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1. Einleitung 
 

1.1 Prävalenz und Pathogenese der nicht-alkoholbedingten 

Fettlebererkrankung  

 

Definition und Prävalenz der nicht-alkoholbedingten Fettlebererkrankung  

Im Jahr 1980 wurde der Begriff der nicht-alkoholbedingten Fettlebererkrankung 

(engl.: non-alcoholic fatty liver disease = NAFLD) erstmals in einer Publikation 

von Ludwig et al. erwähnt [1]. Dieser Begriff wurde verwendet, um das 

Krankheitsbild der NAFLD mit verstärkter Triglyceridakkumulation und 

fibrotischen Einlagerungen bei nicht vorhandenem Alkoholkonsum zu 

charakterisieren. Bei einem Alkoholkonsum von weniger als 20 g pro Tag sind 

hierbei mehr als 5% der Hepatozyten von einer Ansammlung von Triglyceriden 

(TG) betroffen, wobei die Ursachen von Medikamenten, Alkoholabusus und 

Hepatitis C-Infektion ausschließbar sind [2, 3].  

Die nicht-alkoholbedingte Fettlebererkrankung gilt in Europa, wie auch in den 

USA und Kanada, als die häufigste chronische Lebererkrankung [4]. Etwa 25% 

der Bevölkerung der westlichen Industrienationen leiden an einer NAFLD, die 

Prävalenz steigt jährlich rapide an [5, 6]. Die NAFLD schließt eine Vielzahl an 

Leberveränderungen ein, beginnend von der einfachen, reversiblen Steatose zur 

Steatohepatitis und Fibrose, bis zur irreversiblen Zirrhose und in weiterer Folge 

bis hin zum Leberkarzinom [7, 8].  

In Abb. 1 ist das Spektrum der NAFLD zu sehen. 
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Progression einer NAFLD-Erkrankung 
modifiziert nach Cohen et al. [9]. Schematische Darstellung des Krankheitsverlaufs einer 
NAFLD. Histologische Schnitte zeigen die einzelnen Stadien der NAFLD. 
Fetteinlagerungen in Form von Triglyceridansammlungen im Zytoplasma der 
Hepatozyten kennzeichnen die Steatose, wobei eine Steatose, die zusammen mit 
Inflammationen auftritt, als NASH bezeichnet wird. Eine NASH kann sich wiederum zu 
einer Zirrhose weiterentwickeln. Das Risiko für die Ausbildung eines hepatozellulären 
Karzinoms ist bei Zirrhosepatienten deutlich gesteigert. Kollagenfasern sind blau 
eingefärbt.  
Abkürzungen: CV = Zentralvene, PT = Portalfeld, welches aus Arterie, Vene & 
Gallengang besteht 
 
 

Die Steatose ist gekennzeichnet durch Fetteinlagerungen in der Leber. Die 

Steatohepatitis (= nicht-alkoholbedingte Fettleberhepatitis = engl.: non-alcoholic 

steatohepatitis = NASH) ist eine weiterführende Differenzierung der NAFLD. Bei 

Normal 

Steatose 

NASH

 

Zirrhose 

Gesunde Leber 
einfache Steatose  

Zirrhose  Hepatozelluläres Karzinom 
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dieser reversiblen Form der Leberschädigung treten zusätzlich zur 

Fettansammlung in den Leberzellen, den so genannten Hepatozyten, auch noch 

inflammatorische Infiltrate auf. Etwa ein Fünftel bis ein Viertel der Patienten, 

welche an der einfachen Steatose leiden, entwickeln in Folge eine NASH [10, 

11]. Zusätzlich kann es zu einer Fibrotisierung der Leber kommen, welche deren 

Funktionen weiter einschränken kann [10]. Das letzte Stadium der chronischen 

Leberkrankheiten stellt die Leberzirrhose dar. Bei etwa 2-10% der Patienten tritt 

diese Art der irreversiblen Leberschädigung auf. Begleitet wird die Fibrotisierung 

der Leber auch noch durch eine Gewebsnekrose [11, 12]. Mit jedem Stadium 

steigt auch das Risiko, ein hepatozelluläres Karzinom zu entwickeln. Ca. 2% aller 

Zirrhosepatienten entwickeln in späterer Folge ein solches Karzinom [8, 13].  

 

Weltweit geht man von einer Prävalenz der nicht-alkoholbedingten 

Fettlebererkrankung von ca. 25% aus [2, 5]. Vor allem bei Kindern und 

Jugendlichen ist die Prävalenz, vorrangig auch in Kombination mit Adipositas und 

Insulinresistenz, sehr stark im Steigen [14-16].  

 

Für die Entstehung der NAFLD entscheidende Risikofaktoren stellen 

beispielsweise genetische Faktoren, jedoch auch Adipositas, Übergewicht, das 

metabolische Syndrom (MS), die Insulinresistenz, Typ 2 Diabetes mellitus, 

Dyslipidämie und Hypertonie dar. Die Ergebnisse diverser Studien sind abhängig 

von Geschlecht, Studienpopulationsgröße, ethnischen Gruppen und Religion. 

Auch mit zunehmendem Alter steigt das Risiko der Entstehung einer nicht-

alkoholbedingten Fettlebererkrankung [2, 17-19].  

Einzelne Risikofaktoren und Symptome für das metabolische Syndrom nehmen 

weltweit sehr rasant zu. Sie sind auch mit ausschlaggebend für die Verbreitung 

der NAFLD als hepatische Manifestation des MS [20, 21]. Außerdem steht der 

moderne westliche Ernährungsstil – reich an Kohlenhydraten, Fett und 

Cholesterin – sowie ein Mangel an Bewegung und gleichzeitig eine 

Überernährung in Verbindung mit der Manifestation der NAFLD [22].  
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Pathogenese der NAFLD  

 

Die Leber als zentrales Organ des gesamten Stoffwechsels ist unter anderem für 

die Verwertung von Nahrungsbestandteilen, die Produktion von 

Gerinnungsfaktoren, den Abbau und die Ausscheidung von 

Stoffwechselprodukten, Medikamenten und Giftstoffen, die Galleproduktion etc. 

verantwortlich. Auch der enterohepatische Kreislauf stellt eine sehr essenzielle 

Funktion der Leber dar. Da die Leber diese große Anzahl an Aufgaben erfüllen 

muss, kann der Lipidmetabolismus von einer Vielzahl an Ursachen beeinflusst 

werden [23].  

 

Die NAFLD wird charakterisiert durch einen erhöhten Zufluss freier Fettsäuren 

(FFS) und eine Akkumulation an Triglyceriden in der Leber. Dies führt zur 

reversiblen Steatose, ausgelöst durch Insulinresistenz und Übergewicht 

beziehungsweise Adipositas [24]. Bei der so genannten „de novo-

Lipogenese“, bei welcher neue Fettsäuren synthetisiert werden, wird 

überschüssige Energie in Leberfett umgewandelt. Die FFS gehen über die 

Blutbahn in die Leber, die Folge ist eine erhöhte Konzentration an Fettsäuren 

[25].  Dies wiederum führt zu chronischen Entzündungsreaktionen, wobei es zur 

Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen und oxidativem Stress kommt 

[23].  

Auch Adipokinen und Endotoxinen wird eine große Rolle in der Pathogenese der 

NAFLD zugeschrieben [26]. Die NAFLD geht mit einer erhöhten 

Darmpermeabilität einher, was wiederum einen erhöhten Übertritt von 

Endotoxinen ins portale Blut zur Folge hat [27]. Endotoxine sind in der Zellwand 

gramnegativer Bakterien vorkommende Lipopolysaccharide (= LPS). Bei der 

Zerstörung von Bakterien werden diese freigesetzt und wirken dadurch toxisch. 

Durch eine bakterielle Fehlbesiedelung des Dünndarms sowie einer erhöhten 

Darmpermeabilität werden vermehrt LPS in das Pfortaderblut transportiert, was 

wiederum mit einer erhöhten Freisetzung von Toll-like Rezeptor 4 (TLR-4) 

assoziiert ist [28]. Lipopolysaccharide binden an das Lipopolysaccharide-binding 

Protein (LBP) und in weiterer Folge an den TLR-4-assoziierten Cluster of 
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Differentiation 14. Dadurch werden Kupfferzellen, spezifische Makrophagen in 

der Leber, aktiviert [29]. Als Toll-like Rezeptoren werden eine Gruppe an 

Proteinen im angeborenen Nervensystem bezeichnet. Strukturen auf 

Krankheitserregern, so genannte pathogen-assoziierte molekulare Muster (engl. 

pathogen-associated molecular patterns = PAMPs), werden dadurch erkannt und 

in weiterer Folge Gene aktiviert. Dadurch wird die Aktivierung des erworbenen 

Immunsystems eingeleitet. Die Toll-like Rezeptoren machen eine 

Unterscheidung zwischen „körpereigen“ und „nicht körpereigen“ für das 

angeborene Immunsystem möglich. TLRs können Signalkaskaden in Zellen 

auslösen, welche in weiterer Folge die Abwehr der Krankheitserreger einleiten 

[30].  

 

Die Western-Style Diät (WSD), reich an Fett, Cholesterin und Fructose, kann zur 

Induktion einer NAFLD angewendet werden. Durch eine WSD kann es im Darm 

zu einer Reduzierung der Tight Junction Proteine, wie beispielsweise Occludin, 

kommen [31]. Tight Junction Proteine sind Membranproteine, welche eine 

Diffusionsbarriere für Moleküle im Zellzwischenraum bilden [32,33].  

 

 

Ursachen der NAFLD  

 

Vor allem bei Kindern und jungen Erwachsenen konnte ein Zusammenhang 

zwischen der westlichen Ernährung, welche reich an Fett, Cholesterin und 

Zucker ist, einem gleichzeitig auftretenden Bewegungsmangel und der NAFLD 

festgestellt werden [34]. Auffällig ist auch, dass Patienten, welche an einer 

NAFLD leiden, häufig einen sehr geringen Konsum an Milch- und 

Vollkornprodukten sowie an Gemüse vorweisen, jedoch sehr viel Fleisch, Fett 

und Süßigkeiten zu sich nehmen. Dies kann bei übermäßiger Aufnahme zu einer 

positiven Energiebilanz beitragen [35, 36].  

Die Fruktose, welche durch die Nahrung aufgenommen wird, wird von der Leber 

mit Hilfe der Glukosetransporter 2 aufgenommen, durch die Fructokinase zu 

Fructose-1-Phosphat phosphoryliert und danach in Dihydroxyacetonphosphat 
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(DHAP) und Glyceraldehyd umgewandelt, wofür die Aldolase zuständig ist. Des 

Weiteren entsteht Glyceraldehyd-3-Phosphat (Gly-3P) aus der DHAP, sowie 

auch durch Übertragung der Phosphatgruppen des Glyceraldehyds. Im weiteren 

Schritt wird Gly-3P in Acetyl-Coenzym A abgebaut. Dadurch geht Gly-3P in die 

Fettsäuresynthese, die sogenannte Lipogenese, ein [37].  Der Konsum von 

Fruktose, verglichen mit der gleichen Menge an aufgenommener Glukose, ist mit 

einer erhöhten Lipogenese assoziiert [38,39]. Dies ist vor allem bei Personen 

bemerkbar, welche an Übergewicht oder Adipositas leiden und sich zwei Wochen 

lang von gesüßten Getränken ernähren, welche große Mengen an Glukose 

beinhalten [39]. Eine Studie von Teff et al. aus dem Jahr 2004 bestätigte jedoch 

auch, dass die Plasmatriglyceridspiegel von Erwachsenen nach nur einem Tag 

fructose-gesüßter Getränke anstiegen  [40].  

In mehreren Studien, welche teilweise von  der Arbeitsgruppe von Frau Dr. 

Bergheim an der Universität Wien durchgeführt wurden, konnte man nachweisen, 

dass die durch Western-Style Diät induzierte hepatische Steatose, welche durch 

einen erhöhten Fructose- und Fettgehalt in der Nahrung zustande kommt, mit 

erhöhten Plasmaendotoxinspiegeln assoziiert ist und in weiterer Folge zu einer 

Induktion der TNF-α (Tumornekrosefaktor-α) Expression und NFκB-Aktivität 

(Nuclear-Factor kappa B-Aktivität)  führt [17,41,42]. Eine weitere Studie 

bestätigte, dass eine Western-Style Diät auch bei gesunden Personen zu einer 

Erhöhung des Plasmaendoxinspiegels von rund 71% führen kann [43]. Bei einem 

Versuch von Lieber et al. konnte durch die Fütterung einer WSD eine NASH mit 

den typischen Symptomen von Fettakkumulationen in den Hepatozyten, sowie 

auch Inflammationen, nachgewiesen werden [44].  

 

 

1.2 Behandlungsmöglichkeiten der NAFLD  

 

Es gibt zum heutigen Stand der Wissenschaft keine spezifischen 

Therapieansätze zur Behandlung einer nicht-alkoholischen Fettlebererkrankung 

[45]. Die genauen Mechanismen zur Entstehung und zum Fortschreiten der 
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Erkrankung sind noch nicht vollständig erforscht, weswegen die aktuelle 

Forschung umso mehr darum bemüht ist, Therapie- und 

Behandlungsmöglichkeiten für NAFLD-Patienten zu finden [46].  

Der erste und wichtigste Schritt bei der Behandlung einer nicht-alkoholischen 

Fettlebererkrankung ist eine Gewichtsabnahme mittels geeigneter Ernährung 

und sportlicher Aktivität, um die Verbesserung der Insulinresistenz zu erzielen. 

Auch die mit der NAFLD assoziierten metabolischen Erkrankungen und ihre 

Symptome, wie beispielsweise Diabetes, Hyperlipidämie oder das metabolische 

Syndrom, sollten behandelt werden, um einen Rückgang der Steatohepatitis zu 

bewirken [47].  

Da die Insulinresistenz eine wichtige Rolle bei der Pathogenese der NAFLD 

spielt, haben insulinresistente Personen einen gesteigerten Einstrom freier 

Fettsäuren in die Leber. In weiterer Folge beginnt die Aktivierung der Lipogenese 

in der Leber, wodurch die Entwicklung einer Steatose möglich wird [48].  Ein 

essenzielles Medikament bei der Behandlung von Diabetes stellt Metformin dar, 

indem es die periphere Insulinsensitivität bei Diabetikern verbessert. Dadurch 

kann auch eine Verbesserung der NAFLD erzielt werden.  

Auch die Aminosäure Arginin soll eine Wirkung auf sowohl die Prävention als 

auch die Therapie einer NAFLD haben. Eine Studie von Sellmann et al. aus dem 

Jahr 2017 bestätigt diese Annahme [42].  

 

 

1.2.1 Rolle von Arginin in der Prävention und Therapie der NAFLD  

 

Arginin (Arg) gehört zur Gruppe der proteinogenen Aminosäuren (AS), welche in 

einer großen Anzahl von Nahrungsmitteln enthalten sind. Zu diesen zählen 

beispielsweise Milchprodukte, Meeresfrüchte, Fisch, diverse Getreidearten sowie 

auch Hülsenfrüchte, Nüsse und Wassermelonen [49]. Für Menschen gilt die 

basische Aminosäure Arginin als semi-essenziell, da gesunde Personen Arginin 

mit proteinhaltigen Nahrungsmitteln aufnehmen und die Aminosäure im 

menschlichen Körper auch aus Glutamin durch Citrullin synthetisiert werden 
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kann. Allerdings sind die Mengen der Eigensynthese nicht ausreichend, um den 

Bedarf vollständig zu decken [50]. Für Säuglinge ist Arginin jedoch essenziell, da 

sie nicht in der Lage sind, es selbstständig zu synthetisieren oder zu produzieren 

[51]. Arginin kann im Harnstoffzyklus aus Aspartat, Ornithin und 

Carbamoylphosphat synthetisiert werden (siehe Abbildung 2) [52]. 

 

 

 

 
Abb. 2: Harnstoff-Zyklus modifiziert nach Bol et al.  [53]. Harnstoffsynthese und 
angrenzende Stoffwechselwege. Citrullin wird ATP-abhängig zu Argininosuccinat 
katalysiert, Argininosuccinat reagiert daraufhin unter Abspaltung von Fumarat zu Arginin. 
Im letzten Schritt katalysiert das Enzym Arginase die Reaktion von Arginin zu Ornithin, 
wobei unter Verbrauch von H2O Isoharnstoff entsteht, welcher mit Harnstoff im 
Gleichgewicht steht. 1: Carbam(o)ylphosphatsynthetase I, 2: Carbam(o)yl-phosphatase 
II (= N-Acetyl-glutamat-synthetase), 3: Ornithin-Transcarbam(o)ylase, 4: 
Argininsuccinatsynthetase, 5: Argininsuccinatylase, 6: Arginase, 7: Ornithin-δ-
Aminotransferase.  

  

Stickstoffmonoxid (NO) wird während des Prozesses der Umwandlung im Zuge 

der Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) gebildet und ist wichtig bei 

Entzündungsprozessen. Ornithin wird durch Arginase, ein Enzym, welches den 

letzten Schritt des Harnstoffzyklus katalysiert, gebildet und ist Vorprodukt von 
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Prolin, einer nicht-essenziellen sekundären AS. Diese wiederum ist an den 

Vorgängen der Zellproliferation und Wundheilung beteiligt [54].  

Arginin, welches aus der Nahrung aufgenommen wird, wird aktiv in den 

Enterozyten verstoffwechselt. Es ist beteiligt an diversen Funktionen im Darm, 

vermutlich sowohl unter Stress als auch bei Vorliegen von Entzündungen. Arginin 

kann bei Darmentzündungen den negativen Effekt minimieren [55]. Einige 

Studien weisen darauf hin, dass eine bakterielle Translokation durch eine orale 

Supplementation mit Arginin wieder ins Gleichgewicht gebracht werden kann [56, 

57]. Diese Effekte von Arginin sind zurückzuführen auf ihre Metabolite NO und 

Polyamine. In oben genannten Studien konnte eine Supplementation von Arginin 

einen Anstieg an Bakterien in Lymphknoten nach der Gabe eines 

Stickstoffmonoxid-Inhibitors erzielen. NO ist auch ein wichtiges intra- und 

interzelluläres Signalmolekül, welches in der Regulation verschiedener 

physiologischer und pathophysiologischer Mechanismen beteiligt ist [58].  

Polyamine sind fetthaltige Moleküle mit Aminogruppen. Vertreter davon sind 

unter anderem Putrescin, Spermidin und Spermin.  Sie können aus Ornithin 

durch das Enzym Ornithindecarboxylase synthetisiert werden. Im Gegensatz 

dazu kann Arginin durch Arginase zu Ornithin hergestellt werden. Studien haben 

ergeben, dass Polyamine für das Wachstum als auch die Wiederherstellung der 

gastrointestinalen Mukosa notwendig sind [59].  

Immer mehr Patienten, welche an Adipositas, Diabetes oder einer Kombination 

aus beiden Krankheiten leiden, bekommen als Folgeerscheinung auch eine 

nicht-alkoholische Fettlebererkrankung.  Oral aufgenommenes Arginin kann 

Entzündungsreaktionen und oxidativen Stress, welche bei einem hohen Konsum 

an Kohlenhydraten und Fett auftreten können, reduzieren [60]. Arginin agiert 

sowohl bei kranken als auch gesunden Personen als wichtige Aminosäure. Vor 

allem das kardiovaskuläre System profitiert davon. Patienten mit Risikofaktoren 

für Atherosklerose, wie beispielsweise Hypercholesterinämie, Hypertonie und 

Diabetes, wird deshalb eine orale Supplementation von Arginin empfohlen, da 

sich dadurch das Risiko, an Adipositas und Diabetes zu erkranken, verringern 

kann [60].  
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Eine Studie von Sellmann et al. aus dem Jahr 2007 untersuchte die 

Mechanismen von Arginin in der Prävention einer NAFLD im Mausmodell.  Die 

Ergebnisse dieser Studie zeigten einen positiven Effekt der Arginin-

Supplementation bezüglich der Inflammation und Steatose des Gewebes der mit 

WSD gefütterten Mäuse [42]. Auch in einer weiteren Studie, welche die 

Auswirkungen einer Supplementation von Arginin untersuchte, konnten positive 

Effekte verzeichnet werden [61]. 

Nicht nur in der Prävention der NAFLD konnten Erfolge mithilfe einer 

Supplementation von Arginin erreicht werden, auch in der Therapie wurden 

bereits positive Ergebnisse, beispielsweise in Verbindung mit Gallensäuren, 

nachgewiesen [62].  

Auch Butterworth et al. konnten einen positiven therapeutischen Effekt von 

Arginin bei bereits manifestierter nicht-alkoholischer Fettlebererkrankung 

verzeichnen [63].  

 

In einer Studie aus dem Jahr 1975 wurde Arginin als ein Konjugat der Cholsäure, 

einer Gallensäure, untersucht. Die Versuche zeigten in Tiermodellen gute 

Ergebnisse [64]. Diesem Beispiel folgten weitere Studien. Die Untersuchung von 

Arginin zur Behandlung von Lebererkrankungen, insbesondere der NAFLD, ist 

auch heute noch ein beliebtes Forschungsobjekt.  
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1.3   Fragestellung und Ziel der Arbeit  

Weltweit zählt die NAFLD inzwischen zu den häufigsten chronischen 

Lebererkrankungen [65]. In den westlichen Ländern liegt die Inzidenz bei 20-

30%, in Asien mittlerweile zwischen 5 und 18% [66].  Diabetes, Adipositas und 

das metabolische Syndrom zählen zu den Hauptrisikofaktoren für die 

Entwicklung einer nicht-alkoholbedingten Fettlebererkrankung [67].  

Vor allem der Konsum einer fett-, cholesterin- und fructosereichen Ernährung 

wird mit der Pathogenese der NAFLD in Zusammenhang gebracht [68]. 

Ergebnisse mehrerer Studien weisen darauf hin, dass sich Änderungen der 

intestinalen Mikrobiota negativ auf die Entstehung einer nicht-alkoholbedingten 

Fettlebererkrankung auswirken können [69]. Die NAFLD kann bei Patienten in 

jedem Alter auftreten, einige Studien lassen jedoch vermuten, dass die Prävalenz 

einer NAFLD mit zunehmendem Alter ansteigt [70].  

Epidemiologische Studien weisen darauf hin, dass die NAFLD bis 2020 in den 

USA die Hauptursache von Lebertransplantationen, Mortalität, sowie auch 

Morbidität in Hinsicht auf Lebererkrankungen sein wird [71]. Abgesehen von 

Gewichtsreduktion, Lebensstilveränderungen und gesteigerter körperlicher 

Aktivität sind die Therapiemöglichkeiten jedoch zum heutigen Stand der 

Wissenschaft begrenzt.  

Eine Studie der eigenen Arbeitsgruppe weist darauf hin, dass eine 

Supplementation mit Arginin das Risiko, an einer nicht-alkoholbedingten 

Fettlebererkrankung zu erkranken, verringern kann [42].   

 

Ausgehend von diesem Hintergrund liegt die zentrale Bedeutung der 

vorliegenden Arbeit in folgender Fragestellung:  

 

• Kann eine orale Supplementation von Arginin als Therapie bei einer nicht-

alkoholbedingten Fettlebererkrankung eingesetzt werden? 
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2. Material 
 

Versuchstierhaltung und Probenentnahme  

Weibliche C57BL/6J Mäuse    Janvier S.A.S., Le-Genest-Saint- 

Isle, Frankreich  

Experimentalfutter      Ssniff Spezialdiäten GmbH,

 Kontrolldiät (S0514-E770)    Soest 

 Western-Style Diät (S0514-E760)  

Pellettfutter, V1534-300     Ssniff Spezialdiäten GmbH, 

       Soest 

L-Arginin  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Steinheim 

Trinkflaschen     Tecniplast Deutschland GmbH,  

       Hohenpeißenberg  

Ketamin (C13H16ClNO)    BelaPharm GmbH, Fechta  

Xylazin (C12H16N2S)    Bayer AG, Leverkusen  

Käfige       Tecniplast Deutschland GmbH,  

       Hohenpeißenberg  

Natriumchlorid (NaCl) ≥ 99,9%   Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 

Kaliumchlorid (KCl)  ≥ 99,5%   Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 

Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4)  Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 

≥ 99%, wasserfrei 

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)  Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 

≥ 99%, wasserfrei  

Fragmin p Forte      PFIZER Pharma GmbH, Berlin 

Formaldehyd 37%ig    Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 

 

 

Gewebepräparation (Einbettung und Gewebeschnitte)  

Formalin (4%)      Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 

Ethanol (C2H6O) ≥ 99,8%, vergällt  Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe  

Roti-Histol       Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 
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Paraffin Paraplast®PlusTM    Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe  

Heizschrank für Paraffin  Memmert GmbH & Co KG, 

Schwabach 

Einbettschälchen, Cryomold Intermediate  Weckert Labortechnik, Kitzingen  

Einbettkassetten  Sanova Pharma GesmbH, Wien 

Filterpapier für Einbettkassette  Medite Medizintechnik GmbH, 

Burgdorf  

Streckbad GFR 1052  GFL Gesellschaft für 

Labortechnik mbH, Burgwedel  

Objektträger Superfrost® plus  Thermo Fisher Scientific Inc., 

Waltham, USA  

Wärmeschrank Hera Therm IGS100 Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA 

Einbettstation: Cryo Console, Dispensing  Microm International GmbH,  

Console, Thermal Console (AP 250) Walldorf  

Formalin 37%ig (PBS-gepuffert)    Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 

Ethanol (C2H6O) ≥ 99,8%, vergällt  Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 

Mikrotom Leica RM 2245  Leica Mikrosysteme CMS GmbH, 

Wetzlar  

  

  

Histologische und immunohistochemische Färbungen  

Allgemeine Materialien und Geräte für Färbungen: 

Digital Orbital Shaker    Benchmark Scientific, Waltham,  

       USA  

Entellan  VWR International GmbH, 

Darmstadt 

Deckgläschen  VWR International GmbH, 

Darmstadt 

Deckglas-Pinzette  Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 

Glasstab  Laborbestand  

Färbetrog Glas  Sanova Pharma GesmbH, Wien 
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Färbegestell Kunststoff  Medite GmbH, Burgdorf  

Färbeküvette Kunststoff  Laborbestand  

Färbebox Kunststoff (feuchte Kammer) Simport Scientific Inc., Saint-

Mathieu-de-Beloeil, Kanada 

 

 

Hämatoxylin & Eosin (H&E) – Färbung: 

Hämatoxylin Lösung, Gill No. 2 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Steinheim 

Eosin Y Lösung  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Steinheim 

Ethanol (C2H6O) ≥ 99,8%, vergällt Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 

Roti-Histol       Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 

 

 

Naphthol AS-D Chloroacetat Esterase – Färbung: 

Naphthol AS-D Chloroacetate Esterase Kit  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Steinheim 

Roti-Histol       Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 

Ethanol (C2H6O) ≥ 99,8%, vergällt  Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 

Aceton       Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe  

Formalin 37%ig     Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 

Wärmeschrank Hera Therm IGS100 Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA  

Hämatoxylin Lösung, Gill No. 2 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Steinheim  

wässriges Eindeckmedium  Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Steinheim 

 

 

Färbung von Makrophagen (F4/80): 

Roti-Histol       Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 
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Ethanol (C2H6O) ≥ 99,8%, vergällt Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 

Dako RealTM Peroxidase Block  DAKO Deutschland GmbH,  

 Hamburg 

Natriumchlorid (NaCl) ≥ 99,9%    Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 

Kaliumchlorid (KCl)  ≥ 99,5%   Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)  Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 

≥ 99%, wasserfrei  

Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4)  Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 

≥ 99%, wasserfrei 

Anti-F4/80 Antikörper (ab6640)  Abcam, Cambridge, United 

Kingdom 

Biotinylierter Sekundärantikörper (ab6733) Abcam, Cambridge, United 

Kingdom 

Dako RealTM Streptavidin – HRP  DAKO Deutschland GmbH,  

 Hamburg 

Dako RealTM Substrat + DAB  DAKO Deutschland GmbH,  

 Hamburg   

Albumin Fraktion V (BSA) > 98%  Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 

Hämatoxylin Lösung, Gill No. 2 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Steinheim 

PAP Pen GeneTex Inc, Irvine, USA  

 

 

Auswertung Färbungen: 

Mikroskop AXIO Lab.A1    Carl Zeiss Microscopy GmbH,  

       Göttingen 

Mikroskop Leica DM6 B    Leica Mikrosysteme CMS GmbH, 

       Wetzlar  

Kamera Leica DMC 4500    Leica Mikrosysteme CMS GmbH, 

       Wetzlar  

Leica Application Suite X  (LAS X)  Leica Mikrosysteme CMS GmbH, 

       Wetzlar  
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Triglyceridisolation nach FOLCH 

Natriumchlorid (NaCl) ≥ 99,9%   Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 

Kaliumchlorid (KCl)  ≥ 99,5%   Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)  Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 

≥ 99%, wasserfrei  

Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4)  Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 

≥ 99%, wasserfrei 

Aluminiumblock zum Kühlen  Laborbestand   

TRIGS – Triglycerid Kit (TR210) RANDOX Laboratories limited, 

Crumlin, United Kingdom  

Trichlormethan/Chloroform (CHCl3) ≥ 99,5% Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 

Methanol (CH4O) ≥ 99,9%    Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 

Concentrator plus (Vakuumzentrifuge) Eppendorf AG, Hamburg  

Ultraschallhomogenisator Sono Plus  Bandelin electronic GmbH, Berlin 

Ultraschallbad Sonorex Digitec Bandelin electronic GmbH, Berlin 

Homogenisator MICCRA D9  ART Prozess & Labortechnik 

GmbH, Müllheim-Hügelheim  

Albumin Fraktion V (BSA) > 98%  Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 

Mixing Block MB 102 Bioer Technology Co. Ltd.,  

 Hanghzou, China 

96-well Platte, durchsichtig  VWR International GmbH, 

Darmstadt 

Pufferwanne Kunststoff  Laborbestand  

Microplate Reader SpectraMax M3 Molecular Devices GmbH, 

Biberbach an der Riß 

 

 

Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford 

Dye Reagent Concentrate Bio-Rad Laboratories GmbH, 

München 

Albumin Fraktion V (BSA) > 98%  Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 
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96-well Platte, durchsichtig  VWR International GmbH, 

Darmstadt 

Pufferwanne Kunststoff  Laborbestand  

Microplate Reader SpectraMax M3 Molecular Devices GmbH, 

Biberbach an der Riß 

 

 

Allgemeine Verbrauchsmaterialien und Geräte  

Safe Seal Micro Tubes (0,5 ml; 1 ml; 2 ml) Sarstedt AG & Co., Nümbrecht  

Safe Seal Tubes für Blut/Plasma (0,5 ml  Sarstedt AG & Co., Nümbrecht  

und 1 ml, endotoxinfrei)  

Kolbenhubpipetten Research Plus (2,5 µl,  Eppendorf AG, Hamburg 

10 µl, 20 µl, 100 µl, 200 µl, 1000 µl, 5 ml)  

Pipettenständer      Eppendorf AG, Hamburg  

Kolbenhubpipettenspitzen    Sarstedt AG & Co., Nümbrecht  

Mehrkanalpipette Research Plus (150 µl; Eppendorf AG, Hamburg  

300 µl) 

Mehrkanalpipettenspitzen     Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

Schraubröhre/Falcon Tube (15 ml, 50 ml) Sarstedt AG & Co., Nümbrecht  

Zentrifuge Z 216 MK     Hermle Labortechnik GmbH,  

       Wehingen  

Vortexer REAX 2000 Heidolph GmbH & Co. KG, 

Schwabach  

Serologische Pipetten (5 ml; 10 ml; 25 ml)  Sarstedt AG & Co., Nümbrecht  

Pipettierball macro  BRAND GmbH & Co. KG, 

Wertheim 

Pipettierhilfe LEVO  DLAB Scientific Inc., Agoura 

Hills, USA  

Analysewaage RC 210S    Sartorius AG, Göttingen 

Flüssigstickstoffbehälter     KGW Isotherm GmbH, Karlsruhe  

Stickstoff, flüssig      Laborbestand  
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Flockeneisbereiter EF103    Scotsman Industries Inc., Vernon  

       Hills, USA   

Magnetheizrührer RSM 10HS  Phoenix Instrument GmbH, 

Grabsen 

ROTILABO® Economy-Magnetstäbchen Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 

Alufolie       Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 

Eppirack, versch. Größen     Laborbestand  

Wägeschälchen      Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 

Pinzetten, Rasierklingen     Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 

Handschuhe XCEED Nitril    STARLAB GmbH, Hamburg  

Stoppuhr       Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 

Labortücher KIMTECH Science    Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 

dest. H2O       Laborbestand  

pH-Meter Orion Star 420A    Orion Research Inc.,  

       Jacksonville, USA 

Laborstifte Micronova  VWR International GmbH, 

Darmstadt 

Papierhandtücher, Styroporboxen Laborbestand  

 

 

Software  

Microsoft Office 365 Microsoft Corporation, Redmond, 

USA 

GraphPad Prism 7.0 GraphPad Software Inc., La 

Jolla, USA 

SoftMax Pro 7 Software  Molecular Devices GmbH, 

Biberbach an der Riß  

Leica Application Suite X  (LAS X)  Leica Mikrosysteme CMS GmbH, 

       Wetzlar 
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3. Methoden 
 

3.1 Aufbau des Tierversuchs, Haltung 

 

Die für die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit verwendeten Proben wurden 

im Rahmen eines von der Deutschen Forschungsgemeinschaft geförderten 

Projektes von Mitarbeitern der Arbeitsgruppe aus der Friedrich-Schiller-

Universität Jena und der Universität Wien durchgeführt.  

Sämtliche Proben für diese Arbeit lagen bereits vor Beginn des Versuchs vor. 

Aus diesem Grund wird im Folgenden der Versuchsaufbau nur kurz dargestellt: 

Alle Tiere hatten während des gesamten Versuchs ad libitum Zugang zu Wasser. 

Nach einer Adaptationsphase an den Verzehr der Flüssigdiät wurden die Tiere 

zunächst für acht Wochen entweder mit einer flüssigen Kontrolldiät oder einer 

fett-, fructose- und cholesterinreichen Diät isokalorisch ernährt 

(Zusammensetzung der Nahrung siehe Anhang Tabelle 10). Nach acht Wochen, 

in denen jene Tiere mit der fett-, fructose- und cholesterinreichen Ernährung eine 

Steatose mit beginnender Entzündung entwickelten, erhielt ein Teil der Tiere für 

weitere fünf Wochen eine Kontrolldiät oder Western-Style Diät, die mit Arginin 

(2,49 g/kg Körpergewicht) angereichert war oder die unangereicherte Diät (siehe 

Tabelle  1). Am Ende des Versuchs, nach Woche 13, wurden den Tieren unter 

terminaler Narkose Blut- und Gewebeproben entnommen, um die 

weiterführenden Untersuchungen zu ermöglichen.  

 

Tabelle 1: Gruppeneinteilung der Versuchstiere  

Versuchsgruppe Tieranzahl pro 
Gruppe 

Fütterung und Behandlung 

Kontrolle (K)  8 Kontrolldiät flüssig  

Western-Style Diät (WSD) 8 WSD flüssig  

K + Arginin (Arg)  8 Kontrolldiät flüssig + 2,49 g/kg 

Körpergewicht Arginin 

WSD + Arg  8 WSD flüssig + 2,49 g/kg 

Körpergewicht Arginin 
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Abbildung 3: Schema des Versuchsaufbaus. Die Kontrollgruppe und die WSD-Gruppe 
bekamen eine standardisierte Flüssigdiät über die gesamte Versuchsdauer. Bei der WSD 
handelte es sich um eine fett-, fructose und cholesterinreiche Flüssigdiät. Die Kontrollgruppe + 
Arginin und die WSD-Gruppe + Arginin erhielt die letzten fünf Wochen eine Flüssigdiät, welche 
mit Arginin (2,49 g/kg Körpergewicht) angereichert war. Abkürzungen: WSD – Western-Style Diät 
 

 

3.2 Gewebepräparation  

 

Für die vorliegende Arbeit wurden histologische Schnitte angefertigt. Das 

Gewebe war hierfür zuvor wie folgt präpariert worden:  

 

Einbetten der Leber in Paraffin und Anfertigung histologischer Gewebeschnitte  

Zur Anfertigung von Gewebepräparaten wurden die entnommenen 

Gewebeproben in 4% PBS-gepuffertem Formalin (vgl. Anhang Lösung 3) fixiert 

und anschließend in Paraffin eingebettet. Dies ermöglichte die Anfertigung von 

Gewebeschnitten, um Färbungen durchführen zu können. Eine detaillierte 

Durchführung des Einbettverfahrens ist in Tabelle 2 dargestellt.  

 

 

 

 

 

 

Supplement = Arginin  
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Tabelle 2: Schritte der Paraffineinbettung  

Inkubationszeit  Behandlung 

≥ 48 h 4% PBS-gepuffertes Formalin* 

15 min  Spülen unter fließendem, kaltem Leitungswasser 

≥ 1 h  75% Ethanol  

≥ 1 h 85% Ethanol  

über Nacht  95% Ethanol  

≥ 3 h  100% Ethanol  

30 min  100% Ethanol + Roti-Histol (1:1)  

≥ 2 h  Roti-Histol 

30 min  Paraffin I (60°C)  

30 min Paraffin II (60°C) 

30 min Paraffin III (60°C) 

* Zusammensetzung vgl. Anhang Lösung 3 

 

Nach dreimaliger Inkubation in Paraffin für je 30 Minuten (min) wurden die Proben 

in Paraffinblöcke eingebettet und über Nacht gehärtet.  

Im Vorfeld der immunohistologischen Färbung wurden zunächst 4 µm dicke 

Gewebeschnitte mit Hilfe eines Mikrotoms angefertigt und diese Schnitte dann in 

weitere Folge auf einen Objektträger übertragen. Vor der weiteren Verwendung 

wurden die Schnitte für drei Tage in einem Wärmschrank bei 37°C getrocknet.  

 

 

3.3 Histologische Färbungen des Lebergewebes  

 

Hämatoxylin & Eosin (H&E)-Färbung  

Die Hämatoxylin & Eosin-Färbung ist ein häufig angewandtes Färbeverfahren in 

der Histologie, welche einen histologischen Überblick mittels Kontrastfärbung 

des Gewebes liefert. Die Zellkerne mit der darin enthaltenen DNA sowie das 

Plasma, welches reich an rauem endoplasmatischem Retikulum (ER) ist, werden 

bei der Färbung mit Hämatoxylin gefärbt. Hämatoxylin ist ein roter, natürlicher 



22 
 

Farbstoff. Um seine färbende Wirkung zu erzielen, ist eine Oxidation zu Hämatein 

notwendig [72].  

Die Eosinfärbung dient dazu, alle Zytoplasmateile, welche reich an glattem ER 

sind, sowie faserige extrazelluläre Komponenten, rosa bis rot zu färben. Eosin ist 

ein synthetischer saurer Farbstoff, der alle acidophilen, basischen Strukturen, vor 

allem Zellplasmaproteine, Mitochondrien, glattes ER, Kollagen, Erythrozyten und 

Keratin rot färbt. Die Zellkerne erscheinen aufgrund des niedrigen pH-Wertes der 

Färbelösung rotbraun. Die Senkung des pH-Wertes durch Leitungswasser führt 

zu einem Farbumschlag und somit zur Fixierung des Hämatoxylins. Dieses 

Phänomen ist auch unter dem Begriff „Bläuen“ bekannt, da der Farbton der 

Zellkerne von rotbraun in blauviolett wechselt [73].  

 

Vor Beginn der Färbung wurden die zuvor bei 37°C getrockneten Leberschnitte 

zunächst mit Roti-Histol entparaffiniert und über eine absteigende Ethanolreihe 

rehydriert (siehe Tabelle 3). 

 

 

Tabelle 3: Entparaffinierungs- und anschließende Rehydrierungsschritte 

bei der H&E-Färbung  

Inkubationszeit  Behandlung 

20 min  Roti-Histol  

10 min  100% Ethanol  

10 min 95% Ethanol  

10 min 85% Ethanol  

10 min 70% Ethanol  

10 min 30% Ethanol  

2 x 10 min dest. H2O  

 

Für die Färbung der Zellkerne wurden die Schnitte für 30 sec (Sekunden) in 

Hämatoxylin inkubiert und anschließend für 30 sec zum „Bläuen“ in 

Leitungswasser geschwenkt.  Dieser Vorgang wurde noch ein zweites Mal mit 
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frischem Leitungswasser wiederholt. Um die Hämatoxylin-Färbung abzustoppen 

wurden die Präparate kurz für ca. 1 min in destilliertem Wasser gespült. 

Im Anschluss daran folgte die Färbung mit Eosin. Dafür wurden die Objektträger 

mit den Leberschnitten zunächst dehydriert und dann die Eosinlösung mit einer 

Pipette für zirka ein bis zwei Sekunden aufgetragen (siehe Tabelle 4). 

 

Tabelle 4: Dehydrierung und Eosinfärbung  

Inkubationszeit  Behandlung 

10 min  75% Ethanol  

10 min  85% Ethanol  

1-2 sec  Eosin Y Lösung  

10-20 sec in 95% Ethanol spülen 

10-20 sec in 100% Ethanol spülen 

20 min  Roti-Histol  

 

Anschließend wurden die Präparate mit Alkohol und Roti-Histol inkubiert, 

wodurch das Wasser aus den Schnitten verdrängt wurde. Die Präparate wurden 

abschließend mittels Entellan und mit einem Deckgläschen möglichst 

luftblasenfrei eingedeckt und unter einem Abzug über Nacht getrocknet.  

 

Die Befundung der Leberhistologie wurde mit dem Mikroskop unter Anwendung 

des so genannten NAFLD-Activity Score (NAS) durchgeführt [74]. Zu diesem 

Zweck wurden von jedem Schnitt acht Bildausschnitte gewählt und der Grad der 

Steatose sowie der Inflammation wurde von Frau Prof. Dr. Bergheim 

semiquantitativ ausgewertet (siehe Tabelle 5).  

 

 

Tabelle 5: Semiquantitative Auswertung der Steatose nach dem NAS  

Grad der 
Steatose/Inflammation  

Fettanteil in 
Flächenprozent  

Inflammationen 
(Herde) pro 

Gesichtsfeld   

0 < 5%  Abwesend  

1 5% - 33%  < 2  
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2 34% - 66%  2 - 4  

3 > 66%  > 4 

 

 

Naphtol AS-D Chloroacetat Esterase-Färbung  

Die Napthol AS-D Chloroacetat Esterase-Färbung dient dem histologischen 

Nachweis von neutrophilen Granulozyten im Gewebe. Die Hydrolysierung von 

AS-D Chloroacetat erfolgt enzymatisch durch spezifische Esterasen, wobei 

Naphtolverbindungen frei werden. Diese binden an Diazoniumsalze, wodurch an 

Enzymaktivitätsstellen pinkfarbene Ablagerungen entstehen. Verläuft die 

Färbung erfolgreich, sind neutrophile Granulozyten im Anschluss durch 

pinkfarbene Ablagerungen im Zytoplasma mikroskopisch erkennbar. Die 

Zellkerne mit der darin enthaltenen DNA werden wie bei der H&E-Färbung durch 

Hämatoxylin kenntlich gemacht [75].  

 

Diese Färbung wurde nach den Angaben des Herstellers des Naphthol AS-D 

Chloroacetate Esterase Kits durchgeführt. Wie bereits oben angeführt wurden 

die Schnitte zunächst entparaffiniert und rehydriert (siehe Tabelle 6).  

Anschließend wurden die Präparate mit der CAF-Fixierlösung (siehe Anhang 

Lösung 5) für 30 Sekunden inkubiert. Die eigentliche Färbung mit der frisch 

hergestellten Färbelösung (siehe Anhang Lösung 6) wurde im Anschluss 

lichtgeschützt bei 37°C für 15 Minuten durchgeführt.  

 

Tabelle 6: Entparaffinierung, Rehydrierung, Fixierung und Färbung 

neutrophiler Granulozyten   

Inkubationszeit  Behandlung 

10 min Roti-Histol  

5 min 100% Ethanol 

5 min  95% Ethanol  

5 min 70% Ethanol 

 2 x 5 min dest. H2O  

30 sec  1- 4 Tropfen der CAF-Lösung** 
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60 sec  Spülen in dest. H2O 

15 min 1- 4 Tropfen Färbelösung *** 

2 min Spülen in dest. H2O  

** Zusammensetzung siehe Anhang Lösung 5 
*** Zusammensetzung siehe Anhang Lösung 6 
 

Anschließend wurden die Schnitte mit Hämatoxylin gegengefärbt. Der 

Färbevorgang wurde wiederum mit Leitungswasser und anschließend mit 

destilliertem Wasser gestoppt. Letztendlich wurden die fertig gefärbten Schnitte 

mit einem wässrigen Eindeckmedium eingedeckt und über Nacht getrocknet.    

 

Zur Auswertung der Färbung der neutrophilen Granulozyten wurden bei 200-

facher Vergrößerung mit Hilfe des Mikroskops pro Objektträger acht 

Bildausschnitte gewählt und davon repräsentative Bilder angefertigt. In jedem 

dieser Bilder wurde die Anzahl der neutrophilen Granulozyten ausgezählt. Am 

Ende wurde ein Mittelwert der Anzahl neutrophiler Granulozyten jeder Probe 

gebildet. 

 

 

Färbung von Makrophagen (F4/80)  

Makrophagen sind Leukozyten und dadurch Teil des Immunsystems. Kommen 

Makrophagen in Kontakt mit Infektionen, können sie, ähnlich den neutrophilen 

Granulozyten, in das betroffene Gewebe einwandern und körperfremde, sowie 

auch körpereigene Substanzen abbauen [76]. Makrophagen können in allen 

Organen vorkommen, in der Leber werden sie auch Kupffer-Sternzellen genannt. 

Makrophagen können körperfremde Proteine und Glykoproteine erkennen, aber 

auch gealterte, zerstörte sowie apoptotische körpereigene Zellen beseitigen [77]. 

Mithilfe der Färbung der F4/80-positiven Zellen werden in der Leber die 

Kupfferzellen als Gewebsmakrophagen dargestellt. Sie weisen eine starke 

braune Membranfärbung auf. Je mehr Lipopolysaccharide in der Zellwand von 

gramnegativen Bakterien vorhanden sind, desto mehr Botenstoffe werden 

freigesetzt. Dadurch erscheint die Braunfärbung der Membran stärker 

ausgeprägt [78].  
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Im ersten Schritt der Färbung von F4/80-positiven Zellen wurden die 

Leberschnitte entparaffiniert und rehydriert. Anschließend wurden die 

Objektträger mit einem Peroxidase-Block für 20 min in einer Färbebox inkubiert, 

bevor 1x PBS (siehe Anhang Lösung 2), sowie 5% BSA/PBS (siehe Anhang 

Lösung 8) aufgetragen wurde. Danach wurden die Schnitte mit Primär-AK 

(Primär-Antikörper) ab6640, Sekundär-AK ab6733, Streptavidin-HRP, Substrat + 

DAB, sowie auch erneut mit 1x PBS inkubiert (siehe Tabelle 7). Die Schnitte 

wurden vor den Behandlungen einmalig mit einem PAP Pen umrandet, um das 

Auslaufen der Flüssigkeiten zu verhindern.  

 

Tabelle 7: Schritte der Makrophagen-Färbung   

Inkubationszeit  Behandlung 

10 min Roti-Histol  

5 min 100% Ethanol 

5 min  95% Ethanol  

5 min 70% Ethanol 

 5 min dest. H2O  

20 min  Peroxidase-Block 

2 x 5 min  1x PBS 

25 min  5% BSA/PBS  

2 x 5 min  1x PBS 

1,5 h  Primär-AK Anti-F4/80  

3 x 5 min  1x PBS  

30 min Biotinylierter Sekundär-AK 

3 x 5 min 1x PBS  

20 min Streptavidin-HRP  

3 x 5 min 1x PBS  

1 min 10 sec Substrat + DAB  

 

Anschließend wurde mit Hämatoxylin gegengefärbt. Auch hier wurde der 

Färbevorgang mit Leitungswasser sowie mit destilliertem Wasser gestoppt. 

Danach wurden die Schnitte noch jeweils für ca. 10 sec in eine aufsteigende 
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Alkoholreihe (70%, 95% und 100%) und Roti-Histol gelegt, um das Wasser aus 

den Schnitten zu verdrängen. Letztendlich wurden die fertig gefärbten Schnitte 

noch mit Entellan sowie einem Deckgläschen eingedeckt und über Nacht zum 

Trocknen unter den Abzug gelegt. 

 

Zur Auswertung der Färbung der Makrophagen wurden bei 200-facher 

Vergrößerung mit Hilfe des Mikroskops pro Objektträger acht Bildausschnitte 

gewählt und davon repräsentative Bilder angefertigt. In jedem dieser Bilder wurde 

die Anzahl der Makrophagen gezählt und am Ende ein Mittelwert der 

Makrophagenanzahl jedes Objektträgers gebildet.   

 

 

3.4 Triglyceridisolation aus der Mausleber nach Folch 

 

Um die Triglyceridkonzentration in der Leber zu bestimmen, wurde die 

Triglyceridextraktion nach Folch et al. durchgeführt [79]. Dabei wird die 

Gewebeprobe mit Methanol und Chloroform behandelt, wodurch es zu einer 

Phasentrennung kommt, bei der die Lipide in der unteren Chloroformphase zu 

finden sind.  

Zunächst wurden von jeder Mausleberprobe ca. 70-80 mg tiefgefrorenes 

Lebergewebe in eiskaltem 2x PBS (vgl. Anhang Lösung 4) homogenisiert und im 

Anschluss daran zwei Mal mit dem Ultraschallhomogenisator für 20 sec mit einer 

Amplitude von 100% und 0,7 Zyklen behandelt. Die Proben wurden mit einem 

Vortexer gemischt und von jedem Homogenisat wurden 500 µl für die 

Triglyceridbestimmung entnommen. Der Rest des Homogenisates wurde für die 

Proteinbestimmung (siehe Kapitel 3.5 Messung der Proteinkonzentration nach 

Bradford) auf Eis gelegt.  

Die Proben für die Triglyceridbestimmung wurden auf 80°C erhitzt und verblieben 

dann für 5 min bei 80°C im Mixing Block. Danach wurden sie auf Raumtemperatur 

(= RT) abgekühlt. Nach Erreichen der RT wurde 250 µl Methanol zugesetzt und 

2x für 10 sec mit dem Vortexer durchgemischt bevor die Proben für drei Minuten 
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in ein Ultraschallbad gegeben wurden. Im nächsten Schritt wurden 500 µl 

Chloroform hinzugefügt, die Proben wieder gut durchgemischt und für 10 min in 

einem Ultraschallbad belassen, bevor sie für 2h inkubiert wurden. Die 

nachfolgende Zentrifugation wurde für 5 min bei 4°C durchgeführt. 200 µl der 

unteren Chloroformphase wurden abgenommen, indem man durch das beim 

Zentrifugieren entstandene Pellet stach und die untere Phase mittels Pipette 

abnahm. Diese 200 µl Chloroform wurden mittels Vakuumkonzentrator 

abgedampft. Im Anschluss daran wurden 200 µl 5% BSA (vgl. Anhang Lösung 7) 

zu den konzentrierten, abgedampften Proben hinzugefügt und danach für 10 min 

auf 55°C erhitzt.  Es folgten zwei weitere Ultraschallhomogenisationen für je 20 

sec mit einer Amplitude von 100% und 0,7 Zyklen bevor die Proben für 1h in den 

auf 55°C erhitzten Mixing Block gestellt wurden. Im letzten Schritt wurden sie 

über Nacht bei -80°C eingefroren.  

Am nächsten Tag wurden die Proben für 10 min auf 55°C erhitzt, wiederum zwei 

Mal mit dem Ultraschallhomogenisator für 20 sec mit einer Amplitude von 100% 

und 0,7 Zyklen behandelt und ein letztes Mal für 1h im 55°C warmen Mixing Block 

gehalten. Die Messung der TG erfolgte nach Angaben des Herstellers des TRIGS 

Triglycerid Kits wie folgt:  

Für die Pufferlösung wurden 15 ml des Puffers mit dem im Kit vorhandenen 

Enzymreagenz vermengt. Je 2 µl der Proben, des Blanks (5% BSA) sowie auch 

des Standards wurden in Dreifachbestimmung pro Well in einer durchsichtigen 

96-well Platte aufgetragen. Diese 2 µl wurden mit je 200 µl des Enzymreagenzes 

versetzt, im vorgeheizten Photometer bei 37°C für 10 min inkubiert und danach 

bei einer Wellenlänge von 500 nm gemessen. Die Proben, wie auch der Standard 

wurden vor dem Auftragen gut durchmischt. Die TG-Konzentration in der Leber 

wurde wie folgt berechnet und als Triglyceride [µg/mg Protein] angegeben:  

 

TG – Konzentration =  
(𝑷𝒓𝒐𝒃𝒆−𝑩𝒍𝒂𝒏𝒌) 

(𝑺𝒕𝒂𝒏𝒅𝒂𝒓𝒅−𝑩𝒍𝒂𝒏𝒌) ∙ 𝟏𝟗𝟓 
 

Standardkonzentration = 190 [mg/dl] 

Triglyceride [µg/mg] = TG – Konzentration / Proteinkonzentration 
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3.5 Messung der Proteinkonzentration nach Bradford  

 

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in den Proben, die zur Bestimmung 

des Triglyceridgehalts in der Leber verwendet wurden, wurde die 

Proteinnachweismethode nach Bradford herangezogen [80]. Hierbei verschiebt 

der Farbstoff Coomassie-Blau das Absorptionsmaximum von 465 nm nach        

595 nm, indem er mit basischen Aminosäuren reagiert und von der kationischen 

in die anionische Form übergeht [81].  Die Proteinkonzentration kann dann 

mithilfe einer Absorptionsmessung bei 595 nm im Vergleich zu einer 

Standardgeraden gemessen werden. Die Proteinstandardreihe (vgl. Tabelle 8) 

wurde dabei aus einer BSA-Stammlösung (100 ml BSA/ml Extraktionspuffer) und 

dem Extraktionspuffer hergestellt. Zur Herstellung des Extraktionspuffer wurden 

25 µl 2x PBS (vgl. Anhang Lösung 4) mit 975 µl destilliertem Wasser gemischt. 

Die Standardreihe sowie die 1:40 mit destilliertem Wasser verdünnten Proben 

wurden als Dreifachbestimmung mit 200 µl Farbreagenz versetzt. Dabei wurden 

je 5 µl der Probenverdünnung, sowie auch der Standardreihe pro Well einer 

durchsichtigen 96-well Platte aufgetragen. Das Farbreagenz wurde aus 8 ml 

destilliertem Wasser und 2ml Dye Reagent Concentrate hergestellt. Im 

Anschluss daran konnte die Absorption mithilfe eines Photometers bei einer 

Wellenlänge von 595 nm gemessen werden. Der Blank wurde anschließend von 

den Proben abgezogen, um die Proteinkonzentration ausrechnen zu können. 

Mithilfe der Standardreihe wurde eine Standardgerade erstellt. Somit erfolgte die 

Berechnung der Proteinkonzentration (in mg/ml) der Proben unter Einbeziehung 

des Verdünnungsfaktors.  

 

Tabelle 8: Standardverdünnungsreihe des Bradford-Assays 

 Protein 1:40 verdünnter 

Probenpuffer [µl] 

Konzentration 

[mg BSA/ml] 

A 2 µl Stammlösung  198 µl 1,0 

B 100 µl A 100 µl 0,5 

C 100 µl B  100 µl 0,25 

D 100 µl C  100 µl 0,125 
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E 100 µl D  100 µl 0,0625 

F  100 µl 0 

 

 

3.6 ALT- & AST-Bestimmung  

 

Die Bestimmung der Aktivität der ALT (= Alanin-Transferase) und AST                                 

(= Aspartat-Aminotransferase) im Plasma wurde in einem Routinelabor des 

Universitätsklinikums der Friedrich-Schiller-Universität in Jena durchgeführt.  

 

 

3.7 Statistische Auswertung  

 

Die statistische Auswertung der Ergebnisse aus den tierexperimentellen 

Untersuchungen sowie die grafische Darstellung der hier beschriebenen Daten 

erfolgte ausschließlich mittels GraphPad Prism 7.0.  

Die Ergebnisse der Gruppen werden als Mittelwerte (MW)                                                 

± Standardabweichung (SD) dargestellt. Mögliche Ausreißer wurden mithilfe des 

Grubbs-Tests eliminiert. Bei Normalverteilung, getestet mithilfe des Kolmogorov-

Smirnov Tests, sowie auch bei Varianzhomogenität, getestet mit einem Barlett-

Test und einem Brown-Forsythe-Test, wurde eine Varianzanalyse (Two-way 

ANOVA) mit anschließendem Post-hoc-Test nach Turkey herangezogen. Bei 

fehlender Varianzhomogenität wurden die Daten transformiert. Als signifikant 

wurden nur jene Unterschiede bezeichnet, bei welchen ein p-Wert von ≤ 0,05 

ermittelt wurde.  
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4. Ergebnisse 
 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Gewebeproben aus einem im Vorfeld der 

Arbeit von anderen Mitgliedern der Arbeitsgruppe durchgeführten Versuch 

verwendet.  

Zum besseren Verständnis der Ergebnisse wurden dafür neben den 

Messergebnissen, die im Rahmen der Arbeit erhoben wurden, auch Daten der 

Fütterung, wie beispielsweise die Nahrungsaufnahme und der Gewichtsverlauf, 

mit ausgewertet.   

 

 

4.1 Einfluss der oralen Gabe von L-Arginin auf die Nahrungsaufnahme und 

die hepatische Fetteinlagerung, sowie Parameter der Leberschädigung  

 

Die mittlere Nahrungsaufnahme der einzelnen Gruppen wird in Tabelle 9 

zusammengefasst.   

Um den Einfluss der Fütterung einer Western-Style Diät, sowie die orale 

Behandlung mit L-Arginin in den letzten fünf Wochen des Versuchs auf den 

Leberstatus beurteilen zu können, wurden bei der Probenentnahme sowohl das 

Körpergewicht als auch das Gewicht der Leber bestimmt, um daraus die Leber-

/Körpergewichts-Ratio (%) zu ermitteln. Weiterhin wurden die Aktivitäten der 

Aspartat-Aminotransferase (AST) und der Alanin-Aminotransferase (ALT) im 

Plasma des Pfortaderblutes aller vier Versuchsgruppen in einem Routinelabor 

gemessen (siehe Tabelle 9).  

 

Da die Tiere über den gesamten Versuchszeitraum innerhalb der Kontrollgruppe 

bzw. der WSD-Gruppe paargefüttert wurden, unterschied sich die 

Futteraufnahme zwischen verschiedenen Versuchstiergruppen nicht signifikant. 

Das Lebergewicht und die Leber-/Körpergewichts-Ratio waren bei den Western-

Style Diät- gefütterten Tieren, verglichen mit den Kontrolltieren, signifikant erhöht.  
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Das Körpergewicht, das sich zu Beginn des Versuchs nicht zwischen den 

Gruppen unterschied, war auch am Ende des Versuchszeitraums nicht signifikant 

unterschiedlich.  

Die Werte des Lebergewichts und der Leber-Körpergewichts-Ratio sind in beiden 

WSD-Gruppen signifikant höher als in den zwei Kontrollgruppen.  

 

Die Aktivität der ALT und AST im Plasma unterschied sich nicht signifikant 

zwischen den Gruppen, jedoch streuten die Werte deutlich innerhalb der 

Gruppen.  

 

 
Tabelle 9: Mittlere Nahrungsaufnahme, Start- und Endgewicht sowie 
Lebergewicht und weitere Parameter der Leberschädigung der 
Versuchstiere  

Diätgruppe 

 K K + Arg WSD WSD + Arg 

n 8 8 8 8 

Nahrungsaufnahme 

(kcal/Maus/Tag) 

 

9,0 ± 0,7 

 

9,2 ± 0,7 

 

9,2 ± 0,8 

 

9,2 ± 0,9 

Startgewicht (g) 17,9 ± 0,8 18,1 ± 0,3 18,0 ± 0,8 17,7 ± 0,4 

Endgewicht (g) 23,4 ± 2,8 25,1 ± 1,4 22,9 ± 0,5 23,0 ± 0,7 

absolute 

Gewichtszunahme 

(g)  

 

5,5 ± 2,1 

 

6,9 ± 1,3 

 

4,6 ± 0,9 

 

5,0 ± 1,1 

Lebergewicht (g)  1,1 ± 0,2 1,2 ± 0,1 1,5 ± 0,1a,b 1,5 ± 0,2a,b 

Leber-

/Körpergewichts-

Ratio (%)  

 

4,7 ± 0,2 

 

5 ± 0,2 

 

6,8 ± 0,3a,b 

 

6,7 ± 0,4a,b 

AST (U/L)  51,9 ± 14,7 63,3 ± 17,4 77,6 ± 17,4 58,1 ± 15,2 

ALT (U/L)  23,1 ± 11,2 29,6 ± 8,7 36,6 ± 6,5 27,0 ± 8,0 

a p < 0,05 im Vergleich zur K, b p < 0,05 im Vergleich zur K + Arg, Abkürzungen: K – Kontrolldiät, 
WSD – Western-Style Diät, Arg – Arginin, AST – Aspartat-Aminotransferase, ALT – Alanin-
Aminotransferase, die Ergebnisse sind als MW ± SD angegeben 
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4.2 Einfluss der Fütterung einer Western-Style Diät und oralen Gabe von 

Arginin auf die Triglyceridkonzentration in der Leber 

 

Um die Konzentration an Triglyceriden in der Leber bestimmen zu können, wurde 

die Triglyceridextraktion nach Folch et al. durchgeführt [79].  

 

Im Vergleich zur Kontrollgruppe und zur Kontrollgruppe + Arginin war die 

Triglyceridkonzentration bei der Gruppe mit Western-Style Diät, als auch bei der 

Western-Style Diät + Arginin-Gruppe signifikant höher (Abb. 4).   

Jedoch unterschieden sich weder die Kontrollgruppen noch die WSD-Gruppen 

innerhalb der Gruppen signifikant.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4: Einfluss der Fütterung einer Western-Style Diät und des Supplementes 
Arginin auf die Triglyceridkonzentration in der Leber (n=5-8); Statistische Auswertung der 
Anzahl der Triglyceridkonzentration, K = Kontrolldiät, WSD = Western-Style Diät, Arg = Arginin, 
TG = Triglyceride, ap<0,05 im Vergleich mit K, bp<0,05 im Vergleich mit K+Arg, die Ergebnisse 
sind als MW ± SD angegeben 

 

 

4.3 Einfluss der Fütterung einer Western-Style Diät und oralen Gabe von L-

Arginin auf die hepatische Fetteinlagerung  

 

Um den Grad der Leberschädigung beziehungsweise den therapeutischen Effekt 

der Behandlung mit Arginin auf die Leber zu erfassen, wurden histologische 
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Präparate der Leber mit Hämatoxylin und Eosin gefärbt und unter Verwendung 

des NAFLD-Activity Score (NAS) befundet [74]. 

Weder bei den Kontrolltieren noch bei den mit Kontrolldiät + Arginin gefütterten 

Tieren zeigte sich eine Verfettung oder Entzündung. Bei den WSD gefütterten 

Tieren fand sich eine deutlich höhere Fettakkumulation als bei den Kontrolltieren 

(p= 0,0014) (Abb. 5). Der Grad der Steatose war sowohl bei der Gruppe der 

WSD-Mäuse als auch der mit WSD + Arginin gefütterten Tiere signifikant höher 

als bei den Tieren der beiden Kontrollgruppen (Abb. 5). Der NAS war sowohl in 

der WSD- als auch in der WSD + Arginin-Gruppe signifikant höher als in der 

Kontrollgruppe. Zusätzlich dazu war der Score der mit WSD gefütterten Mäuse 

auch signifikant erhöht im Vergleich zur WSD + Arginin Gruppe und zur 

Kontrollgruppe, welche zusätzlich Arginin bekam (p=0,0009 bzw. p=0,00001). 

Außerdem unterschied sich die Art der Verfettung zwischen den Tieren, welche 

mit Western-Style Diät gefüttert wurden und jenen, die zusätzlich die Aminosäure 

Arginin aufnahmen. Bei den mit WSD gefütterten Tieren lag größtenteils eine 

makrovesikuläre Verfettung der Hepatozyen vor (Abb. 5A).  

 

A                       Kontrolle                                               Kontrolle + Arginin  
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                              WSD                                                       WSD + Arginin 

 

 

 

 

 

 

 

B           C 

 

 

 

 

 

 

 

                                D 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 5: Einfluss der Fütterung einer Western-Style Diät und des Supplementes 
Arginin auf die hepatische Fettakkumulation (n=6-8); A) Repräsentative Bilder der H&E-
Färbung in 200-facher Vergrößerung, B) Statistische Auswertung des Steatose-Grades der H&E-
Färbung, C) statistische Auswertung des Entzündungsgrades der Leber, D) statistische 
Auswertung des NAS, K = Kontrolldiät, WSD = Western-Style Diät, Arg = Arginin, a p<0,05 im 
Vergleich mit K, b p<0,05 im Vergleich mit K+Arg, d p<0,05 im Vergleich mit WSD+Arg, die 
Ergebnisse sind als MW ± SD angegeben 
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4.4 Einfluss der Fütterung einer Western-Style Diät und oralen Gabe von 

Arginin auf die Anzahl der neutrophilen Granulozyten in der Leber  

 

Für die Auszählung der neutrophilen Granulozyten wurden pro Objektträger acht 

unabhängige Bildausschnitte gewählt.  

 

Wie in Abb. 6 zu sehen, wiesen die mit einer Kontrolldiät + Arginin gefütterten 

Mäuse eine geringere Anzahl an Neutrophilen Granulozyten auf, als die Gruppe 

der mit Western-Style Diät und der mit WSD + Arginin gefütterten Mäuse . Sowohl 

in den Lebern der Kontrolltiere als auch jener Tiere, welche mit Kontrolldiät + 

Arginin gefüttert wurden, war die Zahl der Neutrophilen signifikant geringer als in 

der WSD-Gruppe. Die Anzahl der Neutrophilen in der Gruppe der mit WSD 

gefütterten Mäuse unterschied sich jedoch nicht signifikant von jenen Mäusen, 

welche mit einer WSD + Arginin gefüttert wurden.  

 

 

A                     Kontrolle                                              Kontrolle + Arginin  

 

                                

 

 

 

 

 

                             WSD                                                  WSD + Arginin 
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B 

  

Abbildung 6: Einfluss der Fütterung einer Western-Style Diät und des Supplementes 
Arginin auf die Zahl der Neutrophilen Granulozyen in der Leber (n=6-8); A) Repräsentative 
Bilder der Naphtol AS-D Chloroacetat Esterase-Färbung (Neutrophile Granulozyten-Färbung)  in 
200-facher Vergrößerung, B) Statistische Auswertung der Anzahl der Neutrophilen Granulozyten, 
K = Kontrolldiät, WSD = Western-Style Diät, Arg = Arginin, ap<0,05 im Vergleich mit K, bp<0,05 
im Vergleich mit K+Spl, die Ergebnisse sind als MW ± SD angegeben 

 

 

4.5 Einfluss der Fütterung einer Western-Style Diät und oralen Gabe von 

Arginin auf die Anzahl der F4/80-positiven Zellen in der Leber  

 

Um zu untersuchen, ob sich die Behandlung mit Arginin auf die Anzahl an F4/80-

positiven Zellen der Versuchstiere auswirkt, wurden die histologische Präparate 

der Leber mit einem spezifischen Antikörper gefärbt.  

Die Anzahl der F4/80 positiven Zellen in diesem Versuch zeigte einen 

signifikanten Unterschied zwischen der WSD-Gruppe und den beiden 

Kontrollgruppen, sowie auch der mit WSD + Arginin gefütterten Gruppe (Abb. 7).   

Die WSD + Arginin Gruppe unterschied sich nicht signifikant zu den beiden 

Kontrollgruppen.  
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A                      Kontrolle                                               Kontrolle + Arginin  

 

                                

 

 

 

 

             

WSD                                                    WSD + Arginin 

  

 

B  

 

Abbildung 7: Einfluss der Fütterung einer Western-Style Diät und des Supplementes 
Arginin auf die Anzahl der Makrophagen in der Leber (n=6-8); A) Repräsentative Bilder der 
Makrophagen-Färbung in 200-facher Vergrößerung, B) Statistische Auswertung der Anzahl der 
Makrophagenfärbung, K = Kontrolldiät, WSD = Western-Style Diät, Arg = Arginin, a p<0,05 im 
Vergleich mit K, b p<0,05 im Vergleich mit K+Arg, d p<0,05 im Vergleich mit WSD+Arg, die 
Ergebnisse sind als MW ± SD angegeben 
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5. Diskussion 
 

In den westlichen Industrieländern zählt die nicht-alkoholbedingte 

Fettlebererkrankung (NAFLD) zu den häufigsten chronischen 

Lebererkrankungen. Nicht nur bei Erwachsenen, sondern vor allem bei Kindern 

und Jugendlichen steigt die Prävalenz beachtlich an [14]. Noch ist nicht eindeutig 

geklärt, welche Mechanismen zur Pathogenese der NAFLD beitragen. 

Epidemiologische Studien lassen jedoch darauf schließen, dass neben Diabetes 

mellitus Typ 2, Bluthochdruck und Hyperlipidämien vor allem eine 

hyperkalorische Ernährungsweise, welche einen erhöhten Konsum an 

Kohlenhydraten und Fett, sowie einen Mangel an Bewegung mit sich bringt, 

Hauptrisikofaktoren an der Entstehung der nicht-alkoholbedingten 

Fettlebererkrankung darstellen [82]. Durch eine Beeinträchtigung des 

hepatischen Lipidmetabolismus sollte ein erhöhter Export der Lipide die Folge 

sein. Dies dient dem Ausgleich einer ansteigenden Triglyceridkonzentration in 

der Leber. Vorangegangene Ergebnisse mehrerer Studien zeigen jedoch, dass 

die untersuchten Versuchsmäuse, bei welchen durch eine mit Fructose 

angereicherten Diät eine NAFLD induziert wurde, signifikant mehr Triglyceride 

akkumulierten [4,83]. Auch Ter Horst et al. (2017) kamen in ihrer Studie zu dem 

Ergebnis, dass die Aufnahme von viel Fructose zu einer Erhöhung der 

Triglycerid-Konzentration beitragen kann [84]. Die Wirkungsweisen von Arginin 

bezüglich einer Therapie der NAFLD sind bis heute noch nicht vollständig geklärt. 

In früheren Untersuchungen konnten bereits teilweise Erfolge in Hinblick auf die 

präventiven Funktionen der Aminosäure auf die Entstehung einer NAFLD gezeigt 

werden [42,85]. Aus diesem Grund war es das Ziel dieser Arbeit, den 

therapeutischen Effekt einer Supplementation von Arginin auf die Entstehung der 

nicht-alkoholbedingten Fettlebererkrankung im Mausmodell zu untersuchen.  
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5.1 Einfluss der Aufnahme einer Western-Style Diät mit Supplementierung 

von Arginin auf die Leberhistologie, die Leberverfettung und klinisch-

chemische Parameter der Leberschädigung  

 

Bei dem im Rahmen der vorliegenden Arbeit gewählten Versuchsmodell wurden 

weibliche C57BL/6J Mäuse 13 Wochen lang mit einer Western-Style Diät oder 

einer Kontrolldiät gefüttert. In den letzten fünf Wochen des Versuchs bekam ein 

Teil der Mäuse zusätzlich Arginin mit der Nahrung verabreicht. Das Lebergewicht 

der WSD-gefütterten Mäuse zeigte, verglichen mit den Kontrolltieren, etwas 

erhöhte Werte auf. Auch die Leber-/ Körpergewichtsratio der WSD-Mäuse war im 

Vergleich zu den Kontrolltieren signifikant erhöht. Diese Parameter bestätigen 

die Entwicklung einer durch Western-Style Diät induzierten Hepatomegalie, 

welche auf eine Steatose hinweist. Ähnliche Ergebnisse zeigte eine Studie an 

Mäusen, welche ebenso eine WSD erhielten [86].  

Ein Anstieg der Aktivität der Leberenzyme Aspartat-Aminotransferase (AST) und 

Alanin-Aminotransferase (ALT) wird oftmals als Marker für die nicht-alkoholische 

Fettlebererkrankung angenommen [87]. Inzwischen wurden jedoch auch einige 

Humanstudien an übergewichtigen beziehungsweise adipösen Patienten 

durchgeführt, bei denen kein Aktivitätenanstieg oben genannter Enzyme 

nachgewiesen werden konnte [88,89]. Bei einer Studie mit Nagetieren, welche 

mit einer kalorienreichen und sehr zucker- und fetthaltigen Cafeteria-Diät, ähnlich 

der WSD, gefüttert wurden, nimmt die Aktivität der ALT ab, während die der AST 

unverändert bleibt [90]. Auch bei einer anderen Studie konnte nach einer 6-

wöchigen Gabe einer Western-Style Diät keine Veränderung der ALT-Aktivität 

beobachtet werden [86]. Grund dafür dürften eine verminderte Glucosetoleranz 

sowie eine beeinträchtigte Insulinsignalübertragung sein. In vorliegender Arbeit 

konnte kein signifikanter Unterschied der ALT- und AST-Aktivität der WSD- und 

Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Die Behandlung mit Arginin konnte die 

Erhöhung der AST und ALT in der Leber durch die Western-Style Diät nicht 

signifikant verbessern, vermutlich der Tatsache geschuldet, dass die 

Versuchsmäuse lediglich frühe Anzeichen einer Fettlebererkrankung 

entwickelten. Auch in vorangegangenen Studien zum Thema NAFLD und Arginin 
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konnte nicht immer ein positiver Effekt der Aminosäure auf das Körpergewicht 

erzielt werden [52].  

Im Gegensatz zur Gruppe jener Mäuse, welche eine Kontrolldiät erhielten, zeigt 

sich bei den mit Western-Style Diät gefütterten Mäusen eine signifikant höhere 

Triglyceridkonzentration. Eine signifikante Erhöhung der Konzentration der 

Triglyceride um mehr als die doppelte Menge Triglyceride/mg Protein findet sich 

von den Kontrollgruppen zu den WSD-gefütterten Tieren. Der Unterschied zeigt 

sich auch zwischen den WSD-Tieren und den mit Arginin behandelten Tieren mit 

Western-Style Diät, nicht jedoch zwischen den Kontrolltieren und den 

Kontrolltieren mit Arginin-Behandlung. Höhere Mengen an Triglyceriden und 

Proteinen in der Leber dienen der Beurteilung der Steatose in der Leber [91]. 

Diese Parameter bestätigen die Pathogenese der nicht-alkoholischen 

Fettlebererkrankung durch die Western-Style Diät.  

Die geschnittenen Proben des Lebergewebes wurden mithilfe von Hämatoxylin 

& Eosin gefärbt, um die Zellkerne und Zytoplasmateile in verschiedenen Farben 

sichtbar zu machen. Anschließend wurden Bilder der gefärbten Proben 

angefertigt und diese ausgewertet, um den Grad der Steatose, der Entzündung 

und mit Hilfe dessen der NAFLD-Activity Score (NAS) befundet. Bei den mit WSD 

gefütterten Mäusen ist der Grad der Steatose und der Inflammation signifikant 

stärker ausgeprägt als bei den Tieren mit Kontrolldiät. In Folge dessen findet sich 

bei den WSD-Tieren auch ein signifikant höherer NAS verglichen mit den 

Kontrolltieren. Ähnliche Ergebnisse zeigte auch eine anderen Studie, welche sich 

mit der Aufnahme einer WSD beschäftigte [92]. Die Ergebnisse dieser Färbung 

zeigen ebenso, dass jene Tiere, welche eine WSD bekamen und zusätzlich mit 

Arginin behandelt wurden, einen signifikant niedrigeren NAS aufweisen als jene 

Western-Style Diät-Tiere ohne Arginin-Supplementation. Auch der Grad der 

Steatose und der Entzündung ist bei den Tieren mit Arginin signifikant niedriger, 

verglichen mit der WSD-Gruppe. Im Gegensatz zu den Kontrolltieren wurde bei 

jenen WSD-Tieren mit Arginin-Behandlung jedoch ein höherer NAS befundet. 

Eine Studie von Sellmann et al. (2017) kam zu ähnlichen Ergebnissen bezüglich 

der Supplementation mit Arginin [42].  
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Insgesamt weisen die Ergebnisse darauf hin, dass eine Supplementation mit 

Arginin bei einer bestehenden NAFLD, ausgelöst durch eine Western-Style Diät, 

therapeutisches Potential besitzt.  

 

 

5.2 Wirkung der kombinierten oralen Gabe einer Western-Style Diät und 

Arginin auf die Anzahl der neutrophilen Granulozyten und F4/80-positiven 

Zellen  

 

Eine weitere Färbung liefert den histologischen Nachweis von 

Entzündungsmarkern, so genannten neutrophilen Granulozyten, im 

Lebergewebe. Die mit Western-Style Diät gefütterten Tiere dieses Versuches 

weisen im Vergleich zu den Kontrolltieren eine signifikant höhere Anzahl an 

neutrophilen Granulozyten auf. Dies deutet auf eine hohe Anzahl an 

Entzündungsmarkern im Gewebe hin. Auch Jin et al. (2017) haben bereits in 

einem Versuchsmodell, welches sich mit Western-Style Diät beschäftigte, eine 

signifikant höhere Anzahl an neutrophilen Granulozyten in der Gruppe der WSD-

Tiere, verglichen mit den Kontrolltieren, nachgewiesen [93]. Die Anzahl der 

neutrophilen Granulozyten der mit Arginin behandelten Mäuse der WSD-Gruppe 

ist signifikant höher als die jener WSD-Mäuse ohne Supplement. Ebenso 

signifikant ist der Unterschied der mit WSD-gefütterten Mäuse mit Arginin-Gabe 

verglichen mit jenen Kontrolltieren, welche auch Arginin als Supplement 

erhielten. Zu gleichem Ergebnis kamen auch schon Sellmann et al. (2017) [86].  

Makrophagen sind Leukozyten, welche einen Teil des Immunsystems bilden. 

Eine der Aufgaben der Makrophagen ist es, körperfremde Substanzen zu 

erkennen, aber auch körpereigene Zellen zu beseitigen [76]. Bei einer 

Schädigung oder auch der Apoptose von verfetteten Leberzellen, wie es 

beispielsweise bei der NAFLD der Fall ist, steigt die Anzahl der Makrophagen. Je 

stärker eine NAFLD ausgeprägt ist, umso mehr Makrophagen finden sich also im 

Körper. Die Anzahl der Makrophagen der WSD-gefütterten Tiere ist im 

Gegensatz zu den Kontrolltieren signifikant höher. Dies bestätigt die Theorie, 

dass in Geweben von Organismen mit einer NAFLD die Makrophagenanzahl 
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höher ist als in gesunden Individuen. Zu dieser Erkenntnis kamen auch schon 

Dong et al. (2019) [94]. Auch die Anzahl der Makrophagen der Western-Style 

Diät-Tiere ist, verglichen mit den WSD-gefütterten Tieren mit Gabe von Arginin, 

signifikant erhöht. Dieses Ergebnis bestätigt den Verdacht, dass Arginin in der 

Therapie einer nicht-alkoholischen Fettlebererkrankung eingesetzt werden kann.   

 

Zusammenfassend wird deutlich, dass eine Fütterung mit WSD auch bei nicht 

hyperkalorischer Ernährung zu einer Steatose und beginnenden entzündlichen 

Veränderungen führt, sowie dass die Gabe von Arginin bei einer Western-Style 

Diät-Fütterung einen positiven Einfluss auf die Leber und bestimmte 

Leberparameter haben kann. Um spezifische Aussagen zu den Wirkungsweisen 

und Effekten der Behandlung treffen zu können, sind jedoch weitere 

Untersuchungen notwendig.  
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6. Zusammenfassung  
 

Die nicht-alkoholische Fettlebererkrankung (NAFLD) ist eine weltweit verbreitete 

Lebererkrankung mit noch immer zunehmender Prävalenz. 

Fettstoffwechselerkrankungen, Adipositas oder Insulinresistenz, hervorgerufen 

durch eine Fehl- beziehungsweise Überernährung, stellen wesentliche 

Hauptrisikofaktoren für die Entstehung einer NAFLD dar. Das Spektrum der 

Erkrankung reicht von einer einfachen Leberverfettung über die nicht-

alkoholische Steatohepatitis (NASH) bis hin zur Leberzirrhose. Die 

Pathophysiologie der NAFLD ist zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht vollständig 

erforscht.  

Derzeit gibt es keine speziell auf die NASH oder NAFLD abgestimmte 

medikamentöse Therapie. Aus diesem Grund ist die Adaptierung des Lebensstils 

mit Fokus auf eine Gewichtsreduktion, Steigerung der körperlichen Aktivität und 

Umstellung der Ernährung die wichtigste Interventionsmaßnahme in Bezug auf 

eine Therapie der NAFLD. Studien haben nachgewiesen, dass die Behandlung 

mit der Aminosäure Arginin ein möglicher Therapieansatz bei bestehender 

NAFLD sein kann. Vor diesem Hintergrund wurde in der vorliegenden 

Masterarbeit die Rolle von Arginin in der Therapie bei einer Fütterung mit 

Western-Style Diät im Tiermodell untersucht.  

 

Für die Untersuchung der Wirkung einer fett-, fructose- und cholesterinreichen 

Western-Style Diät (WSD) und Arginin auf die nicht-alkoholische 

Fettlebererkrankung wurden vorhandene Proben weiblicher C57BL/6J-Mäuse 

analysiert. Nach acht Wochen, in welchen die Mäuse entweder mit einer flüssigen 

Kontrolldiät oder einer flüssigen Western-Style Diät isokalorisch ernährt wurden, 

erhielt ein Teil der Tiere für weitere fünf Wochen eine  Kontrolldiät oder eine 

WSD, die mit  dem Supplement Arginin (2,49 g/kg Körpergewicht) angereichert 

wurde. Anschließend wurden das Körper- und Lebergewicht sowie Parameter 

der Leberschädigung bestimmt.  
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Wenngleich die Mäuse in allen Gruppen die gleiche tägliche Kalorienaufnahme 

aufwiesen, führte die Fütterung mit der Western-Style Diät zur Ausbildung einer 

Steatose. Dies spiegelte sich in einem erhöhten Körper- und Lebergewicht, sowie 

einer vermehrten Anzahl an neutrophilen Granulozyten, F4/80 positiven Zellen 

und einem erhöhten NAFLD-Activity Score (NAS), dem Grad der Steatose und 

der Inflammation,  in der Leber der WSD-gefütterten Tiere wider. Bei den Tieren, 

welche in den letzten fünf Wochen des Versuchs zusätzlich mit Arginin behandelt 

wurden, konnten, verglichen mit der Kontrollgruppe, neben dem erhöhtem 

Körper- und Lebergewicht ebenfalls ein erhöhter NAS, sowie eine gesteigerte 

Anzahl an neutrophilen Granulozyten und F4/80-positiven Zellen nachgewiesen 

werden. Auch die Triglyceridkonzentrationen waren bei den WSD-Tieren und den 

mit Arginin behandelten Mäusen höher als bei den Kontrolltieren ohne Arginin-

Gabe. Im Vergleich zur WSD-Gruppe konnte man jedoch in der Gruppe jener 

Mäuse, welche die WSD mit Arginin-Behandlung gefüttert bekamen, einen 

niedrigeren NAS, sowie eine geringere Anzahl an neutrophilen Granulozyten und 

Makrophagen erzielen.  

 

Insgesamt weisen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit darauf hin, dass 

Arginin eventuell einen therapeutischen Effekt auf die nicht-alkoholbedingte 

Fettlebererkrankung haben könnte. Es bedarf jedoch weiterer Untersuchungen, 

um die Mechanismen dahinter vollständig zu klären.  
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7. Abstract/Summary  
 

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is one of the most common chronic 

liver diseases in the Western world. The prevalence of NAFLD is increasing 

worldwide. Genetic predisposition, obesity, and insulin resistance are high risk 

factors for the development of NAFLD. Nutrition is another risk factor for the onset 

of chronic liver disease; especially supernutrition and malnutrition.  

The spectrum of these indispositions spreads from a fatty degeneration of the 

liver, over non-alcoholic steatohepatitis, to an irreversible cirrhosis of the liver. 

NAFLD’s pathophysiology is yet to be researched.  

No medicinal therapy has been discovered so far, therefore the most important 

intervention measures in treating NAFLD are lifestyle adaptions such as a 

reduction of body weight, increased physical activity and adjustments to one’s 

diet.  

Previous research indicates a potential therapeutic treatment with the amino acid 

arginine. Due to its frequent association with NAFLD, arginine’s possible effects 

were researched during this thesis study.  

 

In order to investigate the effect of arginine on NAFLD and the Western-Style Diet 

(WSD), tests were conducted on female C57BL/6J mice. The mice were divided 

into four groups: The first received a WSD, rich in cholesterol, fat and fructose, 

the second a control diet and the third and fourth group were fed with either the 

WSD or control diet as well as an arginine supplement (2,49 g/ kg body weight). 

Afterwards the liver and body weight, as well as several liver parameters were 

determined.  

 

The results of the study show that the administration of the Western-Style Diet 

causes steatosis, increasing the body and liver weight and the amounts of 

neutrophils, F4/80-positive macrophages and a higher NAFLD-Activity Score 

(NAS) in the liver of the WSD-fed mice. The mice that received additional arginine 

also scored a higher NAS as well as higher amounts of neutrophils and F4/80-

positive macrophages. Furthermore, the concentration of triglycerides in the liver 
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tissue was higher in the WSD-fed mice, with or without the administration of 

arginine.  

 

Altogether, the results of this thesis indicate a therapeutic effect on the liver by 

the amino acid arginine after consuming a Western-Style Diet. In order to 

evaluate the effect of arginine on the human body, further studies are required.  
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Anhang 
 

Anhang 1: Zusammensetzung der Kontrolldiät und der WSD  

 

Tabelle 10: Detaillierte Zusammensetzung der zwei Diäten  

  
Kontrolldiät 

flüssig 
S0514-E770  

Modifizierte 
Western-Style Diät 

flüssig  
S0514-E760 

Casein  % 19,500 18,000 

Quellmaisstärke  % 36,000 5,100 

Maltodextrin % 16,590  –  

Fruktose  % – 50,000 

Dextrose/Glukose  % –  5,000  

Saccharose  % 10,000 – 

Cellulose Pulver  % 5,000 2,000 

DL-Methionin % 0,100 0,300 

L-Cystin  % 0,200  – 

Vitamin Vorgemisch % 1,000 1,000 

Mineralstoffe und  
Spurenelemente  

% 4,600 4,835 

Cholinchlorid (50%)  % 0,200 0,200 

Ascorbinsäure  % 0,100 0,100 

Butylhydroxytoluol  % 0,010 0,010 

Xanthangummi  % 1,700 1,630 

Fe-(III)Citrat ∙ H2O  % –  0,070 

Cholesterin  % – 0,155 

Sojabohnenöl  % 5,000 –  

Butterfett  % –  11,600 

Roh-Protein % 17,4 16,0  

Roh-Fett  % 5,1 11,7 

Roh-Faser % 5,0 2,0 

Roh-Asche  % 4,2 4,3 

Stärke  % 34,6 5,0 

Saccharose  % 11,0 – 

Glukose  % – 5,0 

Fruktose  % – 50,0 

NfE (Kohlenhydrate) % 64,7 63,6 

Lysin % 1,43 1,32 

Methionin  % 0,73 0,89 

Cystein  0,27 0,07 

Methionin + Cystein  1,00 0,96 

Threonin  % 0,75 0,69 

Eisen  mg/kg 49 190 
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Kontrolldiät 

flüssig 
S0514-E770  

Modifizierte 
Western-Style Diät 

flüssig  
S0514-E760 

Vitamin A  IU/kg 15,000 15,000 

Vitamin D  IU/kg 1,500 1,500 

Vitamin E  IU/kg  150 150 

Fettsäuren, % in der Diät  

C 4:0  – 0,44 

C 6:0  – 0,29 

C 8:0  – 0,16 

C 10:0  – 0,35 

C 12:0  – 0,40 

C 14:0  0,02 1,23 

C 16:0  0,60 3,10 

C 17:0  – 0,07 

C 18:0  0,18 1,14 

C 16:1  0,01 0,21 

C 18:1  1,27 2,58 

C 18:2  2,63 0,21 

C 18:3 0,29  0,06  

ME (klass. Atwater) MJ/kg  15,7 17,8 

kcal % Roh-Protein 19 15 

kcal % Roh-Fett 12 25 

kcal % Kohlenhydrate  69 60 

 
 
 
 
Anhang 2: Zusammensetzung genutzter Arbeitslösungen und Puffer 
 

Lösung 1 

10x PBS  

80 g    Natriumchlorid (NaCl)  

2 g     Kaliumchlorid (KCl)  

7,62 g   Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) 

0,77 g   Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)  

→ in ca. 800 ml dest. H2O lösen  

→ pH-Wert mit Hilfe von konzentrierter Salzsäure (HCl) auf 7,4 einstellen  

→ mit dest. H2O auf 1L auffüllen  
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Lösung 2 

1x PBS  

100 ml 10x PBS + 900 ml dest. H2O 

 

Lösung 3 

4% PBS-gepuffertes Formalin 

892 ml 1x PBS + 108 ml 37%ige Formaldehydlösung  

 

Lösung 4 

2x PBS  

200 ml 10x PBS + 800 ml dest. H2O 

 

Lösung 5 

Fixierlösung (CAF-Lösung) für Naphthol AS-D Chloroacetat Esterase – 

Färbung 

Die Fixierlösung wurde nach den Angaben des Herstellers des Naphthol AS-D 

Chloroacetat Esterase-Färbekits frisch hergestellt.  

2,5 ml  Citratlösung  

6,5 ml  Aceton  

0,8 ml  37%iges Formalin  

→ gut vermischen  

 

Lösung 6 

Färbelösung für Naphthol AS-D Chloroacetat Esterase – Färbung 

Die Färbelösung wurde nach den Angaben des Herstellers des Naphthol AS-D 

Chloroacetat Esterase-Färbekits frisch hergestellt. 

1 ml   Natriumnitrit-Lösung  

1 ml   Fast Red Violet LB Standardlösung  

→ gut mischen (vortexen) und 2 min stehen lassen, danach hinzufügen: 

40 ml   37°C warmes dest. H2O  

5 ml   TRIZMAL 6,3 Pufferkonzentrat  

1 ml   Naphtol-AS-D Chloroacetat-Lösung  
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Lösung 7 

5% BSA  

2,5 g Albumin Fraktion V (BSA) in 50 ml dest. H2O lösen  

 

Lösung 8 

5% BSA/PBS 

0,5 g Albumin Fraktion V (BSA) in 10 ml 1x PBS lösen 
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