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1. EINLEITUNG 

1.1 Fettleber (NAFLD) und nicht-alkoholinduzierte Steatohepatitis (NASH) 

Die Leber ist ein stoffwechselaktives Organ, welches die Fähigkeit besitzt über 

Aufnahme, Speicherung, Umbau und Exkretion den Glukose- und Fetthaushalt zu 

regulieren, sowie über Syntheseleistungen Stoffe zu generieren. Störungen der 

Homöostase dieser Prozesse können idiopathisch, durch Infektionen, exogene Noxen, 

genetische Prädispositionen oder Krankheiten, sowie autoimmune Prozesse 

hervorgerufen werden und resultieren zum Teil in histologisch sichtbaren 

Veränderungen des Lebergewebes. 

Populationsbezogene Kohortenstudien zeigen, dass über 30% der erwachsenen 

Bevölkerung in den USA eine übermäßige Einlagerung von Fett in der Leber aufweisen, 

die nur in den wenigsten Fällen mit Alkoholmissbrauch einhergeht [2]. Nicht-

alkoholische Leberverfettung (NAFLD) ist eine häufig auftretende Fehlfunktion der 

Leber und gilt zunehmend als hepatische Manifestation des metabolischen Syndroms, 

welches die Koexistenz von Adipositas, Insulinresistenz, Diabetes mellitus Typ 2, 

Hypertonus und Hyperlipidämie beschreibt. NAFLD tritt noch häufiger bei Patienten mit 

Diabetes mellitus Typ 2 (50%) und Adipositas (76%) auf und ist meist ubiquitär bei 

multimorbiden Typ 2 Diabetikern vorzufinden [3, 4]. Nicht-alkoholische Steatohepatitis 

(NASH) ist die progressive Form einer Leberverfettung, die durch ein erhöhtes Risiko 

für progressive Fibrose, Zirrhose und Leberversagen gekennzeichnet ist. Zudem ist das 

hepatozelluläre Karzinom (HCC) als Komplikation der NASH beschrieben [5].  

Hepatosteatose wird nach aktuellem Wissensstand durch Veränderungen in der 

postprandialen Lipolyse mit daraus resultierender Konzentrationserhöhung freier 

Fettsäuren im portalvenösen Kreislauf, durch Kohlenhydratüberschuss mit 

nachfolgender gesteigerter hepatischer Synthese freier Fettsäuren und durch 

Störungen der Speicherung und des Exports von Triglyzeriden hervorgerufen [1] . Es 

besteht eine Assoziation mit der Entwicklung einer Insulinresistenz [6]. 

Die Pathogenese der NASH wurde in der Literatur anfangs als two-hit-theory [7] 

beschrieben, die nun zur multiple-hit-theory erweitert worden ist [8]. Insulinresistenz und 

erhöhte freie Fettsäuren werden als beginnende Ursachen der NASH beschrieben (= 

first hit). Nachfolgend entsteht eine Entzündung, die den Körper oxidativem Stress 

aussetzt, die Synthese reaktiver Sauerstoffmoleküle anregt und die Produktion 

proinflammatorischer Zytokine wie Tumor Nekrose Faktor alpha (TNF-α) und 
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Interleukin-6 (IL-6) steigert (= second hit) [5, 9]. Zuletzt sterben nach und nach 

Hepatozyten ab und bewirken die Aktivierung von Sternzellen zu Myofibroblasten, die 

zur Fibrosierung der Leber führen. Populationen hepatischer Progenitorzellen 

expandieren zeitgleich mit der Produktion von Chemokinen, die Immunzellen 

rekrutieren und die weiteren Entzündungsreaktionen bewirken (= third hit) [8].  

Patienten mit NASH sind größtenteils asymptomatisch, erwähnen allenfalls ein 

unspezifisches Schwächegefühl sowie selten rechtsseitige abdominale Schmerzen auf 

Anfrage [10]. Bis auf eine vergrößerte Leber sind bis zur Entwicklung der klinischen 

Zeichen einer Zirrhose keinerlei zu untersuchenden Merkmale sicher festzustellen. Ein 

verstärktes Auftreten bei Frauen und Typ II Diabetikern konnte beobachtet werden, den 

größten Zusammenhang zeigt NASH jedoch mit Adipositas [7]. Die genaue Ursache der 

Entstehung einer NASH ist jedoch noch nicht bekannt. 

 

 

1.2 Histologische Kriterien zur Stadieneinteilung der NASH 

Die Leberbiospie besitzt höchste Sensitivität und Spezifität im Hinblick auf die 

Diagnostik der NASH. In der Literatur ist aktuell eine histologische Einteilung in drei 

Stadien beschrieben [1]. Zur Kategorisierung werden mehrere Kriterien, bestehend aus 

dem Grad der Verfettung sowie azinärer oder portaler Entzündung, dem Vorkommen 

von Ballonzellen sowie der Stärke der Zelldesorganisation, hinzugezogen. Das milde 

Stadium 1 besteht aus meist unter 33% verfetteten Leberzellen mit leichten 

Entzündungszeichen im Lebergewebe, vor allem im Bereich der Azini. Einige wenige 

Ballonzellen können vorkommen. Die gesunde Zellanordnung ist weitestgehend 

erhalten. Im Stadium zwei ist ein erhöhter Verfettungsgrad von bis zu oder mehr als 

66% anzutreffen. Ballonzellen und aufgehobene Zellorganisation sind stets vorhanden. 

Der azinäre Entzündungsgrad ist höher und portal findet man ihn in zumindest milder, 

wenn nicht moderater Form, vor. Das Stadium 3 zeigt eine weiter zunehmende 

Verfettung und, vor allem im portalen Bereich, einen abermals erhöhten 

Entzündungsgrad. Durchgehend findet man Ballonzellen und Zelldesorganisation in 

hohem Maße vor.  
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1.3 Kortisolstoffwechsel in Hinblick auf NAFLD und NASH 

Einige Studien beschreiben einen Zusammenhang zwischen viszeralem 

Fettanteil und NASH [11, 12]. Viszerales Fettgewebe ist in der Lage vermehrt aktives 

Kortisol aus körpereigenem inaktiven Kortison herzustellen [13]. Das dann aus dem 

viszeralen Fettgewebe ausgeschwemmte Kortisol erreicht im portalvenösen Kreislauf 

überhöhte Konzentrationen und fördert über seine anabole Wirkung die Fetteinlagerung 

in den Hepatozyten [14]. Viszerale Fettleibigkeit liegt auch bei Patienten mit einer 

chronischen Erhöhung systemisch zirkulierender Glukokortikoide (Cushing Syndrom) 

vor. Sie existiert zusätzlich zu den mit der Glukokortikoiderhöhung 

zusammenhängenden metabolischen Störungen Insulinresistenz, Diabetes mellitus Typ 

2, Dyslipidämien und Hypertonus. Ähnliche metabolische Veränderungen sind in 

Individuen mit einfacher Adipositas oder metabolischem Syndrom zu beobachten, bei 

denen jedoch typischerweise kein Kortisolüberschuss vorliegt. [13, 15].  

Ein wichtiges Enzym des Kortisolstoffwechsels ist die 11β-Hydroxysteroid 

Dehydrogenase Typ 1  (11β-HSD1), ein mikrosomales Enzym [16] innerhalb des 

endoplasmatischen Retikulums (ER) mit Nikotinsäureamid-Adenin-Dinukleotid-

Phosphat (NADP) abhängiger Aktivität, welches in intakten Zellen durch seine 

Reduktaseaktivität intrazelluläre Glukokortikoidkonzentrationen durch Umwandlung 

inaktiven Kortisons in aktives Kortisol erhöht. Das mikrosomale Enzym Hexose-6-

Phosphat-Dehydrogenase (H6PDH) beliefert 11β-HSD1 mit dem Reduktionsäquivalent 

NADP (NADPH) [17, 18]. 

Abb. 1: Mikroskopisch dargestellte Kriterien 

histologischer Einteilung von NASH:  
Steatose (v.a. makrovesikulär), ballonierte 
Hepatozyten, intrazytoplasmatisches Material 
im Sinne von minderformatiertem Mallory-
Hyalin, milde, akute  und chronische 
Entzündung (Hematoxylin und Eosin, 20-
fach). Nach Brunt et. al [1]  

Abb. 2: Perivenöse und perisinusoidale Fibrose  

in Zone 3 (charakteristisch für Steatohepatitis), 
sichtbar gemacht in der Masson Trichrom 
Färbung zur Darstellung von Kollagenfasern 
(M.T., 20-fach) Nach Brunt et.al [1] 
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In den letzten Jahren ist in einigen Studien beschrieben worden, dass die 

Steigerung der Glukokortikoidaktivität durch 11β-HSD1 eine Hauptursache der 

Entwicklung abdominaler Adipositas ist und dass der daraus resultierende Phänotyp 

dem des Cushing Syndroms sehr ähnelt [13, 15].  

In einem Tiermodell mit transgenen Mäusen mit zwei- bis zehnfach erhöhter 

Exprimierung von 11β-HSD1 fand sich im Vergleich zum Wildtyp ein signifikanter 

Anstieg des Triglyzeridgehaltes der Leber bei im Referenzbereich bleibenden 

Blutfettwerten unter fettarmer Kost. Dieser Effekt wurde auf die Hochregulierung der 

Expression der Fettsäure Synthase (FAS) zurückgeführt, welche die 

Triglyzeridsynthese in der Leber stimuliert. Die transgenen Mäuse entwickelten eine 

moderate Hyperinsulinämie bei normal bleibenden Glukosewerten und einen in 

Zusammenhang mit der Steigung der Glukokortikoidkonzentration der Leber 

ansteigenden Blutdruck durch Stimulation der hepatischen Angiotensinproduktion. 

Fettreiche Kost führte zu einer Dysregulation im Lipidstoffwechsel mit verminderter 

Produktion von high-density Lipoproteinen (HDL) [14]. 

In der Niere wird das Enzym 11β-HSD2 exprimiert, welches nur Oxidaseaktivität 

besitzt und dort aktives Kortisol in inaktives Kortison umbaut, um den unspezifischen 

Mineralkortikoidrezeptor vor Kortisol zu schützen. Sowohl Kortison als auch Kortisol 

werden in mehreren Schritten durch Reduktasen metabolisiert und dann glukoronisiert 

oder sulfatiert. Zuerst erfolgt eine Reduktion der Doppelbindung an Position 4 mit 

nachfolgender Hydrierung der Ketogruppe an Position 3 im A-Ring durch die 3- und 

5- bzw. 5-Reduktase. Der Weg über die 5-Reduktase wird häufiger eingeschlagen 

als der über die 5-Reduktase. Die Produkte der Reaktionen werden auf Grund der vier 

am A-Ring gebundenen Wasserstoffatome Tetrahydroverbindungen genannt. 

Tetrahydrokortisol (THF) und –kortison (THE) sind Produkte der 5-Reduktase, allo-

Tetrahydrokortisol (auch 5-Tetrahydrokortisol bzw. 5-THF) ist Produkt der 5-

Reduktase. THF, THE und 5-THF können direkt ausgeschieden und im Urin 

gemessen oder über die Reduktion der 20-Ketogruppe durch die 20-Hydroxysteroid 

Dehydrogenase (20-HSD) zu Cortolen weiterverarbeitet werden [19, 20] (Abb. 3). 
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Abb. 3: Kortisol- und Kortisonmetabolismus 

 

 

1.4 HES-1 in der Fettleberentstehung 

Hairy and enhancer of split (HES-1) ist ein transkriptionelles Repressor-Protein 

[21], welches von CREB, einem Transkriptionsfaktor, aktiviert wird, um hepatische 

Exprimierung von Peroxisom Proliferator-aktiviertem Rezeptor γ (PPARγ) zu 

unterbinden [22]. PPARγ ist ein nukleärer Hormonrezeptor und spielt eine 

Schlüsselrolle in der Regulierung lipogener Gene. Bei Mäusen mit herabgesetzter 

Aktivität von CREB, welche in einer Überexprimierung von PPARγ resultiert, kam es zur 

Bildung einer Fettleber [23, 24].  

Weiterhin ist berichtet worden, dass erhöhte Glukokortikoidkonzentrationen im 

Blut über Stimulation der hepatischen Glukokortikoidrezeptoren (GR) eine schnelle 

Herabregulierung der hepatischen HES-1 mRNA bewirken und in einer Akkumulation 

von Triglyzeriden in der Leber resultieren. GR-knockout Mäuse hingegen zeigten eine 

um ein Vielfaches erhöhte mRNA-Expression von HES-1 mit konsekutiver Senkung des 

Leberfettgehalts.   [25]. 

 

 

1.5 Glukosestoffwechsel 

Glukose-6-Phosphatase alpha (G6Pase) ist ein mikrosomales, 

membrangebundenes Enzym, welches mit dem endoplasmatischen Retikulum (ER) 
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assoziiert ist [26] und vor allem in der Leber und im renalen Kortex exprimiert wird [27]. 

Im Zustand des Fastens oder Hungerns wird Glukose durch Glukogenolyse und 

Glukoneogenese bereitgestellt. Beide Prozesse haben als Endprodukt Glukose-6-

Phosphat (G6P), welches dann durch G6Pase hydrolysiert und als Glukose in den 

Körperkreislauf entlassen wird. Arion et al [28] entwarfen ein Modell des 

Substrattransports, welches zeigt, dass G6Pase mit ihrer katalytischen Seite in das 

Lumen des ER zeigt. Ihr Substrat G6P wird vom Glucose-6-Phosphat Transporter 

(G6PT) vom Zytosol in das Lumen des ER gebracht. Nach der Hydrolyse verlässt die 

Glukose das ER mit Hilfe von Transportern in der Membran und gelangt in den 

Körperkreislauf. Die Substratkonzentration gilt als hauptsächlicher Regler der 

physiologischen G6Pase-Aktivität und erhöht sich im Zustand der Glykolyse und 

Glukoneogenese [29]. Große Mengen Glukose bewirken daher einen Anstieg, Insulin 

hingegen einen Abfall der G6Pase-Aktivität und mRNA-Expression [30, 31]. Es ist 

beschrieben worden, dass langkettige freie Fettsäuren einen Anstieg der G6Pase in 

fetalen Hepatozyten [32] und in der Leber erwachsener Ratten bewirken [33]. Die 

Glykogenspeicherkrankheit Typ 1a (GSD 1a), welche durch eine autosomal vererbte 

Unterfunktion der G6Pase entsteht, resultiert in Anreicherung von Glykogen in der 

Leber und in den Nieren und führt zu Hypoglykämie und Laktatazidose [29]. Die 

Glykogenspeicherkrankheit Typ 1b (GSD 1b) führt zu einer ähnlichen Symptomatik, 

entsteht jedoch auf Grund eines Mangels an G6PT [34]. Es ist bereits bekannt, dass 

sich eine Minderaktivität der G6Pase bei Patienten mit GSD auf den Lipidmetabolismus 

auswirkt und zu schwerer Hypertriglyzeridämie und Hypercholesterinämie führt [35]. 

Inhibierung der G6Pase-Aktivität durch Blockierung des G6PT führte in Ratten zu einem 

signifikanten Anstieg von Plasmatriglyzeriden und zu Fettansammlungen in der Leber 

[36]. 

In einer Studie von Sreekumar et al. [37] ist gezeigt worden, dass bei einer 

kleinen Gruppe (n=6) von Patienten mit histologischem Nachweis von NASH (ohne 

Stadieneinteilung) unter anderem die mRNA-Expression von G6Pase signifikant 

herunter reguliert war. Der Vergleich ist zu gesunden Lebern und solchen mit 

histologisch nachweisbarer Zirrhose anderer Genese (Hepatitis C, primär biliäre 

Zirrhose) gestellt worden. 

Die Zusammenhänge zwischen dem Glukosestoffwechsel  und nicht-

alkoholischer Fettlebererkrankung (NAFLD) jedoch sind bislang nur in Hinblick auf 

Insulinsensitivität untersucht worden. In diesen Studien zeigte sich bei Patienten mit 
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NAFLD ein gesteigertes Auftreten von Insulinresistenz im Vergleich zu gesunden 

Kontrollen [38, 39]. Der Einfluss der G6Pase auf die Entwicklung einer Fettleber ist 

bislang beim Menschen jedoch noch nicht untersucht worden. 

 

 

1.6 Ziele der Arbeit 

Ziel dieser Studie war es mögliche pathogenetische Faktoren der NAFLD und der 

NASH, zweier vornehmlich die Leber betreffender und zum Teil zusammenhängender 

Krankheitsbilder, aufzuschlüsseln. Vermutungen hierzu waren wie folgt:  

1. Ein relatives Überangebot an Kortisol in der Leber und dadurch verstärkte 

Einlagerung von Fett kann nicht nur durch eine erhöhte Kortisolkonzentration im 

portalvenösen Kreislauf entstehen, sondern unabhängig von viszeraler Fettleibigkeit 

seine Ursache in einer Überexpression der hepatischen 11β-HSD1 haben. Vermehrtes 

Vorhandensein des Enzyms könnte zu vermehrtem Umbau inaktiven Kortisons in 

aktives Kortisol lokal in der Leber mit konsekutiver Stimulation der Triglyzeridsynthese 

und –speicherung führen.  

2. Eine verminderte Expression von 11β-HSD1 könnte wiederum eine Ursache 

der Progredienz von NAFLD zur NASH darstellen. Wird 11β-HSD1 geringer exprimiert 

und resultiert dies in vermindertem Umbau von Kortison zu Kortisol in der Leber und 

dadurch in verminderten intrahepatischen Kortisolkonzentrationen, so verringert sich 

dessen antiinflammatorischer Effekt und das Entstehen von Entzündungen mit 

konsekutiver Fibrose und Zirrhose wird begünstigt. 

3. Ein Mediator der Fettleberentstehung bei Mäusen scheint HES-1 zu sein [23, 

24], so dass auch für den Menschen ein Einfluss dieses Repressorproteins auf die 

Pathogenese der Krankheit denkbar ist. 

4. Veränderte Exprimierung von G6Pase in vitro oder in vivo im Zusammenhang 

mit verschiedenen Krankheitsbildern begünstigt die Entstehung einer Fettleber beim 

Menschen wie auch im Tiermodell. Eine Beziehung auf molekularer Ebene zwischen 

G6Pase und der Entstehung von NAFLD erscheint somit möglich, ist aber beim 

Menschen bislang nicht untersucht worden.  

5. 5-Tetrahydrokortisol ist ein Urinmetabolit, der mit Hilfe von 5-Reduktase aus 

Kortisol (F) entsteht und ein guter Marker für deren Aktivität ist [40]. Die isolierte 

Erhöhung dieses Metaboliten lässt vermuten, dass eine Erhöhung der 5-

Reduktaseaktivität bei NAFLD oder NASH vorliegen könnte.  
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2. MATERIALIEN UND METHODEN 

2.1 Materialien 

2.1.1 Materialienliste 

 

Primer für die semiquantitative PCR 

Zielgene 
Produktgröße 

(bp) 

Primer-Sequenz 
(vorwärtslaufender Primer, 
rückwärtslaufender Primer) 

Hersteller 

11β-
HSD1 

411 
5‟-ACCAGAGATGCTCCAAGGAA-3‟ 
5‟-ATGCTTCCATTGCTGTGCTT-3‟ 

MWG-Biotech AG,  
Ebersberg, 
Deutschland 

11β-
HSD1 

505 
5‟-AGCTCCCCCTTTGATGATCT-3‟ 
5‟-AGCAGCCTCAGCACACTACA-3‟ 

MWG-Biotech AG,  
Ebersberg, 
Deutschland 

H6PDH 601 
5‟-AGAAGCCAGACAGCTTCCAC-3‟ 
5‟-GCTGCTGGGAAAAGAACAAC-3‟ 

MWG-Biotech AG,  
Ebersberg, 
Deutschland 

H6PDH 497 
5‟-GGCAGAGCACAGAAACATGA-3‟ 
5‟-TGCATCTTTTCTTCCCTTGG-3‟ 

MWG-Biotech AG,  
Ebersberg, 
Deutschland 

HES-1 304 
5‟-GTCACCTCGTTCATGCACTC-3‟ 
5‟-TCAACACGACACCGGATAAA-3‟ 

MWG-Biotech AG,  
Ebersberg, 
Deutschland 

Tabelle 1a: Primer für die semiquantitative PCR. Alle angegebenen Primer für die Spezies Homo Sapiens. 

 
Endogene Kontrolle (18S) 489 bp:  
Classic II Internal Standards, Ambion, Austin, TX, USA 
 
Längenstandards: 
HyperLadder I (200 - 10 000 bp)  - Bioline, Luckenwalde, Deutschland 
 

 

Primer für die Realtime-PCR 

Zielgene 
Produkt-

größe 
(bp) 

Primer-Sequenz (vorwärtslaufender Primer, 
rückwärtslaufender Primer, Sonde) 

Hersteller 

11β-HSD1 
23 
28 
29 

5‟-AGGAAAGCTCATGGGAGGACTAG 
5‟-ATGGTGAATATCATCATGAAAAAGATTC 
5‟-CATGCTCATTCTCAACCACATCACCAACA 

Applied 
Biosystems, 
Foster City, 
CA, USA 
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H6PDH 
21 
16 
31 

5‟-AGAACTCGGGACCTTTTTCCA 
5‟-GCGCCACAGCCTGCTT 
5‟-TAAGTAATGGTCCACCCGGTACATCTCCTCC 

Applied 
Biosystems, 
Foster City, 
CA, USA 

G6Pase 
19 
22 
24 

5‟-TTGGGATTCTGGGCTGTGC 
5‟-TGTGGATGTGGCTGAAAGTTTC 
5‟-AGCAATGCCTGACAGGACTCCAGC 

Applied 
Biosystems, 
Foster City, 
CA, USA 

5α-
Reduktase 

17 
21 
23 

5‟-GCGCCCAACTGCATCCT 
5‟-TCGCATCAGAAACGGGTAAAT 
5‟-CGTCCACTACGGGCATCGGTGCT 

Applied 
Biosystems, 
Foster City, 
CA, USA 

Tabelle 1b: Primer für die real-time PCR. Alle angegebenen Primer für die Spezies Homo Sapiens. 

 
Nachfolgende Primer als „Assays on Demand” von Applied Biosystems, Foster 
City, CA, USA 
HES-1 - Hs00172878_m1 
G6PT  - HS00259865_a1 
 
Endogene Kontrolle: 
18S: TaqMan Ribosomal RNA Control Reagents (VIC Probe), Applied Biosystems 
Foster City, CA, USA 
 
 

Enzyme 

AMV Reverse Transcriptase (HC) (20 
U/µl) 

Promega, Madison, WI, USA 

Rnasin Ribonuclease Inhibitor (40 U/µl) Promega, Madison, WI, USA 

TaqMan Universal PCR Master Mix (3 
mM Mn[Oac]2, 200 µM dNTPs, 1,25 U 
AmpliTaq Gold Polymerase, 1,25 U 
AmpErase UNG) 

Applied Biosystems, Foster City, CA, 
USA 

Tabelle 2: Enzyme 

 
 

Kommerzielle Reaktionssysteme 

Reverse Transcription System Promega, Madison, WI, USA 

Rneasy Mini Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 
Tabelle 3: Kommerzielle Reaktionssysteme 

 
 

Chemikalien und Biochemikalien 

Agarose Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA 

2-Mercaptoethanol (beta-
Mercaptoethanol) 

Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA 

DEPC treated water (DEPC-H2O) Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 
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Ethanol Merck, Darmstadt, Deutschland 

Ficoll-Puffer Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA 

MgCl2 (25 mM) Promega, Madison, WI, USA 

Nuclease-freies Wasser Promega, Madison, WI, USA 

PCR Nucleotide Mix (40 mM) Promega, Madison, WI, USA 

Random Primers (500 µg/ml) Promega, Madison, WI, USA 

Reverse Transcription 10x Buffer Promega, Madison, WI, USA 

RNase-freies Wasser Quiagen, Hilden, Deutschland 

Set aus dATP, dCTP, dGTP, dTTP (100 
mM) 

Promega, Madison, WI, USA 

Thermophilic DNA Poly 10x Buffer (500 
mM KCl, 100 mM Tris-HCl [pH 9,0], 1,0% 
Triton X-100) 

Promega, Madison, WI, USA 

Vistra Green Nucleic Acid Stain Amersham Biosciences, Little Chalfont 
Buckinghamshire, UK 

Tabelle 4: Chemikalien und Biochemikalien 

 
 

Standardpuffer und –lösungen 

Ficoll-Puffer 100 ml DEPC-H2O, 15 g Ficoll, 0,25 g 
Bromphenolblau, 0,25 g Xylen Cyanol FF 

RLT-Puffer Quiagen, Hilden, Deutschland 

RPE-Puffer Quiagen, Hilden, Deutschland 

RW1-Puffer Quiagen, Hilden, Deutschland 

TBE-Puffer Gesamtvolumen 1l: 10,8 g Tris-Base, 5,5 g 
Boric Acid, 4 ml EDTA (0,5 M), 996 ml H2Obidest 

Tabelle 5: Standardpuffer und -lösungen 

 
 

Laborgeräte 

Abluftanlage Köttermann, Uetze-Häningen, 
Deutschland 

Analysenwaage Sartorius BP 121 S Sartorius AG, Göttingen, Deutschland 

Analysenwaage Scout SPU2001 Ohaus Corporation, Pine Brook, NJ, USA 

Autoclaviergerät Tecnomara, Fernwald, Deutschland 

Elektrophoreseapparatur MGU-302 C.B.S. Scientific Co., Del Mar, CA, USA 

Gefrierschrank Sanyo Ultra-Low MDF-
U50V 

Sanyo Electric Biomedical Co., Osaka, 
Japan 

Heizblock Eppendorf Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Image Scanner Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, 
Deutschland 

Kühl-Gefrierschrank Liebherr Premium 
(+4°C bis -20°C) 

Liebherr, Biberach an der Riss, 
Deutschland 

Magnetrührer Reverstir Model RS-8 Toyo Kagaku Sangyo Co., Ltd., Tokyo, 
Japan 
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Mikrowellenofen Micromaxx MM41580 Medion, Essen, Deutschland 

Millipore-Ionenaustauscheranlage Milli-Q Millipore, Schwalbach, Deutschland 

Multipipette Plus Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Netzteil Model 1000/500 PowerSupply Bio-Rad, Hercules, CA, USA 

Netzteil Model 200/2.0 PowerSupply Bio-Rad, Hercules, CA, USA 

PCR-Cycler Eppendorf Mastercycler 
personal 

Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Pipetten Eppendorf Reference 0,5-10 µl, 
10-100 µl, 100-1000 µl 

Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

qPCR-Cycler iCycler iQ Bio-Rad Laboratories, Münschen, 
Deutschland 

Spectrophotometer Genesys 10 UV/Vis Thermospectronic, Rochester, NY, USA 

Sterile Werkbank HERAsafe LaminAir 
HB2448 

Heraeus Sepatech, Hanau, Deutschland 

Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Typhoon 8600 Variable Mode Imager Amersham Biosciences, Little Chalfon 
Buckinghamshire, UK 

Vortex VWR Mini Vortexer VM-3000 VWR International GmbH, Darmstadt, 
Deutschland 

Xenox Motorhandstück MHX (E) Proxxon Zentralservice, Warberg/Aist, 
Deutschland 

Zentrifuge Centrifuge 5415C Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Zentrifuge Centrifuge 5810R Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Tabelle 6: Laborgeräte 

 
 

Molekularbiologische Hilfsmittel und Verbrauchsmaterialien 

Collection Tubes Quiagen, Hilden, Deutschland 

Einmal-UV-Küvette Plastibrand mikro   
(70 µl) 

Brand GmbH, Wertheim, Deutschland 

Falcon Rundbodenröhrchen (5 ml) 
Becton Dickinson Labware, Franklin 
Lakes, NJ, USA 

Kryo-Tubes (1,8 ml) Nunc, Roskilde, Dänemark 

PCR iCycler PCR Plates, 96 wells Bio-Rad, Hercules, CA, USA 

PCR Sealer Microseal „B‟ Film Bio-Rad, Hercules, CA, USA 

Pipettenspitzen 0,5-10 µl, 10-100 µl, 100-
1000 µl 

Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

PYREX Borosilicat Glas 
Reaktionsröhrchen 

Corning Inc., Corning, NY, USA 

RNeasy Mini Column Quiagen, Hilden, Deutschland 

Safe-Lock Tubes (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml) Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
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Serologische Pipetten Falcon (1 ml, 2 ml, 
5 ml, 10 ml, 25 ml) 

Becton Dickinson Labware, Franklin 
Lakes, NJ, USA 

Thermo-Tube (0,2 ml) Abgene House, Epsom, Surrey, UK 

Wägeschälchen Diamant (25 ml) 
VWR International GmbH, Darmstadt, 
Deutschland 

Zentrifugenröhrchen mit Schraubkappen 
(15 ml, 50 ml) 

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Tabelle 7: Molekularbiologische Hilfsmittel und Verbrauchsmaterialien 

 
 

Software 

Endnote Version 9.0.0, Thomson Scientific, New York, NY, USA 

Image Master Labscan Version 3.00, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, 
Deutschland 

Image Master TotalLab Version 1.11, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, 
Deutschland 

Microsoft Office 2007, Microsoft, Unterschleißheim, Deutschland 

NCBI National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 

SPSS Version 13.0 für Windows, SPSS Inc., Chicago, IL, USA 

TESS Transcription Element Search System (http://www.cbil.upenn.edu/cgi-
bin/tess/tess) 

Typhoon Scanner Control Version 1.0, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, 
Deutschland 

Tabelle 8: Software 

 
 

2.1.2 Leberteilresektate 

Ein Teil der Voruntersuchungen wurde an Gewebe aus 5 nativen 

Leberteilresektaten vorgenommen, die, nach Entnahme im Rahmen einer chirurgischen 

Studie, eine freundliche Schenkung der chirurgischen Abteilung des 

Universitätsklinikums Charité Campus Virchow (Dr. C. Benckert) waren. Es handelte 

sich um gesundes Lebergewebe aus Studien der chirurgischen Abteilung, welches 

sofort nach Entnahme schockgefroren und nachfolgend bei -80°C in flüssigem Stickstoff 

gelagert wurde. 

 
 
 
 
 
2.2 Methoden 

2.2.1 Patientenkollektiv 
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Die Studie erhielt die Zustimmung der Ethikkommission der Charité Campus 

Berlin Mitte.  

Für das Patientenkollektiv wurden primär Männer und Frauen in Erwägung 

gezogen, die mit erhöhten Leberenzymen auf die gastroenterologische Station Charité 

Campus Mitte des Klinikums Charité Universitätsmedizin Berlin eingewiesen worden 

waren. Nachdem weder die Anamnese, noch die körperliche und laborparametrische 

Untersuchung einen Anhalt für die Genese des Transaminasenanstiegs lieferte wurde 

eine Leberpunktion nach Mengini durchgeführt und histologisch untersucht. 

Ausschlusskriterien waren gesteigerter Alkoholkonsum in der Vorgeschichte (Grenzwert 

für Frauen 14g Alkohol/Tag, für Männer 28g Alkohol/Tag), Transferrinsättigung > 50%, 

Diagnose einer akuten oder chronischen Virushepatitis oder die Einnahme von 

Medikamenten, die mit der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenachse interagieren. 

Nach mündlicher Aufklärung und schriftlicher Einwilligung erfolge der Einschluss in die 

Studie. Zu Beginn der Studie wurden bei allen Patienten folgende Laborparameter nach 

einem für die Studie ausgearbeiteten Standardprotokoll bestimmt: high-density 

Lipoprotein (HDL), low-density Lipoprotein (LDL), Gesamtcholesterin, Triglyzeride, 

Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT), Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT), 

alkalische Phosphatase (AP), Gamma-Glutamyl-Transferase (γ-GT), Bilirubin und 

Albumin. Die Blutentnahmen erfolgten am Morgen vor der Leberpunktion, venös beim 

nüchternen Patienen. Die Glukosebestimmung erfolgte mit der Glukose-Oxidase-

Methode aus Nüchtern-Vollblut nach sofortiger Deproteinisierung mit Perchlorsäure. Mit 

der Formel HOMA-IR = [Nüchterninsulin (mIE/l) x Nüchternglukose (mmol/l)]/22.5 wurde 

der Insulinresistenzindex nach dem Homeostasis Model Assessment (HOMA-IR) 

berechnet. Niedrige HOMA-IR-Werte entsprechen einer hohen, hohe einer 

verminderten Insulinsensitivität. Verminderte Insulinsensitivität bedeutet 

Insulinresistenz. Insulin wurde mit Hilfe eines Radioimmunoassays (Pharmacia) 

bestimmt. Die Kreuzreaktivität mit C-Peptid lag bei <0,18% und mit Proinsulin bei 41%. 

Die intra-assay Variation betrug 5,8% für Insulin, die inter-assay Variation 7%. Mit 

einem enzymatischen kalorimetrischen Test (Analyser 704/717 Roche-Hitachi) 

bestimmten wir die Lipidspiegel unserer Patienten. 

Berechnet wurden der Body-Mass-Index (BMI) (Gewicht in Kilogramm geteilt 

durch die Körpergröße in Metern zum Quadrat) und die Körperoberfläche (BSA) durch 

Anwendung der modifizierten DuBois Formel: BSA (m²) = Gewicht (kg) 0,425 x 

Körpergröße (cm) 0,725 x 0,007184. Hüft- und Taillenumfänge wurden von immer 
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demselben Untersucher gemessen und dienten zur Berechnung des Taillen-Hüft-

Indexes. 

 

 

2.2.2 Verarbeitung der Leberbiopsien 

Die Teilstücke der Leberbiopsien zur Durchführung von RNA-Extraktionen und 

real-time Quantifizierung von mRNA wurden direkt nach Entnahme in flüssigem 

Stickstoff schockgefroren und des Weiteren bei -80°C aufbewahrt. Der Rest der 

Biopsien wurde zur pathologischen Routineuntersuchung und histologischen Diagnostik 

verwendet. Die histologische Klassifikation der Leberbiopsien erfolgte verblindet durch 

zwei unabhängige Pathologen in folgende Gruppen: nicht-alkoholische Leberverfettung 

(NAFLD), NASH I, NASH II, NASH III und Sonstige. Die Diagnosen Fettleber und NASH 

wurden anhand der Klassifikationskriterien von Brunt et al. gestellt [1]. Zusätzlich wurde 

der Fettgehalt der Leberbiopsien histologisch nach Ölrot O Färbung visuell und 

semiquantitativ bestimmt. 

 

 

2.2.3 RNA-Extraktion 

2.2.3.1 Isolierung von RNA mittels Säulenextraktion 

Die bei -80°C gelagerten Leberbiopsien wurden unter sterilen Bedingungen mit 

einem Skalpell halbiert und eine Hälfte sofort in einem mit 600 μl RLT-Puffer gefüllten 

1,5 ml Kryo-Röhrchen versenkt. Zuvor war der RLT-Puffer mit 10 μl β-Mercaptoethanol 

pro 1 ml RLT-Puffer aufbereitet worden. Die zur RNA-Extraktion vorbereitende 

Homogenisierung des Gewebes erfolgte auf Eis bei 10.000 Umdrehungen mit einem 

Xenox Motorhandstück (Proxxon) für je 30 Sekunden. Nach ungekühlter Zentrifugierung 

des Homogenisats für 3min bei 14000 rpm wurde der Überstand zur weiteren Nutzung 

abgetragen. Gemäß Herstellerprotokoll (RNeasy® Mini Kit, Quiagen) erfolgte daraufhin 

die Extraktion von Gesamt-RNA wie folgt: Den Proben wurden 600 μl 70%-igen 

Ethanols hinzugefügt. Nach guter Durchmischung wurden von der Lösung maximal 700 

μl auf eine RNeasy® Mini-Säule aufgetragen und bei 10000 rpm für 15 s zentrifugiert. 

Nach Verwerfen des Eluats aus dem Sammelgefäß wurde der Vorgang, solange wie 

sich noch Lösung im Kryo-Röhrchen befand, wiederholt. Der nächste Schritt bestand im 

Auftragen von 700 μl RW1-Puffer auf die Säule und Zentrifugierung des neuen 

Gemisches für 15 s bei 10000 rpm. Nun konnte das Sammelgefäß mitsamt dem Eluat 
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verworfen und die RNeasy® Mini-Säule auf ein neues Sammelgefäß aufgesetzt werden. 

Es wurden pro Säule 500 μl RPE-Puffer aufgetragen und bei 10000 rpm für 15 s 

zentrifugiert. Nach Verwerfen des Eluats wurde der Vorgang noch einmal wiederholt. 

Danach wurde wieder das Eluat verworfen und die RNeasy® Mini-Säule dieses Mal bei 

14000 rpm für 1 min zentrifugiert. Zuletzt wurde die RNeasy® Mini-Säule auf ein steriles 

Eppendorf-Gefäß umgesetzt und mit 15 μl RNase-freiem Wasser direkt auf die 

Membran bestückt. Es folgte die Zentrifugierung für 1min bei 10000 rpm, dann die 

Bestückung der Membran mit 10 μl RNase-freiem Wasser und die erneute 

Zentrifugierung für 1min bei 10000 rpm mit einer Phase von Maximalbeschleunigung für 

5s am Ende, um jegliches Restwasser durch die Membran zu befördern. Die RNeasy® 

Mini-Säule konnte verworfen werden. Im Eppendorf-Gefäß befand sich nun die isolierte 

Gesamt-RNA jeder einzelnen Probe. 

Um den negativen Effekten des häufigen Auftauens und Einfrierens auf die RNA 

entgegenzuwirken, wurde die erhaltene Gesamtmenge aliquotiert und sofort bei -80°C 

bis zur weiteren Verwendung gelagert. 

 

 

2.2.3.2 RNA-Integritätsüberprüfung 

Die Integrität und Qualität der RNA wurde mittels Elektrophorese in 1%-igem 

Agarosegel, hergestellt aus 40ml TBE-Puffer und 0,4 g Agarose, überprüft. 10 μl eines 

Gemisches aus je 1 μl RNA, 2 μl Ficoll-Puffer und 9 μl DEPC-H2O waren Inhalt jeder 

Geltasche. Als Referenz diente HyperLadder I. Die elektrophoretische Auftrennung 

erfolgte für 1 h bei 70 V.  

 

 

2.2.3.3 RNA-Quantifizierung 

RNA-Quantifizierung erfolgte in Einmalküvetten (Plastibrand® UV-Küvette mikro, 

Brand, Wertheim, Deutschland) mit einem Genesys 10UV/Vis Spectrophotometer 

(Thermospectronic) bei einer optischen Dichte von 260 nm (OD260) durch dreimalige 

Messung und Ermittlung des Mittelwertes. 

2.2.4 cDNA-Gewinnung durch Reverse-Transkriptase Kettenreaktion 

Um mRNA-Expressionsanalyse betreiben zu können muss RNA zunächst in 

komplementäre DNA (cDNA) umgeschrieben werden. Hierzu wurden beginnend jeweils 

8 μl extrahierter RNA aufgetaut, gevortext und bei 70°C für 10 min. denaturiert. Der 
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RNA hinzugefügt wurden 1,5 μl Reverse Transkriptase aus Avian Myeloblastosis Virus 

(20 U/μl; AMV-RT), 2 μl Random Primers (500 ng/μl), 1μl Ribonuclease-Inhibitor (40 

U/μl), 4 μl dNTPs (10 nmol/μl; PCR Nucleotide Mix) und 4 μl 10-fachen 

Reaktionspuffers sowie 8 μl MgCl2 und 11,5 μl DEPC-H2O um ein Totalvolumen von 40 

μl zu ergeben. Die reverse Transkription der RNA erfolgte bei Raumtemperatur für 10 

min, gefolgt von 15 min bei 42°C und 5 min bei 92°C und endete nach kurzem 

Abzentrifugieren des Kondensats mit 5 min Lagerung auf Eis. Die daraufhin gewonnene 

cDNA wurde sofort weiterverarbeitet oder bei -20°C gelagert. 

 

 

2.2.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

2.2.5.1 Semiquantitative PCR 

Die PCR erlaubt spezifische DNA-Fragmente in vitro enzymatisch zu 

vervielfältigen. Hierzu werden zwei sequenzspezifische, in entgegengesetzte Richtung 

laufende Oligonukleotide (Primer) dem PCR-Reaktionsansatz im Überschuss 

hinzugesetzt. Zuerst wird die DNA-Doppelhelix durch thermische Denaturierung 

aufgetrennt. Nach Abkühlung des Reaktionsgemisches lagern sich die Primer an den 

jeweiligen komplementären Strang an (Annealing) und synthetisieren durch DNA-

Polymerasen die fehlende Hälfte (Elongation) in Form von Messenger RNA (mRNA). 

Die Wiederholung dieser Zyklen führt zur exponentiellen Amplifikation der gewünschten 

DNA-Sequenz. 

Das Ziel vorliegender Versuche war es Expressionen von Gentranskripten 

spezifischer Zielgene nachzuweisen, die für bestimmte Enzyme der Leber kodieren. Da 

Gene spezifische Abschnitte der DNA sind, konnten die semiquantitative und qualitative 

real-time PCR angewandt werden, um das generelle Vorhandensein sowie die 

Quantität der gesuchten Gentranskripte darzustellen. Um Sicherheit über das 

Vorhandensein der Zielgene in der Leber und einen Überblick über die etwaige Menge 

zu erlangen, wurde zunächst cDNA aus 5 nativen Leberteilresektaten (siehe 2.1.2) 

anstelle von cDNA aus den Leberbiopsien des Patientenkollektivs verwendet, um per 

semiquantitativer PCR deren Amplifikation visuell darzustellen.  

Die Primer zur Ermittlung der für die Zielgene kodierenden cDNA und somit der 

Expression der Messenger RNA (mRNA) sind in Tabelle 1b aufgeführt. Die 

Kreuzreaktivität der präoptimisierten Primer (MWG-Biotech AG, Ebersberg, 

Deutschland) zwischen verschiedenen Spezies wurde mittels der NCBI Blast 
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Datenband überprüft. Als endogene Kontrolle dienten Reagenzien zum Nachweis 

ribosomaler 18S rRNA mit einer Endproduktgröße von 324 bp (Classic II 18S Internal 

Standards, Ambion, Austin, TX, USA).  

Die jeweiligen PCRs erfolgen in einem PCR-Mastermix bestehend aus 1 μl 

thermophilem DNA Poly 10x Puffer (aus 500 mM KCL, 100 mM Tris-HCL [pH 9,0] und 

1,0% Triton X-100), 0,8 μl MgCl2, 0,2 μl Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs), 0,05 

μl 18S Primer, 0,35 μl 18S Competimer, 0,2 μl 3„Primer [30 pmol/μl], 0,2 μl 5‟Primer [30 

pmol/μl], 6,15 μl Nuklease-freiem Wasser und 0,05 μl thermostabiler TAQ Polymerase. 

Zu 9 μl des PCR-Mastermix wurde 1 μl cDNA hinzugesetzt. Die jeweiligen Proben 

wurden im PCR Thermocycler durch initiale Denaturierung bei 94°C für 5 min, gefolgt 

von 30 Zyklen bei 94°C für je 30 s, und je einem Zyklus bei 60°C für 30 s sowie bei 

72°C für 30 s und einem Elongationsschritt bei 72°C für 7 min amplifiziert. Die Kontrolle 

der Amplifikation erfolgte mittels Gelelektrophorese 

 

 

2.2.5.2 Gelelektrophorese 

Je nach untersuchtem Gen haben die einzelnen Amplifikationsprodukte der PCR 

eine unterschiedliche Größe, die mittels Auftrennung durch Gelelektrophorese 

dargestellt werden kann. Die negativ geladenen cDNA-Fragmente driften im 

elektrischen Feld innerhalb einer Gelmatrix in unterschiedlicher Geschwindigkeit 

Richtung Anode – je kleiner desto schneller und weiter. Der sich in der Gelmatrix 

befindliche Fluoreszenzfarbstoff Vistra Green (Amersham Biosciences) interagiert mit 

der Doppelhelix der DNA und erzeugt eine Fluoreszenz im grünen Bereich bei 520nm. 

Beim Vergleich mit Längenstandards können so Größen annähernd bestimmt werden. 

Zur Herstellung der Gelmatrix wurden 0,6 g Agarose mit 40 ml TBE-Puffer in der 

Mikrowelle aufgekocht. Nach Hinzufügen von 4 μl Vistra Green wurde die Lösung in 

eine Gelkammer mit eingesetzten Probekämmen gegossen. Nach Polymerisation nach 

ca. 30 min wurden die Probekämme entfernt und die Elektrophoreseaparatur mit TBE-

Puffer aufgegossen. 10 μl der jeweiligen PCR-Amplifikationsprodukte wurde mit je 2 μl 

Vistra Green versetzt und in die Geltaschen eingefüllt. Als Molekulargewichtsstandart 

dienten 2,5 μl HyperLadder I (Bioline) in der ersten Tasche jedes Gels. Bei konstanter 

Spannung von 80 V für 1 h wurde die cDNA elektrophoretisch aufgetrennt. Mit dem 

Typhoon 8600 Variable Mode Imager (Amersham Bioscience) wurden die Agarosegele 

bei 532 nm gescannt und so die fluoreszierenden cDNA-Fragmente als Banden 
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dargestellt. Der Vergleich der Laufstrecken der Amplifikationsprodukte mit denen der 

Längenstandards lässt eine annähernde Bestimmung der Größe der cDNA-Fragmente 

zu. Die semiquantitative PCR diente zur Überprüfung des generellen Vorhandenseins 

der Gentranskripte des Zielgens im zu untersuchenden Gewebe. 

 

 

2.2.5.3 Real-Time PCR 

Zur  quantitativen Darstellung wurde nach oben beschriebener RNA-Extraktion 

und deren Umschreibung in cDNA die Expression der Zielgene 11β-HSD1, H6PDH, 

HES-1, 5α-Reductase, Glucose-6-Phosphatase (G6Pase) und Glucose-6-Phosphat-

Transporter (G6PT) anhand von TaqMan® real-time PCR mit Hilfe eines iCycler iQ 

(Bio-Rad) bestimmt. Hierbei gibt ein Donor-Fluorochrom (Reporter), das durch eine 

Lichtquelle angeregt wird, einen Teil seiner Energie an ein in der Nähe befindliches 

Akzeptor-Fluorochrom (Quencher) ab. Dabei wird eine TaqMan®-Sonde (Probe) 

genutzt, die an ihrem einen Ende den Quencher-, am anderen den Reporter-

Fluoreszenzfarbstoff (hier FAM, VIC oder HEX) trägt. Die Taq-Polymerase besitzt 

neben ihrer Polymeraseaktivität eine 5‟-3‟-Exonukleasefunktion und baut die Sonde 

während der Synthese des Gegenstranges an ihrem 5‟-Ende ab. Dadurch nimmt die 

Entfernung zwischen Quencher und Reporter zu. Während bei intakten TaqMan®-

Sonden die Fluoreszenz des Reporters durch den Quencher mittels strahlungsfreier 

Energieübertragung unterdrückt wird, kann durch Abbau des Quenchers nun eine 

erhöhte Fluoreszenz des Reporters detektiert werden. Eine Messung des Lichtsignals 

findet im Anschluss an den Elongationsschritt in jedem Zyklus statt. Die Fluoreszenz 

nimmt proportional mit der Menge der synthetisierten DNA zu. 

Die Reaktionen fanden mit je 25 μl Menge auf 96-well-Platten statt. Das 

Reaktionsgemisch enthielt TaqMan® Universal PCR Master Mix (3 mM Mn[Oac]2, 200 

μM dNTPs, 1,25 U AmpliTaq Gold Polymerase, 1,25 U AmpErase UNG; Applied 

Biosystems, Warrington, Cheshire, GB), entsprechende Volumina von Primer und 

Sonde für alle Zielgene (18S: 10 μM Primer, 40 μM Sonde; Custom-made Primers [11β-

HSD-1, H6PDH, G6Pase und 5α-Reduktase]: 5 μM Primer und Sonde; Assay on 

demand [HES-1, und G6PT]: 1,25 μl Primer-Sonde-Mix) und je 1 μl cDNA. Alle 

Reaktionen erfolgten im Singleplex-Verfahren (Untersuchung nur eines Zielgens pro 

Well) und in Duplikaten (Albumin, 5α-Reduktase, G6PT und G6Pase) oder Triplikaten 

(11β-HSD1, H6PDH und HES-1) bei mindestens zwei PCR-Durchläufen. Um alle 



28 
 

Expressionsdaten im Verhältnis zu einer internen Referenz darzustellen und somit 

individuelle Abweichungen der cDNA-Konzentration aufgrund unterschiedlicher 

Effizienz der reversen Transkription sowie ungenauer spektrophotometrischer 

Messungen auszugleichen verwendeten wir 18S rRNA als endogene Kontrolle. Primer 

und Sonde für 18S wurden als präoptimierte Kontrolle (Applied Biosystems) für die 

Zielgene HES-1, und G6PT als vorgefertigtes „Assay on Demand“ (Applied Biosystems) 

und für die Zielgene 11β-HSD1, H6PDH, G6Pase und 5α-Reduktase als Custom-made 

Primer und Sonde (Applied Biosystems) verwendet. 

Die Sonde für das G6Pase-Gen wurde mit dem fluoreszierenden Label HEX, alle 

anderen Sonden mit dem fluoreszierendem Label FAM und die Sonde für 18S mit dem 

fluoreszierendem Label VIC markiert.  

Die Amplifikation der cDNA lief wie folgt ab: 50°C für 2 min, 95°C für 10 min 

gefolgt von 44 Zyklen von 95°C für 15 sec und 60°C für 1 min. Die Ergebnisse wurden 

gemäß den Herstellerempfehlungen analysiert, als „threshold cycle“ (CT) dargestellt 

(ein CT-Wert benennt die Zykluszahl bei welchem logarithmische PCR plots einen 

berechneten Schwellenwert überschreiten) und dazu verwendet ΔCT-Werte zu 

bestimmen (ΔCT = CT des Zielgens minus CT der initialen Referenz, hier 18S). Je 

höher die ΔCT-Werte sind desto niedriger ist die Expression eines Gens. Die 

Vervielfachung der  Expression eines Zielgens wurde wie folgt berechnet: 

Expressionsgrad = 2-Differenz der Mittelwerte von ΔCt der verglichenen Gruppen. „Threshold cycles“ 

unterschiedlicher PCR-Durchläufe des gleichen Zielgens wurden einander anhand einer 

Standardkurve (Verdünnungsreihen 1:1, 1:10, 1:100 und 1:1000) angepasst. Eine 

Negativkontrolle in je 2 Wells pro Platte ohne cDNA war vorhanden.  

 

 

2.2.6 Urinproben und Gas-chromatographische Massenspektrometrie 

Alle Studienpatienten, sowie 60 gesunde Kontrollpatienten (26 Männer, 34 

Frauen), sammelten 24-h-Urin, welcher in das Laboratorium der Division of Medical 

Science, Institute of Biochemical Research, University of Birmingham, Queen Elisabeth 

Hospital, Birmingham, UK verschickt wurde. Dort wurden anhand Gas-

chromatographischer Massenspektrometrie durch Messung freier und konjugierter 

Kortisolmetabolite die Gesamt-Kortisolmetaboliten im Urin bestimmt [41]. 

Die Gesamtheit aller Kortisolmetabolite (Tetrahydrokortison [THE], 

Tetrahydrokortisol [THF], 5α-Tetrahydrokortisol [auch: allo-Tetrahydrokortisol; 5α-THF], 
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α-Kortolon, β-Kortolon, α-Kortol und β-Kortol) diente als Maß der gesamten 

Kortisolausscheidung [42]. Die 11β-HSD-Aktivität im Gesamtkörpergewebe wurde 

bestimmt durch Berechnung folgendes Verhältnisses: (Tetrahydrokortisol + Allo-

Tetrahydrokortisol)/Tetrahydrokortison [(THF+5αTHF)/THE]. Für den Aktivitätsvergleich 

von 5α- und 5β-Reduktase ist die Formel THF/5αTHF verwendet worden [43]. Der 

relative Anteil an  5α- und 5β-Reduktion von Kortisol wurde zusätzlich durch Ulick‟s A-

Ring Reduktionsquotienten, 5α-THF/Kortisol und THF/Kortisol, bestimmt [40]. 

 

 

2.2.7 Statistische Analyse 

Die statistische Analyse erfolgte in Zusammenarbeit mit dem epidemiologischen 

Institut der Charité in Berlin. Die Datensätze sind, wenn nicht anders beschrieben, als 

arithmetische Mittelwerte  Standardabweichung (SD) dargestellt. Die statistische 

Analyse der real-time PCR Ergebnisse erfolgte anhand mittlerer ΔCT-Werten (und nicht 

des Vielfachen der Expressionsänderung) um potentiellen Bias, der durch Rundung und 

Zusammenfassung bei der Transformation 2-Ct auftreten könnte, zu vermeiden. 

Vergleiche zwischen Gruppen wurden durch Anwendung gepaarter und nicht-gepaarter 

T-Tests bzw. einfaktoriellen ANOVA-Test, wenn erforderlich, hergestellt. In jedem 

anderen Fall kam der Mann-Whitney Rank Sum Test zu Gebrauch. Mit dem 

Kolmogorov-Smirnov Test ist Normalverteilung untersucht worden. Korrelationen 

wurden mit schrittweiser multipler Regressionsanalyse sowie Pearson‟s bzw. 

Spearman„s Korrelation ermittelt. Als Statistikprogramm ist SPSS Version 13.0 für 

Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) verwendet worden. Als signifikant wurde ein p-

Wert von <0,05 betrachtet. 
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3. ERGEBNISSE 

3.1 Semiquantitative PCR 

Obwohl auch per semiquantitativer PCR Expressionsunterschiede verschiedener 

Gene durch unterschiedliche Bandenstärken im Vergleich zu denen einer endogenen 

Kontrolle (z.B. 18S) gemessen werden könnten, war der primäre Focus in vorliegender 

Studie nur der absolute Nachweis der Expression von Zielgenen im Lebergewebe und 

weniger deren Quantifizierung.  

Im Lebergewebe der 5 nativen Teilresektate konnte das Vorhandensein von 18S 

(489 bp), 11-HSD1 (411 bp), H6PDH (498 bp) und HES-1 (304 bp) nachgewiesen 

werden. 

 

      
 
 
 
 
 

 

   
 
 
 
 
 
 

 

3.2 Kohorte 1: Komplette Gruppe von 73 Patienten 

Abb. 4: Semiquantitative PCR mit Nachweis von 18S 

(489 bp).  
Marker = Hyper Ladder I, Kontrolle = Enthält an Stelle 
von cDNA nukleasefreies Wasser, 1-5 = cDNA aus 5 
nativen Leberteilresektaten 

 

Abb. 5: Semiquantitative PCR mit Nachweis von 11-

HSD 1 (411 bp).  
Marker = Hyper Ladder I, Kontrolle = enthält an Stelle 
von cDNA nukleasefreies Wasser, 1-5 = cDNA aus 5 
nativen Leberteilresektaten 

 

Abb. 6: Semiquantitative PCR mit Nachweis von 

H6PDH (498 bp).  
Marker = Hyper Ladder I, Kontrolle = enthält an Stelle 
von cDNA nukleasefreies Wasser, 1-5 = cDNA aus 5 
nativen Leberteilresektaten 

 

Abb. 7: Semiquantitative PCR mit Nachweis von HES-1 

(304 bp).  
Marker = Hyper Ladder I, Kontrolle = enthält an Stelle 
von cDNA nukleasefreies Wasser, 1-5 = cDNA aus 5 
nativen Leberteilresektaten 
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3.2.1 Klinische Daten und Leberfunktionsprüfungen 

Die Patienten sind anhand der Leberbiopsien histologisch in Gruppen eingeteilt 

worden. Die Gruppen bestanden aus Individuen mit histologisch gesunder Leber (n=8), 

Fettleber (n=20), Leber mit Nash Grad 1 (n=22), Grad 2 (n=9), Grad 3 (n=3), sowie 

Zirrhose (n=3) und Hepatitiden anderer Ursache (n=10), wie z.B. Autoimmunhepatitis, 

Medikamenten-induzierte toxische Hepatitis und Hepatitis bei Morbus Wilson. 

Patienten mit Fettleber zeigten eine größere Körperoberfläche, höhere 

Cholesterinwerte und einen höheren Fettgehalt der Leber als Patienten mit histologisch 

unauffälliger Leberbiopsie (Tabelle 9). Bei übergewichtigen und adipösen Patienten 

(BMI >25 kg/m2) wurden ein höherer Fettgehalt der Leber (48,9 ± 25,7 vs. 30,0 ± 22,9, p 

< 0,05), höhere AST-Werte (53,9 ± 38,5 vs. 36,3 ± 17,8 U/l, p < 0.05) sowie eine 

erhöhte Totalexkretion der Kortisolmetabolite (12420 ± 5713 vs. 8184 ± 3518 μg/24h, p 

< 0.05) im Vergleich zu denen bei schlanken Patienten (BMI <25 kg/m2) vorgefunden. 

Patienten mit Insulinresistenz (HOMA-IR > 4) hatten einen erhöhten Leberfettgehalt 

(55,0 ± 17,0 vs 30,4 ± 16,9, p < 0,05) im Vergleich zu Patienten mit einem HOMA-IR < 

4. Unterschiede im Alter, mittlerem arteriellen Druck, HDL-Cholesterin, Triglyzeriden, 

ALT, AST, γ-GT, AP sowie Thrombozytengehalt waren zwischen den verschiedenen 

Gruppen nicht zu verzeichnen. 

 

 
Histologisch 
unauffällig 

Fettleber NASH Andere 

   Grad 1 Grad 2 Grad 3 Hepatitis Zirrhose 

Probenanzahl 7 20 22 9 3 9 3 

Männlich/Weiblich 3/4 8/12 12/10 1/8 0/3 2/7 1/2 

Alter (Jahre) 
49,9  12,4 46,6  

13,6 
54,0  
10,7 

55,8  
14,3 

61,0  
7,0 

50,3  
16,2 

66,0  
10,4 

BMI (kg/m2) 
25,5   3,0 26,9  4,1 32,1  

7,8 *, # 
30,7  
4,5 * 

27,6  
3,3 

28,7  
10,7 

29,0  2,1 

Körperoberfläche 
(m2) 

1,82  0,13 1,89  
0,23 * 

2,01  
0,22  * 

1,94  
0,21 

1,80  
0,07 * 

1,80  
0,30 

1,90  
0,08 

Leberfettgehalt 
(%) 

6,7   11,8 32,9  
23,3 *** 

47,7  
22,1 
**, # 

63,3  
18,0 
***, 
### 

76,7  
5,8 

37,5  
37,5 

20,0  
10,4 

MAP (mmHg) 
92,7  12,0 89,5  

10,8 
93,2  

9,6 
94,3  
11,1 

91,0  
8,5 

95,2  
9,5 

83,3  
21,2 
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Cholesterin 
(mg/dl) 

205  30 243  35 
* 

207  
40 # 

193  
71 

258  
76 

193  16 148  52 

LDL-Cholesterin 
(mg/dl) 

132  19 158  32 133  
40 

118  
37 # 

157  
54 

120  37 107  40 

HDL-Cholesterin 
(mg/dl) 

63   20 65  22 55  
11 

46  
18 

65  
33 

64  19 38  28 

Triglyzeride 
(mg/dl) 

149  137 146  67 161  
98 

232  
133 

179  
57 

103  37 146  57 

GPT/ALT (U/l) 
80,0   82,7 59,1  

35,5 
73,3  
39,2 

70,6  
78,7 

21,0  
12,7 

84,6  
89,2 

63,3  
49,9 

GOT/AST (U/l) 
45,3  28,8 36,3  

16,7 
45,8  
19,7 

46,1  
30,6 

45,0  
26,9 

67,6  
43,4 

112,3  
96,9 

γ-GT (U/l) 
204  192 147  93 159  

159 
198  
183 

818  
1101 

114  83 160  154 

AP (U/l) 
112  82 112  55 101  

51 
121  

31 
364  
299 

103  48 240  124 

Bilirubin (mg/dl) 
0,81  0,31 0,71  

0,30 
0,71  
0,25 

0,50  
0,18 * 

1,50  
0,99 

0,70  
0,38 

11,5  
10,2 

Kreatinin (mg/dl) 
0,94  0,14 0,88  

0,16 
0,91  
0,21 

0,72  
0,19 * 

0,49  
0,03 

0,80  
0,10 

1,49  
1,14 

Albumin (g/l) 
57,9  4,2 58,3  2,9 57,3  

4,6 
53,8  

8,5 
54,9  

3,2 
50,9  
3,0 *, # 

39,3  
16,1 

Thrombozyten/nl 
223  41 252  47 223  

57 
232  

40 
224  

13 
210  58 81  72 

 

 

 

 

 

Die Insulinresistenz korrelierte signifikant positiv mit dem Leberfettgehalt. Als  

 

 

Marker der Insulinresistenz sind die Parameter HOMA-IR ([Nüchterninsulin 

(mIE/l) x Nüchternglukose (mmol/l)]/22.5)  und QUICKI ( 1/[log(Glukose)+log(Insulin)] ) 

bestimmt worden. Je höher der HOMA-IR oder je niedriger der QUICKI desto stärker 

ausgeprägt ist die Insulinresistenz beim entsprechenden Patienten. Für die Korrelation 

ergab sich für HOMA-IR eine Signifikanz von p < 0,05 und für QUICKI von p < 0,01 

(Abb. 8). 

Tabelle 9: Klinische und laborchemische Charakteristika der unterschiedlichen histologischen Gruppen der Leberbiopsien 

(n=73).  
Es sind die arithmetischen Mittelwerte ± Standardabweichung (SD) angegeben. NASH = Nicht-alkoholische 
Steatohepatitis. BMI = Body Mass Index. Die Körperoberfläche wurde anhand der DuBois-Formel errechnet: BSA = 
Gewicht (kg) 0,425x Größe (cm) 0,725x 0,007184. MAP = mittlerer arterieller Druck. AP = alkalische Phosphatase. * = p < 
0,05, ** = p < 0,01, ***=p < 0,001 im Vergleich zur histologisch unauffälligen Leber; # = p < 0.05, ### = p < 0.001 im 
Vergleich zur Fettleber (für Gruppen mit n < 4 wurden keine Vergleiche berechnet). Normalwerte (SI-Einheiten in 
Klammern): Cholesterin < 200 mg/dl (5,17 mmol/l); LDL-Cholesterin < 160 mg/dl (4,14 mmol/l); HDL-Cholesterin > 35 
mg/dl (0,91 mmol/l); Triglyzeride < 180 mg/dl (2,06 mmol/l); GPT/ALT < 45 U/l (750 nmol/l), GOT/AST < 50 U/l (833 
nmol/l), γ-GT <55 U/l (916 nmol/l), AP 40-129 U/l, Bilirubin < 1 mg/dl (17,1 μmol/l). Umrechnungswert für Kreatinin: (mg/dl  
* 88,4) = μmol/l.  
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Abb. 8: Korrelation zwischen Insulinresistenz und Leberfettgehalt 

HOMA-IR = Homeostasis model assessment – insulin resistance ([Nüchterninsulin (mIE/l) x Nüchternglukose 
(mmol/l)]/22.5); QUICKI = 1/(log[Glukose]+log[Insulin]); Leberfettgehalt in %; QUICKI: p < 0,01; HOMA-IR: p < 0,05 

 

 

3.2.2 mRNA-Expression hepatischer 11-HSD1 und H6PDH 

Es zeigte sich eine starke und signifikante positive Korrelation (R2 = 0,809, p < 

0,001) zwischen der mRNA-Expression von hepatischer 11-HSD1 und H6PDH (Abb. 

9). Eine Korrelation zwischen mRNA-Expression von 11-HSD1 und Alter, BMI, Grad 

der Leberverfettung sowie NASH Stadium konnte nicht festgestellt werden. Der einzige 

Parameter, der die mRNA-Expression von 11-HSD1 und Fettleibigkeit zu verbinden 

scheint, ist die signifikant negative Korrelation zwischen 11-HSD1 mRNA-Expression 

(R2 = 0,285, p = 0,007) und normalisiertem geschlechtsadjustiertem Hüft-Taillen-Index 

(Hüft-Taillen-Index für Männer 0,9 = 100%; für Frauen 0,85 = 100%) bei Frauen, jedoch 

nicht bei Männern (Abb. 10).  
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Abb. 9: Korrelation zwischen mRNA-Expression hepatischer 11-HSD1 und H6PDH  

(Für beide sind ΔCT-Werte dargestellt) in Leberbiopsien von 73 Patienten. Hohe ΔCT-Werte bedeuten geringe 
Expression und umgekehrt.  

 

 

 

Abb. 10: Korrelation zwischen mRNA-Expression von 11-HSD1 und geschlechtsadjustiertem Hüft-Taillen-
Index in % 

(100% = Hüft-Taillen-Index von 0,85 bei Frauen und 0,9 bei Männern); mRNA-Expressionswerte dargestellt als ΔCT-

Werte, hohe Werte bedeuten geringe Expression und umgekehrt. 11-HSD1 = 11-Hydroxysteroid Dehydrogenase 
Typ 1 
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Betrachtet man jedoch die gesamte Patientenkohorte so weisen Individuen mit 

einem Hüft-Taillen-Index > 0,9 (Maß für abdominelle Fettleibigkeit) niedrigere Werte für 

die hepatische mRNA-Expression von 11-HSD1 und H6PDH (11.5 ± 2.0 vs. 9.9 ± 1.1 

ΔCT; p < 0.05; 12.2 ± 0.9 vs. 11.3 ± 0.5 ΔCT, p < 0.005) auf als die Patienten mit einem 

Hüft-Taillen-Index < 0,9 (Abb. 11).  

 

 
Abb. 11: mRNA-Expression von 11-HSD1 und H6PDH bei Patienten mit (Hüft-Taillen-Index > 0,9) und ohne 
(Hüft-Taillen-Index < 0,9) abdomineller Adipositas.  

Hohe ΔCT-Werte bedeuten geringe Expression und umgekehrt. 11-HSD1 = 11-Hydroxysteroid Dehydrogenase 
Typ 1; H6PDH = Hexose-6-Phosphat Dehydrogenase 
 
 
 
 

Zudem zeigten Patienten mit einem Hüft-Taillen-Index > 0,9 höhere 

Gesamtausscheidungsraten von Kortisolmetaboliten im Urin (13971 ± 5637 vs. 8062 ± 

6159 μg/24h, p < 0,05), sowie auch eine erhöhte Ausscheidung von THE (4486 ± 1727  

vs. 2635 ± 1874 μg/24h, p < 0,05) im Vergleich zu Patienten mit einem Hüft-Taillen-

Index von < 0,9 (Abb. 12). 
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Abb. 12: THE- und Gesamt-Kortisolmetabolitausscheidung bei Patienten mit (Hüft-Taillen-Index < 0,9) und 
ohne (Hüft-Taillen-Index < 0,9) abdominelle Adipositas.  

Werte sind dargestellt als Mittelwert ± Standardfehler. THE = Tetrahydrokortison. 

 

 

In der Patientenkohorte fand sich bei Männern eine erhöhte Ausscheidung von 

5-THF (2338 ± 768 vs. 1395 ± 1203 μg/24h, p < 0,05) im Vergleich zu Frauen (Abb. 

13). Andere geschlechtsspezifische 

Unterschiede konnten nicht gefunden 

werden. Expression von 11-HSD1 mRNA 

in der Leber korrelierte weder mit dem 

(THF+5-THF)/THE-Quotienten im Urin 

noch mit dem Kortol/Kortolon-, THF/5-

THF-, 5-THF/F- THF/F-Quotienten oder 

der Ausscheidung der Gesamt-

Kortisolmetabolite. 

 

 

 
 
 
 
 

 

Abb. 13: 5-THF-Ausscheidung im 24-h-Urin bei 
Patienten mit (Hüft-Taillen-Index < 0,9) und ohne (Hüft-
Taillen-Index < 0,9) abdominelle Adipositas.  

Werte sind dargestellt als Mittelwert ± Standardfehler. 5-

THF = 5-Tetrahydrokortisol. 
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3.2.3 Ausscheidung von Kortisolmetaboliten im Urin 

Zwischen den verschiedenen histologischen Gruppen konnten keine 

Unterschiede bezüglich der Glukokortikoidkonzentrationen oder -quotienten im Urin 

gefunden werden. Daher wurden zur weiteren Analyse die einzelnen NASH-

Untergruppen vereint, so dass nur noch eine männliche und eine weibliche 

Gesamtkohorte mit NASH in die folgende Statistik einflossen. 

Im Vergleich zu gesunden schlanken Individuen schieden weibliche Patienten mit 

Fettleber und männliche Patienten mit NASH signifikant mehr Kortisolmetaboliten aus 

(Abb. 14).  

Trotz eines signifikanten Altersunterschieds zwischen gesunden, schlanken 

Patienten und Patienten mit Fettleber oder NASH gab es keine Unterschiede in der 

Körper-Gesamtaktivität der 11-HSD1, die mit Hilfe des (THF+5-THF)/THE-

Quotienten im Urin bestimmt worden ist (Abb. 15). 

 

 
Abb. 14: Gesamt-Ausscheidung von Kortisolmetaboliten (μg/24h) bei gesunden Männern (n=26) und Frauen 
(n=34) sowie Patienten mit einer Fettlebererkrankung (11 Frauen, 2 Männer) oder NASH (11 Frauen, 5 
Männer).  

Die Werte sind als Mittelwerte ± Standardfehler dargestellt. NASH = Nicht-alkoholische Steatohepatitis. 
Gesamtkortisolmetaboliten im Urin (F) entsprechen der Summe aus Tetrahydrokortison (THE), Tetrahydrokortisol 
(THF), 5α-Tetrahydrokortisol (5α-THF), α-Kortolon, β-Kortolon, α-Kortol und β-Kortol.  
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Abb. 15: (THF + 5-THF)/THE-Quotient im Urin gesunder Frauen (n=34) und Männer (n=26) und bei Patienten 
mit Fettleber (11 Frauen, 2 Männer) sowie NASH (11 Frauen, 5 Männer).  

Die Werte sind dargestellt als Mittelwert mit Standardfehler. NASH = nicht-alkoholische Steatohepatitis.   

 

Eine Erhöhung der relativen 5- und 5-Reduktion, die anhand der 5-THF/F- 

und THF/F-Quotienten im Urin gemessen worden ist, fand sich bei weiblichen Patienten 

mit Fettleber sowie mit NASH im Vergleich zu gesunden Frauen.  

Bei Männern mit Fettleber und NASH war ein Trend hin zu höheren Quotienten 

im Vergleich zu Männern der Kontrollgruppe zu verzeichnen. Die gesunden schlanken 

Männer hatten ferner höhere 5-THF/F- und THF/F-Quotienten im Urin im Vergleich zu 

gesunden Frauen (Abb. 16a und b). 



39 
 

 
Abb. 16a 

 

 
Abb. 16b 
Abb. 16 : a) 5-THF)/F-Quotient und b) THF/F-Quotient im Urin von gesunden Frauen (n=34) und Männern 
(n=26) und bei Patienten mit Fettleber (11 Frauen, 2 Männer) oder NASH (11 Frauen, 5 Männer).  

Die Werte sind als Mittelwerte mit Standardfehler angegeben. NASH = nicht-alkoholische Steatohepatitis; THF = 
Tetrahydrokortisol; F = Kortisol. * = p < 0.05, *** = p < 0.001 gesunde Männer verglichen mit gesunden Frauen. 
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3.2.4 mRNA-Expression von 5-Reduktase 

Trotz isoliert erhöhter 5-Tetrahydrokortisonwerte (5-THF) im 24h-Urin aller 

männlichen Patienten im Vergleich zu den Frauen, konnte keine signifikante 

geschlechtsspezifische Veränderung in der hepatischen mRNA-Expression der 5-

Reduktase beobachtet werden. Auch zwischen den einzelnen histologischen Gruppen, 

zwischen adipösen (BMI > 25) und nicht-adipösen Patienten (BMI < 25), Individuen mit 

(HOMA-IR > 4) und ohne Insulinresistenz oder abdomineller Adipositas (Hüft-Taillen-

Index > 0,9) gab es keine Unterschiede in deren Expression.  

Es fand sich in der Gesamtgruppe aller untersuchten Patienten eine negative 

Korrelation zwischen der mRNA-Expression von 5-Reduktase und der Größe des 5-

THF/F-Quotienten im Urin (R² = 0,126, p < 0,05, Abb. 17).  

 

Abb. 17: Korrelation zwischen mRNA-Expression von 5-Reduktase und Urin-5-THF/F-Quotient 

mRNA-Expression ist dargestellt als ΔCT-Werte; hohe ΔCT-Werte entsprechen geringer Expression und umgekehrt; 
THF = Tetrahydrokortisol, F = Kortisol 
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3.2.5 mRNA-Expression von HES-1 

Zwar gibt es in der Literatur Hinweise auf den Zusammenhang zwischen HES-1 

und der Entwicklung einer Fettleber [23, 24], jedoch konnte in der hier untersuchten 

Patientenkohorte kein Zusammenhang zwischen der hepatischen mRNA-Expression 

von HES-1 und dem prozentualen Leberfettgehalt gefunden werden. Eine signifikante 

Korrelation fand sich allerdings mit LDL-Werten (R2 = 0,116; p = 0,05), Cholesterin (R2 = 

0,176; p = 0,015) und dem Hüft-Taillen-Index der Patienten (R2 = 0,134; p < 0,05) (Abb. 

18 und 19). Bei sinkender HES-1 mRNA-Expression (entspricht steigenden ΔCT-

Werten)  stiegen alle drei Parameter an. 

 

 

 
 
 
 

 

Abb. 18: Korrelation ΔCT HES-1 und Hüft-Taillen-Index 

mRNA-Expression dargestellt als ΔCT-Werte; hohe Werte entsprechen geringer Expression und umgekehrt.          
HES-1 = Hairy and enhancer of split 1 
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3.3 Kohorte 2: Subanalyse von Patienten mit Fettleber 

3.3.1 Klinische Charakteristika 

In dieser Subanalyse wurden Patienten mit NASH ausgeschlossen und nur 

Patienten mit NAFLD analysiert. Die pathologische Klassifikation ergab 7 Patienten (3 

Männer, 4 Frauen) mit unauffälliger und 20 Patienten (8 Männer, 12 Frauen) mit 

verfetteter Leber. Die histologische Diagnose der Fettleber zeigte keinen 

Zusammenhang mit dem Geschlecht. Es gab zwischen den zwei Patientengruppen 

keine signifikanten Unterschiede im Alter, HOMA-IR, HDL- oder LDL-Cholesterin, den 

Triglyzeriden, den Leberenzymen oder dem Hüft-Taillen-Index. Bei Patienten mit 

verfetterter Leber fanden sich ein signifikant erhöhter Leberfettgehalt (32,9 ± 23,3 % vs. 

6,7 ± 7,5 %; p = 0,013; Abb. 20) sowie höhere Gesamtcholesterinwerte (243 ± 35 mg/dl 

vs. 205 ± 30 mg/dl; p < 0,05) als bei den gesunden Individuen. 

Abb. 19: Korrelation ΔCT HES-1 und LDL- sowie Cholesterinwerte 

mRNA-Expression dargestellt als ΔCT-Werte; hohe Werte entsprechen geringer Expression und umgekehrt. 
LDL = low density Lipoprotein; HES-1 = Hairy and enhancer of split 1 
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3.3.2 mRNA-Expression von G6Pase und G6PT 

 

Abb. 20: Leberfettgehalt Kontrollgruppe vs. 
NAFLD 

Leberfettgehalt in % bei Patienten der Kontrollgruppe 
(n=8) und Patienten mit NAFLD (n=20). Werte 
dargestellt als Mittelwert mit Standartfehler. NAFLD = 
Fettleber.  

 

Abb. 21: m-RNA Expression Kontrollgruppe 
(n=8) vs. NAFLD (n=22) 

mRNA-Expression dargestellt als ΔCT-
Mittelwerte. Expression der Kontrollen wurde 
gleich 1 gesetzt. NAFLD = Fettleber, G6Pase = 
Glukose-6-Phosphatase alpha, G6PT = 
Glukose-6-Phosphat Transporter 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 22: Korrelation zwischen 
mRNA-Expression G6Pase und 
G6PT 

mRNA-Expression dargestellt als 
ΔCT-Werte; hohe Werte bedeuten 
niedrige Expression und umgekehrt. 
R

2
 = 0,406; p < 0,05; G6Pase = 

Glukose-6-Phosphatase alpha, G6PT 
= Glukose-6-Phosphat Transporter 
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Bei Patienten mit der Diagnose Fettleber fand sich eine signifikante 

Herunterregulation der G6Pase-mRNA-Expression (p < 0.05) auf 38% und des G6PT 

auf 55% (p < 0,05; Abb. 21) im Vergleich zu Patienten mit unauffälliger Leberhistologie. 

Die G6Pase-mRNA-Expression korrelierte positiv mit der mRNA-Expression von G6PT 

(R² = 0,406; p < 0,05; Abb. 22) und negativ mit Serum-Billirubinwerten (R2 = 0,128, p < 

0,05; Abb. 23). Es fanden sich keine Korrelationen zwischen den mRNA-Expressionen 

beider Gene und dem Alter der Patienten, deren BMI, GPT, GOT, AP, γ-GT, 

Triglyzeriden und Glukosespiegeln. 

 

 

  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 23: Korrelation mRNA-
Expression G6Pase und 
Serum-Bilirubinwerte 

mRNA-Expression dargestellt 
als ΔCT-Werte; hohe Werte 
bedeuten niedrige Expression 
und umgekehrt. Serum-Bilirubin 
in mg/dl. R

2
 = 0,128; p < 0,05; 

G6Pase = Glukose-6-
Phosphatase alpha 



45 
 

4. DISKUSSION 

4.1 Zusammenhänge des Kortisolstoffwechsels mit NAFLD und NASH 

Es ist immer vermutet worden, dass ein veränderter Kortisolmetabolismus, bzw. 

eine vermehrte Kortisolsynthese in der Leber in der Pathogenese der Fettleber eine 

Rolle spielt. In der vorliegenden Studie ist zum ersten Mal die hepatische mRNA-

Expression des Enzyms 11β-HSD1, welches in der Leber inaktives Kortison zu aktivem 

Kortisol umwandelt, in Patienten mit erhöhten Leberenzymen untersucht worden. Es 

konnte jedoch kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Grad der 

Leberverfettung oder den Stadien der Leberentzündung und der mRNA-Expression der 

11β-HSD1 gefunden werden, was darauf hindeutet, dass die 11β-HSD1 beim  

Menschen sehr wahrscheinlich keine größere Rolle in der pathogenetischen 

Entwicklung von NAFLD zur NASH spielt. Im Gegensatz dazu entwickelten transgene 

Mäuse mit einer Überexpression der 11β-HSD1 Fettlebern und Dyslipidämien [14]. 

Unsere Kontrollgruppe bestand jedoch aus Patienten mit unauffälliger Leberhistologie 

jedoch mit erhöhten Leberenzymen und veranlasst somit zu der Annahme, dass 11β-

HSD1 im Vergleich zu gesunden Individuen anders reguliert sein könnte. In der 

Vergangenheit gab es in einigen Studien Hinweise auf erhöhte Urinausscheidung freien 

Kortisols und erhöhte Kortisolkonzentrationen nach Dexamethasongabe in 

übergewichtigen Patienten mit Diabetes und mit einer durch Ultraschall 

nachgewiesenen Fettleber [44, 45]. Desweiteren gibt es Daten, die einen erniedrigten 

Kortisol-Kortisonmetabolitquotienten ( [5-THF+5THF]/5-THE ) bei übergewichtigen 

Männern mit MRT-nachgewiesenem erhöhten Leberfettgehalt belegen [46], welcher auf 

eine erniedrigte Gesamtaktivität der 11β-HSD1 hindeutet. Die hier dargestellten 

Ergebnisse stehen im Gegensatz zu diesen bereits veröffentlichten Ergebnissen. Das 

MRT und der Ultraschall als damals gängige Methoden zur Beurteilung des 

Leberfettgehalts sind als Limitation der früheren Studien zu werten, da nur die 

Leberbiopsie als optimale Methode zur Klassifizierung von NAFLD und NASH gilt. In 

einer kürzlich erschienenen Studie untersuchten Targher et al. [47] 50 Patienten mit 

durch Leberbiopsie nachgewiesener NAFLD. Sie fanden eine Korrelation zwischen 

freiem Kortisol im Urin, Kortisolkonzentrationen nach Dexamethasongabe und dem 

Entzündungsgrad sowie Fibrosestadium der Leber. Dies wurde als Hinweis auf eine 

Überaktivität der Hypothalamus-Hypophysenachse und auf einen subklinischen 

Hyperkortisolismus gewertet. Sie hatten allerdings weder Kortisolmetaboliten im Urin 



46 
 

noch die mRNA-Expression der 11β-HSD1 in der Leber analysiert. In hier vorliegender 

Studie sind Kortisolmetaboliten im 24-h Urin nachgewiesen und die mRNA-Expression 

von 11β-HSD1 in Leberbiopsien gemessen worden. Messungen im 24-h Urin 

vermeiden fehlerhafte Ergebnisse auf Grund tageszeitlicher Schwankungen der 

Kortisolausschüttung im menschlichen Körper. Hier erhobene Daten geben keinen 

Hinweis auf eine Beteiligung der 11β-HSD1 an der Entstehung einer Fettleber oder 

NASH.

H6PDH gilt als Regulator der Balance der Dehydrogenase-/Oxoreduktaseaktivität 

der 11β-HSD1 [17, 18], indem es sie mit NADPH beliefert. Den hier erhobenen Daten 

zur Folge, scheint es keine Änderungen im Angebot des Co-Substrates NADPH für die 

Reduktaseaktivität der 11β-HSD1 in Patienten mit NAFLD oder NASH zu geben, da es 

keinen Nachweis auf Änderungen in der H6PDH-Expression zwischen den beiden 

Patientengruppen gibt. Es kann trotzdem nicht ausgeschlossen werden, dass die 

Expression von 11β-HSD1 oder H6PDH in NAFLD oder NASH Änderungen unterliegen 

könnte, da Veränderungsmuster hier nur prätranskriptionell und nicht auf Protein- oder 

Aktivitätsebene untersucht wurden und somit keine direkte Aussage über die 

Enzymaktivität erlauben. 

Die Beobachtung, dass bei stammadipösen Individuen ein erniedrigter 11β-

HSD1-Enzymgehalt vorliegt, wird unterstützt durch die Tatsache, dass die Aktivierung 

von oral eingenommenem Kortison zu Kortisol in adipösen erwachsenen Patienten 

eingeschränkt ist [48-50]. Passend dazu beschreiben Studien einen fallenden 

THF+5αTHF/THE-Quotienten bei steigendem BMI bei Erwachsenen mit einfacher 

Adipositas. Dieses galt als Zeichen für erniedrigte 11β-HSD1-Aktivitat [48, 50]. Andere 

Studien jedoch konnten diesen Zusammenhang nicht aufzeigen [51-53]. Das könnte auf 

einen gewebespezifischen Einfluss auf 11β-HSD1 zurückzuführen sein: Adipositas 

könnte in der Leber zu erniedrigter 11β-HSD1-Aktivität, im viszeralen Fettgewebe 

jedoch zu erhöhter 11β-HSD1-Aktivität führen [13, 48, 50]. Die Daten hier vorliegender 

Studie zeigen, dass in der weiblichen Patientenkohorte die mRNA-Expression von 11β-

HSD1 in der Leber mit zunehmendem Hüft-Taillen-Index (abdominelle Adipositas), 

jedoch nicht mit zunehmendem BMI, sank. Für die männlichen Patienten konnte jedoch 

keine Korrelation gefunden werden. Dies könnte möglicherweise an der geringen Größe 

der Kohorte liegen. Valsamakis et. al veröffentlichten, dass verminderte 11β-HSD1-

Aktivität bei adipösen Erwachsenen dazu führen könnte die Insulinsensitivität zu 

bewahren und der Entwicklung eines Diabetes mellitus vorzubeugen [54]. Ein Defekt in 
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der Herunterregulierung der 11β-HSD1-Aktivität bei Patienten mit Diabetes mellitus 

könnte Dyslipidämien, Insulinresistenz und Adipositas fördern. Die Daten hier 

vorgenommener Untersuchungen unterstützen die Hypothese: obwohl in einfacher 

Adipositas ein erniedrigter THF+5αTHF/THE-Quotient bei steigendem BMI beobachtet 

werden kann [48-50], wiesen die hier untersuchten übergewichtigen bis adipösen 

Patienten mit Fettleber oder NASH im Vergleich zu schlanken, gesunden Individuen 

einen unbeeinflussten THF+5αTHF/THE-Quotienten auf. Der THF+5αTHF/THE-

Quotient muss jedoch vorsichtig interpretiert werden, da er nicht nur eine Aussage über 

die 11β-HSD1- und 11β-HSD2-Gesamtaktivität des ganzen Körpers trifft, sondern auch 

starken Einflüssen durch einen verminderten A-Ring Metabolismus des Kortisols 

ausgesetzt ist, wie bei Westerbacka et. al. beschrieben [46]. 

Die Transformation des A-Rings mit irreversibler Reduktion an C5 ist eine 

Hauptachse der Inaktivierung von Glukokortikoiden in der Leber. Wiegand et al. 

beschrieben eine erhöhte 5α-Reduktion von Kortisol (5αTHF/F-Quotient im Urin) in 

adipösen Kindern im Vergleich zu schlanken Kindern desselben Alters und schloss 

daraus auf eine erhöhte 5α-Reduktase-Aktivität bei Adipositas [55]. Im Gegensatz zu 

jener Studie steht die in dieser Studie gefundene negative Korrelation zwischen 5α-

Reduktase-mRNA-Expression und 5α-THF/F-Quotient im Urin des Patientenkollektivs. 

Da die 5α-Reduktase aber auch in anderen Geweben exprimiert wird, könnte eine 

Mehrexpression auch in extra-hepatischen Geweben stattfinden und zu einer 

vermehrten 5α-Metabolit-Exkretion im Urin führen ohne Veränderung der hepatichen 

5α-Reduktase. Wiederum andere Datenerhebung bei erwachsenen adipösen Patienten 

deutet ebenfalls auf eine erhöhte 5α-Reduktase-Aktivität hin, wobei die Expression oder 

direkte Aktivität der 5α-Reduktase nicht gemessen worden ist [43]. In der vorliegenden 

Arbeit zeigt sich eine höhere 5α-Reduktase-Aktivität (erhöhter Urinquotient) bei 

gesunden Männern als bei gesunden Frauen. Die Werte der 5α-Reduktase-Aktivität 

stiegen vergleichbar bei Patienten mit Fettleber oder NASH unabhängig vom 

Geschlecht. Interessanterweise sind bei gesunden erwachsenen Männern mit Fettleber 

[46] und bei adipösen Kindern [55] erhöhte Werte für 5β-Reduktase-Aktivität gefunden 

worden. In der hier vorliegenden Studie zeigten auch gesunde erwachsene Männer 

Zeichen einer erhöhten 5β-Reduktase-Aktivität, die jedoch noch deutlicher bei Frauen 

mit Fettleber oder NASH anstieg. Diese Daten müssen jedoch vorsichtig interpretiert 

werden, da Unterschiede im Alter zwischen den gesunden und schlanken Kontrollen 

und den Patienten mit Fettleber oder NASH bestehen. Die Gründe oder Konsequenzen 
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einer verminderten A-Ring-Reduktion bei Fettleber oder NASH sind nicht bekannt, sie 

könnten aber den Gallensäure- und Cholesterinmetabolismus beeinflussen. Eine 

Konsequenz erhöhter A-Ring-Reduktion ist eine erhöhte Urinausscheidung der 

Gesamtkortisolmetabolite und eine dafür erhöhte Kortisolproduktionsrate durch die 

aktivierte Hypothalamus-Hypophysenachse [56]. 

 

 

4.2 HES-1 und abdominelle Adipositas 

In Hinblick auf HES-1 ist kein Zusammenhang zwischen dessen mRNA-

Expression und dem Leberfettgehalt der Patienten gefunden worden. In der Literatur 

wurde eine Herunterregulierung von HES-1-mRNA beobachtet, nachdem Versuchstiere 

akut erhöhte Stimuli der Glukokortikoidrezeptoren (GR) erfuhren, wie es z.B. beim 

Fasten der Fall ist. Dies führte zu einer Einlagerung von Triglyzeriden in der Leber [25]. 

Bei den in dieser Studie untersuchten Patienten konnte im Vergleich von Fettleber zur 

gesunden Leber allerdings keine erhöhte mRNA-Expression der 11β-HSD1, die durch 

vermehrte Aktivierung von Kortison zu Kortisol dessen Konzentration in der Leber 

erhöhen würde, gefunden werden, so dass in diesem Fall nicht von einer höheren 

Stimulation der GR ausgegangen werden kann. 

Cholesterin, LDL und ein steigender Hüft-Taillen-Index sind Zeichen des 

metabolischen Syndroms und stiegen in dieser Studie signifikant mit fallender HES-1-

mRNA-Expression (Abb. 18 und 19). Auch im Mausmodell fand sich ein 

Zusammenhang zwischen verminderter HES-1-mRNA-Expression und einer 

Dysregulation im Fettstoffwechsel, nämlich eine steigende Fetteinlagerung in der Leber. 

Möglicherweise ist die n-Anzahl der hier untersuchten Patienten zu klein, um zusätzlich 

zu den serologischen Parametern und zum Hüft-Taillen-Index eine Korrelation zum 

hepatischen Fettgehalt nachweisen zu können. 

 

 

4.3 G6Pase und NAFLD 

Daten aus verschiedenen Studien suggerieren einen Einfluss veränderter 

Exprimierung von G6Pase in vitro oder in vivo im Zusammenhang mit verschiedenen 

Krankheitsbildern auf die Fettakkumulation in der Leber beim Menschen wie auch im 

Tiermodell. Eine Beziehung auf molekularer Ebene zwischen G6Pase und der 

Entstehung von NAFLD erscheint somit möglich, ist aber beim Menschen bislang nicht 
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untersucht worden. In dieser Studie sind Daten dazu erstmalig anhand von 

Leberbiopsien betroffener Patienten gesammelt worden. Es konnte eine signifikante 

Korrelation zwischen der mRNA-Expression der Enzyme G6Pase und G6PT gezeigt 

werden, welche auf eine gegenseitige Regulation der Expressionsstärke hindeutet 

(Abb. 22). Bei Fettleberpatienten wird G6PT (auf 55 %) in geringerem Maße herunter 

reguliert als G6Pase (auf 38 %) (Abb. 21). Allerdings ist G6PT nicht nur 

Substratlieferant für G6Pase, sondern auch für die Hexose-6-Phophat Dehydrogenase 

(H6PDH), so dass auch dieses Enzym von deren Aktivität beeinflusst wird [57]. Dies 

wäre eine mögliche Erklärung für den beobachteten Unterschied in der 

Herunterregulierung der Genexpression beider Enzyme bei Fettleber. Ein herunter 

regulierter G6PT könnte zu vermindertem Angebot von G6P für G6Pase, aber auch 

andere im ER gelegene Enzyme, z.B. H6PDH führen. Hier vorliegende Daten müssen 

jedoch in Hinblick auf ein Factum vorsichtig interpretiert werden. Die Patienten mit 

histologisch unversehrter Leber, die hier als Kontrollgruppe dienten, stellten sich initial 

mit erhöhten Leberenzymwerten im Serum vor, so dass es möglich ist, dass diese 

Gruppe sich im Vergleich zu histologisch und serologisch gesunden Individuen 

unterschiedlich verhält. 

Die hier dargestellte Studie ergab bei Patienten mit diagnostizierter NAFLD 

signifikant erhöhte Serumcholesterinwerte und größere Körperoberflächenmaße im 

Vergleich zur histologisch gesunden Kontrollgruppe. Wie bereits erwähnt gelten erhöhte 

Lipidwerte im Blut als ein pathogenetischer Faktor bei der Entstehung einer NAFLD, da 

diese Lipide vermehrt von Hepatozyten aufgenommen werden müssen und so freie 

Fettsäuren (FFAs) in der Leber akkumulieren können [58]. Intrazelluläre FFAs 

inhibieren die Aktivität von G6Pase [59] und lassen vermuten, dass sie somit der 

Auslöser einer verminderten G6Pase-Exprimierung in der Leber sein könnten. 

Wie Studien von Bandsma et al. aber aufzeigen resultiert eine Inhibierung der 

G6Pase in einem signifikanten Anstieg von Triglyzeriden im Plasma wie auch von G6P, 

Glykogen und Triglyzeriden in der Leber. De novo Lipogenese in der Leber und als 

Plasma-VLDL verdreifachten sich trotz unveränderter VLDL-Triglyzerid-Produktionsrate 

[36]. Zusammen mit Daten aus vorliegender Studie erscheint es also auch möglich, 

dass die verminderte mRNA-Expression von G6Pase und G6PT ein Auslöser für die 

Fettleber sein könnte und zur Fettakkumulation in der Leber führt.  

In Studien zum Erkrankungsbild der Glykogenspeicherkrankheiten GSD1a und 

1b ist gezeigt worden, dass Dysfunktionen von G6Pase und G6PT zur Akkumulation 
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von Fett in der Leber führen [35, 36]. In Zusammenschau dieser und der Daten 

vorliegender Studie erscheint es möglich, dass eine erworbene Fehlfunktion von 

G6Pase und G6PT ebenfalls zur Fettleber führen könnte. 

Van Schaftingen et al. demonstrierten eine Inhibierung von G6Pase durch Insulin 

in vivo [29]. Da NAFLD mit einer Hyperinsulinämie assoziiert ist [8] scheint es möglich, 

dass Insulin G6Pase-Aktivität bei Fettleberpatienten supprimieren könnte. Bei den 

Patienten vorliegender Studie wurde allerdings weder ein oraler Glukose-Toleranztest 

durchgeführt noch Insulin gemessen, so dass diese Theorie ein Fokus zukünftiger 

Studien sein wird. Anhand dieser geplanten Messungen wäre es möglich den Effekt von 

Insulin auf die G6Pase zu untersuchen. 

 

 

4.4 Weitere pathologische Mechanismen der NAFLD und NASH: 

Die multiple hit theory besagt, dass die gesteigerte Fettanreicherung in der Leber 

bei Erkrankten mit NAFLD oder NASH zu oxydativem Stress und gesteigerter 

Produktion proinflammatorischer Zytokine wie Tumor-Nekrose-Faktor alpha (TNF-) 

und Interleukin-6 (IL-6) führt [5, 9]. In Mäusen konnte für IL-6 ein supprimierender Effekt 

auf die G6Pase-Aktivität und mRNA-Expression nachgewiesen werden, welche in 

erniedrigten Blutzuckerspiegeln ohne Effekt auf die Insulinsekretion resultierte [60]. Ein 

ähnlicher Wirkmechanismus konnte für Menschen bislang nicht nachgewiesen werden, 

muss jedoch in Betracht gezogen werden. In Hepatoma-Zellen konnte eine 

Supprimierung der G6Pase-Aktivität durch TNF- via NFB-Induktion beobachtet 

werden [61]. Die Messung von IL-6 und TNF- sollte ebenfalls einen Fokus zukünftiger 

Studien darstellen, da diese Parameter bei dem hier beschriebenen Studienkollektiv 

fehlen. 
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5. LIMITIERUNGEN DER STUDIE 

Die Analyse von mRNA-Expression von Genen erlaubt immer nur eine Aussage 

über prätranskriptionelle Vorgänge, nicht aber über die tatsächliche Ableserate des 

entprechenden Gens oder aber über die Aktivität des Proteins. Auf Grund extrem 

kleiner Mengen an Lebergewebe der untersuchten  Patienten war es nicht möglich 

Proteinanalysen noch zusätzlich durchzuführen.  

Um Aussagen über eventuelle Hyperinsulinämie bei den Studienpatienten treffen 

zu können wäre ein Glukose-Toleranztest von Nöten gewesen, der hier nicht 

durchgeführt worden ist. Daraus resultierende Daten hätten es erlaubt Aussagen über 

auf in der Literatur bereits hingedeutete Zusammenhänge zwischen Insulin und 

G6Pase-Inhibierung treffen zu können. 

Auch die Messung von TNF- und IL-6 hätte noch weitere Rückschlüsse auf 

Einflüsse im Glukosestoffwechsel geben können, da diese beiden Faktoren an der 

Entstehung von NAFLD und NASH beteiligt sind und im Tiermodell einen Einfluss auf 

die G6Pase haben [29]. Leider stand hierfür nicht genügend Blut zur Verfügung. 
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6. ZUSAMMENFASSUNG 

Nicht-alkoholische Fettleber (NAFLD) und nicht-akoholische Steatohepatitis 

(NASH) als deren progressive Form sind häufig auftretende Fehlfunktionen der Leber. 

Es besteht ein starker Zusammenhang zum metabolischen Syndrom und vor allem die 

NASH birgt ein erhöhtes Risiko für progressive Fibrose, Zirrhose, ein Leberversagen 

oder die Entstehung eines hepatozellulären Karzinoms (HCC). In Hinblick auf mögliche 

pathogenetische Faktoren der Fettleber- oder NASH-Entstehung sind 73 Patienten mit 

histologisch nachgewiesener gesunder, verfetteter oder NASH-Leber mittels 

Leberbiopsie, Blut- und Urinanalysen untersucht worden. 

Anhand von real-time PCR wurde die mRNA-Expression der Gene 11-HSD1, 

H6PDH, HES-1, G6Pase, G6PT und 5-Reduktase untersucht. Im 24h-Urin der 

Studienpatienten sowie 60 gesunder Kontrollen wurden Kortisolmetaboliten mittels Gas 

chromatographischer Massenspektrometrie (GC-MS) gemessen. 

Die 11-HSD1, die in der Leber Kortison zu Kortisol aktiviert, scheint keine Rolle 

in der Entwicklung einer NAFLD oder in der Progression zur NASH zu spielen, zeigt 

aber eine enge Beziehung zu H6PDH, seinem Substratliferanten. Die fehlende 

Korrelation von 11-HSD1 zur Fettleber steht im Gegensatz zu im Mäusemodell 

erhobenen Daten [14]. 

Die hepatische 11-HSD1 mRNA-Expression wurde bei adipösen Patienten 

erniedrigt vorgefunden und stützt bereits vorhandene Daten, dass adipöse Patienten 

oral eingenommenes Kortison schlechter aktivieren als schlanke Individuen [48-50]. Die 

aus dem Quotienten THF+5-THF/THE errechnete Gesamtaktivität der 11-HSD 

jedoch, zeigte keinen Zusammenhang mit Adipositas, NAFLD oder NASH. Da dies aber 

die Gesamtaktivität beider 11-HSD-Enzyme Typ 1 und 2 gleichzeitig aufzeigt, kann es 

nicht in direkten Zusammenhang mit einer ausschließlichen 11-HSD1-Aktivität 

gebracht werden. 

Die hepatische mRNA-Expression von HES-1 steht in keiner Korrelation zum 

Leberfettgehalt, jedoch aber zum Hüft-Taillen-Index, zu Cholesterin und zu LDL. Da die 

hier untersuchten Fettlebern auch keinen Zusammenhang mit lokal erhöhten 

Glukokortikoiden zu haben scheinen (mRNA-Expression von 11-HSD1 in der Leber 

war nicht erhöht), steht dies nicht im Gegensatz zu bereits bekannten Daten aus 
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Studien, die eine Fettleberentstehung durch Stimulation der hepatischen GR mit 

konsekutiver HES-1 Minderexpression beschreiben [25]. 

Obwohl die Urinanalyse hier untersuchter Patienten eine erhöhte 5-

Reduktaseaktivität bei gesunden Männern, sowie bei weiblicher NAFLD und NASH 

aufzeigt, spiegeln sich diese Funde nicht auf Transkriptionsebene in einer erhöhten 

hepatische mRNA-Exprimierung von 5-Reduktase in der Leber wieder. Eine Erklärung 

wäre eine erhöhte 5-Reduktase-Aktivität im extrahepatischen Gewebe. 

In Patienten mit histologisch nachgewiesener NAFLD konnte eine signifikante 

Erniedrigung der hepatischen mRNA-Expression von G6Pase und G6PT aufgezeigt 

werden. Dies könnte sowohl Ursache als auch Grund für die Fettakkumulation in der 

Leber sein und muss in weiteren Studien untersucht werden. 
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