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2 Zusammenfassung / Summary

Die Stoffwechsel-bedingte steatotische Lebererkrankung (metabolic dysfunction-associated steatotic liver
disease, MASLD, friiher NAFLD) wird als hepatische Manifestation des Metabolischen Syndroms angesehen
und ist inzwischen die haufigste Ursache fir Leberfunktionsstérungen weltweit. Die Erkrankung umfasst
sowohl die benigne hepatische Steatose (Fettleber) als auch die progressive Form der Steatohepatitis
(metabolic dysfunction associated steatohepatitis, MASH), bei der die Steatose von Entziindung und Fibrose
begleitet ist. Die Ausbildung einer MASH erhéht das Risiko, irreversible Leberzirrhose und ein hepatozellulares
Karzinom (HCC) zu entwickeln. Nahrungsbestandteile wie Cholesterol und Fett-reiche Diaten werden als
mogliche Faktoren diskutiert, die den Ubergang einer einfachen Fettleber zur schweren Verlaufsform der
Steatohepatitis begiinstigen. Fettleibigkeit, unter der weltweit 40% der Bevdlkerung leiden, wird von
Insulinresistenz und einer niedrig-gradigen chronischen Entzindung des Fettgewebes begleitet. Neben
Endotoxinen aus dem Darm gelangen demnach auch Entzindungsmediatoren aus dem Fettgewebe zur Leber.
Als Folge werden residente Makrophagen der Leber (Kupfferzellen), aktiviert, die eine Entziindungsantwort
initiieren und weitere inflammatorische Mediatoren wie Cytokine, Chemokine und Prostanoide wie
Prostaglandin E2 (PGE-2) freisetzen. Im Rahmen dieses Projektes soll aufgeklart werden, welchen Beitrag
Lipidmediatoren wie PGE2 an der Ausbildung von hepatischer Steatose, Entziindung und metabolischer
Dysregulation im Rahmen von Diat-induzierter MASH haben.

In primdren murinen Makrophagen und humanen Makrophagen-Zelllinien wurde ein komplexes
Zusammenspiel von PGE2 und anderen metabolischen und inflammatorischen Parametern nachgewiesen. So
steigerte neben Endotoxinen, Fettsduren und Cholesterol auch Insulin, das durch die kompensatorischen
Hyperinsulindmie bei Insulinresistenz erhéht ist, die Expression der PGE2-generierenden Enzyme sowie die
Bildung des Lipidmediators. PGEz wiederum induzierte die Bildung von Immunzell-rekrutierenden
Chemokinen und Cytokinen. Gleichzeitig hemmte es die Bildung des potenten pro-inflammatorischen Cytokins
Tumornekrosefaktor a (TNFa). Die Sensitivitat, mit der PGE:z die Bildung von TNFa unterdriicken konnten, war
in Makrophagen-Populationen, die bei der Immunzellinfiltration im Prozess der MASH-Entwicklung relevant
sind, hoher als in Kupfferzellen. Dies deutete auf eine anti-inflammatorische Funktion von PGE:2 bei der
Progression von MASLD hin. Um den Einfluss von PGE: in vivo zu untersuchen, wurde zunachst eine
Hochfett-Hochcholesterol-Diat etabliert, die die hepatische Bildung von PGE: verstarkte und MASH induzierte.
Sowohl die globale Deletion der mPGES1 als auch die Makrophagen-spezifische Deletion der COX2, den
beiden Schllisselenzymen der induzierten PGE2-Synthese, resultierte in einer starkeren Steatohepatitis,
Zellschadigung und systemischer Insulinresistenz in Mausen, die 20 Wochen mit der MASH-induzierenden
Diat gefuttert wurden im Vergleich zu Wildtyp-Kontrollen. Zusammenfassend bestatigen die Ergebnisse die
protektive Rolle von PGE: bei der Progression der MASH. Da unspezifische und spezifische COX-Inhibitoren
haufig bei der Behandlung von entziindungsbegleiteten Erkrankungen eingesetzt werden, kdnnte sich dies
negativ auf die Entwicklung der MASLD/MASH auswirken.

Metabolic dysfunction-associated steatotic liver disease (MASLD, formerly NAFLD) is defined as the hepatic
manifestation of metabolic syndrome and is now the most common cause of liver dysfunction worldwide. The
disease includes both benign hepatic steatosis (fatty liver) and the progressive form of metabolic dysfunction-
associated steatohepatitis (MASH), in which the steatosis is accompanied by inflammation and fibrosis. The
development of MASH increases the risk of developing irreversible liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma
(HCC). Dietary components such as cholesterol and high-fat diets are discussed as possible factors that favor
the transition from a simple fatty liver to the severe form of steatohepatitis. Obesity, which affects 40% of the
population worldwide, is accompanied by insulin resistance and low-grade chronic inflammation of the adipose
tissue. In addition to endotoxins from the intestine, inflammatory mediators from the adipose tissue also reach
the liver. As a result, resident macrophages of the liver (Kupffer cells) are activated, which initiate an
inflammatory response and release further inflammatory mediators such as cytokines, chemokines and
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prostanoids like prostaglandin E2 (PGE2). This project aims to elucidate the contribution of PGE: to the
development of hepatic steatosis, inflammation and metabolic dysregulation in the context of diet-induced
MASH.

In primary murine macrophages and human macrophage cell lines, a complex interaction of PGE:2 and other
metabolic and inflammatory parameters was demonstrated. In addition to endotoxins, fatty acids and
cholesterol, insulin, which is increased by compensatory hyperinsulinemia in insulin resistance, increased the
expression of PGE2-generating enzymes and the formation of PGE2. PGE: in turn induced the synthesis of
immune cell-recruiting chemokines and cytokines. At the same time, it inhibited the formation of the potent
pro-inflammatory cytokine tumor necrosis factor a (TNFa). The sensitivity with which PGE2 was able to
suppress the formation of TNFa was higher in macrophage populations relevant for immune cell infiltration in
the process of MASH development, than in Kupffer cells. This suggests an anti-inflammatory function of PGE:2
in the progression of MASLD. To investigate the influence of PGE: in vivo, a high-fat-high-cholesterol diet was
first established, which increased the hepatic formation of PGE2 and induced MASH in rodents. Both global
deletion of MPGES1 and macrophage-specific deletion of COX2, the two key enzymes of induced PGE:2
synthesis, resulted in more severe steatohepatitis, cell damage and systemic insulin resistance in mice fed the
MASH-inducing diet for 20 weeks compared to wild-type controls. In summary, the data suggest a protective
role of PGEz in the progression of MASH. Since non-specific and specific COX inhibitors are frequently used
in the treatment of inflammation-associated diseases, this could have a negative impact on the development
of MASLD/MASH.

3 Wissenschaftlicher Arbeits- und Ergebnisbericht

3.1. Ausgangsfragen und Zielsetzung des Projektes

Der alarmierende Anstieg von Ubergewicht und Fettleibigkeit entwickelt sich immer mehr zu einem globalen
gesundheitlichen Problem [1]. In Deutschland sind mehr als die Halfte der Erwachsenen Uibergewichtig (Body
Mass Index (BMI) > 25) oder sogar adipds (BMI > 30) eingestuft, wobei Manner mit 60,5 % mehr betroffen
sind als Frauen (46,6 %) [2]. Auch im Kindesalter setzt sich ein Anstieg der Pravalenz von Ubergewicht fort,
aktuell ist fast jedes sechste Kind lbergewichtig [3]. Die Ursachen sind vor allem auf einen ungesunden
Lebensstil mit hoher Kalorienaufnahme und wenig kdrperlicher Aktivitat zurickzufihren [4, 5]. Begleit- und
Folgeerkrankungen von Ubergewicht und Adipositas sind unter anderem die Stoffwechsel-bedingte
steatotische Lebererkrankung (MASLD), die Entwicklung des Metabolischen Syndroms, Typ-2-Diabetes,
Atherosklerose und anderen kardiovaskuldren Stérungen, die das Herzinfarkt- und Schlaganfall-Risiko
erhdhen [4, 6, 7]. Die Stoffwechsel-bedingte steatotische Lebererkrankung (metabolic dysfunction-associated
steatotic liver disease, MASLD), die bis vor kurzem auch als nicht-alkoholische Fettlebererkrankung (NAFLD)
bezeichnet wurde, stellt als hepatische Manifestation des Metabolischen Syndroms dar [8—-10]. MASLD gilt
inzwischen als weltweit haufigste Lebererkrankung, von der etwa 30% der Bevdlkerung betroffen sind [9-11].
MASLD umfasst verschiedene Stadien: Die einfache Verfettung (Steatose) der Leber ist reversibel, jedoch
entwickelt durchschnittlich jeder dritte Betroffene die schwere Verlaufsform der Steatohepatitis (metabolic
dysfunction-associated steatohepatitis, MASH), bei der die Steatose von einer Infiltration von Immunzellen
und Entziindungsprozessen begleitet ist [12, 13]. Die Progression zur MASH mit Fibrose erhéht das Risiko,
ein hepatozellulares Karzinom zu entwickeln und fihrt in bis zu 20 % der Falle zu irreversibler Leberzirrhose
und terminalem Organversagen [14-16]. Die Ursache der stoffwechselbedingten steatotischen
Lebererkrankung (MASLD) ist multifaktoriell [9, 15]. Neben Fettsaure-reichen Diaten ist auch der Einfluss eines
hohen Konsums von Fructose- haltigen Lebensmittels beschrieben [17, 18]. Unklar ist jedoch, welche Faktoren
und molekularen Mechanismen bei der Progression von einer einfachen Fettleber zur Steatohepatitis
verantwortlich sind.

Prostanoide wie Prostaglandin E2 (PGE-2) sind Signalsubstanzen, die durch inflammatorische Mediatoren und
Gewebeschadigung in Makrophagen-artigen Zellen vieler Gewebe gebildet werden. Sie erflllen wichtige
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regulatorische Funktionen im Immunsystem, der vaskuldren Homoostase, bei Nierenfunktion und
Knochenumbau, bei der Ausbildung des Fettgewebes sowie im Gastrointestinaltrakt, Reproduktions- und
neuroendokrinen System [19, 20]. Auch in der (Patho-) Physiologie der Leber spielen Prostanoide eine
dominierende Rolle, da sie zur Regulation und Modulation von Blutglucose-Homdostase, sinusoidalem
Blutfluss, transendothelialer Barrierefunktion sowie Fibrogenese, Regeneration und Akutphase-Antwort der
Leber beitragen [21, 22]. Die residenten Makrophagen der Leber, die Kupfferzellen, stellen den gréf3ten Pool
von Makrophagen im Organismus dar und bilden parallel zu anderen Entziindungsmediatoren vor allem das
Prostanoid Prostaglandin E2 (PGEz), das aufgrund seiner geringen Halbwertszeit vor allem auf parakrine und
autokrine Weise agiert [23—-25].

Die Synthese von PGE: erfolgt aus der Cazo-ungesattigten Fettsdure Arachidonsaure und kann daher
grundsatzlich durch die Quantitdt und Qualitat der Fettsauren der Nahrung beeinflusst werden [23, 26].
Arachidonsaure wird durch zunachst durch Cyclooxygenasen (COX) zu dem instabilen Zwischenprodukt
Prostaglandin Hz (PGH:) oxidiert [23, 27]. PGH: ist Substrat flr spezifische Prostaglandin-Synthasen und
reagiert durch die drei Isoformen der PGE-Synthasen (PGES) zu PGE: [28]. Wahrend die Isoform COX1 und
zwei Isoformen der PGES (cPGES und mPGES2) konstitutiv exprimiert werden und fir die basale
Verfluigbarkeit von PGE:2 verantwortlich sind, werden die Cyclooxygenase 2 (COX2) und die mikrosomale
PGE2-Synthase 1 (mMPGES1) durch pro-inflammatorische Stimuli induziert und daher fir die gesteigerte
Bildung von PGE: bei Entziindungsreaktionen verantwortlich [28-30]. PGE: kann dabei sowohl
Entzindungsprozesse verstarken als auch abschwéachen und Regenerationsprozesse initiieren [31, 32].
Eigene Daten und die anderer zeigen eine héher Expression von COX2 und mPGES1 in Lebern von
Patientinnen und Patienten mit MASH ([33, 34] und weitere eigenen unverdffentlichte Daten). Andererseits
wird die pharmakologische Hemmung der COX2 durch Langzeitgaben von nicht-steroidaler Antiphlogistika
(NSAIDs) oder selektiven COX2-Inhibitoren (Coxibs) zur Therapie von Lipid-Induzierter Insulinresistenz und
anderen chronisch entziindlichen Erkrankungen eingesetzt [35—-38], was durchaus kritisch zu bewerten ist, da
dies eine Beeintrachtigung der Bildung aller COX2-nachgeschalteter Prostanoide — unter anderem auch PGE:2
— zur Folge hat und die regulatorischen Funktionen der Lipidmediatoren im physiologischen und
pathophysiologischen Zustand beeintrachtigt.

Das grundsatzliche Ziel des Projektes ist es daher, den Beitrag von PGE: bei einer Diat-induzierten MASH zu
charakterisieren. Im ersten Projektantrag (HE7032/1-1) sollte daher zunachst eine Diat zur Induktion einer
Steatohepatitis (MASH) mit Adipositas und Insulinresistenz optimiert werden und diese dann in einen
Futterungsversuch mit Wildtyp- und mPGES1-defizienten M&usen eingesetzt werden, um die Rolle der
mPGES1-abhangigen Generierung von PGE:z in vivo zu verstehen. Parallele in vitro-Experimente mit isolierten
Kupfferzellen und Peritonealmakrophagen aus den transgenen Tieren verdeutlichten dabei den Einfluss von
PGE: bei autokrinen Regulations- und Kommunikationsprozessen. Im zweiten Projektantrag (HE7032/1-3) lag
der Fokus auf der Gewebe-spezifischen Deletion der COX2 in Hepatozyten und Makrophagen, da im ersten
Projektteil Limitationen durch die Verwendung eines Ganzkorper-Knockout-Modells verifiziert wurden. Daher
sollte eine Interventionsstudie mit entsprechenden Kontrollen und transgenen Mausen, deren COX2-
Expression in Hepatozyten, myeloiden Zellen (Makrophagen) und in beiden Zelltypen deletiert war, zur Diat-
induzierten Entwicklung einer MASH durchgefiihrt werden. Um die COX2-abhéangig regulierten Mechanismen
auf Zellebene nachzuweisen, erfolgten parallel zum Futterungsversuch umfangreiche in vitro-Studien mit
verschiedenen Makrophagen-Populationen und Hepatozyten aus den entsprechenden Genotypen. Aul3erdem
sollte gepriift werden, inwiefern sich die Zusammensetzung des Makrophagen-Pools innerhalb der Ausbildung
von Diat-induzierter NASH verandert, um Rickschlisse auf die Sensitivitat der Leber gegentber Prostanoiden
wie PGE:2 abzuschatzen.
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3.2 Beschreibung der projektspezifischen Ergebnisse und Erkenntnisse

3.2.1 Projektteil HE7032/1-1

Um die prazisen pathogenen Mechanismen der Progression von einer einfachen Fettleber zur progressiven
Steatohepatitis (MASH) zu untersuchen, sind entsprechend geeignete Tiermodelle notwendig. Viele der
aktuell verwendeten Nagermodelle entwickeln jedoch nicht alle klinischen, biochemischen und
morphologischen Parameter, durch die eine humane NASH im Metabolischen Syndrom charakterisiert ist [18,
39]. Genetisch adipése Modelle und die Futterung mit hauptsachlich Schmalz-basierten Hochfett-Diaten
verursachen Adipositas, Insulinresistenz und Steatose, jedoch konnten in den Lebern der Tiere meist keine
oder nur geringe Anzeichen von Entziindung und Fibrose nachgewiesen werden [39]. Andererseits entwickeln
Nager, die zur Induktion einer NASH mit einer Methionin-Cholin-defizienten Diat gefiittert werden, bereits nach
wenigen Wochen eine Lebersteatose mit Entzindung und Fibrose, jedoch sind diese Tiere weder
insulinresistent noch adip6s, sondern weisen oft sogar ein reduziertes Kérpergewicht auf [40]. Im Rahmen
dieses Projektes wurde zunachst eine Pilotstudie mit C57BL/6J-Mausen durchgefihrt, die fir 20 Wochen mit
einer Kontrolldiat, einer Sojadl-basierten Hochfettdiat (Sojadl hat einen hohen Anteil an n-6-ungesattigten
Fettsduren als Substrat der PGE2-Synthese) ohne und mit dem Zusatz von 0,75% Cholesterol sowie einer
Schmalz-basierten Hochfettdiat mit Fructose geflttert wurden. Die Ergebnisse sind unter Henkel et al. 2017
[41] publiziert. Wahrend wie erwartet die Schmalz-basierte Hochfettdiat zu Fettleibigkeit, Glucose-Intoleranz
und der Entwicklung einer Steatose fiihrte, blieben die Mause nach Fitterung einer Sojadl-basierten
Hochfettdiat schlank und zeigten kaum Lipideinlagerungen in der Leber. Uberraschenderweise fiihrte die
Fitterung der Wildtyp-Mause mit einer Sojadl-basierten Hochfettdiat in Kombination mit 0,75% Cholesterol zu
einer massiven Schadigung der Leber mit Steatose, Infiltration von Immunzellen und Entziindung sowie
beginnenden fibrotischen Veranderungen. Die diagnostizierte Steatohepatitis (MASH) wurde von Fettleibigkeit
und Glucose-Intoleranz begleitet und die Mause spiegelten somit einen ahnlichen Phanotyp wieder wie
Patientinnen und Patienten mit MASH im Metabolischen Syndrom [41].

Diese MASH-induzierende Diat wurde dann in einem Futterungsversuch mit transgenen Mausen mit einer
globalen mPGES1-Defizienz eingesetzt, um den Einfluss der mPGES1-vermittelten PGE2-Bildung zu
untersuchen. Diese Fitterungsinterventionsstudie wurde jedoch aufgrund der Ergebnisse der Pilotstudie um
zwei weitere Diadten erweitert, die die Rolle des Nahrungs-Cholesterols spezifizierter erklaren sollte. Neben
einer Standarddidt und der bereits beschriebenen Sojadl-basierten Hochfettdidt mit 0,75% Cholesterol
erhielten ein Teil der Mause beider Genotypen auch eine Standarddiat mit 0,75% Cholesterol oder eine
Schmalz-basierte Hochfettdiat mit 0,75% Cholesterol. Die Ergebnisse der Interventionsstudie sind unter
Henkel et al. 2018a [42] publiziert. Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass nur die Kombination von
Sojadl und Cholesterol zu einer exzessiven Akkumulation von Cholesterol in den Hepatozyten fuhrte.
Begleitende in vitro-Experimente in Hepatozyten (nur in Teilen publiziert) zeigten, dass dies auf die Hemmung
von spezifischen hepatischen Cholesterol-Transportern durch n-6-ungeséattigte Fettsduren zuriickzufiihren
war. Die Akkumulation von Cholesterol fuhrte zu mitochondrialer Schadigung, oxidativem Stress und
schlief3lich zur Apoptose der Hepatozyten und konnte daher als weiterer Schlisselfaktor in der Progression
zur Steatohepatitis bestatigt werden [42]. In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. André Kleinridders
wurde aulRerdem untersucht, inwieweit die Kombination von Fettsduren und Cholesterol einen Einfluss auf die
mitochondriale Funktion und den neuralen Metabolismus im Gehirn haben. Die unter Schell et al. 2020
publizierten Daten [43] zeigten unter anderem, dass zwar die Kombination von Sojadl und Cholesterol zu
geringen Stressreaktionen und leichten Veranderungen einzelner mitochondrialer Atmungskettenkomplexe im
Gehirn flhrte, jedoch vor allem die gesattigten Fettsduren in der Schmalz-basierten Hochfettdiat eine
mitochondriale Schadigung verursachten [43].

Wahrend die verschiedenen Cholesterol-haltigen Diaten wie unter [42] beschrieben in unterschiedlichem
Mafe zur Ausbildung von MASLD in Kontroll-Mausen beitrugen, entwickelten Mause mit globaler Deletion der
mPGES1 ebenfalls nur nach Fitterung der Sojadl- und Cholesterol-haltigen Diat einen veranderten Phanotyp,
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der sich jedoch von dem der Wildtyp-Kontrollen unterschied. Die Ergebnisse sind unter Henkel et al. 2018b
publiziert [33] und im Folgenden zusammengefasst: Die Deletion der mPGES1 reduzierte die durch die Sojadl-
basierte Hochfettdiat induzierte Bildung von PGE: in den Lebern der Mause. Wahrend der NAS (NASH Activity
Score) nicht verandert war, fuhrte die Futterung der MASH-induzierenden Diat in mPGES1-defizienten Tieren
zu einer signifikant starkeren Expression des potenten pro-inflammatorischen Cytokins TNFa im Vergleich zu
den genetischen Kontrollen, da die negative Ruckkopplungshemmung durch PGE:2 in den mPGES1-
defizienten Tieren gestort war. Nachgeschaltet waren auch anderen Cytokine wie IL-13, die sowohl durch
PGE: als auch durch TNFa reguliert werden kdnnen, erhdht, was entsprechend mechanistisch beschrieben
wurde [33]. Die verstarkte hepatische Bildung von TNFa in Lebern von mPGES1-defizienten Tieren im
Vergleich zu den entsprechenden Kontrollen verursachte in hdherem Ausmal eine Zellschadigung und
Apoptose der Hepatozyten. Die mPGES1-vermittelte Bildung von PGE: hatte daher eine schiitzende Wirkung
auf schadigende TNFa-abhangige Prozesse bei Diat-induzierter MASH [33].

Weitere Kooperationspartner im Projekt waren die Pathologin Prof. Dr. Korinna Jéhrens, die die pathologische
Beurteilung der immunhistologische Leberpraparate durchfiihrte; Prof. Dr. Tim Schulz, der Messkapazitat fir
die basale Untersuchung des Serums bereitstellte; sowie Prof. Dr. Thomas Siegfried Weiss, der RNA von
Leberproben von Patientinnen und Patienten mit Steatose und MASH sowie entsprechende Kontrollen zur
Verfligung stellte.

Parallel zum Tierversuch wurden in vitro-Studien mit primaren Hepatozyten und Kupfferzellen durchgefihrt,
um den Einfluss von PGE: bei der intrahepatischen Kommunikation zu bestatigen ([33] und nicht-publizierte
Daten). Wahrend Medieniiberstande aus Lipopolysaccharid (LPS)-aktivierten Kupfferzellen grundsatzlich die
Aktivierung der Insulinrezeptor-Signalkette negativ modulierte, war dies durch den Genotyp nicht beeinflusst.
AuBerdem war die LPS-abhangige Expression von TNFa und anderen Cytokinen und Chemokinen in Wildtyp-
und mPGES1-defizienten Kupfferzellen identisch, obwohl die parallele Inkubation mit exogenem PGE:2 zu
einer signifikanten Reduktion der LPS-induzierten Expression fiihrte. Weiterfiihrende Analysen zeigten, dass
die LPS-vermittelte Bildung von PGE2 in mPGES1-defizienten Kupfferzellen immer noch sehr hoch war und
nur zu 20% reduziert im Vergleich zum Wildtyp, obwohl keine veranderten Expressionsmuster der anderen
PGE-Synthase nachgewiesen werden konnten. Dosis-Wirkungskurven zeigten jedoch, dass Kupfferzellen im
Vergleich zu anderen Makrophagen-Populationen wie Peritonealmakrophagen eine deutliche geringere
Sensitivitat fir die PGE2-vermittelte Hemmung der TNFa-Expression durch LPS hatten und stellen damit
moglicherweise nicht die Makrophagen-Population dar, Gber die PGE2 die MASH-Entwicklung reguliert [33].
Diese unerwarteten Ergebnisse beeinflussten den weiteren Projektverlauf insofern, dass zunachst Peritoneal-
makrophagen, die auch im Rahmen von MASH die Leber infiltrieren kénnen, hinsichtlich autokriner PGE-2-
abhangig regulierter Rickkopplungsschleifen charakterisiert wurden. Auflerdem wurden experimentelle
Bedingungen getestet, die die PGE2-Bildung in Kupfferzellen modulieren kénnen, ohne die Bildung anderer
Prostanoide mallgeblich zu beeinflussen. Dabei erwies sich die COX2 als beste Zielstruktur, da eine
Indomethacin-vermittelte Hemmung der COX2 die LPS-abhangige Bildung von PGE: vollstandig unterdriickte
(siehe Folgeantrag fur HE7032/1-3).

Zusammenfassend fuhrte das Projekt HE7032/1-1 zu folgenden wichtigen Erkenntnissen: (1) Nicht nur die
Quantitat, sondern auch die Qualitédt von Fettsduren und weiteren Nahrungslipiden wie Cholesterol kdnnten
einen mafgeblichen Einfluss auf Entstehung bzw. Progression der MASH haben. (2) mPGES1-abhangig
gebildetes PGE: schiitzte vor einer TNFa-basierten Schadigung bei Diat-induzierter MASH im Mausmodell.
Dies war vor allem auf die PGE2-vermittelte Hemmung der TNFa-Expression zuriickzufuhren. Im Rahmen des
Projektes HE7032/1-1 entstanden vier Originalpaper und ein Review-Artikel (siehe 4.1).

Aufgrund der erhobenen Daten war der Projektverlauf geringfligig verandert im Vergleich zum Antrag. Zum
einen wurde umfangreicher als urspriinglich geplant auf die Mechanismen der Leberschadigung durch
Cholesterol fokussiert. Zum anderen wurde der Umfang der Arbeitspakete zur mechanistischen Untersuchung
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der PGE:z-vermittelten Zell-Zell-Kommunikation in Co-Kulturmodellen reduziert, da nur eine geringe
Veranderung der PGE:2-Bildung in mPGES1-defitzienten Kupfferzellen nachgewiesen werden konnte.
Dementsprechend wurden weitere neue Experimente als Vorarbeiten fiur den Folgeantrag durchgefuhrt.
AuRerdem sind zeitliche Aspekte zu nennen, da die beantragte Projektlaufzeit von drei Jahren bei der
Projektgenehmigung auf zwei Jahre gekirzt wurde.

3.2.2 Projektteil HE70/32/1-3

Im Fokus des zweiten Projektes stand die Analyse der Bedeutung des Cyclooxygenase 2 (COX2) als zweites
wichtiges Enzym, das im Rahmen von Entziindungsreaktionen induziert wird und maf3geblich zur Synthese
von PGE:2 in der Leber beitragt. Zunachst wurden verschiedenen transgene Mauslinien geziichtet und
entsprechend verpaart, um die Zell- bzw. Gewebe-spezifische Deletion zu erméglichen und Limitationen durch
globale Knockout-Modelle zu vermeiden: COX2W-Mause [44] wurden zunachst auf einen C57BL/6JRj-
Hintergrund zurlckgezlchtet und anschlieRend mit Mausen verpaart, die die Cre-Recombinase unter
Kontrolle des Albumin-Promoters [45] oder im Genlocus von Lysozym M (LysM) [46] exprimierten bzw. deren
Kombination. So entstanden transgene Linien mit Hepatozyten-spezifischer COX2-Defizienz (COX24HC),
Makrophagen-spezifischer COX2-Defizienz (COX22Me) und COX2-Defizienz in Hepatozyten und Makro-
phagen (COX22HCAMe) ' Als Kontrollen wurden neben den gefloxten Cre-negativen Geschwistertieren (COX2%f)
auch Mause verwendet, die nur die LysM-abhangige Cre-Rekombinase aufwiesen (COX2**LysM-Cre*"), da
in dieser Linie die heterozygote Cre-Expression gleichzeitig eine (heterozygote) Deletion von LysM bedeutete.

Wahrend alle Tiere, die die MASH-induzierende Diat fir insgesamt 20 Wochen erhielten, bereits nach wenigen
Wochen ein hdheres Korpergewicht aufwiesen als die Standarddiat (STD)-gefiitterten Geschwistertiere, war
die Gewichtszunahme in Mausen mit der Makrophagen-spezifischen Deletion der COX2 (COX22Me ynd
COX24aHCAMe) signifikant hoher als in den anderen Genotypen. Dies war nur zum Teil auf eine hohere
Fettmasse zurlickzuflihren, jedoch vor allem auf ein stark erhéhtes Lebergewicht. Im Einklang dazu war der
HOMA-IR-Index als Parameter fiir Glucose-Intoleranz und Insulinresistenz in den transgenen Mauslinien mit
Makrophagen-spezifischer COX2-Defizienz signifikant héher als in den anderen transgenen Linien nach
Fatterung der MASH-induzierenden Diat. Sowohl die Menge der Lipide im Serum als auch der histologische
Befund zur Diagnose der MASH durch den NAS, die wie auch im Projekt HE7032/1-1 in Kooperation mit Prof.
Dr. Tim Schulz und Prof. Dr. Korinna JOhrens gemessen wurden, waren zwar durch die Diat, jedoch nicht
durch die Genotypen verandert. Weiterfihrende Untersuchungen der Leber zeigten, dass steatotische
Veranderungen in Lebern mit COX2-Deletion in Makrophagen deutlich starker waren als in Leber mit COX2-
Deletion in Hepatozyten oder in den COX2-exprimierenden Kontrollen. Interessanterweise war die Diat-
induzierte Menge von Kollagenfasern und Expression von Fibrosemarkern in Lebern von Mausen mit COX2-
Defizienz in Hepatozyten (COX22HC) deutlich geringer als in allen anderen Genotypen, was auch auf eine Rolle
der COX2 bei fibrotischen Prozessen hinweist. Die MASH-vermittelte Entziindung wurden ebenfalls durch den
Genotyp verandert. In Lebern von COX22Me- ynd COX22HCAMe_Mausen konnten im histologischen Praparat
signifikant mehr F4/80-positive Zellen bzw. Flachenanteile nachgewiesen werden als in den Kontroll-
Genotypen nach Fitterung der MASH-induzierenden Diat. Eine erweiterte Analyse der histologischen
Praparate war durch die Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Jérg Mdiller mdglich, der entsprechend trainierte
neuronale Netzwerke zur Quantifizierung der Signale im mikroskopischen Bild einsetzte. Dies umfasste auch
die differenzierte Analyse von Lipidtropfen-Anzahl, -Gréf3e und -Verteilung und soll weiter optimiert werden.
Parallel war die Diat-induzierte Expression von entziindungsférdernden Parametern wie den Cytokinen TNFa,
IL-6 und Oncostatin M oder den Immunzell-rekrutierenden Chemokinen wie CXCL2 und CCL2 in Lebern von
Mausen mit COX2-Defizienz in Makrophagen tendenziell oder signifikant héher als in Lebern von Tieren mit
COX2-Defizienz in Hepatozyten oder den Kontroll-Tieren. Die Daten legen nahe, dass die Veranderung der
Entziindungsantwort auf die Aufhebung der PGE2-vermittelten Hemmung der TNFa-Bildung in Makrophagen
zurickzufuhren war, die durch die zellspezifische COX2-Defizienz entsprechend moduliert wurde.
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Uberraschenderweise konnte jedoch keine deutlich verminderte Diat-induzierte Bildung von PGE: in Lebern
von Mausen mit COX2-Deletion in Makrophagen nachgewiesen werden, sondern eher basal erhdhte
Konzentrationen des Prostaglandins, die jedoch Diat-abhangig nicht mehr gesteigert wurden. Neben der
etablierten Messung der hepatischen PGE2-Konzentrationen durch einen spezifischen ELISA wurden die
Proben zusatzlich mit prazisen analytischen Verfahren (UPLC-MS) durch den Kooperationspartner Prof. Dr.
Oliver Wertz untersucht, um das veranderte Spektrum der Prostanoide zu quantifizieren. Kurzgefasst konnte
die Lipidomics-Analyse und nachgeschaltete Principle Component Analysis (PCA) nur geringe Unterschiede
in der Metabolitenverteilung zwischen den Diaten nachweisen, deutete jedoch auf tendenzielle Veranderungen
in Lebern von COX22HCAMe_Mausen hin, die in der Projektnachbearbeitung weiter untersucht werden sollen.
Die Interventionsstudie zeigte auBerdem, dass die Aktivierung der Insulinrezeptor-Signalkette in den Lebern
der Mause nach Fitterung der MASH-induzierenden Diat gestort war, ohne jedoch Unterschiede zwischen
den Genotypen zu verifizieren. Zellulare Parameter wie die Expression der Komplexe der mitochondrialen
Atmungskette oder der Menge oxidierter Proteine wiesen jedoch auf eine signifikant starkere Diat-induzierte
Schadigung der Leber in Tieren mit Makrophagen-spezifischer COX2-Defizienz hin. Zusammenfassend zeigte
die Futterungsinterventionsstudie mit transgenen Mausen, dass eine COX2-Defizienz in Makrophagen die
Fettleibigkeit und vor allem die Entziindung und stressbedingte Schadigung der Leber bei Diat-induzierter
MASH verstarkte und verdeutlicht die protektive Rolle von COX2-vermittelt gebildeten Lipidmediatoren bei
steatotischen Lebererkrankungen. Ein Teil der Daten wurde bereits als Manuskript zusammengefasst
[Manuskript Anhang B] und zur Publikation eingereicht.

Neben der Leber wurde auch das weille Fettgewebe untersucht, da die Makrophagen-spezifische COX2-
Defizienz auch hier zur veranderten Prostanoid-Synthese beitragen kdnnte. Die bisherigen Daten aus dem
epididymalen Fettgewebe der Mause weisen lediglich auf eine Diat-abhangige Veranderung der Insulin-
sensititivitat, der Expression von Adipokinen sowie der Bildung von entziindungsférdernden Cytokinen und
Chemokinen hin, die jedoch in den verschiedenen transgenen Mauslinien nicht verandert ist. Im Gegensatz
dazu weisen vorlaufige Daten auf Diat- und Genotyp-abhéangige Veranderungen im Skelettmuskel hin: Die
Futterung mit der MASH-induzierende Diat resultierte in Mausen mit den Kontroll-Genotypen in einer Erhéhung
des Korpergewichts und der Fettmasse, wobei jedoch die Muskelmasse reduziert war im Vergleich zu STD-
gefutterten Mausen. Diese spezifische Veranderung der Korperzusammensetzung war in COX22HCAMe_
Mausen aufgehoben. Auch weibliche Geschwistertiere (COX2"M), die parallel mit der MASH-Diat gefittert
wurden, zeigten keine Diat-abhangige Reduktion der Muskelmasse. In histologischen Praparaten des
Musculus gastrocnemius der Mause wurde ein geringerer Durchmesser und eine geringere Flache sowie und
eine leicht veranderte Zusammensetzung der Muskelfasern in Mausen der Kontroll-Genotypen nach Futterung
der MASH-Diat im Vergleich zur STD detektiert, die jedoch nicht in COX22HCAMe_M3usen oder weiblichen
Kontrollmausen nachweisbar waren. Neben den histologischen Praparaten wurden auch Expressionsspiegel
von Atropiemarker und Myokinen gemessen, die jedoch keine Unterschiede zwischen den Genotypen zeigten.
Um dieses Phdnomen mechanistisch weiter aufzuklaren, werden im Rahmen der Projektnachbearbeitung
weitere Messungen erfolgen, u.a. zum Nachweis der Insulinsensitivitdt und mitochondrialen Biogenese im
Skelettmuskel sowie weitere relevante Parameter der Leber-Muskel-Achse. Auflerdem sollen die
Untersuchungen auf alle Genotypen ausgeweitet werden. Um den Organ-Crosstalk spezifischer zu
untersuchen und post mortem Hinweise fir sekundare Sarkopenie zu erhalten, wurde in einzelnen Tieren die
Aminosaure-Einbaurate im Musculus Quadriceps quantifiziert, indem den Tieren deuteriertes Phenylalanin
30 min vor der Organentnahme injiziert wurde. Die vorlaufigen Daten zeigen eine MASH-Diat-vermittelte
Reduktion der Einbaurate in mannlichen Mausen des Kontroll-Genotyps, die in weiblichen Geschwistertieren
noch deutlicher ausgepragt war. Die Messungen erfolgen in Kooperation mit Prof. Dr. Susanne Baldermann
und sollen zeitnah fortgesetzt und auf die anderen Genotypen ausgeweitet werden.

Parallel zur Futterungsinterventionsstudie erfolgten umfangreiche in vitro-Studien mit primar isolierten
Makrophagen-Populationen und Hepatozyten aus STD-gefltterten Mausen der verschiedenen Genotypen.
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Zunachst wurden aus Mausen der Kontroll-Genotypen primare Kupfferzellen (KC) als Modell fiir residente
Lebermakrophagen sowie Peritonealmakrophagen (PM) und Knochenmark-assoziierte Makrophagen (BMDM)
als Modell fir infiltrierende Makrophagen bei Steatohepatitis kultiviert und hinsichtlich ihres M1/M2-Profils vor
und nach der Aktivierung mit LPS charakterisiert. KC exprimierten vor allem Gene, die einer alternativen (M2)-
Polarisierung zuzuordnen sind, jedoch verursachte die Aktivierung mit LPS eine Veranderung der
Expressionsmuster in Richtung M1-Polarisierung. In Gegensatz dazu war das Expressionsprofil verschiedener
Stoffwechsel-assoziierter und Oberflachen-Marker von PM und BMDM bereits im nicht-aktivierten Zustand klar
in die pro-inflammatorisch aktivierte (M1)-Polarisierung einzuordnen. PM und BMDM reagierten starker
hinsichtlich einer Aktivierbarkeit zum pro-inflammatorischen Phanotyp und waren insgesamt deutlich
plastischer in ihrer Polarisierung als KC. Dies spiegelte sich auch in der Expression der PGE2-generierenden
Enzyme mPGES1 und vor allem COX2 wider. Wahrend KC bereits basal PGE:2 sezernierten und dies LPS-
vermittelt weiter steigerten (4,5 nM versus 20 nM PGE: im Zellkulturmedium), sind vor allem PM als potentiell
infiltrierende Makrophagen herauszustellen, die im Grundzustand zwar weniger PGE: als KC sezernierten, die
Sekretion jedoch nach LPS-Aktivierung auf ahnliche Konzentrationen wie KC steigerten. In allen drei
Makrophagen-Populationen hemmte exogenes PGE: Dosis-abhangig die LPS-induzierte Gen- und
Proteinexpression von TNFa. Jedoch reagierten KC nur bei vergleichsweise hohen Mengen von PGE: (ICso =
314 nM), wahrend BMDM und PM (ICso = 38,6 nM und 3,7 nM) deutlich sensitiver waren. Auch die Expression
anderer LPS-abhangig induzierter Cytokine und Chemokine wie IL-1, IL-6, IL-8 wurden in KC, PM und BMDM
unterschiedlich durch PGE:2 beeinflusst. Auf molekularer Ebene konnten durch die absolute Quantifikation der
vier EP-Rezeptor-Subtypen, Uber die PGE: intrazellular Signalketten aktiviert und moduliert, Differenzen
nachgewiesen werden, die durch die Desensitisierbarkeit des EP4-Rezeptors die unterschiedliche Sensitivitat
der drei Makrophagen-Populationen gegeniiber PGE2 zumindest teilweise erklaren.

Vergleichbare Experimente wurden auch in COX22Me-Mausen durchgefiihrt. Die Defizienz der COX2
resultierte nur in KC in einer leichten Induktion der COX1, wahrend in allen drei Zelltypen die Expression der
PGE- oder anderer Prostanoid-Synthase nicht kompensatorisch reguliert war. Dementsprechend war in den
Makrophagen-Populationen nur eine geringen basale, jedoch keine LPS-vermittelte Bildung von PGE:
nachzuweisen, was im klaren Unterschied zu den Ergebnissen in den mPGES1-defizienten Kupfferzellen
stand (siehe HE7032/1-1). Wie erwartet, war durch die fehlende PGE2-vermittelte Rickkopplungshemmung
die LPS-abhangige Expression des pro-inflammatorischen Cytokins TNFa signifikant gesteigert in COX2-
defizienten KC und PM im Vergleich zu den entsprechenden Wildtyp-Zellen. Dies war jedoch weniger stark in
BMDM ausgepragt. Andere TNFa-nachgeschaltete Cytokine verhielten sich ahnlich. Diese in vitro-Daten
kénnen daher in Teilen den Phanotyp der MASH-Diat gefitterten Mause mit COX2-Defizienz in Makrophagen
erklaren. Ein Teil der Daten wurde bereits als Manuskript zusammengefasst [Manuskript Anhang C] und zur
Publikation eingereicht.

Um die Relevanz der unterschiedlichen Sensitivitat der Makrophagen-Populationen gegentber PGEz im
Kontext der MASH-Pathogenese zu untersuchen, wurde eine weitere Futterungsinterventionsstudie
durchgefiihrt, bei der Kontroll-Mause (COX2%") fiir unterschiedliche Zeitraume mit einer STD- oder MASH-
induzierenden Diat gefuttert wurden. Wie an anderer Stelle beschrieben, konnte diese Studie pandemie-
bedingt erst deutlich spater starten als urspriinglich geplant, so dass zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht alle
Auswertungen abgeschlossen sind. Aus den Lebern der Tiere wurden Leukozyten isoliert und nach Farbung
mit spezifischen Fluorophor-gekoppelten Antikdrpern mittels Durchflusszytometrie analysiert. Diese
Messungen wurden bei der Kooperationspartnerin Dr. Linda Hammerich durchgefihrt, die auch bei der
Optimierung der Gating-Strategie unterstitzte. Die Makrophagen in den MASH-Lebern lieRen sich allgemein
als F4/80hghCD11bintermediate residente Kupfferzellen und F4/8Qintermediate G 11bhish infiltrierende, Monozyten-
abgeleitete Makrophagen identifizieren, deren Gesamtpool in Abhangigkeit der Fiitterungsdauer leicht anstieg.
Die Zusammensetzung des hepatischen Makrophagen-Pools verandert sich dabei jedoch stark im Verlauf der
Diat-induzierten Krankheitsprogression: der Anteil an Tim4*Clec4F* -Kupfferzellen sank, wohingegen der
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Anteil an Tim4-Clec4F- -Monozyten-abgeleiteten Makrophagen zunahm. Auflerdem konnte eine dritte
Makrophagen-Population der Tim4-Clec4F* -infiltrierenden, Monozyten-abgeleiteten Makrophagen mit
Kupfferzell-dhnlichem Phanotyp nachgewiesen werden. Dies wurde bereits in einer anderen Studie publiziert,
jedoch nur unter Anwendung einer Methionin-Cholin-defizienten Diat zur Induktion der MASH, bei der die Tiere
nur den hepatischen Phanotyp der MASH, jedoch keine weiteren Anzeichen der komplexen MASH wie
Adipositas und Glucose-Intoleranz entwickelten [47]. Die beiden infiltrierten Makrophagen-Populationen
wiesen einen dhnlichen Phanotyp auf wie PM und vor allem differenzierte BMDM, die wie beschrieben sehr
sensitiv auf PGE:2 als Signalmediator reagierten. Die Kultivierung und detaillierte Charakterisierung der
verschiedenen sortierten Makrophagen-Populationen in MASH-Lebern und denen aus STD-gefltterten
Mausen konnte aufgrund methodischer Probleme nicht wie urspriinglich geplant erfolgen bzw. die erhobenen
Daten waren aufgrund zu geringer Zellzahlen nicht auswertbar.

Die beschriebenen dynamischen Veranderungen der Makrophagen-Populationen bei MASH sind Teil des
eingereichten Manuskriptes [Manuskript Anhang C] und lassen die Schlussfolgerung zu, dass PGE: als
wichtiger Regulator der Entziindungsreaktion agiert, der vor allem TNFa-vermittelte pro-inflammatorische
Signalketten in infiltrierenden Makrophagen abschwacht. Eine Hemmung der PGE:2-Bildung in diesen
Makrophagen-Populationen, die sehr sensitiv auf das von aktivierten Kupfferzellen gebildete Prostanoid
reagieren, konnte die inflammatorische Last der Leber erhéhen und die Progression der MASH zur schweren
Verlaufsform férdern.

Weitere Erkenntnisse, die im Rahmen des Projektes generiert wurden, umfassen die LysM-Cre-transgene
Mauslinie, die nicht nur in dieser, sondern auch bei vielen anderen Studien zur Makrophagen-spezifischen
Deletion von Zielgenen verwendet wird, weil kaum Alternativen verfiigbar sind. Da der Genlocus der Cre-
Rekombinase im LysM-Gen liegt, fihrte die Expression der Cre-Rekombinase gleichzeitig zu einer Deletion
von LysM. Fir die Fltterungsstudie wurden daher nur Tiere mit einer heterozygoten Cre-Expression geziichtet
und nachgewiesen, dass die LysM-Expression nur geringfiigig vermindert war, aber durch die Cre-Expression
die COX2 in Makrophagen vollstandig deletiert wurde. Zusatzlich wurden als zweite Genotyp-Kontrolle COX2-
Wildtyptiere mit LysM-Cre-Expression (COX2** LysM-Cre*") verwendet. In vitro-Studien mit Makrophagen-
Populationen von homozygot-LysM-Cre exprimierenden Mausen (COX2%iLysM-Cre** oder COX2**LysM-
Cre*'*) zeigten, dass diese im Vergleich zu Wildtypen und den im Projekt verwendeten heterozygoten LysM-
Cre exprimierenden Mausen (COX21 oder COX2**LysM-Cre*") eine massive Stérung in der Entziindungs-
antwort aufwiesen und daher fiur Untersuchungen von chronischen Entziindungskrankheiten nur sehr
eingeschrankt verwendet werden sollten. Dies ist vor allem relevant, wenn als Kontrollen lediglich die gefloxte
Linie (") verwendet wird, was in vielen publizierten Studien der Fall ist. Die beschriebenen Daten sind bisher
nicht verdffentlich, sollen aber perspektivisch der Offentlichkeit zuganglich gemacht werden, um die
Einschrankungen bei der Verwendung dieses Modells transparent zu machen und Verzerrungen bei der
Auswertung und Interpretation entsprechender Studien zu vermeiden.

Zusammenfassend fuhrte das Projekt HE7032/1-3 zu folgenden wichtigen Erkenntnissen: (1) Die Deletion der
COX2 in Makrophagen fuhrte zu einer Progression von Diat-induzierter MASH im Mausmodell, die durch
erhodhte Steatose und Entziindung gekennzeichnet war. (2) Bei der Entwicklung der MASH im Mausmodell
erfolgten dynamische Veranderung der Makrophagen-Populationen. (3) Die Makrophagen-Populationen
unterschieden sich in ihrer Sensitivitat und Responsivitat gegentber Signalmediatoren wie PGE:2, wobei
infiltrierende Makrophagen sensitiver reagierten als Kupfferzellen. Insgesamt bestatigen die Ergebnisse eine
protektive Funktion von COX2-abhangig gebildeten Metaboliten wie PGE:2 bei Diat-induzierter MASH im
Mausmodell. Im Rahmen des Projektes HE7032/1-3 entstanden bisher zwei Originalpaper (eingereichte
Manuskripte, siehe Anhang B und C) und ein Review-Artikel (siehe 4.1).

Neben den bereits beschriebenen Veranderungen im Projektverlauf muss auf die massiven zeitlichen
Verzégerungen durch die Corona-Pandemie und damit verbundenen Einschrankungen und Personalausfallen,

Deutsche Forschungsgemeinschaft
Kennedyallee 40 - 53175 Bonn - Postanschrift: 53170 Bonn

Telefon: + 49 228 885-1 - Telefax: + 49 228 885-2777 - postmaster@dfg.de - www.dfg.de



DFG-Vordruck 3.06 — 01/23 Seite 11 von 15

sowie auf Projekt-interne Veranderungen der Personalstruktur und den eigenen Arbeitsplatzwechsel
hingewiesen werden (siehe 5.1). Die Isolierung von primaren Hepatozyten aus humanen Leberresektaten
konnte methodisch nicht erfolgreich optimiert werden und musste dann zum Beginn der Corona-Pandemie
abgebrochen werden. Einige Untersuchungen, z.B. die Experimente mit COX2-defizienten Hepatozyten und
die Aufarbeitung weiterer Organe aus den Fitterungsinterventionen konnten zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht
abgeschlossen werden. Neben den genannten Verzdgerungen ist dabei auch anzumerken, dass die
beantragte Projektlaufzeit von drei Jahren bei der Projektgenehmigung auf zwei Jahre gekirzt wurde.

3.3 Beschreibung des Umgangs mit im Projekt entstandenen Forschungsdaten sowie MaBnahmen zur
Wissenschaftskommunikation

Die erhobenen Forschungsdaten, die vor allem Messdaten und Laborwerte umfassen, wurden immer digital
erfasst und regelmafig durch die Projektmitarbeitenden und die Projektleiterin qualitativ geprift. Eine
Sicherung wahrend des Projektverlaufs erfolgte durch entsprechende Backup-Systeme sowie sichere geteilte
Speichermdglichkeiten, die auch gemeinsame Datennutzung und -bearbeitung ermdglichen (UP-Box der
Universitat Potsdam). Eine entsprechende Nachnutzung der erhobenen Daten ist ebenfalls gewahrt. Vor allem
die Daten aus den Mausinterventionsstudien sollen perspektivisch auch fiir die Nachnutzung durch andere zur
Verfligung gestellt werden. Das Forschungsdatenmanagement der Universitat Bayreuth stellt hierfir eine
entsprechende Infrastruktur zur Verfigung, die die Erfassung, Verarbeitung und Sicherung von
Forschungsdaten umfasst sowie die langfristige Speicherung nach Projektabschluss.

Das primare Ziel ist es jedoch, mdglichst alle erhobenen Daten im open access und peer reviewed
Fachzeitschriften zu publizieren und somit der Offentlichkeit zuganglich zu machen. Dazu zéhlen auch
Vortrage und Seminare im Rahmen von Fachkongressen und anderen wissenschaftlichen Veranstaltungen.
Ein Teil der Ergebnisse wurden auch bereits in Vorlesungen und Seminar der Projektleiterin integriert, um
Studierenden als wissenschaftlichen Nachwuchs fir diesen Themenkomplex zu begeistern und sie an
wissenschaftliches Arbeiten heranzufiihren.

3.4 Literaturverzeichnis
Das ausfuhrliche Literaturverzeichnis befindet sich im Anhang A zum Abschlussbericht.

4  Veroffentlichte Projektergebnisse
4.1 Publikationen mit wissenschaftlicher Qualitatssicherung

e Henkel J*, Coleman CD, Schraplau A, Johrens K, Weber D, Castro JP, Hugo M, Schulz TJ, Kramer
S, Schirmann A, Plischel GP (2017): Induction of steatohepatitis (NASH) with insulin resistance in
wildtype B6 mice by a western-type diet containing soybean oil and cholesterol. Mol Med. 2017 Mar
21;23. (doi: 10.2119/molmed.2016.00203, #)

e Puschel GP & Henkel J (2018): Cholesterol Dietary cholesterol does not break your heart but kills your
liver. Porto Biomed. J. 2018 Aug 3(1):e12. (doi: 10.1016/j.pbj.0000000000000012, #)

e Henkel J¥, Alfine E, Sain J, Jéhrens K, Weber D, Castro JP, Kénig J, Stuhimann C, Vahrenbrink M,
Jonas W, Kleinridders A, PlUschel GP (2018): Soybean Oil-Derived Poly-Unsaturated Fatty Acids
Enhance Liver Damage in NAFLD Induced by Dietary Cholesterol. Nutrients 2018 Sep 18;10(9). pii:
E1326 (doi: 10.3390/nu10091326, #)

e Henkel J*, Coleman CD, Schraplau A, Johrens K, Weiss TS, Jonas W, Schirmann A, Pischel GP
(2018): Augmented liver inflammation in a microsomal prostaglandin E synthase 1 (MPGES1)-
deficient diet-induced mouse NASH model. Sci Rep 2018 Oct 31;8(1):16127 (doi:10.1038/s41598-
018-34633-y, #)
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Kleinridders A* (2020): Interplay of dietary fatty acids and cholesterol impacts brain mitochondria and
insulin action. Nutrients. 2020 May 23;12(5):1518. (doi: 10.3390/nu12051518, #)

Pischel GP, Klauder J, Henkel J* (2022): Macrophages, Low-Grade Inflammation, Insulin Resistance
and Hyperinsulinemia: A Mutual Ambiguous Relationship in the Development of Metabolic Diseases.
J Clin Med. 2022 Jul 27;11(15):4358. (doi: 10.3390/jcm11154358, #)

Kuipers S, Vahrenbrink M, Dittrich S, Schjeide BM, Schadel P, Kénig A, Werz O, Miller J, JOhrens
K, Schulz T, Pischel GP, Henkel J* (2025): Cyclooxygenase-2 deletion in macrophages amplifies
diet-induced metabolic dysfunction-associated steatohepatitis in mice. Submitted in Cellular and
Molecular Gastroenterology and Hepatology, Anhang B.

Vahrenbrink M, Coleman CD, Kuipers S, Lurje I, Hammerich L, Kunkel D, Keye J, Dittrich S, Schjeide
BM, Pischel GP, Henkel J* (2025): Dynamic changes in macrophage populations and resulting
alterations in Prostaglandin E:z sensitivity in mice with diet-induced MASH. Submitted in Cell
Communication and Signaling, Anhang C.

* Corresponding author
# open access; Alle Veroffentlichungen erfolgen in open access Journalen.

4.2 Weitere Publikationen und 6ffentlich gemachte Ergebnisse
Kongressbeitrage mit DOI:

Henkel J, Lieske S, Camargo RG, Schanze N, Sauer |, Birkenfeld AL, Plschel GP: The vicious circle
of prostaglandin- and cytokine-dependent hepatic insulin resistance: a key role of prostaglandin E2. Z
Gastroenterol 2015; 53 - A1_49 (DOI: 10.1055/s-0034-1397090)

Henkel J, Coleman CD, Johrens K, Kuna M, Griner |, Pischel GP: Development of a new modified
western diet to induce NASH with obesity and insulin resistance in mice. Z Gastroenterol 2015; 53 -
A3_3 (DOI: 10.1055/s-0035-1568023)

Wieloch J, Lemme M, Henkel J, Pischel GP: Direct impact of fructose on hepatic lipid and glycogen
metabolism. Z Gastroenterol 2022; 60(01): e3-e4 (DOI: 10.1055/s-0041-1740655)

Vahrenbrink M, Kuipers S, Kuna M, Schjeide BM, Dittrich S, Plischel GP, Henkel-Oberlénder J:
Dynamic changes in macrophage populations in MASLD and its influence on prostaglandin E2-
mediated signaling. Z Gastroenterol 2025; 63(01): e39-e40 (DOI: 10.1055/s-0044-1801111)

Weitere (Kongress) Beitrage:

In den Jahren 2015 bis 2024 wurden jahrlich aktuelle Ergebnisse aus dem Projekt als Vortrags- oder
Posterbeitrag durch mich oder meine Doktorandinnen und Doktoranden im Rahmen der
wissenschaftlichen Tagung der Deutschen Gesellschaft fir Ernahrung (DGE) prasentiert

Ein Teil der Daten wurde bei 6ffentlichen Fachvortragen, z.B. bei Kolloquien und wissenschaftlichen
Seminaren prasentiert und diskutiert

4.3 Patente (angemeldete und erteilte)
Aus dem Projekt sind keine Patente hervorgegangen.
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