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EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

1.1 Adipositas und mogliche Folgeerkrankungen im kardiovaskuléren System

1.1.1 Epidemiologie der Adipositas

In den vergangenen Jahrzehnten konnte ein rasanter Anstieg an tibergewichtigen und adipdsen
Menschen in der Weltbevolkerung beobachtet werden. Adipositas bezeichnet einen erhéhten
Anteil der Fettmasse am Korpergewicht. Zur Ermittlung von Normal- bzw. Ubergewicht dient
der Body-Mass-Index (BMI), der als Quotient aus Korpergewicht und KorpergroRe zum
Quadrat berechnet wird. Laut Definition der World Health Organization (WHO) ist eine
Person normalgewichtig, wenn ihr BMI zwischen 18,5 und 24,9 kg/m? betragt. Von
Ubergewicht wird gesprochen, wenn der BMI zwischen 25 und 29,9 kg/m? liegt. Ab einem
BMI von 30 kg/m? besteht per definitionem eine Adipositas, die nochmals in drei
Schweregrade unterteilt wird. In Tab. 1.1 ist die genaue Einteilung der WHO dargestellt.

Bezeichnung BMI
Normalgewicht 18,5 — 24,9 kg/m*
Ubergewicht 25,0 — 29,9 kg/m*
Adipositas Grad | 30,0 — 34,9 kg/m*
Adipositas Grad Il 35,0 — 39,9 kg/m*
Adipositas Grad 111 > 40 kg/m?

Tab. 1.1 Einteilung des Korpergewichtes und Bezeichnung tber den BMI. Fir die asiatische Bevolkerung wurden

gesonderte Grenzwerte festgelegt.

Bei der Entstehung der Adipositas wird eine primare und sekunddre Form unterschieden. Vor
allem Uberernahrung und korperliche Inaktivitit tragen zur Entwicklung der priméren Form
bei, an der ca. 95% der Personen leiden. Zu dieser Form werden auch genetisch bedingte
Erkrankungen, wie z.B. das Prader-Willi-Syndrom, gezéhlt. Die sekunddre Form entwickelt
sich als Folge endokrinologischer (z.B. Morbus Cushing und Hypothyreose) oder zentral-

nervoser Erkrankungen, wie z.B. bei Hirntumoren (Herold 2014).

In der europdischen Bevolkerung gelten 32-79% der Manner und 28-77% der Frauen als
Ubergewichtig bzw. adipos (Branca et al. 2007). Die hohe Schwankung der Zahlen beruht auf
der teilweisen Erfassung des Korpergewichtsstatus auf der Basis mindlicher Berichte und
nicht aufgrund direkter, eigenhéndiger Messungen. Die Pravalenz fur Adipositas liegt bei
Ménnern bei 5-23% und bei Frauen bei 7-36% (Branca et al. 2007). In Deutschland blieb die
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Zahl der Ubergewichtigen Erwachsenen relativ konstant im Vergleich zu den Ergebnissen des
Bundes-Gesundheitssurveys von 1998 (BGS98). Damals wiesen ca. 67% der Ménner und ca.
53% der Frauen einen BMI von mehr als 24,9 kg/m? auf, wobei der Anteil der adipdsen
Personen bei 18,9% fiir die Méanner und bei 22,5% fiir die Frauen lag (Robert Koch-Institut
2015). Dieser Anteil der adiposen deutschen Bevolkerung hat laut aktuellen Ergebnissen
deutlich zugenommen. Im Vergleich zum BGS98 leiden laut den neuesten Erhebungen der
Studie zur ,,Gesundheit Erwachsener in Deutschland*“ (DEGS1) 23,3% der Manner und 23,9%
der Frauen an Adipositas (Mensink et al. 2013) (Abb. 1.1).

100

u Ubergewicht
90 m Adipositas =
80
70
= 60 53,0 53,0
g 50
% 40
30
20
0
Manner Frauen Mé&nner Frauen

BGS98 DEGS1

Abb. 1.1 Diagramm zur Verteilung von Ubergewicht und Adipositas in der Bevélkerung Deutschlands. Abb. aus
Mensink et al. 2013.

1.1.2 Kardiovaskularer Risikofaktor Adipositas

Adipositas per se gilt nicht als eigenstandiges Krankheitsbild, ist jedoch durch die héufig
assoziierten Folgeerkrankungen mit einem hohen Krankheitswert verbunden. Dabei stellt eine
wesentliche Komplikation der Adipositas das Metabolische Syndrom dar. Laut einer aktuellen
Erklarung der American Heart Association (AHA) sind drei von finf der folgenden Kriterien
ausreichend, um den Verdacht auf das Vorliegen eines metabolischen Syndroms zu erharten:
Das Auftreten von stammbetonter Adipositas gemessen (ber den Bauchumfang in cm (wobei
landerspezifische Definitionen Anwendung finden), ein Triglyzeridspiegel von mehr als 150
mg/dl, ein HDL-Spiegel von niedriger als 40 mg/dl bei Mannern und 50 mg/dl bei Frauen, ein
Blutdruck von systolisch mehr als 130 mmHg und/oder diastolisch mehr als 85 mmHg sowie
ein Nichternglukosewert von tber 100 mg/dl (Alberti et al. 2009).

Manson et al. haben bereits 1990 in einer prospektiven Studie unter Frauen mittleren Alters

festgestellt, dass Adipositas einen Risikofaktor fir die Entstehung einer koronaren
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Herzkrankheit (KHK) darstellt. Eine Meta-Analyse von Guh et al. von 2009 analysierte die
Ergebnisse von 89 Studien, die das Auftreten von direkten Begleiterkrankungen bei Vorliegen
von Ubergewicht und Adipositas untersucht haben. So konnte in 11 Studien die KHK als
direkte Begleiterkrankung der Adipositas aufgewiesen werden. Anhand von jeweils 4
weiteren Studien ist ein direkter Zusammenhang zu einer Blutdruckerh6hung oder einer
zunehmenden Herzinsuffizienz unter Adipositas festgestellt worden. Interessanterweise stellte
sich heraus, dass die Messung des Bauchumfanges einen genaueren Anhalt Uber das Risiko
einer kardiovaskularen Erkrankung gibt als der gemessene BMI (Guh et al. 2009). Eine
aktuelle Meta-Analyse von Flegal et al. von 2013, in der insgesamt fast drei Millionen
Patienten beruicksichtigt wurden, zeigte einen signifikanten Anstieg der Gesamtmortalitét bei
Personen, die einen BMI von groRer als 30 kg/m? aufwiesen. Schon 2007 wurde von Flegal et
al. publiziert, dass Adipositas, verbunden mit dem Auftreten von kardiovaskuldren
Erkrankungen, signifikant die Mortalitét steigert. In dem umfassenden Report der AHA zur
Herzkrankheit- und Schlaganfallstatistik (Go et al. 2013) wurde beschrieben, dass
Ubergewicht und Adipositas im Kindes- und Jugendalter mit einer erhohten Pravalenz fir
kardiovaskulare Risikofaktoren wie Hypertonus, Hyperlipiddmie und Diabetes mellitus in der
Adoleszenz vergesellschaftet sind. Zusétzlich wurde beschrieben, dass jede Steigerung des
BMI um 5 kg/m? die Gesamtmortalitat um etwa 30% erhoht, unabhangig vom Alter und
Geschlecht der Person (Whitlock et al. 2009). Unterstiitzt wurde diese Beobachtung durch
eine Untersuchung des National Cardiovascular Data Registry von 2011, die zeigte, dass
Patienten mit Adipositas Grad Ill eine hohere Mortalitat bei stationdarer Behandlung eines
stattgehabten ST-Strecken-Hebungsinfarktes aufwiesen als Patienten mit Adipositas Grad |
(Das et al. 2011).

Im folgenden Kapitel wird auf die Rolle des viszeralen (VAT) und des perivaskuldren
Fettgewebes (PVAT) eingegangen, da Studien an Ubergewichtigen Personen eine signifikante
Korrelation zwischen der Masse an perikardialen und periaortalen Fettgewebe und dem BMI
sowie der Masse an VAT gezeigt haben (lacobellis et al. 2003; Rosito et al. 2008; Schlett et
al. 2009) und die perivaskuldre Akkumulation von Fettgewebe fur die pathologischen
kardiovaskularen Veranderungen bei Ubergewicht und Adipositas (zumindest teilweise)

verantwortlich gemacht werden.
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1.2 Pathomechanismen des kardiovaskularen Risikofaktors viszerale und

perivaskulare Adipositas

Wie bereits im vorangegangen Kapitel beschrieben, stellt Adipositas einen bedeutenden
kardiovaskularen Risikofaktor dar. In mehreren klinischen Studien ist deshalb das Risiko fur
Herz-Kreislauferkrankungen im Zusammenhang mit viszeraler und perivaskularer Adipositas
genauer untersucht worden, da die Zunahme an Korpergewicht mit einer Vermehrung von
Adipozyten, den Zellen des Fettgewebes, und deren zellularer VergréRerung (Greenstein et al.
2009) einhergeht und deshalb vermutet wird, dass ihre Interaktion mit den benachbarten
Blutgefélien zu den pathologischen kardiovaskuléren Veranderungen bei Adipositas beitragen

kdnnte.

1.2.1 Auswirkungen der viszeralen Adipositas auf das kardiovaskulare System

Der Anstieg der Masse des VAT geht laut verschiedenen klinischen Untersuchungen mit
einem erhohten kardiovaskuldren Risiko einher (Després et al. 2008; Zhang et al. 2008).
Dabei stellt laut Shimamoto et al. von 2013 die viszerale Adipositas keinen unabhéngigen
kardiovaskularen Risikofaktor dar, sondern nur bei Vorliegen zusatzlicher kardiovaskularer
Risikofaktoren und metabolischer Erkrankungen, wie z.B. Diabetes mellitus und
Hyperlipiddmie (Rosito et al. 2008). Weitere Untersuchungen des VAT von Probanden haben
eine vermehrte Expression von Adipokinen wie Leptin und Zytokinen wie
Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) und Interleukin-6 (IL-6), nachgewiesen (Berg und
Scherer 2005). Diese werden vermehrt von den hypertrophierten Adipozyten und/oder den
eingewanderten Immunzellen produziert und wirken proinflammatorisch. Sie werden
mitverantwortlich gemacht, dass sich bei Adipositas ein chronisch systemischer
Entzlindungszustand einstellt und sich damit das Risiko flr kardiovaskuldre Erkrankungen
erhoht (Gelber et al. 2008). Unterstltzt wird diese Behauptung unter anderem durch die
klinische Studie von Shamsuzzaman et al. von 2004, die eine unabhéngige Assoziation von
Leptin und C-reaktivem Protein (CrP), welches ebenfalls zu den proinflammatorischen
Zytokinen gezahlt wird, bei Gesunden, nicht medikamentds behandelten Probanden
festgestellt haben. Von Bedeutung ist diese Beobachtung deshalb, weil das CrP unter Einfluss
von IL-6 bei akuten Entzindungsprozessen vermehrt in der Leber synthetisiert wird (Grunfeld
et al. 1996) und durch Leptin wiederum die Produktion von Zytokinen wie IL-6 induziert wird
(Santos-Alvarez et al. 1999). Auch andere Krankheitsbilder, die mit einer vermehrten

systemischen Inflammation einhergehen - wie Autoimmunerkrankungen, z.B. rheumatoide
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Arthritis, Lupus erythematodes - sind mit einem erhohten Risiko fur kardiovaskulare
Erkrankungen assoziiert. Eine klinische Untersuchung bei dieser Patientengruppe hat ein
erhdhtes Vorkommen von atherosklerotischen Plaques nachweisen kdnnen (Kao et al. 2003).

Adipositas ‘
v v \
Hypertonus ‘ Dyslipidémie‘ Adipokine ‘ Insulinresistenz

endotheliale
Dysfunktion

Inflammation
systemisch/lokal

v v v v v v
‘ Atherosklerose

Abb. 1.2 Schematische Darstellung der Folgen von Adipositas auf den Organismus und im Speziellen auf das
GefaRsystem. Abb. modifiziert nach Thalmann und Meier 2007.

Nicht nur die Masse des VAT erhoht sich unter Adipositas, sondern auch die GroRe des
PVAT, welches ubiquitar um die GefaBe zu finden ist, wie z.B. um die Aorta und die
Koronararterien. Im Weiteren werden nun die Rolle des PVAT und dessen méglicher Einfluss

auf das kardiovaskuléare System beschrieben.

1.2.2 Maogliche Wirkungen des PVAT auf die benachbarte Gefallwand

Das PVAT liegt der Adventitia mit einem Abstand von etwa 0,1 mm direkt an (Thalmann und
Meier 2007). Damit besteht die Mdglichkeit der direkten parakrinen Interaktion zwischen den
Adipozyten und den Zellen der umliegenden GefalBwand. Rosito et al. haben 2008 anhand von
Daten der Framingham-Studie festgestellt, dass die GroRenzunahme des PVAT mit
Pradiktoren flr kardiovaskuldre Erkrankungen korreliert und zusétzlich mit der Kalzifizierung
von Gefélien vergesellschaftet ist. Eine weitere klinische Untersuchung bei postmenopausalen
Frauen bestétigte mittels Computertomografie die starke Assoziation des PVAT der
Koronararterien mit dem Auftreten von Koronararterienkalzifizierung (Vos et al. 2008).
Zusétzlich konnten Greif et al. 2009 in einer Klinischen Studie zeigen, dass die Grolie des
PVAT um die Koronararterien direkt mit dem Ausmal? der Koronararteriensklerose korreliert.
Damit wird die Hypothese unterstiitzt, dass epikardiales PVAT bei Adipositas die

Entwicklung einer signifikanten Koronarsklerose fordert.
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In experimentellen Untersuchungen des PVAT konnte - wie bereits beim VAT - ein Anstieg
der Expression von Adipokinen und proinflammatorischen Zytokinen unter Adipositas
gezeigt werden (Takaoka et al. 2009). Die lokale chemotaktische Aktivitat dieser Mediatoren
forderte die Einwanderung von Leukozyten aus der Adventitia in die Gefallwand und damit
maoglicherweise die Ausbildung atherosklerotischer Gefalveranderungen, wie es bei Mausen
unter einer Hochfettdiat gezeigt werden konnte (Henrichot et al. 2005). Ebenso wurde eine
starke Infiltration von Makrophagen in das PVAT bei an kardiovaskuldren Erkrankungen
leidenden Personen nachgewiesen (Baker et al. 2006). Damit vergesellschaftet ist eine erhohte
lokale Inflammation (Zarkesh-Esfahani et al. 2001; Trayhurn et al. 2008), welche
moglicherweise die Pathogenese von atherosklerotischen Gefal3wandverdnderungen fordert.
Damit wird dem PVAT eine wesentliche Rolle in der Entstehung von vaskulérer
Inflammation bei Adipositas zugesprochen, die sich Kklinisch in der Entstehung von
Atherosklerose auBert (Chatterjee et al. 2009) und sich bei zunehmenden Korpergewicht

fordernd auf die Entstehung kardiovaskulérer Erkrankungen auswirkt (Henrichot et al. 2005).

Bereits 1991 wurde von Soltis und Cassis festgestellt, dass bei normalgewichtigen gesunden
Personen das PVAT den Tonus der benachbarten Gefalwand moduliert. Diese Hypothese ist
durch weitere experimentelle Untersuchungen gesichert worden (Gao et al. 2007, Dubrovska
et al. 2004). Schon 1986 konnte von Chignier und Eloy gezeigt werden, dass es allein durch
die Entfernung der Adventitia zu einer GroRenzunahme der Intima kommt. Es wird
angenommen, dass unter Adipositas diese schiitzende Funktion des PVAT geschwacht wird.
Die genauen Ursachen dieser Beobachtung sind bisher jedoch unklar (Aghamohammadzadeh
et al. 2012). Eine mdgliche Erklarung dafur konnte die in einer experimentellen Studie
nachgewiesene zunehmende Hypoxie der Adipozyten durch die GréRenzunahme der Zellen,
die bereits beschriebene lokale Inflammation und der erhdhte oxidative Stress im Fettgewebe
darstellen (Greenstein et al. 2009; Ketonen et al. 2010; Yamagishi et al. 2001). In einer
neueren Studie von Takaoka et al. von 2009 wurde zusétzlich beschrieben, dass durch die
Entfernung des endogenen PVAT und die Transplantation von VAT bzw. subkutanem
Fettgewebe um die zuvor verletzte Arteria femoralis von Mausen eine signifikante
Lumenstenose nach der Gefél3verletzung zu beobachten war. Zuvor erhielten die
Versuchstiere eine hochkalorische Diét. Dieses Ergebnis zeigt, dass dem PVAT eine mogliche
Bedeutung bei der lokalen Beeinflussung der Gefalwand und ihren pathologischen

Verénderungen zugeordnet wird.
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1.3 Atherosklerose und Restenose

Atherosklerose ist eine chronisch fortschreitende entziindliche Erkrankung der groRen und
mittelgroBen  Arterien. Die zunehmende Akkumulation von Lipiden, glatten
GeféaBmuskelzellen, Leukozyten und fibrosem Material innerhalb der Gefalwand sind
wesentliche pathologische Veranderungen, die die Atherosklerose kennzeichnen (Libby
2002).

Lipidansammlungen in der Intima der Gefalwand werden als initiale Verdnderungen bei der
Entstehung der Atherosklerose angesehen (Stary et al. 1995). Freies Cholesterin in der
Gefallwand unterliegt bestimmten strukturellen Modifikationen. Es regt die Endothelzellen
sowie andere Gefallwandzellen an, Adhasionsmolekule, Chemokine und Wachstumsfaktoren
zu sezernieren. Diese Stoffe locken vor allem Monozyten an, die in die Intima einwandern,
modifiziertes Cholesterin phagozytieren und sich damit zu Schaumzellen differenzieren.
Makroskopisch werden Ansammlungen lipidspeichernder Makrophagen als fatty streaks
bezeichnet. Im Verlauf koénnen Schaumzellen durch die zunehmende Lipidaufnahme
untergehen. Dabei geben sie ihren fettreichen Inhalt zusammen mit den restlichen
Zelltrimmern in den Extrazellularraum ab und sammeln sich innerhalb einer bindegewebigen
Kapsel, bestehend aus glatten GeféaBmuskelzellen und Extrazellularmatrix, an. Diese
Formation wird als atherosklerotische Plaque oder Atherom bezeichnet und fuhrt zur
Einengung des Gefalllumens, welche als Stenose bezeichnet wird. Die Dicke der Kapsel und
die Hohe des Fettanteils bestimmen die Stabilitat und das Potential zur Ruptur: Je dinner die
Kapsel und je groRer der extrazellulare Fettanteil, desto hoher ist die Tendenz, dass die
Kapsel aufreilt, den thrombogenen Inhalt in das GefaRlumen abgibt und zur Bildung eines
Thrombus fihrt. Dieser kann das Geféalslumen lokal weiter einengen oder als Embolus eine
arterielle Endstrombahn verlegen (Stary et al. 1995). Je nach Lokalisation der
atherosklerotischen Plaques bildet dieser pathologische Prozess die Grundlage zur Entstehung

von z.B. einem akutem Myokardinfarkt oder einem Schlaganfall.

Von einer Restenose wird gesprochen, wenn es nach einer erfolgreichen Behandlung einer
signifikanten arteriellen Lumeneinengung durch die therapeutische Ballondilatation bzw.
Einlage eines Stents zu einer erneuten Einengung des GefaRabschnittes kommt. Dabei
entwickelt sich eine verstirkte Neubildung der Intima und der Media, die in experimentellen
Studien als Neointima bezeichnet wird. Sie gilt als Korrelat zur Entwicklung einer Restenose
in humanen Arterien (Konstantinides et al. 2001a). Im Tiermodell wird dabei hdufig die



EINLEITUNG 8

Arteria carotis communis experimentell verletzt, um eine GeféRverletzung zu erzeugen und

damit die Bildung der Neointima anzuregen.

Schafer et al. konnten 2004 in einer experimentellen Studie eine signifikante Zunahme der
Neointima nachweisen, wenn ein erhéhter Serumspiegel des Adipokins Leptin vorlag.
Zusétzliche Experimente zeigten eine verminderte Zunahme der Neointima nach
experimenteller GefaRverletzung, wenn in den Versuchstieren ein fehlerhaftes bzw. inaktives
Leptinprotein oder ein nicht funktionsfahiger Leptinrezeptor, der sogenannte ob-Rezeptor,
exprimiert wurde (Schafer et al. 2004; Stephenson et al. 2003). In Anbetracht der erhdhten
zirkulierenden Leptinspiegel bei Personen mit Ubergewicht (Considine et al. 1996) konnte
Leptin somit eine direkte Verbindung zum erhéhten kardiovaskularen Risiko bei Ubergewicht

bzw. Adipositas darstellen.

Im folgenden Kapitel wird nun naher auf das Hormon Leptin eingegangen und dargelegt,
welche Rolle das Adipokin mdglicherweise bei der Entstehung von pathologischen lokalen

Gefallwandveranderungen spielt.

1.4 Leptin —ein zentrales Hormon des Fettgewebes

1.4.1 Eigenschaften von Leptin und seinem spezifischen Rezeptor

Die Lokalisation und Struktur des humanen ob-Gens, welches flr das Hormon Leptin kodiert,
wurde erstmals von der Arbeitsgruppe um Jeffrey Friedman 1994 beschrieben. Das Kiirzel ob
steht fur obese: fettleibig oder adipds. Das humane Gen befindet sich auf dem kurzen Arm
von Chromosom 7 (Zhang et al. 1994) und ist homolog zu dem ob-Gen auf der DNA von
Méusen (Green et al. 1995). Leptin ist ein 167 Aminosauren-langes Protein, das vor allem von
Adipozyten produziert und sezerniert wird, jedoch auch von Zellen des Herzens und der
Plazenta (Rajapurohitam et al. 2006, Purdham et al. 2004). Diese beiden Zelltypen
produzieren jedoch weniger Leptin als die Adipozyten und sind nicht malgeblich
verantwortlich fir die systemischen Serumspiegel des Hormons (Zhang et al. 1994). Durch
die Zunahme der Masse des VAT kommt es zu einem Anstieg des Leptinspiegeles im Serum
von adiposen Menschen und Tieren. Bei hoheren Leptinspiegeln wird von einer

Hyperleptindmie gesprochen, auf die spéater in diesem Kapitel genauer eingegangen wird.
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Abb. 1.3 Darstellung des Leptinproteins in seiner physiologisch gefalteten Form, nach Vossmann 2007.

Ein Hormon wirkt durch Bindung an einen fir sich spezifischen Rezeptor, der auf der
Oberflache der Zielzellen sitzt und aktiviert meist durch Kontakt im Schlussel-Schloss-
Prinzip, eine spezifische Signalkaskade in der Zelle. Fur das Hormon Leptin wurden bisher
sechs Varianten seines spezifischen Rezeptors beschrieben, die als ob-Rezeptoren bezeichnet
werden. Die so genannte B-Form oder lange Isoform des ob-Rezeptors wird flr die meisten
biologischen Wirkungen von Leptin verantwortlich gemacht (Tartaglia 1997). Einen
zentralnervosen Einfluss kann Leptin Uber ob-Rezeptoren nehmen, die sich auf der
Oberflache von hypothalamischen Neuronen befinden (Fei et al. 1997; Mercer et al. 1996).
Diese Region des zentralen Nervensystems hat unter anderem die Aufgabe, die
Nahrungsaufnahme und das Séattigungsempfinden, sowie die Aktivitat des Individuums zu
regulieren. Uber ob-Rezeptoren auf der Oberflache von Neuronen des Nucleus arcuatus kann
Leptin aullerdem Einfluss auf das kardiovaskuldre System ausuiben. Diese Neuronen gehdren
zum sympathischen Nervensystem und ihre Aktivierung wirkt sympathomimetisch auf die
Niere und fordert damit die Erhéhung des Blutdruckes (Rahmouni und Morgan 2007).
Dariiber hinaus konnten weiterfuhrende Untersuchungen zeigen, dass ob-Rezeptoren auch auf
Zellen der GefalRwand, wie Endothel- und GefaBmuskelzellen, sowie auf hamatopoetischen
Zellen, wie Thrombozyten und Monozyten, exprimiert werden (Schroeter et al. 2007).

Abb. 1.4 Molekulare Darstellung des Leptinrezeptors, nach Mancour et al. 2012.
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1.4.2 Wirkungen von Leptin im kardiovaskularen System

Anhand der Regionen, in denen ob-Rezeptoren bisher nachgewiesen wurden, konnte die
jeweils spezifische Wirkung von Leptin abgeleitet werden. So konnte in einer
tierexperimentellen Studie gezeigt werden, dass eine Erhoéhung des Blutdruckes bei
Adipositas ausbleibt, wenn der ob-Rezeptor oder das Leptinprotein fehlerhaft war und die
Leptin-spezifische Signalkaskade nicht aktiviert wurde (Rahmouni et al. 2003; Aizawa-Abe et
al. 2000). Wie bereits erwahnt, wurden ob-Rezeptoren auch auf Zellen der GefalRwand
gefunden. In experimentellen Studien konnte gezeigt werden, dass Leptin die Proliferation
von Endothelzellen (Bouloumié et al. 1998; Hasty et al. 2001) sowie die Proliferation und
Migration glatter GefaRmuskelzellen foérdert (Oda et al. 2001; Schéfer et al. 2004). Uber diese
zelluléaren Wirkungen beginstigt Leptin auflerdem die Angiogenese (Sierra-Honigmann et al.
1998; Bouloumie et al. 1998) und nimmt insgesamt einen signifikanten Einfluss auf die
Bildung der Neointima nach experimenteller Gefalverletzung im Tiermodell (Schéfer et al.
2004; Stephenson et al. 2003).

Wie beschrieben, befinden sich ob-Rezeptoren auch auf Zellen des h&matopoetischen
Systems. In einer experimentellen Untersuchung von Konstantinides et al. 2001a ist bei
didtinduzierter Hyperleptindmie in Versuchstieren eine gesteigerte Aggregation der
Thrombozyten nach Stimulation mit Adenosindiphosphat, sowie eine vermehrte
Thrombosierung nach experimenteller Gefalllasion nachgewiesen worden. Diese gesteigerte
Thrombozytenaktivitat konnte bei Versuchstieren mit einem genetisch-bedingten Mangel an
Leptin oder des ob-Rezeptors, nicht nachvollzogen werden (Konstantinides et al. 2001a;
Bodary et al. 2002) bzw. konnte durch die subkutane Gabe von rekombinanten Leptin wieder
hervorgerufen werden (Konstantinides et al. 2001a). In weiteren Untersuchungen ist anhand
des geringeren Auftreten von Lungenembolien in leptindefizienten Versuchstieren diese
Beobachtung bekraftigt worden (Konstantinides et al. 2004; Schéfer et al. 2003).

Leptin aktiviert aulerdem CD14-positive Monozyten, woraufhin diese beginnen, vermehrt
proinflammatorische Zytokine, wie z.B. TNF-a und IL-6 zu sezernieren (Zarkesh-Esfahani et
al. 2001). Diese Zytokine wirken wiederum stimulierend auf die Wirkung von Leptin, womit
es zu einer gegenseitigen Forderung dieser Proteine kommt (Landman et al. 2003). Des
Weiteren konnte eine verminderte inflammatorische Reaktion auf Infektionen in
experimentellen Untersuchungen beobachtet werden, wenn bei den Versuchstieren ein

Leptinmangel vorlag (Hsu et al. 2007).
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Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass Leptin unter anderem an der Regulation der
Immunantwort beteiligt ist und ein chronisch systemischer Entziindungszustand, wie er bei
Adipositas beobachtet werden kann, durch Leptin weiter geférdert wird, woraufhin
metabolische Funktionsstoérungen verstarkt und die Entstehung von kardiovaskuléren

Erkrankungen begunstigt werden.

1.4.3 Hyperleptinamie bei Adipositas und die Folgen fiir das kardiovaskulare System

Der Serumwert von Leptin verhélt sich proportional zur Masse des Fettgewebes. Obwohl es
keine einheitlichen Normwerte gibt, kénnen die Werte, die von Considine et al. 1996
publiziert wurden, als ungefdhre Richtwerte angenommen werden. Dabei wurde bei
normalgewichtigen Probanden ein Serumspiegel von 7,5 + 9,3 ng/ml bestimmt, sowie bei
Ubergewichtigen bzw. adipdsen Probanden ein Wert von 31,3 = 24,1 ng/ml. Die erhohten
Leptinwerte werden als Hyperleptindmie beschrieben. Klinische Studien konnten eine
Assoziation zwischen der Hohe der systemischen Leptinspiegel und dem Vorkommen
kardiovaskularer Ereignisse zeigen (Sattar et al. 2009). Des Weiteren wurde schon im Jahr
1999 von Sdderberg et al. gezeigt, dass Hyperleptindmie bei tbergewichtigen Ménnern zu
einem signifikanten Anstieg des Risikos flihrt, einen akuten Myokardinfarkt zu erleiden.
Durch experimentelle Studien konnte Leptin eine wichtige Rolle bei der Entstehung einer
endothelialen Dysfunktion zugeordnet werden (Payne et al. 2013), die als Beginn der
Atheroskleroseentstehung angesehen wird. Hinzu kommt, dass Hyperleptindmie allein mit der
Verdickung der Intima und Media von Arterien assoziiert wird (Ciccone et al. 2001). Diese
Verdanderungen der Gefdlwand unter Hyperleptindmie markieren Vorstufen der
Atherosklerose und kdnnen bei asymptomatischen tbergewichtigen Personen auf mdgliche
friihzeitige GefaBwandverénderungen hinweisen (Ciccone et al. 2001). Bedeutend ist auch die
Erkenntnis, dass Leptin, unabhéngig von anderen kardiovaskuldren Risikofaktoren, einen
Pradiktor fur die Entstehung von Koronarkalzifizierungen darstellt (Qasim et al. 2008; Koch
et al. 2013).

Die Entwicklung einer Leptinresistenz bei zunehmendem Korpergewicht wird fur die
fehlende regulatorische Eigenschaft des Hormons auf die Nahrungsaufnahme und die
korperliche Aktivitat bei adipdsen Personen verantwortlich gemacht (Mark et al. 2002). In
experimentellen Untersuchungen konnte bei leptindefizienten ob/ob-Mé&usen durch die
subkutane Applikation von rekombinantem Leptin eine erhohte korperliche Aktivitat und eine
geringere Nahrungsaufnahme erzeugt werden, so dass die Tiere signifikant an Korpergewicht
verloren (Pelleymounter et al. 1995). Diese Erkenntnis bestatigte im Tiermodell die bereits
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beschriebene Funktion des Hormons bei Adipositas und intaktem ob-Rezeptor. Dabei haben
neuere experimentelle Studien gezeigt, dass sich eine Leptinresistenz, auch unabhéngig von
einer Hyperleptinamie unter Adipositas, einstellen kann (Koch et al. 2013). Die ob/ob-Maus
weist eine spontane Nonsense-Mutation in Codon 105 des ob-Gens auf (Zhang et al. 1994).
Diese genetische Veranderung fuhrt zu einem verfriihten Stoppcodon bei der Transkription
des ob-Gens und im Blut der Mduse ist Leptin nicht mehr nachweisbar (Schafer et al. 2004).
Dieser Mausgenotyp weist ein fast doppelt so hohes Korpergewicht wie Wildtypmause (WT-
Méuse) auf, wenn sie zwischen acht und zehn Wochen alt sind (Zhang et al. 1994). Die
Ursache dafir liegt in der Hyperphagie der Mause und der resultierenden friihzeitigen
Entwicklung eines Metabolischen Syndroms. Im Gegensatz zur ob/ob-Maus, bei der die ob-
Rezeptoren funktionsfahig sind, liegt beim db/db-Mausgenotyp eine Mutation im ob-Rezeptor
vor, die zu einem Funktionsverlust der Signalkaskade des Leptinproteins fiihrt. Dieser
Gendefekt bewirkt die gleichen, wie bereits beschriebenen, Funktionsstérungen wie in der
ob/ob-Maus und ergibt die Mdglichkeit, eine moglicherweise bestehende Rezeptorintoleranz
bei Adipositas zu untersuchen.

1.4.4 Parakrine Wirkung von Leptin im PVAT

Klinische und experimentelle Untersuchungen unterstiitzen zunehmend die Hypothese einer
outside-in-Entziindungsreaktion, deren Folge die Entstehung von atherosklerotischen
GefaBwandveranderungen sein  kann. Es wird davon ausgegangen, dass diese
Entzindungsreaktion ihren Ursprung in der Adventitia nimmt und bis in die Intima der
GefaBwand fortschreitet (Robinson und Taylor 2009). Das PVAT wird in diesem
Zusammenhang als eine mogliche Ursache fir den Beginn der adventitiellen/ perivaskuléren
Entzlindungsreaktion angesehen, da es sich durch die, bereits beschriebene, erhohte
Freisetzung von Zytokinen auszeichnet (Zarkesh-Esfahani et al. 2001). Interessanterweise
konnten klinische (Cheng et al. 2008) und experimentelle (Chatterjee et al. 2009)
Untersuchungen zeigen, dass die perivaskuldre Expression von Leptin im PVAT um ein
Vielfaches erhéht ist. Die parakrine Freisetzung von Leptin aus dem PVAT scheint sich nach
bisheriger Studienlage negativ auf die Endothelfunktion sowie positiv auf die Proliferation der
Gefallmuskelzellen auszuwirken und konnte damit Einfluss auf die Entstehung von
kardiovaskularen Erkrankungen nehmen (Payne et al. 2013). Inwieweit die parakrine
Freisetzung aus dem PVAT und die lokale Wirkung des Hormons Einfluss auf die Entstehung
von Atherosklerose, Restenose bzw. Neointima nach einer GefaBverletzung nimmt, ist bisher
jedoch noch nicht genauer untersucht worden.
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1.5 Ziel der experimentellen Studie - Fragestellung

Ubergewicht und Adipositas sind bekannte Risikofaktoren fiir Herz-Kreislauferkrankungen
beim Menschen. Sie gehen nicht nur mit einem erhdhten Koérpergewicht und Stérungen des
Lipid- und Glukosestoffwechsels, sondern auch mit erhohten Serumspiegeln des
Adipozytenhormons Leptin einher. Eine wichtige Aufgabe von Leptin stellt die Steuerung
von Nahrungsaufnahme und Appetit dar. Dartber hinaus konnten friihere Untersuchungen
bereits zeigen, dass Leptin eine kausale Rolle bei der Entstehung von atherosklerotischen
GefaBwandveranderungen spielt. Neuere Studien deuten darauf hin, dass sich neben der
subkutanen und vor allem viszeralen Fettgewebsmasse bei Ubergewicht auch die GroRe des
PVAT erhoht. Erste klinische und experimentelle Studien weisen auf einen moglichen
direkten Zusammenhang zwischen der Zusammensetzung des PVAT und atherosklerotischen
GeféaBRverletzungen hin. Untersuchungen in Tiermodellen ergaben, dass das PVAT vermehrt
Adipokine sezerniert, darunter das Hormon Leptin, welches Verdnderungen in der
benachbarten Gefallwand beeinflussen kdnnte. Ob und inwieweit parakrin wirkendes Leptin

aus dem PVAT dabei eine Rolle spielt, ist bisher noch nicht direkt untersucht worden.

Um den kausalen Zusammenhang zwischen dem systemischen und perivaskuléren
Uberangebot von Leptin genauer zu untersuchen, wurde mit Hilfe von Mausmodellen drei
Versuchsgruppen mit jeweiligen Untergruppen gebildet, die im nédchsten Absatz genauer
beschrieben werden. Bei jedem Versuchstier wurde zunachst operativ anhand eines etablierten
experimentellen Modells eine chemische Endothelverletzung an der Arteria carotis communis
sinister mit nachfolgender Thrombosierung induziert. Nach 21 Tagen wurde jedem
Versuchstier die verletzte Arterie fur die morphometrische Quantifizierung der Neointima
entnommen. Ebenso wurde intrakardiales Blut gewonnen und der systemische Leptinspiegel

bestimmt.

In Gruppe | wurden einige Versuchstiere auf eine spezielle Diat gesetzt, die einen Fettanteil
von 45% der Gesamtkalorien (anstatt 10% in der Kontrollgruppe) beinhaltete, um auf diese
Weise Ubergewicht und eine systemische Hyperleptinamie zu erzeugen. Danach wurden die
Auswirkungen einer Hyperleptinamie im Vergleich zu Ubergewicht bei genetischem
Leptinmangel beurteilt. Hingegen ging es in Gruppe Il darum, die Folgen der perivaskuléaren
Uberexpression von Leptin bei normalgewichtigen Versuchstieren mit normalen systemischen
Leptinspiegeln zu untersuchen. Um eine lokale Uberexpression des Hormons im PVAT bei
Ubergewicht zu simulieren, wurden adenovirale Vektoren mit komplementarer

Desoxyribonuklerinsaure (cDNA) fir Leptin um die kurz zuvor verletzte Arterie appliziert.
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SchlieRlich wurde in Gruppe 11 ein lokales ,,Ubergewicht* an der verletzten Arterie erzeugt,
indem VAT von Spendermé&usen entnommen wurde und anschlieend um die kurz zuvor

verletzte Arterie immun-inkompetenter Empfangerméuse transplantiert.

Mit Hilfe der oben genannten experimentellen Untersuchungen am Mausmodell sollte
untersucht werden, ob die perivaskulare Akkumulation von Fettgewebe und Uberexpression
von Leptin eine direkte, parakrine und kausale Wirkung auf die Bildung der Neointima in der
benachbarten GefaRwand hat, unabhéngig von bestehendem Ubergewicht und systemischen
Verédnderungen. Dieser lokale Effekt sollte insbesondere von den bekannten Veranderungen

einer systemischen Hyperleptindmie unter Adipositas abgegrenzt werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Verwendete Materialien und Geréte

2.1.1 Reagenzien

Artikel Art.-Nummer Firma

Aceton 8222511000 Merck KGaA, Darmstadt, D

ABC-Link PK 6100 Vector Labs

Alkoholisches Hamatoxylin 10% H9627 Sigma-Aldrich, Steinheim, D

AB-Diluent S3022 Dako Deutschland GmbH, Hamburg, D

Antikorper Immunfluoreszenz s. Immunfluoreszenz, Kap. 2.4.4

Antikoérper Immunhistochemie s. Immunhistochemie Kap. 2.4.3
Citratsaure-Trinatriumsalz C3674 Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Dulbecco’s Modified Eagle Medium ~ 11965-092 Thermo Fisher Scientific Germany, Braunschweig, D
Ethanol 1009831000 Merck KGaA, Darmstadt, D

Entellan 1079610100 Merck KGaA, Darmstadt, D

Eisen-111-chlorid 236489 Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Formalin 252549 Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Gill’s Hamatoxylin 6765007 Thermo Fisher Scientific Germany, Braunschweig, D
Héamatoxylin H9627 Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Histomount 9999122 Thermo Fisher Scientific Germany, Braunschweig, D
lod 207772 Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Isofluran FDG9623 Baxter Deutschland GmbH, Unterschleiheim, D
Ketamin, 10% V147706 Rebopharm, Bocholt, D

Methanol 106009 Merck KGaA, Darmstadt, D

Maus Leptin Quantikine ELISA Kit ~ MOBO00 R&D Systems Europe Ltd., Abingdon, GB
g:::E:g:ifgggx?::agr_]eMS.?éu“On G3582 Promega GmbH, Mannheim, D

Natriumchlorid, 0,9% 7462979 DeltaSelect GmbH, Dreireich, D

NGS X0907 Dako Deutschland GmbH, Hamburg, D

NRS X0912 Dako Deutschland GmbH, Hamburg, D

Ol-Rot-O 0-0625 Sigma-Aldrich, Steinheim, D

PBS, 10% 70011-036 Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D

Pikrinsdure, geséttigt P6744 Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Potassium lodid 60400 Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Propylen-Glycerol 398039 Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Rekombinantes Maus-Leptin 498-0OB R&D Systems Europe Ltd., Abingdon, GB
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Artikel

Art.-Nummer

Firma

Saurefuchsin 1%

Gefalmuskelzell-Medium
(BulletKit)

Gefalmuskelzell-Medium, basal
Stickstoff, fllissig

Triton X-100

VectaShield Mounting Medium
Xylazin, 2%

Xylol

Zinkformalin

2.1.2 Materialien

F8129
CC-3182

CC-3181

93426
H-1000
1205
9713.3
6764255

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Lonza Group AG, Basel, CH

Lonza Group AG, Basel, CH

hausintern

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Linaris, Wertheim, D

CP-Pharma Handels-GmbH, Burgdorf, D
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D

Thermo Fisher Scientific Germany, Braunschweig, D

Artikel

Art.-Nummer

Firma

Buroklammer
Deckgléaschen
Eppendorfgefal
Falconrdhrchen 15 ml
Falconréhrchen 50 ml
Filterpapier
Insulinspritzen, 1 ml
Kompresse, 5x5¢cm, steril
Korkplatten

Korkpin

Klebeband Leukosilk
Kryoroéhrchen
Nadelhalter fein

Nahtfaden 6-0

Objekttrager

Ohrlocher

PAP PEN Mini

Pinzette fein, gebogen
Pinzette grob, gebogen
Pipetten, variable Grofe

Pipettenspitzen
Schale klein

Schere fein / spitz
Transferpipette groR
Wattestabchen lang

CB00110RA1
0030 120.094
12202.0750
12200.0600
D3701
9161309V
25210

4593652
368632
12003-15

Ethilon BV-4

J1800AMNZ
24210-02
LP0002
11251-35
11151-10

Biosphere
4002676
14084-08

86.1180
85800301

Schreibwarenladen

Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig, D
Eppendorf AG, Hamburg, D

Genaxxon BioScience GmbH, Ulm, D
Genaxxon BioScience GmbH, Ulm, D
GE Healthcare, Munchen, D

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, D
MaiMed GmbH, Neuenkirchen, D
Baumarkt

Schreibwarenladen

BSN medical GmbH, Hamburg, D
Thermo Fisher Scientific Germany, Braunschweig, D

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, D

Ethicon, Johnson & Johnson medical GmbH,
Norderstedt, D

Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig, D
Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, D
Zytomed Systems, Berlin, D
Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, D
Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, D
Eppendorf AG, Hamburg, D

Sarstedt AG & Co., Numbrecht, D

Nunc, Thermo Fisher Scientific Germany BV & Co
KG, Braunschweig, D

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, D
Sarstedt AG & Co., Numbrecht, D
WIROS Wilfried Rosbach GmbH, Willich, D
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2.1.3 Gerate

Artikel

Firma

Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axiovert 200)

Kryostat (Frigocut 2800N)
Mikroskop (Olympus BX51)
Plattenphotometer

Waage (Extend)
Warmeplatte

Zentrifuge (5415D)

2.1.4 Programme

Carl Zeiss AG, Oberkochen, D
Leica Mikrosysteme GmbH, Wetzlar, D

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, D
BioTek Instruments, Bad Friedrichshall, D
Sartorius AG, Gottingen, D

Vogel GmbH & Co. KG, Gielien, D
Eppendorf AG, Hamburg, D

Artikel

Firma

Axio Vision 3.0 (Graphikprogramm)
GraphPad Prism (Statistikprogramm)
Image Pro Plus (Graphikprogramm)
Excel 2007

2.1.5 Puffer und Lésungen

2.15.1 Gewebefarbungen

Alkoholisches Hamatoxylin 10%

Citrat-Puffer 10x

Ol-Rot-O-L6sung:

Van-Gieson-Farbeldsung

Verhoeff’s Elastica-Farbeldsung

Verhoeff’s Iodid-L0sung

Carl Zeiss AG, Oberkochen, D

GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA

Media Cybernetics, Inc., Bethesda, MD, USA
Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA

50¢g
auf 500 ml

21g
auf 1000 ml

0549
auf 100 ml

auf 100 ml

Hé&matoxylin
Ethanol 100%

Citratséure-Trinatriumsalz
aqua dest
ph-Wert auf 6 einstellen

Ol-Rot-0

Propylenglycol, 100%

Propylenglycol dem Ol-Rot-O unter
Riihren langsam zugeben, vorsichtig auf
95°C erhitzen und auflésen. Abfiltern.
Uber Nacht abkiihlen, unter Vakuum
filtern.

Pikrinsdure, gesattigt
Saurefuchsin 1%

Alkoholisches Hamatoxylin 10%
100% Ethanol

10% Eisen-(l11)-chlorid
Verhoeff*s lodid-Losung

lod
Potassium lodid
aqua dest
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2.1.6 Diaten flr Versuchstiere

2.1.6.1 Normale Tiernahrung - NC

Der normale Erndhrungsbedarf eines Versuchstieres wurde mit normaler Tiernahrung fir
Nager (R/M-H V1535-0, Sniff Spezialdidten GmbH, Soest, Deutschland), folgend als NC

bezeichnet, abgedeckt und ist als geeignete Nahrung, ohne diatischen Hintergrund, anzusehen.

2.1.6.2 Hochfettdiat mit 45%-igem Fettanteil - HFD

Diese hochkalorische Diat (D12451, Research Diets Inc., New Brunswick, USA), im
Weiteren als HFD bezeichnet, wurde fir die Erzeugung des Ubergewichtes und einer
systemischen Hyperleptindmie verwendet. Sie dient im Speziellen der Untersuchung von
Ubergewicht und Diabetes mellitus am Tiermodell. Die HFD hat einen Gesamtfettanteil von
45% der Gesamtkalorien, Kohlenhydrate nehmen 35% und Proteine 20% ein. Weiterhin
erfullte sie alle Anforderungen an den normalen téglichen Erndhrungsbedarf eines
Versuchstieres (Tab. 2.1).

Bestandteil (%0) HFD: D12451 NC: V1535-0
Protein 20 20
Kohlenhydrate 35 70
Fett 45 10
kcal / g 4.73 3,85

Tab. 2.1 Verwendete Diaten. Ausziige aus den jeweiligen Datenblattern der Firmen ResearchDiets und Sniff.

2.2 Experimentelle Untersuchungen im Tiermodell

2.2.1 Versuchstiere

2.2.1.1 Allgemeine Angaben

Far alle Versuche wurden ausschlief3lich mannliche Versuchstiere im Alter von neun bis zehn
Wochen verwendet, welche in der Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung (ZTE) der
Universitatsmedizin Gottingen (UMG) gehalten wurden. Alle Versuchstiere hatten freien
Zugang zu Wasser und Nahrung. Damit jedes Versuchstier wahrend des Experimentes
eindeutig identifiziert werden konnte, wurde es durch eine Ohrlochmarkierung

gekennzeichnet und bekam auRerdem eine fortlaufende Nummer. Das Ohrlochmuster wurde
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im Laborbuch sowie in einem speziellen Ordner zur Aufzeichnung sdmtlicher Tierversuche

der Arbeitsgruppe notiert.

2.2.1.2 Spezielle Angaben

Fur die Untersuchungen wurden WT-Mé&use vom Genotyp C57BL/6J von Harlan
Winkelmann GmbH (Borchen, Deutschland) bezogen. Weiterhin wurden leptindefiziente
Mause mit dem genetischen Hintergrund C57BL/6J-Lep®; ob/ob und leptinrezeptordefiziente
Mause vom Genotyp C57BL/6J +/+ Lep®; db/db von Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME,
USA) bezogen. Die ob/ob-Maus besitzt einen absoluten Leptinmangel, da sie aufgrund einer
Spontanmutation im ob-Gen kein funktionsfahiges Leptin bilden kann. Hingegen zirkuliert im
Blut der db/db-Maus das funktionsfahige Hormon in erhéhten Konzentrationen. Bei diesem
Maustyp liegt die Spontanmutation im Gen fur die ob-Rezeptoren und macht diese
funktionsunfahig. Die spezifische Signalkaskade in die Zelle kann nicht in Gang gesetzt
werden. Die ob/ob-Maus, wie auch die db/db-Maus, entwickeln schon friihzeitig ein
Metabolisches Syndrom und haben zu Beginn des Experimentes ein etwa doppelt so hohes

Korpergewicht (KG) als WT-Mause gleichen Alters.

Immundefiziente Nacktmause mit dem Genotyp NMRI-Foxn1™; nu/nu stammten aus der
internen Zucht der ZTE (Frau Prof. Alves) bzw. wurden Uber den Lieferanten Charles River

Laboratories (Wilmington, USA) bezogen.

In einigen Experimenten wurden transgene Madause vom Genotyp C57BL6/J verwendet,
welche grun-fluoreszierendes Protein (GFP) bilden. Die Versuchstiere wurden uns
freundlicherweise von Herrn Dr. Lihder (UMG, Abteilung Neuroimmunologie) zur

Verfligung gestellt.

2.2.2 Versuchsablauf

Um den Effekt von Leptin auf die Bildung der Neointima nach einer experimentellen
Gefalverletzung zu untersuchen, wurde bei allen Versuchstieren mit Hilfe des Eisen-(111)-
chloridmodells (Konstantinides et al. 2001b) eine GeféaRverletzung an der Arteria carotis
communis sinister induziert und eine Neubildung der Intima, respektive Neointima,
provoziert. Zudem wurde einigen Versuchstieren nach der GefaRverletzung einerseits
adenovirale Vektoren perivaskuldr appliziert und andererseits VAT von Spendermausen
transplantiert. Den Versuchstieren ist am 21. postoperativen Tag die Arterie entnommen

worden, nachfolgend als Gewebeentnahme bezeichnet. VVor der Tétung wurde dem betdubten



MATERIAL UND METHODEN 20

Tier mittels kardialer Punktion etwa 1 ml Blut entnommen. Anschliefend wurden aus den
gewonnenen Arterien je nach Versuchsgruppe Paraffin- oder Gefrierschnitte fur histologische
Untersuchungen angefertigt. Um eine quantitative Auswertung der Versuchsgruppen zu
erzielen, wurden die Arterien immer mit der Verhoeff’s Elastica-Farbung gefarbt,
anschlieend ausgewertet und verglichen. Zusatzlich wurde mit Hilfe immunhistochemischer

Féarbungen die vaskuldre Inflammation nach der Gefaliverletzung naher untersucht.

Um die systemische Hyperleptindmie von einer lokalen Leptiniiberexpression unterscheiden

zu konnen, wurden drei Versuchsgruppen gebildet (Tab. 2.2).

Gruppe n Maustyp OP Nahrung Behandlung nach Geféal3verletzung
| 19 WT NC @
9 WT HFD @
10 ob/ob NC @
11 10 WT NC @
4 WT NC Leptin s.c.
16 WT NC Kontrolle p.v.
cDNA
20 WT NC Leptin p.v.
2 db/db NC Kontrolle p.v.
6 db/db NC Leptin p.v.
i 14 nu/nu NC @
13 nu/nu NC WT-NC
Transplantation
18 nu/nu NC WT-HFD
VAT
7 nu/nu NC ob/ob-NC
16 nu/nu NC ob/ob-HFD

Tab. 2.2 Ubersicht iber die Versuchsgruppen und ihre jeweiligen Eigenschaften

In Gruppe | wurde die systemische Hyper- und Aleptindmie und deren Einfluss auf die
Bildung der Neointima untersucht. Eine Kontrollgruppe aus 19 WT-Mausen, die fir die
gesamte Dauer des Versuchs NC erhielten, wurde mit neun WT-Mausen verglichen. Diese
wurden jedoch bereits zwei Wochen vor der OP auf eine HFD umgestellt. Damit sollte
Ubergewicht und eine Erhéhung des im Blut zirkulierenden Leptins erreicht werden.
Zusétzlich dienten zehn mit NC behandelte ob/ob-Mé&use der Untersuchung der Neointima bei

fehlender Expression von Leptin.
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Die Gruppe Il beschaftigte sich mit der perivaskularen Uberexpression von Leptin und der
parakrinen Wirkung des Hormons auf die Neointima. Insgesamt wurden 50 mit NC
gefiitterten WT-Ma&usen unmittelbar nach der GefaRverletzung jeweils 50 pl eines Gemisches
aus 25%igem Pluronic F-127-Gel und 1x10° Plaque-formenden Einheiten (PFU) adenovirale
Vektoren oder eine aquivalente Menge an 0,9%igem Natriumchlorid (NaCl) um die Arterie
appliziert (Abb. 2.1). Genauer gesagt, wurden 20 Mause mit Leptin-cDNA und 16 M&use mit
unspezifischer Kontroll-cDNA behandelt. Weitere zehn Versuchstiere bekamen 0,9%iges
NaCl verabreicht. Zuséatzlich wurde untersucht, ob Viruspartikel mit Leptin-cDNA bei vier
WT-Maéusen Leptin typische Auswirkungen auf den Korper zeigten. Sie bekamen die
adenoviralen Vektoren dorsal ins subkutane Fettgewebe gespritzt. In dieser Gruppe wurden
ferner acht db/db-Mausen adenovirale Vektoren appliziert, wobei sechs von ihnen Leptin-
cDNA und zwei Kontroll-cDNA erhielten. Wie sich adenovirale Vektoren im Korper des
Versuchstieres verhalten, wurde zuvor mit Hilfe von GFP-cDNA-haltigen adenoviralen
Vektoren in der Konzentration von 1x10° PFU an einigen WT-Méausen untersucht. Bei der
Gewebeentnahme wurden zusatzlich die Leber, die Niere und die Milz entfernt und

histologisch aufgearbeitet.

Adenovirale
Vektoren

GefaBverletzung
—

>

Pluronic F-127-Gel

Abb. 2.1 Schematische Darstellung der Behandlung mit adenoviralen Vektoren. Nicht gezeigt wird die subkutane

Applikation der adenoviralen Vektoren in das dorsale Unterhautfettgewebe.

In Gruppe 111 ging es darum, den Effekt einer perivaskuldren Akkumulation von Fettgewebe
anhand der Transplantation von vitalem VAT zu untersuchen. Das Ziel war es
herauszufinden, wie sich parakrin wirkendes Fettgewebe auf die Bildung der Neointima
auswirkt und welchen Einfluss Leptin dabei hat. Daflr wurden als Empfanger insgesamt 68
normalerndhrte immun-inkompetente Nacktmé&use, nu/nu-Mause, operiert und ihnen nach der

GeféaBRverletzung VAT von Spendermdusen transplantiert (Abb. 2.2). Als Spender wurden
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WT- und ob/ob-Méause verwendet. Einige dieser Spendermduse erhielten eine achtwdchige
HFD, bevor ihnen VAT zur Transplantation entnommen wurde. Es wurde 13 nu/nu-Mé&usen
VAT von WT-NC und 18 nu/nu-Mdusen VAT von WT-HFD-Mdusen transplantiert.
Ebenfalls bekamen sieben nu/nu-Maduse VAT von ob/ob-Mausen, die mit NC gefittert
wurden und 16 nu/nu-Méuse VAT von ob/ob-Mdusen, die zuvor auf eine achtwdchige HFD
gesetzt wurden, transplantiert. Als Kontrollgruppe wurde 14 nu/nu-Mdusen nach der
experimentellen Gefal3verletzung kein VAT Ubertragen.

GefaBverletzung
—

Abb. 2.2 Schematische Darstellung des Transplantationsmodells. Links oben und rechts die Empféangermaus, links unten

die Spendermaus, Entnahme des VAT uber einen lateralen Schnitt und Er6ffnung des Peritoneums ventral.

2.2.3 Das Eisen-(I11)-chloridmodell zur experimentellen Geféaliverletzung

2.2.3.1 Anasthesie

Die Narkoselésung bestand aus 25% einer 2%igen Xylazinhydrochlorid-Ldsung, 25% einer
4%igen Ketaminhydrochlorid-Lésung und 50% einer 0,9%igen Natriumchlorid-Lésung.
Diese Losung (1 Einheit pro 6 g KG) wurde dem Versuchstier intraperitoneal appliziert. Nach
etwa 3 Min war die Maus sediert, atmete suffizient und reagierte nicht mehr auf externe Reize
(z.B. sanftes Kneifen in den Hinterlauf). Um die Tiefe der Narkose abschétzen zu kdnnen,
wurde permanent die Atemfrequenz visuell Uberwacht, mit dem Ziel, diese bei ca. 60 / min zu
halten. Im Falle eines vorzeitigen Erwachens wurde der Maus fir etwa 10 Sek ein
Falconréhrchen vor die Nase gehalten, in dem sich eine mit dem Inhalationsnarkotikum
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Isoflurane getrankte Kompresse befand. Dadurch wurde die Narkose um etwa 5 Min

verlangert.

2.2.3.2 Praparation der Arteria carotis communis sinister

Die narkotisierte Maus wurde ricklings zwischen zwei Korkplatten, die auf einer
Warmeplatte (eingestellt auf 37°C) fixiert waren, gelegt. Die Extremitdaten wurden locker
abgespreizt und mit Leukosilk fixiert. Der Kopf wurde rekliniert, so dass die Incisura
jugularis auf einer Hohe mit der Oberkante der Korkplatten lag. In dieser Position wurde der
Kopf ebenfalls mit Leukosilk am Unterkiefer fixiert. Das Operationsgebiet wurde mit

70%igem Ethanol befeuchtet und dabei das Fell zur Seite gestrichen.

Mit einer groben Pinzette wurde die Haut oberhalb der Incisura jugularis gegriffen und ein
etwa 1 bis 1,5 cm langer Hautschnitt Richtung kranial gesetzt. Nun wurde stumpf auf die
Trachea prépariert und im Zuge dessen die Lappen der Glandula submandibularis zur Seite
gedrangt. Mit zwei Haltehaken, die durch die Korkplatte fixiert wurden, wurde das
Operationsfeld offengehalten. Jetzt konnte mit zwei feinen Pinzetten unter mikroskopischer
VergroRerung mit der Freilegung der Arteria carotis communis sinister begonnen werden.
Dazu wurde die Arterie fein mobilisiert, die Vagina jugularis zwischen Arteria carotis
communis sinister und Vena jugularis sinister gegriffen und mit der zweiten Pinzette durch
leichtes Gegendriicken und gleichzeitiges Aufspreizen erdffnet. Der Nervus vagus sinister,
meist dorsal der Arterie liegend, wurde dargestellt. Ein 6-0 Ethilon Faden wurde unter der
Arterie hindurchgefiihrt und die gleiche Prozedur mit einem zweiten Faden wiederholt, um
die Arterie leicht anzuheben und von dem umgebenden Gewebe trennen zu konnen. Jetzt
wurden die zwei Fadenenden mit einer Pinzette gegriffen, sodass die Arterie Richtung
Operateur gehoben werden konnte. Mit der zweiten Pinzette wurde die Arterie komplett aus
der GeféaRbiindelfaszie geldst und von der Carotisbifurkation bis in die Tiefe im Dreieck
zwischen Musculus sternocleidomastoideus sinister und Trachea abgesetzt. Einer der Faden
wurde dann auf Hoéhe der Carotisbifurkation platziert und der zweite soweit wie moglich
proximal gesetzt. Ein bereits vorgefertigtes Filterpapier mit den Dimensionen 1 x 1,5 mm
wurde in einen Tropfen 10%iger Eisen-(I11)-chlorid-Losung, die am Tag jeder OP frisch
angesetzt wurde, gelegt. Mit dem Dopplerschallkopf wurde die Arterie aufgenommen und
dabei darauf geachtet, dass keine Spannung auf dem Geféal? war. Ein ausreichend groRer
Bereich der Arterie unterhalb des Dopplerschallkopfes musste freibleiben. Die Beriihrung von
benachbarten Gewebestrukturen musste vermieden werden. Sobald die Arterie in der richtigen

Position war, wurde das Filterpapier in L&ngsrichtung auf die Arterie unterhalb des



MATERIAL UND METHODEN 24

Dopplerschallkopfes gelegt und die Stoppuhr gestartet, die auf einen Countdown von 3 Min
eingestellt war. Normalerweise wirde der Blutfluss der Arterie mit dem Dopplerschallkopf
gemessen und aufgezeichnet werden, um die beginnende Thrombosierung zeitlich und
grafisch darzustellen. In diesem Experiment war diese Messung nicht notwendig. Es ging nur
um die Geféallverletzung an sich und die vaskularen Gefalwandverénderungen, die durch sie
induziert wurden. Sobald die Zeit abgelaufen war, wurde das Filterpapier ziigig von der
Arterienwand entfernt und die komplette Arterie mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS)
umspilt. Etwa 5 Min nach Entfernung des Filterpapiers konnte eine beginnende
Plattchenaggregation und Thrombosierung auf der Lange der Lasionsstelle durch eine leichte
Gelbfarbung der Arterie erkannt werden (Abb. 2.3). Ebenfalls kam es visuell zu einer
Minderperfusion der Arterie distal der Gefal3lasion. Der Dopplerschallkopf sowie die beiden
Faden wurden wieder vorsichtig entfernt. Unter Schonung der Arterie konnten die Haltehaken
entfernt und die Lappen der Glandula submandibularis tber das Trigonum caroticum sinister
zusammengefihrt werden. Durch den Verschluss der Haut mit 6-0 Einzelknopfndhten wurde
die OP beendet. Zum Aufwachen kam die narkotisierte Maus in einen leeren Kafig, der auf
einer Warmeplatte stand. Zusatzlich wurde ein Papiertuch unter und tber sie gelegt, um den
Warmeverlust zu minimieren. Nach jeder OP wurden alle Instrumente und der

Operationstisch mit 70%igem Ethanol gereinigt.

Abb. 2.3 Praparation der experimentellen GefaRverletztung an der Arteria carotis communis sinister. modifiziert nach
Konstantinides et al. 2001b.

2.2.3.3 Entnahme der Arteria carotis communis sinister

Am 21. Tag nach der experimentellen Gefallverletzung wurde die Maus, wie schon bei der
OP zuvor, anéasthesiert und auf dem Operationstisch fixiert. Die Hautnaht wurde eréffnet und
das Trigonum caroticum sinister stumpf freiprapariert. Mit den zwei Haltehaken wurde das
Operationsfeld offengehalten, so dass mit der Freilegung der zuvor verletzten Arteria carotis
communis sinister von umliegendem Narbengewebe begonnen werden konnte. Ziel war es,

einen 6-0 Ethilonfaden unter der Arterie zu platzieren und sie von der Vena jugularis sinister
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abzusetzen. Nun wurde der Maus transkutan per kardialer Punktion bis zu 1 ml Blut
entnommen. Dann wurde mit einer kraftigen Schere der Thorax ertffnet und das noch
schlagende Herz freigelegt. Im gleichen Zug wurde die Vena cava inferior durchtrennt, um
den vendsen Ruckstrom zum Herzen zu unterbrechen. Der linke Ventrikel wurde mit einer
kleinen Kanule punktiert und etwa 1 bis 2 ml 4%ige Zinkformalin-Ldsung langsam in den
Korperkreislauf der Maus perfundiert. Unter mikroskopischer Sicht konnte das erfolreiche
Freispllen der Arterie von Blut beobachtet werden. Zusétzlich wurde noch ein Tropfen
Zinkformalin direkt auf die Arterie gegeben und 2 Min gewartet, damit sie zur Entnahme
leicht anfixiert war. Mit der feinen Pinzette wurde die Carotisbifurkation gegriffen und distal
mit einer feinen Schere durchtrennt. Durch leichten Zug wurde die Arterie etwas gestreckt,
damit sie proximal noch mehr zwischen Trachea und Musculus sternocleidomastoideus
sinister heraustrat, um sie an dieser Stelle ebenfalls zu durchtrennen. AnschlieRend wurde sie
fir mindestens 4 Std in 4%igem Zinkformalin fixiert und dann in 70%igen Ethanol

umgebettet, um im Verlauf in Paraffin eingebettet zu werden.

2.2.4 Herstellung von Pluronic F-127-Gel

Zur perivaskuldaren Applikation von adenoviralen Vektoren wurde Pluronic F-127-Gel in
einer 25 %igen Konzentration verwendet. Dafiir wurden 15 ml destiliertes Wasser (aqua
dest.) auf etwa 4°C abgekihlt und anschliel3end in einen Glasbehélter gegeben, in dem sich
bereits ein magnetischer Ruhrstab befand. Dieser wurde dann in eine kleine Isolierschale
gestellt und um ihn herum mit Eis ausgefullt. Unter Benutzung eines Magnetriihrers bei
mittlerer Geschwindigkeit wurden sukzessive 5 g Pluronic F-127-Granulat dem gekihlten
aqua dest. zugegeben. Das Granulat I6ste sich unter stetigem Kihlen und Ruhren nur langsam
auf, so dass der Glasbehalter Giber Nacht, abgedeckt mit Alufolie, in den Kihlschrank bei 4°C
gestellt wurde. Am néchsten Tag konnte das Gemisch klar und gebrauchsfertig verwendet
werden (Schmolka et. al 1972).

2.2.5 Praparation der adenoviralen Vektoren

Die Konzentration der Stocklésung, die entweder Leptin-cDNA, Kontroll-cDNA oder GFP-
cDNA enthielt, betrugt laut Angaben des Herstellers (Vector Biolabs, Philadelphia, USA) 1 x
10" PFU/ ml. 10 ul dieser Lésung wurden mit 990 pl PBS (1:100) versetzt und die
Konzentration der Stocklosung auf 1 x 10® PFU/ ml verdinnt. Jeweils 10 pl dieser

neuverdinnten Losung wurden dann mit Pluronic F-127-Gel auf 50 ul aufgefullt, so dass die
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Stocklésung nun auf 1 x 10° PFU in Pluronic F-127-Gel verdiinnt war. Dieser Ansatz wurde

eigens fur jedes Versuchstier hergestellt und ihm um die zuvor verletzte Arterie appliziert.

2.2.6 Transplantation von VAT

Vorangegangene Versuche der Transplantation von VAT bei WT-Méausen zeigten eine
massive AbstoRungsreaktion. Die Arteria carotis communis sinister war nicht mehr im
Trigonum caroticum sinister zu lokalisieren womit die Gewebeentnahme aufgrund starker
Verwachsungen nicht moglich war. Ebenfalls war das transplantierte VAT nicht mehr als
solches zu erkennen und stark nekrotisiert. Als Empfangerméuse wurden daher immun-

inkompetente nu/nu-Mduse verwendet.

Zur Entnahme des VAT wurden die Versuchstiere, wie schon zuvor bei der OP der
GeféaBverletzung beschrieben, anésthesiert und dann riicklings auf dem Operationstisch fixiert.
Die abdominale Haut wurde groRzlgig mit 70%igem Ethanol befeuchtet. Das Peritoneum
wurde in kraniokaudaler Richtung eréffnet und jeweils ein Teil des VAT entnommen und
anschlieBend bis zur Transplantation in 0,9%iger NaCl-Ldsung bei 4°C gelagert.

Unmittelbar nach dem Setzen der GefaRverletzung an der Arteria carotis communis sinister
wurden 50 mg VAT perivaskular transplantiert. Dazu wurde einer der noch liegenden Faden
zu einer Schlaufe gegriffen und die Arterie etwas angehoben. So war es mdglich, das
Fettgewebe um die Arterie herum, in Hohe der Gefalverletzung zu platzieren und einer
eventuellen Dislokation des Transplantates vorzubeugen. Eine Kompression der Arterie
wurde visuell durch Transparenzanderung des Blutflusses in der Arteria carotis communis
sinister distal des Transplantates ausgeschlossen. Dann wurde die Glandula submandibularis

sinister zurtckverlagert und die Operationswunde mit 6-0 Einzelknopfnédhten verschlossen.

2.2.7 Tierschutzantrag und Genehmigung

Die tierexperimentelle Studie war zuvor nach 88 des Tierschutzgesetzes vom
Niederséchsischen Landesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit genehmigt
worden (Az. 33.9.42502-04-063/09). Die Haltung und die Versuche erfolgten gemal

nationalen Bestimmungen.
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2.3 Messungen im Serum

2.3.1 Bestimmung von Leptin im Serum

Wie unter Kap. 2.2.3.3 beschrieben, wurde jedem Versuchstier bei der Entnahme der Arteria
carotis communis sinister per kardialer Punktion etwa 1 ml Blut entnommen. Durch
Zentrifugation fur 10 Min bei 3000 U/min konnte das Serum von den zelluldren
Blutbestandteilen separiert und abpipettiert werden. Das Serum eines jeden Versuchstieres

wurde bei -80°C bis zu seiner weiteren Analyse gelagert.

Die Leptinkonzentration im Serum wurde mit Hilfe eines kommerziell erhdltlichen Leptin-
Enzym-gekoppelten Immunadsorptionsassays (ELISA) bestimmt. Diese Analyse wurde

entsprechend den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

2.4 Histologische Analyse der Arteria carotis communis sinister

2.4.1 Herstellung von Paraffinschnitten

Fur die Herstellung von Paraffinschnitten wurde die in 4%igem Zinkformalin fixierte und in
70%igem Ethanol gelagerte Arterie zunédchst in Paraffin eingebettet. Im Anschluss an die
Fixierung in Paraffin wurden Serienschnitte mit einer Dicke von 5 um angefertigt. Von jeder
Arterie wurden zehn Objekttrédger mit je drei Gewebeschnitten erstellt. Bei der Aufteilung der
Schnitte auf die Objekttrager wurde jeweils eine einheitliche Reihenfolge von distal nach
proximal, beginnend an der Carotisbifurkation, beibehalten. Zwischen zwei
aufeinanderfolgenden Objekttrdgern sind etwa 50 pum Gewebe verworfen worden. Diese
Reihenfolge ermdglichte es, die komplette GefdRlasion der Lange nach darzustellen. Auf
jedem Objekttrager wurde die jeweils zugehorige Versuchstiernummer vermerkt. Frau Sarah
Barke, medizinisch-technische Laboratoriumsassistentin der Klinik fur Kardiologie und

Pneumologie der UMG, fertigte die Parafinschnitte an.
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distal proximal

Abb. 2.4 Schematische Darstellung der Schnitte durch die GefaBwandschichten 21 Tage nach der GefaRverletzung.
Der Abstand zwischen zwei Pfeilen betrégt etwa 50 um.

2.4.2 Histologische Untersuchungen

2.4.2.1 Verhoeff’s Elastica-Farbung zur Darstellung der elastischen Laminae

Die Verhoeff’s Elastica-Farbung bildete die Grundlage fir die morphometrische
Untersuchung jeder einzelnen Arterie. Mit ihrer Hilfe wurden die einzelnen Laminae der
GeféaBwand angefarbt und somit die Unterscheidung, Beurteilung und Berechnung der GroRe
der Intima, Neointima, Media und Adventitia ermoglicht.

Um diese Féarbung durchfiihren zu kénnen, musste zunichst die Verhoeff’s Iodid-Ldsung

angesetzt werden. Dies ist unter Kap. 2.1.5.1 genauer beschrieben.

Jeder zweite Objekttrager einer geschnittenen Arterie wurde herausgesucht und in einer
Glaskiivette gesammelt. Zuerst sind die Schnitte fur jeweils dreimal 5 Min zum
Entparaffinieren in Xylol gegeben worden. Eine anschliefende Rehydrierung der Schnitte
erfolgte dadurch, dass sie fir jeweils 2 Min in eine absteigende Alkoholreihe, bestehend aus
100%, 100%, 96%, 96%, 70% und 50% Ethanol gestellt wurden. Wéhrend dieser ersten zwei
Schritte wurde die Verhoeff‘s Elastica-Féarbelosung frisch angesetzt. Die rehydrierten Schnitte
kamen nun flr 15 Min in die Verhoeff‘s Elastica-Farbeldsung. Im Anschluss sind sie fiir 20
Min unter lauwarmes laufendes Leitungswasser gestellt und anschlieRend fir 5 Min in
destilliertem Wasser gebadet worden. Nun wurden sie fir etwa 2 Min und 30 Sek in 2%igem
Eisen-(I11)-chlorid differenziert und kamen sofort fir 1 Min in 5%iges Natriumthiosulfat.
Unter dem Mikroskop wurde kontrolliert, wie stark sich die elastischen Fasern von den
einzelnen GefalBwandschichten bereits differenzieren lieBen. War die Differenzierung noch
nicht ausreichend abgeschlossen, kamen die Objekttréger fiir weitere 20 Sek erneut in 2%iges
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Eisen-(I11)-chlorid und anschlieBend wieder fur 1 Min in Natriumthiosulfat. Sowohl Eisen-
(1IM-chlorid als auch Natriumthiosulfat mussten fur jeden Farbedurchgang erneut angesetzt
werden. War die Differenzierung der Laminae erfolgt, kamen die Objekttrager fur 5 Min in
lauwarmes Leitungswasser und fir weitere 5 Min in aqua dest. Nun wurden die Schnitte fur 1
Min in der Van-Gieson-Losung gegengefarbt. AnschlieBend kamen die Schnitte zuerst flr
jeweils 2 Min in 96%igen und dann flr jeweils 1 Min in 100%igen Ethanol. Zuletzt wurden
die Schnitte fir mindestens 1 Min wieder in Xylol gestellt, ehe sie mit Entellan eingedeckt

und tber Nacht getrocknet wurden. Die morphometrische Auswertung konnte nun erfolgen.

2.4.2.2 Ol-Rot-O-Farbung zur Beurteilung des transplantierten Fettgewebes

Zur Beurteilung des transplantierten Fettgewebes, 21 Tage nach Transplantation, wurde die
Ol-Rot-O-Farbung verwendet. Fiir diese Farbung wurden Gefrierschnitte angefertigt, da
Lipide wéhrend der Paraffineinbettung ausgewaschen werden.

Die bei Raumtemperatur (RT) aufgetauten Schnitte wurden zur Fixierung fur 5 Min in
eisgekuhltes 10%iges Formalin gegeben und anschlieBend dreimal fur 2 Min in aqua dest.
gewaschen. Bei RT kamen die Schnitte dann fur 5 Min in reines Propylen-Glyzerol, um
darauffolgend mit 0,5%iger Ol-Rot-O-Lésung fiir 8 Min in einem 60°C warmen Wasserbad
gefarbt zu werden. Danach wurden die Objekttrager fir 5 Min bei RT in 85%igem Propylen-
Glykol gewaschen und dann dreimal in Gill’s Hamatoxylin Losung eingetaucht, um
anschlieBend unter flieRendem Leitungswasser fir 1 Min gebldaut zu werden. Glyzerin wurde
bei 60°C im Wasserbad verflissigt und als Eindeckmedium fur die Objekttrager verwendet.

2.4.3 Immunhistochemie

2.4.3.1 Allgemeines Farbeprotokoll zum Nachweis von Leptin, PCNA und a-Aktin

Die Objekttrager wurden zundchst fir jeweils dreimal 5 Min in Xylol entparaffiniert.
AnschlieRend erfolgte das Wassern in einer absteigenden Alkoholreihe fiir jeweils 2 Min und
die Behandlung in einem 3%igen Wasserstoffperoxid-Methanol-Gemisch fir 10 Min. Im
Anschluss kamen die Objekttrager fiir 5 Min in aqua dest. Nun wurden sie fir 6 Min bei 800
Watt in der Mikrowelle in 1-fach konzentriertem Zitrat-Puffer erhitzt. Dieser Schritt wurde
durchgefiihrt um Antigenepitope, welche bei der Paraffineinbettung verloren gegangen sein
konnten, durch Hitze wiederherzustellen. Nach 20-minltigem Abkuhlen bei RT wurden die
einzelnen Gewebeschnitte jeweils mit einem Wachsstift (PAP PEN Mini) umkreist, damit die

spatere Benetzung mit den spezifischen Antikoérpern wahrend der Inkubationszeit nicht
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verlaufen konnte. Es folgte die Blockade der im Gewebe vorhandenen unspezifischen
Bindungsstellen fiir den spéter verwendeten ersten und zweiten Antikorper mit Hilfe von
10%igem normalem Ziegen- (NGS) oder Kaninchenserum (NRS) (siehe spezifische
Féarbeprotokolle). Der erste Antikdrper, geldst in einem kommerziellen Verdiinnungsmedium
mit hintergrundreduzierenden Eigenschaften (AB-Diluent) wurde auf die Schnitte
aufgetragen. Die Inkubationszeit und -temperatur erfolgte anhand des fur die jeweilige
Féarbung spezifischen Protokolls (Kap. 2.4.3.2). Im Anschluss folgte ein dreimaliger
Waschgang in PBS fir je 5 Min, um U(berschissigen, nicht gebundenen Antikorper zu
entfernen. Die Schnitte wurden danach fir 60 Min bei RT mit dem zweiten Antikorper,
verdunnt in AB-Diluent, bedeckt und anschlielend dreimal fir je 5 Min in PBS gewaschen.
Far 30 Min wurden die Schnitte dann mit dem Avidin-Biotin-Komplex (ABC-Link) inkubiert
und wiederum dreimal in PBS flr jeweils 5 Min gewaschen. Das in aqua dest. geléste und
frisch angesetzte 3-Amino-9-Ethylcarbazol-Chromogen (AEC-Chromogen) wurde auf die
Schnitte gegeben und unter mikroskopischer Sicht die Féarbereaktion kontrolliert. Abweichend
davon wurde flr die Farbung des Antigens eines proliferierenden Zellkerns (PCNA) als
Substrat fur die Peroxidasereaktion 3,3'-Diaminobenzidin-Chromogen (DAB-Chromogen)
anstelle von AEC-Chromogen verwendet. Sobald die Farbung der Schnitte ausreichend war,
wurde die Reaktion mit dreimaligem Waschen fur je 5 Min in aqua dest. gestoppt. Die
Gegenfarbung erfolgte durch drei- bis viermaliges kurzes Eintauchen in Gill’s Hamatoxylin,
gefolgt von Blauung unter flieBendem Kkalten Leitungswasser. Die Schnitte wurden
anschlieBend sparsam und blasenfrei mit einem Eindeckmedium fur immunhistochemische
Farbungen (ImmuMount) eingedeckt. Als Negativkontrolle wurde immer der Innerste der drei
Schnitte auf einem Objekttrager verwendet und anstatt des ersten Antikorpers alleinig AB-
Diluent aufgetragen. Fir die Leptin-Farbung wurden Schnitte von VAT als Positivkontrolle
gesondert mitgefarbt. Um der Austrocknung des Gewebes wéhrend der Inkubation

vorzubeugen, wurden die Schnitte in feuchten Kammern gelagert.

2.4.3.2 Spezifische Immunféarbeprotokolle

24321 Nachweis von Leptin

Um die Expression von Leptin zu beurteilen, wurde eine Leptin-spezifische-Immunfarbung

durchgefuhrt.

Vor der Inkubation mit dem ersten Antikdrper wurde das Gewebe mit 10%igem NRS fir 60
Min bei RT inkubiert. Anschlielend wurden die Schnitte mit dem ersten Antikorper benetzt
und bei 4°C uber Nacht inkubiert.
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Folgende Antikorper wurden in den beschriebenen Verdiinnungen verwendet:

1. AK Leptin-AK 1:10 AF 498; R&D Systems, Minneapolis, USA
2. AK  Rabbit anti goat IgG 1:500 A11078; Invitrogen, Paisley, UK

Tab. 2.3 Antikdrper fir den immunhistochemischen Nachweis von Leptin

2.4.3.2.2 Nachweis PCNA-positiver, proliferierender Zellen

Damit untersucht werden konnte, wie viele Zellen innerhalb der Gefalwand proliferieren,
wurde eine spezifische Farbung auf ein Antigen, welches nur in proliferierenden Zellen
vorkommt, durchgefuhrt. PCNA befindet sich in der Zelle und vor allem im Zellkern und ist
fir die Vervielfaltigung der DNA wahrend des Zellzyklus von wichtiger Bedeutung. Unter

anderem sorgt es dafiir, dass die DNA ohne Unterbrechung repliziert werden kann.

Fur die Peroxidase-Reaktion wurde DAB-Chromogen frisch angesetzt und unter

mikroskopischer Sicht der Farbumschlag beobachtet.

Folgende Antikorper wurden in den beschriebenen Verdinnungen verwendet.

1. AK anti-PCNA 1:300 AB18197; Abcam, Cambridge, USA
2. AK  Goat anti rabbit IgG 1:300 AB96895; Abcam, Cambridge, USA

Tab 2.4 Antikdrper fur den immunhistochemischen Nachweis von PCNA
24.3.2.3 Nachweis glatter GefaBmuskelzellen

o-Aktin ist ein Bestandteil kontraktiler Elemente in Muskelzellen und wird vielfach als

Marker fir glatte GefaBmuskelzellen innerhalb der Wandschichten von Gefél3en verwendet.

Folgende Antikorper wurden in den beschriebenen Verdiinnungen verwendet.

1. AK  SMC-Aktin AK 1:50 M0851; Dako Deutschland GmbH, Hamburg, D
2. AK  Goat anti Mouse IgG 1:300 MFP-A2422; MoBiTec GmbH, Gottingen, D

Tab. 2.5 Antikdrper fur den immunhistochemischen Nachweis von der alpha-Aktin

2.4.3.3 Auswertung

Nachdem die jeweiligen Farbungen beendet waren, wurden die Schnitte unter dem
Lichtmikroskop bei einer 40-fachen Vergroflerung mit dem Programm Image Pro Plus

fotografiert und danach im Dunkeln bei RT gelagert.

Jedes Bild wurde so angefertigt, dass die GefaRlasionszone der Arterie immer an der Basis

des Bildes war und die Neointima in horizontaler Ebene lag.
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Speziell bei der PCNA-Farbung wurden die positiven Zellkerne in der Neointima und in der
Media von Hand ausgezéhlt. lhre Anzahl, bezogen auf die Gesamtzahl der Zellkerne der
jeweiligen GefalBwandschicht, wurde zusammengetragen und pro Versuchstier gemittelt.

2.4.4 Immunfluoreszenzfarbungen

2441 4',6-Diamidin-2-Phenylindol-Farbung zur Zellkernmarkierung

Der chemische Stoff 4',6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI) féarbt spezifisch die Zellkerne an

und macht damit die Unterscheidung zwischen ihnen und extranukledren Strukturen moglich.

Die zuvor aufgetauten Objekttrager wurden fur 5 Min in PBS gewassert, anschlieRend fur 10
Min in -20°C kaltem Aceton fixiert und bei RT getrocknet. Danach sind sie erneut fiir 5 Min
in PBS gewassert worden. Fir 15 Min wurden die Schnitte dann mit dem in PBS gel6sten
Farbestoff bei RT inkubiert. Es folgte ein dreimaliger Waschgang in PBS fir jeweils 5 Min,

bevor die Schnitte mit VectaShield sparsam und blasenfrei eingedeckt wurden.

Folgender Antikorper wurde fur diese Farbung in der beschriebenen Verdiinnung verwendet:

Kerne DAPI 1:100 D9542, Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Tab. 2.6 Reagenz der DAPI-Farbung

2.4.4.2 Allgemeines Farbeprotokoll zum Nachweis von F4/80, CD3, CD31, a-Aktin, FSP-1 und
Perilipin
Nach dem Auftauen wurden die Schnitte fir 5 Min in PBS gewassert. Anschlieend folgte die
Fixierung fir 10 Min bei -20°C in Aceton. Unter dem Abzug wurden die Objekttrager kurz
getrocknet und die Schnitte mit dem PAP PEN Mini umkreist, um einem Verlaufen der
Inkubationslésungen vorzubeugen. Die Schnitte wurden dann fir 5 Min in PBS gewassert.
Dem jeweiligen Farbeprotokoll folgend, wurden die Schnitte vor der Inkubation mit dem
ersten Antikorper (siehe spezifische Farbeprotokolle) entweder mit 0,05% Triton-X fir 10
Min bei RT permeabilisiert oder unspezifische Bindungsstellen des ersten und zweiten
Antikorpers mit 10% NGS oder NRS fiir 30 oder 60 Min blockiert. Nach der spezifischen
Inkubation des ersten Antikdrpers wurden die Schnitte dreimal fiir 5 Min in PBS gewaschen,
um anschliefend mit dem zweiten Antikdrper benetzt und fiir 60 Min im Dunkeln inkubiert
zu werden. Einem weiteren Waschgang in PBS fur dreimal 5 Min schloss sich die
Kernfarbung mit DAPI in der Verdinnung von 1:500 fur 30 Min an. Nochmals wurden die
Schnitte dreimal fir 5 Min in PBS gewaschen und anschlief}end sparsam sowie blasenfrei mit
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VectaShield eingedeckt. Zusatzlich sind die Deckgléser mit Nagellack versiegelt worden. Als
Negativkontrolle wurde immer der Innerste der drei Schnitte auf einem Objekttrager
verwendet und anstatt des ersten Antikoérpers nur AB-Diluent aufgetragen. Positivkontrollen
wurden nicht mitgefiihrt, da jedes der anzuféarbenden Antigene in der Gefalwand vorkommen
sollte. Um der Austrocknung des Gewebes wéhrend der Inkubation vorzubeugen, wurden die

Schnitte in feuchten Kammern gelagert.

2.4.43 Spezifische Immunfarbeprotokolle

2.4.43.1  Nachweis von Makrophagen

Zum Nachweis der Présenz von Makrophagen im perivaskuldren Gewebe wurde eine

spezifische Farbung auf den Makrophagenmarker F4/80 durchgefuhrt.

Vor der Inkubation mit dem ersten Antikdrper ist das Gewebe fiir 10 Min bei RT mit 0,05%
Triton-X permeabilisiert und danach mit 10%igem NGS benetzt und fir 30 Min bei RT
inkubiert worden. AnschlieBend wurden die Schnitte mit dem ersten Antikorper tUber Nacht
bei 4°C inkubiert.

Folgende Antikorper wurden in den beschriebenen Verdiinnungen verwendet:

1. AK F4/80 AK 1:20 MCA497G; Bio-Rad AbD Serotec GmbH, Puchheim, D
2. AK  goat anti-rat 555 1:400 MFP-A2434; MoBiTec GmbH, Géttingen, D

Tab. 2.7 Antikdrper fur die F4/80-Immunfluoreszenzfarbung

2.4.43.2 Nachweis von Lymphozyten

Damit alle unabhéngig vom Subtyp im perivaskuldren Gewebe befindlichen T-Lymphozyten
nachgewiesen werden konnten, wurde eine Farbung auf den T-Lymphozytenmarker CD3

durchgefuhrt, der auf allen T-Lymphozyten exprimiert wird.

Bevor die Inkubation des ersten Antikorpers ber Nacht bei 4°C erfolgen konnte, sind die
Schnitte mit 10%igem NGS fur 60 Min bei RT inkubiert worden.

Folgende Antikdrper wurden in den beschriebenen Verdiinnungen verwendet:

1. AK CD3AK 1:50 sc-101442; Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, USA
2. AK  goat anti-rat 555 1:400 MFP-A2434; MoBiTec GmbH, Géttingen, D

Tab. 2.8 Antikdrper fir die CD3-Immunfluoreszenzfarbung
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2.4.4.3.3  Nachweis von glatten GefaBmuskelzellen

Zum Nachweis des Vorhandenseins von glatten GefaBmuskelzellen, wurde eine Farbung auf

a-Aktin angefertigt, welches zu den kontraktilen Strukturen einer jeden Muskelzelle gehort.

Far 30 Min fand die Inkubation der Schnitte mit 10%igem NRS statt, bevor sie anschliefend

fiir 60 Min bei RT mit dem ersten Antikorper unverdiinnt benetzt wurden.

Folgende Antikorper wurden in den beschriebenen Verdiinnungen verwendet:

1. AK  SMC a-Aktin AK 1:1 ab15267; Abcam, Cambridge, USA
2. AK  goat anti-rabbit 555 1:400 A21428; Life Technologies GmbH, Darmstadt, D

Tab. 2.9 Antikdrper fur die a-Aktin-Immunfluoreszenzfarbung

2.4.43.4 Nachweis von Fibroblasten

Fibroblasten spielen eine wichtige Rolle im Auf- und Umbau von Gewebeverletzungen und
sind im PVAT vorhanden. Deshalb wurde eine spezifische Farbung auf Fibroblasten-

spezifisches Protein 1 angefertigt.

Bevor der erste Antikdrper zur Inkubation Gber Nacht bei 4°C aufgetragen werden konnte,
wurden die Schnitte mit 10%igem NGS fir 60 Min benetzt.

Folgende Antikdrper wurden in den beschriebenen Verdiinnungen verwendet:

1.AK FSP-1 AK 1:200 S100A4; Dako Deutschland GmbH, Hamburg, D
2. AK  goat anti-rabbit 555 1:400 A21428; Life Technologies GmbH, Darmstadt, D

Tab. 2.10 Antikdrper fur die FSP-1-Immunfluoreszenzfarbung

2.4.435 Nachweis von Endothelzellen

Um spezifisch Endothelzellen im untersuchten Gewebe nachzuweisen, wurde eine Farbung

auf CD31 angefertigt. Dieses Protein wird auf der Oberflache von Endothelzellen exprimiert.

Vor der Inkubation mit dem ersten Antikorper wurde das Gewebe mit 0,05% Triton-X fir 10
Min bei RT permeabilisiert und danach mehrmals in PBS gewaschen. AnschlieBend wurden
die Schnitte mit dem ersten Antikorper fur 60 Min bei RT inkubiert.

Folgende Antikorper wurden in den beschriebenen Verdiinnungen verwendet:

1.AK CD31 AK (PECAM) 1:50 sc-18916; Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, USA
2. AK goat anti-rat 555 1:400 MFP-A2434; MoBiTec GmbH, Gottingen, D

Tab. 2.11 Antikdrper fur die CD31-Immunfluoreszenzfarbung
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2.4.4.3.6  Nachweis von Adipozyten

Zum Nachweis von Fettgewebszellen im untersuchten Gewebe wurde eine spezielle Farbung
auf Perilipin angefertigt. Perilipin ist ein Protein, welches sich auf der Oberflache von
Fettzellen befindet und an der Kontrolle des Auf- und Abbaus der Energiespeicher der Zelle

beteiligt ist.

Ehe der erste Antikorper Uber Nacht bei 4°C inkubiert werden konnte, mussten die Schnitte
mit 10%igem NGS fur 30 Min benetzt werden.

Folgende Antikorper wurden in den beschriebenen Verdiinnungen verwendet:
1. AK  Perilipin AK (D1D8) 1:100 #9349; Cell Signaling Technology, Inc, Danvers, USA
2. AK goat anti-rabbit 555 1:400 A21428; Life Technologies GmbH, Darmstadt, D

Tab. 2.12 Antikérper fir die Perilipin-lmmunfluoreszenzfarbung

2.4.44 Auswertung

Um eine Schwéchung des Signals durch langere Lagerung zu verhindern, wurden im
Anschluss an die Farbungen die Schnitte unter dem Fluoreszenzmikroskop in einer
Vergrolierung von 400-fach und 630-fach mit dem Programm AxioVision fotografiert und

anschlieBend bei 4°C im Dunkeln gelagert.

2.5 Morphometrische Auswertung

Die mit der Verhoeff‘s Elastica-Farbung angefarbten Schnitte wurden jeweils in 100-facher
VergroRerung mit dem Programm Image Pro Plus fotografiert. Dabei ist immer nur ein Bild

von einem Schnitt pro Objekttrager angefertigt worden.

2.5.1 Ausmessen eines Arterienquerschnitts mit sichtbarer Gefal3verletzung

Es wurden nur Schnitte ausgemessen, bei denen eine GeféaRverletzung bzw. Bildung einer
Neointima sichtbar war. Mit dem Programm Image Pro Plus wurde zuerst die Membrana
elastica interna nachgezeichnet und als PGl markiert. Die innere Begrenzung des
Gefalllumens, sowie die Lamina externa, die als Mal? flr die Arterien-Gesamtflache berechnet
wurde, ist ebenso markiert und als PG2 bzw. PG3 bezeichnet worden (Abb. 2.5). Aus diesen
drei Markierungen ergaben sich jeweils Flachengroflen, die in eine vorgefertigte Excel-

Tabelle transferiert wurden. Mit deren Hilfe war eine Angabe der Flache der Neointima in
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pum2, der Lumenstenose in Prozent, sowie die Flache der Media und Lamina externa

maoglich. Mit diesen MessgroRen wurde dann das Intima-Media-Verhaltnis ermittelt.

Zusammenfassend sind finf Messwerte pro Schnitt erhoben bzw. berechnet worden:

Neointima (um?):

Flache PG1 — Flache PG2

Lumenstenose (%):

100 — (Neointima/ PG1) * 100

Media (um2):

PG3 - PG1

Intima-Media-Verhaltnis:

Neointima / Media

Lamina externa (um?):

PG3

in um2

100 pm

’

Abb. 2.5 Auflistung der ermittelten Messwerte und Ergebnis nach Durchfihrung der Verhoeff‘s Elastica-Farbung;

100fach vergrolRiert; rot gestrichelt: PG1, orange gestrichelt: PG2, griin gestrichelt: PG3, schwarzer Pfeil: Neointima.

2.5.2 Auswertung

Maximal wurden pro Arterie flinf Schnitte, vom Anfang der Gefailasion bis zu deren Ende, in

vorher beschriebener Weise ausgemessen und in eine Excel-Tabelle Gbernommen. Aus den

maximal finf Messwerten pro Parameter und Schnitt wurde der Mittelwert fur die Arterie

Uber der Gefallasion berechnet. Im Anschluss wurden die Ergebnisse jeder Arterie zugehorig

zu ihrer Versuchsgruppe in eine GraphPad Prism-Tabelle Gbernommen und die Ergebnisse

statistisch ausgewertet.
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2.6 Proliferation von Muskelzellen der GefalBwand / in vitro-Analysen

2.6.1 Herstellung von konditioniertem Medium aus VAT

Um die Proliferation von glatten Muskelzellen der GefaBwand im in-vitro Experiment zu
untersuchen, wurde aus dem zu transplantierenden VAT konditioniertes Medium (CdM)

gewonnen.

Dafiir wurden 500 mg entnommenes Gewebe pro Versuchsgruppe gepoolt und sofort in ein
Falconréhrchen, gefullt mit 25 ml vorgekdhlter steriler Kochsalzlésung, uberfuhrt. Jedes Well
einer 24-Well-Platte wurde mit 1 ml handelsiiblichem Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM), versetzt mit 50 U/ml Penicillin und 50 pg/ml Streptomycin und 0,5 % FBS, befiillt.
Unter der Sterilbank wurde das gekiihlte Fettgewebe mit einem sterilen Skalpell in etwa 0,5
cm grofRe Sticke zerkleinert, bevor jedes Well mit 500 mg zerkleinertem Fettgewebe
aufgefullt und bei 37°C fur 4 Std inkubiert wurde. Dazu lief als Negativkontrolle fur jede
Gruppe das Medium alleine ohne Fettgewebe fiir ebenfalls 4 Std parallel mit. Der Uberstand,
das gewonnene CdM, wurde abgenommen und in ein Eppendorf-Roéhrchen transferiert und
anschlieRend fiir 5 Min bei 5000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein frisches
Eppendorf-Roéhrchen Uberfuhrt und das Pellet verworfen. Das gewonnene konditionierte

Medium wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80°C eingefroren.

2.6.2 Proliferationsassay fur GefaBmuskelzellen

Mittels Trypsin sind die humanen GefaBmuskelzellen (VSMC, Lonza Group AG, Basel,
Schweiz), aufrechterhalten in GefaBmuskelzell-Medium (BulletKit), versetzt mit 5%igem
fetalem Kalberserum, 0,5 ng/mL epidermalen Wachstumsfaktor, 2,0 ng/mL Fibroblasten
Wachstumsfaktor, 5 g/mL Insulin, Gentamicin und Amphotericin B, von der Platte gelést und
in basalem GefalBmuskelzell-Medium resuspendiert worden, bevor sie bei 1200 U/min fiir 10
Min zentrifugiert wurden. Das gewonnene Pellet wurde in 1 ml basalem GefédBmuskelzell-
Medium aufgenommen und gut gemischt, ehe es in Aliquots auf 1:20 verdunnt werden
konnte. Dieser Schritt war notwendig, um die Zellen spater in den Neubauer-Kammern
auszahlen und eine immer gleiche Anzahl an Zellen pro Well einsetzen zu kénnen. Pro Well
einer 96-Well-Platte (Nunclon, flat bottom) wurden 100 pl der Suspension pipettiert, so dass
sich auf einem Quadratzentimenter ca. 3,2 x 10* Zellen befanden. Danach wurden die Platten
fur 3 Std bei 37°C inkubiert, bis die Zellen adh&rent waren. Das Medium wurde gewechselt

und Serum-reduziertes-Medium dazugegeben, bevor die Zellen fir 72 Std erneut inkubiert
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wurden. Das eingefrorene CdM wurde nun aufgetaut und gut durchgemischt. Rekombinantes
Maus-Leptin (R&D Systems, 1 mg/ml) wurde zundchst mit Serum-reduziertem-Medium auf
1:100 (10 pg/ml), danach nochmals auf 1:50 (200 ng/ml) bzw. 1:500 (20 ng/ml) verdlnnt.
Aulerdem wurde ein neutralisierender Leptin-Antikorper (AF498, 100 pg/ml, R&D Systems
Europe Ltd., Abingdon, GB) auf 1:500 mit Serum-reduziertem-Medium verdinnt (finale
Konzentration: 200 ng/ml). Bevor die 96 Well-Platte vorsichtig mit PBS einmalig gewaschen
werden konnte, ist das Medium aus jedem Well abgesaugt worden. Jetzt kamen in die jeweils
vorher bestimmten Wells entweder 100 pl Serum-reduziertes-Medium mit und ohne
neutralisierendem Leptin-Antikorper, 100 pl rekombinante Maus-Leptinlésung oder 100 pl
CdM. Die Zellen wurden erneut fur 48 Std inkubiert. Nach diesem Schritt wurde jedem Well
jeweils 40 pl der MTS-Losung des CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation
Assays (Promega GmbH) hinzupipettiert und die Zellen nochmals fir 3 Std bei 37°C

inkubiert.

2.6.3 Auswertung

An einem Plattenphotometer wurde die Extinktion bei 490 nm bestimmt. Die Ergebnisse
wurden in Prozent der Proliferation im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe
errechnet. Der Proliferations-Assay ist von Frau Anika Hunold, medizinisch-technische
Laboratoriumsassistentin  der Klinik fur Kardiologie und Pneumologie der UMG,

durchgefuhrt worden.

2.7 Statistische Auswertung

Die quantitativ erhobenen Messwerte sind jeweils mit dem arithmetischen Mittelwert +
Standardfehler des Mittelwertes (SEM) dargestellt worden. Ob normalverteilte Werte
innerhalb einer Gruppe vorlagen, wurde mit dem D’Agostino & Pearson Omnibus-Test
errechnet. Die Varianz der getesteten Messwerte war mit Hilfe des Bartlett oder Levene Tests
zu bestimmen. Bei zwei zu vergleichenden Gruppen wurden die statistischen Unterschiede
mittels des unverpaarten student’s t-Test verglichen, wenn eine Normalverteilung vorlag.
Waren die Messwerte nicht normalverteilt, wurden die zwei Gruppen mit dem Mann Whitney-
Test verglichen. Wurden mehrere normalverteilte Gruppen verglichen, wurde der ANOVA
Test angewendet. Bei nicht normalverteilten Messwerten kam der Kruskal-Wallis Test zur
Anwendung. Unterschieden sich die Mittelwerte der getesteten Versuchsgruppen signifikant,

wurde beim ANOVA-Test der Dunnett’s C post hoc-Test sowie beim Kruskal-Wallis-Test der
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Dunn’s post hoc-Test angewandt, um zu bestimmen, welche zwei Mittelwerte sich innerhalb
der zu vergleichenden Versuchsgruppen unterschieden. Hatte sich Varianzengleichheit beim
Vergleich mehrerer Versuchsgruppen herausgestellt, wurde die Bonferroni-Korrektur
angewandt. Ab einem Wert von p<0,05 galten Unterschiede als signifikant. Das Programm

GraphPad Prism (ab Version 4.01) wurde fir die statistische Auswertung verwendet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 HFD-induzierte Hyperleptinamie — Gruppe |

Um die Effekte von Ubergewicht und systemischer Hyperleptinamie auf die Bildung der
Neointima zu untersuchen, wurden WT-Mé&use zwei Wochen vor Induktion der
experimentellen GefaRverletzung entweder mit NC als Kontrollgruppe (n=19) oder mit einer
HFD gefittert (n=9), um Ubergewicht und damit verbunden eine Hyperleptinamie zu
erzeugen. Leptindefiziente ob/ob-Méuse erhielten weiterhin NC (n=10), um die Neointima bei
Ubergewicht und genetischem Mangel an Leptin zu untersuchen. Aufgrund der massiven
Adipositas der ob/ob-Maduse und des ausgeprégten Metabolischen Syndroms ist zusatzlich
anhand von Vorerfahrungen der Arbeitsgruppe und der sehr hohen Mortalitat der
Versuchstiere von einer Gefallverletzung nach Fitterung von HFD bei diesem Mausgenotyp

abgesehen worden.

3.1.1 Auswirkung von HFD

3.1.1.1 Korpergewicht

Die Mause der Kontrollgruppe wogen zum Zeitpunkt der OP im Durchschnitt 24 + 2,5 g. Jene
Méuse, die zwei Wochen vor der OP auf die HFD umgestellt wurden, wogen im Durchschnitt
31 £ 4,1 g. Das Resultat der HFD war somit ein signifikanter Anstieg des KG gegenuber der
Kontrollgruppe (p<0,0001). Die ob/ob-Mause wogen zum Zeitpunkt der OP 51 + 3,0 g. Abb.
3.1 zeigt aulRerdem das KG der Versuchstiere 21 Tage nach der OP, also zum Zeitpunkt der
Gewebeentnahme. Das KG der mit HFD behandelten Mduse war weiterhin signifikant
gegeniiber der Kontrollgruppe erhoht (p<0,0001) und signifikant gegentiber den ob/ob-
Mausen erniedrigt (p<0,0001). Bei keiner der Mausgruppen war 21 Tage nach der OP ein

Gewichtsverlust im Vergleich zum Ausgangsgewicht zu verzeichnen.



ERGEBNISSE 41

—~
o
607 c 604
R
[J]
—~ 501 P c 504
o : <
c %4 ©
=S . %55% .
< 40 Sk 77 c 40 KKk
%555%% =
o s <
2922%2%%; 3]
O 30 922222229 304 [
229994997+ (0]
'S 3555555%%%%; Qo %%%%
5] 959%5%%%% D 227%;
o 955555555 %5%%
201 s 2 201 7%
O 9555%% ® 7%
X 95555%%% o %5%%
107 19 L 37| 19 .
ALK 4 K
$55%452553%, $5%5%7,47%%;
%55%525455%%, o 95555545545%%
0 . 3 252550354525 o 0 55555556%%9%,
L] L]
WT+NC WT+HFD ~ WT+NC WT HFD

Abb. 3.1 Koérpergewicht der Versuchstiere a) zum Zeitpunkt der OP und b) zur Gewebeentnahme. ***p<0,0001 fir
Vergleich WT+HFD vs. WT+NC, #p<0,0001 fiir Vergleich ob/ob vs. WT+NC und %¥p<0,0001 fiir Vergleich ob/ob vs.
WT+HFD.

3.1.1.2 Leptinspiegel im Serum

Wie zu erwarten, ging die Verabreichung der HFD mit einer Zunahme des KG einher und
erhdhte ebenso die zirkulierenden Leptinspiegel im Serum der Versuchstiere. Es wurde ein bis
zu 5-fach erhohter Leptinwert im Serum der mit HFD gefutterten Mdause im Vergleich zur
Kontrollgruppe ermittelt (26 + 6,0 vs. 5,6 £ 1,2 ng/ml; p<0,0009). Die Untersuchung auf
Leptin im Serum der ob/ob-Mause wurde nur bei einigen Versuchstieren durchgefihrt, um

den genetischen Hintergrund der Mause zu bestatigen.
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Abb. 3.2 Leptinspiegel im Serum der Versuchstiere. ***p<0,0001 fiir Vergleich WT+HFD vs. WT+NC.

Gruppe | WT+NC WT+HFD ob/ob
n 19 9 10
Korpergewicht (g) 26+0,6 32+1,.2 55+0,9
Leptinspiegel im Serum (ng/ml) 56+12 26+6,0 0,0£0,0

Tab. 3.1 Anzahl der Versuchstiere, Kérpergewicht und Leptinspiegel im Serum zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme.
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3.1.2 Neointimabildung

Zur Untersuchung, wie sich Ubergewicht mit und ohne Hyperleptinimie auf die Neointima
auswirkt, wurden WT+NC, WT+HFD und ob/ob-Mduse einer experimentellen

GeféaRverletzung mittels des Eisen-(111)-chloridmodells unterzogen.

Es konnte gezeigt werden, dass es zu einem signifikanten Anstieg der Neointima bei den
WT+HFD-Mausen gegeniiber der Kontrollgruppe (12,95 # 1,41 vs. 7,49 + 1,17 pm?® x10%
p<0,01) kam. Weiterhin signifikant erhoht waren das Ausmal’ der Lumenstenose (28,5 * 3,2
vs. 15,3 + 2,4%; p<0,004) sowie das Intima-Media-Verhéltnis (0,48 + 0,04 vs. 0,31 £ 0,05;
p<0,05). Ebenfalls war eine signifikante Erhohung bei der Neointima (12,95 + 1,41 vs. 7,72
1,58 pm? x10%; p<0,03) sowie bei dem Intima-Media-Verhaltnis (0,48 + 0,04 vs. 0,26 + 0,086;
p< 0,01) der Ubergewichtigen und hyperleptindmischen WT+HFD-Maéause gegeniiber den
ubergewichtigen und leptindefizienten ob/ob-Mé&usen zu verzeichnen. Hingegen war bei ihnen
keine signifikante Erhohung der Lumenstenose (28,5 = 3,2 vs. 18,5 £ 4,5 %; p>0,05)
festzustellen. Nicht signifikant unterschieden sich die Ergebnisse zwischen den WT+NC-
Mausen und den ob/ob-Mausen sowohl bei der Neointima (7,49 + 1,17 vs. 7,72 + 1,58 pm?
x10% p>0,05), der Lumenstenose (15,3 + 2,4 vs. 18,5 + 4,5 %; p>0,05) als auch dem Intima-
Media-Verhaltnis (0,31 £ 0,05 vs. 0,26 = 0,06; p>0,05). Interessanterweise war die Flache der
Media zwischen den ob/ob-M4&usen verglichen mit der Kontrollgruppe (36,4 + 6,2 vs. 25,8 +
1,2 pm? x10% p<0,05) signifikant erhoht. Der Vergleich von ob/ob-Mausen und WT+HFD-
Mausen zeigte dagegen keinen signifikanten Unterschied (36,4 + 6,2 vs. 27,0 + 1,6 um? x10%;
p>0,05). Nachstehend sind die Ergebnisse in Abb. 3.3 dargestellt.
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Abb. 3.3 Zusammenfassung der morphometrischen Auswertung der a) Neointima, der b) Lumenstenose, der c) Media
und des d) Intima-Media-Verhéltnis.*p<0,05 und **p<0,01 fiir Vergleich WT+HFD vs. WT+NC und *p<0,05 fiir
Vergleich WT+HFD vs. ob/ob.

Die Auswertung der Lamina externa blieb bei allen drei Versuchsgruppen (p>0,05) ann&hernd
gleich (Abb. 3.4). Damit war eine Verzerrung der Ergebnisse durch eventuelle

GroRenunterschiede des gesamten Arterienquerschnitts unwahrscheinlich.
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Abb. 3.4 Zusammenfassung der morphometrischen Auswertung der Lamina externa.

Diese Ergebnisse in Ubergewichtigen hyperleptindmischen bzw. leptindefizienten M&usen
lieBen darauf schlieRBen, dass durch die Erhéhung des Serumspiegels von Leptin dem Hormon
eine wichtige Rolle bei der Bildung der Neointima im Rahmen von Ubergewicht zukommt.
Um die Wirkungen einer systemischen Erhdhung der zirkulierenden Leptinspiegels von denen
einer lokal vermehrten Leptinexpression im PVAT abzugrenzen, wurden differenziertere

Untersuchungen durchgefuhrt.
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Abb. 3.5 Représentative Bilder der Neointima in a) WT+NC, b) WT+HFD und c) ob/ob-Mé&usen. Obere Reihe:
Ubersicht {iber die gesamte Arterie mit Neointima; 100x vergroRert; untere Reihe: Ausschnitt der Lésionszone; 400x

vergroBert.

3.2 Perivaskulare Uberexpression von Leptin — Gruppe 11

In den folgenden Versuchen sind die parakrinen Effekte von Leptin auf die Neointima
untersucht worden, unabhangig vom Vorliegen korperlichen Ubergewichts oder einer
systemischen Hyperleptindmie. Dazu wurden adenovirale Vektoren verwendet und
unmittelbar nach der GefaRverletzung um die verletzte Arterie appliziert. Die applizierte
Konzentration der adenoviralen Vektoren betrug jeweils 1x10° PFU pro Arterie bzw. pro
Versuchstier. Das Ziel dieser Versuche war es eine perivaskulare Uberexpression von Leptin
zu simulieren und den Effekt des Adipokins unabhdngig von einer systemischen
Hyperleptindmie auf die Bildung der Neointima zu untersuchen. Zum Vergleich wurde WT-
Méusen Kontroll-cDNA und Pluronic F-127-Gel ohne adenovirale Vektoren, aber dquivalent
dazu NaCl 0,9% (Kontrollgruppe) perivaskular verabreicht. Zusétzlich ist einigen WT-
Maéusen Leptin-cDNA in gleicher Dosierung subkutan verabreicht worden, um eventuelle
systemische Effekte einer lokalen Leptin-Adenovirus-Applikation auszuschlieBen. Um
zusétzlich die Wirkung der adenoviralen Vektoren auf die Bildung der Neointima bei Fehlen
des Leptinrezeptors und damit der Leptin-spezifischen Signalkaskade in der Zelle zu
untersuchen, wurden leptinrezeptordefiziente db/db-Mé&use mit Leptin-cDNA bzw. Kontroll-
cDNA behandelt.
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3.2.1 Systemische und parakrine Ausbreitung adenoviraler Vektoren

3.2.1.1  Analyse der systemischen Expression der adenoviralen cDNA

Um eine eventuelle systemische Verteilung der Viruspartikel im Organismus zu untersuchen,
wurde einigen Versuchstieren adenovirale Vektoren, bestiickt mit GFP-cDNA, nach der
GeféaRverletzung perivaskular verabreicht. Weder in der Leber, noch in der Niere und der Milz
konnten spezifische fluoreszierende GFP-Signale nachgewiesen werden. Somit konnte eine

systemische hamato- und lymphogene Verteilung von Viruspartikeln ausgeschlossen werden.

a) b) ¢)

Abb. 3.6 Reprasentative Bilder zur Detektion von GFP in a) Leber, b) Niere und ¢) Milz; 200x vergroRert.

3.2.1.2 Detektion der adenoviralen Vektoren

Zur Uberpriifung von lokalen Auswirkungen der adenoviralen Vektoren wurde einigen
Versuchstieren nach der GeféaBverletzung adenovirale Vektoren, bestlickt mit GFP-cDNA,
perivaskulér verabreicht. Mittels Fluoreszenzmikroskopie und nach Anfarbung der Zellkerne
mit DAPI konnte die Expression von GFP im vaskuldren und perivaskuldren Gewebe

nachgewiesen werden (Abb. 3.7).
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a) b)

Abb. 3.7 Repréasentative Bilder zur Detektion von GFP im vaskuldren und perivaskuldren Gewebe in a) mit
Viruspartikeln (Pfeil zeigt grines Signal), und b) ohne Viruspartikel (Autofluoreszenz der Laminae) behandelt. 400x

vergrofert.

3.2.1.3 Analyse der Virustransfektion spezifischer vaskuléarer Zellen

Um zu zeigen, welche Zelltypen im perivaskularen Gewebe die GFP-cDNA-haltigen
Viruspartikel aufgenommen haben, wurden Immunfluoreszenzfarbungen mit Antikdrpern
gegen Marker fur Endothelzellen (CD31), glatte GefaBmuskelzellen (a-Aktin), Fibroblasten
(FSP1), Adipozyten (Perilipin), Makrophagen (F4/80) und Lymphozyten (CD3) durchgefiihrt.
Nur bei GefaBmuskelzellen, Adipozyten und Makrophagen wurde eine Ko-Expression von

GFP und dem jeweiligen zell-spezifischen Marker nachgewiesen, wie in Abb. 3.8 dargestellt.

a) b)
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Abb. 3.8 Repréasentative Bilder zur Detektion von GFP in a) Endothelzellen, b) GefaBmuskelzellen, c) Fibroblasten, d)
Adipozyten, e) Makrophagen und f) Lymphozyten im PVAT nach Virustransfektion (unterbrochener Pfeil GFP positiv,
durchgehender Pfeil zweifach positiv). Vergréerung, 400x.

3.2.2 Parakrine Effekte der Uberexpression von Leptin bei WT-Mausen

3.2.21 Kaorpergewicht

Die perivaskulare Applikation von Leptin-cDNA-haltigen adenoviralen Vektoren hatte keinen
Einfluss auf das KG der Versuchstiere, wenn sie mit den Ergebnissen der Kontrollgruppe (28
+ 1,0 vs. 26 + 0,7 g; p>0,05) verglichen wurden. Im Vergleich zur Versuchsgruppe, die mit
Kontroll-cDNA perivaskuldr behandelt wurde, zeigte sich ebenfalls keine signifikante
Differenz, weder vor der OP (25 £ 0,6 vs. 23 £ 0,84 g; p>0,05) noch zum Zeitpunkt der
Gewebeentnahme (26 + 0,8 vs. 26 = 0,6 g; p>0,05). Ebenso war kein Effekt der subkutanen
Applikation von Leptin-cDNA auf das KG zu erkennen, wenn deren Resultate zur

Gewebeentnahme mit den vorangegangenen Versuchsgruppen verglichen wurden (27 + 1,809).
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3.2.2.2 Leptinspiegel im Serum

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den mit Leptin-cDNA und den mit
Kontroll-cDNA behandelten Mé&usen (4,1 + 0,6 vs. 2,8 = 0,6 ng/ml; p>0,05) sowie im
Vergleich zur Kontrollgruppe (4,1 £ 0,6 vs. 4,1 + 0,6 ng/ml; p>0,05). Das Serum der subkutan
mit Leptin-cDNA behandelten Méuse wurde nicht untersucht.

Gruppe Il WT WT WT WT

NaCl 0,9% (p.v.) | Kontroll-cDNA (p.v.) Leptin-cDNA (p.v.) Leptin-cDNA (s.c.)

n 9 15 13 4
Korpergewicht (g) 28+1,0 26+0,6 26+0,8 27+18
Leptinspiegel im Serum (ng/ml) 41+06 2806 41+0,6 %)

Tab. 3.2 Anzahl der Versuchstiere, Kérpergewicht und Leptinspiegel im Serum zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme.

3.2.2.3 Uberexpression von Leptin

Die immunhistochemische Anfarbung von Leptin bestatigte eine Zunahme der vaskularen und
perivaskularen Leptinexpression in den mit Leptin-cDNA behandelten Méusen gegenuber den

mit Kontroll-cDNA behandelten Mausen und der Kontrollgruppe, wie in Abb. 3.9 gezeigt.

a) b)
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- A

Abb. 3.9 Repréasentative Bilder nach immunhistochemischer Anfarbung von Leptin in a) der Kontrollgruppe, b) mit

Kontroll-cDNA und c) mit Leptin-cDNA behandelten Mausen. In d) ist das Ergebnis ohne ersten Antikdrper gezeigt.
(Pfeil zeigt positives rotes Signal). VergréRerung, 400x.

3.2.2.4 Proliferation von Zellen der GefalBwand

Um eine direkte Auswirkung der adenoviralen Vektoren auf die Proliferation von Zellen in
der Neointima und der Media zu untersuchen, wurde ein immunhistochemischer Nachweis
von PCNA durchgefuhrt. Wie in Abb. 3.10 zu sehen, konnte eine zweifach signifikante
Erh6hung des prozentualen Anteils proliferierender Zellen in der Neointima in den mit
Leptin-cDNA behandelten Méusen beobachtet werden im Vergleich zu Méusen, die Kontroll-
cDNA verabreicht bekamen (23,1 £ 2,4 vs. 12 £ 1,7%; p<0,01). Das Ergebnis bei der
Untersuchung der Media fallt weniger deutlich aus und zeigt einen nur tendenziellen Anstieg
des prozentualen Anteils der proliferierenden Zellen in den mit Leptin-cDNA behandelten
Méusen (22,2 £ 3,9 vs. 17,7 + 2,9%; p>0,05).

a) b)
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Abb. 3.10 Proliferierende Zellen innerhalb der GefalRwandschichten in der a) Neointima und in der b) Media. **p<0,01
fur Vergleich von WT Leptin-cDNA vs. Kontroll-cDNA.
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Abb. 3.11 Reprasentative Bilder nach immunhistochemischer Anfarbung von PCNA in mit a) Kontroll-cDNA und in
mit b) Leptin-cDNA behandelten Mausen (Pfeil fiir positives rot-violettes Signal). 400x vergroRert.

3.2.25 Neointimabildung

Die mit Leptin-cDNA behandelten Mause zeigten einen nicht-signifikanten Anstieg der
Neointima im Vergleich zu den mit Kontroll-cDNA behandelten Mausen (11,3 + 1,2 vs. 8,3 +
0,8 um? x10°% p>0,05) als auch gegeniiber der Kontrollgruppe (11,3 + 1,2 vs. 7,9 + 1,0 pm?
x10% p>0,05). Des Weiteren war eine signifikante Zunahme im Hinblick auf die
Lumenstenose beim Vergleich der mit Leptin-cDNA behandelten Mause zur Kontrollgruppe
(31,8 £ 3,9 vs. 19,4 + 2,9%; p<0,05) als auch zur Versuchsgruppe der mit Kontroll-cDNA
behandelten M&use (31,8 = 3,9 vs. 20,4 + 1,5%; p<0,05) zu beobachten. Die Ergebnisse der
Versuchsgruppe, die Leptin-cDNA subkutan injiziert bekamen, waren &hnlich derer der
Kontrollgruppe und der Kontroll-cDNA-Gruppe (9,0 + 2,5 um? x10° bzw. 18,8 + 2,1%). Eine

statistische Auswertung war aufgrund der zu geringen Anzahl an Versuchstieren nicht
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Abb. 3.12 Zusammenfassung der morphometrischen Auswertung von a) Neointima und b) Lumenstenose. *p<0,05 fir
Vergleich Leptin-cDNA vs. Kontrollgruppe und #p<0,05 fiir Vergleich Leptin-cDNA vs. Kontroll-cDNA.
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Die Media zeigte einen signifikanten Unterschied zwischen den mit Leptin-cDNA und den
mit Kontroll-cDNA behandelten Mausen (22,0 + 3,5 vs. 28,2 + 3,6 um? x10% p<0,05), jedoch
nicht zur Kontrollgruppe (22,0 + 3,5 vs. 27,5 + 2,7 um?® x10% p>0,05). Durch die kleinere
Media der mit Leptin-cDNA behandelten Mause ergibt sich jedoch bei der Auswertung des
Intima-Media-Verhaltnisses ein signifikanter Unterschied zur Kontroll-cDNA-Gruppe (0,62 +
0,09 vs. 0,37 = 0,05; p<0,05) als auch zur Kontrollgruppe (0,62 = 0,09 vs. 0,32 = 0,05;
p<0,05). Die Versuchstiere, denen Leptin-cDNA subkutan (Media: 29,1 + 2,8 um? x10%;
Intima-Media Verhéltnis: 0,35 + 0,05) appliziert wurde, zeigten bei der Auswertung dhnliche
Ergebnisse wie die Kontrollgruppe und die der mit Kontroll-cDNA behandelten Méuse. Eine

statistische Auswertung war aufgrund der zu geringen Anzahl an Versuchstieren hier nicht

maoglich.
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Abb. 3.13 Zusammenfassung der morphometrischen Auswertung der a) Media und des b) Intima-Media-Verhaltnis.
*p<0,05 fiir Vergleich Leptin-cDNA vs. Kontroll-cDNA und #p<0,05 fiir Vergleich Leptin-cDNA vs. Kontrollgruppe.

a) b) C)

Abb. 3.14 Représentative Bilder der Neointima der a) Kontrollgruppe, der mit b) Kontroll-cDNA und der mit c) Leptin-
cDNA behandelten WT-Mause. 400x vergroRert.

Wie bereits in den zuvor beschriebenen Ergebnissen wurde eine &hnliche GroRe der Lamina
externa im Vergleich aller Versuchsgruppen ermittelt (61,4 + 4,9 vs. 66,6 + 3,6 vs. 71,9 £ 6,9
um? x10° p>0,05). Der Mittelwert der Versuchsgruppe, die Leptin-cDNA subkutan erhielt
betrug 75,5 + 10,8 pm? x10°.
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Abb. 3.15 Zusammenfassung der morphometrischen Auswertung der Lamina externa

3.2.3 Parakrine Effekte der Uberexpression von Leptin bei db/db-Mausen

Um die Wirkung von Leptin nach vorangegangener GefalBwandverletztung und insbesondere
die Bedeutung des Leptinrezeptors weiter zu untersuchen, wurde db/db-Mé&usen Leptin-cDNA

sowie Kontroll-cDNA perivaskular verabreicht.

3.2.3.1 Korpergewicht

Da leptinrezeptordefiziente db/db-Mé&use ahnlich wie die leptindefizienten ob/ob-M&use ein
Metabolisches Syndrom entwickeln, wiesen sie zu Beginn des Experiments ein etwa doppelt
so hohes KG wie WT-Maéuse gleichen Alters auf (42,6 + 1,9 vs. 24,3 £ 0,5 g; p<0,0001). Im
Vergleich starteten die mit Leptin-cDNA behandelten db/db-Méause gegenlber den mit
Kontroll-cDNA behandelten db/db-M&use mit einem signifikant niedrigeren Korpergewicht
(40,5 + 1,3 vs. 49 £ 4,8 ¢; p<0,05), wobei alle Versuchstiere im Durchschnitt etwa 6 g bis
zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme zunahmen (46,1 + 1,9 vs. 53,7 £ 0,7 g; p>0,05).
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Abb. 3.16 Kérpergewicht zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme.
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3.2.3.2 Neointimabildung

Im Gegensatz zu den mit Leptin-cDNA behandelten WT-Méusen konnte bei den db/db-
Mausen keine Zunahme der Neointima nachgewiesen werden. Tendenziell war diese im
Vergleich zu den WT-Mausen sogar (nicht-signifikant) kleiner (6,9 + 2,4 vs. 11,3 + 1,3 pm?
x10% p>0,05). Beim Vergleich der db/db-Mausgruppen untereinander war die Neointima bei
den mit Kontroll-cDNA behandelten Mausen tendenziell erhoht (6,9 + 2,4 vs. 10,9 + 1,3 pm?
x10% p>0,05). Verglichen mit WT-M&usen zeigte sich eine zweifach signifikante Abnahme
der Lumenstenose bei den db/db-Mé&usen, wenn beide Leptin-cDNA perivaskular verabreicht
bekamen (12,1 + 2,7 vs. 31,8 + 3,9 %; p<0,01). Wurden mit Kontroll-cDNA behandelte
db/db-Mause und WT-Mause verglichen, zeigte sich ein dhnliches Ausmal} bei der Neointima
(10,9 + 1,3 vs. 8,3 + 0,8 pm? x10°) und der Lumenstenose (18,6 + 0,6 vs. 20,4 + 1,5%). Eine
statistische Auswertung war aufgrund der zu geringen Anzahl an db/db-Mdusen nicht

maoglich.
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Abb. 3.17 Zusammenfassung der morphometrischen Auswertung der a) Neointima und der b) Lumenstenose. *p<0,05
bei WT fiir Vergleich Leptin-cDNA vs. Kontroll-cDNA und #p<0,01 fiir Vergleich db/db-Leptin-cDNA vs. WT Leptin-
cDNA.

Interessanterweise ergab die Auswertung der Media in den mit Leptin-cDNA behandelten
Mausen einen signifikanten Anstieg bei den db/db-Mé&usen im Vergleich zu WT-M&usen
(31,8 + 5,7 vs. 22,0 + 3,5 um? x10% p<0,05). Zusatzlich wurde ein zweifach signifikanter
Unterschied beim Vergleich beider Versuchsgruppen in Hinblick auf das Intima-Media-
Verhéltnis (0,23 = 0,08 vs. 0,62 + 0,08; p<0,01) ermittelt. Die Ergebnisse der Vergleiche der
db/db-Mé&use und WT-Mduse, denen Kontroll-cDNA appliziert worden war, ergaben
vergleichbare Messwerte fir die Media (28,1 + 3,7 vs. 28,2 + 3,6 um? x10%) und das Intima-
Media-Verhaltnis (0,4 + 0,02 vs. 0,37 £ 0,05), wobei die Ergebnisse nicht statistisch
ausgewertet werden konnten, aufgrund der geringen Anzahl an db/db-M&usen.
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Abb. 3.18 Zusammenfassung der morphometrischen Auswertung der a) Media und des b) Intima-Media-Verhaltnis.
"p<0,05 fiir Vergleich db/db-Leptin-cDNA vs. WT Leptin-cDNA und *p<0,01 fiir Vergleich db/db-Leptin-cDNA vs. WT
Leptin-cDNA.

In den Mausgruppen wurden jeweils &hnliche Arterien-Gesamtflachen ermittelt. Im Vergleich
der db/db-Mé&use und der WT-Méuse, die Kontroll-cDNA erhielten, ergab sich tendenziell
eine Erhdhung der Lamina externa bei den db/db-Mausen (84,4 + 8,2 vs. 66,6 + 3,6 pum?
x10%). Ahnliche Ergebnisse wurden ermittelt, wenn db/db-Mause mit WT-Mausen verglichen
wurden, denen Leptin-cDNA appliziert worden war (85,3 + 11,1 vs. 61,4 + 4,9 pm? x10%;
p>0,05). Eine statistische Auswertung war aufgrund der in einzelnen Versuchsgruppen zu
geringen Anzahl an Versuchstieren nicht moglich.
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Abb. 3.19 Zusammenfassung der morphometrischen Auswertung der Lamina externa.
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Abb. 3.20 Représentative Bilder der Neointima in db/db-Mausen, die mit a) Kontroll-cDNA und mit b) Leptin-cDNA
behandelt wurden. 400x vergroRert.

Eine lokale Uberexpression von Leptin schien die Bildung der Neointima in WT-Mausen zu
fordern, und in db/db-Méusen zeigte sich tendenziell eine Verminderung im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Um die Wirkung von Leptin von weiteren Adipokinen und Mediatoren des
VAT und PVAT lokal zu unterscheiden, wurde nun ein ,lokales Ubergewicht* nach einer

GeféaBverletzung mittels Transplantation von VAT bei den Versuchstieren erzeugt.

3.3 Diat-induziertes Ubergewicht und Effekt auf die Leptin-Expression in VAT
und PVAT

Die in diesem Kapitel dargestellten Ergebnisse wurden von Herrn cand. med. Sebastian
Herzberg in Zusammenarbeit mit dem medizinisch-technischen Assistenzpersonal der
Arbeitsgruppe von Frau Professor Schafer in der Klinik fiir Kardiologie und Pneumologie der
UMG im Rahmen seiner medizinischen Dissertation erhoben. In Absprache werden sie hier

zum besseren Verstandnis der eigenen Untersuchungsergebnisse kurz dargestellt.

3.3.1 Ubergewicht und Hyperleptinamie

Um zu untersuchen, wie sich Ubergewicht und Hyperleptinamie auf die Leptinexpression im
VAT und PVAT auswirken, wurden WT-Mause fir insgesamt acht Wochen auf HFD gesetzt
oder als Kontrollgruppe auf NC belassen. Am Ende der achtwoéchigen HFD-Ftterung
nahmen die Versuchstiere gegenuber der Kontrollgruppe signifikant an KG zu (28 + 2,3 vs.
24 + 1,3 g; p<0,5). Den Versuchstieren wurde anschlieBend mittels kardialer Punktion Blut,
sowie VAT und periaortales PVAT entnommen. Die Leptinspiegel im Serum der WT+HFD-
Méuse waren gegeniiber der Kontrollgruppe signifikant erhoht (29 £+ 3,9 vs. 1,7 £ 0,2 ng/ml,
p<0,0001).
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Das entnommene VAT und PVAT wurde hinsichtlich der Leptin mRNA- und
Proteinkonzentration untersucht. Zur Vergleichbarkeit beider Gruppen wurde der Mittelwert
der Ergebnisse in der Kontrollgruppe als ,,1« festgelegt und das Ergebnis der WT+HFD-

Mause als ein Vielfaches davon berechnet.

3.3.2 Untersuchungen des VAT

Die Untersuchung des VAT von HFD-gefltterten Ma&usen mittels Polymerase-Ketten-
Reaktion (PCR) zeigte einen signifikanten Anstieg der mRNA-Expression von Leptin im
Vergleich zur Kontrollgruppe (1,64 + 0,19; p<0,05). Zweifach signifikant erhoht war die
Proteinkonzentration von Leptin (6,9 = 1,4; p<0,01). Die Ergebnisse sind in Abb. 3.21 und
3.22 dargestellt.

a) b) c)

" L |
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Abb. 3.21 Représentative Bilder nach immunhistochemischer Farbung von Leptin im VAT von a) WT-NC, b) WT-

sa

HFD und c) ob/ob-M&usen. Schwarzer Pfeil zeigt typisch rétliche Farbung, 400x vergroRert.
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Abb. 3.22 Zusammenfassung der Ergebnisse zur a) mRNA-Expression und b) Proteinkonzentration von Leptin im
VAT. *p<0,05 und **p<0,01 fir Vergleich WT vs. WT+HFD-Méusen.
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3.3.3 Untersuchungen des PVAT

In Analogie zu den Untersuchungen im VAT wurde auch das PVAT der beiden Mausgruppen
untersucht. Die Messwerte der mMRNA-Konzentration (4,5 + 0,6 vs. 1,0; p<0,0001) sowie der
Proteinkonzentration von Leptin (13,3 + 2,8 vs. 1,0; p<0,01) im PVAT der WT+HFD-M4ause
waren im Vergleich zur Kontrollgruppe ebenfalls signifikant erhoht.
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Abb. 3.23 Représentative Bilder der Leptinexpression im PVAT von WT+HFD-M&usen in der Vergréferung a) 100x
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und b) 400x. Schwarzer Pfeil zeigt typisch rotliche Anférbung.
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Abb. 3.24 Zusammenfassung der Ergebnisse zur a) mRNA-Expression und b) Proteinkonzentration von Leptin im
PVAT. **p<0,01 und ***p<0,0001 fur Vergleich WT- vs. WT+HFD-M4usen.

Da Fettzellen der Hauptproduzent des Hormons Leptin sind und sich ihre GroRe und Anzahl
unter HFD erhoht, fand sich im untersuchten VAT wie auch PVAT ein erhdhter Wert der

MRNA- sowie auch der Proteinexpression von Leptin im Vergleich zur Kontrollgruppe.

3.4 Transplantation von VAT — Gruppe 11

Um die Akkumulation des PVAT bei Adipositas nachzuahmen und die Effekte auf die

Bildung der Neointima zu untersuchen, unabhingig von Ubergewicht oder systemischer
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Hyperleptindmie, wurde VAT von WT- und ob/ob-Mé&usen (Spender) entnommen und um die

zuvor verletzte Arterie immun-inkompetenter nu/nu-Mause (Empfanger) transplantiert.

Die Spendermduse wurden einerseits mit NC geflttert (n=12) und andererseits auf eine
achtwochige HFD (n=13) gesetzt. Das enthommene VAT jeder Gruppe wurde gepoolt, um
eventuelle Schwankungen in der Leptinexpression zwischen einzelnen Versuchstieren
innerhalb einer Spendergruppe auszugleichen. Im Anschluss daran wurden jedem
Empféangertier 50 mg des gepoolten VAT transplantiert. Als Kontrollgruppe wurden nu/nu-

Méuse operiert, jedoch kein VAT nach der GeféalRverletzung transplantiert.

3.4.1 Integration des transplantierten VAT in das perivaskuldare Gewebe

VAT-transplantierte nu/nu-Mduse zeigten bei Gewebeentnahme vitales und revaskularisiertes
Fettgewebe perivaskular sitzend im Trigonum caroticum sinister (Abb. 3.25). Es gab zudem
keinen Anhalt daftr, dass es durch das VAT zu einer mechanischen Kompression der
verletzten Arterie gekommen war, denn proximal wie distal war makroskopisch ein stetiger
Blutfluss erkennbar, der jedoch ofter im Vorfeld erst eine stumpfe Praparation notwendig

machte, bevor die Carotishifurkation sichtbar wurde.

Abb. 3.25 Makroskopische Bilder des vaskularisierten und vitalen VAT bei Gewebeentnahme. a) Ubersicht mit
Trachea und Musculus sternocleidomastoideus und b) vaskularisiertes VAT im Trigonum caroticum.

Mit Hilfe des VAT von GFP-transgenen Méausen wurde der visuell-makroskopische Eindruck
fluoreszenzmikroskopisch bestdtigt. Wie in Abb. 3.26 dargestellt, exprimierte das
transplantierte VAT zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme weiterhin GFP.
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Abb. 3.26 Fluoreszenzfarbung mit DAPI zur Kernanfarbung. a) GefaBanschnitt mit transplantiertem GFP-VAT zum
Zeitpunkt der Gewebeentnahme. Pfeile markieren GFP-positives Signal, 100x vergroRert, b) Positivkontrolle VAT einer
GFP-transgenen Maus, 400x vergroRRert und ¢) VAT einer WT-Maus, jeweils 400x vergroRert.

Gleichzeitig wurde das Vorhandensein von Fettgewebe durch eine Ol-Rot-O-Farbung
bestatigt, da das transplantierte Fettgewebe mikroskopisch nicht mehr die typisch

makroskopische Gewebekonfiguration von Fettgewebe aufwies (Abb. 3.27).

a) b)

Abb. 3.27 Histologische Farbung mit OI-Rot-O zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme. Pfeile zeigen positives rotes
Signal fir Fett. a) GefélRanschnitt mit transplantiertem VAT, 100x vergrofRert und b) transplantiertes VAT, 400x

vergroRert

3.4.2 Transplantation des VAT von WT-Mausen

3.4.2.1 Korpergewicht

Die Transplantation des VAT hatte keinen messbaren Einfluss auf die Entwicklung des
Korpergewichts der nu/nu-Mause. Zum Zeitpunkt der OP wogen sie im Durchschnitt 32,7 £

0,5 g und zur Gewebeentnahme 33,9 £ 0,5 g.
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3.4.2.2 Leptinspiegel im Serum

Ebenfalls keinen Einfluss hatte die Transplantation des VAT auf den Serumspiegel von
Leptin, wenn die Werte der nicht-transplantierten mit den transplantierten nu/nu-Mausen
verglichen wurden (1,6 £ 0,3 vs. 1,7 £ 0,6 ng/ml; p>0,05). Im Vergleich zu den WT-Mdusen
aus Gruppe | (siehe Tab. 3.1) wiesen sie allerdings einen dreifach signifikant geringeren
Leptinwert auf (1,7 £ 0,3 vs. 5,6 £ 1,2 ng/ml; p<0,0001), obwohl beide Versuchstiergruppen
mit NC geflttert wurden. Dieser Unterschied beruht maoglicherweise auf dem
unterschiedlichen genetischen Hintergrund der Mduse.

Gruppe 111 nu/nu nu/nu nu/nu
Spender Kontrollgruppe WT WT+HFD
n 14 13 18
Kérpergewicht (g) 33209 3311 35+05
Leptinspiegel im Serum (ng/ml) 1603 2507 1608

Tab. 3.3 Anzahl der Versuchstiere, Kérpergewicht und Leptinspiegel im Serum zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme.

3.4.2.3 Neointimabildung

Die Ergebnisse der morphometrischen Quantifizierung ergaben eine signifikante Erh6hung
der Neointima bei den Versuchstieren, die mit VAT von WT+HFD-M&usen transplantiert
wurden gegeniiber der Kontrollgruppe (11,9 + 1,9 vs. 4,5 + 0,9 um? x10°% p<0,05) und
Méusen, die mit VAT von WT+NC-Madusen transplantiert worden waren (11,9 + 1,9 vs. 6,1 +
1,9 um? x10%; p<0,05). Gleichzeitig war zu beobachten, dass es durch die Transplantation von
VAT zu keinem signifikanten Unterschied bei der Neointima kam, wenn die Kontrollgruppe
mit den Ergebnissen der Gruppe verglichen wurde, denen VAT von WT+NC-Mé&usen
transplantiert worden war (4,5 + 0,9 vs. 6,1 + 1,9 um? x10% p>0,05). Daraus lieR sich
ableiten, dass transplantiertes VAT per se keinen wesentlichen Einfluss auf die Bildung der

Neointima der verletzten GefaRwand genommen hat, z.B. durch mechanische Einflusse.

Ebenfalls wurde ein signifikanter Anstieg der Lumenstenose beim Vergleich der Mause
ermittelt, die VAT von WT+HFD-M&usen erhielten und denen, die mit VAT von WT+NC
Mausen behandelt worden waren (24,5 + 3,5 vs. 12,0 + 4,3%; p<0,05). Dazu ergab sich ein
signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe im Hinblick auf die Lumenstenose (24,5 + 3,5
vs. 10,7 + 2,0 %; p<0,05).
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Abb. 3.28 Zusammenfassung der morphometrischen Auswertung der a) Neointima und der b) Lumenstenose. *p<0,05
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fur Vergleich WT+HFD vs. Kontrollgruppe und #p<0,05 fiir Vergleich WT+HFD vs. WT+NC.

Die morphometrische Auswertung der Media ergab eine signifikante Erhéhung im Vergleich
zu den Versuchstieren, die VAT von WT+NC-Mausen erhielten sowie zur Kontrollgruppe
(31,6 £ 2,5 vs. 24,7 + 1,2 um? x10°; p<0,05).

Ergénzend zu den Ergebnissen der Lumenstenose zeigte sich beim Vergleich der mit VAT
von WT+NC transplantierten Mausen (0,43 = 0,07 vs. 0,22 + 0,07; p<0,05) und der
Kontrollgruppe (0,43 £ 0,07 vs. 0,18 £ 0,03; p<0,05) zu den Mausen, die VAT von
WT+HFD-Mausen transplantiert bekamen, eine signifikante Zunahme des Intima-Media-

Verhaltnisses.
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Abb. 3.29 Zusammenfassung der morphometrischen Auswertung der a) Media und des b) Intima-Media-Verhaltnis.
*p<0,05 fiir Vergleich WT+NC vs. Kontrollgruppe, *p<0,05 fiir Vergleich WT+HFD vs. Kontrollgruppe und 5p<0,05 fiir

Vergleich WT+HFD vs. WT+NC.
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Abb. 3.30 Zusammenfassung der morphometrischen Auswertung der Lamina externa. *p<0,05 fur Vergleich WT+NC
vs. Kontrollgruppe.

Abb. 3.31 Repréasentative Bilder der Neointimabildung fir die a) Kontrollgruppe sowie die mit b) WT+NC und c)
WT+HFD transplantierte Mause, 400x vergroRert.

3.4.3 Transplantation des VAT von ob/ob-Ma&usen

Um die Bildung der Neointima beim Fehlen von Leptin im PVAT zu untersuchen, wurde
nu/nu-Mausen VAT von ob/ob-Mausen transplantiert, die fir acht Wochen entweder mit NC

oder HFD gefuttert wurden.

3.4.3.1 Korpergewicht

Wie schon in 3.4.2.1 erléutert, hatte die Transplantation von Fettgewebe keinen Einfluss auf
die Entwicklung des KG der nu/nu-Méuse (Tab. 3.4).

3.43.2 Leptinspiegel im Serum

Der Serumspiegel von Leptin war ebenfalls nicht signifikant verandert, wenn die untersuchten
Versuchsgruppen untereinander verglichen wurden. Im Durchschnitt lag er bei 1,6 £ 0,5
ng/ml. (Tab. 3.4)
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Gruppe 11 nu/nu nu/nu nu/nu nu/nu nu/nu
Spender Kontrollgruppe WT+NC WT+HFD ob/ob+NC ob/ob+HFD
n 14 13 18 7 16
Kérpergewicht (g) 33+0,9 33+x11 35+0,5 30+0,6 31+10
Leptinspiegel im Serum (ng/ml) 16+0,3 25+0,7 16+08 1,3+04 12+04

Tab. 3.4 Anzahl der Versuchstiere, Kérpergewicht und Leptinspiegel im Serum zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme.

3.4.3.3 Neointimabildung

Wie schon bei den WT-Mausen beobachtet, zeigte sich auch beim Vergleich der mit VAT von
ob/ob+HFD-Méausen behandelten Versuchstieren mit der Kontrollgruppe (11,8 + 1,9 vs. 4,5
0,9 pm? x10% p<0,05) ein signifikanter Anstieg der Neointima. Tendenziell war dieses
Ergebnis auch beim Vergleich der beiden Versuchsgruppen bei der Auswertung der
Lumenstenose zu beobachten (23,8 £+ 3,8 vs. 10,7 £ 2,0%; p>0,05).

a) b)
20 40
#
—~ 154 * 8 © 301
© © o
= S<
= X """‘4 KACKAAAAY \O
£ 101 2 7 207
o E 957 5
23 T £ T
£ =] I
< 5| T 3 10- -
957
14 14
0 T T - T O T - T
Kontrolle WT WT  ob/ob ob/ob Kontrolle WT
+NC  +HFD +NC  +HFD +NC

Abb. 3.32 Zusammenfassung der morphometrischen Auswertung der a) Neointima und der b) Lumenstenose. *p<0,05
fir Vergleich WT+HFD vs. Kontrollgruppe, #p<0,05 fiir Vergleich WT+HFD vs. WT+NC und 3p<0,05 fiir Vergleich
ob/ob+HFD vs. Kontrollgruppe.

Bei der Auswertung der Media ergab sich ein signifikanter Unterschied beim Vergleich der

die VAT von ob/ob+HFD-Mé&usen und der
Kontrollgruppe (32,5 + 2,2 vs. 24,7 +1,2 pm? x10%; p<0,05). Eine erhéhte Proliferation durch

Versuchsgruppe, bekommen hatten
eine verstéarkte perivaskulédre Inflammation und Ansammlung von Mediatoren, zusétzlich zu
Leptin, koénnte daftr eine mdgliche Erklarung darstellen. Beim Vergleich dieser beiden
Versuchsgruppen wurde fiir das Intima-Media-Verhéltnis kein signifikanter Unterschied

ermittelt (0,41 £ 0,08 vs. 0,18 + 0,03; p>0,05).
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Die Ergebnisse fur die Neointima, die Lumenstenose, die Media und das Intima-Media-
Verhaltnis der Versuchstiere, die VAT von ob/ob+NC-Madusen erhielten, waren hingegen
annéhernd gleich zu den Ergebnissen der Kontrollgruppe und der Versuchsgruppe, die VAT
von WT+NC-Mdusen erhalten hatte.
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Abb. 3.33 Zusammenfassung der morphometrischen Auswertung der a) Media und des b) Intima-Media-Verhaltnis.
*p<0,05 fiir Vergleich ob/ob+HFD vs. Kontrollgruppe, #p<0,05 fiir Vergleich WT+HFD vs. Kontrollgruppe und ®p<0,05 fiir
Vergleich WT+HFD vs. WT+NC.

Es zeigte sich eine signifikante Vergroflerung der Lamina externa der Versuchstiere, die mit
VAT von ob/ob+HFD-Mausen behandelt wurden gegeniiber der Kontrollgruppe (101,4 + 10,8
vs. 70,6 + 3,5 pm® x10% p<0,05). Die Gruppe von Versuchstieren, denen VAT von
ob/ob+NC-Méusen transplantiert worden war, erreichte bei der Auswertung ein &hnliches
Ergebnis wie die Kontrollgruppe (78,7 + 4,2 vs. 70,6 + 3,5 pm?® x10% p>0,05) und die
Versuchsgruppe, die VAT von WT-Mausen erhalten hatte.
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Abb. 3.34 Zusammenfassung der morphometrischen Auswertung der Lamina externa. *p<0,05 fiir Vergleich

ob/ob+HFD vs. Kontrollgruppe.
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Abb. 3.35 Reprasentative Bilder der Neointimbildung in a) ob/ob+NC und b) ob/ob+HFD transplantierte Mausen, 400x
vergroRert.

Die Transplantation von VAT ubergewichtiger WT-Mause und das dadurch lokal erzeugte
Uberangebot von Leptin fiihrte zu einer Zunahme der Neointima. Diese Reaktion blieb bei der
Transplantation von VAT Ubergewichter, aber leptindefizienter ob/ob-Ma&use aus. Diese
,»schiitzende™ Eigenschaft des lokalen Fehlens von Leptin blieb bei der Transplantation von
VAT HFD-gefitterter ob/ob-Méuse erstaunlicherweise aus. Es lasst sich daraus
schlussfolgern, dass die GroRenzunahme der Neointima nicht allein dem Hormon Leptin
anzurechnen ist. Um die parakrinen Effekte des transplantierten VAT weiter und unter
standardisierten Bedingungen zu untersuchen, wurden GefaBmuskelzellen mit CdM aus VAT

von Spenderméausen inkubiert.

3.5 Proliferation glatter Gefalimuskelzellen - in vitro

Um die parakrinen Effekte des VAT auf zellulérer Ebene und die Bedeutung von Leptin fur
die Neointima zu untersuchen, wurden glatte Gefalmuskelzellen einerseits mit serumfreiem
Medium  (Kontrollgruppe), andererseits mit serumfreiem Medium, versetzt mit
rekombinantem humanem Leptin, und zusatzlich mit dem CdM aus ex vivo-kultivierten VAT
inkubiert. Das CdM wurde aus dem zu transplantierenden VAT der WT- und ob/ob-Mé&use
gewonnen, die als Spender fiir Gruppe 111 fungierten.

3.5.1 Wirkung von Leptin auf glatte GefaBmuskelzellen

Der Effekt von Leptin auf die Proliferation von glatten GefaBmuskelzellen wurde untersucht,
indem die Zellen iber Nacht mit rekombinantem humanen Leptin (Konzentration: 100 ng/ml)
stimuliert wurden. Darunter zeigte sich ein zweifach signifikanter Anstieg der Proliferation im
Vergleich zur Kontrollgruppe (475 + 11 vs. 410 £ 15; p<0,01). Dagegen wurde ein dreifach

signifikanter Abfall der Proliferation zur Kontrollgruppe bzw. zu mit Leptin-behandelten



ERGEBNISSE 66

Zellen beobachtet, wenn zusatzlich ein neutralisierender Anti-Leptin-Antikorper zugesetzt
wurde (342 £ 6 vs. 410 £ 15 vs. 475 + 11; p<0,0001).
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Abb. 3.36 Zusammenfassung der photometrischen Auswertung zur Wirkung von Leptin auf glatte
GefalRmuskelzellen. **p<0,01 fir Vergleich Leptin zu Kontrollgruppe, *#p<0,0001 fiir Vergleich anti-Leptin vs.
Kontrollgruppe und %%3p<0,0001 fiir Vergleich anti-Leptin vs. Leptin.

3.5.2 Wirkung von CdM auf glatte GefaBmuskelzellen

Es konnte keine signifikante Wirkung auf die Proliferation beobachtet werden, wenn CdM
von WT+NC-Mausen mit glatten Gefaimuskelzellen inkubiert wurde im Vergleich zu CdM
von WT+HFD-Méusen (532 + 14 vs. 532 £ 20, p>0,05). Dagegen zeigte sich ein deutlicher,
wenn auch nicht signifikanter Unterschied bei der Proliferation mit CdM von ob/ob-Mausen
im Vergleich zu den mit CdM von WT-Mausen inkubierten Zellen (450 + 15 vs. 532 + 17,
p>0,05). Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die Expression von Leptin im Fettgewebe
eine Rolle spielt. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass durch den Zusatz eines Anti-
Leptin-Antikorpers die Wirkung des CdM von WT-Mausen dreifach signifikant reduziert
werden konnte, sowohl bei Fltterung mit NC (532 + 14 vs. 419 + 24; p< 0,0001) als auch
HFD (532 + 20 vs. 418 + 13, p<0,0001). Bei Zusatz des Anti-Leptin-Antikérpers zum CdM
von ob/ob-Mdausen konnte diese Beobachtung nicht gemacht werden, was auf eine
Teilbedeutung von Leptin bei der Proliferation von glatten Gefalmuskelzellen, wie sie in der

Media einer Arterie vorkommen, schliefen 1&sst.
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Abb. 3.37 Zusammenfassung der photometrischen Auswertung zur Wirkung von CdM auf glatte GefalBmuskelzellen.
***n<0,0001 fir Vergleich WT+NC CdM vs. anti-Leptin und **p<0,0001 fiir Vergleich WT+HFD CdM vs. anti-Leptin.
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4 DISKUSSION

Adipositas stellt einen bedeutenden Risikofaktor fur die Entstehung von kardiovaskuldren
GefaBwandveranderungen dar. Wie sich in klinischen Studien gezeigt hat, sind Ubergewicht
und Adipositas mit einem erhohten Risiko fur kardiovaskuldre Erkrankungen wie
Myokardinfarkt oder Schlaganfall assoziiert (Gelber et al. 2008). Dabei stellt die Zunahme
des VAT einen wichtigen Faktor fir die Erhdhung des kardiovaskuldren Risikos dar (Zhang et
al. 2008), wenn gleich nicht alle Studien einen unabhé&ngigen Einfluss nachweisen konnten
(Shimamoto et al. 2013). Eine vermehrte Expression von Adipokinen im VAT fuhrt zur
Erh6hung des Serumspiegels von Leptin oder proinflammatorischen Zytokinen, wie TNF-a
und IL-6 (Berg und Scherer 2005). Die unter Adipositas hypertrophierten Adipozyten
produzieren vermehrt diese Adipokine und bewirken somit einen chronisch systemischen
Entzindungszustand (Gelber et al. 2008). Die Bedeutung von chronischen Entziindungen fur
die Progression kardiovaskuldrer Erkrankungen unterstreichen klinische Befunde unter
anderem auch dadurch, dass bei Patienten mit Autoimmunerkrankungen vermehrt
atherosklerotische Veranderungen und Plaguebildung nachgewiesen wurden (Kao et al.
2003). Nicht nur die Masse des VAT nimmt unter Adipositas zu, sondern auch die Masse des
PVAT. Letzteres ruickt aufgrund seiner direkten N&he zu den GeféBen mehr und mehr in den
Fokus klinischer und experimenteller Untersuchungen. Die GroRe des PVAT der
Koronararterien korreliert direkt mit dem Ausmall der Koronararteriensklerose (Greif et al.
2009). Die Datenanalyse der Framingham-Studie zeigte, dass die Erhéhung der Masse des
PVAT mit Préadiktoren fur kardiovaskuldare Erkrankungen korreliert (Rosito et al. 2008).
Experimentell konnte aufgezeigt werden, dass bei Adipositas vermehrt proinflammatorische
Zytokine im PVAT produziert werden (Takaoka et al. 2009). Die lokale chemotaktische
Aktivitat der Zytokine und ihre Wirkung auf Leukozyten fordert die Ausbildung
atherosklerotischer GefalRverdnderungen bei diétinduzierter Adipositas und nimmt damit
Einfluss auf die Entstehung von kardiovaskuldren Erkrankungen (Henrichot et al. 2005). Das
PVAT sezerniert unter Adipositas auch vermehrt Leptin (Chatterjee et al. 2009). Die ob-
Rezeptoren befinden sich unter anderem auf Zellen der Gefdlwand sowie Zellen des
hé&matopoetischen Systems (Schroeter et al. 2007). Leptin bewirkt eine erhohte Proliferation
von Endothel- und glatten Gefamuskelzellen (Bouloumié et al. 1998; Hasty et al. 2001; Oda
et al. 2001, Schéfer et al. 2004) und es kdnnte durch diese Wirkung einen direkten, parakrinen
Einfluss auf die Entstehung von kardiovaskularen Erkrankungen nehmen (Payne et al. 2013).

Die signifikante Zunahme der Neointima nach experimenteller Geféal3verletzung bei
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systemischer Hyperleptinamie ist von Schéfer et al. 2004 nachgewiesen worden. Klinische
Studien konnten diese Ergebnisse im Tiermodell sowie auch bei Patienten nachvollziehen, da
die Hohe des systemischen Leptinspiegels mit dem Vorkommen von kardiovaskuléren

Ereignissen assoziiert ist (Sattar et al. 2009).

In der vorliegenden Arbeit wurden die systemische und parakrine Wirkungen von Leptin auf
die Bildung der Neointima nach experimenteller Gefal3verletzung bei normalgewichtigen und
adipdsen Méausen untersucht. Zuerst wurde mit einer zweiwdchigen hochkalorischen Diét eine
signifikante Gewichtszunahme und Hyperleptindmie bei WT-Méusen erzeugt und die Tiere
dann anhand eines einheitlichen Operationsprotokolls behandelt. Es bestatigte sich, wie
bereits von Schéfer et al. 2004 gezeigt, eine signifikante Erhohung der Neointima bei den
ubergewichtigen und hyperleptindmischen WT-Ma&usen gegeniiber der Kontrollgruppe und
uibergewichtigen, aber leptindefizienten ob/ob-Mausen. Die perivaskulare Uberexpression von
Leptin durch den Einsatz von mit Leptin-cDNA beladenen adenoviralen Vektoren erzeugte
auch bei normalgewichtigen WT-Mé&usen mit normalen systemischen Leptinspiegeln eine
signifikante Erhohung der Lumenstenose und des Intima-Media-Verhéltnisses. Bei
leptinrezeptordefizienten db/db-Mé&usen war dies jedoch nicht zu beobachten. In
Voruntersuchungen konnte eine systemische Ausbreitung der adenoviralen Vektoren
ausgeschlossen werden, da sich weder in der Leber, der Milz noch den Nieren GFP-positive
Signale nachweisen lieRen. Perivaskul&r war der immunhistochemische Nachweis von GFP
zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme sowohl allein als auch in spezifischen Zellen der
GefaBwand und des endogenen PVAT maglich. Die lokale Uberexpression von Leptin war
ebenso nachweisbar, wie auch die unter der Gabe von Leptin-cDNA signifikant gesteigerte
Anzahl proliferierender Zellen in der Neointima. Eine subkutane Applikation der Leptin-
cDNA zog keine systemische Beeinflussung des Serumspiegels von Leptin im Vergleich zur
Kontrollgruppe nach sich. Sie hatte auch keine Auswirkungen auf die Bildung der Neointima,
was den spezifischen Effekt der perivaskuléren Leptin-Applikation unterstreicht. In
Voruntersuchungen konnte makroskopisch wie immunhistochemisch vitales transplantiertes
VAT in Empfangerméusen nachgewiesen werden. Die Transplantation von VAT, das von
HFD-erndhrten  Ubergewichtigen WT-Mausen kam, flhrte bei immundefizienten
Nacktmausen zu einer signifikanten Erhéhung der Neointima, der Lumenstenose sowie des
Intima-Media-Verhéltnisses im Vergleich zur Kontrollgruppe mit und ohne Transplantation
von VAT von WT+NC-Méusen. Die Transplantation von VAT normalernahrter ob/ob-Mé&use
zeigte keine solche Zunahme, sondern ein &hnliches Ergebnis wie bei der Kontrollgruppe mit
und ohne Transplantation. Wurde VAT von HFD-behandelten ob/ob-Madusen transplantiert,
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zeigte sich hier trotz fehlender Leptinexpression eine signifikante Erhéhung der Neointima
mit erhOhter Lumenstenose, erhéhtem Intima-Media-Verhaltnis sowie einem signifikanten
Anstieg der Media im Vergleich zur Kontrollgruppe. Diese Beobachtung deutet auf eine
Leptin-unabhangige lokale Wirkung des VAT hin. Insgesamt wiesen alle
Versuchsuntergruppen unter sich verglichen eine annahernd gleichgroRBe Flache der Lamina
externa auf, was den Einfluss von Messschwankungen oder unspezifischen Effekten auf die
vorgelegten Ergebnisse auf ein  Minimum reduzierte. Die Proliferation glatter
GefélBmuskelzellen wurde signifikant durch die Gabe von rekombinantem humanen Leptin
gesteigert und konnte im Anschluss daran durch die Zugabe eines neutralisierenden Anti-
Leptin-Antikorpers wiederum unterdriickt werden. Aus dem zu transplantierenden VAT ist
zusétzlich CdM gewonnen worden. Das CdM hatte einen &hnlichen Effekt auf die
Proliferation von glatten Gefalmuskelzellen, wenn es aus dem VAT von, mit NC oder HFD
erndhrten, WT-Mausen, extrahiert wurde. Unter dem Einfluss eines neutralisierenden Anti-
Leptin-Antikorpers verminderte sich wiederum signifikant die zuvor beobachtete
Proliferation. Die Gabe des CdM von ob/ob-Mé&usen erbrachte eine verringerte Proliferation
verglichen zu den Ergebnissen der WT-Mause. Nach der Behandlung mit dem Anti-Leptin-

Antikdrper zeigte sich kaum eine Veranderung zum Ausgangswert.

Diese Ergebnisse werden im Folgenden detailliert diskutiert.

4.1 Hyperleptinamie wirkt auf die Neointimabildung

Die Hohe des Leptinspiegels korreliert mit der Inzidenz von kardiovaskuldren Ereignissen
(Soderberg et al. 1999; Sattar et al. 2009) und dem Schweregrad der koronaren
Atherosklerose (Qasim et al. 2008). Die Zunahme an Korpergewicht geht mit einer
Vermehrung der Adipozyten und deren zelluldrer Vergrofierung (Greenstein et al. 2009)
einher. In diesem Zusammenhang stellt der Anstieg der Masse des VAT ein erhohtes
kardiovaskulares Risiko dar (Després et al. 2008; Zhang et al. 2008) und ist von
Hyperleptindmie begleitet (Considine et al. 1996). Die Adipozyten produzieren bei
Ubergewicht vermehrt Adipokine, wie z.B. Leptin, Adiponectin und Visfatin (Berg und
Scherer 2005). Der Grund daftr konnte die bei Adipositas auftretende Hypoxie im
Fettgewebe sein (Greenstein et al. 2009), da das ob-Gen einen Promotor besitzt, der durch
HiF1-a induziert wird (Ambrosini et al. 2002). Ein erhéhter Serumspiegel des Proteins ist die
Folge (Considine et al. 1996; Park et al. 2005; Relling et al. 2006). Durch die systemische
Verabreichung von Leptin konnte eine gesteigerte Bildung der Neointima respektive
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Restenose nach experimenteller GefaRverletzung bei Normalgewicht erzeugt werden (Schafer
et al. 2004; Bodary et al. 2005). Diese Beobachtung konnte durch HFD-bedingtes
Ubergewicht ebenfalls erzielt werden und fehlte bei den (ibergewichtigen, aber
leptindefizienten ob/ob-Mausen (Schéfer et al. 2004).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte durch eine HFD-induzierte Hyperleptindmie die Bildung der
Neointima nach einer experimentellen Gefalverletzung erhoht werden. Insbesondere wird die
Bedeutung einer Leptin-abhdngigen Erhéhung der Neointima und Forderung von
atherosklerotischen GefaRwandveranderungen bei Ubergewicht und Adipositas dadurch
unterstrichen, dass eine erniedrigte Bildung der Neointima bei den adipdsen, aber
leptindefizienten ob/ob-Mausen beobachtet werden konnte. Ahnlich konnte dies bei adipésen
db/db-M&usen gezeigt werden (Stephenson et al. 2003). Es ist anzunehmen, dass der defekte
ob-Rezeptor vor einer Erhoéhung der Neointima im Rahmen von Adipositas bewahrt
(Beltowski 2006). Interessanterweise wiesen ob/ob-Mause eine signifikant verdickte Media
auf. Passend dazu wurde bei ob/ob-Mausen kirzlich eine Assoziation mit pathologischen
Verénderungen in der Media der Pulmonalgefdlle beobachtet, auch ohne vorausgehende
GeféaBverletzung (Aytekin et al. 2014). Diese Ergebnisse lassen sich jedoch nicht direkt auf
den Menschen (bertragen, da zum einen die Effekte von Leptin unter physiologischen
Konzentrationen andere sein kdnnen als unter pathologischen und zum anderen bei den ob/ob-
Méusen unter dem Einfluss einer Leptintherapie die schadlichen Adipositas-assoziierten
metabolischen Veranderungen zuriickgingen. Somit ist bei den adipdsen ob/ob-Mausen von
einer erhohten Leptinsensitivitit auszugehen und nicht von einer Leptinresistenz, so wie sie
bei Ubergewicht und Adipositas beim Menschen vermutet wird (Beltowski 2006; Mark et al.
2002).

4.2 Perivaskulares Leptin wirkt auf die Neointimabildung

Nicht nur die Masse des VAT steigt bei Adipositas an, sondern auch die Masse des PVAT.
Beides geht mit einer Hyperplasie und Hypertrophie der Adipozyten einher (Greenstein et al.
2009). Diese Entwicklung hat eine erhohte Expression von Leptin im VAT und PVAT zur
Folge (Cheng et al. 2008; Chatterjee et al. 2009). Anhand der in dieser Arbeit genannten
Ergebnisse von Herrn cand. med. Sebastian Herzberg konnte diese Beobachtung bestatigt
werden. Dabei ist die mMRNA-Expression und die Proteinkonzentration im VAT und im PVAT
acht Wochen nach Beginn einer HFD, deutlich erhéht gemessen worden. Das ist eine wichtige

Beobachtung, da die Entwicklung der aortalen Atherosklerose mit der periaortalen Expression
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von Leptin im PVAT korreliert (Spiroglou et al. 2010). Untersuchungen fanden bei Patienten
mit koronarer Herzkrankheit, die sich einer Bypass-OP unterzogen, eine erhohte
Leptinkonzentration im epikardialen Fettgewebe im Vergleich zu herzkranken Patienten, die
aufgrund einer anderen Ursache einer offenen Herzoperation bedurften (Cheng et al. 2008).
Ebenso zeigten Studien bei adipdsen Personen nicht nur die Korrelation von einer erhohten
Masse an perikardialen und periaortalem Fettgewebe und dem Ausmal der Adipositas,
sondern auch eine unabhangige Assoziation mit metabolischen Risikofaktoren (lacobellis et
al. 2003). Ein Zusammenhang zwischen der Masse des perikardialen Fettgewebes und KHK
scheint unabhangig zu sein von bestehender Adipositas oder systemischen Risikofaktoren
(Vos et al. 2008; Rosito et al. 2008).

Einige Vorarbeiten haben gezeigt, dass es mithilfe von Pluronic F-127-Gel und &hnlich
strukturierten Polyethylen- und Polypropylenoxiden mdoglich ist, die Expression eines
bestimmten Gens in Zielzellen mit verschiedenen Vektoren sowohl positiv als auch negativ zu
beeinflussen (Kabanov et al. 2005). Feldman et al. konnten 1997 einen verbesserten
Gentransfer mit Poloxamer 407 von adenoviralen Vektoren zeigen und wiesen dabei keine
spezifische Gewebetoxizitat nach. Ebenso konnte ein ahnliches Verfahren fiir Poloxamer
symperonic F-108 und lentivirale Vektoren publiziert werden (Hofig et al. 2012). In
Anlehnung an die Arbeit von Wang L et al. 2009, bei der siRNA in Pluronic Gel perivaskular
appliziert wurde, war die Grundlage fiir die vorliegende Arbeit geschaffen, die Leptin-cDNA
nach der experimentellen Gefallverletzung applizieren zu kénnen. Damit wurde sichergestellt,
dass ihre Wirkung lokal zu beobachten, zu beurteilen und auszuwerten war. Durch die
immunhistochemische Anfarbung GFP-positiver Zellen mit Antikdrpern gegen Zell-
spezifische Antigene konnten die adenoviralen Vektoren in lokalen Zellen der Gefallwand,
wie glatten GefaBmuskelzellen, und in Zellen des PVAT, wie Adipozyten und Makrophagen,
nachgewiesen werden. Gleichzeitig konnte eine systemische Verbreitung der adenoviralen
Vektoren Uber den Blutkreislauf bzw. des Lymphsystems in die Leber, die Milz und die
Nieren durch Immunfluoreszenzmikroskopie ausgeschlossen werden. Ebenso war kein
Einfluss des Pluronic F-127-Gels auf das umliegende Gewebe sowie auf die Wirkung der
adenoviralen Vektoren zu ermitteln, da einerseits zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme kein
Pluronic F-127-Gel an der zuvor applizierten Lokalisation nachweisbar war und andererseits
es keinen Anhalt fir eventuelle Auswirkungen auf die umliegenden Gewebestrukturen und -

funktionen, wie z.B. perivaskulare nekrotische Areale, gab.

Die experimentelle Untersuchung von Oda et al. von 2001 zeigte, dass der ob-Rezeptor auf

glatten Gefallmuskelzellen exprimiert wird und es unter dem Einfluss des Hormons zu einer
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Steigerung der Proliferation und Migration dieser GefalBwandzellen kommt. Dieser
proliferative Effekt von Leptin konnte ebenfalls in humanen glatten GefalRmuskelzellen
beobachtet werden (Li et al. 2005). Leptin fiihrt ebenso zu einer Hypertrophie dieses Zelltyps
(Shin et al. 2005). Die Dehnung der Gefallwand stellt einen zusétzlichen Stimulus fir die
Hypertrophie dar und induziert wiederum die Expression von Leptin und dem ob-Rezeptor,
z.B. in der Portalvene von Ratten. Durch die Gabe eines Anti-Leptin-Antikorpers kann diese
Hypertrophie wieder aufgehoben werden (Zeidan et al. 2005). Gleichfalls fordert Leptin die
Produktion des Transformierenden Wachstumsfaktor-beta (TGF-f) durch die Endothelzellen
(Wolf et al. 1999), der wiederum die glatten GefaBmuskelzellen stimuliert, die daraufhin
vermehrt Extrazellularmatrix bilden. Ebenso wird durch TGF-B die lokale Inflammation
unterdriickt und die Fibrosebildung unterstiitzt, was zu einem stabileren atherosklerotischen
Plaque flhren kann (Beltowski 2006). In instabilen Plaques wurde eine reduzierte TGF- -
Konzentration gemessen (Ghosh et al. 2005). Schlussfolgernd koénnte Leptin damit die
Entstehung einer stabilen Plaque fordern. Jedoch kann es ebenso bei erhdhten perivaskuléren
Konzentrationen von Leptin zu einer vermehrten Bildung von Extrazellularmatrix durch die
glatten  Gefalmuskelzellen kommen, die sich makroskopisch an  gesteigerten

atherosklerotischen Veranderungen messen lasst (Beltowski 2006).

In der vorliegenden Arbeit konnte eine erhthte Expression des Leptinproteins in der
Neointima nach Applikation von Leptin-cDNA beobachtet werden. Gleichzeitig zu diesen
Ergebnissen war ein erhdhter Anteil der PCNA-positiven Zellen, d.h. der proliferierenden
Zellen, in der Neointima gemessen worden. Der dabei nur tendenzielle Anstieg der PCNA-
positiven Zellen in der Media und die gleichzeitig erhohte Leptinexpression in der Neointima
konnte auf eine mogliche Migration von Zellen der Gef&Bwand, wie z.B. den glatten
Gefallmuskelzellen, in die Intima respektive Neointima hindeuten (Oda et al. 2001). Eine
maogliche Migration von Myofibroblasten der Adventitia nach der GefaRverletzung wurde von
Shi et al. bereits 1996 postuliert. Nicht genauer erklarbar ist die Beobachtung der Erh6hung
der Media bei den ob/ob-Mausen, die zu der Signifikanz im Intima-Media-Verhaltnis im
Vergleich zu den WT+HFD-Madusen wesentlich beitragt. Bei den ob/ob-Mé&usen stellt sich,
trotz Leptindefizienz schon friihzeitig ein Metabolisches Syndrom mit begleitendem
Ubergewicht bzw. Adipositas ein und filhrt aufgrund der vermehrten Produktion von
Adipokinen und Zytokinen zu einem chronisch systemischen Entziindungszustand (Berg und
Scherer 2005). Die Zunahme der Media koénnte durch die proinflammatorische Eigenschaft

der Zytokine zu einer vermehrten Einwanderung von Immunzellen in die GefaRwénde
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(Apovian et al. 2008; Karastergiou et al. 2010; Henrichot et al. 2005) fiihren und die
GroRenzunahme der Gefalwandschicht erkléren.

Im Zuge von Kklinischen und experimentellen Studien konnten im PVAT neben Leptin erhthte
Konzentrationen von verschiedenen proinflammatorischen und proatherogenen Zytokinen,
wie IL-6, TNF-o, Monozyten-chemotaktisches Protein-1 (MCP-1) und Visfatin bei
hypercholesterindmischen oder didtinduzierten, adipdsen Patienten und Versuchstieren
gemessen werden (Mazurek et al. 2003; Henrichot et al. 2005; Lohmann et al. 2009; Miao
und Li 2012). Nach einer endoluminalen GeféaRverletzungen waren die Konzentrationen
dieser proinflammatorischen Adipokine im PVAT ebenfalls erhoht (Takaoka et al. 2010). Die
perivaskuldre Expression des atheroprotektiven und anti-inflammatorischen Adipokins
Adiponectin war im PVAT wie auch nach einer endoluminalen Gefallverletzung erniedrigt
(Chatterjee et al. 2009; Karastergiou et al. 2010; Cheng et al. 2008; Greif et al. 2009; Takaoka
et al. 2010). Der gefaBprotektive Effekt des Adipokins, der z.B. auf einer Reduktion von
oxidativem Stress beruht (Li et al. 2007; Tao et al. 2007), wird dadurch gesenkt (Bettowski et
al. 2008). Perivaskulér appliziertes Adiponectin in adiponectindefizienten Mé&usen reduzierte
die Bildung der Neointima nach experimenteller GefaBverletzung (Takaoka et al. 2009).
Visfatin, sekretiert vom PVAT, ist ein Proliferationsfaktor fiir glatte Gefalmuskelzellen
(Wang P et al. 2009). Gleichfalls zeigte es positive Effekte auf das Uberleben von
Makrophagen, glatte GefaBmuskelzellen und Endothelzellen. Die Dysfunktion bzw. der
Untergang dieser Zelltypen wird als kritischer Prozess in der Entstehung von
atherosklerotischen GefaBwandveranderungen angesehen (Miao und Li 2012). Damit ist
unklar, ob Visfatin eher positive oder eher negative Effekte bei der Atheroskleroseentstehung
auslibt. TNF-a-defiziente Mause zeigen eine erniedrigte Bildung der Neointima nach einer
GeféaBverletzung. Durch perivaskuldren Zusatz von TNF-a l&sst sich jedoch die Bildung der
Neointima wieder anheben (Takaoka et al. 2010). TNF-a stimuliert, wie auch Visfatin und
Leptin, die Proliferation und Migration von glatten Gefallmuskelzellen (Wang et al. 2001;
Kim et al. 2007). Die erhéhte Produktion von IL-6 im adipdsen Zustand steigert die
Aufnahme von Lipiden durch Makrophagen, die sich zu Schaumzellen in den sich spater
bildenden atherosklerotischen Plaques entwickeln. Am Anfang der Atheroskleroseentstehung
produzieren diese Zellen, wie auch die glatten GefaBmuskelzellen, wiederum IL-6 (Berg und
Scherer 2005), welches eine proatherogene Rolle in der frihen Phase der
Atheroskleroseentstehung spielt. Ebenso wird dem Signalweg des MCP-1 eine zentrale Rolle

in der Pathogenese der Neointima, respektive Restenose, zugeschrieben und als mogliches
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Ziel einer therapeutischen Intervention zur Verhinderung einer Restenose nach einer

Koronarintervention ausgemacht (Egashira et al. 2002).

In Anlehnung an diese Ergebnisse und der Annahme, dass die perivaskulare Expression von
Leptin zu einem erhohten kardiovaskuldren Risiko fihrt (Payne et al. 2010; Payne et al.
2012), wurde in der vorliegenden Arbeit nach der experimentellen GeféaRverletzung und
perivaskuldren Applikation von adenoviralen Vektoren, beladen mit Leptin-cDNA, eine
Erh6hung der Neointima gegeniiber der Kontroll-cDNA-Gruppe gemessen, bei gleichzeitig
normalen Serumspiegeln von Leptin und Normalgewicht der Versuchstiere. Diese
Beobachtung lasst die Behauptung zu, dass eine lokale Uberexpression von Leptin, z. B. aus
dem PVAT (lacobellis et al. 2003), unabhangig von Ubergewicht und systemischen
Leptinspiegeln eine proatherosklerotische Wirkung auf die Gefdlle ausilibt. Es zeigte sich
weiterhin eine Erniedrigung der Media im Vergleich zur Kontroll-cDNA-Gruppe, die
zusammen mit den Untersuchungen von Oda et al. von 2001 durch eine mdgliche Migration
von glatten GefalRmuskelzellen unter dem Einfluss von Leptin von der Media in die Intima
erklarbar wére. Die durchgefuhrte subkutane Applikation der adenoviralen Vektoren wies
keine systemischen Auswirkungen auf, da sich d&hnliche Ergebnisse wie bei der
Kontrollgruppe zeigten. Die geringe Anzahl an Versuchstieren lieR jedoch keinen endgultigen
statistischen Vergleich der Untergruppen zu. Die moglicherweise Leptin-abh&ngige Bildung
der Neointima nach der Gefal3verletzung wird durch die Untersuchung von Stephenson et al.
von 2003 unterstutzt. Sie konnten bei db/db-Méausen eine signifikant erniedrigte Neointima
nach experimenteller GefaRverletzung, sowohl bei mannlichen als auch bei weiblichen
adipdsen Versuchstieren, nachweisen und somit eine mdgliche Rolle von Leptin und seinem
Rezeptor im Zusammenhang mit der Regulation in der Intima bzw. Neointima nach einer

Geféalverletzung aufzeigen.

In der vorliegenden Arbeit erbrachte die lokale Applikation von Leptin-cDNA bei den db/db-
Méusen eine tendenziell erniedrigte Neointima nach der Gefallverletzung. Die Ergebnisse der
Lumenstenose zeigten eine signifikante Erniedrigung im Vergleich zu den WT-Mdusen mit
gleicher Behandlung. Gleichzeitig wiesen die Ergebnisse flr die Media eine signifikante
Erhéhung im Vergleich dieser beiden Versuchsgruppen auf. Auf Grundlage dessen war ein
signifikant erniedrigtes Intima-Media-Verhéltnis zu ermitteln. Die tendenzielle Erhéhung der
Lamina externa, die als mogliche Vorstufe zu aneurysmatischen GefalBwandveranderungen
angesehen werden kann, war Kritisch zu bewerten, da diese Messgrofie zu einer Verzerrung
der Ergebnisse beim Vergleich der Untergruppen mit den db/db-Mé&usen fihrt und muf} in
weiterflihrenden Untersuchungen genauer analysiert werden. Police et al. konnten 2009 diese



DISKUSSION 76

aneurysmatischen Gefalwandveranderungen bei ob/ob-Mausen im Zusammenhang mit der
Applikation von Angiotensin Il nachweisen. Ebenfalls haben Tao et al. 2013 durch die lokale
Applikation von Leptin eine aortale GefdBwanddegeneration in Apolipoprotein E-defizienten
Méusen auslosen kénnen, welche als Beginn der Bildung eines Aneurysmas angesehen wird.
Welche Rolle Leptin bei der Entstehung von arteriellen Aneurysmata spielt, ist noch unklar
bzw. muss weiter geklart werden, welche pradisponierenden Faktoren fir die Entstehung von
arteriellen Aneurysmata verantwortlich zu machen sind (MacSweeney et al. 1994).
Unabhangig von diesen Uberlegungen ist zu bedenken, dass es durch die perioperative
Mortalitat der db/db-Mé&use zu einer erniedrigten Anzahl der Versuchstiere in der Kontroll-
CDNA-Gruppe kam, die eine statistische Auswertung nicht zulieB. Fir eine eindeutige
Vergleichbarkeit und Interpretation der Ergebnisse mag diese Zahl zu gering gewesen sein.

4.3 Einfluss des PVAT als parakrines Organ

Die Transplantation von vitalem VAT um die zuvor verletzte Arteria carotis communis
sinister und damit hervorgerufene Simulation von ,,lokalem Ubergewicht* wurde durch eine
Reihe von Voruntersuchungen als neues Untersuchungsmodell in der vorliegenden Arbeit
etabliert. In &hnlicher Weise taten dies Takaoka et al. 2009, wobei sie VAT bzw. subkutanes
Fettgewebe um die zuvor verletzte Arteria femoralis transplantierten. Die Vitalitdt des
transplantierten VAT wurde durch die makroskopisch sichtbare Revaskularisierung des
Gewebes zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme deutlich. Nach ein bzw. vier Wochen konnten
Takaoka et al. 2009 das GFP-Signal im transplantierten Fettgewebe nachweisen. Die
Expression und Detektion des GFP-Signals war ebenso in der vorliegenden Arbeit zum
Zeitpunkt der Gewebeentnahme moglich. Eine eventuelle zelluldre Umdifferenzierung der
transplantierten Adipozyten als Reaktion auf die Transplantation in immun-inkompetenten
Nacktmausen konnte mithilfe der Ol-Rot-O-Farbung ausgeschlossen werden. Inwieweit sich
die Transkription und Translation der Proteine von den Adipozyten zum Zeitpunkt der
Transplantation im Vergleich zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme verdndert hatte, konnte
aufgrund der zu geringen Masse des Fettgewebes nicht weiter untersucht werden. Dieser
Punkt ist deshalb nicht zu vernachléssigen, da sich durch den Stimulus einer Gefél3verletzung
die Sekretion der Adipokine bzw. Zytokine im PVAT andern kann und es zu einer vermehrten
Einwanderung von Immunzellen, vor allem T-Lymphozyten und Makrophagen in das PVAT
kommt (Takaoka et al. 2010; Henrichot et al. 2005; Lohmann et al. 2009; Okamoto et al.
2001). Diese Erkenntnis lasst moglicherweise keine endgiiltige kausale Schlussfolgerung aus
den Ergebnissen zu.
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Eine vaskuloprotektive Wirkung des PVAT bei Normalgewicht geht aufgrund erhdhter
Inflammation und erhohtem oxidativen Stress bei Ubergewicht und Adipositas verloren
(Greenstein et al. 2009). Diese Veranderung soll unabhéngig vom Korpergewicht und
zirkulierenden Biomarkern fiir das kardiovaskulare Risiko mitverantwortlich sein (Mazurek et
al. 2003). Die alleinige Resektion der Adventitia respektive des PVAT von Nierenarterien
fihrte laut Chignier und Eloy von 1986 zu einer endothelialen Dysfunktion, die in einer
Hyperplasie der Intima endete. Takaoka et al. konnten 2009 einen Anstieg der intimalen
Hyperplasie nach Entfernung der Adventitia verhindern, indem sie VAT bzw. subkutanes
Fettgewebe normalgewichtiger WT-Mause um die verletzte Arteria femoralis transplantierten.
In der vorliegenden Arbeit wurde nur ein geringer Anstieg der Neointima und der
Lumenstenose bei den mit VAT von WT+NC-Mdusen transplantierten Versuchstieren im
Vergleich zur Kontrollgruppe gemessen. Dabei zeigte sich zusatzlich eine erhohte Media im
Vergleich dieser beiden Gruppen. Diese Beobachtung konnte dafir sprechen, dass das VAT
normalgewichtiger Versuchstiere einen vaskuloprotektiven Effekt besitzt und die
Transplantation keinen oder nur einen geringen mechanischen Einfluss auf die zuvor verletzte

Acrterie hatte, da die Kompression einer Arterie zu einer intimalen Hyperplasie fihren kann.

Im adipésen Zustand sezerniert das PVAT vermehrt Leptin, beeinflusst negativ die
Endothelfunktion und fiihrt zu einer gesteigerten Proliferation von glatten GefaBmuskelzellen
(Chatterjee et al. 2009). Perivaskuldres Leptin, sezerniert vom PVAT, konnte aufierdem die
lokale Angiogenese stimulieren (Heida et al. 2010). Unterstiitzt wird diese Beobachtung durch
die Arbeit von Payne et al. von 2010, die durch die perivaskuldre Inhibierung des
Leptinsignalweges bei Schweinen die koronare endotheliale Dysfunktion bei bestehendem
Metabolischem Syndrom reduzieren konnten. In wie weit dies eine Rolle spielt bei der
Entstehung von atherosklerotischen GefaRverdnderungen ist bisher noch nicht ausreichend
geklart. In der vorliegenden Arbeit war die Neointima, nachdem VAT von WT+HFD-Mausen
transplantiert wurde, gegeniber der Kontrollgruppe und den Tieren, denen VAT von
WT+NC-Madusen transplantiert wurde, erhéht. Das gleiche Ergebnis ergab sich bei der
Lumenstenose. Das Intima-Media-Verhaltnis war ebenfalls signifikant zu den beiden
betrachteten Vergleichsgruppen erhoht, wobei die geringe Auspragung der Media bei den
WT+HFD-Mausen zu diesem Ergebnis mal3geblich beitrug. Dieses Ergebnis kann durch eine
Leptin-abhangige Migration von glatten Gefdimuskelzellen von der Media in die Intima
erklart werden (Shi et al. 1996; Barandier et al. 2005). Die Entstehung von Atherosklerose
wird durch die Bildung von mikrovaskuldren Netzwerken, ausgehend vom PVAT und seinen
sezernierten proinflammatorischen Mediatoren und Zytokinen gefordert (Fain et al. 2004;
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Berg und Scherer 2005; Greenstein et al. 2009; Tanaka et al. 2011). Dabei ist ihr Einfluss
unabhéngig vom Korpergewicht und der Konzentration von zirkulierenden Biomarkern
(Mazurek et al. 2003), wobei ihr systemischer Einfluss auf die Atheroskleroseentwicklung
nicht zu vernachlassigen ist. Damit wird die Funktion des PVAT als parakrin wirkendes
Organ beschrieben, da es durch seine direkte Nachbarschaft Einfluss auf vasoregulatorische,

metabolische und proatherogene VVorgange der umliegenden GefaBwénde nehmen kann.

Die Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit fur die Transplantation von VAT adiposer
ob/ob+NC-Méuse waren dhnlich derer fiir die Transplantation von VAT normalgewichtiger
WT+NC-Mausen bei der Betrachtung der Neointima und der Lumenstenose. Ein annahernd
gleiches Ergebnis war ebenfalls beim Intima-Media-Verhéltnis zu finden. Obwohl hier eine
lokale Erhohung der Fettgewebemasse (Henrichot et al. 2005; Greenstein et al. 2009;
Lohmann et al. 2009) vorlag, lieBen sich keine vermehrten proatherosklerotischen
Verénderungen an der verletzten Gefalwand feststellen. Diese Beobachtung scheint auf eine
moglicherweise wichtige Rolle des Leptins bei der Entstehung der Neointima hinzudeuten, da
sein Fehlen alleine ausreicht die Bildung der Neointima nach einer Gefalverletzung
abzuschwachen. Jedoch ist die Expression von Leptin im VAT bzw. PVAT nicht alleinig
Voraussetzung fiir die Entstehung von vaskularen Komplikationen bei Adipositas, da weitere
proinflammatorische Mediatoren und Zytokine von den Adipozyten gebildet werden
(Henrichot et al. 2005; Greenstein et al. 2009), die eine Akkumulation von Immunzellen im
Fettgewebe induzieren konnen (Weisberg et al. 2003). Diese Annahme wird dadurch
untersttzt, dass ein massiver Anstieg der Infiltration von Immunzellen im VAT nach einer
achtwochigen HFD trotz Leptindefizienz zu beobachten war. Diese Zusammenhédnge kénnten
fur die in der vorliegenden Arbeit signifikante Erhéhung der Neointima der mit VAT von
ob/ob+HFD-M&usen transplantierten Versuchstiere im Vergleich zur Kontrollgruppe
mitverantwortlich sein. Ebenso waren die Lumenstenose und das Intima-Media-Verhaltnis im
Vergleich zur Kontrollgruppe stark erhoht. Die beschriebene massive Infiltration mit
Immunzellen und die Erhéhung von proinflammatorischen Zytokinen im VAT sind eine
denkbare Begrindung fir die signifikante Erhohung der Media im Vergleich zur
Kontrollgruppe und l&sst eine verstarkte Wirkung des VAT bzw. des PVAT bei bestehendem
Ubergewicht und Adipositas auf das GefaRsystem erklaren, unabhangig von systemischen
bzw. perivaskuléren Leptinkonzentrationen. Die signifikante Erhéhung der Lamina externa
bei den mit VAT von ob/ob+HFD-Mé&usen behandelten Versuchstieren kénnte mit der

verminderten vasoregulatorischen Wirkung des VAT bzw. des PVAT (Greenstein et al. 2009)
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sowie der Infiltration von Immunzellen in die GefdBwand und damit mdoglicherweise

Destruktion von extrazellularen Verbindungen begrindet werden.

4.4 CdM aus VAT beeinflusst die Proliferation von glatten GefaBmuskelzellen —
in vitro

Der Leptinrezeptor wird auf verschiedenen Zellen der GefaBwand, wie den Endothelzellen,
den glatten GefaBmuskelzellen und den Makrophagen exprimiert (Schroeter et al. 2007).
Dabei spielen glatte Gefamuskelzellen eine wichtige Rolle in der Reaktion auf
Gefallverletzungen. Ihre Proliferation sowie Migration wird durch Leptin gefordert, was an
Zellen der thorakalen Aorta von Ratten oder humanen glatten Muskelzellen gezeigt werden
konnte (Oda et al. 2001; Schéfer et al. 2004; Li et al. 2005). Diese Wirkung auf die Migration
wird Uber den Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase-Signalweg vermittelt (Oda et al. 2001). Leptin
fihrt ebenfalls Uber die Aktivierung des Januskinase-2-Signalweges sowie des p38-mitogen-
activated-protein-Kinase-Signalweges zur Hypertrophie der glatten Gefamuskelzellen (Shin
et al. 2005). Ferner wird unter Einfluss von Leptin die Expression von Matrix-
Metalloproteinase-2 durch humane glatte Gefamuskelzellen stimuliert (Li et al. 2005). Von
Bedeutung ist dieser Effekt, da die Matrix-Metalloproteinasen eine wichtige Rolle bei der
Migration von glatten GefaBmuskelzellen von der Media in die Intima sowie bei der
Stabilisierung von atherosklerotischen Plaque einnehmen (Park et al. 2001). Die endotheliale
Dysfunktion wird, wie bereits erwahnt, als Beginn der Atheroskleroseentstehung angesehen.
Dabei spielen der Verlust von antithrombotischen, profibrinolytischen, antiinflammatorischen
und antiproliferatorischen Eigenschaften des Endothel, die durch Stickstoffmonoxid (NO)
mafgeblich beeinflusst werden, eine entscheidende Rolle (Boger et al. 1996). Die Wirkung
des NO wird durch Leptin beeinflusst, jedoch auch kontrovers angesehen. Einerseits zeigten
in vitro-Untersuchungen, dass ausgehend vom Endothel hohe Konzentrationen von Leptin zu
einer NO-abhdngigen Relaxation des Gefales fiihren (Lembo et al. 2000; Kimura et al. 2000;
Vecchione et al. 2002). Andererseits fuhrten pathophysiologische Konzentrationen von
Leptin, wie sie bei Adipositas vorliegen, zu einer geminderten NO-abh&ngigen Relaxation des
Gefélies, die durch den physiologischen Vasodilatator Acetylcholin ausgeldst wird (Knudson
et al. 2005). Ebenso konnte bei ob/ob-Mé&usen eine abgeschwéchte Endothelfunktion
beobachtet und durch Zugabe von rekombinantem Leptin die NO-abhangige Relaxation bei

isolierten Aorten gefordert werden (Winters et al. 2000).
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Diese Zusammenhange konnten teilweise durch Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit an
glatten Gefalimuskelzellen repliziert werden. In in vitro-Untersuchungen gelang es einen
signifikanten Anstieg der Proliferation unter Zugabe von rekombinantem Leptin gegenulber
der Kontrollgruppe ohne Leptineinfluss nachzuwiesen. Unter gleichen Bedingungen war es
maoglich die Leptin-abhéngige Proliferation durch die Zugabe eines Anti-Leptin-Antikdrpers
im Vergleich zu den Versuchsgruppen mit und ohne rekombinanten Leptin signifikant zu
senken. Somit bestatigte sich der proliferative Effekt von Leptin auf die glatten
GeféaBmuskelzellen. Barandier et al. gelang es 2005 mithilfe von CdM aus periaortalem
Fettgewebe von Ratten eine Leptin-abhéngige Stimulation auf glatte GefaBmuskelzellen
nachzuweisen. Dieser Zusammenhang konnte in der vorliegenden Arbeit durch die signifikant
reduzierte Proliferation dieser Zellen nach Zugabe eines Anti-Leptin-Antikorpers zu beiden
CdMs von WT-Mause-Gruppen, wiederholt werden. Die Proliferation der glatten
GefaBmuskelzellen nach dem Hinzufiigen von CdM, von WT+NC- oder WT+HFD-Mausen,
zeigte anndhernd gleiche Ergebnisse und deutet insgesamt darauf hin, dass die Expression von
Leptin im Fettgewebe, zumindestens teilweise, eine Rolle bei der Proliferation dieses Zelltyps
spielt. Jedoch sind noch weitere Zytokine und Mediatoren des Fettgewebe, wie z.B. Visfatin,
Angiotensin Il oder TNF-a gleichfalls daran beteiligt (Wang P et al. 2009; Molnar et al.
2014). Die Proliferation der glatten Gefallmuskelzellen nach Zugabe des CdM von
ob/ob+HFD-Mausen fiel geringer aus im Vergleich zu den Ergebnissen des CdM von WT-
Méusen. Der Zusatz von Anti-Leptin-Antikdrpern hatte dartber hinaus keinen Effekt erzielt.
Damit kann von einer Teilbedeutung von Leptin in Bezug auf die Proliferation von glatten
GeféaBmuskelzellen ausgegangen werden. In wie weit sich Leptin auf die Endothelzellen

auswirkt, ist nicht genauer im Rahmen dieser Arbeit untersucht worden.

4.5 Limitationen der Arbeit

Es wurden ausschlieRlich mannliche Versuchstiere verwendet, um eventuelle hormonelle
Schwankungen bei weiblichen Versuchstieren zu vermeiden bzw. deren Einfluss auf

Verénderungen im kardiovaskul&ren System zu minimieren.

Das Transplantationsmodell, bei dem VAT eines Spendertieres in das perivaskuldre Gewebe
eines Empféangertieres tbertragen wurde, ist kein etablierter physiologischer Prozess. In wie
weit das gespendete VAT mit dem Empfangergewebe interagierte, vor allem auf
immunologischer Ebene, ist nicht genauer untersucht worden und bedarf weiterer

grundlegenden Untersuchungen.
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Ein weiterer limitierender Punkt bei diesem Modell ist die notwendige Verwendung von
immun-inkompetenten Versuchstieren als Empféanger. Dieser Versuchstiertyp ist nicht
physiologisch und die wichtige Funktion von Entziindungszellen bei der vaskuléren
Waundheilung konnte nicht weiter untersucht werden. Bei der Transplantation in WT-Mausen
hatten sich jedoch schwere nekrotische AbstoRungsreaktionen gezeigt. Um dieses
experimentelle Modell genauer vergleichbar zu machen mit humanen Gegebenheiten, sind
weitere Untersuchungen auf der Ebene der immunkompetenten Transplantation von VAT und
PVAT nétig.

4.6 Ausblick

Die Anwendbarkeit und Bestatigung der Befunde im Menschen stehen noch aus.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Ubergewicht und Adipositas sind bekannte Risikofaktoren fiir Herz-Kreislauferkrankungen
beim Menschen. Es erhoht sich nicht nur das Korpergewicht, sondern auch die Masse des
VAT und des PVAT. Experimentelle Studien weisen auf einen moglichen direkten
Zusammenhang zwischen der Zusammensetzung des PVAT und atherosklerotischen
GefaBwandveranderungen hin. Das VAT wie auch das PVAT produzieren bei Ubergewicht
und Adipositas vermehrt Adipokine und unter anderem vermehrt das Hormon Leptin.
Dadurch kommt es nicht nur zu erhohten Serumspiegeln von Leptin, sondern auch zu einer
erhdhten Expression und parakrinen Sekretion von Leptin im PVAT, die direkten Einfluss auf

die benachbarte Gefallwand nehmen konnte.

In der vorliegenden Arbeit wurden systemische und parakrine Wirkungen von Leptin auf die
Bildung der Neointima nach experimenteller Gefaliverletzung naher untersucht. Dafur wurden
mit Hilfe von Mausmodellen drei Versuchsgruppen mit jeweiligen Untergruppen gebildet.
Jedes Versuchstier wurde einer standardisierten gefalchirurgischen Operation an der Arteria
carotis communis sinister nach einem etablierten Modell unterzogen, die eine chemische
Endothelverletzung zur Folge hatte. In der ersten Gruppe wurde die systemische Wirkung von
Leptin nach der GefaRverletzung untersucht. Bei bestehender Hyperleptindmie konnte eine
signifikant erhéhte Neointima dokumentiert werden. Diese blieb bei bestehender systemischer
Leptindefizienz aus. In der zweiten Gruppe wurde die parakrine Wirkung des Hormons nach
der GefaRverletzung mit Hilfe von adenoviralen Vektoren simuliert und mit dem Vorliegen
von Leptinrezeptordefizienz verglichen. Dabei kam es zu einer erhéhten Leptin-abhangigen
Bildung der Neointima, unabhéngig vom Kdorpergewicht und systemischen Leptinspiegeln,
die bei vorliegender Leptinrezeptordefizienz sogar erniedrigt war. Damit stellte sich ein
direkter Zusammenhang zwischen der parakrinen Wirkung von Leptin und der gesteigerten
Neointima dar. Zuletzt war bei der dritten Gruppe durch ein eigens entwickeltes
Transplantationsmodell fiir VAT ,lokales Ubergewicht“ um die zuvor verletzte Arterie
sowohl fir WT als auch fir Leptindefizienz simuliert worden. Dabei konnte fir die
Transplantation des VAT von WT+HFD-Mausen eine signifikante Erhéhung der Neointima
gezeigt werden, die bei der Transplantation von VAT von ob/ob-Md&usen ausblieb. Ebenso
wurde diese Beobachtung bei der Transplantation des VAT von ob/ob+HFD-Mé&usen
gemacht, die auf eine nur zum Teil auf Leptin beruhende proatherosklerotische Wirkung des
PVAT bei Ubergewicht hindeutet und zeigt, dass bei Ubergewicht und Adipositas weitere
Mediatoren und Zytokine vom VAT und PVAT produziert werden, die negative
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vasoregulatorische, metabolische und proatherogene Wirkungen besitzen. Mit Hilfe von
konditioniertem Medium aus VAT und Ko-Kultur-Experimenten konnte eine fdrdernde
Wirkung des PVAT auf die Proliferation glatter Gefamuskelzellen und die Bedeutung von

Leptin in vitro bestétigt werden.

Insgesamt konnte somit die erhohte Konzentration von Leptin im PVAT bei Ubergewicht und
Adipositas als ein wichtiger Faktor bei der Entstehung von atherosklerotischen
Gefallwandveranderungen nach einer GefaRverletzung beschrieben werden. Diese Ergebnisse
heben die Bedeutung der lokalen Umbauprozesse im PVAT als mdgliche Ursache fur das

erhohte Risiko von kardiovaskularen Erkrankungen bei Ubergewicht und Adipositas hervor.
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