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Kapitel 5. Diskussion

Die vorliegenden Untersuchungen hatte das Ziel, #erfluss eines erhohten Omega-3-
Fettsaureanteils auf das akute Entzindungsgescheltear Leber und ihre Zytokinproduktion
zu untersuchen. In dieser Arbeit kdnnen deutlichéetschiede in der Entztindungsreaktion und
Schadigung der Leber zwischen der Versuchsgruppehaiiem Omega-6-Gehalt (Wildtyp-
Mause) und der Versuchsgruppe mit ausgeglicheneraga+-/Omega-3-Verhaltnis (transgene

Fat-1-Mause) nachgewiesen werden.

Damit konnten die Ergebnisse anderer vergleichbarerivo und in vitro Arbeiten zu den
entzindungshemmenden Einflissen von Omega-3-Fadtsateilweise bestétigt als auch
widerlegt werden. Zusammenfassend kann man Ubervdigleichbaren Untersuchungen

folgendes sagen:

Babcock et al. untersuchten in einer in vitro Studie Wirkung von Omega-3-Fettsauren auf
LPS-stimulierte Monozyten. In dieser Studie kanzesiner verminderten TN&-Produktion
unter dem Einfluss der n-3-Fettséduren [67]. In ederauf folgenden Untersuchung von Novak
wurde gezeigt, dass die verminderte TNF-Produktion Omega-3-Fettsduren-behandelten
Monozyten eine geringere Aktivierung von NKB- zur Ursache hatte [42]. Ahnliche
Beobachtungen konnten Endres et al. an humanen Ntero machen. Probanden mit einer
erhohten Zufuhr an Omega-3-Fettsauren wiesen sediéJntersuchungen verringerte TNF-
und IL-1-Aktivitat im Blut auf [41].

Hudert et al. untersuchten in dem Makrophagen-ajgibén DSS-Modell flr experimentelle
Colitis die Wirkung von Omega-3-Fettsduren. In dresStudie wurde, wie auch in der
vorliegenden Arbeit, das Fat-1-Maus-Modell fur ddemega-3-Versuchsgruppe genutzt. Bei
ihren Versuchen zeigte sich, dass Fat-1-Tiere geden induzierte Entzindung des

Darmgewebes geschitzt sind [46].

In der bisher einzigen Studie Uber n-3-Fettsaumender akutenp-GalN/LPS-induzierten
Hepatitis futterten Watanabe und Okuyama ihre \Mdrstiere mit hohen Mengen am

Linolensaure (18:3 n-3). Versuchtiere mit einerdémB&Zufuhr an Omega-3-Fettsauren zeigten in
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dieser Studie erhdhte Schaden des Lebergewebegticken mit Tieren, die eine normale (hoch
in n-6-PUFA, niedrig in n-3-PUFA) Diat erhielten3p

Frihere Untersuchungen in FitterungsexperimenterRaten zum Einfluss der Omega-3-
Fettsduren EPA und DHA auf die chronische alkolxidtthe Hepatitis haben gezeigt, dass Tiere
die ausschliel3lich mit EPA und DHA geflttert wurdeermehrte Entziindungsaktivitat und
Fibrose in der Leber aufwiesen [68,69]. In diesewediihrten Studien scheinen demnach

Omega-3-Fettsaduren die Leberentziindung zu férdern.

Die beschriebenen Untersuchungen zeigen, dasa@®feihe von untersuchten Teilaspekten zur
Wirkung von Omega-3-Fettsduren auf Entzindungsicaad gibt. Parallel zu der vorliegenden
Studie konnte kirzlich von Gonzalez-Périz et alviino als auch in vivo belegt werden, dass
DHA schitzenden Einfluss auf die chronische JClarbon Tetra-chlorid)-induzierte Hepatitis
hat und dass Tiere mit einem erh6hten Anteil n-8sBearen geringere hepatozellulare Schaden

durch die induzierte Hepatitis aufzeigten [70].

Besonders im Gebiet von Omega-3-Fettsauren in Bamligikute Leberentziindungen existiert
bisher keine Untersuchung, die die Verbindung zZimescdem Omega-6-/Omega-3-Fettsaure-
Verhéltnis und der daraus resultierenden Zytokidpktion bei der akuten Hepatitis herstellt.
Ebenfalls gibt es noch keine Studie, die die endedgeroduktion von Omega-3-Fettsduren in
diesem Kontext untersucht hat. Die vorliegende Armbenmt sich dieser Problemstellungen an
und ihre Ergebnisse lassen sich wie folgt zusamasseh.

5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse der vorliegendérbeit

Bei der Analyse der Fettsdurezusammensetzung desrdewebes zeigten transgene Fat-1-
Mause signifikant héhere Konzentrationen an Omegat&auren als Wildtyp-Tiere. Dabei war
die Zunahme an a-Linolensdure, Eicosapentaensdure, Docosapentaensaowie
Docosahexaensaure besonders auffallig. Wahrenddsicleehalt an Omega-3-Fettsauren in der
Leber in beiden Versuchsgruppen deutlich voneinandgerschied, konnten nur geringe
Unterschiede im Gehalt von Omega-6-Fettsduren mwiscden verschiedenen Tiergruppen

festgestellt werden.

Die Injektion von D-GalN/LPS in das Peritoneum der Mause fuhrte 6 &uonnach der

Behandlung in beiden Versuchsgruppen zur Auslosimgr akuten Hepatitis, was durch erhdhte
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ALT-Konzentrationen im Serum belegt werden konriteere der Fat-1-Versuchsgruppe mit
ausgeglichenem n-6/n-3-Verhaltnis zeigten dabenifskgint niedrigere ALT-Konzentrationen

als Wildtyp-Tiere mit hohen n-6-PUFA-Konzentratione

Lichtmikroskopische histopathologische Untersuctaimder Leber zeigten 6 Stunden nach der
Behandlung mitd-GalN/LPS typische Zeichen einer akuten Hepatitisallen behandelten
Tieren. Zu diesen Zeichen gehdren Apoptosen, Nekros Hamorrhagien und
Entziindungszellinfiltrate. Die Leberschadigungememnan Fat-1-Mausen deutlich geringer als
in Wildtyp-Tieren. Dieser optische Eindruck wurdearch den HAI-Score quantifiziert und
bestéatigt.

Unterstitzt wurden diese Ergebnisse durch die ga#aé Analyse der apoptotischen Zellkerne
mittels DAPI-Farbungen und Fluoreszenzmikroskomegder Fat-1-Tiere signifikant weniger
Apoptosen zeigten als ihre Vergleichstiere aus/dialtypgruppe.

In den weiteren Untersuchungen der Zytokine konuieutliche Unterschiede zwischen beiden
Hepatitis-Versuchsgruppen festgestellt werden. @o dve systemische TNé&-Konzentration
im Plasma 90 Minuten nach derGalN/LPS-Injektion in Fat-1-Tieren signifikant dieger als

in der Wildtypgruppe. Die nach 6 Stunden durchge@ihAnalyse der intrahepatischen
Konzentration von TNFx mittels Echtzeit RT-PCR bestétigte dieses Ergetbadkirch, dass Fat-
1-Tiere signifikant niedrigere TNF mRNA-Konzentaten in der Leber hatten.

Die intrahepatische mRNA-Expression der pro-inflamonischen Faktoren ILAL IL-6 und
IFN-y war inD-GalN/LPS-behandelten Tieren mit Wildtyphintergruhelitlich héher als in Fat-

1-Tieren.

5.2 Diskussion der Ergebnisse zum Gehalt an Omega-6- difbmega-3-Fettsauren in der
Leber

In dieser Studie wurde erstmalig die Wirkung endogeduzierter Omega-3-Fettsauren auf die

akute Leberentziindung untersucht. Die durch Futteaslime entstehenden Stérgrél3en, wie sie

in reinen Fitterungsexperimenten auftreten, konaiench die Nutzung des transgenen Fat-1-

Modells ausgeschaltet werden.
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Die oben aufgefihrten Untersuchungen von Watanai @kuyama basieren auf einem
Futterungsexperiment, bei dem Mause verschiededeiunterschiedlicher Omega-3- und
Omega-6-Fettsdurenzusammensetzung erhielten. Dabrtis ihrer Studie zeigte, dass ein hoher
Anteil der n-3-PUFA a-Linolensdure (18:3 n-3) im Futter zu einer Vernganthg der

Konzentration von Arachidonsaure (20:4 n-3) im Lgeeebe der Versuchstiere fluhrte.
Zusammen mit der sinkenden Arachidonsdurekonzemirkbnnten die Untersucher auch einen

verringerten Gehalt an PG der Leber nachweisen [53].

Dies fuhrt zu der Annahme, dass der in Studien Simclair und Levy sowie von Okano et al.
nachgewiesene schiitzende Einfluss von Prostaglemdlar Omega-6-Fettsauren in der Leber
durch die Futterung hoher Konzentrationen n-3-PUrAer Untersuchung von Watanabe und

Okuyama verringert wurde [50,51].

In der vorliegenden Studie wurden daher ausscitie(¥Fat-1-Tiere mit einem AA/EPA-

Verhaltnis von etwa 1 im Aul3enohr genutzt, um eifdamgel an Arachidonsaure vorzubeugen.

Allerdings unterschieden sich die Ergebnisse derafmomatographischen Fettsaureprofile des
Ohres (im Rahmen der Phanotypisierung) deutlich genen in der Leber (nach Hepatitis-
Induktion und in Kontrollen). So nahm in den hienhbtzten Fat-1-M&usen der prozentuale
Anteil von Arachidonsaure von 1.825 + 0.7465 im An@hr auf 11.12 + 0.815 in der Leber zu,
wahrend sich der Anteil von EPA 1.973 + 0.68 a@bGt 0.029 verringerte. Ursachlich fir diese
Unterschiede konnte der Aufbau der verschiedeneweBe sein, eventuell aber auch eine
Verschiebung im Rahmen der Infektion. So zeichneh slas Auf3enohr durch elastischen
Knorpel aus der kaum durchblutet ist. Die Leberpasenchymatdses Organ ist dagegen stark
durchblutet. Hier sind weitere Studien notwendigy die Unterschiede der Fettsaureprofile
zwischen den einzelnen Organen und den physiologiscEffekt der verschiedenen

Fettsaureverhaltnisse besser zu verstehen.

In der vorliegenden Studie gab es keine signifikaninterschiede zwischen den verschiedenen
Versuchsgruppen im Gehalt der Omega-6-Fettsaumgraliem ihres wichtigsten Vertreters der
Arachidonsaure, in der Leber. Tiere vom Wildtyp urahsgene Fat-1-Tiere unterschieden sich

vor allem im Gehalt von Omega-3-Fettsauren.
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Diese Beobachtung wird in der Studie von Huderlebestatigt. Die Fat-1-Tiere ihrer Studie
zeigten einen deutlich erh6hten Gehalt an n-3-PukKolongewebe im Vergleich zu Wildtyp-
Tieren. Der Gehalt an n-6-PUFA, insbesondere actdansaure (20:4), unterschied sich nicht

wesentlich zwischen den Versuchsgruppen [46].

So kénnen die Unterschiede in den Ergebnissen hesmstVatanabes und Okuyamas Arbeit und
der vorliegenden Untersuchung aus den verschied®wmeichungsformen der Fettsduren
(Futterungsmodell versus endogene n-3-Produktiomesyltieren. Eine Veranderung des
Omega-6-/Omega-3-Fettsaurenverhaltnisses ohne fikggrie Verdnderung der Omega-6-
Fettsauremenge konnte daher sinnvoll sein, um photektiven Metabolite in der Leber zu

behalten.

5.3 Einfluss der Omega-3-Fettsauren auf die Lebschadigung

Die Schéadigung des Lebergewebes wurde durch diesiMgsder Alaninaminotransferase im
Serum gemessen. AulRerdem wurde von jedem Tier eerbiopsat entnommen und mittels
Lichtmikroskopie analysiert. Quantitativ sind distblogischen Veranderungen der Leber durch

den Hepatitis-Aktivitats-Index analysiert worden.

Den Ergebnissen in 4.2 folgend, zeigten alle Tinexeh einep-GalN/LPS-Injektion, unabhangig
ihres n-6/n-3-Verhdltnisses, im Vergleich zu gesmdKontrolltieren erhdhte ALT-

Konzentrationen. Anders als in der Studie von Waben und Okuyama [53] wiesen
Versuchstiere mit erhéhtem n-3-PUFA-Gehalt (Fat-dusk) in der Leber eine erheblich
reduzierte ALT-Aktivitat im Serum auf als Tiere rhibhem n-6-PUFA-Gehalt (Wildtyp-Mause).
Aus diesen Daten kann man auf eine verminderte rzeblechadigung durch die induzierte
Hepatitis in Omega-3-reichen Fat-1-Mausen schlief@éiese Vermutung wurde durch die
histologische Analyse in 4.3 und die Quantifiziegunittels HAI bestarkt, in der Fat-1-Mause

weniger ausgepragt typische Zeichen einer akutgratites zeigten.

Es ist bekannt, dass Interaktionen zwischen almtddn Hepatozyten und Kupffer Zellen der
Leber zu einer Verstarkung der Entzindungsrealfiibmen. So ist das von nekrotisierenden
Hepatozyten freigesetzte Chromatinprotein HMGB 4 diine Aktivierung der Kupffer Zellen

verantwortlich, die wiederum Entziindungsmediatdrersetzen [71]. Eine deutliche Reduktion

nekrotischer Zellen, wie in der Fat-1-Gruppe dieStrdie, konnte zu einer Schwéchung dieses
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Signalweges fihren und so vor einer Unterhaltungr oderstarkung des Entziindungs-
geschehens schuitzen.

Da eine genaue Untersuchung der apoptotischen iféitin den Leberzellen zum besseren
Verstandnis des zum Zelltod fiihrenden Signalwegébrend der akuten Hepatitis beitragen
kann, wurden die Apoptosen des Leberparenchyms elmittDAPI-Farbungen und
Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Hier zeigtenrdienit erhéhtem n-3-PUFA-Gehalt eine
deutlich verminderte Zahl apoptotischer Zellen\é&sgleichstiere mit wenig n-3-PUFA.

Diese Beobachtungen sprechen fir eine vermindettvifdt apoptosebringender Signalwege,
wie sie besonders durch TNFausgeldst werden. Damit konnte in dieser Studieigéwerden,
dass erhohte Konzentrationen von Omega-3-Fettsanrdar Leber die apoptotische Aktivitat

wahrend einer akuten Leberentzindung reduzierenedon

Beide Parameter, ALT und Histologie, sprechen fiie #erminderte Empfindlichkeit der Tiere
mit ausgeglichenem n-6/n-3-Verhaltnis fur di€&alN/LPS-induzierte Entziindung der Leber im
Vergleich zu Wildtyp-Tieren mit hohen n-6-PUFA-Karationen. Damit wird in dieser Arbeit
erstmalig ein schitzender Einfluss von Omega-3sketen auf dieD-GalN/LPS-induzierte

akute Hepatitis nachgewiesen.

5.4 Diskussion der Ergebnisse zur Zytokinproduktia

Das D-GalN/LPS-Modell ist ein etabliertes Tiermodell zZuntersuchung der akuten Immun-
modellierten Hepatitis, bei der die Kupffer Zellaktiviert werden. Massive Freisetzung von
TNF-a und anderer Zytokine (z.B. ILBL IL- 6, IFN-y) sind die Folge. Im weiteren Verlauf flhrt
die Zytokinfreisetzung zu Apoptosen und Nekrosedan Hepatozyten. [59,60]

In den folgenden Passagen wird der Einfluss einegeavogenen n-6/n-3-Verhaltnisses auf die

die Zytokinproduktion wahrend derGalN/LPS-induzierten akuten Hepatitis erlautert.

5.4.1 Einfluss der Omega-3-Fettsauren auf die TNE-Produktion

TNF-a ist der wichtigste Entzindungsmediator in de+GalN/LPS-induzierten akuten
Leberentzindung und wird in diesem Modell vor alleam aktivierten Kupffer Zellen in der
Leber produziert. Es ist bekannt, dass das FeldenTWF-a oder seines TNF-Rezeptors 1 vor

einer akutem-GalN/LPS-induzierten Hepatitis schitzt [6,72].
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Fat-1-Mause zeigten in der vorliegenden Arbeit ifiggnt niedrigere TNFa-Plasma-
konzentrationen als die Vergleichstiere vom WildtBestéatigt wurden diese Ergebnisse durch
die signifikant niedrigere mMRNA-Expression von THWNF4in der Echtzeit RT-PCR. In
Verbindung mit den Ergebnissen zur Leberschadigéegt sich feststellen, dass die ThiF-

Konzentration mit der Schwere der Krankheit koaeli

Diese Resultate deuten darauf hin, dass ein enthGlealt an Omega-3-Fettsauren in der Leber
Zu einer geringeren Produktion von TMFfihrt. Damit bestétigt die vorliegende Arbeit die
Ergebnisse der Studie von Gonzéalez-Périz et atleirder Einfluss der n-3-PUFA auf die CCl4-
induzierte chronische Hepatitis untersucht wurdd nachgewiesen werden konnte, dass die
TNF-Produktion unter dem Einfluss von DHA reduzigdr [70].

Des weiteren steht die vorliegende Arbeit im Einklamit der oben aufgefiihrten Studie von
Babcock et al., die in vitro die Wirkung der Omey&ettsauren auf LPS aktivierte Monozyten
untersuchten und eine Verringerung der TNF-Produkiieobachteten [67]. In weiteren Studien
von Endres et al. sowie von Meyer et al. konnteemgzwerden, dass auch humane
endotoxinaktivierte Monozyten eine verringerte TRfeduktion nach einer Fischdélinfusion und

nach oraler Fischélaufnahme aufweisen [40,41].

Urs&chlich fur die beobachtete Reduktion der TNédBktion kdnnte eine verminderte Aktivitat
von NF«B durch Omega-3-Fettsauren und ihrer Metabolite.s80 konnte in einer Studie von
Novak et al. nachgewiesen werden, dass Monozytésr uiem Einfluss von n-3-PUFA eine
verringerte Phosphorylierung vorB aufweisen, wodurch die Aktivitat von NEB sinkt. Dies

hat ein verminderte Transkription von TNEMRNA zur Folge [42].

Frihere Studien haben gezeigt, dass DNlber die Aktivierung von Caspase-3 der wesentliche
Verursacher von Apoptosen im-GalN-sensibilisiertem Lebergewebe ist [6,73]. Ein
ausgeglichenes n-6/n-3-Verhaltnis konnte folgliaflgeund der verminderten TNé&-Produktion
effektiv zum Apoptoseschutz des Lebergewebes ipeitraDie Ergebnisse aus TNf--und
Fluoreszenzuntersuchungen zur Apoptose fihren zAm@ahme, dass ein erhéhter n-3-PUFA-

Gehalt den TNF-getriggerten apoptoseinduzierendgmafiveg in den Hepatozyten schwacht.
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5.4.2 Einfluss der Omega-3-Fettsauren auf die Expressiovon IL-1f3, IL-6 und IFN-y

MRNA in der Leber
Neben der frihen Produktion von TNfF-werden im D-GalN/LPS-Modell weitere
Entzidungsmediatoren freigesetzt. Wahrend Lubd IL-6 von den Sinusoidal-Makrophagen
der Leber (Kupffer Zellen) nach der Stimulation @uLPS inD-GalN-sensibilisierten Mausen
gebildet wird [55,61], produzieren aktivierte NKl&a IFN-y [13].

5.4.2.1 Einfluss auf die Expression von IL-6 mRNAn der Leber
In der vorliegenden Untersuchung konnte in transgerat-1-Tieren mit einem ausgeglichenen
n-6/n-3-Verhaltnis in der Phanotypisierung, eingnsikant niedrigere mRNA-Expression flr

IL-6 in der Leber gemessen werden als in Wildtypr&n mit hohen n-6-Konzentrationen.

Aus verschiedenen Untersuchungen ist bekannt, dBsa und IL-6 miteinander interagieren.
So konnte nachgewiesen werden, dass @iNber die Aktivierung von NikB die Produktion
und Freisetzung von IL-6 fordert und IL-6 im Gegegaie Produktion von TNB-hemmt [74].

Es ist denkbar, dass die verringerte ToHProduktion in Fat-1-Mausen zu einer verminderten
Expression von IL-6 mRNA in der Leber fuhren. Degitdren besteht die Moéglichkeit, dass
Omega-3-Fettsduren direkt die Produktion von ILeBnimen, indem sie selbst die Aktivierung
von Monozyten reduzieren und so zu der geringdredEExpression beitragen. Diese Annahme
wird durch Untersuchungen von Meyer et al. gestutzé von einer verminderten IL-6
Produktion in aktivierten humanen Monozyten untemdEinfluss von Fischdl berichten [40].
Beide Wege konnten einzeln oder gemeinsam zur eadhgenen Reduktion der IL-6

Expression in Omega-3-reichen Fat-1-Tieren gefiiaibien.

5.4.2.2 Einfluss auf die Expression von ILAMRNA in der Leber

Frihere Untersuchungen konnten zeigen, dassfllséinen Produktionsgipfel bei der
GalN/LPS-induzierten Hepatitis spater als TiFrreicht [61]. Tiere mit einem hohen Anteil an
n-6-PUFA zeigten in dieser Arbeit eine signifikdudthere IL-B mRNA-Expression in der Leber

als Tiere vom Fat-1-Typ.

Daher kann davon ausgegangen werden, dass einglosgees n-6/n-3-Fettsdure-Verhaltnis
die Produktion des pro-inflammatorischen IB-iampft. Diese Ergebnisse gehen mit friiheren

Untersuchungen einher, in denen eine Verringerardld 13 mRNA-Konzentration unter dem
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Einfluss von EPA und DHA beschrieben wurde [75].3&tdem zeigten die schon erwéhnten
Untersuchungen von Endres et al. und Meyer etnahuemanen Monozyten, dass die Einnahme

von Fischdl zur verminderten Freisetzung von ILiarf [40,41].

Wie fur TNF-a und IL-6 beschrieben, kdnnte daher der erhdhteilfameOmega-3-Fettsduren in
Fat-1-Tieren direkt zu einer verminderten Aktivitder Kupffer Zellen fuhren, was in der
reduzierten Freisetzung von I3 Tesultiert. Méglich ist jedoch auch, dass die mgere TNFe-

Freisetzung in Tieren mit ausgeglichenem n-6/n-8¥%knis sekundar zu einer verminderten
autokrinen oder parakrinen Aktivierung von Kupfi&ellen fuhrte, die mit einer verminderten

IL-13-Produktion reagierten.

5.4.2.3 Einfluss auf die Expression von IFN-mRNA in der Leber

IFN-y ist ein wichtiger Entziindungsmediator der via STAAktivierung Apoptose im Modell
der akuterp-GalN/LPS ausl6st [13]. In unseren Untersuchungamien wir nachweisen, dass
Tiere mit einem erhdhten Gehalt an Omega-3-Fesasignifikant niedrigere Konzentrationen
an IFNy mRNA im Lebergewebe aufweisen. Damit bestatigt Whdiegende Arbeit friihere
Studien an mitListeria monocytogenemfizierten Mausen, die unter einer n-3-PUFA-reich

Diat weniger IFNy produzierten [76].

Zusammen mit den Ergebnissen aus den histopatologn Untersuchungen wére es denkbar,
dass die gemessene reduzierte {FRroduktion in transgenen Fat-1-Tieren zu eineuzexten
Schadigung des Leberparenchyms beitragt. So kadarek die niedrigere IFN-Konzentration

in Fat-1-Tieren zu der verminderten Apoptoseinduktjekommen sein.

Des Weiteren zeigten TNé&-und IFNy in verschiedenen Studien synergistische toxische
Eigenschaften [13,14]. Es scheint daher méglicksadhe erhdhten n-3-PUFA-Konzentrationen
in Fat-1-Tieren durch eine verminderte MRNA-Expi@ssvon IFNy und TNFea den

Synergismus beider pro-inflammatorischer Zytokinkvgichen und so die toxischen Einflisse

abgemildert werden.
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5.5 Erklarungsversuche zu dem protektiven Einfluss vorOmega-3-Fettsduren auf die
akute Leberentziindung in Fat-1-Tieren
Die erhohte Zufuhr von Omega-3-Fettsauren mit deahrNng koénnte deren anti-
inflammatorischen Eigenschaften zur Geltung bringgmdem sie die Produktion pro-
inflammatorischer Eicosanoide aus n-6-Fettsauréam aoran Arachidonséure (20:4 n-6), an der
Cyclooxigenase und Lipooxygenase kompetitiv hemnizdas war in der Vergangenheit eine
haufig genutzte Interpretation, um die biologisttiekung von Omega-3-Fettsauren zu erkléaren
[77].

Watanabe und Okuyama untersuchten erstmalig dikuMy eines erhohten Anteiles n-3-
Fettsauren in der Nahrung auf die€GalN/LPS-induzierte Leberentziindung. Dazu flittee
ihre Versuchstiere mii-Linolensaure (18:3 n-3). Die Ergebnisse ihrer Expente wiesen auf
einen schadigenden Einfluss der Omega-3-reichenrudgh hin. Ursachlich fir diese
Beobachtungen konnte der verminderte Gehalt an MAieren mit einer n-3-PUFA-reichen
Diat gewesen sein. Dies fuhrte zu weniger hepatektiven PGE in der Leber selbiger Tiere.
Eine andere Erklarung ware, dasd.inolensaure nicht in ausreichendem MalRe zu EP@ un
DHA umgesetzt werden konnte. Folglich wéaren aueh Kibnzentration ihrer heute bekannten
anti-inflammatorischen Metabolite wie Resolvin EdduProtectin D1 in den Versuchstieren

niedrig gewesen.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Watanabe uanga®la konnte in der Kolitisstudie bei
Hudert et al. gezeigt werden, dass Fat-1-Tiereeksignifikanten Unterschiede im Gehalt der
wichtigen n-6-PUFA AA (20:4 n-6) und ihrem MetaliddGE, im Kolongewebe, verglichen mit
Wildtyp-Tieren, aufwiesen. Tats&chlich war der dtetie Gehalt an AA (20:4 n-6) im Kolon der
Fat-1-Tiere um ein Vielfaches hoher als der Andeit korrespondierenden Omega-3-Fettsaure,

EPA (20:5 n-3). Trotzdem waren Fat-1-Tiere voridduzierten Kolitis messbar geschitzt [46].

Aufbauend auf den Ergebnissen von Hudert et alesabs mdoglich, dass Fat-1-Tiere auch vor
einer akuten Entzindung des Lebergewebes geschéiat konnten. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit bestatigen diese Annahme umgkere dass die Leberentziindung in Fat-1-
Tieren mit ausgeglichenem n-6/n-3-Verhaltnis nadbhied geringer war. In Ubereinstimmung
mit Hudert et al. und im Gegensatz zu Watanabé. geate das Lebergewebe in Fat-1-Tieren
dieser Studie keinen signifikanten Unterschied &r é&onzentration von AA (20:4 n-6)
verglichen mit Wildtyptieren.



54

Diese Beobachtungen sprechen eher gegen eine mdglenpetitive Hemmung von Omega-3-
und Omega-6-Fettsauren an der Cyclooxygenase ageoxygenase. Sie deuten vielmehr auf
eine unabhangige anti-inflammatorische Wirkung d@&mega-3-Fettsduren und ihrer

Lipidmediatoren auf das Entziindungsgeschehen wi-Hatren hin.

Es ist bekannt, dass sich PGQiositiv auf died-Galaktosamin induzierte Hepatitis auswirkt und
Zu einer Zunahme von Hepatic Growth Factor fuhd].[So0 ware es denkbar, dass B@ks AA
zusammen mit den Metaboliten der Omega-3-Fettsawsgmergistisch wirkt und das
Lebergewebe in Tieren der Fat-1-Hepatitis-Grupeeigétzt wird.

In ihren Untersuchungen zu Derivaten der Omegat&&aen haben Serhan et al. so genannte
Resolvine und Protectine isoliert sowie ihre entzimgshemmenden Eigenschaften nachweisen
konnen [47]. Studien Uber die molekulare Wirkungn v@mega-3-Fettsauren und ihrer
Metabolite von Arita et al. zeigten einen Weg degn8lweiterleitung Uber den G-Protein
gekoppelten Rezeptor ChemR23 fir Resolvin E1, vegleime Inhibition von NkB zur Folge
hat. Aufgrund seiner zentralen Rolle bei der Reguhg von Entziindungsreaktionen, fuhrte die
Inaktivierung von NF«B zu einer verminderten Produktion wichtiger Enthiingsmediatoren
wie TNF-a und IL-12 [78]. Es ist bekannt, dass die Zytokihel2 und IL-18 die Freisetzung
von IFNyaus NK-Zellen fordern [79,80]. Damit konnte durclasdanti-inflammatorische
Resolvin E1 aus EPA (20:5 n-3) ein entscheidendimuBus fir die IFNy-Produktion

unterdriickt werden.

In diesem Zusammenhang konnten Hudert et al. nasbmedass Fat-1-Tiere signifikant mehr
anti-inflammatorische Metabolite der Omega-3-Feitsd, wie z.B. RvE1l, ReD3 und
PD1/NPD1, im Kolongewebe aufweisen als die Vergigiiere vom Wildtyp. Diese Ergebnisse
waren mit deutlich reduzierten Konzentrationen WHR-kB p65 im Kolon der Fat-1-Tiere
verbunden [81]. Die Beobachtungen von Hudert etzakammen mit den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit geben Hinweise zu Gunsten dws Arita et al. prostulierten Weges der
Signaltransduktion anti-inflammatorischer Derivadels Omega-3-Fettsauren. Die mdgliche
Inhibition des zentralen Entzindungsregulators KWBF-durch Metabolite der Omega-3-

Fettsauren konnte somit zu der nachgewiesenen Redukon TNFea als auch zur
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Verminderung der mRNA flr die Zytokine IL3lund IL-6 in der Leber von Fat-1-M&usen in der
vorliegenden Arbeit gefuhrt haben.

Unterstitzt werden diese Annahmen durch eine ldrarschienene Studie von Gonzalez-Périz
et al., die parallel zu der vorliegenden Arbeitséantd [70]. Dort untersuchte man den Einfluss
von DHA (22:6 n-3) auf die chronische toxische Hé#jgain Mausen, induziert durch CCl4
(Carbon Tetrachlorid). Dabei konnte nachgewieserdarg dass DHA durch ihre Metabolite
Protectin D1 und 1FHDHA das Lebergewebe schitzt, indem Schadigungen deékx id
oxidativer Stress in Hepatozyten signifikant reeuzi werden. Begleitet wurden diese

Beobachtungen durch eine geringere Freisetzung Mbia aus Kupffer Zellen.
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— S— COOH COOH

— — N N

anti-inflammatorische Metabolite \ Blut / anti-inflammatorische Metabolite
RvE1 17-HDHA, PD1

{(+) Mikro-und Makrozirkulation

d

Makrophagen Hepatozyten
(=) NF-kB -Aktivierung urd et P .~ %
Freisetzung von "_"'5”-:&:"\ — i\
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Abbildung 14 Ubersicht der mdglichen Signalwege der Omega-3sBaten und ihrer
Mediatoren. Uber diese Wege kénnten Entziindungsn eleergewebes und die resultierenden

hepatozellularen Apoptosen und Nekrosen durch ®BA?vermindert werden. In Anlehnung
an Gonzalez-Périz et al.[70]
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Die Gonzalez-Périz-Studie zeigte auRerdem, dass@-2 und 5-LOX unter dem Einfluss von
DHA und ihrer Metabolite weniger aktiv waren. Dasavermuteten die Autoren, dass die
geringere Aktivitat beider Enzyme zu einer allgameverminderten Produktion von
Eicosanoiden gefuhrt hat. Die verminderte Aktivitdh 5-Lox schien in diesem Zusammenhang
eine weitere Mdglichkeit des protektiven Wirkensivdmega-3-Fettsauren zu liefern. So kdnnte
die daraus resultierende reduzierte Produktion V@ukotrienen (besonders LTB die
Chemotaxis in der Leber vermindern. Geringere ZaMen Entzindungszellen in der Leber

sowie weniger hepatozellulare Nekrosen waren dasiie: [70].

Einen weiteren Aspekt liefert eine aktuelle Untetsing vonEl-Badry et al. an zwei Maus-
Modellen zur Steatohepatitis. So konnte in der B8tgdzeigt werden, dass ein hoher Anteil an
Omega-3-Fettsauren in der Nahrung zu einer sigmifikerbesserten Mikro-und Makro-
zirkulation im Lebergewebe fuhrte. Die Hepatozyearen so vor den schadigenden Einflissen
von Ischdmie und Reperfusion geschiitzt. In diesesadimenhang berichteten El-Badry et al.
unter dem Einfluss von Omega-3-Fettsauren von e@eninderten Aktivitat der Kupffer Zellen

in der Leber, die vor einer weiteren Exerbationldsserentziindung schitzen kdnnte [82].

Zusammenfassend zeigen sich vielfaltige Evidendenglafiir sprechen, dass die abgeschwachte
Entzindungsreaktion in Fat-1-Tieren vor allem aah rotektiven Einfluss eines erhdhten
Omega-3-Fettsdureanteils zurlckzufiihren ist. Einedlee Konzentration von Omega-3-
Fettsauren in der Leber transgener Tiere scheenPdbduktion wichtiger pro-inflammatorischer
Mediatoren reduziert zu haben, wahrend die Konaéotr der wichtigen n-6 Arachidonsaure in
beiden Versuchsgruppen nahezu unverandert war-idffgmmatorische Metabolite der n-3-
Fettsauren wie Resolvin E1 und Protectin D1 aus ElRA (20:5 n-3) bzw. DHA (22:6 n-3)
scheinen in diesem Zusammenhang eine Rolle zuespigbie konnen dabei ihre anti-
inflammatorische Wirkung sowohl direkt in den Heymatten als auch indirekt tber die

verminderte Aktivitat von Kupffer Zellen ausgeulatoen.

5.6 Methodenkritik

In der vorliegenden Arbeit wurde das Modell der tekup-GalN/LPS-induzierten Hepatitis
verwendet, um zu untersuchen, wie sich ein verdesl&ferhaltnis von Omega-6- zu Omega-3-
Fettsauren auf die akute Entziindungsreaktion irLekber auswirkt. Bei diesem Modell handelt

es sich um ein etabliertes Tiermodell mit Paratiet® humanen Lebererkrankungen. @as
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GalN/LPS-Modell fuhrt Gber die Aktivierung von Mormygten in der Leber zur massiven
Freisetzung von Zytokinen [55,59]. Es konnten Atimkieiten zur akuten humanen
Virushepatitis sowie zur Autoimmun Hepatitis beseben werden [6,57]. Die Freisetzung von
TNF-a ist als ein wichtiges frUhes Ereignis in der Enthingsausbreitung fur die akute
Alkoholhepatitis sowie fur die Steatohepatitis esgben worden [7]. InD-GalN/LPS-Modell

ist TNF-a der entscheidende Mediator. Daher ist dieses Nbésbnders gut geeignet, um den

Einfluss von TNFa auf die Leberentziindung und -schadigung zu untbesu[12,59].

Im Verlauf der akuten Virus-, Autoimmun- oder tahen Hepatitis kommt es neben der
Aktivierung von Monozyten auch zu einer T-Zell-AkBrung. Aufgrund dieser Tatsache stellt
sich die Frage, ob das-GalN/LPS-Modell der monozytdren Aktivierung hiwteend
reprasentativ zur Klarung des Einflusses des m3eyferhaltnisses auf akute Hepatitiden ist.
Dafur spricht, dass die bisherigen in vitro undiivo Studien in Tiermodellen und Zelllinien zu
den Einflissen von Omega-3-Fettsauren auf Entzigeygschehen jeweils ihren Focus auf die
Aktivitat von Monozyten sowie die Produktion von Wi richteten und schitzende
Mechanismen nachweisen konnten [42,46,67,78]. Desitedén konnte man auch in
Untersuchungen an isolierten humanen Monozyten daclparenteralen Gabe von Fischdl eine
Reduktion ihrer Aktivitat zeigen [40]. Um der deitigen Studienlage Rechnung zu tragen und
auf den bisherigen Ergebnissen aufbauen zu konmetzte die vorliegende Arbeit das
GalN/LPS-Modell zur monozytaren Aktivierung.

Es erscheint dennoch sinnvoll, in Tiermodellen mmterschiedlicher Entziindungsaktivierung
die Auswirkungen eines veranderten n-6/n-3-Verlgdas zu untersuchen, da der Einfluss der
Fettsauren auf T-Zellen und andere Komponentenirdasunsystems inD-GalN/LPS-Modell
nicht gentgend bertcksichtigt wird. Weitere Hinweemuf hepatoprotektive Effekte der n-3-
Fettsduren, Uber das-GalN/LPS-Modell hinaus, enthalten die kirzlich aféentlichten
Untersuchungen von Gonzalez-Périz et al. im CCl4dllound die Arbeit vorEl-Badry et al.

im Steatohepatitis-Mode]r0,82].

Des Weiteren stellt sich die Frage, ob die Ergemnisicht auch mit Hilfe von in vitro
Zellkulturmodellen hatten erreicht werden kdnneenDist jedoch entgegen zu setzten, dass die
Entstehung und Ausbreitung einer akuten Leberedizim ein komplexer Vorgang ist, an dem
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eine Vielzahl verschiedener Zellen (z.B. Hepatazyteupffer Zellen, T-Zellen, Endothelzellen)

und systemische Faktoren (z.B. Hamodynamik) bgtesind.

Untersuchungen haben gezeigt, dass die Fettsdaramensetzung im gesamten Organismus
transgener Fat-1-Mause zu Gunsten von Omega-33betts verandert ist [54], so dass ein
systemischer Einfluss der Omega-3-Fettsduren insethe Modell wahrscheinlich ist.
Lipidmediatoren der n-3-Fettsduren wie Resolvin $idd hochpotente anti-inflammatorische
Stoffe, die durch Zell-Zell-Interaktionen entstehand erstmals im Entzindungsexsudat von
Mausen nachgewiesen wurden [83]. Weitere Studibergezeigt, dass aus EPA (20:5 n-3) in
BlutgefalRen, im Zusammenspiel von Endothelzelled beukozyten, tUber die Zwischenstufe
18R-HEPE (Hydroxyeicosapentaensaure) in einer zedlwddren Biosynthese Resolvin E1

entsteht [78]. Eine solche Komplexitat konnen imovStudien nicht hinreichend nachstellen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie haben geziags ein gesteigerter Anteil von Omega-
3-Fettsauren im Lebergewebe zu einer Reduktion Elgrzlindungsaktivitdt und geringeren
Zytokinfreisetzung gefuhrt hat. Eine Einschrankutigser Studie kénnte der schmale Bereich
des gewadahlten AA/EPA-Verhaltnisses von etwa 1/Hden Phanotypisierung der Fat-1-Mause
sein. Ob und wie hohere oder niedrigere AA/EPA-VAdirisse den beobachteten
zytokinreduzierenden Effekt von Omega-3-Fettsamelifizieren, konnte in den vorliegenden
Untersuchungen nicht geklart werden. So ist es pbdsveise unklar in  welchem

Konzentrationsbereich n-3 PUFA ihren protektivenflass auf die Leberentziindung austiben.
In diesem Zusammenhang ware es auch von Interesses eine lineare dosisabhangige
Wirkung oder eine Sattigungskinetik der n-3-Fettsauin der Leber gibt. Dies ware eine

Aufgabenstellung zukinftiger Studien.

AulRBerdem stellt sich die Frage in welchem Umfamf) fiussagen tber das Fettsaureprofil der
Leber anhand der Phanotypisierung am Aul3enohretrefissen. So kénnte das bradytrophe
Knorpelgewebe am Ohr Hinweise auf das FettsaungépmoZellen des Leberparenchyms und -
Bindegewebes geben. Die Fettsaureprofile des Lebarges konnten aufgrund der starken
Durchblutung eher das Fettsaureprofii im Blut wmsgegeln. Eine zusatzliche gas-
chromatographische Analyse der Blutzellen konntklmftig eine sinnvolle Erganzung der

Phanotypisierung sein.
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In dieser Arbeit wurde ausschliellich die ALT alsardmeter zur Beurteilung der

Leberschadigung genutzt. Die Messung eines einadfe@ameters kann jedoch nur in einem
beschréankten MalRe Aussagen Uber die gesamte Lek&ofu machen. Deshalb wére es von
zusatzlichem Interesse, weitere Parameter wie dipaataminotransferase, die Alkalische
Phosphatase oder das Bilirubin und ihre Verandenumg den Versuchsgruppen zu untersuchen,

um die Leberfunktion genauer beurteilen zu kénnen.

Aus den Messungen mittels Echtzeit RT-PCR konntdieser Studie gezeigt werden, dass das
Verhéltnis von der mRNA-Produktion von TNE-IL-13, IL-6 und IFNy zu der mRNA-
Produktion des HKG GAP-DH in Fat-1-Mausen signifikeeduziert ist. Es ist bekannt, dass die
GAP-DH selbst aufgrund ihrer zentralen StellungGiakosestoffwechsel reguliert sein konnte.
Dadurch waren Verfalschungen der Ergebnisse mdgliehdie Verwertbarkeit der Messungen
in Frage stellen wirden. In der Literatur wurdeojgd die Nutzung der GAP-DH als HkG in
Studien zur akuten Leberentziindung beschriebenobamirde auch in dieser Arbeit Gebrauch

gemacht [23].

Ziel der vorliegenden Studie war es, die Auswirkumgn Omega-3-Fettsauren auf die
Entziindungsreaktion und Zytokinproduktion bei eiaknten Leberentziindung zu untersuchen.
Fur diese Untersuchung scheint das Fat-1-ModellVerbindung mit derbp-GalN/LPS

induzierten Hepatitis gut geeignet zu sein. Weitdrgersuchungen sind notwendig, um die
genauen Wirkungen und Zielstrukturen in der Zellen vOmega-3-Fettsauren und ihrer

Lipidmediatoren zu erkennen und verstehen zu kénnen

5.7 Klinische Bedeutung der Arbeit und Ausblick

Nachdem die entziindungshemmenden EigenschaftenOwoega-3-Fettsduren seit mehreren
Jahren bekannt sind und ihre Wirkung erfolgreichvarschiedenen Krankheitsmodellen (z.B.
Rheumatoide Arthritis, Koronare Herzkrankheit, @sllJlcerosa) getestet wurden [43-45], gab
es bisher noch keine Erkenntnis tber einen evdritagkktiven Einfluss auf die akute Hepatitis.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie weisen afgjnauf einen protektiven Effekt von
Omega-3-Fettsduren auf die akutésalN/LPS-induzierte Hepatitis hin. Auch wenn eshsi
hierbei um ein etabliertes Tiermodell handelt, mdigs Ubertragbarkeit auf den Menschen in
zukunftigen Studien Uberprift werden. Diese Untelnsng gibt wichtige Hinweise zum Einfluss

von essentiellen Fettsauren in der Pathogenesehuamanen Hepatitiden und kénnte neue
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Therapieoptionen zur Behandlung dieser Krankheifetn. Neben akuten Hepatitiden konnte
diese Behandlungsmadglichkeit auch fir chronischpatigden, bei denen in vielen Fallen nur

eine symptomatische Therapie méglich ist, in Bétraezogen werden.

Die vielféaltigen Ergebnisse aus Studien, die di¢okimsenkende Wirkung von Omega-3-
Fettsduren an Zellkulturen und im Menschen naclemeigonnten, haben gezeigt, dass
Monozyten in der Gegenwart von n-3-Fettsauren weenaktiv sind [40,41,70]. Es erscheint
daher mdglich, dass Omega-3-Fettsauren auch difdfufell-Aktivitat und Zytokinfreisetzung

im humanen Lebergewebe senken konnten. Auf diesséMelirden Omega-3-Fettsauren zu

einem milderen Krankheitsverlauf beitragen.

Es ist bekannt, dass die enzymatische Ausstattung/erarbeitung langkettiger ungesattigter
Fettsduren in der Leber besonders hoch ist [84Ftudien konnte nachgewiesen werden, dass
Patienten sowohl mit nicht-alkoholtoxisch als aatkoholtoxisch bedingten Leberschaden wie
Zirrhose oder Cholestase ein Defizit an essentiefettsauren aufweisen. So existiert bei
Patienten mit Leberzirrhose eine umgekehrte Prapwaiitat zwischen der Schwere der
Krankheit und der DHA-Konzentration im Plasma [&3,8iese Patienten kdnnten besonders
von einer Anreicherung der Nahrung mit Omega-3daetten profitieren.

Chronische Leberentziindungen sind nachweislichearedtwicklung von Neoplasien, wie dem
Hepatozellularen Karzinom, beteiligt. Die chronisdbnterhaltung der Entziindung durch Zellen
des Immunsystems erfolgt u.a. durch die Freisetzuagchiedener pro-inflammatorischer
Zytokine wie TNFe, IL-1 oder IL-6. Aulerdem werden verstarkt Chemeki

Wachstumsfaktoren sowie reaktive Sauerstoffspefrigesetzt. Unter dem Einfluss dieser
Mediatoren entsteht ein Milieu, in dem ZellmigratioZellproliferation und schlie3lich die

Tumorentwicklung beglnstigt werden. Es ist bekadags chronische Entziindungen uber die

Einbeziehung umliegender Entztiindungszellen dieuBddvon Karzinomen begtnstigen [87].

In ihren Untersuchungen konnten Karin et al. eiregbihdung zwischen der Aktivierung von
NF-kB und der Karzinogenese feststellen [88]. Weitermidi®n von Pikarsky et al.
demonstrierten, dass N€B als Tumorpromotor in einem Modell fur entzinduregsnittelten

Leberkrebs fungiert und dessen Ausschaltung schdtaef das Lebergewebe wirkt [89]. Im

Hinblick auf den chronischen Krankheitsverlauf whisdener Hepatitiden konnte daher der hier
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gezeigte entziindungshemmende Einfluss von Omegat88kren im Zusammenhang mit der
Karzinogenese zukiinftig von klinischer Relevanns8o ware es denkbar, dass die Hemmung
von NFkB durch Metabolite der n-3-Fettsduren die Entstghemes Krebs erzeugenden

Umfeldes verzbégern kdnnte.

Weitere Aspekte fur den zukinftigen klinischen Biasder n-3-Fettsauren im Zusammenhang
mit Lebererkrankungen liefern die Untersuchungen Beharry et al. und El-Badry et al..
Beharry et al. zeigten, dass eine DHA (22:6 n-&)he® Nahrung den Grad der Leberentziindung
bei Cystischer Fibrose in CFTR Mausen signifikant senken kann [90]. Die Studie &n
Badry et al. wies nach, dass eine Omega-3-reiclmeuxg die Schwere der Leberentziindung bei
der Steatohepatitis durch eine verbesserte Blutiztion deutlich reduzieren kann [82]. Beide
Studien verdeutlichen, dass Omega-3-Fettsduren Exerbation von Leberentziindungen
signifikant dampfen kénnen. Damit er6ffnen sie neuklnftige Behandlungsméglichkeiten fur

betroffene Patienten mit Cystischer Fibrose bzvieReen nach Lebertransplantation.

Omega-3-Fettsduren scheinen eine einfache, gunsigjattraktive Moéglichkeit zur Behandlung
von Leberentziindungen aber auch zu einer allgemedemkung der Entziindungsaktivitat im
Korper darzustellen. So konnten sie zum Beispigktiexende Therapien ergadnzen oder
praventiv eingesetzt werden. Um ihren klinischertzdn besser beurteilen zu kénnen, ist es
notwendig, die positiven Ergebnisse aus den Tieatheal zukinftig in klinischen Studien zu

Uberprufen.



