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2 Zusammenfassung

Die nichtalkoholische Fettlebererkrankung (NAFLD) stellt mit einer Inzidenz von ca. 30%
innerhalb der westlichen Bevdlkerung schon heute eine der wesentlichen Erkrankungen
unserer, gegenwartig in hohem Mal3e konsumorientierten, Gesellschaft dar. Der drastische
Anstieg der Erkrankungsdichte wird sich in den nachsten Jahren weiter auf die sogenannten
Schwellen- und Entwicklungslander ausweiten und der daraus resultierende
soziodkonomische Schaden wird sich weltweit vervielfachen. Bereits im Jahre 2016
verursachte der Formenkreis der NAFLD allein in den Vereinigten Staaten von Amerika
Kosten von 103 Billionen US-$, mit einer stetig steigenden Tendenz. Bis auf eine
Anpassung des Lebensstils, welches eine konsequente Umstellung der
Erndhrungsgewohnheiten miteinschlief3t, gibt es aktuell keinen wirkungsvollen
therapeutischen Ansatz, geschweige denn eine pharmakologische Therapie.
Forschungsergebnisse aus den letzten Jahren konnten das polydaktyle Zinkfingerprotein
replication initiator 1 (Repin1) als Kandidatengen fir die Ausbildung von Adipositas,
Dyslipidamien und gestorter Glukosetoleranz charakterisieren. In vivo Versuche an
leberspezifischen Repin1- defizienten Mausen zeigten, dass eine verminderte hepatische
Expression von Repin1 mit reduzierten Triglyzeridwerten, einem geringerem
Gesamtkorperfettanteil und einer hdheren Insulinsensitivitdt einhergeht. Diese fir die
Entstehung einer NAFLD bestimmenden Faktoren legen nahe, dass sich eine verminderte
Expression von Repin1 auch positiv auf die Entstehung und Progression einer NAFLD
auswirkt. Daher Uberprift die vorliegende Studie die Wirksamkeit eines leberspezifischen
Silencing des Zielgens Repin1 auf die Entwicklung einer Steatose im murinen STAM™
Mausmodell. Der leberspezifische Repin1-Knockdown wurde Uber eine small interfering
RNA (siRNA)-basierte RNA-Interferenz realisiert. Die als Transportsystem fir die siRNA
genutzten Lipoplexe (CMD, Hepaplex2) zeigten dabei eine leberspezifische Anreicherung
sowie eine gute Vertraglichkeit ohne toxische Nebeneffekte. Ein suffizienter Knockdown
des Zielgens Repin1 wurde Uber wiederholte Applikationen der Lipoplex-Formulierung in
die V. jugularis alle 72 h und Uber einen Therapiezeitraum von 14 Tagen erzielt. Im
Betrachtungszeitraum zeigten sich zwischen den Behandlungsgruppen keine signifikanten
Unterschiede im Bereich der generalisierten Lipidakkumulation, dem NAS (NAFLD-Activity-
scores) sowie dem Blutbild und Leber/Kdérpergewichts-Index. Nach zweiwdchiger Therapie
lieR® sich jedoch eine geminderte inflammatorische Aktivitat innerhalb des Lebergewebes in
den siRepin1-behandelten Versuchstieren nachweisen. Gegenuber den Kontrollgruppen,
die mit Pufferldsung bzw. einer nonsense-RNA-Formulierung behandelt wurden, resultierte
die siRNA-induzierte Repin1-Defizienz in einer signifikant verminderten Granulozyten- und

Makrophageninfiltration sowie in einer reduzierten systemischen Konzentration der
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proinflammatorischen Zytokine human monocyte chemoattractant protein (MCP),
Interleukin (IL) -6, IL-1B und Tumormekrosefaktor-a (TNF-a). Das als Fibrosemarker
etablierte Kollagen-1a zeigte sich sowohl in der histologischen Aufarbeitung als auch in der
Expressionsanalytik innerhalb der mit siRepin1-behandelten Versuchstiere als quantitativ
vermindert. Eine reduzierte hepatische Expression des Proliferationsmarkers proliferating
cell nuclear antigen (PCNA) sowie die geringere Plasmakonzentration der
Glutamatdehydrogenase (GLDH) lassen auf einen verminderten Leberschaden in den
siRepin1-behandelten Tieren schliel3en.

Eine geringere Anreicherung der verwendeten Lipoplex-Formulierungen in verfettetem
Lebergewebe weist darauf hin, dass der hier beschriebene Therapieansatz bei milden
Auspragungsformen der NAFLD bzw. am effektivsten in einem praventiven Ansatz zur

Inhibition der NAFLD Progression eingesetzt werden konnte.
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3 Einleitung
3.1 Nichtalkoholische Fettlebererkrankungen
3.1.1 Definition

Der Formenkreis der NAFLD ist durch eine makrovesikulare Anreicherung von Triglyzeriden
im Hepatozyten definiert. Dabei werden drei Auspragungsformen unterschieden, die
flieBend ineinander Ubergehen kénnen (Abb. 1).

Die einfache Fettleber oder Steatosis hepatis bildet das, in der Mehrzahl der Falle
symptomlose, Grundstadium der Erkrankung. Ab einer Gesamtfettmasse von = 5% des
Lebergewichts oder einer gro3lumigen Verfettung von = 50 % der Hepatozyten spricht man
dabei von einer Steatosis hepatis (Herold, 2018). Der Ubergang in die nichtalkoholische
Steatohepatitis (NASH) wird durch das Auftreten entzindlicher Zellinfiltrate sowie durch
andere histomorphologisch mit Zellschadigung korrelierenden Prozessen markiert. Da eine
Abgrenzung zur alkoholischen Steatohepatits histologisch nicht moéglich ist, muss ein
Alkoholkonsum von mehr als 20 g/d Alkohol ausgeschlossen sein. Statistisch gesehen
entwickeln ca. 25 % der Patienten mit einer Steatosis hepatis eine NASH. Die
mikronodulare Leberzirrhose oder ,Fettzirrhose® kann sich als Endstadium dieser
Erkrankung entwickeln. Chronische Inflammation und Untergang der Hepatozyten fiihren
dabei zu einem Remodelling des Lebergewebes mit ibermafiger Einlagerung von Kollagen
und insuffizienten Vaskularisierung. Das Fortschreiten der Erkrankung kann bis zu einem
irreversiblen Funktionsverlust des Lebergewebes flihren, der letzten Endes nur noch durch
eine Transplantation therapiert werden kann (Herold, 2018; Classen Innere Medizin, 2010).
Sowohl das Bestehen einer NASH, als auch die NASH-Zirrhose erhdhen das Risiko fur die
Entstehung eines hepatozellularen Karzinoms (HCC) dabei signifikant. In der westlichen
Welt wird die NAFLD als der haufigste Grund flir eine solche Tumorerkrankung angeflihrt
(Brunt et al., 2015).
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Steatosis hepatis n.a. Steatohepatitis
(NAFL) (NASH)

Hepatozellulares
Karzinom (HCC)

Abb. 1: Schematische Darstellung des Formenkreises der NAFLD. Reversibler
(Steatosis hepatis/INASH) bzw. irreversibler Ubergang (NASH/NASH-Zirrhose)
zwischen den verschiedenen Stadien mit erhohter Inzidenz fir das Auftreten eines
HCCs.

3.1.2 Epidemiologie

Mit einer Pravalenz von ca. 30 % unter der adulten Bevolkerung stellt die NAFLD die
haufigste Lebererkrankung in groRen Teilen der industrialisierten Welt dar (Herold, 2018).
Dabei lassen sich deutliche Unterschiede zwischen verschiedenen ethnischen Gruppen
feststellen. So ist auch unter Berlcksichtigung des soziodkonomischen Status die
Pravalenz der NAFLD in der lateinamerikanischen Bevdlkerung gegenlber der
afroamerikanischen deutlich erhdht (Browning et al., 2004). Die kaukasische Bevoélkerung
fugt sich zwischen diesen zwei Gruppen ein (Bambha et al., 2012). Welsh et al. zeigten
bereits 2013, dass sich das Vorkommen einer NAFLD in der amerikanischen Bevdlkerung
in den vergangenen zwei Dekaden mehr als verdoppelt hat (Welsh et al., 2013). Anhand
von Untersuchungen, die in Mecklenburg-Vorpommern durchgefihrt wurden, bestatigten
sich diese alarmierenden Zahlen auch fir die deutsche Bevdlkerung. Es wurden bei 38%
der Manner sowie bei 22 % der Frauen sonographische Hinweise fir eine Steatosis hepatis
gefunden (Haring et al., 2009). Auch bei Kindern und jungen Erwachsenen nimmt die
Erkrankungsdichte rasant zu. Genau wie in der erwachsenen Bevolkerung ist hier vor allem
die ansteigende Pravalenz von Adipositas und Insulinresistenz ein Hauptfaktor. Eine
Metaanalyse, basierend auf groRtenteils in Amerika durchgefuhrten Studien zur NAFLD,
zeigte bereits bei 7,6 % der untersuchten Kinder eine makrovesikulare Verfettung des
Lebergewebes (Anderson et al., 2015). Eine Studie des Texas Liver Institute in San Antonio
kam zu der alarmierenden Erkenntnis, dass die NASH die am schnellsten wachsende
Ursache fur Lebertransplantationen in der jungen amerikanischen Bevdlkerung ist. Im

12
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beobachteten  Zeitraum (2002-2012) verneunfachte sich die Anzahl von
Lebertransplantationen aufgrund einer NASH und stieg auf einen Anteil von 4,46 % in der
Altersgruppe 18 bis 40 Jahre an (Doycheva et al., 2017). In der amerikanischen
Gesamtbevdlkerung ist sie hinter der chronischen Hepatitis C die zweithdufigste Ursache
fur eine Transplantation und wird diese bei konstanter Entwicklung innerhalb der nachsten
Dekade ablésen (Anstee et al.,, 2013). Die Uberwaltigende Zahl an Betroffenen lasst
erahnen, welche Belastung durch die NAFLD weltweit fur die Gesundheitssysteme
entstehen. So verursachen Schatzungen zur Folge in den vier europaischen Staaten
Deutschland, Frankreich, ltalien und GroRbritannien, kumulativ 52 Millionen Patienten,
jahrliche Kosten von 35 Billionen €. Eingeschlossen sind hierbei nur die unmittelbar durch
die Erkrankung und Therapie entstandenen Kosten. In den Vereinigten Staaten werden
diese Werte sogar mit ca. 64 Millionen Erkrankten und jahrlichen Kosten von 103 Billionen
US-$ noch Ubertroffen (Younossi et al., 2016).

3.1.3 Atiologie und Pathogenese

Wie bei einem Grolteil chronischer Erkrankungen werden die NAFLD und ihre Entstehung
durch ein Zusammenspiel von vielen sowohl endogen als auch exogenen Faktoren
beeinflusst. Nachweislich gibt es starke Korrelationen zwischen dem Auftreten einer NAFLD
und anderen Stoffwechselerkrankungen wie Diabetes mellitus, Adipositas und
Dyslipidamien (Loomba et al.,, 2012). Bei Typ-2-Diabetikern konnte in einer auf
sonographischen Untersuchungen basierenden Studie bei 69 % der Probanden eine
NAFLD nachgewiesen werden (Leite et al., 2009). Vergleichbare Zahlen wurden bei
Patienten mit diagnostizierter Dyslipidamie gefunden. Innerhalb dieses Patientenkollektivs
wurde bei 50 % der Untersuchungen eine Steatose nachgewiesen (Assy et al., 2000). Als
allgemeine Risikofaktoren gelten ebenfalls mannliches Geschlecht (Ayonrinde et al., 2011),
hoheres Alter und ein hoher BMI (Gerber et al., 2012). Dabei scheint eine viszerale
Adipositas mit Erhéhung des Bauch- und Huftumfangs als pradiktiv besonders ungunstig
(Bruno et al., 2014 & Alberti et al., 2005). Die NAFLD zeigt hohe Pravalenzen in Patienten,
die bereits im Kindes- und Jugendalter mit einer ,westlich orientierten Erndhrung
aufgewachsen sind. Dieses inkludiert verarbeitetes rotes Fleisch sowie Konsum von
zuckerhaltigen Getranken und Fertiggerichten (Oddy et al., 2013). Studien zeigten
ebenfalls, dass eine Ubermafige Kalorienzufuhr in Form von Sauglingsnahrung anstelle
von Muttermilch mit einem erhdhten Risiko fur die Entstehung einer NAFLD einhergeht
(Ayonrinde et al.,, 2017). Neugeborene von Mittern mit hohem BMI und einem
Gestationsdiabetes zeigten im ersten Monat nach ihrer Geburt deutlich erhohte

Lipidkonzentrationen innerhalb des Lebergewebes (Brumbaugh et al., 2013). Gleichzeitig
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korreliert das Auftreten eines Schwangerschaftsdiabetes mit erhéhter Pravalenz einer
NAFLD matterlicherseits (Firneisz & Gabor, 2014). Die Entwicklung einer NAFLD besitzt
unumstritten auch eine hereditdre Komponente. So kommt es zu einem gehauften Auftreten
zwischen Familienangehdrigen ersten Grades (Schwimmer et al., 2009). WeiterfuUhrende
Betrachtungen zeigten ebenfalls auf, dass die Haufung zwischen monozygoten Zwillingen,
jene der dizygoten noch deutlich Ubertrifft (Makkonen et al., 2009). Ein weiterer auf die
bestehende genetische Komponente hinweisender Aspekt ist die im Abschnitt 3.1.2 bereits
erlduterte Ungleichverteilung innerhalb verschiedener ethnischer Gruppierungen.
Begriindet durch diese Beobachtungen rickt die Identifikation der fir die NAFLD-
Entwicklung relevanten Genvarianten immer weiter in den Fokus der Forschung. Die
Genvariante, die bis dato am deutlichsten mit der Entwicklung und Progression einer
NAFLD assoziiert ist, ist der single nucleotide polymorphism (SNP) rs7388409 im patatin-
like phospholipase domain containing 3-Gen (PNPPLAS3). Die Korrelation des von Romeo
et al. (2008) identifizierten Genmarkers und einer schnell progredienten NAFLD wurde
bereits in mehreren Studien bestatigt (Sookoian & Pirola, 2011). Die Funktion des
PNPPLA3-Proteins sowie anderer als potenzielle Genmarker fir die Fettlebererkrankung
klassifizierter Genvarianten sind jedoch noch nicht abschlieRend geklart.

Die Entstehung der NAFLD basiert immer auf einem Uberangebot an Fettsduren, wobei die
erhdhte Speicherung im Lebergewebe letztendlich zu einer inflammatorischen Reaktion
fuhrt. Pathophysiologisch wird das Auftreten einer NAFLD Uber die ,multiple-hit“ Theorie
erklart (Buzzetti et al., 2016). Die im vorangegangenen Abschnitt beschriebenen Faktoren
aus dem Bereich Ernahrung, Lebensfiihrung und Genetik fuhren innerhalb des Organismus
zu einem UbermaRigen Angebot an freien Fettsduren (FFS) und Cholesterol. Eine Co-
Existenz von Adipositas und eine Insulin-Resistenz induzieren zusatzlich eine Adipozyten-
Dysfunktion sowie eine gesteigerte Lipolyse. Uber den geminderten Einfluss des Insulins
wird aul3erdem eine gesteigerte de novo-Fettsauresynthese innerhalb des Lebergewebes
induziert (Bugianesi et al., 2010) und die p-Oxidation von Fettsauren inhibiert (Postic, &
Girard, 2008). Das Uberangebot an Fetten fiihrt zur Akkumulation dieser innerhalb der
Leber, hauptsachlich Gber die Veresterung von Glycerol und FFS in Form von Triglyzeriden
(Jacome-Sosa et al., 2014). Gleichzeitig kommt es bei einem konstanten Uberangebot zu
Akkumulation von Metaboliten wie Diacyglycerol, Cholesterin, Phospholipiden und
Ceramiden (Cheung & Sanyal, 2008). In den Hepatozyten kommt es bei andauernder
Aufnahme von Fetten schliel3lich zu einem lipidtoxischen Effekt (Schaffer, 2003). Nach
heutigen Erkenntnissen ist diese Lipidtoxizitdt multifaktoriell vermittelt, wobei die
Wirkungsweise der einzelnen Fettsduren und Metaboliten noch diskutiert wird (Alkhouri et
al., 2009). Das Missverhaltnis zwischen Stoffwechselkapazitdt und Einspeisung von

Fettsduren induziert schliellich eine zellulare Stressreaktion. Die Lipiduberladung der
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Zellorganellen fuhrt dabei zum einen zum vermehrten Aufkommen von toxischen
Stoffwechselprodukten und reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) in den Mitochondrien
(Begriche et al., 2006), zum anderen kommt es zur Akkumulation von ungefalteten
Proteinen im Endoplasmatischen Retikulum (ER). Die als Reparaturmechanismus durch
das ER eingeleitete unfolded protein response Reaktion (UPR) kann bei anhaltender
Funktionsstorung die zellulare Apoptose einleiten (Cusi, 2009). Neben Dysfunktionen in
den Mitochondrien und im ER wird auch eine vermehrte Expression von Rezeptoren aus
der Toll-Like- (Shi et al., 2006) und Todes-Rezeptor Familie (Feldstein et al., 2003; Malhi et
al, 2007) diskutiert. Eine anhaltende inflammatorische Antwort und erhdhte Apoptoserate
aktivieren mediatorvermittelt die hepatischen Sternzellen und initiieren somit den

Fibrosierungsprozess.

3.1.4 Diagnostik und Therapie

Klinisch zeigt sich der Grofdteil der Patienten als asymptomatisch oder prasentiert
unspezifische Symptome, wie Muidigkeit, Schlafstérungen oder Druckgefiihl im rechten
Oberbauch. Die klinische Diagnose der NAFLD ist dementsprechend schwierig zu stellen
und haufig eine inzidentelle Entdeckung. Ein Grofteil der Patienten wird durch eine
voribergehende Erhdhung der Transaminasen oder eine Dichteanderung des
Lebergewebes wahrend einer abdominellen Bildgebung auffallig (Angulo, 2002). Die
erwahnte Erhohung der Leberenzyme, Alanin-Aminotransferase (ALT), Aspartat-
Aminotransferase (AST) und y-Glutamyltransferase (y-GT) ist dabei als Screening
Parameter nur eingeschrankt geeignet, da es lediglich in 20 % der Falle zu einer
signifikanten Erhéhung im Blutplasma kommt (Browning, 2006). Diskutiert wird ebenfalls
der Nutzen von laborchemischen Parametern wie dem Ferritinspiegel und der
Transferrinsattigung, die jedoch wenig Spezifitdt aufweisen. Genetische Marker, wie der
beschriebene SNP im PNPLA3-Gen, bildet aufgrund einer niedrigen EffektgroRe auf die
Erkrankungsschwere aktuell aber noch keine Grundlage in der Diagnosefindung (Romeo
et al., 2008). Um die Wahrscheinlichkeit einer moglichen NAFLD kosten- und zeiteffizient
zu quantifizieren, wurden in den letzten Jahren vielfaltige Risiko-Scores entwickelt. Scoring-
Systeme wie der NAFLD Fibrosis Score, der sich aus den Parametern BMI, Alter, Diabetes,
AST, ALT, Anzahl an Thrombozyten und Albumin berechnet, liefern pradiktiv gute
Ubereinstimmungen mit dem Fortschritt einer NAFLD (Angulo et al., 2007). In Kombination
mit bildgebenden Verfahren erméglichen sie eine gute Risikoeinschatzung und kénnen
Patienten identifizieren, die weiteren diagnostischen Schritten zugefihrt werden sollten.
Das Diagnostikum der ersten Wahl bildet die Sonographie. Sie ist nicht invasiv,

kostenglinstig und zeichnet sich durch flachendeckende Verfugbarkeit aus.
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Einschrankungen bezuglich der Sensitivitat sind jedoch besonders bei milderen Formen der
Steatose zu beobachten, wo der positive Vorhersagewert abnimmt (Machado & Cortez-
Pinto, 2013). Ebenfalls auf Ultraschallwellen basierend, zeichnet sich das Verfahren der
Elastometrie durch einen guten pradiktiven Wert in Bezug auf den Fibrosegrad des
Lebergewebes aus. So bietet es die Mdglichkeit, nicht invasiv zwischen einer NASH und
einer bestehenden Fett-Zirrhose zu unterscheiden. Da sich die dichteabhangige
Ausbreitung der Ultraschallwellen jedoch nicht innerhalb groRvolumiger Fettdepots und
Flussigkeitsansammlungen detektieren lasst, kann das Verfahren bei stark adipdsen
Patienten nur eingeschrankt verwendet werden (Gaia et al., 2011). Als weiteres
bildgebendes Verfahren lasst sich eine Dichtednderung des Lebergewebes ebenfalls mit
Hilfe der Computertomographie (CT)-Diagnostik ermitteln. Die CT ist dabei ein gut
reproduzierbares und objektives Verfahren, sollte aber aufgrund der hohen
Strahlenbelastung nicht als Primardiagnostikum eingesetzt werden. Bei allen bildgebenden
Verfahren zeichnen sich die MR-Techniken durch die héchste Genauigkeit aus (Lee & Park,
2014). Aufgrund von hohen Kosten und geringer Verfligbarkeit sind diese Techniken jedoch
noch nicht im klinischen Alltag angekommen und meist der Forschung vorbehalten. Da es
mit Hilfe von Bildgebungsverfahren nicht mdglich ist, zwischen einer Steatosis hepatis und
einer entziindlichen NASH zu differenzieren, bildet noch heute die invasive Leberbiopsie
den Goldstandard bei der Diagnose einer fortgeschrittenen NAFLD. Aufgrund mdglicher
Komplikationen sollte eine Indikation jedoch erst nach sorgfaltiger Abwagung und
ausgeschopfter Primardiagnostik erfolgen. Auch bei der histologischen Betrachtung der
durch Biopsie gewonnenen Praparate wurden Scoring-Systeme entwickelt, um eine
objektive Wertung zu ermdglichen und ein Fortschreiten der Erkrankung quantifizieren zu
kénnen (Santiago-Rolén et al., 2015). Aufgrund eines Fehlens von spezifischen Markern
handelt es sich bei einer NAFLD auch immer um eine Ausschlussdiagnose. Bei suspekten
Befunden muss die Beteiligung von chronifizierenden Leberkrankungen, genetischen
Stoffwechselstérungen sowie Medikamenten- und Alkoholabusus als Ausléser fur eine
Steatohepatitis abgeklart werden. Die hohe Koinzidenz zwischen einer NAFLD und dem
metabolischen Syndrom rechtfertig hier ebenfalls eine umfassende kardiovaskulare
Abklarung. Basierend auf der heutigen Studienlage wird ein flachendeckendes Screening
nicht empfohlen, sollte aber unter Berticksichtigung von Faktoren wie Komorbiditaten, hier
speziell das metabolische Syndrom, sowie eine mdglichweise vorhandene familiare
Vorbelastung des Patienten individuell evaluiert werden (S2k-Leitlinie: Nicht-alkoholische
Fettlebererkrankungen, Roeb et al., 2015).

Begriindet durch Atiologie und Koinzidenz mit dem metabolischen Syndrom, bildet die
Umstellung der Erndhrung und des Lebensstils eine zentrale Rolle in der Therapie der

NAFLD. So kann eine Gewichtsreduktion um 3-5 % des Korpergewichts bei adipdsen
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Patienten bereits nachweislich zu regredienter Verfettung der Hepatozyten fihren und sich
ab einem weiteren Gewichtsverlust von 29 % auch positiv auf die Nekroinflammation
auswirken (Chalasani et al., 2012; Vilar-Gomez et al., 2015). Die Kombination mit
sportlicher Aktivitat zeigt sich hierbei als besonders effektiv (Promrat et al., 2010). Eine
medikamentdése Behandlung der NAFLD wird von der Deutschen Gesellschaft flr
Gastroenterologie, Verdauungs- und Stoffwechselkrankheiten aufgrund mangelhafter
Datenlage aktuell nicht empfohlen. Derzeit befindet sich jedoch eine Vielzahl an
medikamentdsen Therapieansatzen in der Erprobung. Mehrere Studien konnten
beispielsweise aufzeigen, dass das orale Antidiabetikum Pioglitazon Steatose und
Inflammation verringern kann (Belfort et al., 2006). Da oxidativer Stress mafgeblich zur
Leberzellschadigung beitragt, wird Vitamin E als Antioxidans ebenfalls ein protektiver Effekt
zugeschrieben. In der mehrjahrig angelegten PIVENS-Studie zeigte sich bei den dauerhaft
mit Vitamin E behandelten Probanden, im Vergleich zu der mit Placebo substituierten
Kontrollgruppe, reduzierte Transaminasenspiegel, eine verminderte Steatose sowie
Inflammation (Sanyal et al., 2010). Als erganzendes Therapiekonzept im Stadium der
fortgeschrittene NAFLD kann im weitesten Sinne auch die bariatrische Chirurgie gesehen
werden. So zeigte Mathurin et al. (2009) in einer prospektiven Studie, dass stark adipdse
NAFLD-Patienten von einem bariatrischen Eingriff profitieren kdnnen. Bereits nach einem
Jahr wiesen sie sowohl eine signifikant geminderte Steatose als auch eine reduzierte

Inflammation im Lebergewebes auf.

3.2 NASH-Fibrose-Tumor Mausmodell

Im vorliegenden Versuchsaufbau wurde das vom Stelic Institute & Co (Tokio, Japan)
entwickelte Krankheitsmodell der STAM™ Mice genutzt. Dabei wird in dem von Fuijii et. al.
(2013) erstbeschriebenen und im Rudolf-Zenker-Institut flir Experimentelle Chirurgie
etablierten Mausmodell (Liebig et al., 2018 & Abshagen et al., 2019) Uber die Applikation
des B-Zellgiftes Streptozotocin (STZ) in Kombination mit einer hochfettreichen Ernahrung
eine aggressiv fortschreitende NAFLD provoziert (siehe Abschnitt 5.1). Die durch den
Untergang der insulinproduzierenden Zellen ausgeldste diabetische Stoffwechsellage
(Lenzen, 2008), gepaart mit einem Uberangebot an Triglyzeriden, 14sst die Versuchstiere
dabei konsequent alle Stadien der nicht-alkoholischen Fettlebererkrankung durchlaufen.
Bereits nach einem Zeitraum von 6 Wochen post partum zeigt sich eine fulminante
Steatosis hepatis, die sich Uber das Inflammationsstadium der NASH bis hin zu einer
aufkommenden Fibrose und damit der NASH-Zirrhose in Woche 10 bis 12 entwickelt. Das
Auftreten eines HCCs wird innerhalb der behandelten Mauspopulation vermehrt ab Woche

16 beobachtet (siehe Abb. 2). Aufgrund einer sehr guten Reproduzierbarkeit und schnellen
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Progredienz der Erkrankung bietet dieses Mausmodell optimale Bedingungen fur
weiterfihrende Untersuchungen im Bereich der Pathophysiologie und Therapie der der
NAFLD.

unbehandelt NASH-Fibrose-Tumor Mausmodell

8w

makroskoplsche
Anslcht

HE

Abb. 2: A) Makroskopische Aufnahmen des Lebergewebes von STZ/HFD-behandelten
Mausen zu den charakteristischen Zeitpunkten 6, 8, 12 und 20 Wochen im Vergleich
zu einem unbehandelten Tier im Alter von 8 Wochen. Deutlich zu erkennen ist die
durch Fetteinlagerung bedingte Aufhellung des Leberparenchyms und die Bildung von
neoplastischen Knoten im 20 Wochen-Stadium (Fujii et al., 2013).

B) Histologische Aufarbeitung in Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE) und selbiger
Gruppenzuordnung. Deutliche Zunahme der Fetteinlagerung, vermehrtes zellulares
Ballooning und Vermehrung des bindegwebigen Anteils abhangig von der
Behandlungsdauer (Fujii et al., 2013).

3.3 Repin1

Repin1 wurde im Zuge von Untersuchungen des Dihydrofolatreduktase-Gens und den an
dessen Replikation beteiligten Proteinen im chinesischen Streifenhamster entdeckt. Nach
dessen Entdeckung im Jahre 1990 wurde das Protein zunachst unter dem Namen
replication initiation-region protein 60 kDA (RIP 60) beschrieben (Dailey et al., 1990). Der
Replikationsinitiator fungiert als polydaktyles Zinkfingerprotein mit 15 ubiquitar exprimierten
C2H. Zinkfingermotiven, die in drei Clustern organisiert sind (Houchens et al., 2000) und
dient innerhalb des Replikationszyklus sowohl als DNA bindendes als auch DNA biegendes
Protein. Es heftet sich dabei an zwei ATT (Adenin/ Thymin) - Sequenzen der ORif3-Region
an (Caddle et al., 1990). Da bisher Uber ein Plasmidreplikationsassay nur eine geringfugige
replikationsfordernde Wirkung nachgewiesen wurde, besteht die Vermutung, dass Repin1
eher als Co-Faktor zur Identifikation des Replikationsstartpunktes dienen kdnnte
(Houchens et al., 2000).

Bereits im Jahre 1998 konnte durch Kovéacs und Kléting ein quantitative trait locus (QTL)
kodierend fur Korpergewicht, Triglyzeridspiegel, Gesamtcholesterol sowie Insulinwirkung
auf Chromosom 4 der Ratte lokalisiert werden. 2007 wurde dann durch Versuche mit
kongenen und subkongenen Ratten im selben QTL Repin1 als mafRgeblich relevant fur die
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Ausbildung eines polygenetisch vererbten metabolischen Syndroms klassifiziert (KI6ting et
al., 2007). Dabei korrelierte die Lange einer spezifischen Trinukleotid-Repeat (TTT)-
Sequenz innerhalb des Repin1-Gens positiv mit dem Kérpergewicht, VLDL-Cholesterol und
Seruminsulin. Im Tierversuch zeigten sich die hdchsten Repin1 Expressionslevel im
Lebergewebe und viszeralem Fettgewebe (Kléting et al., 2007). Interessanterweise
konnten durch Ruschke et al. (2010) im menschlichen Organismus deutliche
Zusammenhange zwischen dem Repin1 Expressionslevel im viszeralen Fettgewebe und
der Korperfettmasse nachgewiesen werden. Charakteristisch ist dabei das deutlich
gesteigerte Expressionslevel wahrend der Adipogenese.

Dieselbe Arbeitsgruppe zeigte ebenfalls, dass ein Repin1-Knockdown in 3TL3L1-
Adipozyten zu einer wesentlich reduzierten Aufnahme von Palmitat fuhrte. Als mdgliche
Erklarung wird die zeitgleich bestehende Reduktion der Expressionslevel von cluster of
differentation 36 (CD36) angefuhrt. Dieses multifunktionelle Protein fungiert sowohl als
Scavenger-Rezeptor in apoptotischen Zellen als auch als Kollagenrezeptor fir
Thrombozyten. Dartber hinaus ist CD36 maligeblich am Transport langkettiger Fettsauren
beteiligt (Pepino et al., 2014). In Versuchen mit CD36-defizienten Mausen wurden erhéhte
Spiegel von Triacyglycerol, Cholesterol und freien Fettsduren im Plasma gemessen
(Febbraio et al., 1999), wobei eine erhéhte Expression zu einem Anstieg der intrazellularen
Fettsauren fuhrte (Su & Abumrad, 2009). Darlber hinaus zeigten Studien, dass eine
erhdhte Expression von CD36 mit einer Insulinresistenz (Handberg et al., 2006) sowie einer
erhdhten systemischen Inflammation (Silverstein, 2009) assoziiert ist. Die bereits
beschriebenen in vitro Versuche von Ruschke et al. zeigten ebenfalls eine Reduktion der
Adipozytengréfle und der enthaltenen Lipidtropfen infolge des Repin1-Knockdowns. Die
Anzahl an intrazellulédren Fetttropfen mit einer Grof3e von uUber 5 ym wurde um 85 %
reduziert, wobei die Gesamtzahl an Zellen unverandert blieb. Diese Ergebnisse lassen sich
Uber eine signifikant geminderte Expression der N soluble N-ethylmaleimide-sensitive-
factor attachment receptor (SNARE)-Proteine, vesicle-associated membrane protein 4
(Vamp4) und synaptosomal-associated protein 23 (Snap23) erklaren. Uber Knockdown-
Versuche konnte fiir diese Proteine eine bedeutende Stellung fiir die Formation und Fusion
von intrazellularen Lipiden bewiesen werden (Bostrom et al., 2007). Des Weiteren besitzt
Repin1 Gber Modulation der Expression von Glukosetransportern einen Einfluss auf den
Glukosestoffwechsel. Ruschke et al. (2010) beschrieben in den Repin1-defizienten
Adipozyten eine signifikant verminderte basale Aufnahme von Glukose. Dieses basierte
einer reduzierten Expression des insulinunabhangigen Glukosetransporter 1 (GLUT1).
Gleichzeitig konnte eine erhdhte Insulinsensitivitat iber eine Steigerung der Expression des
insulinabhangigen GLUT4 beobachtet werden (siehe Abb. 3).
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Abb. 3: Repin1-defizienter 3T3L1-Adipozyt. Eine verminderte Expression von CD36,
Vamp4 und Snap23 sorgt sowohl fiir eine reduzierte Aufnahme von Fettsduren in die
Zelle als auch fir eine reduzierte GréRe der Lipidtropfen. Eine geringere Expression
von GLUT1 und erhdhte Expression von GLUT4 resultiert in einer verminderten
Grundaufnahme von Glukose, bei erhdhter Insulinsensitivitdt. Die ZellgroRe ist
gegenuber Adipozyten mit reguladrer Repin1-Expression vermindert (Heiker und
Kléting, 2013).

Interessanterweise zeigten Mause mit einer leberspezifischen Repin1-Defizienz (LRep-/-)
gegenuber Wildtypen ein signifikant verringertes Koérpergewicht im Alter zwischen 28 und
40 Wochen (Ruschke et al., 2010). Die Gesamtkorperfettmasse blieb dabei Giber das erste
Lebensjahr bis zur 80. Woche vermindert. Die Tiere zeichneten sich zusatzlich durch eine
verbesserte Insulinsensitivitdt und verminderte Aufnahme von Fettsduren in die Leber aus
und zeigten trotz Futterung einer Hochfettdiat eine weniger stark ausgepragte Adipozyten-
Hypertrophie und geringeres hepatozellulares Ballooning (Kern et al., 2014).

In vivo Versuche an verschiedenen Repin1-defizienten Mausen konnten in den letzten
Jahren wiederholt aufzeigen, dass eine verminderte Expression von Repin1 mit reduzierten
Triglyzeridwerten, weniger Gesamtkorperfett und einer héheren Insulinsensitivitat
einhergeht (Kunath et al., 2016).

Neben den bereits dargestellten Ergebnissen bildet ein in unserer Arbeitsgruppe
durchgefuhrter Versuch mit Repin1-defizienten Knockout-Mausen die Basis fur den in
dieser Arbeit dargestellten Therapieansatz. Dabei wurden die verwendeten Knockout-Tiere
entsprechend in das im Abschnitt 3.2 erlauterte NASH-Fibrose-Tumor Mausmodell
inkludiert und Uber einen Zeitraum von 20 Wochen beobachtet. Die Repin1-defizienten
Tiere zeigten im Vergleich zu Wildtypen eine signifikant geminderte Lipidakkumulation

sowie eine Reduktion der chronischen Inflammation und der Zellschadigung innerhalb des
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Lebergewebes. Ein Repin1-Knockout fihrte zudem zu einem reduzierten
Leber/Kérpergewichts-Index und einer geminderten Tumorpravalanz (Abshagen et al.,
2019).

Neben den vielversprechenden Ergebnissen im Bereich der in vitro- und tierexperimentellen
Testungen zeigen nun auch erste klinische Studien im Bereich der Humanmedizin den
mdglichen Einfluss von Repin1 auf die Entstehung und Progression der NAFLD. Patienten,
bei denen eine durch Deletion von 12 Basenpaaren gekennzeichnete Variante des Repin1-
Gens nachgewiesen wurde, zeigten im Vergleich zu Nicht-Deletionstragern mit normalem
Genotyp, einen reduzierten NAFLD-Activity-Score und eine geminderte Fibrosierung in
entnommenen Leberbiopsien. Dabei fihrt die beschriebene Genvariation zur reduzierten
Boten-Ribonukleinsdure (MRNA)-Aktivitdt und damit zu einem Funktionsverlust von Repin1
(Abshagen et al., 2020). Dieses unterstreicht die Betrachtung von Repin1 als
Kandidatengen fir die Ausbildung von Adipositas, Dyslipidamien, gestorter
Glukosetoleranz und damit der NAFLD.

3.4 siRNA

Der Begriff der Genexpression charakterisiert die Umsetzung von der in DNA gespeicherten
Information durch Transkription und Translation in Proteine. Durch Modulation der
Genexpression wird eine Differenzierung von Zellen mit identischem Genom in
verschiedene Zelltypen und Gewebe ermoglicht. So kénnen die Expressionslevel der
jeweiligen Proteine nicht nur der Zellidentitat, sondern auch veranderten Stoffwechsellagen
angepasst werden. Eine adaptierte Genexpression ist entscheidend flir die Reaktion auf
oxidativen Stress, toxische Substanzen oder Infekte. Dartber hinaus ist eine Veranderung
der Genexpression ein zentraler Faktor bei der Entstehung von Neoplasien. Unter dem
Begriff der Epigenetik werden die fir die individuelle Genaktivitdt verantwortlichen
Regulationsmechanismen zusammengefasst. Als Gbergeordnete Einteilung dienen hierbei
Abweichungen der Chromatinstruktur auf der einen Seite und kovalente Modifikationen der
DNA auf der anderen (Stryer Biochemie, 2018). Diese epigenetischen
Regulationsmechanismen sind in der modernen Medizin ein beliebter Angriffspunkt fir die
Entwicklung von Therapieansatzen, die auf einer modifizierten Expression
krankheitsrelevanter Gene basieren.

Einer der vielversprechendsten Ansatze ist die posttranskriptionell ansetzende RNA-
Interferenz (RNAI). Dieser phylogenetisch alte in samtlichen eukaryotischen Organismen
existente Prozess (Cerutti & Casas-Mollano, 2006), wurde im Jahre 1998 erstmals im
Fadenwurm C. elegans beschrieben (Fire et al.,1998). Andrew Fire und Craig Mello

erhielten fur ihre Arbeit im Jahre 2006 den Medizin-Nobelpreis. Aufgrund des hohen
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therapeutischen Potenzials ist das Feld der RNAI seit einigen Jahren eines der meist
behandelten Themen im Bereich der Biotechnologie und steht im Fokus weiterer
Entwicklungen (Taroncher-Oldenburg & Marshall, 2007). Die RNA-Interferenz kann Uber
zwei unterschiedliche Mechanismen erfolgen, die Mikro-Ribonukleinsdure (miRNA)
vermittelte sowie die small interfering-Ribonukleinsdure (siRNA) vermittelte Interferenz
(Stryer Biochemie, 2018). Die siRNA wird aus doppelstrangiger Vorlaufer-RNA durch
Ribonukleaseaktivitdt des Dicer-Enzymkomplexes synthetisiert. Sie ist ein 19 — 23
Basenpaare langes Ribonukleinsduremolekiil und fiihrt an ihrem 3°- Ende einen Uberhang
aus 2 Nukleotiden. Die beschriebenen 3°- Enden tragen dabei freie Hydroxylgruppen, wobei
die 5°- Enden phosphoryliert sind (sieche Abb.4 A). Nach vollendeter Prozessierung bindet
das doppelstrangige siRNA-Molekul an den im Zytosol befindlichen RNA induced silencing
Komplex (RISC-Komplex). Dessen katalytische Einheit, ein Protein der Argonauten Familie,
spaltet die siRNA in Einzelstrange auf. Der ungebundene Strang wird daraufhin abgebaut.
Unter Flhrung des verbliebenen Leitstranges bindet der aktivierte RISC-Komplex nun an
die Ziel-mRNA. Bei bestehender Komplementaritat erfolgt deren endonukleolytische
Spaltung (siehe Abb.4 B). Die gespaltene mRNA kann somit nicht mehr als Matritze fir die
Proteinbiosynthese dienen und wird abgebaut (Meister &Tuschl, 2004). Auf diesem Wege
greift die siRNA-vermittelte RNA-Interferenz in die Expression von Genen ein und erwirkt

einen genspezifischen Knockdown.

5 P ' T a Abb. 4: Wirkmechanismus der
3’ HO p & siRNA vermittelten RNA-
Interferenz.
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Die dargestellte siRNA-vermittelte Interferenz bietet einige Vorteile gegenuber der miRNA-
vermittelten RNAi. Endogen eingebrachte miRNA wird zunachst Uber mehrere
Zwischenstufen innerhalb des Zellkerns prozessiert, bevor sie sich an den Dicer-Komplex
anlagert und den in Abb. 4 B erlauterten Spaltungsmechanismus auslést (Meister &Tuschl,
2004). Dagegen wird siRNA als Dicer-Produkt erkannt und unter Umgehung der friihen
RNAI-Schritte auf direktem Wege in den RISC geladen. Dabei verringert sich das Risiko flr
unerwlnschte Interaktionen auf genregulatorischer Basis. Dariber hinaus bindet exogen
synthetisierte siRNA durch ihre vollstandige Komplementaritat sehr spezifisch, sie ist
vergleichsweise einfach in ihrer Entwicklung und besitzt kaum systemische Toxizitat (Malhi
et al., 2006).

Ein zentraler Aspekt und Ziel in der Arbeit mit chemisch synthetisierter siRNA ist die
intrazelluldre Wirkung im gewunschten Zielorgan bzw. Zielzellen zu erreichen. Die siRNA-
Molekiile sind durch die hohe Anzahl anionischer Bindungen ihres Phosphatriickgrats stark
hydrophil. Zusatzlich besitzen sie eine Grofie von Uber 10 kDa und sind dementsprechend
nicht membrangangig. In den letzten Jahren wurden dahingehend vielfaltige
Transportformen entwickelt. Diese unterscheiden sich jeweils in ihrer Effizienz und
Anwendbarkeit auf Zellen bzw. den Organismus. Neben physikalischen Methoden der
siRNA Einschleusung, wie Mikroinjektionstechniken oder Elektroporation, gibt es Modelle,
die zellpenetrierende Peptide in Konjugation mit siRNA-Molektlen nutzen. Einen anderen
vielversprechenden Ansatz zur Einschleusung von siRNA bietet die Nutzung von
lipidbasierten Transfektionsreagenzien. Diese kationischen Lipide koénnen Uber
elektrostatische Wechselwirkungen mit siRNA-Molekilen Komplexe formen. Uber einen
derartigen apomorphen Komplex kénnen die Molekile Uber Endozytose in die Zelle
aufgenommen werden, gleichzeitig sind sie vor einer Beschadigung durch zellulare

Nukleasen geschitzt (Kanasty et al., 2013).

3.5 Lipoplex- Formulierungen

Um eine mdglichst effiziente Transfektion der im vorliegenden Versuchsaufbau genutzten
siRNA-Molekile zu erreichen, wurden durch unseren Kooperationspartner Silence
Therapeutics GmbH (Berlin, Deutschland) zwei aus kationischen Lipidverbindungen
bestehende Transportsysteme entwickelt. Wie bereits im vorangegangenen Abschnitt
beschrieben, schlieBen die als Lipoplexe bezeichneten Transportvesikel aufgrund
elektrostatischer Wechselwirkungen negativ geladene siRNA in ihre Lipidhdlle ein und
vergroRern damit deren Plasmahalbwertszeit sowie die Penetrationsfahigkeit durch die
Zellmembran. Durch Modifizierung der Molekilgrofle und Anpassung der spezifischen

Ladung kann eine hohe Organspezifitat erreicht werden. Die durch Silence Therapeutics
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zur Verfugung gestellten Lipidformulierungen ,CMD78“ und ,Hepaplex2“ besitzen eine
Grolde von ca. 100 nm sowie neutrale Ladungseigenschaften, die eine hohe Leberspezifitat
erwirken (Abb. 5 B und C) (Silence Therapeutics, 2015). Da es durch Silence Therapeutics
im frhen Projektverlauf zu einer Weiterentwicklung der CMD78-Lipoplexe kam, erfolgte ein
Teil der geplanten Untersuchungen zusatzlich auch mit den neuen ,Hepaplex2“-
Formulierungen. Diese wurden von Silence Therapeutics als potenter eingestuft, da sie u.
a. eine hohere Leberspezifitat aufweisen. Nach systemischer Applikation (5.3.3) und
Anflutung im Lebergewebe wird die Lipoplex-Formulierung Uber Endozytose in die
Zielzellen aufgenommen (Abb. 5 A1). Dort liegt der Liposomen-siRNA-Komplex gebunden
innerhalb der Endosomen vor (Abb. 5 A2). Vermittelt Uber Wechselwirkungen zwischen den
Lipiden der Endosomen- und Lipoplexmembran wird die siRNA schlieBlich freigesetzt
(Abb.5 A3) und gelangt somit ins Zytoplasma. Ein anderer Teil der Lipoplexe fusioniert auf
direktem Weg mit der Zellmembran und setzt die siRNA in das Zytosol frei (Lu et al., 2009).
Dort wird Uber den bereits erlauterten Mechanismus der RNA-Interferenz die

Proteinbiosynthese des Zielgens inhibiert.
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Abb. 5: Physikochemische Eigenschaften von siRNA-Lipoplexen. A) Schematischer
Aufbau eines siRNA-Lipoplexes sowie Interaktion mit der Lipiddoppelmebran der
Zielzelle (Tseng et al., 2009). A1) Endozytotische Aufnahme in die Zielzelle. A2)
siRNA-Formulierung im Endosomenkomplex. A3) Freisetzung der siRNA aus dem
Endosomenkomplex in das Zytoplasma. B) Organspezifische Verteilung des
Liposomen-siRNA-Komplexes in vivo (Silence Therapeutics., 2015). C) MolekullgréRe
eines Vorlaufer-Lipoplexes (Silence Therapeutics., 2015).
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4 Zielsetzung und zentrale Fragestellung

Ziel dieser Studie war es, in einem therapeutischen Ansatz zu Uberprifen, ob sich die von
der Leipziger Arbeitsgruppe um KIléting beschriebenen positiven systemischen Effekte
einer Repin1-Defizienz auch bei der Auspragung einer Steatosis hepatis beobachten
lassen. Dabei stellt der Formenkreis der NAFLD, ausgezeichnet durch eine hohe Pravalenz
innerhalb der Bevolkerung und eine starke Verlinkung mit verschiedensten
Stoffwechselpathologien, wie z.B. dem metabolischen Syndrom, die fir diese
Untersuchungen geeignete Erkrankung dar. So wird das etablierte NASH-Fibrose-Tumor
Mausmodell, oder auch STAM™ Mausmodell, genutzt und das Stadium der Steatose naher
betrachtet. Eine Repin1-Defizienz soll Gber ein siRNA-vermitteltes Silencing realisiert
werden.

Um den positiven Effekt eines Repin1-spezifischen Silencings auf die Entwicklung der
NAFLD zu charakterisieren, wurden eine Vielzahl an laborchemischen, histologischen,

immunhistochemischen und molekularbiologischen Methoden angewendet.

Im Rahmen dieser Studie wurden folgende Fragestellungen untersucht:

1. Erfolgt eine leberspezifische Anreicherung der Liposomen-Formulierungen nach i.v.
Injektion?
Wie verteilen sich die Lipoplexe in der steatotischen vs. gesunden Leber?
Kann durch die Applikation von CMD78/Hepaplex2-Repin1-siRNA ein Knockdown des
Zielgens Repin1 im NASH-Fibrose-Tumor Mausmodell erzielt werden?

4. Wie wirkt sich eine repetitive Injektion der verwendeten Lipoplex-Formulierung auf die
Versuchstiere aus?

5.  Welchen Einfluss hat eine siRNA-vermittelte Repin1-Defizienz auf die Ausbildung einer
Steatose im NASH-Fibrose-Tumor Mausmodell?

6. Bietet der verwendete Versuchsaufbau Potential fir eine Therapie der NAFLD-

Progression?
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5 Material und Methoden
5.1 Versuchstiere

Bei den verwendeten Versuchstieren handelte es sich um mannliche M&use des
Inzuchtstammes C57BL/6J (Charles River Laboratories, Sulzfeld, Deutschland). Die
hausintern gezuchteten Tiere befanden sich durchgehend in vollklimatisierten R&dumen
(Temperatur 22 bis 24 °C, ca. 60 % Luftfeuchtigkeit) der Zentralen Versuchstierhaltung des
Instituts  fur  Experimentelle Chirurgie der Universitatsmedizin Rostock
(Tierschutzbeauftragter PD Dr. Dietmar Zechner). Die Versuchstiere erhielten Ad libitum
Wasser. Um die Versuchstiere in das im Abschnitt 3.2.1 beschriebene NASH-Fibrose-
Tumor Mausmodell zu dberfihren, erfolgte an Tag 2 postnatal eine einmalige
intraperitoneale (i.p.) Injektion von 200 mg STZ (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
geldst in 10 ml Natriumcitrat (0.05 M, pH 4.5; Merck, Darmstadt, Germany). In einem Alter
von 28 Tagen erfolgte dann die Trennung vom Muttertier und Umstellung auf eine
kontinuierliche Hochfettdiat (Fettgehalt 60 kd%; D12492; Ssniff, Soest, Germany) (Liebig et
al., 2018). Zu diesem Zeitpunkt wurde auch mit der siRNA-Behandlung begonnen. Die
Versuchstiere lebten in Gruppen von 2 bis 5 Tieren und einem 12 h Tag-/Nachtrhythmus.
Alle Versuche erfolgten unter Genehmigung des Landesamtes flr Landwirtschaft,
Lebensmittelsicherheit und Fischerei Mecklenburg-Vorpommern (LALLF M-V/TSD/7221.3-
1.1-039/14) und unter Berlcksichtigung der nationalen Tierschutzgesetze sowie der EU-
Richtlinien 2010/63/EU.
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5.2 Versuchsaufbau

Die angelegte Studie lasst sich, wie in Abbildung 6 dargestellt, in ein dreistufiges Modell

gliedern.

Abb. 6: Studienaufbau: Leberspezifisches Silencing von Repin1 in der steatotischen
Leber. 1) Untersuchung der intrahepatischen Akkumulation der Lipoplex-Formulierung
in gesunden und steatotischen Versuchstieren. Quantitative Auswertung der Cy3-

Fluoreszenz zu verschiedenen Zeitpunkten post injectionem mittels
Intravitalmikroskopie sowie histologischer Aufarbeitung. 2) Bestimmung der optimalen
Behandlungsintervalle durch Messung der Repin1 — Expressionskinetik. 3)

Durchfihrung eines Therapieansatzes mittels repetitiver Injektionen der siRNA-
Formulierung alle 72 h Gber eine Dauer von 14 Tagen. Analyse maoglicher protektiver
Effekte des Repin1-Knockdowns auf den Verlauf der NAFLD-Progression in NASH-
Fibrose-HCC Versuchstieren.

Im ersten Teil der Versuchsreihe ,intrahepatische Verteilung der Lipoplexe” untersuchten
wir die Akkumulation der genutzten Lipoplex-Formulierung im Lebergewebe. Um die
Anreicherung der Lipoplexe in der Leber zu visualisieren, kam eine Cy3 markierte siRNA-
Formulierung (ApoB-Cy3-CMD78; Silence Therapeutics) zur Anwendung. Diese wurde, wie
in Abschnitt 5.3.3. beschrieben, in einer Konzentration von 2,3 mg/kg KG; 0,1 ml/10 g KG
intravends injiziert.

Die zeitabhangige Anreicherung der Cy3-siRNA-Lipoplexe wurde  mittels
Intravitalmikroskopie (siehe Abschnitt 5.4.1) jeweils 1 h, 4 h und 24 h post injectionem
untersucht. Bei einer Gruppe von Tieren handelte es sich um gesunde Tiere im Alter von 6
Wochen (Wildtyp (n=3)). Um die Anreicherung der siRNA-Lipidformulierung auch in der
steatotischen Leber zu untersuchen, erfolgte dieselbe Analyse mit STZ/HFD-behandelten
Tieren ((Steatose (n=3-4)). Zur Kontrolle bzw. Detektion der Autofluoreszenz der Leber
wurden pro Zeitpunkt und Gruppe zusatzlich Tiere untersucht, welche eine aquivalente
Menge an Pufferlésung (Hepes/Sucrose, 2,3 mg/kg KG; 0,1ml/10 g KG) erhielten.

Im zweiten Teil ,Repin1 - Expressionskinetik nach siRNA-Behandlung*® Gberpriften wir die

Auswirkung der siRNA-Applikationen auf die Repin1-Expressionslevel in Abhangigkeit zur
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Zeit nach Injektion. Um die Veranderung der hepatischen mRNA-Level von Repin1 nach
Injektion zu untersuchen, wurde die von Silence Therapeutics bereitgestellte Lipoplex-
Formulierung CMD-siRepin1 wie in Abschnitt 5.3.3. beschrieben intravenods (2,3 mg/kg KG;
0,1ml/10 g KG) in die Vena jugularis von adulten, STZ/HFD-behandelten Tieren injiziert. Im
Anschluss erfolgte nach 48 h, 72 h, 96 h und 120 h post injectionem die Enthahme und
Asservierung der Leber wie in Abschnitt 5.3.4 beschrieben (n=2 pro Zeitpunkt). Zusatzlich
wurde Lebergewebe von STZ/HFD-Versuchstieren (n=2) analysiert, welche nicht mit siRNA
behandelt wurden. AbschlieRend wurden die gewonnenen Gewebeproben von Silence
Therapeutics aufbereitet und mittels Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion
(RT-PCR) die Repin1 mRNA Expression bestimmt.

Im dritten Abschnitt ,Therapieansatz* untersuchten wir das therapeutische Potential eines
Repin1-Silencing auf die Ausbildung einer Steatose in STZ/HFD-behandelten Tieren.
Hierflr erfolgte eine randomisierte Verteilung der Versuchstiere in drei Gruppen. Die
repetitive Behandlung der Tiere begann fir die siRepin1 Therapiegruppe (n=7) sowie flr
die Kontrollgruppen ab der 4. Lebenswoche. Die Kontrollgruppen bildeten Tiere, welche mit
einer nonsense-siRNA (siLuci) (n=7) oder reiner Pufferlésung (Puffer ((n=6)) behandelt
wurden. Wie in Abbildung 7 erlautert, erfolgten die Injektionen alle 72 h Gber einen Zeitraum
von 14 Tagen. Alle Tiere erhielten — siehe Mausmodell Abschnitt 3.2 - eine STZ-Injektion
sowie eine Hochfettdiat ab dem ersten Tag der Behandlung. Gewicht und Blutzucker
wurden wahrend des gesamten Behandlungszeitraums regelmafig dokumentiert. Nach
Abschluss der 14-tagigen Therapie erfolgte die finale Blut- und Gewebeentnahme wie im
Abschnitt 5.3.4 beschrieben.

Wahrend der dritten Versuchsphase kam es seitens Silence Therapeutics zur Entwicklung
einer neuen, potenteren Lipoplex-Formulierung. Aufgrund der erhofften Effizienzsteigerung,
entschieden wir uns bei laufendem Versuch fir eine Erganzung der Studie mit der neuen
Formulierung. Unterschieden wurde von diesem Punkt an die urspringliche CMD78-
Lipoplex-Formulierung und die neuentwickelte Hepaplex2-Formulierung unter Beibehaltung

der Versuchsgruppen und des Studiendesigns.
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Hochfettdiat finale Blut- und
{HFD, 60% Fett) Gewebeentnahme
i.p. Injektion Anti-steatotische
5TZ Therapie {(4w-6w)

M
2d
m. C57BL/6J A * A A A

I 1 I I I

4w Injektion alle 72h 6w

CMD-siRepin1 / Hepaplex-
siRepin1 / Puffer { siLuci

Abb. 7: Studienabschnitt 3 — Therapieansatz: beginnend mit der HFD am 28. Tag nach
Geburt erhielten die Mause eine repetitive Injektion der siRNA/Pufferlésung alle 72 h
Uber einen Zeitraum von 14 Tagen. Die finale Gewebeasservierung erfolgte nach
Beendigung des zweiwdchigen Therapiezeitraumes.

5.3 Praktisches Vorgehen
5.3.1 Gewicht- und Blutzuckermessung

Am ersten Tag der Therapie erfolgte bei den Versuchstieren unmittelbar vor der ersten
Injektion routinemafig die Kontrolle des Koérpergewichtes und der Blutzuckerspiegel.
Weitere Kontrollen erfolgten an den Tagen 3, 7, 10 und vor der finalen Blut- und
Gewebeentnahme am Tag 14. Die Koérpergewichtsmessung konnte mit Hilfe einer
Feinwaage (Henry Schein VET GmbH, Hamburg) und einer Schale, in die das Versuchstier
platziert wurde, durchgefiihnrt werden. Die Blutzuckermessungen erfolgten mit einem
automatischen Blutzuckermessgerat (Contour, Bayer Vital GmbH, Leverkusen). Zur
Gewinnung der Blutprobe wurde das Versuchstier in eine Rdhre aus Plexiglas tberflihrt
und dort fixiert. Die Blutprobe wurde durch vorsichtiges Einritzen des Schwanzes mit einer
Skalpellklinge und leichtem Druck gewonnen. Der sich bildende Blutstropfen wurde
anschliefend mit dem Teststreifen des Messgerates aufgenommen und auf seinen

Blutzuckergehalt Gberpruft.

5.3.2 Anasthesie

Um den bestmoglichen Grad an Hypnose und Analgesie fur die Versuchstiere zu erzielen,

kamen zwei unterschiedliche Narkoseverfahren zur Anwendung. Fur die Injektion der
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Lipoplex-Formulierungen bzw. Pufferldsung Uber die Vena jugularis erhielten die Tiere eine
volatile Anasthesie. Zur Narkoseeinleitung wurden die Tiere in eine aus Plexiglas gefertigte
Kammer Uberfihrt, in die das Gasgemisch bestehend aus Sauerstoff (0,8 I/min),
Stickstoffmonoxid (1,6 I/min) und Isofluran (5 % vol.) eingeleitet wurde. Nach ca. 45 s
Anflutungszeit trat bei den Tieren die Bewusstlosigkeit ein. Im Anschluss wurden die
Versuchstiere auf eine Warmeplatte (37 °C) tberfuhrt und die Narkose wurde in reduzierter
Konzentration (020,4 I/min; N2O 0,8 I/min und Isofluran 1,5 % vol.) aufrechterhalten. Dabei
befand sich das Tier in Riickenlage und erhielt das Narkosegas tber eine Kunststoffmaske,
durch die sowohl Zufluss als auch Absaugung gewahrleistet wurde. Vor der finalen Blut-
und Gewebeentnahme sowie flr die Durchfuhrung der intravitalen Mikroskopie, die
gleichbedeutend mit der Opferung des Versuchstieres war, wurde ein Gemisch aus
Ketamin (10 %ig) und Xylazinhydrochlorid (2 %ig) in einem Verhaltnis von 3 zu 1 zu einer
Dosierung von 10 pl/ 10 g Kérpergewicht genutzt. Die beschriebenen Narkosestoffe wurden
mit Hilfe einer 1 ml Insulinspritze i.p. appliziert. Wahrend beider Narkoseverfahren wurden
die Bindehaute der Versuchstiere durch eine fetthaltige Augensalbe (Bepanthen, Bayer

Vital GmbH, Leverkusen) geschuitzt.

5.3.3 Intravendse Applikation der Lipoplex-Formulierungen

Nach Sicherstellung einer vollstandigen Narkose wurde das Tier in Rickenlage mit
Uberstrecktem Hals auf einer Warmeplatte fixiert (siehe 4.3.2.). Zur Freilegung der
Injektionsstelle wurde das Fell mittels eines elektrischen Rasierers am Hals- und
Brustbereich entfernt. Im Anschluss erfolgte eine lokale Desinfektion und sagitale Inzision
von ca. 0,5 bis 1 cm Lange. Zur Lokalisation der Vena jugularis externa diente der
superfiziell ersichtliche Puls der Arteria carotis communis. Mittels eines Stereomikroskops
(Leica M651/M655, Leica Microsystems AG, Heerbrugg, Schweiz) mit entsprechender
SichtfeldvergroRerung erfolgte die stumpfe Praparation und Darstellung der Vena jugularis.
Unter leichtem Aufspannen des Gefaltes wurde die Vene mit Hilfe einer 1 ml Insulinkanile
im 30 Grad Winkel in kaudaler Stichrichtung punktiert. Die im Vorfeld geloste und
gewichtsadaptierte Lipoplex-Formulierung bzw. Pufferlésung wurde unter dauerhafter
mikroskopischer Aufsicht vollstandig injiziert und der Abtransport innerhalb der
Gefalistruktur beobachtet. Im Anschluss wurde die von der Punktion verursachte
Gefalverletzung mit einem Stieltupfer komprimiert bis die Blutung sistierte. Die Inzision
wurde im Folgenden mit Hilfe einer fortlaufenden Hautnaht verschlossen, wobei ein nicht
resorbierbarer Faden (Prolene 5.0, Ethicon, Johnson & Johnson Medical, Norderstedt,
Deutschland) verwendet wurde. Nach vollstandigem Verschluss der Inzision erfolgten eine

abschlielende Hautdesinfektion und die Beendigung der volatilen Narkose. Wahrend des
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Aufwachvorganges befand sich das Versuchstier stets unter Warmeapplikation durch eine
Rotlichtlampe. Nach vollstandigem Erwachen wurde das Versuchstier wieder in die
chronische Tierhaltung dberfihrt. Aufgrund der im Versuchsaufbau vorgesehenen
repetitiven Injektionen wurde abwechselnd sowohl die rechte als auch die linke Vena
jugularis punktiert. Bei wiederholter Injektion auf derselben Seite wurde die bestehende

Wunde als Stelle flr den erneuten Zugang genutzt.

5.3.4 Blut- und Gewebeentnahme

Um nach Beendigung der Versuchsreihe finale Blut- und Gewebeproben zu gewinnen,
wurden die Tiere, wie in Abschnitt 5.3.1 beschrieben, narkotisiert. Die Blutentnahme
erfolgte mit einer dinnen Glaskapillare aus dem retrobulbar gelegenen Venenplexus.
Dieser wurde mit langsam drehenden Bewegungen Uber den medialen Augenwinkel
punktiert. Das gewonnene Vollblut wurde flr die spatere Aufarbeitung und Analyse in Ca?*-
EDTA-Rbhrchen gesammelt. Fiur die Gewebeentnahme wurden die Versuchstiere in
Ruckenlage auf einer Warmepilatte fixiert und das Fell der Abdominal- und Flankenregion
durch Elektrorasur entfernt. Nach einer durchgefiihrten medianen Laparotomie erfolgte
zusatzlich ein beidseitiger Flankenschnitt zur besseren Darstellung des Bauchraumes. Die
praparierten Hautlappen wurden lateral auseinanderbewegt und unter leichter Spannung
fixiert. Um die freiliegenden Abdominalorgane zu schitzen, wurden in erwarmter
physiologischer Kochsalzldsung getrankte Kompressen verwendet. Im Anschluss wurden
die Darmschlingen mit Hilfe eines angefeuchteten Wattetupfers seitlich verschoben, um
eine bessere Sicht sowohl auf die Leber, als auch das intraperitoneal gelegene Fett zu
ermoglichen. Durch Zupfen mit einer stumpfen Pinzette erfolgte die Gewinnung von
Fettgewebe, das wir sofort in Mikro-Schraubrohrchen Uberfiihrten und mit flissigem
Stickstoff schockfrosteten. Im weiteren Verlauf erfolgte die Mobilisation der Leber durch
Absetzen der zu Magen, Duodenum, Bauchwand und Zwerchfell ziehenden
Bandstrukturen. Durch sanften Zug wurde die Leber aus dem rechten Oberbauch gelést, in
eine Petrischale Uberfihrt und gewogen. Das Organ wurde im Anschluss mit zwei
Skalpellklingen zerteilt und der linke Leberlappen fur mindestens 24 h in 4%-iger,
phosphatgepufferter Formalinlésung (Grimm med. Logistik, Torgelow) fixiert. Der abgel6ste
Lobus caudatus wurde in Gewebekleber (Tissue-Tek Cryomold, Sakura Finetek, USA)
eingebettet, schockgefroren und bei -20°C asserviert. Das verbleibende Lebergewebe
wurde fein zerkleinert und ebenfalls in Mikro-Schraubréohrchen GUberfihrt und
schockgefroren. Samtliche Schraubréhrchen wurden bis zur molekularbiologischen

Aufarbeitung in speziellen Kiihlkammern bei -80°C gelagert.
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5.4 Untersuchungstechniken
5.4.1 Intravitalmikroskopie

Um die im ersten Teil des Abschnitts 4.2.1 erlduterte Anreicherung der verwendeten
Lipoplex-Formulierung zu objektivieren, nutzten wir die Technik der intravitalen
Auflichtfluoreszenz-Mikroskopie. Hierbei wird ein nattrlich vorkommendes oder im Vorfeld
appliziertes Fluorochrom mit Licht einer bestimmten Wellenldnge angeregt, welches im
Anschluss energiedarmere und damit langwelligere Photonen emittiert. Nach Austritt aus der
Lichtquelle passiert der Lichtstrahl einen Filter, der die fur das Fluorochrom spezifische
Anregungswellenlange vorselektiert. Im Anschluss passiert der Lichtstrahl einen
dicroitischen Spiegel, dessen Grenzwellenldange zwischen Absorptions- und
Emissionswellenlange liegt. Beim Auftreffen des Lichts auf den Fluoreszenzfarbstoff wird
dieser angeregt und emittiert wahrend des Rickfalls in den Grundzustand Photonen
niedrigerer Energie. Durch die daraus erklarbare Wellenlangenverschiebung des Lichts und
einem dem Detektor vorgeschalteten Sperrfilter tritt schlieBlich nur das vom

Fluoreszenzfarbstoff emittierte Licht in den Strahlengang des Okulars (Abb.8).

. Detektor

] Emissionsfilter

Anregungsfilter

= dichroischer
I Spiegel

Lichtquelle

(Hg-Hochdruck- !
dampflampe)
Objektiv

Praparat

Abb.8: Auflichtfluoreszenz-Mikroskopie; links der schematischer Aufbau (Niedermayr
A, 2020); rechts die genutzte Versuchsapparatur.

Die Untersuchungen zur intrahepatischen Verteilung der Lipoplexe wurden an einem
Auflichtfluoreszenz-Mikroskop Typ Axiotech Vario der Firma Zeiss durchgefihrt. Als
Fluorochrom wurde Cyanin-3 verwendet, welches an eine nonsense-siRNA gekoppelt war.
Als Transportmolekul diente die in Abschnitt 3.5 beschriebene Lipoplex-Formulierung
CMD78. Nach erfolgter i.p. Anasthesie und i.v. Injektion (5.3.2 sowie 5.3.3) der Cy3-
Lipoplexe, erfolgte die Lagerung auf einer beheizten Praparationsplatte. In Vorbereitung
des anschlieBenden Eingriffs wurde das Bauchfell mit einem Schergerat der Firma
Aesculap (GT410) entfernt. AnschlieBend erfolgten eine mediane Laparotomie sowie ein

beidseitiger Flankenschnitt zur besseren Darstellung des Bauchraumes. Die praparierten

32



Material und Methoden

Hautlappen wurden lateral auseinanderbewegt und unter leichter Spannung fixiert. Um die
freiliegenden Abdominalorgane zu schitzen, wurden in erwarmter Kochsalzlésung
getrankte Kompressen verwendet. Zur Mobilisation der Leber wurden zunachst die
anhaftenden Ligamente sowie die Peritonealduplikatur durchtrennt. Nach einer Rotation in
Langsrichtung unter Zuhilfenahme angefeuchteter Wattestdbchen wurde die Leber
vorsichtig mit ihrer geschwungenen Oberseite auf einen mit Plastilin ausgekleideten Loffel
gelegt. Die nun plan freiliegende Unterseite des linken Leberlappens wurde mit
Kochsalzldsung benetzt und mit einem Deckglas belegt. Im Anschluss erfolgte die
Uberflihrung in den Strahlengang des Mikroskops (Axiotech Vario, Carl Zeiss Werk,
Gottingen, Deutschland). Eine genaue Positionierung der Warmeplatte, parallel zur
Fokusebene, wurde unter Zuhilfenahme von Magneten und unter mikroskopischer Kontrolle
erreicht (Abb. 9). Nach exakter Positionierung des linken Leberlappens zur Fokusebene
konnten mit Hilfe eines spezifischen Filtersatzes (Filtersatz 09, Zeiss, Jena) mit den
optischen Komponenten BP (450-490 nm), FT (510 nm) und LP (515 nm) sowie einem
.Plan-Neofluar® Obijektiv (10x/0,3. & 20x/0,3, Zeiss, Jena) intravitalmikroskopische Bilder
Uber Grinlicht-Epiillumation erstellt werden. Uber eine Kamera-Apparatur (Super Dynamik
Il) der Firma Pieper, einen zwischengeschalteten Monitor (JVC, TM-15L1D) und einen
DVD-Rekorder (Panasonic DMR-EX99V) wurden die Aufnahmen gesichtet und
gespeichert. Die zeitliche Kategorisierung erfolgte durch einen Videozeitgenerator
(Alpermann+ Velte, TCI 70R TV). Zur Auswertung und graphischen Aufarbeitung nutzten
wir Adobe Photoshop CS6 (Adobe Systems, Delaware, USA).

Im Anschluss an die intravitalmikroskopische Untersuchung wurde das Lebergewebe fir

zusatzliche histologische Untersuchungen in 4 % igem Formalin asserviert.

v

Abb. 9: Auslagerung des linken
Leberlappens zur intravital-
miksokopischen Betrachtung. Als
Hilfsmittel zur korrekten Ausrichtung
der Leber diente ein Plastilin-Loffel.
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5.4.2 Vollblutanalyse

Die im Zuge der finalen Blut- und Gewebeentnahme gewonnenen Vollblutproben wurden
vorerst in Ca?*-EDTA-Rohrchen gelagert. Im Anschluss wurden diese zur Generierung
eines Differentialblutbildes in den Bluttzellzahler (Sysmex KX-21 N, Sysmex, Norderstedt)
Uberfuhrt. Zur ndheren Betrachtung der myeloischen Zellreihe wurden Erythrozytenzahl,
Hamoglobingehalt, Hamatokrit, Thrombozyten und Leukozytenzahl bestimmt. Aus der
lymphatischen Zellreihe wurde die Gesamtzahl der Lymphozyten betrachtet. Das
verbliebene Vollblut wurde zur weiteren Analyse in eine Zentrifuge (GS15 Zentrifuge,
Beckmann Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland) Uberfihrt und bei 4000 rpm und
Zimmertemperatur fur 10 min zentrifugiert. Das daraus gewonnene Plasma wurde im

Anschluss als Uberstand abpipettiert und bei -20°C fiir weitere Analysen asserviert.

5.4.3 Plasmaanalyse

Die auf eine Schadigung der hepatozellularen Integritat hinweisende enzymatische Aktivitat
der leberspezifischen Enzyme GLDH und ALT wurde durch automatisierte
photospektrometrische Analyse (Hitachi 7004 Automatic Analyser, Boehringer, Mannheim,
Deutschland) detektiert. Die Plasma-Konzentration der Triglyzeride wurde mit Hilfe eines
Triglyzerid-Assays der Firma Cayman Chemical Company (Michigan, USA) nach

Herstellerangaben bestimmt.

5.4.4 Histologie

Im Anschluss an die im Abschnitt 5.3.4 beschriebene Entnahme des Lebergewebes wurde
der praparierte linke Leberlappen fur mindestens 24 h in Formalin (4 %-ig,
phosphatgepuffert) fixiert. Nach Entwasserung in einer aufsteigenden Alkoholreihe wurden
die Proben in Paraffinwachs eingebettet (Merck, Darmstadt, Deutschland).

Bei jeder finalen Gewebeentnahme wurde zusatzlich der Lobus caudatus flir eine spatere
Aufarbeitung durch eine Lipid-Farbetechnik, wie in Abschnitt 5.3.4 beschrieben,

kryokonserviert.

5.4.4.1 Hamatoxylin-Eosin

Mit Hilfe eines Mikrotoms (Leica RM2145, Wetzlar, Deutschland) wurden 4 ym dinne
Schnitte gefertigt und auf einem Objekttrager fixiert. Die entparaffinierten und
rehydratisierten Praparate wurden in Hamalaun-Lésung (Merck, Darmstadt, Deutschland)

getaucht und nach 5-minutiger Inkubation unter flieRendem Wasser und Phosphat-
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gepufferter Salzlésung (PBS) gewaschen. Im nachsten Schritt folgte die Inkubation in einer
Eosin-Lésung fur eine Minute. Nach einem abschlie®enden Waschgang wurden die
Praparate mit reinem Alkohol dehydriert, in ein Deckmedium (X-TRA-Kitt, Medite GmbH,
Burgdorf, Deutschland) eingebettet und mit einer Deckplatte versiegelt. Die Hamatoxylin-

Eosin Praparate dienten zur Bestimmung des NAS.

5.4.4.2 Cy3-DAPI

Um die hepatische Anreicherung der Cy3-Lipoplex-Formulierung zusatzlich zur
intravitalmikroskopischen Analyse (vgl. 5.4.1) auch histologisch zu quantifizieren, wurden
dieselben Proben histologisch aufgearbeitet. Der an die siRNA gekoppelte Cyanin-3
Farbstoff gehort zur Gruppe der Polymethin-Farbstoffe. Er besitzt eine spezifische
Anregungswellenlange von 550 nm und emittiert Licht der Wellenlange 570 nm. Zur
verbesserten Abgrenzbarkeit der Zellkerne wurden die Gewebsschnitte zusatzlich mit dem
DNA-Farbstoff DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol) behandelt. Dieser bindet an Adenin- und
Thymidin-reichen Abschnitten doppelstrangiger DNA und besitzt in dieser Verbindung eine
spezifische Absorptions (350 nm) - bzw. Emissionswellenlange (460 nm) (Tanious et.
al.1992). Uber dieses spezifische Emissionsspektrum gelingt die klare Abgrenzung
zwischen DNA und der in vitalen Zellen ubiquitdr vorkommenden RNA. Des Weiteren
ermdglicht DAPI aufgrund seines spezifischen Emissionsspektrums die Uberlagerungsfreie
Kombination mit anderen fluoreszierenden Stoffen. Zur Vorbereitung auf die Farbung
wurden die Gewebsschnitte zunachst entparaffiniert und hydratisiert. Eine aus dem
verwendeten DAPI-Farbstoff (DAPI BioChemica A1001, AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland) und destilliertem Wasser bestehende Stammiésung (5 mg/ml) wurde
zunachst in einem Verhaltnis von 1:1000 mit PBS verdunnt. In der daraus entstandenen
Arbeitslosung wurden die Praparate fir 10 Minuten inkubiert. Nach Inkubation erfolgten ein
Waschgang mit PBS und die Einbettung in ein spezifisches Fluoreszenz-Deckmedium
(S3023, DAKO).

Samtliche Praparate wurden lichtmikroskopisch unter 20-facher Vergrélerung und
Anregung mit ultraviolettem Licht mit dem inversen Fluoreszenzmikroskop Leica DMI4000
B, (Leica Microsystems CMS GmbH, Wetzlar, Deutschland) und dazugehdriger Software
(Leica Application Suite) gesichtet und fotodokumentiert. Die Bilder lieBen sich
anschlielend verblindet mittels der Bildbearbeitungssoftware Adobe Photoshop CS6
analysieren. Uber individuell anpassbare Farbfiltereinstellungen wurden die durch Cy3
rétlich fluoreszierenden Anteile im Bild gesondert markiert und mit der Gesamtpixelanzahl

in ein Verhaltnis gesetzt. So konnte die Anreicherung in ein prozentuales Verhaltnis zum
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Gesamtlebergewebe gesetzt werden. Die automatisierte Analyse erfolgte in 20
Gesichtsfeldern pro Praparat. Nach Aufhebung der Verblindung erfolgten die Zuordnung zu

den Versuchsgruppen und die Berechnung des arithmetischen Mittels.

5.4.4.3 Oil-Red-O-Farbung

Zur Darstellung der intrazellularen Lipide wurde der fettlosliche Azofarbstoff Oil-Red-O
(Sigma Aldrich, Schnelldorf, Deutschland) verwendet. Das kryokonservierte Lebergewebe
wurde mit Hilfe eines Mikrotoms (Leica) in 8 ym diinne Praparate geschnitten und an der
Luft getrocknet. Eine anschlieRende Fixierung erfolgte in 4 %-igem Paraformaldehyd
(ChemCruz, Dallas, TX) fur 10 Minuten. Im nachsten Arbeitsschritt wurde das Praparat in
60 %-iger Isopropanol-Lésung geschwenkt und in der Arbeitsmischung, bestehend aus 0,5
g Oil-Red-O und 100 ml Isopropanol, inkubiert. Nach 15-minutiger Farbung wurde das
Praparat in destilliertes Wasser getaucht und fir eine Minute mit Hamalaun-Ldsung
gegengefarbt. Die Einbettung erfolgte mit X-TRA Kitt.

Fir die quantitative Bestimmung der enthaltenden Lipide wurden samtliche Praparate
lichtmikroskopisch unter Nutzung einer 20-fachen VergréRerung gesichtet (Olympus BX 51,
Hamburg, Deutschland) und Uber eine zwischengeschaltete Kamera (Color View Il FW
Kamera, Color View, Minchen, Deutschland) fotodokumentiert. Wie im vorausgehenden
Abschnitt erlautert, wurden samtliche Praparate mit Adobe Photoshop ausgemessen. Die
durch den verwendeten Azofarbstoff deutlich rot angefarbten Lipide wurden durch einen
automatischen Farbfilter markiert und die Pixelanzahl im Verhaltnis zum Gesamtbild

bestimmt. Pro Praparat wurden 20 Bildabschnitte ausgewertet.

5.4.4.4 Sirius Red

Um den Grad der Fibrosierung beurteilen zu kénnen, wurde die etablierte Sirius-Red-
Methode (James et al., 1986) zur Anfarbung kollagener Fasern genutzt. Nach
Entparaffinierung der zuvor angefertigten Leberschnitte wurden diese fur 1 h in einer 0,1%-
igen Pikrinsdure-Sirius-Red-L6ésung (Sigma Aldrich, Schnelldorf, Deutschland) inkubiert.
Nach anschlielender Waschung wurde zur besseren Abgrenzbarkeit der Zellkerne eine
Kernfarbung mit Hamalaunlésung nach Mayer vorgenommen. Der abschlieRenden
Entwasserung in einer aufsteigenden Alkoholreihe folgte die Einbettung in X-TRA-Kitt. Die
Schnitte wurden zur histomorphometrischen Aufarbeitung unter dem Mikroskop (20-fache
VergrofRerung, Olympus BX51) betrachtet und, wie in den vorangegangenen Abschnitten

erlautert, Uber die Bildbearbeitungssoftware Adobe Photoshop vermessen. Das Ausmal}
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der Fibrose lieR sich in diesem Fall Uber die Menge der rot angefarbten Kollagenfasern

bestimmen. Pro Praparat wurden 15 Gesichtsfelder analysiert.

54.45 CAE

Die hepatische Inflammation wurde histologisch (ber eine Chlorazetatesterase (CAE) -
Farbung objektiviert. Das in Granulozyten ab dem Promyelozyten-Stadium exprimierte
Enzym Naphthol-AS-D-Chloracetatesterase wird hierbei mit einem Substrat-Farbstoff-
Komplex der Firma Sigma Aldrich angefarbt. Zu Beginn des Farbeprozesses wurden die 4
Mm dinnen Gewebsschnitte auf Objekttrager aufgebracht, entparaffiniert und rehydratisiert.
AnschlieRend wurde eine Arbeitslésung bestehend aus 10 mg Granatsalz (Fast Granat
F876), gelost in 100 ml PBS und 16 mg Naphthol AS-D Chlorazetat, mit 2 ml
Diemethylsulfoxid (Merck) angemischt. Nachdem die Gewebsschnitte fir 1 h inkubierten,
folgten ein Waschgang in PBS und eine Gegenfarbung in Hamalaun-Lésung nach Mayer.
AbschlieRend wurden die Praparate in einem Deckmedium (Ultramount, DAKO)
eingebettet. Die quantitative Bestimmung der Granulozyten erfolgte lichtmikroskopisch
durch Auszahlung (40-fache Vergrélerung, Olympus BX51, Hamburg, Deutschland). Pro

Praparat wurden CAE-positive Zellen in 30 Hauptgesichtsfelder ausgezahlt.

5.4.4.6 NAFLD-Activity-Score

In unserer Studie nutzten wir den NAS als zusatzliches Bewertungssystem, um die
Entwicklung einer NAFLD zu dokumentieren. Dabei setzt sich der Gesamtscore aus drei
histopathologisch bedeutenden Komponenten zusammen: Steatose (0-3 Pkt.), lobulare
Inflammation (0-3 Pkt.) und hepatozellulares Ballooning (0-2 Pkt.). Der vollstandige NAS
(0-8 Pkt.) wird aus der Summe der Einzelwerte gebildet (Kleiner et al., 2005) und ermoéglicht
die histopathologischen Bewertung des Krankheitsstadiums. Das Scoring erfolgte im
verblindeten Modus jeweils von drei unabhangigen Betrachtern, wobei die Ergebnisse

abschlielend im arithmetischen Mittel zusammengefasst wurden.

5.4.5 Immunhistochemie

Eine immunhistochemische Analyse basiert auf einer Reaktion zwischen einem Antigen
und einem spezifischen Antikorper. Dieser kann sowohl mono- als auch polyklonal sein.
Die Detektion des dabei entstandenen Antigen-Antikdrper-Komplexes kann auf direktem

Wege durch einen gekoppelten Marker oder auch indirekt durch eine zwischengeschaltete
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Reaktion sichtbar gemacht werden. Heutzutage wird am haufigsten ein enzymgekoppelter
Sekundarantikorper verwendet, welcher an den zuvor gebildeten Komplex bindet und ein
zugegebenes chromogenes Substrat umsetzt. So wird das durch den spezifischen

Antikérper adressierte Antigen visualisiert und kann quantitativ analysiert werden.

54.5.1 PCNA

Als Indikator flir den erhéhten Zellumsatz und die stattfindende Regeneration wurde PCNA
genutzt. Nachdem die erste Aufbereitung wie im allgemein histologischen Teil 5.4.4
erfolgte, wurden 4 um dinne Gewebsschnitte angefertigt. Diese wurden auf poly-L-Lysin
beschichtete Objekttrager aufgebracht und anschliefend getrocknet. Es folgte die
Entparaffinierung in einer absteigenden Alkoholreihe und die Antigen-Demaskierung tber
Mikrowellen (DAKO Target Retrieval Solution, DAKO Cytomation, Hamburg, Deutschland).
Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen und Peroxidase-Reaktionen wurde eine
entsprechende Blockerlésung (DAKO Protein Block X0909, 3% mit abcam Maus Block
ab6668, 1:10) genutzt. Im Anschluss fand die Inkubation mit dem Primarantikdrper (Anti-
PCNA antibody ab29, Abcam plc, Cambridge, UK; 1:1000) fiir 16 h unter Kiihlung bei 4°C
statt. Nach einem Waschvorgang wurde das Praparat unter Zugabe des
Sekundarantikdrpers (goat anti-mouse D0486, DAKO; 1:1000) fir weitere 30 min inkubiert
(Kopplung Utber modifizierte Glutaraldehyd-Methode nach Avrameas & Ternynck, 1971).
Zum Abschluss erfolgte die Farbentwicklung durch Hinzufligen des Substrat-Chromogen-
Systems (Permanent Red K0640, DAKO). Nach einer weiteren Spllung wurde eine
Gegenfarbung mit Hamalaun-Lésung (Merck, Darmstadt, Deutschland) durchgefiihrt und
die Praparate in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert. Abschliefiend wurden die
Objekttrager mit X-TRA KITT eingedeckt.

Die immunhistochemisch aufgearbeiteten Praparate wurden verblindet mit einem
Auflichtmikroskop (Axioskop 40, Zeiss) untersucht. In jedem histologischen Praparat
wurden die PCNA-positiven Zellen in 40-facher VergroRerung (Achroplan, numerische
Apertur 0,65) in insgesamt 30 Gesichtsfelder ausgezahlt. Abschliefend wurde das

arithmetische Mittel aus den fir ein Praparat genommenen Gesichtsfeldern gebildet.

5.45.2 F4/80

F4/80 als Vertreter der EGF-TM7 Rezeptorfamilie wurde bereits im Jahre 1981 durch
Austyn und Gordon als zunachst spezifischer Oberflachenmarker von gewebsstandigen

Makrophagen innerhalb der Maus beschrieben. Nachfolgende Studien zeigten, dass F4/80
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auch andere, nicht phagozytierende dendritische Zellen binden kann (Kurimoto et al. 1995).
Dabei dient der murine F4/80 Antikérper heute als etablierter Marker fir Monozyten und
sessile Makrophagen in Mausen. EGF-like module-containing mucin-like hormone
receptor-like 1 (EMR1) stellt dabei das humane Homolog dar (Hamann et al., 2007) und
wird in der Literatur haufig in synonymisierter Form verwand.

Wie bereits beschrieben, erfolgte zunachst die histologische Aufbereitung und Gewinnung
von 4 um dinnen Gewebsschnitten mit Auftragen auf einen mit Poly-L-Lysin beschichteten
Objekttrager. Nach Entparaffinierung in absteigender Alkoholreihe folgte eine 16 stindige
Inkubation mit dem polyklonalen Primarantikérper MCA-497 (Serotec, Oxford, UK, 1:10) bei
4°C. Im nachsten Schritt wurde die Konjugation mit einem Maus-Anti-Ratten-Immunglobulin
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA, 1:2000) vorgenommen sowie das
Chromogen Fuchsin (Dako Cytomation, Hamburg, Germany) hinzugegeben. Eine
Gegenfarbung erfolgte abschlieliend mittels Hamalaun, gefolgt von einer Dehydratation
und Einbettung in X-TRA KITT. Die quantitative Analyse erfolgte im Anschluss analog zur
PCNA Auswertung (siehe 5.4.5.1).

5.4.6 Multiplex-Zytokinanalyse

Um einen umfassenden Eindruck Uber das systemische inflammatorische Geschehen zu
erhalten, wurde eine Multiplex-Zytokin-Analyse vom Blutplasma der Versuchstiere
angefertigt. Die Analyse wurde von der Firma Bio-Rad Laboratories GmbH in Hamburg
unter Leitung von Herrn Dr. M. Moller durchgefihrt. Hierbei wurden die
proinflammatorischen Zytokine IL-1B, IL-18, IL-6, TNF-a, die Wachstumsfaktoren
transforming growth factor -8 (TGF-B1) und plateled derived growth factor-8 (PDGF-B)
sowie MCP quantifiziert. Diese Faktoren stimulieren die Inflammation bzw. den

hepatozellularen Fibrosierungsprozess.

5.4.7 Fettsaure-Profiling

Die detaillierte qualitative und quantitative Analyse der hepatischen Fettsauren, Triglyzeride
und Cholesterin wurde von unserem Kooperationspartner Dr. rer. nat. Dirk Dannenberger
und seiner AG Lipidmetabolismus (Leibniz-Institut fir Nutztierbiologie, Institut fir
Muskelbiologie und Wachstum, Dummerstorf) vorgenommen. Dabei kann eine detaillierte
Analyse die hepatische Steatose sowohl objektiv quantifizieren und damit eine Uberladung
der Hepatozyten mit daraus resultierenden lipidtoxischen Effekten nachweisen (Schaffer,
2003) als auch ein Missverhaltnis zwischen pro- und antiinflammatorischen Fettsauren

darstellen.
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5.4.8 mRNA-Analytik

Um eine Aussage Uber die hepatischen Expressionslevel von Repin1 und CD36 treffen zu
kénnen, erfolgte zunéchst eine Quantifizierung der mRNA. Uber eine Kombination aus
Reverser Transkription und Polymerase-Kettenreaktion ergibt sich die Maéglichkeit, die
Menge an mRNA zum Entnahmezeitpunkt zu bestimmen, bevor Uber den
Translationsmechanismus ein entsprechendes Protein synthetisiert wird.

Im ersten Schritt der Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) wurden
zunachst 30 mg des zuvor bei -80°C konservierten Lebergewebes unter Zuhilfenahme
eines Dismembrators (Mikro-Dismembrator U, B. Braun Biotech International, Deutschland)
homogenisiert und das dabei entstandene Lysat zentrifugiert. Der gewonnene Uberstand
wurde in eine Saule des Analysekits der Firma Qiagen (RNeasy Mini Kit, Qiagen, Hilden,
Deutschland) tberfihrt und die Isolation den Angaben des Herstellers folgend fortgesetzt.
Das in diesem Prozess gewonnene Eluat wurde anschlieRend UV-spektrophotometrisch
mit dem Nanodrop 2000 Spektrophotometer (PeglLab Biotechnologie GmbH, Deutschland)
vermessen und die RNA-Konzentration bestimmt. Eine angeschlossene Qualitatskontrolle

der gewonnenen RNA wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese vorgenommen.

Denaturierungsansatz Ansatz zur cDNA-Gewinnung / Mastermix
[10 min bei 72°C] [60 min bei 42°C]
RNA 2 ug 5x First Strand Buffer 4 ul
DEPC-Wasser 11 pl 0,1 MDTT 2l
Oligo dT’s 1l 10mM dNTP’s 1l

Superscript 1ul

Tab. 1: Auflistung der Pipettieransatze fir die cDONA-Gewinnung

Um die nun erforderliche Umschreibung der isolierten RNA in komplementare cDNA
vorzunehmen, wurde zunachst ein Denaturierungsansatz mit 2 ug der isolierten RNA und
Oligo(dT)18-Primern (Biolabs, Frankfurt am Main, Deutschland) gewahlt (Tab. 1). Dieser
wurde fur insgesamt 10 min bei einer Temperatur von 72°C in einem Thermocycler erhitzt.
Der daraus hervorgegangene RNA-Oligomix wurde anschlie®end erganzend zum
Mastermix, bestehend aus Reverser Transkriptase (Superscirpt || RNaseH, Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland), Pufferlésung, Dithiolthreitol und einer Mischung aus
Desoxyribonuklesidtriphosphaten (ANTP Mix, Thermo Fischer Scientific Inc., Waltham MA,
USA) hinzugeflgt. Es erfolgte eine erneute Inkubation im Thermocycler fir 60 min bei 42°C
(Tab. 1). Die gewonnene cDNA wurde nach 1:2 Verdinnung mit Diethyldicarbonat (DEPC)-
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Wasser bei -20°C konserviert. Als notwendige Bedingung fur die abschlieRende
Quantitatsanalyse, in AACT-Methode, wurden die fur die RT-PCR genutzten Primer (Tab.
2) vor ihrer Verwendung auf deren Effizienz getestet und sichergestellt, dass sich diese bei
nahezu 100% (d.h. 1,9-2,2) befand. Die abschlieRende PCR wurde mit dem Light Cycler
1.5 (Roche, Mannheim, Deutschland) und einem bei derselbigen Firma erhaltlichen
Mastermix-Kit (FastStart DNA MasterPlus SYBER Green1) durchgefuhrt. Das
dazugehdorige Ablaufprotokoll ist in der Tab. 3 dargestellt.

Gen Primer Sequenz (5° zu 3Y)
Rebind forward GCCTTCTGTTGTGCCATCTGT
epin
P reverse TCTCAGGCATCGTGCTTCTTCC
CD36 forward GGTGATGTTTGTTGCTTTTATGATTTC
reverse TGTAGATCGGCTTTACCAAAGATG
forward GAATTTGCCGTGAGTGGAGT
GAPDH
reverse CGTCCCGTAGACAAAATGGT
F4/80 forward CTTTGGCTATGGGCTTCCAGTC
reverse GCAAGGAGGACAGAGTTTATCGTG

Tab. 2: Primer fir die RT-PCR

Zyklus Modus Zeit [min] Temperatur [°C]
Denaturierung 10 95
Ampilifikation 40 Wiederholungen 5 55

10 72
Schmelzkurve 0 95

0,25 65
kontinuierlich 0 95
Kiihlung 30 4

Tab. 3: Protokoll der RT-PCR Reaktion
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Die in jedem PCR-Zyklus mitgefuhrten Positivkontrollen bestanden jeweils aus einem
cDNA-Pool unbehandelter/gesunder Mause des Stammes C57BL/6J. Die Negativkontrolle
bestand aus nukleasefreiem Wasser. Dem internen Standard folgend, wurde das
Housekeeping Gen GAPDH als Referenzgen verwendet und samtliche cDNA-Mengen an
dieses angeglichen.

Die abschlieRende Datenanalyse erfolgte mit der Analysesoftware RelQuant von Roche.
Dabei wurden die Uber die Software ausgegebenen Ci-Werte mit Hilfe der AACT-Methode
ausgewertet. Die Expression des Zielgens wurde in Relation zur mitgefihrten
Positivkontrolle gesetzt. Die erhaltenen Werte wurden anschlieRend ins Verhaltnis zu den

ermittelten Werten des Housekeeping-Gens GAPDH gesetzt.

5.5 Statistik

Die erhobenen Rohdaten wurden zundchst zur besseren Ubersicht und weiteren
Aufarbeitung in ein Tabellenkalkulationsprogramm (Microsoft-Excel) Gbertragen. Aus den
gesammelten Einzeldaten wurden fir jede Gruppe der Mittelwert, die Standardabweichung
(SD) und der Standardfehler des Mittelwertes (SEM) bestimmt. Die weitere statistische
Aufarbeitung erfolgte mit Hilfe der Software SigmaStat (Jandel Corp., Scientific, San Rafael,
CA, USA). Mit dessen Hilfe wurden die Daten mit einer einfaktoriellen ANOVA-Analyse
(Methode nach Holm Sidak) aufgearbeitet und in Gruppen untereinander verglichen. Im
Falle einer nicht vorliegenden Normalverteilung erfolgte ein ANOVA-on Ranks-Test
(Methode nach Dunn). Ein signifikanter Unterschied galt als bewiesen, sobald die
Irtumswahrscheinlichkeit  weniger als 5 % (p<0,05) betrug. Ab einer
Irtumswahrscheinlichkeit von weniger als 1 % (p<0,01) bzw. weniger als 0,1 % p<0,001)
galt das Ergebnis als hoch- bzw. hdchstsignifikant. Bei Vergleichen zwischen lediglich zwei
Gruppen erfolgte die Berechnung mit Hilfe eines t-Tests flr unverbundene Stichproben
(Student’s t-Test). Entsprechend der Korrektur des alpha-Fehlers nach Bonferroni wurde
eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,0167 als statistisch signifikant angesehen.

Die graphische Aufarbeitung der numerischen Daten erfolgte mittels SigmaPlot 12.0
(Jandel Corp., San Rafael,CA, USA). Dabei wurden die gewonnenen Daten sowohl durch

Balken- und Kurvendiagramm als auch in Form von Box-Plots dargestellt.
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6 Ergebnisse

6.1 Allgemeinzustand der Tiere

Der Allgemeinzustand der Versuchstiere wurde taglich durch eine Visite sowie regelmafige
Messungen des Koérpergewichtes und des Blutzuckers Uberprift. Sowohl die siRNA-
Therapie als auch der damit verbundene chirurgische Eingriff wurde von den Mausen gut
toleriert. Post injectionem zeigte sich eine kurzfristige Reduktion der korperlichen Aktivitat,
die sich jedoch bis zum Folgetag wieder vollkommen normalisierte. Im Laufe der
Versuchsreihen verstarben drei Tiere wahrend der siRNA-Applikation. Dabei kam es bei
einem Versuchstier narkosebedingt zu einem kardiopulmonalen Arrest. Bei zwei weiteren
Tieren fuhrte eine Blutung aus der V. jugularis zum intraoperativen Versterben. Vor Beginn
des dritten Studienabschnittes, am 28. Tag post partum, wurde das Korpergewicht sowie
den Blutzucker evaluiert, um interindividuelle Abweichungen im Bezug zur Morbiditat zu
minimieren. Tiere, bei denen sich nach STZ-Injektion keine Hyperglykamie einstellte,

wurden als ,STZ-Versager” aus dem weiteren Versuch ausgeschlossen.

6.2 Studienabschnitt 1 - Intrahepatische Verteilung der Lipoplexe

Um die quantitative Anreicherung der von uns genutzten Carrier-Molekile und somit auch
der siRNA im Lebergewebe zu Uberprifen, wurde zunachst die im Abschnitt 5.4.1
beschriebene Technik der intravitalen Auflichtfluoreszenz-Mikroskopie genutzt. Nach
intravendser Gabe der Cy3-markierten siRNA-Formulierung (ApoB-Cy3-CMD78; Silence
Therapeutics) war bereits nach 1 h eine homogene Anreicherung innerhalb des
gleichmaRig perfundierten Leberparenchyms zu beobachten (Abb. 10 B).

Im Vergleich zu unbehandelten Tieren zeigte sich in der Leber STZ/HFD-behandelter
Mause eine verminderte Anreicherung der fluoreszierenden siRNA-Lipoplexe (Vergleich
Abb. 11 Gruppe 1 und 2). Im zeitlichen Verlauf nach Injektion liel3 sich sowohl fir die
unbehandelten ,Wildtypen“ als auch fir die STZ/HFD-Mause eine Veranderung im
Verteilungsmuster der Lipoplexe darstellen. So zeigten die intravitalmikroskopischen
Aufnahmen 1 h post injectionem zunachst eine Anreicherung innerhalb des sinusoidalen
Systems, in dem der Blutfluss in Richtung Zentralvene drainiert. (Abb. 11 A1, A2). Nach 4
h bzw. 24 h post injectionem stellte sich eine konzentriertere Anreicherung innerhalb der

Leberparenchymzellen dar, wobei die Fluoreszenz insgesamt reduziert war.
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Abb. 10: Intravitalmikroskopische Aufnahme des Lebergewebes 1 h nach Injektion der
Cy3-markierten Lipoplexe. (A) Intakte Leberperfusion bei Mikroskopie ohne
spezifische Anregung (10-fache VergrofRerung) (B) Darstellung der im Lebergewebe
akkumulierten siRNA-Lipoplex-Formulierung durch Anregung mit Licht der
Wellenlange 510 nm (10-fache VergréRerung).

Abb.11: Reprasentative intravitalmikroskopische Aufnahmen zum Zeitpunkt 1 h, 4 h
und 24 h nach Cy3-siRNA Injektion (20-fache VergréRerung). Vergleich zwischen
gesunden, unbehandelten Tieren (A1-C1) und STZ/HFD-behandelten Mausen (A2-C2,
20-fache VergroRerung).
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Diese Ergebnisse wurden zusatzlich durch eine histologische Aufarbeitung der
gewonnenen Leberpraparate und Detektion der Cy3-Fluoreszenz bestatigt (Abb. 12, 13).
Die quantitative Analyse der Cy3 markierten Flache objektivierte die verminderte
Anreicherung des Cy3-Farbstoffes im Leberparenchym von STZ/HFD-M&usen. So zeigte
sich zum Zeitpunkt 4 h post injectionem eine signifikante Reduktion (p<0,0167) der Cy3-
positiven Flache innerhalb des steatotisch veranderten Lebergewebes gegeniber den
gesunden Kontrolltieren. Des Weiteren liel3 sich eine deutliche Abnahme der Fluoreszenz
in Abhangigkeit der Zeit nach Injektion beobachten (Abb. 13, 14).

Abb. 12: Reprasentative DAPI-gefarbte Leberschnitte von (A) Kontrolltieren und (B)
Tieren des NASH-Fibrose-HCC Modells 4 h post injectionem der Cy3-markierten
Lipoplexe (40-fache Vergrolerung).
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Abb. 13: Reprasentative DAPI-gefarbte Leberschnitte zum Zeitpunkt 1 h, 4 h und 24
h post injectionem der Cy3-markierten Lipoplexe (20-fache Vergrofierung). Vergleich
zwischen gesunden/unbehandelten Tieren (A1-C1) mit Tieren aus dem NASH-Fibrose-
HCC Modell (A2-C2, 20-fache Vergréflerung).

204 Il Kontrolle
=, B STZ/HFD
2 161
[&)
S
L
o 121
=
K7}
g 9 1
© §
> 44
O i

0 L) L T

4 24

Zeit nach i.v. Injektion [h]

Abb. 14: Quantitative Analyse der Cy3-positiven Flache zu den Zeitpunkten 1 h, 4 h
und 24 h nach Injektion der Lipoplexe. Deutlich ist eine Reduktion der Fluoreszenz-
markierten Flache in Abhangigkeit der Zeit nach Injektion sowie eine verminderte
Anreicherung innerhalb des steatotischen Lebergewebes der STZ/HFD-Mause im
Vergleich zu Kontrolltieren; MW+SEM; t-Test §<0,0167 gegen Kontrolle des gleichen
Zeitpunktes; n=3 pro Zeitpunkt und Versuchsgruppe.
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6.3 Studienabschnitt 2 - Repin1-Expressionskinetik nach siRNA-
Behandlung

Um initial die Funktionalitdt der verwendeten siRNA-Behandlung zu untersuchen und
dadurch die zeitliche Abfolge der repetitiven siRNA Injektionen zu definieren, wurde im
zweiten Versuchsabschnitt eine Expressionkinetik von Repin1 erstellt. Mittels RT-PCR
wurden die hepatischen Expressionslevel von Repin1 zu verschiedenen Zeitpunkten nach
Applikation der CMD-siRepin1 Formulierung bestimmt. Um den gewinschten
genregulierenden Effekt nachzuweisen sowie einen optimalen Zeitpunkt fur die
wiederholten siRNA Gabe zu bestimmen, erfolgte die Leberentnahme 48 h, 72 h, 96 h und
120 h post injectionem. Hierbei zeigte sich ein maximaler Knockdown von Repin1 72 h nach
Applikation der Repin1 siRNA (Abb. 15). Das Expressionslevel von Repin1 konnte zu
diesem Zeitpunkt im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle um 57 % des
Kontrollwertes reduziert werden. Zu einem spateren Zeitpunkt normalisierte sich die mMRNA-
Expression des Zielgens wieder. 120 h nach Injektion der CMD-siRepin1 war der
Knockdown mit einer nur 13 %igen Reduktion vom Kontrollwert anndhernd aufgehoben
(Abb. 15). Somit konnte ein siRNA-vermittelter Knockdown von Repin 1 erzielt und bestatigt
werden. Ebenfalls wurde der optimale Zeitpunkt flr eine wiederholte Injektion festgelegt,

namlich eine Gabe der siRNA alle 72 h bis zum Versuchsende.
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Abb. 15: Hepatische Repin1 mRNA Expressionslevel nach Injektion von CMD-
siRepin1 zu verschiedenen Zeitpunkten nach Injektion im Vergleich zu unbehandelten
Kontrolltieren. Werte sind im Verhaltnis zum Houskeeping Gen PTEN berechnet.
MW+SEM; n=2 pro Zeitpunkt und Versuchsgruppe.
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6.4 Studienabschnitt 3 - Therapieansatz
6.4.1 Repin1-Knockdown

Nach Abschluss des in Absatz 5.2. beschriebenen dritten
Studienabschnittes/Therapieansatzes wurden flr jede Behandlungsgruppe und Lipoplex-
Variante die hepatischen Expressionslevel von Repin1 zum Versuchsende bestimmt. Dabei
zeigten die mit CMD-siRepin1-behandelten STZ/HFD-Versuchstiere einen signifikanten
Knockdown der Repin1 mRNA im Vergleich zu den mit Pufferlésung als auch mit siLuci-
behandelten Tieren (Abb. 16, links).

Die unter gleichem Therapieregime stehenden, mit der Hepaplex 2-siRepin1-Formulierung
behandelten, Versuchstiere zeigten eine gegenilber beiden Kontrollgruppen (Puffer und
siLuci) hochstsignifikante Abnahme der Repin1-mRNA Expression (Abb. 16 B, rechts).
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Abb. 16: Relative mRNA-Expression von Repin1 im Verhaltniss zu GAPDH. Entnahme
der Leber nach 14-tagiger siRNA- bzw. Puffer Behandlung von STZ/HFD-Mausen alle
72 h. Links: Behandlung der Tiere mit der CMD- Formulierung. One way ANOVA, Holm-
Sidak; *p<0,05 siREP vs. Puffer, siLuci vs. Puffer, ##p<0,001 vs siLuci; Rechts:
Behandlung der Tiere mit der Hepaplex 2-Formulierung; One way ANOVA; ##p<0,001
vs siLuci, ""p<0,001 vs Puffer. MW+SEM; n=6 Puffer, n=7 siLuci und n=7 siRep.

6.4.2 Korpergewicht & Leber-/Korpergewichts-Index

Um wahrend der Therapiephase bei den STZ/HFD-Tieren Aussagen Uber den
Gesundheitszustand und Metabolismus zu treffen, erfolgten, wie in Abschnitt 4.3.1
beschrieben, regelmafRlige Kontrollen des Kérpergewichtes sowie das Auswiegen der final
entnommenen Leber. Das Verhaltnis aus Korpergewicht zu Lebergewicht bildet den Leber-
/Kérpergewichts-Index und kann einen Hinweis auf eine pathologische Grofienveranderung

der Leber geben.
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Zu Beginn des dritten Studienabschnittes lag das Korpergewicht der Versuchstiere
zwischen 7,5 und 14,6 g. Im Therapiezeitraum von 14 Tagen, welcher gleichzeitig mit der
Futterung einer HFD verbunden war, kam es in allen Versuchsgruppen zu einer
kontinuierlichen Gewichtszunahme. Dabei zeigten sich keine wesentlichen Differenzen
zwischen den einzelnen Gruppen (Abb. 17). Einzig in der CMD-siRepin- behandelten
Versuchgruppe (Abb. 17, links) kam es nach einer deutlichen Gewichtszunahme zwischen
Tag 0 und 3 zu einer Stagnation der Gewichtszunahme zwischen Tag 3 und 7. Im
Folgenden kam es jedoch wieder zu einer konstant positiven Gewichtsentwicklung. Nach
Beendigung des 14-tagigen Behandlungszeitraumes lag das Korpergwicht der
Versuchstiere zwischen 11,4 g und 18,1 g.

Bei der Bestimmung des Leber-/Koérpergewichts-Index zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede innerhalb der verschiedenen Versuchsgruppen. Der mittlere Leber-

/Kdrpergewichts-Index lag dabei in allen Gruppen zwischen 7 und 8 % (Abb. 18).
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Abb. 17: Entwicklung des Korpergewichts von STZ/HFD-Mausen nach 14-tagiger
Behandlung mit siRepin1, siLuci und Pufferlésung. Links: CMD-siRNA-Formulierung.
Rechts: Hepaplex 2-siRNA-Formulierung; MW+SEM; n=6 Puffer, n=7 siLuci und n=7
siRep.
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Abb. 18: Leber-/Kérpergewichts-Index von STZ/HFD-Mausen nach 14-tagiger
Behandlung mit siRepin1, siLuci und Pufferldsung. Links: CMD-siRNA-Formulierung.
Rechts: Hepaplex 2-siRNA-Formulierung; MW+SEM; n=6 Puffer, n=7 siLuci und n=7
siRep.

6.4.3 Blutzucker

Wie im Abschnitt 5.3.1 erlautert, erfolgten wahrend des gesamten dritten
Studienabschnittes regelmaRige Kontrollen des Blutzuckers der Tiere. Die Versuchstiere
prasentierten sich dabei durchgehend in diabetischer Stoffwechsellage. Im
Therapiezeitraum von 14 Tagen kam es in beiden Versuchsreihen in allen Therapiegruppen
zu einem Anstieg des mittleren Blutzuckerwertes im Bezug zum Ausgangswert ohne

signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen (Abb. 19).
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Abb. 19: Blutzuckerverlauf von STZ/HFD-Mausen nach 14-tagiger Behandlung mit
siRepin1, siLuci und Pufferlésung. Links: CMD-siRNA-Formulierung. Rechts:
Hepaplex 2-siRNA-Formulierung; MW+SEM; n=6 Puffer, n=7 siLuci und n=7 siRep.
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6.4.4 Plasma-Triglyzeride

Nach der finalen Gewebe- und Blutenthahme wurde das Plasma der Versuchstiere auf
dessen Gehalt an Triglyzeriden untersucht. Dabei zeigte sich bei beiden Versuchsreihen
eine, bereits aus vorangegangenen Studien zum NASH-Fibrose-Tumor Mausmodell
bekannte, modellbedingte Erhdhung der Plasma-Triglyzeridlevel (Abb. 20) im Vergleich zu
unbehandelten Tieren, die Werte zwischen 20-40 mg/dl aufweisen. Bei Betrachtung der
Therapiegruppen untereinander zeigten sich keine signifikanten Unterschiede, wobei

jedoch eine grol3e Streuungsbreite innerhalb der einzelnen Gruppen bestand (Abb. 20).
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Abb. 20: Plasma-Triglyzeridlevel von STZ/HFD-Mausen nach 14-tagiger Behandlung
mit siRepin1, siLuci und Pufferlésung. Links: CMD-siRNA-Formulierung. Rechts:
Hepaplex 2-siRNA-Formulierung; MW+SEM; n=6 Puffer, n=7 siLuci und n=7 siRep.

6.4.5 Vollblutanalyse

Um einen madglichen systemischen Einfluss der repetitiven siRNA-Applikationen sowie der
mehrfachen chirurgischen Eingriffe zu untersuchen, erfolgte nach Beendigung der Therapie
eine quantitative Analyse der korpuskularen Blutanteile. Dabei zeigten die von uns
erhobenen Parameter keine signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen.
Des Weiteren befanden sich die analysierten Parameter im Vergleich zu gesunden

Kontrolltieren durchweg in einem unauffalligen Bereich (Tab. 4).
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CMD78 WBC RBC HGB HCT PLT
(x10°/L) (x10"?/L) (mmol/L) (L/L) (x109/L)
Puffer 58+1 73+1 75+0 04+0 919,3 + 30
siLuci 55+1 7,01 6,7 +1 040 880,0 + 102
siRepin 6,3+1 6,60 6,70 04+0 919,6 +43
Hepaplex2 | (i) o) (mmoiL) ) i
Puffer 58+1 73+1 75+0 04+0 919,3 + 30
siLuci 82+1 70+0 70+0 04+0 984,3 + 65
siRepin 85+1 82+1 821 05+0 810,0 + 50

Tab. 4: Analyse der systemischen Blutzellzahlen von STZ/HFD-Mausen nach 14-
tadgiger Behandlung mit siRepin1, siLuci und Pufferlésung. Oben: CMD-siRNA-
Formulierung. Unten: Hepaplex 2-siRNA-Formulierung; Leukozytenzahl (WBC),
Erythrozytenzahl (RBC), Hamoglobinwert (HGB), Hamatokrit (HCT) wund
Thrombozytenzahl (PLT). MW+SEM; n=6 Puffer, n=7 siLuci und n=7 siRep.

6.4.5.1 ALT & GLDH

Die durch Ubermafige Fetteinlagerung und oxidativen Stress bedingte Schadigung des
Leberparenchyms wurde anhand der Aktivitditen der ALT sowie GLDH im Plasma
untersucht. Dabei zeigte sich bei beiden Lipoplex-Varianten vor allem in der mit
Pufferldsung behandelten Kontrollgruppe eine grole interindividuelle Streuung der Werte
(Abb. 21 und 22). Generell waren in allen Gruppen die Werte im Vergleich zu gesunden,
unbehandelten Tieren (30-60 U/l, Abshagen et al. 2019) nur moderat erhéht. Wahrend sich
die ALT-Plasmakonzentration zwischen den Gruppen nicht wesentlich unterschied (Abb.
21), zeigte die mit Hepaplex 2-siRepin1 behandelte Versuchsgruppe die niedrigste GLDH-
Aktivitat im Plasma (Abb. 22). Hier liel3en sich signifikant verminderte Werte gegenuber der

Kontrollgruppe siLuci nachweisen (p=0,036).
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Abb. 21: Spektrophotometrische Analyse der ALT-Aktivitat im Plasma von STZ/HFD-
Mausen nach 14-tagiger Behandlung mit siRepin1, siLuci und Pufferlésung. Links:
CMD-siRNA-Formulierung. Rechts: Hepaplex 2-siRNA-Formulierung; MW+SEM; n=6
Puffer, n=7 siLuci und n=7 siRep.
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Abb. 22: Spektrophotometrische Analyse der GLDH-Aktivitat im Plasma von STZ/HFD-
Mausen nach 14-tagiger Behandlung mit siRepin1, siLuci und Pufferlésung. Links:
CMD-siRNA-Formulierung. Rechts: Hepaplex 2-siRNA-Formulierung. One way
ANOVA, Dunns; #p<0,05 siREP vs. siLuci; MW+SEM; n=6 Puffer, n=7 siLuci und n=7

siRep.
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6.4.6 NAFLD-Activity Score

Die Erhebung des NAS erfolgte verblindet sowie durch drei voneinander unabhangige
Betrachter (siehe Abschnitt 5.4.4.6). Die Auswertung zeigte bei beiden Lipoplex-Varianten
vergleichbare Ergebnisse zwischen den verschiedenen Versuchsgruppen ohne signifikante
Unterschiede (Abb. 22). Generell waren die erhobenen Werte mit denen bereits aus
Vorstudien (Abshagen et al., 2019) bekannten Scores zum Zeitpunkt 6 Wochen post partum

vergleichbar.
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Abb. 22: NAFLD-Activity Score von STZ/HFD-Mausen nach 14-tagiger Behandlung mit
siRepin1, siLuci und Pufferldsung. Links: CMD-siRNA-Formulierung. Rechts:
Hepaplex 2-siRNA-Formulierung; MW+SEM; n=6 Puffer, n=7 siLuci und n=7 siRep.

Abb. 23: Reprasentative Abbildungen HE-gefarbter Leberschnitte von Tieren, welche
14 Tage mit der Hepaplex 2-Formulierung behandelt wurden; Puffer (A), siLuci (B) und
siRepin (C). 10- fache VergroRerung.
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6.4.7 Lipidgehalt

Um den intrahepatischen Lipidgehalt und das Verteilungsmuster der Lipide genauer zu
untersuchen, folgte die Aufbereitung von kryokonserviertem Lebergewebe wie in Abschnitt
5.4.4.3 beschrieben. Die mit Adobe Photoshop durchgeflihrte quantitative Analyse Oil-Red-
O-gefarbter Leberschnitte ergab in allen STZ/HFD-Tieren einen hohen Lipidgehalt in der
Leber. Dabei konnten aber in beiden Versuchsreihen keine signifikanten Unterschiede im
Lipidgehalt zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen (Abb. 24) detektiert werden. Bei
detaillierter mikroskopischer Analyse der Leberschnitte zeigten sich jedoch
interessanterweise deutliche interindividuelle Unterschiede in der Gro3e und Anzahl der
Lipidansammlungen (Abb. 25 A und B), ohne eine eindeutige Zuordnung zu einer der

Versuchsgruppe zuzulassen.

60+ 60+

of T of T

404 404

30+

o I

10+

30+ R

of 1

Oil Red O-positive Flache [%)]
Qil Red O-positive Flache [%]

Puffer siLuci siRep Puffer siLuci siRep

Abb. 24: Oil-Red-O positive Flache im prozentualen Verhaltnis zum gesamten
Bildausschnitt des Praparates von STZ/HFD-Mausen nach 14-tagiger Behandlung mit
siRepin1, siLuci und Pufferlésung. Links: CMD-siRNA-Formulierung. Rechts:
Hepaplex 2-siRNA-Formulierung; MW+SEM; n=6 Puffer, n=7 siLuci und n=7 siRep.
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Abb. 25: Beispielhafte Abbildungen Oil-Red-O gefarbter Leberschnitte von STZ/HFD-
M&usen im Alter von 6 Wochen. Lipid-Mehranreicherung (A) im Vergleich zu (B). 10-
fache VergréRRerung.

6.4.8 Lipidklassen

Die von unserem Kooperationspartner Dr. rer. nat. Dannenberger durchgefiihrten
Lipidanalysen des Lebergewebes zeigten in den STZ/HFD-Tieren eine gesamtheitliche
Erhéhung der intrahepatischen Lipide im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe (Tab.
5). Untersucht wurden neben dem hepatischen Gesamtfettanteil die Mengen an
Phospholipiden, Cholesterin, Cholesterinestern, freien Fettsduren und Triglyzeriden. Dabei
zeigte sich der prozentuale Fettgehalt des Lebergewebes versuchsgruppenibergreifend
um den Faktor 2-3 erhéht im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren. Der Anteil der im
Lebergewebe enthaltenen Triglyzeride zeigte sich sogar um das 3-4 fache erhdht. Zwischen
den Versuchsgruppen konnten jedoch keine signifikanten Unterschiede beobachtet werden
(Tab. 5).
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CMD78 Fettgehalt PL CHO FFS TG CHO-E

(%) (mg/g Leber) (mg/g Leber) (mg/g Leber) (mg/g Leber) (mg/g Leber)
Puffer 7,38+ 1,24 12,59 + 0,52 4,70 £ 0,31 5,21+0,48 27,77 £ 3,22 5,21+ 0,51
siLuci 6,31+ 0,27 12,82 £ 0,79 7,07 £ 0,57 5,28 + 0,34 22,51+ 1,43 6,79 + 0,54
siRepin 7,82+0,70 14,72 + 1,49 5,26 + 1,01 6,18 + 1,29 30,66 + 3,20 6,46 + 1,08
Hepaplex 2 Fettgehalt PL CHO FFS TG CHO-E

(%) (mg/g Leber) (mg/g Leber) (mg/g Leber) (mg/g Leber) (mg/g Leber)
Puffer 7,38+ 1,24 12,59 + 0,52 4,70+ 0,31 5,21+0,48 27,77 + 3,22 5,21+ 0,51
siLuci 6,52 + 0,28 13,51+ 1,72 4,82+ 1,04 5,61+1,17 23,30 £ 2,18 5.56 + 1,02
siRepin 8,03+ 1,02 12,23 + 1,81 531+1,14 490+ 1,21 29,96 + 5,03 7,55+ 0,67
Kontrolle Fettgehalt PL CHO FFS TG CHO-E

(%) (mg/g Leber) (mg/g Leber) (mg/g Leber) (mg/g Leber) (mg/g Leber)
K468 2,99 9,31 3,80 4,61 7,41 4,16

Tab.5: Analyse der im Leberparenchym enthaltenen Lipidklassen von STZ/HFD-
Mausen nach 14-tagiger Behandlung mit siRepin1, siLuci und Pufferlésung. Zum
Vergleich dient ein gesundes Kontrolltier (K468). Fettgehalt, Phospholipide (PL),
Cholesterin (CHO), Freie Fettsauren(FFS), Triglyzeride (TG), Cholesterinester(CHO-
E). Oben CMD-siRepin-Formulierung. Unten Hepaplex 2; MW+SEM, n=6 Puffer, n=7
siLuci und n=7 siRep.

6.4.9 Fettsaureprofiling

durch

Kooperationspartner Dr. rer. nat. Dannenberger und der Arbeitsgruppe Lipidmetabolismus

Die spezifische Analyse der Fettsduren erfolgte ebenfalls unseren

des Leibnitz-Instituts fur Nutztierbiologie in Dummerstorf.
Es folgt zunachst eine Erduterung zur Nomenklatur der nachstehenden Grafiken und
Die Kennzahl C

beschreibt die Anzahl an Kohlenstoffatomen und definiert damit die Kettenlange der

allgemeinen Formelschreibweise der verschiedenen Fettsauren:

jeweiligen Fettsaure. Diesem zugeordnet ist die Anzahl an Doppelbindungen, wobei der
zuletzt stehende Nennwert die Position der ersten Doppelbindung innerhalb der Fettsaure
beschreibt. Neben der Anzahl und Position der Doppelbindungen ist die Stellung der an die
Doppelbindungen gebundenen Wasserstoffatome durch eine cis- oder trans-Konfiguration
definiert. In der in pflanzlichen Fetten vorherrschenden cis-Stellung befinden sich die
Wasserstoffatome auf der gleichen Seite; in trans-Stellung hingegen liegt eine diametrale
Anordnung der Wasserstoffatome vor (Abb. 26). Die oben genannte Erlduterung bezieht

sich dabei auf die durch die International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC)
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genutzte Nomenklatur, bei der von der Carboxy-Gruppe aus gezahlt wird. Im Falle der
Omega-n-Fettsauren hat sich dagegen die Zahlweise beginnend vom ,Omega-Ende®,
gegenlberliegend der Carboxygruppe, durchgesetzt. Hier ist die Stellung der ersten
Doppelbindung innerhalb der Grafiken dem Kennwert n nachstehend (Abb. 26).

Die Analyse der gesattigten Fettsduren ergab ein vermehrtes Vorkommen von
Palmitinsdure (C16:0) und Stearinsaure (C18:0), ohne sich signifikant zwischen den
einzelnen STZ/HFD-Versuchsgruppen zu unterscheiden (Abb. 27). Zu beobachten war
jedoch eine leichte Reduktion der einfach gesattigten C18-Fettsaure in der mit siRepin-
behandelten Versuchsgruppe (Hepaplex 2-Formulierung). In Betrachtung der
Gesamtsummen aller gesattigten Fettsauren zeigte sich dabei selbige Versuchsgruppe mit
einer Reduktion des relativen Gehalts an gesattigten Fettsduren (Abb. 28, rechts), was

jedoch nicht signifikant war.

SOH

Olsaure C18:1 cis-9

Abb. 26: Schematische Darstellung der einfach- ungeséttigten Olsaure
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Abb. 27: Anteil der gesattigten Fettsauren im Lebergewebe von STZ/HFD-Mausen
nach 14-tagiger Behandlung mit siRepin1, siLuci und Pufferldsung. Links: CMD-
siRNA-Formulierung. Rechts: Hepaplex 2-siRNA-Formulierung; MW+SEM; n=6 Puffer,
n=7 siLuci und n=7 siRep.
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Abb. 28: Summe der gesattigten Fettsduren im Lebergewebe von STZ/HFD-M&ausen
nach 14-tadgiger Behandlung mit siRepin1, siLuci und Pufferlésung. Links: CMD-
siRNA-Formulierung. Rechts: Hepaplex 2-siRNA-Formulierung; MW+SEM; n=6 Puffer,
n=7 siLuci und n=7 siRep.

Unter den einfach-ungesattigten Fettsduren dominierte in allen STZ/HFD-Versuchsgruppen
quantitativ die Olsdure (C18:1cis-9) (Abb. 29). Bei Betrachtung der Gesamtsummen an
einfach ungesattigten Fettsauren (Abb. 30) fiel eine leichte Erhdhung des medianen
Gesamtgehaltes an einfach ungesattigten Fettsauren in den siRepin1-behandelten Tieren
auf. Im Vergleich zu den mit Pufferldsung und siLuci behandelten Versuchstieren zeigte
sich dieser Unterschied jedoch nicht als signifikant (Abb. 30).
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Abb. 29: Einfach-ungesattigte Fettsauren im Lebergewebe von STZ/HFD-Mausen
nach 14-tagiger Behandlung mit siRepin1, siLuci und Pufferldsung. Links: CMD-

siRNA-Formulierung. Rechts: Hepaplex 2-siRNA-Formulierung; MW+SEM; n=6 Puffer,
n=7 siLuci und n=7 siRep.
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Abb. 30: Summe der einfach-ungesattigten Fettsduren im Lebergewebe von STZ/HFD-
Mausen nach 14-tagiger Behandlung mit siRepin1, siLuci und Pufferlésung. Links:
CMD-siRNA-Formulierung. Rechts: Hepaplex 2-siRNA-Formulierung; MW+SEM; n=6
Puffer, n=7 siLuci und n=7 siRep.

Im Bereich der mehrfach-ungeséttigten Fettsduren (PUFA) Uberwogen anteilig die
Linolsaure (C18:2 2n-6), die Arachidonsaure (C20:4 n-6) sowie die Docosahexaenséure
(DHA, C22:6n-3) (Abb. 31). Unter Verwendung beider Lipoplex-Formulierungen zeigte sich
jeweils fir die siRep-Versuchsgruppe reduzierte Mengen an Arachidonsaure sowie DHA im
Vergleich zur Puffer- und siLuci-Kontrollgruppe. Diese Reduktion war gegenuber beiden
Kontrollgruppen fir die Hepaplex2-behandelte Versuchsgruppe signifikant (p<0,05) (Abb.
31). Bei Betrachtung der Gesamtsumme der PUFA waren auch hier reduzierte Mengen in
den siRepin1-Versuchsgruppen zu beobachten (Abb.32). Fiir die Hepaplex2-Formulierung
war diese Reduktion der PUFA in den siRep-Tieren gegenuber den Kontrollgruppen siLuci
und Puffer ebenfalls signifikant (p<0,05) (Abb.32).
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Abb. 31: Mehrfach- ungesattigte Fettsduren im Lebergewebe von STZ/HFD-M&ausen
nach 14-tadgiger Behandlung mit siRepin1, siLuci und Pufferlésung. Links: CMD-
siRNA-Formulierung. Rechts: Hepaplex 2-siRNA-Formulierung.One way ANOVA,
Holm-Sidak; #p<0,05 siREP vs. siLuci *p<0,05 siREP vs. Puffer; MW+SEM; n=6 Puffer,
n=7 siLuci und siRep.
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Abb. 32: Summe der mehrfach-ungesattigten Fettsauren im Lebergewebe von
STZ/HFD-Mausen nach 14-tagiger Behandlung mit siRepin1, siLuci und Pufferl6ésung.
Links: CMD-siRNA-Formulierung. Rechts: Hepaplex 2-siRNA-Formulierung. One way
ANOVA, Holm-Sidak; #p<0,05 siREP vs. siLuci *p<0,05 siREP vs. Puffer; MWSEM;
n=6 Puffer, n=7 siLuci und siRep.

Das errechnete Verhaltnis von Omega-6- zu Omega-3-Fettsduren verschob sich in den
siRep-Versuchsgruppen im Vergleich zu den Kontrollgruppen Puffer und siLuci in Richtung
Omega-6 Fettsauren. Unter Verwendung der Hepaplex2-Formulierung war diese Erhéhung
des n-6/n-3-Verhaltnisses signifikant gegenuber der Puffer-Kontrolle (Abb. 33).
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Abb. 33: Verhaltnis von n-6- zu n-3-Fettsduren im Lebergewebe von STZ/HFD-M&usen
nach 14-tdgiger Behandlung mit siRepin1, siLuci und Pufferlésung. Links: CMD-
siRNA-Formulierung. Rechts: Hepaplex 2-siRNA-Formulierung. One way ANOVA,
Holm-Sidak; *p<0,05 siREP vs. Puffer; MW+SEM; n=6 Puffer, n=7 siLuci und siRep.

6.4.10 Fettsauretransporter

Die mRNA-Expressionslevel von CD36 waren in der mit CMD-Lipoplex behandelten
siRepin1-Versuchsgruppe signifikant gegentber der Puffer-Kontrollgruppe erhdht
(p<0,012) (Abb. 34). Im Gegensatz dazu zeigten sich unter Nutzung der Hepaplex2-
Formulierung keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen (Abb.
34).
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Abb. 34: Relative mRNA Expression von CD36 im Verhaltniss zu GAPDH im Lebergewebe von
STZ/HFD-Mausen nach 14-tagiger Behandlung mit siRepin1, siLuci und Pufferldsung. Links: CMD-
siRNA-Formulierung. Rechts: Hepaplex 2-siRNA-Formulierung. One way ANOVA, Holm-Sidak;
*p<0,05 siREP vs. Puffer; MW+SEM; n=6 Puffer, n=7 siLuci und siRep.
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6.4.11 CAE

Die Beurteilung der Leukozyteninfitration ins Leberparenchyms erfolgte uber die
Auszahlung CAE-positiver Zellen. Dabei zeigte sich unter Verwendung der Hepaplex2-
Formulierung eine signifikant geringere Anzahl von Granulozyten in der siRep-
Versuchsgruppe im Vergleich zu den Kontrollgruppen. Die beschriebene Reduktion
gegenuber der Kontrollgruppe siLuci fiel dabei signifikant (p=0,016) aus, die Reduktion
gegenuber der Puffer-Gruppe sogar hochsignifikant (p=0,004) (Abb.35).
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Abb. 35: CAE-positive Zellen im Lebergewebe von STZ/HFD-Mausen nach 14-tagiger
Behandlung mit siRepin1, siLuci und Pufferlésung. Links: CMD-siRNA-Formulierung.
Rechts: Hepaplex 2-siRNA-Formulierung. One way ANOVA, Holm-Sidak; *p<0,05
siREP vs. Puffer ##p<0,01 siREP vs. siLuci; MW+SEM; n=6 Puffer, n=7 siLuci und
siRep.

Abb. 36: Reprasentative Abbildung CAE-gefarbter Leberschnitte von Tieren, welche
14 Tage mit der Hepaplex 2-Formulierung behandelt wurden; Puffer (A), siLuci (B) und
siRepin (C). 20- fache VergroRerung.
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Zur weiteren Charakterisierung der hepatischen Inflammation wurden die Makrophagen

mittels des Antikérpers F4/80 quantifiziert (Abb. 36) sowie dessen hepatische mRNA-

Expressionslevel mittels PCR bestimmt. Dabei zeigte die Versuchsgruppe siRep im

Vergleich zu den Kontrollgruppen Puffer und siLuci histologisch eine deutliche Reduktion
der F4/80-positiven Flache (Abb. 37). Dies lie3 sich auch in der PCR-Analyse bestatigen,
wobei die mRNA-Expressionslevel von F4/80 in der siRep hdchstsignifikant (p<0,001)

gegeniber der siLuci- Kontrollgruppe erniedrigt waren (Abb. 38).
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Abb. 37: F4/80 positive Flache im
prozentualen Verhaltnis zum gesamten
Bildausschnitt. Lebergewebe von
STZ/HFD-Mausen nach 14-tagiger
Behandlung mit siRepin1, siLuci und
Pufferlésung. Unter Verwendung der
Hepaplex 2-siRNA-Formulierung;
MW<+SEM; n=6 Puffer, n=7 siLuci und n=7
siRep.

Abb. 38: Relative mRNA Expression von
F4/80 im Verhéaltnis zu GAPDH im
Lebergewebe von STZ/HFD-Mausen
nach 14-tagiger Behandlung mit
siRepin1, siLuci und Pufferlésung. Unter
Verwendung der Hepaplex 2-siRNA-
Formulierung; Oneway ANOVA; Holm-
Sidak, ###p<0,001 siREP vs. siluci;
MW+SEM; n=6 Puffer, n=7 siLuci und
n=7 siRep.
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6.4.12 Zytokine

Die quantitative Auswertung systemischer Zytokinspiegel ergab leider grol3e
interindividuelle Streuungen innerhalb der jeweiligen Versuchsgruppen. Generell wurden
im Vergleich zu den Kontrollgruppen fir die siRep-Gruppe flr nahezu allen analysierten
Zytokinen niedrigere Werte detektiert.

So war das proinflammatorische IL-1B in der Versuchsgruppe siRep in leicht reduzierter
Konzentration gegenuber den Kontrollgruppen Puffer und siLuci zu beobachten (Abb. 39
links). IL-18, das analog zu IL-1B zur IL-1-Superfamilie zugehdrig ist, zeigte hingegen eine
geringgradige Reduktion in der siLuci-Versuchsgruppe gegenuber den anderen beiden
Gruppen (Abb. 39 rechts). IL-6 als Zytokin, das malgeblich an der Regulation der
hepatischen Synthese und Sekretion von Akute-Phase-Proteinen beteiligt ist (Heinrich et
al.,, 1990), lag im Vergleich zu den Puffer- und siLuci-Tieren in den siRep-behandelten
Tieren in verminderter Konzentration vor (Abb.40. links). Fir IL-10, welches unter anderem
die Bildung von TNFa sowie IL-18 hemmt und damit antiinflammatorisch wirkt (Waal et al.,
1991), konnte sogar eine signifikant verminderte Plasmakonzentration in den siRep-Tieren

im Vergleich zur Puffer-Kontrollgruppe detektiert werden (p<0,05) (Abb.40 rechts).
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Abb. 39: Konzentration von IL-1B links und IL-18 rechts im Lebergewebe von
STZ/HFD-Mausen nach 14-tagiger Behandlung mit siRepin1, siLuci und Pufferlésung.
Unter Verwendung der Hepaplex 2-siRNA-Formulierung; MW+SEM; n=6 Puffer, n=7
siLuci und n=7 siRep.
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Abb. 40: Konzentration von IL-6 links und IL-10 rechts im Lebergewebe von STZ/HFD-
M&usen nach 14-tdgiger Behandlung mit siRepin1, siLuci und Pufferlésung. Unter
Verwendung der Hepaplex 2-siRNA-Formulierung.One way ANOVA, Dunns; *p<0,05
siRep vs. Puffer; MW+SEM; n=6 Puffer, n=7 siLuci und n=7 siRep.

Quantifiziert wurden ebenfalls die Zytokine TNF-a, TGF-B und PDGF-B, welche eine
zentrale Rolle innerhalb des hepatischen Fibrosierungsprozesses einnehmen (Schon &
Weiskirchen, 2014), aktivierend auf die hepatischen Sternzellen wirken und die
darauffolgende Produktion von extrazelluldrer Matrix (EZM) verstarken (Gressner &
Yagmur, 2003). Bei der Bestimmung der TNF-a Konzentration zeigte sich eine Reduktion
der Plasmaspiegel in der Versuchsgruppe siRep gegentiiber beiden Kontrollgruppen, ohne
dabei ein signifikantes Niveau zu erreichen (Abb. 41, links). Die quantitative Messung der
Plasmakonzentration von TGF- ergab vergleichbare Resultate in allen Versuchsgruppen
ohne wesentliche Differenzen (Abb. 41, rechts). In Betrachtung der Konzentration von
PDGF-B =zeigten sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Behandlungsgruppen (Abb. 42, links). Das Zytokin MCP wirkt proinflammatorisch und
férdert die Migration von Makrophagen und Monozyten ins Leberparenchym (Baeck et al.,
2011). Die gemessenen Plasmaspiegel dieses Proteins zeigten sich in der Versuchsgruppe
siRep gegentiber den Kontrollgruppen Puffer und siLuci als reduziert. Dabei gab es keinen
signifikanten Unterschied (Abb. 42, rechts).
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Abb. 41: Konzentration von TNF-a links und TGF-fB rechts im Lebergewebe von
STZ/HFD-Méausen nach 14-tagiger Behandlung mit siRepin1, siLuci und Pufferlésung.
Unter Verwendung der Hepaplex 2-siRNA-Formulierung; MW+SEM; n=6 Puffer, n=7
siLuci und n=7 siRep.
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Abb. 42: Konzentration von PDGF-B links und MCP rechts zum Zeitpunkt der finalen
Gewebeasservierung am 14. Tag des dritten Studienabschnittes. Vergleich zwischen
den entsprechenden Versuchsgruppen. Injektion mit Hepaplex 2-Formulierung;
Mediant25/75% Perzentil; Whiskers: Min/Max; n=6 Puffer, n=7 siLuci und siRep.

6.4.13 Fibrose

Charakterisiert ist die Leberfibrose als eine Zunahme des bindegewebigen Anteils am
Gesamtlebergewebe mit daraus resultierenden Architekturstorungen. Diese kdnnen zu
einem Funktionsverlust des Lebergewebes fiihren und bei chronischen Verlaufen in eine
Zirrhose Ubergehen. Der Umbau erfolgt tUber die vermehrte Bildung und Ablagerung von
EZM innerhalb der Periportalfelder und Lebersinusoide. Hauptbestandteil der EZM bildet
dabei Kollagen-1a und lasst sich daher als etablierter Fibrosemarker verwenden. Die
Analyse des Kollagenanteils im Leberparenchym erfolgte Uber die im Abschnitt 5.4.4.4
beschriebene Anfarbung und Quantifizierung des Kollagens mittels Sirius Red. Hier zeigte

sich unter Verwendung beider Lipoplex-Formulierungen eine Reduktion der Sirius Red-
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positiven Flache in der siRep-behandelten Versuchsgruppe (Abb. 43 und Abb. 44). Diese
Reduktion war unter Verwendung der Hepaplex2-Formulierung sogar signifikant gegenuber
der Kontrollgruppe siLuci. Eine zusatzliche mRNA-Expressionsanalyse von Kollagen-1a
bestatigte dabei den histologisch beobachteten Effekt. Die reduzierte mRNA-Expression
von Kollagen-1a in der siRep-behandelten Versuchsgruppe war jedoch nicht signifikant
gegeniber den Kontrollgruppen (Abb. 45).
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Abb. 43: Sirius-Red positive Flache im prozentualen Verhaltnis zum gesamten
Bildausschnitt. Lebergewebe von STZ/HFD-Mausen nach 14-tagiger Behandlung mit
siRepin1, siLuci und Pufferlésung. Links: CMD-siRNA-Formulierung. Rechts:
Hepaplex 2-siRNA-Formulierung; MW+SEM; n=6 Puffer, n=7 siLuci und n=7 siRep.

Abb. 44: Reprasentative Abbildung von Sirius Red gefarbter Leberschnitte von Tieren,
welche 14 Tage mit der Hepaplex 2-Formulierung behandelt wurden; Puffer (A), siLuci
(B) und siRepin (C). 10- fache Vergréflerung.
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6.4.14 Proliferation

Aufgrund der cofaktoriellen Interaktion von PCNA mit der DNA-Polymerase gibt die
Expression von PCNA einen verlasslichen Aufschluss Uber die zellulare Proliferationsrate.
Die lichtmikroskopische Auswertung der PCNA-positiven Leberparenchymzellen ergab
dabei eine Reduktion in den siRep-behandelten Versuchstieren im Vergleich zu Puffer- und
siLuci-Tieren, jedoch ohne Signifikanz (Abb. 46). In Betrachtung der Nichtparenchymzellen
liel® sich diese Tendenz ebenfalls bestatigen (Abb. 47). Auch hier zeigten sich die Tiere der
siRep-Gruppe mit einer geminderten Anzahl an PCNA-positiven Zellen. Die erhobenen
Ergebnisse zeigten sich sowohl fir die CMD- als auch fir die Hepaplex 2-Formulierung.
Abbildung 48 zeigt reprasentative Aufnahmen der immunhistochemischen Anfarbung von
PCNA in der Leber.
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Abb. 46: PCNA-positive Hepatozyten im Lebergewebe von STZ/HFD-M&ausen nach 14-
tagiger Behandlung mit siRepin1, siLuci und Pufferldsung. Links: CMD-siRNA-
Formulierung. Rechts: Hepaplex 2-siRNA-Formulierung; MW+SEM; n=6 Puffer, n=7
siLuci und n=7 siRep.
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Abb. 47: PCNA-positive Nichtparenchymzellen im Lebergewebe von STZ/HFD-
Mausen nach 14-tadgiger Behandlung mit siRepin1, siLuci und Pufferlésung. Links:
CMD-siRNA-Formulierung. Rechts: Hepaplex 2-siRNA-Formulierung; MW+SEM; n=6
Puffer, n=7 siLuci und n=7 siRep.

Abb. 48: Reprasentative Abbildungen PCNA-markierter Leberschnitte von Tieren,
welche 14 Tage mit der Hepaplex 2-Formulierung behandelt wurden; Puffer (A), siLuci
(B) und siRepin (C). 40- fache VergréRerung.
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7 Diskussion
7.1 Material und Methoden

Unbestreitbar ist der Formenkreis der NAFLD mit einer aktuellen Inzidenz von ca. 30 %
innerhalb der Bevdlkerung westlicher Industrienationen (Herold, 2018) eine der
weitverbreitetsten Erkrankungen der Neuzeit. In Anbetracht der engen Vergesellschaftung
mit dem Metabolischen Syndrom und stetig ansteigender Inzidenz (Welsh et al., 2013) wird
dieser Erkrankung weltweit ein unabsehbar wachsendender soziodkonomischer Schaden
zugeschrieben (Younossi et al., 2016). Schon jetzt bildet die NASH-Zirrhose bzw. das HCC,
als klinisches Endstadium der NAFLD, die zweithdufigste Indikation zur orthotopen
Lebertransplantation. Aufgrund der rapide ansteigenden Inzidenz wird sie in Zukunft sogar
als die fUhrende Indikation innerhalb der entwickelten Industrienationen gesehen; damit
Uberholt sie den Hepatitis-C-Virus (Cholankeril et al., 2017). Obwohl diatische Ma3hahmen
und eine Umstellung des Lebensstiles durch Erhdhung der physischen Aktivitat zu einem
deutlichen Riickgang des pathologischen Umbaus des Lebergewebes fihren kann (Cai et
al., 2019), gibt es aktuell noch keine medikamentdse Therapie mit nachgewiesener
Wirksamkeit und breiter klinischer Testung (Konerman et al., 2018). Die bereits
bestehenden therapeutischen Ansatze zielen auf eine Reduktion der Steatose, der
Lipidtoxizitat, des oxidativen Stresses sowie einer Hemmung des fibrotischen Umbaus und
der inflammatorischen Signalwege ab. Breit etablierte Agenzien aus dem Bereich der
antidiabetischen Therapie konnten bis dato keine hinreichende Wirkung innerhalb der
Pharmakotherapie der NAFLD zeigen (Ratziu et al., 2015). Beispielhaft kann das als
Insulinsensitizer verschriebene Antidiabetikum Pioglitazon aus der Klasse der Peroxisom-
Proliferator-aktivierte Rezeptor y (PPAR y) - Liganden gesehen werden. In Studien konnten
zwar positive Effekte im Sinne einer Reduktion von Inflammation, Steatose und Reduktion
des hepatozellularen Balloonings erzielt werden (Mahady et al., 2011), der Einsatz wird
jedoch von bekannten Nebenwirkungen wie Gewichtszunahme, Exsikose und Osteopenie
limitiert wird. Wie im Einleitungsteil dargestellt, basiert der Formenkreis der NAFLD
pathophysiologisch auf einem multifaktoriellen Zusammenspiel von
Stoffwechselpathologien sowie in- und extrinsischen Faktoren (Buzzetti et al., 2016). Eine
Anh&ufung an teils toxischen, energiereichen Substraten flihrt schlieBlich zur Uberlastung
des hepatischen Metabolismus und zur Induktion von Inflammation, Fibrosierung und
Instabilitét des Genoms (Cusi, 2012). Komplexitdt und Multifaktorialitdt der
Erkrankungsatiologie bilden dabei zentrale Hindemisse in der Erforschung wirkungsvoller
Therapeutika.

Um eine therapeutische Wirkung bzw. den Einfluss des Zielgens Repin1 auf die NASH

untersuchen zu kénnen, galt es ein fir unsere Fragestellung optimiertes Krankheitsmodell
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zu identifizieren. Dabei lassen sich zunachst in vitro von in vivo Modellen abgrenzen. Die in
ihrer Komplexitat stark variierenden in vitro Modelle werden in verstarktem Malle
eingesetzt, um potentiell therapeutische Agenzien auf Zytotoxizitat zu testen. Dabei kann
ein Spektrum bedient werden, das von einer einfachen Zellreihe bis hin zu
mikrostrukturierten dreidimensionalen Zellkultur (Feaver et al., 2016) mit Nachahmung des
sinusoidalen Blutflusses reicht (Oseini et al.,, 2018). Ansatze, bei denen Schnitte
menschlicher Leber genutzt werden, kdnnen dabei Aufschluss Uber den Einfluss der
genutzten Agenzien in die Proteinbiosynthese des Zielgewebes geben. Aufgrund bis dato
fehlender Konservierungssysteme kénnen diese Schnitte jedoch nur flir wenige Tage
genutzt werden und sind entsprechend schlecht verfugbar (Nakagawa et al., 2016).
Aufgrund der vorbeschriebenen Ergebnisse, die Uber einen Repin1-Knockout in einem
Mausmodell erzielt werden konnten (Kern et al., 2014) sowie einer breiten Verfligbarkeit
von gut etablierten Mausmodellen zur Reproduktion einer NAFLD, ist die Anwendung eines
solchen in vivo Modells naheliegend. Des Weiteren zeigt sich die Maus als auf3erordentlich
widerstandsfahig und unkompliziert in ihrer Haltung und Aufzucht.

Die aktuell existierenden Mausmodelle zu Induktion einer NAFLD lassen sich dabei Uber
die Art der Krankheitsinduktion unterscheiden und kategorisieren. Als Ansatz bieten sich
hier Wege Uber Manipulation des Genoms, eine diatische Induktion der NASH und die
Anwendung von toxischen bzw. karzinogenen Agenzien an. Dabei gibt es
erwartungsgeman ebenfalls Ansatze, die verschiedene Strategien der Krankheitsinduktion
kombinieren. Das Genom adressierende Ansatze fokussieren sich dabei vor allem auf die
Nutzung von Knockout-Tieren. Hier stellt beispielsweise der Knockout des
Tumorsupressorgens phosphatase and tensin homolog (PTEN) (Vinciguerra et al., 2008)
oder die Deletion des Melanocortin-4-Rezeptors (ltoh et al., 2011) einen Weg zur Induktion
einer NAFLD dar. Diatische Ansatze nutzen vor allem hochfettreiche Ernahrungsformen
(Hill-Baskin et al., 2009). Durch die Erganzung von Methionin- und Cholin-freien Diaten
kann die Lipidakkumulation innerhalb des Leberparenchyms noch deutlich erhdht werden.
Diese Stoffe sind essentiell fir die in der Leber stattfindende B-Oxidation von Fettsauren
sowie die Bildung von VLDL-Cholesterin. Ein Fehlen dieser Stoffe fihrt dementsprechend
zu einer gesteigerten Lipidanreicherung (Toriguchi et al., 2014). Einen anderen diatischen
Ansatz bietet die Erganzung der fettreichen Ernahrung durch Fruktose (Kohli et al., 2010).
Im Bereich der Behandlung mit karzinogenen und toxischen Stoffen wird seit geraumer Zeit
Diethylnitrosamin zur Induktion eines HCCs eingesetzt (Vesselinovitch & Mihailovich,
1983). Dass repetitive Gaben von Tetrachlorkohlenstoff zur progredient fortschreitenden
Fibrosierung innerhalb des Lebergewebes fihren, wird bereits seit langerer Zeit fur die
experimentelle Forschung ausgenutzt (Stowell et al., 1951). Im Laufe der Jahrzehnte

wurden diese Protokolle entsprechend Uberarbeitet und vielfach kombiniert (Uehara et al.,
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2014). Das in unserer Arbeitsgruppe durch Liebig et al. (2018) etablierte Krankheitsmodell
,STAM™ Mice“ (Fujii et al., 2013) nutzt dabei eine Kombination aus einer HFD und einer
Injektion des B-Zellgiftes STZ. Es konnte deutlich gezeigt werden, dass sich auf diesem
Wege in den Mausen eine progressiv fortschreitende NAFLD verlasslich induzieren lasst.
Die so behandelten Mause entwickeln bereits 6 Wochen post partum eine Steatosis
hepatis, die bis zur 20. Woche Uber eine fortschreitende Steatohepatitis zur einer
fulminanten NASH-Zirrhose mit Ausbildung von Lebertumoren flhrt (Liebig et al., 2018). Als
Vorteil gegeniuber anderen Krankheitsmodellen werden der Pathophysiologie der NAFLD
entsprechend alle Krankheitsphasen progredient in einem sehr kurzen Zeitraum von nur 20
Wochen durchlaufen. Damit bietet das Modell die Méglichkeit, Effekte von eingesetzten
Agenzien/Therapeutika oder Zielstrukturen durch alle Auspragungsformen und Stadien der
NAFLD zu beobachten. Kritischer Punkt dieses Modells ist die pathophysiologisch korrekte
Abbildung der diabetischen Stoffwechsellage. Aufgrund der einmaligen hochdosierten
Applikation von STZ wird der Untergang der 3-Zellen im Pankreas induziert und somit ein
quantitativer Insulinmangel erzeugt (Tay et al., 2005). Folglich handelt es sich hier somit
nicht um die fur eine NAFLD pathognomonische Insulin-Resistenz. Ansatze, die Uber eine
multiple Gabe von niedrig dosiertem STZ in Kombination mit einer HFD arbeiten, kénnen
zwar eine Insulinresistenz erzeugen (Srinivasan et al., 2005), sind allerdings aufgrund des
bendtigten Zeitintervalls und den multiplen Applikationen in dem gewahlten
Versuchsaufbau nicht umsetzbar. Des Weiteren wurde durch die Arbeitsgruppe um Fujii et
al. (2013) beschrieben, dass weibliche Tiere weniger stark von erhdhten
Blutglukosespiegeln sowie inflammatorischen und fibrotischen Prozessen betroffen sind.
Dies lasst darauf schlieRen, dass unter anderem Ostrogene als modulierende Faktoren
innerhalb der Ausbildung einer NASH gesehen werden kdnnen (Fuijii et al., 2013). Aufgrund
dessen wurden innerhalb der hier beschriebenen Versuche ausschliellich mannliche Tiere
des Stammes C57BL/6J genutzt. Eine interindividuell abweichende Auspragung der
Morbiditat zwischen den Versuchstieren lasst sich durch die komplexe Applikation von STZ
i.p. und die damit verbundenen Unterschiede im Wirkspiegel erklaren. Ebenfalls zu
bericksichtigen ist die fastenabhangige Aufnahme von STZ Uber die Glut2-Transporter in
die B-Zellen der Pankreas (Lenzen, 2008). Um eine bessere Vergleichbarkeit zu
gewahrleisten, wurden Tiere, die zum Zeitpunkt 14 d post parfum keine diabetische
Stoffwechsellage aufwiesen, als ,STZ-Versager” aus der Versuchsreihe exkludiert.

Die Anwendung von Kkationischen Lipoplexen als Carrier-Molekule fir die Repin1-
spezifische siRNA-Applikation ergibt sich aus dem Bedarf nach einer verlangerten
Halbwertszeit und einer zielgerichteten Aufnahme der siRNA ins Lebergewebe. Neben
einer verstarkten Wirkung kann durch eine gezielte Aufnahme in die Leber das Risiko von

ungewollten (systemischen) Nebeneffekten minimiert werden. Faktoren, die eine effiziente
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Transfektion von freien siRNA-Molekilen verhindern, sind neben der durch Gréflke und
Ladung der siRNA erschwerten Endozytose, dessen schnelle Exkretion Uber die Niere, die
Aufnahme durch das Phagozytensystem sowie Bindung an Serumproteinen und Abbau
durch im Serum zirkulierende Nukleasen (Alexis et al., 2008). Dabei wird eine Halbwertszeit
von nicht modifizierter, ungebundener siRNA mit einem Zeitraum von wenigen Minuten bis
zu maximal einer Stunde angegeben (Layzer et al., 2004). Des Weiteren kdénnen sich
ungewinschte Nebeneffekte aus der ungerichteten Interaktion der eingebrachten siRNA
mit anderen Transkriptionsprodukten ergeben. Auf Basis einer partiellen Ubereinstimmung
der Nukleotidsequenzen kann es zu einem ungewollten Eingriff in die Proteinbiosynthese
anderer Gene kommen (Jackson et al., 2006). Darlber hinaus wird ein
immunmodulatorischer Effekt mit Induktion von inflammatorischen und pro-apoptotischen
Vorgangen beschrieben (Marques & Williams, 2005). Toll-like Receptoren (TLR) der
Klassen TLR7 und TLR8, auf Immunzellen wie Monozyten und Dendritischen Zellen
befindlich, stimulieren die Ausschittung von Zytokinen (Judge & MaclLachlan, 2008; Sioud
& Mouldy, 2005). Sowohl das Interesse als auch die Nutzung von kationischen Lipiden als
Tragerstoffe fur siRNA hat in den letzten Jahren rapide zugenommen. Dabei scheinen diese
Lipidformulierungen gegeniiber der im Abschnitt 3.4 dargestellten Applikationsformen
aktuell als eine der vielversprechendsten Techniken. Im Vergleich zur Transfektion Gber
virale Vektoren provozieren Liposomen eine weitaus geringere Immunreaktion, besitzen
wenig Eigentoxizitdt und bieten die Mdoglichkeit groflere Mengen an Molekilen zu
transportieren (Samad et al., 2007). Des Weiteren kann durch Modifizierung der
Molekilgréfte und Anpassung der spezifischen Ladung eine hohe Spezifitait des
Zielgewebes erreicht werden (Park, 2002; Torchilin, 2014). Diesbezlglich konnte unsere
Arbeitsgruppe bereits mit dem leberspezifischen siRNA Delivery System ,DBTC*
vielversprechende Ergebnisse erzielen (Abshagen et al.,, 2015). In den Hepatischen
Sternzellen konnte das Zielgen Foxf1 sowohl in vitro als auch in vivo durch siRNA
vermittelte Interferenz  unterdrickt werden und so das Ausmal® der durch
Gallengangsligatur-induzierten Leberfibrose reduziert werden (Abshagen et al., 2015). Um
das antisteatotische Potential eines gezielten Repin1- Knockouts zu eruieren, erfolgte die
wiederholte Injektion der siRNA-Lipoplex-Formulierungen gleichzeitig mit Beginn der durch
das NASH-Fibrose-Tumor Modell vorgegebene HFD zum Tag 28 post partum. Wie in der
Arbeit von Ruschke et al. (2010) in vitro beschrieben, zeigte sich vor allem in den ersten
Tagen nach Induktion der Adipogenese ein signifikanter Anstieg der Repin1-mRNA,
aufgrund dessen die repetitive siRNA Applikation bereits mit Beginn der HFD als sinnvoll
erscheint. Den Therapiezeitraum begrenzt dabei die erforderliche mikrochirurgische
Intervention alle 72 Stunden. Aufgrund zunehmender Vernarbung des Injektionsgebietes

wird die Darstellung der V. jugularis und damit die gezielte Applikation zunehmend
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erschwert. Eine hohere Anzahl an Versuchstieren konnte aufgrund der aufwendigen
Inklusion in das Tiermodell, sowie der zeitintensiven mikrochirurgischen Behandlung nicht

erzielt werden.

7.2 Ergebnisse

Der Einsatz der RNA-Interferenz unter Verwendung von siRNA, miRNA und Antisense-
Oligonukleotiden bildet aktuell eine der vielversprechendsten und vielseitigsten Techniken,
um bereits auf Ebene der Translation in die Proteinbiosynthese einzelner Zielgene
einzugreifen. Hieraus ergeben sich potentiell unerschdpfliche Anwendungsmaéglichkeiten
fur die Entwicklung neuer Therapeutika und Behandlungsmethoden. Der das Genom
modulierende Ansatz durch exogen zugefiihrte RNA ermoglicht dabei ebenfalls ein
Schritthalten der medikamentdsen Therapie in Bezug zur mutationsbedingten Evolution
verschiedener Pathogene, wie man es z.B. bei Krebszellen oder viralen Infektionen
beobachtet. Dieses gilt als Alleinstellungsmerkmal und wurde im Jahre 2006 mit dem
Medizin-Nobelpreis ausgezeichnet. Folglich erhalt die Forschung zum RNA vermittelten
Gen-Silencing zurzeit erhebliche Aufmerksamkeit. Dementsprechend befinden sich eine
Vielzahl von Behandlungskonzepten flir die verschiedensten Erkrankungen in der Testung
(Chakraborty et al.,, 2017). Bevor exogen zugefiihrte RNA als Therapeutikum genutzt
werden kann, muss jedoch eine Vielzahl von zellularen Abwehrmechanismen tberwunden
werden, die Uber Milliarden von Jahren zur Abwehr der von aufen eindringenden “Fremd
RNA*® evolutionar gewachsen sind (Dowdy, 2017). Die zu Beginn der zellularen Evolution
entstandene Lipiddoppelmembran macht es dabei beispielsweise unmdglich,
doppelstrangige RNA ohne weitere chemische Modifikation oder Transportvehikel in das
Zytosol einzuschleusen. Dieses ist durch die Grélke der doppelstrangigen RNA von ca. 14
kDa und ihrer negativen Ladungseigenschaften eines der zentralen Hindernisse in der
Anwendung von siRNA im Bereich der RNA-Interferrenz (Juliano et al., 2014). Wie in Teil
3.4 beschrieben, gibt es verschiedenste Strategien, um die Halbwertszeit der
therapeutischen RNA im Organismus zu verlangern und die Penetrationsfahigkeit in das
Zytosol zu erhéhen. Auch wenn chemische Modifikationen die Stabilitat erhéhen, die Rate
von immunologischen Reaktionen auf das applizierte Agens reduzieren sowie die
Ladungseigenschaften positiv beeinflussen, brauchen entsprechende Makromolekile
schlussendlich ein ,Transfektionsvehikel zur Penetration der Lipiddoppelmembran. Dabei
stellt das Retikulohistiozytdre System (RHS) -friher auch Retikuloendotheliales System-
als Uberbegriff fir samtliche Zellen des retikuldren Bindegewebes, inklusive Phagozyten
und Speicherzellen (wie z.B. die hepatischen Sternzellen), das fur die Aufnahme der

Liposomen aus dem Blutkreislauf entscheidende Gewebe dar (Poste et al., 1976). Als
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primar mit dem RHS vergesellschaftete Organe gelten dabei die Leber, Milz, Nieren, Lunge
und das Knochenmark sowie das Lymphsystem (Senior, 1987). Die Fahigkeit im Serum
zirkulierende Fremdkorper, wie beispielweise applizierte Liposomen, auszusortieren und im
Anschluss zu eliminieren, beruht zunachst auf dem fir das RHS typische fenestrierte
Endothel der Blutgefale. Naturlicherweise stellt die Leber dabei das Organ mit der
hdchsten Aufnahmekapazitat furim Serum zirkulierende Liposomen dar (Chrai et al., 2002).
Aufgrund des diskontinuierlichen Endothels der Lebersinusoide und der sich daraus
ergebenden erleichterten Extravasation von Transfektionsreagenzien in den Disse-Raum,
bietet sich die Adressierung des Leberparenchyms Uber eine intravendse Applikation von
Liposomen einer GréRe zwischen 100 und 200 nm an (Coelho et al., 2013). Studien
konnten bereits aufzeigen, dass eine intrakutane Applikation von Liposomen ebenfalls zu
einer erfolgreichen Akkumulation der liposomalen Carrier im Lebergewebe fihren kann. Die
Penetrationsfahigkeit von subkutan applizieten RNA-Tragersubstanzen in den
Blutkreislauf und damit in das gut perfundierte Zielgewebe ist dabei jedoch malRlgeblich
abhangig vom geringen Molekulldurchmesser und damit in der Transportkapazitat aktuell
deutlich limitiert (Chen et al., 2014).

Die in dieser Studie genutzten Lipoplex-Formulierungen der Firma Silence Therapeutics
(Berlin) wurden ausschlielich zur i.v. Applikation konzipiert und so auf deren Wirksamkeit
und Penetrationsfahigkeit in das Lebergewebe getestet. Vorausgegangene Versuche
unserer Arbeitsgruppe hatten unter Nutzung einer vergleichbaren siRNA-Lipoplex-
Formulierung (DBTC, Silence Therapeutics) bereits einen unspezifischen Knockdown
aulerhalb des Zielgewebes ausschlielten kdnnen. Auch nach wiederholter i.v. Injektion der
liposomalen Carrier konnte eine signifikante Hemmung des Zielgens ausschlieRlich im
Lebergewebe nachgewiesen werden und es zeigte sich kein Einfluss auf andere
Organsysteme, wie Herz, Lunge und Nieren (Abshagen et al., 2015).

Die i.v. Injektion Uber die Vena jugularis ermdglicht dabei eine gut reproduzierbare, sichere
und aufgrund der GroBlumigkeit des Gefalles zligige Applikation und schnelle Verteilung
der Lipoplexe im Organismus. Dieses bietet gegenliber anderen Applikationsorten, wie z.B.
der kleinlumigeren Schwanzvene oder dem Peritoneum, die eben beschriebenen Vorteile
(Diehl KH et al., 2001). Die erfolgreiche Anreicherung in der Leber konnte in Folge Uber
eine intravitalmikroskopische Betrachtung von Cy3-markierten Lipoplexen sowie Uber eine
histologische Aufarbeitung objektiviert werden. Dem physiologischen Blutfluss
entsprechend zeigt sich zunachst eine Anreicherung der Carriermolekule im Bereich des
Sinusoidal-Systems. Die Perfusion der Lebersinusoide erfolgt dabei aus terminalen Asten
der Vena interlobularis, gespeist aus der groRkalibrigen Vena portae. Dabei erhalten die
Vasa sinusoidea ebenfalls einen Zufluss aus den Interlobularasten der Arteria hepatica

propria. Nach abgeschlossenem Stoffaustausch drainiert das Blut (iber Aste in die Vena
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hepatica zuriick in Richtung des Herzens (Drenckhahn, 2008). Aufgrund der bereits
erwahnten diskontinuierlichen Endothelauskleidung der Lebersinusoide, mit fehlender
Basallamina, ist die Extravasation der applizierten Lipoplexe deutlich vereinfacht, woraus
eine rasche Anflutung im Leberparenchym resultiert. Die Aufnahme in die Hepatozyten
erfolgt endozytotisch vermittelt (Felgner et al., 1994). Neben der gelaufigen Clathrin- (Mayor
et al., 2007) und Caveola-assoziierten Endozytose (Lajoie & Nabi, 2010) sowie der
Aufnahme Uber Makropinozytose (Kerr & Teasdale, 2009) wurden in den letzten Jahren
noch eine Vielzahl an weiteren, Clathrin-unabhangigen Endozytoseformen beschrieben
(Glebov et al., 2006). Sowohl die VerhaltnismaRigkeit der verschiedenen endozytotischen
Aufnahmemechanismen als auch die intrazellulare Freisetzung wird aktuell noch diskutiert.
Aufgrund von Wechselwirkungen zwischen den Lipiden der Endosomen- und der
Lipoplexmembran sowie der intrazellularen pH-Wert Verschiebung kommt es zu einer
Instabilitat der Liposomen und in Folge zu einer Freisetzung der siRNA (Avital et al., 2016);
anteilig fusionieren die Carriermolekile ebenfalls auf direktem Weg mit der
Lipiddoppelmembran der Zelle, wobei die geladene siRNA in das Zytosol freigesetzt wird
(Lu et al., 2009).

Die im Teil 6.2 dargestellte Umverteilung der fluoreszenzmarkierten Lipoplexe aus dem
sinusoidalen System in die Parenchymzellen in Abhangigkeit zur Zeit post injectionem
basiert zum einen auf der intrazellularen Aufnahme der Liposomen, zum anderen auf Abbau
und Abtransport des Fluoreszenzfarbstoffes bzw. der damit markierten Liposomen. Nach
endozytotischer Aufnahme erfolgt die endosomale Freisetzung der Lipoplexe in das Zytosol
oder die Weiterverteilung Uber verschiedene Bindungsproteine und durch den SNARE-
Komplex vermittelt in weitere subzellulare Kompartimente. Dabei wird ein grofRer Teil der
Liposomen beispielsweise Uber die Uberflihrung in Lysosome abgebaut (Gilleronet al.,
2013). Deutliche Unterschiede in Bezug auf die quantitative Anreicherung der applizierten
Lipoplex-Formulierung konnten zwischen gesunden und STZ/HFD-Tieren beobachtet
werden. Die deutlich verminderte Anreicherung des Fluoreszenzfarbstoffes im
steatotischen Lebergewebe und damit der Lipoplexe im Zielgewebe lasst sich Uber eine
sowohl quantitativ, als auch qualitativ gestorte Leberperfusion erklaren. Eine Vielzahl von
Studien konnte belegen, dass es in steatotischem Lebergewebe zur Veranderung der
Mikrozirkulation kommt. Das Ballooning der Hepatozyten fiihrt dabei zu einer Kompression
der Sinusoide, wobei eine verminderte Perfusion zu einer inadaquaten Oxygenierung fuhrt
(Schleicher et al., 2014) und somit wiederum fibrotische Prozesse verstarkt (Vanheule et
al., 2008). In der durch Liebig et al. (2018) verdffentlichten Studie werden diese
Beobachtungen auch fur die in diesem Versuchsaufbau verwendeten STZ/HFD-Mause
bestatigt. In Folge beeinflussen diese vaskularen Veranderungen die Leberfunktion und

fordern das weitere Fortschreiten der NAFLD (Villeneuve et al., 1996). Diese Beobachtung
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stutzt die bereits erlduterte Entscheidung, die Applikation der siRNA- Formulierung zu
Beginn der Krankheitsinduktion zu applizieren und lasst darauf schlieRen, dass ein
mdglicher Therapieeffekt mit Fortschreiten des fibrotischen Umbaus abnimmt.

Die Wirksamkeit der applizierten siRNA auf die Transkription des Zielgens Repin1 im
Lebergewebe wurde mittels RT-PCR analysiert. Aufgrund der im Abschnitt 6.3 erhobenen
Ergebnisse wurde der fur die Lipoplex-Formulierung gewahlte Applikationszeitpunkt in
Studienabschnitt 3, wiederkehrend alle 72 h, festgelegt. Das optimale Zeitintervall wird
dabei mafdgeblich durch die Anflutungszeit der gewahlten Formulierung in das Zielgewebe
(siehe Abschnitt 6.2) sowie die Dauer der siRNA induzierten RNA-Interferenz bestimmt. In
einer vergleichbaren Studie hatte die Arbeitsgruppe um Smekalova et al. (2019) repetitive
Injektionen der mit siRNA beladenen Liposomen-Formulierungen alle 120 h wiederholt.
Die flr den Studienabschnitt 3 erzielten und in Abschnitt 6.4.1 dargestellten Ergebnisse
zeigen eine signifikante bzw. hochsignifikante Minderung der relativen mRNA Expression
von Repin1 in den wiederholt mit CMD78/Hepaplex2-Formulierung behandelten
Versuchstieren im Vergleich zu den Kontrollgruppen. Der effektiv erreichte Knockdown des
Zielgens liegt dabei kumulativ bei einer ca. 60 %igen Reduktion der mRNA (Hepaplex2). In
Studien, die ebenfalls das Konzept des siRNA-vermittelten Knockdowns lber Transfektion
mit kationischen Lipidformulierungen nutzten, konnten vergleichbare Ergebnisse im
Lebergewebe von C57BL/6J Mausen erzielt werden. 2016 erzielte beispielsweise die
Arbeitsgruppe um Brachs et al. (2016) in einem therapeutischen Ansatz eine 60 %ige
Reduktion der mRNA des Cotransporters SLC13A5. Der Effekt eines Silencings der
Dipeptidyl-peptidase 4, per siRNA-vermittelter RNA-Interferenz, wurde zuletzt durch
Gorgens et al. (2019) untersucht, wobei die Synthese der Ziel-mRNA um 60 bis 80 %
reduziert werden konnte.

Die nach dem Studienprotokoll mit STZ und einer HFD behandelten mannlichen
Versuchstiere zeigten wahrend des gesamten Behandlungszeitraumes eine hyperglykdme
Stoffwechsellage. Der Leber/Kdrpergewichts-Index lag in allen Versuchsgruppen nach 14-
tagiger Behandlung im Mittel zwischen 7 und 8 %, die Gewichtszunahme zeigte sich
ebenfalls gleichformig. Die Auswertung der Blutbilder konnte keine Unterschiede bezlglich
der korpuskularen Anteile im Blut objektivieren. Die Mortalitdt innerhalb des
Versuchsaufbaus wurde maf3geblich durch die chirurgische Intervention beeinflusst. Hier
decken sich die Ergebnisse mit den Beobachtungen unserer Arbeitsgruppe in STZ/HFD-
behandelten Repin1-defizienten Knockout-Mausen zum Zeitpunkt 4-6 Wochen post
partum. Signifikante Unterschiede in der Betrachtung der Mortalitat durch Progression der
NAFLD mit zunehmender Einschrankung der Leberfunktion und steigender
Tumorpravalenz ergeben sich im NASH-Fibrose-Tumor Mausmodells erst 8 Wochen post
partum (Abshagen et al., 2019).
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Fur die temporare siRNA vermittelte RNA-Interferenz sowie die Applikation der Lipoplex-
Fomulierung konnte, bei ausgeklammerter chirurgischer Intervention, kein unmittelbarer
Einfluss auf die Morbiditat beobachtet werden. Seit Beginn der therapeutischen Anwendung
von Liposomen als Transfektionsreagenzien wird Uber deren hypothetische Toxizitat
diskutiert. Dabei steht vor allem die Interaktion mit Plasmaproteinen, die die exogen
zugefihrten Liposomen opsonieren und somit eine Immunreaktion auslésen (Ishida et al.,
2001), als auch die Aufsattigung und damit Uberlastung der fiir eine zielgerichtete
Immunreaktion essentiellen Makrophagen im Fokus der Beobachtungen (Szebeni &
Moghimi, 2009). So ist beispielweise eine pseudoallergische Immunreaktion als
Complement activation—related pseudoallergy (CARPA) beschrieben, die Uber das
Komplementsystem durch Reaktion auf die mit Polyethylenglycol modifizierten Lipsomen
ausgelost wird (Szebeni & Moghimi, 2009; Mohamed et al., 2019). Nach intravendser
Applikation der bereits zugelassenen Formulierungen Doxil®, Ambisome und
DaunoXome® zeigten sich Patienten durch anaphylaktische Reaktionen, Schwellungen,
Kopfschmerzen und kardiopulmonale Stressrekationen als symptomatisch (Szebeni, 2005).
Hierbei gilt jedoch zu beachten, dass es bei diesen in liposomaler Formulierung applizierten
Therapeutika um hoch potente Wirkstoffe aus der Gruppe der Chemotherapeutika und
Antimykotika handelt, die ohne liposomalen Einschluss, noch eine weitaus héhere Toxizitat
und ein ausgepragteres Nebenwirkungsprofil aufweisen wirden. Aufgrund des breiten
Anwendungsgebietes liposomaler Tragersubstanzen in allen Bereichen der
pharmazeutischen Entwicklung, ist in den letzten Jahren eine Vielzahl von
Oberflachenmodifikationen  entwickelt worden. Liposomen werden je nach
Anwendungsgebiet mit kleinen Molekilen, Vitaminen, Peptiden, Proteinen, Antikorpern,
Enzymen oder anderen Liganden versehen, um deren Stabilitat, Penetrationsfahigkeit und
Halbwertszeiten zu erhéhen und dabei mdgliche Toxizitat zu reduzieren (Khan et al., 2020).
Dabei sind sie aus der modernen Medizin nicht mehr wegzudenken und bereits
zugelassene liposomale Formulierungen finden breite klinische Anwendung. Ein aktuelles
und vor allem prominentes Beispiel ist der gegen das Coronavirus “SARS-CoV-2°
entwickelte und im Eilverfahren zugelassene mRNA-Impfstoff der Firmen BioNTech &
Pfizer (BNT162b2, Mainz, Deutschland / New York, USA). Die applizierten mRNA-
Sequenzen kodieren dabei flir das virale S-Protein, welches nach Translation eine
Immunreaktion und die Antikdrperbildung im Organismus hervorruft. Als Shuttle dient, wie
fur einen Grofdteil der RNA-Wirkstoffe typisch, eine liposomale Tragersubstanz, die die
mRNA in das Zytosol einschleust (Chung et al., 2020; Jackson et al., 2020).

Wie zu erwarten, kam es bei den STZ/HFD-Versuchstieren zu einer im Plasma
objektivierbaren Hypertriglyzeriddmie sowie zu einer quantitativen Erhdhung des

Fettgehaltes im Leberparenchym. Die durch Ruschke et al. (2010) in Versuchen an Repin
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1 defizienten Zellreihen nachgewiesene Reduktion von Adipozytengréfde und der Anzahl
an enthaltenen Lipidtropfen konnte nach 14-tagiger Behandlung nicht bestatigt werden. Die
beobachtete GroRenreduktion der 3T3L1-Adipozyten ist dabei vor allem auf die reduzierte
Aufnahme von Palmitinsaure zurlckgefuhrt worden. Diese zeigte sich in unserem
Versuchsaufbau, wie in Abschnitt 6.4.8 ersichtlich, jedoch als quantitativ unverandert.
Ebenfalls konnten keine generalisierte Aufnahmereduktion von Fettsauren in das
Lebergewebe sowie die daraus resultierende Reduktion des hepatozellularen Balloonings,
wie von Kern et al (2014) an Knockout-Tieren dargestellt, beobachtet werden. Zwischen
den Versuchsgruppen kam es auf Basis des nur temporaren Repin1 Knockouts bis zur 6.
Woche post partum zu keinem signifikanten Unterschied in der Lipidakkumulation. In
Untersuchungen an STZ/HFD-behandelten Repin1-Mausen zeigten sich signifikante
Anderungen in Bezug auf den Fettstoffwechsel erst nach 8 Wochen post partum. So konnte
in Repin1-defizienten C57BL/6J Mausen, nach vierwdchiger HFD, eine signifikant
geminderter  Triglyzeridkonzentration im Plasma, bei gleichzeitig geminderter
intrahepatischer Fettspeicherung beobachtet werden (Abshagen et al., 2019). Bei weiterer
qualitativer Aufschllisselung der intrahepatischen Fettsduren zeigte sich zudem in der
siRep1-Versuchsgruppe eine Erhéhung des Verhaltnisses der Omega-6- zu Omega-3-
Fettsauren. Diese essentiellen Fettsduren werden ausschlieRlich (ber die Nahrung
zugefihrt und kénnen aufgrund der fehlenden Enzymausstattung nicht im Organismus von
Saugetieren, einschliellich dem der Menschen, synthetisiert werden (Kang, 2003). Die
bereits mehrfach thematisierte Umstellung der Erndhrungsgewohnheiten innerhalb der
industrialisierten Gesellschaften sowie ein exzessiver Einsatz von glinstigen Omega-6-
reichen Pflanzendlen in der Nahrungsmittelindustrie und Massentierzucht, fihrt dabei zu
einer  kontinuierlichen  Verschiebung des  Verhaltnisses zuungunsten  der
antiinflammatorisch wirkenden Abkémmlinge der Omega-6-Fettsauren. Dabei anderte sich
dieses Verhaltnis in den letzten Jahrhunderten von ca. 1,5:1 auf 15:1 (Simopoulos, 2008).
Eine Vielzahl von Studien zeigt, dass das erwahnte Ungleichgewicht der
Fettsaurezusammensetzung an der Pathogenese von kardiovaskularen Erkrankungen, der
Entstehung von Neoplasien, Asthma und anderen Autoimmunerkrankungen beteiligt ist
(Marventano et al., 2015).

In vorangegangenen Arbeiten, die den Einfluss von Repin1 auf Stoffwechselpathologien
wie das metabolische Syndrom untersuchten, wurde wiederholt auf die Rolle von CD36
hingewiesen. Der multifunktionale Scavenger Rezeptor moduliert dabei Vorgange wie
Zelladhasion, Signaltransduktion, Angiogenese, Thrombose und Apoptose (Silverstein &
Febbraio, 2009). Neben den bereits genannten modulatorischen Funktionen wird CD36
jedoch seit den 90er Jahren auch als Regulator des Fettstoffwechsels angesehen. So

konnte Endemann et al. bereits 1993 das Protein als Makrophagenrezeptor fur LDL-
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Cholesterin identifizieren; eine Vielzahl an darauffolgenden Studien verlinken CD36 mit der
intrazellularen Aufnahme langkettiger Fettsauren (Glatz & Luiken, 2018). Neueren
Beobachtungen zufolge scheint CD36 als Fettsduretransporter bzw. Membranrezeptor
nicht nur die Aufnahme, sondern auch die intrazelluldare Verarbeitung von Fettsduren zu
beeinflussen. Dabei scheint dieser einen hemmenden Einfluss auf die Autophagozytose
von Fettsauren zu besitzen (Li et al., 2019) und somit deren Akkumulation zu begunstigen.
Dieses fuhrt Uber lipidtoxische Effekte (Schaffer, 2003) zur Induktion inflammatorischer
Prozesse und Progression der NAFLD. In Studien mit Repin1-defizienten Zellreihen sowie
Knockout-Tieren konnte interessanterweise eine reduzierte Expression von CD36
gemessen werden (Ruschke et al.,2010; Kunath et al, 2016). Hingegen konnte eine
deutliche Zunahme der CD36 Expression in HFD-behandelten Mausen (Liu et al., 2018)
sowie im Lebergewebe von Patienten mit einer NAFLD nachgewiesen werden (Zhao et al.,
2018). Gleichermalen zeigten die STZ/HFD-Mause im Vergleich zu gesunden Kontrollen
auch eine erhdhte CD36 Expression, welche jedoch entgegen unserer Erwartung nach
Behandlung mit der CMD-siRepin-Formulierung signifikant erhéht war. Eine positive
Korrelation im Sinne einer Erhéhung der Plasmatriglyzeride (Febbraio et al., 1999; Son et
al., 2018) sowie einer signifikanten Anderung der intrazelluldren Lipidkonzentrationen (Su
& Abumrad, 2009) blieb jedoch aus. In Zusammenhang mit der detektierten Steigerung der
CD36 Expression kann die erwahnte Verschiebung des Verhaltnisses von Omega-6- zu
Omega-3-Fettsauren gesehen werden. Eine Verminderung dieses Verhaltnisses scheint
sich dabei hemmend auf die CD36 Synthese auszuwirken (Pietsch et al., 1995; Song et al.,
2018). In den zitierten Arbeiten wird diesbezlglich jeweils Uber die pro- bzw.
antinflammatorischen Eigenschaften dieser Fettsduren und damit die Aktivierung von
PPAR vy als Induktor fur CD36 argumentiert. Unter Berlicksichtigung aller erhobenen
Messwerte und der isolieten Erhéhung von CD36 in einer der Versuchsgruppen in
Verbindung mit dem verminderten Gehalt an Omega-3 Fettsauren, sehen wir dieses
Ergebnis (ber interindividuelle Abweichungen der Nahrungsaufnahme sowie der
Morbiditatsauspragung der im NASH-Fibrose-Tumor Mausmodell befindlichen Tiere
begrindet.

Als maBgeblich fiir das Fortschreiten der NAFLD ist die durch ein Uberangebot an Fetten
induzierte Stressreaktion im Leberparenchym. Die durch die Uberlasteten Zellorganellen
freigesetzten ROS (Begriche et al., 2006), toxische Stoffwechselprodukte sowie die
Akkumulation von ungefalteten Proteinen im ER (Mantzaris et al, 2011) fUhrt dabei zu einer
zellularen Dysfunktion und damit zu einer sterilen Inflammation und erhéhten Apoptoserate
der Hepatozyten (Cusi, 2009). Die Freisetzung von damage-associated molecular patterns
(DAMPS) und die zusétzliche Uberexpression verschiedener Rezeptoren aus der Toll-Like
(Shi et al., 2006) und der Todes-Rezeptor Familie (Feldstein et al., 2003; Malhi et al, 2007)
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initiieren dabei eine Vielzahl inflammatorischer Kaskaden, die bei einer dauerhaften
Aktivierung  zu  UberschieRenden  Zellheilungsvorgdngen im  Sinne  eines
Fibrosierungsprozesses beitragen. Wie mehrfach beschrieben, zeigt der Formenkreis der
NAFLD dabei eine Art flieRenden Ubergang zwischen den Krankheitsstadien und miindet
in einer Leberzirrhose mit erhdhter Pravalenz flr Neoplasien. Der im hier vorliegenden
Versuchsaufbau abgebildete Ubergang zwischen einer asymptomatischen stetaosis
hepatis und einer NASH ist dabei histologisch durch die Einwanderung von
Entziindungszellen, wie Kupferzellen und neutrophilen Granulozyten, gekennzeichnet
(Lefkowitch, 2005). Diese Zellen werden bereits in frihen Abschnitten der unspezifischen
Immunantwort durch entsprechende Zytokinausschuttung und Freisetzung von DAMPS
rekrutiert und migrieren aus der Blutbahn in das Lebergewebe. Dieses konnte in der
vorliegenden Studie Uber eine entsprechende Mehranreicherung von Granulozyten im
Leberparenchym der STZ/HFD-Mause nachgewiesen werden. Dabei zeigte sich die
beschriebene und fur die NASH typische Granulazyteneinwanderung in der siRep
Versuchsgruppe als signifikant vermindert im Vergleich zu den Kontrollgruppen. Die durch
den Repin1-Knockdown erzielte Reduktion der Chemotaxis kann dabei als Ausdruck fur
eine verminderte zelluldre Stressreaktion gesehen werden, die sich positiv auf die
Chronifizierung des Inflammationsprozesses und damit protektiv auf ein Fortschreiten der
NAFLD auswirken koénnte. Die durch die Granulozyten freigesetzten ROS wird dabei auch
eine genotoxische Wirkung zugeschrieben. Aufgrund einer Beschadigung der Telomere
kommt es zu einer Chromosomeninstabilitat und damit zu einer gesteigerten Tumorinzidenz
(Begus-Nahrmann et al., 2012). Dieser Effekt kann im NASH-Fibrose-Tumor Mausmodell
bereits mit dem Auftreten des HCCs ab der 8. Wochen post partum bestatigt werden. In
Versuchen mit Repin1- defizienten Mausen konnte dabei eine deutliche Reduzierung der
Tumorpravalenz nachgewiesen werden (Abshagen et al., 2019).

Aktuelle Studien arbeiten zusatzlich den Einfluss von neutrophil extracellular traps (NETSs)
auf Chronifizierung von Inflammationszustanden und Tumorprogression heraus. Diese
bilden ein antimikrobielles Netzwerk durch Granulozyten freigesetztes Protein und
Chromatin aus (Brinkmann et al., 2004). Die Freisetzung von NETs scheint sowohl die
Zuwanderung und Aktivierung von Makrophagen zu férdern als auch die Freisetzung von
Zytokinen zu verstarken (Van der Windt et al., 2018). Die Arbeitsgruppe um Van der Windt
konnte Uber eine Hemmung der NET-Freisetzung eine Reduktion der
Makrophageninfiltration, der Zytokinspiegel und des NAS bei 8 Wochen alten
Versuchstieren im STAM™ Mice Modells beobachten. Des Weiteren wurden die
Freisetzung von NETs mit dem Fortschreiten verschiedener Autoimmunerkrankungen, wie
beispielsweise Vaskulitiden, der rheumatoiden Arthritis und dem Lupus erythematodes

assoziiert (Papayannopoulos, 2018).
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Neben der thematisierten Aktivierung der gewebsstandigen Kupferzellen kommt es
zusatzlich zu einer Infiltration von Makrophagen, die sich aus Monozoyten differenzieren,
in das geschadigte Leberparenchym (Krenkel &Tacke, 2017). Die Makrophageninfiltration
ins Leberparenchym der mit siRep-behandelten STZ/HFD-Tiere zeigte sich ebenfalls
reduziert. Dabei lassen aktivierende Wechselwirkungen zwischen Granulozyten und
Makrophagen sowie vergleichbare Mechanismen der Rekrutierung von einem
synergistischen Prozess ausgehen. Eine Reduktion des proinflammatorischen Zytokins
MCP, welches die Migration von Makrophagen und Monozyten im Leberparenchym férdert
(Baeck et al., 2011), unterstreicht dabei den beobachteten Prozess und damit die
verminderte inflammatorische Aktivitat im Lebergewebe der siRep-behandelten STZ/HFD-
Tiere. Kupferzellen und die aus Monozyten differenzierten und eingewanderten
Makrophagen scheinen dabei eine entscheidende Rolle fur die Homdostase zwischen
Reparatur und Fibrosierung des Leberparenchyms einzunehmen (Reid et al., 2016). Eine
Hemmung der hepatischen Makrophagenpopulation konnte in Studien einen positiven
Einfluss auf die Insulinsensitivitat, Inflammation und den Fibrosierungsprozess nachweisen
(Lanthier, 2015). Die erwahnte Homdostase zwischen den verschiedenen Immunzellen und
den bis dato noch nicht vollstandig verstandenen inflammatorischen Kaskaden werden
wesentlich durch die Freisetzung verschiedener Zytokine moduliert. In Betrachtung der in
dieser Studie erhobenen Daten zeigt sich ein deutlicher Trend, ohne dabei in dem frihen
Stadium der Entwicklung einer NASH mehrheitlich signifikante Ergebnisse zu liefern. Neben
der bereits thematisierten Reduktion von MCP, in Zusammenhang mit der Reduktion der
Makrophageninfiltration, zeigte sich ebenfalls eine reduzierte hepatische Expression der
proinflammatorischen Zytokine IL-6, IL-1B und TNF-a, die ebenfalls von aktivierten
Makrophagen sezerniert werden (Jindal et al., 2015). IL-10, als ,antiinflammatorischer
Gegenspieler®, zeigt sich bei reduzierter Inflammation und Makrophagenaktivitat als
signifikant gemindert. Neben Immunzellen und geschadigten Parenchymzellen werden
Zytokine, wie IL-6 und TNF-a, auch vom Fettgewebe sezeriert (Hotamisligil et al., 1993),
was die Verlinkung zwischen der NAFLD und dem Metabolischem Syndrom bekraftigt. Des
Weiteren zeigen Patienten mit einer NASH im Gegensatz zu Patienten, die unter einer
asymptomatischen Steatosis hepatis leiden, eine signifikant erhéhte Expression von IL-1(3
und TNF-a (Gadd et al., 2014). Wahrend der Progression von der NASH zur NASH-Zirrhose
entwickelt sich aus der chronischen, sterilen Inflammation ein Fibrosierungsprozess, der
mafgeblich durch TNF-a moduliert wird (Schon & Weiskirchen, 2014). Dieses wirkt u.a.
aktivierend auf die hepatischen Sternzellen und verstarkt die Produktion von EZM
(Gressner & Yagmur, 2003). Dabei kommt es bei der im Ruhezustand fir die Speicherung
und Verstoffwechselung von Vitamin A zustandige hepatischen Sternzelle (Blomhoff &;

Wake, 1991) zu einer Zytokin-vermittelten Transdifferenzierung in einen myofibroblasten-
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ahnlichen Zustand. In aktiviertem Zustand ist sie fur die Produktion von ca. 90% der
extrazellularen Matrix verantwortlich (Seki &Schwabe, 2015). Die entsprechende
Ablagerung von Glykoproteinen, Proteoglykanen und Kollagenen fuhrt im Verlauf zur
Ausbildung bindegewebiger Narben. Diese mindern im Verlauf die hepatische
Stoffwechselkapazitat und fuhren Uber eine Erhdhung des intrahepatischen Widerstands
zu einer portalen Hypertension (Bataller & Brenner, 2001). Daraus resultiert eine
gesteigerte Mortalitdt der NAFLD Patienten exponentiell mit dem Fortschritt der
Fibrosierung (Dulai et al., 2017). Interessanterweise konnte in den siRep-behandelten
STZ/HFD-Tieren verminderte Level an Kollagen-1a, dem Hauptbestandteil der EZM und
Fibrosemarker, beobachtet werden. Die beschriebene Homdostase zwischen Reparatur
und Proliferation kann tber eine Quantifizierung des Proliferationsmarkers PCNA gewichtet
werden (Eldrige et al., 1993). Neben erhéhtem Zellumsatz in Zusammenhang mit Apoptose
und Nekrose kann eine erhdhte Aktivitat Hinweise auf die Entstehung von Neoplasien wie
beispielsweise eines HCCs liefern (Qin &Tang 2002). In Betrachtung der Kombination aus
beobachteter Reduktion der Inflammation und einem reduzierten Gewebeschaden scheint
sich der Therapieansatz Uber eine siRNA vermittelte RNAi von Repin1 vor allem unter

Verwendung der Hepaplex2-Lipolexe positiv auf die Progression der NAFLD auszuwirken.
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7.3 Zusammenfassung und Ausblick

Die hier prasentierte Studie zeigt, dass ein Gen-Silencing Uber eine Liposomen-vermittelte
RNA-Interferenz einen effektiven Weg zur gezielten Modulation der Proteinbiosynthese von
potentiellen Therapiegenen in der Leber darstellt. Die wiederholte Applikation von siRepin1-
Lipoplexen fUhrte zu einer signifikant reduzierten Repin1 mRNA Expression von STZ/HFD-
Mausen. Wahrend Uber einen 14-tagigen Therapiezeitraum inhibitorische Effekte auf
Inflammation sowie Fibrogenese erzielt und so der Leberschaden reduziert werden konnte,
hatte das leberspezifische Silencing von Repin1 keinen Einfluss auf die generalisierte
Lipidakkumulation, den NAS sowie auf Parameter des Blutbildes und den
Leber/Kérpergewichts-Index.

Zusammenfassend bietet der gewahlte Therapieansatz vielversprechende Ergebnisse, die
eine Fortflihrung und den Ausbau des Studienansatzes winschenswert machen. Die
parallel in unserer Arbeitsgruppe erzielten Resultate in STZ/HFD-behandelten Repin1
Knockout-Tieren bestatigen dabei die positiven Effekte eines Repin1 Knockouts auf die
Entstehung und Progredienz einer NAFLD (Abshagen et al., 2019). Die ausgepragte
Variation der Morbiditat der STZ/HFD-Tiere sollte dabei Uber eine gréfiere Versuchsgruppe
relativiert werden. Die Méglichkeit einer i.p. Applikation der Lipoplexe wirde dabei zu einer
deutlichen Reduktion der Invasivitdt der Applikationsmaflinahme flihren und damit eine
Ausweitung des Versuchsprotokolls erleichtern. Die reduzierte Anreicherung der
eingesetzten Lipoplex-Formulierung im steatotisch veranderten Lebergewebe legt nahe,
dass der beschriebene Therapieansatz bei milden Auspragungsformen der NAFLD oder
praventiv am effektivsten eingesetzt werden kann.

Erste klinische Studien unterstreichen dabei den hier dargestellten protektiven Effekt einer
Repin1-Defizienz fiir das Auftreten und die Progression einer NAFLD auch im menschlichen
Organismus. Das per Biopsie gewonnene Leberparenchym von Patienten mit einer durch
Deletion von Basenpaaren gekennzeichneten und damit in ihrer Aktivitdt geminderten
Repin1-Variante zeigte einen reduzierten NAFLD-Activity-Score sowie eine geminderte
Fibrosierung im Vergleich zu Nicht-Deletionstragern (Abshagen et al., 2020). In Betrachtung
der hier dargestellten Ergebnisse und Studien, stellt Repin1 einen genetischen Risikofaktor
fur die Ausbildung einer NAFLD dar und kénnte Uber die gezielte Modulation eine

Zielstruktur zur effektiven Behandlung oder Pravention der Erkrankung darstellen.
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8

Thesen zur Dissertation

Der Formenkreis der NAFLD gehdrt zu den weitverbreitetsten Krankheiten innerhalb
der Industrienationen und verursacht bei stark steigender Inzidenz einen massiven

soziobkonomischen Schaden weltweit.

Aufgrund der komplexen und multifaktoriellen Pathogenese der NAFLD, gibt es aktuell
keine medikamentdse Therapie mit nachgewiesener Wirksamkeit und breiter klinischer

Testung.

Das in dieser Studie genutzte Krankheitsmodell der STAM™ Maus induziert tber die
Applikation des B-Zellgiftes Streptozotocin in Kombination mit einer hochfettreichen
Erndhrung eine aggressiv fortschreitende NAFLD. Dabei durchlaufen die Versuchstiere

konsequent alle Stadien der nicht-alkoholischen Fettlebererkrankung.

Das polydaktyle Zinkfingerprotein Repin1 stellt als Kandidatengen flir die Ausbildung
von Adipositas, Dyslipiddmien und einer gestorten Glukosetoleranz eine
vielversprechende Zielstruktur zur Behandlung hepatischer Stoffwechselpathologien

dar.

Ein Knockdown des Zielgens Repin1 wurde durch Nutzung einer siRNA-basierten RNA-

Interferenz realisiert.

Die als Transportsystem fiur die siRNA genutzten Lipoplex-Formulierungen (CMD,
Hepaplex2) zeigten eine leberspezifische Anreicherung sowie eine gute Vertraglichkeit

ohne toxische Nebeneffekte.

Die wiederholte Applikation von siRepin1-Lipoplexen flihrte zu einer signifikant

reduzierten hepatischen Repin1 mRNA Expression in STZ/HFD-behandelten Mausen.

Das leberspezifische Silencing von Repin1 hatte ber den Untersuchungszeitraum
keinen Einfluss auf die generalisierte Lipidakkumulation, den NAS sowie auf Parameter

des Blutbildes und den Leber/Kérpergewichts-Index.

Bereits nach 14-tdgiger Therapie zeigten sich inhibitorische Effekte auf die

Inflammation, Fibrogenese sowie den Leberschaden.
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Eine verminderte Anreicherung der verwendeten Lipoplex-Formulierungen in
steatotisch verandertem Lebergewebe im Vergleich zu gesundem Lebergewebe weist
darauf hin, dass der Therapieansatz besonders bei milden Auspragungsformen bzw. in
einem praventiven Ansatz effektiv zur Inhibition der NAFLD-Progression eingesetzt

werden konnte.

Die parallel in unserer Arbeitsgruppe erzielten Resultate in Knockout-Tieren sowie
klinische Testungen in humanem Lebergewebe bestatigen die hemmenden Effekte

einer Repin1-Defizienz auf die Entstehung und Progredienz einer NAFLD.
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