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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Hintergrund: Adipositas wird meist durch ein Missverhdltnis von Energicaufnahme
und -verbrauch bedingt und steht hiufig in engem Zusammenhang mit der Ausbildung einer
Nichtalkoholischen Fettlebererkrankung (NAFLD). Die damit einhergehende Verdnderung des
Fettstoffwechsels ist auch mit einer verringerten FGF21-Sensitivitdt, welche durch hohe
FGF21-Plasmakonzentration bei gleichzeitiger Reduktion des FGF21-Rezeptorkomplexes
(FGFRI1c und B-klotho) charakterisiert ist, assoziiert. Es wird vermutet, dass die im Rahmen
von Adipositas assoziierte Inflammation dafiir ursdchlich ist. Mogliche langfristige
Therapieansdtze bei Adipositas und der damit assoziierten NAFLD sind ein Didtwechsel,
korperliche Aktivitit und Fasten. Ziel der vorliegenden Studie war es, den hepatoprotektiven
Effekt dieser Therapieansitze zu untersuchen und in den Kontext mit Verdnderungen des

Fettstoffwechsels, inflammatorischer Vorginge und der FGF21-Sensitivitit zu setzen.

Material und Methoden: Ausgehend von einer erndhrungsinduzierten Adipositas (diet-induced
obesity (DIO)) (6 Monate) durch Fiitterung einer Hochfettdiat (HFD) wurden C57BL/6-Mause
fiir weitere 6 Monate verschiedenen Interventionen bzw. Kombinationen von Interventionen
zugefiihrt. Nach Ablauf der 12-monatigen Experimente erfolgten verschiedene histologische
und immunhistochemische Untersuchungen des Lebergewebes. Ergénzt wurde dies durch
Blutplasma- und mRNA-Expressionsanalysen von inflammatorischen Mediatoren (Zytokinen)
und Enzymen des Fettstoffwechsels. Der Zusammenhang zwischen Inflammation, NAFLD und
FGF21-Sensitivitdt wurde ebenfalls durch Plasma- und Expressionsanalysen evaluiert sowie

durch Korrelationsanalysen und in-vitro Experimente ergénzt.

Ergebnisse: Die Intervention Didtwechsel und die Kombination aus Aktivitdt und Fasten bei
bestehender HFD zeigten in-vivo den groften hepatoprotektiven Effekt. Dieser duflerte sich
vorwiegend in einer Verringerung von Gewicht und Fettmasse, Verbesserungen im
Fettstoffwechsel sowie einer deutlichen Reduktion hepatischer TNFa- und FGF21- Expression.
Eine starke Korrelation von erhohter B-klotho und FGFRI1c-Expression in der Leber bei
sinkender TNFa-Expression und steigender FGF21-Plasmakonzentrationen deuten auf eine
Erh6éhung der FGF21-Responsivitit durch Didtwechsel hin. Auch die in-vitro signifikant
verringerte B-klotho Expression nach Behandlung von HepG2-Zellen mit hTNFa bekréftigen

diesen Zusammenhang.

Schlussfolgerung: Eine erfolgreiche Therapie einer NAFLD ist durch einen Didtwechsel und
auch die Kombination von Aktivitdt und Fasten bei bestehender HFD moglich und geht mit der
Umkehr einer wohl durch TNFa-induzierten FGF21-Resistenz einher.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Adipositas und das metabolische Syndrom

Seit vielen Jahren zdhlt Adipositas zu den weltweit am hdufigsten vorkommenden
Erkrankungen. Laut der Weltgesundheitsorganisation (WHO), Stand April 2020, hat sich die
Zahl der Menschen mit Ubergewicht bzw. Adipositas seit 1975 verdreifacht [1]. Dabei liegt
Ubergewicht ab einem body mass index (BMI) von >25 kg/m?, Adipositas ab einem BMI von
30 kg/m? [2] vor. Weltweit sind etwa 2 Milliarden Menschen iibergewichtig, bei 650 Millionen
liegt eine Adipositas vor [3]. In Europa sind rund 60% der erwachsenen Bevolkerung

(Abbildung 1) und etwa jedes dritte Kind von Ubergewicht und Adipositas betroffen [4].

Ubergewicht
(inkl. Adipositas
=
X
g
~

Adipositas

[1os0 ] [ 2000 ] [ 200 ]
Jahr
Y s e L

Abbildung 1: Privalenz von Ubergewicht und Adipositas bei Erwachsenen in der Europiischen Union von 1975-2016
(modifiziert nach [4])

Ubergewicht ist ein entscheidender Risikofaktor verschiedener Folgeerkrankungen, darunter
auch des metabolischen Syndroms. Dieses wurde erstmals 1989 von Kaplan beschrieben und

als todliches Quartett, aus dem Englischen ,,Deadly Quartet®, bezeichnet [5]. Ein metabolisches



Einleitung

Syndrom liegt nach Einteilung der Internationalen Diabetes Foderation (IDF) dann vor, wenn
zusitzlich zu abdominellem Ubergewicht mindestens eine Erhdhung der Triglyceride (TAG),
ein erniedrigtes high-density lipoprotein (HDL)-Cholesterin, ein erhohter Blutdruck oder
Niichternblutglukosespiegel vorliegt [6].

Das metabolische Syndrom steigert das Risiko fiir Diabetes mellitus Typ II, kardiovaskulére
Erkrankungen (CVD) [7-9], ischdmische Schlaganfille [10, 11], die Ausbildung einer
NAFLD [12], neurologische Erkrankungen und verschiedene Krebserkrankungen [13]
(Abbildung 2). Viele der Folgeerkrankungen zéhlen weltweit aufgrund der starken Verbreitung
der Adipositas zu den allgemeinen Haupttodesursachen [14], was die Wichtigkeit der

Entwicklung neuer effektiver Therapiemoglichkeiten bekraftigt.

E D_iabctes g cvD !
Das todliche Quartett | « mellitus Typ Il 11 e .
_T i Ischimische
Hypertonus /: Schlaganfille !
Hyperglykémie Risikosteigemngt ;-,-,-,-,-,_,_,_,-,-,-, .
Hypertriglyceriddmie ~— i
Abdominelles Ubergwicht [ _1_ SR _l _______ | P _I\f‘?}j]:?_ L E

i Krebs X Neurologische !

: erkrankungen ! i Erkrankungen !

__________________________

Abbildung 2: Das metabolische Syndrom. Die als ,tddliches Quartett [5] zusammengefassten Faktoren Hypertonus,
Hyperglykimie, Hypertriglyceriddimie und abdominelles Ubergewicht bilden die Grundlage fiir die Ausbildung eines
metabolischen Syndroms. Das metabolische Syndrom steigert das Risiko fiir Folgeerkrankungen wie Diabetes mellitus Typ II
und kardiovaskuldre Erkrankungen [7-9], ischdmische Schlaganfille [10, 11], die Entstehung einer NAFLD [12], das
vermehrte Auftreten neurologischer Erkrankungen und das Auftreten von Krebserkrankungen [13].

1.2 Nichtalkoholische Fettlebererkrankung

Adipositas stellt einen Hauptrisikofaktor fiir die Ausbildung eines metabolischen Syndroms
dar [6], was sich in der Leber als NAFLD manifestiert [12]. Die NAFLD, erstmals 1980
beschrieben, ist die hiufigste Ursache flir Lebererkrankungen. Studien zeigen, dass weltweit
25-45 % Menschen davon betroffen sind [15] und die Prdvalenz parallel zu der von
Ubergewicht [1] weiter ansteigt. Hauptmerkmal der NAFLD ist die erhohte hepatische
Steatose. Durch Progression der Erkrankung kommt es zur Ausbildung einer
nichtalkoholischen Steatohepatitis, bei der zusitzlich Inflammation, hepatozelluldre Schiden
und Fibrose auftreten [15]. Eine enge metabolische Verbindung von Leber, Muskulatur und
Fettgewebe bildet die Grundlage fiir die Entstehung der Erkrankung [16]. Dabei spielen
verschiedene Faktoren eine wichtige Rolle. Eine erhdhte Zufuhr von Fetten mit der Nahrung

[15, 17], genetische Faktoren [18] und das Mikrobiom [19-21] bewirken eine Zunahme von
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viszeralem Fettgewebe (Abbildung 3). Durch die Ausschiittung von Botenstoffen aus dem
Fettgewebe kommt es zur Ausbildung einer Insulinresistenz, die einerseits zu einem gestorten
Glukosemetabolismus ~ fiihrt und andererseits zu einer vermehrten hepatischen
Triglyceridsynthese [22—24]. Eine vermehrte Freisetzung von Fettsduren aus dem Fettgewebe
fiihrt zudem zu einem verdnderten Fettstoffwechsel [15] (Abbildung 3). Es resultiert eine
Uberladung der mitochondrialen B-Oxidation in den Hepatozyten und ein Ungleichgewicht
zwischen Aufnahme und Abgabe von Fettsdauren durch very-low-density-Lipoprotein (VLDL),
sodass es zu einer vermehrten Speicherung von Fett in Form von TAGs [25] in der Leber
kommt. Der Progress der Leberverfettung (Abbildung 3) zu einer Steatohepatitis wird durch
Wirkung pro-inflammatorischer Mediatoren [26], die aus dem Fettgewebe freigesetzt
werden [15] und Ausschiittung von Endotoxinen durch intestinale Dysbiose hervorgerufen, die
zusitzlich lipotoxisch und inflammatorisch wirken [27, 28]. Dadurch hervorgerufener
Endoplasmatischer Retikulum (ER)-Stress, mitochondriale Dysfunktion und oxidativer
Stress [25, 29, 30] aktivieren Nekrose, Nekroptose oder Apoptose [15] und fithren zum
Untergang von Hepatozyten. Durch Aktivierung von hepatischen Sternzellen und
Kollagen-produzierenden Myofibroblasten wird ein fibrotischer Umbau der Leber
bewirkt [29]. Ein Fortschreiten der Fibrose kann zu einer Leberzirrhose fiithren, die mit einem
deutlich erhohten Risiko fiir die Entwicklung eines hepatozelluldren Karzinoms

einhergeht [15].
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Abbildung 3: Entstehungsmechanismen der Nichtalkoholischen Steatohepatitis (modifiziert nach [15]). Der Anstieg von
Fettgewebe fiihrt aufgrund von Insulinresistenz und ansteigender freier Fettsduren zu Verdnderungen im Glukose- und
Fettstoffwechsel, indem es zu einer verstirkten Ansammlung von Fett in der Leber kommt. Unter dem Einfluss eines pro-
inflammatorischen Milieus und aufgrund von ER-Stress, oxidativem Stress und mitochondrialer Dysfunktion kommt es zum
Untergang von Lebergewebe und in Folge zu fortschreitender Fibrose und Zirrhose, die ein erhdhtes Risiko fiir die Ausbildung
eines hepatozelluldren Karzinoms darstellen.

1.3 Merkmale der Leberschadigung

Die Belastung der Leber durch die NAFLD é&uflert sich neben den oben beschriebenen
Umbauprozessen durch einen Anstieg der aus dem Zytoplasma bzw. den Mitochondrien der
Hepatozyten  freigesetzten = Leberenzyme  Alaninaminotransferase = (ALT)  und
Aspartataminotransferase (AST) [31, 32]. Eine starke Erhéhung von ALT im Rahmen des
metabolischen Syndroms und einer NAFLD [33-35], die sich auch im Anstieg des
ALT/AST-Quotienten duBlert, spiegelt die iiberwiegende Freisetzung von ALT aus dem
zytoplasmatischen Kompartiment im Rahmen der Leberschiadigung wider [36]. Im Gegensatz
zu ALT und AST zeigt der Albuminstoffwechsel bei NAFLD und deren Komplikationen vor
allem eine Reduktion der Albumin(bindungs)funktion [37, 38] der Leber, und erst in
fortgeschrittenen Stadien auch eine verringerte Serumalbuminkonzentration [39, 40]. Dadurch
werden essentielle Prozesse wie die Aufrechterhaltung des kolloidosmotischen Druckes in
Zellen, die Funktion als pH-Wert Puffer im Blut [39] sowie als Transporter fiir kdrpereigene
Substanzen wie Bilirubin, Fettsduren [41], Hormone, Metallionen und nicht korpereigene

Stoffe wie Medikamente [42] beeintréchtigt.
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Die Diagnose einer NAFLD umfasst neben der Leberverfettung auch den Ausschluss anderer
Lebererkrankungen, wie viraler Hepatitis, Autoimmunhepatitis oder hereditérer Leber-
erkrankungen sowie der Pathogenese durch Alkohol [43]. Anhand des NAFLD-Activity-Scores
(NAS), der auf der histologischen Beurteilung von hepatischer Steatose, Ballonierung und
Inflammation in der Leber mit Hilfe eines Scoring Systems [44] beruht, wird die Auspragung
der NAFLD bestimmt. Eine detaillierte Beschreibung der Kriterien sind Tabelle 3 zu

entnehmen.

1.4 Verinderungen des Fettstoffwechsels bei NAFLD

Zentraler Pathomechanismus in der Entstehung der NAFLD ist die vermehrte Speicherung von
TAGs in der Leber [25], die durch Verdnderung des Fettstoffwechsels (Abbildung 4) begriindet
ist. Beeinflusst wird der Fettstoffwechsel nicht nur durch die Aufnahme von Fetten aus der
Nahrung sondern auch die korpereigene Synthese [45], den Transport von Fetten zwischen
Organen und den Abbau aus peripherem Fettgewebe. Fette dienen dem Korper als
Grundbausteine fiir Lipide, Membranen oder Cholesterin und sind neben Kohlenhydraten und

Eiweil} eine essentielle Energiequelle fiir den Korper [46].

Gesteigerte de-novo-

Lipogenese
il Trxg.lycerldansamm.lung ! “Erhéhte
Goidation > in der Leber bei « Fettsdureaufnahme
NAFLD aus der Nahrung

Fy

Reduzierte VLDL-
Sekretion

Abbildung 4: Die verschiedenen Mechanismen der TAG-Ansammlung in der Leber bei NAFLD. Quelle: eigene
Darstellung. Ein Zusammenspiel aus erhohter Fettsdureaufnahme mit der Nahrung [15, 17], gesteigerter de-novo-Lipogenese
[47, 48] und reduzierter B-Oxidation [49—51] und VLDL-Sekretion [25] fiihren zu einem erhdhten Angebot an Fettsduren in
der Leber, die als Triglyceride in der Leber gespeichert werden und zur Verfettung der Leber fiihren.
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Bei Patienten mit einer NAFLD entstammen etwa 60 % der hepatischen TAGs aus freien
Fettsduren, 25 % der de-novo-Lipogenese (DNL) und 15 % werden iiber die Nahrung

aufgenommen [48].

Wie bei Gesunden spielt die lipolytische Freisetzung von Fettsduren aus Fettgewebe und der
Transport dieser zur Leber [30], auch im Rahmen einer NAFLD, eine wichtige Rolle. Der
Anstieg von viszeralem Fettgewebe bei NAFLD fiihrt zu einer Verstirkung dieses
Prozesses [15], sodass in der Leber vermehrt TAGs als Speicherform der Fettsduren abgelagert
werden [52]. Aufgrund der hohen Insulinresponsivitit von Adipozyten [53] kommt es, begleitet
von hohen Insulinkonzentrationen, zur Entstehung einer Insulinresistenz [54]. Dies verursacht
neben einer verstirkten Lipolyse [55] auch eine deutliche Steigerung der hepatischen
DNL [47, 48] im Vergleich zu Gesunden [56]. Erhohte Glukose- und Insulinlevel fithren zur
Induktion von sterol regulatory element-binding protein (SREBP)-1c [57-59], das die
Fettsduresynthase (FAS) auf Transkriptionsebene reguliert und zu einer gesteigerten
Expression der FAS als Aktivitits-bestimmendem Enzym der DNL [60] fiihrt. Daneben zeigt
sich eine Hochregulation des Leber-X-Rezeptors (LXR) a, der die Expression von SREBP-1c
reguliert [61] und zusétzlich durch Interaktion mit dem FAS Promotor regulierend auf die
FAS [62] wirkt. Auch die Zufuhr von Fetten mit der Nahrung spielt eine wichtige Rolle. Die
Aufnahme erfolgt liber intestinal gebildete Chylomikronen, die durch Hydrolyse in TAGs
veresterte Fettsduren als Energiequelle freigeben [63] oder als TAGs im Fettgewebe gespeichert
werden [64, 65]. Ein Teil der Fettsduren wird auch in Form TAG-reicher
Chylomikronen-Remnants in die Leber aufgenommen [48, 64, 66]. Durch die Bildung von
very-low-density-lipoproteins (VLDLs) [67] ist die Leber in der Lage, Fettsduren wieder
abzugeben. Zwar kommt es durch die vermehrte Fettansammlung zu einer gesteigerten
Sekretion von VLDL, einhergehend mit einer Erhohung von VLDL regulierendem
Apolipoprotein (Apo) E [68], trotzdem besteht ein Ungleichgewicht zugunsten der Fettsduren,

welches zu vermehrter Speicherung dieser in Form von TAGs in der Leber [25] fiihrt.

Zusitzlich fiihrt die Akkumulation von Fettsiuren zu einer Uberladung der mitochondrialen
B-Oxidation [49, 50] in der Leber [51], die sich durch Hemmung des Transkriptionsfaktors
Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor (PPAR)a [69] und der die [-Oxidation
regulierenden [70] Enzyme Carnitin-Palmitoyl-Transferase (CPT) Ia und CPT II [71] zeigt.
Kompensatorisch  kommt es zur Uberexpression [69] von peroxisomalem
Acyl-Coenzym (ACOX)1 [72]. Die erhohte Rate an freien Fettsduren [50] {ibersteigt jedoch

auch die gesteigerte Kapazitit der peroxisomalen B-Oxidation.
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In engem Zusammenhang mit der B-Oxidation steht die Bildung von Ketonkdrpern. Das
Endprodukt der B-Oxidation, das Acetyl-Coenzym A (CoA), wird entweder im Citratzyklus
recycelt oder dient als Grundbaustein fiir die Bildung von Ketonkdrpern in der Leber [73, 74].
Eine Senkung der Plasmakonzentration des Ketonkorpers -Hydroxybutyrat im Plasma weist

darauf hin, dass die hepatische Ketogenese bei NAFLD inhibiert wird [73, 75].

Neben einem verdnderten Fettsdure- und TAG-Metabolismus zeigt sich unter NAFLD auch
eine Verdanderung des Cholesterinstoffwechsel, die am ehesten auf die erhdhte Fettansammlung
in der Leber zuriickzufiihren ist [76]. Die Leber ist in der Lage, reguliert durch Expression von
SREBP-2 [77], Cholesterin zu synthetisieren [78] oder das mit der Nahrung aufgenommene
Cholesterin iiber Chylomikronen-Remnants aufzunehmen [48, 64, 66]. Einhergehend mit einer
erhohten Fettansammlung in der Leber kommt es durch Induktion von SREBP-2 bei
NAFLD [79] zu einer gesteigerten Cholesterinsynthese [76]. In der Folge verdandern sich auch
die Serumkonzentrationen der Lipoproteine low-density lipoprotein (LDL) wund
high-density lipoprotein (HDL), die fiir den Transport von Cholesterin in periphere Gewebe
(LDL [80]) bzw. den reversen Cholesterintransport (HDL [81]) zur Leber zustéindig sind. Diese
als Dyslipiddmie [82] bezeichnete Verdnderung zeichnet sich durch erhohte TAG-, LDL- und

HDL-Cholesterin-Konzentrationen im Blut aus [83].

1.5 Low-grade-Inflammation

Die Entstehung einer NAFLD im Rahmen des metabolischen Syndroms ergibt sich nicht alleine
aus den Verdnderungen des Fettstoffwechsels [15], sondern begriindet sich auch in der engen
Assoziation von Ubergewicht und der Ausbildung einer Low-grade-Inflammation (LGI) [84].
Da diese nicht wie im klassischen Sinne Pathogen-assoziiert ist, wird sie auch als sterile
Inflammation bezeichnet [85]. Fettgewebe selbst wirkt als endokrines Organ und produziert
und sezerniert pro-inflammatorische Zytokine [86], darunter die Interleukine (IL)-1p, IL-6 und
Tumornekrosefaktor (TNF)a [87, 88]. Die Hypertrophie der Adipozyten aufgrund der
vermehrten Fettansammlung fiihrt zu einer Aktivierung des Nuclear Faktor
(NF)-kB induzierten Signalweges [88], der die Sekretion von pro-inflammatorischen
Adipokinen  auslost. Es  kommt zur  Mobilisierung  pro-inflammatorischer
M 1-Makrophagen [89], die durch Ausschiittung pro-inflammatorischer Zytokine [84, 88] einen
Entziindungszustand hervorrufen und aufrecht erhalten. Eine damit einhergehende
Insulinresistenz  [90] wird dadurch verursacht, dass IL-6 und TNFa [91] die

Rezeptorwirkungskaskade von Insulin hemmen und zusétzlich die Expression von Insulin-
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hemmenden Proteinen verstirkt wird. Auch IL-1p wirkt inhibierend auf den
Insulinstoffwechsel, indem durch verdnderte Translokation von Glukosetransporter (GLUT) 4
in Adipozyten der Glukosetransport gehemmt wird [92]. Die Insulinresistenz fiihrt nicht nur zu
Veranderungen im Insulinstoffwechsel, sondern reguliert auch iiber verringerte Konzentration
von Adiponektinen die Ausschiittung von IL-10 [93]. IL-10 wird durch M2-Makrophagen
ausgeschiittet und wirkt anti-inflammatorisch, indem es unter anderem die Apoptose von
MI1-Makrophagen induziert [94]. Es kommt zur Verschiebung des Gleichgewichtes pro- und
anti-inflammatorischer Zytokine, die neben Verdnderungen des Insulin- auch zur
Beeinflussung des Lipidstoffwechsels [85] fiihrt. IL-6 fiihrt zu gesteigerter lipolytischer
Aktivitidt im Fettgewebe und Fettsdureverwertung in Muskeln. Die Ausschiittung von TNFa
fiihrt ebenfalls zu einer Steigerung der Lipolyse und iiber die gesteigerte Freisetzung von freien
Fettsduren zu Leberverfettung. Auch IL-1p fiihrt durch Akkumulation von TAGs in der Leber
zu einer Verfettung, indem die DNL gesteigert wird [95].

Die gegenseitige Beeinflussung von Fettstoffwechsel und Inflammation und dadurch bedingte
Verstarkung von Ubergewicht [94, 96] begriindet sich auch in der Ausbildung einer
Leptinresistenz [97] und der Dysregulation der Hormone Ghrelin und Orexin [98], die an der
Regulation der Nahrungsaufnahme beteiligt sind. In diesem Zusammenhang spielt auch das
Hormon Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF)21 im metabolischen Gleichgewicht eine

wichtige Rolle [99], da es dhnlich wie Leptin, Orexin und Ghrelin die Futteraufnahme reguliert.

1.6 Fibroblast-growth-factor 21

FGF21, erstmals 2000 durch Nishimura et. al. [100] beschrieben, gehort zur Gruppe der
Fibroblasten-Wachstumsfaktoren. Er wird vorwiegend von der Leber gebildet, daneben auch
im Skelettmuskel, weilem und braunem Fettgewebe sowie dem Darm, Herz, der Niere und dem
Pankreas [99]. FGF21 wirkt iiber Ausbildung eines Rezeptorkomplexes (Abbildung 5) mit
einem FGF-Rezeptor (FGFR)1c und B-klotho als obligatem Corezeptor [101, 102]. B-klotho
wird in weilem Fettgewebe, der Leber und im Pankreas exprimiert [101, 103] und wirkt als

Transmembranprotein [104].
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Abbildung 5: Entstehung des FGF21/p-klotho/FGFR1c-Rezeptorkomplexes (nach [105]). In der Zellmembran liegen

B-klotho (KLB) und FGFR1c (FGFR) Monomere und FGFR/B-klotho Heterodimere im Gleichgewicht vor. Bindet FGF21
(FGF) an B-klotho und zwei FGFR1c, entsteht der FGF21/B-klotho/FGFR1c-Rezeptorkomplex.

FGF21 (Abbildung 6) wirkt als endokriner Faktor in Form eines metabolischen
Regulators [102, 106] auf verschiedene Organe. Uber seine Wirkung im Hypothalamus und
Rhombencephalon beeinflusst FGF21 die Anpassung an Hungerzustinde [107, 108]. Als
Fastenhormon [109, 110] weist FGF21 bei niedrigem Energieangebot erhdhte Konzentrationen
auf. Im Pankreas bewirkt FGF21 eine Verbesserung der [-Zellfunktion [111], eine
Verringerung von Inflammation [112] und Glukagon [106]. Neben einer Induktion der
Lipolyse [113] und einer verstiarkten insulinunabhédngigen Glukoseaufnahme in Adipozyten
iiber GLUT 1 [102, 106] bei Menschen wird bei Méausen durch FGF21 auch die Ketogenese in
der Leber angeregt [109]. AuBerdem erhoht FGF21 in der Leber die f-Oxidation und reduziert
die Glukoseabgabe [114], was in Folge zur Reduktion von hepatischer Steatose flihrt [115]. In
Muskeln [116] und im Herz [117] bewirkt FGF21 eine erhohte Glukoseaufnahme und
verringert die Ausbildung einer kardialen Hypertrophie [118]. FGF21 ist aulerdem wichtiger
Regulator der Knochenhomoostase [119], wirkt protektiv auf Nierenpathologien [120] und soll

bereits bei Sdauglingen die intestinale Funktion [121] positiv beeinflussen.

Obwohl FGF21 vor allem bei Fasten [109] und Kalorienrestriktion erhoht ist, zeigen sich bei
Adipositas sowohl bei Méusen als auch Menschen ebenfalls erhohte FGF21-Konzentrationen
[122—-124], was zur Bezeichnung ,,FGF21 Paradox‘ [125] gefiihrt hat. Grundlage ist, dhnlich
wie bei einer Leptin- [97] und Insulinresistenz [53], eine Dysregulierung des
FGF21-Metabolismus, was ebenfalls als FGF21-Resistenz bezeichnet wird. Hierbei ist
charakteristisch, dass es trotz erhohter Plasmakonzentration von FGF21 zur Reduktion des

Rezeptorkomplexes FGFR1¢/B-klotho kommt [125]. Dies steht in engem Zusammenhang mit
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dem Auftreten von Inflammation bei Adipositas [126]. So ist beschrieben, dass z.B. das Zytokin
TNFa die Expression von B-klotho inhibiert, was in einer Reduktion der FGF21-Sensitivitit
resultiert [127].

Pankreas
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Abbildung 6: Funktionen von FGF21 modifiziert nach [128]. FGF21 wirkt auf verschiedene Organe. Er ist an der Regulation
der Nahrungsaufnahme im =zentralen Nervensystem (ZNS) beteiligt und bewirkt eine erhohte Lipolyseaktivitt,
Glukoseaufnahme und Insulinsensitivitit im Fettgewebe. In der Leber erhoht er die Ketogenese, B-Oxidation und verringert
die Glukoseabgabe sowie die Verfettung. Sowohl im Muskel als auch im Herzen sorgt FGF21 fiir eine erhdhte
Glukoseaufnahme und verringert die Ausbildung einer kardialen Hypertrophie. Zusétzlich beeinflusst FGF21 die
Knochenhomdostase, verbessert die intestinale Funktion und verringert die Ausbildung von Nierenpathologien.

1.7 Therapieansitze bei Adipositas
Um den Kreislauf aus Ubergewicht und Inflammation zu durchbrechen, werden Interventionen
wie Kalorienrestriktion, Bewegung [129] und Fasten [130, 131] als wirksame Therapien

beschrieben.

Durch Kalorienrestriktion kann dem Ungleichgewicht von Energiezufuhr und -verbrauch und
der resultierenden Gewichtszunahme entgegen gewirkt werden [132]. Sowohl bei
Mausen [133] als auch bei Menschen [134] bewirkt ein Wechsel von einer Hochfettdiét zu einer
Niedrigfettdidt (NFD) eine signifikante Reduktion von Korpergewicht und Fettmasse. Eine
Steigerung der korperlichen Aktivitdt durch Bewegung fiihrt, abhdngig von der Intensitét, zu
einer Gewichtsreduktion [135, 136], die durch die Kombination aus Kalorienrestriktion und

Bewegung zusitzlich verstirkt werden kann. Im Mausmodell wurde auflerdem gezeigt, dass
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sich Bewegung dadurch positiv auf den FGF21-Metabolismus auswirkt, dass die Expression
des FGF21-Rezeptorkomplexes im Fettgewebe wiederhergestellt und so die FGF21-Sensitivitit
regeneriert wird [127]. Fasten dient auch der Regeneration des zirkadianen Rhythmus [137],
welcher nachweislich durch Adipositas gestort wird. Eine Reihe physiologischer
Prozesse [138], wie die Freisetzung von Hormonen oder metabolische Vorginge [139],
unterliegen der Steuerung durch den suprachiasmatischen Kern (SCN) im Hypothalamus [140]
und sind abhédngig von Faktoren wie individuellem Tag-Nacht-Rhythmus oder
Temperatur [141, 142]. Auch periphere Gewebe wie die Leber oder Fettgewebe [143—145]
unterliegen einem zirkadianen Rhythmus, durch den die Expression von Genen mit Einfluss
auf den Metabolismus gesteuert wird. Die enge Verbindung von zirkadianem Rhythmus und
Metabolismus zeigt sich bei Menschen und Mausen in einer Gewichtsabnahme und
Fettmassenreduktion bei Fasten [146], wobei der Effekt bei Mdusen nur unter einer

Hochfettdiit, nicht aber unter eine kalorienrestriktiven Diit gezeigt werden konnte [137].

11
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1.8 Fragestellung

In zahlreichen Untersuchungen an Méusen und Menschen wurde bereits gezeigt, dass eine
Erndhrungsumstellung, korperliche Aktivitét und Intervallfasten wirksame
Interventionsmafnahmen bei einer Adipositas, auch im Rahmen eines metabolischen Syndroms
sein konnen. Was noch nicht gezeigt wurde ist, wie sich die Kombination der genannten
Interventionen auf die Leber auswirkt und welche Rolle das Fastenhormon FGF21 in diesem

Kontext spielt.

Daher wurde in der vorliegenden praklinisch murinen Studie vor allem der
hepatoprotektive Effekt der Interventionen auf eine erndhrungsinduzierte Adipositas und
NAFLD hervorgehoben. Der Fokus lag neben dem Einfluss auf den gesamten Metabolismus
insbesondere auf Auswirkungen auf den Fettstoffwechsel. Weiterhin standen die Rolle von
FGF21 im Rahmen einer NAFLD sowie der Zusammenhang zwischen einer LGI und FGF21
im Mittelpunkt der Betrachtungen. Daraus konnten Schlussfolgerungen fiir einen
klinischen Ansatz zu einer weniger invasiven Therapiekontrolle einer NAFLD entstehen, der
in der Klinik beispielsweise einer Bestimmung der FGF21 Serumkonzentration beim Patienten

entsprechen konnte.
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2 Material und Methoden

2.1 Tierexperimentelles Design

Fir die durchgefiihrten Untersuchungen wurden n=90 vier Wochen alte weibliche
C57BL/6-Maiuse von Charles River (Sulzfeld, Deutschland) verwendet. Die C57BL/6-Maus als
Modelltier ist sehr gut geeignet, um Auswirkungen unterschiedlich zusammengesetzter
Nahrung auf die Entstehung von Pathologien wie Hyperinsulinimie oder Ubergewicht zu
beobachten, da die Tiere bei Fiitterung einer NFD keine korperlichen Verdnderungen aufweisen
aber unter Fiitterung einer HFD analog zum menschlichen K&rper [147] schnell Ubergewicht
und eine Leberverfettung entwickeln [148]. Die Tiere wurden in 5-er Gruppen in
Standardkifigen in einem temperaturregulierten (21+3°C) Raum mit einem 12/12h Tag-Nacht-
Zyklus (Licht an von 6-18 Uhr, 30 min Dammerungsperiode) gehalten. Wéhrend der gesamten

Versuchszeit hatten die Tiere unbegrenzt Zugang zu Wasser.

Der Tierversuch wurde in insgesamt drei grof3e zeitliche Abschnitte unterteilt, die Abbildung

7 zu entnehmen sind.

Zunachst wurden alle 90 Maéause iber einen Zeitraum von 6 Monaten mit einer HFD
(HFD D12492; Research Diets, Lane, USA) gefiittert, um den Zustand eines

ernihrungsinduzierten Ubergewichts (DIO) zu erzeugen.

Nach 6 Monaten wurden zur Einfiihrung von verschiedenen Interventionen jeweils 15 Tiere

einer von 6 Versuchsgruppen (Tabelle 1) zugeteilt. Dies erfolgte randomisiert.

Die ersten drei Versuchsgruppen (Gruppen 1-3, blaue Gruppen) erhielten weiterhin die HFD.
Wihrend bei der ersten Gruppe HFD/HFD (n=15) keine weiteren Parameter verandert wurden,
durchliefen zwei der HFD-Gruppen (jeweils n=15) weitere Interventionen. Gruppe 2 betrieb
fiir die ndchsten 3 Monate zusédtzlich ein Laufbandtraining (LB) (HFD+LB, n=15) und bei
Gruppe 3 wurde neben dem LB nach 9 Monaten bis zum Ende noch eine dritte Intervention,
die zeitlich begrenzte Fiitterung in Form von Intervallfasten (IF), eingefiihrt

(HFD+LB+IF, n=15).
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Abbildung 7: Versuchsaufbau. Zu Beginn wurden n=90 Méuse {iber einen Zeitraum von 6 Monaten mit einer HFD gefiittert.
Nach 6 Monaten wurde die Gruppe in sechs Untergruppen a 15 Tiere eingeteilt und die Interventionen gestartet. Die Tiere in
der ersten Gruppe (HFD/HFD) erhielten fiir weitere 6 Monate das HFD. In der zweiten Gruppe wurde ebenfalls weiter mit
HFD gefiittert, zusétzlich wurde das LB eingefiihrt. In der dritten Gruppe wurde neben HFD und LB nach drei weiteren
Monaten das IF gestartet. Die vierte Gruppe wurde nach 6 Monaten fiir die restliche Zeit auf eine NFD umgestellt, ebenso die
fiinfte Gruppe wo zusétzlich ein LB eingefiihrt wurde. In der sechsten Gruppe wurde neben der Umstellung auf NFD und
Laufbandtraining nach insgesamt 9 Monaten ein IF eingefiihrt. Nach 12 Monaten erfolgte die Organentnahme.

Bei den Gruppen 4-6 (gelbe Gruppen) erfolgte nach den ersten 6 Monaten ein Wechsel auf eine
NFD (D12450J, Research Diets, Lane, USA). Bei Gruppe 4 (HFD/NFD, n=15) wurde nur das
Futter gewechselt, bei Gruppe 5 (HFD/NFD+LB, n=15) analog wie bei Gruppe 2 zusitzlich LB
eingefiihrt und bei Gruppe 6 in Analogie zu Gruppe 3 nach 9 Monaten das IF
(HFD/NFD+LB+IF, n=15). Die Versuchsgruppen sind Tabelle 1 zu entnehmen.

Bei allen Tieren wurde monatlich das Korpergewicht und nach Abschluss der Experimente
(12 Monate) zusitzlich das Lebergewicht und das Gewicht von viszeralem und subkutanem

Fettgewebe erfasst.
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Tabelle 1: Ubersicht der Versuchsgruppen

Gruppe Anzahl n
HFD/HFD 15
HFD/HFD+LB 15
HFD/HFD+LB+IF 15
HFD/NFD 15
HFD/NFD+LB 15
HFD/NFD+LB+IF 15

2.2 Interventions-Parameter

2.2.1 Futterwechsel

In der ersten Phase der Studie erhielten alle Tiere das Hochfettdiét-Futter. Dieses setzt sich aus
20 %/kcal Kohlenhydraten, 60 %/kcal Fett und 20 %/kcal Protein mit einer Energiedichte von
5,24 kcal/g zusammen [149] (genaue Zusammensetzung siche Tabelle A 1, Tabelle A 2,
Tabelle A 3).

Ein Teil der Tiere erhielt iiber den gesamten Versuchszeitraum von 12 Monaten die HFD, der
andere Teil wurde ab dem 6. Monat mit einer NFD fiir die verbliebenen 6 Monate gefiittert. Die
Verteilung der Komponenten verhdlt sich hier wie folgt: 70 %/kcal Kohlenhydrate,
10 %/kcal Fett, 20 %/kcal Protein, mit einer Energiedichte von 3,82 kcal/g [149]
(genaue Zusammensetzung Tabelle A 4, Tabelle A 2, Tabelle A 3). Bei der Auswahl der NFD
wurde darauf geachtet, dass das Futter eine nahezu identische Struktur der Fette und Proteine

wie das HFD-Futter aufweist, um die Vergleichbarkeit der Gruppen zu gewéhrleisten.

2.2.2 Laufband

Das Laufbandtraining wurde nach 6 Monaten Versuchszeit eingefiihrt und dauerte drei Monate.
Unmittelbar nach Futterwechsel auf eine NFD (n=45) wurde bei jeweils 30 Tieren der Gruppe
HFD und 30 Tieren der Gruppe NFD zusétzlich die Intervention LB (n=60) begonnen.

Das Training auf dem Laufband (Treadmill, TSE System, Treadmill 303401) erfolgte aus
logistischen Griinden in 5-er Gruppen. Nach einer Gewohnung der Tiere an das Training
sowohl in Bezug auf die Trainingsbelastung an sich sowie auf die Geschwindigkeit erfolgte

eine Intensivierung des Trainings auf bis zu 60 Minuten 2x wochentlich. Das Training erfolgte
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angelehnt an das Protokoll von Marinho [150] und wurde an die Leistung der Tiere angepasst

(Abbildung A 1).

Der Einstieg in das Laufbandtraining erfolgte mit einer 1x téglichen Einheit von 10 min Dauer
mit einer Laufgeschwindigkeit von 0,1 m/s. Um sicher zu stellen, dass es durch das Training
im Wesentlichen zur Lipidoxidation und nicht zur Verbrennung von Kohlenhydraten kommt,
also kein Ubergang von anaeroben zu aeroben Energiestoffwechsel stattfindet, musste der
maximale Lactat-steady-state bei den Tieren eingehalten werden. Eine konstante Akkumulation
von Lactat im Blut kann nur dann verhindert werden, wenn die Belastung fiir die Tiere im
Ausdauertraining unterhalb ihrer Arbeitsbelastung (work load), in diesem Fall der maximal

erzielten Geschwindigkeit beim Laufen, liegt [151, 152].

In einem zweiten Abschnitt wurde ein Intervalltraining eingefiihrt, beginnend mit einer
Geschwindigkeit von 0,1 m/s, die alle 300 s um 0,05 m/s bis zur Erschopfung der Miuse
gesteigert wurde. Die hier maximal erzielte Laufgeschwindigkeit wurde als ,,work load*
definiert, 60 % dieser Geschwindigkeit entsprechen nach Definition von Ferreiera [153] der zu

wihlenden Geschwindigkeit fiir ein Ausdauertraining im rein anaeroben Energiezustand.

In der dritten Phase, die liber 8§ Wochen Training lief, wurde 2x wdchentlich das
Laufbandtraining durchgefiihrt, beginnend mit 15-miniitigem Training in der zuvor ermittelten
Geschwindigkeit. Die Dauer wurde alle 2 Wochen um 15 min erhoht, maximal wurde

2x wochentlich fiir 60 min gelaufen.

Danach erfolgte ein erneuter Test zur Feststellung der maximalen Arbeitsbelastung und
Ausdauergeschwindigkeit. Die Geschwindigkeit wurde bei Bedarf angepasst und fiir weitere
8 Wochen ein 2x wochentliches Training von 60 min Dauer durchgefiihrt. AbschlieBend wurde

ein weiteres Mal die Belastung und Geschwindigkeit ermittelt.

Das Training wurde bis zum Ende der Studie fortgefiihrt.

2.2.3 Intervallfasten

Als dritte Intervention wurde bei jeweils (n=15) Tieren der Futtergruppen HFD/HFD und
HFD/NFD Intervallfasten (IF) eingefiihrt. In fritheren Untersuchungen konnte gezeigt werden,
dass die Einfiihrung eines Fastens zu Verbesserungen des Leberstoffwechsels, einer
Gewichtsreduktion und Verhinderung einer Leberverfettung beitragen kann [137, 145]. Des
Weiteren wurde beschrieben, dass inflammatorische Prozesse verringert werden konnen [154].

Nach einem 16:8 h Schema fasteten die Tiere 16 h und erhielten anschlieend fiir 8 h Zugang
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zu ihrem jeweiligen Futter (HFD vs. NFD). Die Fastenperiode wurde in den Lichtzyklus
(von 7 bis 23 Uhr) eingetaktet. Um die Phasen exakt einhalten zu kénnen, wurde in dieser Phase
der Studie mit einem Fischfutter-Automaten (EHEIM, Deizisau, Deutschland) gearbeitet,
dessen Offnung vergrofert wurde. Der Start der Futtergabe wurde auf exakt 23 Uhr festgelegt
und mit einer Infrarotkamera tiberwacht. Am Ende der Futterperiode wurden die Tiere in einen
frischen Kéfig mit freiem Wasserzugang gesetzt. Um die Vergleichbarkeit zu erhalten, wurden
auch alle Tiere, die nicht in der Fastengruppe waren, zur gleichen Zeit in einen frischen Kéfig

umgesetzt. Das IF wurde bis zum Ende der Versuche fortgefiihrt.

2.3 In-vitro-Experimente

Fir die in-vitro-Experimente wurden humane HepG2-Zellen verwendet, die wie von
Guy et. al [162] beschrieben, kultiviert wurden. Die Zellen wurden in 6-Well-Platten ausgesit
und bei 95 % Konfluenz mit 20 pg/ml humanem TNFa (hWTNFa, Sigma Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland) oder destilliertem Wasser (B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland)
fiir 24 h inkubiert. Nach erfolgter Zell-Lyse (siehe 2.5.1) wurde die Expression von B-klotho
mittels Western Blot (siche 2.5.1) bestimmt.

2.4 Organentnahme

Nach Abschluss der Experimente (12 Monate) wurden die Tiere mittels Narkose, bestehend aus
5 %igem Isofluran (Baxter, UnterschleiBheim, Deutschland), 0,8 1/min 0> (Air Liquide,
Hamburg, Deutschland) und 1,25 I/min N>O (Air Liquide, Hamburg, Deutschland), betdubt.
Nach retrobulbdrer Blutentnahme erfolgte das Ausbluten der Tiere sowie die Entnahme von
Organen fiir die Untersuchungen. Fiir die histologischen und immunhistochemischen Analysen
der Leber wurde ein Teil des Organs in 4% Paraformaldehyd (PFA) (Paraformaldehyd Losung
4 % in PBS, SC281692, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA) fixiert und
anschlieBend in  Paraffin  (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) eingebettet
(Hadmatoxylin-Eosin (HE), = Naphthol-AS-D-Chloracetatesterase ~(CAE), F4/80) oder
unmittelbar nach Entnahme in Tissue-Tek ®0.C.T. ™ Compound eingebettet und bei -80°C in
gasformigem Stickstoff schockgefrostet (Olrot O). Fiir die molekularen Analysen wurde der
Rest der Organe mit fliissigem Stickstoff schockgefrostet und bei -80°C gelagert. Die
dauerhafte Lagerung dieser Proben erfolgte bei -21°C.
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2.5 Blutplasmaanalysen

Im Zuge der Exsanguination der Tiere wurden Blutproben gewonnen und bei 4°C bis zur
Aufbereitung gelagert. Danach wurden die Proben bei 1,65 xg und 6 °C fiir 10 min zentrifugiert
(Zentrifuge 5424, Eppendorf, Leipzig, Deutschland) und anschlieBend der Uberstand bei -80°C

gefroren.

Fiir die Messung von ALT, AST und Albumin wurden entsprechende Reaction Kits (Roche
Diagnostics, Mannheim, Deutschland) nach Angaben des Herstellers verwendet und die
Extinktion bei 340/387 nm spektrophotometrisch mit dem cobas®cl11Analyzer (Roche

Diagnostics, Mannheim, Deutschland) gemessen.

Fiir die Messung der Plasma Triglyceride (unverdiinnt) wurden das Triglyceride Colorimetric
Assay Kit (Cayman Chemical Company, Hamburg, Deutschland), fir LDL/VLDL (1:10) das
Cholesterin Assay Kit (ab65390, abcam, Cambridge, UK), und fiir Leptin (1:100), Insulin
(unverdiinnt) und FGF21 (1:5) jeweils Kits (R&D System, MI, USA) nach Angaben der

Hersteller verwendet.

Die Bestimmung von B-Hydroxybutyrat (1:2) erfolgte mit dem B-Hydroxybutyrate (Ketone
Body) Colorimetric Assay Kit (CAY700190, Cayman Chemical Company, Hamburg,
Deutschland).

2.6 Histologische und immunhistochemische Lebergewebeanalysen

Zur Untersuchung des Lebergewebes wurden Préparate histologisch und immunhistochemisch
aufgearbeitet. Insgesamt wurden drei histologische (HE), Olrot O, (CAE) und eine
immunhistochemische (F4/80) Féarbung durchgefiihrt. Ziel war die Untersuchung der
Leberproben auf mogliche Ausprigungen von hepatischer Steatose und inflammatorischer

Zellverdanderungen.

2.6.1 Histologie

2.6.1.1 Himatoxylin-Eosin

Fir die Anfertigung von HE-Pridparaten wurden 4 pm dicke Paraffinschnitte mit dem
Mikrotrom (Leica EG1160, Leica Mikrosystems Vertrieb GmbH, Wetzlar, Deutschland)
angefertigt und auf Menzel-Objekttrager (OT) (Thermo Scientific, Menzel Glaser 76x26
mm, Gerhard Menzel B.V. & Co KG Braunschweig, Deutschland) gezogen. Die Schnitte
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wurden zundchst in einer absteigenden Alkoholreihe (Ethanol von MEDITE Medical GmbH,
Burgdorf, Deutschland) rehydriert (X-TRA-Solv® Medite, X-TRA-Solv® Medite, 100 %, 90
%, 80 %, 70 %) und im Anschluss fiir 5 min bei Raumtemperatur (RT) in gefiltertem Hamalaun
(Hamalaun nach Mayer, Merck KGgA Darmstadt, Deutschland) im Verhéltnis 1:5 (Tabelle 2)
gefiarbt. Danach wurden die Schnitte fiir 10 min bei RT in handwarmem Leitungswasser
gebldut, bevor sie fiir I min bei RT in 0,5 % Eosin (Tabelle 2) (Eosin G, Merck KGgA
Darmstadt, Deutschland) getaucht wurden. Unmittelbar im Anschluss erfolgte das Waschen der
Schnitte mit Leitungswasser und das Tauchen in destilliertes Wasser (dH2O). Zum
Haltbarmachen und Vorbereiten fiir die Mikroskopie wurden die Schnitte zum Schluss
dehydriert. Dies erfolgte in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70 %, 96 %, 100 %, 100 %,
X-TRA-Solv® (MEDITE Medical GmbH, Burgdorf, Deutschland) X-TRA-Solv® (MEDITE
Medical GmbH, Burgdorf, Deutschland). Das FEindecken der Schnitte erfolgte mit
X-TRA Kitt® (MEDITE Medical GmbH, Burgdorf, Deutschland). Vor der Auswertung
wurden die Schnitte fiir mindestens 24 h bei RT getrocknet. Die genaue Zusammensetzung der

Farbelosungen ist Tabelle 2 zu entnehmen.

Tabelle 2: Losungen HE-Firbung

Losung Zusammensetzung

Hamalaun 1:5 Verdiinnung: 50 ml Himalaun+ 200 ml dH,O

Eosin G 2,5 g Eosin auf 500 ml dH>0 geldst und filtriert und
mit 6 Tropfen Eisessig angesduert

Ethanol 99 % Ethanol

Die Schnitte wurden unter einem Lichtmikroskop (Carl Zeiss Axioskop 40, Carl Zeiss AG,
Oberkochen, Deutschland) ausgewertet. Die Aufnahmen erfolgten mit einer Mid-
Range-Mikroskopie-Kamera (Zeiss AxioCam MRc5, Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Deutschland) unter Nutzung der Software Zeiss ZEN 2 lite (Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Deutschland) in 50-, 100- und 200-facher VergroBerung.

19



Material und Methoden

Tabelle 3: Vergabe der Score-Werte fiir Steatose, Ballonierung und Inflammation

Steatose Ballonierung Inflammation

Grad Kriterium \ Grad \ Kriterium Grad Kriterium

0 0<5 % Auspragung 0 Nicht ausgeprigt 0 Keine Herde

1 5-33 % Auspragung ‘ 1 ‘ Wenige pro HPF 1 <2 Herde pro HPF
2 34-66 % Auspriagung 2 Viele pro HPF 2 2-4 Herde pro HPF
3 >66 % Ausprigung \ \ 3 >4 Herde pro HPF

Die Auswertung erfolgte hinsichtlich der drei Aspekte Steatose (Abbildung A 2) in 50-facher,
Ballonierung (Abbildung A 3) in 100-facher und Inflammation (Abbildung A 4) in 200-facher
VergroBerung anhand einer Punktevergabe in allen Kategorien unter Einhaltung festgelegter

und dafiir iblicher Kriterien [44, 155] (Tabelle 3).

Sowohl zur Bewertung der Steatose als auch der Ballonierung wurde der komplette Schnitt
betrachtet und anschliefend ein fester Wert zwischen 0-2(3) vergeben. Fiir das Kriterium
Inflammation wurden 10 unterschiedliche Gesichtsfelder ausgewertet und pro Gesichtsfeld die
absolute Anzahl von inflammatorischen Herden ausgezihlt. Angelehnt an frithere Arbeiten aus
dem Institut [155] ist ein Herd in diesem Fall definiert als eine Ansammlung von mindestens
5 Entziindungszellen im Gewebe, die nicht in einer Reihe angeordnet sind. Am Ende wurde das
arithmetische Mittel iiber alle 10 Gesichtsfelder gebildet, wobei mathematisch zum nichst
hoheren Punktwert aufgerundet wurde. Entsprechend der Anzahl von Herden wurde dann der

Score-Wert vergeben.

Zum Schluss wurden die Werte aller drei Kategorien, wie in der Literatur beschrieben,

ungewichtet addiert [156] und der NAFLD-Activity-Score (NAS ) (Werte von 0-8) ermittelt.

2.6.1.2 Olrot O
Die Olrot O-Firbung wird verwendet, um Fetteinlagerungen in den Zellen nativer
Kryopréparate darstellen zu konnen. Diese Farbung eignet sich daher gut zum Nachweis von

hepatischer Steatose [157, 158].

Die Schnitte wurden mit einem Leica CM1850 Mikrotom (Leica Mikrosysteme Vertrieb
GmbH, Wetzlar, Deutschland) angefertigt. Das Aufbetten der Proben erfolgte mit
Tissue-Tek ®0O.C.T. ™ Compound bei -21°C. Die Temperatur fiir das Anfertigen der Schnitte
mit dem Mikrotom wurde zwischen -18°C und -19°C gewdhlt. Fiir jedes Praparat wurden zwei
8 um dicke Schnitte auf einen Menzel-OT gezogen und mindestens iiber Nacht bei RT

getrocknet.
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Tabelle 4: Losungen Olrot O-Firbung

Losung Zusammensetzung
Olrot O Grundldsung (0,5 % w/v) 0,5 g Olrot O
100 ml Isopropanol (100 %)
Olrot O Arbeitslosung 150 ml der Olrot-O Stock Losung (0,5 % w/v)
100 ml H>O
Losung frisch ansetzen und filtrieren
60 % Isopropanol 120 ml Isopropanol (100 %)
80 ml dH>O
Hémalaun 1:5 50 ml Hamalaun
200 ml dH>O
Losung frisch ansetzen und filtrieren

Vor dem Farbevorgang wurden die Schnitte in 4 % PFA fiir 10 min bei RT fixiert. Die
verwendeten Losungen (Tabelle 4) wurden unmittelbar vor dem Férbevorgang angesetzt.
Zunichst wurden die Schnitte nach der Fixierung zweimal mit Leitungswasser gespiilt und kurz
in 60 % Isopropanol getaucht. Die anschlieBende Féarbung mit der Arbeitslosung (Tabelle 4)
erfolgte fiir 15 min bei RT, danach wurden die Schnitte erneut kurz in 60 % Isopropanol
getaucht und daraufhin in dH>O gegeben. Die Gegenfarbung erfolgte fiir 1 min mit Himalaun
bei RT, gefolgt vom Blauen mit handwarmem Leitungswasser fiir weitere 10 min. Zum Schluss
wurden alle Schnitte mit Ultramount Eindeckmedium (Aqueous Mounting Medium, Dako)

eingedeckt und iiber Nacht bei RT getrocknet.

Die Aufnahme der Bilder von den Leberpriparaten erfolgte zeitnah (maximal 14 d nach
Féarbevorgang, da der Farbstoff ausbleicht) am Carl Zeiss Axioskop 40 (Tabelle A 5) mit der
Mikroskopie-Kamera AxioCam MRc5 unter Nutzung der Software Zeiss ZEN 2 lite. Da die
Auswertung der Schnitte anhand von fotografierten Gesichtsfeldern erfolgte, wurden fiir die
Aufnahmen konstante Kamera- und Belichtungseinstellungen (Tabelle A 5) verwendet. Mit
einem 40fach-Objektiv und einem in das rechte Okular eingebrachten Hilfsraster wurden fiir
jeden Schnitt insgesamt 10 Gesichtsfelder aufgenommen. AnschlieBend wurde der Anteil des
rot eingefarbten Fettes am Gesamtbild bestimmt. Dafiir wurde das Verhiltnis der roten Pixel
im Verhéltnis zur Gesamtpixelzahl ermittelt. Dies erfolgte unter Nutzung der Software Image J
(1.52v. Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA) durch Anwendung der
Color Treshold Methode. Die Schwellenwerte fiir Rot, Griin und Blau wurden so eingestellt,
dass das rot angefarbte Fett als zu messendes Merkmal und der Rest des Gewebes als
Hintergrund erkannt wird (Abbildung A 5). Als Ergebnis der Analyse erhilt man jeweils die
Anzahl an Pixel des Merkmales bzw. des Hintergrundes und die Gesamtzahl der Pixel fiir das

gesamte Bild. AnschlieBend wurde die Anzahl der Pixel des gemessenen Merkmals (rot
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angefarbtes Fett) ins Verhéltnis zur Gesamtzahl der Pixel gesetzt, woraus sich der prozentuale
Anteil des Fettes am Préparat ergibt. Aufgrund der groen Anzahl an Analysen erfolgte die
Auswertung mithilfe eines Codes (Abbildung A 6), sodass jeweils alle 10 Aufnahmen pro
Préaparat zeitgleich analysiert werden konnten. Die Berechnung des prozentualen Anteils

erfolgte in Microsoft Excel (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA).

2.6.1.3 Naphthol-AS-D-Chloracetatesterase-Fiirbung

Mit Hilfe der CAE-Farbung lassen sich Granulozyten [159] im Gewebe in Abgrenzung zu
anderen Zellen anfirben und somit Aussagen beziiglich einer vorliegenden Inflammation im
Gewebe machen. Es handelt sich hierbei um eine enzymhistochemische Farbung, wobei die
Farbung das Ergebnis von Enzymaktivitét ist [160]. Die Naphthol-AS-D-Chloracetatesterase
bewirkt eine Hydrolyse zu einer Naphtholverbindung, die wiederum in einer
Kopplungsreaktion zu einem wasserloslichen roten Azofarbstoff reagiert. Da die Esterase in

Granulozyten eine deutliche Reaktion zeigt, erscheinen diese bei Vorliegen im Gewebe rot

[161].

Es wurden 4 um dicke Paraffinschnitte am Leica Mikrotom angefertigt, die im ersten Schritt
analog zu den HE-Schnitten rehydriert wurden. Die Farbung erfolgte mit den in der Tabelle S
aufgefiihrten Losungen. Zundchst wurden die Schnitte bei RT fir 1h in der
Naphthol-AS-D-Chloracetatesterase-Losung (Sigma Aldrich Taufkirchen, Deutschland)
inkubiert, flieBend gewiéssert und in dH2O gewaschen, die Gegenfarbung erfolgte fiir 5 min mit
Héamalaun. Direkt nach dem Blduen mit handwarmem Leitungswasser wurden die Schnitte mit

dem Ultramount Eindeckmedium eingedeckt.
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Tabelle 5: Losungen CAE-Firbung

Losung Zusammensetzung

PBS Pufferkonzentrat 2,95 g NaaHPO4 x 2H>O (Merck KGgA Darmstadt, Deutschland) +
0,49 g KH;PO4 (Merck KGgA Darmstadt, Deutschland) in 100 ml

dH>O gelost
PBS Gebrauchslosung 5 ml PBS-Pufferkonzentrat + 95 ml dH,O
Naphthol-AS-D- 10 mg Echtgranatsalz (Fast Granat, Sigma Aldrich Taufkirchen,
Chloracetatesterase Deutschland) in 100 ml PBS-Gebrauchslésung geldst

16 mg Naphthol-AS-D-Chlorazetat in 2 ml DMSO (Merck KGgA
Darmstadt, Deutschland) gelost
Mischen, Schiitteln und Filtrieren der L6sungen

Hamalaun 1:5 50 ml Hamalaun
200 ml dH>O
Losung frisch ansetzen und filtrieren

Die Auswertung erfolgte anhand von 10 Fotos, die mit dem Carl Zeiss Axioskop 40 mit einer
Zeiss AxioCam MRc5 unter Nutzung der Software Zeiss ZEN 2 lite aufgenommen wurden. Fiir
alle Aufnahmen wurde ein 40fach-Objektiv verwendet und die Farb- und
Belichtungseinstellungen einheitlich gewéhlt (Tabelle A 6). Die Auswertung der Schnitte
erfolgte mit Hilfe von Image J unter Nutzung der Funktion Cell Counter (Zellzdhlung). Hierzu
wurden die Anzahl der rot angefarbten CAE-positiven Zellen und der bliulich-brédunlichen

Hepatozyten gezéhlt und ins Verhéltnis gesetzt.

2.6.2 Immunhistochemie

2.6.2.1 F4/80

Die F4/80-Féarbung ist eine immunhistochemische Farbung, durch die Makrophagen in Form
von F4/80-positiven Zellen dargestellt werden konnen. Bei entziindlichen Prozessen haben
Makrophagen verschiedene Funktionen wie Antigenprisentation, Phagozytose und Immun-

modulation durch Ausschiittung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren.

Mit einem Leica Mikrotom wurden die Priparate geschnitten und auf Polysin-beschichtete OT
gezogen (Thermo Scientific, Menzel Gliser, Polysine slides, 25x75x1,0 mm, Gerhard Menzel
B.V. Co& KG Braunschweig, Deutschland). In einem ersten Schritt wurden die Schnitte in
aufsteigender Alkoholreihe (70 %, 80 %, 90 %, 100 %, X-TRA-Solv® Medite) dehydriert.
AnschlieBend wurden diese in Citratpuffer pH 6,0 (Target Revital Solution, Dako Corporation,
California, USA, Ref. S1699) fiir 7 min bei 700 W in der Mikrowelle erhitzt, auf RT
heruntergekiihlt und dreimal mit dH>O gespiilt. Einem Peroxidaseblock mit Peroxidase

Blocking Solution (Dako Corporation, California, USA, Ref. S2023) folgte ein erneutes Spiilen
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(3x) und darauthin ein Protein-Block mit einem serumfreien Protein-Block (Dako Corporation,
California, USA, Ref. X0909) fiir 30 min. AnschlieBend wurden die Schnitte mit den
Antikorpern (Tabelle 6) inkubiert (Primérantikorper iiber Nacht, Sekundérantikorper fiir 1 h).
Die Farbreaktion des Antikdrpers wurde durch Nutzung des Chromogens Permanent Red (Dako
Corporation, California, USA, Ref. K0640) sichtbar gemacht. Als Gegenfarbung wurde
Hiamalaun verwendet. Alle Schnitte wurden nach dem Blduen in einer aufsteigenden

Alkoholreihe rehydriert und mit dem X-TRA Kitt® Medite eingedeckt.

Tabelle 6: Verwendete Antikorper F4/80-Féarbung

Antikorper Beschreibung Verdiinnung
Primérantikorper Ratte anti-Maus F4/80-Bio RAD MCA 497 in 1:10
Antikdrperverdiinnungsmittel mit Hintergrund
reduzierenden Komponenten, Dako Ref 3022
Sekundérantikdrper | Ziege anti-Ratte abcam 97054 in 1:100
Antikorperverdiinnungsmittel mit Hintergrund
reduzierenden Komponenten, Dako Ref 3022

Von jedem Prédparat wurden lichtmikroskopische Auftnahmen am Carl Zeiss Axioskop 40 unter
Nutzung der Zeiss AxioCam MRc5 und der Software Zeiss ZEN 2 lite angefertigt. Unter
Verwendung des 40fach-Objektivs und bei konstanten Farb- und Belichtungseinstellungen
(Tabelle A 7) wurden 10 Bilder aus unterschiedlichen Gesichtsfeldern aufgenommen.
AnschlieBend erfolgte manuell die Auszdhlung der F4/80-positiven-Zellen (rot) und
Hepatozyten (blau) mit Hilfe des Cell Counters im Programm Image J. Zur Auswertung wurde

das Verhiltnis von F4/80-positiven Zellen zu Hepatozytenzahl gebildet.

2.7 Molekularbiologische Untersuchungen

2.7.1 Western Blot

Der Western Blot wird zur Detektion von spezifischen Proteinen in einem Zelllysat
verwendet [162]. Das Verfahren wurde bereits 1979 etabliert [163] und ist seitdem fester

Bestandteil molekularbiologischer Untersuchungen.

Fiir die Proteinisolierung wurden entweder 30 mg Lebergewebe oder mit TNFa inkubierte
HepG2-Zellen verwendet. Zur Proteinextraktion wurden sowohl das Lebergewebe, als auch die
Zellen mit einem Lysepuffer (Tabelle 7) (10 ul/10 mg Gewebe) versetzt. Fiir die Detektion von
phosphorylierten Proteinen wurde 1 Tbl. PhosSTOP™ (Roche Diagnostics, Schweiz) zum
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Lysepuffer hinzugefiigt. Nach 30-miniitiger Inkubation auf Eis und 10-miniitiger
Zentrifugation bei 4°C und 10.000 xg wurde der Uberstand abgetrennt und im Verhéltnis 1:30

verdiinnt.

Tabelle 7: Bestandteile des Lysepuffers

Substanzen | Menge
Aqua dest. 9,026 ml
IM TRIS, pH 7,5 100 pl
5M NaCl 20 pl
250 mM EDTA 4 ul

10 % Triton-X-100 500 ul
100 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) 200 pl

4 % Natriumazid (NaN3) 50 ul
Protease Inhibitor Cocktail (Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) 100 pl

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mittels Bicinchoninsduremethode (Pierce
Biotechnology Inc., Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) unter Verwendung von
Rinderserumalbumin (BSA) (Pierce Biotechnology Inc., Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) als Standard. Die Bicinchoninsédure (BCA) Reagenz wurde vor Gebrauch aus
50 Teilen BCA™ Protein Assay Reagenz A und 1 Teil Reagenz B (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) hergestellt. 12,5 pul der im Verhiltnis 1:30 verdiinnten Proteinprobe
wurden mit 100 pl der BCA Reagenz vermischt und bei 37°C fiir 30 min inkubiert. Durch die
Reaktion von einem Kupfer-Ion und zwei BCA-Molekiilen entsteht ein wasserloslicher violett
gefarbter Chelatkomplex, dessen Absorption bei 562 nm im Spectrophotometer (Sunrise™
Tecan, Tecan Trading AG, Schweiz) gemessen wurde. Die Proteinmenge wurde iiber den

Standard automatisiert berechnet.

Es wurde ein 10 %iges Mini-PROTEAN ® TGX Stain-Free™-Gel (Fertiggel Bio-Rad
Laboratories GmbH, Feldkirchen, Deutschland) oder ein 8 %iges (FGFR1c und pFGFR1c)
SDS-Gel (selbstgegossen) verwendet. Fiir das SDS-Gel wurde zunichst das Trenngel (Tabelle
8) gegossen und mit Isopropanol iiberschichtet. Nach Polymerisation wurde das Sammelgel
(Tabelle 8) auf das Trenngel aufgetragen. Die Proteinproben mit einer Konzentration von
20pg/ul wurden mit Probenpuffer (Tabelle 9) versetzt und abzentrifugiert. Es folgte eine
Denaturierung bei 95°C fiir 5 min und der sofortige Transfer auf Eis. Die fertigen SDS-Gele
wurden nach der Polymerisation in die Elektrophoreseeinheit gesetzt und die Kammern mit

Laufpufter (von 4-fach auf 2-fach/1-fach verdiinnt) (Tabelle 10) gefiillt. AnschlieBend wurden
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die Proteinproben in die Taschen des Sammelgels gegeben. Als GroBenstandard wurden 5 ug
Marker (je 2,5 pg des Precision Plus Protein™ Unstained Protein Standards Nr. 1610363 und
Nr. 1610373, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, Kalifornien, USA) mitgefiihrt. Beginnend
bei einer Stromstdrke von 20 mA wurde die Auftrennung der Proben gestartet und bis auf
maximal 40 mA bis zur vollstdndigen Durchwanderung des Gels und Auftrennung des Markers
erhoht. Nach dem Gellauf wurde die Gesamtheit der Proteine fiir die Stain-Free Gele

colorimetrisch unter UV-Licht detektiert.

Tabelle 8: Bestandteile Trenn- und Sammelgel (fiir jeweils 2 Gele)

Substanzen Trenngel 8 % Sammelgel 5 %
Aqua dest. 3,35 ml 4,1 ml
Acrylamid 2,7 ml 1 ml

TRIS pH 8,8 3,75 ml

TRIS pH 6,8 0,75 ml
Sodiumdodecylsulfat (SDS) 100 pl 50 ul
Ammoniumperoxidisulfat 100 ul 50 ul
Tetramethylethylendiamin (TEMED) | 10 ul Sul

Tabelle 9: Probenpuffer

Substanz Menge
Aqua dest.

250 mM TRIS pH 6,6 2,5 ml

8 % SDS 08¢

87 % Glycerin 4,5697 g
100 mM DTT 154,2 mg
0,2 % Bromphenolblau 0,2 ml

Tabelle 10: Laufpuffer pH 8,3

Substanz Menge
TRIS 303¢g
Glycin 144 g
SDS 10g
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Tabelle 11: Zusammensetzung Anodenpuffer I und II pH 10,4 und Kathodenpuffer pH 9,4

Substanz Anodenpuffer I Anodenpuffer 11 Kathodenpuffer

25 mM TRIS 0,757 g 0,757 g

30 mM TRIS 9,0855 g

40 mM Glycin 0,751 g

20 % Methanol | 50 ml 50 mL 50 ml

Aqua dest. Auf 250 ml aufgefiillt | Auf 250 ml aufgefiillt | Auf 250 ml aufgefiillt

Tabelle 12: Zusammensetzung TBS-T, TBS, BDS und PBST

Substanz TBS-T | TBSpH7,6 |2,5% BSA | 1xPBST

BSA 125¢
TRIS 242 ¢
NaCl 80 g

10 % TBS 100 ml
TBS-T 500 ml
10x PBS (P7059 Sigma Aldrich, 100 ml
Taufkirchen, Deutschland)
0,1 % Tween 20 1 ml 1 ml

H,O 900 ml | 1000 ml 900 ml

Die Ubertragung der Proteine auf eine Polyvinylfluorid (PVDF)-Membran (Immobilon-P,
Millipore, Eschborn, Deutschland) erfolgte iiber ein Semi-Dry-Blotting-System. Um die
hydrophoben Eigenschaften der PVDF-Membran zu verringern, wurde diese fiir 15s in
100 %iges Methanol (J.T. Baker™, Thermo Fisher Scientific Inc., Schwerte, Deutschland)
eingetaucht, 2 min in Wasser gewaschen und anschlieBend fiir 5 min im Anodenpuffer II
(Tabelle 11) dquilibriert. Der Blot setzt sich aus 3 Schichten in Kathodenpufter (Tabelle 11),
dem Gel, der PVDF-Membran und 1 Schicht in Anodenpuffer II (Tabelle 11) und 2 Schichten
in Anodenpuffer 1 (Tabelle 11) zusammen. Der Blot lief fiir 1h 45 min bei 2,8 mA/cm?.
AnschlieBend wurde die Membran kurz mit TBS-T (Tabelle 12) gewaschen und fiir 30 min bei
37°C unter Schiitteln mit 2,5 % BSA-Losung (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,

USA) geblockt, um unspezifische Bindungen von Antikérpern zu verhindern.

Die Membranen wurden bei 4°C iiber Nacht mit entsprechend verdiinnten Primérantikdrpern
(Tabelle 13) unter Schiitteln inkubiert. Nach Waschen (1x 5 min in 1xTBS-T und 1x5 min in
TBS) (Tabelle 12) erfolgte die Inkubation mit dem entsprechenden Peroxidase-gebundenen
Sekundirantikorper (Tabelle 14) fiir 1 h bei RT auf dem Schiittler. Die Membranen wurden
danach 3x5 min mit 1x TBS-T und 2x5 min mit 1x TBS gewaschen. Durch Luminol-verstérkte

Chemilumineszenz (ECL plus, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland) konnte
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die Proteinexpression bestimmt und mit dem ChemiDoc LB XRS System (Bio-Rad

Laboratories, Hercules, California, USA) erfasst werden.

Tabelle 13: Primérantikorper

Primérantikorper Host | Klonalitit | Verdiinnung

Anti-B-klotho (LBioScience, Seattle, USA) Hase | Polyklonal | 1:1.000

Anti-pFGFR1c (Tyr 653/654, Cell Signaling | Hase | Polyklonal | 1:1.000
Technology, Cambridge, UK)

Anti- GAPDH (Millipore Sigma, Burlington, | Maus | Monoklonal | 1:20.000
Massachusetts, USA)

Anti-Maus (Sigma Aldrich, Taufkirchen, | Maus | Monoklonal | 1:40.000
Deutschland)

Anti-FGFR1c (D8E4, Cell Signaling Technology, | Maus | Polyklonal | 1:10.000
Cambridge, UK)

Tabelle 14: Sekundérantikorper

Sekundirantikorper Host Verdiinnung

Anti-rabbit IgG, HRP-linked (Cell Signaling | Maus 1:10.000
Technology, Cambridge, UK)

Tabelle 15: Strip-Losung

Substanz
25 mM Glycin
1% SDSpH?2

Bei Reinkubation der Membranen mit einem weiteren Primérantikdrper wurde der vorherige
Antikorper mittels einer Strip Losung (Tabelle 15) entfernt, indem die Membran in dieser fiir
15 min bei 37 °C inkubiert und anschlieBend 15 min mit TBS-T gewaschen wurde. Die
Membran wurde wie oben beschrieben erneut in Primérantikorperlosung sowie in
Sekundirantikorperlosung inkubiert, wobei darauf zu achten war, dass bei Inkubation mit

anti-GAPDH Antikorper die Membran zusétzlich iiber Nacht in 2.5% BSA geblockt wurde.

Die Auswertung des Western Blot erfolgte mithilfe des Programmes Image Lab ™ Software.
Die Luminesenzsignale wurden densitometrisch (Quantity One, Bio-Rad Laboratories,
Hercules, Kalifornien, USA) ausgewertet und die relative Proteinexpression anhand des

Quotienten aus Zielprotein (pFGF, B-klotho) und jeweiligem Kontrollprotein
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(FGF, Gesamtprotein) ermittelt. Die Ergebnisse eines Western Blots sind als semiquantitativ

zu bewerten [162].

2.7.2 mRNA-Expressionsanalyse

mRNA-Expressionsanalysen wurden mit Hilfe einer quantitativen Real-Time-Polymerase-
kettenreaktion (RT-PCR) durchgefiihrt. Dabei wurde zuerst RNA aus gefrorenem Lebergewebe
mit dem RNeasy® Mini Kit (Qiagen, Venlo, Niederlande) unter Beachtung der Hersteller-
angaben isoliert. Zunichst wurde 30 mg gefrorenes Lebergewebe lysiert, um die gesamte
enthaltene RNA im Gewebe freizusetzen. Im néchsten Schritt erfolgte die Homogenisierung.
Durch die Zugabe des zugehorigen Puffers wird eine effiziente Bindung der RNA an die
RNeasy-Silikatmembran der RNeasy-Mini-Spin-Sdule ermoglicht, wobei Verunreinigungen
durch Rest-DNA durch das RNAse-Free-DNase-Set verhindert werden. Nach mehrmaliger
Zentrifugation und Waschen mit Puffer wurde die RNA mit 30 ul RNAse free H>O von der
Sdule eluiert. Die RNA-Konzentrationsmessung erfolgte durch Absorptionsmessung am
NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), wobei die Absorption bei 260 nm
und 280 nm gemessen wurde und H>Opgpc als Referenz diente. Die Konzentration ist dabei
proportional zur Lichtabsorption. Aussagen iliber die Reinheit der RNA-Probe kdnnen mittels
Quotienten von Azeo/A280 getroffen werden. Der Absorptionsquotient sollte bei ~2 liegen.
Zusitzlich wurde die Qualitit der RNA mittels Agarosegel-Elektrophorese iiberpriift. Tabelle
16 zeigt die Bestandteile des Agarosegels, Tabelle 17 des TRIS-Acetat-EDTA (TAE)-Puffers
und Tabelle 18 die Zusammensetzung des Ladepuffers. Fiir die qualitative Agarose-
Gelelektrophorese wurde jeweils 1 ul der Probe mit 1 ul RNA-Ladepuffer versetzt und mit
RNAse freiem H>O auf 11 pl aufgefiillt und auf das Agarosegel aufgetragen. Der Gel-Lauf
wurde bei 50-90 V durchgefiihrt.

Tabelle 16: Zusammensetzung des Agarosegels 1 %

Substanzen Menge
Aqua dest. 30 ml
1x TRIS-Acetat-EDTA-Puffer 30 ml
Agarose 03¢g
Lonza Gelstar Nucleid Acid Gel Stain 10,000 | 0,6 pl
conc. In DMSO Cat. No 50535
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Tabelle 17: Bestandteile des TRIS-Acetat-EDTA-Puffer

Substanz Menge

Aqua dest. 0,51

2 M TRIS 121,65 ¢

1 M Na-Acetat-3H,0 68,04 g

50 mM Na; EDTA 9,305 g
Tabelle 18: Bestandteile des Ladepuffers

Substanzen Menge

Aqua dest. 0,51

87 % Glycerol 2,875 ml

0,5 M EDTA 10 ul

Bromphenolblau 20 mg

Xylene Cyanol 20 mg

Nach erfolgreicher Isolation der RNA folgte die quantitative RT-PCR. Hier wurde ein 2-Schritt
Protokoll befolgt, d.h. zuerst wurde die mRNA in cDNA reverse transkribiert, gefolgt von einer
RT-PCR. Die RNA wurde in einem ersten Schritt denaturiert. Der dafiir verwendete Ansatz ist
Tabelle 19 zu entnehmen. Im Mastercycler gradient 5.331 (Eppendorf SE, Hamburg,
Deutschland) wurde im Programm RNADENAT fiir 10 min bei 72°C mit anschlieBender
Kiihlung auf 4°C die Denaturierung durchgefiihrt. Anschlie8end erfolgte unter Kithlung auf Eis
die Zugabe des cDNA-Synthese-Mastermix (MM) zum Reaktionsansatz. Die Zusammen-
setzung des MM ist in Tabelle 20 abgebildet.

Im Mastercycler erfolgte nach Zugabe des MM die Erstellung der cDNA durch Durchlauf des
Programms RT42 (1h bei 42°C, 5 min bei 95°C und Kiihlung bei 4°C).

Die Expressionsanalyse der Zytokine erfolgte mit Hilfe einer quantitativen Real-Time-PCR im
BioRad iQ5 Multicolor Real Time PCR Detection System (Conquer Scientific, San Diego,
California, USA) mit dem iQ™ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, Hercules, California,
USA). Als Fluoreszenzfarbstoff diente SYBR® Green der Detektion doppelstringiger DNA,
dabei nimmt mit zunehmenden PCR-Produkt das Fluoreszenzsignal zu. Es wurden jeweils 80 pl
PCR-Wasser und 10 pl der jeweiligen Primer (Tabelle 21) abgebildet, wobei 40S Ribosomal
Protein S18 (RPS18) als Housekeeping Gen (HKG) diente. 19 pl Mastermix wurden mit
Positivkontrolle diente ein 1:2 verdiinnter

(PCR-Wasser),

1 ulcDNA in eine Kavitit gefiillt, als

C57BL/6-Maus-Lebergenpool und eine Negativkontrolle um Ver-

unreinigungen oder falsch-positive Signale auszuschlieBen.
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Tabelle 19: Denaturierungsansatz

Substanzen Menge
RNA 2 pug/ul
RNAse freies Wasser Ad 11ul
Oligod(T) 18mRNA Primer 1 ul
Tabelle 20: Zusammensetzung des Mastermixes

Substanzen Menge
5x First Strand Puffer 4 ul

0,1 M DTT 2 ul

10 mM dNTP’s 1 pl
Superscript 1 ul

Tabelle 21: Primer fiir RT-qPCR

Primer | 5°-3° Vorwiirtsprimer 5°-3" Riickwértsprimer

FGF21 | GCTGTCTTCCTGCTGGGG CCTGGTTTGGGGAGTCCTTC

TNFa | ACATTCGAGGCTCCAGTGAATTCGG | GGCAGGTCTACTTTGGAGTCATTGC
IL-18 CCCAAGCAATACCCAAAGAA TTGTGAGGTGCTGATGTACCA

IL-6 TCTGACCACAGTGAGGAATGTCCAC | TGGAGTCACAGAAGGAGTGGCTAAG
IL-10 GCCTTGCAGAAAAGAGAGCT AAAGAAAGTCTTCACCTGGC

RPS18 | AGGATGTGAAGGATGGGAAG TTGGATACACCCACAGTTCG

Die Expression der Zielgene wurden mit der CycleTreshold (CT) Methode -AACT quantifiziert.
Die Normalisierung erfolgte hierbei gegen das HKG RPS18. Der Cycle Treshold-Wert
(Ct, Schwellenzyklus) spiegelt die Stelle des stirksten Anstiegs der gemessenen Fluoreszenz
wider. Je geringer die Expression eines Genes ist, umso hoher ist der Ct-Wert. Da besonders
die Expressionsunterschiede von Interesse sind, wurde zunidchst ACT zwischen HKG und
Zielgen bestimmt und anschlieBend das ACT der Positivkontrolle vom ACT des Zielgens
subtrahiert. AACT wird letztlich als Ratio 22T angegeben, wodurch eine relative

Quantifizierung der Expressionsunterschiede moglich ist.

2.8 Korrelationsanalyse

Die Korrelationsanalysen wurden mithilfe von R (Version 4.0.2, R studio, Boston, USA)
anhand der prcomp Methode durchgefiihrt. Die Pearson-Korrelation wurde verwendet, um die
lineare Abhingigkeit zweier Parameter darstellen zu konnen. Es wurde auf eine mogliche
Korrelation zwischen allen 26 gemessenen Parameter getestet und diese in einer HeatMap

dargestellt. Rote Farbe bedeutet eine streng positive Korrelation (1,00-0,70), blau eine streng
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negative Korrelation (-0,70—1,00) und helle Farben eine moderate Korrelation
(>0,40 oder <-0,40). Da nicht bei allen Tieren Werte fiir alle 26 Parameter vorlagen, wurden
die fehlenden Werte vor der Analyse durch den Mittelwert der jeweiligen Versuchsgruppe

ersetzt.

2.9 Statistik

Die statistischen Analysen wurden mit Hilfe von Microsoft Excel und GraphPad PRISM 8.0.1
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) durchgefiihrt. Ausgeschlossen aus den
Analysen wurden Proben von Tieren, die aus unterschiedlichen Griinden vorzeitig im Verlauf
der Studie verstorben waren oder bei denen bei Organentnahme anatomische und
morphologische Veridnderungen an der Leber aufgefallen waren, welche Hinweis auf ein
aullerhalb der untersuchten Aspekte pathologisches Ereignis geben konnten (z.B. Tumor,

Nekrose).

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt in Form von Box Plots, wobei der Median sowie die
25% und 75% Perzentile mit einem Konfidenzintervall von 95% dargestellt sind. Ausreifler
wurden mit der Robust regression and Outlier removal (ROUT)-Methode bestimmt. Mittels
Kolmogorov-Smirnov Test fiir Scores oder Shapiro-Wilk wurde zunichst auf Normalverteilung
getestet. Im Falle normalverteilter Werte wurde mittels Bartlett’s auf signifikante Abweichung
p>0.05 der Standardabweichung getestet, wenn dies zutraf mit Brown-Forsythe und
Welch-Analysis of Variance (ANOVA) gefolgt von Tamhane’s comparisons test, ansonsten
mit One-way ANOVA gefolgt vom Sidak’s multiple comparisons Test die Signifikanz getestet.
Wenn die Werte nicht einer Normalverteilung entsprachen, so wurde die Varianzanalyse mittels
Kruskal-Wallis-Test und Dunn’s multiple comparisons test durchgefiihrt, wobei das
Signifikanzniveau auf p<0,05 festgelegt wurde. Die graphische Darstellung erfolgte ebenfalls
mit der Software GraphPad PRISM 8.0.
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3 Ergebnisse

3.1 Korpergewicht und -zusammensetzung

Ausgehend von einem Korpergewicht von ~18g verdoppelte sich das Korpergewicht aller Tiere
nach 6 Monaten mit HFD bei nahezu linearem Verlauf auf ~35-40g. Nach Einfiihrung der
Interventionen bei Monat 6 stieg das Korpergewicht zundchst weiter, allerdings nicht mehr in
allen Gruppen linear. Ab Monat 7 kam es zu sichtbaren Unterschieden in der
Gewichtsentwicklung zwischen den Futtergruppen HFD vs. NFD. Wahrend die Tiere, die
weiterhin HFD erhielten, auf bis zu 45-50g Endgewicht zunahmen (Abflachung der Kurve),
verloren die Tiere mit Futterwechsel auf NFD zunéchst stark an Korpergewicht (5-10g, >10%
des Korpergewichtes) und pendelten sich nach 9 Monaten auf ein relativ konstantes
Korpergewicht von ~25-30g ein (Abbildung 8). Nicht alle Tiere iiberlebten bis zum Ende des

Versuchszeitraums, sodass in einigen Gruppen die Anzahl der Tiere am Ende geringer war.

Gewichtsverlauf

80
HFD/HFD

HFD/HFD+LB
HFD/HFD+LB+IF
HFD/NFD
HFD/NFD+LB
HFD/NFD+LB+IF

Start der Interventionen

Pty bt

Monate

Abbildung 8: Monatlicher Vergleich des Gewichtsverlaufes. Alle Versuchsgruppen mit Beginn n=90 Tiere und Ende n=_84,
(HFD/HFD n=13, HFD/HFD+LB n=13, HFD/HFD+LB+IF n=15, HFD/NFD n=13, HFD/NFD+LB n=15, HFD /NFD+LB+IF
n=13), MW+SD, HFD=Hochfettdidt, NFD=Niedrig-Fett-Diit, LB=Laufband, IF=Intervallfasten

Bei Abschluss der Versuche nach 12 Monaten wurden deutliche Gewichtsunterschiede
zwischen den Gruppen sichtbar (Abbildung 8). Betrachtet man alle HFD-Gruppen (blau)
gegeniiber allen NFD-Gruppen (gelb) so zeigt sich ein generell signifikant geringeres
Korpergewicht (Abbildung 9 A) in den Gruppen mit NFD. Das Lebergewicht (Abbildung 9 B)
war sowohl in den Gruppen mit Didtwechsel als auch der Gruppe HFD/HFD+LB+IF gegeniiber
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den anderen HFD-Gruppen signifikant verringert. Auch das Gewicht von viszeralem
(Abbildung 9 C) und subkutanem (Abbildung 9 D) Fettgewebe war in allen Gruppen mit NFD
signifikant gegeniiber den Gruppen mit HFD verringert. Sowohl der Didtwechsel als auch die
Kombination von LB und IF zeigten somit einen gewichts- und fettreduzierenden Einfluss bei

den Tieren.

A Finales Korpergewicht B Finales Lebergewicht
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Abbildung 9: Finales Gewicht. Korpergewicht (A: HFD/HFD n=13, HFD/HFD+LB n=13, HFD/HFD+LB+IF n=15,
HFD/NFD n=14, HFD/NFD+LB n=15, HFD/NFD+LB+IF n=13), Lebergewicht (B: HFD/HFD n=12, HFD/HFD+LB n=11,
HFD/HFD+LB+IF n=12, HFD/NFD n=11, HFD/NFD+LB n=15, HFD/NFD+LB+IF n=11, Anteil des viszeralen Fettes (C:
HFD/HFD n=13, HFD/HFD+LB n=13, HFD/HFD+LB+IF n=15, HFD/NFD n=14, HFD/NFD+LB n=15, HFD/NFD+LB+IF
n=14) und subkutanen Fettes (D: HFD/HFD n=13, HFD/HFD+LB n=13, HFD/HFD+LB+IF n=15, HFD/NFD n=14,
HFD/NFD+LB n=15, HFD/NFD+LB+IF n=14) am Kdorpergewicht, Median+25%+75% Perzentile, Signifikanz mit Kruskal-
Wallis gefolgt von Dunn’s post hoc Test (A), Brown-Forsythe und Welch’s ANOVA mit Tamhane T2 post hoc Test (B: F
value (F)=11, Degree of Freedom (DF)= 5, C: F=51.82, DF=5, D: F=66.19, DF=5), HFD=Hochfettdiit, NFD=Niedrigfettdit,
LB=Laufband, IF=Intervallfasten
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3.2 Hepatische Steatose

Die Korper- und Lebergewichtsunterschiede sowie die Unterschiede der verschiedenen
Fettmassen zwischen den Untersuchungsgruppen lassen vermuten, dass durch das Einfiihren
der Intervention(en) nicht nur eine Gewichtsreduktion per se erfolgt ist, sondern, dhnlich wie
beim viszeralen und subkutanen Korperfett, auch eine Reduktion von Fettgewebe in der Leber.
Die Stirke der hepatischen Steatose ldsst sich durch die Darstellung der Adipozyten in der
HE- oder Olrot O-Firbung darstellen. So kann erfasst werden, wie gro der Anteil des

Fettgewebes am gesamten Lebergewebe ist.

Die Verfettung des Lebergewebes wurde zunéchst in der HE-Féarbung (Abbildung 10) anhand
des Steatose-Scores (Beispiele fiir die Punkteverteilung siche Abbildung A 2) bewertet. Dabei
nimmt mit steigendem Score-Wert das Ausmal} der Verfettung zu. Die stirkste anhand dieses
Scores gemessene Verfettung war mit Werten von durchschnittlich 2,5-3 in den Gruppen
HFD/HFD und HFD/HFD+LB zu sehen. Dahingegen zeigten sich in allen Gruppen mit NFD
und der Gruppe HFD/HFD+LB+IF (Abbildung 12 A) mit ~l signifikant niedrigere Werte
gegeniiber den Gruppen HFD/HFD und HFD/HFD+LB.

Mit der Olrot O-Firbung lisst sich der Anteil des Fettgewebes am Gesamtgewebe prozentual
angeben. Aus Abbildung 12 B kann entnommen werden, dass parallel zu den Ergebnissen aus
der HE-Farbung der hochste Anteil an Fettzellen in den Gruppen HFD/HFD und
HFD/HFD+LB mit 15-20 % Anteil am Gesamtgewebe gemessen wurde, wéahrend in den

Gruppen mit NFD dieser Anteil nur etwa halb so grof3 und damit signifikant geringer war.

Insgesamt zeigte sich vor allem durch den Didtwechsel und die Kombination der Interventionen
LB und IF bei gleichbleibender HFD neben einer Reduktion von viszeralem und subkutanem

Fettgewebe auch eine signifikante Reduktion von Fettgewebe in der Leber.
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HFD/HFD HFD/HFD+LB HFD/HFD+LB+IF

HFD/NFD HFD/NFD+LB HFD/NFD+LB+IF

Abbildung 10: Reprisentative Bilder HE-Firbung. 50x Vergroferung, Skalierung 200um, HFD=Hochfettdiit,
NFD=Niedrigfettdidt, LB=Laufband, [F=Intervallfasten

Abbildung 11: Reprisentative Bilder Olrot O-Firbung. 100x VergroBerung, Skalierung 20um, HFD=Hochfettdiit,
NFD=Niedrigfettdidt, LB=Laufband, [F=Intervallfasten
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Abbildung 12: Ausprigung der Leberverfettung. HE-Farbung (A: HFD/HFD n=12, HFD/HFD+LB n=9, HFD/HFD+LB+IF
n=11, HFD/NFD n=13, HFD/NFD+LB n=15, HFD/NFD+LB+IF n=11, Olrot O (B: HFD/HFD n=11, HFD/HFD+LB n=11,
HFD/HFD+LB+IF n=12, HFD/NFD n=13, HFD/NFD+LB n=15, HFD/NFD+LB+IF n=10), Signifikanz mit Kruskal-Wallis
gefolgt von Dunn'’s post hoc Test (A, B), HFD=Hochfettdidt, NFD=Niedrigfettdidt, LB=Laufband, [F=Intervallfasten

3.3 Inflammation

Eine HFD wirkt sich im Rahmen einer NAFLD nicht nur auf eine Gewichts- und
Fettgewebszunahme, sondern auch auf entziindliche Prozesse aus, was in Folge zur
Ansammlung von Entziindungszellen in der Leber fiihren kann. Diese stellt sich an
HE-gefarbten Priparaten in Verdanderungen der Zellform (Ballonierung) oder Ansammlung von

Entziindungszellen (Inflammation) dar.

3.3.1 Ballonierung und Inflammation

In Abbildung 15 sind die Score-Werte fiir die Kriterien Ballonierung (A) und Inflammation (B)
in der HE-Féarbung (Abbildung 13, Abbildung 14) nach 12 Monaten aufgetragen (Beispiele
fiir die Punkteverteilung sieche Anhang Abbildung A 3, Abbildung A 4). Die Auspriagung
ballonierter Zellen (Abbildung 15 A) war in der Gruppe HFD/HFD am grof3ten und zeigte eine
abnehmende Tendenz in den Gruppen mit Didtwechsel sowie in der Gruppe HFD/HFD+LB+IF,

wies jedoch insgesamt keine statistisch signifikanten Unterschiede auf. Der Score-Wert fiir das
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Kriterium Inflammation (Abbildung 15 B) war in allen Gruppen bei ~1 und unterschied sich

nicht signifikant voneinander.

HFD/HFD+LB+IF

HFD/NFD+LB+IF

Abbildung 13: Repriisentative Bilder Ballonierung in der HE-Férbung. 100x Vergroferung, Skalierung 100um,
HFD=Hochfettdidt, NFD=Niedrigfettdi&t, LB=Laufband, IF=Intervallfasten

Abbildung 14: Reprisentative Bilder der Inflammation in der HE-Fiarbung. 200x VergroBlerung, Skalierung 50um,
HFD=Hochfettdiit, NFD=Niedrigfettdidt, LB=Laufband, [F=Intervallfasten
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Abbildung 15: Merkmale der hepatischen Inflammation in der Leber. Ballonierung (A:HFD/HFD n=12, HFD/HFD+LB
n=9, HFD/HFD+LB+IF n=10, HFD/NFD n=13, HFD/NFD+LB n=15, HFD/NFD+LB+IF n=11), Inflammation (B: HFD/HFD
n=10, HFD/HFD+LB n=8, HFD/HFD+LB+IF n=9, HFD/NFD n=13, HFD/NFD+LB n=15, HFD/NFD+LB+IF n=11),
Signifikanz mit One-way ANOVA gefolgt von Tukey’s multiple comparisons test (A), Kruskal-Wallis gefolgt von Dunn’s
multiple comparisons test (B), HFD=Hochfettdidt, NFD=Niedrigfettdidt, LB=Laufband, [F=Intervallfasten

3.3.2 NAS

Die Kriterien hepatische Steatose, Ballonierung und Inflammation (jeweils in der HE-Féarbung)
werden zur genaueren Einschitzung der Auspragung der NAFLD als NAS zusammenfasst. Mit
starkerer Auspriagung der hepatischen Steatose, Ballonierung und Inflammation steigt der NAS

und spiegelt die stirkere Auspragung der Erkrankung in der Leber wider.

Die Werte des NAS (Abbildung 16) waren mit Durchschnittswerten >4 in den Gruppen
HFD/HFD und HFD/HFD+LB am hochsten, wihrend die Score-Werte in allen Gruppen mit
NFD und der Gruppe HFD/HFD+LB+IF in etwa halbiert und gegeniiber den HFD Gruppen
signifikant verringert waren. Die Ausprdgung der NAFLD konnte demnach durch den
Diédtwechsel und auch die Kombination aus LB und IF bei gleichbleibender HFD reduziert

werden.
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Abbildung 16: Darstellung des NAS anhand der Leberhistologie. (HFD/HFD n=12, HFD/HFD+LB n=9,
HFD/HFD+LB+IF n=11, HFD/NFD n=13, HFD/NFD+LB n=15, HFD/NFD+LB+IF n=11), Signifikanz mit Kruskal-Wallis
gefolgt von Dunn’s multiple comparisons test, HFD=Hochfettdidt, NFD=Niedrigfettdidt, LB=Laufband, [F=Intervallfasten

3.3.3 CAE und F4/80
Eine genauere Erfassung inflammatorischer Zellen in der Leber erfolgte durch Anféarbung von

neutrophilen Granulozyten (CAE) oder Makrophagen (F4/80).

Die Anzahl neutrophiler Granulozyten in der Leber wurde histologisch mit der CAE-Férbung
(Abbildung 17) quantifiziert. Insgesamt war der Anteil der CAE-positiven Zellen (Abbildung
19 A) in allen Untersuchungsgruppen <4 %, wobei der Anteil neutrophiler Granulozyten in der
Gruppe HFD/HFD+LB am hochsten und in der Gruppe HFD/NFD+LB am niedrigsten war.

Insgesamt unterschieden sich die Gruppen HFD und NFD aber nicht signifikant voneinander.

In Abbildung 19 B ist der Anteil aktivierter Makrophagen, der anhand der F4/80 Férbung
(Abbildung 18) quantifiziert wurde, dargestellt. Die Werte unterschieden sich zwischen den
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HFD-Gruppen und NFD-Gruppen nicht signifikant und schwankten um einen Wert von ~50 %.

Dennoch zeigte sich eine leicht abnehmende Tendenz der NFD gegeniiber den HFD-Gruppen.

HFD/NFD+LB+IF

Abbildung 17: Reprisentative Bilder CAE-Firbung. 100x Vergrofierung, Skalierung 20um, HFD=Hochfettdidt,
NFD=Niedrigfettdidt, LB=Laufband, [F=Intervallfasten

HFD/HFD+LB

HFD/NFD+LB+IF

Abbildung 18: Reprisentative Bilder F4/80-Firbung. 100x Vergroferung, Skalierung 20um, HFD=Hochfettdiit,
NFD=Niedrigfettdiat, LB=Laufband, [F=Intervallfasten
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Abbildung 19: Anteil neutrophiler Granulozyten (CAE) und Makrophagen (F4/80). CAE (A: HFD/HFD n=12,
HFD/HFD+LB n=9, HFD/HFD+LB+IF n=12, HFD/NFD n=13, HFD/NFD+LB n=13, HFD/NFD+LB+IF n=11), F4/80 (B:
HFD/HFD n=12, HFD/HFD+LB n=10, HFD/HFD+LB+IF n=12, HFD/NFD n=13, HFD/NFD+LB n=15, HFD/NFD+LB+IF
n=11), Signifikanz mit One-way ANOVA gefolgt von Tukey’s multiple comparison test (A), Kruskal-Wallis gefolgt von
Dunn’s multiple comparisons test (B), HFD=Hochfettdidt, NFD=Niedrigfettdiat, LB=Laufband, I[F=Intervallfasten

3.4 Systemische metabolische Marker
Um Verdnderungen der Leber im Kontext des Gesamtmetabolismus betrachten zu konnen,
wurden die Parameter Insulin, Leptin und die TAG- und Cholesterin-Konzentration im Serum

bestimmt, da sie in enger Verbindung mit der Pathologie einer Adipositas und NAFLD stehen.

Wiéhrend sich die Insulinkonzentrationen (Abbildung 20 A) zwischen allen
Untersuchungsgruppen nicht signifikant unterschieden, zeigte sich fiir die Leptinkonzentration
(Abbildung 20 B) eine signifikante Verringerung um das 2 - 8 -fache in den Gruppen mit NFD
und der Gruppe HFD/HFD-+LB+IF, wobei die niedrigste Leptinkonzentration in der Gruppe
HFD/NFD+LB+IF gemessen wurde. Damit einher gingen ebenfalls geringere
TAG-Konzentrationen in den NFD-Gruppen, wobei sich eine signifikante Reduktion in der
Gruppe HFD/NFD+LB+IF gegeniiber den Gruppen HFD/HFD+LB und HFD/HFD+LB+IF
zeigte (Abbildung 20 C). Eine signifikante Reduktion der Cholesterinkonzentration
(Abbildung 20 D) im Serum zeigte sich in allen Gruppen mit NFD und der Gruppe
HFD/HFD+LB+IF gegeniiber den Gruppen HFD/HFD und HFD/HFD+LB. Am niedrigsten
war die Cholesterinkonzentration mit ~50 mg/dl in den Gruppen HFD/NFD und
HFD/NFD+LB, sodass sich diese Gruppen auch gegeniiber den Gruppen HFD/HFD+LB+IF
und HFD/NFD+LB-IF signifikant unterschieden.
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Sowohl der Didtwechsel als auch die Kombination der Interventionen LB und IF bei
bestechender HFD wirkten sich insbesondere senkend auf die Leptin- und
Cholesterinkonzentrationen aus. Die Insulin- und TAG-Konzentrationen wurden dagegen nur

gering beeinflusst.
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Abbildung 20: Systemische metabolische Marker. Insulin (A: HFD/HFD n=8, HFD/HFD+LB n=9, HFD/HFD+LB+IF
n=11, HFD/NFD n=13, HFD/NFD+LB n=15, HFD/NFD+LB+IF n=9), Leptin (B: HFD/HFD n=13, HFD/HFD+LB n=13,
HFD/HFD+LB+IF n=14, HFD/NFD n=14, HFD/NFD+LB n=15, HFD/NFD+LB+IF n=13), Triglyceride (C: HFD/HFD n=13,
HFD/HFD+LB n=13, HFD/HFD+LB+IF n=15, HFD/NFD n=14, HFD/NFD+LB n=15, HFD/NFD+LB+IF n=14), Cholesterin
(D: HFD/HFD n=5, HFD/HFD+LB n=5, HFD/HFD+LB+IF n=5, HFD/NFD n=5, HFD/NFD+LB n=5, HFD/NFD+LB+IF
n=5), Signifikanz mit Kruskal-Wallis gefolgt von Dunn’s hoc Test (A), Brown-Forsythe und Welch ANOVA gefolgt von
Tamhane’s multiple comparisons test (B: F value (F)=22.68, Degree of Freedom (DF)= 5, One-way ANOVA gefolgt von
Tukey’s multiple comparisons test (C, D), HFD= Hochfettdidt, NFD=Niedrigfettdidt, LB=Laufband, IF=Intervallfasten
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3.5 Leberenzyme

Die Leberenzyme AST, ALT und das Eiwei3 Albumin sowie das Verhiltnis von ALT/AST
konnen im Rahmen von Leberschddigungen durch verschiedene Ursachen Verdnderungen in
threr Serumkonzentration/ Ratio aufweisen. Aus diesem Grund wurde die Konzentration aller

drei Enzyme bei den Tieren nach den 12-monatigen Tierexperimenten gemessen.
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Abbildung 21: Plasmakonzentration von ALT, AST und Albumin. ALT (A: HFD/HFD n=12, HFD/HFD+LB n=12,
HFD/HFD+LB+IF n=13, HFD/NFD n=13, HFD/NFD+LB n=15, HFD/NFD+LB+IF n=11), AST (B: HFD/HFD n=12,
HFD/HFD+LB n=12, HFD/HFD+LB+IF n=13, HFD/NFD n=13, HFD/NFD+LB n=15, HFD/NFD+LB+IF n=11), Albumin
(C: HFD/HFD n=12, HFD/HFD+LB n=12, HFD/HFD+LB+IF n=13, HFD/NFD n=13, HFD/NFD+LB n=15,
HFD/NFD+LB+IF n=11), Signifikanz mit Kruskal-Wallis gefolgt von Dunn’s hoc Test (C), Brown-Forsythe und Welch
ANOVA gefolgt von Tamhane’s multiple comparisons test (A: F value (F)=22.80, Degree of Freedom (DF)= 5, B: F=20.35,
DF=5), HFD= Hochfettdidt, NFD=Niedrigfettdidt, LB=Laufband, I[F=Intervallfasten

Sowohl ALT (Abbildung 21 A) als auch AST (Abbildung 21 B) zeigten in allen Gruppen mit
NFD und der Gruppe HFD/HFD+LB+IF signifikant verringerte Konzentrationen gegeniiber
den Gruppen HFD/HFD und HFD/HFD+LB. Zusitzlich war die Konzentration von ALT in den
Gruppen mit NFD gegeniiber der Gruppe HFD/HFD+LB-+IF signifikant verringert. Die
Albuminkonzentration (Abbildung 21 C) unterschied sich dagegen nur zwischen der Gruppe
HFD/NFD+LB+IF und HFD/HFD+LB bzw. HFD/HFD+LB+IF signifikant, wobei
ausgenommen von der Gruppe HFD/HFD eine ansteigende Konzentration mit Zunahme der

Anzahl der Interventionen zu sehen war.
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Der ALT/AST-Quotient (Abbildung 22) zeigte in allen Gruppen mit Didtwechsel gegentiber
den Gruppen mit HFD niedrigere Werte, wobei diese gegeniiber den Gruppen HFD/HFD und
HFD/HFD+LB verringert waren. Zwischen den Gruppen HFD/HFD und HFD/HFD+LB und
allen Didtgruppen sowie zwischen der Gruppe HFD/HFD+LB-+IF und den Gruppen HFD/NFD
und HFD/NFD+LB war die Ratio signifikant verringert.

Eine Wiederherstellung der Leberfunktion durch den Didtwechsel und die Kombination aus
Bewegung und Fasten zeigte sich also im Wesentlichen durch eine Senkung der Konzentration
der Leberenzyme AST und ALT, des Quotienten ALT/AST und nur geringfligig in einer

Erhohung der Konzentration von Albumin.
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Abbildung 22: ALT/AST-Quotient: HFD/HFD n=12, HFD/HFD+LB n=12, HFD/HFD+LB+IF n=13, HFD/NFD n=12,
HFD/NFD+LB n=15, HFD/NFD+LB+IF n=11), Signifikanz mit Kruskal-Wallis gefolgt von Dunn’s hoc Test, HFD=
Hochfettdidt, NFD=Niedrigfettdidt, LB=Laufband, IF=Intervallfasten
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3.6 Entziindungsmarker
Um die NAFLD im Kontext einer LGI zu untersuchen, wurde neben der histologischen
Untersuchung auf Entziindungszellen im Lebergewebe mittels PCR die mRNA-Expression

verschiedener pro- und anti-inflammatorischer IL bestimmt.

Die IL-1/- (Abbildung 23 A) und /L-6- (Abbildung 23 B) Expression unterschied sich weder
zwischen den HFD- und NFD-Gruppen noch innerhalb der Futtergruppen signifikant
voneinander. Die TNFa- (Abbildung 23 C) Expression dagegen war in den Gruppen mit NFD
deutlich geringer als in den HFD-Gruppen, wobei sowohl die Gruppe HFD/NFD+LB
gegeniiber allen HFD-Gruppen als auch die Gruppe HFD/NFD+LB+IF gegeniiber der Gruppe
HFD/HFD eine signifikant verringerte TNFa-Expression aufwiesen. Die /L-10- (Abbildung
23 D) Expression war in den Gruppen mit NFD tendenziell hoher, wobei die hdchste
IL-10-Expression in der Gruppe mit Futterwechsel, LB und IF und die niedrigste in der
HFD-Gruppe mit LB gemessen wurde.

Die Interventionen fiihrten zu unterschiedlich starken Verdanderungen der IL-Expressionen.
Wihrend die pro-inflammatorischen Zytokine /L-1f und IL-6 keine relevante Verdnderung
ihrer Expression in der Leber aufwiesen, zeigte sich eine deutliche Reduktion der Expression
des pro-inflammatorischen 7NFoa, was im Zusammenspiel mit dem tendenziellen
Expressionsanstieg des anti-inflammatorischen /L-/0 Anzeichen fiir eine Reduktion von

Entziindungsprozessen in der Leber durch die Interventionen darstellt.
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Abbildung 23: mRNA-Expression pro- und anti-inflammatorischer Zytokine. /L-1/3 (A: HFD/HFD n=6, HFD/HFD+LB
n=7, HFD/HFD+LB+IF n=7, HFD/NFD n=7, HFD/NFD+LB n=7, HFD/NFD+LB+IF n=7, IL-6 (B: HFD/HFD n=6,
HFD/HFD+LB n=6 HFD/HFD+LB+IF n=7, HFD/NFD n=7, HFD/NFD+LB n=7, HFD/NFD+LB+IF n=7), TNFa (C:
HFD/HFD n=7, HFD/HFD+LB n=7, HFD/HFD+LB+IF n=7, HFD/NFD n=7, HFD/NFD+LB n=7, HFD/NFD+LB+IF n=7),
IL-10 (D: HFD/HFD n=7, HFD/HFD+LB n=7, HFD/HFD+LB+IF n=7, HFD/NFD n=7, HFD/NFD+LB n=6,
HFD/NFD+LB+IF n=7), Signifikanz mit Kruskal-Wallis gefolgt von Dunn’s post hoc test (A, B), One-way ANOVA gefolgt
von Tukey’s multiple comparisons test (C, D) HFD=Hochfettdidt, NFD=Niedrigfettdidat, LB=Laufband, [F=Intervallfasten

3.7 Fettstoffwechsel

Der Fettstoffwechsel wird neben der Authahme von Fetten durch die Nahrung auch wesentlich
durch den Auf- und Abbau von Fetten beeinflusst. Die lipogenetischen und lipolytischen
Prozesse wirken in einem komplexen Zusammenspiel und werden durch verschiedene Faktoren
reguliert. Ob die signifikante Reduktion des Fettgewebes bei den Méusen in den Gruppen mit
Interventionen aufgrund der Senkung lipogenetischer, der Steigerung lipolytischer oder einem

Zusammenspiel der Prozesse bewirkt wurde, wurde daher durch Expressionsbestimmung von
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Enzymen und Regulationsfaktoren der Stoffwechselwege nach Abschluss der Tierexperimente

untersucht.

3.7.1 Lipogenese

Der Hauptmechanismus der Lipogenese ist die Fettsduresynthese, die der Speicherung von
Energie in Form von Fett in Organen dient. Die FAS wird fiir die Verlingerung der
Fettsdureketten bendtigt und durch verschiedene Faktoren reguliert. Daher wurde sowohl die

Expression der FAS als auch ihrer regulatorischen Faktoren SREBP-1c und LXRa bestimmt.

Die Expression der FAS (Abbildung 24 A) war in den Gruppen mit NFD tendenziell hoher als
in den Gruppen mit HFD. Am geringsten war die FAS-Expression in den Gruppen
HFD/HFD+LB+IF und HFD/NFD+LB+IF. Der regulatorische Faktor SREBP-1c (Abbildung
24 B) war in den Gruppen mit NFD deutlich niedriger exprimiert als in den Gruppen mit HFD,
wobei sich die Gruppe HFD/NFD+LB gegeniiber allen Gruppen mit HFD und die Gruppe
HFD/NFD+LB+IF gegeniiber der Gruppe HFD/HFD signifikant unterschieden. Ahnlich
verhielt sich auch die Expression von LXRa (Abbildung 24 C), wobei zusitzlich zu den
Gruppen mit NFD auch in der Gruppe HFD/HFD+LB+IF eine signifikante Reduktion der
Expression gegeniiber den Gruppen HFD/HFD und HFD/HFD+LB vorlag. Die niedrigste
Expression fand sich in der Gruppe HFD/NFD+LB+IF, die sich daher auch gegeniiber der
Gruppe HFD/NFD signifikant unterschied.

Zwar konnte infolge des Didtwechsels und der Kombination von LB und IF bei weiter
bestehender HFD keine verringerte Expression der FAS, aber eine signifikant verringerte

Expression ihrer Regulationsfaktoren SREBP-1c und LXRa beobachtet werden.
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Abbildung 24: mRNA-Expression von lipogenetischen Faktoren. FAS (A: HFD/HFD n=7, HFD/HFD+LB n=7,
HFD/HFD+LB+IF n=, HFD/NFD n=7, HFD/NFD+LB n=7, HFD/NFD+LB+IF n=7), SREBP-1c (B: HFD/HFD n=7,
HFD/HFD+LB n=7, HFD/HFD+LB+IF n=7, HFD/NFD n=7, HFD/NFD+LB n=7, HFD/NFD+LB+IF n=7), LXRa (C:
HFD/HFD n=6, HFD/HFD+LB n=7, HFD/HFD+LB+IF n=6, HFD/NFD n=7, HFD/NFD+LB n=7, HFD/NFD+LB+IF n=7),
Signifikanz mit Brown-Forsythe und Welch-ANOVA gefolgt von Tamhanes’s multiple comparisons test, (A: F value
(F)=8.044, Degree of Freedom (DF)= 5, DF=5), Kruskal-Wallis gefolgt von Dunn’s multiple comparisons test (B), One-way
ANOVA gefolgt von Tukey’'s multiple comparisons test (C), HFD=Hochfettdidt, NFD=Niedrigfettdidt, LB=Laufband,
[F=Intervallfasten

3.7.2 Cholesterinsynthese

Neben der Synthese von Fettsdauren spielt auch die endogene Synthese von Cholesterin eine
wichtige Rolle im Fettstoffwechsel. HMG-CoA ist ein wichtiges Zwischenprodukt der
Cholesterinsynthese und Ketonkorper und SREBP-2 ein wichtiger Regulationsfaktor der

Cholesterinsynthese.

Die HMG-CoA-Expression (Abbildung 25 A) war in den beiden Gruppen mit LB hoher,
unterschied sich aber gegeniiber den anderen Gruppen nicht signifikant. Damit einhergehend,
zeigte auch der Regulationsfaktor SREBP-2 (Abbildung 25 B) in diesen beiden Gruppen die
hochste Expression. Insgesamt unterschied sich die Expression zwischen den Gruppen aber
ebenfalls nur gering, lediglich die Gruppe HFD/NFD+LB+IF wies eine signifikante
Expressionsverringerung gegeniiber der Gruppe HFD/HFD+LB auf.
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Abbildung 25: mRNA-Expression von Genen der Cholesterinsynthese. HMG-CoA (A: HFD/HFD n=7, HFD/HFD+LB
n=7, HFD/HFD+LB+IF n=7, HFD/NFD n=7, HFD/NFD+LB n=7, HFD/NFD+LB+IF n=7), SREBP-2 (B: HFD/HFD n=7,
HFD/HFD+LB n=7, HFD/HFD+LB+IF n=7, HFD/NFD n=7, HFD/NFD+LB n=7, HFD/NFD+LB+IF n=7), Signifikanz mit
Brown-Forsythe und Welch-ANOVA gefolgt von Tamhanes’s multiple comparisons test, (A: F value (F)=6.495, Degree of
Freedom (DF)= 5 oder One-way ANOVA gefolgt von Tukey’s multiple comparisons test (B), HFD=Hochfettdit,
NFD=Niedrigfettdiét, LB=Laufband, IF=Intervallfasten

Wihrend die HMG-CoA-Expression durch die Interventionen nur geringfligig beeinflusst
wurde, zeigte sich dennoch ein senkender Effekt auf die Expression des Regulationsfaktors

SREBP-2 in der Gruppe mit allen Interventionen.

3.7.3 B-Oxidation

Die B-Oxidation gehdrt zu den lipolytischen Stoffwechselwegen und dient dem Abbau von
Fettsduren in Peroxisomen oder der Gewinnung von Energie in Mitochondrien. Neben der
Expression der Enzyme CPT I4 und CPT 11, die die Aktivitdt der mitochondrialen B-Oxidation
mafgeblich steuern, wurde auch die Expression von ACOX I und PPARa bestimmt, die

regulatorisch auf die mitochondriale und peroxisomale 3-Oxidation wirken.

Die Expression von CPT Ia (Abbildung 26 A) war in allen Gruppen mit NFD gegeniiber den
Gruppen HFD/HFD und HFD/HFD+LB um etwa 50 % signifikant verringert, wobei die
Expression in der Gruppe HFD/HFD+LB am hochsten und in der Gruppe HFD/NFD+LB am
niedrigsten war. Auch die Expression von CPT Il (Abbildung 26 B) war in den Gruppen mit
NFD prinzipiell geringer exprimiert als in den Gruppen mit HFD. Die Gruppen HFD/NFD+LB
und HFD/NFD+LB+IF zeigten gegeniiber der Gruppe HFD/HFD+LB+IF zudem eine
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statistisch signifikant verringerte CPT II-Expression. Die Expressionen von ACOX [
(Abbildung 26 C) und von PPARa (Abbildung 26 D) waren in den NFD-Gruppen gegeniiber
den HFD-Gruppen erniedrigt. Alle NFD-Gruppen zeigten dabei auch gegeniiber der Gruppe
HFD/HFD+LB signifikant verringerte Expressionen.

Vor allem der Didtwechsel zeigte einen stark senkenden Effekt auf die CPT I4-Expression, aber
auch auf die CPT II-, ACOXI- und PPARa-Expression. Zusétzlich zeigte sich eine signifikante
Verringerung der CPT I4-Expression in der Gruppe mit LB und IF bei bestehender HFD. Die
Interventionen wirkten sich also signifikant senkend auf die Expression der Enzyme der

B-Oxidation und ihrer regulatorischen Faktoren aus.
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Abbildung 26: mRNA-Expression von Proteinen und Enzymen der B-Oxidation. CPT la (A: HFD/HFD n=7,
HFD/HFD+LB n=7, HFD/HFD+LB+IF n=7, HFD/NFD n=7, HFD/NFD+LB n=7, HFD/HFD+LB+IF n=7), CPT II (B:
HFD/HFD n=7, HFD/HFD+LB n=7, HFD/HFD+LB+IF n=7, HFD/NFD n=7, HFD/NFD+LB n=7, HFD/HFD-+LB+IF n=7),
PPARa (C: HFD/HFD n=7, HFD/HFD+LB n=7, HFD/HFD+LB+IF n=7, HFD/NFD n=7, HFD/NFD+LB n=7,
HFD/HFD+LB+IF n=7), ACOX! (D: HFD/HFD n=7, HFD/HFD+LB n=7, HFD/HFD+LB+IF n=7, HFD/NFD n=7,
HFD/NFD+LB n=7, HFD/HFD+LB+IF n=7), Signifikanz mit One-way ANOVA gefolgt von Tukey’s multiple comparisons
test (A), Kruskal-Wallis gefolgt von Dunn’s post hoc test (B), Brown-Forsythe und Welch ANOVA gefolgt von Tamhane's
multiple comparisons test (C: F value (F)=4.049, Degree of Freedom (DF)= 5, D: F=5.142, DF=5), HFD=Hochfettdiit,
NFD=Niedrigfettdidt, LB=Lautband, IF=time-restricted feeding

53



Ergebnisse

3.7.4 Ketogenese

Primér gewinnt der Korper seine Energie liber die Produkte aus dem Citratzyklus. Durch
Kohlenhydratmangel, beispielsweise bei Hungerzustinden, kann es zur Blockade des
Citratzyklus kommen, sodass Acetyl-CoA und Aminosduren als Substrate in die Ketogenese
der Mitochondrien in den Hepatozyten eingehen. Dabei entstehen Ketonkorper, darunter das
B-Hydroxybutyrat, die wiederum als alternative Energiequelle dienen. Um mdgliche
Veridnderungen der Ketogenese, vor allem durch den Didtwechsel, zu erkennen, wurde die

Konzentration des Ketonkorpers f-Hydroxybutyrat nach Abschluss der Experimente gemessen.

Obwohl die Konzentration von B-Hydroxybutyrat (Abbildung 27) in den Gruppen mit NFD
tendenziell verringerte Werte aufwies, unterschieden sich diese insgesamt nur geringfiigig von
den Gruppen mit HFD, was dafiir spricht, dass der Ketonkorperstoffwechsel bei den Tieren
durch die Interventionen kaum beeinflusst wurde und geniigend Energie fiir die Tiere zur

Verfiigung stand.

B3-Hydroxybutyrat

0.4

0.3

wiéggé

0.1

Konzentration [mM]

0.0— T T T T T
HFD/HFD + + + - - -

HFDNFD - - - +
B - + + -
IF - - + - -

+ o+
+ 4+ +

Abbildung 27: p-Hydroxybutyrat-Konzentration. (A: HFD/HFD n=5, HFD/HFD+LB n=5, HFD/HFD+LB+IF n=5,
HFD/NFD n=5, HFD/NFD+LB n=5, HFD/HFD+LB+IF n=5), Signifikanz mit Brown-Forsythe und Welch ANOVA gefolgt
von Tamhane’s multiple comparisons test (C: F value (F)=2.010, Degree of Freedom (DF)= 5), HFD=Hochfettdit,
NFD=Niedrigfettdidt, LB=Lautband, IF=time-restricted feeding

54



Ergebnisse

3.7.5 Lipoproteine

Der Transport von Fetten in Form von Fettsduren, TAGs oder Cholesterin erfolgt im Korper
durch die Lipoproteine, zu denen das HDL und LDL gehoren. Zusitzlich werden
Apolipoproteine, darunter ApoE, zur Aufnahme der Lipoproteinbestandteile in die Leber
bendtigt. Der Transport und die Aufnahme konnen neben der Synthese oder dem Abbau also
maflgeblich den Fettgehalt in der Leber beeinflussen. Ausgehend von der Vermutung, dass
durch die verdnderten Fettkonzentrationen in Fettgewebe und Leber infolge der Interventionen
auch der Transport von Fetten beeinflusst sein konnte, wurde die Konzentration bzw.

Expression der aufgefiihrten Parameter bestimmt.

Die im Plasma gemessene HDL-Konzentration (Abbildung 28 A) zeigte sich in allen Gruppen
mit NFD und der Gruppe HFD/HFD+LB+IF gegeniiber den Gruppen HFD/HFD und
HFD/HFD+LB signifikant verringert. Ahnlich reduzierte sich auch die LDL-Konzentration
(Abbildung 28 B), wobei die Unterschiede hier lediglich zwischen den Gruppen HFD/NFD
und HFD/NFD+LB gegeniiber der Gruppe HFD/HFD+LB statistisch signifikant waren. Die
Expression von ApoE (Abbildung 28 C) war in den NFD-Gruppen und der Gruppe
HFD/HFD+LB+IF gegeniiber den Gruppen HFD/HFD und HFD/HFD+LB verringert. Die
Expression in der Gruppe HFD/HFD+LB+IF war dabei gegeniiber der Gruppe HFD/HFD+LB
und die Expression in der Gruppe HFD/NFD+LB gegeniiber den Gruppen HFD/HFD und
HFD/HFD+LB signifikant verringert.

Die reduzierten Plasmakonzentrationen von HDL und LDL und die reduzierte Expression von
ApoE zeigen, dass durch die Interventionen nicht nur die Fettansammlung, sondern auch der

Transport der Fette reduziert wurde.
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Abbildung 28: Plasmakonzentration von HDL und LDL und mRNA-Expression von ApoE. HDL (A: HFD/HFD n=5,
HFD/HFD+LB n=5, HFD/HFD+LB+IF n=5, HFD/NFD n=4, HFD/NFD+LB n=5, HFD/NFD+LB+IF n=5), LDL (B:
HFD/HFD n=5, HFD/HFD+LB n=5, HFD/HFD+LB+IF n=5, HFD/NFD n=5, HFD/NFD+LB n=5, HFD/NFD+LB+IF n=5),
ApoE (C:HFD/HFD n=7, HFD/HFD+LB n=7, HFD/HFD+LB+IF n=6, HFD/NFD n=7, HFD/NFD+LB n=7,
HFD/NFD+LB+IF n=7), Signifikanz mit Brown-Forsythe und Welch-ANOVA gefolgt von Tamhanes’s multiple comparisons
test (A: F value (F)=27.55, Degree of Freedom (DF)= 5, C: F=8.142, DF= 5) oder One-way ANOVA gefolgt von Tukey’s
multiple comparisons test (B), HFD=Hochfettdidt, NFD=Niedrigfettdidt, LB=Laufband, [F=Intervallfasten

3.8 FGF21

FGF21 spielt dhnlich wie Leptin und Insulin eine wichtige Rolle im Stoffwechsel, welche durch
Adipositas gestort wird und so zu einer FGF21-Resistenz [127] fiihrt. Neben der Frage
inwieweit der FGF21-Metabolismus unter Adipositas [122—124] verdndert sein konnte, stand
auch die Frage nach einer moglichen Regeneration einer FGF21-Resistenz im Mittelpunkt. Aus
diesem Grund wurden neben der FGF21-Plasmakonzentration auch die Expression von FGF21
in der Leber sowie dessen phosphoryliertem Rezeptor FGFR1c und Corezeptor B-klotho in der

Leber bestimmt.

Die FGF21-Plasmakonzentration war in den NFD-Gruppen gegeniiber den HFD/HFD- und
HFD/HFD+LB-Gruppen statistisch signifikant verringert (Abbildung 29 A). Auch in der
Gruppe HFD/HFD+LB+IF zeigte sich eine starke Reduktion der FGF21-Plasmakonzentration
durch die Interventionen, aber diese war nicht statistisch signifikant. Ahnlich verhielt es sich

mit der mRNA-Expression von FGF21] in der Leber (Abbildung 29 B). Hier fiihrten die
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Interventionen jedoch sowohl in allen Gruppen mit NFD als auch der Gruppe

HFD/HFD+LB-IF zu einer signifikanten Reduktion der mRNA-Expression.

Die Phosphorylierung des Rezeptors FGFR1c Abbildung 30 A) war in den Gruppen
HFD/NFD+LB-+IF und HFD/NFD+LB+IF gegeniiber allen anderen Gruppen deutlich erhoht.
Auch der Corezeptor B-klotho (Abbildung 30 B) war in allen NFD-Gruppen gegeniiber den
HFD-Gruppen signifikant erhoht exprimiert, was dafiir spricht, dass durch die Interventionen
nicht nur das Hormon FGF21 sondern auch die zur Wirkung notwendigen (Co)rezeptoren

beeinflusst wurden.

Insgesamt zeigten sowohl der Didtwechsel als auch die Kombination von LB und IF bei
bestehender HFD einen starken Einfluss sowohl auf die FGF21-Plasmakonzentration als auch

auf die Expression von FGF2] in der Leber und dessen Rezeptoren.
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Abbildung 29: Plasmakonzentration von FGF21 und mRNA-Expression von FGF21 in der Leber. (A: HFD/HFD n=13,
HFD/HFD+LB n=13, HFD/HFD+LB+IF n=15, HFD/NFD n=12, HFD/NFD+LB n=14, HFD/NFD+LB+IF n=11), FGF2I
Expression Leber (B: HFD/HFD n=6, HFD/HFD+LB n=6, HFD/HFD+LB+IF n=7, HFD/NFD n=7, HFD/NFD+LB n=7,
HFD/NFD+LB+IF n=7, Signifikanz mit Brown-Forsythe und Welch ANOVA gefolgt von Tamhane’s multiple comparisons
test (A: F value (F)=8.142, Degree of Freedom (DF)= 5, B: F=11.65, DF=5 C: F=7.835, DF=5 D: F=10.33, DF=5),
HFD=Hochfettdiiat, NFD=Niedrigfettdidt, LB=Laufband, [F=Intervallfasten
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Abbildung 30: Expression der Rezeptoren in der Leber mit reprisentativem Western Blot. FGFR1c (A: HFD/HFD n=12,
HFD/HFD+LB n=10, HFD/HFD+LB+IF n=10, HFD/NFD n=9, HFD/NFD+LB n=11, HFD/NFD+LB+IF n=9), B-klotho
Expression (B: HFD/HFD n=12, HFD/HFD+LB n=9, HFD/HFD+LB+IF n=10, HFD/NFD n=12, HFD/NFD+LB n=15,
HFD/NFD+LB+IF n=11), Signifikanz mit Brown-Forsythe und Welch ANOVA gefolgt von Tamhane’s multiple comparisons
test (A: F value (F)=7.835, Degree of Freedom (DF)= 5, B: F=10.33, DF=5), HFD=Hochfettdidt, NFD=Niedrigfettdiat,
LB=Laufband, [F=Intervallfasten

3.9 Korrelationsanalysen

Um herauszufinden, ob innerhalb der Untersuchungsgruppen Korrelationen zwischen den
gemessenen Parametern bestehen, wurden jeweils zwei Parameter iiber den Pearson’s
Korrelationskoeffizienten miteinander in Beziehung gesetzt und in eine Heat Map eingetragen.
Zudem wurde ein mogliches Clustering der sechs Untersuchungsgruppen in einem Dotplot

einer Principal-Component-Analyse (PCA) abgebildet.
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Bei den Korrelationsanalysen (Abbildung 31) zeigte sich eine negative Korrelation von
hepatischem [B-klotho mit hepatischem 7NFa (r=-0,38; p<0,05) und hepatischem FGF21
(r=-0,32; p<0,05). Das hepatische FGF2I wiederum korrelierte stark positiv mit 7NFa
(r=0,82; p<0,05). Das spricht dafiir, dass es einhergehend mit der Ausschiittung
proinflammatorischer Zytokine zwar zu einer Steigerung des hepatischen FGF21 kommt,

gleichzeitig aber zu einer verringerten Expression des Corezeptors pB-klotho.

Darauf autbauend wurde das Verhéltnis von 7TNFa (Abbildung 32), FGF21 (Abbildung 33)
und B-klotho (Abbildung 34) zwischen den Diitgruppen untersucht. Hier zeigte sich ein
Clustering der NFD-Gruppen auf der einen und der HFD-Gruppen auf der anderen Seite, mit
Ausnahme der HFD/HFD+LB+IF-Gruppe, die eher auf der Seite der NFD-Gruppen clusterte.
Dieses Ergebnis spricht dafiir, dass sich TNFa, FGF21 und B-klotho vor allem innerhalb der

Didtgruppen sehr dhnlich zueinander verhalten.
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Abbildung 31: Heat-Map-Darstellung der Pearson’s Korrelation. Korrelationsdarstellung zwischen n=26 Parametern.
Stark positive Korrelation (1,00-0,70) ist rot, stark negative Korrelation (-0,70- -1,00) blau und moderate Farben durch leichte
Farben (>0,40 oder <-0,40). Fehlende Werte innerhalb der Gruppen wurden mit Durchschnittswerten aufgefiillt.

60



Ergebnisse

A
25+
A -
]
A
A
o *
2 A
(] ®
© 00- A o * -
5 M .
= A A - ° s N n
o
N o
o n
A n
= ®
25 .
A
]
0=
75 50 25 00

PC1:0.38123%

Experiment

HFD/HFD
HFD/HFD+LB
HFD/HFD+LB+IF
HFD/NFD
HFD/NFD+LB
HFD/LFD+LB+IF

OPbOoOm p» e

TNFa
20

Abbildung 32: Darstellung des Clusterings fiir 7NFa in einem Dotplot. Ausgefiillte Kreise, Dreiecke und Rechtecke stehen
fiir die HFD-Gruppen, unausgefiillte fiir die NFD-Gruppen, (HFD/HFD n=13, HFD/HFD+LB n=13, HFD/HFD+LB+IF n=15,
HFD/NFD n=14, HFD/NFD+LB n=15, HFD/NFD+LB+IF n=14), HFD=Hochfettdit, NFD=Niedrigfettdiit, LB=Laufband,

IF=Intervallfasten
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Abbildung 33: Darstellung des Clusterings fiir FGF21 in der Leber in einem Dotplot. Ausgefiillte Kreise, Dreiecke und
Rechtecke stehen fiir die HFD-Gruppen, unausgefiillte fiir die NFD-Gruppen, (HFD/HFD n=13, HFD/HFD+LB n=13,
HFD/HFD+LB+IF n=15, HFD/NFD n=14, HFD/NFD+LB n=15, HFD/NFD+LB+IF n=14), HFD=Hochfettdit,

NFD=Niedrigfettdidt, LB=Laufband, IF=Intervallfasten
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Abbildung 34: Darstellung des Clusterings fiir f-klotho in der Leber in einem Dotplot. Ausgefiillte Kreise, Dreiecke und
Rechtecke stehen fiir die HFD-Gruppen, unausgefiillte fiir die NFD-Gruppen, (HFD/HFD n=13, HFD/HFD+LB n=13,
HFD/HFD+LB+IF n=15, HFD/NFD n=14, HFD/NFD+LB n=15, HFD/NFD+LB+IF n=14), HFD=Hochfettdiit,
NFD=Niedrigfettdiét, LB=Laufband, IF=Intervallfasten

3.10 [In-vitro-Experiment f-klotho-Expression
Um die in der PCA gesehene negative Korrelation von 7NFa und B-klotho zu validieren, und
zu untersuchen inwieweit dieser Zusammenhang moglichweise kausal sein konnte, wurde eine

in-vitro-Analyse mit HepG2-Zellen durchgefiihrt.

Hier zeigte sich iiber n=9 Durchldufe (Abbildung 35), dass die HepG2-Zellen, die 24 h mit
hTNFa inkubiert wurden, gegeniiber den Kontrollgruppe eine signifikant verringerte
Expression von B-klotho aufwiesen. Somit kann geschlussfolgert werden, dass TNFa in der

Lage ist, die Expression von -klotho zu reduzieren.
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Abbildung 35: Proteinexpression von p-klotho in HepG2-Zellen nach 24h Inkubation mit hTNFa. Die Expression wurde
relativ zu GADPH gemessen, n=9, MW=+SD, ungepaarter t-Test *p<0.05 gegen Kontrolle (Co)
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4 Diskussion

Ziel der Studie war es, anhand eines Mausmodells der erndhrungsinduzierten Adipositas den
hepatoprotektiven Effekt von verschiedenen Interventionen zu untersuchen und hierbei ganz
wesentlich auf mechanistische Vorgédnge zu fokussieren. Die gewihlten Interventionen sind in
der Literatur bereits als mdgliche Therapieansdtze zur Behandlung einer Adipositas beim
Menschen bekannt. Durch die Parallelen vieler metabolischer Vorgénge bei Médusen und Tieren

lassen sich so auch Riickschliisse fiir den Menschen ziehen.

4.1 Methodische Betrachtung

Fiir die Untersuchungen wurden weibliche C57BL/6-Méuse benutzt, bei denen durch die Gabe
eines Futters mit einem hohen Fettanteil eine Adipositas induziert wurde (DIO). Dieses
Mausmodell wird hédufig fiir solche Art von Versuchen verwendet, da viele Vorgédnge bei der
Mauslinie den Vorgédngen beim Menschen stark dhneln [147] und so am ehesten Riickschliisse

auf die Prozesse beim Menschen gezogen werden konnen.

Es wurden zwei verschiedene Futter gegeben, die sich in der Verteilung von Kohlenhydraten,
Fetten und Proteinen unterschieden, aber deren Struktur und Zusammensetzung der einzelnen
Komponenten moglichst dhnlich waren, um zu vermeiden, dass die Tiere nach dem
Futterwechsel aufgrund ungewohnter Konsistenz die Nahrungsaufnahme vollstindig
verweigerten. Die Auswahl des passenden Futters mit niedrigem Fettanteil erfolgte anhand der
Empfehlung des Herstellers. Kritisch zu bewerten ist in diesem Zusammenhang, dass bei der
Futtersorte mit niedrigem Fettanteil 70 % der Energie durch Kohlenhydrate, in diesem Fall
Maisstérke, gedeckt werden. Auch Kohlenhydrate konnen zu dhnlichen inflammatorischen

Verianderungen wie eine HFD in der Leber fiihren [164].

Die Futtergabe erfolgte in den gleichen Gruppen, in denen die Tiere die gesamte Zeit liber
gehalten wurden. Dabei konnte die Menge, die jedes einzelne Tier gefressen hat, nicht
gemessen werden. Daher kann keine genaue Aussage dariiber getroffen werden, ob einige Tiere

in der Gruppe besonders wenig oder besonders viel gefressen haben.

Wihrend des Versuchszeitraumes entwickelten einzelne Tiere gesundheitliche Probleme. So
wiesen einige Tiere starke Kratzspuren und Hautldsionen an den Extremitéten und am Hals auf.
Hierbei ldsst sich nicht genau sagen, ob diese selbst zugefiigt wurden oder dies durch andere
Tiere im gleichen Kéfig geschah. Die Lasionen wurden mit Babypuder behandelt und heilten

anschliefend komplett aus. Bei der Organentnahme nach 12 Monaten fielen in wenigen Fillen
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tumorartige Gewebeverdanderungen im Fettgewebe und in der Leber auf, die moglicherweise
auf das Vorliegen eines hepatozelluliren Karzinoms (HCC) hindeuten konnten. Auflerdem
wurde vereinzelt ein verfliissigtes Nierengewebe und ein stark vergroBerter Magen-Darm-Trakt
beobachtet. Einige Tiere verstarben noch innerhalb des Versuchszeitraumes. Die bis dahin

gesammelten Daten der Tiere gingen daher nicht in die weiteren Analysen ein.

Wie fiir die Diagnostik einer NAFLD im Rahmen eines metabolischen Syndroms iiblich,
erfolgte die Auswertung histologischer Schnitte von Gewebe der Leber. Wahrend ein Teil der
Auswertung unter Nutzung eines Grafikprogramms (Imagel) erfolgte, wurde ein Teil auch
manuell am Mikroskop oder anhand von Bildern durchgefiihrt. Dazu zdhlte unter anderem die
Erstellung des NAS, der auch in der Klinik aufgrund bislang fehlender valider nicht-invasiver
Methoden ein wichtiges Mittel zur Beurteilung einer NAFLD bei Patienten darstellt. Obwohl
fiir die einzelnen Bewertungskategorien Vorgaben zur Punktevergabe bekannt sind, ldsst sich
eine Untersucher-Variabilitdt [ 156] nicht ausschlieBen. Um diese Fehlerquelle zu minimieren,
wurden alle Priparate von einer Person ausgewertet und bereits in der Arbeitsgruppe zuvor
etablierte Vorgaben [155] angewendet. Des Weiteren wurden die Ergebnisse des NAS durch
weitere histologische Analysen validiert und durch molekularbiologische Untersuchungen

erginzt, um aussagekriftigere Ergebnisse machen zu konnen.

4.2 Wirkung der Interventionen
Ausgangspunkt der Untersuchungen war eine erndhrungsinduzierte Adipositas, die im

Mausmodell durch 6-monatige Fiitterung einer HFD erzeugt wurde.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass die eingefiihrten Interventionen, insbesondere der
Didtwechsel per se, Folgen einer HFD-induzierten Adipositas verringern konnten. Dabei
fiihrten sie insbesondere zu einer Reduktion von Koérperfett und Leberverfettung. Dies ging
einher mit einer verringerten Expression von Enzymen der B-Oxidation und einer leichten
Reduktion der TAG- und signifikanten Senkung der Cholesterinkonzentration. Das
regenerative Potenzial der Interventionen auf die Leberinflammation zeigte sich auch in einer
verringerten TNFoa-Expression, mit der mutmaBlich auch eine Wiederherstellung der

FGF21-Sensitivitit einherging.

Ein Energietliberschuss aufgrund kalorienreicher Erndhrung fiihrt bei Menschen [165] und
Mausen [165, 166] zu einer Gewichtszunahme sowie einer Zunahme von Fettmasse im Kdorper.

Eine krankhafte Ansammlung von Fett wird aus dem Lateinischen abgeleitet auch als
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Adipositas bezeichnet. Adipositas ist die zentrale Pathologie des metabolischen Syndroms [5],
welches inzwischen auch immer mehr Kinder betrifft [1]. Die Frage nach effektiven
Therapieansitzen abseits von Medikamenten und bariatrischer Chirurgie [167] gewinnt daher

immer mehr Bedeutung.

Im Fokus der Untersuchungen standen die Auswirkungen von Interventionen auf die Leber, in
der sich das metabolische Syndrom als NAFLD, in Verbindung mit Effekten auf den

Gesamtmetabolismus (Leptin, Insulin, Triglyceride, FGF21), manifestiert.

4.2.1 Gewichtsreduktion und Verinderung des hepatischen Fettstoffwechsels durch
Diitwechsel, Laufbandtraining und Fasten
Wie erwartet [ 165, 166] fiihrte das fettreiche Futter bei allen Tieren in den ersten 6 Monaten zu
einer stetigen Gewichtszunahme. Bei den Tieren, die weiterhin die Hochfettdiét erhielten, setzte
sich diese Entwicklung auch in den folgenden 6 Monaten fort. Im Gegensatz dazu kam es durch
den Didtwechsel nach initialer Gewichtsabnahme zu einer Stabilisierung des Korpergewichtes
auf etwa 50 % des Niveaus der Tiere mit fortgefiihrter Hochfettdidt und der Tiere mit
Hochfettdidt und Laufbandtraining. Diese Entwicklung war laut der Ergebnisse vorheriger
Studien auch zu erwarten [133, 168]. Wihrend in einigen Untersuchungen ein zusitzlich
gewichtsreduzierender Effekt durch korperliche Aktivitit gezeigt wurde [127, 169, 170], zeigte
sich dies bei den Tieren mit Laufbandtraining aber auch in anderen Untersuchungen [171] nicht.
Erstaunlicherweise konnte auch bei den Tieren mit den Interventionen ,,Training und Fasten*
trotz bestehender Hochfettdidt eine Reduktion des Korpergewichtes um 20 % gegeniiber den
Tieren mit dauerhafter Hochfettdidt gesehen werden. Dass eine so starke Gewichtsreduktion
trotz bestehender Hochfettdidt erfolgte, deutet darauf hin, dass sich vor allem das Fasten in der
aktiven Phase der Mdause positiv auf die Gewichtsreduktion ausgewirkt haben konnte. Dies
stimmt auch mit Ergebnissen von Studien iiberein, in denen die Auswirkung des Fastens isoliert
betrachtet wurde [145, 172]. Hier zeigte sich, dass die Tiere, die Futter ausschlieB8lich in der
aktiven Phase von Madéusen (Dunkelphase von 23-7 Uhr) erhielten, trotz gleichen Futters
weniger Gewicht zunahmen als die Tiere, die ihr Futter aulerhalb der aktiven Phase (Hellphase
von 7-22 Uhr) erhielten. [173]. Neben dem Gewichtsverlust an sich zeigten sich bei den Tieren
mit Didtwechsel nach 12 Monaten signifikant verringerte Anteile viszeralen und subkutanen
Fettgewebes gemessen am Korpergewicht, einhergehend mit einer signifikanten Reduktion der
Leptinkonzentration. Aufgrund des engen Zusammenhangs von Leptin mit Ubergewicht, der

Fettmasse und dem BMI [174—176] und einer mit zunehmender Fettmasse erhohten Expression
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von Leptin im subkutanen Fett wie auch viszeralen Fettgewebe [177] kann ein kausaler
Zusammenhang zwischen Abnahme der Fettmasse bei den Tieren mit Didtwechsel und der
Abnahme der Leptinkonzentration vermutet werden. Umgekehrt ist auch eine Beeinflussung
der Fettmasse aufgrund der Leptinfunktion an sich denkbar, da Leptin durch eine Senkung von
Insulin [178] und Glukose im Serum [179] und Stimulation von Lipolyse [180—182] und
Hemmung der Lipogenese [183, 184] eine Reduktion von Fettgewebe bewirkt. Diesem
Wirkmechanismus entgegen steht, dass bei den Tieren mit Hochfettdidt trotz signifikant
hoherer Leptinkonzentrationen im Vergleich zu den Tieren mit Didtwechsel keine
Verringerung der Fettmasse gesehen wurde. Eine mogliche Erklarung dafiir konnte das
Vorliegen einer Leptinresistenz sein. Hierbei steigt in Folge fettreicher Erndhrung die
Leptinkonzentration zwar stark an, die normalerweise gewichtsreduzierende Wirkung des
Leptins wird allerdings aufgehoben [97]. Eine in Zusammenhang mit dem Leptinmetabolismus
stehende Beeinflussung des Insulinstoffwechsels konnte nicht gezeigt werden, da die
Plasma-Insulinkonzentrationen lediglich eine leichte Tendenz zu niedrigeren Werten bei den
Tieren mit Didtwechsel aufwiesen. Inwieweit der hohe Kohlenhydratanteil [185] im Didtfutter
die Insulinkonzentration beeinflusst haben koénnte und hierbei eine mogliche Senkung der
Insulinkonzentration maskierte, ldsst sich nicht genau sagen. Neben einer Verringerung von
Korpergewicht und Korperfettgewebe per se zeigte sich auch eine signifikante Reduktion des
Lebergewichts und der Leberverfettung. Histologisch stellte sich dies durch signifikant
verringerte Anteile von Lipidtropfen am Gesamtgewebe in der Olrot O-Firbung und
signifikante Reduktion des Steatose-Scores in der HE-Farbung bei allen Tieren mit Didtwechsel
und denen mit Training und Fasten bei Hochfettdidt dar. Der positive Effekt der Interventionen
duBerte sich auch in einer signifikanten Reduktion des NAS [44], die bei den Tieren
iiberwiegend durch die starke Reduktion der Steatose-Score-Werte bei nahezu konstanten Score
Werten fiir Ballonierung und Inflammation zustande kam. Dennoch kann vermutet werden,
dass unter Annahme des Vorliegens einer NAFLD [186] bei den Tieren mit Hochfettdidt und
der Kombination von Hochfettdidt und Laufbandtraining die Interventionen zu einer
reduzierten Auspragung der NAFLD im Vergleich zu den anderen Tieren gefiihrt hat. Ob und
inwieweit sich die Interventionen auch positiv auf entziindliche Prozesse ausgewirkt haben,

wird im Verlauf noch weiter diskutiert.

Im Plasma &uBlerte sich die Reduktion des Fettgewebes durch signifikante Verringerung des
plasmatischen Cholesterins bei den Tieren mit Didtwechsel sowie denen mit Laufbandtraining
und Fasten bei bestehender Hochfettdidt gegeniiber den Tieren mit dauerhafter Hochfettdiét.
Auch bei isolierter Betrachtung der Fraktionen HDL- und LDL-Cholesterin zeigte sich eine
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Reduktion der Konzentration bei den gleichen Mausen. Da sich eine fettarme Erndhrung
senkend auf HDL- und LDL-Cholesterin auswirkt [187] und sowohl die Expression von
HMG-CoA als wichtigem Zwischenprodukt der Cholesterinsynthese, als auch die Expression
des Regulationsfaktors SREBP-2 [77] nur geringe Unterschiede aufwiesen, kann vermutet
werden, dass die Reduktion im Wesentlichen auf die geringere Zufuhr von Cholesterin mit der
Nahrung zuriickzufiihren ist. Da zwar nach Didtwechsel und Training, nicht aber bei den Tieren
mit dauerhafter Hochfettdidt und zusitzlich Laufbandtraining eine Reduktion von Cholesterin
und der Fraktionen HDL und LDL gemessen wurde, scheint sich der Faktor der ldngerfristigen
Aktivitéit [188, 189] nicht senkend auf den Cholesterinstoffwechsel ausgewirkt zu haben. Die
Intervention ,Fasten zeigt in Studien heterogene Ergebnisse. Wéhrend in einigen
Untersuchungen keine Veridnderung der Cholesterinkonzentration durch Fasten gesehen
werden konnte [190, 191], zeigte sich in anderen Studien ein Cholesterin-senkender Effekt
[137]. In unseren Messungen konnte lediglich eine leichte Verringerung der
LDL-Konzentration bei den Tieren mit Didtwechsel, Training und Fasten gegeniiber denen mit
dauerhafter Hochfettdiét, Training und Fasten gesehen werden. Da die Intervention Fasten in
unserer Studie allerdings nur in Kombination mit einem Futterwechsel und Training untersucht

wurde, bleibt der Einfluss des Fastens als isolierter Faktor weitestgehend unklar.

Die signifikante Reduktion der Verfettung durch die Interventionen ging nicht einher mit
signifikant verringerten TAG-Konzentrationen. Es zeigten sich lediglich tendenziell niedrigere
Konzentrationen bei den Tieren mit Didtwechsel. Da die TAG-Konzentration nicht nur durch
die Aufnahme von TAG aus der Nahrung, sondern auch die postprandiale Synthese aus
Fettsduren in der Leber beeinflusst wird [48], wurde die mRNA-Expression der als
Housekeeping Enzym [192] bezeichneten FAS [193] gemessen, um mdgliche Verdnderungen
des lipogenetischen Wegs durch die Interventionen zu detektieren. Dies erfolgte auch vor dem
Hintergrund, dass eine erh6hte DNL in der Pathogenese einer NAFLD [47, 48] und
Insulinresistenz [193] durch vermehrte Speicherung von TAGs in Fettgewebe und den
Hepatozyten [45] eine wichtige Rolle spielt. Da sich in unseren Untersuchungen keine
signifikanten Unterschiede der FAS-Expression zwischen den Tieren der unterschiedlichen
Gruppen zeigten, wurde zusatzlich die SREBP-1c- und LXRa-mRNA Expression gemessen.
Obwohl zwischen der FAS- und SREBP-1c-Expression eine positive Korrelation besteht, die
auch unter NAFLD gezeigt werden konnte [194, 195], wurde trotz ausbleibender Verénderung
der FAS-Expression eine signifikante Reduktion der SREBP-Ic-Expression durch die
Interventionen gesehen. Eine, wie in anderen Untersuchungen, mit fettreduzierter Diét

einhergehende Reduktion der LXRa-Expression, konnten wir ebenfalls zeigen und weist somit
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auch in unserem Modell auf die bekannte regulatorische Wirkung von LXRa auf die
SREBP-1c-Expression [196] in der Leber [197] hin. Dass die FAS-Expression selbst durch die
Interventionen nicht beeinflusst wurde, obwohl ein deutlicher Effekt auf die Expression von
Regulationsfaktoren gezeigt wurde, verwundert auch dahingehend, dass in vielen anderen
Untersuchungen unter Gabe eines fettreichen Futters eine signifikant erhohte F°4S-Expression
gezeigt [198, 199] werden konnte. Allerdings sind die Fiitterungszeitrdume in diese
Untersuchungen deutlich kiirzer. Durch die iiber 12 Monate dauerhaft erh6hte Aufnahme von
Fetten aus der Nahrung bei den Méusen mit Hochfettdidt wére eine Art Feedback-Mechanismus
[200] denkbar, wobei die FAS-Expression nicht mehr {iber SREBP-1c-und LXRa-Expression
reguliert wird. Eine weitere Erklarung fiir die ausbleibenden Unterschiede konnte auch der hohe
Kohlenhydratanteil im Futter der Tiere mit Didtwechsel sein, da Kohlenhydrate zu einer
Steigerung der Lipogenese [201] fithren konnen. Inwieweit einer oder mehrere dieser

Mechanismen in unseren Untersuchungen eine Rolle spielten, bleibt allerdings rein spekulativ.

Neben einer verringerten Aufnahme von Fetten mit der Nahrung und einer reduzierten
endogenen Synthese kann sich auch der Abbau von Fettsduren und TAG durch B-Oxidation auf
den Fettstoffwechsel auswirken. Daher wurde die mRNA-Expression von wichtigen Enzymen
der B-Oxidation bzw. deren Regulationsfaktoren mittels PCR gemessen. Sowohl die CPT
la- und CPT II-Expression als auch die PPARa- und ACOXI-Expression als regulatorische
Faktoren waren bei den Tieren mit Didtwechsel gegeniiber den Tieren mit dauerhaft fettreichem
Futter signifikant verringert. Das deutet darauf hin, dass bei diesen Tieren sowohl die
mitochondriale B-Oxidation als auch die peroxisomale B-Oxidation [72, 202] verringert waren
und weniger mittel- und langkettige Fettsduren abgebaut wurden. Da nach Didtwechsel auch
die Verfettung signifikant verringert war, kann vermutet werden, dass eine Kompensation von

starker Fettaufnahme [203, 204] durch B-Oxidation nicht mehr erfolgte.

Zwischen Geweben und Organen erfolgt der Transport von Lipiden durch Transportproteine.
Eine wichtige Rolle im Austausch von kdrpereigenen und mit der Nahrung aufgenommenen
Fetten zwischen Geweben und Organen, darunter der Leber, spielt ApoE [64, 205]. Der in
unseren Untersuchungen gesehene signifikante Riickgang der ApoE-Expression in der Leber
bei den Tieren, die auch eine verringerte hepatische Steatose aufwiesen, ist hinweisend auf den
engen Zusammenhang zwischen Fettangebot und ApoE-Expression [68, 206] und deutet darauf
hin, dass es durch den Riickgang der Verfettung auch zu einer verringerten Expression von
ApoFE in der Leber gekommen ist. Die ebenfalls gezeigte Reduktion der VLDL-Konzentration,
dessen Bestandteil ApoE ist [205] und der protektive Effekt einer ApoE-Defizienz bei Mausen
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auf eine NAFLD [207] deuten darauf hin, dass ApoE eine wichtige Rolle in der Pathologie
einer NAFLD zu spielen scheint.

4.2.2 Regeneratives Potenzial der Interventionen auf eine Leberschidigung

Als wichtiger Indikator fiir eine Leberschidigung infolge von Entziindungen in der Leber,
ischdamischer Schiadigung oder toxischen Einfliissen gelten auch die Transaminasen ALT, AST
und das in der Leber synthetisierte Eiweill Albumin [208, 209]. Aufgrund der Zerstérung von
Hepatozyten kommt es zu einer erhohten Freisetzung der Transaminasen, sodass ein
Serumanstieg von ALT und AST resultiert [33-36]. Gleichzeitig fiihrt die verringerte
Syntheseleistung der Leber zu erniedrigten Albuminserumwerten [39, 40]. Um herauszufinden,
inwieweit sich die Interventionen auf die Konzentration der Leberenzyme auswirken, wurde
diese nach Abschluss der Experimente bestimmt. Verglichen mit Normwerten fiir ALT (57 U/1)
und AST (133 U/l) bei dem verwendeten Mausstamm [210] zeigte sich bei den Tieren mit
dauerhafter Hochfettdidt und/oder Laufbandtraining, eine Erhdhung der Enzyme um etwa
30 % (ALT) und 35 % (AST). Ahnlich wie in humanen Studien, in denen es infolge von Dit
[211] und Bewegung [212] zu einer Reduktion der Transaminasen im Serum kam, fiihrten auch
in der vorliegenden murinen Studie der Didtwechsel und die Kombination der Interventionen
,,Laufband und Fasten* zu einer Andemng der Transaminasen. So kam es zu einer signifikanten
Reduktion von ALT und AST nach Didtwechsel und auch mit Laufbandtraining und Fasten bei
bestehender Hochfettdidt sanken die Werte bis mindestens auf das angegebene Normalniveau.
Dies spiegelte sich auch in einer deutlich abnehmenden ALT/AST-Ratio bei den Tieren mit
Didtwechsel wider. Das deutet darauf hin, dass sich die Interventionen regenerativ auf
Leberschiddigungen durch eine NAFLD ausgewirkt haben konnten. Anzumerken sei, dass alle
angegebenen Werte lediglich als Richtwerte dienen, da sich sowohl das Alter der Méause als
auch das verwendete Futter unserer Tiere von der ,Normgruppe“ unterschieden. Die
Albuminkonzentration wurde durch die Interventionen nur gering beeinflusst. Bei allen Tieren
zeigten sich nur leichte Abweichungen von der als Normwert angegebenen Konzentration
(34 g/1) [210], wobei eine leicht steigende Tendenz nach Didtwechsel und die hochste Albumin-
konzentration bei den Tieren mit allen Interventionen gemessen wurde. Eine mogliche
Erkldrung fiir die nur geringe Verdnderung konnte sein, dass hdufig nicht die Albumin-
konzentration an sich, sondern vor allem die Albumin(bindungs)funktion durch eine Leber-
schidigung beeinflusst wird [37, 38] und sich erst eine stark fortgeschrittene Schidigung der
Leber auch auf die Konzentration von Albumin auswirkt. Dass sich die Interventionen

regenerativ auf die Albuminfunktion und -konzentration ausgewirkt haben konnten, lédsst sich
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anhand unserer Ergebnisse nur vermuten. Dennoch scheinen sich die Interventionen im
Gesamtbild betrachtet regenerierend auf eine durch NAFLD induzierte Leberschidigung

auszuwirken.

4.2.3 Reduktion TNFa-induzierter Low-grade-Inflammation durch Interventionen in
der Leber
Die vermehrte Ansammlung von Fettvakuolen fiihrt auf Grundlage der engen Verbindung von
Fettgewebe, Leber und blutbildendem System zu einer systemischen LGI [213], die sich im
Verlauf auch auf die Leber [214] ausbreitet und zur Progression einer NAFLD beitragt [215].
Entgegen der Erwartung und Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen [216] konnten in der
histologischen Untersuchung weder durch Didtwechsel noch durch Laufbandtraining und
Fasten auf zelluldrer Ebene Anderungen in der Akkumulation inflammatorischer Zellen in der
Leber gesehen werden. Sowohl hinsichtlich typischer Zellverdnderungen (Ballonierung) als
auch der Ansammlung von Entziindungszellen per se (Entziindung) gab es keine Unterschiede.
Auch in der isolierten Betrachtung von neutrophilen Granulozyten (CAE) und Makrophagen
(F4/80) konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Tieren der
Untersuchungsgruppen gesehen werden. Lediglich die Kombination aus Didtwechsel,
Laufbandtraining und Fasten schien der Ansammlung von Makrophagen in der Leber leicht
entgegenzuwirken. Auf molekularbiologischer Ebene zeigten sich auch fiir die Expression der
pro-inflammatorischen Zytokine /L-1f und IL-6 [217] keine Verdnderungen. Allerdings fiihrten
der Didtwechsel und die Kombination aus Laufbandtraining und Fasten trotz bestehender
Hochfettdidt zu einer signifikanten Reduktion der T7NFa-Expression. TNFa wird als
pro-inflammatorisches Zytokin von Makrophagen ausgeschiittet und steht in enger Verbindung
mit Adipositas und einer NAFLD [218, 219]. Bei Menschen kommt es durch eine Steigerung
der lipolytischen Aktivitit [220] zu einer erhohten TNFa-Ausschiittung aus dem Fettgewebe.
Gleichzeitig kam es auch zu einer erhohten Expression des anti-inflammatorischen /L-10 [221].
Eine Erkldrung fiir die ausbleibende Sichtbarkeit dieser Verdnderungen auf zelluldrer Ebene
konnte eine fehlende Differenzierung von pro- und anti-inflammatorischen Makrophagen in der
angewandten F4/80-Immunhistochemie sein. Ein weiterer Einflussfaktor konnte auch der hohe
Kohlenhydratanteil des Diétfutters in der Studie gewesen sein. In Untersuchungen, in denen ein
direkter Vergleich von einer Hochfettdidt mit einer kohlenhydratreichen Didt erfolgte, zeigten
sich auch keine Unterschiede hinsichtlich der F4/80-mRNA-Expression in der Leber. Daraus
kann abgeleitet werden, dass beide Didten zu einer dhnlich starken Makrophageninfiltration in

der Leber fiihren konnten [164]. Zuletzt konnte auch der Prozess der Chronifizierung in diesem
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Zusammenhang eine wichtige Rolle spielen. So zeigen unterschiedliche Studien, dass ein
Wechsel von einer Hochfettdiét zu einer fettreduzierten Diédt zwar zu einer Gewichtsreduktion
[222] fithren und den Progress einer NASH aufhalten konnen [223], aber weiterhin eine erhohte
Leberverfettung und inflammatorische Prozesse nachweisbar bleiben [222, 223]. Da die Gabe
der Hochfettdidt im vorliegenden Fall iiber einen vergleichsweise langen Zeitraum von
6 Monaten erfolgte, wire also durchaus denkbar, dass die Leber als eine Art molekulares

Gedéchtnis hinsichtlich inflammatorischer Prozesse fungierte [222].

4.2.4 Regeneration einer TNFo-induzierten FGF21-Resistenz

In engem Zusammenhang mit der Expression von 7NFa bei Adipositas und NAFLD steht auch
die Aktivitdt des Fastenhormons FGF21 [109, 110], was sich neben einer bereits bekannten
verringerten B-klotho (Corezeptor von FGF21) Expression in Adipozyten [126] in unseren
Untersuchungen auch durch eine verringerte B-klotho-Expression in der Leber nach
Hochfettdidt sowie starke Korrelation von steigendem hepatischen B-klotho mit sinkendem
TNFa durch den Didtwechsel darstellte. Auch die in den in-vitro-Experimenten gezeigte
signifikant verringerte B-klotho-Expression nach Behandlung von HepG2-Zellen mit hTNFa
ist hinweisend auf den inhibierenden Einfluss von 7NFa auf die Expression von B-klotho. Die
wichtige Rolle von FGF21 in der Pathogenese von Ubergewicht und NAFLD zeigte sich
sowohl in einer positiven Korrelation von FGF21-Serumkonzentration und BMI [224] als auch
in einer positiven Korrelation der FGF21-Serumkonzentration und des NAS. Dies konnte
darauf hinweisen, dass neben dem NAS auch die FGF21-Serumkonzentration als mdglicher

Marker fiir die Einschidtzung der Ausprdagung einer NAFLD in Frage kommen konnte.

Als Fastenhormon weist FGF21 im Rahmen von Hungerzustinden [109, 110] erhohte
Plasmakonzentrationen auf. Paradoxerweise werden diese aber auch unter Adipositas
[122-124] gemessen, sodass dhnlich wie bei Leptin und Insulin eine FGF21-Resistenz [124]
durch erniedrigte FGF21-Sensitivitit [127] vermutet wird. Unsere Ergebnisse zeigen, dass es
durch die Interventionen einerseits zu einer signifikanten Reduktion der
FGF21-Plasmakonzentration und FGF2[-Expression in der Leber gekommen ist und
andererseits zu einer signifikanten Expressionserhéhung der Rezeptoren pFGFRIc und B-
klotho in der Leber. Dies konnte darauf hinweisen, dass es auch in unserem Modell, dhnlich
wie von Geng et. al [127] beschrieben, durch die Interventionen zu einer gesteigerten
FGF21-Sensitivitidt gekommen ist. Obwohl sowohl korperliche Aktivitét als Mittel zur Senkung
der FGF21 Expression und gleichzeitiger Regeneration der FGF21-Sensitivitét bei Adipositas
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[127] als auch Fasten zur Beseitigung einer Adipositas [137, 225, 226] und FGF21-Resistenz
[125] beschrieben werden, zeigte in unseren Untersuchungen neben dem Diédtwechsel vor allem
das Fasten bei bestehender Adipositas diese Effekte. So sank die FGF21-Konzentration im
Plasma und die Expression in der Leber lediglich bei den Tieren, die bei Hochfettdiat sowohl
die Interventionen Laufband und Fasten erhielten, auf &hnlich niedrige Werte wie bei den
Tieren mit Didtwechsel. Eine mogliche Erklarung dafiir konnte in der Wiederherstellung des
unter Hochfettdidt gestorten zirkadianen Rhythmus [145, 227] durch Verlagerung der
Futtergabe in die aktive Phase der Nacht beim Fasten liegen. Insgesamt ldsst sich darauf
basierend annehmen, dass durch den Didtwechsel und Fasten eine TNFo-assoziierte
FGF21-Resistenz [124] durch Erhdhung der FGF21-Sensitivitdt [127] bei gleichzeitiger
B-klotho Expressionserhdohung entgegengewirkt werden konnte. Dieser Mechanismus wird
auch dadurch unterstiitzt, dass TNFa, FGF21 und B-klotho in der PCA ein starkes Clustering
bei den Tieren mit Didtwechsel zeigten, was wiederum den Didtwechsel als effektivstes Mittel

zur Authebung einer FGF21-Resistenz hervorhebt.
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5 Schlussfolgerung

Die murine Studie wurde vor dem Hintergrund immer weiter stark ansteigender Inzidenzen von
Ubergewicht und Adipositas weltweit und der Suche nach langfristig effektiven
TherapiemalBnahmen zur Behandlung der Erkrankung durchgefiihrt. Im Mittelpunkt stand dabei
vor allem die Frage, welche Intervention bzw. Kombination von Interventionen zur
Regeneration hepatischer Schadigung bei NAFLD im Rahmen eines metabolischen Syndroms
am besten wirkt. Weiterhin wurde der Frage nachgegangen, inwieweit die Interventionen zu

einer Wiederherstellung der durch Adipositas gestorten FGF21-Sensitivitdt beitragen konnten.

Erstaunlicherweise zeigten die Interventionen Laufbandtraining und Fasten trotz bestehender
Hochfettdiit [137] und Ubergewicht [228] gleiche reduzierende Effekte auf das Korpergewicht
und die Fettmasse wie ein Didtwechsel per se und die Kombination aus Didtwechsel, Laufband-
training und Fasten, sodass die Vermutung nahe liegt, dass ein Didtwechsel nicht zwingend
notwendig ist, um eine Reduktion von Gewicht und Fettmasse zu erzielen. Ein histologisch
sichtbarer Riickgang inflammatorischer Zellen in der Leber konnte nicht gesehen werden.
Dennoch zeigte sich auf molekularer Ebene vor allem eine Reduktion der Expression von
pro-inflammatorischem 7NFa durch den Didtwechsel sowie die Kombination aus Training und
Fasten bei anhaltender fettreicher Didt. Damit einhergehend kam es durch die Interventionen
zu einer Reduktion der Konzentrationen der Leberenzyme AST und ALT. Insgesamt kann
daher vermutet werden, dass die durch die HFD-induzierte Adipositas verursachte NAFLD in
den Gruppen mit Didtwechsel und der Gruppe mit Laufbandtraining und Fasten bei
gleichzeitiger Hochfettdidt umgekehrt werden konnte. Der positive Effekt der Interventionen
blieb dabei nicht nur auf die Leber begrenzt, sondern wirkte sich auch regenerativ auf

Verdnderungen im Leptin-, Insulin- und Cholesterinstoffwechsel aus.

Weiterhin zeigten die Interventionen bei den Tieren mit Didtwechsel und den Tieren mit
Laufbandtraining und Fasten bei bestehender fettreicher Diit eine reduzierende Wirkung auf
die FGF21-Konzentration und Expression in der Leber, bei gleichzeitig steigender Wirkung auf
die Expression der Rezeptoren pFGFR1c und des Corezeptors -klotho. Unter Annahme einer
FGF21-Resistenz bei den Tieren mit alleiniger Hochfettdiit und Laufbandtraining bei
Hochfettdidt deuten die Ergebnisse auf eine Umkehr der Resistenz bei den Tieren in den
Interventionsgruppen hin. Ob wirklich eine Regeneration der FGF21-Sensitivitét ursidchlich fiir
diesen Mechanismus ist, ldsst sich anhand unserer Untersuchungsergebnisse allerdings nicht

mit Sicherheit sagen.
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Der enge Zusammenhang von Inflammation, NAFLD und Aktivitdt des Fastenhormons FGF21
zeigte sich durch eine positive Korrelation von BMI und NAS sowie FGF21-Konzentration und
NAS. Weiterhin deutet bei den Tieren mit Didtwechsel und der Kombination von Didtwechsel
mit Fasten die Reduktion der TNFa-Expression bei gleichzeitig gesteigerter
B-klotho-Expression in der Leber auf eine Umkehr einer TNFa-assoziierten FGF21-Resistenz
hin. Auch der senkende Einfluss von TNFa auf die B-klotho-Expression im in-vitro-Experiment
unterstlitzen diese Beobachtung. Zusétzlich zeigen TNFa, FGF2I und B-klotho in der

Korrelationsanalyse ein starkes Clustering bei den Tieren mit Didtwechsel.

Insgesamt zeigten sowohl der Didtwechsel zu einer fettreduzierten Diédt als auch die
Kombination von Laufbandtraining und Fasten bei bestehender fettreicher Nahrung die
starksten Effekte. Dies zeigt, dass nicht zwangsldufig ein Didtwechsel zur Regeneration einer

NAFLD nétig ist, sondern bereits Aktivitit und Fasten zu positiven Effekten fiihren kdnnen.

Die Untersuchungen stellen weiterhin eine gute Grundlage fiir die Entwicklung eines klinischen
Ansatzes zur Diagnose und Therapiekontrolle einer NAFLD bei Patienten dar. Potenziell
konnte so in der Zukunft der Erfolg einer NAFLD Therapie durch eine wenig invasive und
schnell durchzufiihrende Blutplasmaanalyse von FGF21 erfolgen und FGF21 als Biomarker
fungieren. Hierfiir sind Ansdtze mit Kiinstlicher Intelligenz geplant, bei denen auf Grundlage
des engen Zusammenhangs von FGF21 mit weiteren zu NAFLD beitragenden Faktoren (z.B.
Verfettung, Entziindung, Blutbildverdnderungen) gezielt TherapiemaBBnahmen ausgewahlt und

deren Erfolg tiberpriift werden konnten.

Ein Teil der Ergebnisse dieser Arbeit wurden bereits im August 2022 im Journal ,,Frontiers in

Nutrition* publiziert.

Power Guerra N, Leyens K, Miiller L, Brauer D, Janowitz D, Schlick S, Pilz K, Grabe HJ,
Vollmar B and Kuhla A (2022). The effect of different weight loss strategies to treat non-
alcoholic fatty liver disease focusing on fibroblast growth factor 21. Frontiers in Nutrition.

9:935805. doi: 10.3389/fnut.2022.935805
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6 Thesen

Ubergewicht und Adipositas gehoren mit iiber 2 Milliarden Betroffenen zu den weltweit am
hiufigsten vorkommenden Erkrankungen [1]. MaBnahmen wie Diédtwechsel, korperliche
Aktivitdit und Fasten sind bekannte wirksame Interventionen bei Adipositas und einem
metabolischen Syndrom. Ziel dieser préklinischen tierexperimentellen Studie an Mausen war
es, insbesondere den hepatoprotektiven Effekt der Interventionen Didtwechsel, korperliche
Aktivitit und Fasten sowie die Rolle des Fastenhormons FGF21 bei Hochfettdidt-induzierter
Adipositas zu untersuchen. Aufgrund einer damit einhergehenden low-grade-Inflammation
werden die Rezeptoren von FGF21 (B-klotho, FGFR1c) herunterreguliert. Ahnlich wie eine
Leptinresistenz, die klassischerweise bei Adipositas vorliegt, bezeichnet man dies als FGF21-

Resistenz. Vor diesem Hintergrund ergeben sich folgende Thesen fiir das Mausmodell:

1. Bei Méausen mit einer Hochfettdidt-induzierten Adipositas fiihren die Interventionen zu
einer Gewichtsreduktion.

2. Die Interventionen zeigen einen Einfluss auf den Fettstoffwechsel und bewirken eine
Reduktion hepatischer Steatose.

3. Eine low-grade-Inflammation in der Leber kann durch die Interventionen reduziert
werden.

4. Die Interventionen haben regeneratives Potenzial auf eine Leberschidigung und
bewirken eine Reduktion des NAFLD-Activity-Scores.

5. Die Interventionen fithren zu Verdnderungen im Leptin-, Insulin und
Cholesterinstoffwechsel.

6. Die Interventionen beeinflussen die Aktivitit des Fastenhormons FGF21. Eine
verringerte FGF21-Serumkonzentration geht mit einer reduzierten FGF21-
Konzentration und -Expression in der Leber einher.

7. Eine Verdnderung der FGF21-Sensitivitit zeigt sich in einer Steigerung von
hepatischem B-klotho bei gleichzeitig sinkendem TNFa und stellt die Grundlage der
Umkehrbarkeit einer TNFa-induzierten FGF21-Resistenz durch die Interventionen dar.

8. In-vitro zeigt sich in Leberzellen ein inhibierender Einfluss von TNFa auf die B-klotho
Expression, was somit eine Kausalitit, wie unter Punkt 7 beschrieben, untermauert.

9. In Korrelations- und Clusteringanalysen kann FGF21 als zentraler Parameter im

Rahmen einer Adipositas und NAFLD Kklassifiziert werden. Dementsprechend kann
FGF21 als Biomarker zur Therapiekontrolle einer Adipositas fungieren.
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Anhang

Tabelle A 1: Zusammensetzung Hochfettdisit HFD D12492 von Research Diets. Inc, nach [229]

Gruppe Genaue Bestandteile Gewicht [g]
Protein Casein, Lactat, 30 Mesh 200
Protein Cystin, L 3
Kohlenhydrate Lodex 10 125
Kohlenhydrate Sucrose, fein granuliert 72.8
Faser Solka Floc, FCC200 50
Fett Schmalz 245
Fett Sojabohnen-Ol, USP 25
Mineralien S10026B! 50
Vitamine Cholinbitratrat 2
Vitamine V10001C? 1
Farbe Blau FD&C #1, Alum. Lake | 0.05
35-42 %
Gesamtgewicht 773.85

Tabelle A 2: Zusammensetzung S10026B RD-96 Mineral Mix von Research Diets Inc., nach [230]

Gruppe Genaue Bestandteile Gewicht [g]
Kohlenhydrate Sucrose, fein granuliert 179.82
Mineral Kaliumcitrat, Monohydrat 330
Mineral Calcium Phoshat, dibasisch | 260
Mineral Calcium Carbonat, leicht 110
USP
Mineral Natriumchlorid 51.80
Mineral Magnesium Sulfat, 51.52
Heptahydrat
Mineral Eisen(IIl)citrat 8.38
Mineral Mangankarbonat-Hydrat 4.20
Mineral Cholinbitratrat 2.45
Mineral Zinkcarbonat 1.12
Mineral Chrom-Kalium Sulfat 0.39
Mineral Kupfercarbonat 0.21
Mineral Ammonium Molybdéin 0.06
Tetrahydrat
Mineral Natriumfluorid 0.04
Mineral Natriumselen 0.01
Mineral Kaliumjodat 0.01
Gesamtgewicht 1000

! Genaue Zusammensetzung siche Tabelle A2
2 Genaue Zusammensetzung siehe Tabelle A3
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Tabelle A 3: Zusammensetzung V10001C AIN-76A Vitamin Mix (10x Concentration) von Research Diets, Inc., nach [231]

Anhang

Gruppe Genaue Bestandteile Gewicht [g]
Kohlenhydrate Sucrose, fein granuliert 78.42
Vitamin Vitamin E Acetat, 50 % 10
Vitamin Niacin B3 3
Vitamin Biotin 1 % 2
Vitamin Pantothensaure, d, Calcium, B5 1.60
Vitamin Vitamin D3, 100.000 IU/gm 1
Vitamin Vitamin B12, 0.1 % Mannitol 1
Vitamin Vitamin A Acetat, 500.000 IU/gm | 0.80
Vitamin Pyridoxin HCI, B6 0.70
Vitamin Riboflavin, B2 0.60
Vitamin Thiamin HCI, B1 0.60
Vitamin Folsaure 0.20
Vitamin Menadion-Natriumbisulfit 0.08
Gesamtgewicht 100

Tabelle A 4: Zusammensetzung Niedrigfettfutter NFD D12450J von Research Diets. Inc, nach [232]

Gruppe Genaue Bestandteile Gewicht [g]

Protein Casein, Lactat, 30 Mesh 200

Protein Cystin, L 3

Kohlenhydrate Maisstarke 506.2

Kohlenhydrate Lodex 10 125

Faser Solka Floc, FCC200 72.8

Fett Sojabohnen-Ol, USP 25

Fett Schmalz 20

Mineralien S10026B* 50

Vitamine Cholinbitratrat 2

Vitamine V10001C* 1

Farbe Gelb FD&C #5, Alum. Lake | 0.04
35-42%

Farbe Blau FD&C #1, Alum. Lake | 0.01
35-42%

Gesamtgewicht 1055.05

3 Genaue Zusammensetzung siche Tabelle A2
4 Genaue Zusammensetzung siehe Tabelle A3
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Tabelle A 5: Kameraeinstellungen fiir die Aufnahme der Bilder der Olrot O-Fiirbung

Komponente Einstellung
Kamera Axioscope
Objektiv 40fach
Zoom 1,0x
Belichtungszeit | 52,75 ms
Schwarz 520
Gamma 0,33

Weil3 3074

Tabelle A 6: Kameraeinstellungen fiir die Aufnahme der Bilder der CAE-Firbung

Komponente Einstellung
Kamera Axioscope
Objektiv 40fach
Zoom 1,0x
Belichtungszeit | 60 ms
Schwarz 268

Gamma 0,33

Weil3 3342

Tabelle A 7: Kameraeinstellungen fiir die Aufnahme der Bilder der F4/80-Firbung

Komponente Einstellung
Kamera Axioscope
Objektiv 40fach
Zoom 1,0x
Belichtungszeit | 60 ms
Schwarz 268

Gamma 0,33

Weil3 3342

Anhang
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Stadium

11

VII

Programm

GewoOhnung

Zunehmende
Belastung

Ausdauertraining

Zunehmende
Belastung

Ausdauertraining

1l

Zunehmende
Belastung

Ausdauertraining

Dauer

5d, 1x
taglich

8 Wochen,
2x/Woche

8 Wochen,
2x/Woche

2x/ Woche bis
T

Abbildung A 1: Exaktes Protokoll fiir das Laufbandtraining angelehnt an [150]

Grad 2

Grad 3

Abbildung A 2: Beispielhafte Darstellung des Scorings fiir Steatose in der HE-Féarbung
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Abbildung A 3: Beispielhafte Darstellung des Scorings fiir Ballonierung in der HE-Firbung
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Abbildung A 5: Einstellungen Color Treshold fiir die Auswertung einer Olrot O-Aufnahme, Aufnahme aus der Gruppe
HFD/HFD
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imghame=getTitle();

run("Duplicate...”, "title=1.tif");

run("Color Threshold...™);

// Color Thresholder 1.47v

// Autogenerated macro, single images only!

min=newArray(3);

max=newArray(3);

filter=newArray(3);

a=getTitle();

run(“RGB Stack");

run(“Convert Stack to Images");

selectWindow( "Red");

rename(“@");

selectilindow( "Green");

rename(“1");

selectWindow("Blue™);

rename(”2");

min[@]=8;

max[@]=255;

filter[@]="pass";

min[1]=@;

max[1]=255;

filter[1])="pass";

min[2]=138;

max[2]=255;

filter[2]="pass";

for (i=8;i<3;i++){
selectWindow(""+1i);
setThreshold(min[i], max[i]);
run{“Convert to Mask");
if (filter[i]=="stop") run{"Invert");

imageCalculator("AND create™, "@","1");
imageCalculator("AND create™, "Result of @","2");
for (i=8;i<3;i++){

selectWindow(""+1i);
close();

selectWindow("Result of @");

close();

selectWindow( "Result of Result of @");
rename(a);

/{ Colour Threshelding-------------
run("8-bit");

run(“Create Selection™);
selectWindow(imghame);

run("Restore Selection™);

run("Set Measurements...”, "area display redirect=None decimal=3");
run("Measure");

run(“Clear”, "slice");

Abbildung A 6: Batch zur Auswertung der Olrot O-Aufnahmen in Image J
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