirkungen von spezifi-
schen Mediatoren. Ein groRer Nachteil besteht nun darin, dass das komplexe
Zusammenspiel der unterschiedlichsten Zell- und Gewebetypen in vivo nicht in
vitro simuliert werden kann. Neben der Zellkultur dienen humane Gewebeproben
als weiteres Modell, um pathophysiologische Grundlagen zu evaluieren. Durch
Leberbiopsien (Allam et al., 2015) oder Organentnahmen (Tao et al., 2015) ste-
hen humane Gewebeproben zur Verfugung, welche im Anschluss den unter-
schiedlichsten Analysen unterzogen werden kdnnen. Dieses Vorgehen ermdg-
licht Beobachtungen aus Tiermodellen oder Gewebekulturen im menschlichen
Gewebe zu bestatigen (lredale. 2007). Hierbei werden jedoch lediglich Moment-
aufnahmen beschrieben, da konsekutive Gewebebiopsien aufgrund ethischer
Richtlinien nicht mdglich sind. Hinzu kommen Kontraindikationen sowie haufig
auftretende Komplikationen der Gewebeentnahme. Die beschriebenen Nachteile
und Problemstellungen der zuvor genannten Modelle kdnnen durch das experi-
mentelle Tiermodell umgangen werden. Das Tiermodell ist somit zur Erforschung
der Leberfibrose und anderer fibrotischer Erkrankungen wichtig, da es als einzi-
ges die fortlaufende Gewebeentnahme und damit die Untersuchung des dynami-
schen Prozesses ermoglicht und zusatzlich die komplexen Interaktionen der un-
terschiedlichen Zellsysteme in vivo berucksichtigt (Constandinou et al., 2005;
Iredale, 2007). Dennoch muss kritisch angemerkt werden, dass kein Tiermodell
die perfekte Simulation der humanen Pathogenese bieten kann (Starkel &
Leclercq, 2011).

Trotz etwaiger pathogenetischer Unterschiede zum Menschen sind Nagetiermo-
delle die derzeit beste Mdglichkeit zur Erforschung der Leberzirrhose. Diese Mo-
delle bieten die Méglichkeit nahezu jede Lebererkrankung unabhéngig ihrer Ati-
ologie zu simulieren und stellen somit den Goldstandard der experimentellen For-
schung dar (Liedtke et al., 2013). Zunachst wurden Fibrosierungsmodelle haupt-
sachlich fur Ratten entwickelt, letztlich aber immer haufiger ins Mausmodell Gber-
tragen (Starkel & Leclercq, 2011), da das Genom der Maus in Uber 95 % mit dem
humanen Ubereinstimmt (Walkin et al., 2013) und sich somit genetische Vorteile

bieten.
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Die zur Induktion der Leberzirrhose etabliertesten experimentellen Modelle sind
die operative Anlage einer Gallengangsligatur (BDL= Bile duct ligation) sowie die
wiederholte Applikation toxischer Substanzen (Constandinou et al., 2005; Tsuka-
moto et al., 1990). Die BDL, die zunachst in Ratten zur Anwendung kam, ist das
am haufigsten angewendete Modell, um einen cholestatischen Leberschaden zu
induzieren (Kountouras et al., 1984). Nach medianer Laparotomie wird der Gal-
lengang freiprapariert, dreifach ligiert und letztlich durchtrennt. Der resultierende
Aufstau der Gallensauren fuhrt zu einer duktalen Reaktion mit Proliferation des
Gallengangsepithels, was letztlich zur portalen Inflammation und Ausbildung ei-
ner portalen Fibrose fuhrt (Georgiev et al., 2008; Abshagen et al., 2015c; Absha-
gen et al., 2015b; Abshagen et al., 2015a). Trotz ihres guten Rufes als schnelles
und reproduzierbares Verfahren (Liedtke et al., 2013) gilt es einige Punkte zu
bedenken. Durch die cholestatisch bedingte Dilatation der Gallenblase besteht
die Gefahr der Perforation mit Ausbildung einer letal endenden Peritonitis (Abral-
des et al., 2006). Zusatzlich bestehen Zweifel an der beschriebenen Reprodu-
zierbarkeit im Mausmodell. Durch die interindividuell unterschiedliche Dilatation
der Gallenblase kommt es folglich zu einem unterschiedlich starken Gallertck-
stau ins Leberparenchym und somit zur unterschiedlich starken Gewebereaktion
bzw. Ausbildung der Fibrosierung (Starkel & Leclercq, 2011). Um dies zu umge-
hen, sollte die Gallenblase mit entfernt werden (Mederacke, 2013). Ein wesentli-
cher Vorteil des Modells besteht in der direkten Ubertragbarkeit des Pathome-
chanismus von der Maus auf den Menschen. Trotzdem sind cholestatische Le-
bererkrankungen nur in 5-15 % der Falle fur die Ausbildung chronischer Leber-
erkrankungen verantwortlich (Kuntz & Kuntz, 2008) und machen daher die An-
wendung anderer experimenteller Schadigungsmodelle erforderlich.

In Nordamerika und Europa sind chronische Lebererkrankungen hauptsachlich
auf den UbermaRigen Konsum von Alkohol zurickzufuhren (Mathurin & Bataller,
2015), der in der Leber durch das Enzym Alkoholdehydrogenase sowie das Mik-
rosomale Ethanol-Oxidierende System (MEOS) zu Acetaldehyd verstoffwechselt
wird. Das bei ubermafRigem Alkoholkonsum verstarkt anfallende Acetaldehyd
fuhrt unweigerlich zur Hepatozytenschadigung und ist damit direkt lebertoxisch
(Herold, 2011). Da etliche Nagetiere eine Aversion gegen Alkohol aufweisen und

teilweise resistent gegen eine Alkohol-induzierte Fibrose sind (Starkel &
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Leclercq, 2011), steht mit der Applikation von CCls ein alternatives, gut etabliertes
Modell zur toxischen Hepatozytenschadigung zur Verfugung. Neben CCls exis-
tieren weitere toxische Agenzien wie Thioacetamide (TAA) und Dimethyl/Diethyl-
nitrosamine (DMN/DEN) zur Induktion der Leberfibrose. Da CCls eine deutlich
schnellere Leberschadigung hervorruft und zusatzlich einen direkten zytotoxi-
schen Effekt aufweist, wird es deutlich haufiger als TAA und DEN zur experimen-
tellen Leberschadigung genutzt (Tan et al., 2016).

Um eine Schadigung zu provozieren, stehen unterschiedliche CCls-Applikations-
formen zur Verfligung. Die orale Applikation als nichtinvasive Form ist hierbei
jedoch schlecht zu dosieren und oftmals mit einer erhohten frihzeitigen Mortalitat
assoziiert (McLean et al., 1969). Eine weitere Applikationsform stellt die Inhala-
tion von CCls dar, welche eine bessere Analyse von Aszitesbildung und portaler
Hypertension aufgrund der nicht vorhandenen peritonealen Reaktion ermdglicht
(Domenicali et al., 2009). Sie ist jedoch durch den komplexen Versuchsaufbau
und die starke Untersucherabhangigkeit (Domenicali et al., 2009) schwierig zu
etablieren und daher speziellen Fragestellungen vorbehalten. Die intraperitone-
ale (i.p.) Applikation stellt im Gegensatz zur Inhalation einen leicht zu erlernen-
den, gut zu dosierenden und daher gut zu reproduzierenden Weg dar, um eine
Leberfibrose zu induzieren. Nach der Applikation wird CCls durch das Isoenzym
CYP2E1 in ein toxisches Trichlormethyl-Radikal (CCls -) umgewandelt (Raucy et
al., 1993) und damit metabolisch aktiviert. Durch das gehaufte Vorkommen von
Isoenzym CYP2E1 in perizentral gelegenen Hepatozyten (Diaz Goémez, Maria et
al., 2006) kommt es hier zur intensivierten Metabolisierung. Die Folge sind cha-
rakteristische zentrilobulare Nekrosen, die mit hohen Transaminasenspiegeln
einhergehen und somit die hohe Anzahl an Nekrose-bedingtem Zelltod wider-
spiegeln (Iredale, 2007; Weber et al., 2003; Mederacke, 2013). Extrahepatische
Schaden sind hierbei minimal, da CYP2E1 aul3erhalb der Leber kaum exprimiert
wird (Starkel & Leclercq, 2011). Histologisch signifikante Fibrosen sind bei wie-
derholter CCls-Applikation bereits nach 2-4 Wochen nachzuweisen (Starkel &
Leclercq, 2011). Auch bei einmaliger Applikation sind aufgrund der massiven He-
patotoxizitat von CCls deutliche histologische und laborchemische Leberschaden

zu verifizieren, was die Etablierung eines akuten Versuchsmodells ermoglicht.
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Wahrend im chronischen Modell die Fibrosen histologisch nachweisbar sind, be-
steht bei singularer Schadigung die Moglichkeit, Fibrosierungstendenzen anhand
der mRNA-Expression nachzuweisen (Mederacke, 2013).Trotz des relativ kurzen
Fibrosierungszeitraums bei wiederholter CCls-Applikation scheint die BDL in die-
sem Punkt zeitliche Vorteile zu bieten und eine schnellere Fibrosierung zu er-
mdglichen (Chang et al., 2005). Durch die zusatzliche Applikation eines CYP2E1-
Induktors kann die CCls-Toxizitat jedoch verstarkt werden, um eine schnellere
Fibrosierung zu erzielen (Constandinou et al., 2005). Umgekehrt fuhrt die Appli-
kation eines CYP2E1-Inhibitors zur verminderten Ausbildung der Fibrose. Dies
gilt es bei der Auswabhl eines Therapeutikums im experimentellen CCls-Modell zu
bedenken. Ein moglicher therapeutischer Effekt ware hierbei nicht auf das Medi-
kament, sondern vielmehr auf den verminderten toxischen Effekt von CCls zu-
ruckzufuhren (Marek et al., 2005). Unter Beachtung der genannten therapeuti-
schen Einschrankung stellt die i.p. CCls-Injektion ein 6konomisches (Wu & Nor-
ton, 1996), gut reproduzierbares und gleichzeitig das am haufigsten genutzte to-
xische Leberschadigungsmodell der Maus dar (Mederacke, 2013).

Besonders haufig werden hierbei Mause des Stammes BALB/c (WU et al., 2016;
You et al., 2015; Lee et al., 2015a) verwendet. Wahrend diese Mause gegen die
Entwicklung einer Lungenfibrose resistent sind (Schrier et al., 1983), entwickeln
sie modellubergreifend die ausgepragtesten Leberfibrosen (Hillebrandt et al.,
2002). Ein besonders starker Fibrosierungseffekt kann dabei durch die Applika-
tion von CCls hervorgerufen werden (Walkin et al., 2013). Dies wird durch die
Tatsache gestutzt, dass im Gegensatz zu Mausen des Stammes C57BL/6 oder
FVB/N, BALB/c Mause deutlich ausgepragtere Fibrosen durch CCls-Applikation
entwickeln (Hillebrandt et al., 2002).

Wahrend die Fibrosierung im experimentellen Mausmodell in nur wenigen Wo-
chen nachzuweisen ist, sind fibrotische Parenchymveranderungen im Menschen,
abhangig von der Schadigung, erst nach Monaten bis Jahren nachweisbar. Oft-
mals wird die Diagnose der Leberfibrose bzw. —zirrhose aufgrund der wesentlich
spater einsetzenden klinischen Symptomatik erst in einem Stadium der fortge-
schrittenen Organfibrosierung gestellt. Daher sind antifibrotische Therapeutika,

welche den Prozess der Fibrosierung hemmen oder im besten Fall sogar rick-
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gangig machen, von besonderem Interesse. Die meisten experimentellen An-
satze adressieren dabei die HSC und TGF-§ als Target der antifibrotischen The-
rapie (Gressner & Weiskirchen, 2006). Wahrend TGF- aufgrund seines ubiqui-
taren Vorkommens in den verschiedensten Regulationsmechanismen ein eher
unspezifisches Target darstellt, ist die HSC nicht nur aufgrund ihrer Funktion als
Hauptproduzent der EZM (Gabele et al., 2003) und ihrer Schlisselfunkion im
Rahmen der Leberfibrosierung (Friedman, 2008) das wahrscheinlich vielverspre-
chendste Ziel in der Entwicklung neuer Therapieansatze. Die immer weiter zu-
nehmende Kenntnis Uber Regulationsmechanismen und molekulare Ablaufe der
HSC hat bislang etliche Therapieansatze hervorgebracht, die bereits im experi-
mentellen Ansatz verheillungsvolle Ergebnisse lieferten, aber bislang aufgrund
unerwunschten Nebeneffekte sowie mangelnder in vivo-Effektivitat (Schon et al.,
2016) nicht ins klinische Setting Gberflihrbar waren.

Seit einiger Zeit erfreut sich die gentherapeutische Modulation HSC-spezifischer
Gene wachsender Beliebtheit. Die Grundlage bietet das Wissen uber die Genex-
pression wahrend der HSC-Aktivierung, das in den letzten Jahren durch intensive
Grundlagenforschung enorm erweitert werden konnte. Ein deutlicher Wissenszu-
wachs wurde bereits um die Jahrtausendwende durch die Arbeitsgruppe um Kris-
tensen et al. (2000) durch deren gezielte Analyse Aktivierungs-assoziierter Pro-
teinveranderungen in HSC, sowohl in vitro als auch in vivo, erzielt. Zusatzlich
bietet die Untersuchung transgener Tiermodelle die Mdglichkeit, Erkenntnisse
uber die potenziell an der Entstehung der Leberfibrose beteiligte Gene zu erlan-
gen. So zeigte kurzlich z.B. die Arbeitsgruppe um Tang et al. (2016) eine ge-
haufte HSC-Aktivierung und damit einhergehende verstarkte Leberfibrose in
Mausen mit einem Knockout des Xenobiotikum-Transporters OCTN1/SLC22A4
als Antwort auf den toxischen DMN-Stimulus. Die Haploinsuffizienz des mesen-
chymalen Transkriptionsfaktors GATA-4 verursachte in adulten Mausen eine
deutlich beschleunigte Leberfibrosierung nach wiederholter CCls-Applikation
(Delgado et al., 2014). Im Gegensatz dazu zeigten Hic-5-defiziente Mause eine
verminderte HSC-Aktivierung, einhergehend mit einer verminderten Leberfibrose
als Antwort auf eine CCls- sowie BDL-induzierte Leberschadigung (Lei et al.,
2016). Ahnliche Ergebnisse wurden bereits 2003 durch die Arbeitsgruppe um Ka-

linichenko erzielt. Foxf1-heterozygote Mause zeigten dabei eine verminderte
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HSC-Aktivierung und Leberschadigung als Reaktion auf eine repetetive CCls-
Schadigung. Diese Beobachtung diente als Grundlage fur die hier vorliegende
Studie (Kalinichenko et al., 2003).

Die Hemmung bzw. Uberexpression pro- bzw. antifibrotischer Gene stellt noch
immer das Hauptziel der leberfibrotischen Grundlagenforschung dar (Liedtke et
al., 2013) und bildet somit das Fundament der antifibrotischen Gentherapie. Ein
vielversprechender gentherapeutischer Ansatz bildet das bereits in der Einleitung
beschriebene, kdrpereigene, epigenetische Regulationssystem der RNA-Interfe-
renz. Um therapeutisch relevante Nukleinsauren an deren Bestimmungsort, nam-
lich der Zielzelle, zu transportieren, stehen virale und nicht virale Vektoren als
Transportsystem zur Verfugung.

Dabei stellen virale Vektoren die bislang am haufigsten genutzte Methode dar,
um Gene in lebende Organismen zu transferieren. Die Erfolgsrate von nahezu
100 % infizierter Zellen, ohne wesentliche Beeinflussung des Zelliberlebens, ver-
deutlicht den Stellenwert dieses Shuttles. Betrachtet man die Gesamtheit viraler
Vektoren, so konnte die adenoviral-vermittelte Genzufuhr in fibrotischen Leber-
modellen die bislang vielversprechendsten Ergebnisse aufzeigen (Salazar-Mon-
tes et al., 2015). Die Arbeitsgruppe um Atta et al. stellte jlingst eine Studie zur
Milderung der CCls-induzierten Leberschadigung durch einen adenoviral-vermit-
telten Gentransfer von Hepatocyte growth factor (HGF) und Matrix Metallopro-
teinase-9 (MMP-9) in Parenchymzellen und HSC vor (Atta et al., 2014). Ahnliche
Ergebnisse zeigte der Gentransfer von Matrix Metalloproteinase-8 (MMP-8)
durch einen chimaren Adenovirus-HepB-Virus-Vektor, welcher die toxische TAA-
Leberschadigung lindern konnte (Liu et al., 2013). Trotz des naturlichen He-
patotropismus von Ad-Vektoren, der deren Eignung in der Therapie von Leber-
erkrankungen bestatigt (Volpers & Kochanek, 2004), der hohen Gentransfer-Ef-
fizienz der Zellen sowie der dauerhaften Transduktion von therapeutischen Ge-
nen bestehen dennoch nicht zu verachtende Risiken. Traurige Berihmtheit er-
langte in diesem Zusammenhang der Fall von Jesse Gelsinger, der sich bereits
1999 als freiwillige Testperson fur einen adenoviralen Therapieversuch zur Ver-
fugung stellte und durch die Immunreaktion mit nachfolgendem Multiorganversa-
gen zu Tode kam (Wilson, 2009). Auch wenn dieser tragische Fall mittlerweile

fast 20 Jahre zurtckliegt, bleibt die Grundproblematik bis heute bestehen. Virale
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Proteine, die eine zusatzliche potenzielle Toxizitat aufweisen kdnnen, aktivieren
das angeborene Immunsystem und konnen in Abhangigkeit der resultierenden
Reaktion letztlich im potenziell letalen Multiorganversagen enden. Dies wird so-
mit auch zukulnftig ein Hindernis der adenoviral-vermittelten Gentherapie darstel-
len (Thaci et al., 2011). Zur Reduktion dieser Risiken konnen virale Vektoren auf-
wendig aufgereinigt werden, was neben der ohnehin schon teuren Herstellung
zusatzliche Kosten verursacht. Die Nutzung viraler Vektoren, zu denen neben
Adenoviren auch adeno-assoziierte Viren, Retroviren und Lentiviren zahlen, birgt
ein zusatzliches nicht zu vernachlassigendes Risiko. Durch die potenzielle In-
tegration des transduzierten Therapiegens ins Wirtsgenom konnen Insertionsmu-
tationen entstehen, die mit einem erhdhtem Risiko fur die Entwicklung von Ma-
lignomen einhergehen (Salazar-Montes et al., 2015). Die potenzielle Kanzeroge-
nitdt sowie die beschriebene Immunreaktion limitieren dabei die viralen Trans-
portvehikel und machen die Verwendung alternativer Vektoren erforderlich.
Durch die zunehmende Optimierung von Lipoplexen und Polyplexen in den letz-
ten Jahren steht damit ein alternatives Vektorsystem zur Verfugung, welches ne-
ben physikalischen und mechanischen Methoden wie Particle-Gun, Mikroinjek-
tion, Magnetofektion oder Elektroporation den nicht-viralen Vektoren zuzuordnen
ist (Mehier-Humbert & Guy, 2005). Lipoplexe ermdglichen den Transfer von Plas-
miden, also zirkular doppelstrangigen DNA-Molekulen, oder wie in der vorliegen-
den Studie den Transfer von einzelstrangigen bzw. doppelstrangigen niedermo-
lekularen RNA-Molekulen zur Antisense-Therapie. Diese Lipoplexe basieren
hauptsachlich auf polykationischen Strukturen, weil erst durch deren positive La-
dung die Mdglichkeit zur Interaktion mit den negativ geladenen Nukleinsduremo-
lekulen besteht (Novo et al., 2015). Trotz der im Vergleich zu viralen Vektoren
geringeren Transfektionseffizienz stellen Lipoplexe nicht nur aufgrund ihrer kos-
tengunstigen und einfachen Synthese eine mehr als gleichwertige Alternative
dar. lhre uneingeschrankte Transportkapazitat bezlglich der zu transportieren-
den Gengrolde (Singh et al., 2015) sowie deren mangelnde Toxizitat und Immu-
nogenitat (Fehring et al., 2014) machen sie als Gentransfersystem aul3erst inte-
ressant. Organische Nanopartikel sollten daher aufgrund ihrer Biovertraglichkeit
als klinisch relevantere Nanocarrier in Betracht gezogen werden (Schon et al.,
2016).
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6.2 Ergebnisse

Im Zuge der Leberfibrosierung beschreibt die Transdifferenzierung von ruhenden
HSC zu Myofibroblasten einen wesentlichen pathogenetischen Schritt. Daher
stellen aktivierende und inhibierende Transkriptionsfaktoren in HSC ein vielver-
sprechendes Tool fur eine antifibrotische Therapie dar (Schon et al., 2016;
Abshagen et al., 2015a)). Die Auswahl von Foxf1 als potenzielles Therapiegen
basiert auf den Erkenntnissen von Kalinichenko et al., die nach CCls-Leberscha-
digung eine fehlerhafte HSC-Aktivierung in Foxf1*- Mausen mit verminderter Ex-
pression von Kollagen-1 sowie a-SMA beobachteten (Kalinichenko et al., 2003).
Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass Foxf1 malfigeblich an der transkriptio-
nalen Regulation bzw. Aktivierung der HSC beteiligt ist und somit eine wesentli-
che Funktion im Rahmen des Leberfibrosierungsprozesses einnimmt. Zudem
sind aktivierende Transkriptionsfaktoren fur eine Therapie besonders attraktiv, da
sie den direktesten Signalweg darstellen, um eine HSC-Aktivierung zu unterdru-
cken (Friedman, 2008).

Die vorliegende Studie diente als zweiter, unabhangiger experimenteller Ansatz,
um Ergebnisse einer vorhergehenden Studie unserer Arbeitsgruppe zu bestati-
gen, in welcher bereits DBTC Foxf1-siRNA zur antifibrotischen Therapie bei BDL-
induzierter Leberfibrose eingesetzt wurde. In dieser ersten Studie konnten wir mit
dem leberspezifischen siRNA Delivery System DBTC erfolgreich die Foxf1 Ex-
pression in HSC in vitro und in vivo unterdricken und somit das Ausmal} der
Leberfibrose reduzieren (Abshagen et al., 2015a)

Obwohl bislang etliche therapeutische Ansatze vielversprechende in vitro und in
vivo Ergebnisse zeigten, wurde bislang kein Ansatz in den klinischen Alltag Uber-
fuhrt. Dies ist hauptsachlich auf die mangelnde Zellspezifitat und die damit ver-
bundenen unerwinschten Nebeneffekte zurickzuflihren (Schon et al., 2016). Ein
zellspezifisches Targeting ist daher essentiell fur eine erfolgreiche Therapie. Die
Leberspezifitat und vor allem auch ein HSC-spezifisches Delivery der verwende-
ten DBTC-Formulierung konnte bereits in der oben erwahnten Studie unsere Ar-
beitsgruppe mittels fluoreszenzmarkierter Lipoplexe nachgewiesen werden
(Abshagen et al., 2015a). Des Weiteren zeigten vor einigen Jahren Kalinichenko

et al. unter Nutzung von kolokalisierenden Experimenten, dass Foxf1 in der Leber
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ausschlieBlich von HSC exprimiert wird (Kalinichenko et al., 2003). Diese Kom-
bination aus leberspezifischem Delivery System und HSC-spezifischem Zielgen
bietet daher gute Voraussetzungen fur eine effiziente und spezifische Modulation
unseres Zielgens, was wiederum unerwinschte Nebeneffekte in anderen Leber-
zelltypen reduziert (Abshagen et al., 2015a).

Die gezielte Genmodulation mittels verschiedener Vektoren ist eine relativ neue
Technologie, welche sowohl die Behandlung erworbener als auch genetischer
Erkrankungen ermdglicht (Salazar-Montes et al., 2015). Daher sind gentherapeu-
tische Ansatze zur Behandlung von erworbenen sowie genetischen Ursachen der
Leberzirrhose, die bereits einleitend erlautert wurden, besonders interessant. Die
Zufuhr von kurzen DNA- oder RNA-Molekulen ist dabei ein revolutionares Werk-
zeug, um die gezielte Expression spezifischer Gene zu unterbinden, ohne dabei
einen toxischen Effekt auszulben (Salazar-Montes et al., 2015). Derzeit wird das
Prinzip der RNA-Interferenz weltweit genutzt, um potenzielle antifibrotische An-
satze zur Behandlung der Leberzirrhose zu entwickeln (Gonzalez-Rodriguez &
Valverde, 2015). So konnte kurzlich der siRNA-vermittelte Knockdown von Bid,
einem pro-apoptotischen Schlisselmolekul in Hepatozyten, die durch CDAA
(choline-deficient L-amino acid)-Diat induzierte NASH in C57BL/6 Mausen redu-
zieren (Eguchi et al., 2016). Zusatzlich erzielte die Liposom-vermittelte Applika-
tion von Matrix-Metalloproteinase-2-siRNA eine signifkante Reduktion von a-
SMA sowie Kollagen-1 in kultivierten HSC (Li et al., 2015). Neben siRNA-Mole-
kulen stehen weitere blockierende Nukleinsauren zur therapeutischen posttran-
skriptionalen Modifikation zur Verfugung. Dabei erzielte die Zufuhr von TF-Sp1-
spezifischer Oligodesoxynukleotide (ODN), Transforming Growth factor (TGF)-
spezifischer microRNA (miRNA) sowie TIMP-1-spezifischer shRNA eine Reduk-
tion der CCls-induzierten Leberfibrose in Ratten (Park et al., 2009; Lu et al., 2007,
Zhu et al., 2015). Dennoch stellt das Prinzip der RNA-Interferenz im Vergleich zu
den anderen Antisense-Strategien das System mit der deutlich héheren Effekti-
vitat dar (Fakhr et al., 2016) und scheint daher fur einen gentherapeutischer An-
satz besonders geeignet zu sein.

Die positiven Ergebnisse einer siFoxf1-Behandlung bei cholestatischer Leber-
fibrose aus unserer ersten Studie konnten in Modellen des CCls-induzierten

akuten und chronischen Leberschadens leider nicht verifiziert werden, was durch
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signifikante Unterschiede in den genutzten Modellen bedingt sein kann. Jedes
Modell besitzt spezifische Merkmale bezlglich des Pathomechanismus, den zeit-
lichen Verlauf sowie Schweregrad der Erkrankung und dem daraus differieren-
den optimalen Startzeitpunkt flir eine Therapie.

Die therapeutische Applikation der DBTC-Foxf1-siRNA erzielte in unserem
akuten Versuchsmodell zwar eine verminderte Foxf1-mRNA-Expression, hatte
jedoch keinen Einfluss auf das Ausmal} des Leberschadens und die Aktivierung
von HSC. Da HSC eher in chronischen Prozessen involviert sind, scheint Foxf1
kein geeignetes Targetgen im akuten Leberschaden zu sein. Im Gegensatz dazu
zeigten Kalinichenko et al. in Foxf1*- Mausen eine verminderte Induktion von a-
SMA sowie eine ausbleibende Expression von Kollagen-1 an Tag 3 nach CCls-
Applikation (Kalinichenko et al., 2003). Die von ihnen verwendete CCls-Dosis ent-
sprach dabei der von uns gewahlten Dosis (0,5 ul/g; Verdinnung 1:20) und ist
auch mit anderen Studien in Einklang zu bringen. Auch die Arbeitsgruppe um Nui
et al. verwendete eine aquivalente Dosierung, um die Beteiligung des TGF-
B1/Smad Signalswegs in Mausen mit akutem CCls-induzierten Leberschaden
nachzuweisen (Niu et al., 2016). Andere Arbeitsgruppen wahlten eine Dosierung
von 0,25 pl/g bei einer Verdinnung von 1:3, um die Effekte von Hyaluron-Syn-
thase-3-defizienten Mausen nach akuter Leberschadigung nachzuweisen
(McCracken et al., 2016). Noch hohere Dosen wurden durch die Arbeitsgruppe
um Hu et al. angewendet (1,2 pl/g; Verdinnung 1:1), um regenerative Eigen-
schaften der Leber nach akuter Schadigung zu verifizieren (Hu et al., 2016). Dass
die in der vorliegenden Studie genutzte Dosierung zur Induktion eines akuten
Leberschadens ausreichend ist, konnte durch die stark ausgebildeten zentrilo-
bularen Nekrosen in HE-gefarbten Leberschnitten sowie durch bis zu 60-fach er-
hohte Lebertransaminasen an Tag 3 nach CCls-Applikation nachgewiesen wer-
den. Die Auswahl unseres Untersuchungszeitpunktes wurde mafigeblich durch
die Erkenntnisse von Kalinichenko et al. beeinflusst, welche nach CCls-Schadi-
gung in Wildtyp-Mausen die starkste a-SMA und Kollagen-1 Expression an Tag
3 beobachteten, bevor an Tag 7 wieder das Ausgangsniveau erreicht wurde (Ka-
linichenko et al., 2003). Unter der Voraussetzung des gleichen Untersuchungs-
zeitpunktes, einer identischen CCls-Dosierung und vergleichbarer Analyseme-

thoden legt der Vergleich unserer Ergebnisse mit denen von Kalinichenko et al.
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die Vermutung nahe, dass die beschriebene Hepatoprotektion auf der Grundlage
eines Foxf1-Knockdowns lediglich in transgenen Tieren (Foxf1*- bei Kalinichenko
et al., 2003) zum Tragen kommt. Dies wurde jedoch durch die Studie unserer
Arbeitsgruppe um Abshagen et al. (2015a) widerlegt. Durch die Applikation der
identischen DBTC-Foxf1-siRNA konnte nicht nur die HSC-Aktivitat in vitro ge-
hemmt, sondern zusatzlich die Leberfibrosierung in Mausen mit BDL-induzierter
Leberfibrose gemildert werden (Abshagen et al., 2015a). Dabei zeigte sich eine
ausgepragte Hemmung der a-SMA- und Kollagen-1a-Expression zu spateren
Untersuchungszeitpunkten, als Hinweis auf eine reduzierte HSC-Aktivierung.
Dennoch konnte, trotz wiederholter Applikation von DBTC-Foxf1-siRNA alle 72 h
nach BDL, lediglich an Tag 2 eine signifikante Reduktion der Foxf1-Expression
erzielt werden. Dies wurde durch die im Verlauf der Leberschadigung immer wei-
ter zunehmende Zerstérung der normalen Leberarchitektur erklart, welche die
Blutzufuhr reduziert und damit folglich die suffiziente Aufnahme der systemisch
applizierten DBTC-Foxf1-siRNA in HSC hemmt. Beweisend hierfur ist, dass die
detektierte Immunfluoreszenz von markierten Lipoplexen nach systemischer Ap-
plikation von 30,6% in gesunden Lebern auf nur noch 6,3% in fibrotischen Lebern
absank (Tag 5 nach BDL) (Abshagen et al., 2015a). Dieses Phanomen bietet
eine mogliche Erklarung fur das fehlende Foxf1-Silencing in unserem chroni-
schen Versuchsmodell, wobei wir nicht wissen, ob es zu einem friheren Zeit-
punkt zu einem Foxf1-silencing gekommen ist, da unsere Untersuchungen aus-
schliesslich nach 6 Wochen durchgefuhrt wurden. Wahrend die Applikation der
DBTC-Foxf1-siRNA im akuten Modell prophylaktisch erfolgte und damit eine suf-
fiziente Zufuhr im gesunden Gewebe ermdglicht wurde, erhielten die Tiere im
chronischen Versuchsmodell eine therapeutische Behandlung nach bereits 4-wo-
chiger CCls-Gabe (s. Kapitel 4.3). Die zu diesem Zeitpunkt bereits abgelaufenen
hepatischen Umbauvorgange fuhren dabei nicht nur zu veranderten Stromungs-
eigenschaften mit reduziertem Blutfluss, sondern zusatzlich zum Verlust der En-
dothelfenestrierung im Lebersinusoid (Schaffner & POPER, 1963; Deleve,
2007), was zusatzlich zur verminderten Aufnahme von DBTC-Foxf1-siRNA in
den Dissé-Raum bzw. HSC beitragt.

Die von uns zur Analyse herangezogene RT-PCR sowie die laborchemischen

und immunhistochemischen Untersuchungen zeigten ebenfalls keinen positiven
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Effekt der therapeutischen DBTC-Foxf1-siRNA im chronischen CCls-Modell und
waren damit zur ausbleibenden Foxf1-Reduktion konkordant. Lediglich die labor-
chemische Analyse der GLDH ergab eine signifikante Reduktion durch die the-
rapeutische DBTC-Foxf1-siRNA Gabe.

Die nur minimal erhéhten und damit fast normwertigen Transaminasen sind hier
nicht auf eine zu geringe Leberschadigung zuruckzufuhren, sondern konnen
durch die hepatozellulare Adaptation bei wiederholter toxischer Schadigung er-
klart werden (Mederacke, 2013). Wahrend das Blutbild in Tieren mit akutem Le-
berschaden vollig unauffallig war, zeigte die Therapiegruppe im chronischen Mo-
dell signifikant thrombozytopenische Werte. Durch die Applikation der DBTC-
Luci-siRNA wurden ebenfalls leicht negative Abweichungen von der Norm fest-
gestellt. Die bereits einleitend beschriebene Ablagerung der DBTC-Formulierun-
gen im Milzgewebe kdnnte eine mdgliche Erklarung fur dieses Phanomen bieten.
Analog zum humanen Hypersplenismus ware eine Hyperfunktionalitat der muri-
nen Milz, einhergehend mit einem vermehrten Thrombozytenabbau als Folge der
Ablagerung denkbar.

Die CCls-Dosierung, das Losungsverhaltnis, das Applikationsintervall sowie die
gewahlte Dauer des chronischen Leberschadigungsmodells entsprachen dabei
dem in der Literatur beschriebenen Versuchsdesign (Mederacke, 2013; Con-
standinou et al., 2005; Liedtke et al., 2013) und kdnnen somit als Ursache fur
eine Ubermaliige Schadigung, die in einer verminderten Wirkstoffaufnahme re-
sultieren konnte, ausgeschlossen werden. Zusatzlich scheint der Zeitpunkt der
Gewebeentnahme in Relation zur letzten CCls-Applikation eine entscheidende
Rolle zu spielen. Wird dieser zu frih gewahlt, besteht die Gefahr, sich in in einer
zu starken nekroinflammatorischen Phase zu befinden, wahrend bei zu spater
Analyse der bereits einsetzende Widerherstellungsprozess Uberwiegen kann.
Der empfohlene Untersuchungszeitpunkt liegt daher 48 h nach letztmaliger CClas-
Applikation (Starkel & Leclercq, 2011). Unsere Analysen im chronischen Ver-
suchsmodell wurden an Tag 42 nach Versuchsbeginn und damit 72 h nach letzt-
maliger CCls-Applikation durchgefuhrt und fallen somit in die pro-fibrotische Re-
generationsphase. Daher konnten wir weder histologisch noch systemisch

(GLDH Aktivitat) Anzeichen von Nekrose beobachten. Zusatzlich muss beachtet
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werden, dass die therapeutischen Injektionen bereits ab der 5. Woche durchge-
fuhrt wurden, sodass ein potenzieller Foxf1-Knockdown zu einem friheren Un-
tersuchungszeitpunkt nicht ausgeschlossen werden kann.

Die beeindruckenden therapeutischen Effekte durch die Applikation von DBTC-
Foxf1-siRNA im cholestatischen Leberschadigungsmodell unserer Arbeitsgruppe
(Abshagen et al., 2015a) legen die Vermutung nahe, dass neben dem subopti-
malen Untersuchungszeitpunkt im vorliegenden chronischen Modell sowie der
veranderten Mikrozirkulation in der fibrotischen Leber, die modellspezifischen
Unterschiede fir die mangelnde Effektivitat im CCls-Modell verantwortlich sind.
Passend dazu wurden in Kaptiel 6.1 bereits pathophysiologische Unterschiede
sowie die differierenden Lokalisationen der sich ausbildenen Fibrose der beiden

Schadigungsmodelle diskutiert.

6.3 Zusammenfassung und Ausblick

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Ergebnisse legen die Vermutung
nahe, dass die Applikation von DBTC-Foxf1-siRNA keinen Einfluss auf die CCls-
induzierte akute und chronische Leberschadigung ausubt. Trotz des nachgewie-
senen Foxf1-Knockdowns im akuten Versuchsmodell, was zumindest die Eig-
nung der verwendeten Lipoplexe als Gentransfersystem bestatigt, konnten keine
wesentlichen hepatoprotektiven Effekte nachgewiesen werden. Im chronischen
Versuchsmodell blieb der erwartete Foxf1-Knockdown hingegen aus. Einherge-
hend damit zeigten weder laborchemische und immunhistochemische noch mo-
lekularbiologische Analysen einen hepatoprotektiven Effekt.

Trotz der mangelnden Effektivitat der DBTC-Foxf1-siRNA in der vorliegenden Ar-
beit muss eine generelle Ineffektivitat des gewahlten Ansatzes negiert werden.
Die durch unsere Arbeitsgruppe nachgewiesenen therapeutischen Effekte im
cholestatischen Leberschadigungsmodell lassen eine klinische Anwendbarkeit
im Rahmen cholestatischer Lebererkrankungen als potenziell moglich erschei-
nen. Diese unterschiedlichen Ergebnisse unterstreichen die Wichtigkeit der Un-
tersuchung von experimentellen Therapien in verschiedenen Schadigungsmo-

dellen. Auch wenn moderne siRNA-Formulierungen bislang nicht kommerziell
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angewendet werden, haben etliche siRNA-basierte Therapeutika, darunter auch
siRNA-Lipoplexe, die klinische Phase der Erprobung erreicht (Singh et al., 2015)
und bestarken damit eine weitere Erprobung des vorliegenden gentherapeuti-
schen Ansatzes. Um selbigen weiter zu optimieren und den Knockdown zu inten-
sivieren, sollten zukunftig 3 verschiedene siRNA-Moleklle pro adressiertem Gen
designed werden, um maximale Effekte durch Gen-Silencing zu erzielen (Fakhr
et al., 2016). Neben der technischen Optimierung des siRNA-basierten Vorge-
hens steht die Forderung nach Interventionsstrategien im Raum, welche gleich-
zeitig mehrere pathogenetisch relevante Schllisselmolekile bzw. Signalwege im
Fibrosierungsprozess adressieren, um eine klinische Anwendbarkeit in greifbare
Nahe zu riicken (Trautwein et al., 2015). Ubertragt man diese Forderung auf die
vorliegende Arbeit, kdnnte eine kombinierte Adressierung von HSC-aktivieren-
den und -inhibierenden Transkriptionsfaktoren therapeutische Effekte uber cho-
lestatische Erkrankungen hinaus bewirken. Neben dem in der vorliegenden Stu-
die adressierten, aktivierenden Transkriptionsfaktor Foxf1 wird JunD als zweiter
bedeutender Vertreter der aktivierenden Transkriptionsfaktoren der HSC be-
schrieben (Friedman, 2008). Die Arbeitsgruppe um Smart et al. zeigte bereits
2006, dass JunD”-Mause vor CCls-induzierter Fibrose geschiitzt waren, was sich
durch reduzierte Kollagenablagerung und reduzierte Anzahl a-SMA-positiver Zel-
len zeigte (Smart et al., 2006). Bereits 2 Jahre zuvor wurde die Grundlage fur das
Wissen um den wichtigsten inhibierenden Transkriptionsfaktor geschaffen, indem
in Lhx2”- Mauseembryonen eine vermehrte Anzahl an a-SMA-positiver Zellen so-
wie eine vermehrte Ablagerung von Kollagen im Vergleich zu WT-Mausen beo-
bachtet wurde. Dartber hinaus zeigte die Transfektion humaner HSC-Linien mit
Lhx2-cDNA eine verminderte Expression profibrotischer Gene, was die Funktion
von Lhx2 als hemmenden Transkriptionsfaktor der HSC bestatigte (Wandzioch
et al., 2004).

Zukunftig konnten somit unter Verwendung eines Lipoplex-basierten Vektors
Foxf1- bzw. JunD-spezifische siRNA-Molekule designed und in HSC eingebracht
werden und uber das zusatzliche Einschleusen entsprechender Nukleinsauren
eine Uberexpression des inhibierenden Transkriptionsfaktors Lhx2 bewirkt wer-

den. Diese gentherapeutische Kombinationstherapie, welche mehrere HSC-spe-
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zifische Transkriptionsfaktoren ansteuert, kdnnte somit um ein Vielfaches wirk-
samer sein und eine mogliche Option fur eine potenzielle klinische Anwendbar-

keit darstellen.
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7 Thesen zur Dissertation

e Durch die weltweit wachsende Inzidenz und Mortalitat stellt die Leberzirrhose
ein Krankheitsbild mit hoher soziookonomischer Problematik dar.

e Die bislang einzige kausale Therapiemdglichkeit besteht in der OLT (Or-
thotrope Lebertransplantation), die aufgrund des Spenderorganmangels die
Entwicklung alternativer Therapiestrategien erfordert.

e Die hepatische Sternzelle (HSC) stellt aufgrund ihrer Schlisselfunktion im
Rahmen des Fibrosierungsprozesses sowie ihrer Funktion als Hauptprodu-
zent der Extrazellularen Matrix ein geeignetes Ziel in der Entwicklung neuer
Therapiestrategien dar.

o Foxf1 ist als bedeutender aktivierender Transkriptionsfaktor der HSC fur eine
antifibrotische Therapie von besonderem Interesse.

e Der gentherapeutische Ansatz der RNA-Interferenz stellt im Vergleich zu an-
deren Antisense-Strategien das Prinzip mit der hochsten Effektivitat dar und
ist daher fur einen antifibrotischen Therapieansatz besonders gut geeignet.

e DBTC stellt ein leberspezifisches Lipid-basiertes Delivery-System fur siRNA
dar.

e Es sollte in murinen Modellen untersucht werden, inwieweit die Applikation
von DBTC-Foxf1-siRNA im Modell der akuten sowie chronischen CCls (Tet-
rachlorkohlenstoff)-Leberschadigung die Aktivierung der HSC inhibiert und
somit einen hepatoprotektiven Effekt erzielt.

e Die einmalige Applikation von CCls fuhrt zur Induktion eines akuten Leber-
schadens. Die wiederholte Applikation Uber sechs Wochen fuhrt zur chroni-
schen Leberschadigung bzw. Auspragung einer Leberfibrose.

e Der Foxf1-mRNA-Knockdown im akuten CCls-Versuchsmodell bestatigt die
Wirksamkeit der verwendeten Lipoplexe als Gentransfersystem.

e Das Foxf1-Silencing hatte keinen Einfluss auf die CCls-induzierte akute Le-
berschadigung.

e Derausbleibende Foxf1-mRNA-Knockdown im chronischen CCls-Modell ver-
deutlicht die wesentlichen pathophysiologischen Unterschiede zwischen ei-
nem akutem und chronischen Leberschaden und unterstreicht die Wichtigkeit
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in der Auswahl des Leberschadigungsmodells und des Untersuchungszeit-
punktes.

Beeindruckende therapeutische Effekte des gleichen Therapieansatzes im
Modell der cholestatischen Leberschadigung unserer Arbeitsgruppe zeigen
wesentliche Unterschiede in der Pathophysiologie zwischen CCls-induzier-
tem und cholestatischem Leberschaden und negieren eine generelle Ineffek-
tivitat des gewahlten Ansatzes.

Die vorliegende Studie verdeutlicht, dass potenzielle Therapiegene bzw. die
Wirksamkeit von Therapeutika in verschiedenen Modellen und Pathologien
untersucht werden sollten.

Zukunftig konnte eine Wirksamkeit des gewahlten Ansatzes verstarkt wer-
den, indem eine kombinierte Adressierung von HSC-aktivierenden und -inhi-
bierenden Transkriptionsfaktoren realisiert wirde.
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