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Kapitel 4. Ergebnisse

In den folgenden Passagen werden die Versuchsesgebdargestellt. Alle Daten wurden
statistisch mit der Prism 3.02v Software (GraphFaah Diego, CA, USA) ausgewertet. Die
Ergebnisse werden als Mittelwert £ SEM (standarcoreiof the mean) angegeben. Die
Signifikanz der Ergebnisse wurde mit Hilfe des meéigenstudent t-tesermittelt und ein p-
Wert < 0,05 als signifikant angesehen.

Zu Beginn werden die Ergebnisse der Gas-Chromgtbgrazur Leberfettzusammensetzung
tabellarisch dargestellt. Im Anschluss werden dies8iverte der Alaninaminotransaminase
vorgestellt und tabellarisch und graphisch veraagktht. Aul3erdem werden die

lichtmikroskopisch sichtbaren morphologischen Usthrede im Lebergewebe in den
verschiedenen Versuchsgruppen aufgezeigt. Zum Shiird die Expression verschiedener
Zytokine dargestellt und erortert, die mittels EAISNd Echtzeit RT-PCR untersucht wurden.

4.1 Ergebnisse der mittels Gas-Chromatographie gemessem Leberfettkonzentrationen

FUr den Vergleich der Leberfettzusammensetzung ildtyyp- und Fat-1-Mausen ist die Gas-
Chromatographie das entscheidende Messverfahrenu Barden die Proben wie in 2.3.2
beschrieben aufgearbeitet und gemessen. Das Mebs&eigt, welchen prozentualen Anteil
die Menge die jeweilige Fettsaure an allen detdktneFettsduren hatte. Die Ergebnisse sind in

Tabelle 3 dargestellt.

Wie in Tabelle 3 und Abbildung 3 zu erkennen isesen Wildtyp-Mause einen hohen Anteil an
Omega-6-Fettsauren (Gesamtanteil n-6-PUFA 43.46589) in der Leber auf, wahrend ihr
Anteil an Omega-3-Fettsduren mit 0.918 *+ 0.252ngeAusfiel. Daraus ergab sich eine Ratio
von n-6-PUFA zu n-3-PUFA von 64.61 + 16.78.

Tiere der Fat-1-Gruppe hingegen hatten einen gkgmf hoheren Anteil an endogen gebildeten
Omega-3-Fettsduren (Gesamtanteil n-3-PUFA 6.970.318) P<0.001 vs. Wildtyp-Gruppe,
N=5). Die auffalligsten Unterschiede im Vergleiahaer Gruppe der Wildtyp-Mause zeigten die
Fat-1-Mause in den Konzentrationen der Omega-3F&aten a-Linolensdure (18:3 n-3),

Eicosapentaensaure (20:5 n-3) sowie Docosahexaen@ii6 n-3).
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Fettsaure

Wildtyp-Mause

Fat-1-Mause

% an den gesamten Fettsauren

18:2 n-6
18:3 n-3
20:4 n-6
20:5n-3
22:4 n-6
22:5n-6
22:5n-3
22:6 n-3

Total n-6
Total n-3

Ratio n-6/
n-3

27.01 £ 0.805
n. d.
14.30 + 1.842
n. d.
0.919 £ 0.078
3.386 £ 0.511
n. d.
0.918 +0.252

43.46 + 1.539
0.918 £ 0.252

64.61 +16.78

28.63 £ 1.474
0.059 + 0.02*
11.12 +0.815
0.29 £ 0.029*
0.485 +0.11*
0.668 + 0.19**
0.448 + 0.036*
6.174 + 0.311***

40.90 £ 1.199
6.970 + 0.318***

5.896 + 0.209**

Tabelle 3 Mehrfach ungesattigte Fettsduren in der Leber Wgitdtyp- und Fat-1-Mausen,

durch die Gas-Chromatographie analysiert, n. d.iehh detektierbar, ***P<0.001 vs. Wildtyp-
Méause, N=5; ** P<0.01 vs. Wildtyp-Méause, N =5; *Pib vs. Wildtyp-M&ause, N=5

Diese Omega-3-Fettsduren waren, wie in Abbildungu3sehen ist, bei Wildtyp-Tieren fast
komplett abwesend. Dies fuhrte zu einer deutlicterschiedlichen n-6/n-3-Ratio von 5.896 *
0.209** in Fat-1-Tieren (**P<0.01 vs. Wildtyp-GruppN=5) im Vergleich zu 64.61 + 16.78 in

den Tieren vom Wildtyp.

Beim Vergleich des Anteils von Omega-6-Fettsauremeiden Gruppen konnten signifikante
Unterschiede nur im Gehalt von 22:4 n-6 und 226 ermittelt werden. Sowohl die Messwerte
in Tabelle 2 als auch die Peaks der Gas-Chromaibgran Abbildung 3 zeigten in der fur
Entzindungsreaktionen wichtigsten Omega-6-Fettsdurachidonsaure (20:4 n-6), allenfalls

geringe aber nicht statistisch signifikante Untkrsde.
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Abbildung 3 Gas-Chromatographiesignale zweier reprasentativarsuchstiere zeigen die
verschiedenen Fettsauren im Lebergewebe von Wildtygb Fat-1-Tieren
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Ebenfalls ist zu erkennen, dass die gesamte Fraktion Omega-6-Fettsauren beider

Versuchsgruppen im Vergleich statistisch nicht ifiggint unterschiedlich war.

Aus diesen Ergebnissen kann man zusammenfassenstelfes, dass die auffalligen
Unterschiede in der n-6/n-3-Ratio zwischen Wildtypd Fat-1-M&usen besonders auf den
hohen Gehalt an Omega-3-Fettsauren in Fat-1-Maaseiickzufihren war. Der Gehalt an

Omega-6-Fettsaduren in beiden Gruppen konnte atg@eind konstant nachgewiesen werden.

4.2 Ergebnisse der ALT-Messung im Serum

Die Messung der Alaninaminotransferase stellt eingchtigen Indikator zur Bewertung des
AusmaRes der Leberschadigung dar. Hierbei wird dbertritt des in den Hepatozyten
lokalisierten Enzyms in den Blutkreislauf aufgrugider Schadigung der Leberzellen gemessen.
6 Stunden nach der Injektion vorGalN/LPS wurde allen Tieren durch eine Herzpunmk@ut
entnommen und die Aktivitat der ALT im Blutserumewin 2.4.2 beschrieben analysiert. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 3 und Abbildung 4 daedkes

Gruppe ALT-Aktivitat im Serum in U/l
1. Fat-1-Hepatitis 801,2 154,3**; N=5
2. Wildtyp-Hepatitis 4773 +1036; N=5
3. Fat-1-Kontrollgruppe 57,61 + 18,60; N=3
4. Wildtyp-Kontrollgruppe 38,72 + 20,36; N=3

Tabelle 4ALT-Aktivitdt im Serum 6 Stunden nach der Hematitduktion durchp-GalN/LPS;
**P<0,01 vs.Wildtyp-Hepatitis-Gruppe, N=5

Wie in Tabelle 4 und Abbildung 4 zu erkennen isigie sowohl die Fat-1-Gruppe als auch die
Wildtyp-Gruppe nach einev-GalN/LPS-Injektion eine deutliche Erhdhung der ARKtivitat
im Serum, verglichen mit den gesunden Kontrolltief@ie Injektion vorp-GalN/LPS hat somit

sicher zu einer Leberentzindung in den Tieren gefih

Weiterhin kann man erkennen, dass die Serum-ALTivR&t in der Fat-1-Hepatitis-Gruppe
(801,2 + 154,3**, N=5; **P<0,0]) signifikant unterhalb der in Wildtyp-Hepatitiséfen 4773
+1036, N=5 lag.
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Abbildung 4 Graphische Darstellung der ALT-Aktivitat im Seruf Stunden nach der
Hepatitis-Induktion gemessen; **P<0,01 vs. Wild{y@gT)-Hepatitis, N=5

Diesen Ergebnissen zufolge ist davon auszugehen,d#s Leberparenchym in Tieren der Fat-1-

Gruppe weniger geschadigt wurde als das der Widigpe.

4.3 Darstellung der morphologischen Veranderungen in @r Leber anhand von
Lichtmikroskopie und dem modifizierten HAI Score savie die Beurteilung der
Apoptosen mittels Fluoreszenzmikroskopie
Neben der Bestimmung der ALT im Serum dient dietohigische Untersuchung des
Lebergewebes als zusatzlicher Parameter, um dieuAd Schwere der morphologischen
Veranderungen im Lebergewebe zu beurteilen. Digodtrowurden 6 Stunden nach der

GalN/LPS-Behandlung gewonnen, wie unter 2.5 besbbn weiter behandelt und ausgewertet.

Bei den Kontrolltieren wurde in der lichtmikroskephen Betrachtung sowohl in Wildtyp- als
auch Fat-1-Mausen die vorhandene Integritat deretzgtlen beobachtet. Hier konnten keine

morphologischen Veranderungen in der Leber festtieaterden (Abbildung 5).
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Abbildung 5Ubersichtsaufnahme und VergroRerung eines reptatean WT-Kontrolltieres

Tiere vom Wildtyp, die mib-GalN/LPS behandelt wurden, zeigten in den HE-Stkmiunter
dem Lichtmikroskop 6 Stunden nach der Injektion chen fir hepatitistypische

histopathologische Veranderungen.

Wie in Abbildung 6 erkennbar ist, wiesen Leberzellder Wildtyp-Méuse zahlreiche

Kernpyknosen auf, bei denen das Chromatin im Zalldkeondensiert ist. Die Kerne waren
dadurch verstarkt anfarbbar und hyperchromatisas W/eiteren sah man etliche Zellen mit
deutlicher Karyorrhexis. Diese Kerne sollten imteen Verlauf der Apoptose lysieren. Typisch
fur nekrotische Veranderungen war die sichtbartégie Eosinophilie des Zytoplasmas. Das
entziindete Lebergewebe zeigte auRerdem vermedBhatkorperchen (Hamorrhagie).

Im Vergleich zu den deutlich sichtbaren morphologen Veranderungen in derGalN/LPS-
behandelten Wildtyp-Tieren zeigten Fat-1-Mause ieggesamt erheblich unauffalligeres Bild
hepatitistypischer Veranderungen im Lebergewebes Bepatozyten der transgenen Tiere
schienen weitgehend intakt zu sein (Abbildung 7).
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WT D-GaIN/LPS
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Abbildung 6 Lichtmikroskopische Aufnahmen von einer reprademia D-GalN/LPS-
behandelten Wildtyp-Maus (A und B) 6 Stunden nachHgpatitis-Induktion in Ubersicht und

VergroRerung
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Fat-1 D-GaIN/LPS

A

Fat-1-D-GalN/LPS

Abbildung 7 Lichtmikroskopische Aufnahmen von einer reprademia D-GalN/LPS-
behandelten Fat-1-Maus (A und B) 6 Stunden nachHigratitis-Induktion in Ubersicht und
VergroRerung
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Kriterium Wildtyp-Hepatitis Fat-1-Hepatitis
A 0.4+0.2 04+0.2

B 3.0+0.3 1.2 £0.5*
C 4.0+0.0 2.6 +0.4**

D 0.4+0.2 0.6+0.2
Total HAI/18 7.8+0.4 48+ 1.1*

Tabelle 5Grad der Leberschadigung 6 Stunden nach olBalN/LPS-Injektion, durch den
modifizierten Hepatitis-Aktivitats-Index (HAI) biesit;
*P<0.01 vs. Wildtyp-Hepatitis-Gruppe, N=5; *P<0.08s. Wildtyp Hepatitis-Gruppe, N=5

Wie in Tabelle 5 zu erkennen ist, manifestiertdn site D-GalN/LPS-induzierte akute Hepatitis
in den Versuchstieren beider Gruppen vor allem ldikenfluierende Nekrosen (B) als auch
durch fokal lytische Nekrosen, Apoptosen und foKal&ralobulare) Entziindung (C). In diesen
Kriterien waren auch die auffalligsten Unterschiedewvischen beiden Hepatitis-
Versuchsgruppengruppen zu finden, wolde pathologischen Veréanderungen in d&ber
auffallig zu Gunsten der Fat-1-Tiere abnahmen GUWT 4,0£0, N=5; Fat-1 2,6+ 0,4**, N=5;
*P<0,01). Auch im Gesamt-HAI wiesen Fat-1-Tieremdeach signifikant geringere Schaden am
Lebergewebe (4,8 = 1,1*, N=5, *P<0,05 vs. Wildtyptitis-Gruppe) als die Tiere vom
Wildtyp (7,8 £ 0,4, N=5) auf.

Periportale bzw. periseptale LeberzellnekrosenwAjlen nur vereinzelt zu finden. Die Anzahl
der portalen Entzindungszellen (D) fiel ebenfalledng aus. Aufgrund des kurzen
Versuchszeitraumes (6 Stunden) wurden fibrotischgderungen im Lebergewebe nicht in die

Auswertung einbezogen.

Die Eindriicke aus den HE-Farbungen wurden durclbdieél-Farbungen der Zellkerne und ihre
Analyse mit dem Fluoreszenzmikroskop bestatigt. illoing 8 zeigt die Kerne zweier
reprasentativer Versuchstiere. Auffallig ist hierthe eindeutige Kondensation der DNA und die
Auflésung der Kernmembran in Wildtyp-Tieren. Tieder Fat-1-Gruppe zeigten statistisch
signifikant weniger Apoptosen mit einer sichtbatakien Integritat des Zellkerns in vielen

Hepatozyten.
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Abbildung 8(A) Statistische Auswertung der Apoptosezahl ibetgewebe von WT- und Fat-1-
Hepatitis-Mausen. (B-D) DAPI-Farbungen von Lebef@o und Analyse mittels Fluoreszenz-
mikroskopie zur Verdeutlichung der typischen Melknagoptotischer Zellen (B) WT-Kontroll-
Tier ohne Zeichen von Apoptose; (C) WT-Hepatites-Tmit deutlich sichtbaren apoptotischen
Veranderungen (kondensiertes Chromatin und Aufgsder Kernmembran); (D) Fat-1-
Hepatitis-Maus mit intakten Zellkernen . 100facleegvoRerung

**P<0,01 vs.D-GalN/LPS behandelte Wildtyp-Tiere N = 3
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4.4 Ergebnisse des TN&-Gehaltes im Plasma und in der Leber

Sowohl bei der ALT-Bestimmung im Serum als auchdén histologischen Untersuchung des
Lebergewebes zeigten Fat-1-Mause eine geringerdiigathphkeit gegentber der-GalN/LPS
Behandlung. Daraus ergibt sich die Frage, ob aublir—&, einer der wichtigsten pro-
inflammatorischen Mediatoren bei einer akuten Hépal6,7,55], in entsprechender Weise

verandert wurde.

Im D-GalN/LPS-Modell ist die Freisetzung von TNf-aus aktivierten Kupffer Zellen der
entscheidende Stimulus fir die friihe UnterhaltuegEhtziindung und Induktion von Apoptose
in den Hepatozyten [6,59,60].

4.4.1 Ergebnisse des mittels ELISA analysierten TiNa-Gehaltes im Plasma

Den systemischen TNé&-Gehalt im Blut 90 min nach der Injektion vorGalN/LPS zu messen,
hat sich als sinnvoll herausgestellt, weil die eyssche TNFa-Konzentration zu diesem
Zeitpunkt inren Peak erreicht [55].

Die Blutproben wurden aus der Schwanzvene entnomomah wie in 2.6.2 beschrieben
aufgearbeitet und gemessen. Tabelle 5 und Abbild9ngstellen die Messergebnisse

zusammenfassend dar.

Gruppe TNF-a-Konzentration in pg/ml
Fat-1-Hepatitis 455,5 + 1451 N = 4*
WT-Hepatitis 2216 + 6846 N=4
Fat-1-Kontrolle 43,70 + 29,89 N =3
WT- Kontrolle 39,28 +15,83 N =2

Tabelle 6Vergleich der TNFa-Konzentrationen im Plasma, mittels ELISA 90 michnder
Hepatitis-Induktion gemessen, *P<0,05 vs. WildtygpHititis-Gruppe, N=4

Aus Tabelle 6 und Abbildung 9 geht hervor, dasselder Wildtyp-Gruppe (2216 + 684,6 N=4)
signifikant hohere TNFx-Konzentrationen im Plasma aufweisen als Fat-1-kHepdiere
(455,5 + 145,1 N=4, *P<0,05 vs. Wildtyp-Hepatitise@pe). Damit konnte gezeigt werden, dass
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die reduzierte ALT-Aktivitat im Serum und die gagan morphologischen Veranderungen in der

Leber von Fat-1-Mausen mit einer Abnahme von sysiemen TNFe einhergehen.

Plasma TNF- a
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Abbildung 9 Graphische Darstellung der TN&Konzentrationen im Plasma m-GalN/LPS-
behandelten Wildtyp- und Fat-1-Tieren 90 min naehtdepatitis-Induktion
*P<0,05 vs. Wildtyp-Hepatitis-Gruppe; N=4

In den Kontrollgruppen waren die TNF-Konzentration€eutlich niedriger als in den
Versuchsgruppen. Es gab keine erkennbaren Untetschim TNF-Gehalt zwischen den

Kontrolltieren mit Wildtyp- und denen mit Fat-1-Absxmung (Tabelle 5).

4.4.2 Ergebnisse der mittels Echtzeit RT-PCR analysierteimtrahepatischen TNF-a
MRNA-Expression

Neben der systemischen TNfKonzentration im Plasma wurde in der vorliegendebeit die

intrahepatische TNF-Konzentration ermittelt. Dazurde 6 Stunden nach derGalN/LPS-

Injektion eine Gewebeprobe der Leber entnommenaiadn 2.7.2 beschrieben analysiert.

Die Ergebnisse der Echtzeit RT-PCR sind in der Ahinig 10 graphisch dargestellt.
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Abbildung 10Vergleich der mRNA-Expression von Tifa der Leber 6 Stunden nach der
Hepatitis-Induktion, mittels Echtzeit RT-PCR angdyts

Die Daten sind als x-fache Expression im VergleighWildtyp-Kontrolltieren angegeben.
*P<0,05 vs. Wildtyp-Hepatitis-Gruppe, N=5

6 Stunden nach der Hepatitisinduktion ducelalN/LPS fand man in den Leberproben von
Fat-1- und Wildtyp-Tieren signifikante Unterschiede der TNF mRNA-Expression im
Verhéltnis zur mRNA-Expression des HKG GAP-DH (R&0ys. Wildtyp-Hepatitis-Gruppe,
N=5). Wie auch bei der Plasma TN#Konzentration wiesen Fat-1-Mause (13,31 * 2,68ld-f
induction, N=5) in dieser Messung deutliche nieelrgg\Werte als Wildtyp-Méause (30.65 + 6.09,
-fold induction, N=5) auf.
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4.5 Ergebnisse der mittels Echtzeit RT-PCR analysiertemRNA-Expressionen der
Zytokine IL-6, IL-1 B und IFN-y

Wie eingangs berichtet, sind neben TFuch die Zytokine Interleukinfl Interleuin-6 und

Interferony als wichtige Entzindungsmediatoren inp-GalN/LPS-Modell beteiligt

[13,55,59,60]. Zur ihrer Quantifizierung wurde diexpression der mRNA des jeweiligen

Zytokins im Lebergewebe 6 Stunden nach deGalN/LPS-Injektion wie unter 2.7.2

beschrieben analysiert.

Die Ergebnisse dieser Messungen sind in den Abhbgdn 11 bis 13 zusammenfassend
graphisch dargestellt. Die erhaltenen Messwertemelas Verhaltnis des analysierten Zytokins

zum HKG GAP-DH wieder und wurden mit der mRNA-Exgsien von Wildtyp-Kontrolltieren

verglichen.
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Abbildung 11 Vergleich der mRNA-Expression von IL-6 in der Lebmittels quantitativer
Echtzeit RT-PCR in Wildtyp- und Fat-1-Hepatitisf€re analysiert

Die Daten sind als x-fache Expression im VergleigWildtyp-Kontrolltieren angegeben.

** P<0,01 vs. Wildtyp-Hepatitis-Gruppe, N=4
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In unserer Analyse zeigten Fat-1-Mause auch déuthedrigere Gehalte fur die Zytokine IL-6,
IL-13 und IFNy in der Leber, verglichen mit Wildtyp-Tieren wéahdendes akuten
Entzindungsgeschehens (Abb.: 11 bis 13).
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Abbildung 12 Vergleich der mRNA-Expression von IB-in der Leber mittels quantitativer
Echtzeit RT-PCR in Wildtyp- und Fat-1-Hepatitisfére

Die Daten sind als x-fache Expression im VergleighWildtyp-Kontrolltieren angegeben.

# P<0,05 vs. Wildtyp-Hepatitis-Gruppe, N=5

Aus den Abbildungen 11 bis 13 wird ersichtlich, slaswohl Wildtyp-Hepatitis-Tiere als auch
Fat-1-Hepatitis-Tiere 6 Stunden nach der Hepdtitigsktion hohere Genexpressionsraten der
gemessenen Zytokine aufwiesen als die gesunde yWikibntrollgruppe. Es bestand daher eine

erhohte Induktion dieser Gene wahrendm&alN/LPS-induzierten Hepatitis.

In Abbildung 11 ist die Konzentration von IL-6 mRN# der Leber 6 Stunden nach der
Injektion vonD-GalN/LPS dargestellt. Es ist zu sehen, dass Wildigre (50,90 + 6,749, N=4)
deutlich héhere Konzentrationen an IL-6 mMRNA in deber hatten als die transgenen Fat-1-
Tiere (20,37 £ 1,794, P<0,01 vs. Wildtyp-Hepat{Esippe, N=4).
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Abbildung 13Vergleich der mRNA-Expression von IBNin der Leber, mittels quantitativer
Echtzeit RT-PCR in Wildtyp- und Fat-1-Hepatitisf€re analysiert

Die Daten sind als x-fache Expression im VergleigiWildtyp-Kontrolltieren angegeben.
*P<0,05 vs. Wildtyp-Hepatitis-Gruppe, N=4 fur FatHepatitis; N=5 fur WT-Hepatitis

Die Untersuchungen zeigten, dass auch die Genestpneiiir das Zytokin IL-f8 in den Omega-
3-reichen Fat-1-Tieren signifikant niedriger waB.&1 + 26.79, P<0,05 vs. Wildtyp-Hepatitis-
Mause, N = 5) als in den Tieren mit Wildtyp-Hintargd (192,4 + 34,57, N = 5) (Abb. 12).

Fur das von NK-Zellen produzierte pro-inflammatohis Zytokin IFNy konnten in Wildtyp-
Hepatitis-Tieren ebenfalls signifikant héhere Exgsienen als in den Fat-1-Hepatitis-Tieren

nachgewiesen werden.



