Forschungsgesellschaft fiir Arbeitsphysiologie und Arbeitsschutz e.V.
Gz:

Schlussbericht

FKZ: 16LW0117; TZ-MST: Annett Schwabe
Laufzeit des Vorhabens: 01.10.2021 — 30.09.2023

Forschungsgesellschaft fiir Arbeitsphysiologie und Arbeitsschutz e.V.
Ardeystr. 67, 44139 Dortmund

VDI/VDE Innovation + Technik GmbH
Steinplatz 1
10623 Berlin

Vorhabensbezeichnung

Alternativmethoden: In vitro System zur toxikologischen Bewertung von Pharmaka in
Patienten mit Fettleber (SteatoTox-2) — Anwendungsmaoglichkeiten des SteatoTox
Kultursystem

I. Kurze Darstellung zu

1. Aufgabenstellung,
Die weltweit zunehmende Anzahl der Patienten mit Fettleber ist assoziiert mit einer
steigenden Pravalenz fur Insulin Resistenz, Type-2 Diabetes und Leberhepatitis. Die
Behandlung dieser Erkrankungen ist schwierig; zudem kann Steatose die
Empfindlichkeit der Leber fur toxische Wirkungen von Medikamenten und
Fremdstoffen verandern. In der ersten Forderperiode hat SteatoTox ein in vitro
System von verfetteten human Hepatozyten etabliert, mit welchem wesentliche
Aspekte der menschlichen Fettleber (NAFLD) nachgestellt werden konnen. Nun
sollte dieses System fortfihrend als Screening Plattform eingesetzt werden, um die
Suszeptibilitat von steatotischen humanen Hepatozyten gegentber Pharmaka und
Chemikalien zu untersuchen. Desweitern sollte beurteilet werden, inwieweit eine
Substanz oder ein neues zellulares Target eine steatotische Stoffwechsellage
begunstigt oder eventuell verbessert, um dann als potentieller Therapieansatz zur

Behandlung von NAFLD eingesetzt zu werden. Durch diese Anwendungen wurde



das SteatoTox in vitro Testsystem als Plattform zur Target Validierung in die

Anwendung eingeflhrt.

. Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefihrt wurde,

Hintergrund und allgemeine Expertise der Projektverantwortlichen: Die Antragsteller
haben einen starken Hintergrund auf dem Gebiet der Lebertoxikologie (Vartak et al.,
2016; Ghallab et al., 2016; Hoehme et al., 2010; Jansen et al., 2017) sowie des
Leberstoffwechsels (Zeigerer et al., 2015) und gehéren zu den ersten, die
systembiologische Methoden zur Erforschung von Lebertoxikologie und
Lebererkrankungen eingefuhrt haben (Drasdo et al., 2014; Hoehme et al., 2010;
Schliess et al., 2014). Einer der Antragsteller hat einen starken Hintergrund bei der
Identifikation von Suszeptibilitatsfaktoren durch genomweite Studien (Kiemeney et
al., 2010; Rothman et al., 2010; Stewart et al., 2012). In ihrer Zusammenarbeit
haben die Antragsteller gemeinsam untersucht, wie Veranderungen im
intrazellularen Transport und metabolische Kapazitat interagieren (Zeigerer et al.,
2012; Zeigerer et al., 2015) und haben in vitro Systeme zur Untersuchung
hepatozellularer Funktionen etabliert (Ullrich et al., 2007;2009; Frey et al., 2014,
Zeigerer et al., 2017). Publikationen der Antragsteller mit
Standardarbeitsanleitungen (SOPs) zu Alternativmethoden mit menschlichen
Hepatozyten wurden bisher mehr als 400- bzw. 250-mal zitiert (Godoy et al., 2013;
Hewitt et al., 2007) und gehoren somit zu den am meisten beachteten Arbeiten
dieses Forschungsgebiets.

Bisherige Arbeiten der Projektverantwortlichen mit Bezug zu diesem
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Spezielle Vorarbeiten fur dieses Vorhaben:

In der bisherigen Forderperiode hat SteatoTox ein in vifro System von verfetteten
human Hepatozyten etabliert, mit welchem wesentliche Aspekte der menschlichen
Fettleber (NAFLD) nachgestellt werden kénnen. Dies beinhaltete den Aufbau des
Systems mit anderen Fettleber-férdernden Substanzen (wie Fettsauren und z. T.
Cholesterol) und die Optimierung dessen, um eine geeignete Verfettungsdauer bei
guter Zellvitalitat Uber den Kulturverlauf zu erreichen. AnschlieBend wurden die
verfetteten Hepatozyten im Vergleich zu normalen, nicht verfetteten Leberzellen des
gleichen Spenders zur Toxizitatsprifung von Wirkstoffen/Medikamenten eingesetzt.
Als erste Referenzsubstanzen wurden Diclofenac, Carbamazepin und Chloroquin
verwendet; weitere, haufig dem Patienten verabreichte Wirkstoffe wurden ebenfalls
getestet. Dabei konnte gezeigt werden, dass einzelne Wirkstoffe (insbesondere
Diclofenac) unterschiedlich toxisch auf die normalen bzw. die verfetteten
Leberzellen wirken. Unterschiedliche Toxizitaten wurden auch bei steatotischen
Patienten im Vergleich zu nicht-steatotischen Patienten beobachtet.



Des Weiteren bildete das etablierte in vitro Kultursystem die verschiedenen
metabolischen Veranderungen einer humanen Fettleber erfolgreich nach.
Besonders attraktiv fir zukinftige Anwendungen war, dass die mit 100 uM Palmitate
und 500 pM Oleate verfetteten Hepatozyten im SteatoTox-System eine
Insulinresistenz  entwickelten. Dies fuhrte unter anderem zu einer stark
beeintrachtigten Insulin-induzierten Aktivierung von Protein-Kinase B (AKT). Des
Weiteren wirkte sich die Lipotoxizitat auf die Mitochondrien Funktion und
Morphologie aus und fuhrte zu einer ausgepragten Reduktion der oxidativen
Phosphorylierung (oxygen consumption rate, OCR) und der ATP-Produktion. Dies
fuhrte gleichzeitig zur einer Fragmentierung des Mitochondrien-Netzwerkes,
welches mittels des Fiji Fragmentationstools nachgewiesen wurde, was mit einer

mitochondrialen Dysfunktion einherging.

. Planung und Ablauf des Vorhabens,
Das Vorhaben am IfADo wurde entsprechend des folgenden Meilensteinplans
durchgefuhrt:

Jahr 1 Jahr 2

Q1 QQ: Qs | Q1 Q2Q3 Q4

M1. NAFLD Gensignaturen aus NASH-Lebern werden analysiert | X X
sein

M2. Die Vorhersagemdglichkeit des SteatoTox-Systems wird an X X X
30 Substanzen ausgelotet sein
M3. Die Untersuchungen zur Makropinocytose werden X X | X X

ausgewertet sein

abgeschlossen sein

M4. Die Untersuchungen zum perikanalikularen Aktin werden X X X X

. wissenschaftlichem und technischem Stand, an den angeknupft wurde, insbesondere
Angabe bekannter Konstruktionen, Verfahren und Schutzrechte, die fur die
Durchfiihrung des Vorhabens benutzt wurden,

Angabe der verwendeten Fachliteratur sowie der benutzten Informations- und
Dokumentationsdienste,

Es ist bekannt, dass eine steatotische Stoffwechsellage die Suszeptibilitat der Leber
gegenuber Chemikalien beeinflussen kann (z. B.: Aubert et al., 2012; Kucera et al.,
2011; AlGhamdi et al., 2015; Jaeschke et al., 2002). Daher wurden bereits Versuche



durchgefuhrt, um Vorhersagen zu ermoglichen, welche Substanzen in der
steatotischen Leber ein erhdhtes Risiko darstellen. Dies erfolgte bisher Uberwiegend
in Experimenten mit Mausen, in welchen entweder durch genetische Modifikationen,
z. B. von Leptin oder entsprechenden Rezeptoren, oder durch Futterung mit
speziellen Diaten (z. B. Western diet) eine Fettleber induziert wird (Aubert et al.,
2012; Han et al.,, 2016; McGettigan et al., 2016). In vitro wurde bisher so
vorgegangen, dass menschliche Zelllinien, z. B. Huh7 oder HepG2 einem
Uberangebot an Fettsduren im Kulturmedium ausgesetzt wurden (Gomez-Lechon et
al., 2006; Luukkonen et al., 2017; Kostrzewski et al., 2017; Feaver et al., 2016; Tse
et al., 2015). Zum Beispiel konnten AlIGhamdi und Kollegen durch den Zusatz von
300 uM einer Fettsduremischung von Olséure und Palmitat im Verhaltnis 2:1 fiir 24h
zu der menschlichen Hepatomzelllinie Huh7 eine starke Steigerung der Aktivierung
von Caspase 3/7 gegenuber nativen Zellen verursachen.

Dies zeigt, dass ein ,Preloading’ mit Fettsduren die Empfindlichkeit der Leber
gegenuber Chemikalien erheblich beeinflussen kann. Allerdings war bisher keine
systematische Anpassung und Austestung eines in vitro Systems mit menschlichen
Hepatozyten in Bezug auf die in vivo Situation erfolgt. Daher war die Ubertragbarkeit
der Erkenntnisse an zu diesem Zeitpunkt verfigbaren Zellsystemen (z. B. dem oben
beschriebenen in Huh7-Zellen) auf den Menschen nicht gesichert. Dies durfte auch
den Grund dafur darstellen, dass sich diese meist auf Zelllinien aufgebauten
Kultursysteme bisher nicht in der Praklinischen Routine durchgesetzt haben. Es
sollte auch berlcksichtigt werden, dass der alleinige Zusatz eines Gemischs aus
Olsaure und Palmitat der komplexen Konstellation in vivo nicht gerecht wird. Einen
Einblick in die komplexe Fettsdaurezusammensetzung menschlichen Plasmas gibt
Tabelle 1 (entsprechende Daten steatotischer Individuen lagen den
Projektverantwortlichen ebenfalls vor).

Eine Testung von physiologischen Kombinationen an Fettsauren inklusive der
pathophysiologisch wichtigen trans-Fettsauren, wie in Tabelle 1 gezeigt, war noch
nicht erfolgt. Es war davon auszugehen, dass weitere Einflussgrof3en als Fettsauren

fur die Suszeptibilitat der Leber gegenuber Chemikalien relevant sein kdnnten. Hier



spielen Cholesterin, Hormone (z. B. Insulin, Glukagon, Ostrogene, Androgene) und
Zytokine (z. B. TGFbeta; TNFalpha) eine Rolle. Eine systematische Testung im in
vitro System mit menschlichen Hepatozyten, der Vergleich mit der steatotischen
(NAFLD) menschlichen Leber in vivo auf der Ebene des Transkriptoms, Lipidoms
und Proteoms und die funktionelle Testung war ebenfalls noch nicht erfolgt. Diese

Licke sollte in diesem Projekt geschlossen werden.

Table 3. Range, mean and pe fles of FA ations (pmollL) of plasma total lipids.

Fatty Acid Min MeantSD Max 10 25 50 75 80
14:0 (Myristic acid) 162 636+ 371 3257 208 392 54.0 762 104.7
15:0 (Pentadychic acid) t 178267 56.1 108 132 1714 213 26.3
16:0 (Paimitic acid) 2854 163111 450.3 4084.5 11402 1339.7 15605 18302 21222
16:0 (Steanc acd) 1102 4895+ 124.3 1015.7 3533 406.9 4742 5568 650.9
19:0 t 43x42 25.7 t 11 31 66 10.2
20:0 (Arachidic acid) t 49+37 208 t 26 46 64 a4
21:0 t 1.5219 10.0 t T 0.3 29 4.1
22:0 (Behenic acd) t 6.7£53 3.0 t 34 6.0 94 14.0
24:0 (Lignoceric acid) t 14124 15.7 t T t 24 5.1
14:1 (Myristolelc acid) t 27141 31.3 t T t 42 7.7
15:1¢10 t 0103 2T t T t t t
16:1 c9 (Paimioleic aod) 217 133.01 672 555.9 678 B85 118.5 1569 211.4
17:1¢10 t 10.5£ 74 452 t 62 10.7 147 19.1
18:1 c8 (Oleic acd) 1787 12855 416.7 3210.5 8586 10071 12263 14720 1608.7
18:1 ¢11 (Vaccenic acd) 14 120.21+ 505 SE2.9 815 96.6 114.3 s 185.1
18:1¢12 t 18.7+ 1386 101.8 1] 20 14.9 227 383
18:1¢13 t 3535 181 t 12 25 45 89
18:1c14 t 29119 11.6 t 08 20 34 50
1&1ci10 t 0511 8.2 t T t t 18
20:1¢5 t 48131 269 22 a1 4.2 58 7.6
20:1¢8 t 1318 10.5 t T 0.4 21 4.1
20:1 c11 (Gondoic acd) Tt B.2149 205 22 48 8.0 1.1 14.1
22:1¢13 (Erucic acid) t 39:58 48.0 t T t 71 122
24:1¢15 (Nenonic acd) t 40+53 30.0 t T 18 63 11.8
16:119 (Paimioleic acd) t 17.0£ 9.1 652 t 12.1 17.3 220 282
168114 t 52:x563 0.7 t T a1 83 123
18:1 15 (Thalictnc acid) t 1.7+ 29 19.0 t T 0.5 1.7 56
18:116-8 (Petroseladic acd) t 75159 56.0 25 a8 57 a5 14.8
18:1 19 (Elaidic acd) t 16.5+ 113 668.0 64 8.0 131 200 329
181110 t 17.0£ 113 mna 64 a8 13.7 218 R4
18:1 111 (Transvaccenic acid) t 14.0£ 8.1 74.2 59 87 12.3 180 247
1’1112 t 96157 428 40 56 B4 123 171
18:11130r 6 t 125+ 171 175.7 t 57 2.3 139 21.1
1azn t 35x43 387 t 11 23 45 74
18:218112 (Linoelaidic acid) t 21130 20.9 t T 1.2 25 6.7
18:2c813 t B85:80 68.3 t 21 1.7 119 17.7
18:2co2 t 1542 64 45.2 84 10.9 14.2 189 24.0
18:218c12 t 98143 s 53 69 9.0 122 15.6
18:2cocld t 30277 621 t t t t 10.0
18:2 c9c15 (Mangilenic acid) t 30+39 391 t t 20 45 7.2
1a2con1 GLA t 44x62 427 75 10.1 133 173 =24
18:2c1 113 CLA t 2118 123 t t 22 30 4.2
18:2110c12 CLA t 43225 17.9 20 29 38 52 73

Tabelle 1: Auszug der Analyse von Fettsduren in menschlichem Plasma. Die Tabelle illustiert, dass die in
bisherigen Kultursystemen eingesetzten Fettsduren Ol- und Stearinsiure (stearic acid, oleic acid) zwar
quanitativ bedeutsam sind, die in vivo Situation insgesamt aber wesentlich komplexer ist. Die hier
wiedergegebene Tabelle gibt nur die erste Seite eines mehrseitigen Analysenergebnisses wieder und soll ver-
deutlichen, dass menschliche in vivo Daten vorhanden sind, welche im SteatoTox Projekt als Blaupause fiir die
Entwicklung des in vitro Systems gedient haben (aus: Abdelmagid et al., 2015).



Nach Projektende sind entlang des folgenden Zeithorizonts folgende

wissenschaftlichen Ziele erreicht wurden:

e Monat 1-12: Morphologische Charakterisierung des makropinocytotischen
Vesikeltransports mittels Vitalimaging. Charakterisierung des zeitlichen Verlaufs

von Markern des Insulinresistenz.
e Monat 12-36: Klarung der molekularen Mechanismen, welche im SteatoTox

System Makropinocytose und Insulinresistenz kontrollieren.

Wissenschaftliche und wirtschaftliche Anschlussfahigkeit:

Bei erfolgreicher Entwicklung des SteatoTox-Systems bestehen umfassende
Madglichkeiten von wissenschaftlichen und wirtschaftlichen Anschlussoptionen. Eine
Mdglichkeit besteht in der Verwendung des SteatoTox-Systems im Rahmen des
kurzlich zur Forderung empfohlenen BMBF-Verbunds ,LiSyM Cancer®. In diesem
Projekt wird untersucht, wie die Fettleber (NAFLD und NASH) zum hepatozellularen
Karzinom fortschreitet. Hierzu stehen zwar bereits Mausmodelle und menschliches
Lebergewebe zur Verfigung, aber noch kein validiertes in vitro System. Daher ware

das hier entwickelte Fettleber-Kulturmodell ein erheblicher Gewinn.
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Alle im Arbeitsplan vorgesehenen Arbeiten wurden erfolgreich durchgefuhrt und
publiziert. Im Folgenden wird von den Schlisselpublikationen eine kurzgefasste
deutschsprachige Zusammenfassung gegeben. Die zentrale Publikation zum

aktuellen Projekt ist:

Kwon Y, Gottmann P, Wang S, Tissink J, Motzler K, Sekar R, Albrecht W, Cadenas
C, Hengstler JG, Schurmann A, Zeigerer A. Induction of steatosis in primary human
hepatocytes recapitulates key pathophysiological aspects of metabolic dysfunction-
associated steatotic liver disease. J Hepatol. 2024 Jul 6:S0168-8278(24)02347-X.
doi: 10.1016/j.jhep.2024.06.040. Online ahead of print.

Zusammenfassung: Die mit einer metabolischen Funktionsstorung verbundene
steatotische Lebererkrankung (MASLD) ist die haufigste Ursache fir chronische
Lebererkrankungen. Aufgrund der begrenzten Behandlungsmaoglichkeiten sind
neuartige praklinische Modelle fur die Auswahl von Zielstrukturen und die
Validierung von Medikamenten erforderlich. Wir haben ein primares humanes
steatotisches Hepatozytenmodell in vitro entwickelt und umfassend charakterisiert,
das als Grundlage fur Behandlungsstrategien fir MASLD dienen kénnte.
Kryokonservierte primare humane Hepatozyten von Spendern unterschiedlichen
Geschlechts und unterschiedlicher ethnischer Zugehdorigkeit wurden 7 Tage lang mit
freien Fettsauren (FFA) in 3D-Kollagen-Sandwichs kultiviert, und die Entwicklung
von MASLD wurde durch die Bewertung klassischer hepatozellularer Funktionen
verfolgt. Zum Nachweis des Konzepts wurden die Auswirkungen spezifischer
Medikamente, darunter Firsocostat (GS-0976) auf die in-vitro-MASLD-Phanotypen
untersucht.

Die Inkubation mit FFA flhrte zu Steatose, Insulinresistenz, mitochondrialer
Dysfunktion, Entzindungen wund Veranderungen prominenter menschlicher
Gensignaturen, die mit denen von Patienten mit MASLD vergleichbar sind, was
darauf hindeutet, dass die menschliche MASLD in diesem System rekapituliert wird.
Da die Anwendung von Firsocostat klinisch beobachtete Pathologien der
Fettlebererkrankung verbesserte, unterstreicht dies die Fahigkeit des in-vitro-
Systems, die Wirksamkeit von Arzneimitteln zu testen und ihre Wirkungsweise zu

charakterisieren.
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Insgesamt  konnte unser menschliches MASLD-in-vitro-Modellsystem die
Entwicklung und Validierung neuer Zielmolekile und Medikamente fiur die
Behandlung von MASLD anleiten.

Auswirkungen und Implikationen: Aufgrund der geringen Wirksamkeit von
Medikamenten und der hohen Toxizitat ist die klinische Behandlungsmadglichkeit fur
MASLD begrenzt. Um frGhere Stop-Go-Entscheidungen in der
Arzneimittelentwicklung zu erleichtern, haben wir ein primares menschliches
steatotisches Hepatozytenmodell in vitro entwickelt. Da das Modell klinisch
relevante MASLD-Merkmale mit hoher phanotypischer Auflosung rekapituliert, kann
es als Pre-Screening-Plattform dienen und die Identifizierung und Validierung von

Zielmolekulen fur die MASLD-Therapie unterstitzen.

In dieser Arbeit beschreiben wir die Optimierung des steatotischen in vitro Systems
mit humanen Hepatozyten inklusive Signaturen (M1), die Validierung mit bekannten

Substanzen (M2) sowie verantwortliche molekulare Mechanismen (M3-M4).

Die Arbeiten, ob durch spezifische Substanzen eine Steatose induziert wird, wurden

in folgender Arbeit veroffentlicht:

Brecklinghaus T, Albrecht W, Duda J, Kappenberg F, Grindler L, Edlund K,
Marchan R, Ghallab A, Cadenas C, Rieck A, Vartak N, Tolosa L, Castell JV,
Gardner |, Halilbasic E, Trauner M, Ullrich A, Zeigerer A, Demirci Turgunbayer O,
Damm G, Seehofer D, Rahnenfuhrer J, Hengstler JG. In vitro/in silico prediction of
drug induced steatosis in relation to oral doses and blood concentrations by the Nile
Red assay. Toxicol Lett. 2022 Sep 1;368:33-46. doi: 10.1016/j.toxlet.2022.08.006.
Epub 2022 Aug 10.

Zusammenfassung: Die Anhaufung von Lipidtropfchen in Hepatozyten ist ein
Hauptmerkmal der arzneimittelinduzierten Leberschadigung (DILI) und kann durch
eine Untergruppe von hepatotoxischen Verbindungen ausgelost werden. In der
vorliegenden Studie optimierten und bewerteten wir ein in-vitro-Verfahren, das auf
dem Fluoreszenzfarbstoff ,Nile Red® basiert und als ,Nile Red-Assay“ bezeichnet
wird, um die durch die Exposition gegentber Chemikalien induzierten Lipidtropfchen

zu quantifizieren. Der Nile Red-Assay und ein Zytotoxizitatstest (CTB-Assay)



wurden dann an Zellen durchgefihrt, die konzentrationsabhangig 60 verschiedenen
Verbindungen ausgesetzt waren. Von diesen waren 31 dafur bekannt, beim
Menschen Hepatotoxizitat zu verursachen und von 13 wurde berichtet, dass sie
auch Steatose verursachen. Um in vivo relevante Blutkonzentrationen vergleichen
zu konnen, wurden fur alle Verbindungen pharmakokinetische Modelle erstellt, um
die maximalen Blutkonzentrationen (Cmax) bei therapeutischen Dosen zu
simulieren. Die Ergebnisse zeigten, dass mehrere hepatotoxische Verbindungen
eine Zunahme der Lipidtropfchen bei subzytotoxischen Konzentrationen bewirken.
Um zu vergleichen, wie gut (1) der Zytotoxizitatstest allein, (2) der Nile Red-Assay
allein und (3) die Kombination aus Zytotoxizitatstest und Nile Red-Assay (auf der
Grundlage des niedrigeren EC10-Wertes beider Assays) die Unterscheidung
zwischen hepatotoxischen und nicht-hepatotoxischen Verbindungen ermdglichen,
wurde eine zuvor festgelegte Leistungskennzahl, der Toxicity Separation Index
(TSI), berechnet. Daruber hinaus wurde der Toxicity Estimation Index (TEIl)
berechnet, um festzustellen, wie gut die Blutkonzentrationen, die ein erhdhtes DILI-
Risiko verursachen, fur hepatotoxische Verbindungen geschatzt werden koénnen.
Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Kombination beider Assays die TSI
und TEI im Vergleich zu jedem Assay allein verbessert. Zusammenfassend zeigt die
Studie, dass die Einbeziehung des Nile Red-Tests in in-vitro-Testbatterien die

Vorhersage von DILI-Verbindungen verbessern kann.

Dies bezieht sich auf Arbeiten, welche Meilenstein M3 zugeordnet sind. Mit dieser
Arbeit wurde auch eine umfassende Standard-Operating-Procedure (SOP)
veroffentlicht. Im Folgenden wird eine deutschsprachige Zusammenfassung
wiedergegeben.

Die Untersuchungen zu molekularen Mechanismen wurden in folgender Arbeit
veroffentlicht:

Brecklinghaus T, Albrecht W, Kappenberg F, Duda J, Vartak N, Edlund K, Marchan
R, Ghallab A, Cadenas C, Gunther G, Leist M, Zhang M, Gardner |, Reinders J,
Russel FG, Foster AJ, Williams DP, Damle-Vartak A, Grandits M, Ecker G, Kittana
N, Rahnenfuhrer J, Hengstler JG. The hepatocyte export carrier inhibition assay
improves the separation of hepatotoxic from non-hepatotoxic compounds. Chem
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Biol Interact. 2022 Jan 5;351:109728. doi: 10.1016/j.cbi.2021.109728. Epub 2021
Oct 27.

Zusammenfassung: Kirzlich wurde eine in-vitro-/in-silico-Methode vorgestellt, mit
der das Risiko einer arzneimittelinduzierten Leberschadigung beim Menschen in
Abhangigkeit von oralen Dosen und Blutkonzentrationen von Arzneimitteln bestimmt
werden kann. Diese Methode nutzt Informationen Uber die maximale
Blutkonzentration (Cmax) fir eine bestimmte Dosis einer Prifsubstanz, die mithilfe
physiologisch basierter pharmakokinetischer Modelle geschatzt werden kann, sowie
einen Zytotoxizitatstest in kultivierten menschlichen Hepatozyten. In der
vorliegenden Studie haben wir untersucht, ob die HinzuflUgung eines Assays, der die
Hemmung von Gallensaureexporttragern wie BSEP und/oder MRP2 misst, zu der
bestehenden Methode die Unterscheidung zwischen hepatotoxischen und nicht
hepatotoxischen Verbindungen verbessert. Daher wurde ein Exporttest fur 5-
Chlormethylfluorescein-Diacetat (CMFDA) entwickelt. Wir haben 36 Verbindungen
konzentrationsabhangig getestet, flur die das Hepatotoxizitatsrisiko bei bestimmten
oralen Dosen und die Fahigkeit zur Hemmung der Hepatozytenexporttrager bekannt
sind. Im Vergleich zum CTB-Zytotoxizitatstest wurden mit dem CMFDA-Assay fur
mehrere bekannte BSEP- und/oder MRP2-Inhibitoren wesentlich niedrigere EC10-
Werte erzielt. Um festzustellen, ob die Hinzufigung des CMFDA-Assays zu
unserem Testsystem die allgemeine Trennung von hepatotoxischen und nicht-
hepatotoxischen Verbindungen verbessert, wurde der Toxizitats-Trennungsindex
(TSI) berechnet. Wir erhielten eine bessere TSI, wenn wir die niedrigere
Alarmkonzentration aus dem CMFDA- oder dem CTB-Test verwendeten (TSI:
0,886), als wenn wir nur den CTB-Test berucksichtigten (TSI: 0,775).
Zusammenfassend zeigen die Daten, dass die Integration des CMFDA-Tests in eine
in-vitro-Testbatterie die Unterscheidung zwischen hepatotoxischen und nicht
hepatotoxischen Verbindungen in einer Reihe von Verbindungen, die

Gallensaureexporttrager-Inhibitoren umfassen, verbessert.

Die Arbeiten zu Makropinocytose (M3) und zum perikanalikularen Aktin (M4) wurden
abgeschlossen und ein Manuskript befindet sich in Vorbereitung.



2. die wichtigsten Positionen des zahlenmaRigen Nachweises

Der zahlenmafige Nachweis wurde lhnen in einem separaten Dokument Ubergeben.

3. der Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit,
Die Notwendigkeit dieser Forschung war gegeben und die Angemessenheit war

verhaltnismafig.

4. des voraussichtlichen Nutzens, insbesondere der Verwertbarkeit des Ergebnisses im
Sinne des fortgeschriebenen Verwertungsplans,

Die Verwertung (wissenschaftlich) soll entsprechend der unten aufgefuhrten zwei
Strategien (mit Angaben zur Abschatzung des Zeithorizonts) erfolgen. Die

Jahresangaben beziehen sich auf die Jahre nach Projektende:

1. Verbesserte Vorhersage der Hepatotoxizitit von pharmazeutischen
Substanzen:
Jahr 1 und 2: Integration des neuen SteatoTox in vitro Assays in eine Testbatterie
Jahr 3: Testung des TSI an ca. 250 hepatotoxischen und nicht-hepatotoxischen
Substanzen
Jahr 4: Beginn der prospektiven Testung gemeinsam mit pharmazeutischen
Unternehmen

2. Testung von Substanzen zur Behandlung der Fettleber und Steatohepatitis:
Jahr 1: Optimierung des Kultursystems flr das Screening im 96-well Format
Jahr 2: Screens von 80 Macropinocytose Inhibitoren

Jahr 3: Weiteres Screening mit Firmen, welche Leitsubstanzen entwickelt haben

5. des wahrend der Durchflihrung des Vorhabens dem ZE bekannt gewordenen
Fortschritts auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen,

Zur Zeit der Durchfihrung des Projekts ist uns kein Fortschritt bei dritten Stellen

bekannt gewesen.

6. der erfolgten oder geplanten Veroffentlichungen des Ergebnisses nach Nr. 6

Folgende Publikationen wurden im Projekt veroffentlicht:



Kwon Y, Gottmann P, Wang S, Tissink J, Motzler K, Sekar R, Albrecht W, Cadenas
C, Hengstler JG, Schurmann A, Zeigerer A. Induction of steatosis in primary human
hepatocytes recapitulates key pathophysiological aspects of metabolic dysfunction-
associated steatotic liver disease. J Hepatol. 2024 Jul 6:S0168-8278(24)02347-X.
doi: 10.1016/j.jhep.2024.06.040. Online ahead of print. PMID: 38977136

Hatten H, Colyn L, Volkert |, Galdler N, Lammers T, Hofmann U, Hengstler JG,
Schneider KM, Trautwein C. Loss of Toll-like receptor 9 protects from hepatocellular
carcinoma in murine models of chronic liver disease. Biochim Biophys Acta Mol Basis
Dis. 2024 Jun 28;1870(7):167321. doi: 10.1016/j.bbadis.2024.167321. Online ahead
of print.PMID: 38943920

Maji RK, Czepukojc B, Scherer M, Tierling S, Cadenas C, Gianmoena K, Gasparoni
N, Nordstrom K, Gasparoni G, Laggai S, Yang X, Sinha A, Ebert P, Falk-Paulsen M,
Kinkley S, Hoppstadter J, Chung HR, Rosenstiel P, Hengstler JG, Walter J, Schulz
MH, Kessler SM, Kiemer AK. Alterations in the hepatocyte epigenetic landscape in
steatosis. Epigenetics Chromatin. 2023 Jul 6;16(1):30. doi: 10.1186/s13072-023-
00504-8.PMID: 37415213

Brecklinghaus T, Albrecht W, Duda J, Kappenberg F, Grundler L, Edlund K, Marchan
R, Ghallab A, Cadenas C, Rieck A, Vartak N, Tolosa L, Castell JV, Gardner I,
Halilbasic E, Trauner M, Ullrich A, Zeigerer A, Demirci Turgunbayer O, Damm G,
Seehofer D, Rahnenflhrer J, Hengstler JG. In vitro/in silico prediction of drug induced
steatosis in relation to oral doses and blood concentrations by the Nile Red assay.
Toxicol Lett. 2022 Sep 1;368:33-46. doi: 10.1016/j.toxlet.2022.08.006. Epub 2022
Aug 10.PMID: 35963427

Brecklinghaus T, Albrecht W, Kappenberg F, Duda J, Zhang M, Gardner |, Marchan
R, Ghallab A, Demirci Turgunbayer O, Rahnenfiihrer J, Hengstler JG. Influence of
bile acids on the cytotoxicity of chemicals in cultivated human hepatocytes. Toxicol In
Vitro. 2022 Jun;81:105344. doi: 10.1016/j.tiv.2022.105344. Epub 2022 Mar
6.PMID: 35263627

Brecklinghaus T, Albrecht W, Kappenberg F, Duda J, Vartak N, Edlund K, Marchan
R, Ghallab A, Cadenas C, Glnther G, Leist M, Zhang M, Gardner |, Reinders J,
Russel FG, Foster AJ, Williams DP, Damle-Vartak A, Grandits M, Ecker G, Kittana N,
Rahnenfihrer J, Hengstler JG. The hepatocyte export carrier inhibition assay
improves the separation of hepatotoxic from non-hepatotoxic compounds. Chem Biol
Interact. 2022 Jan 5;351:109728. doi: 10.1016/j.cbi.2021.109728. Epub 2021 Oct
27.PMID: 34717914

Wenn zur Wahrung berechtigter Interessen des ZE oder Dritter oder aus anderen sachlichen
Gesichtspunkten bestimmte Einzelheiten aus dem Bericht vertraulich zu behandeln sind (z.B.
zur Wahrung der Prioritat bei Schutzrechtsanmeldungen), so hat der ZE den ZG ausdruicklich
darauf hinzuweisen.
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